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LOMBARDI, R. CLONAGEM E PURIFICACAO DA PROTEINA CAPSIDIAL DO BANANA
STREAK VIRUS E PRODUCAO DE ANTISSORO POLICLONAL A PARTIR DE
PREPARACOES PURIFICADAS DO VIRUS. S&o Paulo. 2010. Dissertacdo (Mestrado em
Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Biol6gico

RESUMO
O Banana streak virus (BSV) (familia Caulimoviridae, género Badnavirus), € considerado o
virus que mais frequentemente ocorre em bananeiras (Musa sp.) A deteccdo soroldgica e
molecular deste virus é de fundamental importancia, mas tem se mostrado uma tarefa
bastante complexa, devido a presenca de sequéncias virais (Endogenous Pararetrovirus
Sequences-EPRVS) integradas no genoma da bananeira. A auséncia de hospedeiras
alternativas e a baixa concentragdo do virus em bananeiras impdem uma séria restricdo a
producdo de antissoros contra o BSV. Este trabalho teve como objetivos a clonagem e
purificacdo da proteina capsidial do Banana streak OL virus (BSOLV-CP) e a produgéo de
antissoro policlonal a partir de preparagfes purificadas do Banana streak Mysore virus
(BSMysV) para a deteccdo do BSV em tecidos de bananeira infectados. Foi amplificado um
fragmento de aproximadamente 390 pb da regido central da BSOLV-CP por PCR, que foi
clonado em vetor pGEM-T® Easy, subclonado em vetor pQE-30 e transformado em células
de E. coli M15 [pREP4] por choque térmico. A proteina de aproximadamente 14 kDa foi
expressa apoés inducdo por IPTG, detectada em Western-Blot e purificada em coluna de
niquel-agarose. A proteina BSOLV-rcCP foi armazenada a -20 °C para futuros estudos
visando a producédo de antissoro especifico. A preparacao purificada do BSMysV, a partir de
folhas de bananeira ‘Mysore’, foi inoculada em camundongos Balb/c para a producédo de
antissoro policlonal, o qual foi avaliado em Dot-, Western-Blot e ELISA. O antissoro
apresentou reacdo com a purificacdo do virus, entretanto ndo possibilitou a deteccao do
BSV em extrato bruto de bananeiras infectadas. Em microscopia eletrénica de transmissao,
foi possivel visualizar a reacédo do antissoro com as particulas de BSMysV, demonstrando
gue 0 antissoro reconhece epitopos presentes na capa protéica do virus e em testes de

decoracao permite que o virus seja detectado.

Palavras chave: Banana streak virus, Endogenous Pararetrovirus Sequences-EPRVS,
proteina capsidial, antissoro policlonal, microscopia eletrbnica de transmisséo, clonagem e

expressao de proteinas recombinantes



LOMBARDI, R. CLONING AND PURIFICATION OF BANANA STREAK VIRUS COAT
PROTEIN AND PRODUCTION OF POLYCLONAL ANTISERA FROM PURIFIED VIRAL
PARTICLES. Sé&o Paulo. 2010. Dissertation (Mestrado em Sanidade, Seguranc¢a Alimentar e
Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Biolégico

ABSTRACT
Banana streak virus (BSV) (family Caulimoviridae, genus Badnavirus) is considered the most
frequently occurring virus in banana (Musa sp.). Serological and molecular detection of
episomal virus particles infection in banana is an important but complex issue since there are
integrated BSV sequences (Endogenous Pararetrovirus Sequences-EPRVS) in the banana
genome . The lack of alternative hosts and the low titer of BSV in infected banana tissues
pose a challenge in obtaining specific antiserum against this virus. On this work, we cloned,
expressed and purified a recombinant fragment of the coat protein of Banana streak OL virus
(BSOLV-CP) in Escherichia coli and also produced an antisera against Banana streak
Mysore virus in order to detect BSV in infected tissues. A 390 bp fragment was amplified by
PCR using primers designed for a region inside BSOLV-CP. The fragment was cloned in
pGEM-T® Easy vector, subcloned in pQE-30 expression vector and transformed into
competent E. coli M15 [pREP4] cells by heat shock. The protein expression was induced by
IPTG and the 14kDa BSOLV-CP was detected in western blotting. The expressed
recombinant BSOLV-rcCP protein was stored at -20 °C for future studies aiming the
production of an antiserum to detect BSV in banana tissues. Polyclonal antiserum was
obtained from purified BSMysV infected ‘Mysore’ banana leaves inoculated in Balb/c mice.
The antiserum was evaluated in Dot-, Western-Blot and ELISA, reacting against purified
virus; however, it was unable to detect BSV in infected tissues. Under electron transmission
microscopy, we were able to visualize the reaction of the antisera with BSV particles,
showing that it reacts with BSV coat protein epitopes enabling its detection in decoration

tests.

Keywords: Banana streak virus, Endogenous pararetroviral sequences- EPRVSs, coat protein,
polyclonal antisera, transmission electron microscopy, recombinant protein cloning and

expression.
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1. INTRODUCAO

A deteccdo do Banana streak virus, pertencente a familia Caulimoviridae,
género Badnavirus, é de fundamental importancia para a cultura da bananeira, mas
tem se mostrado uma questdo bastante complexa devido a presenca de sequéncias
virais integradas no genoma da bananeira e a dificuldade de obteng&o de antissoros
contra este virus para sua deteccao.

A bananeira é uma planta herbacea e monocotiledénea, pertencente ao
género Musa (Musaceae, Zingiberales). O Brasil figura atualmente como o quarto
maior produtor de bananas no mundo. A propagacao in vitro da bananeira tem sido a
opcdo mais utilizada atualmente para a obtencdo de uma maior quantidade de
mudas, além de outras vantagens como uniformidade e facil indexacéo.

Estudos recentes comprovaram a presenca no genoma da bananeira de
EPRVs (Endogenous pararetroviral sequences), que S&8o0 sequéncias virais
integradas no genoma de plantas. Na bananeira ja foram descritos dois tipos de
EPRVs relacionados ao BSV: um tipo que contém o genoma completo do virus e
que pode originar particulas virais causando infeccdo epissomal; e outro tipo
contendo sequéncias incompletas do BSV, nao relacionadas com a manifestacéo da
doenca. A hipotese de que a propagacéo in vitro pode atuar como desencadeadora
da infeccédo a partir das EPRVs ganhou forca com estudos recentes realizados por
Dallot et al. (2001), ainda que 0os mecanismos para que tal evento ocorra nao sejam
entendidos.

Pela existéncia das EPRVs no genoma da bananeira, o diagndstico do virus
por PCR pode levar a falsos resultados positivos, pois a reacdao de PCR pode
amplificar tanto as EPRVs quanto o DNA viral epissomal. Testes soroldgicos ou
moleculares associados a sorologia, como IC-PCR, podem discriminar a presenca
da infeccdo epissomal, mas essas técnicas apresentam uma demanda de antissoros
de alta qualidade, que ndo sédo facilmente obtidos devido a baixa concentracdo do
virus em bananeiras infectadas, além da existéncia de uma heterogeneidade
biolégica dos isolados do BSV.

Atualmente, devido a maior disponibilidade de técnicas moleculares, existem
alternativas para a producdo de antissoros, como a producdo destes a partir de

proteinas recombinantes expressas em Escherichia coli, sendo de fundamental
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importancia a utilizagdo destas metodologias na producdo de novos antissoros
contra 0 BSV.

O presente trabalho teve como objetivos a clonagem em Escherichia coli e
purificacdo da proteina capsidial do Banana streak OL virus, e a producdo de
antissoro policlonal a partir de preparagdes purificadas do Banana streak Mysore

virus para a deteccédo do BSV em tecidos de bananeira infectados.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A BANANEIRA: HISTORICO, ORIGEM, CLASSIFICACAO E IMPORTANCIA
ECONOMICA

Referéncias historicas sobre bananas sdo abundantes e variadas. A referéncia
mais antiga é redigida em sanscrito e data de aproximadamente 500 a.C. Antigos registros
gregos da campanha de “Alexandre, o Grande” na india em 327 a.C. também descrevem
bananas. Os antigos arabes e romanos utilizavam bananas. Na idade média, a banana era
considerada por ambos mugulmanos e catolicos como a fruta proibida do paraiso (INIBAP,
1996).

As primeiras informacdes de que indigenas brasileiros ja conheciam e cultivavam a
banana datam de 1570. Porém, a bananicultura brasileira como atividade agricola de grande
valor comercial teve inicio no século XIX, por volta de 1820. Baseando-se em informacdes
de cultivo trazidas das regides Centro Americanas, Caribe, llhas Canarias, Africa, Filipinas
entre outras, os plantios de banana se desenvolveram e se expandiram das frias encostas
rio-grandenses até a foz do amazonas, ou seja, onde houvesse gente disposta a efetua-los
(MOREIRA, 1985).

As bananeiras pertencem ao género Musa (Musaceae, Zingiberales). O centro de
origem do grupo é o sudeste asiatico, sendo que o centro de diversidade tem sido atribuido
a Malasia e Indonésia. As bananeiras estdo naturalmente distribuidas nas margens de
florestas tropicais (HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2007).

A bananeira é uma planta herbacea e monocotiledénea. Possui tronco curto e
subterraneo, denominado de rizoma, que constitui um 6rgao de reserva onde se inserem as
raizes adventicias e fibrosas. O pseudocaule, resultante da unido das bainhas foliares,
termina com uma copa de folhas longas e largas, com nervura central desenvolvida. Do
centro da copa emerge a inflorescéncia com bracteas ovaladas de coloracdo normalmente
roxo-avermelhada, em cujas axilas nascem as flores. Cada grupo de flores reunidas forma
uma penca (mao) com numero variavel de pseudofrutos (dedos), originados por
partenocarpia. Os pseudofrutos inicialmente sdo verdes, tornando-se amarelos com a
maturacao, posteriormente comecam a escurecer e nesse estadio diz-se que a planta
morreu. Entretanto, durante o desenvolvimento ha formacao de novos rebentos (filhos), que
surgem na base da planta, possibilitando a constante renovacdo dos bananais (ALVES,
1999).
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Sendo uma das fruteiras mais cultivadas nos paises tropicais, a cultura da
bananeira é a quarta mais importante em paises em desenvolvimento (FIGUEIREDO et al.,
2006; HESLOP-HARRISON; SCHWARZACHER, 2007). Diferencia-se das demais espécies
de plantas frutiferas, pois apresenta um fluxo de producdo a partir do primeiro ano de
cultivo, atraindo os produtores, que obtém o retorno do capital investido rapidamente (BOAS
et al., 2002).

O Brasil figura atualmente como o quarto maior produtor de bananas do mundo,
sendo a india o maior produtor seguido pela China e Filipinas (FAOSTAT, 2008). Em 2007,
0 Brasil produziu 7098353 toneladas da fruta, numa area total de 515346 hectares (IBGE,
2009). Atualmente, sdo produzidas no mundo mais de 81 milhdes de toneladas da fruta
anualmente, sendo que o continente que mais produz é o Asiatico com aproximadamente 47
milhdes de toneladas por ano, seguido pelo continente Americano com producédo préxima a
25 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2008).

O estado brasileiro que mais colheu bananas em 2007 foi a Bahia, com 89.466ha,
seguido pelo Estado de Sao Paulo, com 52379 ha (IBGE, 2009). Os municipios brasileiros
que mais produzem sdo Wenceslau Guimaraes (BA), Corupa (SC), Bom Jesus da Lapa
(BA), Luis Alves (SC), Cajati (SP) e Registro (SP), com uma producéo de 166320, 147992,
138000, 113400, 103200 e 97440 toneladas, respectivamente (IBGE, 2009). A banana é a
fruta de maior consumo anual no pais, com quantidades proximas a 35 kg per capita
(MATSUURA et al., 2004).

Embora exista um namero expressivo de cultivares de banana no Brasil, quando se
consideram aspectos como preferéncia dos consumidores, produtividade, tolerancia a
pragas e doencas, resisténcia a seca, porte e resisténcia ao frio, restam poucas com
potencial agronémico para serem usadas comercialmente. Os cultivares mais difundidos no
Brasil sdo: ‘Prata’, ‘Pacovan’, ‘Prata And’, ‘Mag&’, ‘Mysore’, ‘Terra’ e ‘d’Angola’, do grupo
AAB, e ‘Nanica’, ‘Nanicdo’ e ‘Grande Naine’, do grupo AAA, utilizados principalmente na
exportacdo. Os cultivares ‘Prata’ e ‘Pacovan’ sdo responsaveis por aproximadamente 60%
da area cultivada do Brasil (ALVES, 1999).

Na evolucdo das bananeiras comestiveis participaram principalmente as espécies
dipléides selvagens Musa acuminata Colla e M. balbisiana Colla, de modo que cada cultivar
pode conter combinagdes variadas de genoma completo dessas espécies. Esses genomas
sdo denominados pelas letras A (M. acuminata) e B (M. balbisiana), cujas combinacgfes
resultam em grupos dipléides (AA, AB e BB) triploides (AAA, AAB e ABB) e tetrapldides
(AAAA, AABB e ABBB) (ALVES, 1999).

As bananeiras comerciais sdo estéreis, produzindo frutos sem sementes e,
portanto, devem ser propagadas vegetativamente. Tradicionalmente isto é feito por meio de

mudas, mas desde a Ultima década a cultura de tecidos tem sido mundialmente adotada e
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existe um banco de germoplasma de bananeira, cujo material vem sendo distribuido
internacionalmente (FIGUEIREDO; BRIOSO, 2007).

Os cultivares de banana apresentam uma lenta taxa de multiplicacdo no campo,
que varia de 5 a 10 mudas por planta matriz por ano (OLIVEIRA; SILVEIRA; SILVA, 2001).
Entretanto, por meio de cultura de tecidos podem ser obtidas aproximadamente 200 mudas
por planta matriz a cada 8 meses (OLIVEIRA; SILVA, 1997). Por isso, a multiplicagéo in
vitro, ou micropropagacgdo, consiste na melhor alternativa para se obter quantidade
suficiente de mudas para o estabelecimento de novos plantios, principalmente com
cultivares/hibridos recém-lancados por Centros de Pesquisa, atendendo com maior rapidez
e eficiéncia a necessidade dos produtores (BRAGA; SA; MUSTAFA, 2001; OLIVEIRA;
SILVEIRA; SILVA, 2001). Além desse aspecto, as mudas micropropagadas’ apresentam as
vantagens de: (1) serem multiplicadas em qualquer época do ano em pequeno espaco
fisico; (2) serem isentas de patégenos ou pragas, uma vez que sado indexadas para a
presenca de virus; e (3) proporcionarem uma homogeneidade para os tratos culturais e
colheita devido a sua uniformidade e promoverem aumento na producdo (OLIVEIRA;
SILVEIRA; SILVA, 2001).

2.2 BANANA STREAK VIRUS: PROPRIEDADES BIOLOGICAS E
MOLECULARES

O cultivo da bananeira no Brasil é afetado por problemas de diversas etiologias,
gue sdo responsaveis por severas perdas na producdo em pré e pds-colheita. Sdo exemplos
a murcha bacteriana ou Moko (Ralstonia solanacearum), o nematoide Radopholus similis, a
broca-do-rizoma e os fungos que causam diversas doencas, tais como o “Mal-do-Panam@”
(Fusarium oxysporum f. sp. Cubense), a “Sigatoka Amarela” (Mycospharella musicola) e a
“Sigatoka Negra” (Mycospharella fijiensis) (GASPAROTTO et al, 2006; GONDIM;
CAVALCANTE, 2001).

Além desses problemas, a bananeira estd sujeita a infeccdo por diferentes
espécies de virus: Banana streak virus (BSV) género Badnavirus, familia Caulimoviridae;

Cucumber mosaic virus (CMV) género Cucumovirus, familia Bromoviridae; Banana bunchy

oy micropropagacao da banana consiste em isolar apices vegetativos de filhos de matrizes
vigorosas e produtivas, em condi¢Bes assépticas, em meio de cultura in vitro. Em tais condi¢des,
proporciona-se uma proficua brotacdo de gemas axilares a partir do apice vegetativo isolado
(BRAGA; SA; MUSTAFA, 2001).
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top virus (BBTV) género Babuvirus, familia Nanoviridae; Banana bract mosaic virus (BBrMV)
género Potyvirus, familia Potyviridae; Banana mild mosaic virus (BanMMV) e Banana virus X
(BVX) ambos da familia Flexiviridae (ADAMS et al, 2004; HARPER; HULL, 1998; HOOKS et
al.,, 2007; TEYCHENEY et al., 2005a; TEYCHENEY et al., 2005b).

As doencas ocasionadas por virus merecem atencao especial. Os virus podem ser
transmitidos por insetos vetores e por meio de propagacao vegetativa, o que pode ocasionar
uma ameaga a producao, tanto nas areas onde os virus sdo endémicos, quanto naquelas
livres de virus, mas que recebem novas mudas (FIGUEIREDO; BRIOSO, 2007). Até o
momento, somente 0 BSV e o CMV foram registrados em bananeiras cultivadas no Brasil
(FIGUEIREDO; BRIOSO, 2007; COLARICCIO et al., 2006).

A primeira ocorréncia do BSV foi registrada na Costa do Marfim em bananeiras do
cultivar ‘Poyo’ por Lassoudiere (1974). Entretanto, o agente causal sO foi posteriormente
identificado por Lockhart (1986). Apds o primeiro relato, a presenca do BSV foi registrada
em 43 paises da Africa, Europa, Oceania e América Tropical (DAHAL et al., 2000).

O BSV apresenta particulas baciliformes com largura constante de 30 nm e
comprimento que varia de 120 a 150 nm (HULL et al., 2005). Possui genoma composto de
DNA circular de fita dupla com tamanho aproximado de 7,4 kb e trés ORFs (open reading
frames) (Fig. 1). As ORF | e ORF Il potencialmente codificam duas pequenas proteinas
(22,8 kDa e 14,5 kDa, respectivamente) de fungbes desconhecidas. A ORF Il codifica uma
poliproteina de 208 kDa consistindo huma provavel proteina de movimento célula a célula,
proteina capsidial, protease aspartica e uma replicase viral, a qual possui funcbes de
transcriptase reversa e ribonuclease H. Acredita-se que esta poliproteina é clivada apos sua
transcricdo em suas unidades funcionais pela protease aspartica (HARPER; HULL, 1998).

Este virus pode ser disseminado na natureza pelas cochonilhas Planococcus citri e
Saccharicoccus sacchari. As bananeiras infectadas podem apresentar sintomas de estrias
foliares, les@es foliares cloréticas, mosaico, ma formacgéo dos frutos, diminuicdo do cacho,
atrasos na colheita dos frutos e reducédo da producéo (DANIELLS et al., 2001). Os sintomas
de estrias e mosaico ocorrem esporadicamente durante o ano, dificultando sua identificacéo
visual (FIGUEIREDO; BRIOSO, 2007).



ORF1

ORF2
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7.39 kbp

Figura 1. Esquema da Organizagdo gen6mica do BSV. O circulo completo representa o
genoma de DNA de fita dupla. As setas em forma de arcos indicam a posigéo das 3
ORFs (Imagem retirada de HARPER, G; HULL, R. Cloning and sequence analysis
of Banana streak virus DNA. Virus Genes, n. 17, v. 3, 1998)

No Brasil, a ocorréncia do BSV foi descrita pela primeira vez em associagdo com o
CMV por Brioso et al. (2000). Foi relatado também em diferentes cultivares de bananeiras
(pertencentes a diferentes grupos gendmicos) em infec¢des simples ou em associagdo com
o CMV, na Bahia, Ceara, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Santa
Catarina e S&o Paulo (BRIOSO, 2004). Posteriormente, foi identificado em mudas
provenientes de cultura de meristemas importadas de Israel e Costa Rica (MARINHO;
BATISTA, 2005; COLARICCIO et al., 2006).

Mesmo que originalmente ndo tenha sido considerado economicamente
importante, o BSV tem causado grande preocupacado nos Ultimos anos devido ao aumento
de relatos de infec¢cdo nas linhagens de bananeira e hibridos micropropagados (LE
PROVOST et al., 2006). Gendétipos resultantes de cruzamentos entre M. acuminata e M.
balbisiana, incluindo uma variedade de novos hibridos mostraram a tendéncia de produzir
propagulos infectados pelo BSV, mesmo utilizando-se plantas assintomaticas em cultura de
tecidos (DALLOT et al., 2001).

Estudos recentes revelaram que sequéncias virais podem ocorrer dispersas no
genoma de plantas, originarias de uma infeccdo viral anterior que se fixou na linhagem
germinativa (GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 2009). O mecanismo desta integracdo ainda é
desconhecido, visto que nenhum fitovirus descrito até agora exige um passo de integracéo
como parte de sua replicacdo (STAGINNUS; RICHERT-POGGELER, 2006).

Sequéncias enddgenas de pararetrovirus (Endogenous Pararetroviral Sequences -

EPRVs) sdo a classe mais abundante de sequéncias virais enddgenas em diferentes
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espécies de plantas (GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 2009). Estas foram encontradas no
genoma nuclear de espécies de familias distantes, como Rutaceae (citros, Poncirus
trifoliata), Solanaceae (batata, Solanum sp.; petlnia, Petunia sp.; tabaco, Nicotiana sp.),
Poaceae (arroz, Oriza sativa), Musaceae (banana, Musa sp.) (STAGINNUS; RICHERT-
POGGELER, 2006), e mais recentemente nas familias Agavaceae (Drascena sanderiana)
(SU et al., 2007) e Asteraceae (Dahlia variabilis) (PAHALAWATTA et al., 2008).

Todas as EPRVs descritas até o momento possuem um padrao de arranjo similar
com repeticdes em tandem, duplicagbes internas, fragmentagfes e inversdo do genoma
viral. A maioria das EPRVs resulta em genomas virais parciais e nao funcionais, porém
vérias integracfes contém toda extensdo do genoma viral, com sequéncias de leitura aberta
(ORFs) funcionais. Tais sequéncias podem entdo ser ativadas resultando na liberacdo do
genoma viral funcional que infectard o hospedeiro (GAYRAL; ISKRA-CARUANA, 2009).
EPRVs que podem causar infecgdo ja foram descritas para o Petunia vein clearing virus
(PVCV) em petunia (Petunia hybrida) (RICHERT-POEGGELER; SHEPPERD, 1997), para o
Tobacco vein clearing virus (TVCV) em Nicotiana edwardsonii (LOCKHART et al., 2000) e
para o Banana streak virus (BSV) em banana (Musa sp.) (DALLOT et al., 2001; NDOWORA
et al., 1999).

Dois tipos de EPRVs no genoma da Musa ja foram descritas para o BSV. Um tipo
de integracd@o que esta associado ao genoma B de Musa, carrega o genoma inteiro do virus,
intercalado com sequéncias invertidas, ndo continuas, capazes de excisdao e recombinacao,
para produzir a forma epissomal (presenca de particulas) do virus. Outro tipo de integracéo
esta associado ao genoma A, que nao origina a forma epissomal, pelo fato desta EPRV ser
incompleta ou por conter mutagées (JAUFEERALLY-FAKIM; KHORUGDHARRY; HARPER,
2006).

A hip6tese de que a micropropagacdao in vitro e a hibridizacdo seriam responsaveis
por iniciar a infec¢@o pelo BSV devido ao aparecimento de linhagens infectadas derivadas
de parentais ndo apresentando sintomas da infec¢éo pelo BSV foi sugerida por NDOWORA
et al. (1999). Em 2001, DALLOT et al. mostraram evidencias de que a propagac¢éo in vitro é
determinante na expressdo do BSV integrado no genoma da ‘FHIA 21’ (genétipo AAAB),
monitorando por testes de imunocaptura seguidos da reagdo em cadeia da polimerase (IC-
PCR) cada estagio da cultura de tecidos. Ainda que o mecanismo pelo qual a cultura de
tecidos possibilita a ativacdo das sequéncias integradas do BSV seja desconhecido, a
cultura de tecidos é reportada como responsavel por causar aberracées cromossdmicas,
incluindo fusdo entre segmentos de cromossomos quebrados resultando em rearranjos
incluindo translocacdes, inversdes, duplicacdes e dele¢cbes. Além disso, a cultura de tecidos
induz a reducdo dos niveis de metilacdo do DNA que esta associada a ativacdo de
transposons (NDOWORA et al., 1999).
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Atualmente, sdo reconhecidas pelo ICTV (International Committee on Taxonomy of
Viruses) trés espécies do BSV: o Banana streak Mysore virus, o Banana streak OL virus e 0
Banana streak GF virus (ICTVdB, 2009) na familia Caulimoviridae, genéro Badnavirus
(HULL et al.,, 2005). Ainda, existe a proposicdo de outras espécies baseando-se em
diferencas nas sequéncias de nucleotideos da ORF Ill do BSV (AGINDOTAN et al., 2006;
JAUFEERALLY-FAKIM; KHORUGDHARRY; HARPER, 2006).

O cultivar ‘Mysore’ (genétipo AAB) é um dos muitos hibridos naturais de M.
acuminata e M. balbisiana, originario da india, levando o nome da cidade de Mysore
localizada no sul do Estado de Karnataka. Este cultivar € reconhecido pelas estrias
cloréticas e necréticas em suas folhas, uma condi¢cdo que inicialmente se pensava ser uma
desordem genética, ja que todos os individuos deste cultivar apresentavam 0s mesmos
sintomas, e ndo havia sinais da transmissao destes para plantas vizinhas de outros
cultivares. Somente recentemente, esses sintomas foram reconhecidos como causados por
um isolado do BSV (Geering et al., 2005).

2.3 ESTRATEGIAS PARA O DIAGNOSTICO DO BSV

Os métodos atualmente utilizados para a detec¢cdo do BSV sado: (1) a inspecéo
visual de sintomas que sdo periddicos e podem ser confundidos por aqueles causados pelo
CMV; (2) imunomicroscopia eletrénica de transmisséo (Immunosorbent Electron microscopy
- ISEM); (3) ELISA (Enzime-Linked Immunosorbent Assay); (4) PCR (Polimerase Chain
Reaction); e (5) Immunocapture-PCR (imunocaptura seguida de PCR — IC-PCR).

A PCR tem sido utilizada em numerosos estudos para a deteccao de espécies do
género Badnavirus (HARPER et al., 1999). Porém, a presenca de EPRVs no genoma da
bananeira dificulta a detec¢do da infec¢cdo epissomal do BSV por PCR, visto que esta
técnica pode amplificar igualmente tanto o DNA viral encapsidado quanto sequéncias virais
integradas, levando a falsos resultados positivos (LE PROVOST et al., 2006).

Em contraste com a PCR, o emprego das técnicas de ELISA e ISEM, que tém
como alvos as proteinas, podem ser empregadas na deteccdo do BSV epissomal em
bananeiras (HARPER et al., 1999). Assim, para detec¢éo da forma epissomal do BSV foram
desenvolvidas metodologias, que combinam uma etapa de captura imunoldgica das
particulas do BSV por um antissoro policlonal especifico, com a subsequente amplificacédo
de sequéncias do DNA viral por PCR, denominada IC-PCR (HARPER et al., 1999; LE
PROVOST et al., 2006).
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Porém, os testes de ISEM, ELISA e IC-PCR, que podem discriminar
especificamente a presenca de particulas do virus (HARPER et al., 1999), necessitam de
antissoros especificos contra 0 BSV e estes sao obtidos com dificuldade, devido as baixas
concentracdes do virus, falta de hospedeiras experimentais e dificuldades para a purificacéo
do virus (AGINDOTAN et al., 2003).

Atualmente, a utilizacdo de técnicas de biologia molecular tem tornado possivel a
clonagem do gene da proteina capsidial (CP) de virus em plasmideos vetores que permitem
sua expressao em Eschericha coli. O que permite que quantidades virtualmente ilimitadas
da proteina sejam produzidas, pois os clones podem ser armazenados por tempo
indeterminado a -80°C, bastando o cultivo de uma cultura bacteriana para obtencdo da
proteina. Além disso, como o protocolo de purificagdo da proteina a partir de E. coli é
relativamente simples (BARBIERI et al., 2004), torna-se possivel a utilizacdo das proteinas
recombinantes para a obtencdo de antissoros especificos que podem ser empregados nas
diferentes técnicas de deteccéo de virus.

Os estudos com E. coli durante as décadas de 1960 e 1970, o transformou no mais
compreendido organismo na natureza. Atualmente, a tecnologia do DNA recombinante é
uma extensdo direta das analises genéticas e bioquimicas conduzidas no passado. Mesmo
antes do advento da clonagem, linhagens geneticamente alteradas de E. coli eram utilizadas
para produzir quantidades de proteinas com interesse cientifico, devido a sua facilidade de
manuseio e sua rapida multiplicacdo em meios de cultivo (AUSUBEL et al., 1998).

A abordagem basica utilizada para expressao de genes exdégenos em E. coli inicia-
se na insercao de um gene num vetor de expressao, usualmente um plasmideo. Esse vetor
contém varios elementos: (1) sequéncias que codificam um marcador para assegurar a
manutencdo do plasmideo na célula; (2) um promotor passivel de controle, que uma vez
induzido pode produzir grandes quantidades de mRNA do gene clonado; (3) sequéncias de
controle de transcricdo, como sitio de ligagdo ao ribossomo e codon iniciador ATG; e (4)
sitios para a correta inser¢do do gene de interesse na orientacdo correta. Uma vez
construido, o vetor de expressdo pode ser introduzido numa linhagem adequada de E.coli
(AUSUBEL et al., 1998).

Existem varias abordagens disponiveis para a expressdo de proteinas
recombinantes com a finalidade de produgéo de antigenos. As duas melhores abordagens
sdo: (1) a sintese de uma “etiqueta” fusionada a proteina de interesse que possibilita sua
recuperacdo por uma cromatografia de afinidade e (2) a sintese da proteina em condi¢des
gue causem sua precipitacdo em corpos de incluséo insolGveis que podem ser purificados
por centrifugacdo (AUSUBEL et al., 1998).

Em 2004, Abdelkaber et al. relataram a producdo de um antissoro contra a CP do

Banana bunchy top virus (BBTV), um virus que assim como o BSV é dificil de ser purificado
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a partir de tecidos foliares infectados, concluindo que as propriedades do antissoro obtido
contra a CP em comparacdo com aquelas do antissoro obtido a partir de preparacdes

purificadas do BBTV eram similarmente sensiveis e especificas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

Neste estudo foram empregados dois isolados do Banana streak OL virus (BSOLV),
o isolado ‘Terra-and’ procedente de Sado José dos Campos (SC) e o isolado ‘Galil-7’
procedente do Vale do Ribeira (SP) e um isolado do Banana streak Mysore virus (BSMysV),
o isolado ‘Mysore’ procedente do Vale do Ribeira. Folhas de bananeira (Musa sp.) ‘Terra-
and’, ‘Mysore’ e ‘Galil-7’ com sintomas de estrias foliares, mosaico e lesdes foliares
cloréticas e necréticas (Fig. 2) foram empregadas como fonte do virus. Como controles

foram empregadas folhas de Musa sp. sem sintomas.
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Figura 2. Folhas de bananeira ‘Galil-7' com sintomas de estrias cloroticas (Al); detalhe (A2);
folhas de bananeira ‘Terra-and com sintomas de estrias cloréticas, mosaico e
necrose (Bl) detalhe (B2); folhas de bananeira ‘Mysore’ com sintomas de estrias
cloréticas (C1) e les@es foliares cloréticas e necréticas (C2)
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3.2.1 CLONAGEM DA PROTEINA CAPSIDIAL DO BANANA STREAK OL VIRUS
(BSOLV-CP)

3.2.1.1 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores (primers)

Com o objetivo de amplificar o gene da capa protéica do isolado ‘Terra Ana’ do

Banana streak OL virus (BSOLV-CP), primers dirigidos para a esta regido (Tabela 1; Fig. 3)

foram desenhados de acordo com a sequéncia do (BSOLV) depositada no GENBANK (n° de
acesso NC_003381.1).

Tabela 1 - Primers utilizados, sequéncia de nucleotideos (nt), sitios para as enzimas de
restricdo e posicbes no genoma do BSOLV

Primer Sequencia de nucleotideos Sitios para | Posicao no
as enzimas | genoma do
de restricdo | BSOLV

BSOLV-CP1 5'- AAG CTT GAC TCT ATC CAT GAT | Hind Ill nt 3742 ao 3721

(antissenso) CTTTCTT-3

BSOLV-CP2 5- GCA TGC GAT TCC AGA TCA | Sphl nt 2615 ao 2635

(senso) CAA TAC GT -3

BSOLV-CP3 5- GAG CTC AGG GAA ATT GAA | Sstl(Sacl) | nt 2672 ao 2689

(senso) AAA GT -3

BSOLV-CP4 5- AAG CTT GGA TAATTC TTC TGA | Hind 11l nt 3340 ao 3333

(antissenso) GG -3

BSOLV-CP5 5- GAG CTC ATT ACC CTC CTA | Sstl(Sacl) | nt 2954 ao 2971

(senso) CAC AT -3

Os primers BSOLV-CP4 e BSOLV-CP5 foram desenhados para amplificar em

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) um provavel sitio antigénico da regidao central da

BSOLV-CP, baseando-se em algoritmos,

Prediction

(IEDB

Analysis

http://tools.immuneepitope.org/tools/bcell/iedb input).

utiizando a ferramenta Antibody Epitope

Resource;
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nt1
nt2615
nt2672
nt 2954
nt 3340
nt 3742
nt 7389

ORF 1l
Primer BSOLV-GP2

Primer BSOLV-CP3 Primer BSOLV-CP1

PrimerBSOLV-CP5 () @l PrimerBSOLV-CP4

Fig 3. Esquematizagé&o linear do genoma do BSOLYV, a posigéo de suas ORFs e alinhamento dos primers utilizados
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3.2.1.2 Extracdo de DNA total de tecido vegetal

Amostras foliares de bananeira ‘Terra-an&@’, infectadas pelo BSOLV foram
submetidas a extracdo de DNA segundo Dellaporta, Woods e Hicks (1983) para
obtencao do DNA total que sera empregado nas reacdes de PCR.

Aproximadamente 0,1 g de fragmentos foliares foram triturados em nitrogénio
liqguido em microtubo, e entéo adicionados de 600 pl de solugéo de extragdo CTAB. A
mistura foi homogeneizada e submetida & agitagcdo moderada por 30 minutos a 65°C.
Adicionaram-se 600 ul de cloroférmio/alcool isoamilico a solucdo que foi agitada por
inversdo e centrifugada a 7500 g por 5 minutos a 4°C. Foram transferidos
aproximadamente 400 pl do sobrenadante para novos tubos onde se adicionou 40 pl
de solucdo de CTAB/NaCl. Os tubos foram entdo agitados por inversdo. Adicionaram-
se 500 ul de cloroférmio/alcool isoamilico e os tubos foram agitados e centrifugados
novamente a 7500 g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi transferido para novos tubos
onde se adicionaram 400 ul de solugcdo de precipitagdo CTAB. Os tubos foram
agitados por inversdo e submetidos a 65°C por 30 minutos, para entdo serem
centrifugados a 500 g por 5 minutos a 4°C. Descartou-se o0 sobrenadante e
adicionaram-se 500 pl solugdo High-Salt TE aos tubos. Apds agitacdo por inverséo
foram adicionados 300 uL de isopropanol aos tubos que foram agitados por inversao e
centrifugados a 7500 g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e
adicionaram-se aos tubos 500 pyL de &lcool 70%, os quais foram centrifugados a
10000 g por 10 minutos a 4°C. O &lcool foi descartado, os tubos secos em aparelho
concentrador de amostras (Eppendorf™ Concentrator 5301) por 15 minutos e o0 DNA

foi suspendido em 40 uL de agua destilada deionizada estéril.

3.2.1.3 Reacado em cadeia da polimerase (PCR)

Para a amplificacdo do gene BSOLV-CP a partir de amostra de DNA total
extraido de folhas de bananeira ‘Terra-an&’, utilizou-se o kit GoTaq® DNA Polymerase
(PROMEGA) obedecendo as recomendagdes do fabricante. A reacdo foi conduzida
em termociclador PTC-100 (MJ RESEARCH) e as temperaturas e tempos de
incubacao foram: 94°C por 2 minutos; 40 ciclos de 94°C por 30 s, 54°C por 30 s, 72°C
por 60 s; 72°C por 4 minutos e 4°C até a utilizacdo da amostra, para o par de primers
BSOLV-CP1 e BSOLV-CP2 e o par BSOLV-CP1 e BSOLV-CP3. Para o par de primers
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BSOLV-CP4 e BSOLV-CP5 as temperaturas e tempos de incubacgéo foram: 94°C por 2
minutos; 40 ciclos de 94°C por 30 s, 56°C por 30 s, 72°C por 60 s; 72°C por 4 minutos
e 4°C até a utilizacdo da amostra.

A presenca do produto amplificado foi confirmada por eletroforese em gel de
agarose 1,5 % em tampao TAE, contendo brometo de etideo (1 ug/L), e visualizada
sob luz ultravioleta em fotodocumentador Alphalmager TM 1220.

Na tabela 2 estao relacionados os tamanhos dos produtos da PCR esperados

para os pares de primers utilizados.

Tabela 2 - Par de primers utilizados e tamanho esperado dos produtos de amplificacdo

Par de primers Tamanho esperado em pares de bases (pb)
BSOLV-CP1 e BSOLV-CP2 1127 pb

BSOLV-CP1 e BSOLV-CP3 1070 pb

BSOLV-CP4 e BSOLV-CP5 386 pb

3.2.1.4 Purificacdo dos produtos da PCR

Para remocédo dos primers, desoxinucleotideos (dNTP’s) e sais dos produtos
obtidos na PCR, foi realizada uma purificagédo utilizando-se o kit comercial QIAquick®
PCR Purification kit (QIAGEN), conforme indicagéo do fabricante.

3.2.1.5 Clonagem no vetor pGEM®-T Easy

O produto de DNA amplificado e purificado (inserto) foi inserido no vetor
pGEM®-T Easy (PROMEGA) (Fig. 4), conforme protocolo do fabricante: foram
misturados 5 pL de 2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase, 1 yL pGEM®-T Easy (50
ng), 3 uL produto da PCR, 1 uL T4 DNA Ligase e a reagéao foi incubada por 1 h a
temperatura ambiente.

O vetor contendo o inserto foi entdo inserido em células competentes de
Escherichia coli DH10B por meio de transformacdo via choque térmico; onde as

células foram misturadas ao vetor permanecendo por 1 minuto a 42 °C seguido de 2
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minutos em gelo. Foi adicionado 1 mL de meio de cultura LB e as bactérias foram
incubadas sob agitacdo por 1 h a 37 °C.

O meio LB contendo as bactérias foi centrifugado a 10000 g e
aproximadamente 850 uL do sobrenadante foi descartado. As bactérias foram
suspendidas e plagueadas em meio LB so6lido contendo ampicilina (100 pg/mL) e X-
gal (4 pl de solugdo 20 mg/mL) e incubadas a 37 °C por 16 a 18 h. Apdés o
crescimento, as colbnias brancas foram cultivadas em meio Circlegrow® (CG)
(Qbiogene) por 24 h a 37 °C sob agitacéo e entdo submetidas a uma mini-preparacao
(Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems- PROMEGA), visando a

purificagdo dos plasmideos, conforme indicacao do fabricante.

X1 2000y~ e
- L ae
Scal 1890 e h \S‘% oI
/ 1 ori / ¥ 1 start
\ FApal 14
‘.ff / \'-7(-.‘.__,, / Aat 1l 20
/ s\ / Sph 26
[ ampr | Neol 7
[ pGEM®-T Easy lac? | BstZ| | 43
| | Vector T Mot | 43
| — Sac
\ \ (3018bp) [ Iﬁ‘“ NLEcoR| | 52
"\ Spel | 64
\ EcoR| | 70
\ Not | 77
\ BstZI | 77
\ | Pstl 88
V| sall 90
\ | Ngel | 97
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\Bstxl |18
VNS 127
\ 141
\[+ spe

Figura 4. Esquema do vetor de clonagem pGEM®-T Easy que possui multiplos sitios
de clonagem. Amp" gene de resisténcia a ampicilina; ori: origem de
replicacdo; lacZ: operon lac (Fonte: PROMEGA. www.promega.com)

3.2.1.6 Reacdo de digestdo dos plasmideos pGEM®-T Easy e pQE-30

A construcdo vetor pGEM®-T Easy + BSOLV-CP, e plasmideos pQE-30
(QIAGEN) (Fig. 5) foram submetidos & digestdo com as mesmas enzimas de restricdo
relacionadas na Tabela 3, por 2 h a 37 °C para obter o inserto com extremidades
compativeis com o vetor pQE-30. Os produtos da reacdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5 % e observada sob luz ultravioleta em aparelho
Eletronic U.V. Transluminator (ULTRA-LUM) em intensidade baixa.



19

Tabela 3 - Enzimas de restricdo utilizadas para a digestdo dos insertos BSOLV-CP e
vetor pQE-30

Inserto BSOLV-CP Enzimas de restricdo utilizadas para
digestéo

1127 pb (BSOLV-CP1 e BSOLV-CP2) Hind Ill e Sph |

1070 pb (BSOLV-CP1 e BSOLV-CP3) Hind Ill e Sst |

386 pb (BSOLV-CP4 e BSOLV-CP5) Hind Ill e Sst |

As bandas correspondentes ao BSOLV-CP e ao vetor pQE-30 foram cortadas
do gel e o DNA foi purificado com o kit PureLink™ Quick Gel Extraction Kit
(INVITROGEN), segundo indicacao do fabricante.

3.2.1.7 Subclonagem do gene BSOLV-CP em vetor de expressdo PQE-30

e transformacao de células competentes de E. coli DH10a

A reacao de ligagdo entre o vetor pQE-30 (Fig. 5) e o inserto BSOLV-CP foi
realizada conforme indicacao do fabricante (The QlAexpressionist™- QUIAGEN).

Células competentes de E. coli DH10a foram transformadas com a
construcdo pQE-30 + BSOLV-CP por meio de choque térmico, onde as células
competentes foram expostas ao vetor permanecendo por 1 minuto a 42°C seguido de
2 minutos em gelo. Foi adicionado 1 mL de meio de cultura LB e entdo as bactérias
ficaram sob agitagéo por 1 h a 37°C. A solugéo contendo as bactérias foi centrifugada
e aproximadamente 850 uL do sobrenadante foi descartado. As bactérias foram
suspendidas e plagueadas em meio LB solido contendo ampicilina (100 ug/mL), e
mantidas a 37°C por 24 h. ApGs crescimento, coldnias foram cultivadas em 2 mL de
meio CG contendo ampicilina (100 pug/mL) por 16 h sob agitacdo moderada, e entdo
submetidas a uma minipreparacao para extragdo de DNA plasmidial utilizando-se o kit
Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System (PROMEGA), seguindo as

indicagBes do fabricante.
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Figura 5. Esquema do vetor de expressdo pQE-30 para construgdes com cauda de
6xHis N-terminal. Esse vetor possui: gene de resisténcia a ampicilina
(Ampicilin); origem de replicacdo Col E1 (Col E1); promotor T5 (PTS); operon
lac (lac O); sitio de ligacdo ao ribossomo (RBS); cédon de iniciacao (ATG);
sequéncia da etiqueta de 6xHis (6xHis); multiplos sitios de clonagem (MCS);
cédons de terminacdo (Stop Codons) (Fonte: The QlAexpressionist™: A
handbook for high-level expression and purification of 6xHis-tagged proteins,
QIAGEN, 2003. www.giagen.com)

3.2.1.8 Digestado dos plasmideos pQE-30 contendo o gene BSOLV-CP

Os plasmideos recombinantesforam digeridos com as mesmas enzimas por 2
h a 37 °C e visualizados em gel de agarose 1,5 %, contendo brometo de etideo (1
Mg/L), em tampao TAE sob luz ultravioleta para a confirmacéo da presenca do inserto

BSOLV-CP nas colbnias selecionadas.

3.2.1.9 Subclonagem da constru¢cdo pQE-30 + BSOLV-CP e

transformacé&o de células competentes de E. coli M15 [pREP4]

Células competentes de E. coli M15 [pREP4] foram transformadas com a
construgdo pQE-30 + BSOLV-CP por meio de choque térmico (item 3.2.1.7). As

bactérias foram plagueadas em meio LB sdlido contendo ampicilina (100 pg/mL) e
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canamicina (25 pL/mL), e mantidas a 37°C por 24 h. Apos crescimento, coldnias foram
cultivadas em 2 mL de meio CG contendo ampicilina (100 pyg/mL) e canamicina (25
ML/mL) por 16 h sob agitagdo moderada, sendo entdo submetidas a uma
minipreparacdo para extracdo de DNA plasmidial utilizando-se o kit Wizard® Plus
Minipreps DNA Purification System (PROMEGA), seguindo as indicagbes do

fabricante.

3.2.1.10 Selecao de clone para expresséo da proteina BSOLV-CP

Foram selecionados 16 clones de E. coli M15 [pREP4] contendo a construcao
PQE-30 + gene BSOLV-CP. Cada clone foi cultivado em 2 mL de meio CG contendo
ampicilina (100 pg/mL) e canamicina (25 pg/mL) por 30 minutos. A expressao da
proteina foi induzida pela adicdo de IPTG na concentragéo final de 1 mM por 16 h. As
células bacterianas foram sedimentadas por centrifugacdo a 10000 g, lisadas em
tampdo da amostra de eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-
PAGE) (item 3.2.1.12) e a presenca da proteina BSOLV-CP foi verificada por Dot-Blot
(item 3.2.1.14).

3.2.1.11 Purificagdo da proteina BSOLV-CP

A purificacdo da proteina BSOLV-CP expressa em E.coli M15 [pREP4] foi
realizada em coluna de niquel-agarose conforme protocolo HisTrap™ HP Kit
(Amersham Biosciences), sob condigbes desnaturantes de uréia 8 M. Um volume de
100 mL de cultura bacteriana induzida com IPTG na concentracdo final de 1 mM
durante 16 h, foi centrifugado a 7000 g por 15 minutos e o precipitado foi suspendido
em tampéo de lise. Todas as fragBes da lavagem da coluna e de eluicdo da proteina
foram coletadas e submetidas a SDS-PAGE (item 3.2.1.12), Western-Blot e Dot-blot
visando localizar a frag@o da proteina eluida. A fracdo contendo a proteina BSOLV-CP
purificada foi aplicada em gel desnaturante de poliacrilamida (gel concentrador 4% e
gel de separacdo 12%), submetida a eletroforese e corada com solu¢do aquosa de
Coomassie® Brilliant Blue R-250 0,05% por 1 h. O gel foi descorado com lavagens

sucessivas de agua destilada deionizada até a visualizacdo da banda correspondente
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a proteina BSOLV-CP. A banda foi excisada do gel e homogeneizada com igual

volume de agua destilada deionizada.

3.2.1.12 Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Aliquotas do lisado bacteriano bruto e das fracbes da proteina purificada
BSOLV-CP foram adicionadas de igual volume de tampédo da amostra de SDS-PAGE
e submetidas a eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (gel concentrador
4% e gel de separacdo 12%) utilizando equipamento para eletroforese vertical Mini
Protean lI® (Bio-Rad). Foi utilizado como marcador de peso molecular pré-corado a
solucdo BenchMark™ Prestained Protein Ladder (Invirogen). O gel foi submetido a
200 V por 45 minutos. Em seguida o gel foi incubado em solucdo corante de
Coomassie® Brilliant Blue R-250 por 2 h e descorado com sucessivas lavagens de

solucéo descorante.

3.2.1.13 Western-Blot

As proteinas presentes no gel de poliacrilamida foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose em sistema semi-seco, em equipamento Trans-Blot SD®
(Bio-Rad), sob 15V com limite de corrente de 23 A por 30 minutos.

Em seguida, a membrana foi incubada em solucdo bloqueadora a 37°C. Apos
30 minutos a membrana foi lavada duas vezes com tampdo TTBS, seguida de
incubacdo por 1 h a 37 °C com antissoro anti-6xHis (Amersham-Pharmacia) (1:1000
em TTBS). ApOs o periodo de incubagdo, a membrana foi lavada duas vezes com
TTBS e incubada com o conjugado antimouse-fosfatase alcalina (Sigma) (1:30000 em
TTBS) por 1 h a 37 °C. A membrana foi lavada duas vezes com TTBS seguida de uma
lavagem de TBS. Finalmente, a membrana foi revelada em solugdo de visualizagéo

BCIP (Bromochloroindolyl phosphate) /NBT (Nitrobluetetrazolium).
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3.2.1.14 Dot-Blot

Aliquotas de 2 pL do lisado bacteriano bruto e das fragdes da proteina
purificada BSOLV-CP foram depositadas sobre membrana de nitrocelulose e secas
em estufa a 37 °C por 20 minutos. A membrana foi submetida a mesma metodologia

seguida no Western-Blot (item 3.2.1.13).

3.2.1.15 Armazenagem de clones de E. coli M15 [pREP4] em glicerol

Foram selecionados 3 clones que apresentaram, em reagéo de Dot-Blot, uma
maior expressao da proteina BSOLV-CP, para armazenamento em glicerol. As
colénias foram incubadas por 16 h em meio CG contendo ampicilina (100 pg/mL) e
canamicina (25 pg/mL) a 37 °C sob agitagdo. Em seguida, 750 pL de cada cultura
foram adicionados a tubos de polipropileno contendo 250 uL de glicerol estéril, que

foram agitados e armazenados a -20 °C.
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3.2.2 PRODUCAO DE ANTISSORO POLICLONAL CONTRA O BANANA
STREAK MYSORE VIRUS (BSMysV) A PARTIR DE PREPARACAO
PURIFICADA DE VIRUS

3.2.2.1 Purificagcdo do BSMysV a partir de tecidos foliares infectados

Metodo P1: A purificacdo de particulas do isolado de bananeira do BSMysV
foi feita seguindo a metodologia utilizada por AGINDOTAN et al. (2003) com
modificagBes. Foram realizadas quatro tentativas de purificagéo partindo de 20 g, 80 g,
200 g e 1 kg de folhas de bananeira ‘Mysore’. Tecido foliar fresco (excluindo-se as
nervuras) foi cortado e triturado em liquidificador adicionado de PBS 0,2M, pH 6,0,
contento 1 % de sulfito de sédio e 2 % de polivinilpirrolidona (PVP) na propor¢édo de
1:3 (g:mL). O extrato resultante foi filtrado em gaze e centrifugado por 20 minutos a
10000 g para remogdo de material vegetal grosseiro. Em seguida, 6% de
Polietilenoglicol p-8000 (PEG) e 1,5% de cloreto de sédio foram adicionados ao
sobrenadante que entéo foi agitado por 40 minutos a 4 °C, seguido de centrifugacdo
por 20 minutos a 10000 g. O precipitado foi suspendido em PBS 0,1 M, pH 7,2
contendo 1,5 % de cloreto de sodio. Foi adicionado a solugéo resultante 4 % de PEG
p-8000 e 1,5 % de cloreto de sédio, que foi agitada por 1 h a 4 °C e entdo centrifugada
por 20 minutos a 10000 g. O precipitado foi ressuspendido em PBS 0,1 M, pH 7,2
contendo 1,5 % de cloreto de sédio, a solucao resultante adicionou-se de 0,5 % de
Triton X-100 e agitou-se por 1 h a 4°C, e finalmente centrifugou-se por 20 minutos a
10000 g.

O sobrenadante foi depositado sobre colchdo de sacarose a 30 % (30g de
sacarose em 100 mL de PBS 0,1 M, pH 7,2 contendo 1,5 % de cloreto de sédio) e
ultracentrifugado por 2 h a 105.000 g. O precipitado foi suspendido em PBS 0,1 M, pH
7,2 contendo 1,5 % de cloreto de sédio, adicionado de igual volume de cloroférmio
gelado, agitado e centrifugado por 20 minutos a 10000 g, quando o sobrenadante foi
recolhido (ETAPA P1). Quando utilizado 1 kg de material foliar, foi adicionado a este
sobrenadante 6 % de PEG (p-6000) e 1,5 % de NaCl, seguido de agitacdo a 4°C por 1
h e centrifugacéo por 20 minutos a 10000 g. O precipitado foi suspendido em pequeno
volume de PBS 0,1 M, pH 7,2 contendo 1,5 % de NacCl, adicionado de igual volume de
cloroférmio gelado, agitado e centrifugado por 20 minutos a 10000 g (ETAPA P2). O

sobrenadante de cada purificagéo (utilizando massa de folhas de 20 g, 809, 200ge 1
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kg) foi recolhido e denominado, respectivamente, de BSMysV-Pur20g, BSMysV-
Pur80g, BSMysV-Pur200g e BSMysV-Pur1000g.

A presenca de particulas virais foi confirmada por microscopia eletronica de
transmiss@o em preparacao de contraste negativo (item 3.2.3.2). Efetuou-se também a
leitura das absorbancias de luz ultravioleta da purificacdo BSMysV-Pur1000g diluida
na propor¢ao de 1:20 (v:iv) em PBS 0,1 M, pH 7,2, nos comprimentos de onda de 200
a 360 nm, em espectrofotbmetro UV-160A (Shimadzu).

Método P2: Idéntico ao Método P1, partindo de uma massa inicial de 1kg de
tecido foliar de bananeira ‘Mysore’, até a ETAPA P1. Apds esta etapa, o sobrenadante
foi depositado sobre gradiente de sacarose (10%-20%-30%-40%) e centrifugado a
82500 g por 2 h.

3.2.2.2 Producéo de antissoro policlonal contra o BSMysV

Fémeas adultas de camundongos Balb/c foram imunizadas, com injecbes
intramusculares, visando a obtencéo de antissoro contra o BSMysV. Uma aliquota da
purificacdo BSMysV-Pur1000g, previamente diluida 1:10 (v:v) em PBS 0,1M pH 7,2, foi
empregada na proporgao 1:1 (v:v) diluida em adjuvante completo de Freund para a
primeira imunizagdo. Cada animal foi imunizado com um volume de 100 pyL desta
preparacdo. Foram realizadas trés novas imunizagbes com intervalo de quinze dias,
sendo a primeira em adjuvante completo de Freund e, as duas Ultimas em adjuvante
incompleto de Freund. As sangrias foram realizadas 7 dias apés as 22° e 3%° injecoes.
Previamente a primeira imunizacao, foi realizada uma sangria para a coleta do soro

normal, pré-imune, dos animais. O antissoro obtido foi chamado de AS-BSMysV.

3.2.2.3 Dot-Blot

Tecidos foliares de bananeira ‘Mysore’, ‘Terra-and’ e de Musa sp. sadia,
empregada como controle negativo, foram triturados em nitrogénio liquido e
adicionados de PBS 0,2M, pH 6,0, na proporcao de 1:1 (g:ml), contendo 2% de PVP e
1 % de sulfito de sddio, e diluidas em TTBS na proporcdo de 1:10 e 1:20 (v:v). Como
controle positivo foi empregado uma aliquota do BSV-Pur-1000g. A presenca do BSV
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foi avaliada nas amostras utilizando o0 AS-BSMysV conforme a metodologia descrita no
item 3.2.1.14.

O AS-BSMysV foi adsorvido em extrato foliar de bananeira ‘Mysore’ e do
controle negativo obtido triturando-se 5 g de tecido foliar em nitrogénio liquido e
adicionando-se 10 mL de PBS 0,1M, pH 7,4 contendo 1 % de sulfito de sodio e 10 mL
de TBS. O antissoro foi diluido no extrato bruto na propor¢céo de 1:10; 1:50; 1:100;
1:250; 1:500 e 1:1000 (v/v) e incubado por 1 h a 37 °C antes de seu uso.

3.2.2.4 Western-Blot

As mesmas amostras obtidas para a realizacdo do Dot-Blot (item 3.2.2.3),
foram analisadas em ensaios de Western-Blot, apos a diluicio em tamp&o de SDS-
PAGE, na proporgéo de 1:1 (v/v). As amostras foram submetidas & SDS-PAGE (item
3.2.1.12) e Western-Blot (item 3.2.1.12). O AS-BSMysV foi diluido na propor¢éo de
1:50 em TTBS.

3.2.2.5 Enzime-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Amostras foliares de bananeira ‘Mysore’, ‘Terra-and’, e de Musa sp. empregada
como controle negativo foram trituradas em nitrogénio liquido adicionando-se a seguir,
tampao carbonato na proporcdo de 1:10 (g/mL). Como controle positivo foi utilizada
uma aliquota da purificagdo BSMysV-Purl1000g diluida em igual volume de tamp&o de
cobertura. Os extratos e a BSMysV-Purl000g foram aplicados nos pogos de uma
placa de poliestireno adequada para reacédo de ELISA, que foi incubada a 37 °C por 1
h. Em seguida, a placa foi lavada por 3 vezes com PBST e bloqueada com 1% de leite
desnatado diluido em PBS 37 °C por 1 h. A placa foi lavada novamente com PBST,
adicionando-se a seguir o AS-BSMysV diluido nas proporgbes de 1:100, 1:250 e
1:500 em PBST, e incubada novamente a 37 °C por 1 h. A placa foi novamente
lavada e adicionou-se o conjugado anti-mouse+fosfatase alcalina (Sigma) diluido na
proporcao de 1:1000 em PBST sendo em seguida incubada a 37 °C por 1 h. Apos a
dltima lavagem com PBST foi adicionado p-fenilnitrofosfato diluido em tampéao
Dietanolamina (1mg/mL). Ap6s aproximadamente 30 minutos foi realizada a leitura da
placa em leitor de ELISA Modelo 450 (Bio-Rad) no comprimento de onda de 405 nm.
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Foram consideradas positivas as amostras com média dos valores de absorbancia do

infectado sobre o sadio superior ou igual a 3,0.
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3.2.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

3.2.3.1 Contraste Negativo

Tela de niquel, coberta com filme plastico Parlodion (EMS Sciences) reforgado
com carvao, foi depositada sobre gota da preparacdo purificada do virus e gota de
extrato bruto de fragmentos foliares de bananeira triturados em PBS 0,1M, pH 7,2, por
1 h a temperatura ambiente. Em seguida, a tela foi lavada com agua destilada e
contrastada negativamente com acetato de uranila 2,5 % por 5 minutos. A preparagao
foi observada sob microscopio eletrdnico de transmissédo (MET) Philips EM 208, numa
ampliacdo de 40000x com a finalidade de investigar a presenga de particulas virais
semelhantes as do género Badnavirus (MARTELLI; RUSSO, 1984). Quando
observada a presencga destas particulas virais, realizou-se o registro das imagens em
chapas de celul6ide, as quais foram reveladas e, 0os negativos, passados para papel

fotogréfico.

3.2.3.2 Monitoramento do processo de purificagdo do virus

Para monitorar a presenca e concentracao de particulas virais durante o
processo de purificacdo do BSMysV, aliquotas da preparacdo ETAPA 1 e ETAPA 2

(item 3.2.2.1) foram contrastadas negativamente, conforme o item 3.2.3.1.

3.2.3.3 Monitoramento de plantas de bananeira infectadas pelos isolados
BSOLV e BSMysV

Método M1: Fragmentos foliares de bananeira ‘Terra-and’ e ‘Galil-7’ infectadas
pelo BSOLV e de bananeira ‘Mysore’ infectada pelo BSMysV foram triturados em
gotas de PBS 0,1M, pH 7,2. O extrato resultante foi contrastado negativamente
conforme item 3.2.3.1.

Método M2: Em funcdo da dificuldade na visualizacdo das particulas de

BSOLV e do BSMysV ao MET foi desenvolvida uma metodologia na tentativa de
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aumentar a concentracdo de particulas virais. Aproximadamente 3g de tecido foliar de
bananeira ‘Galil-7’ foi triturado em nitrogénio liquido e adicionado de PBS 0,2 M, pH
6,0 na proporcao de 1:2 (g:mL). O extrato resultante foi filtrado em gaze e adicionado
de 6 % de PEG (p-8000) e 1,5 % de NacCl, seguido de agitacédo por 30 minutos a 4 °C.
A solucéo foi centrifugada a 10000 g por 5 minutos a 4 °C e o precipitado suspendido
em PBS 0,1 M, pH7,2. Adicionou-se a solucdo cloroférmio gelado e a mistura foi
agitada por inverséo, seguido de centrifugacdo a 10000 g por 5 minutos a 4 °C. O

sobrenadante foi recuperado e contrastado negativamente, conforme o item 3.2.3.1.

3.2.3.4 Decoracgdao

Aliquota da purificagcdo BSMysV-Pur1000g foi exposta a tela de niquel, coberta
com filme plastico Parlodion (EMS Sciences) reforcado com carvdo por 1 h a
temperatura ambiente. A tela foi entdo lavada com PBS e incubada em AS-BSMysV
(1:50 em PBS) por 1 h a temperatura ambiente, lavada com &gua destilada e
contrastada negativamente com acetato de uranila 2,5% por 5 minutos. Realizou-se o
registro das imagens em chapas de celuléide, as quais foram reveladas e, os

negativos, passados para papel fotografico.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CLONAGEM DA PROTEINA CAPSIDIAL DO BANANA STREAK OL
VIRUS (BSOLV-CP)

Numa primeira tentativa de clonagem do gene da capa protéica do BSOLV
(BSOLV-CP) foi utilizado o par de primers BSOLV-CP1 e BSOLV-CP2. Reac¢fes de
PCR utilizando estes primers amplificaram fragmentos de tamanhos correspondentes
ao esperado (~1127 pb). Apos a ligacao do produto da PCR em vetor pGEM®-T Easy,
células competentes de E. coli DH10a foram transformadas. A confirmagdo da
transformacéo foi efetuada apos crescimento das colénias brancas em meio de cultivo
liquido, extragdo de DNA plasmidial, reacdo de digestdo dos plasmideos com as
enzimas Hind lll e Sph |, seguida de eletroforese em gel de agarose dos produtos da
digestao.

Apoés a eletroforese dos produtos da digestdo, os fragmentos correspondentes
ao gene BSOLV-CP foram excisados do gel, purificados e entdo tentativamente
subclonados em vetor de expressdo pQE-30. ApOs a transformacdo de células
competentes de E. coli DH10a e E. coli M15 [pREP4], crescimento de colbnias em
meio de cultivo liquido, extracdo de DNA plasmidial, reacdo de digestdo dos
plasmideos seguida de eletroforese em gel de agarose, observou-se que as colbnias
obtidas ndo possuiam o gene BSOLV-CP ligado ao vetor. O perfil eletroforético dos
produtos da reacdo de restricdo apresentou somente bandas correspondentes ao
vetor pQE30.

A mesma metodologia descrita para a clonagem do gene BSOLV-CP utilizando
0 par de primers BSOLV-CP-1 e BSOLV-CP-2, foi aplicada utilizando-se o par de
primers BSOLV-CP1 e BSOLV-CP3. A clonagem do gene BSOLV-CP no vetor
pGEM®-T Easy foi obtida com sucesso, confirmada por reagdo de restricdo da
purificacdo de DNA plasmidial com as enzimas Hind Ill e Sst I. J& a subclonagem em
vetor de expressdo pQE-30 ndo foi mais uma vez alcancada. A obtencédo de proteinas
recombinantes utilizando sistemas de expressao procariotos depende de diversos
fatores que influenciam a sua expressao, tais como caracteristicas da sequéncia
génica e potencial téxico da proteina para a célula hospedeira (SCHUMANN;
FERREIRA, 2004). O controle rigido da expressédo de proteinas recombinantes € um
fator muitas vezes determinante no sucesso da producdo destas proteinas. Este

controle é necessario ja que a expressao da proteina recombinante pode ser letal ao
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crescimento das bactérias (SCHUMANN; FERREIRA, 2004). Esse controle pode ser
alcancado quando utilizamos células de E. coli M15 (pREP4), ja que a expressao da
proteina é alcancada somente com adicdo de IPTG ao meio de cultivo (QlAexpress-
The complete system for 6xHis technology, QIAGEN, 2000).

Uma hip6tese para o insucesso da clonagem da proteina BSOLV-CP é que sua
expressdo seja toxica para a ceélula bacteriana. Assim, todas as col6nias
transformadas com a construgdo pQE-30+BSOLV-CP n&o sobreviveriam, e ap0s o
crescimento das colbnias s6 restariam aquelas que possuem o vetor pQE-30 que
carrega gene para resisténcia ao antibiotico adicionado ao meio de cultivo. A presenga
de células transformadas apenas com o vetor pQE-30 pode ser explicada ja que as
enzimas de restricdo utilizadas ndo apresentam 100% de eficiéncia.
Consequentemente, apés a reacdo de digestdo do vetor para obter extremidades
compativeis com o inserto, pode ainda existir uma contaminag¢éo de plasmideos néo
digeridos.

Na eletroforese dos produtos da reacédo de PCR conduzida utilizando o par de
primers BSOLV-CP4 e BSOLV-CP5, foram visualizados fragmentos do tamanho
esperado (Fig. 6). Este fragmento de aproximadamente 390 pb, correspondente a
regido central da BSOLV-CP, sera denominado de BSOLV-rcCP deste ponto em
diante.

O algoritmo que prediz as regides antigénicas num polipeptideo, utilizado pela
ferramenta  Antibody  Epitope Prediction (IEDB  Analysis Resource;

http://tools.immuneepitope.org/tools/bcell/iedb_input), baseia-se na predicdo da

hidrofilicidade de regibes do polipeptideo, que esta diretamente correlacionada com
sua antigenicidade. Estas porc¢des hidrofilicas sdo regibes mais acessiveis, ou mais
expostas do polipeptideo (PARKER; GUO; HODGES, 1986; MANT, 2009).

Apos a ligacao deste produto em vetor pGEM®-T Easy, células competentes
de E. coli DH10a foram transformadas. Na eletroforese em gel de agarose, apos a
reacdo de digestdo dos plasmideos com as enzimas Hind Ill e Sst I, foram
visualizadas bandas correspondentes ao vetor (aproximadamente 3000 pb) e ao gene
BSOLV-rcCP (aproximadamente 390 pb), confirmando a transformagcéo.

Por meio de eletroforese em gel de agarose verificou-se a presenca do
fragmento correspondente ao gene BSOLV-rcCP (Fig. 7), apds a digestdo da
construcdo BSOLV-rcCP + pQE-30 transformada em células de E. coli M15 [pREP4]

com as enzimas Hind Il e Sst I.
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Figura 6. Perfil eletroforético do produto da reacdo de PCR utilizando o par de primers
BSOLV-CP4 e BSOLV-CP5. 1: fragmento de aproximadamente 390 bp,
correspondente ao gene BSOLV-rcCP. M: Marcador de peso molecular 100
bp DNA ladder (INVITROGEN)

Figura 7. Perfil eletroforético do produto da reacdo de digestdo da construcdo pQE-
30+BSOLV-rcCP (1) e do vetor pQE-30 (2) com as enzimas Hind Ill e Sst I. 1:
fragmentos de aproximadamente 3500 pb (correspondente ao vetor pQE-30)
e de aproximadamente 390 pb (correspondente ao gene BSOLV-rcCP); 2:
fragmento de aproximadamente 3500 pb; M: Marcador de peso molecular
1000 bp DNA ladder (INVITROGEN)

Apoés a obtencdo de clones de E. coli M15 [pREP4] contendo a construgcéo
pQE-30+BSOLV-rcCP, foram selecionadas 16 colénias para um ensaio de expressao
da proteina em pequena escala. Apos inducdo da expressdo por meio da adicdo de
IPTG e incubacao por 16h, as colbnias foram precipitadas e lisadas. A reacéo de Dot-
blot (Fig. 8) revelou diferencas nos padrbes de expressao da proteina BSOLV-rcCP
das diferentes col6nias, indicado pela formacdo e intensidade do halo, apos a
revelacdo da membrana. A colbnia 10 foi utilizada para a producgéo e purificacdo da

proteina BSOLV-rcCP, e armazenada em glicerol a -20°C. O lisado bacteriano bruto
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da colbnia 10 e fracdes da purificacdo foram submetidas a SDS-PAGE, Western-Blot e

Dot-Blot. As col6nias 11 e 13 também foram armazenadas em glicerol a -20 °C.

1 2 3 4 5 6 7 8

OQERE ® O C
N

Controle negativo s === Controle positivo

O @@ @®O OO

Figura 8. Dot-Blot dos 16 clones selecionados de E. coli M15 contendo a construcao
PQE-30 + BSOLV-rcCP apo6s inducdo da expressao da proteina. Nos clones
10, 11 e 13 ocorreu a formacdo de halo mais intenso. Utilizou-se como
controle negativo uma colbnia transformada com a construcdo pQE-30 +
BSOLV-rcCP ndo induzida, e como controle positivo uma colbnia
transformada com a construgédo pQE-30 + BSOLV-rcCP induzida

Em Dot-Blot, observou-se que o lisado bruto, assim como as fra¢des da eluigdo
da proteina reagiram com o antissoro anti-6xHis (Fig. 9).

Na figura 10A verifica-se a presenca de proteinas nas fracdes eluidas de 4 a 8,
obtidas apO6s os procedimentos de purificacdo. Em Western-Blot observou-se a
presenca de proteina de aproximadamente 14 kDa, correspondente a BSOLV-rcCP no
lisado bruto, na fracdo passada pela coluna e nas 4 primeiras eluiges (Fig. 10B), que
possibilitou verificar a presenca e localizacao da proteina BSOLV-rcCP (Fig. 10). Tanto
na reacdo de Dot blot, quanto na reacdo de Western-Blot observou-se que as eluicbes
4 e 5 possuiam a proteina purificada em maior quantidade, devido a presenca de

bandas proeminentes de ~14 kDa (Fig. 9 e 10B).

Figura 9. Dot-Blot das aliquotas do lisado bacteriano e das frac6es da purificacdo da
proteina BSOLV-rcCP. 1: lisado bacteriano bruto; 2: lisado ap6s passagem
pela coluna; 3: lavagem da coluna; 4 a 8: eluicdes da proteina BSOLV-rcCP
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Figura 10. Perfil eletroforético em SDS-PAGE (A) e Western-Blot (B) do lisado
bacteriano e das fragcdes da proteina BSOLV-rcCP purificada. A: observa-se
fragmento de 14 kDa; B: observa-se a reacao da proteina de 14 kDa com o
antissoro anti-6xHis e que as eluicdes 4 e 5 contem maior quantidade da
proteina BSOLV-rcCP purificada; M: marcador de peso molecular
BenchMark™ Prestained Protein Ladder (INVITROGEN); 1: lisado bacteriano
bruto; 2: lisado apés passagem pela coluna; 3: lavagem da coluna; 4 a 8:
eluicdes da proteina BSOLV-rcCP

As fragBes contendo a proteina BSOLV-rcCP foram submetidas & SDS-PAGE
e coradas com solugcdo aquosa de Coomassie® Brilliant Blue R-250 0,05%. A banda
correspondente a proteina de ~14 kDa foi excisada do gel, homogeneizada com igual
volume de &gua destilada deionizada, e armazenada a -20 °C. Trabalhos futuros
poderdo ser realizados com esta proteina purificada para a producdo de antissoro e

detecgdo do BSV em extratos foliares de bananeira.
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4.2 PRODUCAO DE ANTISSORO POLICLONAL CONTRA O BANANA
STREAK MYSORE VIRUS (BSMysV) A PARTIR DE PREPARACAO
PURIFICADA DE VIRUS

Foram efetuadas cinco tentativas de purificacdo do BSMysV a partir de tecidos
foliares infectados, variando-se a massa foliar inicial e a passagem ou nao em
gradiente de sacarose.

No Método P1, partindo-se de massa de tecido foliar de 20 g, 80 g e 200 g e
ndo submetida a gradiente de sacarose, a purificacdo néo resultou na observagéo de
particulas virais sob MET.

A purificacdo BSMysV-Purl000g, a partir de massa de 1kg de folhas de
bananeira do ‘Mysore’ e ndo submetida a gradiente de sacarose, rendeu um volume
de 25mL (ETAPA P1). O monitoramento desta etapa por MET, revelou uma baixa
concentracdo de particulas virais. Este fato observado condiz com a literatura que
relata uma baixa concentracdo de particulas do BSV nos tecidos infectados
(AGINDOTAN et al., 2003).

Com a intencdo de aumentar a concentragdo de particulas na preparacao, foi
adicionado ao protocolo mais uma etapa de precipitacdo com auxilio de polietileno
glicol p-6000 (PEG p-6000).

O PEG é um polimero de cadeia ndo ramificada composto de uma Unica
unidade, H(OCH,CH,),OH, que se repete, sendo disponivel numa gama de pesos
moleculares que reflete o nimero (,,) de repeticbes em cada molécula. O PEG induz a
agregacado de macromoléculas em solugbes aquosas (SAMBROOK, RUSSEL, 2001;
ZHOU, RIVAS, MINTON, 2008), sendo relatado na literatura que a precipitagdo com
PEG pode ser utilizada para muitos virus, até mesmo virus frageis (HULL, 2002).

Apoés esta etapa de precipitacdo (ETAPA P2), a preparagdo apresentou-se
mais ‘limpa’ e com uma concentragdo maior de particulas do BSV, a qual também foi
monitorada por meio de preparacgdo para MET.

Os valores de absorbancia de luz ultravioleta da preparagdo purificada
BSMysV-Purl000g, diluida na propor¢cdo 1:20, foram de 1,473 e 0,738 nos
comprimentos de onda de 260 e 280 nm respectivamente (Fig. 11). O valor da
absorbancia 260 nm/280 nm foi de 1,9975.

O espectro de absorcdo de luz ultravioleta é uma ferramenta util para se
averiguar a pureza de uma preparacao purificada de virus. O espectro de absor¢céo de
luz ultravioleta dos virus é uma combinacdo do espectro de absor¢cdo do acido

nucleico e da capa protéica. Acidos nucleicos tém um espectro de absor¢do maximo a
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260 nm e um minimo a 230 nm, enquanto que o espectro de absor¢cdo das proteinas
tem um pico a 280 nm e um minimo a 250 nm. Como a absorcdo especifica dos
acidos nucleicos é relativamente maior (aproximadamente 25 vezes) que a absorcdo
especifica das proteinas, a combinacao dos espectros de absorbancia para os virus
possui um pico de absorcdo a 260 nm e um minimo a 230-240 nm (HULL, 2002).
Baseando-se nestes dados, 0 espectro de absor¢céo da preparacdo BSMysV-Pur1000g
€ um indicativo de que esta € uma purificacdo que ndo possui contaminantes, visto
gue foram observados picos de absor¢éo a 260 nm e um minimo a 230-240 nm.

Em 2003, Agindotan et al. produziram um antissoro caracterizado como
sensivel e especifico contra o BSV, a partir de uma preparacdo purificada de
particulas do virus que ndo foi submetida a gradiente. Os valores da absorbancia a
260 nm e a 280 nm aqui obtidos foram semelhantes aos obtidos por Agindotan et al.
(2003), que foi de 1,433 e 1,084 respectivamente. Estes mesmos autores obtiveram o
valor de absorbéancia de 1,32 para a relagdo 260 nm/280 nm. Esses dados motivaram
a utilizacdo da BSMysV-Pur1000g como antigeno para a producao de anticorpos.

A diluicdo da amostra BSMysV-Purl1000g na proporcédo de 1:20 em PBS foi
escolhida tanto para a observacdo sob MET, quanto para leituras do espectro de
absorbéancia de luz ultravioleta. A padronizacdo foi usada pelo fato de ser esta a
diluicdo final utilizada nas inoculagbes dos animais, pois para estas imunizacdes a
amostra BSMysV-Pur1000g foi diluida 1:10 (v:v) em PBS, e entéo diluida 1:1 (v:v) em
adjuvante completo de Freund.

No Método P2, que corresponde aquele submetido ao gradiente de sacarose,
a purificacdo do BSMysV a partir de tecidos foliares infectados ndo resultou na
observacao de uma banda caracteristica, nem tdo pouco foram visualizadas particulas
virais ao MET apo0s a centrifugacdo no respectivo gradiente (ETAPA P2), apesar da
observacdo sob MET de uma aliquota da ETAPA P1 ter revelado a presenca de
particulas baciliformes.

A centrifugacdo em gradiente de sacarose pode aumentar a qualidade da
preparacdo, mas é sabido que um alto grau de pureza € inversamente proporcional a
quantidade de particulas virais (AGINDOTAN et al., 2003) e essa perda s6 pode ser
justificada se este passo de purificacdo resultar numa preparagdo que originara uma
antissoro mais especifico.

Podemos levantar a hipotese de que esse passo de centrifugacdo em gradiente
de sacarose causou a destruicdo e/ou a difusdo das particulas virais através do
gradiente devido a diferencas em seus tamanhos, 0 que resultou na auséncia de uma

banda caracteristica apds este passo da purificacdo, além da dificuldade de sua
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visualizacdo sob MET. Essas hip6teses sdo suportadas pela confirmacao da presenca
de particulas virais ao MET na etapa anterior ao gradiente.

Thottappilly, Dahal e Lockhart (1998) realizaram uma purificagdo de um isolado
nigeriano do BSV, onde utilizaram gradiente de cloreto de césio como ultimo passo na
metodologia de purificacdo. Os autores alcancaram a visualizacdo de duas bandas
distintas apds passagem pelo gradiente. Numa das bandas, foi observada a presenca
de maior concentragdo de particulas do BSV por espectro de absor¢cdo de luz
ultravioleta. Agindotan et al. (2003) também realizaram uma purificagdo do BSV
submetendo a amostra a gradiente de cloreto de césio, onde puderam inferir, também
por espectro de absorcdo de luz ultravioleta, que o rendimento desta purificagédo foi
aproximadamente 15 vezes menor comparado a uma purificagdo que néo incluia a

passagem por tal gradiente.
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Figura 11. Curva de espectro de absorbéncia da purificagdo BSMysV-Purl000g,
diluida na propor¢céo de 1:20 em PBS 0,1M, pH 7,4, nos comprimentos de
onda de 200 a 360 nm

A Ultima sangria dos camundongos gerou aproximadamente 3,5 pL de
antissoro, que nos testes soroldgicos (Dot-Blot, Western-Blot e ELISA) reagiu da
mesma maneira que as outras duas sangrias. Por este motivo, optou-se pela
apresentacdo dos resultados obtidos utilizando-se nestes testes o0 AS-BSMysV da
terceira sangria. As reacfes de Dot-Blot (ANEXO F), independentemente da diluicdo
ou da adsor¢cdo do antissoro, foram positivas quando testadas com amostras do
BSMysV-Purl000g, demonstrando que o AS-BSMysV possui afinidade por proteinas
presentes nesta purificacao.

Quando utilizado o AS-BSMysV adsorvido com extrato bruto de bananeira

‘Mysore’, foi observado um resultado positivo para as amostras de ‘Mysore e ‘Terra
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and’, e negativo para o controle sadio, nas diluicdes de 1:10 para o extrato bruto e de
1:250, 1:500 e 1:1000 do antissoro.

As reacgbes de Dot-Blot, utilizando o AS-BSMysV n&o adsorvido ou adsorvido
com extrato de Musa sp. sadia, ndo possibilitaram diferenciar as amostras ‘Mysore’ e
‘Terra-and’ infectadas com o BSMysV e BSOLV respectivamente, do controle
negativo.

Com base nos dados do Dot-Blot, foram empregadas as diluicbes do AS-
BSMysV em ELISA, observando-se mais uma vez que o antissoro possui afinidade
pela BSMysV-Purl000g, nas concentracdes avaliadas. A leitura de absorbancia da
preparacdo purificada foi maior do que o controle negativo. Entretanto, mais uma vez
nao foi possivel diferenciar as amostras ‘Mysore’ e ‘Terra-and’ infectadas com o

BSMysV e BSOLV respectivamente, do controle negativo (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores de absorbancia (A4os nm) Obtidos em teste de ELISA utilizando o AS-

BSMysV

Amostra AS-BSMysV * AS-BSMysV ° AS-BSMysV °
‘Mysore’ 0,368 0,000 0,000
‘Terra-and’ 0,281 0,072 0,000
Musa sp. sadia 0,373 0,108 0,000
BSMysV-Pur1000g 1,945 1,469 1,633

Diluicio do AS-BSMysV: "1:100, “1:250 e *1:500.

Nos ensaios de Western-Blot, foi observado o mesmo padréo de reacao contra
0 AS-BSMysV nas amostras de “Mysore’, ‘Terra-and’ e de Musa sp. sadia. A amostra
de BSMysV-Purl1000g néo apresentou nenhuma banda neste teste, possivelmente por

uma baixa concentragdo do virus na amostra (Fig. 12)
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Figura 12. Western-Blot das amostras de BSMysV-Pur100g (1), “Mysore’ (2), ‘Terra-
and’(3) e Musa sp. sadia (4). A amostra 1 ndo apresentou reagdo, enquanto
que as amostras 2, 3 e 4 apresentaram um padrdo similar de reacdo. M:
marcador de peso molecular BenchMark™ Prestained Protein Ladder
(INVITROGEN)

Com estes resultados, a hipétese de que o antissoro aqui produzido ndo possui
especificidade para a deteccdo do BSV é levantada. Pelas metodologias empregadas
neste trabalho néo foi possivel a obtencdo de uma preparacéo purificada do BSMysV-
Pur1000g de boa qualidade. O fato da ndo obtencdo de uma banda especifica para o
virus em gradiente de sacarose impossibilitou a obtencdo de uma preparacao
purificada de melhor qualidade do virus, o que provavelmente diminuiria as reacdes
inespecificas nos testes realizados para a deteccdo do BSV em extrato bruto.
Entretanto, o uso do gradiente de sacarose para se obter preparacdes mais limpas,
também pode acarretar uma diminuicdo na concentracdo das particulas do virus. Este
procedimento poderia resultar numa maior purificacdo do BSMysV, pela exclusdo dos
contaminantes proteicos, possivelmente presentes na preparacdo do BSMysV-
Purl1000g. A presenca de proteinas da prépria bananeira na preparacao purificada do
virus pode ter contribuido para a produgé@o de um antissoro com baixa especificidade.

Uma alternativa seria a utilizagdo do AS-BSMysV em IC-PCR, uma vez que
esta técnica tem como alvo DNA e nao as proteinas. Com o uso de controles internos
(primers para genes da bananeira) na reagdo, seria possivel a detec¢do segura do
BSV epissomal, mesmo que o0 antissoro apresente reacdo inespecifica com as

proteinas da bananeira.
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4.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

O monitoramento dos processos de purificagdo do Método P1, das amostras
BSMysV-Pur20g, BSMysV-Pur80g, BSMysV-Pur200g, sob MET né&o revelou a
presenca de particulas virais. O monitoramento da ETAPA P1 da purificagdo BSMysV-
Purl000g evidenciou a presenca de particulas semelhantes as do BSV numa
concentracao baixa (Fig. 13). As particulas apresentavam-se com largura constante de
aproximadamente 30 nm e comprimento de 120 a 150 nm e, também,
ultraestruturalmente preservadas em sua maioria. O campo de fundo desta preparagao
mostrou-se com aspecto granulado. Na analise da ETAPA P2 sob MET (Fig. 13), foi
observado que houve um aumento do nimero de particulas, indicando que a tentativa
de concentragdo das particulas com o auxilio da precipitagdo com PEG foi valida. Do
mesmo modo que na ETAPA P1, as particulas mostraram-se com diametro constante
de aproximadamente 30 nm, e comprimento de 120 a 150 nm, além de
ultraestruturalmente preservadas em sua maioria. Pode-se observar que a preparacao
apresentava-se mais limpa, ja que o campo de fundo da mesma nao apresentava o
aspecto granulado observado anteriormente.

O monitoramento do extrato bruto de folhas de bananeira infectadas pelo
BSOLV e BSMysV sob MET, utilizando-se o Método M1, né&o revelou em nenhum
momento a presenca de particulas virais, nem mesmo em bananeira ‘Mysore’, na qual
foi observada a presenca de particulas apés purificacdo. Este fato concorda com a
literatura, que relata que a concentracdo do BSV em plantas infectadas é baixa
(AGINDOTAN et al., 2003).

Com a intencdo de aumentar a concentragdo de particulas numa preparacéo
obtida a partir de uma pequena massa inicial de tecido vegetal, foi desenvolvido o
Método M2, baseado em protocolos de clarificacao e concentracédo de preparacdes de
virus (CHRISTIE et al.,, 1987; AGINDOTAN et al., 2003). Este método foi testado,
apenas para amostra de bananeira ‘Galil-7'.

Na andlise da preparacéo obtida pelo Método M2 ao microscépio eletrénico de
transmisséo, apesar da ndo observacdo da presenca de particulas virais semelhantes
as do BSV, estruturas de conformacdo semelhantes a tdbulos, possuindo
aproximadamente 50 nm de didmetro e comprimento de tamanhos variados foram
visualizados (Fig. 14). O interior dessas estruturas tubulares mostrou-se mais elétron
denso quando comparado a parede dos tubulos. Estruturas semelhantes foram
observadas por Agindotan et al. (2006) em amostras de banana infectadas por

isolados do BSV. Estruturas tubulares, desta vez contendo particulas virais em seu
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interior, foram descritas para outra espécie do género Badnavirus, o Commelina yellow
mottle badnavirus (CoYMV) (Cheng et al., 1998). Estudos revelaram que estas
estruturas sdo sorologicamente relacionadas a proteina de movimento do CoYMV,
estando possivelmente envolvidas no movimento célula a célula desse virus.

A andlise de preparacdes de amostras foliares de banana sob MET para o
diagnostico da presenca do BSV, utilizando-se tanto o Método M1, quanto o Método
M2 né&o revelou a presenca do BSV nas amostras de bananeiras avaliadas. Na
literatura, a MET mostra bons resultados na deteccdo da infeccdo epissomal do BSV
quando utilizada em conjunto com a sorologia (imunomicroscopia eletrbnica de
transmissao - ISEM) (AGINDOTAN et al., 2006).

A reacdo de decoracdo da aliquota BSMysV-Purl000g (Fig. 15) revelou a
afinidade do AS-BSMysV pelas particulas do BSMysV, evidenciadas pela formacéo de
halo elétron-denso ao redor das particulas. Nos testes sorolégicos (ELISA, Dot- e
Western-Blot), realizados com o referido antissoro, a detec¢cdo do virus em extrato
bruto foi dificultada pelas reacfes inespecificas, enquanto que na decoragdo da
particula foi possivel mostrar que de fato o antissoro possui moléculas de

imunoglobulina especificas contra 0 BSMysV.
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Figura 13. Micrografias eletrénicas de transmissdo de contraste negativo da ETAPA
P1 da purificacdo BSV-Purl000g (A), ETAPA P2 da purificacdo BSV-
Purl000g (B), purificacdo BSV-Purl000g diluida na proporcédo de 1:20 em
PBS (C), e ETAPA 1 da purificacdo utilizando-se o Método P2 (D). Nas
imagens foram observadasr particulas baciliformes com aproximadamente de
120 a 150 nm de comprimento. Nota-se que o aspecto granulado do campo
de fundo da preparacéo (A) é reduzido na preparagéo (B)
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Figura 14. Micrografia eletrbnica de transmissdo de contraste negativo da preparacao
obtida pelo Método M2. A e B: estruturas de conformacdo semelhantes a
tubulos, possuindo aproximadamente 50 nm de diametro e comprimento de
tamanhos variados

Figura 15. Contraste negativo de particulas do BSMysV ndo decoradas (A) e
decoradas (B). Observa-se a reacdo do AS-BSMysV com a particula do
BSMysV evidenciada pela formacdo do halo elétron-denso ao redor da
particula em (B)
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5. CONCLUSOES

A metodologia utilizada para a expressdo e purificacdo da proteina
capsidial do BSV é adequada, e pode ser utilizada como alternativa na
obtencado de antigeno para a producao de antissoro especifico contra o BSV. A
producdo de antissoro a partir da proteina recombinante purificada podera
eliminar reacfes inespecificas, levando a uma melhor deteccdo do BSV por
técnicas soroldgicas e moleculares associadas a sorologia.

O antissoro AS-BSMysV produzido apesar de ter apresentado reacdes
inespecificas na deteccdo do BSV em extrato bruto em testes de ELISA, Dot-
Blot e Western-Blot, reagiu positivamente com BSMysV-Purl000g, nos testes
acima citados. A reacao positiva do AS-BSMysV com o BSMysV-Purl1000g em
decoracdo, ELISA, Dot-Blot e Western-Blot, demonstrou a afinidade do
antissoro pelo BSMysV. Isto abre a possibilidade da utilizacdo deste antissoro
em reacBes moleculares associadas a sorologia, como a IC-PCR, que poderéo

ser avaliados futuramente.
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ANEXO A

CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL —

CETEA-IB (FRENTE DO DOCUMENTO)

_SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO BIOLOGICO

COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL — CETEA-IB

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 63/08, sobre o Projeto: Produgdo de anti-soro para a detecgéo de isolados de Banana streak virus
a partir a expressao da proteina capsidial em Escherichia coli, sob a responsabilidade da Dra. Addolorata Colariccio esta de acordo
com os principios Eticos na Experimentagéo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéo Animal (COBEA).

Protocolo aprovado pela CETEA-IB em 15 de outubro de 2008.

S&o Paulo, 15 de outubro de 2008.

.~

Dra. Vera Cecilia Annes Ferreira
Coordenadora da CETEA-IB



ANEXO B
CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL —
CETEA-IB (VERSO DO DOCUMENTO)

CETEA - IB
Numero : 063/08
Folha : 74
Data: 15/10/2008

Registro
Livro : 01

52



53

ANEXO C
PREPARO DAS SOLUCOES E REAGENTES UTILIZADOS NESTE TRABALHO

Acetato de uranila 2,5 %
- Adicionar 2,5 g de acetato de uranila e completar com agua destilada
deionizada aquecida para 100 mL. Filtrar em papel filtro e armazenar em frasco &mbar

a 4 °C por varios meses

Acrilamida/bis-acrilamida 30 %
-87,6 g de acrilamida
-2,4 g bis-acrilamida
-Completar o volume para 300 mL com agua destilada deionizada

-filtrar em filtro Acrodisc® syringe filter (Pall Corporation) 0,44 ym

APS (Persulfato de amonio 10 %)
-1g de persulfato de amoénio ((NH4)S.Og) e completar o volume para 10 mL com

agua destilada deionizada. Armazenar em aliquotas de 1 mL a -20°C

CacCl,, 1 M (Cloreto de calcio)
-147 g CaCl,.2H,0

-Completar o volume para 1 L com agua destilada deionizada.

Cloroférmio/Alcool isoamilico
-Misturar 10 mL de &lcool isoamilico em 290 mL de cloroférmio. Armazenar a 4
°C

Coomassie® Brilliant Blue, solugdo aquosa, 0.05%
-Adicionar 500 mg de Coomassie® Brilliant Blue R-250 a completar o volume

para 100 mL com agua destilada deionizada

EDTA, 0,5 M (Ethylenediamine tetraacetic acid)
Adicionar 19,1 g de EDTA em 70 mL de agua destilada deionizada. Ajustar o
pH para 8,0 (O EDTA néo dissolve completamente até o pH da solugéo ficar proximo a

8,0). Ajustar o volume para 100 mL com agua destilada deionizada.

IPTG (Isopropyl B-D-Thiogalactoside), 100 mM
-500 mg de IPTG
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-20 mL de agua destilada deionizada

-Armazenar em aliquotas de 1 mL a -20°C

Meio CG (Circlegrow®- Qbiogene)
-40 g de meio Circlegrow® e completar com agua destilada deionizada para 1

L. Autoclavar a 121°C por 15 minutos

Meio LB (Luria-Bertani, Fisher Biotech®)
-10 g de triptone
-5 g de extrato de levedura
-10 g de NacCl
-Adicionar agua destilada deionizada para 1 L e autoclavar a 121°C por 15

minutos

Meio LB sélido (Luria-Bertani, Fisher Biotech®)
-25 g de Meio LB (10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura, 10 g de NaCl)
-15 g de agar bacteriologico
-Adicionar agua destilada deionizada para 1 L e autoclavar a 121 °C por 15

minutos

MgCL,, 1 M (Cloreto de magnésio)
-20,3 g MgCl,.6H,0

-Agua destilada deionizada para 100 mL

NaCl, 5 M (Cloreto de s6dio)
-292 g de NacCl

-Agua destilada deionizada para 1L

PBS, 1M (Tampé&o fosfato salino)
-80 g NaCl
-2 g KCI
-11,5 g NaHPO,.7H,0 (ou 29 g de Na,HPO,4.12H,0)
-2 g KH,PO,

-Agua destilada deionizada para 1L. Ajustar para o pH desejado.

Tampao de eletroforese do SDS-PAGE (10X)
-30,3 g de Tris
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-144 g de glicina
-10 g de SDS
-Completar com agua destilada deionizada para 1 L. Diluir 1 parte de tampao

de corrida do SDS-PAGE 10X em 9 partes de agua destilada deionizada ao utilizar.

SDS, 10 % (Sodium dodecyl sulfate)
-dissolver 10 g de SDS em 90 mL de agua destilada deionizada. Completar o

volume para 100 mL com agua destilada deionizada.

Solucéo bloqueadora

-0,2 % de leite desnatado em p6 em tampao TTBS

Solucéo corante de Coomassie® Brilliant Blue R-250
-50 % metanol
-0,05 % Coomassie® Brilliant Blue R-250
-10 % acido acético
-40 % de agua destilada deionizada
-Dissolver o Coomassie® Brilliant Blue R-250 no metanol antes de adicionar o

acido acético e a dgua destilada deionizada. Pode ser armazenado por até 6 meses.

Solucédo CTAB de precipitacéo
-1 % de CTAB

-50 mM de Tris.Cl, pH 8,0
-10 mM de EDTA, pH 8,0

Solucdo CTAB/NaCl
-Dissolver 2,05 g de NaCl em 40 mL de &gua destilada deionizada. Adicionar
lentamente 5 g de CTAB sob agitacdo. Se necessario aquecer a 65 °C. Ajustar o

volume para 50 mL.

Solucéo de CaCl,
-60 mM CacCl,
-15 % glicerol
-10 mM PIPES, pH 7,0

- Autoclavar por 15 minutos a 121 °C

Solucédo descorante
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-7 % &cido acético
-5 % metanol

-88 % de agua destilada deionizada

Solucéo de extracdo CTAB
-2 % de CTAB
-100 mM Tris.Cl, pH 8,0
-20 mM EDTA, pH 8,0
-1,4 M NacCl

-Adicionar 2 % de B-mercaptoetanol antes de utilizar.

Solugdo de visualizagdo BCIP (Bromochloroindolyl phosphate)/NBT
(Nitrobluetetrazolium)

-Mistirar 33 yL de NBT (100 mg NBT em 2 mL de Dimetilformamida 70 %;
armazenar sob 4 °C por até 1 ano) em 5 mL de tamp&o substrato da fosfatase alcalina.
Adicionar 17 yL de BCIP (100 mg BCIP em 2 mL de Dimetilformamida 100 %;
armazenar sob 4 °C por até 1 ano) e agitar. A solucao BCIP/NBT ¢é estavel por 1 h em

temperatura ambiente.

Solucgéo High-salt TE
-10 mM Tris.Cl, pH 8,0
-0, mM EDTA, pH 8,0
-1 M NaCl

Pode ser guardado a temperatura ambiente por varios anos

Tampéao da amostra do SDS-PAGE
-1,05 mL de 4gua destilada deionizada
-1,25 mL de 0,5M Tris.Cl, pH 6,8
-5 mL de glicerol
-2 mL de SDS 10%
-0,2 mL de azul de bromofenol 0,5%
Adicionar 50 yL de B-mercaptoetanol para cada 950 pyL de tampao antes de utilizar.

Diluir a amostra neste tampéao e aquecer a 95°C por 5 minutos.
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Tampao de cobertura, pH 9,6
-Adicionar 1,59 g de Na,CO; e 2,93 de NaHCO; e completar o volume para 500

mL com agua destilada deionizada. O pH deve ser 9,6 sem ajustes.

Tampéao de eluicdo da proteina

-20 mM NaH,PO,

-0,5 M NaCl

-500 mM imidazol
Tampéao de lise, pH 7,4

-20 mM NaH,PO,

-0,5 M NaCl

-8 M uréia

-20 mM imidazol

-Ajustar o pH para 7,4.

Tampao Dietanolamina
-Adicionar 48,5 mL de Dietanolamina em 400 mL de agua destilada deionizada.
Ajustar o pH para 9,8 com HCI. Adicionar MgCl, para 0,5 mM e ajustar o volume para

500 mL com agua destilada deionizada.

Tampéo PBST
-Adicionar 0,05% de Tween-20® em PBS 0,1M, pH 7,4.

Tampéao TAE (solucéo estoque 50X, pH~8,5)
-242 g de Tris
-57,1 mL de &cido acético glacial
-37,2 g de Na,EDTA.2H,0

-Agua destilada deionizada para 1L

Tampé&o TAE (solugéo 1X)
-40 mM Tris.acetato
-2 mM EDTA
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Tampdao TBS (Tris-buffered saline)
-100 mM Tris.Cl, pH 7,5
-0,9% NacCl (w/v)

-Armazenar sob 4°C por varios meses

Tampéo TTBS
-Adicionar 500 pyL de Tween-20® em 500 mL de tampao TBS

Tris HCI, 1 M
-121 g de Tris em 800 mL de agua destilada deionizada
-Ajustar para o pH desejado com HCI concentrado e completar o volume para

1L com agua destilada deionizada

Tris HCI, pH 6,8, 0,5 M
-6g de Tris
-60 mL de agua destilada deionizada
-Ajustar o pH para 6,8 com HCI concentrado

-Completar o volume para 100 mL

Tris HCI, pH 8,8, 1,5 M
-27,23 g de Tris

-80 mL de agua destilada deionizada
-Ajustar o pH para 8.8 com HCI concentrado

-Completar o volume para 150 mL

X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside), 20 mg/mL
-Preparar a solugcdo em Dimetilformamida estéril e armazenar em recipiente

escuro por varios meses a -20°C
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ANEXO D
PREPARACAO DOS GEIS DE POLIACRILAMIDA

Formulacdes dos géis de poliacrilamida utilizados no SDS-PAGE
Formulacao do gel concentrador de poliacrilamida 4 % (para 2 mL)
-1,22 mL de agua destilada deionizada
-0,26 mL de Acriliamida/bisacrilamida 30 %
-0,5 mL de Tris.Cl, pH 6,8; 0,5 M
-20 pL de SDS 10 %
Formulacéo do gel de separagéo de poliacrilamida 12 % (para 5 mL)
-1,7 mL de agua destilada deionizada
-2 mL de acrilamida/bisacrilamida 30 %
-1,25 mL de Tris.Cl, pH 8,8; 1,5 M
-50 pL de SDS 10%
Imediatamente antes de aplicar o gel, adicionar 20 uL de APS 10% e 4uL de TEMED
(N,N,N’,N’-tetramethyl-1,2-diaminoethane, C¢HisN,). Agitar gentilimente para iniciar a

polimerizagdo. Utilizar o tampé&o de corrida do SDS-PAGE 1X para a corrida do gel.
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ANEXO E
REACOES DE PCR, CLONAGEM, DIGESTAO E PREPARACAO DE CELULAS DE
ESCHERICHIA COLI COMPETENTES

Reac&o de PCR - GoTaq® DNA Polymerase (PROMEGA)
-10 yL 5X GoTag® Reaction Buffer
-1 pL de mistura de dNTPs (10 mM cada dNTP)
-1 yL de primer senso (1 yM)
-1 yL de primer antisenso (1 uM)
-0,2 uL GoTaq® DNA polymerase (5 U/ yL)
-2 uL de DNA molde

-Agua destilada deionizada estéril para 50 uL

Clonagem no vetor pGEM®-T Easy (PROMEGA)
-5 uL de 2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase
-1 uL pGEMP®-T Easy (50 ng)
-3 pL produto da PCR
-1 uL T4 DNA Ligase

-Incubar a reacdo por 1 h a temperatura ambiente

Reacdo de digestdo dos plasmideos pGEM®-T Easy (PROMEGA) e pQE-30
(QIAGEN)

-17,2 pL da constru¢ao pGEM®-T Easy + BSOLV-CP

-2 L tampéo React® 2

-0,2 yL de cada enzima de restricéo (total de 0,4 pL)

- Incubar a reacdo por 2 ha 37 °C

Subclonagem do gene BSOLV-CP em vetor de expresséo PQE-30 (QIAGEN)
-5 uL de 2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase
-1 L pQE-30 digerido
-3 pL inserto BSOLV-CP digerido
-1 yL T4 DNA Ligase

-Incubar a reacdo por 16 ha 16 °C

Preparagao de células competentes de Escherichia coli
-Inocular uma Unica coldnia de E. coli em 10 mL de meio CG e cultivar por 16 h
a 37 °C sob agitacdo. Inocular 2 mL desta cultura em 100 mL de meio CG em um

Erlenmeyer de 1 L. Incubar a 37 °C sob agitacdo até ODsg, de 0,375.
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-Colocar a cultura em tubo de polipropileno e deixar em banho de gelo por 10
minutos. Centrifugar por 7 minutos a 1600 g a 4 °C. Suspender o precipitado em 10
mL de solucdo de CaCl, gelada. Manter as células suspendidas em banho de gelo por
30 minutos e centrifugar a 1100 g a 4 °C. Ressuspender completamente o precipitado
em 2 mL de solugcdo de CaCl, e aliquotar volumes de 100 pyL em tubos de

polipropileno. Congelar imediatamente a -70 °C.
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ESQUEMATIZACAO DO RESULTADO DA REACAO SOROLOGICA DE DOT-BLOT

UTILIZANDO-SE O AS-BSMysV

B C D
BSMysV-Pur1000g e AS-BSMysV bruto

° ° ° °
BSMysV-Pur1000g e AS-BSMysV adsorvido em ‘Mysore’ ° ° o fo) fo)
BSMysV-Pur1000g e AS-BSMysV adsorvido em Musa sp. sadia

° ° ° ) )
Extrato bruto de ‘Mysore’ 1:10 e AS-BSMysV bruto o o o o o

Extrato bruto de ‘Mysore’ 1:20 e AS-BSMysV bruto

Extrato bruto de ‘Terra-and’ 1:10 e AS-BSMysV bruto

Extrato bruto de ‘Terra-and’ 1:20 e AS-BSMysV bruto

° XX

O XXX
° XX | X
O XXX
o XXX

Extrato bruto de ‘Mysore’ 1:20 e AS-BSMysV adsorvido em Musa sp. sadia

Extrato bruto de Musa sp. sadia 1:10 e AS-BSMysV bruto o
Extrato bruto de Musa sp. sadia 1:20 e AS-BSMysV bruto o X X x x
Extrato bruto de ‘Mysore’ 1:10 e AS-BSMysV adsorvido em ‘Mysore’
) ) ) ) )
Extrato bruto de ‘Mysore’ 1:20 e AS-BSMysV adsorvido em ‘Mysore’ ° ° ° fo) fo)
Extrato bruto de ‘Terra-and’ 1:10 e AS-BSMysV adsorvido em ‘Mysore’ ° o o o o
Extrato bruto de ‘Terra-and’ 1:20 e AS-BSMysV adsorvido em ‘Mysore’
o oV sdsonioem 1 e [° IX[X]X
Extrato bruto de Musa sp. sadia 1:10 e AS-BSMysV adsorvido em ‘Mysore’
i ’ ’ e [°|X|X]|X
Extrato bruto de Musa sp. sadia 1:20 e AS-BSMysV adsorvido em ‘Mysore’
g ’ ' e [°|X|X]|X
Extrato bruto de ‘Mysore’ 1:10 e AS-BSMysV adsorvido em Musa sp. sadia o o x x
o o

Extrato bruto de ‘Terra-and’ 1:10 e AS-BSMysV adsorvido em Musa sp. sadia

°1X
°1X
°1X

Extrato bruto de ‘Terra-and’ 1:20 e AS-BSMysV adsorvido em Musa sp. sadia o X X x x
Extrato bruto de Musa sp. sadia 1:10 e AS-BSMysV adsorvido em Musa sp. o o o fo)

sadia X
Extrato bruto de Musa sp. sadia 1:20 e AS-BSMysV adsorvido em Musa sp. o o X

sadia

X

X

Esquematizacdo do resultado da reacdo sorologica de Dot-Blot utilizando-se o AS-
BSMysV nas concentracdes de 1:10 (A), 1:50 (B), 1:100 (C), 1:250 (D), 1:500 (E) e

1:1000 (F). O simbolo ® representa reagdo positiva intensa; ° reacdo positiva pouco

intensa; e X reacdo negativa.
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