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1. INTRODUCAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.), leguminosa comum da familia das
fabaceas (Leguminoseae) (CRONQUIST, 1981), constitui uma das culturas mais
importantes existentes, sendo consumida por todo o mundo, devido
principalmente ao seu valor nutritivo. A cultura do feijdo no Brasil assume um
grande valor social, pois constitui a base da alimenta¢do da populagdo, sendo
fonte de proteina vegetal de baixo custo. A dupla arroz com feijao € o prato
principal na alimentagdo da maioria da populagdo brasileira (CULTURA, 2000).
Dados da ultima safra (2004/2005) mostram que o Brasil produziu cerca de 2,9
milhdes de toneladas de feijdo, sendo a regido sudeste a maior produtora
(CONAB, 2006).

A produtividade da cultura ¢ grandemente afetada pela ocorréncia de
doencas que diminuem sensivelmente a producdo e, conseqiientemente, reduzem a
sua oferta, provocando um aumento nos precos de mercado (CULTURA, 2000).
Estas doencas tém exercido um papel relevante na baixa produtividade de
feijoeiros no Brasil e em outros paises latino-americanos (JAYASINGHE, 1982;
COSTA & COSTA, 1983). As mais numerosas sdo ocasionadas por fungos
seguindo-se as de etiologia viral, varias com expressiva importancia econdmica
(GAMEZ, 1977).

No Brasil, foram descritas mais de dez viroses em feijoeiro (COSTA et al.,
1972; BIANCHINI et al.,1997), citando-se aquela causada pelo Southern bean
mosaic virus (SBMV), do género Sobemovirus (HULL & FARGETTE, 2005).
Este virus tem uma restrita gama de hospedeiras, confinada quase que
exclusivamente a espécies da familia das leguminosas, sendo algumas de interesse
econdmico como o feijoeiro comum e a soja. Muito embora o SBMV ndo seja no
momento um problema fitossanitario, observagdes de campo no Estado do Parana
tém indicado a sua presenga em infecgdes mistas principalmente com o Bean
golden mosaic virus (Género Begomovirus, Familia Geminiviridae), levando a
possibilidade de possiveis problemas futuros para a cultura do feijoeiro

(BIANCHINI, A. Comunicagdo pessoal).
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Il GENERO Sobemovirus
A. PROPRIEDADES BIOLOGICAS

O nome Sobemovirus ¢ originado das iniciais da espécie tipo do género
Southern bean mosaic virus e o género compreende 13 espécies definitivas, sendo
elas: Blueberry shoestring virus (BSSV), Cocksfoot mottle virus (CoMV),
Lucerne transient streak virus (LTSV), Rice yellow mottle virus (RYMV),
Ryegrass mottle virus (RGMoV), Sesbania mosaic virus (SeMV), Solanum
nodiflorum mottle virus (SNMoV), Southern bean mosaic virus (SBMV),
Southern cowpea mosaic virus (SCPMV), Sowbane mosaic virus (SoMV),
Subterranean clover mottle virus (SCMoV), Turnip rosette virus (TRoV) e Velvet
tobacco mottle virus (VTMoV) (HULL & FARGETTE, 2005). As espécies
SBMV e SCPMV eram a principio consideras como isolados do SBMV
(respectivamente isolados feijao e caupi) (FAUQUET & MAYO, 1999). Ha ainda
quatro possiveis espécies no género, cujas caracteristicas sdo similares aos
sobemovirus, mas que necessitam de informagdes adicionais para serem incluidas.
Sdo elas: Cocksfoot mild mosaic virus (CMMYV), Cynosurus mottle virus
(CnMoV), Ginger chlorotic fleck virus (GCFV) e Rottboellia mottle virus
(RoMoV) (HULL & FARGETTE, 2005).

A maioria das espécies dos sobemovirus apresenta distribuicdo geografica
limitada, mas algumas espécies sdo encontradas em vdrias partes do mundo
(HULL, 1988). Os sobemovirus infectam plantas tanto mono quanto
dicotiledoneas, mas a gama de hospedeiras de cada espécie ¢ relativamente
restrita. Os sintomas induzidos sdo principalmente mosaico e mosqueado e, em
geral, causam infeccdo sistémica invadindo quase que todos os diferentes tipos de
tecidos das plantas hospedeiras (HULL, 1988). Sao transmitidos mecanicamente,
por vetores e por sementes. Para a maioria das espécies (CoMV, RYMYV,
SNMoV, SBMV, SCPMV, TRoV) a transmissdo ¢ feita por coledpteros enquanto
0 BSSV ¢ transmitido por afideos, 0 VITMoV por miridios € 0 SOMV por dipteros,
homopteros e hemipteros (HULL, 1988; TAMM & TRUVE, 2000b).
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B. ORGANIZACAO DO GENOMA

Os sobemovirus possuem particulas isométricas (28-30nm) contendo RNA
genomico de 4-4,5kb com polaridade positiva e proteina capsidial com massa
molecular de 29-30 kDa (SHEPHERD, 1971; SEHGAL, 1981). Uma pequena
proteina denominada de proteina ligada ao genoma viral (“viral genome linked-
protein”,VPg) ¢ covalentemente ligada a extremidade 5' do RNA enquanto a
extremidade 3' é destituida de cauda poliadenilada (GHOSH et al., 1979). Existe
também, um RNA subgenomico de aproximadamente 1,0 Kb responsavel pela
traducdo da proteina capsidial (RUTGERS et al., 1980; GHOSH et al., 1981).

O genoma dos sobemovirus possui quatro cadeias abertas de leitura
(“Open reading frame”, ORF) (Figura 1). Todos os sobemovirus seqiienciados
contém uma pequena ORF1 na extremidade 5’-terminal do genoma, que codifica
a possivel proteina do movimento célula-a-célula, e uma ORF4 na extremidade
3’-terminal que codifica a proteina capsidial. Com base nas diferengas de
organizacdo na parte central do genoma (que codifica uma poliproteina), os
sobemovirus podem ser divididos em dois grupos: aqueles semelhantes ao
SCPMV e aqueles semelhantes ao CoMV. A poliproteina do SCPMYV ¢ codificada
por uma longa e continua ORF2, contendo também uma regido codificadora
interna, ORF3. Organiza¢do semelhante do genoma ja foi descrita para o isolado
Arkansas do SBMV (SBMV-Ark) (LEE & ANDERSON, 1998), isolado “Ivory
Coast” do RYMV (RYMV-CI) (YASSI et al., 1994) e LTSV (FEFFRIES et al.,
GenBank U31286).

Por outro lado, na organizacido gendmica do CoMV falta a ORF2 continua
e uma regido codificadora similar a ORF3 do SCPMV. Em vez disso, CoMV
possui duas ORFs sobrepostas, ORF2a ¢ ORF2b, ¢ a poliproteina ¢ expressa
através de um mecanismo de mudanga de fase (“frameshift”) ribossomal -1

(MAKINEN et al., 1995; RYABOV et al., 1996).
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49 603 1895 ORF3 2380 17 ORF 4 4053
| Pl | | P3 | | P4 | 4194
5 Vog @ 3 SCPMV

1 OR_F1| p2 |
570 ORF2 3437
70 396 1803 ORF2b 3253
| Pl | P2b 82
5@ : | 8 . CoMV
1 ORF.L| P2a | P3
424 ORF 2a 2133 3093 ORF3 3857

Figura 1: Organizagdo gendmica do Southern caupi mosaic virus (SCPMV) e Cocksfoot
mottle virus (CoMV); (e): VPg, proteina covalentemente ligada a extremidade 5’-terminal.

A unica excecao com relacdo a esta subdivisdo dos sobemovirus ¢ o
genoma do SBMV seqiienciado por Othman & Hull (1995). Neste, as ORFs 1,2 e
4 ndo se sobrepdem como acontece com o SBMV-Ark e SCPMYV (Figura 2).

93 416 1826 ORF 3 2296 3195 ORF 4 3981
P3 P4 4109
5 Vpe @ [e1 ] [ | | | 3 SBMV
1 ORF1 | P2 |
505 ORF 2 3087

Figura 2: Organizagdo do genémica do Southern bean mosaic virus descrito por Hull &
Fargette (2005), (»): VPg, proteina covalentemente ligada a extremidade 5’-terminal.

Diferentemente do SBMV, o isolado SBMV-Ark contém quatro ORFs que
se sobrepdem, tornando-o mais similar em organizacdo gendmica (mas ndo em
seqiiéncia de aminodcidos de suas proteinas) ao SCPMV (LEE & ANDERSON,
1998). Foi proposto que essa diferenca na organizacdo gendmica entre o SBMV e

SMBV-Ark resulta ou de mutagdes ou de erro no seqiienciamento do SBMV.

C. CITOPATOLOGIA

Os efeitos citopaticos mais evidentes causados por espécies de
sobemovirus sdo a distribui¢ao das particulas virais no citoplasma e a formagao de
grandes agregados cristalinos no citoplasma e vactiolos (FRANCKI et al., 1985).
As células infectadas mostram extensa vacuolizagdo citoplasmatica, sendo que
algumas espécies invadem células do floema e xilema (SBMV, RYMV) e
particulas virais podem também ser encontradas em membranas das pontuagdes
das paredes primarias (RYMV) (DE ZOETEN & GAARD, 1969; OPALKA et al.,
1998; WEINTRAUB & RAGETLI, 1970). Particulas virais sao também
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encontradas no nucleo celular de plantas infectadas por sobemovirus. Yassi et al.
(1994) verificaram que a parte N-terminal da proteina capsidial do RYMV contém
uma seqiiéncia que ¢ idéntica ao “motivo de localizagdo nuclear do tipo bipartido”
(DINGWALL & LASKEY, 1991). Um motivo similar foi encontrado na regiao
N-terminal da capa proteica de varios outros sobemovirus (MAKINEN et al.,
1995). Estes resultados podem explicar a presenca de particulas virais dos
sobemovirus no nucleo celular durante o processo de infec¢do. Fora estas
observagdes, nenhum determinante molecular tem sido associado com a
localizagao tecido-especifica ou subcelular das particulas dos sobemovirus. Nada
¢ conhecido sobre a localizacdo subcelular das proteinas ndo estruturais deste

género (TAMM & TRUVE, 2000b).

D. PRODUTOS GENICOS E SUAS POSSIVEIS FUNGCOES

Os RNAs de varios sobemovirus ja foram traduzidos in vitro em sistemas
de “lisado de reticuldcitos de coelho” e de “extrato de germe de trigo”. Os RNA
do SBMV e SCPMYV induziram a tradugdo de quatro proteinas nesses sistemas:
105 kDa, 75 kDa, 29 kDa e 14 kDa para o SBMV e 100 kDa, 70 kDa, 30 kDa e 20
kDa para o SCPMV (MANG et al., 1982; SALERNO-RIFE et al., 1980). Quatro
polipeptideos foram também traduzidos a partir dos RNA do CoMV (MAKINEN
et al., 1995), LTSV (MORRIS-KRSINICK & FORSTER, 1983), SNMoV
(KIBERSTIS & ZIMMERN, 1984) e TRoV (MORRIS-KRSINICK & HULL,
1981), apresentando somente ligeiras diferencas na massa molecular.

Estudos tém demonstrado que as proteinas de 100 e 70 kDa do SCPMV
sdo relacionadas e traduzidas a partir do RNA gendmico enquanto a proteina de
20 kDa ¢ presumivelmente codificada pela ORF1 (MANG et al., 1982; WU et al.,
1987). Ja a poliproteina codificada pela ORF2 do SCPMV ¢ processada por
clivagem proteolitica para dar o produto de tradu¢ao de 70 kDa (WU et al., 1987).
A proteina de 30 kDa (proteina capsidial) ¢ traduzida a partir de um pequeno
RNA subgenomico (sgRNA) que ja foi encontrado em tecidos infectados por
sobemovirus bem como em particulas virais (RUTGERS et al., 1980; WEBER &
SEHGAL, 1982; RYABOV et al., 1996; TAMM et al., 1999). Estudos com o
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CoMV, utilizando a sintese de proteinas in vitro e imunoprecipitagdo com
anticorpos especificos, mostraram que as proteinas de 12 kDa, 71 kDa e 100 kDa
sdo sintetizadas a partir do RNA gendmico do virus. A proteina 12 kDa ¢
produzida a partir da ORF1, a proteina 71 kDa a partir da ORF2a e a 100 kDa ¢ a
poliproteina produzida a partir das ORFs 2a e 2b. A proteina de 34 kDa (proteina
capsidial) ¢ produzida a partir de um sgRNA. A seguir, os produtos génicos
individuais, seus mecanismos de expressdo e possiveis fungdes sdo mais

detalhados.

D.1. Proteina P1.

Todos os sobemovirus caracterizados codificam uma pequena proteina a
partir da ORF1, mas estas apresentam seqii€ncias ¢ massas moleculares diferentes
(11,7 a 24,3 kDa) e ndo sao relacionadas com qualquer outra proteina conhecida.
Andlises de mutantes incapazes de produzir P1 ou mutantes produtores de
proteinas truncadas indicaram que a P1 do RYMV ou SCPMV nio ¢ necessaria
para a replicacdo viral, porém ¢ necessaria para o movimento célula-a-célula e
movimento sistémico (BONNEAU et al., 1998; SIVAKUMARAN et al., 1998).
Proteina P1 recombinante do CoMV foi capaz de interagir com RNA de fita unica
(ssRNA) numa maneira independente da seqiiéncia (TAMM & TRUVE, 2000a).
Assim, levando-se em conta que nenhum outro produto génico dos sobemovirus
estaria relacionado com o movimento célula-para-célula ou movimento sistémico
do virus, ¢ proposto que a proteina P1 representa a proteina do movimento dos
sobemovirus. Foi também descrito que a proteina P1 do RYMV funciona como
supressora do mecanismo de silenciamento génico (“posttranscrptional gene

silencing”, PTGS) (VOINNET et al., 1999).

D.2. Poliproteina

Os sobemovirus caracterizados codificam uma proteina com massa
molecular de cerca de 100 kDa. As estruturas gendmicas do SBMV, SBMV-Ark,
SCPMV, RYMV e LTSV permitem a sintese desta proteina a partir de uma unica

ORF continua. Por outro lado, a metade C-terminal da poliproteina do CoMV e
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RYMYV ¢ codificada por uma ORF2b separada e ¢ traduzida como parte da
poliproteina pelo mecanismo de mudanca de fase (“frameshift”) ribossomal -1
(MAKINEN et al., 1995). A tradugdo da poliproteina dos sobemovirus ndo ¢é
iniciada a partir de RNA subgendmico (nunca detectado em tecidos infectados),
mas sim a partir do proprio RNA gendmico. Assim, as ORFs 1 e 2 sdo traduzidas
a partir de seus respectivos cddons de iniciagdo AUG. Produtos de tamanho
esperado de ambas as ORFs foram observados apods traducdo dos RNAs
genomicos do SCPMV (SIVAKUMARAN et al., 1998) e do CoMV (TAMM et
al., 1999). Na poliproteina dos sobemovirus, pelo menos trés dominios funcionais
podem ser encontrados: um para serino protease, um para VPg e um para RNA
polimerase dependente de RNA (RpRd) (GORBALENYA et al., 1988; LEE &
ANDERSON, 1998; MAKINEN et al., 1995; OTHMAN & HULL, 1995;
RYABOV et al., 1996; WU et al., 1987; YASSI et al., 1994). Nao ¢ ainda

conhecido se estas sdo as Unicas func¢des da poliproteina.

D.2.a. Serino Protease

A possivel protease ¢ similar as cisteina proteases encontradas nos
picornavirus (Familia Picornaviridae) e é caracteristica de todos os sobemovirus,
polerovirus (Familia Luteoviridae), Pea enation mosaic virus (PEMV, Género
Enamovirus) e Mushroom bacilliform virus (MBV, Género Barnavirus). O
motivo serino protease esta localizado no ter¢o N-terminal da poliproteina
codificada pela ORF2 do SBMV, SBMV-Ark, SCPMV, RYMV ¢ LTSV e ¢
codificada pela ORF2a no caso do CoMV (GORBALENYA et al., 1988). O
possivel sitio catalitico H-D-S (Histidina, posi¢do 181-Acido Aspartico, posi¢io
216-Serina, posi¢ao 284) encontrado no SCPMV ¢ também conservado no SeMV
e outros sobemovirus (LOKESH et al, 2001). Mais recentemente, foi
demonstrado que a serino protease do SeMV possui atividade proteolitica atuando
em CIS e trans, além de possuir possiveis hélices que estariam associadas a ligacao
com membranas (SATHESHKUMAR et al., 2004). Com exce¢ao do LTSV,
todos os produtos da ORF2 dos sobemovirus mostraram a presenga de tais hélices

sugerindo que elas podem ter fun¢do de ligagdo as membranas. Em muitos virus
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de RNA de polaridade positiva, foi observado que a replicagdo e montagem das
particulas virais ocorrem em associagdo com membranas (CARETTE et al., 2002;

DEN BOON et al., 2001).

D.2.b. Proteina ligada ao genoma (“viral genome-linked protein”, VPQ)

Uma proteina de 12 kDa foi descrita como covalentemente ligada a regido
5’-terminal do genoma do SBMV (GHOSH et al., 1981) e uma de 10 kDa ligada
ao genoma do SCPMV (MANG et al., 1982). A posicdo da regido codificadora da
VPg no genoma dos sobemovirus difere daquela que ¢ caracteristica de muitas
familias de virus de RNA, incluindo-se Picornaviridae e Comoviridae, isto €,
VPg-Protease-RpRd (KOONIN & DOLIJA, 1983). No caso dos sobemovirus a
seqiiéncia dentro da poliproteina ¢ Protease-VPg-RpRd, similar ao também
encontrado no Potato leaf-roll virus (Género Polerovirus), PEMV e MBV
(REVILL et al., 1999; VAN DER WILK et al., 1989; WOBUS et al., 1998).

Em todas as espécies de virus desse género, as proteinas VPg possuem
uma seqiiéncia conservada de aminoacidos (WAD ou WGD; W= Triptofano, A=
Alanina, D, Acido aspartico; G= Glicina) seguida de uma regido rica em D ou E
(E= Acido glutamico) (MAKINEN et al., 1995), sendo que este motivo é a tinica
seqiiéncia conservada entre as proteinas VPg dos sobemovirus (VAN DER WILK

etal., 1997; 1998).

D.2.c. RNA polimerase dependente de RNA (RpRd)

A regido C-terminal da poliproteina dos espécies virais desse género
codifica uma possivel RpRd com base na presenga do motivo GDD e de motivos
conservados que a este circundam e que sdo caracteristicos das RNA polimerases
dependentes de RNA (KOONIN, 1991; KOONIN & DOLIJA, 1983). As possiveis
RpRd dos sobemovirus mostram extensivas similaridades com RdRp de varios
outros virus de RNA de polaridade positiva, tais como polerovirus, enamovirus e
barnavirus (TAMM & TUVE, 2000b).

Relativamente pouco ¢ conhecido sobre os sinais de replicacao necessarios

para o inicio da sintese das fitas de polaridade positiva e negativa dos
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sobemovirus. Seqiiéncias similares foram encontradas na por¢ao inicial da regido
5’-terminal de varios sobemovirus, variando de ACAAAA, ACAAA e
CACAAAA (HACKER & SIVAKUMARAN, 1997; LEE & ANDERSON, 1998;
YASSI et al, 1994). Estes resultados indicam que RNA genOmicos e
subgendmicos dos sobemovirus iniciam com seqiiéncias muito similares e que
provavelmente sdo importantes para a replicacdo viral. Seqiiéncias similares
foram também encontradas na regido 5’-terminal do RNA gendmico e
subgendomico do Red clover necrotic mosaic virus (Género Dianthovirus, Familia
Tombusviridae) (XIONG & LONMEL, 1989; ZAVRIEV et al., 1996) ¢ MBV
(REVIL et al., 1994). A conservacao desta seqiiéncia na por¢do inicial da regido
5’-terminal dos RNA gendmicos e subgenomicos de diversos virus pertencentes a
diferentes géneros e familias sugerem que ela (ou sua seqii€ncia complementar na
fita de polaridade negativa) pode ter importante funcdo na sintese do RNA viral.

Entretanto, o papel dessas seqiiéncias ainda nao foi testado em laboratdrio.

D.3. Proteina P3

Os genomas do SCPMV, SBMV-Ark, RYMV e LTSV possuem uma
pequena ORF3 incluida dentro da ORF2 numa cadeia aberta de leitura -1. E
possivel que a ORF3 seja traduzida por um mecanismo de mudanca de fase
(“frameshift”) ribossomal -1 similar aquele proposto para a ORF2b do CoMV,
mas isso ainda ndo foi testado experimentalmente (MAKINEN et al, 1995;
TAMM et al., 1999). Se verdadeiro, o produto de tradugao in vitro de 70 kDa do
SCPMV poderia representar uma proteina de fusdo entre a ORF2 e a ORF3, uma
vez que a massa molecular calculada para a proteina de fusdo da ORF2-ORF3 do
SCPMV seria 65,8 kDa (TAMM et al., 1999). Assim, o mecanismo de tradugao,

bem como a fungdo ou fungdes desta ORF sdo, até o presente, desconhecidas.
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D.4. Proteina capsidial

As proteinas da capa dos sobemovirus sdo codificadas pelas ORFs
localizadas nas ORFs 3’-terminais, seja a ORF4 no caso dos genomas do tipo
SCPMYV ou ORF3 para o tipo CoMV (HULL & FARGETTE, 2005). No genoma
do SCPMV o sitio de ligacdo da proteina capsidial ¢ localizado na regido
codificadora da protease na ORF2 (WU et al., 1987). Nos sobemovirus, esta ¢ a
regido mais conservada dentro da ORF2. Entretanto, estes dados ndo demonstram
diretamente que a ligagdo da proteina capsidial nesta regido serve para a
montagem das particulas do SCPMV (HACKER, 1995).

Estudos com diversos sobemovirus tém indicado que a proteina capsidial ¢
essencial tanto para o movimento célula-a-célula como para o movimento
sistémico do virus (BRUGIDOU et al., 1995; SIVAKUMARAN et al., 1998).
Além disso, evidéncia direta que a proteina capsidial determina a gama de
hospedeiras sistémicas dos sobemovirus foi obtida pela caracterizagdo de um
mutante de quebra de resisténcia do SBMV-Ark, o SBMV-S (LEE &
ANDERSON, 1998). O SBMV-S ¢ capaz de infectar sistemicamente cultivares de
feijao onde o tipo selvagem SBMV-Ark infecta apenas localmente. Analises do
genoma indicaram 7 diferencas nas seqliéncias dos genomas mas apenas 4
mudangas na seqiiéncia de aminoacidos deduzidos. Trés dessas mudancas foram
identificadas na proteina capsidial podendo ter um efeito na interagdo RNA-
proteina capsidial, necessaria para a correta montagem e desmontagem das
particulas e, desse modo, determinar o movimento a longa distancia do virus na

planta hospedeira.

I11. O Southern bean mosaic virus no Brasil

O nome Southern bean mosaic virus deve-se ao fato de o virus ter sido
primeiramente descrito infectando feijoeiros na regido sul dos Estados Unidos da
América (ZAUMEYER & HARTER, 1942). Atualmente, sabe-se que o SBMV
apresenta-se amplamente disseminado, sendo encontrado também em outros

paises como México, Nicardgua, Venezuela, Gana, Nigéria, Senegal, Franca,
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India, Paquistdo ¢ Espanha (HULL & FARGETTE, 2005; TAMM & TRUVE,
2000b, VERHOEVEN et al., 2003 ¢ SEGUNDO et al., 2004).

No Brasil, um isolado do SBMV foi detectado pela primeira vez no
Distrito Federal (SBMV-DF) (CUPERTINO et al., 1982) e, posteriormente, mas
ainda nos anos 80, foi também encontrado no Estado de Sao Paulo (SBMV-SP)
(COSTA, A. S., Dados nao publicados).

Os besouros crisomelideos Diabrotica speciosa ¢ Ceratoma arcuata sao os
principais vetores do SBMV no Brasil (COSTA & BATISTA, 1979, SILVEIRA
JR. et al., 1983 ¢ MEYER et al., 1992), sendo que C. arcuata foi identificado
como o vetor mais eficiente na transmissdo desse virus (SILVEIRA JR. et al.,
1983), porém as relagdes virus/vetor ainda ndo sdo bem conhecidas (MEYER et
al., 1992). Também foi descrita a transmissdo do SBMV pelas larvas de C.
arcuata, do sistema radicular de plantas infectadas para o de plantas sadias, em
uma taxa de 5,1% (MEYER et al., 1993). Esta taxa ¢ pequena se comparada com
a taxa de transmissao pelo inseto adulto (58,3%) (SILVEIRA JR. et al., 1983), no
entanto, as larvas constituem popula¢do mais numerosa, o que torna a transmissao
substancialmente importante (MEYER et al., 1993). Isso evidencia a possibilidade
de transmissdo do virus através do solo, fato importante para a epidemiologia do
SBMV.

Em 2002, um isolado do SBMV foi encontrado no Estado do Parana
(Gasparin, 2002). No entanto, devido a facilidade de transmissdo do SBMV por
besouros crisomelideos (SILVEIRA JR. et al., 1983, MEYER et al., 1992), pode-
se aventar que a distribuicdo geografica do virus pelo Brasil seja muito mais
ampla.

O isolado descrito no Estado de Sdo Paulo (SBMV-SP) teve algumas de
suas propriedades determinadas. Através da analise de RNA de fita dupla
(dsRNA), evidenciou-se a existéncia de somente duas espécies de dsSRNA de 4,2
kb e 1,0 kb que respectivamente corresponderiam ao RNA gendmico e ao RNA
subgendmico, como as formas replicativas do virus (MOREIRA & GASPAR,
2002). O genoma do SBMV-SP foi parcialmente seqiienciado nas ORF 1
(ESPINHA et al., 2004) e ORF 4 (ESPINHA et al., 2005), mostrando através das
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relagdes filogenéticas e dos dados sobre identidade e similaridade que o isolado de
Sdo Paulo estd proximamente relacionado com o isolado americano de Arkansas

(SBMV-Ark) (LEE & ANDERSON, 1998).
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram o seqilienciamento e a caracterizagao
molecular das ORF 2 e 3 do genoma do SBMV-SP, completando o
seqiienciamento de todo o genoma do isolado de Sao Paulo. Além disso, também
constituiu o objetivo deste projeto a expressdo da porcao C-terminal da RNA
Polimerase RNA Dependente para a obten¢do de anti-soro policlonal para essa

proteina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Inoculagéo de Plantas.

O indculo para transmissdo do virus para feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)
“Jalo” foi preparado através da maceragdo de plantas infectadas em tampao
fosfato de potassio 0,02M pH 7,4 contendo sulfito de sodio 0,02M. O
homogeneizado foi manualmente aplicado com um abrasivo (Cellite, Sigma) nas

folhas de feijoeiro.

3.2. Purificacdo do Virus.

O SBMV-SP foi purificado seguindo-se o protocolo descrito por Moreira e
Gaspar (2002) em que foram utilizadas folhas de Phaseolus vulgaris, L. frescas e
que apresentaram sintomas do SBMV-SP. Folhas foram trituradas em
liquidificador tamponadas com tampao fosfato 0,1M pH 7,2 com 0,75% de sulfito
de sédio. O homogeneizado foi filtrado em gaze e o suco clarificado com
cloroférmio (0,5ml/g). A fase tamponada foi coletada e seu pH ajustado para 4,8
com acido acético glacial para precipitacdo dos contaminantes e entdo submetida a
uma centrifugacdo de 12.000 xg por 5 min. O virus foi precipitado da fase
tamponada com a adi¢do de polietileno glicol 8000 (PEG) 10% e cloreto de sddio
1% sob agitagdo de 2 horas a 4°C. Nova centrifugagdo foi realizada a 16.000 xg
por 10 min., o sedimento foi ressuspendido em tampao KH,PO4 0,01M, pH 7,2
sob agitacao de 30 min. a 4°C. Apos centrifugacao realizada a 16.000 xg por 10
min. e o sobrenadante foi coletado e ultracentrifugado por 1h e 45 min. a 100.00
xg. O sedimento foi ressuspendido em Iml de tampao KH,PO4 0,01M, pH 7,2 e
centrifugado novamente por 2h e 30 min. a 150.000 xg em gradiente linear de
sacarose (10-50%) em tampao KH,PO,4 0,01M pH 7,2. A banda obtida apds a
centrifugacdo foi coletada e diluida no mesmo tampao anterior e centrifugada por

3h a 35.000 rpm. O sedimento foi recuperado em 1ml de KH,PO,4 0,01M, pH 7,2.
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3.3. Espectrofotometria.

O virus purificado foi submetido a leitura em espectrofotometro sob
comprimento de onda de 260 e 280nm (luz ultravioleta) para determinacdo da
concentragdo viral, utilizando o coeficiente de extingdo do SBMV cujo valor € 6,0

em leitura a 260nm (SEHGAL, 1981).

3.4. Extracéo de RNA das Particulas Virais.
A extragdo do RNA das particulas virais foi realizada através da utilizacao

do “RNeasy Plant Mini kit” de acordo com instrugdes do fabricante (Qiagen).

3.5. Sintese do DNA Complementar (cCDNA).

Os cDNAs foram sintetizados para a amplificagao dos fragmentos da ORF
2 e foram produzidos a partir do RNA viral, utilizando um volume de cada
reacdo de 25ul. que continha tampao (Tris-HCI 50mM pH 8,3; KCI 75mM); DTT
10mM; MgCl, 3mM; 0,2mM de cada dANTP (dGTP, dATP, dCTP e dTTP); 1
unidade de inibidor de RNAse, oligonucleotideos anti-senso descritos abaixo (3R
e 2R), 6pg de RNA viral e foi desnaturado a 95°C por 5 minutos; 200 unidades de
transcriptase reversa “Superscript” (Invitrogen). A reagao foi incubada por 2 horas

a 42°C.

3.6. Amplificagdo por Reagcdo em Cadeia de Polimerase (“Polimerase Chain
Reaction” — PCR).
Para amplificar por PCR os 5 fragmentos para seqiienciamento da ORF 2

foram utilizados os seguintes oligonucleotideos senso (F) e anti-senso (R):

IF | 5-GTGGTAGACGGCAAGATGGT-3' IR | 5-TGGCTTTCTCGTTGATTTCC-3'

2F | 5-TACTCCAAGCAGGAAAGT-3' 2R | 5-AATAAGCTCAGCCATAAG-3'

3F | 5-"TCGGATGGCACACTCATAGA-3' 3R | 5-TCAGGACTGTCACACCTCCA-3'

4F | 5>-GTATCATCCAGGCCGCTCAC-3’ 4R | 5°-TGGAATTGTTCCAAACATGG-3’

5F | 5’-CTCAGACCATCGGTTTTGGT-3’ SR | 5-GGCTGCTTCTCCTTCTTTGA-3’

* Oligonucleotideos desenhados a partir da seqiiéncia do SBMV-Ark depositada
no Genbank (n° acesso: NC004060).
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Os tamanhos esperados dos fragmentos amplificados a partir dos oligonucletideos

acima sao:

1F/1R: 498 pares de base (pb)

2F/2R: 870 pb

3R/3F: 693 pb

4R/4F: 598 pb

S5R/5F: 834 pb

Para amplificar por PCR o fragmento que corresponde a por¢do C-terminal
da polimerase, que foi utilizado para o processo de expressao, o seguinte par de
oligonucleotideos foi utilizado:

e Exp-F: 5’-GGA TCC GCC CAG AAT AGG T-3’
¢ Exp-R: 5’-AAGCTTTC ACA CCT CCA GCC-3’

Este par de oligonucleotideos apresenta sitios de restricdo para as
endonucleases Bam HI (GGATCC) e Hind III (AAGCTT) e o produto de
amplificacdo utilizando esse par de oligonucleotideos tem o tamanho esperado de
686 pb.

O volume de cada reacdo da PCR foi de 25uL consistindo de tampao
(Tris-HCI 20mM pH 8,4; KCl 50mM); 5SmM de MgCl,; 0,2mM cada dCTP,
dGTP, dATP e DTTP; 10ug/mL de cada oligonucleotideo (senso e anti-senso);
luL. da mistura da reacdo de cDNA e 2 unidades de Taq DNA-polimerase
(Invitrogen). O programa da PCR foi realizado em um termociclador MJ Research
que consiste em uma desnaturagdo inicial de 94°C por 5 minutos e ciclos de 1
minuto de desnaturagdo a 94°C, 1 minuto de anelamento a 50°C e 1 minuto de
extensdo a 72°C. Apo6s 35 ciclos e uma extensdo final por 10 minutos a 72°C. Os
fragmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose 1%, sob
luz ultravioleta, em tampao TAE (Tris-HCl 0,04M; acetato de sodio 0,02M e
EDTA 0,001M pH 8,3) a uma voltagem de 80V e corado com brometo de etidio
(0,05ng/mL) (SAMBROOK et al., 1989).
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3.7. Clonagem dos Fragmentos Amplificados da ORF 2 (Sequenciamento).

Ap6s a purificagdo dos fragmentos amplificados foi realizada a reagdo de
ligacdo ao vetor pDrive (Qiagen). Para a reagdo de ligagdo foram utilizados o
produto do PCR, solugdo salina e vetor pDrive (Qiagen) conforme orientacdo do
fabricante.

Apds a reagdo de ligacdo procedeu-se a transformacdo do recombinante
em Escherichia coli linhagem TOP 10 (Invitrogen), utilizando-se S0uL de células
competentes ¢ 3ul de vetor ligado. Essa mistura permaneceu no gelo durante 1
hora e entdo, foi submetida ao choque de temperatura a 42°C por 60 segundos. Em
seguida, foram adicionados 250uL de meio liquido SOC (meio SOB (peptona,
extrato de levedura, KCl e NaCl), 10mM de glicose ¢ 10mM de Mg*") e as
bactérias foram submetidas a regeneracdo (1 hora a 37°C com agitagdo a 200
rpm). Posteriormente, as bactérias foram plaqueadas em meio sélido seletivo (LB
+ ampicilina 100pg/mL), contendo ainda 40uL de X-Gal 20mg/mL (5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-Galactopiranosidio), utilizado para a deteccdo colorimétrica
da atividade da enzima P-galactosidase. Apods crescimento a 37°C por 16 horas, as
colonias brancas foram isoladas e multiplicadas em outra placa de meio s6lido por
incubagdo durante aproximadamente 20 horas. Estas colonias foram testadas por
PCR para comprovar a existéncia do inserto. As colonias que apresentaram o
inserto foram inoculadas em tubos individuais de SmL de meio liquido seletivo
(LB + ampicilina 100pg/mL) sob agitagdo constante a 37°C para posterior
extracdo do DNA plasmidial.

A extracdo do DNA recombinante foi feita utilizando-se o “PureLink
Quick Plasmid Miniprep kit” (Invitrogen), seguindo instrucdes do fabricante. Em
linhas gerais, 5 ml de cultura liquida foram centrifugados por 1 minuto a 12.000
xg e o sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspendido em tampao de
suspensao e, em seguida foi acrescentado tampao de lise. O tubo foi manualmente
invertido 5 vezes e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos. A esta
mistura foi adicionado tampao de precipitagdo e centrifugado a 12.000 xg por 10

minutos.



26

O sobrenadante resultante da centrifugacdo foi transferido para coluna de
afinidade e centrifugado novamente por 12.000 xg durante 1 minuto. O efluente
foi descartado e tampao de lavagem adicionado a coluna. Seguiu-se outra
centrifugagdo a 12.000 xg por 1 minuto e o efluente foi novamente descartado. A
coluna foi colocada em um novo tubo € o0 DNA foi eluido em tampao TE (10 mM
Tris-HCI (pH 8,0), 0,1 mM EDTA) aquecido (65-70°C), com incubagdo da coluna
por 1 minuto a temperatura ambiente e centrifugag¢@o por 2 minutos a 12.000 xg.

Apds a extragdo do DNA plasmidial dos clones selecionados, foi feita
digestdo com enzima de restricao (ECORI). A comprovagdo da formagdao do DNA
recombinante foi verificada através da liberacdo do fragmento esperado. A anélise

dos produtos de digestao foi feita em gel de agarose 1%.

3.8. Sequenciamento dos Clones.

O seqiienciamento de nucleotideos foi realizado em ambas as dire¢des
(senso e anti-senso) utilizando-se os oligonucleotideos universais M13 e o "DNA
sequencing Kit Big-Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction" (Perkin
Elmer) em um seqilienciador ABI Prism 377 (Applied Biosystems, Inc.), através
do método de terminacdo de cadeia por didesoxinucleoetideos

("dideoxynucleotide chain termination method") (SANGER et al., 1977).

3.9. Analise do Seqlenciamento.

A analise comparativa das seqiiéncias foi feita através do algoritmo
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e o alinhamento das seqiiéncias consenso
pelo programa Multalin (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html). As
seqiiéncias de aminoacidos deduzidas foram determinadas pelo programa
Translate (http://www.expasy.org/tolls/dna.html). As relagdes filogenéticas foram
determinadas pelo método de méaxima parcimonia, com auxilio do programa
PAUP v 4.0b10 (SWOFFORD, 1997) e com teste de confianca de topologia
(bootstrap) de pelo menos 1000 réplicas.


http://www.expasy.org/tolls/dna.html
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3.10. Subclonagem do Fragmento Amplificado da Polimerase do SBMV-SP
(Expressao).

A subclonagem dos fragmentos amplificados por PCR foi feita utilizando-
se 0 vetor pPGEM™-T, de acordo com instrucdes do fabricante (Promega). Apds a
extracdo do DNA plasmidial dos clones selecionados, foi feita digestio com
enzimas de restrigdo (Hind III e Bam HI). A comprovagdo da formag¢ao do DNA
recombinante foi verificada através da liberacdao do fragmento esperado. A anélise

dos produtos de digestao foi feita em gel de agarose 1%.

3.11. Clonagem dos Fragmentos da Polimerase (Expressao).

O vetor recombinante (pGEM + inserto) foi purificado e submetido a
dupla digestao com enzimas de restrigdo Bam HI e Hind III. O fragmento liberado
ap6s a digestdo foi extraido e purificado do gel utilizando MinElute Gel
Extraction Kit (Qiagen) conforme instrugdes do fabricante. Em seguida este
fragmento foi ligado em vetores de expressdo pela enzima T4 ligase (Promega)
conforme instrugdo do fabricante ¢ em seguida transformacdo em E. coli. O
primeiro sistema utilizado foi o pMALc-2x (New England Biolabs) em que foi
utilizada a linhagem de E.coli DH5a. O mesmo procedimento de foi utilizado
para o sistema pET 28a (Novagen) em que foi utilizada a linhagem bacteriana

BL2I.

3.12 Sequenciamento do fragmento clonado em vetor de expressao.

Os vetores recombinantes foram seqiienciados, primeiramente o vetor
recombinante no sistema pMAL-c2x (New England Biolabs) e posteriormente o
ou outro vetor recombinante no sistema pET 28 a (Novagen). Ambos foram
seqiienciados pelo método Sanger utilizando o equipamento ABI Prism 377
(Applied Biosystems, Inc). Foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores 5°-
senso (malE primer) para o vetor PMALc-2x indicado pelo fabricante (New
England Biolabs) e o M13 para o vetor pET 28a. As seqiiéncias foram obtidas e
alinhadas através do algoritmo BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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3.13. Expresséo em E. coli.

O pré-indculo da coldnia transformante selecionada consistiu de 7 mL de
meio LB liquido juntamente com 100pg/mL de ampicilina. Apods incubacdo a
37°C sob agitagdo de 200 rpm por aproximadamente 16 horas, o pré-inodculo foi
adicionado a um novo meio de cultura (250 mL de meio LB, 100pug/mL de
ampicilina e 2mg/mL de Glicose) que foi incubado sob as mesmas condigdes.
Quando a cultura de células atingiu a densidade optica de 0,6 em 550nm, a
inducdo de expressdo foi feita com 1 mM de isopropil-pB-D-tiogalactopiranosida
(IPTG), a 37°C por 4 horas sob agitacao de 200 rpm. As cé€lulas foram separadas
do meio por centrifugacdo a 4.000 x g durante 20 minutos a 4°C e posteriormente

congeladas a -20°C.

3.14. Purificagdo da proteina de fusdo em coluna de afinidade na forma
nativa (sistema pMAL c2-x).

A lise celular foi realizada através da adicdo de SmL de Tampao de Lise
(Fosfato de soédio 20mM, NaCl 200mM, EDTA 1mM, pH 7,2) seguida de
sonicacao (8 vezes de 15 segundos). Apds a sonicagdo, o lisado foi centrifugado
por 20 minutos a 4.000 x g a 4°C.

O sobrenadante do lisado foi aplicado em coluna de amilose (2,0 mL de
resina), previamente equilibrada com 8 volumes de Tampao de Coluna (Fosfato
de sodio 20mM e NaCl 200 mM, pH 7,2) e permaneceu sob agitacdo leve por
aproximadamente 4 horas a 4°C. Em seguida a coluna foi lavada com 12 volumes
de Tampao de Coluna e a proteina eluida com 5 volumes de Tampao de Coluna
acrescido de 100mM de maltose.

As amostras resultantes da elui¢do foram verificadas em SDS-PAGE 10% ¢ as
fracdes contendo a proteina referente a por¢ao C-terminal da polimerase do
SBMV-SP foram reunidas e concentradas utilizando-se concentradores Centricon-

30 (Millipore) por centrifugagao.
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3.15. Purificagdo da proteina expressa em coluna de afinidade na forma
desnaturada (sistema pET 28 a).

A lise celular foi realizada através da adicdo de SmL de Tampao de Lise
(Fosfato de sodio 20mM pH 7,8, NaCl 500mM, 6M de guanidina ¢ 20mM (-
mercaptoetanol) seguida de sonicacdo (8 vezes de 15 segundos). Apods a
sonicagdo, o lisado foi centrifugado por 20 minutos a 4.000 x g a 4°C.

O sobrenadante do lisado foi aplicado em coluna de niquel (2,0 mL de
resina), previamente equilibrada com 8 volumes de Tampao de Liga¢do (Fosfato
de sodio 20mM pH 7,8, NaCl 500mM, 6M de guanidina 20mM, B-mercaptoetanol
e 8M de uréia) e permaneceu sob agitacdo leve por aproximadamente 4 horas a
4°C. Em seguida a coluna foi lavada com 10 volumes de Tampao de Lavagem 1
(Fosfato de sodio 20mM pH 6,0, NaCl 500mM, 6M de guanidina 20mM, (-
mercaptoetanol e 8M de uréia), em seguida uma nova lavagem foi feita com o
tampao de lavagem 2 (Fosfato de sdédio 20mM pH 5,3, NaCl 500mM, 6M de
guanidina 20mM, B-mercaptoetanol ¢ 8M de uréia)e a proteina eluida com 5
volumes de Tampao de Eluicdo (Fosfato de s6dio 20mM pH 4,0, NaCl 500mM,
6M de guanidina 20mM, B-mercaptoetanol e 4M de uréia).

As amostras resultantes da eluicdo foram verificadas em SDS-PAGE 10%
e as fragdes contendo a proteina referente a por¢do C-terminal da polimerase do
SBMV-SP foram reunidas e concentradas utilizando-se concentradores Centricon-

30 (Millipore) por centrifugacao.

3.16. Eletroforese

As amostras de proteinas obtidas das purificagdes foram analisadas em
SDS-PAGE conforme Laemmli (1970). O gel de empacotamento foi feito a uma
concentragdo de 5% e os de resolucdo de 10 ou 12%. Para a aplicagdo das
amostras no SDS-PAGE as proteinas foram desnaturadas por fervura a 100°C por
3 minutos em tampao de amostra (Tris. HCI 0,125 M, pH 6,8, contendo 4% de
dodecil sulfato de sdédio - SDS, glicerol 20%, B-Mercaptoetanol 10% e azul de
bromofenol 0,001M), utilizando-se o aparelho Mini Protean II (BioRad). A

fixacdo das proteinas foi realizada utilizando uma mistura de metanol, dgua e
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acido acético (50:50:100) por 60 minutos. Para corar o gel foi utilizada a
coloragdo com Comassie 0,25% na mistura fixadora e em seguida o gel foi

descorado com uma mistura de metanol e agua (1:1) por 6 horas.

3.17. Producéo de Anti-soro

Foram inoculados coelhos da raga Nova Zelandia com o produto da
purificagdo (Maltose binding protein - MBP + C-terminal da polimerase). Cinco
injegdes intramusculares foram aplicadas na regido da coxa (100ug de proteina
cada aplicacdo), com intervalo de 7 dias entre elas. A primeira inje¢do continha
uma mistura da proteina purificada mais adjuvante completo de Freund (Sigma)
na propor¢ao de 1:1. A aplicagdes seguintes foram feitas uma mistura da proteina
purificada mais adjuvante incompleto de Freund (Sigma) também na proporcao de
1:1. Apds 7 dias apos a aplicagdo da ultima injecdo foi coletado o sangue do
coelho e incubado a 4°C durante 12 horas e em seguida realizou-se uma
centrifugacdo a 3000 rpm por 20 minutos para separar o plasma sangiiineo das
hemaécias. Feita a separagdo coletou-se a fracdo do plasma sangiiineo onde se

encontrava os anticorpos policlonais.

3.18. Imunolocaliza¢éo da porg¢éo C-Terminal da Polimerase

A membrana de celulose foi incubada por 2 horas a temperatura ambiente
em tampao PBS (fosfato de sodio 0,01 M pH 7,2, NaCl 0,15 M) contendo
soroalbumina bovina (BSA) 5% e Tween-20 0,3% (PBS-T). Em seguida a
membrana foi incubada por 1 hora com o anti-soro primario (anti - C-terminal da
polimerase) diluido 1: 2500 com tampao PBS-T contendo BSA 0,5%
(DIETZGEN & FRANCKI, 1987). Foram feitas trés lavagens com PBS-T por 15
minutos cada. Em seguida a membrana foi incubada a temperatura ambiente com
anti-soro anti-IgG de coelho (Promega) conjugado com fosfatase alcalina diluido
1:7500 em PBS-T contendo 5% de BSA. Apds a incubagdo com o anti-soro
secundario foram feitas 3 lavagens com PBS por 5 minutos cada. Apds as

lavagens, a membrana foi incubada por 20 minutos a temperatura ambiente com
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mistura de 5-bromo-4-cloro.3-indolil fosfato/nitro-blue tetrazolio (BCIP/NBT -

substrato para fosfatase alcalina).

3.19. Western blot

Foi realizada uma eletroforese das proteinas conforme o item 3.15 para
fazer a transferéncia em membrana de nitrocelulose em um eletrotransferidor
(Mini Transblot Eletroforetic Cell — BioRad) operando a 100V por 1 hora em
tampao de transferéncia (Tris-Glicina- Tris 0,025 M e Glicina 0,192M) contendo

metanol 20%. A imunolocaliza¢do foi realizada conforme o item 3.18.
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RESULTADOS
4.1. Sintomatologia.

O SBMV-SP, quando inoculado em P. vulgaris L. “Jalo”, induziu infecgao
sistémica com mosaico, mosqueado clordtico nas folhas inoculadas e distor¢ao

foliar nas folhas mais jovens (Figura 1).

Figura 1: Comparacao de folhas de feijoeiro sadia (esquerda) e infectada (direita);

Abaixo: Visualizagdo da planta infectada.
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4.2. Obtenc¢éo do Virus Purificado.

Levando-se em consideracdo o coeficiente de extin¢cdo de 6,0mg/ml/cm
estabelecido para varios sobemovirus, determinou-se que a concentragdo do
SBMV-SP purificado foi de 12,8 mg/100g de folha. Através da analise de SDS-
PAGE 10% foi possivel visualizar uma banda de 29kDa correspondente a proteina

capsidial (figura 2).

SIS

R
30KDa .. €4— -29KDa
20KDa

Figura 2: SDS-PAGE 12% -(M) Marcador de massa molecular (kDa) BenchMark
(Invitrogen); 1: Proteina capsidial de ~ 29 KDa (seta).
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4.3. Extracdo do RNA Viral.
A andlise do RNA viral em gel de agarose 1% evidenciou uma banda de
aproximadamente 4,2Kb referente ao RNA gendmico e uma outra banda de

aproximadamente 1,0 Kb referente ao RNA subgendmico (Figura 3).

M1

Figura 3: Analise do RNA viral extraido de particulas purificadas de SBMV-SP em gel
de agarose 1%. (M): Marcador de tamanho molecular 0,25-9.5 Kb RNA Ladder (Invitrogen); (1):
(A) RNA genomico com ~ 4,2kb (B) RNA subgendmico com ~ 1,0kb.
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4.4. Amplificagdo por PCR dos Fragmentos da ORF 2 (Sequenciamento).
Os produtos da reagdo de PCR foram analisados em gel nativo de agarose

1% evidenciando bandas de tamanhos esperados conforme a figura 4.

1500pb

1L

11000

—
-
—
-
-
-

600pb

Figura 4. Gel nativo de agarose 1% (M): Marcador de tamanho molecular 100 bp DNA
Ladder (Invitrogen); 1-5: Produtos amplificados. (1): 498pb; (2): 870 pb; (3): 693; (4): 598pb; (5):
834pb.
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4.5. Digestdo com Enzima de Restri¢cdo com Eco RI.
A andlise em gel de agarose 1% dos vetores recombinantes, apos digestao
com enzima de restri¢do Eco RI, evidenciou a liberacao dos fragmentos esperados

como mostra a figura 5.

1500pb

600pb

100pb

Figura 5: Gel nativo de agarose 1%; (M): marcador de tamanho molecular de 100 bp

DNA Ladder (Invitrogen); 1-5: Vetores cortados e os fragmentos de interesse (1): 498pb; (2): 870
pb; (3): 693; (4): 598pb; (5): 834pb.



4.6. Sequenciamento.
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A figura 6 mostra a seqiiéncia completa de nucleotideos das ORF 2 e 3

depositada no GenBank (acesso: DQ875594) com suas respectivas seqiiéncias de

aminoacidos deduzidas.

1

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

atgtatcatccaggccgctcaccatcattcctgataacgttagcaaatgttatctgegeg
MY HP GRS P S FL 1T TL ANWVI1I CA

gcaatcttgtacgacatccgtatgggggggtaccaaccaggatcactagttccaatagtg

Al LY DI RMGGY QPGS L VP ISPV

gcctggatgaccccgttegttacgetgcetctggttgagegegtcattegtgacatacctt
AWM T P F sy T L L WL S ASF V TYL

tataggtatgctcgaactcgactgcttccagaggagaaagtggccagagtttattatacg

Y R Y ASP R T R L L P EEIKVARVY YT

gcgcaatctgcgecttactttgacccggecctgggtgtcatgatgcaatttgeccctage
A Q S A P Y F DSP P AL GV MMOQFAUPS

catggcggcgccagcatagaagtgcaagttaacccttcgtggattagtctcttaggtggce
H G G A S 1T EV QV NP S W1 S L L G G

tctctcaagataaacggagatgacgcctctaatgagtctgctgtgttgggaagettttat
S L K1 NGDDASNESAVLGSFY

tcttctgtgaaacctggtgatgaaccagctagtttggtagctattaagagtggtcctcag
S S Vv K P GDEWPASULVAI K S G P QQ

accatcggttttggttgtagaactaagatcgacggtgatgactgcctcttcacagacaat
T 1 6 F 6 CRTIK 1 D GDDT CULFTDN

cacgtttggaataattccatgcgccctaccgetttagcgaaagctggcaagcaggttgeg
H VvV WNNSMRPTALAIKAGIKQV A

attgaagattgggacacccctctctcttgtgaccataagatgcttgatttcgtagtggtg
Il EDWIDTWPULSCDWHIKMLUDFV VYV

cgtgtgccaaaacacgtgtggtccaaactaggagtgaaagcgactcaactggtttgtcca
R v P K HVWS KLGVKATOQL V CP

tctgataaggacgctgtaacctgttatggtggatctagttctgatagcttgttgtcgggg
S DK DAVTT CYG G S S SD S L L S G

acgggcgtttgtagtaaggttgatttctcttggaagttaacccactcatgccccacggca
T G v CS KV DF SWIKLTH S C ;) T A

gctggctggagcggaactccaatttactctagcagaggtgtggtaggaatgcacgttggg
A G W S S§ T P 1 Y S SR GV V G MHV G

tttgaagatatcggaaaactcaaccgtggcgtgaacgctttctacgtgtctaactacttg
FEDI G KLNIRGVNAFY VS NYL

ttgaggtctcaagagactctacctcctgatctgtecgtcatcgaaatacctttcgaggac
L R S Q E |T L PP DL S V1 E I P F E D
Vpg

1021 gtagaaacccggagttatgagttcattgaggtcgagattaaaggaagaggtaaggctaaa

VETRSY EF 1 EV E Il KGURGK A K
Vpg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

cttggtaagcgtgagttcgcttggattccggaatcaggaaaatactgggecgatgatgat 1140
L 6 K R EFAWI1I PESGIK Y W AUD D D
Vpg

gacgactctttgcccccaccgccgaaggtggtagacggcaagatggtgtggacttcaget 1200

b DSLPPPPKVVDSGIKMMVWT S A
Vpg

caggaaaccgtcgcagagcctttaaactaccagagggcggcagggtcaaggcccttgccg 1260

Q E T v A E P L N Y Q R AAGSURUPLP
RpRd

ccctttctcaacttgcaggctacaacttcaaagaaggagaagcagcctctacaagaggaa 1320
P F L NLQATTSIKIKEIKIQPL Q E EORF .

tgccccttagatttgttgggcagtcggcttgcaagtttagagagctgtgtagaaaagata 1380
c PpPLDLULG S RLASTLESTCVE K!'I

M P L RFV G Q S ACIKFRETLTCRKD

ctccagatgaagtccttagagctactagagtcttcccggaattgtcagacttctcctgge 1440
L Q M K SL ELLESSIRNZEGCAOQTS PG

T P DEVLIRATRVFUPELSDF S W

ctgagcgaggctccaaagcagagcttcactccctgctactccaagcaggaaagtttaatc 1500
L S EAPIKQSFTWPZCY S KQE S L I

P ERGS KAEULWHSLLULQAGK F N

ccaccgcaatcccaaggaatcttgaaggagcttgtcaaaacctccttgagcgctaccccg 1560
P PQ SQ G I L K ELVKTSLSATP

P T A1 PRNWLEGACOQNULILERYP

cctccaaatcctgttactgccttcgtggagaagcctggtccttcgacgcagtctacgaag 1620
P P NPV TAFVEIKWPGPSTN QSTHK

A S K S CY CLRGEAWSFUDA AV Y E

aagtctgcaagaaggcgcaatcggcggaaatcaacgagaaagccagtccagggagtcccec 1680
K S A RRRNRRIKSTRIKWPVQ GV P

E VCKIKAQSAETI NZEIKASUPG S P

ctctcccgtctcgectccaccaacaaagacctccttaagaggcacttagaattagttget 1740
L S RLASTNI KWDIU LULI KR RHTLETL VA

P L P SRULUHIOQQRP P -

ttgtgtgttaccgagagattgttcttactcagtgaagctgaggacctgcacaataaatcc 1800
L ¢CVTEWRULUFLULSEAETDTLHNKS

cctgtggacctagttcagatggggttgtgcgacccagttcggctgtttgtcaagcaggag 1860
PV DLVQMGLTCDUPVURLFV Rﬁd Q E
P

ccccatgcttcccgaaaggtgaaggagggtagatttcgecttgatttcatccgtttcgetg 1920
P HA SR KV KESGREFRIL I S SV S L
RpRd RpRd
gtggatcagcttgtagagcgaatgcttttcgggccccaaaaccagcttgagatcgctgag 1980
V D Q mh V E R ML F G P QN QL E I AE
Y

tgggaacatattccctcaaaacctggtatgggecctttegectgcaacgacaagccaaaage 2040
W E H I P S K P G M G L SRRk Q R Q A K S
p

ttgttcgacgatttgagagtcaaacattctcgttgtcctgcggctgaagccgacatatcg 2100
L F DDULR V K ERdS R C P A AE AD I S
Y

ggttttgactggtctgttcaagactgggagttgtgggctgatgtagagatgagaatagtt 2160
G F DWSV QDWELWADVEWMRIV
RpRd
ttaggaggttttggacagaagttgtccatagccgctagaaacaggttttcgtgtttcatg 2220
L 6 6 F GQ KL SIT A ARNWZ RFSTCFM

aactcagtcttccagctctcggatggcacactcatagaacagcaactgcctggtattatg 2280
NSV F QL SDGTULTI EQQL PG 1 M

38



2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

RNA-dependente);

aagtctggttcttactgcacttcctcaacaaactccagaatacgttgecttatggctgaa

K §$ 6 Sy CcCcT S STNZSIRIRTZ CLWMAE
RpRd

cttattggttccccatggtgtatcgccatgggtgatgattctgttgagggttgggttgat

L 1 6 s pwWC1I1 AMGUDUD SV EGWV D
RpRd

ggtgcgaaagacaagtacatgagattaggccacacgtgcaaggattataaaccctgtgca

G AKDIKYMRULGHTT CI KDY KPP C A

acatccatttccggtcgcttatacgaggtagagttttgctctcacgttataagggaagat

T S

cgatgttggttggcgtcgtggcccaaaactctgtataaatacttgtctgagggcaagtgg

S GRLY EV EZFTCSHV I RED

R ¢CwULASWZPIKTULYKY L S EG K W

ttctttgaggatcttgagcgagagcttgggtcttctcecccactggecccagaatcagacac

F FEDWLEWRIELGSSPHWPR 1T RH

tacgtagtcgggaatactccatcgcccgacaaaactagattagaaaattcaagtccgage

Y vVv GNTWPSUPD KT RILENSS P S

tatggcgaagaggctgacaaaacaacagttagccaaggctatagcgaacactctggaagce

Y G EEADIKTTVS QG Y S EH S G S

cccggcecactcaatcgaggaggcccaggaaccggagacggcegecgttctgectgcaaggca

P G H S 1

gcctcagtctatccaggetggggecatccatggececctattgetcagggggectatggtteg

E E A

A S VY P G W G

cttacgtga 2889

L T

T A P F C C K A

H G P Y CS G G Y G S

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880
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Figura 6: Seqiiéncia de nucleotideos ¢ a aminoacidos deduzidos das ORFs 2 e 3 (n° de
acesso DQS875594); os aminodcidos em negrito indicam o inicio das regides referentes aos
produtos SP (Serino Protease), Vpg (proteina ligada ao genoma viral) ¢ RpRd (RNA polimerase
- indica o sitio de clivagem para a serino protease nos aminoacidos E e T (E:
glutamato e T: Treonina) ; marcados em cinza estdo indicados os dominios e motivos da
poliproteina; os nucleotideos (atg) sublinhados e em negrito referem-se ao cédon de iniciagdo das
ORF 2 e ORF 3; em azul a seqiiéncia deduzida de aminoacidos da ORF3; e indica o codon de
terminagéo; sublinhado em vermelho a seqiiéncia heptanucleotideo referente ao sinal de frameshift
-1 para a ORF 3.
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4.7. Analise do Sequienciamento.

As tabelas 1 e 2 mostram dados de identidade para as seqiliéncias de
aminodcidos deduzidos e nucleotideos da ORF 2 e 3 do SBMV-SP com outros
sobemovirus, indicando os valores de identidade. A figura 7 mostra um
alinhamento entre as seqiiéncias de aminodacidos de algumas espécies de
sobemovirus e isolados de SBMYV, referentes a regido do sitio de ligacdo da
proteina capsidial (Coat Protein Biding Site - CPBS), localizado internamente a
regido da serino protease da ORF 2. A figura 8 mostra a organizagdo gendmica do
SBMV-SP, evidenciando a regido da Vpg com sua seqiiéncia de aminoacidos e
algumas regides importantes, como os sitios de clivagem da poliproteina (E/T) e
algumas regides conservadas na por¢cdo N-terminal da Vpg (20 primeiros
aminodcidos) e os aminoacidos WAD. O alinhamento mostrado na figura 9 ¢ da
regido N-terminal da Vpg (20 primeiros aminoacidos), comparando-se a mesma

regido de outros sobemovirus.

ORF-2
SBMV SBMV-Ark  SBMV-SP SeMV SCPMV RYMV LTSV CoMV
SBMV 76,6 71,9 61,3 49,3 45,6 38,6 40,5

SBMV-Ark 60,2 - 91,4 75,7 58,2 435 44.4 45,0
SBMV-SP 57,9 95,0 _ 76,0 58,8 435 447 46,0
SeMV 49,9 77,0 777 - 58,9 433 437 45,6
SCPMV 36,5 52,7 53,1 55,5 429 433 50,5
RYMV 24,4 31,3 31,4 32,0 40,5 44,3

LTSV 27,7 37,4 36,9 36,9 40,3
CoMV 24,9 31,0 30,6 31,8 30,8

Tabela 1: Comparagéo (porcentagem de identidade) entre a seqiiéncia de nucleotideos
(acima da diagonal) e aminoacidos deduzidos (abaixo da diagonal) da ORF 2 de isolados do
Southern bean mosaic virus e espécies do género Sobemovirus. O niimero de acesso ao GenBank
para os virus citados sdo: SeMV (NC002568), SBMV (L34672), SBMV-ARK (NC004060),
SBMV-SP (DQ875594) RYMV (NC001575), SCPMV (NC001625), CoMV (NC002618), LTSV
(NC001696).
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ORF-3
SBMV-Ark SBMV-SP SeMV SCPMV RYMV LTSV

SBMV-Ark 97,0 76,1 54,4 45,1 38,5
SBMV-SP 97,7 76,1 54,8 45,4 39,1
SeMV 73,6 73,6 60,5 42,2 41,9
SCPMV 48,8 48,8 52,5 41,0 38,6
RYMV 23,5 22,0 18,8 19,1 41,1
LTSV 36,5 35,9 371 37,1 17,6

Tabela 2: Comparagdo (porcentagem de identidade) entre a seqiiéncia de nucleotideos
(acima da diagonal) ¢ aminoacidos deduzidos (abaixo da diagonal) da ORF 3 de isolados do
Southern bean mosaic virus e espécies do género Sobemovirus. O niimero de acesso ao GenBank

para os virus citados sdao: SeMV (NC002568), SBMV-ARK (NC004060), SBMV-SP

(DQ875594), RYMV (NC001575), SCPMV (NC001625), LTSV (NC001696).

SEMY-5P 28l AGWMSGTPIY SS =291
SBMV-Tirk = 3 - - .. 291
Se M 81 . . . - L . . . £&91
SCPMY 28l K . . - L. TR £E31
ETMYf 282 & . . .5 . L. HE :=3:
CEMYf 273 .. .5 _ L. HE EZ&3
LTS5\ 217 K . . - L . V& 227

Figura 7: Comparagdo entre as seqiiéncias de aminoacidos da regido do sitio de ligagao

da proteina capsidial (Coat Protein Biding Site - CPBS) de isolados do SBMV e espécies do

género Sobemovirus. Os numeros a esquerda da seqiiéncia referem-se a posi¢do do primeiro

aminodcido e a direita a do ultimo aminoécido deste sitio em relacdo a posi¢do na seqiiéncia de

aminoécidos da poliproteina da ORF 2. Em destaque esta o aminoacido serina (S) presente no sitio

catalitico da serino protease (SP).
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.. .LE3IQETLPFDLEVIE IPFEDVETRSYEFIEVEIKGRGKAKLGKREFAWIPESGKYWRDDDDDSLPPPPKVVDGKMVWTSAQEJTVA. ..

5F Vpg

Vog

Figura 8: Esquema da organizagdo do genoma do SBMV-SP, evidenciando a regido da

Vpg (em cinza) com sua respectiva seqii€ncia completa de aminoacidos. E | T: indica o sitio de

clivagem para a serino protease (SP) na poliproteina, localizados entre as proteinas SP e Vpg e

entre Vpg e RpRd. As seqiiéncias sublinhadas sdo regides conservadas da Vpg para os

sobemovirus.

SBMIF-5P

SEMU-frk
SeMf

SCPMY

326 TLPPDLSVTETPFEDVETRS 345

326 .. E_ ... ... ... .. 345
326 .. .E_.I .... b...... 345

326 .. . E.GYR. .S5L.. GL.. 345

Figura 9: Comparagdo entre as seqiiéncias de aminoacidos da regido N-terminal das

Vpgs de isolados do SBMV e espécies do género Sobemovirus. Os numeros a esquerda da

seqiiéncia referem-se a posicdo do primeiro aminoacido e a direita a do tltimo aminoacido desta

seqiiéncia em relacdo a posi¢@o na seqiiéncia de aminoacidos da poliproteina da ORF 2.

I 3 SBMV-SP
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4.8. Andlise Filogenética.

A andlise filogenética pelo método de mdxima parcimOnia para as
seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos deduzidos da ORFs 2 (figuras 10 e 11),
as seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos deduzidos da ORF 3 (figuras 12 e
13). A figura 14 refere-se a arvore para a seqiiéncia de nucleotideos dos genomas

de espécies e isolados de sobemovirus .

R4 MU

CfHY

SBEHL-SP

a1 — 18— SEHU
—1 IE‘E‘—‘
——188— SEMU-Ark

— 18— SeMl

SCPHMU

LTSU

Figura 10. Analise filogenética com base na seqiiéncia completa de nucleotideos da
ORF-2 do SBMV-SP e outros sobemovirus, pelo método de maxima parciménia com 1000
réplicas. As 8 espécies estdo identificadas a direita da arvore e os valores de “bootstrap” (em

porcentagem) estdo localizados a esquerda.

CfHU

FYHU
SBHMU-SF

—e—
SBIMU-Ark

SEMU

—— 1 88—

—188——

SeMu

o9

SCPHU

99

LTz

Figura 11. Analise filogenética com base na seqiiéncia completa de aminoacidos
deduzidos da ORF-2 do SBMV-SP e outros sobemovirus, pelo método de maxima parcimdnia
com 1000 réplicas. As 8 espécies estdo identificadas a direita da arvore e os valores de “bootstrap”

(em porcentagem) estdo localizados a esquerda.
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RYHU

LTsU
SEMU-5P
——————IEE—————%
SEMU-ARK

SeHu

—18a

— 18—

SCRHU

Figura 12. Analise filogenética com base na seqiiéncia completa de nucleotideos da
ORF-3 do SBMV-SP e outros sobemovirus, pelo método de méaxima parcimonia com 1000
réplicas. As 6 espécies estdo identificados a direita da arvore e os valores de “bootstrap” (em

porcentagem) estdo localizados a esquerda.

RYHU
SEMU-SP
——————IBB—————%
SEMU-Ark

SeMu

fd

SCPHY

LTSU

Figura 13. Analise filogenética com base na seqiiéncia completa de aminoacidos
deduzidos da ORF-3 do SBMV-SP e outros sobemovirus, pelo método de maxima parcimonia
com 1000 réplicas. As 6 espécies estdo identificados a direita da arvore ¢ os valores de “bootstrap”

(em porcentagem) estdo localizados a esquerda.

RYHU

CfHU

SEMU
———d@@———{
SEMU-ArKk

SEMU-SP

—— 1 88—

—188——

SeMu

—1EE——]

SCPHU

LTz

Figura 14. Analise filogenética com base na seqiiéncia completa de nucleotideos dos
genomas dos Sobemovirus, pelo método de maxima parciménia com 1000 réplicas. As 8 espécies
estdo identificados a direita da arvore e os valores de “bootstrap” (em porcentagem) estdo

localizados a esquerda.



4.9. Complementagao do Sequenciamento do Genoma do SBMV-SP.

montagem do genoma completo do virus (figura 15). As seqiiéncias das ORFs 1 e
4 foram obtidas do GenBank (ORF1 n° de acesso: AY340587 ¢ ORF4 n° de
acesso: AY340586). De acordo com Espinha et al. (2004) ha sobreposi¢do de 34

nucleotideos entre as ORFs 1 e 2 e entre as ORFs 2 e 4 também ha sobreposicao

As seqiiéncias das ORF 1, 2, 3 e 4 do SBMV-SP foram reagrupadas para

de 188 nucleotideos (ESPINHA et al., 2005).

S RN
5
CACAAAATAT

Rl EEER
6
GGTCAATACT

SEhd EEEEY |
125
CCGTTGGTTT

Epd EEEEY |
185
TAGACGTTCC

SRRl EEERY
245
GGCCCCAAGG

Ry EERn
305
CGTACCATCC

SRRy EEE |
365
TCTTTAGCAA

R EERR
425
ACGGGAATCT

R EERR
485
GTGAGAAATC

SRR EEER
545
GTTAGCAAAT
Ry EErR
605
AGGATCACTA

) EEEEY
15
AAGAAGGAAA

SRR EEERY
5
TATCAATTGG

3 EEERY
135
TCTTGGTTTC

3Y EEERY
195
TTCGTCCATT

Y EEER
255
TGGTGAGAGA

SRR
315
AGTGCGTGTC

R EEER
375
GTGGAACTTC

N EEERy
435
GTTTAGGGTT

N EEERY
495
TATCTGCAGA

el
555
GTTATCTGCG
SR EEER
615
GTTCCAATAG

) EEE |
25

GCTGGATTTC

SRRy EEE |
8
TGCATTGTTC

el EEEEY |
145
CATTCAGACG

R0y EEEEY |
205
GATTTCGTCG

SR EEERY
265
TACACTATCC

Ry EEEn
325
GAGATCATCT

SRy EEER
385
CATTGCGAAA

Rl EEER
445
GGAACGCTCC

S BEER
505
CAATGTATCA
*ORF2
S R
565
CGGCAATCTT
S Eer
625
TGGCCTGGAT

R EEE
35

CTACCTTTGT

Ty EEERY
9

GCATGAGCTA
*ORF1
) EEEN
155
CTACTCGCAT

RN EEERY
215
GTGAAACCGA

Y EEER
275
TACCTAGGTT

T ERER
335
GTAGGGTTTG

R ERER
395
GGAAGGGCCA

R ERER
455
GGGAGACGGG

SR ERER
515
TCCAGGCCGC

Y EEEE
575
GTACGACATC
Y EEER

635
GACCCCGTTC

I EEE |
45

GTTTCCATTG

LY EEERY |
10
CCGATTCTTA

E0d EEEEY |
165
TCTGTCAGAG

SRRy EEEEY |
225
GTTACGCCTA

SR EEERY
285
CAACGTTCAG

R EEER
345
TGCTACTTCC

R EEER
405
TTTTGTGCCA

SRS B |
465
AGAGAAATAC

SRR EEEE |
525
TCACCATCAT

SRR EEERY
585
CGTATGGGGG
T EEERY
645
GTTACGCTGC

Rl EEE
55

TCGAAGCATT

RN EEPRY
11
GTAGTCAAAG

ST EEERY
175
ACTGAGATCG

5N EEERY
235
GAAAACGCTT

ST ERER
295
ATTGACTTCA

R EEER
355
CTTACTGTTG

SR EEER
415
GTAGACCAGA

N EEERy
475
TTCTACTTCT

S EEE |

535

TCCTGATAAC
ORF1

Y EEEE
595
GGTACCAACC
Y PR
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Figura 15: Seqiiéncia de nucleotideos do Genoma do SBMV-SP. * indica os cédons de

iniciagdo (ATG) das ORFS 1, 2, 3 e 4; (o) indica o cddon de terminagdo (TGA para as ORFs 1, 2
e 4 e TAA para a ORF 3). Os nucleotideos coloridos marcados em negrito e sublinhados indicam

os codons de iniciacdo e terminacao das ORFs: em vermelho ORF 1, em preto ORF 2, em verde

ORF 3 e em azul ORF 4.
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4.10. Amplificacéo por PCR do Fragmento da Porg¢do C- Terminal da RpRd.
O produto da reagdo de PCR foi analisado em gel nativo de agarose 1%

evidenciando bandas de tamanho esperado de aproximadamente 686 pb (Figura

16).

686pb
e

600pb

100pb

Figura 16. Gel nativo de agarose 1% (M): Marcador de tamanho molecular 100 bp DNA
Ladder (Invitrogen); (1) Produto amplificado: 686pb (seta).
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4.11. Clonagem, Expresséo e Purificacdo do Peptideo da Por¢do C-Terminal
da RpRd.

A figura 17 mostra o corte com enzimas de restrigdo dos vetores
recombinantes (pGEM-T + inserto, pMALc-2x + inserto e pET 28 a + inserto),
indicando a liberacdo do fragmento tamanho esperadop de aproximadamente 686
pb, confirmando a presenga do inserto. Através do seqiienciamento realizado dos
vetores recombinantes, confirmou-se a presenca do fragmento da regido 3" do
gene da polimerase, possibilitando iniciar o processo de expressdo da proteina.

A proteina foi expressa na forma soluvel em células de E. coli induzidas
com ImM de IPTG por 4 horas. A analise da expressdo proteica foi realizada
através de SDS-PAGE 10% e revelou a producdo de uma proteina de massa
molecular aproximada de 67 kDa (Figura 18), conforme o esperado, uma vez que
a proteina de fusdo (“Maltose Binding Protein" — MBP) do vetor tem
aproximadamente 43kDa e a por¢do C-Terminal da RpRd do SBMV-SP tem
massa molecular estimada em 24kDa. As amostras que foram eluidas da resina de
amilose confirmaram os resultados de expressdo. A analise em SDS-PAGE 10%
evidenciou uma banda com massa molecular aproximada de 67kDa, o que
representa a proteina fusionada esperada (Figura 16).

No outro sistema de expressio em E. coli (pET 28 a) a cultura foi
submetida a uma inducdo com ImM IPTG por 3 horas. A andlise da expressao
também foi realizada através de um SDS PAGE 10%. A proteina também foi
obtida na forma soltivel, com um tamanho aproximado de 30kDa. As amostras
obtidas da elui¢do da resina de niquel (Invitrogen) foram aplicadas em SDS-
PAGE 10% e analisadas, A purificacdo da proteina confirma a expressdo da

proteina recombinante conforme a figura 19.
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100pb

Figura 17: Gel nativo de agarose 1% corte enzimatico com Bam HI e Hind III dos
vetores recobinantes que contém o fragmento da polimerase. (M) Marcador de tamanho molecular
(100 pb DNA Ladder - Invitrogen). (1) DNA plasmidial (pGEM) recombinante digerido com Bam
HI e Hind III. (2) DNA plasmidial (pMAL) recombinante digerido com Bam HI e Hind III. (3)
DNA plasmidial (pET 28a) recombinante digerido com Bam HI e Hind III. (Seta) indicando o
fragmento de interesse liberado de 686 pb.
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~67KDa
70KDa

50KDa

20KDa

Figura 18: SDS-PAGE 10% mostrando a expressdo em E. coli e purificac¢do parcial da
proteina referente a por¢do C-Terminal da RdRp fusionada a MBP em coluna de amilose. (M)
Marcador de massa molecular (kDa) BenchMark (Invitrogen). (1) Extrato de células antes da
inducéo da expressdo. (2) Extrato de células apos 4 horas de indugdo com 1mM de IPTG. (3)
Proteina referente a porgdo C-terminal da RpRd fusionada a MBP parcialmente purificada com

massa molecular estimada em ~67 kDa (seta); (*) contaminantes.
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Figura 19: SDS-PAGE 10% mostrando a expressdo em E. coli e purificagdo parcial da
proteina referente a por¢do C-Terminal da RdRp fusionada a cauda de histidina em resina de
niquel (Invitrogen). (M) Marcador de massa molecular (kDa) BenchMark (Invitrogen). (1) Extrato
de células antes da indugdo da expressédo. (2) Extrato de células apds 3 horas de indugdo com 1mM
de IPTG. (3) Proteina referente a por¢do C-terminal da RpRd fusionada a cauda histidina

purificada com massa molecular estimada em ~ 30 kDa (seta).
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4.12. Western blot.

A especificidade foi confirmada ao reagir o anti-soro anti-C-terminal da
polimerase com a proteina recombinante (C-terminal da polimerase + cauda de
histidina) expressa no sistema pET 28 a. Uma banda de aproximadamente 30 kDa

mostra a reacao.

T e

e 3 kKDaM 1 2 3
s -
— 60 s
50KDA | 50 e
40 ==
30KDa ——
i L
25KDa ' : 30 - -
20KDa
20 &
(A) (B)

Figura 20: (A) SDS PAGE 12%: (M) marcador de massa molecular (BenchMarkTM
Protein Ladder, Invitrogen); (1) proteina do movimento do Pepper ringspot virus; (2) BSA e
(3) Porgdo C-terminal da Polimerase do SBMV.
(B) Western blot: (M) marcador de massa molecular (Magic Mark XP, Invitrogen); (1)
Proteina do movimento do Pepper ringspot virus; (2) BSA e (3) Por¢ao C-Terminal da
Polimerase do SBMV.
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que a ORF 2 do SBMV-SP
contém 2889 nucleotideos, incluindo-se o codon de terminagdo UGA, com 962
aminoacidos deduzidos e massa molecular estimada de aproximadamente 105
kDa. Dentro desta ORF foi localizada a seqiiéncia da ORF3 contendo 398
nucleotideos, incluindo-se o cddon de terminagdo UAA, com 132 aminoacidos
deduzidos e massa molecular estimada de aproximadamente 15 kDa.

A analise feita a partir do seqlienciamento das ORFs 2 e 3 do genoma do
SBMV-SP, quando comparadas com outras espécies do mesmo género
(Sobemovirus) e isolados do SBMV, depositadas no GenBank, mostrou que a
ORF 2 possui maior identidade (91,4% na seqiiéncia de nucleotideos e 95,0% na
seqliéncia de aminoacidos deduzidos) com o isolado Arkanas do SBMV (Tabela
1). O resultado foi similar em relagdo a ORF3 com valores de identidade de
97,0% para a seqiiéncia de nucleotideos e 97,7% para a de aminoacidos deduzidos
(Tabela 2).

Os dados obtidos por Espinha et al. (2004) através do seqlienciamento da
ORF 1 do SBMV-SP mostram que as seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos
deste virus apresentam maior identidade (79%) com o isolado americano (SBMV-
Ark) e pouca identidade com as demais espécies de virus do género Sobemovirus.
A extremidade 3 "terminal da ORF1 do SBMV-SP se sobrepde em 34 nucleotideos
com a ORF 2 (ESPINHA et al., 2004), sendo que este dado foi também
confirmado no seqiienciamento da ORF 2 do SBMV-SP (Figura 15).

O seqiienciamento realizado para a ORF 4 do isolado Sdo Paulo do SBMV
(ESPINHA et al., 2005) mostrou que ha sobreposi¢do de 129 nucleotideos com a
ORF 2, resultado também obtido no presente trabalho. As seqiiéncias de
nucleotideos e aminoéacidos da ORF 4 também apresentam maior identidade com
as seqliencias de nucleotideos e aminoacidos do SBMV-Ark , 91% e 93%
respectivamente. Estes dados de identidade das ORFs 1 e 4 confirmam os dados

de identidade das ORFs 2 e 3 deste trabalho.
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Os dados obtidos pela andlise filogenética pelo método da méxima
parcimOnia para as seqiiéncias de aminoacidos das ORFs 2 e 3, corroboram os
dados de identidade. Para a ORF 3, os isolados SBMV-SP e SBMV-Ark foram
agrupados em um mesmo ramo em 100% das réplicas, valor proximo dos 96%
obtidos para a ORF 2. Deve-se notar, entretanto, que na analise filogenética das
seqiiéncias de nucleotideos dos genomas dos Sobemovirus, os isolados SBMV e o
SBMV-Ark foram agrupados num mesmo ramo em 100% das réplicas, 0 mesmo
acontecendo quando da analise das ORF 2. Este fato pode ser explicado pelo fato
de que o SBMV e o SBMV-Ark sdo isolados encontrados nos Estados Unidos da
América do Norte e 0 SBMV-SP encontrado no Brasil, indicando haver alguma
diversidade genética entre eles mas que niao redundam, entretanto, em mudangas
na seqliéncia de aminodcidos. A analise filogenética para a ORF3 ndo foi feita
visto que no seqiienciamento do SBMYV inexiste esta ORF (OTHMAN & HULL,
1995). Mais recentemente, Hull & Fargette (2005) mostram a existéncia de uma
ORF 3 no genoma do SBMV, iniciando na posi¢do 1826 e terminando na posi¢ao
2296. Entretanto, esta seqiiéncia ndo codifica uma proteina, havendo varios
codons de terminagdo na seqiiéncia. Ja foi proposto que as diferencas na
organiza¢do gendmica do SBMV e SBMV-Ark, resultam de mutagdes ou erro no
seqiienciamento do SBMV (LEE & ANDERSON, 1998).

Reunindo os resultados obtidos de seqlienciamento deste trabalho com os
dados de seqiienciamento obtidos por Espinha et al. (2004, 2005) das ORFs 1 ¢ 4
do SBMV-SP, foi possivel concluir que o genoma do Southern bean mosaic virus
encontrado no Estado de Sao Paulo (SBMV-SP) possui 4133 nucleotideos,
compreendendo trés ORFs (1, 2 e 4) sobrepostas e uma (ORF3) inserida na ORF2,
apresentando organizagdo gendmica similar aquela descrita para o SBMV-Ark
(LEE & ANDERSON, 1998) e dentro do padrao de organizagao representado pelo
Southern cowpea mosaic virus (SCPMV). Um esquema da organizagdo gendmica

do SBMV-SP ¢ mostrado a seguir.

1822 ORF3 2220
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Analisando a regido referente a RpRd foi possivel identificar uma
seqiiéncia de heptanuleotideos (TTTAAAC) com inicio na posi¢do 1723 e término
na posi¢do 1729 (figura 6). Esta seqiiéncia possivelmente atua como uma regido
sinalizadora para o mecanismo ribossomal de frameshift -1 para a traducdo da
ORF 3, semelhante ao que ocorre com o CoMV para a ORF 2b (LEE &
ANDERSON, 1998; TAMM et al., 1999). Assim, a ORF3 seria traduzida por um
mecanismo de frameshift -1, o que produziria uma proteina de fusdo de
aproximadamente 70 kDa. Tradugdo in vitro do RNA gendmico do SCPMV
produziu uma proteina de aproximadamente 70 kDa, o que poderia ser a proteina
de fusdo da ORF2-ORF3 (WU et al., 1987, TAMM et al., 1999). Entretanto,
ainda s30 necessarios mais dados experimentais para comprovacao de tal hipdtese.

Através da analise das seqiiéncias de aminoacidos, foi possivel identificar
outras regides conservadas, localizadas na ORF 2, citando-se o sitio de ligacao da
capa proteica (Coat Protein Biding Site - CPBS) e a por¢do N-terminal da
seqiiéncia da VPg. A CPBS, inserida na regido da serino protease, mostrou ser
uma seqliéncia muito conservada entre os sobemovirus (Figura 9). Esta regido ¢
importante para a formagao do complexo ribonucleoproteico (RNPC) propiciando
estabilizacdo dos virions (HACKER, 1995). O aminoacido serina (S) em destaque
na Figura 7 estd presente em todas as seqiiéncias dos sobemovirus analisadas,
mostrando ser de grande importancia, ja que faz parte do sitio catalitico da serino
protease. Também foi possivel identificar a posicdo da triade catalitica H-D-S
(Histidina, posi¢do 181-Acido Aspartico, posi¢do 216-Serina, posi¢io 284)
presente nas serino proteases. Esta triade catalitica também ¢ encontrada no
SCPMV, SeMV e outros sobemovirus (LOKESH et al. 2001).

O alinhamento da por¢do N-terminal da VPg mostrou que esta regido é
altamente conservada nas espécies SBMV-SP; SBMV-Ark; SeMV e SCPMV, o
que ndo se verifica para as espécies CoMV (MAKINEN et al.,1995) e RYMV
(NGON et al., 1994). Os sitios de clivagem para a serino protease E/T (E-
Glutamato e T- Treonina) também foram identificados, estando localizados entre
as seqiiéncias SP-Vpg e Vpg-RpRd (Figura 8), de maneira similar ao descrito para

espécies do género Luteovirus (VAN DER WILK et al., 1997). Uma outra
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seqliéncia altamente conservada nas VPg dos sobemovirus, representada pelos
aminodcidos WAD/WGD seguidos por um dominio rico em D/E (MAKINEN et
al., 1995), foi também identificada no SBMV-SP (Figura 8), onde a seqiiéncia
WAD ¢ seguida de um dominio rico em D. Motivos similares a este também estao
presentes nas VPg do Potato leafroll virus (PLRV) e Beet western yellows virus
(BWYV).

A expressdo da por¢ao C-terminal do polimerase do SBMV-SP em E. coli
no sistema pMAL c2-x produziu uma proteina de fusdo de aproximadamente 67
kDa em forma nativa. Entretanto, mesmo apds purificagdo em coluna de afinidade
de amilose, alguns contaminantes ainda estavam presentes na preparacao (Figura
18). Mesmo assim, aliquotas foram utilizadas para imunizagao de coelhos visando
a producdo de anti-soro especifico. Utilizando-se a expressdao em sistema pET
28a, houve a producdo de uma proteina nao fusionada, desnaturada, de
aproximadamente 30 kDa (Figura 19). O anti-soro obtido, quando testado em
Western Blot, mostrou-se especifico para a por¢do C-terminal da polimerase, ndo
reagindo com outras proteinas utilizadas como controle (Figura 20).

Este anti-soro sera de grande valia em estudos futuros, possibilitando
melhor entender o ciclo de multiplicagdo do Southern bean mosaic virus na célula
hospedeira, uma vez que ainda pouco ¢ conhecido sobre aspectos da replicagdo

dos sobemovirus.
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6. CONCLUSAO

O isolado do SBMYV encontrado no Estado de Sdo Paulo é idéntico ao
isolado do mesmo virus descrito no Estado de Arkansas nos Estados

Unidos da América.

O anti-soro produzido para a proteina de fusdo (C-terminal da polimerase
+ MBP) reagiu eficientemente com a proteina recombinante purificada
expressa no sistema pET 28a (C-terminal da polimerase + cauda de

histidina), mostrando ser especifico para essa proteina.
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7. RESUMO

O presente trabalho consistiu no seqiienciamento e caracterizagdo
molecular das Cadeias Abertas de Leitura (Open Reading Frames - ORFs) 2 ¢ 3
do genoma do isolado Sao Paulo do Southern bean mosaic virus (SBMV-SP),
completando-se o seqiienciamento de todo o genoma desse isolado. A ORF 2
codifica uma poliproteina (serino protease — VPg — RNA polimerase RNA-
dependente) e a ORF 3 um produto com fung¢do desconhecida.

O seqiienciamento da ORF 2 apresentou 2889 nucleotideos, incluindo-se o
codon de terminagdo UGA, com 962 aminoacidos deduzidos e massa molecular
estimada de aproximadamente 105 kDa. Dentro da ORF 2, localiza-se a ORF 3
contendo 398 nucleotideos, incluindo-se o cddon de terminagdo UAA, com 132
aminoacidos e massa molecular estimada de aproximadamente 15 KDa.

A andlise feita a partir das seqiiéncias das ORFS 2 e 3 do genoma do
SBMV-SP, quando comparadas com outras espécies do mesmo género e isolados
do SBMV, depositadas no GenBank, mostrou que a ORF 2 apresenta maior
identidade (91,4% na seqiiéncia de nucleotideos e 95,0% na seqiiéncia de
aminoacidos deduzidos) com o isolado de Arkansas. Resultado similar foi obtido
em relacdo a ORF 3 com valores de identidade de 97,0% tanto para as seqiiéncias
de nucleotideos e aminoacidos deduzidos. Dados de filogenia corroboram os
dados de identidade.

Regides conservadas do género Sobemovirus também foram identificadas,
tais como Sitio de Ligacdo a Capa Protéica (CBPS), a triade catalitica da serino
protease (H-D-S) e a seqiiéncia de heptanucleotideos (TTTAAAC).

A expressio em Escherichia coli da por¢do C-terminal da RNA
Polimerase RNA Dependente (RpRd) produziu uma proteina de fusdo de
aproximadamente 67 kDa no sistema pMAL c2-x e de 30 kDa no sistema pET
28a. Quando a proteina de fusdo foi injetada em coelhos houve a producdo de

anti-soro especifico para a proteina recombinante.
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8. ABSTRACT

The present work consisted of the sequencing and molecular
characterization of the Open Reading Frames (ORFs) 2 and 3 from the Sao Paulo
isolate genome of Southern bean mosaic virus (SBMV-SP), completing the
sequencing of all the genome of this isolate. The ORF 2 encodes a polyprotein
(serine protease - VPg - RNA dependent RNA polimarase) and the ORF 3 one
product with unknown function.

The sequencing of the ORF 2 reveals 2889 nucleotides, including the stop
codon (UGA), with 962 deduced amino acids e and estimated molecular weight of
approximately 105 kDa. Nested in the ORF 2 were found the ORF 3 with 398
nucleotides, including the stop codon (UAA), with 132 deduced amino acids and
estimated molecular weight of approximately 15 kDa.

The analysis made from the sequences of the ORFs 2 and 3 from the
SBMV-SP genome, when compared with other species of the same gender and
isolates of SBMV, deposited in the GenBank, showed that the ORF 2 presents
higher identity (91,4% in the nucleotide sequence and 95,0% in the deduced
amino acids sequence) with Arkansas isolate. Similar result was obtained in
relation to the ORF 3 with identity values of 97,0% for the nucleotides and
deduced amino acids sequences. Phylogeny data corroborate the identity data.

Conserved regions of the Sobemovirus gender had also been identified
such as Coat Protein Binding Site (CPBS), serine protease catalytic triad (H-D-S)
and heptanucleotide sequence (TTTAAAC).

The Expression in Escherichia coli of the C-terminal region of the RNA
dependent RNA polimerase produced a fusion protein of approximately 67 kDa in
pMAL c2-x system and a 30 kDa protein in pET 28a system. When the fusion
protein was injected in rabbits it had the production of specific anti-serum for the

recombinant protein.


http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&q=Phylogeny&spell=1
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