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RESUMO

SANTOS, Rita de Cassia. Caracterizacio parcial de um novo Pofyvirus
detectado em Glycine max L. (Merrill) . Lavras: UFLA, 2000. 64 p.
(Dissertagdio — Mestrado em Fitopatologia)

Esse trabalho foi realizado com o virus do Amarelo do Broto da Soja — VABS
(Soybean Yellow Shoot Virus — SYSV), assim denominado por Deslandes, Costa
e Figueira (1984) que o detectaram infectando naturalmente plantas de soja na
fazenda experimental da EPAMIG, localizada em Lavras-MG. Trata-se de um
novo Potyvirus, ainda ndo descrito, que chamou a atengio dos pesquisadores que
0 encontraram pela severidade dos sintomas induzidos na maioria das
hospedeiras testadas. Foi feita a inoculagio mecanica do VABS em hospedeiras
diversas para verificagdo de suscetibilidade e sintomas, e do VABS ¢ SMV
(Soybean Mosaic Virus) em oito cultivares de soja: Cristalina, Doko, 1AC-8,
Numbaira, Parana, UFV-1, UFV-4 e UFV-5 para comparar o efeito de ambos os
virus na sua produgdo, em condigdes de casa-de-vegetagio. Investigou-se ainda
a transmissibilidade do VABS por insetos vetores, a ultra estrutura de tecidos
infectados de soja (cv. Santa Rosa) ao microscdpio eletronico e procedeu-se a
anilise de um fragmento gendmico obtido pela utilizagio de um “primer”
degenerado para Potyvirus ¢ um “primer” Poli Ty, Das plantas cultivadas e
selvagens, inoculadas mecanicamente, Chenopodium amaranticolor, C. quinoa,
Alternanthera tenella e Carica papaya cv. Solo reagiram com lesdes locais
tipicas, revelando-se Gtimas diferenciadoras para o VABS. Das Solaniceas
testadas apenas Nicotiana benthamiana foi infectada, apresentando sintomas de
clareamento das nervuras seguido de mosaico leve. Todas as Leguminosas
inoculadas apresentaram sintomas de infecgdo, que variaram de mosaico e
clareamento das nervuras i severas necroses, as vezes seguidas de morte
prematura dos ponteiros e/ou das plantas, como foi observado, por exemplo, nas
cultivares de feijdo Carioca e Preto Campinas. Considerando-se a producio total
por planta, a cv. Numbaira, quando inoculada mecanicamente, foi a mais
suscetivel a0 VABS apresentando uma redugio de 100% ao passo que foi
resistente a0 SMV. Por outro lado, a cv. Doko foi a mais suscetivel a0 SMV
apresentando uma redugdo de 87,2%, mas foi resistente ao VABS. Os dados
obtidos com essas duas cultivares indicam que, em plantas de soja, a resisténcia
a0 VABS ¢ ao SMV deve ser controlada por genes distintos. As cvs. UFV-1 e
UFV-4 foram resistentes e as cultivares Cristalina, 1AC-8, e UFV-5
apresentaram redugdes entre 63,9 e 75,2% para ambos os virus. A cv. Parana
apresentou uma reducdo de 62,4% para o VABS e 38,7% para o SMV. Nos

Comité Orientador: Antonia dos Reis Figueira — UFLA (Orientadora) e
Alessandra de Jesus Boari (co-orientadora).



testes de transmissibilidade por vetores, o afideo Myzus persicae foi capaz de
transmitir o virus para 70% e o Aphis gossypii para 40% das plantas inoculadas,
com um tempo de 30 minutos para aquisi¢io ¢ 24 horas para transmissio. Na
observagdo dos cortes ultrafinos de tecidos infectados com o VABS foram
encontradas inclusGes citoplasméticas do tipo catavento, tipicas de Ponyvirus. A
analise de parte do fragmento de cDNA, obtido por transcri¢do do genoma viral
do VABS por RT-PCR, contendo aproximadamente 500 pb, correspondente a
regido da proteina NIb, mostrou uma homologia de 88% com duas estirpes do
SMV (G2 e G7), 80% com o WMV2 (Watermelon Mosaic Virus- estirpe 2),
76% com 0 BCMV(Bean Comom Mosaic Virus) e 74% com o PStV (Peanut
Stripe virus).

Comité Orientador: Antonia dos Reis Figueira - UFLA (Orientadora) e
Alessandra de Jesus Boari (co-orientadora).
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ABSTRACT

SANTOS, Rita de Cassia. Partial characterization of a new Pofyvirus
detected from Glycine max L. (Merrill). Lavras: UFLA, 2000. 64p.
(Dissertation — Master Program in Phytopathology)

This work was carried out with the Soybean Yellow Shoot Virus-SYSV (Virus
do Amarelo do Broto da Soja ~ VABS), first identified by Deslandes ef al.
(1984) in soybean plants (Glycine max L. (Merrill), growing in experimental
fields of EPAMIG - Lavras, MG, Brazil. The VABS is an uncharacterized
Potyvirus, identifiable by the severity of symptoms induced in a majority of
experimental hosts tested. In this study several wild and cultivated hosts were
mechanically inoculated with VABS to investigate host susceptibility and
symptoms. Eight soybean cultivars (Cristalina, Doko, IAC-8, Numbaira,
Parand, UFV-1, UFV-4, e UFV-5) were mechanically inoculated with VABS
and Soybean Mosaic Virus (SMV) in order to compare the effect of both viruses
in plant yield under greenhouse conditions. A study of transmission of VABS by
aphid vectors and examination of thin sections coming from infected leaf tissues
by electron microscopy was also carried out. Nucleotide sequencing of a genome
fragment obtained by RT-PCR was done by usingapoly T14 primer and a
degenerate primer for Poryvirus. Among the cultivated and wild plants which
were mechanically inoculated, Chenopodium amaranticolor, C. gquinoa,
Alternanthera tenella e Carica papaya cv. Solo showed typical local lesions,
and were selected as very good indicator hosts for VABS. The only Solanaceae
susceptible to VABS was Nicotiana benthamiana which showed vein clearing
followed by mild mosaic symptoms. All the Leguminosae plants inoculated
were infected and showed symptoms which ranged from mosaic and vein
clearing to severe necrosis, sometimes followed by precocious death of the
plant apex or even of the whole plant. These symptoms were observed on bean
plants cv. Preto campinas and Carioca. Taking into account the total yield per
plant, the cultivar Numbaira was one most susceptible to VABS , showing a
reduction of 100%, while it was resistant to SMV. On the other hand, the
cultivar Doko was the most susceptible to SMV, showing a reductiotn of 87.2%
and was resistant to VABS. The results obtained with the cv. Numbaira and
Doko indicated that the resistance to VABS and SMV in soybean plants must be
controlled by distinct resistance genes. The cultivars UFV-1 and UFV-4 were
resistant to VABS and SMV and the cultivars Cristalina, IAC-8 and UFV-5
showed reduction between 63.9 and 75.2% for both viruses. The Parana cultivar

Guidance Committee: Antonia dos Reis Figueira — UFLA (Major Professor) and
Alessandra de Jesus Boari



showed a reduction of 62.4% when infected with VABS and a reduction of
38.7% when infected with SMV. The aphid vectors were allowed to feed for 30
minutes for virus acquisition and 24 hours for virus transmission. Myzus
persicae transmitted the VABS to 70% of inoculated plants and Aphis gossypii
transmitted the VABS to 40% of inoculated plants. The observation of thin
sections of soybean leaf tissues (cv. Santa Rosa) infected with VABS revealed
the presence of pinwheel citoplasmic inclusions which are typical in cells
infected with Potyviruses. The analysis of the VABS genomic segment of about
500bp, from the NIb protein region, showed a 88% homology with two SMV
strains (G2 and G7), 80% homology with WMV?2 (Watermelon Mosaic Virus-
2), 76% homology with BCMV (Bean commom mosaic virus) and 74%
homology with PStV (Peanur Stripe Virus).

Guidance Committee: Antonia dos Reis Figueira — UFLA (Major Professor) and
Alessandra de Jesus Boari
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) ¢ uma espécie vegetal de grande
importincia econdmica e nutricional. E a primeira fonte mundial para produgéo
de proteina e leos vegetais, sendo capaz de produzir, em um hectare, mais
proteina que qualquer outra planta, podendo substituir satisfatoriamente a
proteina animal na alimentagio humana. (Santos, 1988).

Apds a sua introducdo no Brasil, a cultura da soja passou por uma franca
expansdo por todo o territério nacional devido as excelentes condiges para a
cultura no pais. Atualmente ¢ cultivada em praticamente todo o Brasil, desde as
altas latitudes gaiichas até as baixas latitudes equatoriais-tropicais. Em algumas
regides brasileiras, as médias de produtividade s@o superiores as obtidas pela
soja norte-americana (Camara, 1998).

Hoje, o Brasil ocupa o segundo lugar em produgdo de gréios, perdendo
apenas para os Estados Unidos, segundo lugar em exportagio de dleos e
primeiro lugar em exportagéo de farelo (Agrianual 2000).

Entre os principais fatores que limitam a produgdo de soja estdo as
doencas causadas por fungos, bactérias, virus e nematéides. No Brasil, com a
expansio da soja para novas regides, nas quais ha tendéncia de predominio da
monocultura, tem ocorrido o aumento continuo das doencas importantes,
causando perdas severas na produgdo, bem como o agravamento das doencas
consideradas atualmente de pouca importancia.

Os virus nio sdo considerados causadores de grandes perdas econdmicas
na cultura da soja em condi¢Ges de campo, devido a um intenso trabalho de
melhoramento visando a obtengo de cultivares resistentes a esses patdgenos.
Dentre os virus que ja foram identificados em campos produtores de soja no
Brasil, o Soybean mosaic virus (SMV) se destaca porque ndo s6 é capaz de

afetar a quantidade e qualidade da producio, mas pode ainda ser transmitido



pela semente, em porcentagens que dependem do tipo de semente ¢ da cultivar
utilizada (Costa, 1977; Almeida, 1981). O SMV foi detectado pela primeira vez
no estado de Sdo Paulo, de onde foi se disseminando para todas as regides
produtoras, via sementes infectadas. As perdas causadas por esse virus variam
de acordo com a cultivar e com a época em que a planta for infectada, podendo
chegar a mais de 70% (Almeida e Silveira, 1983). Além das perdas em
quantidade, a maioria das sementes provenientes de plantas infectadas se
mostram manchadas, depreciando a sua qualidade (Costa, 1977).

Devido ao grande potencial do SMV para causar danos ¢ perdas a
cultura da soja, um grande esforgo foi iniciado no sentido de implementar
programas de melhoramento genético visando a obtengdo de cultivares
resistentes, cujo sucesso tem feito com que as novas cultivares utilizadas
apresentem uma alta resisténcia em campo. Portanto o uso de cultivares
resistentes, aliado ao controle do seu afideo vetor, Myzus persicae Sulz, tem
feito com que o SMV n#o seja um problema para o produtor de soja no Brasil.
Outros virus ja foram encontrados infectando plantas de soja em campo,
entretanto nunca foram associados a perdas relevantes (Almeida et al., 1997).

Em 1984, Deslandes detectou um virus infectando plantas de soja em
um ensaio de cultivares no campo, na subestagio da EPAMIG (Empresa de
Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais), na regido de Lavras - MG que foi
denominado de Virus do amarelo do broto da soja (VABS). Estudos
preliminares indicaram que esse virus era diferente de qualquer outro virus ja
encontrado na cultura da soja, e finalmente observou-se que ele ainda niio havia
sido descrito em nenhuma parte do Brasil e do mundo. Inicialmente considerou-
se que esse poderia ser uma estirpe do SMV ou do Virus do mosaico comum do
feijoeiro (Bean commom mosaic virus - BCMV), pois estudos ao microscopio
eletrdnico mostraram ser ele um Potyvirus, com particulas flexuosas de 750 a

780 nm de comprimento (Deslandes, Costa e Figueira, 1984). Entretanto,



posteriormente, observou-se que ele ndo apresentou nenhum relacionamento
sorologico com esses dois virus (Figueira, Alves e Kitajima, 1991).

Os sintomas causados pelo VABS na planta de soja, bem como a
redu¢io na sua produgdo, variam de cultivar para cultivar e podem ser muito
mais drésticos que os causados pelo SMV, indicando que ele tem um grande
potencial para causar perdas significativas nessa cultura. Portanto, o seu estudo e
a identificacio de possiveis fontes de resisténcia em soja constituem uma
estratégia para impedir que esse virus venha a ser um problema no futuro.
Aliado a isso, o fato desse ser um virus novo, ainda nio descrito no Brasil € no
mundo, justifica, por si s, a sua caracterizagio biologica e molecular.

Neste trabalho, foram realizados alguns estudos visando identificar
possiveis hospedeiras para o VABS, entre as plantas cultivadas e daninhas,
determinar € comparar o seu efeito com o causado pelo SMV na qualidade e
quantidade de produgiio de oito cultivares de soja sob condi¢des de casa-de-
vegetacdo, ¢ determinar qual seria o seu provavel vetor na natureza. Foram feitos
também clonagem e seqiienciamento da regido da proteina NIb e a comparagio
dos resultados obtidos com os dados disponiveis no Banco Internacional de
Genes, para determinar quais os possiveis parentescos com outros virus do

género Potyvirus.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Origem e distribuigiio da soja

A soja, originada do Continente Asiatico, mais precisamente da China,
tem grande importéncia econdmica e nutricional em todo o mundo. Até o final
do século XV ficou restrita a0 Oriente, quando entéio chegaram os primeiros
navios europeus que a trouxeram para o Ocidente, onde foi distribuida para os
Jardins botanicos ¢ estagGes experimentais da Europa.

No Brasil foi introduzida em 1882, na Bahia, mas niio obteve sucesso.
Em 1892, foi cultivada pela primeira vez em Sdo Paulo, no Instituto
Agronbmico de Campinas, mas a sua introdugdo efetiva ocorreu por imigrantes
japoneses em 1908. No Rio Grande do Sul, onde foi cultivada em 1914,
apresentou  uma evolugio mais consistente, e em 1949 ocorreu a primeira
exportagdo brasileira de soja. Sua importincia na economia brasileira cresceu
acentuadamente na década de 1970, contribuindo para a obtencéio de divisas
através da exportacio de grios, 6leo e farelo. Atualmente a soja é cultivada em
todo o territério nacional e algumas regiGes apresentam rendimentos médios
superiores aos obtidos pela soja norte-americana (Camara, 1998).

Atualmente, o Brasil ocupa um papel importante na produgdo mundial
de soja e derivados. Com a evolugo tecnolégica, os produtores tém uma
produgdo agricola perfeitamente adaptada as condigdes brasileiras, alcangando
rendimentos de 3000 a 6000 kg por hectare nas regides Norte e Centro-Oeste. A
principal regido produtora € ainda a regido Sul, seguida de perto pela regido
Centro-Oeste. Entre os principais estados produtores, o Parana esti em primeiro
lugar, seguido pelos estados de Mato Grosso, Rio Grande do Sul, Goias, Mato
Grosso do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais e Bahia (Agrianual 2000).

O Brasil detém o segundo lugar em produgdo e exportagio de grios,

produzindo cerca de metade da soja norte americana. Em relagdo a producio e



exporta¢do de farelo de soja e 6leo, também ocupa a mesma posi¢io (Agrianual,
2000).

2.2 Virus que infectam soja

A soja é suscetivel a pelo menos cento e onze virus ou estirpes de virus,
sendo que alguns ocorrem naturalmente e outros s6 a infectam sob condigdes
experimentais. Apesar de sua suscetibilidade a esse grande namero de virus,
nem todos causam grandes perdas econdmicas devido ao intenso trabalho de
melhoramento genético visando a obtencdo de cultivares resistentes as viroses
mais importantes (Sinclair e Backman, 1989).

Dentre esses virus, o Soybean mosaic virus (SMV) destaca-se como o
mais importante para a cultura da soja, causando perdas consideriveis na
produ¢do. Outras viroses de menor importincia tém também sido detectadas
mais freqiientemente, como, por exemplo, a Queima do broto da soja, causada
pelo Tobacco streak virus (TSV); o Mosaico amarelo da soja, causado por
estirpes do Bean commom mosaic virus (BCMV); o Mosaico cilico da soja,
causado pelo Alfafa mosaic virus (AMV); e o Mosaico crespo, causado pelo
Abutilom mosaic virus (AbMV). Existem alguns virus capazes de infectar a
soja, descritos em outros paises, que ainda ndo foram detectadas no Brasil, como
Tobacco ringspot virus (TRSV), Bean pod mottle virus (BPMV), Soybean
chlorotic mottle virus (SbCMYV), Soybean crinkle leaf virus (SCLV), Soybean
dwarf virus (SbDV), Soybean indonesian dwarf virus (ISDV), Soybean mild
mosaic virus (SbMMYV), entre outros (Tanaka e Paiva, 1982; Gazzoni e
Yoriniori, 1995; Santos, 1988; Camara, 1998; Brunt et al., 1996; Almeida et al.,
1997; Almeida, 1983; Anjos, Lin e Kitajima, 1985).

O SMV foi identificado pela primeira vez no Brasil em 1955, no estado
de Sdo Paulo. Trata-se de um Potyvirus que pode ser transmitido pelas sementes,

capaz de causar perdas varidveis na produgio, de modo que a planta pode nem



mesmo chegar a produzir, dependendo da época de infecgdo e da cultivar
utilizada (Lima Neto e Costa, 1975; Almeida e Silveira, 1983).

Os sintomas apresentados pela planta suscetivel dependem da cuitivar,
da estirpe e da época em que esta for infectada (Lima Neto e Costa, 1979). Em
infecgGes precoces, até os 40 dias apos a germinagdo, as plantas apresentam
sintomas mais severos e consequentemente maior redugio na produgdo. Os
sintomas mais comuns nas folhas infectadas sdo mosaico, encarquilhamento,
enrugamento, deformagdo do limbo, bolhosidade e drastica reducso na sua area.
Podem aparecer também lesGes escuras nas vagens, ¢ manchas marrons ou
pretas nas sementes (Almeida et al., 1997).

A disseminacdo no campo € feita principalmente pelo pulgdo Myzus
persicae; porém, vérias outras espécies, como o Aphis gossypii, A. fabae e
outros, podem também atuar como vetor (Lima Neto e Costa, 1975; Almeida,
1979). A dissemina¢do depende de diversos fatores, como a presenca de fontes
de virus na vegetagdo espontinea, a suscetibilidade das cultivares utilizadas, a
época de revoada dos afideos, a densidade da populagdo de plantas, a taxa de
infeccdo das sementes e outros . Estudando a influéncia da idade da plantas e do
niimero de afideos sobre a porcentagem de infecgdo, Lima Neto e Costa (1979)
verificaram que plantas com uma a duas semanas de idade, independente do
nimero de insetos, foram as que apresentaram sintomas mais severos de
infecgio com o SMV. Observaram ainda que & medida que as plantas crescem,
adquirem certa resisténcia & infec¢do, mesmo quando suscetiveis, como é o caso
da variedade Santa Rosa.

Na década de 1980, 0 SMV foi identificado em praticamente todos os
campos produtores, causando uma alta incidéncia de sementes manchadas,
principalmente na cultivar Santa Rosa, o que resultou em prejuizos significativos
para os produtores de sementes. Mesmo causando redugio significativa na

quantidade de produgdo, considera-se que o principal prejuizo causado pelo



mosaico comum se deve a diminui¢do da qualidade das sementes produzidas,
pelo aparecimento das manchas de coloragdo marrom escura (mancha-café), que
podem recobrir parte ou toda a semente, dependendo da suscetibilidade da
cultivar (Costa, 1977). Experimentos realizados com sementes manchadas
revelaram que quanto maior a porcentagem de sementes manchadas empregadas
na semeadura, maior o indice de transmissdo do SMV, que pode chegar a mais
de 40%, dependendo da cultivar e da estirpe do virus (Costa, 1977; Almeida,
1981).

A maneira mais eficiente, de se controlar o SMV no campo, tem sido
através da introdug@o de cultivares de soja resistentes. Em estudos realizados
para localizar variedades resistentes a0 SMV, foi verificado que as variedades
mais plantadas no estado de Sdo Paulo estavam entre as mais suscetiveis. A
redugdo na producdo das variedades suscetiveis Santa Rosa, Mineira, Hardee,
Vigoja, IAC-1 ¢ IAC-2 variou de 30 a 100% em plantas inoculadas em estagio
de folhas primdrias. As variedades Campos Gerais, Bienville ¢ Davis foram as
que apresentaram resisténcia a0 SMV proveniente da sua ancestral comum, a
Ogden (Lima Neto e Costa, 1975).

Alguns anos depois, Lima Neto (1980) fez uma triagem de variedades,
linhagens e introdugdes de soja resistentes ao SMV por meio de inoculagiio
mecénica e através do vetor Myzus persicae em 96 variedades de soja. Dessas
variedades testadas, 26 se mostraram resistentes a todos os isolados do virus e 68
se tornaram infectadas sistemicamente, produzindo sementes manchadas.

Como a resisténcia a0 SMV ¢ controlada por alelos dominantes, isso
facilitou bastante a implementagdo de programas de melhoramento genético da
soja, com a finalidade de se fazer a incorporagio desses genes em outras
variedades (Lima Neto e Costa, 1975). Com o auxilio desses programas, tem
sido possivel a obtengdo de gendtipos resistentes, ¢ a sua liberagio para os

agricultores garante um controle satisfatério dessa virose em condigoes de



campo (Almeida et al., 1997).

2.3 Virus do amarelo do broto da soja (VABS)

Esse virus foi detectado na regido de Lavras —~ MG, no ano de 1983, em
experimento envolvendo a multiplicagio de cultivares de soja em campo,
localizado na Subestagdo da EPAMIG. Inicialmente acreditava-se ser ele um
variante do complexo SMV ou BCMV; porém, estudos feitos por Deslandes,
Costa e Figueira (1984) mostraram que se tratava de um virus diferente do SMV
ou BCMYV, que ainda ndo havia sido descrito no Brasil ou em qualquer outra
parte do mundo.

Os sintomas induzidos pelo Virus do amarelo do broto dependem da
cultivar e da idade com que essa for infectada. Na cultivar Santa Rosa,
inicialmente aparece um mosaico, clareamento das nervuras, sendo facilmente
reconhecido por um amarelecimento generalizado do topo e encrespamento dos
brotos novos. Podem ser ou nfio acompanhados por necrose, mas geralmente
ocorre paralizagdo no crescimento dos ponteiros. Posteriormente, a planta se
torna enfezada, com encurtamento dos entrends e super-brotamento. As folhas
mais novas ficam enrugadas e encarquithadas e a produ¢do é extremamente
reduzida ou quase nula. Esse sintoma pode variar, dependendo da cultivar
infectada, podendo causar desde o mosaico dourado até uma necrose dristica
das folhas do topo (Deslandes, Costa e Figueira,1984; Figueira, Costa e Reis,
1987). O VABS € um Potyvirus com particulas de 750 a 780 nm de
comprimento (Deslandes, Costa e Figueira, 1984; Figueira, Alves e Kitajima
1991) e é capaz de infectar Vigna sinensis e variedades de feijio (Phaseolus
vulgaris, L.) causando mosaico, necrose das nervuras, rugosidade, bolhosidade,
reducdo no tamanho e morte prematura da planta (Deslandes, Costa e Figueira,
1984).

Em 1985, Vega, Rezende e Costa constataram que 0 VABS é o tnico



Potyvirus capaz de causar lesdes locais em mamoeiro Solo ¢ Baiano (Carica
papaya L.). Observaram também, ao microscépio eletrdnico, que o VABS
induz, nas células do mamoeiro que apresentam lesdo local, a formagdo de
inclusGes lamelares, que aparecem em contato com a membrana plasmatica,
geralmente proximas aos plasmodesmas. Encontraram ainda a presenga de
massas fibrilares no interior de vaciolos, que nas células em fase de
desorganizacdo se depositavam sobre a parede celular, geralmente em 4reas
proximas aos plasmodesmas. Eles inferiram, entio, que a formagio dessas
massas fibrilares em vaciiolos, que depois seriam depositadas sobre as paredes
celulares, poderia ser interpretada como uma reagio do mamoeiro,
provavelmente para dificultar a passagem do virus de célula para célula através
dos plasmodesmas.

Estudos adicionais mostraram que o VABS é sorologicamente
relacionado com duas estirpes de um Potyvirus da Canavalia e com um
Potyvirus do maracuja mas nio com BCMV e SMV, como se acreditava.

(Figueira, Alves e Kitajima, 1991).

2.4 O género Potyvirus

A familia Potyviridae ¢ a mais numerosa familia de fitovirus, contando
com 145 espécies. Atualmente essa familia compreende, além do género
Potyvirus, cinco outros géneros: Bymovirus, Ipomovirus, Macluravirus,
Rymovirus e Tritimovirus (Scottish Crop Research Institute, 1998). Os
Potyvirus, individualmente, possuem pequenas gamas de hospedeiros, embora a
gama da familia como um todo inclua centenas de espécies de mono ¢
dicotiledoneas. Causam sintomas de mosaico e deforma¢do foliar, sdo
transmitidos mecanicamente, por sementes ¢ por vetores, de maneira nio-
persistente (estiletar), constituindo-se os afideos como os mais importantes

vetores na natureza retendo o virus no estilete por um curto periodo de tempo



(Costa, 1998).

O género Potyvirus , cujo membro tipo € o Potato virus Y (PVY), possui
virions filamentosos, ndo envelopados e flexuosos, variando de 680 a 900 nm
de comprimento por 11 a 20 nm de didmetro, com as subunidades da capa
proteica em torno de 30 a 37 kDa. Contém de 4 a 7% de acido nucleico € 93 a
96% de proteina (Brunt, 1996). O genoma dos Potyvirus ¢ composto por uma
unica molécula de RNA de fita simples, tipo positivo (+ssRNA), e possui uma
unica ORF, com aproximadamente 10.000 nucleotideos, que ¢é traduzida na
forma de uma poliproteina. O processamento da poliproteina origina nove
proteinas funcionais (PI, HC-Pro, P3, CI, 6K1, 6K2, Nia, NIb, CP), com
diferentes pesos e diferentes fungdes, além das regides 5’e 3’ niio traduzidas
(5’NTR e 3 NTR) (Figura 1). Um aspecto fundamental das proteinas
sintetizadas pelos Potyvirus ¢ seu carater multifuncional. Praticamente todas as
proteinas cujas fun¢Ges ja foram determinadas atuam em mais de um processo
no ciclo da infec¢do (Shukla et al., 1994).

5 3
1 | ] 1 [
VPg Pi HC-Pro P3 /6K|\ Cl /6Kz \Nla NIb cp poli (A)
345kDa

FIGURA 1. Organizago do genoma de Potyvirus (adaptado de Shukla et al.,
1994)

O RNA gendmico apresenta uma proteina de origem viral (VPg), ligada

a extremidade 5°, e uma cauda poli-A na extremidade 3. A proteina capsidial
(CP) € o produto génico mais estudado dos Potyvirus. Além de fazer parte do
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capsideo, esta envolvida na transmissdo por afideos, no movimento célula-a-
célula, no movimento a longa distincia e na indugdo de sintomas. Estudos da
proteina e andlise da montagem de particulas virais indicaram a presenga de trés
regiGes distintas na CP, sendo uma regido amino-terminal, variavel em tamanho
e seqiiéncia; uma regido central, altamente conservada, com 215 a 227
aminoicidos; e uma regido carboxi-terminal com 18 a 20 aminoacidos. As
regides amino e carboxi-terminais sdo voltadas para o exterior da molécula,
sendo responsaveis pelas propriedades antigénicas da CP e da particula viral
( Shukla et al., 1994).

A proteina Pl, localizada na extremidade amino da poliproteina, é um
dos produtos génicos menos estudados dos Pofyvirus, bem como o mais
variavel em tamanho e seqiiéncia de aminoacidos. Varia de 26 kDa para o
JGMYV (Gough e Shukla, 1993) a 48 kDa para 0 LMV (Revers et al., 1997). Tem
propriedade de proteinase, sendo responsavel pela clivagem de seu terminal
carboxilico, separando-se da proteina HC-Pro (Verchot, Koonin e
Carrington,1991). Essa propriedade proteolitica é dependente de um residuo de
serina que esté localizado no terminal carboxilico da P1, e o sitio ativo, GXSG, é
conservado em todos os Poryvirus cuja seqiiéncia da P1 ja foi determinada
(Shukla et al, 1994). Além de sua atividade autoproteolitica, outra func¢io
associada com a P1 € a de fator acessério para amplificagio do genoma viral. A
fim de determinar se a atividade da P1 ¢ essencial, um sitio de clivagem da
proteinase Nla foi inserido entre as seqiiéncias de P1 e HC-Pro e analisados em
plantas de fumo. Esse mutante recuperou a capacidade de infecgdo sistémica,
indicando que a presenca das proteinas individuais, e nio o processamento por
P1, é necessdria para a infectividade do virus (Verchot e Carrington, 1995 a, b).

A proteina HC-Pro (Helper Component-Proteinase) é bastante estudada
e um grande namero de fungdes ji foi a ela atribuido (Maia, Haenni e Bernardi,

1996). Sua denominagio diz respeito s fungées de componente auxiliar para
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transmissdo por afideos e protease. Entretanto, mais quatro fungdes ja foram
atribuidas a HC-Pro: fator acessério de amplificacdo do genoma (Kasschau e
Carrington, 1995; Kasschau, Cronin e Carrington, 1997) movimento sistémico
(Cronin et al., 1995; Kasschau, Cronin e Carrington, 1997; Rojas et al., 1997);
transmissdo via semente (Johansen et al., 1996) e inibidor da resposta de defesa
da planta (Pruss et al., 1997; Shi et al., 1997; Vance et al., 1995). Possui também
propriedade de se ligar a0 RNA (Maia ¢ Bernardi, 1996). A HC-Pro cataliza a
protedlise de seu terminal carboxilico, separando-se da proteina P3 (Carrington,
Freed e Sanders, 1989). A fungéio de transmissdo por afideos foi determinada em
experimentos em que os afideos se alimentavam de preparagdes purificadas de
PVY, através de membranas, e esses afideos n#o se tornavam viruliferos (Govier
e Kassanis, 1974). Quando o extrato de plantas infectadas contendo HC-Pro era
adicionado, os afideos adquiriam o virus e o transmitiam para plantas sadias . A
anilise de isolados de Potyvirus ndo transmitidos por afideos indicou que
muitos desses isolados apresentam mutagdes na seqiiéncia de nucleotideos da
regido codificadora da HC-Pro. Evidéncias da interacio entre a HC-Pro e a
proteina capsidial foram obtidas in vitro, por meio de experimentos nos quais a
HC-Pro ligou-se apenas a CP de isolados de Tobacco vein mottling virus
(TVMV) transmitidos por afideos (Blanc et al., 1997).

A proteina P3, assim como a P1, € o produto génico menos estudado dos
Potyvirus. Essa proteina ¢ detectada isoladamente em células infectadas
(Rodriguez-Cerezo e Shaw, 1991) ou em conjunto com as proteinas CI,
formando inclusGes cilindricas (Rodriguez-Cerezo et al, 1993) ou NIb,
formando as inclusGes nucleares (Langenberg e Zhang, 1997). Como CI e NIb
estdo diretamente envolvidas na replicacdo viral, sugere-se que a P3 seja um
fator acessério de amplificacio do genoma. Apés a Pl, apresenta grande
variabilidade de aminodcidos, sendo o segundo produto génico menos

conservado. Possui aproximadamente 38 kDa (Shukla et al., 1994).
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A proteina CI (Cylindrical Inclusion) é a maior proteina produzida pelos
Potyvirus, com um peso molecular de aproximadamente 70 kDa (Lain et al.,
1991). Ela € responsavel pela formagéo das inclusdes cilindricas tipo cata-vento
(Murphy et al., 1991). Andlise da seqiiéncia de nucleotideos indicou a presenca
de regides altamente conservadas e através de estudos “in vitro” atribuiu-se a
essas regides as fungdes de ATPase, ligagio a RNA e RNA helicase. Dessa
forma, a CI é considerada a RNA helicase dos Potyvirus, sendo responséavel pela
separacdo da fita dupla de RNA preduzida durante a replicagdo do genoma.
Calder ¢ Ingerfeld (1990) levantaram a possibilidade dessa proteina exercer
algum papel no movimento célula-a-célula pois verificaram uma associagio
entre as incluses e os plasmodesmas, sugerindo que essas inclusdes podem
facilitar o transporte do RNA viral através dessas organelas.

As proteinas 6K, e 6K: sdo processadas durante a replicacdo dos
Potyvirus, sendo responsaveis pela associagio do complexo replicativo a
membranas. A anilise de sua seqiiéncia de aminoacidos indica a presenca de
uma regido hidrofébica, tipica de proteinas transmembranas (Shukla et al, 1994).

A proteina Nla (VPg-Pro) consiste de dois polipeptideos com fungdes
distintas: o VPg, localizado nos 21 kDa da porgdo amino, e a Pro, principal
proteinase dos Potyvirus, sendo responsivel pela maioria das clivagens da
poliproteina, localizada nos 24 kDa da porgio carboxilica (Dougherty et al.,
1988 por Zerbini e Maciel-Zambolim, 1999). A VPg é ligada covalentemente ao
RNA gendmico e essa ligagdio no PVY serve como oligonucleotideos iniciadores
para a sintese de fitas do RNA de polaridade negativa. O acimulo da cada
proteina ¢é distinto (Schaad et al., 1996), sendo que essa caracteristica é func¢do
da afinidade dos sitios de clivagem reconhecidos pela Nla. A seqiiéncia
VXXQ/ASGV ¢ considerada a seqiiéncia padrio de reconhecimento pela
proteinase. Esse reconhecimento pode ser afetado pela presenca de aminoacidos

basicos ou acidos, localizados logo acima ou abaixo dessa segiiéncia, e esses
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aminodcidos fazem com que certas proteinas sejam liberadas antes de outras. O
sitio de clivagem entre a VPg e a 6K, ¢é sub-6timo, e isso faz com que a VPg
permanega ligada ao complexo de replicagdo viral. Sendo assim, a clivagem
tardia permite que a VPg exerga sua fungio de primer para a replicagdo do RNA
viral (Restrepo-Hartwig e Carrington, 1992). Outra fungdo atribuida 3 VPg é a
de movimento a longa distncia, entretanto, a forma como ela participa desse
processo ainda ndo foi determinada (Schaad e Carrington, 1996).

A proteina NIb (Nuclear Inclusion b) é a RNA polimerase dependente
do RNA (RdRp) dos Potyvirus. Essa proteina contém a seqiiéncia GDD
conservada em todas as NIb ji seqiienciadas (Hong e Hunt, 1996). Entre suas
fungdes estd o reconhecimento de seqiiéncias do RNA viral e interagdo com
fatores do hospedeiro, possuindo a seqiiéncia de aminoacidos mais conservada
dentro da familia Potyviridae (Shukla et al., 1994). Mutagdes nessa seqiiéncia ou
no sinal de localizagdo nuclear da NIb eliminam totalmente a infectividade dos
clones. Hong et al. (1995) utilizaram um sistema duplo-hibrido de levedura,
demonstrando que a proteina NIb do TVMV interage com a Nla e com a
proteina capsidial. Entretanto, mutagGes na seqiiéncia conservada diminuem a
interagdo entre NIb e CP, mas nio com a Nla. MutagGes na Nla, correspondente
a VPg, eliminam a interacdo entre Nla e NIb. Esses resultados demonstram que
dominios funcionais distintos de NIb s@o responsaveis pela interagio com Nla e
CP, refletindo as vérias funcdes exercidas pela NIb no processo de replicagio.
Além dessas proteinas funcionais, os Potyvirus possuem ainda as regices S’NTR
e 3’'NTR, sendo que a primeira atua como promotora da tradugdio e replicagio
do RNA viral e a segunda promotora da replicagio do RNA viral.

A familia Potyviridae, por causar sérias doengas em plantas no mundo
todo, tem sido intensivamente estudada. O maior avancgo desses estudos ocorreu
nos {ltimos dez anos, com o conhecimento da estrutura molecular dos virus,

bem como da organizaciio e seqiiéncia do genoma, modo de replicagdo e
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processamento da poliproteina. Esses dados incrementam os conhecimentos
sobre a biologia e sintomatologia dos virus, possibilitando uma classificagio
mais precisa desses patdgenos (Shukla et al., 1994),

Técnicas moleculares, como segiienciamento, sdo de fundamental
importancia para identificagdo e classificacdo de um Potyvirus. Dois métodos
tém sido utilizados para determinar a segiiéncia de nucleotideos do DNA: sendo
o método enzimético ou de termina¢do da cadeia com dideoxirribonucleosideo
trifosfato de Sanger e o método de degradagdo quimica do DNA desenvolvido
por Maxam e Gilbert.

O métedo dideoxi ou enzimatico, desenvolvido por Sanger, utiliza a
DNA polimerase para sintetizar a copia complementar da fita simples de DNA e
se baseia na habilidade da DNA polimerase em usar 2°, 3’-dideoxinucleosideos
trifosfatos (ddNTPs) como substrato. Os dideoxinucleosideos trifosfatos ndo
apresentam a hidroxila no carbono 3°, de forma que, uma vez incorporados,
impedem a adigdo de outro nucleotideo, terminando, assim, o alongamento da
cadeia (Sanger, 1981; Ausubel, 1995; Passaglia e Zaha, 1996).

Esse método consiste basicamente dos seguintes passos: um “primer” de
oligonucleotideos é anelado na fita molde de ssDNA; ocorre a extensdo da fita
usando a DNA polimerase em quatro misturas de reagdes separadas, cada uma
contendo um dNTP marcado, uma cadeia que termina em um ddNTP e a mistura
de outros trés NTPs ndo marcados; quatro grupos de reagdes terminados em A,
C, G ou T sio separados, de acordo com o tamanho, por eletroforese em quatro
linhas adjacentes em um gel de poliacrilamida de alta resolugo. As seqiiéncias
de DNA sio lidas de uma seqiiéncia padrio (Hyone-Myong, 1996).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Virus e fonte de inéculo

Tanto o VABS como o SMV foram mantidos em plantas de soja cv.
Santa Rosa na qual causam sintomas distintos. Os sintomas induzidos pelo
VABS se iniciam com clareamento das nervuras e evoluem para mosaico,
embolhamento, amarelecimento dos brotos novos e enfezamento, enquanto que
os causados pelo SMV se caracterizam por um mosaico verde escuro, severo
enrugamento das folhas ao longo da nervura principal, enfezamento e discreto
superbrotamento. O SMV foi proveniente da colegio do Dr. A. S. Costa do
Instituto Agronémico de Campinas — SP.

A cada trés semanas os virus foram transmitidos mecanicamente para
plantas novas, mantidas em casa-de-vegetagio no DFP-UFLA para
multiplicagio e manutengdo do inoculo. Foi também mantida uma fonte
recorrente constituida de folhas infectadas e dessecadas, estocadas -20 °C.

3.2 Inoculagfio mecinica em hospedeiras diversas

O VABS foi inoculado mecanicamente, conforme descrigdo anterior,
nas seguintes plantas silvestres e cultivadas: Alternanthera tenella, Bidens
pilosa, Brassica oleracea, Cucurbita pepo, Cucumis sativa, Canavalia sp,
Capsicum annuum cv. Agrondmico 10G, Chenopodium quinoa, C.
amaranticolor, C. murale, Datura stramonium, Gomphrena globosa, Lactuca
sativa cv. Regina, Licopersicum esculentum cv. Santa Clara, Nicandra
Physaloides, Nicotiana tabacum, N. benthamiana, N. rustica, N. glutinosa,
Carica papaya cv. Solo, Phaseolus vulgaris cvs. Preto Campinas ¢ Carioca,
Vigna unguiculata, Passiflora sp. Essas plantas foram semeadas em bandejas e
transplantadas quando apresentavam cerca de seis folhas definitivas para sacos
plasticos com capacidade de 2 kg contendo, como substrato, terra, esterco e
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areia, na propor¢do 3:1:1, devidamente esterilizados. Apds a inoculagdo as
plantas foram mantidas em casa-de-vegetagio por aproximadamente 40 dias, até

a fase final de observagéio dos sintomas.

3.3 Efeito do VABS e do SMV em oito cultivares de soja

Na avaliagdo do efeito do Virus do amarelo do broto da soja (VABS) e
do Virus do mosaico da soja (Soybean Mosaic Virus - SMV) sobre a
produtividade de cultivares de soja, empregaram-se as seguintes cultivares:
Cristalina, Doko, IAC-8, Numbaira, Parana, UFV-1, UFV-4 ¢ UFV-5.

As sementes foram plantadas em vasos de 5 kg, contendo como
substrato, terra, esterco e areia, na propor¢io 3:1:1, devidamente esterilizados,
estabelecendo duas plantas por vaso. Foram feitos trés experimentos distintos,
sendo inoculagdio com o VABS, com o SMV e as testemunhas. Cada
experimento constituiu de quatro parcelas, com 26 plantas cada uma, totalizando
104 plantas por cultivar e por virus. As plantas com aproximadamente dez a
quinze dias apds a germinagao, previamente polvilhadas com Carborundum (500
mesh), foram inoculadas mecanicamente, via extrato foliar infectado com o
VABS. O tampio de inoculagio utilizado foi o fosfato de sédio 0,01M,pH 7.0,
contendo sulfito de sédio na mesma molaridade. Apés a lavagem das folhas com
agua corrente, os vasos foram mantidos em casa-de-vegetacdo até a fase de
colheita. Posteriormente as plantas foram arrancadas separadamente, com
cuidado, colocadas dentro de um saco de papel e levadas para o laboratério para
contagem e avalia¢#o das vagens e sementes produzidas.

A analise estatistica foi feita utilizando-se o Sistema de Analise
Estatistica da Universidade Federal de Vigosa (SAEG). Antes da anilise de
varidncia, fez-se a corregdo dos dados (arc sen V x) (Gomes, 1990) e usou-se

teste de média Scott-Knott.
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3.4 Transmissibilidade pelo vetor

Foram testadas duas espécies de afideos: Myzus persicae e Aphis
gossypii. A colonia de M. persicae foi estabelecida em plantas sadias de Datura
stramonium e de A.. gossypii em plantas sadias de algodio, ambas mantidas em
gaiolas apropriadas.

Inicialmente os pulgGes foram submetidos a um periodo de jejum de 60
minutos, em placas de Petri, ¢ em seguida foram colocados em plantas de soja
infectadas, por um periodo de 30 minutos, para aquisicdo do virus.
Posteriormente foram transferidos 10 pulgdes por plantas de soja sadia (cv.
Santa Rosa) onde ficaram por 24 horas tendo sido inoculadas 10 plantas em
cada teste com trés repetigdes. Apds esse periodo, os insetos foram eliminados
com a aplicagdo de Orthene 750Br (Acephate) e as plantas foram mantidas em

casa-de-vegetacio.

3.5 Microscopia eletronica

A observagio dos cortes ultrafinos de tecidos foliares de soja, infectados
com o VABS, foi feita a0 microscopio eletrénico de transmissdo. Para a
obtencdo dos cortes, foram utilizados pequenos fragmentos de folhas
apresentando sintomas caracteristicos ¢ também de folhas de soja sadia,
utilizadas como controle. Os pedagos de folhas foram fixados com o fixador
Karnowsky modificado (glutaraldeido 2%, paraformaldeido 4%, cloreto de
calcio 5 mM e tampéo cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2). Os fragmentos foram
lavados durante dez minutos, por trés vezes, com tampéo cacodilato 0,1 M, e em
seguida pés-fixados em tetréxido de dsmio 2% diluido em tampéo cacodilato 0,2
M, pH 7.2, por uma hora, & temperatura ambiente. Apds essa fixagdo, os
fragmentos foram contrastados em bloco durante a noite, a 4 °C, em acetato de
uranila 2%, e apés lavados durante cinco minutos , por trés vezes, em solugiio

salina 0,9%. Em seguida foi feita a desidratagdio em séries crescentes de acetona
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em agua a 25%, 50% e 70% por cinco minutos, seguindo-se dois tratamentos de
dez minutos cada um, com acetona 90%; e por dltimo trés tratamentos de vinte
minutos cada um com acetona pura. O passo seguinte foi a infiltracdo dos
fragmentos em Spurr (5 g de “vinilyclohexene dioxide”, 3 g de “diglycidyl ether
of propyleneglycol”, 13 g de “nonenyl succine anhidride” ¢ 0,2 g de “dimethyl
amino ethanol”), dissolvido em acetona da seguinte forma: Spurr + acetona (1:1)
por trés horas & temperatura ambiente; Spurr + acetona (2:1) por trés horas a
temperatura ambiente e Spurr a 4 °C por toda a noite.

No dia seguinte, os fragmentos foram transferidos para moldes de
borracha, que foram preenchidos com Spurr e colocados em estufa a 80 °C por
doze horas para polimerizagdo da resina, formando o bloco. Os cortes ultrafinos
foram feitos no ultramicrétomo REICHERT-JUNG e colocados em grades de
cobre (400 mesh) previamente cobertas com colédio e metalizadas com carbono.
Esses cortes foram contrastados com acetato de uranila 3% por 20 minutos,
lavados com agua bidestilada, e contrastados novamente com citrato de chumbo
durante dez minutos e lavados com dgua bidestilada. Os cortes foram observados

no microscdpio eletrdnico de transmissdo EM-109 Zeiss e fotografados.

3.6 Clonagem e segiienciamento
3.6.1 Purificacfio parcial do virus

A purificagdo parcial do virus foi feita utilizando-se o protocolo
descrito por Lane (1992). Foram utilizadas, na purificacio, 4 g de folhas de soja
infectada, quinze dias apés a inoculagdo, maceradas com auxilio de nitrogénio
liquido, na presenga de 15 ml de tampdo citrato de aménia (0,1 M, pH 6.5)
contendo 150 ul de iodoacetamida (0,25 M), 150 ul de Na-Dieca (0,15 M) e 50
pl de 2-Mercapthoetanol. O extrato foi filtrado em gaze, transferido para tubos e
centrifugado a 8.000 g (rotor SA600) por 10 minutos. O sobrenadante foi
clarificado com 0,5 ml de Triton-X100 sob agitacdo, até total dissolu¢io do
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Triton. Em seguida fez-se centrifugacdo em almofada de sacarose (20%) a
29.000 rpm por 150 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspenso durante a noite em 1 ml de tampdo fosfato (0,02 M pH 7,2) a 4 °C.
Apés a centrifugagdo, a 14.000 rpm por 5 minutos, o virus em solugdo foi
coletado e armazenado a 4 °C .

3.6.2 Extracfio do RNA viral

A extragdo do RNA viral foi feita a partir de 100 pl do virus
parcialmente purificado (item 3.6.1), diluido em 100 ul de dgua ultra pura
autoclavada, 50 pl do tampdo de extragdo (Tris-glicina 0,2 M; NaCl 0,2 M;
EDTA 20 mM; pH 9,5) , 20 pul de SDS (20%) e 2,7 pl de Proteinase K (20
mg/ml). A solugio foi agitada, centrifugada a 14.000 rpm por 2 minutos
(Centrifuga Eppendorf 5402) ¢ incubada em banho-maria a 37 °C, por | hora.
As proteinas virais foram removidas pela adi¢io de fenol/cloroférmio (1:1 v/v),
agitacdo e centrifugagdo a 10.000 rpm por 15 minutos. A fase aquosa (250 ul)
foi transferida para tubo limpo e novamente submetida ao tratamento com
fenol/cloroférmio, agitando e centrifugando a 14.000 rpm por 15 minutos. A
fase aquosa foi transferida para tubo limpo e o RNA precipitado pela adi¢io de
1/20 do volume de NaOAc (3M, pH 5,5) e 2,5 volumes de etanol absoluto. Apés
incubagdo por 1 hora a -20 °C, 0 RNA foi recolhido por centrifugacio a 10.000
rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com
1 ml de etanol 2 70% e centrifugado a 14.000 rpm por 2 minutos. O precipitado
foi seco a vécuo por 5 minutos, ressuspenso com 20 ul de dgua ultra pura
autoclavada, corado com brometo de etideo, observado em gel de agarose

(0,9%) e armazenado a -80 °C para posterior uso.
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3.6.3 RT-PCR

Para sintese do cDNA foram utilizados 5 pl do RNA viral, 1 pl do
oligonucleotideo iniciador Oligo T14 (TTT TTT TTT TTT TT) ¢ 6 ul de dgua.
Os tubos foram incubados a 70 °C por 10 minutos e imediatamente colocados no
gelo por, no minimo, um minuto. Adicionaram-se, entdio, 2 pl do tampéo da
reagdo 10X (0,5 M Tris-HCI; 0,7 M KCI; 0,1 M MgCl, pH8,0), 2 pl de MgCl, (
25 mM), 1 pl dNTP (10 mM), 2 ul DTT (0,1 M) e 1 ul da enzima transcriptase
reversa, incubando por 1 hora a 37 °C. Em seguida fez-se a incubagdo da reaciio
por 15 minutos a 70 °C para inativa¢do da enzima ¢ o cDNA foi armazenado a
-80 °C para posterior utilizagdo em PCR.

A reacdo da polimerase em cadeia foi empregada para amplificagdio de
parte do genoma do VABS, a partir do cDNA armazenado. Foram utilizados 5
pl do tampéo da reagio (10X), 3 pl de MgCI2 (25 mM), 1 pl de dNTP, 1 pl da
Taq DNA Polimerase, 1 pl do oligonucleotideo iniciador Oligo T14 (TTT TIT
TTT TTT TT), 1 ul do oligonucleotideo iniciador degenerado para Potyvirus
(GCG GGA TCC GTN TGY GTN GAY GAY TTT YAA YAA) e 5 pl do
cDNA. O volume foi completado para 50 pul com dgua ultra pura autoclavada.

A reacdo consistiu de 30 ciclos, com a desnaturagdo da fita por 1 minuto
a 94 °C, anelamento dos oligonucleotideos iniciadores por 2 minutos a 42 °C e
extensio da fita por 2 minutos a 72 °C. Uma aliquota de 5 pl do produto
amplificado foi analisada por eletroforese em gel de agarose (0,9%), em
tampéo Tris-borato-EDTA (TBE), corado com brometo de etideo, e o restante
foi armazenado a -20 °C.

3.6.4 Clonagem
Os fragmentos amplificados por PCR foram clonados no vetor pCR 2.1,
utilizando o “kit” TOPO TA (Invitrogen, San Diego, EUA), de acordo com as

recomendacdes do fabricante. Foram utilizados 2 pl do produto fresco da
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PCR, 1 pl do plasmideo PCR TOPO vector ¢ 2 pul de agua esterilizada. A reacio
foi incubada por cinco minutos a temperatura ambiente e 2 ul foram
transferidos para tubos contendo células competentes de E. coli acrescidas de 2
ul de Beta-Mercaptoethanol. Os tubos foram colocados por 30 minutos no gelo,
60 segundos em banho-maria a 42 °C e novamente no gelo por dois minutos.
Apos adi¢do de 250 pl de meio SOC, o material foi incubado sob agita¢do por
30 minutos, a 37 °C,

Para crescimento das colonias utilizaram-se placas de Petri com meio
solido 2YT (16g Triptona, 10g Extrato de Levedura e 5g NaCl em 1000 ml de
agua destilada) contendo ampicilina, previamente revestidas com 2YT liquido
(40 pul), X-GAL (50 pl) e IPTG (10 pl). 150 ul das células bacterianas foram
espalhados em cada placa com al¢a de Drigalski, e as placas foram incubadas a
37 °C durante a noite.

As coldnias transformadas (brancas) foram individualmente transferidas
para tubos contendo 2,5 mlde 2YT liquido. Os tubos foram incubados a 37 °C

sob agitacdo, por 12 horas.

3.6.5 Purificagfio do plasmideo

A purificagdo dos plasmideos, para seqiienciamento, foi feita pelo
método de Acetato de sodio (NH;Oac) (Sambrook et al., 1998). 1,5 ml de
células bacterianas foram transferidos para tubos de microcentrifuga e
submetidos a 14.000 rpm por dois minutos. O sobrenadante foi descartado ¢ o
sedimento ressuspenso em 100 pl da solugio I (25 mM Tris HCI pH 8.0; 10
mM EDTA e 50 mM D-Glucose), deixando em repouso por cinco minutos a
temperatura ambiente. Em seguida adicionaram-se 200 pl da solucdo I1 (0.2 N
NaOH e 1% SDS) misturando gentilmente por inversio dos tubos. Apos cinco
minutos em repouso no gelo, foi adicionada a solugdo III (150 pl de NH.OAc

10.5 M). Apos centrifugagio, o sobrenadante foi transferido para um tubo limpo
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e o plasmideo foi precipitado pela adigdo de 600 pul de isopropanol, incubagdo
no gelo e centrifugagdo. O precipitado foi lavado com 1 ml de etanol 70% e
ressuspenso em 25 pl de TE + RNAse.

Todos os plasmideos foram colocados em um mesmo tubo completando
o volume, com TE livre de RNAse, para 500 ul. Adicionou-se o mesmo volume
de fenol/cloroférmio (1:1). A fase aquosa (400 ul), apés agitagio e
centrifugacdo, foi transferida para um tubo limpo, ao qual foi adicionado
volume igual de cloroférmio para retirar o excesso de fenol. Novamente
transferiu-se a fase aquosa para um tubo limpo, ao qual foi adicionado 1/10 do
volume de NaOAc (3M pH 5,5) e 2,5 volumes de etanol absoluto. Nessa fase o
tubo foi colocado no freezer -80 °C para precipitagdo do DNA. Apds
centrifugag¢io, o precipitado foi lavado em etanol 70%, ressuspenso em 20pl de

TE livre de RN Ase, sendo entdo utilizado para o segiienciamento.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Inoculagiio mecinica em hospedeiras diversas

Os sintomas  apresentados pelas plantas inoculadas mecanicamente
podem ser observados na tabela 1. Algumas das espécies testadas ndo
apresentaram sintomas, como a maioria das Solanaceas e todas as Cucurbitaceas.

Dentre as Solandceas testadas, apenas Nicotiana benthamiana foi
infectada apresentando inicialmente clareamento das nervuras, seguido por um
mosaico leve (Figura 2A). Nas espécies testadas, que ndo apresentaram
sintomas, foi feita a retroinoculagio para confirmar se o virus poderia ser
recuperado das plantas inoculadas. Entretanto ndo foi possivel recuperar o virus
de nenhuma das plantas assintomaticas.

As espécies Chenopodium amaranticolor, Carica papaya, Alternanthera
tenella, e C. quinoa demonstraram ser 6timas diferenciadoras para 0 VABS
pelo fato de terem apresentado leses locais nas folhas inoculadas (Figuras 2B,
CeD).

Das plantas testadas da familia das Leguminosas, excluindo o fetjoeiro
Carioca, todas as demais espécies da familia foram infectadas de forma
sistémica pelo VABS e SMV. O Feijoeiro carioca se mostrou resistente ao
SMV, porém reagiu a0 VABS com severa necrose das nervuras nas folhas
inoculadas, bem como infecgdio sistémica nas folhas novas, com morte dos
ponteiros (Figura 3).As plantas de soja infectadas com o VABS apresentaram
sintomas como clareamento das nervuras, encarquilhamento, morte dos
ponteiros e um amarelecimento generalizado dos brotos (Figura 4).

Nas demais Leguminosas, os sintomas induzidos pelo VABS foram
bem mais severos que os provocados pelo SMV. As plantas que apresentaram
lesdes locais foram consideradas como excelentes indicadoras para 0 VABS,

podendo ser usadas na sua diagnose.
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TABELA 1. Suscetibilidade apresentada por plantas silvestres e cultivadas,

inoculadas mecanicamente com VABS. Lavras-MG, 2000.

Espécies de Plantas Sintomas apresentados
Alternanthera tenella ACL/0
Bidens pilosa 0/0
Canavalia sp 0/M;E; B
Capsicum annuum 0/0
Carica papaya LLN/0
Chenopodium amaranticolor LLN/0
Chenopodium murale 0/0
Chenopodium quinoa LLN/O
Cucurbita maxima 0/0
Cucurbita pepo 0/0
Datura stramonium 0/0
Lactuca sativa 0/0
Lycopersicon esculentum 0/0
Nicotiana benthamiana 0/M; CNe
Nicotiana glutinosa 0/0
Nicotiana rustica 0/0
Nicotiana tabacum 0/0
Passiflora sp 0/0
Phaseolus vulgaris (Carioca) NNe/ E;MP
Phaseolus vulgaris (Preto Campinas) NNe/ M; MP
Physalis floridana 0/0
Vigna unguiculata oM

Sintomas em folhas inoculadas/folhas ndo inoculadas: ACL (anéis cloréticos
locais); B (bolhosidade); CNe (clarecamento das nmervuras); E
(encarquilhamento); LLN (lesdo local necrética); M (mosaico); ML (mosaico
leve); MP (morte prematura); NNe (necrose das nervuras); 0 (sem sintomas).
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FIGURA 2. Sintomas provocados por VABS em hospedeiras. A: folha de
Nicotiana benthamiana apresentando clareamento das nervuras

decorrente de infec¢dio sistémica pelo VABS, 15 dias apods
inoculagdo mecanica. B, C e D: folhas de Chenopodium

amaranticolor, Carica papaya e Alternanthera tenella

(respectivamente) apresentando lesdes locais, cerca de 20 dias

ap6s inoculagdo.
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FIGURA 3. Planta de feijoeiro, cv. Carioca, infectada com o VABS,

apresentando severa necrose das nervuras e moite do

ponteiro, 25 dias ap6s inoculagio.
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FIGURA 4. Planta de soja cv. Santa Rosa infectada com o VABS apresentando
sintomas de mosaico, encarquilhamento, bolhosidade e

amarelecimento dos brotos novos, 45 dias apds inoculagao.
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4.2 Efeito do VABS e do SMV em oito cultivares de soja

O efeito da inoculagiio do VABS e do SMV na produgdo de vagens de
oito cultivares de soja, pode ser avaliado pelos resultados discriminados na
tabela 2 e figura 5. Pode-se verificar que a maioria das cultivares responderam
de modo bastante distinto a cada um desses virus. As cultivares IAC-8 ¢ UFV-5
foram suscetiveis a ambos os virus, porém com uma maior suscetibilidade ao
VABS. Essas duas cultivares apresentaram porcentagens semelhantes de
reducdo no nimero de vagens, quando infectadas com o VABS, tendo sido de
72,1 € 69,9% respectivamente. Quando infectadas com o SMV, essa redugdo foi
de 50,4 € 52,1%. A cultivar Doko foi altamente resistente a0 VABS (9,4% de
reducdo) e suscetivel ao SMV (77,7 % de redugiio). Ao contrério, as cultivares
Parana, Numbaira e Cristalina foram resistentes a0 SMV e suscetiveis ao VABS,
apresentado redugdes de 44,5, 99,7 e 51,7%, respectivamente. Observou-se que
algumas plantas da cultivar Numbaira nem chegaram a produzir vagens e
sementes.

As demais cultivares, UFV-1 e UFV-4, apresentaram resultados
semelhantes, e ndo tiveram reduco consideravel no nimero de vagens quando
infectadas com ambos os virus. Apenas a cultivar UFV-1 apresentou uma
reducdo de 6,7 %, quando infectada com o VABS e de 9,9% quando infectada
com o SMV, porém estas ndo foram estatisticamente diferente das plantas

controle.
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TABELA 2. Efeito dos virus ABS ¢ SMV na produgo de vagens de oito cultivares de soja (Glycine max L. (Merrill)
e redugfio em relagdio & testemunha. Lavras, MG, 1999,

o€

Numero de vagens por planta sadia (NVS), planta infectada (NVI) e porcentagem de redugiio
(%R) provocados pelo VABS e SMV

Cultivar VABS Testemunha SMV

NVI %R NVS NVI %R
Cristalina 24,3 bA 51,7aB 81,3 aA 56,0 aA 32,9aA
Doko 20,5 aA 9,4 bC 19,6 aD 4,3 bD 77,7 aA
TIAC-8 17,0 cA 72,1 aA 63,0 aB 31,0bB 50,4 bA
Numbaira 0,7 bB 99,7 aA 24,0 aC 27,0 aB 4,4 bB
Parang 18,0 bA 44,5 aB 31,0aC 35,0aB 6,0 bB
UFV-1 17,2 aA 6,7 aC 18,0 aD 16,5 aC 9,9 aB
UFV-4 19,1 aA 0aD 16,0 aD 17,2 aC 0aB
UFV-5 27,0 bA 69,9 aA 91,0aA 40,2 bB 52,1 aA

*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha ¢ mailiscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.
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FIGURA 5. Redugdio da produgio de vagens de oito cultivares de soja (Glycine
max L. (Merrill)) infectadas com os virus ABS ¢ SMV em relacdo

a testemunha. Lavras, MG, 1999.

Esses resultados sdo bastante interessantes, pois permitem detectar e
caracterizar as fontes de resisténcia para ambos os virus, podendo constituir
uma primeira etapa para chegar a sua origem. Pode-se observar, pela reagdo das
cultivares Doko, Numbaira e Parana, que a resisténcia a esses dois Potyvirus ¢
controlada por genes distintos. Para descobrir a origem dessa resisténcia, basta
analisar a genealogia das cultivares estudadas para verificar se ha uma origem
comum, uma vez que foi encontrada resisténcia somente a0 VABS (Doko) ou
somente a0 SMV (Parana, Numbaira e Cristalina) e também a ambos os virus
(UFV-1 e UFV-4).
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O efeito do VABS e do SMV no niimero de sementes produzidas por
cada planta sadia e infectada, pode ser vista na tabela 3 e figura 6. A exemplo
do que foi observado na produgdo de vagens, as cultivares UFV-1, UFV+4 ¢
UFV-5 tiveram redugGes semelhantes quando infectadas com ambos os virus,
variando de 9,3 2 71,9% para o VABS ede 5,2 a 57,2% para 0 SMV. Observa-
se a mesma tendéncia para as demais cultivares, ou seja, quando infectadas com
SMV, a Cristalina, JAC-8, Numbaira e Parani (36,8; 49,9; 4,3 e 4,7%,
respectivamente) tiveram uma menor redugdo quando comparadas com as
plantas infectadas pelo VABS (73; 75; 100 e 60,6 %, respectivamente). Também
na cultivar Doko néo houve redugio no nimero de sementes quando infectada
com o VABS, mas houve uma alta redugiio (81,8%) nas plantas infectadas com
0 SMV. As plantas da cultivar Numbaira infectadas com o VABS nio chegaram
a produzir sementes, enquanto que apresentaram uma pequena reducdo quando
foram infectadas com o SMV. Finalmente, a UFV-1 e a UFV4 reagiram de
forma semelhante aos dois virus, apresentando uma redugdo de 16,3 e 9,3%
para o VABS e 13,2 e 5,2%, para 0 SMV. Pelos dados das tabelas 2 e 3 pode-se
observar que as cultivares UFV-1, UFV-4 ¢ Doko foram as mais resistentes e a
Numbaira foi a mais suscetivel a0 VABS, enquanto para o SMV, as cultivares
Numbaira, Parana, UFV-1 e UFV-4 foram as mais resistentes e a Doko a mais

suscetivel.
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TABELA 3. Efeito dos virus ABS e SMV na produgdo de sementes de oito cultivares de soja (Glycine max (L.) Merrill)

e redugiio em relagéio 4 testemunha. Lavras, MG, 1999.

Numero de sementes por planta sadia (NSS), planta infectada (NSI) e porcentagem de redugiio
(%R) provocados pelo VABS e SMV

32

Cultivar VABS Testemunha SMV
NSI %R NSS NSI %R

Cristalina 33,5 bA 73 aB 152,0 aA 97,3 aA 36,8 bB
Doko 37,7 aA 9,8 bC 35,1 aE 6,3 bC 81,8 aA
TIAC-8 20,4 cA 75 aB 105,4 aB 52,2 bA 49,9 bB
Numbaira 0bB 100 aA 46,5 aD 56,1 aA 4,3 bC
Parana 27,3 bA 60,6 aB 67,3aC 65,3 aA 4,7b6C
UFV-1 274 aA 16,3 aC 33,0aE 28,7 aB 13,2aC
UFV-4 29,9aA 9,3aC 25,2aE 29,7aB 5,2aC
UFV-5 44,5 bA 71,9 aB 159,5 aA 56,6 bA 57,2 aB

*Média seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.
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FIGURA 6. Reducdo na produgdo de sementes de oito cultivares de soja
(Glycine max L. (Merrill)) infectadas com o VABS e SMV em

relagdo & testemunha. Lavras, MG, 1999.

O peso de 100 sementes ¢ a produgiio total (em gramas) por planta
podem ser observados na tabela 4 e nas figuras 7 e 8. A redug¢do no peso de 100
sementes provocada pela infecgdo com VABS, variou de 6,8 (cv. Parand) a
25,4 % (cv. Cristalinla), enquanto para a cultivar Numbaira, ndo houve produgio
de sementes, portanto considera-se que a redugdo foi de 100% quando
comparada com a testemunha. As cultivares Cristalina, IAC-8, Parand e UFV-5
foram as que mostraram a maior porcentagem de redugdo na producdo total da

planta. Isso foi devido a uma combinagdo na redug¢do do nimero de sementes e
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vagens por planta com a redugdo no peso das sementes. Para o0 SMV, essa
redugdo variou de 27,3% para a cultivar UFV-1 a 87,2% para a Doko, enquanto
a Numbaira continuou sem nenhuma redugio, a exemplo do que foi observado
para a produgdo de vagens e sementes. Costa (1977) também observou uma
redugdo significativa no peso das sementes de diversas cultivares de soja
infectadas com o SMV, e notou que as sementes manchadas em 50 a 100% de

sua 4rea tenderam a apresentar um maior decréscimo no seu peso.
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FIGURA 7. Redugdo do peso de cem sementes de oito cultivares de soja
(Glycine max L. (Merrill)) infectadas com os virus ABS e SMV

em relagdo a testemunha. Lavras, MG, 1999.
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FIGURA 8. Efeito dos virus ABS ¢ SMV na redugdo da produgio por planta de
oito cultivares de soja (Glycine max (L.) Merrill) em relacdo a

testemunha. Lavras, MG, 1999.

Em relagdo a produgdo de sementes manchadas (Tabela 5), observou-se
que ambos os virus induziram essas manchas em maior ou menor intensidade
dependendo da cultivar analisada. O VABS induziu as maiores porcentagens de
sementes manchadas nas cultivares suscetiveis (22,6 a 78,5%), enquanto o SMV
induziu porcentagens menores (28,7 a 59,4%), porém em um maior nimero de
cultivares, inclusive nas mais resistentes, como UFV1 (28,7%) e UFV4 (29,4%).
A analise de varidncia mostrou que houve efeito dos tratamentos (virus ABS e

SMV) e das cultivares no nimero de vagens, nimero de sementes de soja e
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nimero de sementes manchadas nas condigdes estudadas.

TABELA 5. Efeito dos virus ABS e SMV na pigmentacio das sementes de soja
(Glycine max L. Merrill)), Lavras, MG, 1999.

Porcentagem (%) de sementes manchadas em plantas

Cultivar sadias, infectadas com o0 VABS e 0 SMV
Testemunha VABS SMV

Cristalina OcA 78,5 aA 30,5 bA
Doko 0cA 6,3 bB 30,2 aA
JIAC-8 0 bA 58,7 aA 49,0 aA
Numbaira 0aA 0,0 aB 0,2 aA
Parani 0cA 22,6 bB 59,4 aC
UFV-1 0bA 0,1 bB 28,7 aA
UFV-4 0bA 0,0 bB 29,4 aA
UFV-5 0bA 68,1 aA 43,1 aA

*Média seguidas pela mesma letra miniiscula na linha e maidscula na coluna néo

diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

O fato de o VABS também induzir o aparecimento de manchas nas
sementes das cultivares de soja infectadas mostra que ele € um virus que além de
causar redugdio na quantidade de sementes, também afeta de modo bastante
significativo a sua qualidade, aumentando os prejuizos causados a planta. Costa
(1977), comentando o aparecimento da mancha-café nas plantas infectadas com
o SMV, ressaltou que essas constituem o principal prejuizo causado por esse
virus em plantas de soja, podendo prejudicar a germinagdo, a produgédo em peso
e também o conceito de semente certificada ou fiscalizada, ja que a semente

seria a principal forma de disseminagio desse virus.
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Em estudos anteriores, conduzidos por Deslandes, Costa e Figueira
(1984), ndo se observaram manchas nem a transmissdo do VABS através das
sementes (Figueira - dados nio publicados). Também ndo conseguiu a
transmissdo do virus quando utilizou sementes manchadas das oito cultivares
aqui estudadas. Entretanto novos estudos, inclusive envolvendo outras
cultivares, devem ser conduzidos para confirmar a ndo transmissibilidade do
VABS através da sementes.

No caso de plantas infectadas com o SMV, Almeida (1981) observou
que quanto maior a quantidade de sementes manchadas, maior ¢ a porcentagem
de transmiss3o. Entretanto, é importante salientar que a taxa de transmissdo do
virus pelas sementes, depende da cultivar utilizada e da estirpe do virus (Porto ¢
Hagedorn, 1975; Costa, 1976).

4.3 Transmissibilidade pelo vetor

Os resultados da inoculagio por vetores estio discriminados na Tabela
6. O afideo Myzus persicae foi o mais eficiente na transmissdo das particulas
virais, e 21 das 30 plantas inoculadas, nas trés repeticdes, apresentaram
sintomas, perfazendo um total de 70% de transmissio com um tempo de
aquisicio de 30 minutos. O afideo Aphis gossypii apresentou uma menor
eficiéncia, atingindo a porcentagem de infecgdo chegou a 40%. As plantas
controle, em que foram utilizados afideos nido viruliferos, ndo apresentaram
sintomas.

Os sintomas apresentados pelas plantas inoculadas via vetor foram
menos drésticos que os apresentados por plantas inoculadas mecanicamente. Isso
provavelmente foi devido a uma menor concentracdo de particulas inoculadas
pelo vetor e também pela auséncia do “stress” que ocorre na inoculagdio

mecanica.
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TABELA 6. Resultados da inoculacio do VABS pelos vetores Myzus persicae €
Aphis gossypii.. Lavras — MG, 2000

Afideo Niimero de plantas testadas (PT), plantas infectadas (PI) e
porcentagem de infeccio (%I)

PT PI 1(%)
M, persicae 30 21 70
A. gossypii 30 12 40

4.4 Microscopia eletronica

Ao microscdpio eletronico foram observadas inclusdes do tipo catavento,
tipicas de Potyvirus, em cortes ultrafinos de folhas de soja infectadas com o
VABS (Figuras 9A e 9B). No foram observadas inclusGes em tecidos foliares
de plantas de soja sadia.
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FIGURA 9. Fotomicrografias obtidas ao microscépio eletronico, de tecidos de
plantas de soja, cv. Santa Rosa, infectados com o VABS. A e B:
inclusdes citoplasmaticas do tipo catavento, no citoplasma das
células, induzidas pelo VABS. A barra equivale a 4 um.
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4.5 Clonagem e seqiienciamento
O RNA viral, obtido a partir do material minipurificado, foi observado

em gel de agarose (0,9%) na forma de uma banda com aproximadamente de

10.000 nucleotideos (Figura 10), dentro do esperado para Potyvirus.
M 1 2

12215

7126

1636

FIGURA 10. Eletroforese do RNA gendmico do VABS em gel de agarose
0.9%. M: marcador molecular de DNA (1 Kb “ladder™). 1: VABS
¢ 2: controle negativo. Os comprimentos das bandas (em pares de

bases) estdo indicados a esquerda no gel.



O fragmento do genoma do VABS, com cerca de 2.000 pb, obtido por

RT-PCR, com os oligonucleotideos iniciadores (“primers”) cujas seqiiéncias

estdo descritas no item 3.5.4. pode ser observado na figura 11. Esse fragmento
corresponde as regides da capa proteica e da proteina NIb.

M. 1.2

FIGURA 11. Fragmentos de cDNA, amplificados por RT-PCR e analisados em
gel de agarose 0,9%. M: marcador molecular de DNA (1 Kb
“ladder™); 1 e 2: banda amplificada a partir de RNA extraido de
virus minipurificado de planta de soja infectada com VABS. A

esquerda estiio indicados os respectivos pesos moleculares.
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A clonagem do material obtido por RT-PCR, foi confirmada pela
clivagem do plasmideo recombinante com a enzima EcoR I e eletroforese

em gel de poliacrilamida, conforme pode ser verificado na figura 12.

8000

4000

2000

FIGURA 12. Eletroforese, em gel de agarose 0,9%, dos produtos obtidos apds
a clivagem do plasmideo recombinante com a enzima de restri¢ao
EcoR 1. M: marcador molecular de DNA (1 Kb “ladder™), 1, 3, 4
e 5: clones do VABS; 2: controle sem clivagem. O tamanho das
bandas (em pares de bases) estdo indicados a esquerda no gel.

Do fragmento clonado foi possivel obter a seqiiéncia com 481



nucleotideos (Figura 13). Apés o alinhamento com outras seqiiéncias disponiveis
no Banco Internacional de Genes, a seqiiéncia do VABS apresentou homologia
de 88, 88, 80, 76 ¢ 74% com as estirpes G2, G7 do SMV, Watermelon mosaic
virus 2 (WMV2), BCMV e Peanut stripe virus (PStV), respectivamente (Tabela
7). A regifio seqiienciada, foi correspondente & proteina NIb, que é bastante
conservada dentro do género Potyvirus e possui aproximadamente 57 kDa.
Como o fragmento seqiienciado foi de apenas 481 nucleotideos e esta localizado
numa das regides mais conservadas dos Potyvirus (Shukla et al., 1994) existe a
necessidade de se fazer o seqiienciamento de uma regido maior do genoma,
principalmente a que envolve a proteina capsidial, para que se possa avaliar um

pouco melhor o seu relacionamento com outros Potyvirus ja descritos.
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VABS
SMVG?7
SMVNIb
SMVG2
WMV2CP
BCMVNIb
PS5tV

VABS
SMVG7
SMVNIb
SMVG2
WMV2CP
BCMVNIb
PStV

CCTGATGGATGGGTATATTGTCACGCAGATGGCTCACAATTTGACAGTTCCTTGACGCCC
CCTGATGGGTGGGTGTATTGTCATGCAGATGGCTCACAATTTGATAGTTCCCTGACACCA
CCCGATGGATGGGTGTATTGTCATGCAGATGGCTCACAGTTTGATAGTTCCCTGACACCA
CCCGATGGATGGGTGTACTGTCATGCAGATGGTTCACAGTTTGATAGCTCCCTGACGCCC
CCTGATGGCTGGACATATTGCCACGCAGATGGGTCACAGTTCGACAGTTCTCTAACTCCA
CCTGATGGGTGGGTTTACTGTCATGCAGATGGCTCACAATTTGACAGTTCACTCACACCT
CCTGATGGGTGGATTTACTGTCATGCAGATGGTTCTCAGT TTGATAGT TCATTAACACCA

dhk kkdhkhk khkA khk hkhk kk khkhkhkhkdkdhhk Ak hkhk hohk hkhk Ak kok * hk ko

TTGTTACTGAATGCAGTCCTTGATGT TAGGAGCTTCTTCATGGAAGACTGGTGGGTTGGA
TTACTACTGAATGCAGTTTTGGATGTTAGGAGCTTTTTCATGGAGGACTGGTGGGTTGGG
TTACTATTGAATGCAGTTTTGGATGTTAGGGGCTTTTTCATGGAGGACTGGTGGGTTGGG
TTACTACTGAATGCAGTTCTTGATGTTAGGAGCTTTTTCATGGAAGACTGGTGGGTTGGA
TTGTTGTTGAATGCTGTCCTCAGTATCAGATGTTGCTTCATGGAAGATTGGTGGGTCGGA
TTGTTGCTCAACTCTGTTCTTAGCATAAGAAGCTTCTTCATGGAGGACTGGTGGGTTGGA
CTTTTACTCAACTCAGTTCTTGGAATTAGAAGATTCTTCATGCGAGGAT TGGTGGGTTGGT
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5 CONCLUSOES

O VABS induziu em plantas de soja, cv. Santa Rosa, 0 aparecimento de
inclusdes citoplasmaticas do tipo catavento, tipicas da familia Potyviridae,

género Potyvirus.

O VABS foi transmitido pelos afideos M. persicae Sulz. € A. gosypii sendo
o primeiro mais eficiente na transmissao.

Com base nos sintomas induzidos pelo VABS nas plantas hospedeiras
testadas, pode-se afirmar que esse é completamente diferente dos demais

virus até hoje descritos infectando soja.

As plantas de mamoeiro (C. papaya) cv. Solo reagem ao VABS com lesdo
local necrdtica, com halo mais escuro, as de C. amaranticolor e C. quinoa
com lesdes circulares cloréticas e as de A4.. tenella com anéis clordticos, o

que as torna excelentes indicadoras para esse virus.

O VABS apresentou uma interag#o diferencial com as oito cultivares de soja
testadas, tendo sido observada desde uma alta suscetibilidade (cv.

Numbaira) até uma alta resisténcia (cv. Doko).

O VABS foi capaz de induzir perdas considerdveis na qualidade (sementes
manchadas e/ou deformadas) e na quantidade de producdo em 5 das oito
cultivares testadas: Numbaira, Cristalina, IAC-8, UFV-5 e Parana, sendo que
as demais foram bastante resistentes (Doko, UFV-1 e UFV-4).
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7. As cultivares de soja testadas mostraram uma reacdo de suscetibilidade e
resisténcia a0 VABS diferentes da mostrada para o SMV, indicando que a

resisténcia a esses dois Potyvirus é controlada por genes distintos.

8. O aparecimento de diversas combinagdes de suscetibilidade e resisténcia ao
VABS e SMV, como a Numbaira, que é suscetivel 20 VABS e resistente ao
SMYV; a Doko, que € resistente a0 VABS e suscetivel a0 SMV, bem como
cultivar suscetivel (IAC-8) ou resistente (UVF-4) aos dois virus, podem

permitir a detecgdo dos genes responsaveis por essa resisténcia.

9. As porcentagens de homologia obtidas através do alinhamento da segiiéncia
de nucleotideos do VABS com outros Potyvirus foram iguais ou maiores
que 80% para os seguintes virus: SMV (estirpes G2 ¢ G7) ¢ WMV2
(Watermelon mosaic virus - estirpe 2); de 76% com o BCMV (Bean

commom mosaic virus) e de 74% com o PStV (Peanut stripe virus).
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