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I. INTRODUGAO

O feijao (Phaseolus vulgaris L.), comum leguminosa da
familia das Fabaceas (Leguminosae) (Cronquist, 1981), constitui uma das
culturas mais importantes existentes, estando generalizada por todo o
mundo, 0 que deve-se principalmente ao seu alto valor nutritivo. A
produgdo mundial de feijdo é da ordem de 18,9 milhdes de toneladas,
sendo o Brasil o segundo maior produtor do mundo (2,2 milhGes de
toneladas), somente superado pela india (4,9 milhdes de toneladas). A
principal regido produtora de feijdo no Brasil é a regido sul (773,3 mil
toneladas), sendo seguida pela sudeste (627,1 mil toneladas), que juntas
respondem por 63% da produg¢ao do pais (Ficha, 2000).

No Brasil, a cultura do feijdo assume um grande valor social
pois constitui a base de alimentagdo da populagdo, sendo fonte de
proteina vegetal de baixo custo. A dupla feijdgo com arroz € o prato
principal na alimentagdo da maioria da populagdo brasileira,
especialmente a de baixa renda. Além disto, a cultura de feijao é uma
importante opg¢do econdmica para o modelo de agricultura familiar
(Cultura, 2000).

Na maioria das regiées produtoras predomina a exploragéo
do feijoeiro por pequenos produtores, com uso reduzido de insumos,
obtendo-se baixas produgdes. A produtividade da cultura € grandemente

afetada pela ocorréncia de doengas que diminuem sensivelmente a
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produgdo e, consequentemente, reduzem sua oferta, provocando um
aumento nos pregos de mercado (Cultura, 2000). Estas doengas tém
exercido um papel relevante na baixa produtividade de feijoeiros no Brasil
e outros paises latino-americanos (Jayasinghe, 1982; Costa & Costa,
1983). As mais numerosas s&o as ocasionadas por fungos seguindo-se as
de etiologia viral, algumas tendo adquirido expressiva importancia
econdmica (Gamez, 1977; Bianchini et al., 1997).

A incompleta caracterizagdo dos virus e suas estirpes e as
variagbes na sintomatologia induzida em diferentes regides por um
mesmo agente fazem com que o0 numero exato de doengas induzidas por
virus na América Latina seja desconhecido (Jayasinghe, 1982).

No Brasil foram descritas mais de dez moléstias em
feijoeiros causadas por virus (Costa et al., 1972; Costa, 1975), algumas
amplamente disseminadas no pais, enquanto outras aparentemente
restritas a determinadas areas (Camargo et al., 1968; Costa et al., 1972;
Camargo et al., 1976; Trindade, 1979; Kitajima et al., 1980). Entre os virus
que infectam o feijoeiro no Brasil esta o Southern bean mosaic virus

(SBMV), espécie tipo do género Sobemovirus (Murphy et al., 1995), o qual

ja foi encontrado em trés regides distintas do Pais: Distrito Federal

(Cupertino et al., 1982), Sao Paulo (A. S. Costa, Dados nao publicados) e
Parana (Gasparin, 2002). H4, entretanto, poucos estudos feitos com

esses isolados, principalmente do ponto de vista molecular.
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Visando uma melhor caracterizagdo do virus que ocorre no
Brasil, um isolado fornecido pelo Dr. A. S. Costa (Instituto Agrondmico de

Campinas) e mantido em feijoeiro ‘Rosinha’, foi estudado.

Il. OBJETIVOS
O presente trabalho teve como objetivo geral expandir o
conhecimento a respeito da estrutura do genoma do isolado do Southern
bean mosaic virus encontrado no Estado de S&o Paulo (SBMVSP).
Constituiram objetivos especificos do trabalho, a purificagdo das
particulas virais; a transcricdo reversa e a reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) para as regides terminais 5 e 3° do genoma do

SBMV*®"; a clonagem dos produtos da PCR em vetor de seqiienciamento;

0 sequenciamento automatizado dos genes clonados; a analise
filogenética da capa proteica viral comparada com outros sobemovirus e a

localizagdo dos RNAs virais em fragdes subcelulares.
ll. REVISAO DE LITERATURA

1. PROPRIEDADES BIOLOGICAS

Em 1977(a), Hull recomendou o estabelecimento de um
novo género de virus de plantas baseado nas similaridades da massa
molecular da proteina capsidial, estabilidade e coeficiente de

sedimentagao da particula viral e distribuicdo das particulas dentro das
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células. O grupo foi aceito pelo Comité Intemacional de Taxonomia de
Virus (ICTV) com o nome de Sobemovirus (sigla para Southern bean
mosaic virus) (Matthews, 1982).

O género Sobemovirus compreende, atualmente, onze
espécies distintas: Southern bean mosaic virus (SBMV), Southern cowpea
mosaic virus (SCPMV - anteriormente considerado como estirpe caupi do
SBMV; SBMV-C), Coksfoot mottle virus (CfMV), Rice yellow mottle virus
(RYMV), Blueberry shoestring virus (BSSV), Lucerne transient streak virus

(LTSV), Solanum nodiflorum mottle virus (SNMoV), Sowbane mosaic virus

(SoMV), Subterraneam clover mottle virus (SCMoV), Turnip rosette virus

(TRoV) e Velvet tobacco mottle virus (VTMoV) (Hull et al.,, 2000). Estes
virus apresentam similaridades na morfologia da particula, no modo de
transmissdo, na organizagdo do genoma, no comportamento in vivo e nas
interacbes com os constituintes celulares, além de possuirem gama de
hospedeiras relativamente restrita, que no entanto difere para cada
espécie.

Outras trés especies, Rofttboellia yellow mottle virus,
Ryegrass motlle virus e Sesbania mosaic virus, possuem caracteristicas
que permitiriam inclui-las no género Sobemovirus, mas, até o momento,
nao foram reconhecidas pelo ICTV ("International Commitee on
Taxonomy of Viruses'). Ha ainda trés possiveis espécies, cujas
caracteristicas sao similares aos sobemovirus, mas que ainda necessitam

de mais informagdes para serem incluidas no género. Sao elas: Cocksfoot
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mild mosaic virus (CMMV), Cynosurus mottle virus (CnMoV) e Ginger
chlorotic fleck virus (GCFV) (Fauquet & Mayo, 1999).

Deve ser ainda notado que trés outros virus considerados
como possiveis espécies do género Sobemovirus [Maize chlorotic mottle
virus (género Machlomovirus), Olive latent virus 1 (género Necrovirus) e
Panicum mosaic virus (género Panicovirus)] foram recentemente incluidos
na familia Tombusviridae (Tamm & Truve, 2000).

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 do Norte (Zaumeyer & Harter, 1942).
Posteriormente, os mesmos autores forneceram uma descricdo mais
completa do virus (Zaumeyer & Harter, 1943). Atualmente, sabe-se que o
SBMV apresenta-se amplamente disseminado, sendo encontrado também
em outras regides da América do Norte [México (Yerkes & Patifio, 1960)],
América Central [Nicaragua (Fuentes, 1990)], América do Sul [Brasil
(Cupertino et al., 1982) e Venezuela (Patifio & Garrido, 1996)], Africa
[Gana (Lamptey & Hamilton, 1974), Nigéria (Shoyinka et al., 1979) e

Senegal (Gaikwad & Thottappilly, 1988)], Europa [Franca (Sehgal, 1981)]

e Asia [india (Singh & Singh, 1974) e Paquistdo (Bashir & Hampton,

1993)].
A gama de hospedeiras do SBMV restringe-se quase que
exclusivamente a poucas espécies da familia Leguminosae (Tremaine &

Hamilton, 1983) que, no entanto, sdo de interesse econdmico como 0s
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feijoeiros comuns e a soja. Na maioria das hospedeiras onde o SBMV é
sistémico, a infecgdo resulta na produgdo de mosqueado ou mosaico e,
por vezes, distorcdo foliar e deformagdo da vagem, sem nenhuma
necrose sistémica (Bennet & Costa, 1961).

Sao conhecidas trés estirpes do SBMV, que sé&o
sorologicamente relacionadas e possuem similaridades quimicas e fisicas
e em algumas caracteristicas biologicas, mas que diferem pelas
hospedeiras leguminosas que infectam e pelos sintomas que induzem

(Grogan & Kimble, 1964). A estirpe feijoeiro (SBMV), infecta muitos

cultivares de feijoeiros comuns (Phaseolus vulgaris L.), a maioria dos

quais sistemicamente, mas falha ao infectar caupi (Vigna unguiculata).
Esta estirpe causa mosaico que varia de severo a médio dependendo do
cultivar e, em muitos, induz distor¢do foliar. Em alguns cultivares, por
exemplo ‘Pinto’, causa lesdo local (Hull, 1988). Duas outras estirpes
denominadas Gana (SBMV-G) e México (SBMV-M), também conhecidas
como estirpes do mosaico severo do feijoeiro, sdo transmitidas para
varios cultivares tanto de feijoeiro como caupi, sendo distinguidas entre si
pelas reagdes induzidas em certos cultivares e também sorologicamente
(Yerkes & Patifio, 1960; Lamptey & Hamilton, 1974). A estirpe SBMV-G
infecta sistemicamente caupi e induz les@o local e fracos sintomas em
alguns cultivares de feijoeiro. J4 o SBMV-M induz sintomas mais severos
em feijoeiros do que todas as outras estirpes e também infecta

sistemicamente caupi (Tremaine & Hamilton, 1983). A Soja (Glycine max)
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€ a hospedeira comum a todas as estirpes (Sehgal, 1981).

A espécie SCPMV (Hull et al., 2000) era, até pouco tempo,
referida como estirpe caupi do SBMV (SBMV-C) (Murphy et al, 1995;
Brunt et al., 1996). Esta espécie infecta sistemicamente V. unguiculata e
Pisum sativum (ervilha) causando clareamento de nervuras, mosaico e
distor¢do foliar, mas n&o infecta feijoeiros, exceto a cv. Pinto em que
induz fracos sintomas restritos as folhas inoculadas (Shepherd & Fulton,
1962).

Lamptey & Hamilton (1974) sugeriram uma origem evolutiva
comum para as estirpes do SBMV. Segundo os autores, elas teriam se
originado por mutagdes da estirpe SBMV-G ou de outra estritamente
relacionada, apoiado no fato desta estirpe infectar tanto caupi como
feijoeiro. Dois fatores poderiam ter induzido estas mutagdes: altas
temperaturas e passagens sucessivas através de uma unica hospedeira.
Altas temperaturas aparentemente aumentam as taxas de mutagao e as
varias estirpes do SBMV estdo sujeitas a estas por serem tipicas de
regides tropicais ou subtropicais (Lamptey & Hamilton, 1974). Além disto,
mutagdes originadas pela passagem sucessiva de um virus em uma unica
variedade de hospedeira ja foram descritas para outros virus (Matthews,

1949). Assumindo que SBMV-G seja a estirpe selvagem do SBMV,

propagag¢des continuas do virus por uma uUnica variedade de feijoeiro

associadas com as condi¢cdes de temperaturas elevadas teriam originado

as estirpes mutantes que ndo seriam mais capazes de infectar caupi
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(Lamptey & Hamilton, 1974).

Os sobemovirus s&@o fortemente imunogénicos induzindo a
producdo de anti-soros com alto titulo quando injetados em vertebrados
(Sehgal, 1981). Nao foram descritas relagbes soroldgicas entre os
sobemovirus e outros géneros de virus de plantas. Além disso, a maioria
dos sobemovirus ndo é sorologicamente relacionada entre si, embora haja
excecdes (Hull, 1988). Com relagado as estirpes, as relagdes sorolégicas
podem variar desde muito préximas até distantes ou ndo detectaveis
(Grogan & Kimble, 1964; Lamptey & Hamilton, 1974; Niblett & Claflin,
1978; Torrance & Harrinson, 1981; Berger & Toler, 1983). As estirpes do
SBMV, por exemplo, sdo sorologicamente relacionadas, apesar de néo
serem idénticas (Grogan & Kimble, 1964; Lamptey & Hamilton, 1974).

Quanto a transmissdo, os sobemovirus sdo altamente
infecciosos e podem ser disseminados por varios meios, tanto
experimentalmente como em condi¢gées naturais. Sdo transmitidos por
meios mecanicos, por vetores e pela semente (Sehgal, 1981). Mais
recentemente, foi descrita também a transmissdo por enxertos e pelo
pélen (Brunt et al., 1996).

Os sobemovirus apresentam notavel facilidade de
transmiss@o mecanica devido, provavelmente, a acentuada estabilidade e

alta concentragéo enddégena dos virus que fazem parte do género. Isto

torna desnecessédria a presenca de agentes protetores ou de

estabilizagdo no indculo. Uma suave fricgdo do inéculo viral contendo
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abrasivo na superficie da folha de uma hospedeira susceptivel € um
simples e eficiente método de transmissdo (Sehgal, 1981). Apesar das
folhas serem preferidas como fontes, raizes, caule, bem como partes
florais podem ser utilizadas (Zaumeyer & Harter, 1943). Transmissdo
mecanica espontanea pela abrasdo da folhas e contato devido a agdo do
vento e transmiss&o por gutacgao ja foram citadas (Sehgal, 1981).

Os vetores naturais da maioria dos sobemovirus s&o insetos.
Para a maioria das espécies (SBMV, SCPMV, CfMV, CMMV, RYMV,
TRoV, SNMoV, VTMoV) estes insetos transmissores sdo coledpteros,
para algumas (BSSV, CMMV e CnMoV) estes sdo afideos e, somente
para o SoMV, séo dipteros, homopteros e hemipteros (Hull, 1988). Além
disto, duas espécies do género (VTMoV e SNMoV) também podem ser
transmitidos por miridios (Greber, 1981; Francki ef al., 1985a).

No caso do SBMV, a transmiss&o por vetores ocorre através
de besouros da familia Chrysomelidae, citando-se as espécies Ceratoma
trnfurcata (Walters, 1969), Epilachna varivestis (Fulton et al., 1975) e
Lesdesmodina auricollis (Garrido & Savini, 1996). A interagdo entre o
SBMV e os vetores C. trifurcata e E. vanivestis foi estudada com mais
detalhes. O periodo de retengéo do virus por C. trifurcata varia de 6-14
dias (Walters, 1969) e por E. varivestis de 2-4 dias (Fulton ef al., 1975). O

virus foi encontrado no trato intestinal dos insetos e nos fluidos

regurgitantes (Walters, 1969; Scott & Fulton, 1978; Kopek & Scott, 1983),

0 que sugere uma interagdo nao circulativa com o vetor, com transmissao

AVA
AVAVEY

2 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 16

17

18



pela regurgitacdo. Entretanto, particulas virais foram também encontradas

na hemolinfa (Slack & Scott, 1971; Scott & Fulton, 1978), sugerindo uma

interagao circulativa. Portanto, ha divergéncias sobre o tipo de interagéo
virus-vetor.

Trés dos sobemovirus sdo transmitidos pela semente:
SBMV, SCPMV (Zaumeyer & Harter, 1943; Shepherd & Fulton, 1962;
Lamptey & Hamilton, 1974; Givord, 1981) e SoMV (Bennett & Costa,
1961, Kado, 1967).

A transmissdo das estirpes do SBMV pela semente ocorre
em uma taxa de 1-5% para sementes de feijoeiro (SBMV) (Zaumeyer &
Harter, 1943) e de 5-40% para sementes de caupi (SBMV-G) (Lamptey &
Hamilton, 1974). No entanto, ha opinides divergentes sobre o modo de
transmissdo do SBMV pelas sementes de feijoeiro. Alguns autores
defendem a hipétese de transmissdo do virus pelo embrido e casca da
semente (Cheo, 1955; Uyemoto & Grogan, 1977), enquanto outros
somente pela casca (McDonald & Hamilton, 1972).

Cheo (1955) relatou que a casca da semente contém uma
maior quantidade de virus do que o embrido. Além disto, os virus
presentes no embrido s&o inibidos pela maturacdo da semente, sendo
que nas sementes completamente maduras nao sao mais detectadas
particulas virais. No entanto, se sementes de plantas sistemicamente
infectadas forem colocadas para germinar antes de sua maturagéo, o

virus pode ser transmitido diretamente do embrido para a plantula. A
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casca da semente, embora retenha o virus por um periodo mais longo,
ndo tém uma conexdo direta com o desenvolvimento da plantula, e
somente por meios mecanicos durante a germinagdo € que 0s virus

presentes na casca poderiam contamina-la.

2. PROPRIEDADES DA PARTICULA VIRAL
Estruturalmente, o SBMV é um virus icosaédrico, com 28-30

nm de diametro (Figura 1). A massa molecular das particulas é estimada

em 6,6 x 10°Da e estas compreendem cerca de 20% RNA e 80% proteina

(Shepherd, 1971; Hull, 1977b).

O material genético do SBMV consiste de RNA de fita Unica
e polaridade positiva que esta envolto por 180 mondmeros proteicos,
cada um com massa molecular variando entre 29-30 kDa, havendo uma
unica proteina capsidial (Caspar & Klug, 1962; Shepherd, 1971; Sehgal,
1981; Hull, 1988).

Ligeiras diferencas existem na composi¢cdo de aminoacidos
da proteina capsidial das estirpes mas, em geral, cada subunidade
proteica consiste de aproximadamente 270 residuos de aminodacidos
(Tremaine, 1966; Ghabrial ef al., 1967). O capsidio do SBMV contém
também uma significante propor¢éo de dimeros estaveis (66 kDa) que s&o
formados por ligagdes cruzadas entre residuos de lisina das subunidades

adjacentes, cuja fungdo ndo foi esclarecida (Sehgal & Hsu, 1977).
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Preparagao purificada do SBMV contrastada negativamente
com acetato de uranila 2% e observada ao microscépio
eletrénico de transmissdo. Aumento: 130.000x. (Figura
original extraida de Moreira & Gaspar, 2002).

Os sobemovirus sdo extremamente estaveis in vitro, sendo
esta estabilidade devida a associacdo cooperativa de muitas forgas
intermoleculares entre o genoma viral e o capsidio. Além disso, uma
variedade de ligagbes intramoleculares atuam mantendo a estrutura
secundaria e terciaria dos componentes virais individuais (Sehgal, 1981).

A estabilidade do SBMV ¢é derivada, principalmente, de ligagdes

dependentes de pH, interacbes mediadas por cétions divalentes e

interacdes salinas entre o capsidio e 0 RNA (Hsu et al., 1976; Hull, 1977b,
c).

Os cétions divalentes sdo muito importantes para a
manutengdo da estrutura das particulas do SBMV. Hull (1978) encontrou

aproximadamente 280 ions calcio e 380 ions magnésio por virion. A
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remogdo destes cations sobre condigdes alcalinas provoca um
“afrouxamento” no capsidio acompanhado pela redugdo na sedimentagéo
do virus (115S — 100S), o que levou a conclusdo de que estes cations
constituem pontes entre subunidades proteicas vizinhas, contribuindo,
assim, para a estabilizagdo do capsidio viral (Hull, 1977c).

A importancia das interagbes RNA-capa proteica para a
manutencdo das particulas do SBMV foi demonstrada por estudos de
dissociagdo em condi¢des de alta salinidade e pH alcalino. Esta produz
um complexo ribonucleoproteico (RNPC) composto pelo RNA viral e
aproximadamente seis subunidades de proteinas capsidiais. A
estabilidade deste complexo em alta salinidade sugeriu uma intima
ligacdo entre as subunidades proteicas e o RNA viral (Erickson &
Rossmann, 1982; Tremaine et al., 1982; Savithri & Erickson, 1983) e,
estudos posteriores (Hacker, 1995), identificaram que o sitio desta ligagéo
no RNA viral localizava-se dentro da cadeia aberta de leitura 2 ("open
reading frame” 2 -ORF2), sendo esta uma regido muito conservada entre
alguns sobemovirus.

Em relagdo a gradientes, o SBMV forma uma unica banda
em cloreto de césio (CsCl), cuja densidade é 1,36 g/cm’ (Sehgal, 1981;

Hull, 1988). Em gradientes de sacarose também uma uUnica banda é

observada, com densidade de 1,1 glcm3 (Brunt ef al., 1996). No entanto,

em gradientes de sulfato de césio (Cs,SO4) observou-se a formagéo de

multiplas bandas (Magdoff-Fairchild, 1967; Hull, 1977b). As particulas

AVA
AVAVEY

2 2 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 16




presentes nestas varias bandas nao apresentam diferengas em suas
propriedades (conteudo de acido nucleico e proteina, infectividade, etc.,)
e 0 padrao de bandas também nao € devido a mistura de estirpes na
preparacdo. Dessa forma, Hull (1977b) concluiu que a diferenga entre as

bandas formadas deve-se a variagbes na estrutura da particula, que

resulta em variagbes na penetragdo do ion sulfato (SO4*), tornando

algumas particulas mais pesadas do que outras.

3. ORGANIZAGAO DO GENOMA

O SBMV foi por muito tempo considerado um tipico exemplo
de virus com uma unica fita de RNA como seu unico elemento genético
(Diener, 1965; Shepherd, 1971). Este RNA genomico foi caracterizado
como tendo polaridade positiva, tamanho molecular de aproximadamente
4,2 Kb e massa molecular de 1,4 x 10° Da, correspondendo a cerca de
20% do peso total da particula (Ghabrial et al., 1967). No entanto, estudos
posteriores (Rutgers et al., 1980; Ghosh et al., 1981; Weber & Sehgal,
1982) contradisseram este conceito demostrando que o RNA presente
nos virions € muito mais complexo. Verificaram que o RNA viral &
heterogéneo, ou seja, em preparagdes purificadas do virus, além do RNA
gendémico de 4,2 Kb, outros RNAs de menor tamanho foram também
encontrados, cuja fungdo € apenas especulativa. Um destes RNAs é
referido por alguns autores como subgendmico, sendo encapsidado em

quantidades diminutas, apresentando tamanho molecular de
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aproximadamente 1,0 Kb, e codificando para a proteina capsidial (Rutgers

et al., 1980; Ghosh et al., 1981). As 91 bases da extremidade 3' do RNA

subgendmico s&o idénticas as do genomico (Ghosh ef al.,, 1981). O RNA

subgendmico (sgRNA) ndo é infeccioso por si s6 e ndo estimula e nem
inibe a infectividade do RNA gendmico (Weber & Sehgal, 1982).

A regido 5, tanto do RNA gendmico como do subgendmico,
possui uma proteina covalentemente ligada (“virus protein genome
linked”, VPg) que é essencial para a infectividade do RNA (Veerisetty &
Sehgal, 1980), apresentando massa molecular de 12 kDa (Ghosh et
al.,1979; Mang et al., 1982). Embora faltem evidéncias, acredita-se que a
VPg, presente em alguns géneros de virus de planta, atue na iniciagdo da
sintese do RNA viral (Matthews, 1993).

Na regido 5 de ambos os RNAs encontra-se a sequéncia
VPg-ACAAA (Hacker & Sivakumaran, 1997), similar a outros dois
sobemovirus, RYMV e LTSV (Ngon A Yassi et al., 1994; Jeffries et al.,
1995). Outras sequéncias 5’ similares foram também observadas em
varios RNAs gendmicos e subgendmicos de virus do subgrupo Il dos
Luteovirus (van Der Wilk et al., 1998; Miller & Mayo, 1991). Isto sugere
que estas sequéncias, ou seus complementos na fita negativa do RNA,
devam estar atuando na sintese do RNA viral, talvez como um sinal para

a iniciagado da transcri¢gdo (Hacker & Sivakumaran, 1997).
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Diferente de muitos RNAs, a regido 3’ do RNA do SBMV néo
€ poliadenilada (Mang et al., 1982) mas contém um grupo hidroxila livre
(Ghosh et al., 1979).

A replicagcdo de um virus de RNA de fita unica e polaridade
positiva, como é o caso do SBMV, necessita da sintese de um RNA molde
complementar de fita negativa que constitui um intermediario replicativo.
Este intermediario replicativo pode se parear com o RNA genomico de
polaridade positiva formando moléculas de RNA de fita dupla (dsRNA)

denominadas Formas Replicativas (RF) (Dodds et al.,, 1984). A possivel

funcdo destas RFs durante a replicagdo permanece desconhecida,

embora tenha sido sugerido que elas representam apenas um produto
intermediario ou final que se origina dentro da planta hospedeira (Ralph,
1969; Garnier et al,, 1980). Segundo Dodds et al. (1984), o tamanho
esperado para os dsRNAs seria o dobro do genoma viral, j& que este
consiste de duas fitas de RNA de polaridades diferentes pareadas. O
dsRNA do SBMV, quando submetido a eletroforese, apresentou uma
banda que provavelmente corresponderia a forma replicativa do RNA
gendmico e outra que corresponderia a forma replicativa do RNA
subgendmico (Morris & Dodds, 1979).

Os RNAs do SBMV foram traduzidos in vifro em sistemas
livres de células (lisado de reticulécitos de coelho e extrato de germe de
trigo) produzindo quatro polipeptideos principais: P1 (100-105 kDa), P2

(60-75 kDa), P3 (28-29 kDa) e P4 (14-25 kDa) (Rutgers et al., 1980;
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Salerno-Rife et al., 1980; Ghosh et al., 1981; Brisco et al., 1985). A
capacidade codificadora do RNA do SBMV néo é suficiente para produzir
estas quatro proteinas, portanto alguns cistrons devem sobrepor-se.
Como as proteinas P1 e P2 sdo relacionadas, ou seja, apresentam muitos
peptideos em comum, sugere-se que a sobreposicdo deva ocorrer nas
sequéncias codificadoras destas, na qual P1 seria um produto “read-
through” (Salerno-Rife et al., 1980).

A sequéncia de nucleotideos do SBMV foi determinada
(4109 nucleotideos; nt) mostrando conter trés cadeias abertas de leitura
(ORFs 1, 2 e 3) com regides intercistronicas entre as ORFs 1 e 2 e ORFs

2 e 3 (Othman & Hull, 1995). Entretanto, Lee & Anderson (1998)

sequenciaram um isolado do Arkansas do SBMV, denominado SBMVARK

bem como seu mutante espontaneo SBMV-S, nos quais observou-se a
presen¢a de quatro cadeias abertas de leitura, diferentemente das trés
apresentadas pelo sequenciamento realizado por Othman & Hull (1995),
mostrando uma organizacdo gendmica similar a de outros sobemovirus
(Figura 2). Como a sequéncia de nucleotideos do SBMV*RX apresentou
91,3% de identidade com o SBMV, os autores discutem a possibilidade de
ter ocorrido mutagdes ou mesmo erros no sequenciamento feito por
Othman & Hull (1995) que resultaram na identificagdo errada das cadeias
abertas de leitura do SBMV. Eles propuseram que o SBMV também deve
possuir quatro cadeias abertas de leitura em posi¢cdes semelhantes ao

genoma de outros sobemovirus e ndo apenas as trés descritas.
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Fig. 2. Organizagdo gendmica de alguns sobemovirus. VPg, o
peptideo covalentemente ligado a regido terminal 5' do RNA
gendmico, é mostrado como um pequeno circulo. Pro,
protease. RdRp, replicase. P1, possivel proteina do
movimento. CP, proteina capsidial. Notar a similaridade na
organizagdao genémica entre o SBMV e outros sobemovirus.
(Esquema modificado de Tamm & Truve, 2000).

Uma regido 5’ nao codificadora de 92 bases ricas em A+U
(61%) precede a primeira cadeia aberta de leitura do SBMV. Esta regido
é parcialmente complementar ao terminal 3' do RNA ribossémico 18S,
tendo uma possivel atuagdo na ligagdo a esta organela. A regido 3' nao

codificadora do SBMV é composta por 129 nucleotideos e ndo tem
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potencial para formar uma estrutura semelhante 8 RNAt (Othman & Hull,

1995), mas supostamente dobra-se em um “hairpin® (Ghosh et al., 1979,
1981; Ryabov ef al., 1996).

A cadeia aberta de leitura 1 do SBMV codifica uma proteina
de 11,68 kDa em concordancia com o tamanho do produto obtido em
experimentos de tradugéo in vitro (14 kDa) atribuido a esta cadeia aberta
de leitura (Mang et al., 1982). Foi sugerido (Othman & Hull, 1995) que
esta proteina teria a fungdo de facilitar o movimento célula-a-célula do
virus (proteina do movimento), sendo isto também sugerido
posteriormente para o SCPMV (Sivakumaran et al. 1998) e para o RYMV
(Bonneau et al., 1998).

A cadeia aberta de leitura 2 do SBMV codifica uma proteina
de cerca de 100 kDa que possivelmente seria uma poliproteina que daria
origem, por clivagem, aos produtos funcionais. Estes produtos seriam a
serino protease, a VPg e uma RNA polimerase com atividade relacionada
a replicagdo do RNA viral (RNA polimerase RNA-dependente, RdRp)
(Gorbalenya et al., 1988; van Der Wik et al, 1998). Também foi
encontrado dentro da cadeia aberta de leitura 2, na regido codificadora da
protease, o sitio de ligagdo do RNA com a capa proteica, que estaria
atuando na formagdo do complexo ribonucleoproteico (RNPC) importante
para a estabilizagdo dos virions. A presenga deste sitio na cadeia aberta
de leitura 2 pode estar relacionada com a regulagdo deste gene pela

proteina capsidial (Hacker, 1995).
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Opinides divergem a respeito da cadeia aberta de leitura 3
do SBMV. Segundo Othman & Hull (1995), a cadeia aberta de leitura 3
codifica uma proteina de 28 kDa (proteina capsidial) que deveria ser
expressa in vivo a partir de um RNA subgendmico. Entretanto, Lee &
Anderson (1998) propdem que a cadeia aberta de leitura 3, similarmente

ao que ocorre com outros sobemovirus, estaria contida dentro da cadeia

aberta de leitura 2 e codificaria uma proteina de 15 kDa, cuja fungéo é

desconhecida. A cadeia aberta de leitura 4 sobrepbe a cadeia aberta de
leitura 2 em 193 nucleotideos e codifica a proteina capsidial com massa
molecular de 28,8 kDa, expressa a partir de um RNA subgendmico (Lee &
Anderson, 1998).

Foi demonstrado para a espécie SCPMV que a proteina
capsidial, juntamente com a proteina codificada pela cadeia aberta de
leitura 1, estaria envolvida no movimento célula-a-célula do virus e
poderia também estar atuando no movimento & longa distancia
(Sivakumaran et al, 1998). Embora ndo tenha sido comprovado, €&
possivel que para o SBMV a proteina capsidial também exerga esta
funcgao.

A proteina capsidial do SBMV, codificada pela cadeia aberta
de leitura 4, possui um dominio, denominado R, localizado na por¢édo N-
terminal da cadeia polipeptidica que é rico em arginina, lisina, prolina e
glutamina. Este dominio situa-se no interior da particula e interage com o

RNA (Abad-Zapatero et al., 1980; Tremaine ef al, 1981, 1982;
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Hermodson et al, 1982; Kruse ef al, 1982). Ngon A Yassi e
colaboradores (1994), notaram que as sequéncias das regides N-terminal
da capa proteica do SBMV e SCPMV contém um sinal que € um motivo

bipartido de ligagdo ao nucleo (Dingwall & Laskey, 1991). Existem dois

tipos de sinal: o monopartido, composto de poucos residuos de

aminodcidos, essencialmente lisina ou arginina (consenso: (K/R)ss ) € 0
bipartido, constituido de dois pequenos agrupamentos separados por
cerca de uma duzia de residuos de aminoacidos (consenso: (K/R)2 X102
(K/R)3) (Christophe et al., 2000).

Em relagdo as estratégias de tradugdo, sabe-se que as
cadeias abertas de leitura 1 e 4, cujas proteinas se expressam do RNA
gendmico e subgendmico respectivamente, sdo traduzidas por um
mecanismo de leitura dependente da extremidade 5, em que o primeiro
céodon AUG é reconhecido pelos ribossomos que iniciam a tradugdo
(Hacker & Sivakumaran, 1997). Recentemente, Sivakumaran & Hacker
(1998) propuseram o mecanismo pelo qual os ribossomos ganham
acesso ao codon de iniciagdo da cadeia aberta de leitura 2 do SCPMV,
que é o quarto codon AUG da extremidade 5. Segundo os autores, 0s
ribossomos 40S desviariam dos 3 primeiros codons AUG sem reconhecé-
los, somente iniciando a traducdo no cédon AUG da cadeia aberta de
leitura 2, sendo este processo denominado “leaky scanning” (Kozak,
1989). Isto somente seria possivel porque os coédons AUG antecedentes

estdo em um contexto subdétimo para a iniciagdo da tradugéo, enquanto
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que o cddon AUG da cadeia aberta de leitura 2 esta presente em um
contexto altamente favoravel para a tradugdo (Sivakumaran & Hacker,

1998).

4. ULTRAESTRUTURA CELULAR

Estudos ultraestruturais das espécies SBMV e SCPMV em
tecido foliar revelaram diferengas quanto ao arranjo das particulas virais
das duas espécies nas células de suas respectivas hospedeiras
(Edwardson et al., 1966; de Zoeten & Gaard, 1969; Weintraub & Ragetli,
1970).

Weintraub & Ragetli (1970) relataram para o SCPMV a
presenga de arranjos cristalinos, frequentemente nos tecidos vasculares e
proximo a estes, enquanto que para o SBMV estes cristais ndo foram
observados. Os cristais apareciam 10 dias apds a inoculagao do virus e, a
partir dai, aumentavam em tamanho e numero, estando presentes tanto
no citoplasma como no nucleo das células infectadas pelo SCPMV.
Alguns apareciam associados com estruturas filamentosas ou
membranosas, enquanto outros ocupavam o interior dos vacuolos,
podendo preencher todo o espago vacuolar. Ja no nucleo ndo havia uma
posicao aparentemente definida para os cristais, podendo ser vistos no
nucleoplasma ou associados ao nucléolo. Esse foi o primeiro relato da

formacdo de cristais por um virus icosaédrico no nucleo das células de

plantas. Como nenhum arranjo similar foi encontrado nas células sadias,
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concluiu-se que aqueles eram realmente resultantes da infecgdo pelo
SCPMV, podendo portanto serem chamados cristais virais. Os cristais
observados, no entanto, ndo foram persistentes pois ndo eram mais
encontrados no nucleo ou citoplasma das amostras depois de 19 dias da
inoculacdo do virus (Weintraub & Ragetli, 1970).

Segundo os trabalhos de de Zoeten & Gaard (1969) e
Weintraub & Ragetli (1970), nenhum cristal verdadeiro foi encontrado nas
células infectadas pelo SBMV. Particulas de 26 a 29 nm de diametro
foram vistas dispersas livremente no citoplasma e no nucleo (Figura 3), ou
algumas vezes cercadas por uma frouxa membrana no citoplasma.
Também estavam presentes no espago perinuclear que tornava-se

entumecido para acomodar as particulas virais. Como nenhuma particula

similar foi vista nas células sadias, supds-se que aquelas eram de fato

particulas virais. Somente nas células do floema é que formagbes
aproximadamente cristalinas foram algumas vezes encontradas,
sugerindo que este pode ser um sitio de multiplicagdo viral e/ou de
transporte a longa distancia do virus na planta hospedeira.

Quanto as anormalidades nas organelas causadas pela
infecgdo viral, estas foram semelhantes para SBMV e SCPMV. Nos
tecidos infectados foram observadas anormalidades, como mitocondrias
com corpos elétron-densos em seu interior e cloroplastos com extrusoes,
algumas das quais englobavam o citoplasma resultando em um vacuolo

preenchido por material citoplasmatico e estroma do cloroplasto, podendo
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conter até mitocondrias. Nenhuma particula viral foi detectada nos

cloroplastos ou mitocondrias. Entretanto as alteracbes observadas nestas

organelas podem ser um indicio do envolvimento, mesmo que indireto,

com a sintese viral. Além disso, as células infectadas também
apresentaram intensa vacuolizagdo (Weintraub & Ragetli, 1970; Brunt et

al., 1996).

Fig. 3. Célula de folha de feijoeiro mostrando particulas do SBMV no
citoplasma (seta larga), nucleo (setas curtas) e espago perinuclear
(seta longa). C, citoplasma; N, nucleo; Nu, nucléolo, NM, membrana
nuclear. Aumento: 60.000 X. (Adaptado de Weintraub & Ragetli,
1970).
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O significado da presenca de particulas de ambas as
espécies no nucleo é desconhecido. Weintraub & Ragetli (1970)
descreveram o nucleo como o primeiro local onde sdo reconhecidas as
particulas do SCPMV e sugeriram que esse seria o sitio de sintese viral.
Por outro lado, fibrilas citoplasmaticas podem ser observadas no
citoplasma de células infectadas por sobemovirus, algumas das quais sdo
envolvidas por vesiculas do reticulo endoplasmatico (Hull, 1988). Ha
indicios de que estas fibrilas sejam dsRNAs (Francki ef al., 1985b), o que
sugere que a replicagao viral ocorra no citoplasma, estando relacionada
com o sistema de membranas.

O movimento celular do SBMV e SCPMV, como os de outros
virus de plantas, provavelmente ocorre com o auxilio do movimento
citoplasmatico ou ciclose (Sehgal, 1981) e o fluxo viral do ndcleo para o
citoplasma e vice-versa deve se dar através dos poros nucleares, uma
vez que particulas do SBMV foram ai observadas (de Zoeten & Gaard,

1969; Weintraub & Ragetli, 1970; Mufoz & Kitajima, 1990). Ja o

transporte a longas distancias, suspeita-se ocorrer pelo sistema vascular

(xilema e floema), desde que agregados virais foram vistos em ambos
tecidos (Schneider & Worley, 1959). O transporte do SBMV destes tecidos
para as células vizinhas provavelmente ocorre via plasmodesmos, que
conectam os elementos condutores as células adjacentes (Opalka et al.,

1998). O movimento & longas distancias através de vasos condutores ja
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foi descrito para outros sobemovirus, como € o caso do SCPMV, BSSV e

RYMV (Opalka et al., 1998).

O Southern bean mosaic virus NO BRASIL
O SBMV foi detectado pela primeira vez no Brasil no Distrito

Federal (SBMV®F) (Cupertino et al., 1982) e, posteriormente, foi também

encontrado no Estado de Sdo Paulo (SBMV®F) (A.S. Costa. Dados nao

publicados). Mais recentemente, um isolado do SBMV foi encontrado no
Estado do Parana (Gasparin, 2002). No entanto, devido a facilidade de
transmissdo do SBMV (Zaumeyer & Harter, 1943; Sehgal, 1981; Brunt et
al., 1996), pode-se aventar que a distribuicdo geografica do virus pelo
Brasil seja muito mais ampla.

Os besouros crisomelideos Diabrotica speciosa e Ceratoma
arcuata s&o 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 ef al., 1992).

Também foi descrita a transmissdo do SBMV®F 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 é
pequena se comparada com a taxa de transmissdo pelo inseto adulto

(68,3%) (Silveira Jr. et al, 1983), no entanto as larvas constituem
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populagdo mais numerosa, 0 que torna a transmissdo substancialmente
importante (Meyer et al., 1993). Isso evidencia a possibilidade de
transmissao do virus através do solo, fato importante para a epidemiologia
do SBMV.

Os isolados SBMV®F e SBMVSP foram estudados do ponto
de vista da estrutura dos tecidos infectados. Em relagdo ao SBMV™,
arranjos cristalinos de particulas virais foram encontrados préximos as
paredes celulares da maioria das células e, no nucleo, particulas foram
vistas dispersas pelo nucleoplasma (Mufioz & Kitajima, 1990). Ja em
relagio ao SBMV®", particulas foram encontradas dispersas pelo
citoplasma e, as vezes, dispostas em um arranjo quase cristalino, sendo
que estruturas membranosas foram geralmente vistas associadas com as
particulas virais (Moreira, 2001). Particulas ndo foram encontradas no
interior dos cloroplastos, mitocdndrias e nucleos de células infectadas.

O isolado descrito no Estado de Sao Paulo (SBMV®F) teve

algumas de suas propriedades determinadas (Moreira & Gaspar, 2002): o

SBMV®" infecta sistemicamente plantas de Phaseolus vulgaris L.

"Rosinha’ induzindo mosaico, distor¢édo foliar e reducdo do tamanho da
planta. As particulas virais apresentam diametro de 29-30 nm e proteina
capsidial com massa molecular estimada em 30 kDa. Das particulas virais
foram extraidos RNAs de varios tamanhos (4,2 Kb, 3,1 Kb, 2,65 Kb, 2,15
Kb, 1,64 Kb, 1,36 Kb e 1,0 Kb) sendo aquele de 4,2 Kb o RNA gendmico

e o de 1,0 Kb supostamente um subgendmico para a proteina capsidial.
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RNAs de mesmo tamanho foram também detectados in vivo, indicando
que devam exercer alguma fungdo no ciclo de multiplicagdo viral. Na
analise do RNA de fita dupla (dsRNA), somente duas espécies foram
detectadas (4,2 Kpb e 1,0 Kbp) correspondendo as formas replicativas do
RNA gendmico e do subgendmico para proteina capsidial. Estes
resultados indicam que somente estes dois RNAs replicam por meio de

formas replicativas (RFs) enquanto os demais devem ser formados talvez

por iniciagdo interna da fita negativa do RNA gendmico. O SBMVS®

apresenta propriedades moleculares andlogas aquelas do SBMV descrito

na América do Norte.




Il. MATERIAL E METODOS

Virus e Plantas
O isolado do Southern bean mosaic virus usado neste

estudo foi encontrado no Estado de Sao Paulo e gentiimente cedido pelo
Dr. Alvaro Santos Costa do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC). O
virus foi mantido em feijoeiro (Phaseolus vulgaris. L.) ‘Rosinha’ por
inoculagdo mecanica em plantas obtidas a partir de sementes. As plantas
foram mantidas em casa de vegetagdo com temperatura controlada ao

redor de 28 °C.

Inoculagdo de plantas

O in6culo para a transmissdo do virus para feijoeiro
(Phaseolus vulgaris. L.) ‘Rosinha’ foi preparado através de maceragao de
folhas infectadas em tampao fosfato de potassio 0,02 M pH 7,4 contendo
sulfito de sddio 0,02 M. O homogeneizado foi manualmente aplicado nas

folhas de feijoeiro, utilizando Celite como abrasivo.

Purificagao do Virus

O SBMV*®F foi purificado seguindo-se o protocolo descrito

por Moreira & Gaspar (2002). Em linhas gerais, folhas congeladas ou
frescas de (Phaseolus vulgaris. L.) foram trituradas em liquidificador com
2 volumes (peso/vol.) de tampéo fosfato de potassio 0,1 M pH 7,2 com

0,75% de sulfito de sodio. Apds filtragdo em gase, o suco foi clarificado
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com cloroférmio (0,5 mi/g), agitado fortemente por 10 minutos e as fases
separadas por centrifugacdo a 12.000 g por 5 minutos. A fase tamponada
foi colhida, seu pH foi ajustado para 4,8 com acido acético glacial para
precipitagdo dos contaminantes e, entdo, esta foi submetida a uma
centrifugagao de 12.000 g por 10 minutos. O virus foi precipitado da fase

tamponada pela adigdo de polietilenoglicol 8000 (PEG) 10% e cloreto de

sodio 1% com agitagéo por 2 horas a 4 °C. Apds centrifugacéo a 16.000

g por 10 minutos, o sedimento foi ressuspendido em tamp&o KH,PO4 0,01
M, pH 7,2 sob agitagdo por 30 minutos a 4 °C. Novamente foi realizada
centrifugagédo a 16.000 g por 10 minutos e o sobrenadante foi colhido e
ultracentrifugado por 90 minutos a 100.000 g. O sedimento foi
ressuspendido em em 1 ml de tampdo KH,POs 0,01 M, pH 72 e
centrifugado por 120 minutos a 150.000 g em gradiente linear de
sacarose (10-50%) em tampao KH,PO4 0,01 M pH 7,2. A banda contendo
o virus foi coletada e diluida no tampao acima e centrifugada por 90
minutos a 100.000 g. O sedimento foi recuperado em 1 ml de tampao

KH,PO4 0,01 M pH 7,2. Esta é a fragdo denominada "virus purificado".

Espectrofotometria

O virus purificado foi submetido a leitura em espectro de 220
a 320 nm (luz ultravioleta) para a determinagdo da concentragdo viral
utilizando o coeficiente de extingdo do SBMV cujo valor é 6 em leitura a

260 nm (Sehgal, 1981).
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Extragdo do RNA viral

Tanto a 4gua como as solugdes utilizadas foram tratadas
com dietil pirocarbonato de sdédio (DEPC) 0,1% para eliminagcdo de
RNAses. As vidrarias foram mantidas a 200 °C por 3 horas.

Uma aliquota do virus purificado foi tratada com SDS 2,5% e
NaCl 0,1 M com aquecimento por 3 minutos a 55 °C. Em seguida foi
acrescentado igual volume de fenol (equilibrado com tampao citrato de
sodio 0,1 M pH 4,3), agitada manualmente por 30 segundos e, entao,
centrifugada para a separagdo das fases. A fase aquosa foi novamente
extraida com fenol e, apds centrifugagdo o acido nucleico foi precipitado
da fase aquosa pela adi¢do de 1/10 do volume de acetato de sédio 3 M
pH 5,2 e trés volumes de etanol por 1 hora a -70 °C. Em seguida, a
mistura foi submetida a centrifugacédo a 12.000 g por 15 minutos € o "
pellet" foi secado a 37 °C por 10 minutos e ressuspendido em agua

tratada com DEPC.

Sintese do cDNA

Para a producdao do DNA complementar (cDNA) ao RNA
viral, foi utilizado um volume de reagéo de 20 pl consistindo de: 50 mM
Tris.Cl (pH 8,3); 75 mM KCI; 10 mM DTT; 3 mM MgClz; 0,1 mM cada

dGTP, dATP, dCTP; 0,065 mM dTTP; 10 ug/ml hexanucleotideos; 2

unidades de inibidor de RNAse; 1-3 ug RNA viral desnaturado a 95 °C por
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5 minutos; 40 unidades de Transcriptase Reversa “Superscript’ (Gibco-

BRL). A reagéo permaneceu por 2 horas a 42 °C.

Construgdo dos oligonucleotideos

Os oligonucleotideos foram sintetizados pela Invitrogen e
foram desenhados utilizando-se os programas Primer-3 e Oligo-4
baseando-se na sequéncia de nucleotideos do SBMVARK (Lee & Anderson
,1998).

Um par de oligonucleotideos que flanqueia o gene da
possivel proteina do movimento foi desenhado visando posterior
clonagem do gene amplificado em plasmideo de sequenciamento. Este
par de oligonucleotideos compreende uma sequéncia de 591
nucleotideos, (nucleotideos 1 ao 591) correspondendo a regido inicial ndo
codificadora e a cadeia aberta de leitura 1 que codifica a possivel proteina
do movimento.

A sequéncia do par de oligonucleotideos é a seguinte:

sense (Ea39): 5 CACAAAATATAAGAAGGAAAGCTGG 3

anti-sense (SBMV1): 5ACGCTGCAGCCGTATGGATGTCGAA 3.

Para amplificar o gene da capa proteica foi desenhado um
outro par de oligonucleotideos que cobre a seqiéncia dos nucleotideos
3164 a 4136, compreendendo uma regido de 972 pares de bases, ou
seja, toda a cadeia aberta de leitura 4 que codifica o gene da capa

proteica viral. A seqguéncia do par de oligonucleotideo € a seguinte:
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sense (SeqCP): 5 CATCGCCCCACAAAACTAAT 3,

anti-sense (Ea 29): 5 ACTTTTGGATTACGCTCCATC 3.

Amplificagdo por Reagdo em cadeia da polimerase (“Polimerase
chain reaction”, PCR)

O volume da reacdo da PCR foi de 50 ul consistindo de
tampéo (Tris-HCI 20mM pH 8,4; kCl 50 mM); 5 mM de MgCl;; 0,2 mM
cada dCTP, dGTP, dATP e dTTP; 10 ug/ml de cada primer (sense e anti-
sense); 1ul da mistura da reagdo de cDNA e 2 unidades de Taq DNA
polimerase (Invitrogen - living science).

O ciclo da PCR, realizado em um termociclador MJ Reserch,
envolveu uma desnaturagao inicial de 94 °C por 4 minutos e 30 ciclos com
1 minuto de desnaturagéo a 94 °C, 1 minuto de anelamento a 45 °C e 1
minuto de extensdo a 72 °C. Apés os 30 ciclos, foi feita a extensdo final
por 10 minutos a 72 °C. Os fragmentos de DNA amplificados foram
visualizados, sob luz ultravioleta, em gel de agarose 1% corado com

brometo de etideo (Sambrook et al., 1989).

Purificagdo do Fragmento Amplificado por PCR

A purificagdo dos fragmentos amplificados do gel foi feita
utilizando-se o kit de extragdo “Concert Gel Extration Systems” (Gibco-
BRL), de acordo com as instrugbes do fabricante. Em linhas gerais, a area

do gel de agarose 0,8% contendo o fragmento de DNA foi extraida
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usando uma lamina limpa. A este pedago do gel foi acrescentado tampao
de solubilizagéo de gel (L1; perclorato de sédio, acetato de sodio e TBE),
que acompanha o kit, e deixado a 50 °C por 15 minutos, até a completa
dissolugéo da agarose. Essa mistura foi colocada em uma coluna de silica
e centrifugada a 12.000 g por 1 minuto. O efluente da coluna foi
descartado e esta foi lavada com tampéao de lavagem (L2; NaCl, EDTA e
Tris-HCI) contendo etanol. Novamente, foi centrifugado a 12.000 g por 1
minuto e descartado o efluente. A coluna foi colocada em um novo tubo e
foi adicionado 50 pl de tampéo TE aquecido & 65 °C (Tris 10mM, EDTA
0,17mM) e, entdo, centrifugado por 2 minutos a 12.000 g. O efluente é o

fragmento amplificado por PCR purificado.

Quantificagao do DNA purificado
A determinagcdo da quantidade de DNA foi realizada por

comparagao através de eletroforese em gel de agarose 1,5% utilizando o

marcador “Low DNA Mass “ Ladder” (Invitrogen - living science), sendo

que 4 pl deste marcador aplicado no gel resultam em bandas contendo

200, 120, 80, 40, 20 e 10 ng de DNA.

Clonagem do gene em vetor de seqiienciamento
A clonagem do fragmento obtido na rea¢do de PCR foi feita
utiizando o kit “SureClone™ Ligation Kit" (Pharmacia Biotech).

Primeiramente é feita a reagdo de "blunting/kinasing" colocando-se os
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seguintes componentes num eppendorf: 2 ul do produto de PCR, 1
DNA polimerase “Klenow”, 2 pl tampéao 10X, 1 pl polinucleotideo kinase,
14 pl agua esterilizada. Esses componentes foram misturados e
incubados a 37 °C por 30 minutos, sendo posteriormente acrescentados
20 pl de fenol/cloroférmio e centrifugado por 1 minuto. A fase superior foi
coletada e purificada na coluna de Sephacryl S-200 “MicroSpin Column”
que acompanha o kit.

Em seguida, o produto de PCR foi ligado ao vetor pUC18,
com extremidades desfosforiladas, numa relagdo equimolar 1:1 de
insertos e vetor. Os componentes utilizados para a ligagdo foram: 2 pl do
efluente da coluna de Sephacryl S-200, 1 pl do vetor desfosforilado, 10 pl

tampao de ligagéo, solugdo de 1 ul DTT, 1 ul T4 DNA ligase, 5 pl agua

esterilizada. Esses componentes foram incubados & 16 °C por 2 horas.

Preparagao de célula competente

Dez ml de meio SOB liquido foram inoculados com uma
coldnia de E. coli linhagem DH5-« isolada em placa recente de meio LB e
incubado por 16 horas a 37 °C sob agitagdo moderada (250 rpm),
obtendo-se uma cultura saturada.

Um ml da cultura saturada foi utilizado para inocular 100 ml
de meio SOB sob agitagdo de 250 rpm a 37 °C até atingir densidade de

aproximadamente 5 X 107 células/ml (DOssp 0,45-0,55).

A
AVAYEY

3 4 5 6 7 unespwl 12 13 14 15 16 17 18



A cultura foi transferida para tubos "falcon" estéreis (50 ml),
resfriada por 10 minutos em gelo e centrifugada a 3.000 rpm por 10
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi decantado e o tubo mantido invertido
por alguns minutos para secar o sedimento. As células foram
ressuspendidas em 1/3 do volume inicial da cultura (33 ml) em solugdo

RF1, transferidas para um unico tubo "falcon" e incubadas em gelo por 15

minutos, seguida de centrifugagdo a 3.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. As

células foram, entdo, ressuspendidas em 1/12 do volume inicial em
tampao RF2 (8 ml) e incubadas por 15 minutos em gelo.

Aliquotas de 110 pl foram distribuidas em eppendorf
previamente resfriados em gelo e congeladas em banho de nitrogénio
liquido e armazenadas em freezer -80 °C.

Tampéao RF1: Acetato de potassio 30mM; Cloreto rubidio 100mM; Cloreto
Manganés 50 mM; cloreto calcio 10 mM; glicerol 15%. O pH do tampao foi
ajustado para 5,8 com acido acético 0,2M e esterilizado por filtragdo em
membrana de 0,22um.

Tampao RF2: MOPS 10 mM; Cloreto rubidio 10 mM; Cloreto calcio 75
mM; glicerol 15%. O pH do tampéo foi ajustado para 6,8 com NaOH 2N e

esterilizado por filtragado em membrana de 0,22um.
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Transformagao em Escherichia coli

Apoés a reacéo de ligagdo fez-se a transformagéo padréo do
recombinante em E. coli linhagem DH5-«, utilizando-se 110 pl de células
competentes e 5 pl de vetor ligado. Essa mistura permaneceu no gelo
durante 1 hora e, entdo, foi submetida ao choque de temperatura a 42 °C

por exatos 90 segundos, para a entrada do plasmideo recombinante na

bactéria. Em seguida foram adicionados 900 pl de meio liquido SOC

(meio SOB + 200 mM de glicose) e as bactérias foram postas para
regeneracgao (1 hora a 37 °C com agitagéo a 250 rpm). Posteriormente, as
bactérias foram plaqueadas em meio soélido seletivo (LB + ampicilina 100
pg/ml), contendo 40 pul de X-gal 20 mg/ml (5 Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-f-
D-Galactopyranoside), utilizado para a detecgéo colorimétrica da atividade
da enzima B-galactosidase e, apds o crescimento durante a noite, as
coldnias brancas isoladas foram salvas em outra placa de meio sélido e
incubadas a 37 °C durante a noite. Estas colonias foram testadas para
comprovar a existéncia do inserto através de PCR. Para tanto, uma
amostra da coldnia foi colocada em 30 ul de agua e fervida durante 15
minutos. Esta solugdo foi usada como cDNA na reagdo de PCR. As
coldnias que apresentaram o inserto foram inoculadas em tubos
individuais de 5 ml de meio liquido seletivo (LB + ampicilina 100 pg/ml)
sob agitacdo e aeracdo constantes a 37 °C para posterior extragdo do

DNA plasmidial.
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Extragdao do DNA Recombinante

A extracdo do DNA recombinante foi realizada usando-se o
kit “Concert Rapid Plasmid Miniprep System” (Gibco-BRL), onde foi
utilizado o sedimento proveniente de 5 ml de cultura liquida, incubado
durante a noite para crescimento bacteriano. Este sedimento foi
ressuspendido em 210 pl de tampao G1 e foram acrescentados 210 pl de

tampao G2 (Solugdo de lise). O tubo foi manualmente invertido cinco

vezes e incubado & temperatura ambiente por cinco minutos. A esta

mistura foram acrescentados 280 ul de tampao G3 e o tubo foi novamente
invertido cinco vezes e centrifugado a 12000 g por 10 minutos.

O sobrenadante resultante da centrifugacao foi passado pela
coluna que acompanha o kit e centrifugado por 12.000 g durante um
minuto. O efluente foi descartado e ao tubo foram acrescentados 500 pl
de tampao GX. Seguiu-se outra centrifuga¢cdo a 12000 g por 1 minuto. O
efluente foi novamente descartado e 700 pl de tampao G4 foi
acrescentado a coluna, que foi centrifugada por 1 minuto a 12.000 g e o
efluente foi descartado.

A coluna foi acrescentado 75 pl de tampéao TE aquecido & 65
°C e incubada a temperatura ambiente por 1 minuto. Seguiu-se, entéo,
uma centrifugagcdo de 12.000 g por 2 minutos. O efluente contém o
plasmideo purificado.

Ap6s a extragio do DNA plasmidial das células

selecionadas, foram feitas digestdes com enzimas de restricido (EcoRI e
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BamHI) para a comprovagdo da formagdo do recombinante, através da

liberac@o do fragmento de tamanho esperado.

Seqiienciamento

Os DNAs plasmidiais purificados foram sequenciados pela
técnica de reagdo de terminagdo em cadeia (Sanger et al, 1977),
utilizando-se o sequenciador automatico "ABI 377 DNA Sequencer”
(Laboratério de Biologia Molecular, ESALQ/USP. Piracicaba, SP) e o "kit
ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit -
Ampli Tag DNA Polymerase", FS (Perkin Elmer) seguindo-se as
recomendacbes do fabricante. O sequenciamento de 5 clones de cada

gene foi realizado nos dois sentidos de leitura. O alinhamento das

sequéncias obtidas foi feito com o auxilio do programa CLUSTAL W

(Thompson ef al., 1994) e as comparagdées com as sequéncias existentes
no banco de dados GenBank, foram feitas através do programa BLAST

do National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Analise Filogenética

Algumas sequéncias de sobemovirus depositadas no
"GenBank " foram selecionadas para efetuar-se o alinhamento das
sequéncias pelo programa CLUSTAL W (Thompson ef al., 1994) com o
objetivo de obter relagdes filogenéticas pelo método de agrupamento de

vizinhos ("neighbor-joining"-NJ) (Saitou and Nei, 1987) como
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implementado no PAUP v.4.0b10 (Swofford, 1997). A andlise do teste de
confianga da topologia ("bootstrap") consistiu de 500 réplicas e a arvore

foi construida usando o programa Tree View 1.6.1.

Produgdo de sonda nao radioativa para o genoma viral

O sistema utilizado para producéo de sonda néo radioativa
baseia-se na marcacdo do cDNA por incorporagdo ao acaso do
nucleotideo dUTP conjugado com o esterdide digoxigenina (DIG-dUTP).

Para a produgdo do DNA complementar (cDNA) ao RNA
viral, foi utilizado o seguinte protocolo para um volume de reagéo de 20 pl:
50 mM Tris.Cl (pH 8,3); 75 mM KCI; 10 mM DTT; 3 mM MgClz; 0,1 mM
cada dGTP, dATP, dCTP; 0,065 mM dTTP; 0,035 mM DIG-dUTP; 10

ug/ml hexanucleotideos; 2 unidades de Inibidor de RNAse; 1-3 ug RNA

viral desnaturado a 95 °C por 5 minutos; 40 unidades de Transcriptase

Reversa “Superscript’ (Gibco-BRL). A reagdo permaneceu por 4 horas a

42 °C. A sonda produzida é estavel a -20°C por até 12 meses.

“Southern Blotting”

O DNA analisado foi diluido em azul de bromofenol (TAE 1x,
glicerol 50%, 0,25% azul bromofenol), sendo submetido a eletroforese em
gel de agarose 0,8% em tampdo TAE (Tris 0,04M; Acetato de sédio
0,02M; EDTA 0,001M pH 8,3) a 80 volts. Apds a eletroforese o gel foi

incubado em solugdo de 250 mM de HCI durante cinco minutos sob
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agitacao, e entao, foi desnaturado por duas vezes de 15 minutos em
NaOH 0,5 N e NaCl 1,5 M e equilibrado por duas vezes de 15 minutos em
solugdo Tris-HCI 0,5M, NaCl 3M pH 7,5. A membrana de nailon foi
umedecida em agua autoclavada e incubada em SSC 10 X por 20
minutos. A transferéncia foi realizada a vacuo por 90 minutos em tampéo
SSC 10X (NaCl 1,5M; citrato de soédio 0,15M pH 7,0), utilizando o
aparelho Vacuum Blotter 785 da Bio Rad.

Apoés a transferéncia, a membrana foi lavada em SSC 6 X
por 5 minutos e o DNA transferido para a membrana de nailon foi fixado
por exposi¢do a radiagao ultravioleta a 150mJoules, utilizando o aparelho

GS Gene Linker da Bio Rad.

Hibridizagdo

A membrana foi pré-hibridizada & 42 °C por 1 hora em

solugdo de pré hibridizagdo (SDS 7%; fosfato de sédio 0,05M pH 7;
formamida 50%; blocking reagente 2%; SSC 5X; N-lauroylsarcosine
0,1%). Esta solucéo foi substituida por solu¢do de hibridiza¢do contendo a
sonda especifica para o SBMV, previamente desnaturada por
aquecimento em banho-maria @ 100 °C por 10 minutos seguido de
imediato resfriamento. Apés a incubagdo por 18 horas a 42 °C, a
membrana foi lavada 2 vezes de 5 minutos cada com SSC 2X (SSC

1X=NaCl 0,15M; Citrato de sédio 0,015M, pH 7), contendo SDS 0,1% a
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temperatura ambiente e duas vezes de 15 minutos cada com SSC 0,1X

contendo SDS0,1% & 68 °C.

Detecgao dos Hibridos DNA-cDNA

A deteccdo dos hibridos DNA-cDNA foi feita através de
imunoensaio com antissoro monoclonal anti-digoxigenina conjugado com
fosfatase alcalina e posterior reacdo com o substrato quimioluminescente
CDP-Star™, Amersham Life Science. A exposigao foi realizada utilizando-
se filme de raio X (X-OMAT, Kodak). Todos os passos da detecgéo foram
realizados a temperatura ambiente e com agitagédo constante. Apos a
hibridizacdo e lavagens de pds-hibridizagdo, a membrana foi equilibrada
em tampao 1(acido maleico 0,1M, NaCl 0,15M pH 7,5, Twwen 20 0,3%)
por 1 minuto.

A membrana foi entdo bloqueada em tampdo 2 (tampao
descrito acima com 1% de Blocking reagent) por 60 minutos. Em seguida
a membrana foi incubada com anticorpo anti-digoxigenina acoplado a
fosfatase alcalina diluida 1:10.000 em tampdo 2 por 60 minutos. A
membrana foi entdo lavada 2 vezes de 15 minutos em tampéo 1 e
equilibrada por 2 minutos em tampao 3 (Tris-HCI 0,1 M pH 9,5; NaCl

0,iM, MgCI2 0,05M), sendo apods incubada em substrato

quimioluminescente CDP-Star™ e exposta a fiime de raio X para

visualizagdo da marcacao.
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Fracionamento subcelular

O procedimento do fracionamento subcelular foi feito basicamente
como descrito por Mas ef al. (2000).

Folhas de plantas inoculadas a 21 dias com o SBMV®® e amostras
de plantas sadias foram utilizadas conforme o esquema a seguir:

Tris-HCI 20mM-pH 7,5; Sacarose 0,4M;
Folhas + 2 volumes de tampao KCI 20mM; MgCl, 1 mM; BSA (0,1%)
¥ 2-ME 10mM

homogeneizagao e filtragdo (2 camadas de nailon 20 pm)
¥

250g/10 mic&
—/‘-

pellet 1 SN 1
N2 v
Fragado Nuclear 3000g/10min./4°C
(A)
pellet 2 SN2
% N2
Fragdo de Cloroplastos 10.000g/10min./4°C
(B)
pellet 3 SN 3
v N2
Fragdo Mitocondrial Ultracentrifugacio
(C) N
80.000g/30 min/4°C

pellé{ \ SN 4
N2

¥
Fragdo Microssomal 100.000g/2 h/ 4°C

(D)
pellet 5 \\;N 5

N2
Fragdao Ribossomal

(E)
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IV. RESULTADOS

Sintomatologia em Phaseolus vulgaris L. 'Rosinha’

O isolado brasileiro do Southern bean mosaic virus
(SBMV®P), quando inoculado em P. vulgaris L. ‘Rosinha’, induziu infecgdo
sistémica com mosaico, mosqueado clorético nas folhas inoculadas,
distor¢céo foliar principaimente nas folhas mais jovens e redugdo do
tamanho da planta. A figura 4 evidencia estes sintomas. Pode-se notar o
tamanho reduzido da planta infectada em relagdo a planta sadia com a

mesma idade.

Obtengao do virus purificado

O espectro de absorbancia a luz ultra-violeta (220-320 nm)

da preparacdo purificada do SBMVSP apresentou valores maximo e

minimo a 260 e 243 nm respectivamente. A concentracdo do virus

purificado foi aproximadamente 8,68 mg de virus por ml.

Amplificagdo por PCR, clonagem e seqiiénciamento
Cadeia aberta de Leitura 1
Quando o produto da reagédo de PCR (realizada com cDNA e
oligonucleotideos Ea39 e SBMV1) foi analisado em gel de agarose 1%,
observou-se uma banda correspondendo ao tamanho esperado para o

possivel gene codificador da proteina do movimento, de
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aproximadamente 591 pb (Figura 5). Apés clonagem em vetor pUC18,
bactérias Escherichia coli linhagem DHS5« foram transformadas e cinco
clones selecionados. Os plasmideos extraidos foram duplamente
digeridos com as enzimas EcoRI e Bam HI liberando um fragmento de
aproximadamente 591 pb (Figura 6A). A identidade viral do fragmento foi
positivamente demonstrada por "Southern blot" e hibridizagdo com sonda
especifica para o SBMV (Figura 6B).

O sequenciamento do fragmento viral demonstrou a
existéncia de uma regido inicial ndo codificadora (92 nucleotideos) e da
cadeia aberta de leitura 1 (444 nucleotideos, incluindo-se o coédon de
terminagédo UGA) com capacidade codificadora para uma proteina de 148
aminoacidos e massa molecular de 17080 Da. Nota-se a sobreposi¢cédo
das cadeias abertas de leitura 1 € 2 em 11 aminoacidos neste fragmento

(Figura 7). O alinhamento das sequécias de aminoacidos deduzidos da

possivel proteina do movimento do SBMVSF com outros sobemovirus é

mostrado na figura 8.
Cadeia aberta de leitura 4
A reagado de PCR (utilizando cDNA e os oligonucleotideos
SeqCP e Ea 29), ao ser observada em gel de agarose 1%, resultou na
amplificagdo de um fragmento de 972 pb (Figura 9). Ap6s clonagem em
vetor pUC18, bactérias Escherichia coli linhagem DHS5«< foram
transformadas e cinco clones selecionados. Os plasmideos extraidos

foram duplamente digeridos com as enzimas EcoRI e Bam HlI, resultando,
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em analise em gel de agarose 1%, na liberagdo de dois fragmentos. Um
fragmento de cerca de 422 pb e outro de 550 pb (Figura 10A), ja que a
sequéncia amplificada e clonada continha um sitio de restricdo para a
enzima Bam HI na posigéo 3714 a 3719. Estes fragmentos liberados do
plasmideo, assim como o plasmideo contendo o gene da CP antes de ser
digerido, reagiram positivamente ao serem hibridizados com uma sonda
gendmica especifica para o SBMV (Figura 10B), comprovando serem
produto de amplificagéo do gene da capa proteica clonado em pUC18.

A sequéncia de nucleotideos e aminoacidos do fragmento
viral de 972 pb é mostrado na figura 11. A figura 12 mostra o alinhamento
das sequéncias de aminoacidos deduzidos da capa proteica do SBMVS®
com outros sobemovirus.

A figura 13 resume os resultados da analise filogenética,

realizada para as sequéncias de aminodacidos correspondentes as

proteinas capsidiais de alguns sobemovirus, agrupando o SBMV®F e

SBMV*™ em um mesmo ramo em 95% das réplicas. O agrupamento do
SBMVS" e SBMVA™® apresentou-se fortemente relacionado com os
isolados SBMV (92.2%) e SeMV (86,7%). Os demais sobemovirus foram
agrupados mais distantemente.

A porcentagem de identidade de nucleotideos e aminoacidos
entre o isolado SBMVS? e alguns outros sobemovirus esta demonstrada

na tabela 1.
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O pareamento das primeiras bases da regido 5' nao
codificadora do SBMV®" e alguns outros sobemovirus mostrou ser
complementar a regido 3' terminal do RNA ribossomal de outros
organismos, como mostrado na figura 14.

Na regido N-terminal da sequéncia de nucleotideos da
cadeia aberta de leitura 4 do SBMV®" nao foi encontrado o "sinal de
localizagdo nuclear”, existente no SBMV e SCPMV, virus estes
encontrados no nucleo. No alinhamento desta regido (Figura 15) do

SBMVSP com as sequéncias de outros sobemovirus (SBMVA™* SBMVE e

SCPMV), o SBMV®" mostrou ser similar neste motivo ao SBMVA™* e

apresentou 5 aminoacidos a menos em relagdo ao SBMV® e SCPMV.

Identificagao do SBMV em fragoes subcelulares

A figura 16(1) refere-se a analise em gel de agarose dos RNAs
presentes em cada uma das fragdes celulares obtidas de plantas 21 dias
pbs inoculagdo (d.p.i.) do virus. O RNA extraido de particulas virais foi
utilizado como referéncia. Uma banda na mesma posicdo do RNA
gendmico viral somente pode ser reconhecida na fragdo ribossomal e isto
foi confirmado pelo “Northern blotting” e hibridizagdo com a sonda para o
genoma do SBMV (Figura 16(2)). Nao houve reagdo com nenhuma das

outras fracées e nem com a fragao ribossomal de planta sadia.
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Tabela 1. Porcentagem de identidade de nucleotideos (nt) e aminoacidos

(aa) entre o isolado SBMV®F e outras espécies e isolados do

sobemovirus.

Isolado
Comparado

Regido &'
ndo
Codificadora

Regido 3' ndo
Codificadora

Cadeia aberta de
leitura 1(MP)
nt aa

Cadeia aberta de
leitura 4 (CP)
nt aa

SBMVRK

88

97

79-79

91-93

SBMV

88

94

53-24

83-84

SeMV

76

29

43 - 34

76-75

SCPMV

43

22

21-12

66 - 66

5 6

7

/Y
unespwl 12 13 14 15 16 17 18
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Figura 4. Sintomatologia induzida pelo isolado brasileiro do Southern

bean mosaic virus (SBMV®?) em Phaseolus vulgaris " Rosinha". Planta

infectada (esquerda) comparada com planta sadia (direita).
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Figura 5. Gel de agarose 1% evidenciando o fragmento de 591 pares de

bases amplificado por PCR (coluna 1). Marcador de tamanho molecular
(M): 100 pares de bases (Gibco-BRL).
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Figura 6. (A) Gel de agarose 1% mostrando a liberagdo do fragmento de
591 pb do plasmideo pUC 18, utilizando as enzimas de restricdo Eco Rl e
Bam HI. M: Marcador molecular 100pb (Gibco-BRL). 1 e 1'.Clone (Vetor
recombinante) sem digerir. 2 e 2'.Clone digerido com as duas enzimas.

(B) “Southern blot” de um gel similar hibridizado com sonda especifica
para o RNA gendmico do SBMV.
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001CACAAAATATAAGAAGGAAAGCTGGATTTCCTACCTTTGT
041GTTTCCATTGTCGAAGCATTGGTCAATACTTATCAATTGG
081TGCATTGTTCGCATGAGCTACCGATTCTTAGTAGTCAAAG
M S Y R F L V V KA
121CCGTTGGTTTTCTTGGTTTCCATTCAGACGCTACTCGCAT
V GIiFL 6 F H 8 D A T R I
161 TCTGTCAGAGACTGAGATCGTAGACGTTCCTTCGTCCATT
I, SISE:*? E I V D V E 8§ 8.1
201GATTTCGTCGGTGAAACCGAGTTACGCCTAGAAAACGCTT
D F VGETETLT RTILTENA AW
241GGCCCCAAGGTGGTGAGAGATACACTATCCTACCTAGGTT
P @QECC E R ¥ T I L B R F
281CAACGTTCAGATTGACTTCACGTACCATCCAGTGCGTGTC
N VQIDTFTTYU HZPVRYV
321GAGATCATCTGTAGGGTTTGTGCTACTTCCCTTACTGTTG
E I*iIffCI R VvV € A T 8§ L DN ¥
361 TCTTTAGCAAGTGGAACTTCCATTGCGAAAGGAAGGGCCA
F S KWNTFHCETRTZKG H
401 TTTTGTGCCAGTAGACCAGAACGGGAATCTGTTTAGGGTT
F VICBSAY O @ N 6 N L F RV
441GGAACGCTCCGGGAGACGGGAGAGAAATACTTCTACTTCT
G T LeREE T G E K ¥ F ¥, 7 €
481GTGAGAAATCTATCTGCAGACAATGTATCATCCAGGCCGC
E KB . C'R: @ C I T QB A
ORF2-M Y H P G R
521TCACCATCATTCCTGA
H H H S *

Figura 7. Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos da regido 5' terminal

do SBMVSP. Os primeiros 92 nucleotideos representam a regido nao
codificadora. Os coédons de iniciagdo (AUG) e de terminagdo (UGA) estéo
sublinhados. O cbédon de iniciagdo da cadeia aberta de leitura 2

(sobreposta na cadeia aberta de leitura 1) esta duplamente sublinhado.
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20 30 L] 50 60 70 80 20 100 110 120 130

&

% + + + * 4 + + + * ]
HSYRFLVVKAV GFLGFHSDATRILSETETVDVES SI==0F VGETE==~| R ENRUPQGGE=-R=YT ILPRARVQIDFTY==-HPYRVETICRYCATSLTVVF SKUNFHC

&

NSYRFLTVRAF GF TGFHCDATRLLSETEVIDYPSSL==0F VGETE=== RLETAUPQCEE=NCYT ILPRFNVOVDFEY===YPVRVEIVCRY CAASLSVIF SKHDFYC

HOAQHT FTIKFLRHACFIGF==EDPRYVL DHEE TDTPCEV=-EF DCNRESVCL VRAHNQPYSE G=E VKNYSVYFNSGLNDYYGPLLPYNLETVCRY CATSYSFVYLAPEDLED
MIYETLVLSKTELEQLNVDLPRYSYRFRYSRSIGD TVVEFPG TLSDPCIP vvDVLLGACUAKPOPSRHGGLGLDDI DPFDASF SCCYTSPERYCL SRSV SGVDAFY YRGS CKL CGLGFLONFNPFEIRA
NHSYRFLTVRAF GF TGFHCDATRL LSETEVIDVPT Si=====eww=eTL| ARPNSDLKLL GPSYKRIVTRFSLOSTFKLTSSITLC VSR CRESALHPYLSFSASGTST

31 10 150 160 120 160 106
E=~RKGHFVPYDONGHLFRVG TLRE TGEKYF YFCEKST===CRACTIQAAHHHS
§=~RRGHFVPYDONGDLFRIGTLQF TGEKYF YFCDKST===CRACTIQAANHHS
ERGRVSRKYAPCENGKVFQRAVRRATGEEYF YSCRKKY===CRECTTRAARANSSS

LLGOTTPGLMMQPYKPVYDDRNIHLP YDSELNARTQRFQYTCRECIVRVAFHMSS
VYGERILFL

Figura 8. Alinhamento das seqiiéncias de aminoécidos deduzidos da possivel proteina do movimento do SBMVS® com
outros sobemovirus realizado pelo programa Multalin do INRA (http:/prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html).
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Figura 9. Gel de agarose 1% evidenciando o fragmento de 972 pares de
bases amplificado por PCR (coluna 1). Marcador de tamanho molecular

(M): 100 pares de bases (Gibco-BRL).
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Figura 10. (A) Gel de agarose 1% mostrando a liberacdo de dois

fragmentos (setas) de um clone, ap6s a digestdo dupla do vetor

recombinante utilizando as enzimas de restricdo Eco Rl e Bam HI. M:
Marcador molecular 100pb (Gibco-BRL). 1 e 1'.Clone (Vetor
recombinante) sem digerir. 2 e 2'.Clone digerido com as duas enzimas.
(B) “Southern blot” de um gel similar hibridizado com sonda especifica

para o RNA gendmico do SBMV.
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Figura 11. Sequéncia de nucleotideos e aminoéacidos da regido 3' terminal do

SBMV®F. Os dltimos 129 nucleotideos representam a regido ndo codificadora. Os

codons de iniciagdo (AUG) e de terminacdo (UGA) da cadeia aberta de leitura 4
estdo sublinhados. Os ultimos 61 aminoacidos da cadeia aberta de leitura 2
(sobreposta na cadeia aberta de leitura 4) estdo mostrados na linha inferior aos
dos aminoacidos da cadeia aberta de leitura 4. O cédon de terminacdo da cadeia
aberta de leitura 2 esta duplamente sublinhado.

AYA
AVAVEY

3 4 S, 6 7 unespwl 12 13 14 15 16 17 18



001ATGGCGAAGAGGCTGACAAAACAACAGTTAGCCAAGGCTA
M A K R L T K Q@ ¢ L A K A I
ORF2 G E E A D K T T V 8 Q G ¥
041TAGCGAACACTCTGGAAGCCCCGGCCACTCAATCGAGGAG
A N T LEA AUPA ATGQ S R R
S E H S G 8 P G H 8 I E E
081GCCCAGGAACCGGAGACGGCGCCGTTCTGCTGCAAGGCAG
P R N R RRRIR S A AR Q
A Q E P E T A P F CCE A A
121CCTCAGTCTATCCAGGCTGGGGCATCCATGGCCCCTATTG
P Q S I Q A G A S M A P I A
8 VvV ¥ P G W G I H G P Y C
161CTCAGGGGGCTATGGTTCGCTTACGTGAACCATCGCTTAG
Q G A MV R L REP S8 L R
8 SiVG Y YiG "5 LT Sh
201AACGGCTGGAGGAGTGACTGTCCTGACGCACTCTGAGCTC
T A G G VvV T VvV L T H 8 E L
241TCAACAGAGCTTGCTGTGACGAATGCGATAGTTGTCTCTT
S T E L A V T NATI V V s 8
281CTGAGCTTGTCATGCCCTTCACAATGGGCACTTGGCTTCG
E. o 'VouM.- ' P FOoRoMoG T W LR
321AGGCGTGGCGGCCAATTGGTCGAAGTACAGTCTGTTTTCA
G VvV A A N W 83 K ¥ 8 L F 8
361GTGAGGTATACTTACCTCCCCTCTTGTCCTTCAACGACAT
¥ RSO L fPesSTE P S DT 8
401CTGGGTCCATTCATATGGGTTTCCAATATGATATGGCTGA
G 8 I H M G F Q ¥ D MAD
441CACTCTTCCCGTATCCGTTAACCAGTTATCCAACCTTAGA
T L P V 8 V N Q L 8 N L R
481GGCTATGTGTCAGGGCAGGTCTGGTCTGGATCCTCTGGAT
G ¥ V. 8 6 Q V W S G 8 8 G L
521TGTGCTATATAAATGGCACGAGGTGTTCTGACACCGCCAA
C ¥ I N 6 T R C sS D TAN
561CGCTATCACGACCACTTTGGACGTTGCAAAGCTTGGTAAG
A I T T T L D V A K L G K
601AAGTGGTATCCTTTCAAGACCAGTACGGACTTCACTGCCG
K W ¥ P F R T S T DUPF T A A
641CTGTTGGCGTAATAGTCAACATTGCTACTCCCCTGGTCCC
vya N I V. I A T P L VvV P
681GGCTAGGCTAGTGATAGCCATGCTGGATGGGTCGAGTTCT
A R L V I A MLD G S S s
721ACGGCTGTGAGTACTGGACGCCTATACGTGTCGTACACTG
T AV 8 T GR L ¥ V s ¥ T V
761 TACAGCTAATTGAGCCGACTGCCTTGGCCTTAAACAACTG
Q L I E P T A L A L N N *
801AGGAGTTGTATAATAATACCTGCACCCTTCTCTTTGGCAG
841GGAGGGTGTTTCGTTTTCACAATGCCACGCGCTTGAGGGA
881GAATGCACGTTAATCATCCCTCCGCTAGTGATGGAGCGTA
921ATCCAAAAGT
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20 30 40 50 60 L 8o 90 100 110 120 130

+ + + * + + + + + + + ]
HAKRLTKQOLAKATANTLERPAT=QSRRPRNRRRRRSAARQPGSI QAGRSHAPTAQGAMYRLREPSLRTA=GGY TVLTHSELSTELAYTHAIYVSSEL VHPF THGTHLRGVA

HAKRL TKQQLTKATANTLEAPAT=OSRRPRNRRRRRSAARQPS TOAGYSHAPTAGG THYRLREPSLRTA=GGY TVLTHSELSTELSYTNRIVITSELYHPYTHGTHLRGVA
HATRLTKKOLAQATANTLPNPPR======RK RRAKRRARQYPKPTOAGYSHAPIAQG THYRLREPSLRTA=GGYTVLTHSELSTELSYTHNAIVITSELVHPYTHGTHLRGVA
HAKRLSKQOLAKATANTLET PPOPKAGRRRNRRRORSAVOOL OPTOAGISHAPSAQGRIMYRIRNPAVSSSRGGI TVL THSEL SREIGYTDS IVVSSELVHPYTVGTHLRGVA

HSGLFHHRTKPREIRAF VHATRL TKKOLAQATUNTLPNPPR======RKREAKRRARQY PKPTOAGYSHAP TAQG THYKLRPPHLRSS-HDVTILSHCELSTELAVTDT IVVTSELVHPFTVGTHLRGVA

1I.31 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 Eﬁfil
AMMSKYSLF SYRYTYLPSCPST TSGSIHHGFQYDHADTLPYSYNOLSNLRGYVSGQYHSGSSELCYINGTRCSDTANALTT TLDVAKLGKKHYPFKTSTDFTRAVGVIVNIATPLYPARLVIAHLDGSSS
ANMSKYSLLSVRYTYLPSCPSTTSGSIHHGFQYDHADTLPYSYNOLSHLREYVSGQYHSGSSELCY INGTRCLDTANALTT TLDVGALGKKHYPFKTSTDFTTAVGYNYNIATPLYPARLIIAKLDGSSS
ANKSKYSLLSYTYTYLPSCPSTTSGSIHHGFQYDHADTLPYSYNQLSNLRGYYSGQYHSGSSGLCY INGTRCLDTANAL T TTLDVEOLGKKHYPFKTSTOF TTAVGYNVNIATPLVPARL ITANLDGSSS
AMMSKYSHLSYRY TYIPSCPSS TRGSTHHGFQYDHADTYPYSVNOLSNLRGYVSGQVHSGSAGLCF INGTRCSDTSTAIS TTLDYSKLGKKHYPYKTSADYATAVGYDYNIATPLYPARLVIALLDGSSS
ONHSKYANVAIRYTYLPSCPT TTSGATHHGFOYDHADTLPYSYNOLSNLKGYVYTGPYHE GOSGLCFYNNTKCPDTSRAITIALDTNEVSEKRYPFKTRTDYATAVGYNANIGNILYPARLVIAMEGGSSK

l;ﬂ:l 270 eao 28?
TAVSTGRLYYSYTVQLIEPTALALNN
TRYSTGRLYYSYTIQLIEPTALALNN
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Figura 12. Alinhamento das seqiiéncias de aminoécidos deduzidos da capa proteica do SBMV®SP com outros sobemovirus

realizado pelo programa Multalin do INRA (http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html).
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Figura 13. Analise filogenética com base na sequéncia completa de
amino&cidos da capa proteica do SBMVSF e outros sobemovirus. As

porcentagens de "bootstrap" s&o indicadas nos bracos da arvore

(porcentagens menores que 50% nao séo mostradas).
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18S rRNA  3-UUACUA GGAAGGCGUCC

SBMVY  5.GAUUU - CCUACCUUUGU
SBMVA*  5.GAUUU - CCUACCUUUGU
SeMV 5-GAUUU - CCUACCUUUGU
SBMV 5'GAUUU - CCUACCUUUGU
SCPMV  5-GAUUUU CCUACCUUUGU

Figura 14. Pareamento de bases da regido 5' ndo codificadora de alguns
sobemovirus mostrando o0 consenso (pontos) complementar com a
sequéncia da regido 3' terminal do RNA ribossomal de outros organismos
(Hagenbuchle et al., 1978).
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TKQQLAKAIANTLEAPATQSRRPRNRRR
TKQQLTKAIANTLEAPATQSRRPRNRRR

TKKQLAQAIQNTLPNPP __ RRKRRA __
TKKQLAQAIQNTLPNPP___ RRKRRA _

* & * & & & &

Figura 15. Alinhamento do "sinal de localizagdo nuclear" na seqiéncia de
aminoacidos do SBMVS® SBMVA* SBMV, SCPMV. Os asteriscos

indicam residuos de aminoacidos que caracterizam o sinal de localizagdo

nuclear do tipo bipartido.
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B C D E §

Figura 16. Localizagdo subcelular do SBMVS" por centrifugacdo
diferencial de folhas de feijoeiro infectadas. 1. Analise eletroforética em
gel desnaturante de agarose-formaldeido do RNA viral (V), dos RNAs

extraidos das fragbes subcelulares obtidas de planta 21 dias pés
inoculacéo (d.p.i.) do SBMV (A-E) e da fragdo ribossomal de planta sadia
(S). As linhas A-E correspondem respectivamente as fragées: nuclear,
cloroplastos, mitocondrial, microssomal, e ribossomal da planta infectada.
2. Andlise por hibridizagdo “Northern blotting” de um gel similar ao 1
hibridizado com sonda especifica ao genoma do SBMV. V’, aliquota do
RNA extraido do virion. A’-E’, RNAs extraidos das fragdes subcelulares
obtidas de planta 21 d.p.i. §’, RNAs extraidos da fragédo ribossomal de
planta sadia. A seta indica o RNA gendmico viral.
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V. DISCUSSAO

O isolado americano do Southern bean mosaic virus ja se
encontra bem caracterizado, havendo relatos sobre a estrutura do virion
(Sheperd, 1971; Hull, 1977a,b; Johnson et al., 1974), propriedades da
capa proteica (Caspar & Klug, 1962; Tremaine, 1966; Sheperd, 1971;
Sehgal & Hsu, 1977; Rossmann et al., 1983), do genoma (Diener, 1965;
Rutgers et al., 1980; Weber & Sehgal, 1982), sequenciamento e tradugao
in vitro de cada uma das cadeias abertas de leitura (Salerno-Rife et al.,
1980; Othman & Hull, 1995) e informagdes acerca da interagdo com a
planta hospedeira através de microscopia eletrbnica de transmissdo
(Edwardson et al., 1966; de Zoeten & Gaard, 1969; Weintraub & Ragetli,
1970). No entanto, ha divergéncias sobre varias questdes e algumas
ainda nao foram elucidadas como, por exemplo, o sitio de replicagdo do
SBMV na planta hospedeira, o mecanismo de transporte viral dentro
desta, o papel dos fragmentos heterogéneos de RNA presentes nas
particulas virais e a fungdo e o numero correto das cadeias abertas de
leitura do SBMV.

Por outro lado, em relagdo aos isolados brasileiros do
SBMV, pouco é conhecido pois, desde a primeira descricdo (Cupertino et
al., 1982), estes tém sido pouco estudados, principalmente do ponto de

vista molecular. No Brasil, o SBMV foi detectado primeiramente no Distrito

Federal (SBMV®F) (Cupertino et al, 1982) e, posteriormente, o virus
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também foi encontrado no Estado de Sao Paulo (SBMV®F) (A. S. Costa.

Dados nao publicados) e, mais recentemente, no Estado do Parana
(Gasparin, 2002). No entanto, devido a facilidade de transmissdo dos
virus pertencentes ao género (Zaumeyer & Harter, 1943; Sehgal, 1981;
Brunt et al.,, 1996), pode-se aventar que a distribuicdo geogréfica do
SBMV pelo Brasil seja mais ampla.

Os genes da possivel proteina do movimento e da capa
proteica viral, quando comparados com sequéncias depositadas no
GenBank (resultados apresentados na Tabela 1 e alinhamentos nas
figuras 8 e 12), evidenciam que o isolado do “Southern bean mosaic virus”
encontrado em Sdo Paulo (SBMV®F) é mais proximamente relacionado ao
isolado "Arkansas" descrito nos EUA ("SBMV*™: Lee & Anderson, 1998).
Levando-se em consideragéo o gene da capa proteica (cadeia aberta de
leitura 4), que normalmente & mais conservado entre isolados de um
mesmo virus, existe entre esses isolados 91% de identidade na seqiiéncia
de nucleotideos e 93% de identidade na sequéncia de aminoacidos
(aminoacidos iguais) chegando a 95% de similaridade quando se
considera os aminoacidos pertencentes a um mesmo grupo quimico. Em
ordem decrescente de similaridade estdo o SBMV (Othman & Hull, 1995),
o "Sesbania mosaic virus" (SeMV) e o "Southern cowpea mosaic virus"
(SCPMV). A analise filogenética (Figura 13) realizada para as seqiéncias
de aminoacidos correspondentes as proteinas capsidiais de alguns

sobemovirus agrupou o SBMV®" e SBMV*™* em um mesmo ramo em 95%
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das réplicas, confirmando a proximidade entre eles. O agrupamento do
SBMVS" e SBMV”™* apresentou-se fortemente relacionado com os
isolados SBMV (92.2%) e SeMV (86,7%). Os demais sobemovirus foram

agrupados mais distantemente.

A andlise da regido 5' ndo codificadora do SBMV®F evidencia

a presenga de 92 nucleotideos precedendo o cddon de iniciagdo da
cadeia aberta de leitura 1. O RNA do SBMV*" tem um conteido
relativamente baixo de G + C (38%) semelhante as regides &' nao
codificadoras de outros sobemovirus (SBMVA* 39%: SBMV, 37%;
SCPMV, 33% e SeMV, 38%) e de outros genomas virais (Alquist ef al.,
1981; Briand et al., 1978; Koper-Zworthoff ef al., 1980). Dentro da regido
5’ ndo codificadora ha um segmento parcialmente complementar ao RNA
ribossomal 18S (Figura 14), sugerindo um possivel papel na ligagdo do
ribossomo (Hagenbuchle et al., 1978). Este possivel sitio de ligagdo ao
ribossomo esta localizado a distancias variaveis do codigo de iniciagao da
cadeia aberta de leitura 1 sendo 52 nt para o SBMV®", SBMV** e SBMV,
36 nt para o SeMV e 5 nt para o SCPMV (Lee & Anderson, 1998; Othman
& Hull, 1995; Lokesh et al., 2001; Wu et al., 1987).

A cadeia aberta de leitura 1 do SBMV®" tem inicio no
nucleotideo 93 (cdédon AUG) e termina na posigcdo 534 (codon TGA)
(Figura 7). A sequéncia dos 441 nucleotideos apresenta 79% de
homologia com o SBMV”* e identidade de aminoacidos de 79%

(similaridade de 90%). Em relacdo a outros sobemovirus, ha pouca
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identidade de nucleotideos e aminoacidos dentro da cadeia aberta de
leitura 1 (Tabela 1). A funcdo da proteina codificada pela cadeia aberta de
leitura 1 € ainda desconhecida, mas tem sido proposta sua participacao
no movimento viral entre células (Othman & Hull, 1995). A baixa
homologia na cadeia aberta de leitura 1 entre diferentes sobemovirus
corrobora resultados anteriores para outros géneros de virus, onde as
proteinas relacionadas com 0 movimento viral mostram pouca homologia,
porém, apresentam fungdes biolégicas semelhantes (Melcher, 1990). A
cadeia aberta de leitura 1 do SBMV®F codifica uma proteina contendo 147
aminoacidos com massa molecular estimada em 17080 Da. Isso constitui

uma diferenga de uma trinca de nucleotideos e um aminoacido a menos

do que o isolado SBMV** Se essa diferenca € significativa ainda esta

por ser determinado mas, levando-se em conta que essa proteina esta
relacionada com o movimento do virus de célula-a-célula (Othman & Hull,
1995; Sivakumaran et al., 1998; Bonneau et al., 1998), e os dois isolados
provocam infecgdo sistémica, a perda deste aminoacido ndo deve ser
responsavel pela mudanc¢a na funcéo da proteina.

A extremidade 5’ da cadeia aberta de leitura 2 do SBMV®"
sobrepde a cadeia aberta de leitura 1 em 34 nucleotideos (Figura 7),
sendo semelhante ao SBMVA™®. Assim, a organizagdo gendmica dos dois
isolados, nessa regido, se dispde igualmente, o que reforca a idéia de Lee
& Anderson (1998), de que deve ter ocorrido erros no sequenciamento

feito para o isolado americano do SBMV por Othman & Hull (1995), onde
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o isolado apresenta somente 3 cadeias abertas de leitura que nao se
sobrepdem.

A cadeia aberta de leitura 4 do SBMVSF contém 801
nucleotideos, incluindo-se o cédon de terminagdo TGA, com sequéncia

deduzida de 266 aminoacidos e massa molecular de 28.800 Da (Figura

11), sendo semelhante & cadeia aberta de leitura 4 do SBMV-B**¥ que

codifica a proteina capsidial (Lee & Anderson, 1998). A identidade da
sequéncia de nucleotideos da cadeia aberta de leitura 4 entre os isolados
SBMV®" e SBMV*RK & de 91% e a de aminoacidos 93%, com similaridade
de 95%. Analisando a Tabela 1, nota-se claramente que a cadeia aberta
de leitura 4 € mais conservada entre os isolados do que a cadeia aberta
de leitura 1. Os 61 aminoacidos terminais da cadeia aberta de leitura 2
sobrepdem a cadeia aberta de leitura 4 e apresentam 92% de homologia
com o SBMVARK,

A regido 3’ ndo codificadora do SBMVSP apresenta 129
nucleotideos (Figura 11) e ,ao ser comparada com outras espécies de
sobemovirus, apresentou 97% de identidade com o isolado Arkansas,
94% com o SBMV, 29% com o SeMV e 22% com o SCPMV (Tabela 1).

O dominio R, localizado préximo a regido 5’ da cadeia aberta
de leitura 4, € uma porgao da cadeia polipeptidica rica em arginina, lisina,
prolina e glutamina e situa-se no interior da particula onde interage com o
RNA (Abad-Zapatero et al., 1980; Tremaine ef al., 1981, 1982;

Hermodson et al., 1982; Kruse et al., 1982). Nessa regidao, os genomas do
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SBMV e do SCPMV apresentam um "sinal de localizagdo nuclear"
(Dingwall & Laskey, 1991), o qual poderia estar relacionado com a
ocorréncia de particulas desses virus no nucleo celular (de Zoeten &
Gaard, 1969). O alinhamento (Figura 15) das regides do dominio R do
SBMVSP, SBMVARK SBMV e SCPMV, mostrou haver diferenga ndo s6 no
numero (cinco a mais no SBMVSF e SBMV*RK) como na sequiéncia de
nucleotideos. Os virus SBMV e SCPMV possuem o sinal de localizagdo
nuclear do tipo bipartido (consenso: (K/R); Xio12 (K/R)s) enquanto o
SBMV®F e 0 SBMVARX sa0 destituidos desse sinal.

Devido a essas diferencas, tornou-se de interesse
determinar se o SBMVS® ocorreria no ntcleo celular. Para isso, foi
realizado o fracionamento celular por centrifuga¢ao diferencial utilizando
extratos de planta infectada, que possibilitou a localizagao subcelular de

RNAs virais por posterior “Northern blotting” e hibridizacdo com a sonda

especifica para o genoma do SBMV®". Os resultados mostraram que o

SBMVSF & localizado somente no citoplasma, corroborando resultados
anteriores de microscopia eletronica de transmissdo (Moreira, 2001).

VAR K1I 0s

Muito embora ndo haja estudos nessa dire¢gdo com o SBM
resultados aqui obtidos parecem indicar uma estreita correlagdo entre a
auséncia de particulas do SBMV®" no nucleo e a inexisténcia do sinal de
localizagdo nuclear na regido do dominio R.

A auséncia do SBMV®" no ntcleo é ainda mais instigante

levando-se em conta o fato de que Mufoz e Kitajima (1990) citaram a
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presenca de particulas do isolado do SBMV, encontrado no Distrito
Federal, no nucleo celular. Isso abre a possibilidade de que ocorram

diferentes isolados do SBMV no Brasil. O sequenciamento do gene da

proteina capsidial do SBMV®" podera elucidar esses dados.
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VI. CONCLUSOES

01. O SBMV®" apresenta uma regido néo codificadora na extremidade 5'

do genoma com 92 nucleotideos.

02. A cadeia aberta de leitura 1 possui 441 nucleotideos com

sobreposicéo das cadeias abertas de leitura 1 € 2 em 11 aminoacidos.

03. A cadeia aberta de leitura 4 do SBMV®" possui 801 nucleotideos e ha

sobreposigdo de 61 aminoacidos das cadeias abertas de leitura 2 e 4.

04. O SBMVS? apresenta uma regido nao codificadora na extremidade 3'

do genoma com 129 nucleotideos.

05. O virus estudado é similar ao isolado "Arkansas" descrito nos E.U.A.

06.0 SBMVS" apresenta, dentro da regido 5' ndo codificadora, um
segmento parcialmente complementar a regido 3' terminal do RNA
ribossomal.

07.0 "sinal de localizagdo nuclear” ndo é encontrado na regido N-terminal
da sequéncia de nucleotideos da cadeia aberta de leitura 4 do
SBMV*" diferentemente do SBMV e SCPMV.

08.0 SBMV®® nao é encontrado nos cloroplastos, microssomos,

mitocondrias e nucleos de células de feijoeiro infectados.

09.RNAs associados ao SBMV®? sdo encontrados na fragéo ribossomal.
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Vil. RESUMO

No presente trabalho, um isolado do Southern bean mosaic
virus encontrado em feijoeiro (Phaseolus vulgaris) no Estado de Sao
Paulo (SBMVSP) teve as regides terminais 5 e 3' seqienciadas. A
extremidade 5' ndo codificadora possui 92 nucleotideos e dentro dessa
regido ha um segmento parcialmente complementar a regido 3' terminal
do RNA ribossomal de outros organismos. A cadeia aberta de leitura 1
que codifica para uma possivel proteina do movimento possui 441
nucleotideos e sobrepde a cadeia aberta de leitura 2 em 11 aminoacidos.
A cadeia aberta de leitura 4 codifica para a capa proteica viral, possui 801
nucleotideos e apresenta sobreposi¢do da cadeia aberta de leitura 2 em
61 aminodcidos, corroborando a idéia de que o SBMV possui 4 cadeias

abertas de leitura (Lee & Anderson, 1998). Na regido N-terminal da

sequéncia de nucleotideos da cadeia aberta de leitura 4 do SBMV®P nao

foi encontrado o "sinal de localizagdo nuclear’ existente no SBMV e
SCPMV, virus estes encontrados no nucleo. A auséncia do isolado
brasileiro no nticleo pode ser explicada pela auséncia do sinal. O SBMV®"
foi encontrado somente no citoplasma, na fracdo ribossomal. Os
resultados evidenciaram que o isolado brasileiro € mais proximamente
relacionado ao isolado "Arkansas" descrito nos E.U.A., apresentando 91%
de identidade na sequéncia de nucleotideos em relagéo a capa proteica e

80% se comparada a possivel proteina do movimento.
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VIIl. ABSTRACT

In the present work, an isolate of Southern bean mosaic virus

found in the bean (Phaseolus vulgaris) in the State of Sao Paulo (SBMV®F)

had the 5' and 3' terminal regions sequenced. The extremity 5' non-coding
contains 92 nucleotides and inside this region it has a segment partially
complementary to the 3' terminal region of the ribossomal RNA of other
organisms. The open reading frame 1, that codifies for a putative
movement protein, has 441 nucleotides and overlaps open reading frame
2 in 11 amino acids. The open reading frame 4 codifies for the coat protein
and contains 801 nucleotides and overlaps open reading frame 2 in 61
amino acids, corroborating the idea that the SBMV has 4 open reading
frames (Lee & Anderson, 1998). In the N-terminal region of the nucleotide
sequence of the open reading frame 4 of the SBMV®", no "nuclear
localization signal”, similar to those of SBMV and SCPMV, found in the
nucleus, was detected. The fact that the Brazilian isolate is not found
inside the nucleus can be explained by the absence of that signal. The
SBMV®F was only found in the cytoplasm, in the ribossomal fraction. The
results demonstrated that the Brazilian isolated is related to the "Arkansas"
isolate described in the U.S.A, having 91% of identity in the nucleotide
sequence of the coat protein and 80% if compared with the putative

movement protein.
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