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RESUMO

CARVALHO, Claudine Márcia. Caracterização biológica e molecular do
vírus da mancha anular do cafeeiro. Lavras: UFLA, 1999. 58p. (Dissertação
- Mestrado em Fitopatologia)*

Foram feitas algumas observações de campo com a finalidade de se verificar a
ocorrência e a disseminação dovírus da mancha anular do cafeeiro
(Cqffèe ringspot virus - CoRSV) em algumas lavouras de café (Cqffèa arábica
L.), situadas emMinas Gerais, na região Sul e no Alto Paranaíba. Nessa ocasião
foram coletados isolados desse vírus para o estudo do seu ciclo de hospedeiras,
transmissibilidade pelo vetor Brevipalpus phoenicis Geijskes (Acari:
Tenuipalpidae), observação da ultraestnitura de tecidos infectados, ao
microscópio eletrônico, e estudo do seu genoma, através da amplificação dos
fragmentos de DNA viral utilizando primers ao acaso, e hibridização com
cDNA. O CoRSV foi encontrado em todas as lavouras visitadas no Alto
Paranaíba, com maior severidade na região de Coromandel. No Sul de Minas
Geraisfoi detectadonas lavouras visitadas em Varginha, Alfenas, Lavrase Ijaci.
No Alto do Paranaíba predominaram as lavouras comsintomas nas folhas e nos
frutos, com incidências que chegaram a até 100%, e no Sul de Minas Gerais
predominaram as lavouras com sintomas nos frutos, apresentando menor
incidência e menor severidade nas folhas infectadas. Das diversas espécies de
plantas cultivadas e selvagens, inoculadas mecanicamente, somente
Chenopodium quinoa e Althernantera tenella se tornaram infectadas,
apresentando sintomas que foram repetitivos em todos os experimentos
realizados. Plantasde C. amaranticolor apresentaram sintomas de infecção que
nem sempre foram repetitivos. Um isolado do CoRSV coletado em Alfenas
causou sintomas sistêmicos em plantas de C. quinoa. Nos testes de
transmissibilidade com o vetor houve transmissão do CoRSV de café para café,
e decafé paraC. quinoa, somente quando asplantas foram infestada porlarvas e
ácaros adultos ou apenas por larvas. O ácaro foi capaz de se alimentar e
colonizar o C. quinoa, que tem sido considerada uma planta com propriedades
acaricidas. Na observação de cortes uhrafinos de tecidos infectados,
provenientes de folhas e de frutos de cafeeiro, foi encontrada uma grande
quantidade departículas baciliformes típicas de Rhabdovirus, àsvezes formando
agregados organizados, naregião do núcleo das células do mesófilo. Esse tipo de
localização e organização das partículas virais são observadas nos
Nucleorhabdovirus. Nos estudos moleculares, os clones 4 e 14 foram utilizados
comosonda emtestes de hibridização comcDNA. O clone 14 foi sequenciado e
com base nessa seqüência foram desenhados "primers" que foram utilizados
para detecção do vírus em folhas infectadas por meio da técnica RT-PCR. Os



primers amplificaram o fragmento de DNA esperado quando se empregou o
RNA extraído de plantas infectadas. As sondas produzidas reagiram apenas com
vírusminipurificado a partir de plantas infectadas. Considera-se, porém, que um
maior número de testes deve ser realizado antes que esses resultados obtidos
com o sequenciamento possam ser considerados conclusivos.

Comitê Orientador: Antônia dos Reis Figueira - UFLA (Orientadora) e Paulo
Rebelles Reis - EPAMJG - CTSM.



ABSTRACT

CARVALHO, Claudine Márcia. Biological, molecular and electron
microscopy ofCoffee ringspot virus. Lavras: UFLA, 1999. 58p. (Dissertation -
MasterProgramin Phytopathology)*

Field inspections were carried out in several coffee plantations, located
in the regions Alto do Paranaíba and South ofthe State ofMinas Gerais, in order
todetect the occurrence and severity ofCoffee ringspot virus (CoRSV). Samples
collected from infected plants, growing in those visited plantations, were
inoculated inseveral plant species tofind out new susceptible hosts which could
be ahemative for the CoRSV at field condmons. Transmissibility of CoRSV
through its vector, the mite Brevipalpus phoenicis, was performed using
different plants species. Other studies were also carried out as observations of
infected tissues using transmission electron microscopy, partial genome
characterization through RT-PCR with random primers and tentative detection
of CoRSV in infected tissues by PCR and cDNA. CoRSV was found in every
coffee field visited in Alto doParanaíba, with thegreatest severity in the region
of Coromandel. In the region South it was detected in the municipalities of
Varginha, Alfenas, Lavras and Ijaci. In Alto do Paranaíba pi^ominated crops
with symptoms on leaves and fruits, showing incidence leveis as high as 100%
and in the South region predominated the crops with symptoms on fruits,
showing lower severity and incidence on infected leaves. From the several
species of cukivated and wild plants mechanically inoculated, only
Chenopodium quinoa and Althernantera tenella became infected, presenting
symptoms which were the same in ali the experiments performed. Plants of C.
amaranticolor presented CoRSV symptoms, which not always were repetitive.
ACoRSV isolate collected in the municipality of Alfenas caused systemic
symptoms in plants of C. quinoa. In transmissibility tests with the vector, there
was CoRSV transmission from cofTee to coffee, and from cotTee to C. quinoa,
which has been regarded as a plant with mite-killing properties. In ultra^hin
sections ofinfected tissues from leaves and fruits of cotTee tree, a great number
of bacillus-shaped particles, typical of Rhabdovirus, sometimes building
organized clusters, were observed in the nucleus region ofmesophyl cells. That
kind of localization and organization of viral particles are observed in
Nucleorhabdovirus. In themolecular studies, the clones 4 and 14 were utilized
as probes in hybridization tests with cDNA. The clone 14 was sequenced and
based on its sequencing, some primers were drawn and utilized for virus
detection on infected leaves by PCR technique. The primers amplified the
expected DNA fragment when RNA extracted from infected plants was

in



employed. lhe probes tested reacted only the minipurifíed virus from infected
leaves. ft is considered that a great number of sequencing tests must be
conducted before obtained definitive resuks.

Guidance Committee - Antonia dos Reis Figueira - UFLA ( Advisor ) e Paulo
Rebelles Reis - EPAMIG - CTSM.
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1. INTRODUÇÃO

O cafeeiro Coffea arábica L. é uma das principais plantas cultivadas no

Brasil, tanto sob o ponto de vista econômico, gerando divisas pela exportação,

quanto pelo aspecto social, demandando grande contingente de mão-de-obra

para o seu cultivo. A produtividade média do Brasil é de dez sacas beneficiadas

por hectare, podendo ser influenciada pelas condições climáticas adversas,

variedades, práticas de pré e pós colheita e pela ocorrência de pragas e doenças

(AnuárioEstatísticodo Brasil, 1996).

Até muito recentemente, as doenças do cafeeiro, de importância

econômica, eram exclusivamente causadas por fungos, bactérias e nematóides.

Entretanto, no início de 1996, começaram a aparecer altas incidências do vírus

da mancha anular do cafeeiro (Coffee ringspot virus - CoRSV) em várias

lavouras comerciais situadas na região do Alto do Paranaíba, em Minas Gerais

(Figueira et ai, 1996; Figueira, Passeto e Carvalho, 1998). Esse fato gerou uma

preocupação compreensível, porque os fitovírus compõem um grupo especial de

patógenos que, devido à sua íntima associação com o hospedeiro, dificulta ou

mesmo impossibilita o seu controle após o seu estabelecimento na planta.

Qualquer interferência na multiplicação do vírus, nos tecidos infectados, resulta

numa alteração indesejável do metabolismo normal da célula hospedeira

(Matthews, 1991).

Por causa dessas características específicas dos fitovírus, o seu controle

deve ser decaráter preventivo, através de umconjunto demedidas que só podem

ser tomadas quando se detém um conhecimento adequado sobre o vírus que se

quer controlar, bem como sobre a sua interação com o hospedeiro e o vetor.

Todos esses fatores podem ainda sofrer uma influência direta do meio ambiente,

tornando necessário o estudo do comportamento da doença em diferentes

regiões.



Considerando-se a importância atual que vem adquirindo o vírus da

mancha anular do cafeeiro e a ausência de informações a respeito desse vírus,

realizou-se o presente trabalho com o objetivo de se caracterizar o CoRSV

biológica, molecularmente e através da microscopia eletrônica. Foram coletados

isolados do vírus, em diferentes regiões produtoras de café do estado de Minas

Gerais, para investigar algumas propriedades como varíabilidade, ciclo de

hospedeiras experimentais e hospedeiras alternativas em condições de campo e

transmissibilidade pelo vetor Brevipalpus phoenicis Geijskes (Acari:

Tenipalpidae). Foram feitas também algumas tentativas de caracterização do

RNA viral, empregando-se a técnica RT-PCR com "primers" ao acaso e

posterior clonagemdos fragmentos obtidos. Dentre esses fragmentos, dois foram

utilizados como sonda em testes de hibridização com o RNA viral, e um foi

sequenciado para permitir o desenho de "primers" que foram testados na

detecção do vírus em tecidos infectados através da técnica de RT-PCR. Os

resultados obtidos são aqui apresentados e discutidos.



2. REFERENCIAL TEÓRICO

O cafeeiro, pertencente à família Rubiaceae, é uma das espécies mais

cultivadas no Brasil. Éuma planta tropical de altitude, adaptada a clima úmido e

temperaturas amenas (Matiello, Abreu eAndrade, 1974).

O Brasil destaca-se como o maior produtor mundial de café e, junto

com a Colômbia, detém mais de 40% da produção mundial (FAO, 1996). O

consumo nacional anual é de cerca 12 milhões de sacas de café, o que torna o

Brasil o maior consumidor mundial de café. No Brasil, o café tem sidoum dos

principais produtos de exportação (5,86%) em 1997, contribuindo não apenas
para obter recursos, mas também para gerar empregos e renda nacional
(Ribeiro et a/., 1998). Estima-se que existam cerca de 320.000 propriedades
onde o café é a principal fonte de renda e que aproximadamente 4 milhões de
pessoas dependam diretamente da cafeicultura (Matiello, 1991). Entre 1994 e
1998 foram plantadas mais de 4 milhões de covas (70 a 100 mil hectares). De
1997 para 1998 a produção brasileira teve um crescimento de 63%, ou seja,
aumentos de 19 para 30 milhões de sacas de café (Agrianual, 1999).

Em termos de geração de recursos é o responsável pela entrada de 2,5

bilhões de dólares anualmente no país (Zambolim etai, 1997).

O Centro-sul é a principal região cafeeira do Brasil sendo que os

estados de Minas Gerais, São Paulo, Espírito Santo e Paraná são responsáveis

por mais de 90% da produção nacional de café. Minas Gerais destaca-se no
cenário da cafeicultura nacional pela amplitude de suas regiões produtoras e

condições climáticas favoráveis ao cultivo do cafeeiro, com conseqüente

produção de café de boa qualidade, contribuindo com 50% da produção
nacional (FAO, 1996; Anuário Estatístico do Brasil, 1996; Ribeiro et ai, 1998).
A principal região cafeeira do estado é o Sul de Minas Gerais, com
aproximadamente 50% da produção estadual e 34% da produção nacional. As



regiões do Jequitinhonha, Triângulo Mineiro/Alto Paranaíba e Zona da Mata

são responsáveis pela produção de 3,1, 2,8 e 0,22 milhões de sacas,

respectivamente (Mendes e Guimarães, 1997a e 1997b; Ribeiroet ai, 1998).

Vários fatores contribuem para a composição dos padrões de qualidade

do café, dentre eles destacam-se os ligados à espécie botânica, à variedade e à

origem geográfica, bem como os fatores de pré e pós-colheita (Feria-Morales,

1990; Leite, 1991; Organizacion International dei Café, 1991; Camargo;

Santinato e Corteza 1992). Além desses fatores, a ocorrência de pragas e

doenças pode afetar as condições fisiológicas das plantas, interferindo na

qualidade e quantidade de frutos produzidos (Matiello et ai. 1994).

Diversas doenças causadas por diferentes patógenos podem afetar o

cafeeiro no Brasil e no mundo. Dentre elas destacam-se a ferrugem

(Hemileia vastatrix), a cercosporiose (Cercospora coffeicola\ a mancha de

Phoma {Phoma sp.), a mancha-aureolada do cafeeiro (Psedomonas syringae pv.

garcae), as meloidoginoses (Meloidogyne coffeicola, M. incógnita e

M. javanica) (Zambolim et ai., 1997 e Godoy, Bergamin Filho e Salgado,

1997). Os vírus nunca foram considerados potencialmente importantes para a

cafeicultura, até que no início de 1995, começaram a aparecer altas incidências

de plantas infectadas peloCoRSV em várias lavouras de importância econômica

em Minas Gerais, provocando uma mudança nesse quadro (Figueira et ai.,

1996; Figueira, Passeioe Carvalho; 1998).

O CoRSV foi descrito pela primeira vez por Bittancourt (1938) que o

detectou em cafezais localizados na região de Caçapava, estado de São Paulo.

Nessa época, Bittancourt observou que os sintomas provocados por esse vírus,

eram muito semelhantes aoscausados poralguns fitovírus, como por exemplo o

do vírus do vira-cabeça do tomateiro, sorose B e clorose-zonada em plantas

cítricas. Isso fez com que esse autor suspeitasse que essa doença poderia ser

também de etiologia viral.



Esta doença afeta os cafeeiros em qualquer idade do seu

desenvolvimento. Bittancourt (1938), Silberschmidt (1941) e Chagas (1973 e

1978) observaram queos sintomas provocados por essevírus se caracterizavam

por manchas cloróticas ounecróticas nas folhas, geralmente em forma de anéis

concêntricos e que nos frutos as manchas tinham forma de anéis ou irregulares,

sendo geralmente deprimidas. Às vezes, o CoRSV pode também provocar

queda severa de folhas e frutos nas plantas infectadas (Figueira et ai., 1996;

Figueira, Passetoe Carvalho, 1998).

Silberschmidt (1941), transmitiu o vírus da mancha-anular do cafeeiro

através da enxertia de plantas de café infectadas sobre plantas sadias. Esse autor

também fez referências às semelhanças dos sintomas apresentados pelo cafeeiro

infectado com os da leprose das plantas cítricas, os da mancha-anular do fumo e

os da clorose-infecciosa das malváceas. Nessa ocasião, o autor tentou, sem

êxito, a transmissão do CoRSV para plantas de poaia branca

(Richardsonia brasiliensis Gomez) e para poaia-do-arador (Borreria poaya D.

C.) e também verificou que o vírus não era transmitido via sementes de café

provenientes de plantas infectadas.

Chagas (1978), testou vários hospedeiros, através da inoculação

mecânica, utilizando tecidos provenientes de folhas e frutos de cafeeiros

infectados, mas conseguiu a transmissão do vírus apenas para plantas de

Chenopodium quinoa e C. amaranticolor, nas quais causou lesões locais

cloróticas arredondadas com o centro necrótico, quasesempre escassas. O autor

também determinou a estabilidade in vitro do CoRSV, e relatou que o ponto de

inativação térmica do vírus era de 70° C, oponto final de diluição de 10^ e que
o vírus começava a inativar-se a partir do 19° dia após a preparação do suco.

Ainda nesse trabalho, evidenciou a não-transmissão do CoRSV por sementes

como haviasido observado por Silberschidt (1941).



Apesar de doença semelhante já ter sido descrita nas Filipinas (Reyes,

1959 e 1961; Valdez, 1966) as viroses nunca foram consideradas

potencialmente importantes para a cafeicultura em todo o mundo. Chagas

(1978) quando trabalhou com esse vírus, considerou o seu estudo importante

porque, com a crescente expansão da cultura do café em áreas de cerrado, as

novas técnicas de manejo adotadas poderiam contribuir para um desequilíbrio

ecológico, favorecendo o desaparecimento do inimigo natural do ácaro vetor, o

seu aumento populacional noscampos produtores de café e consequentemente a

disseminação do CoRSV.

Os Rhabdovirus são constituídos por um nucleocapsídio envolto por

uma membrana hpoprotéica (Jackson, Francki e Zuidema, 1987). Eles podem

infectar animais vertebrados, invertebrados evárias espécies de plantas (Wagner

e Rose, 1996) e são divididos em cinco gêneros, sendo que três infectam

animais (Vesiculovirus, Lyssavirus e Ephemerovirus) e dois infectam plantas

{Cytorhabdovirus e Nucleorhabdovirus) (Wunner et ai., 1994).

Os dois gêneros que infectam vegetais se distinguem de acordo com o

lugar de maturação dos vírus nas células infectadas (Wunner et ai., 1994). Os

Nucleorhabdovirus, por exemplo, Sonchus yellow net virus (SYNV), o

Potato yellow dwarf virus (PYDV), Datura yellow vein virus (DYW),

Eggplant mottled dwarfvirus (EMDV) e Maize mosaic virus (MMV) adquirem

o envelope no núcleo das células infectadas (Murphy et ai, 1995).

Lettuce necrotic yellow virus (LNYV), Broccoli necrotic yellows virus (BNYV),

Barley yellow striate mosaic virus (BYSMV), Festuca leafstreak virus (FLSV),

Northen cereal mosaic virus (NCMV), Sonchus virus (SonV),

Strawberry crinkle virus (SCV) e Wheat American striate mosaic virus

(WASMV) membros do gênero Cytorhabdovirus adquirem o envelope no

citoplasma das células infectadas (Francki, Randles e Dietzgen, 1989 e Murphy



et ai, 1995). O CoRSV ainda não foi classificado mas provavelmente é um

Nucleorhabdovirus (Kitajima e Costa, 1972).

Os Rhabdovirus são facilmente identificados através do microscópio

eletrônico, pois sãobaciliformes, com um comprimento de 100 a 430 nm por45

a 100nm de diâmetro (Jackson, Franchi e Zuidema, 1987). São transmitidos por

cigarrinhas, afideos, cigarras, cochonilhas e ácaros. O Rice transitory yellowing

virus (RTYV) é transmitido para o arroz de maneira circulativa porespécies de

cigarrinha do gênero Nephotettix (Chiu et ai, 1968 e Chen e Shikata, 1972).

Randles (1983), relatou que o Lettuce necrotic yellow virus (LNYV) é

transmitidode maneira circulativa por duas espécies de afídios, mas

apenas o Hyperomyzus lactucae é considerado importante. Boakye e Randles

(1974) constataram que o LNYV pode ocasionalmente ser

transmitido transovarianamente pelo afídio Hyperomyzus lactucae.

Strawberry crinkle plant rhabdovirus (SCR) é transmitido transovarianamente

pelos afídios Chaetosiphon fragaefolii e C. jacobi (Sylvester e Richardson,

1990). O Sorghum stunt mosaic rhabdovirus é transmitido pela cigarrinha

Graminella sonora depois de um período de incubação de nove dias a 30°C

(CreamereHe, 1997).

Chagas (1973 e 1978) observou que o vírus da mancha anular do

cafeeiro era transmitido por fêmeas do ácaro Brevipalpus phoenicis Geijskes

(Acari: Tenuipalpidae) que é cosmopolita (Haramoto, 1975; Gonzáles, 1975).

No Brasil, este ácaro também está associado à leprose do citros causada pelo

vírus da leprose {Citrus leprosis rhabdovirus-C\ÚN) (Musumeci e Rossetti,

1963), a mancha verde do maracujá causada por Rhabdovirus {Kitajima et ai,

1997) e a mancha-anular do ligustre causada pelo Ligustrum ringspot virus

(Rodrigues e Nogueira, 1996). Rodrigues et ai (1997), estudando a associação

das partículas virais da leprose dos citros com o B. phoenicis sugeriram queeste

vírus se multiplica dentro do vetor, devido a observação de grande quantidade



de partículas virais. Os autores também relataram que o vírus da leprose do

citros não étransovariano. De acordo com Chiavegato e Salibe (1984), a leprose

do citros é transmitida por larvas de B. phoenicis depois de 24 horas de

aquisição, mas os adultos e ninfas são pouco eficientes na transmissão. Nesses

aspectos, nenhum estudo foi realizado com relação ao CoRSV e B. phoenicis.

Kitajima e Costa (1972) constataram, por meio de exames ao

microscópio eletrônico, a presença de partículas baciliformes medindo de 35 a

40 nm de diâmetro por 100 a 110 nm de comprimento, nas células dos tecidos

foliares infectados de cafeeiro. Essas partículas foram localizadas

principalmente no núcleo e raramente no citoplasma das células infectadas e,

estavam ausentes nas células da região vascular. Os autores além de se

referirem à similaridade entre os sintomas da mancha anular do cafeeiro e a

leprose dos citros observaram asemelhança entre as partículas desses dois vírus.

Posteriormente, Chagas (1978 e 1980) relatou a presença de partículas

baciliformes semelhantes às formas maduras dos Rhabdovirus, com diâmetro

que variava entre 59 a 76 nmpor 178 a 224 nmde comprimento, presentes nas

cisternas do retículo endoplasmático e no espaço perinuclear. Também verificou

partículas tubulares com comprimento de 80 a 151 nmpor 38 a42nm, similares

às formas imaturas dos Rhabdovirus, localizadas no núcleo de células

mesocarpicas infectadas. Desde então, considera-se que o CoRSV seja um

Rhabdovirus, possivelmente do gênero Nucleorhabdovirus.

Mais de trinta espécies de Rhabdovirus causam doenças em plantas

cultivadas, mas poucos foram caracterizados com relação à sua organização e

expressão genômica até o presente momento como Sonchus yellow net virus

(SYNV), Lettuce necrotic yellows virus (LNYV), Rice yellow stunt virus

(RYSV) e Orchidfleck virus (OFV) (Luo e Fang, 1998; Heaton et ai, 1989;



Wetzel, Dietzgen e Dale, 1994 e Kondo etal\ não publicado).

O genoma dos Rhabdovirus é constituído por um RNA de fita simples,

negativa, com um comprimento que varia de 11.000 a 13.000 nucleotídeos e

possui seis "open reading frames" (ORF) (Wagner, 1991). Uma exceção é feita

ao Orchidfleck virus cujo genoma consiste de duas moléculas de RNA de fita

simples negativa (Kondo et al\ não publicado). O RNA1 tem 6.413

nucleotídeos e inclue cinco ORFs e o RNA 2 tem 6.001 nucleotídeos e contem

uma ORF (Kondo et al\ não publicado). O RNA genômico dos Rhabdovirus

serve como molde para a replicação e transcrição (Jackson, Francki e Zuidema,

1987). A organização do genoma do SYNV (Figura 1)segue o seguinte esquema

3'-N-Ml-sc4-M2-G-L-5* (Heaton et ai, 1989). A proteína N forma o

nucleocapsídeo e é responsável pela mudança da fase de transcrição para

replicação (Goldberg et ai, 1991). A proteína Ml é uma fosfoproteína, e

também interage com a proteína N. A proteína M2 forma a matriz protéica dos

vírions (Goldberg et ai, 1991). A proteína G é a glicoproteína do envelope viral,

provavelmente associada à especificidade vírus/vetor (Jackson, Francki e

Zuidema, 1987). A proteína L é a replicase e a sc-4 provavelmente é uma

proteína estrutural (Goldeberg et ai, 1991). O genoma do LNYV possui seis

ORFs, assim como o SYNV. O mapa físico proposto para o LNYV é 3'-N-4a-

4b-M-G-L-5\ ondeN é o gene do nucleocapsídeo, 4acodifica a fosfoproteína P

e o 4b uma proteína de função desconhecida, M é o gene da matriz protéica, G é

umaglicoproteína e L é o gene da transcriptase (Wetzel, Dietzgen e Dale, 1994).

A homologia de seqüência deaminoácidos entre os Rhabdovirus é muito

baixa. Heaton, Zuidema e Jackson (1987), analizaram a seqüência de

Aminoácidos da proteína M2 do SYNV, e verificaram que existe pouca

'Kondo, H.; Maeda, T.; Tamada, T.; Shirako, Y. Research Institute for Bioresources,
Okayama University, Kurashiki 710-0046, Japan.



similaridade com a seqüência das proteínas N dos serotipos do

Vesicular stomatitis virus (VSV) e Ml doRabies virus (RV). Essa seqüência

conservada mostra que existe 20% de homologia entre os aminoácidos 198 e 250

da proteína M2 do SYNV e os aminoácidos 121 e 173 da proteína N do VSV

(Heaton, Zuidema e Jackson 1987). Um similar alinhamento da proteína N do

VSV e da proteína Ml do RV mostra que existe uma homologia de 24%.

Também Hillman et ai (1990) comparando a seqüência da proteína Ml do

SYNV com as seqüências já relatadas dos outros Rhabdovirus do gênero

Paramyxovirus nãoobservaram nenhuma similaridade significativa.

Choi et ai (1992) estudaram a homologia da proteína L do SYNV, do

RV e de dois serotipos do VSV (VSVnj e VSVind) e observaram uma

similaridade de 24,5% entre VSVmd e SYNV, 24,4% entre VSVnj e SYNV e

23,3% entre o RV e o SYNV.

Zuidema, Heaton e Jackson (1987), não observaram nenhuma

homologia significante entre a seqüência dos aminoácidos da proteína N do

SYNV, e dois serotiposdo VSV.

Uma pequena região conservada entre os aminoácidos da proteína N do

LNYV e do SYNV foi encontrada. Essa seqüência similar de 24 aminoácidos

corresponde a uma região de alta homologia entre os isolados do VSV e do RV

(Wetzel; Dietzgen e Dale, 1994).
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Figura 1. Representação esquemática do genoma do Sonchus yellow net
virus. A barra grande de cima representa o genoma viral; as
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coloridas representam as proteínas traduzidas. Esquema
adaptado de Heaton et ai, 1989.
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Kondo et ai}, (não publicado) para determinarem a seqüência dos

aminoácidos do Orquidfleck virus, utilizaram "primers" ao acaso para a síntese

do cDNA a partirdo RNA viral que foi clonado e sequenciado.

Segundo Batista (1993) confiar apenas nos sintomas não é

recomendável para identificar um vírus, pois a expressão dos sintomas podem

variar. Técnicas biológicas utilizadas no diagnóstico de vírus são bastante lentas

e, portanto, inadequadas para aplicação em larga escala. Atualmente com os

avanços na biologia molecular estão sendo aplicados testes rápidos, sensíveis e

específicos no diagnóstico dos vírus, como a RT-PCR e hibridização com

cDNA. Os métodos de hibridização com cDNA, utilizando-se sondas radioativas

ou não-radioativas são consideradas altamente cofíáveis na diagnose dos

fitovírus (Batista, 1993; Figueira; Domier e D'Arcy, 1997).

Stenger et ai, (1988) utilizaram clones do Sowthistle yellow vein virus

(SYW) para produção de sondas paradetectar o RNA viral extraído de plantas

e de afídeos infectados. Os autores observaram que as sondas de plasmídeos

recombinantes hibridizaram com um fragmento de 13.000 nucleotídeos que

corresponde ao tamanho do RNA viral presente nos tecidos infectados. Eles

também verificaram que a sonda era específica para SYW, pois não ocorreu

hibridização quando foi utilizado RNA do SYNV.

Wagner, Choi e Jackson, (1996), detectaram facilmente o SYNV no

núcleo de tecidos foliares infectados através da técnica de "Slot blot".

No caso da hibridização com sonda radioativa a principal desvantagem é

o uso de isótopos radioativos para marcação, embora seja mais sensível que a

não-radioativa. Métodos que utilizam sondas não-radioativas já estão

disponíveis e têm sido considerados bastante vantajosos porque não oferecem os

riscos da radioatividadee não exigem cuidados e laboratórios especiais, podendo

ser realizados em locais que não dispõem desse tipo de tecnologia (Figueira;

Domier e D,Arcy, 1997).
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Além do uso de sondas moleculares, a amplificação de fragmentos do

vírus por RT-PCR, também tem sido utilizada com sucesso para detecção de

vários patógenos (Figueira, Domier e D'Arcy, 1997; Eiras, Rezende e Ávila,
1998).

Brioso et ai, (1996) utilizaram a técnica de PCR e "dot-blot" para

detecção do Andean potato mottle virus (APMV) em plantas de batatas

infectadas e em afídeos virulíferos. RT-PCR é mais sensível que o teste ELISA e

o de hibridização comcDNA (Figueira, Domier e D'Arcy, 1997) e não emprega

os produtos tóxicos ou isótopos radioativos utilizados nos testes de hibridização

moleculares (Boari, 1998).
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3. MATERIAL £ MÉTODOS

3.1. Coletado vetor e do vírus em campos produtores

Foram visitadas lavouras de café localizadas no Sul de Minas Gerais

(Alfenas, Varginha, Ijací e Lavras) e no Alto Paranaíba (Coromandel,

Patrocínio e Paracatu) para a coleta do ácaro vetor B. phoenicis e de folhas e

frutos com sintomas da mancha-anular do cafeeiro utilizados nos estudos.

3.2. Obtenção de hospedeiras e inoculação mecânica

A obtenção das plantas de café foi feita a partir da germinação de

sementes na câmara de germinação do Laboratório de Sementes - UFLA e

transplantio das dessas para vasos com capacidade de 2 kg, contendo como

substrato uma mistura de terra, areia e estéreo, na proporção 1:1:1. As plantas

de C. quinoa e as demais plantas empregadas nesse trabalho foram obtidas a

partir desemeadura em bandejas de plástico, e posterior transplantio das mudas

para vasos com capacidade de 2 kg, utilizando o mesmo substrato descrito

acima. Essas plantas foram inoculadas mecanicamente no estágio de três a

quatro folhas. A inoculação mecânica foi feita com o extrato dè tecidos de

plantas infectadas com o CoRSV (cafeeiro, C. quinoa, C. amaranticolor e A.

tenella), obtido portrituração desses emalmofariz contendo nitrogênio líquido e

posterior adição da solução, estabilizadora de Cech, Podzna e Blattny,. (1957)

modificada por Chagas (1978) (Na2HP04 0,1M) ao qual foi adicionado 2% de

nicotina, 10% de sacarose, 0,03% decarvão ativado e 0,1M de ácido ascórbico)

na proporção de 1:10 (peso/vol.). Foi testada também essa solução com a

substituição do carvão ativado por mercaptoetanol e a solução PBS-T (solução

salina tamponada contendo 2% de PVP (polivinilpirrolidona), 0,02% de

soroalbumina de ovoe 2% de Tween 20) O extrato foi friecionado coma ponta

dosdedos, na partesuperior dasfolhas, previamente polvilhadas como abrasivo
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carborundum (400 mesh) e a seguir as folhas foram lavadas com água e as

plantas mantidas em casa-de-vegetação para observação dos sintomas, durante

60 dias. As plantas utilizadas como controle foram inoculadas com o extrato das

folhas das respectivas plantas sadias.

3.3. Testes de transmissão através do ácaro vetor

Larvas e adultos de B. phoenicis (Geijskes, 1939) (Acari:

Tenuipalpidae) não virulentos, foram criados em frutos sadios de laranja e em

folhas sadias decafeeiro, no Laboratório de Acarologia da Empresa de Pesquisa

Agropecuária de Minas Gerais - EPAMIG. Na ocasião dos testes estes foram

transferidos para folhas de cafeeiro e C. quinoa infectadas com o CoRSV,

colocadadas sobre esponjas de 1 cm de espessura, umedecidas com água

destilada, acondicionadas em placas de Petri de 15 cmde diâmetro por 2 cm de

profundidade. Para manter a turgescência da folha e formar uma barreira para

impedir a migração do ácaro, foi colocada uma fina camada de algodão em seu

bordo formando uma espécie de arena (Figura 2). Sobre as folhas foram

colocadas algumas gotas de gesso para estimular a ovoposição dos ácaros

(Figura 2). A transferência dos ácaros foi efetuada com o auxílio de um pincel,

sob um microscópio estereoscópico da Micronal, ajustado para aumentos entre

10e 40vezes. Os ácaros e aslarvas permaneceram nas folhas infectadas por 24,

48 e 72 horas, para aquisição do vírus. Após esse período, 5 larvas e 5 adultos

ou somente 10 adultos ou ainda somente 10 larvas de B. phoenicis foram

colocados em plantas sadias de cafeeiro e de C. quinoa onde permaneceram

também por 24, 48 e 72 horas, para a transmissão do vírus. Simultaneamente,

como controle, algumas plantas sadias de cafeeiro e de C. quinoa foram

infestadas com ácaros não virulíferos pelo mesmo período. As plantas foram
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Figura 2. Folha de cafeeiro acondicionada em
placa de Petri para criação do
Brevipalpus phoenicis. F: folha de
cafeeiro com sintoma da mancha-

anular, G: gesso, A: camada de
algodão, E: espuma, P: placa de
Petri.

3.4. Testes de gama de hospedeiras

Foram inoculadas mecanicamente 22 espécies de plantas pertencentes a

8 famílias (Tabela 1), sendo que algumas delas são cultivadas, outras são

plantas indicadoras, já descritas na literatura para outros vírus, e plantas

daninhas encontradas nos arredores das lavouras de café (Tabela 1). Os métodos

de obtenção dessas plantas e inoculação mecânica foram os mesmos já descritos

anteriormente.
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Tabela 1. Plantas testadas nos ensaios de inoculação mecânica.
Nome comumFamília Nome Científico N°de

Plantas

testadas

Controle

Amaranthaceae Althernantera tenella Apaga-fogo 410 32

Amaranthusdeflexus L. Caruru 7 2

Gomphrena globosa L. Perpéttia 12 4

Chenopodiacea Chenopodium quinoaWilld. Quenopódio 2043 198

C. amaranthicolor Quenopódio 328 28

Compositae Bidens pilosaL. Picão-preto 20 8

EmitiasonchifoliaDC. Falsa-serralha 7 2

Galinsogaciliata (Raf.) Blake Picão-branco 7 2

Sonchus oleraceus L. Serralha 12 4

Cruciferae Raphanusraphanistrum L. Nabo 5 2

Chamaesyce furta (L.) Millsp. Erva-de-Santa-

Luzia

7 2

Euphorbiaceae Phyllanthus tenellus Roxb. Quebra-pedra 5 2

Malvaceae Sida rhombifolia L Vassourinha 12 4

Rubiaceae Richardia brasiliensis Gomez Poaia-branca 15 5

Cqffea arábica L. Café 58 12

(Catuaí Vermelho)

Solanaceae Solanum americanum Mill. Maria-pretinha 7 2

Datura stramonium L. Figueira-do-

inferno

20 8

NicandraphysaloidesL. Nicandra 20 8

Nicotianaglutinosa L. Glutinosa 20 8

N. tabacum "TNN" Fumo 20 8

N. bentamiana Bentamiana 20 8

PhysalisJloridana Rybd. Fisalis 52 12
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3.5. Microscopia eletrônica

Foi feita observação ao microscópio eletrônico, de cortes ukrafinos de

tecidos infectados com o CoRSV. Para obter esses cortes, pequenos pedaços de

folhas e de frutos provenientes de plantas de café, C. quinoa e A. tenella sadias e

com sintomas característicos do CoRSV foram fixados com o fixador

Kamowsky modificado (glutaraldeído 2%, paraformaldeído 4%, cloreto de

cálcio 5 mM, tampão cacodilato de sódio 0,1 M, pH 7,2). Em seguida foram

lavados durante dez minutos, por três vezes, em tampão cacodilato 0,1 M e os

espécimes foram pós-fíxados em tetróxido de ósmio (2%) diluído em tampão

cacodilato 0,2 M, pH 7,2, durante uma hora, à temperatura ambiente. Após a

fixação eles foram contrastados em bloco por uma noite, a - 4oC, em acetato de

uranila (2%) e lavador durante cinco minutos, por três vezes, em solução salina

(0,9%). Foi então realizada a desidratação com séries crescentes de acetona em

água a 25%, 50% e 70%, por cinco minutos, seguidas por dois tratamentos de

dez minutos cada um, com acetona 90% e três tratamentos de vinte minutos com

acetona pura. Posteriormente, foi realizada a infiltração dos espécimes em Spurr

(5g de "vinilyclohexene dioxide", 3g de "diglycidyl ether of propyleneglycol",

13g de "nonenyl succine anhidride" e 0,2g de "dimethyl arnino etnanol")

dissolvido em acetona da seguinte maneira:

- Spurr + acetona (1:1)- três horas a temperatura ambiente

- Spurr + acetona (2:1) - três horas a temperatura ambiente

- Spurr - "ovemight" a 4o C

Os espécimes foram transferidos para moldes de borracha e em seguida

preenchidos com Spurr e levados à estufe à 80° C por doze horas para

polimerização da resina formando o bloco.

Os cortes ultra-finos foram feitos no urtramicrótomo REICHERT-

JUNG. Esses cortes foram colocados sobre grades de cobre de 400 mesh

previamente cobertas com colódio e metalizadas com carbono.
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Os cortes foram contrastados com acetato de uranila a 3%, por vinte

minutos, lavados com água bidestilada, novamente contrastados com citrato de

chumbo durante 10 minutos e lavados com água bidestilada. Esses cortes foram

examinados ao microscópio eletrônico de transmissão EM-109 Zeiss e

fotografados.

3.6. Purificação parcial do CoRSV

Foi utilizado o protocolo de purificação parcial de virus, descrito por

Lane (1992), com modificações. Inicialmente 2 g de folhas de cafeeiro com

sintomas do CoRSVforamtrituradasem almofariz com o auxílio de Nitrogênio

líquido. Em seguida, foi adicionado tampão citrato de amônia (0,1 M), pH6,5

acrescidos de 150 ul iodoacetamida (0,25 M), 150 pi Na-DIECA (0,15 M), 150

uldeB-mercaptoetanol e 2% de PVP. Oextrato foliar foi filtrado e centrifugado

a 8.000 rpm por 10 minutos no rotor SA600 da Sorval. O sobrenadante foi

cuidadosamente removido paratubos depolicarbonato contendo 0,5 ml detriton

X-100 e agitado até a dissolução completa. Em seguida, foi realizada a

ukracentrifugação, por 150 minutos a 29.000 rpm (rotor A-641 da Sorval), em

almofada de sacarose (20%). O sobrenandante foi descartado e as paredes do

tubo foram cuidadosamente lavadas com água destilada. O vírus foi

ressuspendido em 0,5 ml de tampão fosfato 0,02 M pH 7,2 e deixado

"ovemight" a 4o C. A seguir, essa solução foi centrifugada em microcentrífuga

por 5 min a 14.000 rpm, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e

armazenado a 4°C.

3.7. Extração do RNA viral

Inicialmente a mistura constituída de 200 pi da solução de vírus

parcialmente purificado, 50 ul dotampão de extração (tris-glicina 0,2M, NaCl

0,2Me EDTA 20 mMpH 9,5),20 ul de SDS (dodecil sulfeto de sódio) (20%),
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2,7 ul de proteinase K (20ng/ml) foi incubada por uma hora a 37°C. Em

seguida, foram feitas duas centrifugações a 14.000 rpm, de 15 minutos cada,

comfenol/clorofórmio (1 vol.), e foi recolhida a faseaquosa. Adicionou-se 1/20

vol. de acetato de sódio 3M, pH 5,5 e 2,5 vols. de etanol absoluto e

posteriormente incubou-se por uma hora a -20°C. Em seguida, o RNA do vírus

foi precipitado por centrifugação a 14.000 rpm por 30 minutos. Os "pellets"

foram lavados com etanol (70%), secados e ressuspendidos em 20 pi de água

ultra-pura (Labconco) autoclavada. O RNA foi analizado em gel de agarose

(0,8%).

3.8. Amplificaçãodos fragmentos de DNA através de "primers" ao acaso

Para transcrever o cDNA a partir do RNA viral foi utilizado o "kit da

Gibco Super Script™ Preamplification System". Cinco microlitros de RNA

viral, 5 ul do "primer" ao acaso e 2 pj água ultra-pura (Labconco) foram

misturados e incubados por 10 minutos, a 70°C e posteriormente por 1 minuto

no gelo. Em seguida, adicionou-se 2 u.1 do tampão da reação, 2 ul de MgCfe (25

mM), 1 pj da mistura de deoxinucleotídeos (dNTP), 2 ul de ditiotreitol (0,1 M)

e 1 ul da enzima transcriptase reversa. A solução foi incubada a 42°C por 50

minutos e em seguida, a 70°C por 15 minutos.

Foram testados "primers" universais da Operon para a amplificação dos

fragmentos a partir do cDNA. Foram adicionados, em um tubo de

microcentrífuga de 0,5 ml, 2,92 pi de água ultra-pura (Labconco), 1,30 pi do

tampão de reação, 1 ul de MgCl2 (25 mM), 1,04 ul da mistura de

deoxinucleotídeos (2,5 mM), 1,04 ul de soro albumina bovina (BSA) (10

mg/ml), 2,5 ul do primer universal, 0,20 de Taq DNA Polimerase e 3 ul do

cDNA. A reação de PCR constituiu de quarenta ciclos: 92°C por um minuto,

35°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos e um ciclo final de extensão de 7
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minutos a 72°C. Cinco microlitros dos produtos amplificados foram analizados

em gel de agarose (0,9%).

Os "primers" da Operon testados foram: OPY-01: GTGGCATCTC;

OPY-02: CATCGCCGCA; OPY-03: ACAGCCTGCT; OPY-04:

GGCTGCAATG; OPY-05: GGCTGCGACA; OPY-06: AAGGCTCACC;

OPY-07: AGAGCCGTCA; OPY-08: AGGCAGAGCA; OPY-09:

AGCAGCGCAC; OPY-10: CAAACGTGGG; OPY-11: AGACGATGGG;

OPY-12: AAGCCTGCGA; OPY-13: GGGTCTCGGT; OPY-14:

GGTCGATCTG; OPY-15: AGTCGCCCTT; OPY-16: GGGCCAATGT; OPY-

17: GACGTGGTGA; OPY-18: GTGGAGTCAG; OPY-19: TGAGGTCCC;

OPY-20: AGCCGTGGAA; OPF-01: ACGGATCCTG; OPF-02:

GAGGATCCCT; OPF-03: CCTGATCACC; OPO-01: GGCACGTAAG; OPO-

02: ACGTAGCGTC; OPO-03: CTGTTGCTAC; OPO-04: AAGTCCGCTC;

OPO-05: CCCAGTCACT; OPO-06: CCACGGGAAG; OPO-07:

CAGCACTGAC; OPO-08: CCTCCAGTGT; OPO-09: TCCCACGCAA; OPO-

10: TCAGAGCGCC; OPO-11: GACAGGAGGT; OPO-12: CAGTGCTGTG;

OPO-13: GTCAGAGTCC; OPO-14: AGCATGGCTC; OPO-15:

TGGCGTCCTT; OPO-16: TCGGCGGTTC; OPO-17: GGCTTATGCC; OPO-

18: CTCGCTATCC; OPO-19: GGTGCACGTT; OPO-20: ACACACGCTG;

OPT-01: GGGCCACTCA; OPT-02: GGAGAGACTC.

3.9. Clonagem dos fragmentos amplificados em Escherichia coli

Para a clonagem dos fragmentos obtidos anteriormente utilizou-se o "kit

TOPO TA Cloning"(Invitrogen). Dois microlitros dos fragmentos amplificados

no item 3.3.3., 2 pi de água ultra-pura (Labconco) autoclavada e lpl do vetor

pCR®II-TOPO foram misturados e incubados a 25°C por 5 minutos,
centrifugados e incubados por 1 minuto nogelo. A seguir, foi realizada a reação

de transformação onde foram adicionados a 50 pi de células competentes "One
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Shot™", 0,5 pi de B-mercaptoetanol e 2 pi de células da reação TOPO-
Cloning™. Amistura foi incubada a 42°C por 30 segundos em seguida por 2
minutos nogelo. Após a adição de250 pi do meio SOS fez-se a incubação a 37°

C por30 minutos. A seguir, 100 pi da reação foi plaqueada em meio sólido de

2YT (1 litro de água ultra-pura (Labconco), 16 g de triptona, 10 g de "bacto-

yeast extract" e 5 g de NaCl, pH 7,0) adicionado de ampicilina, IPTG e X-Gal

para formação de colônias a 37°C por uma noite. As colônias brancas foram

selecionadas e cultivadas em meio líquido 2YT (1 litro de água ultra-pura

(Labconco), 16 g detriptona e 5 g deNaCl, pH 7,0) para posterior purificação

do DNA plasmidial.

3.10. Purificação do plasmídeo

Os plasmídeos recombinantes foram purificados pelo método da lise

alcalina (Sambrook, Fritsch e Maniats, 1989). Inicialmente 1,5 ml de cada

clone, crescido em meio de cultura 2xYT acrescido de ampicilina, foram

colocados em tubos de microcentrífuga e centrifugados por 60 segundos,

descartando-se o sobrenadante. Foram adicionados ao "pellet" 100 ul da

solução I (25 mM de Tris-HCL pH 8,0, 10 mM de EDTA e 50 mM de D-

glucose). Essa mistura foi agitada por 2 minutos e incubada por 5 minutos à

temperatura ambiente. Após a adição de 200 ul da solução II (0,2 N de NaOH,

1% de SDS) a solução foi misturada cuidadosamente e incubada por cinco

minutos no gelo. Emseguida adicionou-se 150 ul da solução Dl (3 M de KAc, 2

M deHAc pH4,8) que foram novamente misturados e incubados nogelo por5

minutos. A solução foi centrifugada por 5 minutos a 14.000 rpm. A seguir, o

sobrenadante foi removido para um novo tubo de microcentrífuga. A esse

sobrenadante adicionou-se 1vol. de fenol/clorofórmio, agitou-se vigorosamente

e centrifugou-se por 15 minutos a 14.000 rpm. A fase aquosafoi removida e em

seguida adicionou-se 2,5 vol. de etanol puro para precipitação do DNA. Após
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incubação por 2 minutos, à temperatura ambiente, a solução foi centrifugada por

5 minutos. Os "pellets" foram lavados com etanol (70%), secados a vácuo por

cinco minutos e solubilizados em 20 pi de TE comRNAse. A concentração dos

plasmídios foi analisada em gel de agarose (0,9%).

3.11. Clivagem enzimática do plasmídeo

Os plasmídeos purificados foram clivados com enzimas de restrição

iscoR I a fim de comprovar a presença do fragmento de DNA. Para reação

utilizou-se 3 pi de água ultra-pura (Labconco) autoclavada, 1 pi de tampão da

reação, 5 pi de clone purificado e 1 pi da enzima que foram misturados e

incubados "ovemight" a 37°C. Cinco microlitros da reação foram analisados em

gel de agarose (0,9%).

3.12. Testes de hibridização com cDNA

Nesse teste foram empregadas sondas não radioativas e substrato

quimioluminescente. As sondas foram marcadas com biotina pela técnica

denominada "Random primer labeling", como se segue: 100 ng de DNA foram

dissolvidos em 10 pi de TE em um tubo de microcentrífuga. A seguir foram

adicionados 20 pi de 2,5x "Random Primer Solutions" da Gibco. O DNA foi

desnaturado por cinco minutos em banho-maria e em seguida resfriado

imediatamente no gelo. Foram então adicionados 5 pi da mistura de

deoxinucleotídeos e 44 pi de água ultra-pura (Labconco). A seguir foi

adicionado 1 pi do fragmento "Klenow" à mistura, esta foi centrifugada por 15

segundos e incubada por 60 minutos a 37°C. A reação foi interrompida com a

adição de 5 pi do tampão "stop" do "kit" da Gibco. Para separar os nucleotídeos,

não incorporados à sonda foi feita uma precipitação com a adição 1/10 vol. de

acetado de sódio (3M, pH 5,5) e 2 vol. de etanol (95%). A solução foi incubada

a -80°C por 15 minutos, descartando-se, a seguir, o sobrenadante. Os "pellets"
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foram secados avácuo eressuspendidos em 50 pJ de água ultra-pura (Labconco)
autoclavada e precipitado novamente com etanol. A seguir, os "pellets" foram

ressuspendidos em 50 pi de TE e estocados a -20°C.

3.12.1. Aplicação da amostra

Foram aplicados a uma membrana de "nylon" da Amersham,

positivamente carregada, pré-umidecida com lOxSSC (3 M de NaCL, 0,3 M de

citrato trisodium, pH 7,0), 100 pi da suspensão do vírus minipurificado, obtido

anteriormente, com o auxílio do aplicador da Bethesda Research Laboratories. A

seguir amembrana de nylon foi colocada para secar na estufa por 20 minutos a

80°C e o RNA foi fixado noaparelho "Stratalinker-UV".

3.12.2. Hibridização e lavagens

As membranas foram pré hibridizadas a 65° C durante 30 minutos na

seguinte solução de hibridização: 5x SSC contendo 0,1% deN-Lauril-sarcosine,

0,02% de dodecil sulfato de sódio (SDS) e 0,1% de I-Block da Tropix, no forno

de hibridização da Robbins Scientific-model 400. Para cada membrana, com

cerca de 48 cm2, foram empregados 5 ml dessa solução. Em seguida, essa
solução foi descartada e a membrana foi incubada "ovemight" na mesma

soluçãode hibridização contendoa sondamarcada como descritono item 3.4, na

concentração de 4ng/ml.

Após a hibridização as membranas foram submetidas às seguintes

lavagens:

a) duas vezes, à temperatura ambiente, por cinco minutos, em PBS

contendo 0,5% de SDS.

b) uma vez, por 30 minutos, em PBS contendo 0,5% de SDS a 65° C,

seguida por duas lavagens, em 2x PBS, à temperatura ambiente, por cinco

minutos.
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Após essas lavagens as membranas foram incubadas em "Blocking

buffer" (0,2% de I-Block da Tropix contendo PBS e 0,5% de SDS) durante 10

minutos. A seguir, em Streptavidin-alkaline Phosphatase Conjugate (Tropix),

diluída em "Blocking buffer" durante 20 minutos à temperatura ambiente.

Depois, foram lavadas três vezes com "Blocking buffer" por 5 minutos cada, à

temperatura ambiente e a seguir, lavadas três vezes com tampão de

dietanolamina 0,1 M, pH 10contendo 1 mM de MgCl2 e 0,02% de azida sódica,

por 2 minutos cada. Após essas lavagens a membrana foi incubada com o

substrato quimioluminescente da Tropix (AMPPD (dissodium 3-(4-

methoxyspiro {l^-dioxetane-S^^tricyclo-^J.l.l^decan}^!) phenil
phosphate) por duas horas, e exposta ao filme Kodak da Sigma, por trinta

minutos. Este foi finalmente revelado conforme recomendações do fabricante.

3.13. Sequenciamento

O fragmento do clone 14 foi sequenciado no sequenciador A.L.F.™
DNA da Pharmacia Biotech utilizando o "kit Auto CycleTM Sequencing"

segundo as recomendações do fabricante.

3.14. Transcrição reversa - reação em cadeia da polimerase (RT-PCR)

Para a RT-PCR foram desenhados dois "primers" com base nos

nucleotídeos sequenciados: F: 5'AAGGCTGTTCAACTCGTCTC 3' e R:

5'TAGCCGTGCAGAACATTATG 3'. Para a reação foi utilizado o "kit Access

RT-PCR" da Promega. Foram misturados 20 pi de água livre de nuclease, 10 pi

do tampão da reação, 1 pi da mistura de dNTP (10 mM), 5 pi do "primer" F

(total de 50 pmol), 5 pi do "primer" R (total de 50 pmol), 2 pi de MgS04 (25

mM), lpl da enzima transcriptase reversa, 1 pi da enzima DNA polimerase e 5

pi do RNA viral. As reações de amplificações foram conduzidas no

termociclador da MJ Research, Inc modelo PTC - 100, iniciando-se com um
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ciclo a 48°C por 45 minutos e um a 94°C por 2 minutos; em seguida 40 ciclos:
de 92°C por 1minuto para desnaturação, 60°C para andamento por 1minuto ,
68°C por 2 minutos para extensão e um ciclo de extensão de 7 minutos a 68°C.

Cinco microlitros do produto da reação foram analisados em gel de agarose
(0,9%).
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1. Ocorrência do CoRSV em Minas Gerais

O CoRSV foi detectado em todas as lavouras visitadas situadas em

Coromandel, Patrocínio, Patos de Minas, Varginha, Alfenas, Lavras e Ijaci com
incidências e sintomas variáveis. Os sintomas observados nasfolhas do cafeeiro

infectadas com o CoRSV foram manchas alongadas, com coloração variando,

com o decorrer do desenvolvimento dos sintomas, de cloróticas a amarelo

dourado, com bordos verde escuros, principalmente na área das nervuras.

Observou-se com freqüência o aparecimento de lesões iniciando na nervura

central e caminhando em direção ao pecíolo, causando a abcisão foliar (Figura

3). Nos frutos de coloração vermelha apareceram anéis, cloróticos, às vezes

deprimidos, sendo que nos frutos muito afetados podem ocorrer deformações

(Figura 4).Nosfrutos decoloração amarela esses anéis eram geralmente verdes.

Em algumas lavouras, notadamente no município de Coromandel, foram

observadas incidências bastante altas do CoRSV, chegando a 100% em mais de

um caso. Lavouras jovens, de dois anos, que foram implantadas perto de

lavouras com oito anos ou mais, apresentando altas incidências, mostraram até

50% de incidência de vírus.

Os sintomas observados nas plantas localizadas nas diferentes lavouras

foram bastante variáveis. Em algumas delas apareceram sintomas nas folhas e

nos frutos, enquanto que em ostras os sintomas apareceram somente nos frutos.

Cada planta infectada mostrou" também bastante varíabilidade no número e

disposição das folhas afetadas, bem como na severidade dossintomas. Desfolhas

severas e queda de frutos foram observadas em algumas áreas, provocando até

50% de diminuição do número de frutos nas plantas enquanto que em outras

havia somente queda de folhas, sem queda de frutos. Porém isso ocorreu nos

casos em que o número de folhas afetadas foi pequeno. As lesões anelares
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Figura 3. Folhas de cafeeiro com sintomas da
mancha - anular causado pelo
Coffeeringspotvirus.

%
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• 1

Figura 4. Frutos de café apresentando sintomas

da mancha anular causada pelo

Coffee ringspot virus.
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causadas pelo vírus, nos frutos, parecem provocar nesses uma predisposição à
infecção por fungos. Nos casos de queda de frutos, isso ocorreu devido à

infecção por fungos diversos que, além de provocarem a sua seca, fazem com

que esses se desprendam dos galhos e caiam. Essa queda acontece após a

maturação do fruto, mas muito antes da época da colheita, invibializando o seu

aproveitamento ou causando uma depreciação na sua qualidade. Plantas com

sintomas apenas nos frutos aparentemente não apresentaram nenhuma perda de

produção, quando comparadas com as plantas sadias. Todas as cultivares

comerciais de café, situadas na região do Alto Paranaíba, até mesmo as

cultivares novas que estão sendo introduzidas, comoa Catucaí, são suscetíveis e

apresentaram os sintomas da infecção pelo CoRSV. Não foi notada nenhuma

diferença de severidade entre cultivares.

A causa de todas as variações em sintomas, poderia ser relacionada a

diversos fatores, como por exemplo a diferentes isolado do vírus, à condições

nutricionais e/ou ambientais etc. Entretanto as evidências não são conclusivas.

Às vezes, duas lavouras, da mesma cultivar de cafeeiro, distantes a poucos

quilômetros uma da outra, aparentemente com a mesma condição climática,

podem mostrar diferentes severidades de sintomas. Outras vezes, algumas áreas

apresentam maior severidade que as outras em regiões diferentes. Existe a

necessidade da condução de experimentos de campo em anos sucessivos, em

diferentes regiões, para que se possa determinar com segurança a causa dessa

varíabilidade.

4.2. Inoculação mecânica do CoRSV em diferentes espécies de plantas

O resultado do teste em que se fez a inoculação mecânica do CoRSV em

diferentes espécies de plantas, com a finalidade de se encontrar possíveis

hospedeiras alternativas, está apresentado na Tabela 2. Nesse ensaio foram

testadas 23 espécies de plantas cultivadas e selvagens. Dessas, apenas
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Tabela 2. Resultado da inoculação mecânica do CoRSV em diversas plantas
cultivadas e selvagens.

Planta Planta inoculada N°de N°de Percentagem
doadora do mecanicamente plantas plantas de

inóculo testadas Infectadas transmissão
Cafeeiro Althernantera tenella 340 26 7,6
A.tenella Althernantera tenella 70 0 0
Cafeeiro Amaranthus deflexus. 7 0 0
Cafeeiro Gomphrena globosa. 12 0 0
Cafeeiro Chenopodium quinoa 1450 134 9,24
C. quinoa Chenopodium quinoa 390 80 20,5
A.tenella Chenopodium quinoa 203 20 14,7
Cafeeiro C. amaranticolor 328 8 - 2,4
Cafeeiro BidenspilosaL. 20 0 0
Cafeeiro EmiliasonchifoliaDC. 7 0 0

Cafeeiro Galinsoga ciliata 7 0 0

Cafeeiro Sonchus oleraceus L. 12 0 0

Cafeeiro Raphanus raphanistrum. 5 0 0

Cafeeiro Chamaesyce hirta (L.). 7 0 0

Cafeeiro Phyllanthustenellus 5 0 0

Cafeeiro Sida rhombifoliaL 12 0 0

Cafeeiro Richardia brasiliensis 15 0 0

Cafeeiro Coffea arábica "Catuaí 58 0 0

Vermelho" 0 0

Cafeeiro Solanum americanum 7 0 0

Cafeeiro Datura stramonium. 20 0 0

Cafeeiro Nicandraphysaloides 20 0 0

Cafeeiro Nicotiana glutinosa 20 0 0

Cafeeiro N. tábacum "TNN" 20 0 0

Cafeeiro N. bentamiana 20 0 0

Cafeeiro Physalisfloridana 52 0 0
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Chenopodium quinoa, C. amaranticolor e Altemanthera tenella apresentaram

sintomas quando inoculadas com o CoRSV. Das 1450 plantas de C. quinoa,
inoculadas mecanicamente com extrato de folhas infectadas de cafeeiro, apenas

134 (9,24%) apresentaram sintomas, que apareceram 6 a 8 dias após a

inoculação, na forma de lesões cloróticas arredondadas com cerca de 1 mm

(Figura 5a). Por outro lado, quando oinóculo foi preparado apartir de lesões de
C. quinoa e posteriormente inoculado em plantas sadias da mesma espécie, a

porcentagem de transmissão foi uni pouco maior ou seja das 390 plantas

inoculadas, 80 se tomaram infectadas (20,5%). Os smtomas apresentados por

essas plantas foram idênticos àqueles observados nas plantas de C. quinoa

doadoras do inóculo, evidenciando que os sintomas foram, de fato, provocados

pelo CoRSV.

Os isolados coletados em Alfenas (MG), além de induzirem lesões

locais nasplantas de C. quinoa, causaram infecção sintêmica em 20 (14,7%) das

203 plantas inoculadas. Esses sintomas apareceram 30 dias após a inoculação e

se caracterizaram por diminuição do limbo foliar, encarquilhamento e clorose

(Figura 5.b). Isolados do CoRSV estudados por Chagas (1978) apresentavam

somente lesões locais nas plantas inoculadas. Isso sugere que o vírus deve ter

sofrido alguma mutação quelheconferiu a habilidade de se movimentar de uma

célula paraoutranas plantas de C. quinoa.

Em plantas de C. amaranticolor os sintomas apareceram 6 a 8 dias após

a inoculação em forma de lesões cloróticas com o centro necrótico. Entretanto

essessintomas não foram repetitivos, de modoque se considera mais seguro que

esses sintomas sejam melhor investigados no futuro.

A planta denominada A. tenella foi encontrada nos arredores das

lavouras cafeeiras, situadas no município de Lavras-MG, e também se tornou

infectada quando inoculada mecanicamente com o CoRSV. Os sintomas
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Figura 1. Folha de Chenopodium. quinoa mostrando lesões locais 6 dias após
inoculação com Coffee ringspot virus (CoRSV). (5a). Planta de C.
quinoa apresentando invasão sistêmica, 25 dias após a inoculação
com CoRSV (5b). Planta sadia de Althernantera tenella (5c). Planta
de A.tenella apresentando deformação do limbo foliar, ilhas verdes e
superbrotamento 30 dias após inoculação com CoRSV) (5d). Folha
de C. quinoa colonizada por Brevipalpus. phoenicis (5e).
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apresentados por essas plantas foram sistêmicos e apareceram cerca de 15 dias

após a inoculação, tendo se caracterizado pelo aparecimento de ilhas verdes ao

longo da nervura central, que se mostrou subdesenvolvida, enrugando e

deformando o limbo foliar, e apresentou superbrotamento (Figura 5 c). Das 340

plantas inoculadas, apenas 26 (7,6%) apresentaram sintomas, mostrando o mais

baixo índice de transmissibilidade. Quando o inóculo foi preparado a partir de

lesões de A tenella e inoculado em plantas sadias da mesma espécie e plantas de

C. quinoa os sintomas não foram reproduzidos. Noronha et ai (1993) relataram

que extrato de plantas de A. tenella possuem inibidores virais, que podem

interferir na infectividade de fitovírus, tendo sido capazes de inibir o

aparecimento das lesões locais provocadas pelo vírus do mosaico do fumo

{Tobacco mosaic virus - TMV) em plantas de Nicotianaglutinosa.

Essa dificuldade na transmissão mecânica do CoRSV também já foi

notada por outros pesquisadores. Chagas (1978), quando trabalhou com esse

vírus só conseguiu a sua transmissão quando empregou a solução extratora

descrita porCech, Pozdena e Blattny (1957), com algumas modificações. Assim

mesmo, comentou a dificuldade encontrada ao se transmitir mecanicamente o

vírus a partir de folhas infectadas de cafeeiro, sendo mais fácil quando o inóculo

foi extraído de frutos com sintomas. Nesse trabalho foi tentado o uso do tampão

PBS-T para a extração do inóculo, mas não se obteve sucesso na transmissão

mecânica. Quando o carvão ativado foi substituído pelo mercaptoetanol na

solução de Cech, Pozdena e Blattny (1957), modificada por Chagas (1978), a

transmissão mecânica foi de 5%.

Isso demonstra a instabilidade desse vírus em extratos foliares, o que já

foi comentado por outros autores (Francki, 1973; Chagas, 1978). De um modo

geral a maioria dos Rhabdovirus não é transmita mecanicamente (Peters, 1981).

O seu ciclo de hospedeiras também parece ser bem restrito, a exemplo

do que acontece também com outros Rhabdovirus (Black, 1970; Jackson e
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Christie, 1979). Silberschmidt (1941) testou a transmissão mecânica do CoRSV

para duas espécies de Rubiaceae, Richardsonia brasiliensis e Borreria poaya,

mas, não obteve êxito em seus experimentos. Chagas (1978) testou

mecanicamente 32 plantas, procurando hospedeiras experimentais para o

CoRSV, mas conseguiu a transmissão desse vírus apenas para plantas de

Chenopodium quinoa e C. amaranticolor, nas quais causou lesões locais

cloróticas arredondadas com o centro necrótico. Também Costa etai (1960) não

conseguiram transmitir mecanicamente o CoRSV para Nicotiana tabacum

"Turkish", Lycopersicon esculentum e cafeeiro 'Mundo Novo'.

43. Testes de transmissão através do ácaro vetor

Os resultados obtidos quando se tentou a transmissão experimental do

CoRSV de cafeeiro para cafeeiro, utilizando o ácaro vetor B. phoenicis, estão

discriminados na Tabela 3. A transmissão ocorreu somente para 4 (13,3%) das

30 mudas infestadas com larvas e adultos de B. phoenicis, para 2(5%) das 40

mudas infestadas apenas com larvas de B. phoenicis e nenhuma transmissão foi

obtidaquandose utilizou apenas o ácaro adulto, significando que provavelmente

o vírus deve ser adquirido pelo vetor na fase larval. O mesmo acontece com a

transmissão do vírus da leprose dos citrus por esse mesmo vetor (Chiavegato e

Salibe, 1984). Algumas manchascloróticas apareceram cerca de dois meses após

a inoculação, porém os sintomas característicos da doença só puderam ser

observados quatro meses após a inoculação.

Chagas (1978) conseguiu a transmissão da mancha-anular do cafeeiro

através de exemplares fêmeas de B. phoenicis para 24,24% das plantas de café

infestadas. No presente trabalho, a transmissãopara plantas de café foi de 13,3%

quando se utilizou larvase fêmeas adultas do ácarovetor e de apenas 5% quando

se utilizou larvas do ácaro. A baixa eficiência de transmissão observada para o

CoRSV pode ser atribuídaa variações relacionadas com o tempo de alimentação
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e condições ambientais. Também poderia ser devida ao fato dos ácaros não

terem adquirido o vírus, antes de serem transferidos para as mudas sadias,

devido ao fato de os ácaros que se alimentam apenas das células da epiderme,

que parece apresentar uma concentração menor de partículas virais. Existe a

necessidade de se fazer um estudo mais acurado para se determinar as condições

ótimas para transmissão do vírus através do ácaro vetor.

Chagas (1978) atribuiu a baixa transmissibilidade ocorrida em seus

experimentos a três possíveis causas: 1) os ácaros poderiam não ter se

alimentado nas áreas foliares infectadas com o vírus; 2) poderiam ter. perdido a

capacidade de transmitir o vírus após certo período de aquisição; 3) finalmente

poderiam não ter adquirido o CoRSV em uma determinada fase do seu ciclo de

vida. O fato de nesse trabalho não se ter conseguido a transmissão do vírus pelo

ácaro adulto, poderia servir dereforço para essa última hipótese.

Embora C. quinoa seja uma planta com propriedades acaricidas, B.

phoenicis foi capaz de se aumentar e colonizar essas plantas (Figura 5d). O
índice de transmissão do CoRSV de Chenopodium para Chenopodium ocorreu

apenas para 2 (2,04%) das 98 plantas inoculadas, quando se empregaram larvas
e adultos na aquisição e transmissão do inóculo. A exemplo do que aconteceu

com os testes com cafeeiro, não houve transmissão quando se empregou apenas

o ácaro adulto.
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Tabela 3. Resultado de inoculação do CoRSV através do ácaro vetor
Brevipalpus. phoenicis.

N°de Estágiodo N°de Controle
Planta testada plantas ácaro plantas

testadas infectada
C. quinoa 98 larva e adulto 2

C. quinoa 138 adulto 0

C. arábica 30 larva e adulto 4

C. arábica 40 larva 2

C. arábica 30 adulto 0

8

28

4

5

0

Percentagem
de transmissão

2,04
0

13,3
5

4.4. Microscopia eletrônica

Os exames das secções ultra-finas de folhas e frutos infectados, estão

representados nas Figuras de número 6 a 11. Nas Figuras 6 e 7 pode ser visto o

corte de tecido retirado das bordas das lesões observadas em folhas infectadas

provenientes de Ijaci-MG. Na Figura 8, pode-se observar porções do núcleo com

partículas virais. Em todas as células nota-se um grande número de partículas
baciliformes, típicas de Rhabdovirus, na região do núcleo, dispersas ao acaso

numa porção central menos densa. Otamanho médio das partículas foi 149,6 ±

6,1 nm de comprimento por 49,6 ± 1,7 nm de diâmetro. Poucas partículas
similares às encontradas no núcleo foram observadas no citoplasma. Pode-se
também observar no núcleo agregados organizados de partículas (Figura 6 com
detalhe na Figura 7e Figura 8). As Figuras 9e 10 mostram porção do núcleo de

células, de tecidos retirados da borda e do centro, respectivamente, da lesão

típica causada pelo CoRSV em folhas de cafeeiro infectadas proveniente de
Coromandel-MG. A figura 11 mostra corte de tecidode cafeeiro sadio.

As partículas virais foram observadas nas células do mesófilo e não

foram visualizadas nas células paliçádicas e da epiderme.

Os resultados, no trabalho, quanto à morfologia e localização das partículas
foram semelhantes aos de Kitajima eCosta (1972). Eles observaram, em tecidos
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foliares com sintoma da mancha-anular do cafeeiro de diversas regiões do

Espírito Santo e São Paulo, partículas medindo de 100 a 110 nm por 35 a40nm

de diâmetro. Essas medidas foram menores que as encontradas no presente

trabalho. Emseu trabalho Kitajima e Costa (1972) verificaram que as partículas

encontradas lembram as formas imaturas dos Fitorhabdovirus, que se

acumulam intranuclearmente antes de completarem seu processo de maturação

por brotação, quando passam do interior nuclear à cavidade perinuclear,
adquirindo simultameamente sua membrana envoltória. Chagas (1978 e 1980)
cita que encontrou partículas de 59 a 76 nm de comprimento por 178 a
224 nm de diâmetro correspondentes às formas maduras dos Rhabdovirus,

presentes nas cisternas do retículo endoplasmático e no espaço perinuclear das
células do parênquima lacunoso. Oautor também cita apresença de partículas
tubulares com comprimento de 80 a151 nm por 38 a42 nm, similares às formas
imaturas dos Rhabdovirus, raramente encontradas no nucleoplasma. As

partículas observadas no presente trabalho são de tamanho intermediário,
sugerindo estar num processo mais avançado no processo de maturação. Por
outro lado pode se tratar de partículas virais diferentes das observadas por
Kitajima eCosta (1972) e por Chagas (1978 e 1980).

Estudos de cortes ultra-finos observados ao microscópio eletrônico de

transmissão efetuados a partir de lesões foliares de C. quinoa e A. tenella não
revelaram a presença de partículas baciliformes. Chagas (1978), também não
detectou a presença das partículas típicas de Rhabdovirus nas lesões de C.
quinoa.
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Figura 6. Núcleo de células de tecido foliar de cafeeiro, coletado em Ijaci (MG),
mostrando partículas baciliformes do Coffee ringspot virus.
Observa-se partículas virais dispersas e formando agregados
organizados na região diferenciada do núcleo das células. A barra
eqüivale a 0,4 pm. V: vírus; N: núcleo; M: membrana nuclear; V:
partículas virais cortadas transversalmente

38



Figura 7. Partículas baciliformes do Coffee ringspot virus formando agregados
organizados na região do núcleo das células de cafeeiro. A barra
eqüivale a 0,4 pm. V: vírus; N; núcleo.
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Figura11.Núcleodecélulasdetecidofoliardecafeirosadio,mostrando
ausênciadepartículasvirais.Abarraeqüivalea0,4pm.N:núcleo;
M:membrananuclear.
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Figura 10. Núcleo de células de tecido foliar de cafeiro, coletado em
Coromandel (MG), mostrando partículas do Coffee ringspot virus
dispersas na região diferenciada do núcleo das células e formando
aglomerados organizados. Abarra eqüivale a 0,4 pm. C: cromatma;
N: núcleo; V: vírus; M: membrana nuclear.
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Figura 9. Núcleo de células de tecido foliar de cafeiro, coletado em Coromandel
(MG), mostrando partículas do Coffee ringspot virus dispersas na região
diferenciada do núcleo das células. A barra eqüivale a 0,6 pm. NU:
nucléolo, N: núcleo; V: vírus; M: membrana nuclear.
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Figura 8. Núcleo de células de tecido de fruto de café, coletado em Ijaci (MG)
mostrando partículas do Coffee ringspot virus dispersas na região
diferenciada do núcleo e formando aglomerados organizados. A barra
eqüivale a 0,4 pm. M: membrana nuclear; N: núcleo; V: vírus; C:
cromatina do núcleo.
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4.5. RNA viral

O genoma viral extraído a partir da preparação minipurificada foi

analisado em gel de agarose (0,9%). Foi observada uma banda de

aproximadamente 13.000 nucleotídeos (Figura 11). Os genomas do Sonchus

yellow net virus e do Lettuce necrotic yellow virus também são compostos por

11.000 a 13.000 nucleotídeos.

M

-« RNA viral

Figura 11. RNA genômico do CoRSV analisado em gel de
agarose 0,9%. M: marcador molecular de DNA (1Kb
"ladder"), 1-3 RNA genômico.
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4.6. Amplificação dos fragmentos de DNA do vírus utilizando "primers" ao

acaso

Dos "primers" testados somente o "primer" OPY-05 (GGCTGCGACA)

permitiu amplificar fragmentos de DNA que estavam presentes em material
proveniente de folhas infectadas e ausentes em material proveniente de folhas
sadias, sugerindo que poderia ter sido amplificados a partir do RNA viral.

(Figura 12). Esses fragmentos foram considerados como candidatos potenciais

para serem utilizados em posterior clonagem e sequenciamento, visando a

caracterização parcialdoácido nucleíco viral.

10.000-

2000-

1000-

500-

250-

Figura 12. Fragmentos de DNA amplificados através do primer OPY-05 da
Operon, em gel de agarose 0,8%>. M: marcador molecular de DNA (1
Kb"ladder"); 1: isolado de Ijaci; 2: isolado de Coromandel; 3: sadia.
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4.7. Clonagem dos fragmentos obtidos

Após a clonagem, quatorze colônias bacterianas brancas tiveram seus

plasmídeos purificados e clivados pela enzima de restrição EcoR I. Foi

observado que onze deles possuíam plasmídeos recombinantes, contendo

fragmentos de DNA de diferentes tamanhos (Figura 13). Dois desses clones (4 e

14) foram selecionados para produção de sondas não-radioativas e

sequenciamento. O clone 4 após a clivagem deram origem a dois fragmentos de

DNA (490 ei 90 pb), e o clone 14 a um fragmento (850 pb), aproximadamente

(Figura 14).

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 M
pb

-12000

Figura 13. Análise das 14 colônias brancas após purificação do plasmídeo e
clivagem com a enzima de restrição EcoR I, em gel de agarose
0,8%. M: marcador molecular de DNA (1 Kb "ladder"); 1 - 14:
clones. Os comprimentos das bandas estão indicados 'a direita do
gel.
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Figura 14. Análise do plasmídeo recombinante após clivagem com a enzima de
restrição EcoR I, em gel de agarose 0,8%. M: marcador molecular de
DNA (1 Kb "ladder"); 1: clone 4; 2: clone 14. Os comprimentos das
bandas estão indicados 'a esquerda do gel.
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4.8. Teste de hibridização com sonda não-radioativa

Essa técnica foi realizada com o intuito de verificar se os fragmentos

clonados eram realmente do vírus. Os clones 4 e 14, foram marcados com

biotina e empregados como sondas na detecção do CoRSV, utilizando a técnica

de hibridização com cDNA. As condições de alta especificidade utilizadas paraa

hibridização (temperatura de 65° C) permitiram o aparecimento de um sinal

apenas entre a sonda e o RNA proveniente da purificação parcial do CoRSV

oriundo de café infectado. Esse sinal não foi observado com o RNA proveniente

da purificação parcial de planta sadia (Figura 15). Esses resultados sugerem que

os dois clones obtidos parecem ser realmente do CoRSV. Dessa forma, essa

técnica é uma boa alternativa para diagnosticar o CoRSV, não só em plantas de

café como também de hospedeiras alternativas. Entretanto novos isolados e

amostras devem continuar sendo testados para um resultado definitivo.

Figura 15. A: Sonda do clone 4., 1: amostra do minipurificado de planta com
sintoma do CoRSV. 2: amostra do minipurificado da planta sadia. B:
Sonda do clone 14. 1: amostra do minipurificado da planta com
sintoma do CoRSV, 2: amostra do minipurificado da plantasadia.
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4.9. Sequenciamento

A seqüência de 441 nucleotídeos, obtida do clone 14 (Figura 16) foi

comparada com as dos Rhabdovirus disponíveis no "gene bank", utilizando o

programa GCG e não foi encontrada nenhuma homologia.

Segundo vários autores nenhuma homologia significativa foi encontrada

entre os Fitorhabdovirus já sequenciados (Heaton, Zuidema e Jackson (1987),

Choi et ai (1992); Zuidema, Heaton e Jackson (1987); Hillman et ai (1990);

Wetzel, Dietzgen e Dale (1994).

TCTCTCATAAAGGCTGTTCAACTCGTCTCTTGATGTTACAATACACCAGCCCGC
TGGGTCAGGATATGTGTTGCAATAAATGACATCTGCTTTCTCATTAGTATACT
CATCATCCATATATCTGTCTGACAGTTCCTCAGTCATGGCATTCATTTCACAA
ACACCATCAAGICCCrTGTGAGAGTCATTGTAGATTCTGACCACTCTCTTCCC
ATACATCTTCCTCCATATCATTAGGCTGACCGCATCTGTAGACACCAGTATA
GTACCTCTTGTCTCATGTANTATGTCCAGTATTGATGAAACACCTGATGCCCC
TAATGGGATTGATCTGGTTATGGGCCCATCTTTCGGGAATGGAACATACTCA
GTACTGTCNGCTATCACATTGTAAACTTGTACAGGTGATGACTCCCATTÇ4L4
ATGTTCTGCACGGCTATA

441

Figura 16. Seqüência parcial do fragmento clonado (clone 14) no vetor pCR II.
Seqüência sublinhada corresponde aos primers desenhados para o
RT-PCR.

4.10. RT-PCR

Com base no fragmento sequenciado a partir do clone 14 foram

desenhados dois primers com a seguinte seqüência: F:

5'AAGGCTGTTCAACTCGTCTC 3' e R: 5'TAGCCGTGCAGAACATTATG

3'.

O resultado daamplificação doácido nucleico viral com esses "primers"

pode ser visualisado na Figura 17 . Houve a amplificação de uma banda com
tamanho aproximado de 400 pares de base, que poderiam pertencer ao vírus.
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Entretanto, um número mais significativo de amostras devem ser testadas antes

de sechegar a um resultado conclusivo, pois poderia também pertencer à planta.
O fato de não ter amplificado o ácido nucleico em amostras de RNA extraído de

plantas sadias só pode ser considerado definitivo após terem sido testadas um
maior número de amostras.

10.000-

Figura 17. Padrão eletroforético dos fragmentos de
DNA amplificados por RT-PCR
utilizando os primers desenhados a
partir da seqüência do clone 14. M:
marcador. S: sadia, ! - 3: A seta indica
os fragmentos de DNA amplificados de
aproximadamente 400 pb.
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5. CONCLUSÕES

1 - O CoRSV apresenta uma baixa taxa de transmissão mecânica, tendo sido

capaz de infectar plantas de C. quinoa, C. amaranticolor qA. tenella.

2- O isolado de Alfenas(MG) invadiu sistemicamente plantas de C. quinoa.

3-0 CoRSV é transmitido de folhas decafeeiro, infectadas com o CoRSV, para

plantas de cafeeiro e de C. quinoa, quando se emprega ácaros adultos e larvas ou
somente larvas de Brevipalpus phoenicis. Parece ser necessário que o ácaro

adquira ovírus na fase de larva para que este possa transmiti-lo.

4 - Emcortes ultrafinos de células provenientes de folha e frutos de cafeeiro com

sintomas típicos do CoRSV, foi observado, ao microscópio eletrônico, um
grande número partículas baciliformes, medindo 149,6± 6,lnm de comprimento

por 49,6 ± 1,7 nmnonúcleo das células do mesófilo.

5 - As técnicas RT-PCR e cDNA são bastante promissoras no estudo do genoma

viral, podendo contribuir futuramente para o seu melhor conhecimento e

caracterização definitiva.
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