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RESUMO

BARBOZA, Antonio Augusto Lazarini. PROPRIEDADES BIOLOGICAS E
ANALISE PARCIAL DO RNA1l CODIFICADOR DA REPLICASE DE
ISOLADOS DO Bean rugose mosaic virus . Universidade Estadual de
Maringa, Fevereiro de 2010. Professor Orientador: Eliezer Rodrigues de Souto.

O Bean rugose mosaic virus (BRMV) pertence ao género Comovirus, possui
genoma constituido de duas moléculas de RNA fitas simples, senso positivo,
denominadas de RNAL1 e RNA2 e apresenta gama de hospedeiras restrita, nas
quais induz sintomas sistémicos de mosaico, bolhosidade e deformacéao foliar
no feijoeiro. Plantas de soja e de feijao apresentando sintomas caracteristicos
de infeccdo por BRMV foram coletadas no Parana. Os isolados foram mantidos
em casa de vegetacao em plantas de feijoeiro cv. Rio Tibagi. Os isolados foram
purificados, permitindo a constatacdo da presenca de trés picos de leitura de
absorbancia que puderam ser correlacionados aos componentes virais de
Comovirus. Ensaios de Elisa indireto apontaram para diferencas na
concentracgdo relativa individual de cada isolado, a qual se manteve inalterada
mesmo nas infeccbes mistas. O RNA dos isolados foi extraido e um protocolo
de semi-nested RT-PCR foi utilizado na amplificacdo de um fragmento de
700pb do RNAL, o qual foi clonado e sequenciado. Compara¢cdes com outras
sequéncias do Genbank indicaram uma identidade de 79% dessa sequéncia
com o RNA1 do Bean pod mottle virus. Através da identificacdo da triade de
aminoacidos GDD, que € conservada nas replicases dos virus de RNA senso
positivo, foi identificada a regido conservada da RNA polimerase, codificada
pelo RNA1 do BRMV. A andlise filogenética permitiu a classificacdo do BRMV
como membro da familia Secoviridae, agrupando-o préximo ao BPMV, bem
como de outros comovirus de leguminosas. A sequéncia da regido 3’ do RNA1
do BRMV encontra-se depositada no GenBank sob o codigo de acesso
GU205154 ou @i|284807373].

Palavras-chave: Secoviridae, Comovirus, filogenia, RNA polimerase, feijoeiro,
BRMV.



ABSTRACT

BARBOZA, Antonio Augusto Lazarini. BIOLOGICAL PROPERTIES AND
PARTIAL ANALYSIS OF ENCODER RNAL1 replicase OF ISOLA TED Bean
rugose mosaic virus. Universidade Estadual de Maringa, 2010 February.
Advisor Professor: Eliezer Rodrigues de Souto.

Bean rugose mosaic (BRMV) is a member of the Comovirus genus. The virus
genome consists of two molecules of single strand RNA, positive sense, called
RNA1 and RNA2. BRMV has a restricted host range, causing systemic
symptoms such as blistering and leaf deformation on beans. Soybean and bean
plants showing characteristic symptoms of BRMV infection were collected in
Parana state. The isolates were maintained in ‘Rio Tibagi’ bean plants in
greenhouse conditions. The virus purified preparation gave three peaks of
absorbance readings that could be correlated to the comoviruses particle
components. Indirect ELISA tests pointed to replication differential rates for
each virus isolate that remained constant even after virus mixed infections. The
RNA of both isolates was extracted and a protocol for semi-nested RT-PCR
was used to amplify a RNA1l fragment of 700bp, that was cloned and
sequenced. Comparisons of the nucleotide sequence with others from the
Genbank showed 79% identity with RNA1 of Bean pod mottle virus. The
identification of the RNA polymerase coded by BRMV RNA1 was confirmed
through the GDD amino acid triad that is conserved in the RNA replicase of all
positive sense viruses. The phylogenetic analysis allowed the classification of
BRMV as a member of the Secoviridae family. BRMV could be situated next to
BPMV, among other comoviruses infecting leguminosae plants. The sequence
of the 3° RNALl region of BRMV is deposited in the GenBank under the
accession number GU205154 or gi|284807373|.

Keywords: Secoviridae, Comovirus, phylogenetic, RNA polymerasem, bean,
BRMV



1 INTRODUCAO

Diversas doencas causadas por virus foram identificadas em lavouras
de feijdo no pais. Dentre estes virus, 0s isométricos constituem um grupo
heterogéneo, que engloba representantes dos chamados Comovirus,
Cucumovirus, Sobemovirus entre outros (COSTA, 1987). Algumas destas
viroses encontram-se amplamente disseminadas no pais e sao de ocorréncia
generalizada, enquanto outras aparentemente sao restritas a determinadas
areas (CAMARGO et al., 1969 e 1976; KITAJIMA et al., 1980).

O virus do mosaico dourado do feijoeiro (Bean golden mosaic virus -
BGMV) é responsavel pelas maiores perdas na cultura do feijado. A ocorréncia
de infeccdes mistas entre diferentes Geminivirus, e destes com virus de outros
géneros, como o Comovirus, € muito comum, agravando 0s sintomas da

doenca.

Nas regides produtoras de feijdo no Estado do Parana ha ocorréncias
do virus do “mosaico-em-desenho” do feijoeiro (Bean rugose mosaic virus -
BRMV), principalmente em infec¢bes mistas com o BGMV, o que proporciona
maior severidade de sintomas causando perdas na producédo (BIANCHINI et
al., 1985; MARTINS et al., 1994).

O BRMV é um Comovirus, da familia Secoviridae (SANFACON et al.,
2009), descrito pela primeira vez infectando feijio na Costa Rica (GAMEZ,
1972 e 1982). Posteriormente, observou-se a doenca 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 o
primeiro relato ocorreu em Sao Paulo (CAMARGO et al., 1969), seguido pelo
Distrito Federal (KITAJIMA et al., 1980), Parana (BIANCHINI et al., 1985),
Minas Gerais e Goias (ANJOS et al., 1986; LIN et al., 1981).

Este virus caracteriza-se por apresentar genoma composto por duas
moléculas de RNA de fita simples, sentido positivo, encapsuladas
separadamente em particulas icosaédricas com diametro de 28 a 30 nm. Os

dois RNAs possuem uma proteina viral (VPQ) ligada covalentemente a suas

1



extremidades 5’, e uma cauda poli-A nas extremidades 3’, sendo que o RNA1
codifica proteinas envolvidas na replicacdo, o RNA2 codifica proteinas
estruturais e proteinas necessarias para 0 movimento célula-a-célula, ambos
RNAs necessérios para a infeccdo sisttmica da planta hospedeira (CHEN e
BRUENING, 1992b; POUWELS et al., 2002).

Virus de RNA senso positivo sdo muito estudados por apresentarem
caracteristicas genéticas comuns entre si. Além de possuirem a proteina VPg,
que esta envolvida na replicacdo, encontram-se também a helicase, protease e
a RdRp (RNA dependente de RNA polimerase), sendo a ultima de extrema
importancia durante a replicacdo viral e nas analises filogenéticas de virus que
codificam a RdRp, pois apresenta regides conservadas (RUECKERT e
WIMMER, 1984; KOONIN e DOLJA, 1993; BUCK, 1996).

O desenvolvimento de estratégias eficazes para o controle de virus que
infectam plantas depende da disponibilidade de métodos seguros para a
deteccao e identificacéo viral. No caso do complexo viral que infecta o feijoeiro,
€ imprescindivel a identificacdo e caracterizacdo destes virus, possibilitando
assim, maiores esclarecimentos sobre 0s virus relacionados aos sintomas de

mosaico.

Este trabalho teve como objetivos padronizar metodologias para estudo
das propriedades bioldgicas e moleculares dos isolados de Bean rugose
mosaic virus obtidos de cultivo de feijdo e soja do estado do Parana, utilizar as
informacdes obtidas desta padronizacdo para complementar as informacdes ja
existentes e, disponibilizar sequéncias de regides gendmicas para estudos

taxondmicos destes virus.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Cultura do Feijoeiro

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é, sem duvida, o alimento mais
popular no Brasil. Esta leguminosa faz parte da dieta alimentar e nutricional dos
brasileiros, por ser um grédo rico em proteinas, ferro e carboidratos. Além do
feijdo-comum, existem ainda outras espécies cultivadas no pais, como por
exemplo, o feijdo-azuki (Vigna angularis (Willd.) Ohwi e Ohashi), feijao-de-
porco (Canavalia ensiformis (L.) DC.); feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) e o
feijdo caupi ou feijdo-de-corda (Viana unguiculata (L.) Walp.), que no nordeste
do pais constitui a alimentacdo basica da populacdo (VIEIRA et al., 2006;
PAULA JUNIOR e VENZON, 2007).

O Brasil é o maior produtor de feijdo do mundo, assim como também o
maior consumidor, apresentando um consumo estimado de aproximadamente
16 kg/ano por pessoa. Mesmo assim, este consumo ainda é menor que a
média estimada na década de 1970, quando o consumo era de
aproximadamente 25 kg/ano (VIEIRA et al., 2006; PAULA JUNIOR e VENZON,
2007).

A cultura do feijao ocupa lugar de destaque na agricultura brasileira,
tanto em area plantada como em volume de producéo, além de ser importante
na ocupacdo de méao-de-obra (LOLLATO et al., 2001). A época de plantio, o
ataque de pragas e doencas, e 0 preco nado atrativo, diminuiram o interesse de
grandes agricultores por esta cultura, sendo hoje muito cultivado por pequenos
produtores. As pesquisas voltadas ao feijoeiro no pais datam da década de
1950, periodo em que ocorreu um aumento significativo da populacdo
brasileira, 0 que ndo aconteceu com a producao de feijdo, gerando assim uma
escassez temporaria dessa leguminosa no mercado. Fato que chamou a

atencdo de pesquisadores para essa cultura, levando-os a estudos que



procuraram desenvolver variedades de feijoeiro mais produtivas (VIEIRA et al.,
2006; PAULA JUNIOR e VENZON, 2007).

Reconhecido como cultura de subsisténcia em pequenas propriedades,
o feijoeiro € cultivado em todo o pais. O sistema de comercializacdo é o mais
variado possivel, predominando um pequeno grupo de atacadistas que
concentra a distribuicdo da producéo, gerando especulagdes, principalmente
quando ocorrem problemas na producdo. Dependendo da regido, o plantio de
feijdo é realizado ao longo do ano em trés épocas, deste modo em qualquer
época do ano, sempre existe a producdo de feijdo em algum ponto do pais
(ROSSI e MANOLESCU, 2004).

Os estados do Parana, Minas Gerais, Rondo6nia, Ceara, Pernambuco,
Séo Paulo e Goias sao destaques na producédo de feijdo no pais. O feijao
cultivado de primeira safra é plantado entre os meses de agosto e outubro no
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e na Regido de Irecé na
Bahia. O de segunda safra € cultivado de abril a junho pelos produtores do Sul-
Sudeste; porém nesse mesmo periodo se da a primeira e Unica safra para os
produtores do Norte, Centro-Oeste e Nordeste. A terceira e Ultima safra é
conhecida como safra de inverno, realizada entre os meses de junho/julho nos
estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias e Bahia na regido de Barreiras,
sempre sob sistema irrigado por pivo-central, atingindo alta produtividade, e
abastecendo o mercado entre o final da comercializacdo da segunda safra e o
inicio da primeira (ROSSI e MANOLESCU, 2004).

2.2 Principais Viroses do Feijoeiro e Soja

No Brasil, foram assinaladas diversas doencas causadas por virus.
Entre estas, algumas se encontram amplamente disseminadas no pais,
apresentando ocorréncia generalizada. Entretanto, existem aquelas que
aparentemente sdo restritas a determinadas areas (CAMARGO et al., 1969;
1976; KITAJIMA et al., 1980; COSTA, 1987).



Uma virose bastante comum nessa cultura é causada pelo virus do
mosaico comum do feijoeiro (Bean common mosaic virus - BCMV) membro do
género Potyvirus, esta virose causa perdas de 35 a 98% na producéo,
dependendo do estagio da planta e a época de infeccdo (FARIA et al., 1996;
GASPARIN et al., 2005). Através da utilizacdo de cultivares resistentes, o
impacto econdmico causado pelo BCMV teve um decréscimo nas ultimas
décadas (COSTA, 1987).

Outra virose que merece destaque, quando se fala da cultura do
feijoeiro, € 0 mosaico dourado (BGMV), género Begomovirus. Esta doenca
induz a danos severos e proporciona perdas consideraveis. Danos acima de
50% em condic¢des propicias a doenca e perda de até 100%, em consequéncia
da reducéo do peso e da qualidade dos grdos (BIANCHINI et al., 1989). O
“mosaico dourado”, muitas vezes, é causado por um complexo virético
estabelecido pela infeccdo mista do BGMV com outros Geminivirus e até
mesmo com virus de outros géneros. Entre estes, 0s virus isométricos, que
associados a viroses do feijoeiro no Brasil constituem grupo bastante
heterogéneo, englobando representantes dos géneros Comovirus,
Cucumovirus e Sobemovirus (COSTA, 1987).

Sao observadas as infeccbes entre o BGMV e o virus da clorose
infecciosa das malvaceas (Abutilon mosaic virus — AbMV), género
Begomovirus, chamado de virus do mosaico ando. Ja foi relatada a ocorréncia
entre BGMV com o virus do mosaico da Euphorbia (Euphorbia mosaic virus —
EuMV), género Begomovirus (COSTA, 1987). Outra infeccdo mista muito
comum ocorre entre 0 BGMV e o virus do mosaico rugoso (BRMV), género
Comovirus, também denominado virus do “mosaico-em-desenho” do feijoeiro
(COSTA, 1987; BIANCHINI et al., 1989). Também ja foi constatada a
ocorréncia do BGMV com o BCMV; com o virus do mosaico severo do caupi —
estirpe feijdo (Cowpea severe mosaic virus - CPSMV), género Comovirus, bem
como com o virus do mosaico do feijoeiro do sul (Southern bean mosaic virus —
SBMV), género Sobemovirus (COSTA, 1987).

A ocorréncia da infeccdo mista entre o BGMV e outros virus causa

danos mais elevados do que na infeccdo individual. As deformacdes séo



severas e as plantas apresentam superbrotamento, resultando em baixa
produtividade ou até mesmo liquidando totalmente a lavoura (COSTA, 1987;
BIANCHINI et al., 1989).

Entre os virus isométricos que compdem o complexo viral, destaca-se
o BRMV, que em condi¢Bes experimentais, tém sido responsaveis por perdas
na producao de 11,2 a 72%, dependendo da cultivar (BIANCHINI et al., 1997).
Sua ocorréncia € constatada em todo Estado do Parana, onde ja foram
verificadas lavouras com mais de 50% das plantas com sintomas. Neste
Estado, o virus é observado com maior frequéncia na safra da seca,
provavelmente devido a presenca de insetos crisomelideos que transmitem
este virus. Nessa época, 0 BRMV torna-se um problema sério em razdo de sua
ocorréncia em infeccbes mistas com o BGMV, ocasionando perda total da
capacidade produtiva do feijoeiro (BIANCHINI et al., 2000).

Como ja citado por Costa et al. (1981), o virus do mosaico do feijoeiro
do sul (SBMV) pode estar ocorrendo em infeccbes mistas com o BGMV.
Embora as perdas referentes ao SBMV possam atingir 50% da producao das
plantas infectadas, a sua ocorréncia geralmente ndao é alta (MORALES e
GAMEZ, 1989). Este virus pertencente ao género Sobemovirus é encontrado
infectando feijoeiro na regido do Distrito Federal (CUPERTINO et al., 1982) e
no Estado de S&o Paulo (COSTA, 1987).

O numero das doencas causadas por virus em feijoeiro na Ameérica
Latina ainda €& desconhecido, devido principalmente a incompleta
caracterizagcdo desses patdégenos e suas estirpes e as variacbes na
sintomatologia induzida por um mesmo agente em diferentes regides, 0 que
ocasiona confusdes (MUNOZ e KITAJIMA, 1990). Portanto, é de fundamental
importancia para o desenvolvimento de cultivares resistentes, a identificacéo e
o conhecimento dos isolados prevalentes numa determinada regido, pois
diferentes genes de resisténcia podem controlar a viruléncia de diferentes
estirpes (BOARI e FIGUEIRA, 1996).

Assim como o feijoeiro, a soja estad sujeita ao ataque de diversos
patdbgenos, e com o passar do tempo estas doencgas foram consideradas os

principais fatores que limitaram a maxima produtividade da soja no Brasil,
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ocasionando perdas indiretas através da acdo dos patdogenos e 0s gastos
decorrentes para o controle dos mesmos. Com a expanséo do cultivo de soja
no Brasil, comecaram a aparecer sintomas de doenc¢as que, na sua maioria, ja
eram conhecidas e descritas nos paises tradicionalmente produtores de soja
(ALMEIDA, 2008).

O virus do “mosqueado do feijoeiro” teve sua ocorréncia descrita em
campos experimentais da Embrapa-Cerrados, Planaltina e Distrito Federal,
ocorrendo em soja ltiquira, nos anos de 1992 e 1993 (ANJOS et al., 2000).
Infeccbes por Bean pod mottle virus (BPMV) também foram relatadas em
regides de soja do sul e leste dos Estados Unidos e, em areas endémicas com
alta populacdo de insetos vetores, ocasionou a reducdo de até 40% do
rendimento (GHABRIAL et al., 1990).

O BPMV pertence ao género Comovirus, familia Secoviridae, sendo
assim transmitido por besouros da familia Chrysomelidae. As plantas de soja
quando infectadas apresentam sintomas de mosqueado verde-amarelo nas
folhas e, em algumas cultivares, exibe aspecto de embolhamento e reducédo do
porte. Este virus tem como hospedeiras plantas da familia Leguminosae e a
espécie Chenopodium quinoa (ANJOS et al., 2000).

Esta virose reduz drasticamente o rendimento de soja das cultivares de
soja Garca Branca, Garimpo, Doko, ltiquira e Pioneira em condicdes
experimentais; nas regides produtoras do Brasil, devido a ampla ocorréncia de
Cerotoma arcuata e de sua eficiéncia como vetor do BPMV, este virus pode
disseminar-se e atingir niveis de dano econémico, ocasionando a necessidade
de inspecdo dos plantios comerciais € 0 mapeamento das regibes de
ocorréncia do BPMV em soja no Brasil (ANJOS et al., 2000).

Segundo Vance et al. (1995) a co-infeccdo por mais de um virus é
comum nas plantas superiores, inclusive na soja, sendo estes relacionados ou
ndo, sdo capazes de se replicar em uma mesma célula, interagindo de forma
antagonica ou sinérgica. Essa interacao sinérgica produz doenga com sintomas
mais severos do que os produzidos pela infeccdo de um Unico virus ou pode
provocar alteragdes na concentracdo de um ou ambos os virus (POOLPOL e
INOUYE, 1986).



Ensaios realizados por Calvert e Ghabrial (1983) e por Anjos et al.
(1992) demonstraram que a interacao sinergética entre BPMV com Soybean
mosaic potyvirus (SMV) e BPMV com Cowpea mosaic virus (CPMV) acarretam
um aumento de seis vezes na concentracdo de BPMV e de oito vezes na

concentracéo de CPMV, respectivamente.

As perdas com a cultura da soja estdo ligadas ao efeito direto do
patdgeno nas plantas, levando a queda do rendimento, assim como tendo acao
direta sobre a qualidade das sementes colhidas, ocasionando o descarte de
lotes de sementes. Atualmente, a maior parte das viroses descritas infectando
a soja encontra-se na Asia, Estados Unidos e América do Sul (ALMEIDA,
2008).

Desde 2001 a doenca conhecida como a necrose da haste, de etiologia
viral e transmitida pela mosca branca, Bemisia tabaci, tem sido observada
infectando plantas de soja no sudoeste de Goias, resultando em perdas
severas entre as cultivares suscetiveis. Com o passar do tempo, o virus foi
disseminado para outras regides, atingindo as lavouras do Maranhdo, Mato
Grosso, Bahia e do Parana (ALMEIDA et al., 2003).

A necrose da haste € uma doenca causada pelo Cowpea mild mottle
virus (CpMMV), pertence ao género Carlavirus, assim denominados por
Harrison et al. (1971), indicando como membro tipo o Carnation latent virus
(CLV). Os virus pertencentes ao género Carlavirus caracterizam-se por
possuirem particulas com RNA monopartido, de fita Unica e com peso
molecular variando de 2,3 a 3,0 x 106 (6,4 - 8,6Kb), com o conteido de RNA
variando de 5% a 8,5%, entre espécies desse género (VAN REGENMORTEL,
2000). A massa molecular da proteina capsidial, estimada por eletroforese em
gel desnaturante de SDS-poliacrilamida, varia de 31 kDa a 39 kDa (BRUNT e
KENTEN, 1973; GASPAR e COSTA, 1993; VAN REGENMORTEL, 2000;
COHEN et al., 2003).

Quando a soja é infectada pelo virus da necrose da haste na fase
inicial da lavoura, podem ser observados sintomas de curvatura e queima do
broto, podendo a planta morrer ou originar plantas anads, com folhas

deformadas. Se a infeccdo € mais tardia, nem todas as plantas morrem, porém
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ocorre uma reducdo do numero de vagens, que podem apresentar pequenas
lesdes superficiais circulares e escuras ou lesbes que cobrem toda a vagem.
As plantas desenvolvem a necrose da haste, principalmente, apds a floracao.
As folhas apresentam aspecto de mosaico, com diferentes tonalidades de
verde, variando desde o esmaecido ao verde normal das folhas, e facilitam o
diagndéstico no campo. Cultivares suscetiveis podem apresentar perda total da
producdo. A incidéncia de plantas mortas depende da populacdo de mosca
branca e da presenca de plantas hospedeiras. Em testes com cultivares
suscetiveis, concluiu-se que esse virus ndo se transmite pelas sementes.
(TECNOLOGIAS..., 2008).

Além da necrose da haste, a cultura da soja esta sujeita ao ataque de
diversas viroses como no caso da virose conhecida como Mosaico comum da
soja, doenca causada pelo Soybean mosaic virus (SMV), pertencente ao
género Potyvirus. Esta virose foi identificada no Brasil em 1955, no estado de
Sado Paulo, porém tem sua ocorréncia relatada em todo o mundo,
principalmente, porque é facilmente transmitida por sementes, além de
diversas espécies de pulgbes, como Myzuz persicae, Acyrthosiphon dirhodum,
Hysteroneura setariae, Schizaphis graminum, Rhopalosiphum maydis. E
importante observar que no Brasil ndo ha pulgbes infestando soja. A
transmissdo ocorre através de picadas de prova, de pulgdes alados, com
pousos casuais sobre plantas infectadas, o que termina por disseminar o virus

de plantas infectadas para plantas sadias (ALMEIDA, 2000).

As plantas infectadas pelo mosaico comum da soja podem apresentar
reducdo do rendimento de até 70% dependendo da cultivar. No Brasil, a
importancia desta virose tem diminuido com o passar do tempo, a partir do
surgimento de cultivares resistentes. Foi constatado que nos estados do Sul o
controle biologico dos afideos vetores desta virose tem reduzido a
disseminacgédo deste virus (ALMEIDA et al., 1997).

As plantas infectadas apresentam encarquilhamento e deformacéo dos
trifdlios, com algumas bolhas e apresentando areas verde-claras e verde-
escuras distribuidas irregularmente sobre o limbo foliar. Dependendo do

isolado viral e do cultivar infectado, podem ser observadas lesGes escuras nas



vagens. Em plantas infectadas até os 40 dias, as plantas podem apresentar
reducdo do tamanho, tendo menor produtividade, consequentemente. Além
disso, a maturacdo € atrasada e € comum encontrar plantas verdes entre
plantas j& amadurecidas (ALMEIDA et al., 1997).

Descrita pela primeira vez nos Estados Unidos (1946) a queima do
broto da soja é causada pela infec¢cdo do virus da mancha anelar do fumo,
Tobacco ringspot virus (TRSV). No Brasil, sintomas similares foram observados
em plantas de soja sendo decorrentes da infeccdo pelo virus da necrose
branca do fumo, Tobacco streak virus (TSV), atualmente, existe ha descricao
de outros virus causadores de sintomas semelhantes. Este virus pertence ao

género llarvirus, familia Bromoviridae (ALMEIDA et al.,1997).

Os danos causados a soja séo variaveis e dependentes das condicbes
climaticas (especialmente chuvas), bem como do local onde se instala a cultura
da soja. Em algumas localidades do estado do Parana, a soja ficou
inviabilizada, pois o0s prejuizos eram totais. Em outras areas foram observados
gque em anos secos ou quando as chuvas ocorrem em periodos bastante

espacados, existe o aparecimento de doencas (ALMEIDA, 2000).

Esta virose é transmitida por tripes do género Frankliniella, jA nos
Estados Unidos as espécies F. schultzei e Trips tabaci foram citadas como
vetores. No estado do Parana, as espécies Frankliniella sp. sdo facilmente
encontradas a campo. O virus causador da queima do broto da soja também é
transmitido pelo polen aderido ao aparelho bucal dos tripes, adultos ou larvas,
em plantas de Chenopodium amaranticolor. No Parana, em areas onde a
doenca € endémica, foi observada a ocorréncia de uma hospedeira do virus,
conhecida por cravorana (Ambrosia polystachya), outras espécies vegetais
naturalmente infectadas sdo o algodao, tomate, girassol, picdo, amendoim,
Crotalaria sp. e fumo. (ALMEIDA, 2000).

A doenca conhecida como mosaico calico da soja ocorre pela infeccao
da planta pelo Alfafa mosaic virus (AMV). Embora detectado inicialmente nos
Estados Unidos ocorrendo em alfafa, sua ocorréncia natural em soja sucedeu-
se tempo depois no Brasil, mais exatamente no estado do Parana, aparecendo
a campo em baixa intensidade (ALMEIDA et al.,1997).
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Este virus é transmitido por sementes de soja infectadas. As plantulas
infectadas apresentam folhas primarias com &reas amarelas, nas folhas
trifolioladas os sintomas variam de estrias amarelas até intensa clorose
internerval ou clorose das bordas do trifdlio, podendo sugerir fitotoxicidade ou
até deficiéncia nutricional. A transmissao ocorre por varias espécies de afideos
de maneira ndo persistente. A transmissibilidade por sementes € uma
caracteristica importante na disseminacao desta doenca. Além da alfafa e soja,
0 virus causador do mosaico calico da soja pode infectar outras espécies como
feijdo, batata, tomate, ervilha e fumo, além de Chenopodium amaranticolor, C.
quinoa (ALMEIDA, 2000).

Vale ressaltar que a transmissdo por sementes produzidas em plantas
infectadas € uma importante fonte de disseminacdo do virus. Normalmente o
virus do mosaico calico da soja causa pouca reduc¢do no desenvolvimento da
planta. Em determinados casos, onde ocorrem plantas infectadas de forma
experimental, as plantas exibem sintomas severos, seguida de uma
recuperacdo e voltando mais tarde a exibir os sintomas de intenso mosaico
amarelo (ALMEIDA, 2000).

Assim como o feijoeiro, a soja pode ser infectada pelo BRMV, nesse
caso a doenca é conhecida como mosaico rugoso ou mosaico em desenho. As
plantas infectadas apresentam sintomas de mosaico severo, com leve
encarquilhamento das folhas, as vezes apresentam formacéo de bolhas verde-
escuras circundadas por areas verde-claras, levemente translicidas (ALMEIDA
et al., 1997).

Um interessante fato observado em plantas de soja infectadas com
este virus foi o aparecimento de sementes manchadas, semelhantes as
induzidas pela infeccdo da planta pelo mosaico comum da soja. Também tem
sido descrito na América Central e nos EUA, recebendo a denominacdo de
virus do mosaico rugoso do feijoeiro, pertencente ao grupo dos comovirus
(ALMEIDA, 2000).

No Brasil o BRMV é transmitido por Cerotoma arcuata e Diabrotica
speciosa. Ha ainda a transmissao por C. ruficornis, Diabrotica balteata e D.

adelpha. Entretanto, ndo se constatou a sua transmissdo por sementes de
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feijdo. A ocorréncia desta virose em soja pode gerar grandes perdas,
dependendo do cultivar. Quando sucede em infec¢des mistas com outros virus,
como por exemplo, o mosaico comum da soja, pode ocorrer sinergismo, em
alguns cultivares, o que pode acarretar em perdas de até 26% na produtividade
(ALMEIDA et al., 1997; ALMEIDA, 2000).

2.3 Familia Secoviridae e GEnero Comovirus

A criacdo da ordem Picornavirales reformulou a taxonomia de um
grande grupo de virus, anteriormente descritos como ‘picorna-like viruses'.
Este grupo apresenta virus com genoma monopartido ou bipartido e com

organizacdo genomica muito conservada (LE GALL et al., 2008).

O género Comovirus esta incluido na subfamilia Comovirinae da nova
familia Secoviridae (SANFACON et al, 2009). Os virus da subfamilia
Comovirinae possuem propriedades similares com o0s Picornavirales, que
infectam insetos e animais vertebrados, constituindo um grupo diversificado,
que inclui uma grande variedade de virus. A maquinaria genética de todos
estes virus codifica essencialmente um mesmo bloco de replicacdo de genes,
utilizando mecanismos semelhantes, ligados a expressao génica. Com base na
andlise filogenética envolvida na replicacdo viral, foram encontradas
semelhancas que correlacionam estes virus evolutivamente (ARGOS et al.,
1984; GOLDBACH, 1987; KOONIN e DOLJA, 1993; LE GALL et al., 2005).

Estes virus apresentam caracteristicas em comuns, como uma proteina
viral (VPg) covalentemente ligada a regido 5’ - terminal do RNA. Virus da
familia Sequiviridae podem apresentar genoma monopartido ou bipartido; os
membros do género Comovirus possuem genoma dividido em dois
componentes de RNA (KARASEV et al., 2001).

Dentre os virus, os que apresentam RNA senso positivo, Sdo 0s mais
estudados devido ao fato de apresentarem caracteristicas genéticas comuns

entre si. Além da presenca da proteina VPg, que esta envolvida na replicacéo
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do genoma viral, principalmente nas fases iniciais, sdo ainda codificados trés
importantes blocos de genes estruturais, como o bloco P1 codificador de dois
blocos estruturais, VP1-VP4, que codificam proteinas do capsideo e dois
blocos de genes nado estruturais, P2 e P3, associados na codificacdo de
proteinas envolvidas no processo de replicacdo, como a helicase, VPg,
protease e a RARp (RNA polimerase dependente de RNA) (KOONIN e DOLJA,
1993).

A RdRp € uma proteina essencial na replicacdo viral e tem sido
observado que a regido gendmica codificadora desta enzima é altamente
conservada entre todos os virus de RNA senso positivo, portanto andlises
filogenéticas dessa regido gendmica sdo utilizadas em estudos de taxonomia
evolutiva dos virus de RNA (KOONIN e DOLJA, 1993; BUCK, 1996;
RUECKERT e WIMMER, 1984).

Os Comovirus pertencem a subfamilia Comovirinae da familia
Secoviridae (SANFACON et al., 2009) em que também estdo presentes 0s
géneros Nepovirus e Fabavirus, ambos divididos de acordo com o tipo de
inseto vetor e relagdo sorologica. Os comovirus tém seu genoma dividido em
duas moléculas de RNA de fita simples, de senso positivo, designados de
RNA1 e RNA2 que sao encapsulados separadamente em particulas
icosaédricas com 28 a 30nm de diametro. O RNA 1 apresenta 5.900
nucleotideos (n), enquanto que o RNA 2 apresenta aproximadamente 3.500
nucleotideos. Os RNAs apresentam ainda uma VPg ligada covalentemente a
regido 5' e uma cauda poli-A na sua regido 3' (CHEN e BRUENING, 1992b).

O RNA 2 produz duas poliproteinas com iguais extremidades
carboxilicas, resultantes da traducdo de sua prépria ORF (Open Reading
Frame - fase aberta de leitura) a partir de dois cédons iniciadores na mesma
fase. Uma delas é a proteina 24K que é a Unica com atividade de protease,
sendo esta sintetizada pelo RNA 1, responsavel pelo processamento de ambas
as proteinas. Por sua vez, a proteina 87K possui atividade de RNA polimerase
dependente de RNA, e a proteina 58K possui atividade de helicase e
possivelmente apresenta a funcdo de ancora, para manter o complexo

replicativo associado a membrana plasmatica da célula. A VPg funciona como
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iniciador da replicacdo do RNA, a protease 24K é vista como essencial para a
replicagdo porque catalisa a protedlise que libera a VPg da poliproteina de 84
kDa, processo que aparentemente pode ocorrer durante a replicagdo do RNA
(CHEN e BRUENING, 1992a e b; POUWELS et al., 2002).

O RNAL1 apresenta autonomia de replicacdo, porém o0s virions
completos sdo formados apenas na presenca do RNA 2, que codifica as duas
proteinas capsidiais (37K e 23K). O RNA 2 codifica as proteinas 58K e 48K,
que com a mesma extremidade carboxilica estdo envolvidas no movimento
intracelular dos comovirus. Estudos ligados ao virus do mosaico do caupi
(CPMV), espécie tipo do género Comovirus, revelaram que todos os RNAs
possuem uma ORF, sendo esta traduzida como uma unica poliproteina. A ORF
do RNAL1 codifica proteinas que estdo envolvidas na replicacdo, enquanto que
0 RNA2 codifica proteinas estruturais e proteinas requeridas para o movimento
célula-a-célula. Tais proteinas formam tubulos que ligam as células infectadas
de forma contigua, por onde passam os virions. Sendo o0 RNA1 e o0 RNA 2
necessarios para a infeccdo sistémica da planta hospedeira (CHEN e
BRUENING, 1992a e b; POUWELS et al., 2002).

O genoma de diversos comovirus ja foi sequenciado, e as sequéncias
completas de ambos os RNAs estdo disponiveis, como é o caso dos isolados
de BPMV (U70866 e M62738) (DI et al., 1999; MACFARLANE et al., 1991),
CPSMV (M83830 e M83309) (CAMPBELL e TOCHIHARA, 1969; CHEN e
BRUENING, 1992a, 1992b), Squash mosaic virus (SgMV) (AB054688 e
AF059533) (HAUDENSHIELD e PALUKAITIS, 1998; HAN et al., 2002) (Figura
01).
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Figura 01 - Organizacdo do genoma de um comovirus, representada através do
genoma de um isolado japonés de Radish mosaic virus, segundo Komatsu et
al. (2007).

O processo de replicacdo dos virus de RNA é muito dependente da
eficiente produgcdo da RNA polimerase (RdRp) pela célula hospedeira, deste
modo, espera-se que esta regido gendmica ndo sofra grandes modificacées na
sua sequéncia, apresentando-se muito conservada no genoma das diferentes

espécies de um mesmo género de virus (KOONIN e DOLJA, 1993).

Em 1991, Koonin, alinhando 46 sequéncias de 30 grupos de virus,
observou 380 posi¢cdes consideradas semelhantes entre os virus estudados, 0
que inclui oito “motifs” distintos de aminoacidos (Motif = residuos conservados
entre sequéncias alinhadas) nas sequéncias correspondentes a RdRp dos
virus de RNA senso positivo analisados. Os motifs IV a VIl 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 que o 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 Secoviridae (KAMER e
ARGOS, 1984; (SANFACON et al., 2009)).
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Dentro dos comovirus a RdRp é a regido mais conservada codificada
pelo RNAL; devido a essa caracteristica, a sequéncia é muito utilizada como
critério de diferenciacdo entre os comovirus, com isso, arvores filogenéticas
sdo construidas com base nas analises comparativas destas sequéncias,
fornecendo informacBes capazes de agrupar virus de acordo com suas
semelhancas genéticas. Através de estudos comparativos das sequéncias de
aminoacidos, e com base em arvores filogenéticas construida através da
analise das sequéncias de aminoacido correspondente a RdRp, algumas
semelhancas foram constatadas entre BPMV, CPMV e Red clover mottle virus
(RCMV) reunindo-os no mesmo grupo, no qual o CPSMV e SgMV estavam
intimamente relacionados, enquanto Radish mosaic virus (RaMV) e Andean
potato mottle virus (APMoV) estavam distantemente relacionados (KOMATSU
et al., 2007).

Estudos comparativos das sequéncias de RdRp podem fornecer
informacdes que correlacionam a proximidade genética com virus de mesma
hospedeira, assim como existe a diferenciacdo entre comovirus que infectam
exclusivamente leguminosas (BPMV, CPMV, CPSMV e RCMV) e comovirus
que infectam hospedeiras ndo leguminosas (RaMV, SgMV e APMoV)
(KOMATSU et al., 2007).

A andlise da sequéncia codificadora da RdRp pode fornecer base para
a revisdo da classificacdo taxonbmica e filogenética dos virus RNA senso
positivo e, por esse motivo, tem sido usada para reconstruir relacdes evolutivas
entre os virus (KOONIN, 1991; BUCK, 1996; HATAYA et al., 2000; KARASEYV,
2000).

Uma longa e unica ORF, semelhante a do CPSMV, esta presente em
todos os genomas de comovirus. A analise de alinhamentos de varias
sequéncias correspondentes a codificacdo de poliproteinas revelou tais
semelhancas, o que pode ser muito importante para estudos de caracterizacéo
taxonémica de novos comovirus (CHEN e BRUENING, 1992a, 1992b; DI e
GHABRIAL, 1999).

A gama de hospedeiras dos comovirus €é bastante restrita,

aproximadamente 11 dos 15 membros do género infectam apenas espécies
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vegetais da familia Fabaceae. Quatro dos cinco comovirus para o qual a
completa sequéncia nucleotidica de ambos os RNAs ja foi determinada,
apresentam estreita gama de hospedeiras, limitando-se apenas a leguminosas.
Entretanto varios outros comovirus, incluindo o APMoV, RaMV e SgMV,
infectam naturalmente plantas hospedeiras nao-leguminosas. O RaMV e o
Turnip ringspot virus (TuRSV), até o momento sdo 0s Unicos comovirus
conhecidos infectando cruciferas (KOMATSU et al., 2007; RAJAKARUNA et al.,
2007).

2.4 Bean rugose mosaic virus

O primeiro relato da ocorréncia de BRMV infectando plantas de feijao
foi realizado na Costa Rica (GAMEZ, 1972; 1982) e em seguida, foi reportada
sua ocorréncia na Guatemala (CARTIN, 1973), em El Salvador (GALVEZ et al.,
1977), no Brasil (LIN et al.,, 1981), na Coldombia (ACOSTA et al., 1986),
Honduras e Nicaragua (GAMEZ, 1977).

No Brasil este virus foi relatado ocorrendo primeiramente em lavouras
de feijdo no estado de Sao Paulo e descrita como mosaico-em-desenho do
feijoeiro, apresentando sintomatologia similar a induzida pela infeccdo com
BRMV em plantas de feijjao (CAMARGO et al., 1969), posteriormente a
ocorréncia desta virose foi observada no Distrito Federal (KITAJIMA et al.,
1980), no estado do Parand (BIANCHINI et al., 1985), em Minas Gerais e
Goids (ANJOS et al.,, 1986). O agente etiologico desta doenca foi entdo
denominado "virus do mosaico-em-desenho do feijoeiro”, e posteriormente,
com base no agrupamento dos comovirus em cinco serogrupos (FULTON e
SCOTT, 1977), propuseram a inclusdo do "virus do mosaico-em-desenho do
feijoeiro” no serogrupo do BRMV, sendo entédo considerada uma estirpe desse
virus (LIN et al., 1981).

A infeccdo por BRMV induz a sintomas de mosaico intenso,

rugosidade, deformacéo das folhas e vagens, em casos mais graves provoca
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bolhas nas folhas, nanismo da planta e faixas verdes escuras nas nervuras.
Este virus possui uma gama de hospedeiras restrita, infectando as espécies
Phaseolus vulgaris, Vicia faba e Chenopodium amaranticolor (GAMEZ, 1972,
1982). Em Chenopodium quinoa apresenta lesdes cloréticas nas folhas
inoculadas. Em C. amaranticolor as lesdes encontradas séo do tipo necroticas

e sem infecgéo sistémica (GAMEZ, 1982).

Em plantas de soja os sintomas encontrados variam de acordo com a
cultivar infectada, geralmente sdo encontrados além dos sintomas de mosaico,
algumas bolhosidades e encrespamento das folhas, tendo também uma
reducdo no porte da planta infectada (CUPERTINO, 1987). O mosaico € o
sintoma caracteristico desta doenca. Entretanto, sintomas como bolhosidade,
deformacéo foliar, lesdes locais cloréticas, necréticas e também necrose de
nervuras, podem ser observados em diversas cultivares de feijdo. Ja a queima
do topo pode ocorrer em feijoeiros das cultivares ‘Rico baio 1014’ e ‘Rico 23’
(ANJOS et al., 1994; COSTA, 1983).

A transmissdo natural do BRMV € realizada por besouros
Chrysomelidae. Os insetos vetores mais comuns sédo os dos géneros Cerotoma
e Diabrotica, tendo as espécies C. arcuata e C. ruficornis a transmissao mais
eficiente (COSTA et al.,, 1981; FULTON e SCOOTT, 1977; FULTON et al.,
1980; MARTINS et al.,, 1994). Este virus ndo apresenta transmissao via
semente, tanto em feijjdo como em soja, mas € facilmente transmitido
mecanicamente via extrato vegetal tamponado (GALVEZ et al., 1977; GAMEZ,
1972; MARTINS et al., 1994; SPERANDIO, 1982).

Estudos de microscopia eletrnica de tecidos foliares de feijoeiros
infectados com BRMV demonstraram alta concentracdo viral, aléem de
inclus@es citoplasmaticas cristalinas nas células (CAMARGO et al., 1969, 1976;
MUNOZ e KITAJIMA, 1990). Através da microscopia de luz, é possivel
observar cristais densos de perfil poligonal, formados por virions no citoplasma
de células epidérmicas dos parénquimas, de tricomas e em células-guarda dos
estdmatos (MUNOZ e KITAJIMA, 1990). A presenca desses cristais € muito
importante para a identificacdo do BRMV e sua distingdo dentre os diversos

virus que também causam sintomas de mosaico em feijoeiro (EDWARSON e
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CHRISTIE, 1978; MUNOZ e KITAJIMA, 1990). Ja foi relatada a presenca de
particulas parecidas com virus dentro de vesiculas ou bem proximas das
membranas externas, esta localizacdo pode ter alguma relacdo com o ciclo de
replicacéo viral (ACOSTA et al., 1986).

No Brasil, esta doenca ainda ndo apresenta grande impacto a
producdo de feijao, por esta razdo, nenhuma medida de controle tem sido
recomendada até o momento, além do controle quimico dos insetos vetores
desta doenca, que aparentemente esta mantendo a incidéncia do BRMV em
niveis toleraveis. Entretanto a ocorréncia de BRMV em feijoeiro, sob condictes
favoraveis a doenca, pode acarretar perdas consideraveis; esta virose reduz o
rendimento da producdo em diversas variedades, como o0 caso das variedades
Jalo e Carioca, que apresentam perdas no rendimento de 29 a 59% e 20 a
56%, respectivamente (SPERANDIO, 1982), sendo que o numero de vagens
por planta também pode ser afetado (COSTA, 1983).

Quando a infeccao viral ocorre mais cedo e/ou com infeccdo mista com
outras viroses, € maior a reducao no rendimento em graos da cultivar (ANJOS
et al., 1994; BIANCHINI e BERGAMIN FILHO, 1994; COSTA, 1983; MARTINS
et al., 1994). Cultivos sucessivos, principalmente na regido dos cerrados,
podem aumentar a incidéncia desta doenga, em raz&do da transmissao eficiente
do virus pelos insetos vetores e a presenca de hospedeiros alternativos,
facilitando a permanéncia dessa virose de uma safra para outra (ANJOS et al.,
1994).

O BRMV, assim como outros virus, pode ser identificado através de
meétodos biologicos, sorolégicos e moleculares. Os métodos biologicos
apresentam alta sensibilidade, porém ndo diferenciam estirpes
taxonomicamente proximas do mesmo virus (HULL, 2002). A sorologia é o
método mais comum e rapido para a identificacdo viral, porém necessita da
disponibilidade de antissoros, o que limita a sua utilizacdo em alguns locais.
Alguns testes sorolégicos sdo muito utilizados ndo sé na virologia como
também em outras areas da Ciéncia, como é o caso do teste ELISA - Enzyme-
linked immunosorbent assay (HOUWERS et al., 1982) e Western blot
(AGRIOS, 2005).
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A utilizacdo de métodos moleculares na identificagdo viral tem
aumentado consideravelmente com o passar dos tempos. O teste de RT-PCR
("reverse transcription — polymerase chain reaction™) € muito utilizado no estudo
de virus que apresentam genoma composto por RNA. Esta técnica utiliza
muitas vezes de oligonucleotideos (primers) especificos ou entdo degenerados,
dependendo do estudo a ser realizado. Como realizado por Souto et al. (2002)
quando relatou a sequéncia parcial de nucleotideos de um isolado de BRMV,
utiizando um par de oligonucleotideos correspondentes a uma sequéncia
conservada de aminodcidos, obtiveram um fragmento de 600 nucleotideos
correspondente ao RNA2 do BRMV, que, quando comparada com as
sequéncias ja depositadas no GenBank, observou-se 39% de similaridade com
a sequéncia de aminoacidos do RNA 2 de CPSMV e 44% com a sequéncia do
BPMV.
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi parcialmente realizado no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal da Universidade Estadual de Maringa e nos laboratorios
de Virologia e Biotecnologia Vegetal da Embrapa - Soja em Londrina.

3.1 Purificagdo e Manutencgao dos Isolados Virais

Os isolados do BRMV utilizados neste estudo foram obtidos de plantas
de feijdo que apresentavam sintomas caracteristicos de infec¢do viral. Tais
isolados foram coletados de plantas com sintomas provenientes de lavouras de
feijdo e de soja no Estado do Parana, que ja vinham sendo mantidos em casa

de vegetacdo em plantas de feijao.

A manutencao destes isolados foi realizada em plantas de feijao da
cultivar Rio Tibagi, através da inoculacdo mecéanica das mesmas. As plantas
foram mantidas em casa de vegetacao, algumas folhas apresentando sintomas
foram picadas e acondicionadas em solucdo tamponada de fosfato de sddio a
0,01 M e pH 7,0, mais glicerol (1:1; v/v) e mantidas em freezer, com a
finalidade de serem utilizadas como fonte de in6culo no decorrer deste e de

futuros trabalhos.

Para a purificacdo viral, sucessivas inoculacbes mecéanicas com
isolados mantidos em feijoeiro em casa de vegetacdo do IAPAR foram
realizadas em plantas de feijdo das cultivares Rio Tibagi e Carioca, plantas de

sojas da cultivar Santa Rosa e também em plantas de Crotalaria spectabilis.

Uma vez obtido sucesso na separacdo dos isolados do BRMV de
feijoeiro ‘Rio Tibagi’, as plantas foram transferidas para uma casa de vegetacao
da Embrapa — Soja, onde o isolado passou a ser mantido na mesma

hospedeira através de inocula¢des periddicas.
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Outro material utilizado neste estudo foi um isolado de BRMV de soja.
Este material vinha sendo mantido em solugdo tamponada com glicerol no
laboratorio de virologia vegetal da Embrapa-soja e foi utilizado nas inoculacdes
de plantas de feijoeiro ‘Rio Tibagi’. Os isolados de BRMV foram mantidos
através de inoculagdes peridédicas em novas plantas de feijdo ‘Rio Tibagi’, em

casa de vegetagao.

3.2 Inoculagbes Mecanicas

A inoculacdo mecéanica foi realizada através da friccdo do extrato de
folhas de feijoeiro cv. Rio Tibagi infectados com BRMV, na superficie das
folnas primarias de plantas sadias de feijdo, previamente polvilhadas com
abrasivo (carvdo vegetal finamente moido), através da friccdo do dedo
indicador, com o extrato de plantas infectadas com BRMV. O inéculo foi feito
com folhas de feijdo cv. Rio Tibagi apresentando sintomas de mosaico e
bolhosidade, maceradas em almofariz com a solugcéo tamponada de fosfato de
sédio a 0,01 M e pH 7,0, previamente resfriado. Logo apos a aplicacdo do
in6culo, as folhas foram lavadas com agua corrente para evitar queima das
folnas com o0 excesso de extrato e abrasivo. A inoculacéo foi feita quando o
primeiro trifélio apresentava 2/3 do seu tamanho normal. Os experimentos
foram conduzidos na Embrapa — Soja, em casa de vegetacao, sem controle de

temperatura.

3.3 Concentracdes Relativas dos Isolados Virais pel o Teste ELISA Indireto

Para esta avaliagdo foi realizado um experimento em casa de
vegetacdo com 55 vasos com aproximadamente 3 kg de solo adubado e
esterilizado, contendo quatro plantas de feijao cv. Rio Tibagi por vaso. Estes

vasos foram separados em trés blocos de 16 vasos e as plantas foram
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inoculadas quando o primeiro trifélio apresentava 2/3 do seu tamanho normal.
As plantas do primeiro bloco foram inoculadas com BRMYV isolado de feijoeiro,
0 segundo bloco teve as plantas inoculadas com BRMV isolado de soja e no
terceiro bloco as plantas foram inoculadas com uma mistura dos dois isolados.
A cada trés dias ap6s a inoculagdo, trés trifélios de plantas distintas foram
coletados. Foram realizadas seis coletas, destacando-se que a sexta e Ultima

coleta foi realizada quando as plantas estavam com 18 dias apés a inoculacéo.

Para a realizacao do teste ELISA indireto, retirou-se um circulo de cada
folha, com o auxilio de um furador, obtendo trés circulos, de mesmo diametro
por trifélio coletado. Cada material foi macerado em tampao de cobertura pH
9,6 obtendo solugdo 1. 10 (g/mL) e armazenadas a -18 T. As amostras
maceradas foram diluidas para a concentracdo de 1:20 e 1:200, 100ul de cada
amostra foi colocado nos orificios da placa. A placa contendo as amostras foi
incubada a 4 C, por 16 horas e mantida dentro de um recipiente fechado e
umedecido. ApGs este periodo, a solucéo foi retirada da placa e esta lavada por
trés vezes com solucdo tampao PBS-Tween (phosphate-buffered saline-
Tween). Aplicou-se na placa a imunoglobulina G (IgG), produzida na Embrapa
Soja, na concentracado de 1:200, incubada a 37 T durante 2 horas. Apos a
incubagédo a placa foi novamente lavada trés vezes com PBS-Tween,
adicionando-se em cada orificio da placa 100ul de solucdo de antissoro anti-
IgG (AntipRabbit IgG (Whole Molecule-SIGMA ®)) na concentracdo de 1:8000,
incubando-se a 37 T por 2 horas. Em seguida adicio nou-se 100ul de substrato
p-nitrofenilfostato (1g/mL). Apos 30 minutos a leitura da placa foi efetuada em
leitora automatica de ELISA (Microplate Reader — Model 3550UV/BIO-RAD®)
em absorbancia de 405 nm, segundo protocolos de Almeida et al. (2001).

3.4 Purificacdes dos Isolados de  Bean rugose mosaic virus

A purificac@o dos isolados em estudo foi realizada através do método

de purificacdo de virus segundo Sperandio (1982). Aproximadamente 100g de
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folhas de feijoeiro cv. Rio Tibagi previamente infectadas foram trituradas em
liquidificador com a solucdo tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 7,2 (1g/2 mL)
com 1% de sulfito de sodio e 0,01M de EDTA. O material foi entdo filtrado em
gaze duplo, ao filtrado foi adicionado 25% do volume inicial de cloroférmio e
25% do volume inicial de butanol, durante agitacdo por 10 minutos. Em seguida
o material foi centrifugado por 10 minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante foi
recolhido e acrescido de 8% do volume de PEG 6000 e agitado por 1 hora em
camara fria (10 C). Apos agitacdo o material com P EG foi entdo centrifugado
por 15 minutos a 11.000 rpm e o sobrenadante descartado. O precipitado foi
ressuspendido em 20% do volume inicial de tampéo fosfato de sédio 0,1M, pH
7,2, permanecendo em agitacdo por uma noite em camara fria (10 ). O
material foi entdo centrifugado a 43.000 rpm durante duas horas, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 200ul de
tampéao fosfato de sodio 0,01M e pH 7,2; apOs este processo 0 precipitado
permaneceu em repouso durante uma noite a 4 T. O m aterial teve o volume
completado para 10 mL e realizado uma almofada de sacarose 40%,
centrifugado a 48.000 rpm durante duas horas e trinta minutos. O precipitado
foi ressuspendido em 500ul em agua esterilizada e centrifugado a 1000 rpm
por 15 minutos. O sobrenadante da etapa anterior foi coletado e utilizado em
colchdo de sacarose 20% congelado, posteriormente centrifugado a 38.000
rpm durante 90 minutos, a leitura do RNA foi realizada através do fracionador

ISCO, com luz ultravioleta (254 nm).

3.5 Caracterizagéo Molecular dos Isolados

3.5.1 Extracdo do RNA Total

A extracdo do RNA total foi realizada através de dois métodos. No
primeiro método utilizou-se Trizol (Invitrogen), que consiste numa etapa de

homogeneizacéo elaborada a partir da maceracdo em nitrogénio liquido de 50
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a 100 mg de tecido foliar de feijoeiro, infectados com os isolados virais
provenientes de feijdo e soja, em um microtubo, com adi¢cdo de 1 mL de Trizol,

seguido de agitacdo manual.

ApoOs a adicao do reagente Trizol as amostras foram incubadas por 5
minutos a temperatura de 15 a 30 °C. Para a purificagdo da amostra foi
adicionado 200 pL de cloroférmio (0,2 mL de cloroférmio por mL de Trizol). As
amostras foram agitadas manualmente e incubadas a temperatura de 15 a 30
°C por 3 minutos. Ao término da incubacédo, as amostras foram centrifugadas a
8000 rpm, a temperatura de 5 °C, durante 15 minutos, o que possibilitou ao
final desta etapa, observarmos 3 fases distintas. O sobrenadante foi entdo
recuperado e transferido para um novo tubo, para precipitar o RNA foram
adicionados 500L de alcool isopropilico, cada tubo foi incubado por 10 minutos
a temperatura ambiente. Terminado o periodo de incubacdo, as amostras

foram centrifugadas durante 10 minutos, a temperatura de 5 °C, a 8000 rpm.

O sobrenadante foi descartado e o RNA precipitado ao fundo do tubo
foi lavado com 1000 uL de etanol a 75%, misturado rapidamente em um
agitador do tipo vortex. Os tubos foram centrifugados a 8000 rpm, a
temperatura de 5 °C, durante 5 minutos. O sobrenadandte foi descartado
obtendo-se o pellet de RNA que foi seco e dissolvido com 45 ul de H,O-DEPC.
Depois de dissolvido, o RNA Total (RNA vegetal e viral) foi utilizado
imediatamente nas reacoes de RT-PCR e o RNA total restante foi armazenado
a -80 °C.

O segundo método utilizado para a extracdo de RNA Total foi a
combinacdo do kit de extracdo RNeasy System (Qiagen) com o protocolo
anterior (Trizol), quando 100 mg de folhas feijdo, apresentando sintomas tipicos
da infeccdo por BRMV, foram trituradas em nitrogénio liquido.
Aproximadamente 75 mg deste preparado foram depositados em um microtubo
de 1,5 mL, sendo adicionado, posteriormente, 1 mL de Trizol, seguido de uma
vigorosa homogeneizacdo durante 2 minutos, em um agitador do tipo “Vortex”.
O material resultante foi centrifugado a 12.000 rpm, durante 10 minutos, sendo
a fase liquida superior transferida para um novo tubo, no qual foram

adicionados 200 pL de cloroférmio e seguido novamente por centrifugacdo a
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12.000 rpm, por 10 minutos. A fase aquosa superior formada nessa etapa foi
recolhida para um novo tubo, adicionando-se 200 pl de Etanol a 100% e
homogeneizando-a com o auxilio de uma pipeta; essa mistura final foi, entao,
depositada na coluna de cor ROSA do Kit RNeasy e centrifugada por 15-25

seg, a 8.000 rpm. O filtrado resultante foi descartado.

A mesma coluna (cor rosa), adicionou-se 700 pl de “Washing Buffer”
RW1, que foi centrifugada por 15-25 segundos, a 10.000 rpm, descartando-se
o filtrado desse processo. A essa coluna, novamente, adicionou-se 500 ul do
“Wash Buffer” RPE, centrifugado por 2 minutos, a 10.000 rpm, repetindo-se
essa etapa duas vezes. Apds estes procedimentos, a coluna foi depositada
sobre um novo microtubo e, ao centro da coluna, foi adicionado 45 pl de agua
DEPC, seguido de centrifugacéo por 1 minuto, a 10.000 rpm, para diluir o RNA.
O RNA total foi utilizado nas reacdes de RT-PCR seguintes.

3.5.2 Reacdes de Transcricdo Reversa (RT-PCR)

Para as reacdes de transcricdo reversa do RNA viral em cDNA, foram
testados alguns protocolos para se determinar qual destes melhor atenderia as

nossas necessidades.

O primeiro protocolo utilizado foi o descrito por Yang e Mirkov (1997),
com modificacdes; os reagentes foram adicionados em um tubo de
microcentrifuga de 200 ul, na seguinte ordem: 4 uL do RNA Total, 4 uL do
oligonucleotideos (Primers) iniciador hexameros randémico (pd(N)6 -
INVITROGEN™), 2 uL dNTP mix (10 mM) e 3 ul de DEPC H,O. Os tubos
contendo o mix descrito acima foram levados ao termociclador e incubados a
65 °C, por 5 minutos, e, em seguida, resfriados no gelo por 1 minuto e, entéo,
adicionado a cada reacédo 4 pL do tampéo de reacao 5X RT Buffer (0,5 M Tris-
HCL; 0,7 M KCL; 0,1 M MgCl, pH 8,0), 4uL de MgCl, (25 mM), 2 uL
dithiothreitol (DTT 0,1 M) e 1puL de RNase out. Estes reagentes foram
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levemente homogeneizados, centrifugados brevemente e incubados a 25 °C,
por 2 minutos. Foi acrescido 1 puL da enzima transcriptase reversa (M-MLV-
INVITROGEN™) aos reagentes, que foram incubados a 25 °C, por 10 minutos,
seguido de incubacédo a 42 °C, por 50 minutos. O cDNA produzido nesta
reacao foi armazenado a -80 °C para a utilizacdo nas reacdes em cadeia da

polimerase (PCR).

O segundo protocolo foi realizado testando dois Primers, um oligoDT e
primers hexameros randémicos. Ambos obedecendo a seguinte ordem,
primeiramente 3 uL do RNA Total, 2 uL do Primer iniciador e 3 uL de DEPC
H,O foram depositados em tubos de microcentrifuga, levados ao termociclador
e aquecidos a 80 T durante 3 minutos e em seguida, resfriados no gelo, sendo
adicionado a reacéo 4 uL do tampéao de reacdo 5X RT Buffer (0,5 M Tris-HCL;
0,7 M KCL; 0,2 M MgCl, pH 8,0), 4 uL de MgCl, (25 mM), 2 uL de dithiothreitol
(DTT 0,1 M), 2 uL ANTP mix (10 mM), 1 uL de RNase out e 1 uL da enzima
transcriptase reversa (M-MLV-INVITROGEN™). Estes reagentes foram
levemente homogeneizados, centrifugados e incubados 65 °C, por 60 minutos,

sendo o cDNA armazenado a -80 °C.

Foi testada uma reacdo de transcricdo reversa, utilizando 10 uL do
RNA Total, 2 pL do Primer iniciador (oligoDT) aquecido em termociclador a 80
T durante 3 minutos e, em seguida, resfriados no gelo. Foi acrescentado a
reacdo um mix de reagentes elaborado com 6 pL do tampéao de reacdo 5X RT
Buffer (0,5 M Tris-HCL; 0,7 M KCL; 0,1 M MgCl, pH 8,0), 1 yL dNTP mix (10
mM), 2 pL dithiothreitol (DTT 0,1 M), 1 yL da enzima transcriptase reversa (M-
MLV-INVITROGEN™) e 6 uL de DEPC H.0, que foram incubados a 37 °C, por
1 hora, seguido de incubacéo a 65 °C, por 10 minutos. O cDNA gerado nesta

reacdo também foi armazenado a -80 °C para a utilizacao nas reacdes de PCR.
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3.5.3 Reacdes de Semi-Nested RT-PCR

Para a realizacdo desta etapa, foi utilizado como base o protocolo
proposto por Maliogka et al. (2004) utilizado na identificacdo de diferentes

espécies virais pertencentes a familia Secoviridae.

Tabela 01 — Sequéncias de Primers degenerados sugerida por Maliogka et al.
(2004) usado na identificagdo de isolados virais dos géneros Nepovirus,
Comovirus e Fabavirus (Secoviridae).

PRIMERS SEQUENCIAS
ComF1 5'-ACIWSIGARGGITWYCC-3'
ComR2 5'-AVRTTRTCRTCICCRTA-3'
ComNeF3 5'-TACGWSGGARGGGTWYCC-3'
ComNeR4 5'-ARRTTRTCRTCGCCRTAIAC-3'
ComNeR5 5'-AVRTTRTCRTCGCCRTAIGT-3'

W=A+T;S=G+C;R=A+G; Y=C+T;V=G+A+C;|l=Ensina.

Inicialmente foi realizada uma reacdo de PCR utilizando 5 pL do cDNA
obtido na etapa anterior, 2 yL do tampé&o da reagdo 10X PCR-Buffer (0,5 M
Tris-HCL; 0,7 M KCL; 0,1 M MgCI2 pH 8,0); 0,6 uyL MgCl, (25 mM); 1,6 pL
dNTP mix (10 mM); 1 yL de DMSO 5% (dimetilsulfoxido); 3 uL dos Primers
ComF1l e ComR2; 0,3 puL da enzima Taq DNA polimerase e 5,5 uL de DEPC
H.O. As reacdes permaneceram no termociclador previamente programado
para 1 ciclo de 94 °C (2 minutos), 5 ciclos de 95 °C (30 segundos), 40 °C (10
segundos), 37 °C (5 segundos), 72 °C (30 segundos), seguido de 35 ciclos de
95 °C (30 segundos), 42 °C (30 segundos), 72 °C (25 segundos), seguido de

uma extensédo de 72 °C (2 minutos).

Ao término da reacdo de PCR, foi entdo realizada uma reacdo de
Semi-Nested RT-PCR com 5uL do PCR obtido na etapa anterior, 2 uL do
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tampao da reacao 10X PCR-Buffer (0,5 M Tris-HCL; 0,7 M KCL; 0,1 M MgCI2
pH 8,0); 0,6 uL MgCl, (25 mM); 1,6 uL dNTP mix (10 mM); 1 uL de DMSO 5%
(dimetilsulfoxido); 3 pL dos Primers ComNeF3, ComNeR4 e ComNeR5; 0,3 uL
da enzima Taq DNA polimerase e 2,5uL de DEPC H,0. As reacdes foram
levadas ao termociclador para um ciclo de 94 °C (2 minutos), 3 ciclos de 95 °C
(30 segundos), 48 °C (30 segundos), 72 °C (20 segundos), seguido de 37 ciclos
de 95 °C (30 segundos), 50 °C (30 segundos), 72 °C (25 segundos), seguido de

uma extensédo de 72 °C (2 minutos).

Amplificacbes foram obtidas apds a substituicdo do reagente DMSO
5% como proposto no protocolo original, por 1 pL de BSA, nas reacgfes de PCR

e de Nested-PCR posteriores.

Os resultados do Semi-Nested-RT-PCR foram observados em géis de
agarose a 1%, preparados com tampao SB. A separacdo foi realizada por
eletroforese horizontal com 120 volts por 1 hora, apés este periodo os géis
foram incubados em solugdo de brometo de etidio, as imagens foram
capturadas com luz UV. O marcador utilizando foi o DNA Ladder 100 pb
(INVITROGEN™).

3.5.4 Purificacdo do material amplificado nas rea¢c  des de semi-nested RT-
PCR

A purificacdo do material amplificado (bandas visualizadas no gel) foi
realizada utilizando tubos de microcentrifuga de 1,5 mL pesados antes e depois
que as bandas foram recortadas do gel. Foram entdo adicionados 3 uL do
tampéo GS1 por mg/gel, sendo o material aquecido a 50 °C durante 5 minutos
para fundir a particula de gel onde a banda se encontrava. Uma vez que o
material jA estava dissolvido foi transferido para a coluna (kit-Purelink da
Invitrogen), ficando em repouso por 1 minuto e centrifugado a 12.000 rpm por 1
minuto. O filtrado foi entdo descartado e a coluna foi lavada com 700 pL da
solucdo W9, o material permaneceu por 5 minutos a temperatura ambiente,

seguido de uma centrifugacéo a 12.000 rpm por 1 minuto, novamente o filtrado
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foi descartado. A coluna foi entdo submetida a uma nova centrifugacéo (12.000
rpm por 1 minuto) para que pudesse secar, apos este processo foi adicionado a
coluna 20 pL de tampéao TE, permanecendo em repouso por 1 minuto, para que
o material contido na coluna pudesse ser eluido e em seguida coletado através
de uma centrifugacdo a 12.000 rpm por 2 minutos. O material coletado apos a

altima centrifugacéo foi armazenado a -20 °C.

Outro protocolo para a purificagdo das amostras amplificadas por Semi
Nested-PCR foi realizado através da utilizagdo do kit Ultrafree®-DA, DNA
Extration From Agarose Gels, Range: 100-10,000pb DNA (MILLIPORE®), que
consiste basicamente na coleta da banda a ser purificada, transferida para um
tubo de ultracentrifuga com filtro, centrifugado a 8000 rpm durante 10 minutos.
O material filtrado foi entdo armazenado a -20 °C, para posterior utilizagdo nos

processos de clonagem.

3.6 Clonagens e Sequénciamento

3.6.1 Preparo de células eletrocompetentes de  Escherichia coli

Esta etapa teve inicio com a obtenc¢do de colbnias isoladas de E. coli a
partir do estoque em glicerol. Um pré-indculo foi estabelecido a partir de uma
colonia bacteriana crescida durante aproximadamente 18 horas (uma noite) em

10 ml de meio LB (Luria — Bertani) a 37 °C, sob agitagéo (200 rpm).

Com o pré-inéculo ja estabelecido, 5 mL do mesmo foi adicionado a
500 mL de meio LB e mantido a 37 °C sob agitacdo (300 rpm), até atingir a
ODe0o 0,5 a 0,7, lida em espectrofotbmetro. As células foram mantidas no gelo
por aproximadamente 20 minutos. Em condicbes assépticas as células
bacterianas foram transferidas para tubos (250 mL) de centrifuga pré-resfriados
no gelo. Esse material foi centrifugado a 7.500 rpm por 15 minutos a 4 °C
utilizando rotor Sorvall-SL250T. O sobrenadante foi entdo descartado e o

30



"pellet" foi ressuspendido em 500 mL de glicerol 10% gelado, sendo ent&o
centrifugado novamente a 7500 rpm por 15 minutos a 4 °C, utilizando o mesmo
rotor. O sobrenadante foi descartado e o "pellet" novamente ressuspendido em
250 mL de glicerol 10% gelado e centrifugado nas mesmas condi¢cdes da etapa
anterior. Apos a centrifugagdo o sobrenadante foi descartado e dessa vez o
"pellet” foi ressuspendido em 20 mL de glicerol 10% gelado e transferido para
tubos de 30 mL estéreis que foram centrifugados a 7200 rpm por 15 minutos, a
4 °C utilizando rotor Sorvall-SL50T; o sobrenadante da ultima centrifugacéao foi
descartado e o "pellet" ressuspendido em 2 mL de glicerol 10% gelado,
distribuidos em aliquotas em tubos de 2 mL e armazenados em ultra-freezer (-
80 °C).

3.6.2 Transformacéo e eletroporacgéo

Para a reacéo de transformacao foi utilizado o kit TOPO® TA Cloning®,
em que cada reacao foi preparada com 0,5 puL de DEPC H,0O; 1 L de salt
solution, 3,5 pL do DNA purificado e 1 pL do “TOPQ”.

Para a eletroporacdo, 40 uL de células eletrocompetentes foram
homogeneizadas gentilmente em um microtubo de 1,5 mL com 2 uL do cDNA
ja ligado ao plasmideo anteriormente e incubado em gelo por 1 minuto. As
células e o DNA foram transferidos para uma cubeta pré-resfriada em gelo,
previamente seca e colocado na camara do eletroporador previamente
calibrado para 2,5 kV, 25 yF, para pulso de 200 ou 400 ohms. A cubeta foi
removida imediatamente do eletroporador, e adicionou-se 1 mL de meio SOC,
em seguida esta mistura foi transferida para tubos contendo 15 mL de meio
SOC, incubados a 37 °C por 1 hora sob agitacéo (225 rpm). No periodo de 1
hora em que o material ficou crescendo, placas contendo meio LB mais
ampicilina (100 pg/placa) receberam 60 pL de IPTG/X-Gal (50 yL de IPTG 0,1M
e 10 uL de X-Gal 50mg/mL) que foram imediatamente espalhados nas placas

com auxilio de uma alga de vidro, as placas ficaram em repouso durante 30
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minutos. Apos o desenvolvimento bacteriano, 400 uL de cada material foram
espalhados nas placas que ja estavam previamente plaqueadas com IPTG/X-
Gal. As placas foram mantidas em estufa a 37 °C durante uma noite, para que
fosse possivel coletarmos somente as coldnias brancas, ou seja, as colbnias

gue possivelmente receberam o inserto de interesse.

3.6.3 Preparacéo de plasmideos em microplacas (MIN IPREP)

Com auxilio de um palito de dente estéril, colébnias brancas foram
inoculadas individualmente nos pocos (1 mL de v/poco) da placa. A placa foi
selada com adesivo, e 0 mesmo recebeu dois pequenos furos por poco,
facilitando a aeracédo. A placa foi incubada a 37 °C, 320 rpm por 22 horas. ApOs
a incubacao, o material foi centrifugado a 4000 rpm por 6 minutos, o adesivo foi
entdo removido e o sobrenadante descartado através da inversao da placa.
Foram adicionados 200 puL de GET (Glicose 20%; EDTA 0,5M pH 8,0; 1M Tris-
HCL pH 7,4) por poco; a placa foi novamente selada e agitada (vortex) por 2
minutos para ressuspensao de todo o material celular contido no fundo dos
pocos, seguido de uma centrifugagédo de 4000 rpm por 9 minutos a 4 °C; o
adesivo foi retirado e o sobrenadante novamente descartado, deixando a placa

invertida sobre o papel toalha por alguns instantes.

Uma mistura de 6 mL de GET + 500 pL de RNAse A (10 mg/mL) foi
preparada em um recipiente (quantidade suficiente para uma placa), entdo o
material foi ressuspendido em 65 pL desta mistura (GET + RNAse), sendo
transferido para os orificios de uma microplaca de fundo em U. A cada poco foi
adicionado 65 pL de NaOH 0,2N, e SDS1%. A placa foi novamente selada com
adesivo e a homogeneizacdo dos materiais foi realizada por inversdo (10
vezes), permanecendo em repouso durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Uma rpida centrifugacéo foi realizada para retirar toda a solugcéo do
adesivo. Adicionou-se a cada poco 60 uL de KOAc 3M (KOAc 5M; &cido

aceético glacial; H,O milliQ), selando a placa e invertendo-a por 10 vezes,
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incubando o material no gelo durante 10 minutos, seguindo de uma

centrifugacéo de 4000 rpm, durante 15 minutos a 4 °C.

Fixou-se com fita adesiva uma placa Millipore (MAGVN22) sobre uma
microplaca de fundo em "V", verificando se os poc¢os estavam bem alinhados.
Foi transferido cuidadosamente 100 puL do sobrenadante, evitando-se transferir
os residuos celulares para a placa Millipore e apos centrifugou-se por 5
minutos, a 4000 rpm a 4 °C, ou até todo o volume descer para a placa de
fundo em "V". Ao final do processo a placa Millipore foi descartada e adicionou-
se 90 pL de isopropanol ao filtrado, selou-se a placa e inverteu-se a mesma por
10 vezes, seguindo de uma centrifugacdo de 4000 rpm, por 45 minutos a 4 °C.
ApoOs a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado. A cada poco da
microplaca foram adicionados 150 pL de etanol 70% gelado. Centrifugou-se o
material a 4000 rpm durante 5 minutos a 4 °C, descartando-se o sobrenadante,
e invertendo-se a placa sobre papel absorvente por alguns minutos, a placa
permaneceu em repouso, estando coberta com papel toalha, durante 60
minutos a temperatura ambiente. Ao final desse processo, foram adicionados
30 uL de H,O MilliQ autoclavada por poco; a placa foi selada e mantida “over
night” a 4 °C (geladeira), para que nesse periodo o material pudesse ser

ressuspendido, e posteriormente armazenado a -20 °C.

3.6.4 PCR de sequenciamento

As reacdes de sequenciamento foram realizadas em microplacas
utilizando o kit “DNA Sequencing-Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready

ABI Prism” Versao 3.1, conforme orientacdo do fabricante.
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3.6.5 Preparo das amostras e sequénciamento dos fra  gmentos obtidos

Os fragmentos foram sequenciados em um aparelho ABI3100 -
Applied Biosystems, em sistema capilar.

3.6.6 Andlise das sequéncias

Os eletroferogramas produzidos apdés o0 sequenciamentos foram
submetidos ao pacote de programas "Phred/Phrap/Consed” (GORDON et al.,
1998) para se analisar a qualidade das sequéncias, visualizar o resultado
graficamente e gerar os arquivos no formato fasta (sequéncia de bases
antecedida pelo sinal “>” e seu nome). Estes arquivos foram analisados pelo
programa Contgen.pl e tiveram as sequéncias menores que 100 nucleotideos
com qualidade superior a 20 descartadas, para permitir maior confiabilidade
nos resultados. Posteriormente as sequéncias no formato fasta foram
submetidas ao programa BLAST - “Basic Local Alignment Search Tools”
(ALTSCHUL et al., 1997), comparando-se as sequéncias obtidas com as
sequéncias depositadas no banco de sequéncias do GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), verificando os valores de identidade, “score”, “e-

value” e alinhamento das sequéncias.

As sequéncias de virus da familia Secoviridae depositadas no
GenBank foram alinhadas com a sequéncia do BRMV obtida neste trabalho,
através do programa ClustalX (THOMPSON et al., 1997). Para construcao da
arvore filogenética foi utilizado o algoritmo “neighbor-joining” do programa
MEGA 4 (TAMURA et al., 2007). O alinhamento global das sequéncias para
analise dos motifs foi realizado no programa CLUSTALW-2

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) utilizando a matriz PAN.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como resultado da purificacdo biolégica dos virus do feijoeiro em soja,
Crotalaria, feijao 'Carioca’, feijao 'Rio Tibagi' e também em plantas indicadoras,
obteve-se um isolado de BRMV, o qual induz na cv. Rio Tibagi sintomas de
mosaico intenso e rugosidade, semelhantes aos sintomas relatados por Anjos
et al. (1994) e por Costa (1983) (Figura 02). Sintomas de bolhosidade foram
observados em plantas de soja cv. Santa Rosa, como j& relatado por Cupertino
(1987).

Figura 02 - Sintomas de mosaico intenso e rugosidade em folhas de feijao cv.
Rio Tibagi induzidos pelos isolados de Bean rugose mosaic virus (BRMV) de
feijoeiro (A) e de soja (B).

Entre as plantas indicadoras, observaram-se sintomas de lesfes locais
cloréticas, desencadeando posteriormente lesdes locais necréticas em
Chenopodium amaranticolor (Figura 03), ao contrario do observado por
Castillo-Urquiza et al. (2006) que verificou estes sintomas Chenopodium quino,

quando trabalhou com um isolado de BRMV. Entretanto, ambos os sintomas
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mencionados estdo de acordo com os dados de literatura para o BRMV
(GAMEZ, 1982).

Figura 03 - Sintomas em plantas de Chenopodium amaranticolor, mostrando
lesBes locais cloroticas e necréticas, induzidas pela infeccdo do Bean rugose
mosaic virus (BRMV).

4.1 Concentracao Relativa de Virus Determinada por  ELISA Indireto

Através do teste Elisa indireto foi observado que a concentracdo
relativa do isolado de soja do BRMV, mostrou-se maior que a concentracdo do
isolado de feijoeiro em plantas de ‘Rio Tibagi’ inoculadas. Esperava-se que a
taxa de replicacdo dos isolados fosse semelhante, entretanto as folhas de ‘Rio
Tibagi’ inoculadas com o isolado de soja, coletadas no 6° dia, apresentaram
maior concentragdo de virus do que o0s materiais coletados em datas

posteriores.

Quando foram avaliadas as plantas de ‘Rio Tibagi’ inoculadas com o
isolado de feijoeiro, foi observado que no 9° dia ap6s a inoculagédo as plantas
apresentaram maior concentragao viral. Nas plantas de feijoeiro inoculadas
com a mistura dos 2 isolados de BRMV foram observadas maiores
concentracdes no intervalo do 6° ao 9° dia apds a inoculacio, indicando que na
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infeccdo mista, provavelmente a taxa individual de replicagédo de cada isolado
foi mantida (Figura 04).
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Isolados de Bean rugose mosaic virus

Figura 04 - Concentracao relativa de virus determinada por Elisa indireto em
plantas de feijdo cv. Rio Tibagi, inoculadas com os isolados de Bean rugose
mosaic virus de soja, de feijoeiro e infeccdo mista (mistura de ambos os
isolados).

4.2 Purificacbes dos Isolados de  Bean rugose mosaic virus

Com a purificacdo dos isolados de BRMV de soja e do feijoeiro, e
posterior analise de fracionamento do material em gradiente de sacarose a
20%, congelado, permitiu-se observar trés picos de leitura de absorbancia que
foram correlacionados com o0s componentes virais de Comovirus, T=
componente superior (T = Top component); M = componente médio (M =
middle component); B = componente inferior (B = bottom component), assim
como os descritos por Gamez (1982). Em geral as particulas de comovirus e
nepovirus apresentam os trés componentes, T, M e B, no qual o componente B
apresenta uma unica molécula de RNA1 e o componente M apresenta uma
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molécula de RNA2; entretanto, o componente T ndo apresenta acido nucléico,

sendo considerado com uma particula vazia (MURPHY et al., 1995).

Comparando-se o0s resultados obtidos nos graficos de leitura dos
fracionamentos das preparacdes purificadas de ambos os isolados do BRMV
(Figura 05), observou-se que possivelmente existe uma diferengca na taxa de
replicagéo de cada isolado, assim como anteriormente observado nos testes
Elisa indireto. Entretanto, para que os resultados possam ser considerados
conclusivos, sdo necessarias purificagcdes adicionais de cada isolado, que
deverdo ser realizadas a partir de materiais inoculados e coletados em
intervalos de tempo previamente definidos, uma vez que foram obtidas
variacbes nas concentracdes relativas dos componentes virais, conforme a
purificacédo, sendo estes resultados semelhantes aos descritos por Acosta et al.
(1986).
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4.3 Caracterizagao Molecular dos Isolados de BRMV

O método de extracdo de RNA total utilizando o kit de extracdo RNeasy
System (Quiagen®) combinado com o reagente Trizol®, mostrou-se eficiente
na obtencdo de RNAs totais de qualidade, sendo portanto o método utilizado
(Figura 6). O RNA total foi armazenado em ultra freezer (-80 °C), para

diminuirem os riscos de degradacao rapida.

Figura 06 - Resultados de extragOes de RNA Total, separados por eletroforese
em gel de agarose a 1,2% corado com brometo de etidio, utilizando a
combinacgao do kit RNeasy (Qiagen®) com o reagente Trizol®. 1 e 2 - materiais
infectados com o isolado de Bean rugose mosaic virus (BRMV) de feijoeiro; 3 e
4 - materiais infectados com o isolado de BRMV de soja.

Para otimizar as reacfes de RT-PCR foram necessarios ajustes na
metodologia descrita por Maliogka et al. (2004), alterando-se as condi¢Ges das

reacdes de sintese de cDNA.
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As amplificacdes de PCR passaram a ser obtidas ap0s a substituicdo
de 5% de DMSO (dimetilsulféxido), como proposto por Maliogka et al. (2004),
por BSA (albumina sérica bovina). A adicao de BSA contribuiu para uma maior
homogeneidade entre as amostras e principalmente na eliminacdo de reacdes

falhas, assim como relatado por Carvalho e Vieira (2001).

O tamanho dos fragmentos amplificados a partir dos materiais de
BRMV foi semelhante ao obtido por Maliogka et al. (2004) na amplificacdo de
produtos de semi-nested RT-PCR de aproximadamente 737-789 pb, de uma
regido conservada (RdRp) do RNA1 de Secoviridae (Figura 07). A aplicacdo
por semi-nested RT-PCR é uma solugéo utilizada devido a baixa eficiéncia nas
amplificagbes com primers degenerados durante as reacdes de PCR inicial,
como observado por Dovas e Katis (2003a, 2003b).

1 2 3 4 ) 6

700 pb
aproximados
600 pb D
—

Figura 07 - Resultado de eletroforese em gel de agarose a 1,2%, corado com
brometo de etidio, dos produtos da amplificacdo por semi-nested RT-PCR,
utilizando primers descritos por Maliogka et al. (2004). Amplificacdo da regiao
conservada do RNA1 de virus da familia Secoviridae. (M) - marcador molecular
100pb; 1 e 2 — Bean rugose mosaic virus (BRMV) isolado de feijoeiro; 3 e 4 -
controle negativo (planta sadia); 5 e 6 - BRMV isolado de soja.

Os materiais de BRMV amplificados foram purificados, sequenciados e

clonados. Uma vez obtidas sequéncias de nucleotideos de qualidade, estas
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foram comparadas com as sequéncias depositadas no banco publico
(GenBank).

Sequéncias com alto grau de similaridade foram reunidas, formando
um pequeno contig de aproximadamente 300 nucleotideos, que quando
comparado com sequéncias depositadas no GenBank, apresentando 78% de
similaridade com a sequéncia da poliproteina 1 do BPMV, género Comovirus,
descrita por Gu e Ghabrial (2005).

Considerando que o BRMV até o momento ndo foi completamente
sequenciado e que apenas uma sequéncia parcial do RNA2 do mesmo
encontra-se depositada no GenBank (Souto et al., 2002), as semelhancas das
sequéncias dos fragmentos de RNAL dos isolados virais de feijoeiro e soja,
com sequéncia de outros comovirus depositadas no GenBank, sugerem que
estas sequéncias devem pertencer a espécie BRMV. A proximidade do BRMV
com outros comovirus, tais como o CPSMV e BPMV foram anteriormente

relatadas por Gamez (1972) e Bruening (1978).

Vale ressaltar que os oligonucleotideos utilizados neste trabalho foram
desenhados com base em uma regido conservada da sequéncia do RNA 1 de
17 Secoviridae, dentre estes do proprio BPMV. Entretanto, quando foram
realizadas reacdes de PCR com primers especificos para BPMV (GU et al.,
2002), nenhum dos materiais correspondentes aos isolados de soja e feijao foi
amplificado. Este resultado, somado aos resultados dos testes Elisa, comprova
que os isolados em estudo de fato pertencem ao género Comovirus; resultados
idénticos foram encontrados apds a realizagdo de novas reacdes de semi-
nested RT-PCR, assim como nas etapas posteriores necessarias para 0

sequenciamento.

Nas reacfes de PCR inicial foram utilizados os primers ComF1l +
ComR2, o produto desta reacgéao foi utilizado nas reacdes posteriores de semi-
nested RT-PCR com os primers ComNeF3 + ComNeR4 + ComNeR5, conforme
sugerido por Maliogka et al. (2004). Levando-se em consideragdo que estes
sao primers degenerados, passaram, entdo, a serem combinados nas reacoes

subsequentes de semi-nested RT-PCR, conforme segue:

= 1°) ComF1 + ComNeR4;
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= 2°) ComF1 + ComNeR5;
= 3°) ComNeF3 + ComR2

Estas combinacGes foram utilizadas em reacfes separadas de semi-
nested RT-PCR, nas mesmas condicbes que vinham sendo realizadas
anteriormente, resultando em amplificagGes diferentes daquelas encontradas

inicialmente (Figura 08).

600pb P —

Figura 08 - Resultados de eletroforese em gel de agarose dos produtos da
amplificagdo por semi-nested RT-PCR utilizando primers descritos por
Maliogka et al. (2004) em diferentes combinacfes. (M) - marcador molecular
100pb; 1- isolado de feijoeiro com os primers ComF1 + ComNeR4; 2 - isolado
de Bean rugose mosaic virus (BRMV) de feijoeiro com os primers ComF1 +
ComNeR5; 3 - isolado de BRMV de feijoeiro com os primers ComNeF3 +
ComR2; 4 - isolado de BRMV de soja com os primers ComF1 + ComNeR4; 5 -
isolado de BRMV de soja com os primers ComF1 + ComNeR5; 6 - isolado de
BRMYV de soja com os primers ComNeF3 + ComR2.

As amplificacbes encontradas foram de aproximadamente 740 pb
chegando algumas a mais de 1000 pb. Apds o sequenciamento, foi observado
gue os materiais apresentavam similaridade com o RNA1 dos Comovirus. O
alinhamento e a combinag&o destas sequéncias revelaram grande semelhanca
entre elas, facilitando a construgcdo de um contig de aproximadamente 756

nucleotideos.
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A sequéncia de nucleotideos obtida, quando comparada com
sequéncias de virus do GenBank, apresentou elevada similaridade com
sequéncias do RNA1 de RaMV e BPMV, apresentando identidade de 71% e
69%, respectivamente. Desta forma confirmou-se que os produtos de semi-
nested RT-PCR amplificados correspondem a uma regido gendmica do BRMV
gue, até o presente momento, ndo havia sido relatada (Figura 09 e Figura 10).

O contig de 756n obtido neste trabalho corresponde a regido de
dominio conservado da RdRp do RNA1 do BRMV, pois os primers utilizados
permitem amplificar esta regido conservada do RNAL1 dos virus da familia
Secoviridae, segundo Maliogka et al. (2004).

Esta sequéncia foi depositada no GenBank, sob o numero de acesso
GU205154 ou @i|284807373|. Através da respectiva traducdo em aminoacidos
foi possivel confirmar a presenca das regides conservadas em comovirus,
(SIW)EG(Y/F)P; GK e (T/Y)YGDDN(V/L), utilizados por Maliogka et al. (2004)
como base para a construgao dos primers (Figura 11).
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>r'dhj|A3295643.l| [51 Badish mosaic wirus genomic FHNA, seqment BNA1, complete sedquence

Length=A064

GENE ID: 6302928 RaMV slgpl | polyprotein [Fadish mosaic wirus]

acore

= 259 bhits [286), Expect

Identities
Gtrand=Fluz/Minus

Query
shice
Juery
Shict
Query
Fhict
Juery
Fhico
Juery
Shict
Tuery
shict
Iuery
hico
Query
shict
Query

shict

=l
48645
150
45045
210
47483
265
4630
328
4530
3687
4571
447
4511
506
4452
566

4392

2e-ai
g8/517 (1%)

3725517 (T11%) , Gaps

TTGTALCTGTACCGTAT AGCAT CTCATTGALGATACTGTTACALLTALCTCTCAGAGG:

R N e NN I el
TTGAAGCTGTATCTALTTAL AR T CTCATTCALAATGGALTTGCATATCAC GOTFAGAGRL

ALACCAGALGGALTACCACACTCGACTTTCCACACAGAGCCTCTACATATGGCATATCGE

L o O A e P A e B RN AR
ALACCAGATGGALTACCACACTCARC CTTCCATACTGTGTTTITACARLTGGCATATC G

GAACAACAAGCCARLACTALTTCTCTCG--TTCCCTACATAGTTTCGGTCCACCGLCAC

I e e O I I N e | 0 T - O A1 Y o
GALCALCALGCCATTAGC A FTGCTCTCGCTTTCGTTTGGAACTCTCACT--ACCACCAL

ACAGCTTGTTALTCATGECAGCCATAACTTGCATCACCTGTITGET TALCAGACCATCLL
O R ] 0 1 e ) o O O ) o O P o 1 Y
AGLAATTGTTTATCATGTCAGACATAGCCTTCATTACTTGCTTGGAALGCALCCCATCGA

ALCTACTGTAGTCACLACACAGTATGTTGTTACCTTTT-TCCCTCAGCCTATGTGCTAGL

B0l B e T 1 1 1 e O ] o) PRI e o o o 0 b A
AACTACTGTAATCACAGCACARGATGTTGTTGCCCTTTCTCTTTALACGCAT-TGCTAGY

TCAGTCCATTCATTACTGTAGGGATTARTACCCACCTGGCALGGCAGCTTACTCCTATTG
L I O e O e N N N N e R
TCCGTCCACTCCATGC CATAAGGATTARTCCCAACCTFACATGGTAGCACATTCCTGTIT

CGCATTATGAALCGCACARLAGT GA-GALACTTCTGCCGAACAATGAGATTATATTCCAT

0 e o o o O A Y O e R R R AR
CGCATAATAAAGC GErACARLAGT CALGRLCCTTCTACGCACCAACLL-ATTGTATTCCAT

TGGCAGTATTGT AL CACCTTGTTTTGGGCTT GG TGALAACTTTCCTTAATGFCALTTT

S I A e ARy I 1 BRI -E
TGGTALAATAGALAALCALC FTGTCTTAGGCTTCTCARATATCTICCGATGTGECAGTTT

TTCATCTTTGGGGCATTCAATGCCALCRLGTGTGGML A02
B I Y O N e R N N A R N A
CTCATCTTTGGGGCACTCTATTCCALATTAGRGTTGR. 4356

149
4509
209
4749
2a7
4691
327
4631
366
4572
446
4512
505
4453
5685

4393

Figura 09 - Alinhamento da sequéncia correspondente a RdRp de Bean rugose

mosaic virus (BRMV), com a sequéncia do RNA1 do Radish

mosaic virus. A

analise comparativa revelou similaridade de 71% entre os virus. Alinhamento
realizado em 11 de janeiro de 2010.
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>f"gh!AY?44931.l| Bean pod mottle wirus subgroup I segment FMALl, complete sedquence

Length=5995
dcore = 273 bits (302), Expect = ge-70
Identities = 4837694 (69%), Gaps = 107694 [1%)

Strand=Pluz/Minus

Query &3 GETGCCTTA-CTCGAGC GCATC AR GATTTETAACTGTACCOTATCGAGCATCTCATT AL 121
I e e A W B e A AR AR A AR NN
Zbijct 4905 GGAGCCTTAGCTTGA-CGCALCAACTTTTCATAACTATATCTGATALGCATCTCATTGAL 4547

Query 1322  GATACTGTTACARATAACTGTCAGAGGGALRCCAGAAGGAATACCACACTCGACTTTCCA 181

I e o o B W e e A N R N
fhict 4846 AATGCTATTACAGATAACAGTGAGTGGALATCCAGAAGGGATACCACACTCAACTCTCCA 4787

Query 182  CACAGAGCCTCTACATATGGCATATCGCGAACAACAAGCCAARACTARRTTCTCTCGTIC 241

[11 [ 1T AP 0 L L O 1 ) A O o)
Zbjct 4786 ALCATTTTTTITACAGATTGCCATCCTGGAGCAACALGCTAACAGAAGATGTGTTCTCTC. 4727

Query 242  CCTACAT-AGTTTCGETCCACCGCCACACAGCTTGTTAATCATGGCAGCCATAACTTGC- 299

[ L I e e
Zbjet 4726 ACG-CATCAGTTTCTCATCTCCACCACALAGACTGTTTATCATTTCTGCCAT--CTTGCT 4670

Query 300  -ATCACCTGTTTGGTTAACAGACCATCALAACTACTGTAGTCACAACACAGTATGTTGTT 358

N A A N N e R A AR A N
Zbjct 4669 CATARACTTGCTTAGTTATCAGACCATCAARRCTAGCATAGTCACALCACARLATGTCATT 4610

Query 338  ACCTTTTTCCCTCAGCCTATGTGCTAGATCAGTCCATTCATTACTGTAGGGATTAATACC 418
I O I o o I e O O A R B I NN
Zbjct 4609 TCCCTTGCTCAACAGTCTATTTGCCALACCAGTCCACTCCATAGAATATGGATTGATTCC 4550

Query 419  CACCTGGCAAGGCAGCTTACTCCTATTGCGCATTATCALRCGCACALRRCTFAGARACTT 478

L L o A o e O o e A A
Zhict 4349 AACTTGGCAACTCAATTTGTCCCTTTTCTTCATAATGAATCGCACARRATTCAAGAATTT 4490

Query 479  CTGCCGAACAATGAGATTATATTCCATTGECAGTATTGTCARACACCTTGTTTTIGRECTT 438

B et o I e R NN
fbjct 4489 TIGACGCACCACTAGATTALATTCCATAGARAGTATGETCAAGCAGCGCGTCTTGRETIT 4430

Query 539  GOTGAAAACTTTCCTTAATGGCAATTTTTCATCTTTGGGGCATTCAATGCCAACAAGTGT 598

[TIL 1T R R RN A A A A
Zbijct 4429 ATCARMAATTTTGOGACGGGGAAGTTTTTCATCTTTGGGACATTCTATGCCAMCCARTGT 4370

Query 5589  GGGAGGACCCATTTCCAATGTTTTAATCATCTCATCATATGCAATTTGCACACTCGTACC 65T

LTl A A A A R A e
Zhict 4308 TGGRACACACTTTTCTAGTTCAACAGTCAATTTATTGTATGCTTCTTCAACACTGGTACC 4310

Query 639  AGGCACTAACTCARRAGT-TTCACCATCACCTTGTACARATCTTTTCTTTCCTTICTCTC 717
8 I e O O R R AR A CELEEECET TR TEner 1l
Zbjct 4309 AGG-RATTAGTGACATTTCTTCACCATCTCCAGTGACARATCTTCTCTTGCCTTTTTCAC 4251

Query 718  CAGCTGTTCTTGACAGTACATGTGRAALCCCCTC 75l

[ N N e A N N N R RN A
Sbict 4230 CATTTTTCCTGGACAGAACATGAGGAALACCCTC 4217

Figura 10 - Alinhamento da sequéncia correspondente a RdRp de Bean rugose
mosaic virus (BRMV), com a sequéncia do RNA1 do Bean pod mottle. A
analise comparativa revelou similaridade de 69% entre os virus. Alinhamento
realizado em 11 de janeiro de 2010.
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cgtggoagggotttocacatgtactgtoaagaacagotggagagaaaggaaagasaaagar
W E &6 F P H V L 5§85 B TAOGTEI EKETGKIEHZRUF 20

ttgtacaaggtgatggtgaaacttttgagttagtgootggtacgagtgtgoaaattgoat
¥y 9 ¢ b 6 ET F E LWV P GT S VvV QO I A ¥ 40

atgatgagatgattadaacattoggasaatgootoctoccacacttgttggcattgaatgoe
D EM I £E T LEMOGGTP P TL VG IETCEPE 60

ccaaagatgaaasattgccattaaggaaagttttcaccaagocccaaaacaaggtgtitca
E D E K L B L R EV FT K P ET RLCUEF T 80

cagtactgocastggastatadtotocattgitoggoagaagtttocicacttttgtgogtt
I L P M E ¥ N L I VvV R Q K F L T F Y R F 100

tcataatgogoaataggagtaagotgocttgocagotgggtattaatcoctacagtaaty
I Mm B N R &8 K L P C Q WV I N P Y 5 N E 120

aatggactgatctagocacataggotgagggadaaaggtaacaacatactgtgttgtgact
W T D L A HERER L EBEEIFEKOGNMH®KILOCTICUDY 140

acagtagttttgatggtotgttaaccaaacagotgatgocaagttatggotgoocatgatta
S &8 FP D 6 L L T K Q VvV M Q VvV M A A M I N 160

acaagcotgtgtggoggtggacogaaactatgtagggaacgagagaatttacttttggott
K L ¢ 6 ¢6 6 P ¥ L ¢ R E B E N L L L A ¢ 180

gttogttogogatatgocatatgtajagyctctadtatgdaaagtocgagtgtggtattoott
¢ 5§ R ¥Y A I C B G 58 ¥YWW EV ECGTI P 5 200

ctggtttcoctotgacagttatttgtaacagtatocttcaatgagatgotocatacggtaca
G F P LT VYV I C X 5 I F W EMLTIDRY 5 220

gttacaaatctttoatgcgctogagtaaggocaccatcaatcttcactggasattttogaca
Y K S L M R &5 & K A P &% I F T G N F E K 240

dattggotcactcoctggttacctacgycgacgacaac
I A& T B -oN= SR O EE CiE N 251

Figura 11 - Resultado do sequenciamento dos produtos de semi-nested RT-
PCR. Sequéncia de 756 nucleotideos e a respectiva traducdo em aminoacidos
da regido interna conservada codificadora RdRp do RNA1 do Bean rugose
mosaic virus (BRMV). Em destaque as sequéncias de aminoacidos conservada
entre os comovirus, (SIW)EG(Y/F)P; GK e (T/Y)YGDDN(V/L), utilizadas na
construcdo dos primers descritos por Maliogka et al. (2004).

Foi possivel confirmar que a sequéncia de nucleotideos obtidade neste
estudo corresponde a RdRp do RNA1 do BRMYV, pois a analise comparativa do
alinhamento desta sequéncia com o dominio conservado da RdRp presente no
GenBank (Cdd/cd01699) indicou alta similaridade entre estas, confirmada com
o E-value 2e-52. Durante o alinhamento foi possivel observar a similaridade de
alguns aminoacidos conservados e a presenca do motifs VI GDD, relatado por
Koonin (1991), confirmando que a sequéncia de nucleotideos encontrada neste
estudo corresponde a regido interna e conservada do dominio da RNA
polimerase do RNA1 do BRMV (Figura 12).
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Conserved domains on [g284807374/¢b|ADB94059.1(]
polyprotein 1 [Bean rugose mosaic virus]

active site S i A
mebal fon binding sita ) Y

pubatice mucleic acid binding site 4

Specific hits
Superfanilies RT_like superfamily

CD Length: 278 Bit Score: 200.56 E-value: 2e-52
BRMV 10 20 30 40 50 &0 70 &0
gi 284807374 51 Pr DEKLELRY IE -
L
RdRp

*
gi 284807374 131 KENNILCCDYSSFDGLLIKGVMOVMAAMINKLCGGGPKLcrERENLLLA
Cdd]cd01&93 94 FSPVAIALCYSRFLSSLSPOLLEREHSIYNALYDDDDEL-~ERRNLI

* ilsnsaRsnwel X rese s Motif VI
gi 284807374 210 SIFNEMLIE paifcgNFEKLVILVEYGDON 23] '
Cddicdd16%9 172 SIT --SFEKNVRLLNYGDEC] 204 GDD

Figura 12 - Resultado do alinhamento da sequéncia traduzida do fragmento de
756pb do gene codificador da RNA polimerase do Bean rugose mosaic virus
(BRMV) com a sequéncia do dominio conservado da RdRp (Cdd/cd01699),
indica a alta similaridade entre as sequéncias. Em destaque o motifs VI GDD,
regido conservada em todos os virus de RNA senso positivo (KONNIN, 1991).

O alinhamento da sequéncia parcial da RNA polimerase do BRMV,
através do método neighbor-joining com as sequéncias completas do RNA1,
disponiveis no GenBank, dos Secoviridae: APMoV (Qi/586232/); SgMV
(0i/81963673/); RaMV (gi/213972515/); TuRSV (gi|260876006|); CPSMV
(0i/549316/); BPMV (gi/81951160/); CPMV (gi/138362/); (gi/549317/); Broad
bean wilt virus 1 - BBWV-1 (gi/38044071/); Broad bean wilt virus - BBWV-ME
(gi/81980609/); Broad bean wilt virus 2 - BBWV-2 (gi/81980609/); Patchouli mild
mosaic virus - PatMMV (gi/81997058/); Blackcurrant reversion-associated virus
- BRAV (gi/50400782/); Peach rosette mosaic virus - PRMV (Qi/81920792/);
Grapevine fanleaf virus - GFLV (gi/130392/); TRSV (gi/50401020/); Cycas
necrotic stunt virus - CNSV (gi/50400776/); Tomato black ring virus - TBRV
(9i/51316452/); Grapevine chrome mosaic virus — GCMV (gi/130391/), permitiu
ap0s analise em “bootstrap” (1000/ensaios) gerar a seguinte arvore filogenética
(Figura 13).
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79 0i[81951160[BPMV

GU205154 BRMV

0i[549317|RCMV

66 0i|138362|CPMV

Gi[213972515|RaMV Comovirus

100 0i[260876006|TVCV

99 0i[549316|CPSMV

52 0i[81963673|SqMV

99 0i|586232|APMoV

0i[38044071|BBWV

— 0i|81966533|BBWV
100 Fabavirus

10 gil81980609|BBMV
100 [ gil81997058|PatMMV

0i|130392|GFLV
4i[81920792|PRMV

- 0i[50401020[TRSV
58 0i|50400782|BRAV
0i[50403733[TORVR
0il50400776|CNSV

100 [ gil51316452|TBRVM

89

Nepovirus

0.1

Figura 13 - Resultado do alinhamento da regido conservada da RNA
polimerase do BRMV (GU205154) com as sequéncias completas do RNA1 dos
Secoviridae: Andean potato mottle virus - APMoV (gi/586232/); Squash mosaic
virus - SgMV (gi/81963673/); Radish mosaic virus — RaMV (gi/213972515/);
Turnip ringspot virus — TURSV (gi|260876006(); Cowpea severe mosaic Vvirus -
CPSMV (gi/549316/); Bean pod mottle virus - BPMV (gi/81951160/); Cowpea
mosaic virus - CPMV (gi/138362/); Red clover mottle virus - RCMV (gi/549317/);
Broad bean wilt virus 1 - BBWV-1 (gi/38044071/); Broad bean wilt virus -
BBWV-ME (gi/81980609/); Broad bean wilt virus 2 - BBWV-2 (gi/81980609/);
Patchouli mild mosaic virus - PatMMV (gi/81997058/); Blackcurrant reversion-
associated virus - BRAV (gi/50400782/); Peach rosette mosaic virus - PRMV
(gi/81920792/); Grapevine fanleaf virus - GFLV (gi/130392/); Tobacco ringspot
virus - TRSV (gi/50401020/); Cycas necrotic stunt virus - CNSV (gi/50400776/);
Tomato black ring virus - TBRV (gi/51316452/); Grapevine chrome mosaic virus
— GCMV (gi/130391/).
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A arvore filogenética construida com o alinhamento da sequéncia
parcial do RNAL dos isolados de BRMV e as sequéncias completas dos RNA1
de 21 membros da familia Secoviridae, permitiu o agrupamento em trés grupos
distintos de acordo com os respectivos géneros, dos quais 9 foram agrupados

no género Comovirus, 4 no género Fabavirus e 8 no género Nepovirus.

O fato do processo de replicagdo dos virus de RNA ser dependente da
eficiente producédo da RNA polimerase (RdRp) pela célula hospedeira, faz com
que esta regido gendmica ndo sofra modificacbes na sua sequéncia, sendo
entdo muito conservada no genoma das diferentes espécies de um mesmo
género de virus, assim como é observado nos Comovirus (KOONIN e DOLJA,
1993).

A RdRp, codificada pelo RNAL, é a regido mais conservada nos
Comovirus, sendo por essa razao utilizada como critério de diferenciacdo entre
os membros deste género. A andlise filogenética baseada na sequéncia da
RdRp codificada pelo RNA1 do BRMV permitiu agrupa-lo como um Comovirus

muito proximo ao BPMV, como ja relatado por Gamez (1972).

O isolado de BRMV pode ser agrupado no género Comovirus,
apresentando similaridade de 79% com o BPMV, permitindo o seu
agrupamento entre os demais comovirus que infectam leguminosas (BPMV,
CPMV, CPSMV e RCMV), como anteriormente observado por Komatsu et al.
(2007), que no estudo dessa regido gendmica, separou os Comovirus que
infectam exclusivamente hospedeiras leguminosas dos demais membros do

género que infectam outras hospedeiras ndo-leguminosas.

Com base no estudo dessa mesma regido genémica, o RaMV e o
TuRSV apresentaram alta similaridade entre si, podendo haver uma possivel
correlacdo entre eles pelo fato de infectarem cruciferas. Todavia, o CPSMV e o
SgMV mostraram-se intimamente relacionados, embora o SgMV infecte
cucurbitaceas. JA& o APMoV apresenta-se distantemente relacionado dos
demais Comovirus, também notado por KOMATSU et al. (2007).

Os primers degenerados de Maliogka et al. (2004) séo
filogeneticamente informativos para a identificacédo e classificagdo de membros
da familia Secoviridae e possivelmente de outras espécies de virus de plantas
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de genoma bipartido semelhantes aos Picornavirales, permitindo a obtencéao de
informacdes gendbmicas da regido terminal do RNA1l, a qual podera ser
sequenciada, como foi realizado neste trabalho, servindo posteriormente como

ponto de partida para o sequenciamento completo do virus.

Vale ressaltar que estes primers haviam sido utilizados na amplificacédo
por semi-nested RT-PCR de Comovirus que infectam hospedeiras néao-
leguminosas, e neste trabalho pode ser demonstrada também a sua eficiéncia

para amplificacdo genémica do BRMV do feijoeiro e soja.

O alinhamento global da sequéncia de aminoacidos correspondente ao
dominio RdRp do RNA1 do BRMV e as sequéncias completas do RNA1 dos
Secoviridae APMoV, SgMV, RaMV, TuRSV, CPSMV, BPMV, CPMV, RCMV,
BBWV-1, BBWV-ME, BBWV-2, PatMMV, BRAV, PRMV, GFLV, TRSV, CNSV,
TBRV e GCMV, mostrou a grande similaridade entre estes virus, confirmando
gue a sequéncia codificadora da RdRp fornece base para estudos filogenéticos
de virus RNA senso positivo, como ja relado por Koonin (1991) (Figura 14 A a
F).
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oi151316452 | TBEMV
gil130391|60MY
gi150400776 | CHSV
gi 150400782 | BRAV
gi|50403733 | ToEVE
gi1130392|GFLV
gi|50401020] TRSVE
gil181920792 | FRMV
oi|549316 | CESMV
gil81951160 | BEMY
gi|284807374 |BEMV
gi213972515 |RaMv
91260876006 | TVCV
gil|133362 | CEMV
gi|549317 |RCMV
gil81963673 | SaMV
gi| 586232 | AEMoV
gil21980605 | BEWVE
gi181997058 | EMMYV
9181966533 | sp | Q99700 | BBRV-ME
91138044071 |BEWV-1

B

gil151316452 | TBRMT
gil|130391 | G0V
gil150400776 | CHSV
71150400782 |BRAV
gi|50403733 | ToEVE
gil130392 |GFLV
gil150401020 | TRSVE
gi181920792 | BRMYV
11549316 | CESMV
gil|B81951160 | BEMY
gil2B84807374 |BRMV
gil213972515 | RaMV
gi| 260876006 | TVCY
gill138362 |CEMV
11549317 |RCMV
gi|B81963673 | SaMV
gi|586232 | AEMoV
gil| 81830609 |BEWVZ
gilB81997053 | EMMV
gi| 81966533 | ap| Q99700 | EEWV-ME
gil|38044071 | BERV-1
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Figura 14 - Resultado de mdultiplos alinhamentos de sequéncias de
aminoacidos do dominio conservado da RNA polimerase (RdRp) de espécies
dos géneros Comovirus, Nepovirus e Fabavirus, utilizando o programa
ClustalW2: (A a F) Bean rugose mosaic virus - BRMV (gi|284807373|); Andean
potato mottle virus - APMoV (gi/586232/); Squash mosaic virus - SgMV
(gi/81963673/); Radish mosaic virus — RaMV (gi/213972515/); Turnip ringspot
virus — TuRSV (gi|260876006|); Cowpea severe mosaic virus - CPSMV
(gi/549316/); Bean pod mottle virus - BPMV (gi/81951160/); Cowpea mosaic
virus - CPMV (gi/138362/); Red clover mottle virus - RCMV (gi/549317/); Broad
bean wilt virus 1 - BBWV-1 (gi/38044071/); Broad bean wilt virus - BBWV-ME
(gi/81980609/); Broad bean wilt virus 2 - BBWV-2 (gi/81980609/); Patchouli mild
mosaic virus - PatMMV (gi/81997058/); Blackcurrant reversion-associated virus

54



- BRAV (gi/50400782/); Peach rosette mosaic virus - PRMV (gi/81920792/);
Grapevine fanleaf virus - GFLV (gi/130392/); Tobacco ringspot virus - TRSV
(gi/50401020/); Cycas necrotic stunt virus - CNSV (gi/50400776/); Tomato black
ring virus - TBRV (gi/51316452/); Grapevine chrome mosaic virus — GCMV
(0i/130391/).

Nos multiplos alinhamentos realizados com a sequéncia do dominio
conservado da RNA polimerase do RNA1 do BRMV com as sequéncias
completas do RNA1 de 21 espécies da familia Secoviridae, foi possivel

detectar 37 aminoacidos conservados entre as sequéncias.

Na Figura 14, quadro A, sdo encontrados os motifs de aminoacidos G
(Y/F)P; GK conservados em todas as sequéncias alinhadas. Estes
aminoacidos foram destacados por Maliogka et al. (2004) por serem
conservados e, portanto, utilizados na construcdo dos primers para a

amplificacédo da regido de dominio da RdRp do RNAL1 da familia Secoviridae.

A andlise dos alinhamentos multiplos permitiu identificar novos motifs
de aminoacidos em todas as sequéncias. O motif | KDE, descrito por Koonin
(1991), foi encontrado em todas as sequéncias (Figura 14, quadro B), inclusive
no BRMV. Adicionalmente foi possivel identificar as triades CDY e
FDG(F/L)(L/IM) em todas as sequéncias alinhadas (Figura 14, quadro D).
Estudos adicionais poderdo apontar a funcdo desses aminoacidos e se estas
regides apresentam valor taxondmico para a classificacdo de membros da

familia Secorividae.

Na sequéncia do BRMV foi observada a presenca do motif VI (GDD)
(Figura 14, quadro F), presente na RNA polimerase de todos os virus de RNA
ja estudados (KOONIM, 1991).

Segundo Koonin (1991), Buck (1996), Hataya et al. (2000) e Karasev
(2000), o estudo das sequéncias codificadoras das RNAs polimerases de
diferentes virus podem servir de base para revisbes taxondmicas e
filogenéticas dos virus RNA senso positivo, e com isso, podem ser utilizadas na

reconstrucao evolutiva de determinados géneros de virus.

Os resultados do sequenciamento parcial do RNA1 do BRMV
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apresentados neste trabalho comprovaram a presenca de regides conservadas
da RNA polimerase dos Comovirus, confirmando a classificacdo do BRMV
como tal. As informacbes obtidas auxiliardo futuros trabalhos de
sequenciamento completo do virus, uma vez que as informacfes obtidas com
esta padronizacdo puderam complementar as informacdes j& disponiveis,
favorecendo os estudos taxonémicos que utilizam sequéncias de regides

gendmicas.

Diante da diversidade de virus que afetam o feijoeiro, € imprescindivel
a identificacéo e caracterizacdo das principais viroses que afetam esta cultura.
Os resultados obtidos durante este estudo reforcam a afirmativa de que
informacdes precisas sobre os virus associados aos sintomas de mosaico no
feijoeiro e na soja, bem como informacdes precisas sobre as cultivares mais
susceptiveis, poderdo contribuir para a ado¢do de medidas que possam
contribuir para a maior produtividade dessas culturas no Estado do Parana.
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5 CONCLUSOES

Os isolados virais de feijoeiro e soja sdo estirpes do Bean rugose

mosaic virus (BRMV).

O BRMV apresenta as regibes conservadas da RNA polimerase,
codificada pelo RNAL e de valor taxondmico para a classificacdo dos virus da

familia Secoviridae.

A sequéncia da regido 3' do RNA1 do BRMV encontra-se depositada
no GenBank sob o cédigo de acesso GU205154 ou gi|284807373].

O sequenciamento completo do BRMV podera contribuir para elucidar

a posicao taxondmica do BRMV como uma espécie distinta de Comovirus.
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