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RESUMO

A physalis (Physalis peruviana L.) ttm se mostrado uma boa alternativa para 0s pequenos
produtores da regido sul brasileira, que apresenta condigdes climaticas favoraveis, por possuir
um fruto com alto valor de mercado e baixo custo de producdo. A fruta possui qualidades
nutracéuticas, que torna a cultura promissora para alcancar diversos nichos de mercado. O
grande desafio dessa cultura é que, devido a sua introducdo recente no Brasil, existem poucas
informacdes sobre o controle de fitopatdgenos que podem afeta-la como, por exemplo, as
doencas de etiologia viral. Recentemente um isolado viral denominado de BRSC2017 foi
detectado em plantas de Physalis peruviana cultivadas na regido sul do Brasil, apresentando
sintomas de mosaico, deformacao foliar e enfezamento, que sugeria a presenca de Potato virus
Y (PVY), virus comum em solanéaceas. Entretanto, amostras encaminhadas para o Laboratério
de Virologia Molecular, com a finalidade de fazer a identificacdo do agente causal, reagiram
negativamente quando testadas por DAS-ELISA e RT-PCR, empregando-se antissoros e
primers especificos para o PVY. Inoculacdo em plantas hospedeiras também induziram
sintomas diferentes daqueles observados para o PVY. Posterior observacdo ao microscopio
eletrbnico mostrou particulas isométricas com cerca de 30nm de diametro, confirmando esses
resultados. Com o auxilio de random primers, um fragmento contendo 673pb foi amplificado
por RT-PCR, sequenciado e analisado. Quando os nucleotideos e os aminoacidos do
BRSC2017 foram comparados com isolados virais disponiveis no GenBank, observou-se que
a maior identidade ocorreu com a ORF 2B, que codifica uma RNA polimerase dependente de
RNA (RdRp), do Velvet tobacco mottle virus (VTMoV), pertencente ao género Sobemovirus.
Esse virus, encontrado na Australia, ainda ndo descrito no Brasil. No entanto, seguindo 0s
critérios de taxonomia para o género, a maior identidade ficou abaixo dos 75% necessarios
para que sejam considerados da mesma espécie. O sequenciamento completo do genoma do
BRSC2017 permitira chegar a uma identificacdo definitiva desse isolado viral.

Palavras-chave: Detecgdo viral. VTMoV. Velvet tobacco mottle virus. Sobemovirus. Physalis

peruviana.



ABSTRACT

Physalis (Physalis peruviana L.) has been considered a good alternative for small farmers in
the Southern region of Brazil, which presents favorable climatic conditions. Besides that, this
plant produces fruit with high market value, with nutraceutical qualities and low production
cost, allowing growers to reach several market niches. However, the physalis faces great
challenges due to its recent introduction in Brazil, since there is little information on the
control of phytopathogens that could jeopardize the crop vyield, such as viral diseases.
Recently, a viral isolate called BRSC2017 was detected in P. peruviana plants, grown in the
Santa Catarina State, Brazil, presenting mosaic, foliar deformation and stunting. These
symptoms suggested the presence of Potato virus Y (PVY), which is common in solanaceous
plants. However, samples sent to the Laboratory of Molecular Virology, for virus diagnosis,
were DAS-ELISA and RT-PCR negative, when tested with antisera and primers specific for
PVY. Inoculation in diagnostic species also induced symptoms different from those caused by
PVY, and the virus was not transmitted by Myzus persicae Sulz. Later observation under the
electron microscope showed isometric particles, with about 30nm in diameter, confirming
these results. Using random primers, a fragment containing 673bp was amplified by RT-PCR,
sequenced and analyzed. When the nucleotides of BRSC2017 were compared with genomes
of the viral isolates available in GenBank, the greatest nucleotide identity (69%) occurred
with ORF 2B, which encodes the RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) of Velvet
tobacco mottle virus (VTMoV), a Sobemovirus species. The VTMoV is present in Australia
but has not yet been described in Brazil. However, based on the taxonomic criteria for species
demarcation in the genus Sobemovirus, the lower identity needed to be considered the same
species must be 75%. The complete sequencing of the BRSC2017 genome will allow a
definitive identification of this viral isolate.

Keywords: Viral detection. VTMoV. Velvet tobacco mottle virus. Sobemovirus. Physalis
peruviana.
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1 Introdugéo

A Physalis peruviana L., considerada uma hortalica ndo convencional, é uma espécie
originada na Colémbia, que foi recentemente introduzida no Brasil por possuir um bom
potencial para o setor de fruticultura. Ela pertence a uma das familias com maior niumero de
espécies do reino vegetal, a Solanacea, incluindo algumas de grande importancia econdémica
como o tomate e a batata, dentre as 2600 j& descritas (THE PLANT LIST, 2013). Apenas no
género Physalis mais de 130 espécies ja foram catalogadas (THE PLANT LIST, 2013).

A planta é produzida em locais frios e a sua fruta tem atraido diversos nichos de
mercado, por ser exdtica, com sabor adocicado e nutrientes importantes como minerais e
antioxidantes, superando outras frutas comumente consumidas como 0 mamao e a laranja
(RODRIGUES et al., 2009; RUFATO et al., 2013). Os altos pregos que alcanca no mercado
mostram o qudo rentavel € a cultura, mesmo exigindo méo de obra especializada.

Por ser uma cultura pouco estudada, as informacdes a respeito das doencas que podem
ocorrer durante o cultivo sdo bastante escassas, prejudicando a adogdo de métodos de controle
necessarios para evitar perdas indesejadas na producdo. No caso especifico de fitoviroses, que
devido ao tipo de interacdo patdgeno-hospedeira ndo possuem controle curativo, a diagnose
precoce é fundamental para embasar as medidas de controle que devem ser de carater
essencialmente preventivo. Para isso, o estudo de novas viroses se torna importante, pois
essas, quando negligenciadas, podem causar perdas significativas na producéo.

Em plantacdes comerciais, estabelecidas no Estado de Santa Catarina, foram
encontradas plantas de Physalis peruviana com sintomas de mosaico, enrugamento e clorose,
causando o subdesenvolvimento da planta com consequente depreciacdo dos frutos.
Inicialmente suspeitou-se que esses sintomas poderiam ser devidos a infeccdo pelo Potato
virus Y (PVY), mas isso ndo foi confirmado por diversos testes diagndsticos de rotina,
empregados nos Laboratério de Virologia Molecular do Departamento de Fitopatologia da
UFLA. Houve entdo a necessidade de se fazer uma investigacdo mais ampla, visando
identificar o agente causal dessa virose.

Diferentes metodologias podem ser utilizadas para a diagnose de virus em plantas.
Dentre elas, a mais simples é a inoculagdo em plantas indicadoras, porém nem sempre essa
técnica permite a correta identificacdo do patdgeno. Quando o virus ja é conhecido, o teste
sorologico ELISA, que se baseia na reacdo antigeno-anticorpo, € um dos mais indicados,
sendo considerado como uma das ferramentas mais importantes na diagnose de virus em
plantas (CLARK; ADAMS, 1977). No entanto, este teste demanda a disponibilidade de
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anticorpos especificos, que nem sempre estdo disponiveis, principalmente para virus que nao
fazem parte da rotina de analises dos virus de ocorréncia mais comum. Uma das alternativas,
na auséncia de anticorpos especificos, seriam as técnicas PCR e/ou RT-PCR, que permitem
detectar virus desconhecidos com a utilizacdo de primers degenerados, denominados de
random primers.

Nesse trabalho, além da técnica de inoculagdo em plantas indicadoras, foram
empregadas outras metodologias como Microscopia Eletrénica de Transmissdo, RT-PCR e
sequenciamento genémico, para fazer a identificacdo do agente causal do mosaico observado
nas plantas de Physalis sp, coletadas em Santa Catarina. Os resultados obtidos permitiram
inferir sobre a etiologia do virus, oferecendo subsidios para a ado¢do de medidas de controle

da virose, visando minimizar os seus efeitos no campo de cultivo.
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2 Referencial Teorico

2.1 Physalis peruviana L.: historico, cultivo e importancia econémica

A Physalis peruviana L. é uma das 130 espécies do género Physalis, pertencente a uma
familia com espécies de grande importancia agricola como a batata (Solanum tuberosum), o
tomate (Solanum lycopersicum) e o fumo (Nicotiana tabacum). A familia Solanaceae possui
2.600 espécies, 0 que a configura como uma das que possui 0 maior numero de espécies entre
0s vegetais. O género é caracterizado por conter flores pendentes, além de ser uma planta
herbacea, encontrada nos subtropicos, podendo chegar, em alguns casos, a 1,8 metros de
altura, comumente variando entre 0,6 — 0,9 m, com flores facilmente polinizaveis (PUENTE
et al., 2011; SULLIVAN, 2014). Os frutos possuem uma coloracdo amarela, de formato
ovoide, protegido pelo calix, podendo se abrir durante o processo de amadurecimento
(KLINAC, 1986; PUENTE et al., 2011; SULLIVAN, 2014).

A sua origem esta ligada aos paises Andinos: Colémbia, Peru e Equador (LEGGE,
1974). Segundo Puente et al. (2011), essa planta ndo possui modificacGes estruturais em
relacdo ao seu germoplasma e em relacdo a sua origem, sendo que a sua estruturacao
fenotipica transcende os periodos pré-Inca e Inca. Ao se expandir para outros paises sul-
americanos, somente na década de 80 passou a ter uma grande importancia comercial para a
Colémbia, sendo atualmente o pais com maior producdo da fruta, conhecida popularmente de
uchuva, seguido pela Africa do Sul, considerada o segundo pais com maior producdo mundial
(MUNIZ et al., 2014; SALAZAR et al., 2008). No Brasil a cultura foi implementada no final
da década de 90, em S&o Paulo, na Estacdo Experimental Santa Luiza. Ap6s ser considerada
uma cultura promissora, em 2008 passou a ser utilizada como uma nova op¢do de cultura para
os produtores (MUNIZ et al., 2014)

Os frutos possuem altos teores de minerais e acidos graxos que sao importantes na
alimentacdo de humanos. Estudos sobre a sua composicao centesimal, mineral e sobre o perfil
dos &cidos graxos do fruto mostraram: altas taxas de lipidios, variando entre 0,32 e 3,16
9.100g™* de peso seco, o que é superior ao encontrado em outras frutas como mamao, magcé,
laranja, morango e acerola; presenca de ions metalicos como ferro, magnesio, zinco, calcio,
potassio e sédio, dentre outros, que sdo essenciais para 0 metabolismo celular; altas taxas de
acido linoleico na fracdo lipidica, que possui grande importancia no controle de doencas
cardiovasculares (RODRIGUES et al., 2009).

Além do conteudo mineral e lipidico, os frutos de P. peruviana, tém se mostrado uma

fonte importante de antioxidantes. Segundo Wu et al. (2006), extratos do fruto obtidos pela
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metodologia de Extracdo de Fluidos Supercritica (SFE), que utiliza como solvente dioxido de
carbono (CO;), mostraram uma maior porcentagem de flavonoides e compostos fendlicos,
quando comparado com outras metodologias. Ainda, os autores relatam que através dessa
metodologia 0s compostos presentes nos extratos mostraram uma alta atividade anti-
inflamatoria, que confirmam as propriedades terapéuticas do fruto.

Normalmente, a fruta é consumida in natura, porém pode ser utilizada para a
fabricacdo de geleias, bebidas lacteas, iogurtes e bebidas alcodlicas. Devido ao fato de ser
bastante atraente quanto as propriedades nutracéuticas e o sabor adocicado, mais e mais
consumidores sdo atraidos por essa fruta exdtica. Os altos pregos da fruta no mercado tornam
0 consumo restrito a um determinado grupo de consumidores, com maior poder aquisitivo,
porém nos periodos de alta producéo, os precos caem tornando a fruta mais acessivel a outros
consumidores (MUNIZ et al., 2008).

Sua producdo esta ligada a locais moderadamente frios e de altitudes mais elevadas
(SALAZAR et al., 2008), e se mostra rentavel para produtores de regides frias como Santa
Catarina (MUNIZ et al., 2008; RUFATO et al., 2013). Na regido sul brasileira, a producao de
physalis utiliza os mesmos manejos empregados na cultura do tomateiro e a época de
semeadura é de extrema importancia para cultura (BETEMPS et al., 2014). Seu melhor
crescimento ocorre em regides altas, 800 a 3500 metros de altitude, com temperaturas entre 8-
20° C, sendo suscetivel a temperaturas extremas (RUFATO et al., 2013).

Betemps et al. (2014) utilizaram trés épocas de semeadura, entre agosto de 2007 e
novembro de 2008, na regido de Capdo do Ledo, Rio Grande do Sul, para verificar os estadios
fenoldgicos da planta e assim estabelecer informacOes sobre as diferentes fases fenotipicas,
bem como condicBes edafoclimaticas para um manejo mais especifico para cultura. Eles
observaram que, quando a semeadura foi realizada no més de setembro, as plantas
apresentaram um alto crescimento vegetativo e aumento na producédo. A colheita dos frutos se
iniciou em fevereiro, porém o pico de produgdo ocorreu em junho.

Mesmo que a cultura tenha um bom potencial para a regido sul brasileira, ela exige
uma méao de obra especializada e uma demanda quanto a logistica de mercado. Além disso, o
seu plantio tem sido limitado pelo fator manejo cultural, que ainda ndo esta bem estabelecido
(MUNIZ et al., 2008).

2.1.1 Principais pragas e doengas da Physalis

Pouca informacéo € encontrada na literatura sobre a ocorréncia de fitopatégenos nessa

cultura no Brasil, de modo que, os dados disponiveis foram coletados apenas no seu local de
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origem, a Colémbia. Rufato et al. (2013) relatam que até o ano de 2009, nenhuma doenga foi
encontrada em areas experimentais de plantio.

A cultura é suscetivel a fungos do género Cercospora sp., sendo a espécie Cercospora
physalidis Ellis causadora de manchas necroticas nas folhas e nos frutos, em qualquer um dos
estagios de desenvolvimento (ZAPATA et al., 2002). Os sintomas se iniciam como pontos
necrdticos nas folhas, chegando a formar manchas irregulares que desenvolvem uma
coloracdo acinzentada (RUFATO et al., 2013; ZAPATA et al., 2002).

A ocorréncia de fungos do género Phoma sp., causam requeima em folhas e frutos,
onde os sintomas observados sdo manchas escuras que contém os esporos do patdgeno
(RUFATO et al., 2013; ZAPATA et al., 2002). Gracas a alta umidade e baixas temperaturas,
as lesdes se unem, devido a condicdo climatica 6tima para fungo, tornando-se de pontos
pequenos para manchas maiores que depreciam o fruto e diminuem a area fotossintética das
folhas (ZAPATA et al., 2002). Para esses dois fungos, Phoma sp. e Cercospora sp., Rufato et
al. (2013) relatam que a medida mais eficiente é a poda, uma vez que, essa permite a aeragdo
interferindo diretamente no microclima ideal para o fungo.

A physalis se mostra bastante suscetivel a patdégenos de etiologia viral, sendo utilizada
como planta indicadora na identificagdo de varios virus. Segundo o site Descriptions of Plant
Viruses (2017), a physalis auxilia na identificacdo de 11 espécies de virus, sendo muitas
dessas, incluidas no género Potyvirus, que é importante para a familia Solanaceae.

O Unico virus considerado tipico dessa planta é o Physalis mottle virus (PhMV),
pertencente ao género Tymovirus (GOPINATH et al., 1998; KRISHNA et al., 1999; SASTRI
et al., 1999). Possui particulas icosaédricas, contendo RNA de fita simples, senso positivo
(KRISHNA et al., 1999, 2001), e causa enfezamento, amarelecimento e mal desenvolvimento
das folhas. Inicialmente foi descrito como uma estirpe de Belladonna mottle virus (BDMV),
(MOLINE; FRIES, 1973).

2.3 Velvet tobacco mottle virus (VTMoV)

O VTMoV pertence ao género Sobemovirus, que possui particulas isométricas com,
aproximadamente, 30nm de diametro, contendo RNA de fita simples, senso positivo, com
aproximadamente 4500pb (HULL, 1988). A criagdo do género foi proposta por Hull (1977),
sendo que o membro tipo desse género € o Southern bean mosaic virus (SBMV). Atualmente
esse género abriga 19 espécies de virus (ICTV, 2017).

O VTMoV foi descrito, pela primeira vez, por Randles et al. (1981) em plantas de

Nicotiana velutina, “tabaco veludo”, uma espécie selvagem da Australia, tendo sido
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classificado no género Sobemovirus por conter similaridades sorolégicas com o virus
Solanum nodiflorum mottle virus (SNMoV) (ARTHUR et al., 2014; ARTHUR; DOGRA,
RANDLES, 2010). Seu capsideo € composto por 180 unidades, sendo cada subunidade
proteica com 26 a 31 kDa (TRUVE; FARGETTE, 2012). Até o momento, esse virus ainda
ndo havia sido encontrado fora da Australia.

O seu genoma é capaz de codificar 5 proteinas com diversas func¢@es na infeccdo viral.
A P1, uma proteina com 17,3kDa, possivelmente tem relagdo com o movimento sistémico e
supressdo do silenciamento génico (ARTHUR; DOGRA; RANDLES, 2010). A proteina P2a
tem possivel atividade de protease, a proteina da capa, CP, de aproximadamente 30,7 kDa é
responsavel pela encapsulacdo do RNA viral (ARTHUR; DOGRA; RANDLES, 2010). A
proteina Viral protein genome-linked (VPg), é uma proteina que se liga covalentemente ao
RNA viral na regido 5°, com possivel envolvimento durante o processo de infec¢do viral
(VAN DER WILK et al., 1998). Por fim, a proteina RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp), com participagdo direta na replicagdo viral, realizando a sintese de RNA’s a partir do
RNA viral (ARTHUR et al., 2014; ARTHUR; DOGRA; RANDLES, 2010; TRUVE;
FARGETTE, 2012).

Anadlises de microscopia eletrénica e por gel desnaturante detectaram a presenca de um
RNA circular e de fita simples em isolados de VTMoV, um viroid-like RNA (scRNA)
(ARTHUR et al., 2014; FRANCKI, 1981). Gould; Francki e Randles (1981) afirmam que
durante o processo evolutivo, 0 VTMoV e o0 scRNA perderam a capacidade de replicacéo, e
por isso ambos eram dependentes um do outro para o processo de sintese de RNA. No
entanto, Francki; Grivell e Gibb (1986), ao realizar a inoculagéo do viroide e do virus, quando
inoculados juntos causavam em N. clevelandii lesGes necrdticas, em contraste, quando era
inoculado o scRNA as plantas ndo apresentavam sintomas, ja quando inoculadas com o
VTMoV apresentaram sintomas tipicos, mosaico e clareamento de nervuras. Ainda assim, ndo
se encontra na literatura indicios sobre a importancia do scRNA com o VTMoV.

O VTMoV pode ser transmitido mecanicamente e pelo vetor Cytorpeltis nicotianae,
de modo persistente circulativo, ndo havendo, até 0 momento, nenhum relato de transmissao
pelas sementes (GIBB; RANDLES, 1991). Na Australia, onde esse virus tem sido
encontrado, ele foi detectado na natureza apenas em plantas de N. velutina (ARTHUR et al.,
2014). Ele possui uma gama de hospedeiras limitada, causando doenca apenas em trés
espécies selvagens de tabaco: a Nicotina velutina, espécie na qual foi identificado e que deu
origem ao seu nome, a Nicotiana glutinosa e Nicotiana clevelandii (ARTHUR et al., 2014).

Até 0 momento, este virus ainda nao tinha sido encontrado em lavouras comerciais, 0 que
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explica a falta de informagdes relacionadas ao seu controle. No entanto, assim como as
demais viroses, o controle deve ser preventivo, no sentido de propagar material sadio,
eliminar as fontes de indculo e controlar o inseto vetor para impedir a disseminacdo do

patdgeno no campo.

2.4 Principais técnicas utilizadas para diagnose de fitoviroses

Dentre as diferentes formas de identificacdo de virus em plantas, a utilizacdo do
método de inoculacdo em plantas indicadoras, ou seja, plantas que reagem com sintomas
especificos e diferenciados a infeccdo por um determinado virus, é o procedimento mais
simples e amplamente utilizado até os dias atuais. Neste processo, é feita a inoculagéo
mecanica do virus em plantas especificas e, posteriormente, por meio da analise dos sintomas,
é possivel fazer a sua identificacdo com base nos sintomas descritos na literatura. Para a
reprodutibilidade dos sintomas, a inoculagido deve ser feita em plantas ainda jovens e em
condicBGes ambientais controladas (ASTIER et al., 2007). A técnica, apesar de facil, demanda
uma estrutura fisica com ambiente controlado e protecdo contra vetores para 0 crescimento
das plantas, sendo que o aparecimento dos sintomas esta intimamente relacionado com fatores
ambientais, como temperatura e luminosidade (MATTHEWS, 1992). Além disso, é uma
técnica pouco precisa e em certos casos pode demorar de um a dois meses para a obtencao de
resultados definitivos.

Atualmente, um dos testes mais empregados tem sido o soroldgico ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay). Esse teste se baseia na reacdo antigeno-anticorpo e é um teste
rapido e eficiente, porém demanda méo de obra treinada e a disponibilidade de antissoros
especificos. Diversas variacdes tém sido empregadas no teste ELISA. O DAS-ELISA (double
antibody sandwich- ELISA), sendo o mais empregado nos testes de diagnose de rotina, utiliza
dois anticorpos policlonais, sendo o secundario conjugado com uma enzima (CLARK;
ADAMS, 1977), e o TAS-ELISA (triple antibody sandwich) utiliza anticorpo policlonal para
a captura do virus e o0 monoclonal como segundo anticorpo especifico, além de um terceiro,
anti anticorpo monoclonal, conjugado com uma enzima (ASTIER et al., 2007). Em ambos os
casos, a adicao de substrato especifico para a enzima que se encontra conjugada com um dos
anticorpos, possibilita o desenvolvimento de uma coloragéo, cuja intensidade aumenta com a
concentracdo do virus na amostra. A avaliacdo dessa concentracdo pode ser obtida pela
densidade 6tica, medida em espectrofotdmetro com comprimento de onda ajustada conforme

0 substrato utilizado.
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Outras técnicas de diagnose bastante empregadas na rotina é a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) e Reacdo da Transcriptase Reversa seguido da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (RT-PCR) para virus cujo acido nucleico é o DNA e 0 RNA, respectivamente. O
uso dessas técnicas cresceu imensamente nos estudos de fitopatdgenos, pois supera as
limitacBes encontradas nas técnicas anteriormente citadas, como auséncia de anticorpos
especificos, maior sensibilidade e maior facilidade para obter os primers para amplificacdo da
sequéncia gendmica alvo, sendo bem mais simples e menos oneroso do que obter anticorpos
policlonais e monoclonais (HENSON; FRENCH, 1993). Portanto, para 0s virus que possuem
0 DNA como &cido nucleico, realiza-se a amplificagcdo utilizando a técnica de PCR, bastando
apenas a extracdo do DNA e posterior amplificacdo com o auxilio de primers especificos para

0 virus que se quer diagnosticar, caso ele seja conhecido.

Para os virus que tem como &cido nucleico o RNA, primeiramente é necessario fazer
uma copia de cDNA, por meio da utilizacdo da enzima transcriptase reversa, antes de
empregar a PCR. Quando ndo se conhece o virus a ser diagnosticado, pode-se empregar
alguns primers como: direcionados as regides conservadas do genoma, a exemplo, o oligo dT,
que tem como alvo a cauda poliA, presente nos mRNAS; primers aleatérios disponiveis
comercialmente (ou random primers), que se ligam a sequéncia a ser amplificada (NIE;
SINGH, 2001). Apds a amplificacdo € necessario fazer o sequenciamento genémico, a fim de
realizar a diagnose por comparagd0 com 0S genomas virais depositados no banco
internacional de genes (GENBANK).
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3 Material e Métodos

3.1 Coleta e armazenamento das amostras e realizacao de ensaios

O isolado viral utilizado neste trabalho foi coletado no Estado de Santa Catarina, e
encaminhado para o Laboratorio de Virologia Molecular para diagnose, onde recebeu 0 nome
de BRSC2017. As folhas de Physalis com sintomas foram utilizadas para inoculagéo
mecanica em plantas de Physalis peruviana, para manutencéo do inéculo e parte armazenadas
em ultrafreezer, -80°C. Folhas sintomaticas foram coletadas e dessecadas para
armazenamento em freezer, a -24°C. Os ensaios foram realizados no Laboratério de Virologia
Molecular e no Centro de Indexacdo de Virus de Minas Gerais (CIV-MG), ambos situados no

Departamento de Fitopatologia, na Universidade Federal de Lavras.

3.2 Teste Bioldgico em plantas hospedeiras

As plantas hospedeiras foram obtidas por semeadura em bandejas e posterior
transplante para vasos contendo terra, areia e esterco na proporcao 3:1:2, sob condicdes de
casa de vegetacdo. Foram inoculadas as seguintes espécies indicadoras:  Nicotiana
clevelandii, N. tabacum cv. Turkish e cv. Samsun NN, N. benthamiana, N. glutinosa, Physalis
peruviana, Chenopodium quinoa, Chenopodium amaranticolor, Capsicum annuum Group,
Solanum lycopersicum, Gomphrena globosa e Datura stramonium.

Para cada espécie, foram inoculadas mecanicamente duas plantas no estadio de duas a
trés folhas, com duas repeticbes e dois tratamentos: plantas inoculadas e ndo inoculadas.
Foram realizadas duas repeti¢cbes no tempo: uma em junho/2017 e outra em novembro/2017.
Para a inoculacdo mecanica, folhas de P. peruviana foram maceradas em tampéo fosfato
0,01M pH 7,0, acrescido de sulfito de sédio na mesma molaridade, na proporcéo de 1g/5ml
(p/v). O extrato obtido foi friccionado nas folhas das plantas teste receptoras, previamente
polvilhadas com Carborundo (CSi) 600 mesh, e, em seguida, essas foram lavadas com &gua
corrente e as plantas mantidas por aproximadamente 60 dias na casa-de-vegetacdo para

observacao visual dos resultados.

3.3 Estudo da transmissao via vetor Myzus persicae e via semente

No estudo de transmisséo via afideo, foram empregadas 3 plantas, com duas repeticGes e trés
tratamentos: plantas inoculadas com afideos previamente alimentados em planta infectada, plantas
com afideos previamente alimentados em plantas sadias e plantas ndo infestadas com pulgdes.

Afideos jovens da espécie Mysus persicae, foram mantidos em plantas de P. peruviana ndo

infectadas e/ou infectadas com 0 BRSC2017, durante 24 horas, como periodo de aquisic¢do do
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virus, em camara de crescimento, com temperatura e umidade controladas. Apds esse tempo,
20 pulgdes foram transferidos para plantas sadias de P. peruviana e deixados por mais 24
horas como periodo de transmissdo. Em seguida, os pulgbes foram eliminados com inseticida
e as plantas transferidas para a casa de vegetacdo, para observacdo visual de possiveis

sintomas, por mais 60 dias.

3.4 Microscopia Eletronica

Fragmentos de folhas infectadas, com o isolado BRSC2017, foram coletados e o seu
extrato obtido por maceragdo, com um bastdo de vidro, em lamina de microscopio na
presenca de solucdo tampdo fosfato de sdédio e potassio 0.1 M, pH 7.0, contendo 2%
polivinilpirrolidona e 0.2 % de sulfito de sodio (p/v). Em seguida, o extrato foi colocado em
tela de cobre, com malha de 400um, seguido de incubacdo por 5 minutos a temperatura
ambiente e posterior lavagem por cinco vezes com agua ultrapura para a remoc¢do dos sais.
Apos a lavagem o material foi contrastado com acetato de uranila a 1% e seco em papel filtro
Whatman. A observacdo das telas foi feita em Microscépio Eletrdnico de Transmissdo
modelo JEOL JEM1011 na Universidade de Wageningen, Holanda.

3.5 Minipurificacéo e extracdo do RNA viral

Para a extracdo da particula viral, adaptou-se a metodologia estabelecida por Chang et
al. (1976). Foram macerados 2g de tecido foliar sintomatico de P. peruviana em nitrogénio
liguido. Em seguida, adicionou-se 15ml de Tampdo Citrato de Aménio (0,1M e pH 7,6),
150pL de lodoacetamida (0,25M), 150uL de Dietil-ditio-carbamato de Sodio (NaDieca) a
0,5M e 50uL de B-mercaptoetanol. Apos a homogeneizagdo, a suspencgéo foi filtrada em gaze,
transferida para tubos e centrifugada a 8.000rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para tubos da ultra centrifuga a vacuo (Beckman L8-70M), adicionado de 500uL
de Triton X-100 e misturado por vértex. Os tubos foram centrifugados com 5ml de almofada
de sacarose a 20%, preparado com a mesma solucdo utilizada na etapa de homogeneizacéo,
durante 3 horas e 30 minutos a 28.000rpm.

O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1ml de Tampédo Fosfato
(0,005M e pH 7,2). Os tubos foram vedados com parafilme e a solugcéo foi incubada a 4°C
overnight. O sobrenadante foi transferido para microtubos e centrifugado a 8.000 rpm durante
5 minutos. O precipitado foi descartado, e o sobrenadante transferido para novos microtubos

que, posteriormente, foram armazenados a -24°C.
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Para a extracdo do RNA viral, 100pL da suspencdo viral obtida no processo de
purificacdo parcial foram misturados a 100uL de agua ultrapura tratada com DEPC e 50uL de
Tampédo de Extracdo pH 9,5 contendo: 0,2M de Tris-glicina, 0,2M de NaCl e 20mM de
EDTA. Também foi adicionado 20uL de SDS 20% e 2,7uL de Proteinase K (20ng/ml). Apoés
a homogeneizacdo, os microtubos foram incubados a 37°C em estufa durante 90 minutos.
Posteriormente, foi adicionado 1 volume de fenol:cloroférmio na proporcéao de 1:1 e a solugdo
foi homogeneizada em vortex. A solucéo foi centrifugada a 10.000rpm durante 15 minutos e o
sobrenadante foi transferido para novos microtubos. A etapa anterior foi repetida, mudando
apenas a centrifugacdo que passou a ser de 15 minutos a 13.200 rpm e o sobrenadante
transferido para microtubos novos.

A precipitacdo do RNA viral foi realizada utilizando-se 1/20 volumes de acetato de
sodio (3M e pH 5,5) e 2,5 volumes de etanol absoluto gelado. A incubacdo foi em ultra
freezer (-80°C) durante 30 minutos. Os microtubos foram centrifugados durante 30 minutos a
13.200rpm, o sobrenadante foi descartado e o precipitado formado foi lavado com Etanol 70%
com centrifugacdo de 13.200rpm durante 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi seco em camara de fluxo, em seguida, ressuspendido em agua ultrapura tratada
com DEPC e autoclavada. Foi utilizado 1pL da solugdo contendo o RNA viral para
verificacdo da integridade do RNA em gel de agarose a 0,7%, corado com gel red e

visualizado em fotodocumentador com luz ultravioleta, utilizando um marcador de 1Kb.

3.6 Reagdo de RT-PCR com Random Primers e analise de Bioinformatica

Em um microtubo foi adicionado 1pL do RNA viral, 1uL de ANTP’s (10mM), 1uL de
random primers hexameros (Promega)e 10,5uL de &gua ultrapura tratada com DEPC e
autoclavada. A suspensdo foi incubada durante 10 minutos a 70°C, e imediatamente
transferida para o gelo. Foram adicionados 4pL de Tampdo (Ludwig Biotec) e 1L da enzima
M-MLV Transcriptase Reversa (Ludwig Biotec). Os microtubos foram incubados a 50°C
durante 50 minutos para sintese do cDNA e 70°C durante 15 minutos para inativacdo da
enzima.

Para a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), 1puL do cDNA foi utilizado
juntamente com I1pL de dNTP’s (10mM), 1uL de random primers (Promega) (25ng/ uL),
5uL de tampéo da enzima e 0,5uL de Tag DNA polimerase (Cellco). A amplificacdo em
termociclador iniciou-se com 95°C durante 2 minutos; 95°C por 30 segundos, 42°C por 30

segundos e 72°C por 1 minuto, 30 vezes, respectivamente, e, por fim, 72°C por 5 minutos. O



21

resultado foi visualizado em gel de agarose a 0,7%, corado com gel red, utilizando um
marcador de 100pb.

Os fragmentos obtidos foram sequenciados pela empresa Helixxa. As andlises foram
realizadas utilizando-se o programa NCBI BLAST (NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION - NCBI, 2015) e o alinhamento das sequéncias de
nucleotideos e aminoécidos e a construcao de arvores filogenéticas foram feitos empregando-
se 0s programas CLUSTAL W2 (V. 2.0) e Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA 7.0), respectivamente. A caracterizacao das espécies seguiu os critérios do ICTV, que
consideram mesmas espécies de Sobemovirus as que possuem identidade maior ou igual a
75%.

Os isolados do GenBank empregados para comparacdo foram membros do género
Sobemovirus: dispostos na Tabela 1, tendo as relac@es filogenéticas sido estudadas utilizando-
se 0 algoritmo neighbor-joining para aminoacidos e UPGMA para nucleotideos, empregando-
se 0 bootstrap com 5.000 repetices.

Tabela 1 - Isolados pertencentes ao género Sobemovirus disponiveis no GenBank empregados

para comparag¢do com o isolado de Physalis peruviana coletado em Santa Catarina
(BRSC2017).

Acesso Espécie/lsolado Local Referéncia

NC_033706  Solanum nodiflorum mottle virus (SNMV) Australia  (SOMERA; TRUVE, 2017)

HM754263  Velvet tobacco mottle virus isolado K1 (VTMoV)  australia  “\RTHUR; DOGRA;
RANDLES, 2010)

HQ680395 Velvet tobacco mottle virus isolado Cunnamulla Austrdlia  (ARTHUR et al., 2014)

HQ680386 Velvet tobacco mottle virus isolado Yaninguire Austrdlia  (ARTHUR et al., 2014)
HQ680389 Velvet tobacco mottle virus isolado F Austrdlia  (ARTHUR et al., 2014)
HQ680387 Velvet tobacco mottle virus isolado Cobblers Austrdlia  (ARTHUR et al., 2014)
AY177608 Turnip rosette virus (TRosV) (SOMERA; TRUVE, 2013)
EF091714  Ryegrass mottle virus isolado MAFF Japio (BALKE; RESEVICA;
ZELTINS, 2007)
AJ608207 Rice yellow mottle virus (RYMV) Costado  (BALKE; RESEVICA;
Marfim ZELTINS, 2007)
NC_002618  Cocksfoot mottle virus (CfMV) (MAKINEN et al., 1995)
NC_001696  Lucerne transient streak virus (LTSV) Canada (SOMERA; TRUVE, 2013)
AY376453 Subterranean clover mottle virus (SCMoV) Australia  (DWYER et al., 2003)
NC_029578  Blueberry shoestring virus (BSSV) Estados ~ (YANAGISAWAetal.,
Unidos 2016)
GQ845002 Sowbane mosaic virus (SoMV) China
AY004291 Sesbania mosaic virus (SeMV) india (LOKESH et al., 2001)
o (OZATO JUNIOR;
DQ875594 Southern bean mosaic virus (SBMV) Brasil GASPAR: BELINTANI,

2009)
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4 Resultados e Discussdo

As plantas de Physalis peruviana inoculadas com o isolado BRSC2017 reagiram com
sintomas de mosaico e manchas cloroticas, nas nervuras e no limbo foliar, que sdo bastante
semelhantes aos causados pelo PVY (Figura 1), levando a suspeita de que poderia se tratar
desse virus. Entretanto, quando submetidas ao teste DAS-ELISA, utilizando anticorpos para
deteccdo de PVY, os resultados foram negativos.

Figura 1 - Sintomas apresentados por plantas de Physalis peruviana inoculadas mecanicamente
com o isolado viral BRSC2017. Em A pontos necroticos; B clorose nas nervuras; C
clorose nas bordas da folha; D e E mosaico, enrugamento e deformacdo foliar; F
folha sadia; G planta inoculada, H planta sadia.

Dentre as 10 espécies inoculadas mecanicamente, as solanaceas Nicotiana tabacum
(Turkish e Samsun NN), Capsicum annuum, Solanum Lycopersicum e Datura stramonium e
as espécies Gomphrena globosa (Amaranthaceae), Chenopodium quinoa e C. amaranticolor
(Chenopodiaceae), foram imunes, ou seja, ndo mostraram sintomas visuais (Tabela 2).
Apenas as espécies selvagens de Nicotiana, a N. clevelandii, a N. glutinosa e a N.
benthamiana foram suscetiveis. Pode-se observar, portanto, que o BRSC2017 infecta
seletivamente plantas dentro da familia Solanaceae, sendo a P.peruviana a Unica especie

suscetivel, entre as plantas cultivadas dessa familia, que foram testadas.
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Tabela 2 - Sintomas apresentados pelas plantas indicadoras apos a inoculagdo com isolado

BRCS2017.
Familias Espécies Sintomas
Physalis peruviana N/CN/CL/Ms/Er/Df
Nicotiana tabacum cv Sansun NN |
Nicotiana tabacum cv Turkish |
Nicotiana clevelandii M/ Ers/N/Df/Efs

Solanaceae Nicotiana glutinosa M /CN/Ef
Nicotina benthamiana M/A/EFf/

Datura stramonium
Solanum lycopersicum
Capsicum annuum

Amaranthaceae Gomphrena globosa

Chenopodium quinoa

Chenopodium amaranticolor

|
|
[
[
Chenopodiaceae :

Legenda: M = mosaico CN = clorose nas nervuras CL = clorose no limbo foliar A = anéis esverdeados
Er = enrugamento Ef = enfezamento N = necrose Df = deformacéo foliar | = imune s = severo

Os sintomas observados em N. clevelandii (Figura 2), foram caracterizados por
mosaico comum, mais visivel nas folhas novas, enrugamento severo, necrose e deformacéo
foliar (Figura 2 A-C). As plantas apresentaram também enfezamento severo, tendo ocorrido a
morte da planta cerca de 20 dias ap6s a inoculagéo.

Figura 2 - Sintomas em Nicotiana clevelandii, 15 ap6s serem inoculadas mecanicamente com
o0 isolado viral BRSC2017. Em A-C sintomas nas folhas; D folha sadia; E plantas
inoculada com isolado e planta sem inoculagéo.

Planta Inoculada Planta Sadia
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A N. glutinosa mostrou mosaico leve, clorose nas nervuras e enfezamento (Figura 3).

Ao contrério da N. clevelandii essas plantas ndo morreram no decorrer do experimento.

Figura 3 - Sintomas causados pelo isolado viral BRSC2017 de Physalis peruviana em
Nicotina glutinosa: em A mosaico leve; B clorose nas nervuras; C folha sadia; D
enfezamento; E controle negativo.

Plantas de N. benthamiana apresentaram sintomas de mosaico e 0 aparecimento de
anéis esverdeados com centro clorético (Figura 4). As plantas também apresentaram reducéo
da area foliar e enfezamento.

Figura 4 - Sintomas observados em Nicotina benthamiana apds a inoculacdo com isolado
BRSC2017: em A mosaico; B folha sadia; C enfezamento; D controle negativo.
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Os resultados observados nas plantas inoculadas foram bastante diferentes dos
causados por PVY, pois esse infecta parte das plantas que foram imunes ao BRSC2017como:
Nicotiana tabacum (2 cultivares), Solanum lycopersicum, Chenopodium sp e Capsicum
annuum. Além disso, os sintomas do PVY em N. benthamiana se caracterizam por mosaico
leve ou severo, deformacéo foliar, clareamento do espaco internerval, em temperaturas entre
25 e 30°C, tendendo a ficar mais severos em temperaturas inferiores (CHUNG et al., 2016;
DEL TORO et al., 2015; DOROSZEWSKA; DEPTA, 2011), enquanto que o isolado
BRSC2017 induziu anéis esverdeados nas folhas, e apresentou 0 mesmo padrdo no
experimento realizado no inverno e no veréo. Isso corroborou os resultados obtidos em DAS-
ELISA, que foram negativos para a presenca do PVY.

Além disso, nos testes de transmissdo do isolado BRSC2017 pelo M. persicae,
nenhuma das plantas inoculadas, com o afideo previamente alimentado em plantas de
P.peruviana infectadas, apresentaram sintomas, mostrando a ineficiéncia desse vetor. Isso
definitivamente excluiu a possibilidade de ser ele um isolado de PVY.

Apdbs esses ensaios, as observacdes feitas ao microscopio eletrénico de transmissdo
(MET), utilizando-se a técnica de ‘leaf deep’ e contrasta¢do negativa (Figura 5), mostraram a
presenca de particulas isométricas, com aproximadamente 30nm de didmetro, revelando a

presenca de uma outra espécie viral.

Figura 5 - Micrografia eletrdnica de transmissdo mostrando particulas isométricas
evidenciadas pelas setas brancas. A barra indica a dimensdo de 200nm.
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Iniciou-se entdo a pesquisa por meio de amplificagcdo e sequenciamento do genoma,
utilizando-se random primer (Figura 6). Apds sequenciados, os fragmentos gendmicos
obtidos permitiam montar uma sequéncia com 673pb que, quando comparada com os isolados
disponiveis no GenBank (NCBI), apresentou maior identidade com a RNA polimerase
dependente de RNA (ORF2b) de isolados do virus Velvet tobacco mottle virus (VTMoV).
Esse virus pertence ao género Sobemovirus, que também possui particula isométrica com
aproximadamente 30nm de didmetro (HULL, 1988).

Figura 6 - Analise eletroforética em gel de agarose do produto da PCR. Em M marcador de
peso molecular 100pb e A Produtos das PCRs com Random primers.

1500pb
1000pb

Quando se compararam o0s sintomas induzidos por ambos os virus, VTMoV e o
isolado BRSC2017, nas hospedeiras empregadas nesse trabalho, os sintomas apresentados por
N. clevelandii foram semelhantes. A exemplo do que foi obtido nesse trabalho, outros autores
observaram que essas plantas, quando inoculadas com o VTMoV, apresentaram lesdes
necroticas, mosaico severo e rugosidade. Entretanto, o VTMoV induziu necrose em plantas de
N. glutinosa e ndo induziu sintomas nas plantas de Physalis peruviana e N. benthamiana,
como 0 observado para o isolado BRSC2017 (FRANCKI; GRIVELL; GIBB, 1986,
ARTHUR; DOGRA; RANDLES, 2010). Isso indicou uma possivel diferenga entre esses dois
virus.

As identidades de nucleotideos obtidas, quando o fragmento gendmico amplificado do
BRSC2017 foi comparado com os isolados disponiveis no GenBank (Tabelas 3), mostraram
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uma identidade entre 68%, com o isolado HQ 680395, e 70%, com os isolados HQ680389 e
HQ680387, todos pertencentes a espécie VTMoV, descritos na Australia. Quando
comparados com outras espécies de Sobemovirus, apresentou identidades iguais ou menores
que 65%.

Tabela 3 - Matriz de identidade de nucleotideos entre o isolado BRSC2017 com acessos do
GenBank dos membros do género Sobemovirus e isolados de VTMoV.

N° Isolado 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

1 BRSC2017 - 65 68 69 70 70 69 61 60 63 61 60 58 63 65 61 63
2 NC_033706 - 69 69 70 70 69 59 59 62 59 61 60 60 62 64 65
3 HQ680395 - 94 95 96 94 59 59 62 61 62 58 62 62 61 61
4 HQ680386 - 97 9% 96 59 59 61 61 62 60 63 62 62 62
5 HQ680389 - 97 97 59 60 63 61 61 59 63 62 61 61
6 HQ680387 - 97 59 59 63 61 61 58 64 61 61 61
7  HMT754263 - 59 59 62 61 61 60 63 61 62 62
8  AY177608 - 58 60 58 59 59 61 63 64 64
9 EF091714 - 65 62 60 58 62 58 65 66
10  AJ608207 - 64 63 63 65 62 64 65
11 NC_002618 - 64 63 59 60 64 64
12 NC_001696 - 71 61 60 65 66
13 AY376453 - 63 62 63 63
14 NC_029578 - 64 69 66
15  GQ845002 - 67 67
16  AY004291 - 81

17 DQ875594 -

Quando foi construida a arvore filogenética, com base na sequéncia de nucleotideos
(Figura 7), o BRSC2017 se agrupou préximo aos isolados de VTMoV e de Solanum
nodiflorum mottle virus (SNMV), porém ficou em um clado separado, mostrando uma certa
distancia genética entre eles.

A identidade de aminoacidos entre 0 BRSC2017 e os isolados de VTMoV do
GenBank (Tabela 4) foi um pouco maior, mostrando que algumas das substituicbes
observadas nos nucleotideos foi do tipo sinébnima. A menor identidade foi de 73%, com o0s
isolados HQ680395 e HQ680386, e a maior foi de 74% com os isolados HQ680389,
HQ680387 e HM754263, todos de VTMoV da Australia. A identidade de aminoacidos com
outras espécies de Sobemovirus foi igual ou menor a 71%. A arvore filogenética construida
com base na sequéncia de aminoacidos (Figura 8) foi semelhante a obtida com base na

sequéncia de nucleotideos, com 0 BRSC2017 localizado isoladamente em um clado.
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Figura 7 - Cladograma construido com base na sequéncia de nucleotideos do BRSC2017 e de
outras especies de Sobemovirus disponiveis no GenBank. Os valores foram
obtidos pelo MEGA 7.0 e teste neighbor-joining, com 5000 repeticdes.
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Tabela 4 - Matriz de identidade de aminoacidos entre o isolado BRSC2017 com acessos do
GenBank dos membros do género Sobemovirus e isolados de VTMoV.

N° Isolado 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1 BRSC2017 - 71 73 73 74 74 74 65 64 63 62 67 66 65 64 67 65
2 NC_033706 - 75 75 76 76 76 64 61 66 63 64 65 63 67 71 69
3  HQ680395 - 97 99 99 98 63 64 65 65 67 65 66 66 65 66
4 HQ680386 - 99 99 98 63 65 65 65 67 66 67 67 65 66
5 HQ680389 - 100 99 63 65 65 65 67 66 67 67 65 66
6 HQ680387 - 99 63 65 65 65 67 66 67 67 65 66
7  HM754263 - 64 65 65 65 67 66 67 67 65 66
8 AY177608 - 62 68 64 64 62 69 66 71 72
9 EF091714 - 69 68 67 66 69 68 71 73
10 AJ608207 - 70 71 74 68 68 70 71
11 NC_002618 - 74 70 66 66 69 70
12 NC_001696 - 79 70 68 72 74
13 AY376453 - 70 69 72 74
14 NC_029578 - 71 74 74
15 GQ845002 - 75 74
16 AY004291 - 92
17 DQ87559% -
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Figura 8 - Cladograma construido com base na sequéncia de aminoacidos do BRSC2017 e de
outras espécies de Sobemovirus disponiveis no GenBank. Os valores foram
obtidos pelo MEGA 7.0 e teste neighbor-joining, com 5000 repetigdes.
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Apesar de apresentar uma identidade maior com o VTMoV, os critérios adotados pelo
Comité Internacional de Taxonomia de Virus, consideram que para pertencer a uma mesma
espécie do género Sobemovirus, o exemplar deve apresentar uma identidade de nucleotideos
igual ou superior a 75% em todo o genoma. Portanto existe uma possibilidade de ser essa uma
outra espécie ainda ndo descrita na literatura. Porém é necessario fazer o sequenciamento do

genoma completo para que seja possivel uma conclusédo definitiva.
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5 Conclusdo

O isolado BRSC2017 apresentou maior identidade com o Velvet tobacco mottle virus
(VTMoV), ainda ndo descrito anteriormente no Brasil, bem como caracteristicas morfologicas
tipicas de espécies do género Sobemovirus.

Por ter apresentado identidade menor do que a necessaria para ser considerado um
isolado da espécie VTMoV, no fragmento gendmico sequenciado, € possivel que o
BRSC2017 seja uma nova espécie, porém isso somente podera ser confirmado apds o

sequenciamento completo do seu genoma.
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