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INTRODUCAO

A meleira do mamoeiro ¢ uma importante doenca de Carica papaya L., associada a infeccdo conjunta
pelo complexo papaya meleira virus (PMeV e PMeV?2) (S& Antunes et al., 2016). A infecgdo apresenta estreita
associacdo com o sistema laticifero da planta e provoca alteragdes caracteristicas no latex, incluindo sua
exsudacdo espontanea em frutos e folhas (Rodrigues et al., 2009). Esse compartimento especializado constitui,
portanto, um ambiente relevante para compreender a organizagdo dos virus e sua relagdo com componentes do
hospedeiro.

A purificagdo do material viral a partir do latex permite recuperar particulas associadas ao
PMeV/PMeV2 juntamente com outros componentes moleculares. Andlises protedmicas anteriores desse
material identificaram, além de proteinas virais, proteinas do hospedeiro, incluindo proteases e componentes
relacionados a resposta antiviral, como Dicer e Argonauta (Maurastoni et al., 2023). Esses achados sustentam
a existéncia de um microambiente molecular complexo que copurifica com as particulas virais. Entretanto, a
analise protedmica global ndo permite relacionar diretamente os componentes identificados as diferentes
regides do perfil proteico observado ap6s separagio eletroforética.

Nesse contexto, este estudo teve como objetivo investigar a complexidade proteica do material que co-
purifica com o complexo PMeV/PMeV2, combinando separagdo eletroforética e espectrometria de massas

para ampliar a caracterizagdo do microambiente viral associado ao latex.

MATERIAL E METODOS

Amostras de latex de mamoeiros sintomaticos foram submetidas a purificagdo do material viral por

ultracentrifugacdo diferencial e em gradiente de CsCl, conforme Maurastoni et al. (2023). Fragoes do gradiente
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foram analisadas por SDS-PAGE e regides representativas do perfil eletroforético foram excisadas
individualmente, submetidas a digestdo in-gel com tripsina (Shevchenko ef al., 1996) e analisadas por LC-

MS/MS.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A purificagdo do material viral a partir do latex de mamoeiros sintomaticos resultou em fragdes (Super
Topo (ST), Topo (T), Médio (M), Baixo (B) e Ultra Baixo (UB) apds gradiente de cloreto de césio com perfil
proteico complexo (dados ndo apresentados). A analise por SDS-PAGE das fracdes T e UB revelou a
predominancia de bandas de aproximadamente 55 e 40 kDa (p55 e p40), previamente associadas a proteina do
capsideo do PMeV (Maurastoni et al., 2023), além de componentes distribuidos em diferentes regides de massa
molecular (Figura 1).

A analise de regides representativas desse perfil por LC-MS/MS confirmou a presenga de componentes
virais, notavelmente a proteina capsidial e o RdRp viral e identificou proteinas de origem vegetal, como a
papaina, associadas ao material purificado (Tabela 1). Esses resultados ampliam as observa¢des obtidas por
analises protedmicas globais anteriores (Maurastoni ef al., 2023) e demonstram que o material que co-purifica
com PMeV/PMeV2 apresenta composi¢do proteica mais complexa do que aquela sugerida pelas bandas

majoritarias.

kDa MW T UB

Figura 1 - Perfil proteico do material viral purificado associado ao complexo PMeV/PMeV2. SDS-PAGE de
fragdes obtidas apos purificacdo do material viral a partir do latex de mamoeiros sintomaticos. Observa-se a
predominancia das bandas de aproximadamente 55 e 40 kDa, além de componentes distribuidos em diferentes
regides de massa molecular. MW - marcador de peso molecular; T — Frago topo; UB — Fragao ultra.
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Tabela 1 — Lista de proteinas observadas por LC-MS/MS relevantes ao estudo

Codigo de acesso Proteina do PMeV e proteinas homologas em plantas Score
AMU193109.1 Proteina do capsideo (Fusagravirus kyu) 5434
IF5SA1 BOVIN Fator de iniciacdo da tradug@o eucariotica 163
AMU19320.1 RNA-polimerase dependente de RNA (Fusagravirus kyu) 57
HSP7C BOVIN Proteina cognata do choque térmico de71 kDa 42
CH10 BOVIN Proteina do choque térmico mitocondrial de 10 kDa 35
PAPA1 CARPA Papaiana 29
KPYM MOUSE Piruvato quinase PKM 25

Em conjunto, a separagio eletroforética associada a identificagdo por LC-MS/MS evidencia a presenca
de componentes virais e do hospedeiro distribuidos ao longo do perfil proteico do material purificado. Essa
heterogeneidade acrescenta uma dimensdo a caracterizagdo protedmica previamente realizada e reforca a
importancia de investigar como esses componentes se organizam no contexto do microambiente viral

associado ao complexo PMeV/PMeV2.

CONCLUSOES

* O material que copurifica com o complexo PMeV/PMeV2 apresenta um perfil proteico complexo,
caracterizado por bandas majoritarias associadas ao capsideo viral e por componentes distribuidos em
diferentes regides de massa molecular;

* a analise por LC-MS/MS confirmou a presenca de componentes virais e do hospedeiro no material
purificado, como as proteinas do capsideo, RNA-polimerase dependente de RNA e papaina;

* os resultados ampliam a caracterizagdo protedmica do material associado ao PMeV/PMeV2 e fornecem

uma base para investigar a organiza¢cdo molecular do microambiente viral no latex.
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