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LISTA DE VIRUS

NOME DA ESPECIE
Blueberry shoestring virus
Cherry leaf roll virus

Coksfoot mild mosaic virus
Cocksfoot mottle virus
Cucumber mosaic virus
Cynosurus mottle virus

Ginger chlorotic fleck virus
Lucerne transient streak virus
Rice yellow mosaic virus
Solanum nodiflorum mottle virus
Southern bean mosaic virus
Southern cowpea mosaic virus
Sowbane mosaic virus
Subterraneam clover mottle virus
Tobacco mosaic virus

Turnip rosette virus

Velvet tobacco mottle virus

CITADOS NO TEXTO

ABREVIAGCAO

BSSV Sobemovirus
CLRV Nepovirus
CMMV Sobemovirus ?
CfMV Sobemovirus
CmvV Cucumovirus
CnMoV Sobemovirus ?
GCFV Sobemovirus ?
LTSV Sobemovirus
RYMV Sobemovirus
SNMoV Sobemovirus
SBMV Sobemovirus
SCPMV Sobemovirus
SoMV Sobemovirus
ScMoV Sobemovirus
T™V Tobamovirus
TRoV Sobemovirus
VTMoV Sobemovirus



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, o
que deve-se principalmente ao seu alto valor nutritivo. A producéao
mundial de feijao é da ordem de 18,9 milhdes de toneladas, sendo o
Brasil o segundo maior produtor do mundo (2,2 milhdes de toneladas),
somente superado pela india (4,9 milhdes de toneladas). A principal
regido produtora de feijdo no Brasil € a regido sul (773,3 mil toneladas),
sendo seguida pela sudeste (627,1 mil toneladas), que juntas respondem
por 63% da produgao do pais (Ficha, 2000).

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

Na maioria das regides produtoras predomina a exploragao do
feijoeiro por pequenos produtores, com uso reduzido de insumos,
obtendo-se baixas produgdes. A produtividade da cultura é grandemente
afetada pela ocorréncia de doencas que diminuem sensivelmente a
producdo e, consequentemente, reduzem 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 outros paises latino-americanos (Jayasinghe, 1982; Costa & Costa,
1983). As mais numerosas sao as ocasionadas por fungos seguindo-se as
de etiologia viral, algumas tendo adquirido expressiva importancia
econbmica (Gamez, 1977).

A incompleta caracterizagdo desses virus e suas estirpes e as

variagbes na sintomatologia induzida em diferentes regides por um



mesmo agente fazem com que o numero exato de doencgas 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).

O Virus do Mosaico do Feijoeiro do Sul dos Estados Unidos
(Southern bean mosaic virus, SBMV) é a espécie tipo do género
Sobemovirus (Murphy et al., 1995). Este virus tem uma restrita gama de
hospedeiras, confinada quase que exclusivamente a espécies da familia
Leguminosae (Tremaine & Hamilton, 1983), algumas sendo de interesse
econdmico como no caso dos feijoeiros comuns e da soja.

O nome dado a esta espécie deve-se ao fato de ter sido
primeiramente descrita infectando feijoeiros na regido sul dos Estados
Unidos (Zaumeyer & Harter, 1942). No presente, sabe-se que apresenta
ampla distribuigdo, sendo encontrada em alguns paises dos continentes
africano (Lamptey & Hamilton, 1974; Shoyinka et al., 1979; Gaikwad &
Thottappilly, 1988), asiatico (Singh & Singh, 1974; Bashir & Hampton,
1993), europeu (Sehgal, 1981) e americano (Yerkes & Patifio, 1960;
Grogan & Kimble, 1964; Cupertino et al., 1982; Fuentes, 1990; Patifio &
Garrido, 1996).

No Brasil, um isolado do SBMV que infecta feijoeiro mas n&o caupi
(SBMV-B) foi detectado pela primeira vez infectando feijoeiros na regiao
do Distrito Federal, ocasionando sintomas que variam de mosaico fraco a
mosaico severo, deformacgado da vagem e distor¢ao foliar, dependendo da
cultivar infectada (Cupertino et al., 1982), sendo naturalmente transmitido
por besouros crisomelidios (Silveira Jr. et al., 1983). Este isolado sera
aqui referido como SBMV-BF.

Posteriormente, o virus foi também encontrado no Estado de Séo

Paulo (A. S. Costa. Dados ndo publicados), sendo doravante identificado



como SBMV-B®P. Esses isolados ndo foram, entretanto, caracterizados do
ponto de vista molecular. Visando uma melhor caracterizagdo do virus
que ocorre no Brasil, um isolado fornecido pelo Dr. A. S. Costa, do
Instituto Agronémico de Campinas (IAC), e mantido em feijoeiro ‘Rosinha’
(SBMV-BSP), foi estudado.

1.1 - OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral a caracterizagéo
molecular parcial e a localizagdo subcelular de um isolado brasileiro do
SBMV-B encontrado no Estado de Szo Paulo (SBMV- B®F). Constituiram
objetivos especificos do presente trabalho a purificacdo das particulas
virais; a determinacdo da massa molecular da proteina capsidial; a
producdo de anti-soro para esta proteina; a extracdo, identificacdo e
analise dos RNAs gendmico e subgenbmicos; a extracdo e analise de
RNAs de fita dupla (dsRNA); a producédo de sonda nao radioativa para o
RNA viral; o estudo ultraestrutural dos tecidos infectados pelo virus por
microscopia eletrénica de transmisséo e a localizagdo dos RNAs virais em

fragdes subcelulares.



Il. REVISAO DE LITERATURA

1. PROPRIEDADES BIOLOGICAS

Em 1977(a) Hull propbs um novo género de virus de plantas
baseado na espécie tipo Southern bean mosaic virus. Este género foi
aceito pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTM) com o
nome de Sobemovirus (sigla para Southern bean mosaic virus)
(Matthews, 1982).

Atualmente o género Sobemovirus compreende pelo menos 11
espécies distintas, sendo elas: Southern bean mosaic virus (SBMV),
Southern cowpea mosaic virus [SCPMV, anteriormente conhecido 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) (van Regenmortel et al., 2000). Estes virus apresentam
similaridades na morfologia da particula, no modo de transmissao, na
organizagdo do genoma, no comportamento in vivo e nas interagbes com
os constituintes celulares. Todos possuem gama de hospedeiras
relativamente restrita, que no entanto difere para cada espécie (Hull,
1988).

Ha ainda 3 possiveis espécies no género, cujas caracteristicas sado
similares aos Sobemovirus, mas que necessitam de informacdes
adicionais para serem incluidas. Sao elas: Cocksfoot mild mosaic virus
(CMMV), Cynosurus mottle virus (CnMoV) e Ginger chlorotic fleck virus
(GCFV) (van Regenmortel et al., 2000).

O SBMV foi inicialmente descrito por Zaumeyer & Harter (1942)

infectando feijoeiros na regido sul dos Estados Unidos e, 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 Paquistao (Bashir & Hampton, 1993)].

No Brasil, a primeira citagao de ocorréncia do SBMV foi em Brasilia
(SBMV-B"F), onde foi encontrado infectando feijoeiros, ocasionando
nestes mosaico e distorgdo foliar (Cupertino et al., 1982). Posteriormente,
foi também encontrado no Estado de Sao Paulo (SBMV-B®?) (A. S. Costa.
Dados néao publicados).

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 econbmico como 0s
feijoeiros comuns e a soja. Na maioria das hospedeiras onde o SBMV é
sistémico, a infecgao resulta na produgdo de mosqueado ou mosaico e,
por vezes, distorcdo foliar e deformagcdo da vagem, sem nenhuma
necrose sistémica (Bennet & Costa, 1961).

Sao conhecidas trés estirpes do SBMV, que sao sorologicamente
relacionadas e possuem similaridades quimicas e fisicas e em algumas
caracteristicas biolégicas, mas que diferem pelas hospedeiras
leguminosas que infectam e pelos sintomas que induzem (Grogan &
Kimble, 1964). A estirpe tipo, chamada de estirpe feijoeiro (SBMV-B),
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¢éo foliar. Em alguns

cultivares, por exemplo ‘Pinto’, causa lesao local (Hull, 1988). Duas outras



estirpes denominadas Gana (SBMV-G) e México (SBMV-M), também
conhecidas como estirpes do mosaico severo do feijoeiro, sao
transmitidas para varios cultivares tanto de feijoeiro como caupi, sendo
distinguidas entre si pelas reagbes 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. J& 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) é a hospedeira comum a todas as estirpes (Sehgal,
1981).

A espécie SCPMV (van Regenmortel 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¢cido foliar, mas nao 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,
mutacgdes 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 ¢é a estirpe selvagem do SBMV,

propagagdes continuas do virus por uma unica variedade de feijoeiro



associadas com as condi¢des de temperaturas elevadas teria originado as
estirpes mutantes que ndo seriam mais capazes de infectar caupi
(Lamptey & Hamilton, 1974).

Os Sobemovirus sao fortemente imunogénicos induzindo a
produgao de anti-soros com alto titulo quando injetados em vertebrados
(Sehgal, 1981). Nao foram descritas relagbes sorolégicas entre os
Sobemovirus e outros géneros de virus de plantas. Além disso, a maioria
dos Sobemovirus nao é sorologicamente relacionada entre si, embora
haja excec¢des (Hull, 1988). Com relacdo as estirpes, as relagdes
sorologicas podem variar desde muito proximas até distantes ou nao
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 nado serem idénticas (Grogan & Kimble, 1964; Lamptey &
Hamilton, 1974).

Quanto a transmisséo, os Sobemovirus séo altamente infecciosos
e podem ser disseminados por varios meios, tanto experimentalmente
como em condi¢des naturais. S&o transmitidos por meios mecanicos, por
vetores e pela semente (Sehgal, 1981). Mais recentemente, foi descrita
também a transmissao por enxertos e pelo polen (Brunt et al., 1996).

Os Sobemovirus apresentam notavel facilidade de transmisséo
mecanica devido, provavelmente, a acentuada estabilidade e alta
concentragdo endogena dos virus que fazem parte do género. Isto torna
desnecessaria a presenca de agentes protetores ou de estabilizagdo no
in6culo. Uma suave friccdo do indculo viral contendo abrasivo na
superficie da folha de uma hospedeira susceptivel € um simples e
eficiente método de transmissao (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 abrasdao da folhas e contato devido a acdo do vento e transmissao

por gutacdo ja foram citadas (Sehgal, 1981).



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

No caso do SBMV, a transmissdo por vetores ocorre através de
besouros da familia Chrysomelidae, os quais sdo muito eficientes na
transmissado (Silveira Jr. et al., 1983). Ja foram descritas 5 espécies de
crisomelideos que transmitem o SBMV. Estes sdo Ceratoma trufurcata
(Walters, 1969), Epilachna varivestis (Fulton et al., 1975), Lesdesmodina
auricollis (Garrido & Savini, 1996), Diabrotica speciosa e Ceratoma
arcuata (Silveira Jr. et al., 1983; Meyer et al., 1992). Estas duas ultimas
espécies sao os principais vetores do SBMV no Brasil (Costa & Batista,
1979) e C. arcuata foi identificado como o vetor mais eficiente na
transmissao desse virus (Silveira Jr. et al., 1983), porém as relagdes
virus/vetor ainda ndo sao bem conhecidas (Meyer et al., 1992).

Também foi descrito a transmissdao 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 é pequena
se comparada com a taxa de transmissao pelo inseto adulto (58,3%)
(Silveira Jr. et al., 1983), no entanto as larvas constituem populagdo mais
numerosa, o que torna a transmissao substancialmente importante (Meyer
et al., 1993). Isso evidencia a possibilidade de transmissao do virus
através do solo, fato importante para a epidemiologia do SBMV.

A interac&o entre o SBMV e os vetores C. trifurcata e E. varivestis
foi estudada com mais detalhes. O periodo de retencdo do virus por C.
trifurcata varia de 6-14 dias (Walters, 1969) e por E. varivestis de 2-4 dias
(Fulton et al., 1975). O virus foi encontrado no trato intestinal dos insetos

e nos fluidos regurgitantes (Walters, 1969; Scott & Fulton, 1978; Kopek &



Scott, 1983), o que sugere uma interagao nao circulativa com o vetor, com
transmissao pela regurgitagdo. 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 interacdo virus-vetor.

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

A transmissao das estirpes do SBMV pela semente ocorre em uma
taxa de 1-5% para sementes de feijoeiro (SBMV-B) (Zaumeyer & Harter,
1943) e de 5-40% para sementes de caupi (SBMV-G) (Lamptey &
Hamilton, 1974). No entanto, ha opinides divergentes sobre o0 modo de
transmissdo do SBMV-B pelas sementes de feijoeiro. Alguns autores
defendem a hipdtese de transmissédo 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 sao inibidos pela maturacdo da semente, sendo que nas
sementes completamente maduras ndo sdo mais detectadas particulas
virais. No entanto, se sementes de plantas sistemicamente infectadas
forem colocadas para germinar antes de sua maturagao, o virus pode ser
transmitido diretamente do embrido para a plantula. A casca da semente,
embora retenha o virus por um periodo mais longo, ndo tém uma conexao
direta com o desenvolvimento da plantula, e somente por meios
mecénicos 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. A massa molecular das particulas é estimada em 6,6 x 10° Da e
estas compreendem 20% RNA e 80% proteina, apresentando
sedimentagao igual a 115S (Shepherd, 1971; Hull, 1977a). Lipidios e
carboidratos nao participam da composigdo do virion (Hull, 1977a) e as
particulas coradas negativamente nao exibem caracteristicas de
superficie discerniveis, o que tém sido atribuido a uma alta densidade
proteica superficial (Johnson et al., 1974).

O material genético do SBMV consiste de RNA de fita unica e
polaridade positiva que esta envolto por 180 monémeros proteicos, cada
um com massa molecular variando entre 29-30 kDa, havendo uma uUnica
espécie de proteina capsidial (Caspar & Klug, 1962; Shepherd, 1971;
Sehgal, 1981; Hull, 1988) com ponto isoelétrico em pH 5,5 (Brunt et al.,
1996). Cada subunidade proteica apresenta dois dominios: um participa
da formacdo da capa icosaédrica com aproximadamente 3,5 nm de
espessura e o outro forma uma trama parcialmente ordenada no interior
do virus (Rossmann et al., 1983).

Ligeiras diferengcas existem na composi¢cdo de aminoacidos da
proteina capsidial das estirpes mas, em geral, cada subunidade proteica
consiste de aproximadamente 270 residuos de aminoacidos (Tremaine,
1966; Ghabrial et al., 1967). O capsidio do SBMV contém também uma
significante propor¢do de dimeros estaveis (66 kDa) que s&o formados
por ligagbes cruzadas entre residuos de lisina das subunidades
adjacentes, cuja funcao nao foi esclarecida (Sehgal & Hsu, 1977).

Os Sobemovirus sao 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 ligagdes intramoleculares atuam mantendo a estrutura

secundaria e terciaria dos componentes virais individuais (Sehgal, 1981).



A estabilidade do SBMV ¢é derivada, principalmente, de ligagbes
dependentes de pH, interacbes mediadas por cations divalentes e
interagdes salinas entre o capsidio e o RNA (Hsu et al., 1976; Hull, 1977b,
C).

Os cations divalentes sao muito importantes para a manutengao da
estrutura das particulas do SBMV. Hull (1978) encontrou
aproximadamente 280 ions calcio e 380 ions magnésio por virion. A
remocdo destes cations sobre condigdes alcalinas provoca um
“afrouxamento” no capsidio acompanhado pela redugao na sedimentagao
do virus (115S — 100S), o que levou a conclusdao de que estes cations
constituem pontes entre subunidades proteicas vizinhas, contribuindo,
assim, para a estabilizagdo do capsidio viral (Hull, 1977c).

A importancia das interacbes RNA-capa proteica para a
manutencdo das particulas do SBMV foi demonstrada por estudos de
dissociagdo em condi¢cdes 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 ligagao
no RNA viral localizava-se dentro da “open reading frame” 2 (ORF2),
sendo esta uma regiao 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 unica banda é
observada, com densidade de 1,1 g/c:m3 (Brunt et al., 1996). No entanto,
em gradientes de sulfato de césio (Cs,S0O4) observou-se a formagao de
multiplas bandas (Magdoff-Fairchild, 1967; Hull, 1977b). As particulas
presentes nestas varias bandas nao apresentam diferencas em suas

propriedades (conteudo de acido nucleico e proteina, infectividade, etc.,)



€ 0 padrao de bandas também nao € devido a mistura de estirpes na
preparagao. Dessa forma, Hull (1977b) concluiu que a diferenca entre as
bandas formadas deve-se a variagdes na estrutura da particula, que
resulta em variagdes na penetracdo do ion SO,%, tornando algumas

particulas mais pesadas do que outras.

3. ORGANIZACAO DO GENOMA

O Virus do Mosaico do Feijoeiro do Sul dos Estados Unidos 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 genbmico foi caracterizado como tendo polaridade
positiva, tamanho molecular de aproximadamente 4,2 Kb e massa
molecular de 1,4 x 10° Da, correspondendo a 21% 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 genbémico de 4,2 Kb,
outros RNAs de menor tamanho foram também encontrados, cuja fungao
€ apenas especulativa. Um destes RNAs é referido por alguns autores
como subgendmico, sendo encapsidado em quantidades diminutas,
apresentando tamanho molecular de 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 sao idénticas
as do gendmico (Ghosh et al., 1981). O RNA subgenémico (sgRNA) néo é
infeccioso por si s6 e ndao estimula e nem inibe a infectividade do RNA
gendémico (Weber & Sehgal, 1982).

A regiao 5’, tanto do RNA gendémico 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 para a estirpe SBMV-B (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 iniciagao
da sintese do RNA viral (Matthews, 1993).

Na regidao 5’ de ambos os RNAs encontra-se a sequéncia VPg-
ACAAA (Hacker & Sivakumaran, 1997). Outros dois Sobemovirus, RYMV
e LTSV, apresentam, respectivamente, a extremidade 5 com as
sequéncias ACAA e ACAAA (Ngon A Yassi et al., 1994; Jeffries et al.,
1995). Outras sequéncias 5 similares foram também observadas em
varios RNAs genbmicos e subgendmicos de virus do subgrupo Il dos
Luteovirus (van Der Wilk et al., 1989; 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 iniciagéo da transcricao (Hacker & Sivakumaran, 1997).

Diferente de muitos RNAs, a regido 3’ do RNA do SBMV nao é
poliadenilada (Mang et al., 1982) mas contém um grupo hidroxila livre
(Ghosh et al., 1979).

A replicacdo 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 gendmico 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 o0 dobro do genoma viral, ja4 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
genbmico e outra que corresponderia a forma replicativa do RNA
subgendmico (Morris & Dodds, 1979).

Os RNAs das espécies SBMV (estirpe SBMV-B) e SCPMV foram
traduzidos in vitro em sistemas livres de células (lisado de reticuldcitos 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; Salerno-Rife et al., 1980; Ghosh et al., 1981;
Brisco et al., 1985). A capacidade codificadora do RNA de ambas
espécies nao é suficiente para produzir estas 4 proteinas, portanto alguns
cistrons devem sobrepor-se. Como as proteinas P1 e P2 séo
relacionadas, ou seja, apresentam muitos peptideos em comum, sugere-
se que a sobreposigcao deva ocorrer nas sequiéncias codificadoras destas,
na qual P1 seria um produto “read-through” (Salerno-Rife et al., 1980). Os
produtos de tradugao foram relacionados por Wu et al. (1987) como “open
reading frames” (ORFs) 1 (P4), 2 (P1 e P2) e 4 (P3, que é a proteina
capsidial) da sequéncia de nucleotideos do SCPMV.

A sequéncia de nucleotideos foi determinada para ambas as
especies, SCPMV (Wu et al., 1987) e SBMV-B (Othman & Hull, 1995). O
genoma do SBMV-B compreende 4109 nucleotideos (nt), sendo
ligeiramente menor do que aquele do SCPMV (4194 nt) e possuindo
apenas 55% de similaridade com a sequéncia deste. A composi¢cao de
bases para o RNA do SBMV-B compreende 23,7% A, 24,5% C, 25,6% G
e 26,0% U. O genoma do SBMV-B, segundo Othman & Hull (1995),
possui trés ORFs, a ORF 1, 2 e 3, em posi¢des similares as ORFs 1,2 e 4
do genoma do SCPMV, entretanto, a ORF 3 encontrada neste ultimo nao
foi detectada no genoma do SBMV-B. No SBMV-B ha regides
intercistrénicas entre as ORFs 1 e 2 e ORFs 2 e 3, enquanto que as ORFs
analogas (1 e 2, 3 e 4) se sobrepde no SCPMV (Othman & Hull, 1995).

Em um trabalho recente, Lee & Anderson (1998) sequenciaram um
isolado do Arkansas do SBMV-B, denominado SBMV-B*®¥, bem como



seu mutante espontaneo SBMV-S, nos quais observou-se a presencga de
quatro ORFs, diferentemente das trés apresentadas pelo sequenciamento
realizado por Othman & Hull (1995), tendo, portanto, uma organizagéo
genbmica similar ao SCPMV. Como a sequéncia de nucleotideos do
SBMV-B"RX apresentou 91,3% de identidade com o SBMV-B, os autores
discutem a possibilidade de ter ocorrido mutagdes ou mesmo erros no
sequenciamento feito por Othman & Hull (1995) que resultaram na
identificacdo errada das ORFs do SBMV-B. Eles propuseram que o
SBMV-B também deve possuir quatro ORFs em posi¢des semelhantes ao
genoma do SCPMV e nao apenas as trés descritas.

Uma regido 5’ ndo codificadora de 92 bases ricas em A+U (61%)
precede a primeira ORF do SBMV-B. Esta regido é consideravelmente
maior do que a do SCPMV, mas ambas as espécies apresentam uma
estreita similaridade entre os 43 primeiros nucleotideos. Esta regido é
parcialmente complementar ao terminal 3° do RNA ribossémico 18S,
tendo uma possivel atuagdo na ligacdo ao ribossomo. A regido 3’ nao
codificadora do SBMV-B é composta por 129 nucleotideos e nao tem
potencial para formar uma estrutura semelhante a RNAt (Othman & Hull,
1995), mas supostamente dobra-se em um “hairpin” (Ghosh et al., 1979,
1981; Ryabov et al., 1996).

A ORF 1 do SBMV-B codifica uma proteina de 11,68 kDa, que é
menor do que o produto da ORF equivalente do SCPMV (21 kDa).
Entretanto o seu tamanho esta de acordo com o produto obtido em
experimentos de traducgao in vitro (14 kDa) atribuido a esta ORF (Mang et
al., 1982). Othman & Hull (1995) sugerem que esta proteina teria a fungao
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 ORF 2 do SBMV-B codifica uma proteina de 96,5 kDa que
possivelmente seria uma poliproteina clivada por uma protease viral,

codificada pela préopria ORF, originando os seus 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 Wilk et al.,
1998). Esta ORF2 tem arranjo gendmico semelhante ao género
Luteovirus com a VPg localizada entre a serino protease e a RNA
polimerase viral (protease-VPg-polimerase), diferente do arranjo
genbmico dos Picornavirus (VPg-protease-polimerase) que prevalece em
todos os outros RNAs com VPg. Além disto, a RNA polimerase dos
Sobemovirus é relacionada com o subgrupo Il dos Luteovirus o que
sugere um ancestral comum para ambos os géneros (van Der Wilk et al.,
1998). Também foi encontrado dentro da ORF2, na regido codificadora da
protease, o sitio de ligagdo do RNA com a capa proteica, que estaria
atuando na formacgao do complexo ribonucleoproteico (RNPC) importante
para a estabilizagdo dos virions. A presenca deste sitio na ORF2 pode
estar relacionada com a regulacdo deste gene pela proteina capsidial
(Hacker, 1995).

Opinides divergem a respeito da ORF 3 do SBMV-B. Segundo
Othman & Hull (1995), a ORF 3 codifica uma proteina de 28 kDa (proteina
capsidial) que, entretanto, deve ser expressa in vivo a partir de um RNA
subgendmico, mas de acordo com Lee & Anderson (1998) a ORF 3,
assim como no SCPMV, estaria contida dentro da ORF 2 e codificaria
uma proteina de 15 kDa, cuja funcao é desconhecida. A ORF 4, segundo
Lee & Anderson (1998), sobrepde a ORF 2 em 193 nucleotideos e
codifica a proteina capsidial com massa molecular de 28,8 kDa, expressa
pelo RNA subgendmico.

Foi demonstrado para a espécie SCPMV que a proteina capsidial,
juntamente com a proteina codificada pela ORF-1, estaria envolvida no
movimento célula-a-célula do virus e poderia também estar atuando no
movimento a longa distancia (Sivakumaran et al., 1998). Embora nao
tenha sido comprovado, é possivel que para o SBMV-B a proteina

capsidial também exercga esta fungao.



Em relacédo as estratégias de tradugao, sabe-se que a ORF 1 e 3,
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 codon AUG é
reconhecido pelos ribossomos que iniciam a traducdo (Hacker &
Sivakumaran, 1997). Recentemente, Sivakumaran & Hacker (1998)
propuseram 0 mecanismos pelo qual os ribossomos ganham acesso ao
codon de iniciacado da ORF2 do SCPMV, que é o quarto codon AUG da
extremidade 5. Segundo os autores, os ribossomos 40S desviariam dos 3
primeiros codons AUG sem reconhecé-los, somente iniciando a tradugéo
no coédon AUG da ORF2, sendo este processo denominado “leaky
scanning” (Kozak, 1989). Isto somente seria possivel porque os coédons
AUG antecedentes estdo em um contexto subétimo para a iniciacédo da
traducdo, enquanto que o cdédon AUG da ORF2 esta presente em um
contexto altamente favoravel para a tradugdo (Sivakumaran & Hacker,
1998).

4. CITOPATOLOGIA

Estudos ultraestruturais das espécies SBMV (estirpe SBMV-B) 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 presencga
de arranjos cristalinos, freqientemente nos tecidos vasculares e proximo
a estes, enquanto que para o SBMV-B estes cristais ndo foram
observados. Os cristais apareciam 10 dias apds a inoculagcéo 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 espacgo vacuolar. Ja no nucleo ndo havia uma
posicdo aparentemente definida para os cristais, podendo ser vistos no
nucleoplasma ou associados ao nucléolo. Esse foi o primeiro relato da
formagao de cristais por um virus icosaédrico no nucleo das células de
plantas. Como nenhum arranjo similar foi encontrado nas células sadias,
concluiu-se que aqueles eram realmente resultantes da infecgcao pelo
SCPMV, podendo portanto serem chamados cristais virais.

Os cristais observados, no entanto, ndo foram persistentes pois
nao eram mais encontrados no nucleo ou citoplasma das amostras depois
de 19 dias da inoculagéo 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-B. Particulas de 26 a 29 nm de didametro foram
vistas dispersas livremente no citoplasma e no nucleo, 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, supbs-se que aquelas eram de fato particulas virais.
Somente nas células do floema é que formacbes aproximadamente
cristalinas foram algumas vezes encontradas, sugerindo que este pode
ser um sitio de multiplicacao viral e/ou de transporte a longa distancia do
virus na planta hospedeira.

Estas observacbes para os tecidos infectados pelo SBMV-B
contradizem as de Mufoz & Kitajima (1990), que encontraram arranjos
cristalinos das particulas do isolado brasileiro SBMV-BF, geralmente
proximos as paredes da maioria das células. Nas proximidades do
nucléolo também foram notadas agregados de virions. Ao contrario do
SCPMV, o aparecimento de cristais da estirpe feijoeiro parece ser mais
tardia, pois estes somente foram vistos em tecidos com mais de 4

semanas de infecgdo, tempo no qual os cristais do SCPMV ja teriam



desaparecido e, talvez, este seja o motivo dos cristais do SBMV-B nao
terem sido detectados nos relatos anteriores. Por outro lado, a presenca
de arranjos cristalinos para um isolado brasileiro do SBMV-B poderia
sugerir uma possivel diferengca entre isolados, uma vez que estes nao
foram observados no isolado americano.

Quanto as anormalidades nas organelas causadas pela infecgéo
viral, estas foram semelhantes para SBMV-B e SCPMV. Nos tecidos
infectados foram observadas anormalidades, como mitocdndrias com
corpos elétron-densos em seu interior e cloroplastos com extrusdes,
algumas das quais englobavam o citoplasma resultando em um vacuolo
preenchido por material citoplasmatico e estroma do cloroplasto, podendo
conter até mitocéndrias. Nenhuma particula viral foi detectada nos
cloroplastos ou mitocéndrias. Entretanto as alteracbes observadas nestas
organelas podem ser um indicio do envolvimento, mesmo que indireto,
com a sintese viral. Além disto, as células infectadas também
apresentaram intensa vacuolizagado (Weintraub & Ragetli, 1970; Mufioz &
Kitajima, 1990; Brunt et al., 1996).

O significado da presenga de particulas de ambas as espécies no
nucleo € desconhecido. Weintraub & Ragetli (1970) descreveram o nucleo
como o primeiro local onde s&o 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 s&o envolvidas por
vesiculas do reticulo endoplasmatico (Hull, 1988). Ha indicios de que
estas fibrilas sejam dsRNAs (Francki et 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 nucleo 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; Mufioz & 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 a longas distancias através de vasos condutores ja
foi descrito para outros Sobemovirus, como € o caso do SCPMV, BSSV e
RYMV (Opalka et al., 1998).



ll. MATERIAL E METODOS

Basicamente a metodologia utilizada ¢é aquela descrita no

"Molecular Cloning: A Laboratory Manual" (Sambrook et al., 1989).

Nos procedimentos utilizados para extracdo e analise de RNA a

agua e as solugdes utilizadas foram tratadas com dietil pirocarbonato de

sédio (DEPC) para eliminacdto de RNAses. As vidrarias foram

esterilizadas, em uma estufa a seco, a 200°C por 3 horas.

1.

Virus/Planta

O isolado do virus do mosaico do feijoeiro do sul dos Estados Unidos
usado neste estudo foi encontrado no Estado de S&o Paulo e
gentiimente cedido pelo Dr. Alvaro Santos Costa do Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), sendo aqui denominado SBMV-B®P.

O virus, quando inoculado mecanicamente, nao infectou caupi (Vigna
unguiculata).

O virus foi mantido em feijoeiro (Phaseolus vulgaris. L.) ‘Rosinha’ por
inoculacdo mecanica em plantas obtidas a partir de sementes

O virus apresentou reagao positiva com o anti-soro preparado para o
isolado do SBMV descrito no Distrito Federal (Cupertino et al, 1982)

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo com temperatura

controlada ao redor de 28°C

. Purificacao das particulas virais

O SBMV-B®F foi purificado seguindo-se, em parte, o protocolo descrito
por Hull (1977b)

Folhas congeladas ou frescas (1009) trituradas em liquidificador com 2
vol. de tampao KH,PO4 0,1 M pH 7,2 contendo sulfito de sédio 0,75%
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Filtracdo em gaze e clarificagdo por 10 min. com cloroférmio (0,5 mi/g
de folha) sob forte agitacao

Centrifugagao por 5 min. a 12.000g e recuperagao da fase aquosa
Ajuste do pH da fase aquosa para 4,8 com acido acético glacial
Centrifugacgao por 10 min. a 12.000g e recuperacao da fase aquosa
Precipitacdo do virus da fase aquosa pela adicdo de PEG 8000 a 10%
e NaCl a 1% sob agitagao por 120 min. a 4°C

Centrifugagdo por 10 min. a 16.000g e recuperagao do "pellet" em
tampao KH,PO4 0,01 M pH 7,2 sob agitagao por 30 min. a 4°C
Centrifugagéo por 10 min. a 16.000g e recuperagéao do sobrenadante
Ultracentrifugagao por 90 min. a 100.000g e recuperagao do "pellet" em
1 ml de tampéao KH,PO,4 0,01 M, pH 7,2

Centrifugacdo por 120 min. a 150.000g em gradiente linear de
sacarose (10-50%) em tampao KH,PO4 0,01 M pH 7,2

Coleta da banda contendo virus, diluigio no tampdo acima e
centrifugacao por 90 min. a 100.000g

Recuperacao do "pellet" em 1 ml de tampao KH,PO,4 0,01 M pH 7,2.

Esta é a fragcdo denominada "virus purificado"

. Espectrofotometria

Virus purificado submetido a leitura em espectro de 220 a 320 nm (luz
ultravioleta)

Determinagdo da concentragdo viral utilizando o coeficiente de
extingdo do SBMV cujo valor é 6mg/ml por centimetro em leitura a 260
nm (Sehgal, 1981)

Microscopia eletronica do virus purificado

Aliquotas do virus purificado foram aplicadas sobre telinhas de

microscopia eletrénica cobertas com pelicula de carbono



Contrastagédo negativa por 1 min. com acetato de uranila 2%
Observagcdo em microscopio eletrénico de transmissao Zeiss EM 906,

operando a 80 KV

. Producao de anti-soro para a proteina capsidial

Producéo de anti-soro segundo protocolo descrito por Hu et al. (1985)
Inoculagdo em galinha de aliquotas de virus purificado (170ug) em trés
injecdes intramusculares na regiao da coxa, com intervalo de 7 dias
entre elas

Primeira injegdo: virus purificado mais adjuvante completo de Freund
(Sigma) 1:1

Segunda e terceira injegéo: virus purificado mais adjuvante incompleto
de Freund (Sigma) 1:1

Apoés a terceira injecdo: extracdo do anti-soro da gema dos ovos
produzidos

Gema acrescida de tampao PBS (fosfato de sédio 0,01 M pH 7,2 -
NaCl 0,15 M) (v/v) e igual volume de cloroférmio

Centrifugacgao por 60 min. a 4.000g

Coleta do sobrenadante e adigdo, gota a gota, de igual volume de
sulfato de aménio 4 M

Ajuste do pH para 7,8 com NaOH 1 N e incubagédo por 60 min. a
temperatura ambiente

Centrifugagdo por 10 min. a 8.000g e ressuspensido do “pellet” em
tampao PBS

Lavagem por filtracdo através de membrana (Amicon) com limite de
exclusdo 30 kDa com tampao PBS para retirada do sulfato de amonio
A solucao resultante foi estocada a —20°C e usada como anti-soro
para a proteina capsidial do SBMV-BS (anti-SBMV)
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. Extracao de proteinas totais de folhas

Homogeneizagdo de folhas em tampao Tris-HCI 0,05 M pH 7,5
contendo sacarose 0,4 M, MgCl, 0,005 M, KCI 0,01 M e glicerol 20%
(v/v) (Bradley & Zaitlin, 1971)

Centrifugagéo por 5 min. a 16.000g e recuperagéo da fase aquosa
Precipitacdo com 5 volumes de acetona a -20°C/20 horas

Recuperagéao das proteinas por centrifugagao por 20 min. a 16.000g
Ressuspensao em tampao de amostra para eletroforese ou estocagem
a-20°C

. Determinacao da especificidade do anti-soro por “dot-blot”’

Aplicagdo em membrana de nitrocelulose (Gibco-BRL) de 1 pl da
preparacao purificada do virus, 1 pl de proteinas totais de planta sadia
e 1 pl de proteinas totais de planta infectada pelo SBMV-B

Secar ao ar por 30 min.

Imunolocalizagao da proteina capsidial como descrito no item 8.

. Imunolocalizacido da proteina capsidial (Teste Sorolégico)

Incubagdo da membrana de celulose por 2 horas a temperatura
ambiente em tamp&o PBS contendo BSA 5% e Tween-20 0,3% (PBS-
T

Incubacéo por 1 hora a temperatura ambiente com anti-soro primario
(anti-SBMV) diluido 1:8.000 com tampao PBS-T contendo BSA 0,5% e
heparina a 20 yg/ml (Dietzgen & Francki, 1987).

Lavagens com PBS-T (3 x 15 min)

Incubagao por 60 min. a temperatura ambiente com anti-soro anti-IgG
de galinha (obtido em coelho) conjugado com fosfatase alcalina
(Sigma) diluido (1:50.000) em PBS-T contendo BSA 0,5%



e Lavagens com PBS (3 x 5 min.)
e Incubagdo por 20 min. com mistura de BCIP/NBT (substrato para

fosfatase alcalina).

9. Determinacao do titulo do anti-soro por “dot-blot”

e Aplicacdo de 100 ng (nanogramas) de virus purificado em cada um dos
9 pedagos (1cm/1cm) de membrana de nitrocelulose

e Secar ao ar por 30 min.

e Imunolocalizacido da proteina capsidial como descrito no item 8,
testando 9 diluicbes crescentes do anti-SBMV, uma para cada
membrana: 1:1000, 1:2.000, 1:4.000, 1:8.000, 1:16.000, 1:32.000,
1:64.000, 1:128.000 e 1:256.000

10.Determinacéo da diluicido maxima do antigeno

e Aplicagdo em membrana de nitrocelulose de 1 yl de cada uma das
concentragbes do virus purificado: 500 ng, 50 ng, 5 ng, 500 pg
(picogramas), 50 pg e 5 pg; 1 pl de cada diluigdo de extrato de planta
infectada: 5X, 10X, 50X, 100X, 500X e 1.000X e 1 ul de extrato de
planta sadia diluido como acima.

e Secar ao ar por 30 min.

e Imunolocalizacido da proteina capsidial como descrito no item 8,
utilizando o anti-SBMV, diluido 1:8.000

11.Eletroforese

o Gel desnaturante em SDS-PAGE conforme Laemmli (1970)

o Gel de empacotamento a 5% e de resolugéo a 15%



o Proteinas desnaturadas por fervura (3 min. a 100° C) em tampao de
amostra (Tris.HCI 0,125 M pH 6,8 contendo SDS 4%, glicerol 20%, 2-
ME 10% e azul de bromofenol 0,001 M)

« Eletroforese por 90 min. a 100V em aparelho Mini Protean Il (BioRad)

o Fixacdo das proteinas em mistura de metanol, agua e acido acético
(50:50:10) por 60 min

e Coloracdo com azul de Comassie 0,25% nessa mesma mistura por 60

min e descoloragédo com metanol e agua (1:1) por 18 horas

12.“Western blot”

o Eletroforese das proteinas conforme os quatro primeiros passos do
item 11

e Transferéncia para membrana de nitrocelulose em um
eletrotransferidor (Mini  Trans-Blot Electrophoretic Cell, BioRad)
operando a 100V (constante) por 60 min.

o Tampao de transferéncia: Tris-Glicina (Tris 0,025 M, Glicina 0,192 M)
contendo metanol 20%

« Imunolocalizagdo conforme item 8, utilizando anti-SBMV diluido 1:2.000

13.Extracao do RNA viral

e Suspenséao viral acrescida de SDS 2,5% e NaCl 0,1 M e aquecimento a
55°C por 3 min.

o Extragdo com igual volume de fenol saturado com citrato de sédio 0,1M
pH 4,3

o Centrifugagédo 15 min. a 12.000 e nova extragdo com fenol

o Precipitacdo do RNA da fase aquosa com acetato de sodio 0,3M pH
5,2 e dois volumes de etanol a —70°C por 60 min.

e Recuperacado do RNA por centrifugacao a 12.000g por 20 min. a 4°C



« Lavagem do RNA com etanol 75%, ressuspensdo em agua-DEPC e

estocagem a -20°C

14.Extracido de RNAs totais de folhas

« 100 mg de folhas congeladas com N liquido e trituradas a p6

o Extragdo com 1,0 ml de TRIzol (Gibco-BRL) e 0,2 ml de cloroférmio

o Coleta da fase aquosa (0,5 ml) apds centrifugagdo a 12.000g por 15
min. a 4°C

e Precipitagdo dos RNAs com 0,5 ml de isopropanol por 10 min. a
temperatura ambiente

e Recuperagédo do RNA por centrifugagao a 12.000g por 20 min. a 4°C

« Lavagem do RNA com etanol 75%, ressuspensdo em agua-DEPC e

estocagem a -20°C

15.Producao de sonda (cDNA) nao radioativa por incorporacao de
digoxigenina-dUTP (DIG-dUTP)

e Volume de reagao de 20 pl consistindo de 50 mM Tris.HCI (pH 8,3); 75
mM KCI; 10 mM DTT; 3 mM MgCly; 0,1 mM cada dGTP, dATP, dCTP;
0,065 mM dTTP; 0,035 mM DIG-dUTP; 10 ug/ml hexanucleotideos; 2
unid. Inibidor de RNAse; 1 png RNA viral; 200 unid. Transcriptase
Reversa “Superscript” (Gibco-BRL).

o Desnaturacao do RNA viral e dos hexanucleotideos por aquecimento a
95°C por 5 min; resfriamento em gelo/alcool; adicdo dos demais
componentes da reagao

e Incubagado por 20 h a 37°C e término da reagao pela adicao 1 ul de
EDTA0,2M

e Precipitagdo do cDNA com 0,1 vol. de cloreto de litio 4 M e 3 vol. de
etanol a -70°C por 60 min.

e Recuperagédo do cDNA por centrifugagcéo a 13000g por 15 min. a 4°C



« Lavagem do RNA com etanol 75%, ressuspensdao em tampdo TE
(Tris.HCI1 0,01 M; EDTA 0,001 M) e estocagem a —20°C

16.Determinacao da especificidade da sonda por “dot-blot”

o Desnaturagcdo dos RNAs por aquecimento a 55°C por 15 min.,
resfriamento em gelo/alcool e aplicagdo em membrana de nailon
(Hybond-N+; Amersham Pharmacia)

o Fixacdo dos RNAs por exposi¢ao a radiagao ultravioleta a 50 mJoule

(GS Gene Linker; BioRad) e hibridizacdo com sonda especifica

17.Hibridizacéo

e Pré-hibridizagdo a 50°C por 1-2 h em solu¢cdo contendo: SDS 7%;
fosfato de sddio 0,05 M pH 7,0; formamida 50%; reagente bloqueador
(Boehringer Mannhein) 2%; SSC 5X (SSC 1X= citrato de s6dio 0,03 M
pH 7,0; NaCl 0,3 M); N-lauroylsarcosina 0,1%

o Hibridizagdo a 50°C por 20 h em solugao de pré-hibridizagcado acrescida
da sonda previamente desnaturada por fervura a 100°C por 10 min. e
resfriamento em gelo/alcool

o Lavagens da membrana com SSC 2X contendo SDS 0,1% (2 x 5 min;
temperatura ambiente) e SSC 1X contendo SDS 0,1% (2 x 15 min,;
68°C)

18.Deteccao dos hibridos RNA-cDNA

e Incubacdo da membrana por 1 min. a temperatura ambiente em
tampao 1 (acido maleico 0,1 M pH 7,5; NaCl 0,15 M; Tween 20 0,3%)



« Bloqueio por 60 min. a temperatura ambiente em tampao 2 (tampao 1
contendo reagente bloqueador 1%, Boehringer Mannhein)

e Incubacdo por 60 min. a temperatura ambiente com anti-soro (anti-
digoxigenina conjugado a fosfatase alcalina; Boehringer Mannhein)
diluido 1:10.000 em tampéo 2

o Lavagens com tamp&o 1 (2 x 15 min.; temperatura ambiente) e
incubacéo por 2 min. a temperatura ambiente com tampéao 3 (Tris.HCI
0,1 M pH 9,5; NaCl 0,1 M; MgCl; 0,05 M)

e Incubagdo por 15 min. a 37°C com substrato quimioluminescente
(CDP-Star, Amersham) diluido 1:100 em tamp&o 3 e exposi¢ao de filme
de raio X (X-OMAT, Kodak)

19.Gel desnaturante de agarose-formaldeido

e Agarose 1% em tampao MOPS 0,02 M pH 7,0, acetato de sddio 0,05
M, EDTA 0,01 M contendo formaldeido 0,66 M

o Amostas de acidos nucleicos diluidas em tampao desnaturante (MOPS
0,02 M contendo formamida 67% e formaldeido 2,46 M); aquecimento
por 15 min. a 55°C; imediato resfriamento em gelo/alcool; adicdo de
corante Orange G (EDTA 0,01 M, Ficoll 400 15% e Orange G)

» Eletroforese a 80-100 V até o corante chegar cerca de 1 cm da porgao
final do gel; tampéao de corrida MOPS 0,02 M pH 7,0

e Incubacao do gel em solugédo aquosa de glicina 1% por 1 h

« Acidos nucleicos corados por 10 min. com brometo de etidio (0,05
g/ml), descorados por 16-18 h em agua-DEPC a 4°C e observados e

fotografados sob luz ultravioleta

20.Transferéncia para membrana de nailon (“Northern blot”)

o Eletroforese como no item 12 sem corar os acidos nucleicos

« Lavagens do gel em agua-DEPC (2 x 10 min.)



e Incubacao por 20 min. em NaOH 0,05 N e por 2 x 15 min. em SSC 20X

e Membrana de nailon umedecida em agua-DEPC e incubada por 20
min. em SSC 10X

e Transferéncia a vacuo dos acidos nucleicos por 90 min. (Vacuum
Blotter 785; Bio Rad) em SSC 10X

» Lavagem da membrana por 5 min. em SSC 6X

o Fixacdo dos acidos nucleicos por exposicao a radiacido ultravioleta a
150 mJoule (GS Gene Linker; BioRad); hibridizagdo com sonda

especifica (item 2.7.) e detecgao da reacao conforme item 2.8

21.Determinacao da massa molecular dos RNAs virais

« Gel desnaturante de agarose-formaldeido (item 19.)
o Utilizagdo de marcadores de RNA com massa molecular conhecida
(0,24-9,5 Kb RNA Ladder; Gibco-BRL).

22.Extraciao de dsRNAs (RNAs de fita dupla)

o Meétodo de extragao descrito por Morris & Dodds (1979)

« 7 g de folhas congeladas em N liquido e trituradas a p6

e Extragdo com 14 ml de tampédo STE (STE 1X = Tris.HCI 0,05 M pH
7,0; NaCl 0,1 M; EDTA 0,001 M), 18 ml de fenol saturado com STE 2 X,
2 ml de SDS 10% e 1 ml de bentonite (40mg/ml). Agitagao por 30 min.

o Coleta da fase aquosa apds centrifugagao por 10 min. a 4.000g.

o Adicao de etanol na concentragéo final de 16,5%

e Passagem em coluna de celulose CF-11 (Whatman) preparada em
seringa plastica com 2,5 g de celulose dissolvida em tampao STE 1X

contendo etanol 16,5%



Lavagem da coluna com 80 ml de tampao STE 1X contendo etanol
16,5%

Eluicdo do dsRNA com 15 ml (1 x 5 ml e 1 x 10 ml) de tampé&o STE 1X
sem etanol. Primeiros 5 ml descartados

Precipitacdo do dsRNA por 16 h a —20°C com 0,05 vol. de acetato de
sddio 3 M pH 5,5 e 2,5 vol. de etanol

Recuperagédo do dsDNA por centrifugagéo a 8.000g por 30 min. a 4°C

Ressuspensado em agua-DEPC e estocagem a —20°C

23.Gel nativo de agarose

Agarose 1% em tampao TAE (Tris.HCI 0,04 M; acetato de sédio 0,02
M; EDTA 0,001 M pH 8,3)

Amostras de acidos nucleicos diluidas em tampé&o IEG (TAE; glicerol
20% e Orange G)

Eletroforese a 80-100 V até o corante chegar cerca de 1 cm da porgéao
final do gel; tamp&o de corrida TAE

Acidos nucleicos corados por 10 min. com brometo de etidio (0,05
ug/ml), descorados em agua-DEPC e observados e fotografados sob

luz ultravioleta

24.Determinacao da massa molecular dos dsRNAs

o Gel nativo de agarose (item 23)

o Utilizagdo de dsRNA com tamanho molecular conhecido como

marcadores (dsRNAs de TMV: 6,4 Kpb e CMV: 3,9 Kpb, 3,3 Kpb, 2,5
Kpb, 1,0 Kpb)



25. Analise dos dsRNAs em gel desnaturante de agarose-formaldeido

o Eletroforese, “Northern blot”, hibridizacdo e detec¢cdo da reacao

respectivamente conforme itens 19; 20; 17 e 18

26. Preparacao de tecidos para exame ultraestrutural (microscopia

eletronica de transmissao)

o Fixagcao de pequenos pedacos de folhas de feijoeiro infectadas com o
SBMV-BSF por 2 horas a 4°C em paraformaldeido 4% e glutaraldeido
0,5% tamponado com cacodilato de sddio 0,1 M pH 7,0

o Pobs-fixagdo por 4 horas a 4°C em tetréxido de ésmio 1% em tampao
cacodilato 0,1 M pH 7,0

e Desidratacdo a temperatura ambiente em série de concentragao
crescente de etanol: 30%/30 min., 50%, 70% e 100%/30 min., 100% 60
min.

o Infiltracdo com resina epoxy de baixa viscosidade conforme
recomendado por Spurr (1969)

o Polimerizacéo por 24 horas a 60°C

o Cortes ultrafinos feitos com navalha de diamante em ultramicrétomo
Leica UCT e montados em telinhas de cobre

o Contrastacdo das secgbdes com solugdo aquosa de acetato de uranila
1% (2 min) e citrato de chumbo (Venable & Coggeshall, 1965).
Observacdo em microscopio eletrbnico de transmissao Zeiss EM 906

operando a 80KV

27.Fracionamento subcelular

o« Amostras de plantas (folhas inoculadas) 7 dias e 21 dias apds a
inoculacdo do SBMV- BSF e amostras de plantas sadias

« Fracionamento subcelular conforme esquema a seguir:



Folhas + 2 volumes de tampao | Tris-HCI 20mM-pH 7,5; Sacarose 0,4M,;

N2 KCI 20mM; MgCly; BSA (0,1%)
2-ME 10mM
homogeneizacéo e filtragdo (2 camadas de nailon 20 um)
N2

250g/10 min./4°C

T

pellet 1 SN 1
N2 N2
Fracao Nuclear 3000g/10min./4°C
@ N
pellet 2 SN 2
N2 N
Fracao de Cloroplastos 10.000g/10min./4° C
(B) /
pellet 3 SN 3
Vv Vv
Fragao Mitocondrial Ultracentrifugacao
(C) Vv

80.000g/30 min/4°C

pellet 4 SN 4
8% NZ
Fragdo Microssomal 100.000g/2 h/ 4°C
o N\
pellet 5 SN 5
NZ

Fragcdo Ribossomal

(E)



28.Extracao de acidos nucleicos das fracoes subcelulares

o 250 ul das diferentes fragcoes
« Extragado conforme item 14

¢ Analise conforme itens 19 e 20



IV. RESULTADOS

1. SINTOMATOLOGIA

O isolado brasileiro do virus do mosaico do feijoeiro do sul dos
E.U.A. (SBMV-B®?), quando inoculado em P. vulgaris L. ‘Rosinha’, induziu
infeccdo sistémica com mosaico, mosqueado clorético nas folhas
inoculadas, distorgdo foliar principalmente nas folhas mais jovens e
reducdo do tamanho da planta. A figura 1 evidencia estes sintomas. Em
1A pode-se notar o tamanho reduzido da planta infectada em relagdo a
planta sadia com a mesma idade. Este tamanho reduzido € evidenciado
comparando-se as folhas trifolioladas (figura 1B), nas quais também nota-

se distor¢ao foliar e mosaico nas folhas infectadas.

2. OBTENCAO DO VIRUS PURIFICADO

O espectro de absorbéncia a luz ultra-violeta (220-320 nm) da
preparacéo purificada do SBMV-BSP (figura 2) apresentou picos maximo e
minimo a 260 e 243 nm respectivamente. A relacdo Auso/Azso foi 1,65 e a
concentracdo do virus purificado foi aproximadamente 70 mg/Kg de
folhas.

Uma eletromicrografia da preparagdo purificada contrastada
negativamente € mostrada na figura 3, evidenciando a presenca de

particulas isométricas com 30 nm de diametro.

3. MASSA MOLECULAR DA PROTEINA CAPSIDIAL

Em gel desnaturante de SDS-PAGE a proteina capsidial do SBMV-B



migrou como um componente unico (figura 4) com massa molecular
estimada em 30 kDa, conforme determinagdo comparativa feita com

proteinas de massa molecular conhecida.

4. DETERMINACAO DAS PROPRIEDADES DO ANTI-SORO

A concentragdo de imunoglobulinas, estimada pela absorbancia a
280 nm, foi de 150 mg/ml. A especificidade do anti-soro produzido é
evidenciada na figura 5, na qual o anti-SBMV reagiu com a proteina
capsidial do SBMV-BS" e com as proteinas totais extraidas de planta
infectada, mas ndo com as extraidas de planta sadia.

Como observado na figura 6, o anti-SBMV foi capaz de reconhecer
e se ligar ao antigeno até a diluicdo de 1:128.000. Na figura 7, observa-se
que o anti-SBMV reagiu com o virus até a concentragao de 50 picogramas
(0,05 ng) e detectou o antigeno em extrato de planta infectada diluido até
100 vezes. Houve uma fraca reacdo de fundo com o extrato de planta
sadia nas menores diluicbes (5X e 10X), desaparecendo a partir da
diluicdo de 50X.

5. IMUNOLOCALIZACAO DA PROTEINA CAPSIDIAL EM EXTRATOS
DE FOLHAS

O perfil eletroforético de extratos de folhas de feijoeiro sadio e
infectado pelo SBMV-B (figura 8.1) revelou um padrdo de bandas similar
em ambas amostras, com exceg¢ao para uma banda adicional, vista na
amostra obtida de feijoeiro infectado, na altura da banda correspondente
a proteina capsidial do SBMV-B®F. A identidade deste polipeptidio foi
confirmada por “Western blotting” de um gel similar a este utilizando o

anti-SBMV diluido na proporg¢ao 1:2.000 (figura 8.2). Observou-se reagao



com uma banda de aproximadamente 30 kDa tanto na amostra de virus
purificado como na amostra de proteinas totais obtidas de planta
infectada pelo SBMV-BS". N&o houve reacdo com a amostra de planta

sadia.

6. ESPECIFICIDADE DA SONDA

A sonda produzida para o RNA viral hibridizou especificamente
com a amostra de RNA extraido dos virions e com a de RNAs totais de
planta infectada pelo SBMV-BS” (figura 9). Nenhuma hibridizagdo ocorreu

com a amostra de RNAs totais de planta sadia.

7. ANALISE DO RNA VIRAL

A figura 10.1 refere-se a eletroforese em gel desnaturante de
agarose do RNA extraido das particulas do SBMV-BS” e dos RNAs totais
extraidos de planta de feijoeiro infectada e de planta sadia. O RNA
extraido dos virions revelou uma banda maior com tamanho molecular de
4,2 Kb além de varios outros RNAs de menor tamanho, dos quais uma
banda encontra-se melhor definida, tendo tamanho molecular de
aproximadamente 1,0 Kb. Na amostra de RNAs totais extraidos de planta
infectada pelo SBMV-BS" e na de planta sadia varias bandas s&o
observadas.

Um gel similar a este foi transferido por “Northern-blotting” e
hibridizado com sonda nao radioativa especifica ao genoma do SBMV
(figura 10.2.). Na amostra de RNA extraido dos virions bem como na de
RNAs totais extraidos de planta infectada houve reacdo com a banda de
4,2 Kb, bem como com varios outros RNAs de menor tamanho (3,1 Kb,
2,65 Kb, 2,15 Kb, 1,64 Kb, 1,36 Kb e 1,0 Kb). Nenhuma reacéao foi vista



com os RNAs totais extraidos de planta sadia.

8. EXTRACAO E IDENTIFICACAO DE RNAs DE FITA DUPLA
ASSOCIADOS AO SBMV-B

Os RNAs de fita dupla foram extraidos e analisados por eletroforese
em gel de agarose 1% (figura 11.1). Duas espécies de ds RNAs foram
detectados em planta de feijoeiro infectada pelo SBMV-BS”, com valores
estimados de 4,2 Kpb e 1,0 Kpb.

Por “Northern-blotting” e hibridizagdo com sonda para o genoma do
virus (figura 11.2) houve hibridizagdo com estas duas espécies de
dsRNAs

9. CITOPATOLOGIA DOS TECIDOS FOLIARES INFECTADOS PELO
SBMV

A figura 12 refere-se as ultramicrografias das seccdes de folhas de
feijoeiro ‘Rosinha’ infectadas pelo SBMV-BS”. Nota-se a presenca de
particulas isométricas semelhantes a virus dispersas por todo o
citoplasma e, as vezes, arranjadas em um padrao regular formando uma
estrutura que se assemelha a um cristal (figura 12A: inserg&o). O didmetro
destas particulas foi da ordem de 28-30 nm. N&o foram encontradas tais
particulas no nucleo celular e nem no interior de organelas como
mitocondrias e cloroplastos.

Observou-se um aumento na ocorréncia de estruturas membranosas
nas células infectadas (figura 12B). Tais estruturas geralmente
encontravam-se proximas aos presumiveis virions e parecem conter em

seu interior.



10. IDENTIFICACAO DO SBMV-B EM FRACOES SUBCELULARES

A figura 13.1 refere-se a analise em gel de agarose dos RNAs
presentes em cada uma das fragcdes celulares obtidas de plantas 7 dias
pos inoculacdo (d.p.i.) do virus. O RNA extraido de particulas virais foi
utilizado como referéncia. Um grande numero de RNAs de tamanhos
variados foi observado em cada fracdo, mas somente na fracao
ribossomal foi notado um RNA de tamanho similar ao RNA genémico do
SBMV. Um gel similar a este foi transferido para membrana de nailon e
hibridizado com sonda para o genoma do virus (figura 12.2). A sonda
detectou o RNA viral somente nas fragbes microssomal e ribossomal. Nao
houve reagdo com as outras fracbes e nem com fracdo ribossomal de
planta sadia.

A figura 14.1 refere-se a um experimento similar feito com as
fragcdes obtidas de plantas 21 d.p.i.. O RNA extraido das particulas virais
foi novamente utilizado como referéncia. Uma banda na mesma posi¢ao
do RNA genbmico viral somente pode ser reconhecida na fragao
ribossomal e isto foi confirmado pelo “Northern blotting” e hibridizag&o
com a sonda para o genoma do SBMV (figura 14.2). Nao houve reagao
com nenhuma das outras fragdes e nem com a fragdo ribossomal de
planta sadia.

Em ambas as amostras (7 e 21 d.p.i.) somente as folhas

inoculadas foram utilizadas.



Figura 1. Sintomatologia induzida pelo isolado brasileiro do virus do
mosaico do feijoeiro do sul dos EUA (SBMV-BS?) em Phaseolus vulgasris
‘Rosinha’. (A) Planta infectada (esquerda) comparada com planta sadia
(direita). (B) Comparacao de folha infectada (esquerda) e sadia (direita).

Plantas sadias e infectadas de mesma idade.
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Figura 2. Espectro de absorbancia em luz ultravioleta do SBMV-BS”

purificado.



Figura 3. Preparacéo purificada do SBMV-BF contrastada negativamente
com acetato de uranila 2% e observada ao microscépio eletrénico de
transmissao, mostrando particulas virais com 30 nm de diametro e

simetria icosaédrica. Aumento: 130.000 x
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Figura 4. Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida da proteina
da capa do SBMV-BSP. A, marcadores de massa molecular: a, fosforilase
B (97,4 kDa); b, albumina bovina (66,2 kDa); ¢, ovoalbumina (45,0 kDa);
d, anidrase carboénica (31,0 kDa); e, inibidor de tripsina de soja (21,5 kDa);
f, lisozima (14,4 kDa). B, proteina capsidial do SBMV-B. kDa: kilodaltons



Figura 5. Especificidade do anti-soro. A membrana de nitrocelulose foi
incubada com o anti-soro anti-SBMV diluido 1:8.000. A, aliquota do
SBMV-BSP purificado. B, aliquota de proteinas totais de planta sadia. C,

aliquota de proteinas totais de planta infectada com o SBMV-BSF.



Figura 6. Determinagao do titulo do anti-soro para a proteina capsidial do
SBMV-BSF. Foram aplicados 100 ng de virus purificado em cada
membrana de nitrocelulose. Diluicbes do anti-SBMV: A, 1:1.000; B,
1:2.000; C, 1:4.000; D, 1:8.000; E, 1:16.000; F, 1:32.000; G, 1:64.000; H,
1:128.000; 1, 1:256.000.
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Figura 7. Determinac&o da diluigdo maxima do antigeno reconhecida pelo
anti-soro. A membrana de nitrocelulose foi incubada com anti-SBMV
diluido 1:8.000. V, SBMV-B purificado; I, extrato de folhas infectadas pelo
SBMV-BS™: S, extrato de folhas sadias.
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Figura 8. 1. Perfil eletroforético de extrato de planta sadia (A), planta
infectada (B) e SBMV-B®F purificado (C). 2. "Western Blot” e reacdo
imunoldgica de um gel similar ao 1 para a detecgao da proteina capsidial
do SBMV (seta) em P. vulgaris pelo anti-SBMV diluido 1:2.000.

Marcadores de massa molecular (M): a, fosforilase B (97,4 kDa); b,
albumina bovina (66,2 kDa); ¢, ovoalbumina (45,0 kDa); d, anidrase

carbénica (31,0 kDa); e, inibidor de tripsina de soja (21,5 kDa).



Figura 9. Especificidade da sonda. A membrana de nailon foi incubada
com a sonda para o RNA genémico do SBMV. A, aliquota do RNA
extraido do SBMV-BSF purificado. B, aliquota de RNA total de planta
infectada pelo SBMV-BSF. C, aliquota de RNA total de planta sadia.
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Figura 10. 1. Analise do RNA viral (A) e dos RNAs totais extraidos de
planta infectada pelo SBMV-BS® (B) e de planta sadia (C) em gel
desnaturante de agarose 1% contendo formaldeido. Padrdo de tamanho
molecular (Gibco-BRL) (M): [Kb: 9,49 (a); 7,46 (b); 4,40 (c); 2,37 (d); 1,35
(e); 0,24 (f)].. 2. Andlise por hibridizagdo “Northern blotting” de um gel
similar ao 1 hibridizado com sonda especifica ao genoma do SBMV.
Aliquota do RNA extraido do SBMV-B®F purificado (A’), RNAs extraidos
de folha de feijoeiro infectada pelo SBMV-BS” (B’), RNAs extraidos de

folha de feijoeiro sadia (C’).
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Figura 11. 1. Pefrfil eletroforético dos dsRNAS extraidos e purificados em
celulose CF-11. A, marcadores constituidos de mistura de dsRNAs de
TMV (6,4 Kpb) e CMV (3,9 Kpb; 3,3 Kpb; 2,5 Kpb; e 1,0 Kpb). B, dsRNAs
extraidos de folhas de feijoeiro infectadas pelo SBMV-B®F. 2. Analise por
hibridizagao “Northern blotting” com sonda produzida a partir do RNA viral.
B’, aliquota dos dsRNAs extraidos de folhas de feijoeiro infectadas pelo
SBMV-BSF. A seta indica o dsRNA gendmico e o asterisco o provavel

dsRNA subgendmico.



Figura 12. Micrografias eletrénicas de células de tecido foliar de feijoeiro
‘Rosinha” infectado pelo SBMV-B®P. A, Particulas virais dispersas pelo
citoplasma e, as vezes, arranjadas em um padrao regular com estrutura
quase cristalina (seta). Aumento 54.000X. A insergdo mostra uma
ampliagdo de regido indicada pela seta. Aumento 120.000X. B,
Associagao de estruturas membranosas com particulas virais. Notar que
estas estruturas parecem conter fibrilas em seu interior (setas). Aumento
120.000X. m, mitocéndria; vc, vacuolo; cl; cloroplasto; em, estruturas
membranosas; v, particulas virais; n, nucleo.
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Figura 13. Localizagdo subcelular do SBMV-BSP por centrifugacao
diferencial de extratos de folhas de feijoeiro infectadas. 1. Analise
eletroforética em gel desnaturante de agarose-formaldeido do RNA viral
(V), dos RNAs extraidos das fragdes subcelulares obtidas de planta 7 dias
pos inoculacdo (d.p.i.) do SBMV-BS” (A-E) e da fragdo ribossomal de
planta sadia (S). As linhas A-E correspondem respectivamente as fragoes:
nuclear, cloroplastos, mitocondrial, microssomal, e ribossomal da planta
infectada. 2. Analise 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 fracdes
subcelulares obtidas de planta 7 d.p.i. S, RNAs extraidos da fracao

ribossomal de planta sadia. O asterisco indica o RNA genémico viral.
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Figura 14. Localizacdo subcelular do SBMV-BS" por centrifugacéo
diferencial de folhas de feijoeiro infectadas. 1. Analise eletroforética em
gel desnaturante de agarose-formaldeido do RNA viral (V), dos RNAs
extraidos das fragcbes subcelulares obtidas de planta 21 dias pos
inoculagdo (d.p.i.) do SBMV-B (A-E) e da fracdo ribossomal de planta
sadia (S). As linhas A-E correspondem respectivamente as fragdes:
nuclear, cloroplastos, mitocondrial, microssomal, e ribossomal da planta
infectada. 2. Analise 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 fragbes
subcelulares obtidas de planta 21 d.p.i. §’, RNAs extraidos da fragao

ribossomal de planta sadia. O asterisco indica o RNA genémico viral.



V. DISCUSSAO

O isolado americano do virus do mosaico do feijoeiro do sul dos
Estados Unidos 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; Rutger et al, 1980; Weber & Sehgal, 1982),
sequenciamento e tradugao in vitro de cada uma das ORFs (Salerno-Rife
et al., 1980; Othman & Hull, 1995) e informacdes acerca da interagdo com
a planta hospedeira através de microscopia eletronica de transmissao
(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 replicacdo do
SBMV na planta hospedeira, o mecanismo de transporte viral dentro
desta, o papel dos fragmentos heterogéneos de RNA encontrados em
extracdes de acido nucleico do virus purificado e a funcdo e o numero
correto das ORFs da estirpe feijoeiro do SBMV.

Por outro lado, em relagcédo ao isolado brasileiro do SBMV-B muito
pouco é conhecido pois, desde sua descrigao (Cupertino et al., 1982),
este tem sido muito pouco estudado, principalmente do ponto de vista
molecular. Um isolado do SBMV-B foi detectado primeiramente no Distrito
Federal (SBMV-B°F) (Cupertino et al., 1982) e, posteriormente, o virus
também foi encontrado no Estado de Sao Paulo (SBMV-B®?) (A. S. Costa.
Dados ndo publicados). No entanto, devido a facilidade de transmisséo
dos virus pertencentes ao género (Zaumeyer & Harter, 1943; Sehgal,
1981; Brunt et al., 1996), pode-se aventar que a distribuicdo geografica do

SBMV:-B pelo Brasil seja muito mais ampla.



O presente trabalho visou a melhor caracterizagdo do isolado
brasileiro do SBMV-B encontrado no Estado de Sao Paulo (SBMV-B®P),
comparando-o com dados publicados acerca dos outros isolados do virus.

Os resultados obtidos quanto a sintomatologia causada pelo
SBMV-BS" estdo, em geral, de acordo com os descritos por diversos
autores (Bennet & Costa, 1961; Shepherd & Fulton, 1962; Valverde &
Fulton, 1982; Murphy et al., 1995; Brunt et al., 1996), ndo havendo
diferencas, neste aspecto, entre este isolado brasileiro e os outros
isolados do virus descritos até entao.

Em P. vulgaris ‘Rosinha’, cultivar utilizada no presente trabalho, a
infeccdo mostrou-se sistémica e os sintomas iniciais apareceram uma
semana apo6s a inoculagao viral, correspondendo a mosqueado clordtico
nas folhas primarias inoculadas. Este sintoma foi seguido por mosaico
sistémico, severa distor¢ado foliar nas folhas mais jovens e redugcédo no
tamanho da planta. Nao foram feitas comparagdes em relacdo a
produtividade mas, estudos anteriores com o SBMV-B°" (Caldeira &
Costa, 1985) relataram nao haver perdas significativas nos componentes
biolégicos da produgdo (n° de vagens por planta e n° de sementes por
vagem), ocorrendo apenas uma tendéncia de redugdo do tamanho das
sementes no cultivar Rosinha.

A maioria dos Sobemovirus ocorre em concentracdes relativamente
altas na planta hospedeira (Sehgal, 1981). No entanto, um bom e
confiavel método de purificagdo para o SBMV deve levar em conta o fato
das particulas virais serem estabilizadas principalmente pelo pH (Hsu et
al., 1976) e por ligagdes dependentes de cations divalentes (Hull, 1978;
Rayment et al., 1978; Abdel-Meguid et al., 1981). Cations divalentes
atuam formando pontes entre as subunidades proteicas vizinhas e as
proteinas capsidiais também estabelecem liga¢cdes dependentes de pH
entre si. Ambos os tipos de ligagbes colaboram para manter a

conformacao do capsidio viral. Portanto, na purificagdo devem ser



utilizados tampdes com pH ao redor de 7,0 e os agentes quelantes, que
removem cations, devem ser evitados.

Conhece-se, por exemplo, o efeito do EDTA sobre as particulas do
SBMV (Hull, 1977c). O tratamento com este agente quelante, associado
com condi¢des de pH alcalino, induz um “afrouxamento” nas particulas,
com aumento no didmetro e redugao da sedimentagao (115S—100S). Isto
torna as particulas sensiveis a sais, SDS em baixas concentragdes,
proteases e ribonucleases.

Varios protocolos foram descritos para a purificacdo do SBMV
(Tremaine, 1966; Johnson et al., 1974; Hsu et al.,1976; Hull, 1977b;
Sehgal & Hsu, 1977). O método de purificagao utilizado neste trabalho foi
essencialmente aquele descrito por Hull (1977b), exceto pelo fato de que
o passo final da purificagdo foi em gradiente de sacarose ao invés de
sulfato de césio. Este método, que combina extracdo, clarificacao,
precipitacdo com polietilenoglicol, um ciclo de centrifugacao diferencial e
isolamento por ultracentrifugagcdo em gradiente, mostrou-se de grande
eficacia na purificacdo do SBMV-BSF. Em gradiente de sacarose
observou-se a formacado de uma unica banda, visualizada por feixe de luz
branca, estando de acordo com o observado por outros autores (Brunt et
al., 1996; van Der Wilk, 1998). O grau de purificacdo obtido com a
metodologia utilizada pode ser visualizado pelo espectro de absorbéancia a
luz ultravioleta que foi tipico de nucleoproteina. Este espectro esta de
acordo com o descrito para outros isolados do SBMV, pois neste virus
nao se observam picos de absorbéancia entre 290 e 292 nm que seriam
devidos a presenca de aminoacidos aromaticos, como ocorre, por
exemplo, para o virus do mosaico do fumo (Tobacco mosaic virus, TMV,
género Tobamovirus) (Shegal, 1981). O rendimento das varias
purificacdes realizadas durante o trabalho variou entre 50-70 mg de virus
por Kg de folhas, estando abaixo dos valores obtidos- 120 mg/Kg (SBMV-
B°F) e 0.5-1.0 g/Kg (isolado americano)- respectivamente por Cupertino et

al. (1982) e Hull (1977b). Obviamente, estas diferengas devem-se as



variagcdes entre os isolados do virus (comparando-se, por exemplo, a alta
concentragcdo do isolado americano em relagdo ao brasileiro), a
hospedeira utilizada, ao intervalo entre inoculagdo e coleta e ao método
de extracdo. No entanto, o rendimento aqui obtido demonstra uma alta
concentracao viral, o que comprova que este virus ocorre em elevadas
concentragcdes na planta hospedeira.

A pureza da preparagao foi ainda confirmada pela sua observagao
ao microscopio eletrénico de transmissao, na qual foram vistas particulas
isométricas com diametro estimado em de 30 nm, valor esperado para as
particulas do SBMV (Weintraub & Ragetli, 1970; Hull, 1977a.; Sehgal,
1981), sem nenhum contaminante detectavel. As particulas virais
visualizadas nao exibiram caracteristicas de superficie discerniveis, o que
foi atribuido por Johnson et al. (1974) a uma alta densidade proteica na
superficie dos virions.

O método de purificagao, aqui descrito, pode ser executado em um
dia de trabalho (8-10 h), constituindo um meio bastante simples e rapido
para a purificacdo do SBMV-BSP. A auséncia de contaminantes na
preparacdo purificada foi essencial para o sucesso dos experimentos
subsequentes, entre eles a producdo do anti-soro para a proteina
capsidial e da sonda para o RNA viral. A presenga de impurezas
prejudicaria a especificidade tanto do anti-soro como da sonda, podendo
originar reagdes inespecificas.

Quando inoculadas em plantas sadias de P. vulgaris L. cv.
Rosinha, as preparag¢des purificadas mostraram-se altamente infectivas,
reproduzindo os sintomas tipicos da doenga causada pelo virus. Extratos
de folhas destas plantas foram também infectivos quando novamente
inoculados em feijoeiros sadios sendo, entdo, o SBMV-B" purificado a
partir destas plantas. Estes dados estdao de acordo com os postulados de
Kock, aplicados em fitovirologia, quanto a patogenicidade do SBMV na
indugao de moléstias de feijoeiro.

A proteina capsidial do SBMV-BS" migrou em gel desnaturante de



SDS-poliacrilamida como unico polipeptideo, com massa molecular
estimada em 30 KDa. Este valor pode ser considerado dentro da média
obtida por outros autores (Tremaine, 1966; Ghabrial et al., 1967; Hill &
Shepherd, 1971; Hull 1977b; Sehgal & Hsu, 1977; Murphy et al., 1995)
para os varios isolados do SBMV, que varia de 28,5 a 30 Kda e, também
neste aspecto, este isolado brasileiro € similar ao isolado americano do
SBMV. Deve-se ressaltar, entretanto, que dados da sequéncia de
aminoacidos da proteina capsidial do SBMV-B indicam a presencga de 270
residuos de aminoacidos e a massa molecular desta proteina deduzida
com base nestes aminoacidos é de 29,3 KDa (Tremaine, 1966), ficando
bastante préximo ao valor aqui descrito. Os dados ainda confirmam que a
capa proteica do SBMV € composta por um unico tipo proteico e, segundo
Caspar & Klug (1962), sao necessarias 180 subunidades proteicas para a
formacédo do capsidio completo, um numero consistente com a simetria
T=3 exibida pelas particulas virais. Os dimeros da proteina capsidial (66
KDa), que aparecem como uma fraca banda em géis de eletroforese
(Sehgal & Hsu, 1977), nado foram visualizados neste experimento
provavelmente devido a pouca sensibilidade do método de coloragao
empregado as proteinas de concentragdo muito baixa (Walsh & Headon,
1996).

Um anti-soro para a proteina capsidial foi obtido de galinhas
imunizadas com preparagdes purificadas do SBMV-BSF, sendo este
chamado anti-SBMV. O método utilizado para a producédo deste anti-soro
(Hu et al., 1985) foi bastante eficiente, fornecendo uma alta concentragéo
de imunoglobulinas (150mg/ml). Além de ser simples e de baixo custo,
este método utiliza galinhas como produtoras de imunoglobulinas ao invés
de coelhos que sdo os animais geralmente utilizados.

Varios pesquisadores tém descrito vantagens em se utilizar
galinhas para produzir anticorpos contra virus de plantas (Bar-Joseph &
Malkinson, 1980; Polson & VonWechmar, 1980; van Regenmortel, 1982;

Ball et al., 1990; Colariccio et al.,1996). Estas vantagens incluem



facilidade de manuseio, produgao de grandes quantidades de anticorpos
concentrados na gema do ovo apos injecao de quantidades relativamente
pequenas de virus, grande quantidade de ovos dos quais o anticorpo
pode ser extraido e concentrado e a apropriagao do uso destes anticorpos
em testes soroldgicos indiretos associados com anticorpos secundarios
obtidos de outros animais.

A especificidade do anti-SBMV foi avaliada pela técnica “Dot-
blotting” e sua diluicdo 6tima estabelecida em 1:8000. Os resultados
demonstraram que o anti-SBMV ¢é especifico para a proteina capsidial e
nao reage com as outras proteinas da planta sendo, entédo, utilizado nos
experimentos subsequentes.

Quanto ao experimento para a determinacgéo do titulo do anti-soro,
observou-se que o anti-SBMV diluido até a proporgao 1:128.000 ainda foi
capaz de detectar o antigeno, apresentando, portanto, um titulo muito
alto.

Em anti-soros policlonais, como é o caso do anti-SBMV, o titulo
representa o conjunto dos valores de concentracdo e afinidade ao
antigeno de cada uma das moléculas de anticorpo presente
reconhecendo cada determinante do antigeno (Bjerrum & Heegaard,
1988). A producdo de um anti-soro de alto titulo esta diretamente
relacionada a concentragdo e imunogenicidade do antigeno injetado. No
caso do SBMV, além de ter sido injetado na concentragao de 170ug [anti-
soros de titulos adequados podem ser obtidos com apenas 50-100ug de
antigeno (Matthews, 1993)], esse é dito fortemente imunogénico devido
as caracteristicas peculiares das proteinas que constituem sua capa
proteica (Sehgal, 1981).

Um anti-soro para o isolado encontrado no Distrito Federal (SBMV-
B"F) ja tinha sido obtido (Cupertino et al., 1982) apresentando um titulo
muito menor (1:512) do que o anti-SBMV produzido no presente trabalho.
No entanto, a metodologia utilizada para determinar o titulo do anti-soro

para o SBMV-B™ foi outra (testes de imunodifusdo em gel) daquela



utilizada no presente trabalho (“Dot-blotting”) e talvez esta seja uma das
razoes da diferenga de titulo dos anti-soros para os isolados brasileiros.

O experimento para determinar a diluigio maxima refere-se a
sensibilidade do anti-SBMV em detectar o antigeno. O anti-SBMV foi
capaz de detectar o virus em preparagoes purificadas com concentragdes
tdo baixas como 500 picogramas (0,5 ng). Também foi capaz de
reconhecer o antigeno em extrato de planta infectada diluido até 100
vezes. Devido a sua sensibilidade, este anti-soro podera ser utilizado para
fins de diagnéstico, identificando se o virus causador da infecgdo é o
SBMV mesmo em hospedeiras em que este possa estar em baixa
concentracdo. Como houve uma fraca reagcao de fundo com o extrato de
planta sadia nas menores diluicdes (5X e10X), deve-se utilizar extratos
(0,1g/ml) diluidos mais de 10X para que se tenha confianga nos
resultados, pois diluigdes menores poderao fornecer falsos positivos.

A presenca do SBMV-B®F em extratos de folhas de Phaseolus
vulgares cv. Rosinha foi também evidenciada por imunolocalizagao por
“Western blotting”, o qual emprega proteinas desnaturadas. Observou-se
reacdo com uma banda de aproximadamente 30 kDa, tanto na amostra
de virus purificado como na amostra de proteinas totais obtidas de planta
infectada, sendo possivel distinguir a proteina capsidial entre as outras
proteinas presentes na planta [das quais destaca-se a enzima Ribulose
Bisfosfato Carboxilase (Rubisco) presente em elevadas concentragdes
nos vegetais] devido a reagdo com o anti-soro. Houve reagdo com apenas
uma banda em ambas as amostras, comprovando mais uma vez a
presenca de apenas um tipo proteico constituindo o capsidio do SBMV.
Nao foram detectados produtos de degradacado desta proteina, estando
de acordo com a acentuada estabilidade do SBMV in vitro (Hsu et al.,
1976; Hull, 1977b, Sehgal, 1981).

A sonda nao radioativa produzida para detectar o genoma do
SBMV-BS” mostrou-se especifica ao RNA viral pois hibridizou somente

com amostras que continham RNAs do virus. Devido a esta



especificidade, a sonda foi de grande utilidade para os experimentos
subsequentes como as analises de “Northern blotting” do RNA viral e do
RNA de fita dupla, que € obtido durante a replicacédo do virus, auxiliando o
melhor entendimento do genoma deste isolado brasileiro do SBMV-B.

O perfil eletroforético dos RNAs extraidos dos virions revelou a
presenca de uma gama de RNAs de varios tamanhos. Entre estes pode
ser reconhecida a banda de 4,2 Kb, que corresponde ao RNA gendmico
ja que possui tamanho molecular comparavel a outros isolados do SBMV
(Sehgal, 1981; Rutgers et al., 1980), e outra banda de 1,0 Kb que é
referida por alguns autores como sendo o RNA subgenémico que codifica
para a proteina capsidial do virus (Rutgers et al., 1980; Ghosh et al.,
1981).

Na amostra de RNAs totais extraidos de folhas infectadas, por
“Northern-blotting” e hibridizagdo com a sonda do SBMV foi possivel
detectar os RNAs relacionados com o genoma viral. O padrdo de bandas
detectadas foi similar na amostra de RNA extraido dos virions e na de
RNAs totais extraidos de planta infectada, sendo possivel reconhecer o
RNA gendmico e os varios outros RNAs de menor tamanho, comprovando
que estes realmente estdo relacionadas com o genoma do virus,
apresentando alguma semelhanga com a sequéncia de bases do RNA
gendmico.

Por muito tempo considerou-se que o SBMV era um tipico exemplo
de virus contendo uma cadeia de RNA como seu unico componente
genético (Diener, 1965; Shepherd, 1971). As presentes observagbes com
o isolado brasileiro, bem como outros estudos com o isolado americano
do SBMV (Rutgers et al., 1980; Ghosh et al.,, 1981, Weber & Sehgal,
1982), contradizem este conceito verificando que as estratégias de
replicacdo do virus provavelmente sdao muito mais complexas.
Comprovou-se que o RNA presente nos virions € heterogéneo, havendo
uma gama de RNAs de menor tamanho além do RNA gendmico de

comprimento total (4,2 Kb).



O presente trabalho com o SBMV-B®", além de confirmar esta
heterogeneidade, demonstrou pela primeira vez que estes RNAs, além
dos virions, também estdo presentes em quantidades detectaveis dentro
da planta hospedeira, 0 que sugere que devam exercer alguma fungao
relacionada com a infecgao viral.

Opinides divergem a respeito desses RNAs. Weber & Sehgal
(1982) consideram todos os RNAs de tamanho menor do que o RNA
genbmico como sendo subgendmicos (sgRNAs) e sugerem que todos
estdo envolvidos na produgdo das proteinas que sao codificadas pelo
genoma do SBMV, atuando como “cistrons”. Segundo Weber & Sehgal
(1982), estes sgRNAs poderiam ter surgido pelo processamento do
genoma viral, como ocorre em varias virus que infectam animais
(Rothenberg et al., 1978), ou por uma transcricdo preferencial de
segmentos selecionados da fita negativa do RNA genbémico (que é
produzida durante a replicagdo), sendo esta ultima hipotese ja
considerada para outros virus de plantas (Atabekov & Morozov, 1979).

No entanto, outros autores (Rutgers et al., 1980; Ghosh et al.,
1979, 1981) consideram apenas o RNA de 1,0 Kb, e peso molecular de
0,38 kDa, como subgenémico, sendo responsavel pela codificagdo da
proteina capsidial do SBMV (29 kDa). Nestes estudos, verificou-se que o
sgRNA de 1,0 Kb possui as 91 bases de sua extremidade 3’ idénticas a
sequéncia da extremidade correspondente do RNA gendmico de
comprimento total e, assim como o RNA gendmico, este sgRNA possui
uma VPg (proteina ligada covalentemente ao RNA viral) ligada a sua
extremidade 5’ (Ghosh et al., 1979, 1981). Devido a estas observagoes,
suspeita-se que a informagao para a proteina capsidial estaria presente
no RNA genémico como um “cistron” silencioso e que este “cistron” deva
se expressar através de um RNA subgendémico encapsidado em
quantidades diminutas (Rutgers et al., 1980; Ghosh et al., 1981).
“Cistrons” silenciosos para proteinas estruturais sdo observados em

outros géneros de virus de plantas como, por exemplo, os Tobamovirus e



os Tymovirus, bem como em virus de animais como os Togavirus e
Retrovirus. Em todos estes casos, um mRNA subgendmico para proteinas
estruturais sintetizados in vivo, funciona muito eficientemente como
mensageiro in vitro (Rutgers et al., 1980). Essa estratégia de replicagao
aumenta muito a eficiéncia de produgao da proteina estrutural em questao
que, no caso do SBMV, é a proteina capsidial necessaria em grandes
quantidades para a montagem de particulas virais.

Esta ultima hipdtese explica a fungdo do sgRNA de 1,0 Kb, mas
nao a fungao dos outros RNAs observados.

A andlise do RNA de fita dupla (dsRNA) do SBMV-BS veio trazer
informacdes adicionais para a resolugao do problema em questdo. Duas
espécies de dsRNA foram detectadas em planta de feijoeiro infectada
pelo SBMV-BSF e ambas hibridizaram com a sonda mostrando estarem
relacionadas com o genoma do virus. A identificagdo de que os RNAs s&o
de fita dupla vem do fato destes terem sido tratados (e n&o digeridos) com
DNAse | e Nuclease S1 ao final do processo de extracdo. A banda de 4,2
Kpb refere-se a forma replicativa do RNA gendémico (4,2 Kb) pois
apresenta o dobro do tamanho deste, enquanto que a banda de 1,0 Kpb
refere-se a forma replicativa do RNA subgendmico que codifica para a
proteina capsidial (1,0 Kb).

O dsRNA presente em plantas infectadas por virus cujo genoma
consiste de RNA de fita simples (ssRNA) constitui uma forma replicativa
(RF) originada durante a replicagédo do virus. A replicagédo de um virus de
ssRNA de polaridade positiva necessita da sintese de um RNA molde
complementar de fita negativa que constitui um intermediario replicativo
(RI). Este intermediario pode se parear com o RNA genbmico de
polaridade positiva formando as RFs que sdo moléculas de RNA de fita
dupla (dsRNA). O tamanho esperado para os dsRNAs seria o dobro do
genoma viral, ja que este consiste de duas fitas de RNA de polaridades

diferentes pareadas (Dodds et al.,1984).



Duas bandas de dsRNAs ja tinham sido descritas para o SBMV por
Morris & Dodds (1979). O pequeno dsRNA correspondente a RF do RNA
subgendmico foi referido por Dawson & Dodds (1982) como sub-RF,
sendo também observado em varios outros virus de planta que contém
RNAs subgendmicos como estratégia de replicacdo (Dodds et al.,1977;
Kaper & Diaz-Ruiz, 1977; Henriques & Morris, 1979; Zelcer et al., 1981).
Isto demonstra que a estratégia de replicagdo para o RNA subgendmico
de 1,0 Kb do SBMV é semelhante a do RNA gendémico (RNA polaridade
positiva— RNA polaridade negativa—> RNA polaridade positiva),
contrariando a sugestao de Hull (1988) de que o sgRNA seria derivado da
iniciacao interna da fita negativa do RNA gendmico.

O fato dos dsRNAs do SBMV serem apenas dois em contraposicao
com os varios RNAs de fita simples observados mostra que somente
esses estdo se replicando através da formagdo de um intermediario
replicativo de fita negativa. Pode-se aventar duas hipéteses para explicar
este fato: a de que os outros RNAs visualizados sao apenas produtos de
degradagdo do RNA gendmico de comprimento total, ndo se replicando
dentro da planta hospedeira, ou que a replicagdo destes RNAs
heterogéneos ocorra de uma forma diferente daquela do RNA genémico
como, por exemplo, pela iniciagdo interna da fita negativa do RNA
genbmico como ja citado por Weber & Sehgal (1982) e também
observado para os Bromovirus (Hull & Maule, 1985).

Outra hipétese pode ainda ser citada: a de que os RNAs
heterogéneos constituem “defective interfering RNAs” (diRNAs) ja
descritos para o Sobemovirus CfMV (Makinen et al., 2000). Os diRNAs
sao delegdes internas ou complexos rearranjos derivados do RNA
genbmico, encontradas em varios fitovirus que possuem RNA de
polaridade positiva, que geralmente conservam as regides 3’ e 5 do RNA
genbmico como sitios de reconhecimento para a replicase viral (Makinen
et al., 2000). Eles geralmente surgem depois de varias passagens do

virus nas plantas hospedeiras (Graves & Roossinck, 1995). No caso do



CfMV, o diRNA parece estar atuando na regulagao do gene codificador da
proteina capsidial (expresso por um RNA subgenémico) por um
mecanismo de interagdo RNA-RNA.

O fato dos RNAs heterogéneos aparecerem como bandas tao bem
definidas e de tamanho constante nas varias extragdes realizadas no
presente trabalho parece constatar que estes desempenham uma fungao
definida dentro da planta hospedeira, ndo se tratando apenas de produtos
de degradagdo do RNA gendmico. Esta funcdo pode ser apenas
estrutural, ou seja, como interagdes especificas RNA-capa proteica sao
necessarias para a montagem das particulas virais (Sehgal, 1981), os
RNAs heterogéneos poderiam desempenhar uma fungado na morfogénese
viral. Por outro lado, eles podem estar atuando como “cistrons” para as
proteinas virais como uma estratégia para otimizar a producédo destas
proteinas. Uma evidéncia que fortalece tal hipétese sdo os experimentos
de Rutgers et al., (1980), nos quais verificou-se que todos estes RNAs
funcionam como mensageiros in vitro. A proteina P4 (12 kDa) do SBMV-
B, por exemplo, teve sua tradugdo induzida por todos os RNAs de
diferentes tamanhos observados.

O que fica evidente aqui € que estes RNAs apresentam um
mecanismo de replicacdo diferente daquele do RNA gendmico, sem
formagao de formas replicativas ou dsRNAs.

Componentes subgendmicos, de uma perspectiva evolutiva,
poderiam representar uma forma intermediaria de desenvolvimento do
genoma multipartido ou vice-versa (Reijinders, 1978). Que tais
componentes possam conter informagdes adicionais que levariam a uma
melhor sobrevivéncia viral € desconhecido.

As observacgodes de secgdes ultrafinas ao microscépio eletrénico de
transmissdo, de tecido foliar infectado pelo SBMV-BSF revelaram a
ocorréncia, em grande quantidade, de particulas isométricas semelhantes
a virus dispersas por todo o citoplasma, o que esta de acordo com o fato

do virus estar presente em abundancia na planta hospedeira (Sehgal,



1981; Hull, 1988). Estas particulas, as vezes, dispunham-se em um
padrdo regular com estrutura semelhante a um cristal. Neste caso, a
disposigéo das particulas facilita que o seu didmetro seja medido, estando
na ordem de 28-30 nm, em concordancia com o didmetro das particulas
do virus purificado e com aquele observado para outros isolados do virus
(de Zoeten & Gaard, 1969; Weintraub & Ragetli, 1970).

Particulas virais ndo foram encontradas no interior de mitocéndrias
e cloroplastos, 0 que era esperado, uma vez que em outros estudos
(Mufoz & Kitajima, 1990; de Zoeten & Gaard, 1969; Weintraub & Ragetli,
1970) o virus ndo foi encontrado associado com estas organelas.

A presencga de estruturas membranosas geralmente préximas de
particulas virais foi um fato freqliente na associagdo do SBMV-BS" com as
células hospedeiras. Tais estruturas membranosas parecem conter fibrilas
em seu interior. Vesiculas membranosas contendo fibrilas tém sido
observadas em células infectadas por diversos virus de plantas (Martelli &
Russo, 1977) e interpretadas como possiveis sitios de atividade de
transcricdo e/ou tradugdo do virus, sendo também possivel que as
membranas estejam implicadas no transporte do RNA viral do sitio de
sintese para sitios de montagem das particulas (Giovanni & Russo, 1977).
Isto ja foi sugerido para os Sobemovirus devido a presenga de fibrilas
envolvidas com o reticulo endoplasmatico nas células infectadas por virus
do género (Hull, 1988). Ha indicios de que estas fibrilas sejam dsRNAs
(Francki et al., 1985b), intermediario formado durante a replicagao viral,
indicando que a replicagdo viral esteja relacionada com o sistema de
membranas.

Em suas interagdes com plantas, muitos virus induzem importantes
mudangas no metabolismo que geralmente refletem em uma variedade de
alteragdes citoldgicas caracteristicas. Algumas destas mudangas foram
descritas como sendo, direta ou indiretamente, associadas com a

replicagdo ou acumulo do virus (Mas et al., 2000).



Algumas diferengas quanto a citopatologia entre o isolado brasileiro
e 0 americano do SBMV-B foram observadas. A primeira é a formacéao de
cristais verificada nos isolados brasileiros pois, no presente estudo, as
particulas do SBMV-B®P assumiram arranjos semelhantes a cristais e a
formagao de cristais também foi relatada anteriormente por Munéz &
Kitajima (1990) para o SBMV-B®F. No entanto, isto contradiz as
observagbes realizadas com o isolado americano (de Zoeten & Gaard,
1969; Weintraub & Ragetli, 1970) nas quais verificou-se a presenga de
cristais somente para a espécie SCPMV, enquanto que para o SBMV-B
as particulas eram somente vistas dispersas pelo citoplasma. Outra
diferenca fundamental em relagao a distribuicido do virus dentro da célula
€ que, enquanto o isolado americano do SBMV-B foi encontrado dentro
do nucleo, o SBMV-BSF nio o foi.

Estas observacbes podem indicar uma caracteristica diferente
entre esses dois isolados o que pode até mesmo levar a uma
diferenciagcao em estirpes, ou representar apenas uma reagao particular
da interagcdo do virus com a hospedeira, uma vez que a variedade de
feijoeiro utilizada para o isolado americano [feijoeiro cv. “Bontiful”
(Weintraub & Ragetli, 1970)] foi outra daquela utilizada no presente
estudo com o SBMV-BS" (feijoeiro cv. “Rosinha”).

A auséncia do SBMV-B%" no nucleo é ainda mais instigante
levando-se em conta o fato de que Mufoz e Kitajima (1990) citaram a
presenca do isolado encontrado no Distrito Federal no nucleo celular.
Para confirmar as observacdes feitas no presente trabalho quanto a
distribuicdo das particulas virais do SBMV-BS" pela célula infectada, foi
realizado o fracionamento celular por centrifugacéao diferencial utilizando
extratos de planta infectada, que possibilitaram a localizagdo subcelular
de RNAs virais por posterior “Northern blotting” e hibridizacdo com a
sonda para o genoma viral. O objetivo foi obter informagdes acerca do

sitio de replicagdo ou acumulagao do SBMV-B®F na célula hospedeira. As



fracdes obtidas com o fracionamento celular foram: nuclear, cloroplastos,
mitocdndrial, microssomal e ribossomal.

Os resultados diferiram em relacdo ao periodo de infecgcdo da
planta utilizada. Nas plantas infectadas 7 dias pds inoculagéo (d.p.i.), os
RNAs do SBMV-B foram detectados nas fragcbes microssomal e
ribossomal, enquanto que nas plantas infectadas 21 d.p.i. os RNAs foram
detectados apenas nesta ultima fracao.

A fracdo microssomal é principalmente composta por vesiculas do
reticulo endoplasmatico (Mas et al., 2000) e a replicagao de muitos virus
de RNA de polaridade positiva ocorre associada com membranas (Hall et
al., 1982). E portanto sugestivo aceitar-se que esta fragdo vesicular seja o
sitio para a replicagdo do SBMV-B e/ou acumulo, uma vez que também foi
observado, no presente trabalho, por microscopia eletrbnica a associagao
de estruturas membranosas com as particulas virais (Figura 12B).

Em varios outros trabalhos, a relacdo das alteragdes celulares com
a infeccdo viral foi confirmada pela localizagdo subcelular dos
componentes virais individuais (Diaz-Ruiz et al.,1987; Okamoto et al.,
1988; Marcos & Flores, 1990; Mas et al.,, 2000). Um exemplo que se
assemelha com o aqui descrito € o do virus do enrolamento da folha da
cereja (Cherry leaf roll virus, CLRV, género Nepovirus) que também induz
o acumulo de estruturas membranosas nas células por ele infectadas
(Jones et al., 1973). A localizacdo subcelular dos componentes virais
(RNA e proteina capsidial) mostrou a presenga destes principalmente na
fragdo microssomal, confirmando a associagdo do CLRV com estruturas
membranosas (Mas et al., 2000).

Para explicar as diferengas observadas na localizacdo dos RNAs
virais em relacdo ao periodo de infecgdo deve-se levar em conta a
utilizacdo de apenas folhas inoculadas no fracionamento, podendo-se
sugerir que aos 7 d.p.i. o virus esta em alta atividade replicativa nestas
folhas para invadir os tecidos vizinhos e infectar sistemicamente a planta

hospedeira e, assumindo que sua replicagdo esteja envolvida com



membranas do citoplasma, é esperado que este seja detectado na fragao
microssomal. Ja aos 21 d.p.i.,, o ritmo da sintese viral deve diminuir
sensivelmente (e talvez até inexista) nas folhas inoculadas e, portanto,
este ndo é mais detectado na fracdo microssomal. Se ainda estiver
presente neste sitio, deve estar em quantidades tdo pequenas que
passam despercebidas pelo sistema de deteccgio.

A presenca de RNAs do SBMV-B®F na fracdo ribossomal, tanto em
plantas 7 como 21 d.p.i., € esperado tanto pela participacdo dos
ribossomos na sintese proteica viral como pela sedimentacdo das
particulas virais devido a forca de centrifugagéo (100.0009g) utilizada.

A auséncia de RNAs virais nas fragcdes de cloroplastos e
mitocondrias era esperado, uma vez que nenhuma particula viral, tanto do
isolado brasileiro (Mufioz & Kitajima, 1990; presente trabalho) como do
americano (de Zoeten & Gaard, 1969; Weintraub & Ragetli, 1970), foi vista
associada com estas organelas. As alteragcdes observadas nestas
organelas em plantas infectadas pelo SBMV-B devem estar relacionadas
com o estresse causado na planta hospedeira e ndo com o processo de
replicagao.

O fato dos RNAs do SBMV-BS" n3o serem detectados na fragdo
nuclear confirmou a auséncia de particulas virais nesta organela. Como ja
citado anteriormente, isto pode representar apenas uma interagao
particular do virus com a hospedeira usada, ou uma diferenca entre os
isolados brasileiro e americano. No entanto, o fato SBMV-B® encontrar-
se no nucleo (Mufoz & Kitajima, 1990) faz ainda prevalecer uma duvida.
Duas hipoteses podem ser sugeridas para explicar tal fato: a de que os
isolados brasileiros encontrados no Distrito Federal e em S&o Paulo
apresentam diferencas entre si ou que as particulas do SBMV-BS®
acumulam-se no nucleo apenas em estagios tardios da infecgdo (mais de
trés semanas), dai o fato de ndo serem detectadas, e portanto este seja

apenas um local eventual de acumulo e nao sitio de replicagao viral.
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Experimentos comparativos poderao elucidar as questdes relativas

sitio de multiplicagdo desses isolados do SBMV-B.

VI. CONCLUSOES

. O método de purificagdo utilizado permitiu a purificacdo do SBMV-BSP
em concentracbes satisfatorias para estudos bioquimicos e
moleculares.

A massa molecular da proteina capsidial do SBMV-BS?, determinada
em SDS-PAGE, ¢é 30 kDa.

O anti-soro para a proteina capsidial (anti-SBMV) produzido é
especifico e com alto titulo.

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) sdo obtidos de particulas purificadas do SBMV-BSF.
RNAs com os mesmos tamanhos (4,2 Kb; 3,1 Kb; 2,65 Kb; 2,15 Kb;
1,64 Kb; 1,36 Kb; e 1,0 Kb) sdo também extraidos de planta infectada
pelo SBMV-BS?.

Duas espécies de RNAs de fita dupla sao detectados em plantas de
feijoeiro infectadas pelo SBMV-BS?, com tamanhos de 4,2 Kpb e 1,0
Kpb.

Particulas do SBMV-BSF ndo s3o encontradas nos cloroplastos,
mitocdndrias e nucleos de células de feijoeiro infectadas.

RNAs associados ao SBMV-BSF sdo encontrados nas fragdes
microssomal e ribossomal.

O SBMV-BSF se multiplica associado a membranas no citoplasma

celular.



VII. RESUMO

O presente trabalho descreve a caracterizacdo molecular parcial e
a localizagao subcelular de um isolado brasileiro do virus do mosaico do
feijoeiro do sul dos E.U.A. (southern bean mosaic virus, SBMV, género
Sobemovirus) encontrado no Estado de S&o Paulo e aqui intitulado
SBMV-BS*,

O SBMV-BSF infectou sistemicamente plantas de Phaseolus
vulgaris L. ‘Rosinha” induzindo mosaico, distor¢do foliar e reducédo do
tamanho da planta.

O SBMV-BS? foi purificado & partir de folhas de feijoeiros, cv.
Rosinha, infectados produzindo preparagdes de bom grau de pureza e
concentracgédo viral satisfatoria (50-70 mg/Kg de folhas infectadas).

Por eletroforese em gel desnaturante SDS-PAGE, foi determinada
a massa molecular da proteina capsidial com valor estimado em 30 kDa.
Um anti-soro para a proteina capsidial foi obtido de galinhas imunizadas
com preparagdes purificadas do virus (anti-SBMV), sendo este especifico
e de alto titulo (1:128.000).

Em SDS-PAGE, uma andlise comparativa de extratos de planta
sadia e infectada evidenciou a presenca de uma banda a mais neste
ultimo que foi identificada por “Western blot” utilizando o anti-SBMV como
sendo correspondente a proteina capsidial do SBMV-B®F.

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) foram obtidos do SBMV-BS" purificado,
confirmando a heterogeneidade dos RNAs presentes nos virions. Uma
sonda molecular ndo radioativa que reconhece especificamente os RNAs
do SBMV-BS" e ndo reconhece RNAs de planta sadia foi produzida.
Através de “Northern blot” e hibridizagcdo com essa sonda todos os

fragmentos de RNAs foram detectados também em extratos de plantas



infectadas pelo virus, comprovando pela primeira vez a presenga dos
RNAs heterogéneos na planta hospedeira.

Duas espécies de RNAs de fita dupla foram extraidas a partir de
extratos de plantas de feijoeiro infectadas pelo SBMV-BS?, com tamanhos
de 4,2 Kpb e 1,0 Kpb.

Nas folhas de feijoeiro, particulas do SBMV-B®F foram encontradas
dispersas pelo citoplasma e, as vezes, dispostas em um padrao quase
cristalino, sendo que estruturas membranosas foram geralmente vistas
associadas com as particulas virais. Particulas ndo foram encontradas no
interior de cloroplastos, mitocdondrias e nucleos de células de feijoeiro
infectadas.

Por fracionamento celular, os RNAs virais foram encontrados nas
fracbes microssomal e ribossomal indicando que a replicagdo do SBMV-
BSP ocorre no citoplasma, possivelmente associado com sistemas de

membranas.



VIIl. SUMMARY

The present work describes the partial molecular characterization
and the subcellular localization of a Brazilian isolated of Southern bean
mosaic virus (SBMV, genus Sobemovirus) found in the Sdo Paulo State
and designated SBMV-BSF.

The SBMV-BS? infected systemically plants of Phaseolus vulgaris L
"Rosinha" inducing mosaic, leaf distortions and reduction of the size of the
plant.

The SBMV-B®P was purified from infected bean leaves vyielding
preparations with a good degree of purity and satisfactory virus
concentration (50-70 mg/kh of infected leaves).

By denaturing gel electrophoresis (SDS-PAGE), the molecular
mass of the coat protein was determined to have an estimated value of 30
kDa. An antiserum for the coat protein was obtained from hens immunized
with purified viral preparation (anti-SBMV), having high specificity and title
(1:120,000).

In SDS-PAGE a comparative analysis of infected and healthy plants
showed the presence of an extra band in extracts of infected plants
identified by Western blot, using anti-SBMV, as the coat protein of the
SBMV-BSF,

RNAs of many sizes (4.2 Kb; 3.1 Kb; 2.65 Kb; 2.15 Kb; 1.64 Kb;
1.36 Kb; e 1.0 Kb) were detected in SBMV-BSP purified preparations,
confirming the heterogeneity of the RNAs found in virions. A non-
radioactive molecular probe was produced which recognizes specifically
viral RNAs but does not recognize RNAs from healthy plants. Using
Northern blot and hybridization with the specific probe it was shown that
the heterogenous RNA fragments were also found in extracts of infected
plants providing, for the first time, evidence of their presence in the host

plant.



Two species of double stranded RNAs (dsRNA) were obtained from
extracts of SBMV-BSP infected plants, with sizes of 4.2 Kbp and 1.0 Kbp.

In bean leaves, SBMV-BSP particles were seen dispersed in the
cytoplasm and sometimes arranged in almost crystalline patterns.
Membranous structures were generally seen associated with  virus
particles. SBMV-BSP particles were not found inside the chloroplasts,
mitochondria and nuclei of bean infected cells.

By cellular fractionation, the viral RNAs were found in microsomal
and ribosomal fractions, indicating that SBMV-BSP replication occurs in
the cytoplasm, probably associated with the cellular system of

membranes.
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