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Identificacdo e caracterizacdo gendmica de um isolado do

Bean rugose mosaic virus

RESUMO

O Bean rugose mosaic virus (BRMV) é considerado um membro do género Comovirus
pertencente a familia Comoviridae, e que infecta espécies de leguminosas. O genoma
completo deste virus ainda ndo havia sido sequenciado. Os comovirus possuem duas
fitas simples de RNA de senso positivo (RNA1 e RNAZ2), que sdo encapsulados
separadamente em virions esféricos. Um isolado viral inoculado mecanicamente em
feijoeiro cultivar Rio Tibagi, induziu sintomas de mosaico, associados a formacdo de
bolhas e deformagcdo foliar. Testes de ELISA indireto com anticorpos para comovirus de
leguminosas foram positivos, e anélises de microscopia eletrdnica de transmisséo
revelaram particulas icosaédricas de aproximadamente 28 nm de didmetro em amostras
foliares infectadas. Nos testes de transmissao com Diabrotica speciosa, a eficiéncia de
transmissao foi de 40%. Analises de transcri¢ao reversa-reacdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR) sugeriram que o patdgeno seria um comovirus, o que foi confirmado por
analises de partes do genoma sequenciadas. Das 29 cultivares de soja, 11 apresentaram
sintomas, e das 22 cultivares de feijao, 17 desenvolveram sintomas quando inoculadas
com o virus. O genoma completo do isolado viral foi sequenciado, sendo constituido de
dois RNAs poliadenilados. O RNA1 é composto de 5909 nucleotideos, codificando um
unico polipeptideo com 1856 aminoacidos, e massa molecular estimada em 210 kDa. A
poliproteina do RNA1 contém os polipeptideos necessarios para a replicacdo viral e
para 0s processos proteoliticos. O RNA2, com 3644 nucleotideos, codifica um Unico
polipeptideo de 1097 aminoacidos contendo uma proteina de movimento viral, e
proteinas dos capsideos. As sequéncias de nucleotideos completas dos capsideos virais
(Small coat protein e Large coat protein) apresentaram identidade maxima de 54 e 61%
com as sequéncias de outras espécies de Comovirus. Este isolado foi identificado como
BRMV-Parana, e com base nas sequéncias obtidas e nos criterios estabelecidos pelo
ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses), propomos que 0 BRMV seja
considerado uma espécie distinta e definitiva do género Comovirus.

Palavras-chave: Sequenciamento completo, Comovirus, Fabaceae.
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Identification and genomic characterization of a

Bean rugose mosaic virus isolate

ABSTRACT

The Bean rugose mosaic virus (BRMV) is a member of the genus Comovirus of the
family Comoviridae, that infects leguminous plants. The complete genome of this virus
had not yet been sequencenced. Comoviruses have two positive, single stranded
genomic RNAs (RNA1 and RNAZ2), which are encapsidated into separate spherical
virions. A virus isolate was mechanically inoculated in common bean cultivar Rio
Tibagi, inducing symptoms of mosaic, blistering and leaf distortion. Indirect ELISA
tests with antibodies for leguminous comoviruses were positives, and electron
microscopic analysis revealed icosahedral particles approximately 28 nm in diameter in
infected leaf samples. The virus transmission efficiency of Diabrotica speciosa was
40%. Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis suggested the
pathogen was a comovirus, as was confirmed after genomic partial sequencing. Eleven
out of 29 soybean cultivars, and 17 out of 22 common bean cultivars showed symptoms
after virus inoculation. The virus complete genome was sequenced consisting of two
polyadenylated RNAs. RNAL is 5909 nucleotides long encoding a single polypeptide of
1856 amino acids, with an estimated molecular weight of 210 kDa. The RNAl
polyprotein contains the polypeptides for viral replication and proteolytic processing.
RNAZ2, that is 3644 nucleotides long, codes for a single 1097 amino acids polypeptide
containing the movement protein and coat proteins. The complete nucleotide sequence
of viral capsids (Small coat protein and Large coat protein) showed maximum identity
of 54 and 61% with sequences from other Comovirus species. The isolate was identified
as BRMV-Parana, and based on sequencing data and on ICTV (International Committee
on Taxonomy of Viruses) criteria, we propose BRMV as a distinct and definitive
species in the Comovirus genus.

Key-words: Complete sequencing, Comovirus, Fabaceae.
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INTRODUCAO

As viroses de plantas constituem um dos principais desafios na producéo em
larga escala de alimentos. No feijoeiro e na soja, as doengas de etiologia viral sdo
responsaveis por prejuizos consideraveis nestas culturas, tanto pela reducdo da
produtividade e qualidade, quanto pela dificuldade no seu controle (COSTA et al.,
1987). Alem disso, nestas culturas ¢ comum a ocorréncia de infeccbes mistas,
envolvendo diferentes virus, como o Bean golden mosaic virus (BGMV), género
Begomovirus, e outros virus, os quais, neste tipo de infeccdo, acentuam a gravidade das
doencas, demonstrando um efeito sinérgico.

Em areas produtoras de feijdo do Estado do Parana observa-se anualmente a
ocorréncia do mosaico rugoso do feijoeiro, também conhecido como mosaico em
desenho do feijoeiro, causado pelo Bean rugose mosaic virus (BRMV), género
Comovirus, ocorrendo juntamente com o BGMV, em infec¢bes mistas, acarretando
maior severidade de sintomas e perdas na producdo (BIANCHINI et al., 1981). Na soja,
pode-se identificar a ocorréncia do BRMV, como também a ocorréncia do mosaico
severo, causado pelo Cowpea severe mosaic virus (CPSMV), outro comovirus
associado a sintomas de queima do broto em plantacdes de soja (BERTACINI et al.,
1994; MARTINS et al., 1994).

A caracterizacdo molecular e a correta classificacdo dos virus em géneros e
estirpes genéticas sdo indispensaveis para garantir solugdes e métodos de controle como
a resisténcia de plantas a estes fitovirus (MOREIRA et al., 2010; GONG et al., 2011).

Apenas metade das 16 espécies atualmente conhecidas do género Comovirus
foram totalmente sequenciadas, comparadas, avaliadas filogeneticamente e claramente
descritas quantitativamente como espécies distintas (PETRZIK et al., 2005).

A taxonomia dos “picorna-like virus”, incluindo-se a eles os comovirus, tem
sofrido uma significante revisdo e diversas alteracdes ocorreram recentemente, devido
ao conhecimento obtido pelo completo sequenciamento gendmico de diversas espécies
destes virus. Esta ordem de virus contém patdgenos que infectam vertebrados, insetos,
artropodos, plantas, fungos e algas (SANFACON et al., 2009).

Isolados do BRMYV do Brasil, encontrados na soja e no feijoeiro, tiveram parte

dos seus genomas sequenciados, e até o presente momento estas sdo as Unicas



sequéncias desse virus depositadas no GenBank (numeros de acesso GU205154.1 e
AF263548.2), (SOUTO et al., 2002; BARBOZA, 2010).

Os dados do sequenciamento parcial do genoma do BRMV sugerem que este
virus seja distinto do Bean pod mottle virus (BPMV), j& que a regido sequenciada do
RNA1 do BRMV (700 pb) apresenta 72% de identidade com a sequéncia parcial da
polimerase do BPMV (BARBOZA, 2010). Para a regido sequenciada do RNA 2 (600
pb), a identidade de parte da LCP (Large coat protein) do BRMV é menor que 50%
com a mesma regiao do BPMV (SOUTO et al., 2002).

No caso do BPMV a sequéncia completa do RNAL possui 5.983 nucleotideos
excluindo a regido da cauda poli-A (DI et al., 1999), enquanto a sequéncia completa do
RNAZ2 apresenta 3.662 pb (MACFARLANE et al., 1991).

Considerando que as sequéncias ja obtidas para 0 BRMV sdo parciais, a correta
identificacdo e o sequenciamento completo do genoma viral do isolado estudado,
possivelmente 0 BRMV, possibilitardo o seu posicionamento taxonémico definitivo
dentro do género Comovirus, segundo os critérios estabelecidos pelo Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV — International Committee on Taxonomy
of Viruses).

No caso do BRMV, virus que infecta a soja e o feijoeiro, com replicacdo maior
na soja do que em feijoeiro (BARBOZA, 2010), o sequenciamento completo do seu
genoma, além de contribuir para a sua taxonomia, também oferecera subsidios para sua
utilizacdo em construcdes de vetores virais indutores de silenciamento génico (VIGS),
com aplicagdo prética na caracterizagdo funcional de genes de resisténcia a doengas,
como por exemplo, a ferrugem asiatica da soja (GARCIA et al., 2011).

O processo conhecido como silenciamento génico induzido por virus (VIGS —
Virus-induced gene silencing), tem sido utilizado como ferramenta para estudos de
genética reversa, testes de genes, e também na determinacdo da importancia dos genes
da hospedeira na resisténcia a doencas (ZHANG et al., 2010). Alguns virus de RNA ja
foram utilizados nas construcées de VIGS em soja, como o0 Tobacco rattle virus, género
Tobravirus (JEONG et al., 2005), o Cucumber mosaic virus, género Cucumovirus
(NAGAMATSU et al., 2007) e 0 BPMV (ZHANG et al., 2010; COOPER et al., 2013).

Embora a ocorréncia do BPMV ja tenha sido relatada, este ndo € um virus
endémico no Brasil, o que dificulta a sua utilizagdo em trabalhos de silenciamento
génico. JA 0 BRMV é um virus endémico no pais, estando parcialmente disseminado

nas areas de plantio de soja e feijoeiro do Parana, o que o torna um bom candidato para
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ser utilizado como vetor de expressdo de genes exdgenos visando o desencadeamento de
silenciamento génico.

O objetivo deste trabalho foi de identificar um isolado viral, além de
sequenciar completamente seu genoma, bem como fazer uma montagem, analise e
anotacdo deste genoma, para correta taxonomia e classificacdo deste virus dentro do

género Comovirus.



REVISAO DE LITERATURA

1. Aculturado feijédo e da soja

A familia Fabaceae, também conhecida como Leguminosae, é uma grande e
economicamente importante familia boténica, devido a sua diversidade, abundéncia e
importancia na agricultura, dentre as quais, destacam-se a producdo de grdos como
feijdo e soja (DUKE, 1992; GRAHAM & VANCE, 2003).

O feijdo comum é uma importante fonte de proteina na dieta humana brasileira,
além de possuir um elevado conteudo cal6rico. A maioria das cultivares brasileiras de
feijdo possuem um valor aproximado de 20 a 25% de proteinas, sendo ricas em lisina,
um dos aminoacidos essenciais (VIEIRA et al., 1998).

A érea plantada de feijdo no Brasil, durante as trés safras anuais entre 2013 e
2014, foi de 3.333.400 ha, com uma producdo de 3.441.100 toneladas. Para as safras
2014/2015 a previsdo € de uma area plantada de 3.233.100 ha, com producao estimada
em 3.202.600 toneladas (CONAB, 2014). De acordo com Bianchinni et al. (1997), no
Brasil ja foram descritas mais de 10 viroses em feijoeiro.

A cultura da soja, durante a safra de 2013/2014, teve uma area plantada de
30.173.100 ha no pais, produzindo um total de 86.120.800 toneladas. Por outro lado,
para a safra de 2014/2015, estima-se que a producdo atinja 91.744.500 toneladas, em
31.698.100 ha plantados (CONAB, 2014). De acordo com Almeida et al (2005), ja
foram identificadas, aproximadamente, 40 doencas na cultura da soja no Brasil, sendo
pelo menos seis causadas por virus.

As principais doencas que diminuem a produtividade no feijoeiro sdo
ocasionadas por fungos. Em seguida, as viroses causam danos de expressiva
importancia econdémica. As principais viroses desta cultura s&o o mosaico-comum,
causado pelo Bean commom mosaic virus (BCMV), género Potyvirus e 0 mosaico-
dourado, causado pelo Bean golden mosaic virus (BGMV), género Begomovirus
(YOKOYAMA, 2000). Outros virus que infectam o feijoeiro sdo 0s potyvirus Bean
yellow mosaic virus (BYMV) e o Soybean mosaic virus (SMV), o begomovirus Bean
dwarf mosaic virus (BDMV) e o comovirus Bean rugose mosaic virus (BRMV)
(HALL, 1991).

O ntimero de doengas causadas por virus em feijoeiro na América Latina ainda

é desconhecido, devido principalmente a incompleta caracterizacdo desses patogenos e



suas estirpes e as variagdes na sintomatologia induzida por um mesmo agente em
diferentes regides, o que ocasiona confusdes (MUNOZ & KITAJIMA, 1990). Portanto,
¢ de extrema importdncia para o desenvolvimento de cultivares resistentes a
identificacdo e o conhecimento dos isolados existentes numa determinada regido, pois
diferentes genes de resisténcia podem controlar a viruléncia de diferentes estirpes
(BOARI & FIGUEIRA, 1996). As evolucbes destas doengas a campo podem também
alterar-se pela presenca de varios virus quando infectam simultaneamente a planta (co-
infeccdo), dando como resultado sintomas diferentes e mais complexos
(SCHOONHOVEN & PASTOR-CORRALES, 1987).

Segundo Vance et al. (1995), a co-infec¢do por mais de um virus € comum em
plantas superiores, inclusive na soja. Estes virus sdo capazes de se replicar em uma
mesma célula, interagindo de forma antag6nica ou sinérgica. Essa interacdo sinérgica
geralmente resulta em sintomas mais severos do que quando um Unico virus ataca a
planta ou pode provocar alteragdes na concentracdo de um ou dos demais virus do
complexo (POOLPOL & INOUYE, 1986).

2. Geénero Comovirus

A familia Comoviridae é composta por trés géneros: Comovirus, Nepovirus e
Fabavirus, sendo estes géneros divididos de acordo com o tipo de inseto vetor e relagcéo
soroldgica. O genoma dos comovirus é composto por duas moléculas de RNA de fita
simples, senso positivo (RNA1 e RNA2). Estes RNAs sdo encapsulados separadamente
em particulas icosaédricas ndo envelopadas, com diametro entre 28 e 30 nm
(WELLINK, 1998). O RNA1 possui aproximadamente 5.900 nucleotideos, ao passo
gue 0 RNA2, tem um tamanho aproximado de 3.500 nucleotideos. Ambos possuem uma
proteina viral (VPg) ligada covalentemente a extremidade 5 e uma cauda poli-A ligada
a extremidade 3" (GOLDBACH & WELLINK, 1996).

A gama de hospedeiras dos comovirus é estreita, sendo que 11, das 15 espécies
do género infectam espécies de plantas da familia Fabaceae (Leguminosae). O Andean
potato mottle virus (APMV), o Radish mosaic virus (RaMV), o Squash mosaic virus
(SgMV) e o Ullucus virus C (UVC) infectam plantas ndo-leguminosas (LE GALL et al.,
2005). A transmisséo por vetores dos comovirus ocorre de maneira semi-persistente ou
ndo-persistente por besouros crisomelideos e também podem ser facilmente

transmitidos por inoculagdo mecanica experimental (DAUBERT et al., 1978).



Estudos com o Cowpea mosaic virus (CPMV), a espécie tipo do género
Comovirus, demostraram que cada RNA possui uma unica fase aberta de leitura (open
reading frame — ORF). A ORF do RNA1 codifica proteinas que estdo envolvidas na
replicacdo, e a ORF do RNA2 codifica proteinas estruturais e proteinas necessarias para
0 movimento celula-a-célula. As proteinas virais funcionais sdo produzidas por
clivagens de ambas poliproteinas originarias da replicacdo dos RNAs por proteases
codificadas pelo virus, as quais realizam clivagens em regides conservadas do genoma
viral (POUWELS et al., 2002). Conforme apresentado por Carette et al. (2002), a Figura

1 representa a organizacdo gendmica das duas moléculas de RNA do CPMV.

207 5805
co-pro ntb VPg pro pol
RNA1  VPg—{ 32K 58K || 24K 87K —AAA
/
Qs QS QM QG
512 3299
161 :
cr/mp coat proteins
RNA2  VPg— : 58K/48K LCP SCP [—AAA
Qm QG

Figura 1 Organizacdo gendmica do CPMV. ORFs nas moléculas de RNA sao
indicadas por barras abertas. As posi¢fes dos nucleotideos nos cddons de
inicio e de parada sdo mostrados acima das ORFs, e os sitios de clivagem
nas poliproteinas sdo mostrados abaixo. Abreviagfes: co-pro, cofator
protease; ntb, proteina de ligacdo de nucleotideo; pro, protease; pol,
polimerase; cr, cofator de replicacdo RNA2; mp, proteina de movimento;
LCP, proteina da capa maior; SCP, proteina da capa menor (CARETTE,
etal., 2002).

De acordo com Goldbach & Wellink (1996), 0o RNA1 do CPMV contém 5.889
nucleotideos e 0 RNA2 é formado por 3.481 nucleotideos. As duas moléculas contém a
proteina VPg na extremidade 5° e cauda poliadenilada na extremidade 3. Segundo os
mesmos autores, este virus possui quantidades similares dos dois polipeptideos com
massas moleculares de 23 e 37 kDa, proteinas S (Small) e L (Large), que constituem a

capa protéica das particulas.



Segundo Matthews (1992), o RNAL ou RNA B (bottom component), codifica
proteinas para a replicacdo viral e processos proteoliticos, além de codificar a proteina
viral ligada a extremidade 5~ de ambos RNAs (virus protein genome-linked — VVPg). Por
outro lado, 0 RNA2 ou RNA M (middle component), codifica proteinas necessarias a
movimentacdo do virus célula-a-célula e a movimentos a longas distancias (proteinas
MP). O RNA2 também codifica proteinas que participam da formag&o do capsideo. Os
dois RNAs sdo necessérios para que ocorra a infeccdo sistémica das plantas
hospedeiras.

A sequéncia de senso positivo do RNAL é capaz de codificar um polipeptideo
de 208 K (LOMONOSSOFF & SHANKS, 1983). Esta Unica ORF se inicia com o
cédon AUG na posicao 207, e termina com o cédon UAG na posicao 5.805. Esta regido
terminadora € seguida de 82 nucleotideos antes da cauda poli-A (LOMONOSSOFF et
al., 1982).

O RNAZ2 apresenta a sintese de dois polipeptideos sobrepostos no mesmo
quadro de leitura (de 95 K e 105 K), diferindo-se entre si na regido N-terminal, que
comecam com o0 cbédon da metionina nas posicdes 512 e 524, respectivamente
(PELHAM, 1979; GOLDBACH et al., 1981). A sequéncia deste RNA sugere que 0
primeiro codon AUG ndo é funcional devido ao contexto de nucleotideos néo
apropriados em que esta circundado. A regido 3" ndo traduzida contém 180 nucleotideos
(WEZENBEEK et al., 1983).

O critério de demarcacdo de espécies para o0 género Comovirus, de acordo com
0 9" Report of the ICTV, se baseia no pressuposto de que espécies diferentes apresentam
as seguintes caracteristicas: a) sequéncia de aminoacidos das capas proteicas (CPs) com
menos de 75% de identidade; b) sequéncia de aminoacidos da regido conservada da
Proteinase-Polimerase (Pro-Pol), com menos de 80% de identidade; c) diferencas nas
reacOes antigénicas (soroldgicas); d) gama de hospedeiras distintas; ) especificidade do
vetor distinta; f) auséncia de protecéo cruzada; g) auséncia de re-ordenagéo entre RNAL
e RNA2 (SANFACON et al., 2011). De acordo com 0s mesmos critérios estabelecidos,
nem todas as caracteristicas devem estar simultaneamente presentes, porém, as duas
regides gendémicas (RNAL e 2) devem ser analisadas. Nos casos onde as porcentagens
de identidade das sequéncias estiverem proximas do limite de corte proposto, entdo os
outros critérios devem ser considerados.

Segundo Le Gall et al. (2005), no género Comovirus a RNA polimerase

dependente de RNA (RdRp) e a LCP sdo as proteinas mais conservadas codificadas
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pelo RNA1l e RNA2, respectivamente, exceto a VPg. A identidade na sequéncia de
aminoacidos destas proteinas tem sido usada como critério de demarcacao de especie.

A regido gendmica correspondente a RNA polimerase (RdRp) é de
fundamental importancia para a replicacdo viral. Acredita-se que esta regido nao sofra
grandes modificagdes na sua sequéncia, apresentando-se muito conservada no genoma
das diferentes espécies de um mesmo género de virus (KOONIN & DOLJA, 1993).

Koonin (1991), alinhando 46 sequéncias de 30 grupos de virus, observou 380
posicBes semelhantes entre os virus estudados, o que inclui oito motifs (residuos
conservados entre sequéncias alinhadas) distintos de aminoacidos nas sequéncias
correspondentes a RdRp dos virus de RNA senso positivo analisados. Os motifs 1V a
VII foram descritos anteriormente por Koonin et al. (1989). O motif VI que apresenta a
triade de aminoacidos GDD (glicina, aspartato, aspartato) € o mais conservado e
presume-se gque 0 mesmo esteja envolvido com a atividade catalitica da RNA
polimerase (WANG et al., 2007), sendo portanto de extrema importancia também para
identificacdo de membros da familia Comoviridae (KAMER & ARGOS, 1984).

3. Mosaico rugoso do feijoeiro (BRMV)

O Virus do mosaico rugoso do feijoeiro (Bean rugose mosaic virus — BRMV),
também conhecido como Virus do mosaico em desenho do feijoeiro, pertence ao género
Comovirus, familia Comoviridae, descrito pela primeira vez infectando feijdo na Costa
Rica (GAMEZ, 1972 e 1982). Em seguida, a doenca foi descrita na Guatemala
(CARTIN, 1973), El Salvador (GALVEZ et al., 1977), Brasil (LIN et al., 1981),
Colémbia (ACOSTA et al., 1986), Honduras e Nicaragua (GAMEZ, 1977). No Brasil, 0
primeiro relato ocorreu em Sao Paulo (CAMARGO et al., 1969), seguido pelo Distrito
Federal (KITAJIMA et al., 1980), Parand (BIANCHINI et al., 1985), Minas Gerais e
Goias (ANJOS et al., 1986; LIN et al., 1981).

O Bean rugose mosaic virus estd presente nas regides produtoras de feijdo no
Estado do Parand, principalmente em infec¢es mistas com o Bean golden mosaic virus,
0 que proporciona maior severidade de sintomas causando perdas na produgéo
(BIANCHINI et al., 1985; MARTINS et al., 1994). Outro caso de infec¢cdo mista muito
comum, ocorre com espécies de Potyvirus, como 0 Bean common mosaic Virus
(GASPARIN et al., 2005).

A infeccdo em feijdo por BRMV induz sintomas de mosaico intenso,

rugosidade, deformacéo das folhas e vagens, em casos mais graves provoca a formacao
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de bolhas nas folhas, nanismo da planta e faixas verdes escuras nas nervuras. Este virus
possui uma restrita gama de hospedeiras, infectando espécies pertencentes a familia
Fabaceae, como Phaseolus vulgaris, Glicine max e Vicia faba, infectando também
Chenopodium amaranticolor (familia Chenopodiaceae) (GAMEZ, 1972; GAMEZ
1982).

O BRMV, sob condigdes experimentais, causou perdas na producdo de feijdo
entre 11,2 e 72%, conforme a cultivar (BIANCHINI et al., 1997). Este virus esta
disseminado em todo o Estado do Parana, onde ja foram encontradas lavouras com mais
de 50% das plantas com sintomas. Neste Estado, ocorre uma maior frequéncia do virus
na safra da seca, possivelmente devido & maior infestacdo de insetos crisomelideos,
vetores deste virus. Nesta safra, a ocorréncia do BRMV é ainda mais severa devido a
infeccdes mistas com o BGMV, podendo causar a total perda da capacidade produtiva
da cultura (BIANCHINI et al., 2000).

A ocorréncia de BRMV em feijoeiro, sob condi¢des favoraveis, pode ocasionar
perdas consideraveis, reduzindo o rendimento da producdo em diversas variedades,
como no caso das variedades Jalo e Carioca, que apresentam perdas no rendimento de
29 a 59% e 20 a 56%, respectivamente (SPERANDIO, 1982), sendo que o0 numero de
vagens por planta tambem pode ser afetado (COSTA, 1983). O BRMV infecta
sistematicamente a maioria das cultivares de feijdo recomendadas para plantio no Brasil,
com sintomas variaveis. O sintoma de mosaico predomina na maioria das cultivares,
com formacéo de um desenho tipico no limbo foliar. Outros sintomas incluem formacéo
de bolhas, deformacdo foliar e lesbes locais clordticas, observados nas cultivares
Goiano Precoce, Manteiga, Mulatinho Paulista, Aeté, Aysd, Carioca 80, Costa Rica,
Catu e Jalo. Lesdes locais necréticas e necrose de nervuras ocorrem nas cultivares
Venezuela 36, IPA 5047, Carioca e Rio Tibagi (COSTA, 1983; ANJOS et al., 1994).

As maiores perdas no rendimento da cultura do feijoeiro ocorrem quando as
infeccOes sdo precoces, ou seja, até 14 dias apos o plantio, e sob condigdes de infeccbes
mistas com outros virus (COSTA, 1983; ANJOS et al.,, 1994; BIANCHINI &
BERGAMIN FILHO, 1994; MARTINS et al., 1994). Considerando-se as caracteristicas
de seus insetos vetores, que sdo polifagos e ocorrem em todo o pais e em todas as
épocas do ano, virus como 0 BRMV poderdo se tornar um problema sério em soja e
feijoeiro, devido ao cultivo sucessivo, proximidade dessas culturas e severidade das
infeccdes mistas (SOUTO et al., 2002).



Assim como em plantas de feijdo, a soja também pode ser infectada pelo
BRMV. As plantas infectadas apresentam sintomas de mosaico severo, com leve
encarquilhamento das folhas, podendo desenvolver bolhas verde-escuras circundadas
por areas verde-claras, levemente translicidas (ALMEIDA et al., 1997). A ocorréncia
desta virose em soja pode gerar grandes perdas, dependendo da cultivar, principalmente
quando em infeccBes mistas com outros virus, como 0 mosaico comum da soja,
podendo ocorrer sinergismo e acarretar perdas de até 26% na produtividade (ALMEIDA
etal., 1997; ALMEIDA, 2000).

A transmissdo natural do BRMV ocorre por vetores, besouros Coledpteros da
ordem Chrysomelidae. Os insetos vetores mais comuns sdo Cerotoma arcuata e
Diabrotica speciosa, tendo a espécie C. arcuata a transmissao mais eficiente (FULTON
& SCOOTT, 1977; COSTA et al.,, 1981; MARTINS et al., 1994). Este virus ndo
apresenta transmissdo via semente, tanto em feijdo como em soja, mas é facilmente
transmitido mecanicamente via extrato vegetal tamponado (GAMEZ, 1972; GALVEZ
etal., 1977; SPERANDIO, 1982; MARTINS et al., 1994).

Estudos de microscopia eletrénica em tecidos foliares de feijoeiro infectados
com BRMV demonstraram alta concentracdo viral, além de inclusbes citoplasmaticas
cristalinas nas células (CAMARGO et al., 1969, 1976; MUNOZ & KITAJIMA, 1990).
Através da microscopia Optica, € possivel observar cristais densos de perfil poligonal,
formados por virions no citoplasma de células epidérmicas dos parénquimas, de
tricomas e em células-guarda dos estématos (MUNOZ & KITAJIMA, 1990). A
presenca desses cristais é de grande importancia para a identificacdo do BRMV e sua
distingdo dentre os diversos virus que também causam sintomas de mosaico em
feijoeiro (EDWARSON & CHRISTIE, 1978; MUNOZ & KITAJIMA, 1990).

4. Outras viroses em feijoeiro

4.1. Mosaico comum do feijoeiro (BCMV)

O mosaico comum do feijoeiro é causado pelo Bean commom mosaic virus
(BCMV), pertencente a familia Potyviridae, género Potyvirus, podendo causar perdas
de 35 a 98% na producdo, dependendo do estadio de desenvolvimento da planta na
época da infeccdo (FARIA et al., 1996). Seus sintomas sdo mosaico foliar
acompanhando as nervuras, e em casos mais severos, ocorre formagdo de bolhas nas

areas verdes escuras, enrolamento e diminuicdo de tamanho dos foliolos. Existe também
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uma necrose sistémica, se caracterizando por uma necrose vascular, evoluindo do apice
para a base da planta, descoloracdo do caule e necrose das nervuras nos foliolos, seguida
da morte apical e morte da planta (BIANCHINI et al., 2005). O mesmo autor relata que
a transmissdo ocorre por sementes, mecanicamente de planta a planta e por pulgdes,
sendo este o principal vetor, com forma de transmissdo ndo persistente. Através da
utilizacdo de cultivares resistentes, o impacto econdmico causado pelo BCMV teve um
decréscimo nas ultimas décadas (COSTA, 1987).

4.2. Mosaico dourado do feijoeiro (BGMV)

O mosaico dourado do feijoeiro é a virose mais importante da cultura do feijdo
no Brasil e é causado pelo Bean golden mosaic virus (BGMV), familia Geminiviridae,
género Begomovirus (GASPARIN et al., 2005). Segundo o mesmo autor, no estado do
Parana ocorrem infec¢bes simples deste virus, ou infeccBes mistas, tanto com espécies
de outros geminivirus, como com virus isométricos, destacando-se o Bean rugose
mosaic virus. Desta forma, a doenga caracterizada como “mosaico dourado”, pode ser
causada por um complexo virdtico por meio desta infeccdo mista, constituindo um
grupo bastante heterogéneo, englobando representantes dos géneros Comovirus,
Cucumovirus e Sobemovirus (COSTA, 1987). Existem relatos da ocorréncia do BGMV
juntamente com o Bean common mosaic virus em feijao, também com o Virus do
mosaico severo do caupi — estirpe feijdo (Cowpea severe mosaic virus — CPSMV),
género Comovirus, ou ainda com o Virus do mosaico do sul do feijoeiro (Southern bean
mosaic virus — SBMV), género Sobemovirus (COSTA, 1987). Os danos provocados
nestes casos sdo mais severos do que aqueles causados por infec¢des individuais por
qualquer um dos virus, ocorrendo também quebra de resisténcia ao BGMV em

variedades resistentes quando em infec¢do mista (BIANCHINI et al., 1997).

Em consequéncia da reducéo do peso e da qualidade dos grdos (BIANCHINI et
al., 1989), as perdas podem variar de 30 a 100%, dependendo da cultivar, estadio da
planta, infestacdo de insetos vetores, presenca de espécies hospedeiras alternativas e
condi¢cBes ambientais (FARIA et al., 1996). A gama de hospedeiras do BGMV é
bastante restrita, sendo quase que exclusivamente leguminosas, inclusive as de maior
interesse econdmico, como o feijoeiro comum e a soja (MOREIRA & GASPAR, 2002).
Os sintomas mais comuns sd0 0 mosaico amarelo intenso em todo o limbo foliar,

podendo ocorrer nanismo, encurtamento de entre-nos, perda de dominancia apical e
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brotamento das gemas axilares (FURLAN, 2004). Os sintomas desencadeados pela
mosca branca (Bemisia tabaci), que € um vetor deste Begomovirus incluem intensa
clorose foliar, deformagdo das vagens e atrofiamento das plantas (GALVEZ &
MORALES, 1994).

4.3. Mosaico angular amarelo do feijoeiro (CpMMV)

O mosaico angular amarelo € causado pelo Cowpea mild mottle virus
(CpMMV) pertencente ao género Carlavirus (GASPAR & COSTA, 1993). Os sintomas
induzidos sdo de necrose da haste, causando seca e morte em plantas de soja
(ALMEIDA et al., 2002), ocorrendo também mosaico e necrose nas folhas das plantas
de feijdo além de murchamento nas plantas (HALL, 1991). Acredita-se que existem
diversas estirpes do CoMMV, sendo que a mais severa delas possa causar reducdes de
produtividade sempre superiores a 85%, em variedades suscetiveis (ALMEIDA et al.,
2003), chegando a 100% (HOFFMANN et al., 2003). A mosca branca (Bemisia tabaci)
é o principal vetor do CpMMV, sendo também facilmente transmitido por inoculacéo
mecanica (COSTA et al., 1980).

4.4. Mosaico do sul do feijoeiro (SBMV)

O mosaico do sul do feijoeiro, cujo agente etioldgico é o Southern bean mosaic
virus (SBMV), pertencente ao género Sobemovirus, ocasiona sintomas de mosaico fraco
a severo, deformacdo da vagem e distorcdo foliar (CUPERTINO et al., 1982), podendo
causar manchas necroticas circulares nas folhas, deformacédo e reducdo nas sementes,
embora a reducdo nas sementes tenha pouca ocorréncia. Os principais vetores sdo 0s
afideos (HALL, 1991).

4.5. Mosqueado do feijoeiro (BPMV)

O Virus do mosqueado do feijoeiro (Bean pod mottle virus — BPMV) teve sua
ocorréncia descrita em campos experimentais da Embrapa-Cerrados, Planaltina e
Distrito Federal, ocorrendo em soja Itiquira, nos anos de 1992 e 1993. Este virus
pertence ao género Comovirus, familia Comoviridae, tendo os besouros da familia
Chrysomelidae como principais vetores. As plantas de soja quando infectadas
apresentam sintomas de mosqueado verde-amarelo nas folhas e, em algumas cultivares,

exibe aspecto de formacdo de bolhas e reducao do porte (ANJOS et al., 2000). Infeccdes
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pelo BPMV também foram descritas em regifes de soja do sul e leste dos Estados
Unidos e em areas endémicas com alta populacdo de insetos vetores, ocasionando a
reducdo de até 40% do rendimento (GHABRIAL et al., 1990).
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MATERIAL E METODOS

1. Origem e identificacéo do isolado viral

O isolado utilizado neste trabalho, suspeitando-se ser o Bean rugose mosaic
virus, foi coletado em plantas de feijdo e cedido pelo pesquisador Alvaro Manuel
Rodrigues Almeida, da Embrapa Soja, em Londrina, PR. O isolado viral foi mantido em
plantas de feijdo cultivar Rio Tibagi, inoculadas com tampao fosfato de sodio 0,02 M
pH 7,0, utilizando carvdo vegetal finamente moido como abrasivo, em casa de
vegetacdo. Este isolado também foi mantido por meio de folhas com sintomas em
solucdo de glicerol e tampéo fosfato de sédio 0,02 M pH 7,0, na proporcdo de 1:1, a
temperatura de -20 °C, no laboratorio de virologia vegetal da UEM. A temperatura da

casa de vegetacao durante a conducdo dos experimentos variou de 18 °C a 38 °C.

2. ldentificacéo do virus
A identificacdo do virus baseou-se em diferentes métodos biologicos,

soroldgicos e moleculares, descritos a seguir.

2.1. Teste de dupla-difusdo em agar

Nos testes de dupla-difusdo em agar foram utilizadas folhas de feijdo cultivar
Rio Tibagi, inoculadas e com sintomas do isolado em estudo, e também folhas de
plantas de feijdo da mesma cultivar sadias, como controle negativo, inoculadas apenas
com tampdo fosfato. As amostras foram maceradas em agua destilada, na proporc¢éo de
1 g de tecido vegetal para 1 mL de agua, e em seguida filtradas em gaze dupla. Foram
testados cinco antissoros produzidos contra 0 BRMV pertencentes ao banco de

antissoros do laboratério de virologia da Embrapa Soja.

2.2. Teste de ELISA indireto

Os testes de ELISA indireto foram realizados com dois dos antissoros
utilizados no teste de dupla-difusdo em agar (identificados como “antissoro Virus do
mosaico em desenho”, e “antissoro Virus do mosaico rugoso”), e também com o
antissoro contra Potyvirus produzido pela Agdia®, EUA. Os testes foram realizados no
laboratdrio de virologia vegetal da UEM. As amostras de plantas infectadas e as de

plantas sadias foram maceradas em tampdo cobertura (Na,CO3 1,59 g; NaHCO3 2,93 g;
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NaN3 0,2 g; H,O g.s.p. 1.000 mL, pH 9,6), na proporcao de 0,1 g de tecido foliar para
1,0 mL de tampéo. Também foram utilizadas plantas de melancia infectadas com
Potyvirus como controle positivo nos testes com o antissoro para potyvirus. Foram
aplicados 100 pL de cada amostra em cada orificio da placa de 96 pocgos, com trés
repeticdes por amostra. Nos trés orificios brancos, foi aplicada apenas a mesma
quantidade de tampéo cobertura. As placas foram incubadas a 4 °C por 16 horas em
camara Umida. Em seguida, foram esvaziadas e lavadas trés vezes, com intervalo de trés
minutos entre cada lavagem, com tampdo PBS-Tween (NaCl 8 g; KH,PO, 0,2 g;
NaHPO, 1,1 g; KCI 0,2 g, H,O g.s.p. 1.000 mL, pH 7,4; 500 uL Tween 20). Aos
orificios, foram adicionados 100 pL dos antissoros, nas concentracdes de 1:100 para o0s
antissoros contra Comovirus e 1:100 para o antissoro contra Potyvirus.

Os antissoros foram diluidos em tampdo PBS (NaCl 8 g; KH,PO, 0,2 ¢;
NaHPO, 1,1 g; KCI 0,2 g, H,O g.s.p. 1.000 mL, pH 7,4). No “branco”, foi aplicado
apenas 0 mesmo volume de tampdo PBS. As placas foram incubadas a 37 °C por duas
horas em cadmara Umida, e em seguida lavadas conforme descrito anteriormente. Foram
aplicados em cada poco 100 pL da solucdo anti-lgG obtida da cabra, conjugada a
enzima fosfatase alcalina (Anti rabbit 1gG — Alkaline Phosphatase antibody, Sigma-
Aldrich®, EUA), diluida para 1:10.000 em tamp&o PBS. No branco, foi aplicado apenas
PBS. Novamente as placas foram incubadas a 37 °C por duas horas em cAmara Umida e,
em seguida, esvaziadas e lavadas. Ao final, foi aplicado 100 pL de substrato em cada
orificio da placa, [10 mg da enzima p-nitrofenilfosfato, diluidos em 10 mL de tampéo
substrato (Dietanolamina 97 mL; NaN3 0,2 g; H,O g.s.p. 1.000 mL; pH 9.8)]. Ap6s uma
hora, as placas foram lidas em espectofotdmetro, no comprimento de onda de 405 nm,
no equipamento VersaMax (Molecular Devices, EUA), e os dados analisados utilizando
o software SoftMax® Pro S (Molecular Devices, EUA).

2.3. Microscopia Eletronica de Transmissio

Exames de microscopia eletrénica de transmissdo foram realizados em folhas
de feijdo da cultivar Rio Tibagi, com sintomas do virus, por meio de cortes ultrafinos,
contrastados em acetato de uranila 1% e citrato de chumbo. As amostras foram enviadas
para 0 NAP/MEPA — Nucleo de Apoio a Pesquisa em Microscopia Eletronica Aplicada
a Agricultura, da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), da
Universidade de Sao Paulo, em Piracicaba, SP, e foram analisadas sob microscépio

eletronico de transmissao pelo Prof. Dr. E. W. Kitajima.
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2.4. Transmissao por vetores (Diabrotica speciosa)

Os insetos utilizados para o teste (Diabrotica speciosa), foram coletados a
campo, deixados em campanulas em plantas de feijdo ‘Rio Tibagi’ sadias, para a
desinfeccdo de possiveis virus pré-existentes nos insetos. Estes foram trocados
sucessivamente de plantas a cada cinco dias, por um periodo de vinte dias. Apés esta
desinfeccéo, os insetos aviruliferos foram submetidos ao periodo de aquisi¢do, em
plantas de feijdo ‘Rio Tibagi’ inoculadas e com sintomas do virus por 48 horas. Em
seguida, os insetos foram transferidos para plantas sadias de feijao ‘Rio Tibagi’, por um
periodo de 48 horas (periodo de inoculagdo), numa quantidade de trés insetos por
planta, em cinco vasos contendo trés plantas cada vaso. As plantas foram mantidas em
casas de vegetacdo da TMG — Tropical Melhoramento & Genética, Londrina, PR, para a
verificacdo da transmissdo viral por aparecimento de sintomas visuais. Os resultados
também foram confirmados utilizando o teste de ELISA indireto, seguindo protocolo

descrito no item 2.2.

2.5. RT-PCR de sequéncias parciais

Na deteccdo molecular, conduzida no laboratério de virologia vegetal da UEM,
0s testes por reagdes de RT-PCR utilizaram primers desenhados a partir das sequéncias
de nucleotideos parciais ja conhecidas do BRMV depositadas no GenBank (nimeros de
acesso: RNA1 — GU205154.2 e RNA2 — AF263548.2). Foram desenhados dois pares de
primers, um objetivando amplificar parte da regido codificadora da RdRp no RNAL e
outro para amplificar parte da sequéncia codificadora das CPs do RNA2, utilizando o
programa Primer-BLAST do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/),
além de primers degenerados desenhados pelo pesquisador Dr. Ricardo Harakava
(Tabela 1). Estes ultimos, com objetivo de amplificar um fragmento do RNAL1 dos
comovirus, baseando-se no alinhamento das sequéncias de diferentes virus deste género,
correspondentes as regides conservadas codificadoras dos aminoacidos ATSEGFPH
(primer F, nt 4205-4227 do genoma do Bean pod mottle virus acesso GenBank
NC003496) e ECGIPSGF (primer R, nt 4793-4815) da replicase codificada pelo RNAL.

O RNA total de plantas infectadas de feijdo cultivar Rio Tibagi com o virus em
estudo foi extraido com o reagente TRIzol® (Life Technologies, EUA), de acordo com
0 protocolo descrito pelo fabricante. O cDNA foi obtido por reacdo de transcrigdo
reversa utilizando o kit M-MLV Reverse Transcriptase (Life Technologies, EUA),

seguindo as recomendacdes técnicas sugeridas pelo fabricante.
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As reacOes de PCR, com volume final de 25 pL, continham 250 ng de cDNA,;
1X PCR Buffer; 0,8 mM de dNTP mix (10 mM cada); 1,5 mM de MgCl, (50 mM); 0,2
UM de primer Foward (10 pM); 0,2 pM de primer Reverse (10 uM): 2 U Platinum®
Taq DNA Polimerase (Life Technologies, EUA). As reacGes de PCR seguiram 0s
seguintes ciclos: Desnaturacao inicial a 94 °C por 2 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C
por 1 min, 60 °C por 1 min, 72 °C por 1 min e por fim, extensdo final a 72 °C por 10
min.

Todas as reacGes de RT-PCR foram realizadas com RNAs obtidos de plantas
inoculadas e com sintomas do isolado estudado, e também com plantas sadias, como
controle negativo. Reagbes contendo apenas &gua, no lugar das amostras foram
utilizadas como “branco”.

As amplificacdes do produto de PCR foram submetidas a eletroforese em gel

de agarose a 1% e visualizadas em luz ultravioleta.

Tabela 1 Primers utilizados nas reacdes de PCR, para identificacdo do isolado
viral em estudo

Primer Sequéncia Tamanho do amplicon
BRMV RNA1 F 5 -CTGTGTGGCGGTGGACCGAA-3” 210 pb
BRMV RNA1 R 5 -TGGTGCCTTACTCGAGCGCA-3
BRMV RNA2 F 5-TCCCTTGGCAAACCTGCTGCG-3" 180 pb
BRMV RNA2 R 5-TGTGGATCACCCATACGCCAGGT-3"
Comovirus RNA1 F 5-GCNACNTCNGARGGNTTYCCNCA-3" 611 ob
Comovirus RNAL1 R 5-AANCCNGANGGDATNCCRCAYTC-3" P

Os produtos de PCR foram precipitados e purificados com a adi¢do de acetato
de sodio 3 M pH 5,2 na proporcao de 10% do volume final, e etanol 100% na proporc¢édo
de duas vezes do volume final do produto de PCR obtido. As amostras foram
homogeneizadas e incubadas a -20 °C por uma noite. Em seguida, foram centrifugadas a
14.000g por 30 minutos a 4 °C. Os precipitados foram lavados com etanol 70%, secos
em temperatura ambiente e ressuspendidos em agua ultra-pura.

Os produtos de PCR foram encaminhados para sequenciamento ao Setor de
Sequenciamento de DNA, no Centro de Estudos do Genoma Humano da USP, em S&o
Paulo, SP. O sequenciamento foi feito com o sequenciador ABI 3730 DNA Analyzer
(Applied Biosystems®, EUA), de 48 capilares. As reacGes de sequenciamento
utilizaram o BigDye® Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®,
EUA). As corridas foram realizadas em capilares de 36 cm com o polimero POP7. As
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sequéncias foram analisadas pelo software Sequencing Analysis 5.3.1 utilizando o Base
Caller KB. Os resultados foram comparados com sequéncias de outros Comovirus
disponiveis no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), por meio do BLAST (Basic

Local Aligment Search Tool).

3. Gama de hospedeiras

O teste de gama de hospedeiras foi realizado com 17 cultivares de feijdo e 29
cultivares de soja (Tabela 2). As plantas foram inoculadas 15 dias ap6s a germinacao,
utilizando-se folhas de feijdo da cultivar Rio Tibagi com sintomas do virus, que foram
maceradas em tampdao fosfato de soédio 0,02 M, pH 7,0 e carvao vegetal finamente
moido como abrasivo. As cultivares inoculadas foram mantidas em casa de vegetacdo
para o desenvolvimento e observacdo dos sintomas. Ap6s 30 dias da inoculagdo, as
plantas foram avaliadas quanto ao aparecimento de sintomas, e estes resultados foram
confirmados utilizando o teste de ELISA Indireto, seguindo a mesma metodologia
descrita anteriormente, e também por meio de rea¢cdes de PCR utilizando os primers

descritos na Tabela 1 e a metodologia ja descrita.

4. Pré-purificacdo do isolado viral

A pré-purificacdo do virus foi realizada no setor de virologia da Embrapa Soja,
de acordo com protocolo descrito por Wellink (1998), com algumas modificacGes. Cem
gramas de folhas de feijao da cultivar Rio Tibagi inoculadas e com sintomas do isolado
viral foram trituradas em tampéao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,2, na proporcéo de 2 mL
de tampéo para cada grama de tecido foliar. Durante a trituracdo, foi adicionado 1% de
sulfito de sodio e 0,01 M de EDTA. O triturado foi filtrado com auxilio de uma gaze
dupla e mantido sob baixa temperatura (banho de gelo). Em seguida, foram adicionados
25% do volume de cloroférmio e 25% do volume de butanol, sob agitacdo por 10
minutos a 4 °C. A solucdo foi centrifugada a 15.000g por 30 minutos a 4 °C. Em
seguida, foi recolhido o sobrenadante com o auxilio de uma bomba de vacuo e, entéo,
foi adicionado 8% do volume recuperado de PEG 8.000. Esta mistura foi mantida sob
agitacdo em camara fria por uma hora e meia. Procedeu-se uma centrifugacdo a 20.000g
por 30 minutos a 4 °C, e o precipitado foi resuspendido em 32 mL de tampé&o fosfato de
sodio 0,1 M, pH 7,2, sob agitacdo por uma noite a 10 °C. Uma baixa centrifugacao foi
feita a 10.000g por 15 minutos, descartando-se o precipitado e o sobrenadante foi

centrifugado em um colch&o de sacarose a 20% em alta centrifugacdo a 150.000g por 3

18



horas a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado resuspendido em 600 pL de
tampdo fosfato de sédio 0,01 M, pH 7,0, sob agitacdo por uma noite a baixa
temperatura. Uma baixa centrifugacdo a 10.000g por 10 minutos a 4 °C foi feita, onde o

sobrenadante contendo o virus purificado foi coletado.

5. Extracdo do RNA a partir do virus purificado

Dois métodos foram testados para a extracdo do RNA do virus purificado. No
primeiro, foi seguido o protocolo de extracdo com o reagente TRIzol® (Life
Technologies, EUA), utilizando o virus purificado nas concentracdes de 25% e 50%. No
segundo método testado, proposto por Wellink (1998), foi utilizado 100 pL do virus
purificado nas concentracdes de 25%, 50% e 100%. Neste ultimo método, a cada
amostra, foram adicionados 0s mesmos volumes de tampéo de extracdo (0,02 M Tris-
HCI, pH 7,6; 0,2 M NaCl; 2 mM EDTA; 4% SDS) e duas vezes o volume de fenol
(equilibrado para pH 8,0, contendo 0,1% de hidroxiquinolina). Em seguida as amostras
foram agitadas em vortex por trés minutos. Apés a agitacdo, foram adicionadas duas
vezes o volume de cloroférmio e agitou-se por dois minutos, seguido de centrifugacdo a
10.000g por dois minutos. A fase superior foi coletada e sobre esta, foi acrescentado
acetato de sodio 3 M, pH 5,2, na proporcéo de 10% do volume final, e etanol 100% na
proporcéo de duas vezes do volume final do produto de PCR obtido. As amostras foram
homogeneizadas e incubadas a -20 °C por uma noite. Em seguida, as mesmas foram
centrifugadas a 6.000g por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi descartado. Os
precipitados foram lavados com etanol 70% e novamente centrifugados a 6.000g por 5
minutos a 4 °C. Os precipitados foram secos em temperatura ambiente e depois
resuspendidos em 50 pL de 4gua DEPC e armazenados a -80 °C. Uma eletroforese em
gel de agarose foi feita para a observacdo do RNA sob luz ultravioleta. As amostras

foram quantificadas utilizando o equipamento NanoVue (GE, EUA).

6. RT-PCR do genoma completo

A reacdo de transcricdo reversa e a reacdo de PCR, com o RNA extraido do
virus pré-purificados, foram conduzidas utilizando o0 RNA LA PCR Kit (AMV) Ver. 1.1
(Takara Bio Inc.®, Japdo), no laboratério de biotecnologia vegetal da TMG. Para a
reacdo de transcriptase reversa, foi utilizado 200 ng do RNA viral, juntamente com 5
mM de MgCl,, 1X RNA PCR Buffer, 1 mM de dNTP Mixture, 1 U de RNase Inhibitor,
0,25 U de Reverse Transcriptase (AMV RTase), 1,0 uM de Oligo dT-Adaptor Primer e
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agua destilada livre de RNAse para se completar um volume final de 10 pL por
amostra. As amostras foram incubadas em termociclador a 42 °C por 30 min, 99 °C por
5 min e 70 °C por 15 min.

Em seguida, a reacdo de PCR foi feita no mesmo tubo, onde foram
acrescentandos 2,5 mM de MgCl,, 1X LA PCR Buffer 11, 1,25 U de Takara LA Taq, 0,2
MM de Random 9 mers Primer, 0,2 uM de Oligo dT-Adaptor Primer, acrescentando-se
agua destilada esterilizada, totalizando 50 uL por reacdo. As reagdes foram incubadas
em termociclador a 94 °C por 2 min para desnaturacgéo inicial, seguidos por 30 ciclos de
94 °C por 30 seg, 61 °C por 1 min e 72 °C por 6 min, e por fim, 72 °C por 30 min.

As amplifica¢6es dos produtos de PCR foram visualizadas em gel de agarose a
1% sob luz UV.

Os produtos de PCR foram precipitados e purificados por meio da adicdo de
10% do volume de acetato de sédio 3 M, pH 5,2, e duas vezes o volume de etanol
100%, mantidos a -20 °C por uma noite. Em seguida, foi realizada uma centrifugacéao a
14.000g por 30 min a 4 °C. Ap0s, os precipitados secaram em temperatura ambiente por
aproximadamente 20 min, sendo a seguir resuspendidos em 20 pL de agua e
guantificados no NanoVue (GE, EUA).

7. Sequenciamento de nova geracao do genoma viral

O produto de PCR purificado foi selecionado das quatro amostras provenientes
da extracdo por TRIzol® (Life Technologies, EUA) nas concentracfes de 25% e 50% e
por Fenol nas concentracdes de 50% e 100%, com base nas imagens de eletroforese e
nos dados de quantificacdo pelo NanoVue. O sequenciamento foi realizado no
Laboratorio de Biotecnologia Animal da Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz — ESALQ, em Piracicaba, SP, utilizando o equipamento Illumina MiSeq, EUA.
Primeiramente as amostras foram quantificadas com o Qubit® dsDNA BR Assay Kit
(Life Technologies, EUA), e diluidas para a concentracdo de 0,2 ng/uL. Apoés diluidas,
as amostras foram preparadas com o Nextera® XT DNA Sample Preparation Kit
(lllumina, EUA), conforme as recomendagdes técnicas do fabricante, seguindo 0s

passos do guia de preparo das amostras.

8. Analise de dados e montagem do genoma
Os dados obtidos pelo HiScanSq (lllumina, EUA) foram analisados em quatro

etapas principais. Na etapa de obtencdo dos dados brutos foi utilizado o software
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CASAVA 1.8.2 fornecido pela Illumina, que faz o base call dos dados brutos e os
transforma em reads no formato fastq acompanhados dos valores de qualidade phred.
Os reads foram visualizados utilizando 0 programa FastQC
(www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/). A filtragem dos reads de baixa qualidade,
sequéncias de adaptadores e vetores foi realizada pelo programa Segyclean
(https://bitbucket.org/izhbannikov/seqyclean), utilizando como cutoff bases com
qualidade inferior a 24 QScore. A base de dados de contaminantes usada foi a Univec
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/VVecScreen/UniVec.html). Apos filtragem, os reads com
comprimento inferior a 65 pb foram removidos.

Na montagem de novo, 0os reads que passaram pelo controle de qualidade
foram utilizados no software VICUNA v. 1.3 (YANG et al., 2012), desenvolvido pelo
Broad Institute, para a montagem de novo de genomas virais
(http://www.broadinstitute.org/scientific-community/science/projects/viral-
genomics/vicuna). Os parametros utilizados foram os deafult do programa, exceto o
tamanho de kmer que foi de 25 pb, com span minimo de 80 pb. Para juntar os contigs, o

minimo de similaridade entre as sequéncias foi estabelecido em 90%.

9. Anotacéo do genoma

A anotacdo do genoma viral ocorreu por meio das predi¢cdes baseadas nas
ORFs encontradas. Por se tratar de poliproteinas, foi utilizado o software OrfFinder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/gorf.ntml)  associado ao Transdecoder
(v16/01/2014; http://transdecoder.sourceforge.net/). As sequéncias foram submetidas a
anotacédo usando 0 programa Interproscan (v5.3 46,
http://bioinformatics.oxfordjournals.org/content/17/9/847.abstract/), que anota
utilizando diversas bases de dados, como Pfam, GO e Kegg.

A predicdo dos sitios de clivagem e também das proteinas formadas em cada
ORF foi baseada em similaridades de tamanho e homologia com sequéncias de
nucleotideos e de aminoacidos de outras espécies do género Comovirus, depositadas no
GenBank, por meio de alinhamentos utilizando a plataforma BLAST e CLUSTAL W, e
também comparando-se com sequéncias de aminoacidos depositadas no UniProtKB
(http://www.uniprot.org/) manualmente anotadas e revisadas (Swiss-Prot) ou analisadas

computacionalmente (TrEMBL).
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A massa molecular das poliproteinas e dos polipeptideos foi calculada
utilizando o programa Expasy Compute PL/Mw tool, disponivel em
http://web.expasy.org/compute_pi/.

10. Analises filogenéticas

Alinhamentos multiplos utilizando a sequéncia de aminoacidos do isolado do
virus e de outros comovirus foram utilizadas para comparacdes entre a similaridade de
cada proteina. Arvores filogenéticas foram construidas utilizando o programa MEGA
6.0 (TAMURA et al., 2013), com base na filogenia predita pelo algoritmo Neighbor-
Joining Tree, com bootstrap de 1.000 repeti¢cdes. Para a construcdo das arvores, foram
analisadas as regides conservadas da protease e polimerase presentes no RNAL dos
virus analisados, e também a regido da capa proteica (LCP e SCP), visto que estas
regibes sdo utilizadas como critério de demarcacéo entre espécies do género Comovirus.
Para fins de comparacdo, também foram montadas arvores levando em consideracdo a

poliproteina completa do RNAL e também do RNA2 de Comovirus.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Identificacdo do isolado viral

O isolado viral estudado, quando inoculado em plantas de feijdo da cultivar Rio
Tibagi, induziu sintomas de mosaico, formacdo de bolhas, leve deformagéo foliar e
reducdo do porte da planta, como podem ser observados na Figura 2. Os sintomas se

iniciaram entre 15 a 20 dias apos a inoculagéo.

Figura 2 Sintomas de infeccdo do isolado viral em estudo em feijdo cultivar Rio
Tibagi, apds 30 dias de inoculagdo com tampao fosfato de sddio. (A), (B)
e (C) Sintomas de mosaico, formacéo de bolhas e deformacéo foliar; (D)
Diminuicdo do porte da planta infectada (esquerda), comparada com uma
planta sadia (direita), com a mesma idade.

1.1 Teste de dupla-difuséo em agar
No teste de dupla-difusdo em &gar, 0s cinco antissoros testados reagiram com
extrato de plantas inoculadas com o virus, formando linhas de precipitacdo entre estes

materiais e os antissoros. Nenhuma formacao pode ser observada nas amostras sadias.
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Estes resultados indicaram que todos os antissoros testados foram capazes de reagir e
identificar as amostras positivas, inoculadas com o isolado em questdo, possivelmente o
BRMV.

1.2. Teste de ELISA indireto

O teste de ELISA indireto, com o antissoro para Potyvirus foi negativo, com as
amostras de feijoeiros inoculados, ao passo que as amostras de melancia inoculadas com
0 Potyvirus reagiram positivamente. Deste modo, foi eliminada a possibilidade da co-
infeccdo pelo BCMV e BYMV, dois potyvirus comuns em feijoeiro. As amostras foram
consideradas positivas quando a média das trés repeticdes atingiram um valor de
absorbancia igual ou superior a média das amostras sadias, vezes dois. O desvio padrao
foi calculado por meio dos valores das trés repeticdes por amostra.

Os dois antissoros para comovirus testados, mostraram-se eficientes para a

deteccdo deste virus, conforme ilustrado nas Figuras 3 e 4, a seguir:

Figura 3 Grafico do resultado do teste de ELISA indireto utilizando “antissoro
Virus do mosaico em desenho”
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Linha vermelha indicando o valor de corte para amostras infectadas (acima da linha) e sadias (abaixo da
linha), baseando-se no valor de absorbancia do controle negativo, vezes dois.
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Figura 4 Grafico do resultado do teste de ELISA indireto utilizando “antissoro
Virus do mosaico rugoso”
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Linha vermelha indicando o valor de corte para amostras infectadas (acima da linha) e sadias (abaixo da
linha), baseando-se no valor de absorbancia do controle negativo, vezes dois.

1.3. Microscopia Eletrénica de Transmissao

Exames de microscopia eletrénica de transmissao a partir de folhas infectadas
de feijdo cultivar Rio Tibagi revelaram a presenca de provaveis particulas virais de
forma isométrica, com diametro aproximado de 28 a 30 nm, apresentando um padrao de
inclusdes citoplasmaticas cristalinas (Figura 5).

Os RNAs dos comovirus sdo encapsulados separadamente em particulas
capsidiais icosaédricas de didmetro variando entre 25-35 nm (SANFARCON et al.,
2009), com média de aproximadamente 28 nm (CHEN & BRUENING, 1992).

O virus em estudo apresenta similaridade com os resultados relatados por
Acosta et al. (1986), que em exames de microscopia eletrénica revelaram particulas
hexagonais de BRMV, com média de diametro de 30 nm. Os resultados de microscopia

eletronica revelaram uma alta concentracgéo viral nos tecidos vegetais analisados.
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Figura 5 Fotografia de microscopia eletronica de transmisséo de preparacdes de
folhas de feijdo da cultivar Rio Tibagi infectadas, por meio do método de
cortes ultrafinos, mostrando provaveis particulas virais (seta) (Realizado
pelo Prof. Dr. E. W. Kitajima).

1.4. Transmissao por vetores (Diabrotica speciosa)

O teste de transmissdo por vetores, utilizando espécies de Diabrotica speciosa,
revelou que o virus pode ser transmitido por estes insetos, visto que as plantas
apresentaram 0s mesmos sintomas de infeccdo viral, aproximadamente 30 dias apos a
retirada dos insetos. A transmisséo ocorreu em 40% das plantas testadas (seis plantas
foram infectadas, do total de quinze que receberam o0s insetos viruliferos). Estes
resultados foram confirmados por teste de ELISA indireto.

Resultados semelhantes foram descritos por Castillo-Urquiza et al. (2006), que
descreveram uma transmissdo de 33% do BRMV em plantas de feijoeiro cultivar Ouro

Negro, utilizando besouros da espécie Cerotoma arcuatus, pertencentes a mesma

familia que os vetores Diabrotica speciosa.
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1.5. RT-PCR de sequéncias parciais

A detecc@o molecular, por meio de reacdo de RT-PCR utilizando os primers
descritos na Tabela 1, apresentaram resultados satisfatorios, resultando bandas do
tamanho esperado em eletroforese em gel de agarose. Ou seja, 0s oligonucleotideos
iniciadores utilizados amplificaram fragmentos dos dois RNAs do isolado viral

estudado, conforme demonstrado nas Figuras 6 e 7.

500 pb | 4

400 pb

300 pb 210 pb
200 pb

100 pb 180 pb

Figura 6 Eletroforese em gel de agarose do produto de RT-PCR utilizando plantas
infectadas com o isolado viral em estudo. Os primers “BRMV RNA1”
amplificaram fragmentos de 210 pb (A) e (B), e os primers “BRMV
RNA2” amplificaram fragmentos de 180 pb (C) e (D). M: Marcador
molecular DNA Molecular Weight Marker XIV (100 bp ladder)
(Roche®, Suica).

Os fragmentos amplificados, ap6s sequenciados, foram comparados com a
sequéncia do genoma de outros comovirus ja sequenciados. Quando utilizados os
primers “BRMV RNA1”, os fragmentos sequenciados das seis amostras apresentaram
uma identidade variando entre 94 e 99% com as sequéncias do genoma parcial do
isolado da Embrapa do BRMV (Acesso GenBank GU205154.2). As sequéncias dos
fragmentos amplificados com os primers “BRMV RNA2” de quatro amostras, tiveram
uma identidade de 96 a 100% com a sequéncia parcial do RNA2 deste virus (Acesso
GenBank AF263548.2). Com os primers “Comovirus RNA1”, a identidade da
sequéncia do fragmento amplificado das seis amostras utilizadas foi de 95 a 99% com a
sequéncia parcial do isolado da Embrapa do BRMV (Acesso GenBank GU205154.2).
Porcentagens de identidade menores, chegando até a 72% foram observadas em todas as
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amostras sequenciadas, quando comparadas com sequéncias de outros comovirus ja

sequenciados.

500 pb

Figura7 Eletroforese em gel de agarose do produto de RT-PCR utilizando os
primers “ComovirusRNA1” com plantas infectadas com BRMV (B) e
(E); plantas sadias (C) e (D); e branco (A). M: Marcador molecular DNA
Molecular Weight Marker X1V (100 bp ladder) (Roche®, Suica).

Com base nos testes soroldgicos de dupla-difusdo em agar e do teste de ELISA
realizados, na transmissdo por besouros crisomelideos e nos testes moleculares de RT-
PCR e sequenciamento deste material, foi confirmada a identificagdo do isolado

chamado de Parana do Bean rugose mosaic virus.

2. Gama de hospedeiras

Das 29 cultivares de soja testadas, 11 apresentaram sintomas de infecgéo viral,
conforme Tabela 2. Os sintomas predominantes foram de mosaico nas folhas, e em
alguns casos formacdo de bolhas e deformacéo foliar (Figura 9). As andlises de ELISA
Indireto (Figura 8) e de RT-PCR, em amostras foliares das mesmas cultivares
confirmaram a infeccédo pelo isolado do BRMV.

Conforme descrito por Cupertino (1982), os sintomas do BRMV em soja
variam de acordo com a cultivar, em geral incluindo mosaico, formacdo de bolhas e
encrespamento foliar, com reducédo do porte da planta. De acordo com Gasparin et al.
(2005), a cultivar Santa Rosa ndo apresentou sintomas quando inoculada
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mecanicamente com um isolado do BRMV, o que também pode ser observado com o

isolado testado neste trabalho, ao inocula-lo na cultivar Santa Rosa.

Tabela 2 Gama de hospedeiras do isolado viral em cultivares de soja (Glycine
max)

Cultivar Sintomas

Poténcia -

Apolo -

CD 208 -

Embrapa 48

BRS 184 -

BRS 232 cl, mb, df

BRS 258 -

BRS 282 -

BRS 284 mb

BRS 243 RR cl, mb, df

BRS 246 RR mb, df

BRS 256 RR -

BRS 295 RR -

BRS 334 RR -

Onde: cl: clorose, df: deformagéo foliar, b: formacéo de bolhas, m: mosaico, mb: mosaico com bolhas, e
-: auséncia de sintomas.
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Figura 8 Grafico do resultado do teste de ELISA indireto em cultivares de soja
inoculadas com o isolado viral, utilizando o “antissoro Virus do mosaico
em desenho”
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Cultivares de soja

Linha vermelha indicando o valor de corte para amostras infectadas (acima da linha) e sadias (abaixo da
linha), baseando-se no valor de absorbancia do controle negativo, vezes dois.
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Figura 9 Sintomas de infec¢do do isolado viral estudado em cultivares de soja,
apos 30 dias de inoculagdo com tampéo fosfato. (A) BRS 232; (B) BRS
243 RR; (C) BRS 246 RR; (D) TMG 7262 RR.

Das 22 cultivares de feijao testadas neste trabalho, 17 desenvolveram sintomas
de infecgdo, apds inoculacdo mecanica experimental com o isolado estudado (Tabela 3).
Os sintomas predominantes em feijoiero foram clorose, deformacéo foliar, formagéo de
bolhas e mosaico, variando de acordo com cada cultivar (Figura 11). Os resultados
obtidos no teste de gama de hospedeiras ratificaram aqueles obtidos no teste de ELISA
indireto (Figura 10) e RT-PCR.
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Tabela 3 Gama de hospedeiras do isolado viral em cultivares de feijdo (Phaseolus

vulgaris)
Cultivar Sintomas
BRS 7762 Supremo mb
BRS 9435 Cometa mb, df
BRS Ametista mb
BRS Campeiro -
BRS Esplendor m
BRS Estilo mb, df
BRS Grafite mb
BRS Horizonte mb
BRS MG Madrepérola -
BRS MG Majestoso mb, df
BRS MG Pioneiro cl, mb, df
BRS MG Talisma mb
BRS Notavel cl, mb
BRS Pontal mb
BRS Requinte mb
BRS Valente cl, mb
Caupi -
Fradinho -
Manteiga cl,m
Mungo -
Pérola mb
Rio Tibagi mb, df

Onde: cl: clorose, df: deformac&o foliar, b: formacédo de bolhas, m: mosaico, mb: mosaico com bolhas, e
-: auséncia de sintomas.
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Gréfico do resultado do teste de ELISA indireto em cultivares de feijdo

Figura 10

inoculadas com o isolado viral, utilizando o “antissoro Virus do mosaico

em desenho”
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Cultivares de feijao

Linha vermelha indicando o valor de corte para amostras infectadas (acima da linha) e sadias (abaixo da

linha), baseando-se no valor de absorbancia do controle negativo, vezes dois.
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Figurall  Sintomas de infeccdo do isolado estudado em cultivares de feijdo, apos
30 dias de inoculacdo com tampdo fosfato. (A) BRS 9435 Cometa; (B)
BRS MG Pioneiro; (C) BRS Valente; (D) Pérola.

3. Pré-purificacédo, extracdo de RNA e RT-PCR

A purificagdo parcial do virus possibilitou uma 6tima extracdo de RNA com
resultados satisfatorios a partir dos metodos de extracéo utilizados (TRizol® e fenol). A
qualidade das extracGes obtidas foram evidenciadas por meio de eletroforeses em gel de
agarose a 1%, evidenciando a presenca de duas bandas, que corresponderam ao RNAL e
RNAZ2 do isolado do virus em questdo (Figura 12).

Os dois fragmentos do genoma viral foram amplificados por RT-PCR com 0s
iniciadores Oligo-dT e primers randdmicos. Todavia, a concentracdo do DNA

amplificado foi baixa, com base na intensidade das bandas obtidas.
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Figura 12

Figura 13

Eletroforese em gel de agarose do RNA extraido a partir do isolado viral
parcialmente purificado, utilizando protocolo descrito por Wellink, 1998,
com concentragOes virais de 25% (A), 50% (B) e 100% (C) e com o

reagente TRIzol® (Life Technologies, EUA), nas concentragdes virais de
25% (D) e 50% (E).

6108 pb ~ 6000 pb
3873 BB
3054 Eb ~ 4000 pb
2036 pb
1636 pb

1018 pb

506 pb

Eletroforese em gel de agarose do produto de RT-PCR utilizando
amostras extraidas de acordo com protocolo descrito por Wellink, 1998,
com concentragdes virais de 50% (A) e 100% (B). M: Marcador

Molecular DNA Molecular Weight Marker X (1 kb ladder) (Roche®,
Suiga).
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O padrédo de bandas evidenciado na Figura 13 poderia representar o RNAL e
RNAZ2 do virus. Por meio de comparages com o tamanho das bandas fornecido pelo
marcador molecular (DNA Molecular Weight Marker X — Roche®, Suica), estima-se
que o tamanho do genoma viral seja de aproximadamente 6.000 pb para a molécula de
RNAL e de 4.000 pb para a molécula de RNAZ2.

De acordo com Goldbach & Wellink (1996), o genoma do Cowpea mosaic
virus, a espécie tipo do género Comovirus, € composto por uma molécula de 5.889 pb
do RNAL e outra de 3.481 pb do RNA2. Analisando as espécies de comovirus ja
sequenciadas e depositadas no GenBank, conclui-se que a maioria delas possui gemoma
com moléculas do RNAL variando entre 5.865 e 6.084 pb e moléculas de RNA2 entre
3.354 e 4.026 pb.

4. Sequenciamento, analise de dados, montagem e anotacdo do genoma
Apo6s precipitados e purificados, os produtos da PCR foram sequenciados.
Conforme Tabela 4, o trabalho de montagem do genoma gerou uma quantidade

satisfatéria de dados.

Tabela 4 Dados referentes a montagem do genoma do virus apds sequenciamento
Amostra  N° reads N° reads apos Tamanho Conti N° N° reads utilizados
total filtragem (QS>24 e médio g mais  contigs no assembly do
retirando dos longo maior contig
contaminantes) contigs
BRMV 1 537070 327728 1029 6163 15 163010
BRMV 2 274616 194652 1440 6170 9 93701

Assumiu-se que os dois contigs maiores de cada amostra, ou seja, 6.163 pb e
4.160 pb obtidos na amostra BRMV1 e 6.170 pb e 3.876 pb para a amostra BRMV2
seriam, respectivamente, referentes a0 RNA1 e RNA2 do virus. Os demais contigs,
seriam resultado de montagens (assemblies) menores, mas também contendo
fragmentos com grande homologia entre si, e com os dois fragmentos maiores.

Quando comparadas com sequéncias de outros comovirus depositadas no
GenBank, estas sequéncias apresentaram similaridade principalmente com o BPMV,
apresentando regifes bastante conservadas com este virus, principalmente nas posicoes
entre as bases 700 e 2.300, e também nas posicoes entre 3.700 e 4.200 do RNA1, com
valor maior ou igual a 200. Estas regiGes seriam responsaveis pela codificagdo das

36



proteinas VPg e RdRp, respectivamente, baseando-se nos estudos de anotacdo, mediante
comparagdo com outras espécies de comovirus ja anotadas. Estas sdo as regides mais
conservadas entre 0s RNA1 de Comovirus.

Quando a sequéncia referente ao RNA2 foi comparada com sequéncias de
outros comovirus, observou-se que a maior similaridade obtida também foi com o
BPMV, aproximadamente entre as bases de numero 1.000 e 1.700, com valores também
superiores a 200. Conclui-se que esta regido, com base nos estudos de anotagdo por
comparacdo com outros comovirus ja anotados, codificaria as proteinas MP e LCP,

também bastante conservadas entre as espécies deste género de virus.

5. Caracterizagdo gendmica

Como em outras espécies de Comovirus, o genoma completo do BRMV
consiste de dois RNAs de senso positivo, de fita simples poliadenilados (Figura 14). O
RNAL do isolado Parana do BRMV é composto de 5.909 nucleotideos, enquanto o
RNAZ2 possui 3.644 nucleotideos, ambos excluindo a cauda poli A. O BRMV RNA1
possui uma regido 5 ndo traduzida de 232 nucleotidos, ao passo que 0 RNA2 possuli
205. A regido 3" ndo traduzida do RNA1 contém 106 nucleotidos apds o codon de
terminacdo, esta mesma regido no RNA2 apresenta 142 nucleotideos. A regido 5 de
ambos RNAs iniciam-se com a sequéncia UAUUAAAU, caracteristica dos comovirus
(CHEN & BRUENING, 1992; Dl et al., 1999; KOMATSU et al., 2007; KHANDEKAR
etal., 2009).

As sequéncias de nucleotideos e de aminoéacidos do RNA1l e do RNA2
referentes ao isolado Parand do Bean rugose mosaic virus estudado neste trabalho,
foram depositadas no GenBank e estdo disponiveis sob 0s numeros de acesso
KP404602 e KP404603, respectivamente.

O codon de inicio no RNA1 esta localizado no nucleotideo de posicéo 233, e 0
ultimo nucleotideo do codon de terminacdo estd na posi¢do 5.801, codificando uma
unica ORF de 1.856 amino&cidos, com massa molecular calculada em 210 kDa.

O cddon de inicio no RNA2 estd na pocicdo 206 nt, enquanto que o ultimo
nucleotideo do codon de terminacdo esta localizado no nucleotideo de nimero 3.500. O
RNA2 contém outro codon de metionina (de inicio) na posicdo 381 nt. E possivel que a
traducdo se inicie neste codon, bem como produza uma proteina N-terminal truncada
caracteristica de comovirus (HULL, 2002). A poliproteina do RNA2 pode ter entdo

1.097 aminoacidos de comprimento ou 970, dependendo de qual cédon de inicio é

37



usado, resultando em uma poliproteina com massa molecular calculada de 123 kDa ou

107 kDa, respectivamente.

RNA1 |

RNA 2

Figura 14
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Organizacdo gendmia do Bean rugose mosaic virus (BRMV). O genoma
consiste de dois RNAs: RNAL1 e RNA2. As caixas indicam as regides
codificantes das proteinas preditas: Pro-Co protease cofator, He RNA
helicase, caixa preta virus protein genome-linked (VPg), Pro protease,
RdRp RNA-dependent RNA polymerase, CR/MP  replicase
cofator/movement protein, LCP large coat protein, SCP small coat
protein, linhas horizontais regides 5" e 3" ndo traduzidas, AAAAAA(,
cauda poliA. Massas moleculares calculadas estdo listadas acima das
regides de cada proteina; nimeros acima das caixas indicam as posi¢oes
na sequéncia de nucleotideos, enquanto que os nimeros abaixo indicam
as posicdes na sequéncia de aminoacidos. Os trés aminoacidos em cada
lado dos sitios de clivagem preditos (em negrito) sdo mostrados abaixo
dos sitios nas poliproteinas, e a posicdo dos aminoacidos na poliproteina
é indicada.

Em nenhum dos cddons de inicio deste virus, pode ser encontrado o contexto

da sequéncia consenso favoravel para iniciacdo proposto por Kozak, (A/G XX AUG G,

onde X pode ser qualquer aminoacido), a ndo ser pelas bases purinas (A ou G) na

posi¢do -3, encontradas tanto no cddon de inicio do RNAL quanto nos dois codons do
RNA2. No RNA2, o segundo cddon de inicio (GAATATGC) esta num contexto mais

favoravel do que o primeiro (TGATATGT), o que condiz com trabalhos publicados por

Khandekar et al. (2009) e Komatsu et al. (2007) para outros comovirus.
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Baseado na identidade de sequéncias de outros comovirus, processos
proteoliticos da poliproteina do RNA1 do BRMV geram cinco polipeptideos: protease
cofator (Pro-Co), RNA helicase (He), VPg, protease (Pro), e RNA-dependent RNA
polymerase (RdRp), com massa molecular calculada em 35, 68, 3, 23 e 81 kDa,
respectivamente. O dominio da helicase predito contém uma regido correspondente a
motif da helicase (familia de proteina motif nimero 00910; pfam00910), como predito
na busca de dominios conservados no NCBI — National Center for Biotechnology
Information (MARCHLER-BAUER et al., 2005).

A sequéncia de aminoacidos predita da Pro-Co possui a motif
FX27WX11LX2:LX.E (onde X pode ser qualquer aminoacido), que esta envolvida em
fungdes Pro-Co (RITZENTHALER et al., 1991; KOMATSU et al., 2007). A regido da
He contém as trés motifs conservadas ligadas a nucleotideos trifosfatados (NTP-
binding) “A”, “B” e “C”, que sdo identificados nas helicases de virus de RNA de senso
positivo da superfamilia 3 (GORBALENYA et al., 1990; Dl et al., 1999; KOMATSU et
al., 2007). A regido da VPg contém a motif E/DX;1.3YX3NX4.5R, que é conservada na
familia Comoviridae (MAYO & FRITSCH, 1994), exceto pela auséncia de um dos aa D
ou E no inicio da motif. A regido da Pro analisada possui 0s aminoacidos conservados
His40, Glu76 e Cysl66 que podem constituir a triade catalitica para proteases
(GORBALENYA et al., 1989; DESSENS & LOMONOFF, 1991; DI et al., 1999). A
RdRp contém as oito motifs conservadas (la-VIII) localizadas na porcao central deste
gene, caracteristicas de virus de RNA de senso positivo propostas por Koonin et al.
(1991), e que também foram encontradas em trabalhos de Di et al. (1999); Petrzik et al.
(2005) e Komatsu et al. (2007). Esta proteina contém a sequéncia GDD de aminoacidos
que, de acordo com Hull (2002), desempenha um papel na catalizacdo da reacdo da
polimerase.

Processos proteoliticos da poliproteina do RNA2 do BRMV podem gerar
quatro potenciais polipeptideos de 56 kDa (aminoacidos 1-488) ou 40 kDa (aa 128-
488), dependendo de qual cédon de inicio é usado, formando replicase cofator e
proteina de movimento, além da Large coat protein de 41 kDa (aa 489-862) e Small
coat protein de 26 kDa (aa 863-1097). A poliproteina de 56 kDa contém a proteina
completa de 40 kDa em sua posi¢do C-terminal. Em outros comovirus, proteinas com a
mesma locagdo gendmica daquela de 56 kDa, funcionam como um cofator necessario

para a replicacdo do RNA2 (CR), enquanto aquelas que na posi¢do da proteina de 40
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kDa séo proteinas de movimento (MPs) (GOLDBACH & WELLINK, 1996; HULL,
2002).

No RNAZ2, cada proteina conttm dominios e motifs caracteristicas dos
comovirus. A regido N-terminal CR (126 aa) € a regido menos conservada e a mais
hidrofobica da poliproteina do RNA2 dos comovirus (CHEN & BRUENING, 1992). A
MP do virus em estudo apresenta a possivel motif NTP-binding (LXDX1,VTX,GK) dos
comovirus que pode estar envolvida na movimentagdo viral (HOLNESS et al., 1989),
modificado apenas na regido dos aa VT desta motif, onde foram encontrados os
aminoacidos VS. Na regido da LCP, os dominios conservados comparados por
identidade de aa compartilharam homologia com membros da superfamilia LCP dos
comovirus (pfam02247), bem como na regido da SCP, em que pode ser observada
homologia com a superfamilia deste mesmo gene (pfam002248). A massa molecular da
LCP (41 kDa) esta de acordo com a massa molecular previamente descrita para esta
proteina, de aproximadamente 40 kDa (RAJAKARUNA et al., 2007).

Como em outras espécies de comovirus, é predito que as duas poliproteinas
devem ser clivadas por uma proteinase codificada pelo virus (KHANDEKAR et al.,
2009). Os sitos de clivagem propostos para estas poliproteinas as separam em proteinas
baseando-se na similaridade de tamanhos e na significancia da homologia entre as
sequéncias de outros comovirus. Baseado em comparacfes com outras sequéncias de
comovirus ja anotadas, acredita-se que potenciais sitios de processos proteoliticos nas
poliproteinas, para 0 RNA1 estdo entre os aminoacidos Q/A, Q/S, Q/M e Q/S, para as
proteinas Pro-Co/He, He/\VVPg, VVPg/Pro e Pro/RdRp, respectivamente. Para 0 RNAZ2,
tem-se que entre CR/MP e LCP, o sitio de clivagem seja Q/S, e entre a LCP e a SCP,
seja Q/G. De acordo com Di et al. (1999), entre os genes da protease e polimerase, 0
sitio é altamente variavel entre os comovirus: Q/G no RCMV e CPMV, Q/S no BPMV,
Q/A no CPSMV. Similarmente ao BPMV, no BRMV nesta regido o sitio é Q/S. Os
mesmos autores citam que, embora entre Pro-Co e He, a maioria dos comovirus
possuam Q/S como sitio de clivagem, o BPMV apresenta Q/A, como encontrado no
isolado estudado. Os sitios entre a Helicase e VPg (Q/S) e entre a VPg e a Protease
(Q/M) também sdo altamente conservados nos comovirus, como CPMV, BPMV,
CPSMV e RCMV (Dl et al., 1999; KOMATSU et al., 2007), o que pode ser observado
tambem no BRMV-Parana. Os amino&cidos glutamina (Q) na posicéo -1 e alanina nas
posicdes -2 e -4 sdo conservados, além de que entre a Pro e a RdRp, tem-se a sequéncia
Q (1) A (-2) e Q (-3) (KOMATSU et al.,, 2007), que podem ser encontradas na
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sequéncia deste isolado do BRMV. Resultados semelhantes para os sitios do RNA1 do
BRMV também foram encontrados para 0 BPMV por Zhang et al. (2007). Quanto ao
RNAZ2, Chen & Bruening, (1992), comparando os sitios de clivagem, citam que entre a
CR/MP e a LCP a clivagem ocorre na posicdo Q/M para 0 BPMV e CPMV, e na
posicdo Q/S para o CPSMV, como predito para 0 BRMV. Os mesmos autores citam que
o sitio entre a LCP e a SCP ocorre em Q/G para o0s virus RCMV e CPMV, semelhante a
regido predita para 0 BRMV neste trabalho.

Alinhamentos multiplos das sequéncias de aminoacidos com outras espécies do
género Comovirus revelaram identidades mais altas entre a maioria das proteinas do
BRMV e do BPMV (45-61%) (Tabela 5).

Tabela 5 Identidade na sequéncia de aminoacidos (%) entre as proteinas do BRMV
e de outras espécies do género Comovirus.

Pro-Co He VPg Pro RdRp CR/MP LCP SCP

APMV - - - - 49 34 37 34
BPMV 45 51 53 55 59 49 61 54
BBTMV 30 40 50 48 55 39 53 42
CPMV 29 40 45 46 54 35 53 44
CPSMV 41 52 49 47 54 43 56 49
RaMV 30 41 50 41 56 41 48 42
RCMV 28 41 48 46 55 34 54 46
SgMV 28 40 50 42 52 43 53 40

Valores mais altos estdo em negrito.

Com base na mais recente atualizacdo da classificacdo taxonémica da familia
Secoviridae (na qual inclui-se o género Comovirus) (SANFACON et al., 2011) ja
descritos, em que para que sejam consideradas espécies distintas, é necessario analisar a
porcentagem da identidade da sequéncia de aa da CP e da regido Pro-Pol conservada.
Além disso, é preciso haver diferencas nas reacdes antigénicas entre as espécies,
apresentar gama de hospedeiras e especificidade de vetor distintas, auséncia de prote¢édo
cruzada e auséncia de re-ordenacdo entre o RNA1 e RNA2. Contudo, segundo 0s
mesmos autores, nem todos os critérios precisam ser encontrados simultaneamente. Em
casos em que a porcentagem de identidade da sequéncia em uma ou nas duas sequéncias
estd proxima do limite de corte proposto, ai sim outros critérios devem ser considerados.
Portanto, considerando-se que a maxima identidade obtida para a LCP do BRMV foi de
61%, e de 54% para a SCP de outra espécie ja definida, entdo assume-se que o BRMV ¢é
uma espécie distinta dentro do género Comovirus.
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A importancia de se conhecer o genoma completo do BRMV como também a
determinacéo dos sitios de clivagens das proteinas resulta na possivel utilizacdo deste
virus como vetor na indugdo de silenciamento génico. Trabalhos publicados por Cooper
et al. (2013); Zhang & Ghabrial (2006); Zhang et al. (2010) utilizaram vetores
provenientes do RNA2 recombinante do BPMV para inducéo de silenciamento génico,
onde inseriram 0s genes exdgenos entre as regides codificadoras da MP e da LCP.

Os VIGS descritos acima envolvem plantas de soja com BPMV recombinante
expressando um pequeno fragmento de um gene da soja que se imagina estar envolvido
na resisténcia a doenca de um outro patdgeno. Os VIGS séo inseridos antes do teste de
inoculagéo patogénica, e, se realizado com sucesso, induz o sistema de defesa mediado
pelo RNA de interferéncia endégeno na planta e diminui a expressdo do gene candidato.
A reducdo concomitante na resisténcia apds este desafio com o patdgeno implica no
gene silenciado de defesa (COOPER et al., 2013).

6.  Andlises filogenéticas

Analisando-se a arvore filogenética baseada na regido conservada da protease e
da polimerase do RNAL dos comovirus (Figura 15), observa-se um agrupamento, no
mesmo ramo, entre 0 BRMV e 0 BPMV, evidenciando que estas espécies seriam mais
proximas. Neste mesmo galho, tem-se 0 CPSMV. Em um outro clado, no mesmo ramo
estdo agrupados o RCMV e 0 BBTMV, em seguida 0 CPMV e por dltimo o SgMV. O
RaMV formou um galho separado dos outros comovirus, indicando estar
evolucionariamente mais distante, refletindo a diferenca na gama de hospedeiras destes

virus, pois este tltimo infecta espécies de cruciferas.

42



aq BETMWY

38 RCMV
B4 CPMV
SqlV
RaMV
CPSMV
- BRMV

93 BPMV

0.05

Figura15  Arvore filogenética baseada na comparagio entre as sequéncias de
aminoéacidos da regido conservada da protease e polimerase do RNA1 de
espécies de Comovirus. Valores de bootstrap maiores que 50 estdo
denotados. Abreviacdes e nimeros de acesso no GenBank: BBTMV,
Broad bean true mosaic virus, NC_022004; BPMV, Bean pod mottle
virus, NC _003496; BRMV, Bean rugose mosaic virus, KP404602;
CPMV, Cowpea mosaic virus, NC_003549; CPSMV, Cowpea severe
mosaic virus, NC_003545; RaMV, Radish mosaic virus, NC_010709;
RCMV, Red clover mottle virus, NC_003741; SqMV, Squash mosaic
virus, NC_003799.

A érvore filogenética baseada na regido da LCP e SCP do RNA2 dos
comovirus (Figura 16) revelou também uma relacdo mais proxima entre 0 BRMV e o
BPMV, seguido do CPSMV, em um ramo maior. Em um outro galho, agrupou-se o
RCMV e o BBTMV, posteriormente com o CPMV. O RaMV, o SqMV e o0 APMV
apresentaram ramificacdes diferentes, estando 0 RaMV mais proximo dos anteriores e 0

APMYV mais distante geneticamente.
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Figura16  Arvore filogenética baseada na comparagio entre as sequéncias de
aminoacidos da LCP e SCP do RNAZ2 de espécies de Comovirus. Valores
de bootstrap maiores que 50 estdo denotados. Abrevia¢Ges e nimeros de
acesso no GenBank: APMV, Andean potato mottle virus, L16239;
BBTMYV, Broad bean true mosaic virus, NC_022006; BPMV, Bean pod
mottle virus, AY744933; BRMV, Bean rugose mosaic virus, KP404603;
CPMV, Cowpea mosaic virus, NC_003550; CPSMV, Cowpea severe
mosaic virus, NC_003544; RaMV, Radish mosaic virus, NC_010710;
RCMV, Red clover mottle virus, NC_003738; SqMV, Squash mosaic
virus, NC_003800.

Comparagdes das sequéncias baseadas no RNA2 dos comovirus revelaram que
CPSMV e BPMV sdo mais similares entre si do que entre CPMV e RCMV, da mesma
forma que o RCMV e o CPMV s&o mais similares entre si do que entre BPMV e
CPSMV (CHEN & BRUENING, 1992). Estes resultados estdo de acordo com a
filogenia obtida neste trabalho, que agrupou aléem do BRMV, o BPMV e o CPSMV.
Resultados semelhantes, foram publicados por Han et al. (2002) e Haudenshield &
Palukaitis (1998), onde houve um pareamento entre CPMV e RCMV e entre CPSMV e
BPMV, em um mesmo clado, deixando em outro clado o SgMV, enquanto o0 ApMV
aparece mais distante.

Parece ndo haver nenhum acordo franco quando comparados 0s agrupamentos
das duas arvores (RNA1 e RNA2). Esta discordancia entre as arvores filogenéticas
derivadas da Pro-Pol e CPs tem sido observada também entre os virus do género
Nepovirus (WANG & SANFACON, 1999) e Comovirus (HAN et al., 2002). Muitas

explicacbes podem ser levadas em consideracdo a partir desta discrepancia. Uma
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possibilidade seria a recombinacdo do material genético que ocorre naturalmente e
especialmente em virus relacionados, neste caso entre os dois RNAs gendmicos ou
ainda a recombinacdo dentro de um dos RNAs (WANG & SANFACON, 1999).

Arvores filogenéticas baseadas em toda a poliproteina dos dois RNAs do BRMV
(Figura 17 e Figura 18), quando comparadas com as arvores baseadas apenas na Pro-Pol
para 0 RNAL e na CPs para 0 RNA2, ndo apresentaram diferencas significativas,
formando o mesmo padrédo de agrupamento dos clados entre as espécies.

77 BPMV
100 BRMV
CPSMV
RaMV
SqMV
CPMV
100 BBTMV

100 RCMV

39

01

Figural7  Arvore filogenética baseada na comparacdo entre as sequéncias de
aminoacidos da poliproteina do RNA1 de espécies de Comovirus.
Valores de bootstrap maiores que 50 estdo denotados. Abreviacdes e
nameros de acesso no GenBank: BBTMV, Broad bean true mosaic virus,
NC_022004; BPMV, Bean pod mottle virus, NC_003496; BRMV, Bean
rugose mosaic virus, KP404602; CPMV, Cowpea mosaic virus,
NC_003549; CPSMV, Cowpea severe mosaic virus, NC_003545;
RaMV, Radish mosaic virus, NC_010709; RCMV, Red clover mottle
virus, NC_003741; SqMV, Squash mosaic virus, NC_003799.
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Arvore filogenética baseada na comparagio entre as sequéncias de
aminoacidos da poliproteina do RNA2 de espécies de Comovirus.
Valores de bootstrap maiores que 50 estdo denotados. Abreviacdes e
numeros de acesso no GenBank: APMV, Andean potato mottle virus,
L16239; BBTMV, Broad bean true mosaic virus, NC_022006; BPMV,
Bean pod mottle virus, AY744933; BRMV, Bean rugose mosaic virus,
KP404603; CPMV, Cowpea mosaic virus, NC_003550; CPSMV,
Cowpea severe mosaic virus, NC_003544; RaMV, Radish mosaic virus,
NC_010710; RCMV, Red clover mottle virus, NC_003738; SgMV,
Squash mosaic virus, NC_003800.
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CONCLUSAO

O isolado viral definido como Parané do virus estudado neste trabalho pode ser
identificado como um comovirus, e representaria 0 BRMV, com base nos resultados dos
testes de ELISA, RT-PCR e microscopia eletronica de transmissao. O sequenciamento
completo do isolado viral indicou que o0 BRMV seria uma espécie distinta dentro do
género Comovirus.

Este foi o primeiro trabalho de sequenciamento completo e de caracterizagéo
gendmica deste virus e podera elucidar o posicionamento taxonémico definitivo do
BRMV. O virus, embora apresente sequéncia muito proxima do Bean pod mottle virus,
sendo que ambos infectam soja e feijoeiro, pode ser considerado uma espécie distinta e
definitiva, com base nos critérios propostos para Comovirus pelo Comité Internacional
de Taxonomia de Virus (ICTV — International Committee on Taxonomy of Viruses).

O BRMV estd mais proximo geneticamente do BPMV e do CPSMV, que
também infectam leguminosas, do que de outras espécies do género Comovirus, que
infectam solanéceas e cruciferas.

Os resultados de sequenciamento e anotacdo gendmica serdo Uteis para
trabalhos futuros de vetores virais para estudos genéticos, expressao e transformacao,
além de trabalhos de silenciamento génico utilizando este patdgeno, visto que este é
endémico no Brasil e infecta feijao e soja, culturas de grande importancia agrondémica e

econdmica.
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