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Introducéao

O género Potyvirus é o responsavel por causar a maior parte das
viroses em plantas. Cerca de 30% de todas as viroses conhecidas

sao causadas por Potyvirus (WARD; SHUKLA, 1991). Esses virus

tém forma de particulas flexuosas, apresentando de 11 nm a 15

nm de largura e 680 nm a 900 nm de comprimento (DOUGHERTY;
CARRINGTON, 1988). Uma caracteristica interessante desse género,
segundo Edwardson (1974), é o fato de apresentarem inclusdes
proteicas em forma de catavento, no citoplasma das células infectadas,
sendo um critério importante na sua identificacao. A maior parte da
transmissao desses virus é feita por afideos. Esses virus possuem RNA,
fita simples e senso positivo.

O Almeirao do campo (Hypochaeris brasiliensis) é uma planta daninha
encontrada rotineiramente na cultura da soja, sendo hospedeira de
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patédgenos, nas areas cultivadas da América do Sul (MITUTI et al.
2006).

A purificacao de virus para se determinar a caracteristica fisico-quimica
consiste em utilizar um método especifico para a obtencao de virus
livre de qualquer tipo de contaminante proteico. Vérias etapas sao
necessarias para a obtencado de extrato puro de particulas virais, onde
se faz uso de centrifugacdes diferenciais, com combinacao de baixas e
altas centrifugacdes. Existem diversos métodos especificos para cada
tipo de planta e virus, sendo as vezes necessarias adaptacoes para a
purificacdo do virus desejado, caso o mesmo nao tenha um método
totalmente definido. Normalmente trata-se de um processo demorado.

O objetivo deste trabalho foi a obtencao de uma solucéao viral, a mais
pura possivel, livre de contaminantes, podendo ser utilizada em outros
trabalhos, como a producao de antissoro e o estudo dos componentes
estruturais dos virus (RNA e DNA).

Materiais e métodos

Foi realizada a coleta de 100 g de folhas de Hypochaeris brasilienses,
quando estas apresentaram sintoma nitido da doenca. As folhas foram
trituradas em um liquidificador na presenca de tampao resfriado de
fosfato de sédio 0,2M, pH 7,0, com adicao de EDTA 0,01M e 0,5%
de sulfito de sédio, e em seguida o extrato foi filtrado em gaze dupla.
O filtrado foi submetido a adicdo de 7% de &lcool butilico e agitado
no agitador magnético, durante a noite. A precipitacao das impurezas
resultantes foi obtida através de uma centrifugacdo com baixa rotacao
(10.000 g) por 10 minutos. Ao sobrenadante foi adicionado 0,5% de
detergente Triton x-100 e deixado em agitacdo por 10 minutos, e em
seguida realizada uma centrifugacao com alta rotacao (118.000 g) por
3 horas.

Na centrifugacao foram utilizados tubos de 38 mL, sendo 30 mL
do extrato e 8,0 mL de sacarose 20%, essa ultima foi adicionada
cuidadosamente no fundo dos tubos, formando um “colchao”

de sacarose. O precipitado formado apdés a centrifugacao foi
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ressuspendido em 3 mL de tampao fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,5,
EDTA 0,01 M e 0,5% de Triton X-100. Uma nova centrifugacao
com baixa rotacao foi efetuada para a precipitacao de impurezas.

A verificagao da pureza do virus foi determinada através de um
espectro com uma faixa de comprimento de onda entre 220 nm

e 400 nm, fazendo-se uma relacao entre as absorbancias em
260/280nm. Um novo ciclo de centrifugacdes foi realizado para

se obter uma concentracdao maior de virus e com maior pureza. A
segunda centrifugacdo com alta rotacao se deu com solugcdo tampao
fosfato de sédio 0,01 M, pH 7,0, num total de aproximadamente 12
mL, e centrifugado com rotacao de 106.000 g por 2 horas e meia.

O precipitado formado foi ressuspendido novamente em 600 uL de
tampao fosfato de sédio 0,01 M, pH 7,0, fazendo-se a leitura final no
espectrofotdmetro, na diluicdao de 1:20.

Para a determinacdo da massa molecular da proteina, foi utilizada a
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Resultados e discussao

Para cada 100 g de folha, obteve-se 600 uL de suspensdo de virus
purificado. A relacédo de absorbancia entre 260 nm e 280 nm foi de
1,38, nimero considerado préximo ao caracteristico de Potyvirus. De
acordo com Stevens (1983), uma relacao ideal de proteina capsidial

e impureza é de 1,2. O coeficiente de extincao utilizado foi de 2,3,
concluindo-se que 100 g de tecido infectado de H. brasiliensis tinha ao
final 1 mg de virus ml".

Na Figura 1, as amostras referentes a proteina do capsideo do virus
mostraram uma massa molecular de 34 kDa. Segundo Alisson et al.
(1985), espécies de Potyvirus apresentam uma massa molecular por
volta de 33 kDa, valores que estdo muito préximos.

Conclusao

Esse método apresentou uma quantidade satisfatéria de suspensao de
virus purificado. A pureza da solugéo viral ficou préxima do ideal para
Potyvirus.
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Com base no peso molecular da proteina capsidial de aproximadamente
34 kDa, conclui-se que o virus pertence ao género Potyvirus.
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Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-Page)



