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RESUMO

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é uma importante leguminosa para o
Nordeste brasileiro e tem sido tradicionalmente cultivada por pequenos agricultores.
Doencas virais sdo consideradas um dos principais fatores limitantes da produtividade
do caupi nesta regido. A doenca do mosaico severo do caupi é causada pelo Cowpea
severe mosaic virus (CPSMV), subfamilia Comovirinae, género Comovirus, juntamente
com o Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), familia Potyviridae, género
Potyvirus, sdo consideradas as viroses mais prevalentes da cultura e responsaveis por
grandes perdas na producdo. O objetivo do presente trabalho foi estudar a variabilidade
genética do CPSMV e CABMYV obtidos em diferentes municipios do Nordeste
brasileiro. Essa informacdo é crucial para o desenvolvimento de plantas resistentes a
essas viroses tanto por métodos convencionais quanto moleculares de melhoramento.
Isso é ainda mais critico para o desenvolvimento de estratégias baseadas em RNA
inteferente (RNAI). Plantas com sintomas de infeccdo pelo CPSMV e CABMV nos
estados do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Distrito Federal,
Sergipe e Bahia foram coletadas, e os isolados foram identificados por Dot-blot e RT-
PCR. Foram amplificados fragmentos de 2200 pb, (correspondendo a regido da Helicase
(Hel), Proteina ligada ao genoma viral (VPg), Picornain 3C- protease (Pro) e RNA
polimerase) e 997 pb (correspondendo a regido da proteina Inclusdo Cilindrica (CI) e da
proteina 6K2) dos virus CPSMV e CABMV por RT-PCR, respectivamente. Alguns
fragmentos foram clonados e outros sequenciados diretamente do produto de PCR em
ambas as orientagdes. As sequéncias obtidas a partir de diferentes isolados foram
comparadas com sequéncias disponiveis no GenBank. Os alinhamentos das sequéncias
foram obtidos usando o programa Clustal W, e uma arvore filogenética foi criado
usando o software MEGA 5.1. A analise revelou baixa variabilidade entre isolados de
CPSMYV, variando entre 98 e 100% para sequéncias de nucleotidos e 96-100% para a
sequéncia de aminoacidos deduzida. Entre os CABMV isolado, a variabilidade foi
maior, variando 84-99% entre as sequéncias de nucleotidos 91 a 99% das sequéncias de
aminoéacidos. Este estudo fornece informacdes que serdo a base para o desenvolvimento
de estratégias para a producdo de linhagens de caupi resistentes a estes virus por RNA
interferente. Os dados indicam a possibilidade de obtencdo de resisténcia durdvel e
aplicavel ao caupi nas principais areas produtoras no Brasil.



ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata) is an important plant crop in Northeast Brazil being
traditionally cultivated by small farmers. Virus diseases are considered to be the main
factor limiting cowpea yield in the region. The severe mosaic disease caused by the
Cowpea severe mosaic virus (CPSMV), subfamily Comovirinae, genus Comovirus,
seems to be one of the most prevalent diseases leading to high yield losses in this crop.
The Cowpea aphid borne mosaic virus (CABMV) belongs to the genus Potyvirus in the
Potyviridae family, and infects cowpea worldwide. In the northeastern region of Brazil,
both viruses can be found in cowpea planted areas. The aim of the present study was to
access the degree of homology among regions amplified of different isolates of CPSMV
and CABMV, respectively; obtained in different northeastern regions in Brazil, and to
compare it to isolates throughout the world. Plants with CPSMV and CABMV
symptoms from the states of Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco,
Alagoas, Sergipe, Bahia and Distrito Federal were collected, and the isolates were
identified by RT-PCR analysis. Total RNA was extracted from infected tissue and
afterwards used for synthesis of cDNA fragments by RT-PCR. The synthetized primers
were able to amplify fragments of 2200 and 997 bp of the CPSMV and CABMV virus,
respectively. Amplification products were directly cloned into the pPGEMT-Easy plasmid
vector (Promega), according to the manufacturer’s instructions. Cloned fragments were
sequenced in both orientations. Deduced amino acid sequences of the virus were
compared to sequences available from GenBank. Multiple sequence alignments were
obtained with Clustal W. Phylogenetic trees using the MEGA version 5.1 software
package and the neighbour-joining method with Poisson correction. Tree branches were
bootstrapped with 1000 permutations. CPSMV and CABMV diseases remain as
limiting factors in this crop in Brazil, and breeding programs, either by conventional or
engineered approaches, should be targeted at establishing resistance of cowpeas to
CPSMV and CABMV.
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INTRODUCAO

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) € uma leguminosa de grande
importancia nas regides tropicais e subtropicais do mundo. No Brasil, o feijao-caupi é
especialmente cultivado na regido Nordeste, por pequenos produtores que normalmente
consomem toda sua producdo. Mais recentemente, a producdo tem-se expandido para a
regido Centro-Oeste. A area média de cultivo do feijao-caupi no Brasil é de 1,3 milhGes
de hectares e a sua produtividade média de 366 kg/ha é considerada baixa (CONAB,
2012). Os primeiros trabalhos visando o melhoramento do caupi no Nordeste foram
iniciados na década de 60 e tinham como objetivo basico 0 aumento da produtividade
(KRUTMAN et al., 1968; PAIVA et al., 1970). A partir da década de 80, foram iniciados
os primeiros trabalhos com a finalidade de se fazer melhoramento do caupi para varias
caracteristicas, e este tem sido feito visando o aumento da produtividade e resisténcia a
virus (LIMA 2005b). A obtencdo de plantas resistentes a virus tem se tornado cada vez
mais relevante, pois ainda € um dos mais importantes fatores limitantes da producédo na
cultura (LIMA et al., 2005; GHORBANI et al., 2008).

Em vérios lugares do mundo ja foram encontrados mais de 20 espécies
diferentes de virus infectando o caupi. No Brasil, dentre as viroses que infectam o caupi,
destacam-se, principalmente, as causadas pelos virus Cowpea severe mosaic virus -
CPSMV, do género Comovirus, o Cowpea aphid borne mosaic virus - CABMYV, do
género Potyvirus, o Cucumber mosaic virus - CMV, do género Cucumovirus € 0
Cowpea golden mosaic virus - CpGMV, do género Begomovirus (LIMA et al, 2005a).
Dentre todas essas viroses, 0 Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) e o Cowpea aphid
borne mosaic virus (CABMV) ocupam posicao de destaque em relacdo as demais, pois
sdo importantes fatores limitantes da produtividade de varias cultivares de Vigna em
diferentes partes do mundo onde o caupi € cultivado, as quais influenciam na qualidade
e na quantidade de gréos produzidos (PIO-RIBEIRO et al., 2005; FERNANDES, 2006).

Uma alternativa interessante para o controle do CPSMV e CABMV € o0 uso de
cultivares resistentes. A utilizacdo de plantas transgénicas engenheiradas com a
finalidade de explorar o conceito da interferéncia de RNA (RNAI) para o silenciamento
de genes virais € uma estratégia bastante atraente e eficiente na geracdo de plantas
resistentes (BUCHER et al., 2006; Bonfim et al., 2007; ARAGAO; FARIAS, 2009).
Neste contexto, o presente estudo visa fornecer informacdes da variabilidade genética

de diferentes isolados provenientes das principais municipios produtores de caupi no
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Brasil, que serdo a base para o desenvolvimento de estratégias para a geracdo de
linhagens de caupi resistentes ao CPSMV e CABMV.
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1.0 FEIJAO-CAUPI (VIGNA UNGUICULATA (L.) WALP.)

O feijao-caupi, também conhecido como caupi, feijao-de-corda, feijao-vigna ou
feijdo-macassar, desempenha um importante papel socioecondmico no Nordeste
brasileiro e em muitos paises da Africa e Asia. Estudos tém revelado que o feijao-caupi
originou-se no continente africano e expandiu-se pela Arabia, Asia e Mediterraneo.
Acredita-se que este foi introduzido na América Latina no seculo XVI, pelos
colonizadores espanhdis e portugueses; primeiramente nas coldnias espanholas sendo
em seguida introduzido no Brasil pelos colonizadores portugueses, provavelmente, pelo
estado da Bahia e a partir dai expandiu-se por todo o pais (FREIRE FILHO et al., 2005;
SILVA, 2008).

O feijdo-caupi é geralmente cultivado no Brasil especialmente na regido
nordeste, por pequenos produtores que normalmente consomem toda sua producéo. Este
é uma excelente fonte de proteinas (23-25% em média) e apresenta todos o0s
aminoéacidos essenciais, carboidratos (62%, em média), vitaminas e minerais, além de
possuir grande quantidade de fibras dietéticas e baixa quantidade de gordura (teor de
6leo de 2%, em meédia) (PHILIPS et al., 2003). Pelo seu valor nutritivo, o caupi é
cultivado principalmente para a producéo de gréos secos ou verdes, visando o consumo
humano. Além disso, o feijdo-caupi é também utilizado como forragem verde, feno,
ensilagem, farinha para alimentacdo animal e ainda, como adubacéo verde e protecdo do
solo. Devido ao seu baixo custo de producdo, a FAO aponta que a cultura € uma das
melhores alternativas para o aumento da oferta de alimento basico para as populacGes
de baixa renda de paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento (PHILIPS et al.,
2003).

O Brasil apresenta-se como o maior produtor e consumidor mundial de caupi,
sendo o Ceard o maior produtor nacional, com estimativa em cerca de 20% da producéo
brasileira (CONAB, 2012). A area média de cultivo no Brasil do feijdo-caupi é de 1,3
milhdes de hectares onde sdo produzidas cerca de 480 mil toneladas. A produtividade
média é baixa (366 kg/ha), em funcéo do baixo nivel tecnoldgico empregado no cultivo
que é feito predominantemente por pequenos agricultores numa exploracdo de
subsisténcia, sem a adocao de préaticas adequadas, como o controle de pragas e doencas.

Os primeiros trabalhos visando o melhoramento do caupi no Nordeste foram

iniciados na década de 60 e tinham como objetivo basico o aumento da produtividade
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(KRUTMAN et al., 1968; PAIVA et al., 1970). Comparada a outras culturas, o caupi
tem o seu potencial genético muito pouco explorado, entretanto, possui uma ampla
variabilidade genética para praticamente todos os caracteres de interesse agrondémico
(FREIRE FILHO et al., 1981, 1992; BEZERRA et al., 1997; BARROS et al., 2011).

Nas trés ultimas décadas, embora se reconheca a necessidade de se fazer
melhoramento do caupi para varias caracteristicas, este tem sido feito, principalmente,
visando o aumento da produtividade e a resisténcia a virus (ARAUJO; CARDOSO,
1981; FREIRE FILHO et al., 1986, 1991; MIRANDA et al., 1995, 1996; COELHO et
al., 1998; LIMA 2005b; SILVA, 2008). A obtencdo de plantas resistentes a virus tem se
tornado cada vez mais relevante, pois este € um dos mais importantes fatores limitantes
da producdo na cultura, dadas as dificuldades de controle e a forma de disseminagéo
(LIMA et al., 2005; ORAWU et al., 2005; GHORBANI et al., 2008).

Em se tratando das principais viroses que infectam o feijdo-caupi no Brasil, 0s
danos causados pelo CPSMV e CABMV podem ser significativos, dependendo da
cultivar plantada e da época do ano que aparecam o0s primeiros focos da doenca, as
perdas podem chegar a até 80% da lavoura plantada (GONCALVES; LIMA 1982;
BOOKER et al., 2005).

1.1 Principais virus que infectam o feijdo-caupi no Brasil

1.1.1 Subfamilia Comovirinae

A subfamilia Comovirinae, pertencente a familia Secoviridae possui trés
géneros, sendo eles, os Comovirus, Fabavirus e Nepovirus. O género Comovirus
destaca-se dos demais géneros por possuir um grupo de virus amplamente estudado, e
algumas espécies deste género sdo responsaveis por grandes perdas em cultura de
importancia econdmica e social no Brasil, como o feijdo comum e feijao-caupi. O
genoma dos Comovirus é bipartido, composto de dois RNAs de fita simples senso
positivo, denominados RNA1 ou RNA-B (“bottom component’), com tamanho de cerca
5.900 nt que expressa uma poliproteina originada a partir de duas ORFs sobrepostas
compartilhando um mesmo cddon, e 0 RNA2 ou RNA-M (“middle component”) com
tamanho de cerca de 3600 nt. Ambos os RNAs sdo encapsidados separadamente em
particulas icosaédricas de didmetro aproximado de 28nm (revisado por GOLDBACH,;
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WELLINK, 1996). A poliproteina codificada pelo RNAL, apos ser processada, produz 5
proteinas diferentes, uma Protease co-fator (32K) com massa molecular de 32KDa, uma
polimerase viral (RpRd) de 87 KDa, uma helicase (Hel) de 58 KDa, uma protease (Pro)
de 24 KDa e uma proteina pequena ligada ao genoma (VPg) de 4 KDa. Ja a poliproteina
codificada pelo RNA2 produz uma proteina de movimento (MP) de 58 KDa, uma
segunda proteina de movimento que é produto da primeira de 48 KDa, uma grande
proteina capsidial (CP - L) de 37 KDa e uma pequena proteina capsidial (CP - S) de
23KDa (CHEN, BRUENING, 1992). Os RNAs genémicos sdo covalentemente ligados
na sua extremidade 5° UTR a uma proteina viral conhecida por VPg e ambos os RNAs
gendmicos sdo poliadenilados nas suas extremidades 3° UTR (HULL, 2002). Tanto o
RNA 1 quanto o RNA 2 sdo encapsidados por 60 cOpias de cada uma das duas proteinas
capsidiais (CPs), formando uma estrutura conhecida como pseudo T, que é o resultado
da associacdo de 3 particulas virais, designadas por topo (T, concha vazia), meio (M,
contendo 0 RNA2) e fundo (B, contendo 0 RNAL).

Para a infecgdo sistémica das plantas hospedeiras ambos RNAS sdo necessarios.
Os virus do género Comovirus infectam uma gama relativamente estreita de
hospedeiros, limitada, principalmente, para a familia das leguminosas (LE et al., 2005;
BRADSHAW et al., 2011). A transmisséo dos virus do género Comovirus ocorre atraves
da inoculacdo mecéanica ou por vetores da ordem dos coledpteros, de forma ndo
persistente e semi-persistente (BARRADAS et al., 1991). No caso do Cowpea severe
mosaic virus (CPSMV), uma espécie do género Comovirus, 0s vetores associados a sua
transmissdo sdo os coledpteros da familia Chrysomelidae, destacando-se as espécies
Cerotoma arcuata e Diabrotica speciosa (COSTA et al., 1978; LIMA et al., 2005a). O
primeiro relato sobre C. arcuata como vetor do CPSMV data de 1963, no Suriname
(VAN HOFF, 1963). A seqguir, Debrot e Rojas (1967) observaram o mesmo fato na
Venezuela e, no Brasil, a primeira constatacdo € de Costa et al. (1978). Esta espécie €
vetora dos diversos isolados do CPSMV relatados no Brasil.

1.1.2 Cowpea Severe mosaic virus

O mosaico severo do caupi, causado pelo Cowpea severe mosaic Virus
(CPSMV), familia Comoviridae, género Comovirus, € um virus que infecta plantas em
paises do Caribe, América e Africa (FULTON; ALLEN, 1982; LIMA et al., 2005a). O
primeiro relato do CPSMYV no Brasil foi realizado por Oliveira (1947) no Rio Grande do
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Sul, e desde entdo sua distribuicdo alcancou todas as regides produtoras de feijao-caupi
(LIMA et al., 2005a), ocasionando danos quantitativos e qualitativos a cultura.
Atualmente, esse virus € considerado uma das principais doencas do caupi, sendo
relatado praticamente em todos os estados produtores do Norte e Nordeste do Brasil.

Segundo Kimati et al. (1997) o CPSMV é capaz de infectar naturalmente plantas
de feijdo-caupi através da transmissdo por coledpteros, especialmente, espécies da
familia Chrysomelidae, mas ja foi detectado a sua presenga em 23 espécies de plantas
da familia Leguminosae (BRIOSO et al., 1994; BERTACINI et al., 1998; PAZ et al.,
1999). Os sintomas apresentados por plantas doentes sdo, no geral, severos, expressos
na forma de intenso encrespamento do limbo foliar, em fungdo de numerosas
bolhosidades associadas a presenca de mosqueado, isto €, alternancia nos foliolos de
zonas de coloracdo verde-clara, com outras de cor verde-escura (Figura 1).
Frequentemente, sdo observado subdesenvolvimento das nervuras principais, resultando
em enrugamento e reducdo do limbo, bolhosidades, distorcéo foliar e, quando as plantas
sdo infectadas no inicio do ciclo, apresentam intenso nanismo, com severos prejuizos a
producdo (HULL, 2002; PIO-RIBEIRO et al., 2005).

Estudos conduzidos em casa de vegetacdo revelaram que, dependendo da idade
da planta infectada com o virus a producdo pode ser reduzida em até 80% (FREIRE
FILHO et al., 2005). As sementes produzidas nas plantas atacadas apresentam-se

deformadas, "chochas" e manchadas, com acentuada reducao no poder germinativo.
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Figura 1 - Planta de feijdo-caupi com sintomas severos decorrentes da infec¢do
pelo CPSMV
Fonte: Autor da tese, 2011.

O CPSMV ¢é um virus de morfologia isométrica, com diametro entre 28 e 30 nm.
O capsideo é formado por 60 copias de uma proteina maior (37 kDa) e 60 cOpias de
uma proteina menor (23 kDa) (CHEN; BRUENING, 1992). Seu genoma é dividido em
dois segmentos de RNA de fita simples (RNA-1 e RNA-2), os quais sdo separadamente
encapsidados e possuem tamanho de aproximadamente 6.0 e 3.5 Kb, respectivamente
(Figura 2). O RNA-1 codifica proteinas envolvidas na replicacio do RNA viral,
enquanto o RNA-2 codifica as proteinas do capsideo e a proteina necessaria para o
movimento, célula a célula e a longa distancia do virus (Figura 3) (GOLDBACH et al.,
1980). Ambos os RNAs sdo necessarios para que ocorra a infeccdo sistémica na planta

hospedeira.
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Figura 2 - Estrutura das duas particulas do virus CPSMV. llustracdo representando
0 genoma bipartido em duas particulas isométricas comuns aos virus do género
Comovirus. Ambas as particulas sdo constituidas de duas proteinas capsidiais, uma
menor (23 KDa) e outra maior (37 KDa).

Fonte: Adaptado do ViralZone, 2012.
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Figura 3 - Estrutura do genoma do CPSMV. llustracdo representando os dois
segmentos do genoma, RNA 1 e RNA 2 (um maior e outro menor, respectivamente) e 0s
respectivos genes presentes em cada segmento. Cada RNA gendmico esta ligado a uma
proteina VPg na extremidade 5° e poliadenilado na extremidade 3".

Fonte: Adaptado do ViralZone, 2012.

Quando n&o controlada, a doenga do mosaico severo do caupi, geralmente atinge
proporcdes epidémicas (BOOKER et al., 2005; KAREEM; TAIWO, 2007). As medidas

preventivas de controle do mosaico severo envolvem a aplicacdo de inseticidas visando
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a reducdo das populacGes dos insetos vetores (coledpteros da familia Chrysomelidae) e,
consequentemente, a diminuic¢do da incidéncia da doenca (FREIRE FILHO et al., 2005;
SILVA, 2008). Tal medida tem se apresentado ineficaz no periodo chuvoso, quando a
planta cresce mais intensamente. O alto custo também tem desencorajado a ado¢do do
controle quimico dos vetores pelos agricultores.

Em decorréncia dessas e de outras razBes, a resisténcia genética tem sido
apontada como a medida mais apropriada para o controle do CPSMV (PAZ et al., 1999;
Silva, 2008). Fontes de resisténcia ao CPSMV no germoplasma de caupi tém sido
relatadas por diversos pesquisadores que vai desde linhagens com resisténcia moderada
a imune aos diferentes isolados de CPSMV (THOMPSON, 1977; KLAS, 1979;
FULTON; ALLEN, 1982; LIMA et al., 1986b; SANTOS et al., 1987; VALE; LIMA,
1995; UMAHARAN et al.1996, PAZ et al., 1999; SILVA, 2008). Fulton e Allen (1982),
trabalhando com trés isolados da Venezuela, Arkansas (USA) e Costa Rica, mostraram
diferengas na viruléncia entre eles, mas nenhuma interacdo diferencial entre os
genotipos e isolados. Com base nessas evidéncias sugeriram que a resisténcia aos
isolados mais leves poderia ser estrapolada aos isolados mais agressivos. Alguns anos
depois, Umaharan (1990) baseado em resultados de screening feito em 160 acessos de
um banco de germoplasma em Trinidad e Tobago sugeriu que o isolado encontrado
naquele pais podia ser um dos mais agressivos isolados encontrados na regido do
Caribe.

Com a descoberta de genes de resisténcia ao CPSMV e posterior incorporagéo
dessa resisténcia em variedades cultivadas, 0 mosaico severo do caupi perdeu um pouco
sua importancia, mas continua sendo um dos fatores limitantes da produgéo em se
tratando de cultivares susceptiveis. Thompson (1977) trabalhando com o isolado de
CPSMV de Trinidad e Tobago, indicou que a resisténcia é governada por um Gnico gene
de carater recessivo. Contudo, os resultados mostram um excesso de susceptibilidade.
Watt et al. (1985) sugeriram que a resisténcia a um isolado brasileiro de CPSMV podia
ser governado por um ou dois genes. Os estudos mais recentes, relacionados a base
genética da resisténcia ao CPSMV tém apontado, na maioria das vezes, para uma
heranca monogénica (ASSUNCAO et al., 2005; SILVA, 2008). E o caso de algumas
cultivares desenvolvidas anteriormente, como: CNC 0434 realizada por Jiménez et al.,
(1989), Macaibo realizada por Vale e Lima (1995) e da linhagem L 254.008 realiada
por Coelho et al. (1998).
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Neste contexto, trabalhos relacionados a estrutura genética de isolados de
CPSMV sdo de fundamental importancia para o desenvolvimento de variedades
resistentes (GONCALVES; LIMA, 1982; BOOKER et al., 2005; KAREEM; TAIWO,
2007). Até 0 momento, apenas um genoma completo do RNA 1 do CPSMV foi
sequenciado em todo 0 mundo, sendo este proveniente de um isolado dos EUA (CHEN;
BRUENING, 1992). Apesar do baixo nivel de informacéo, alguns trabalhos de filogenia
e variabilidade genética a partir de sequéncias completas ou parciais do gene da capa
proteica (CP) desse virus foram relatados (LIN et al.,1982; SOUTO et al., 2002; LIMA
et al., 2005a, b; CAMARCO et al., 2009; BESERRA et al., 2011). Contudo, nenhuma
informac&o, até o presente momento, de filogenia e variabilidade genética de outras
regides gendmicas desse virus foram investigadas.

Segundo orientagcbes mais recentes do ICTV (International Committee on
Taxonomy of Viruses), as regides mais indicadas para estudos taxonémicos e de
variabilidade genética entre os Comovirus deve ser a regido do gene da Protease (Pro) e
Polimerase (RpRd) (ICTV, 2011). Por esta razdo é cada vez mais iminente a realizagdo
de trabalhos para geracdo e disponibilizacdo de informacgdes nos banco publicos de
sequéncias genémicas de diferentes regides, especialmente as regides de Pro e RpRd,
dos diversos isolados de CPSMYV, bem como a obtencdo de mais sequéncias completas

do genoma de outros isolados de CPSMV.

1.1.3 Familia Potyviridae

A familia Potyviridae é uma das maiores e economicamente mais importantes
familias de virus que infectam plantas, contendo cerca de 16% das espécies descritas
(FAUQUET et al., 2005). Os virus classificados nessa familia causam doengas em
diversas culturas de clima temperado e tropical, anuais e perenes, fruteiras, hortalicas e
grandes culturas, mono e dicotiledéneas. Atualmente, de acordo com o ultimo relatério
taxonémico do ICVT de 2011, a familia Potyviridae estd dividida em nove géneros,
sendo oito géneros bem definidos (Brambyvirus, Bymovirus, Ipomovirus, Macluravirus,
Poacevirus, Potyvirus, Rymovirus, Tritimovirus), e um género ainda ndo definido
agrupando duas espécies o Spartina mottle virus e o Tomato mild mottle virus. Esta
familia é constituida por aproximadamente 220 espécies, cuja classificacdo é baseada de
acordo com o agente vetor e a organizagdo do genoma (BERGER et al., 2005). A
familia Potyviridae é encontrada em todo o mundo, infectando mais de 2.000 espécies



25

de plantas. Todos os potyvirus formam corpos de incluséo cilindricos no citoplasma de
células infectadas, também denominados estrutura em “cata-vento”, sendo esta uma
caracteristica relevante para a identificacdo de espécies pertencentes a esta familia.
Membros dessa familia sdo facilmente transmitidos experimentalmente de plantas
infectadas para plantas sadias, pela inoculacdo via extrato vegetal infectado ou
utilizacdo de preparacdes virais purificadas ou concentradas (BERGER et al., 2005). As
plantas infectadas por membros da familia Potyviridae apresentam sintomas que
incluem desde mosqueado, mosaico, clorose, necrose, deformacdes de frutos e folhas
(SHUKLA et al., 1994).

O género Potyvirus é o mais numeroso da familia Potyviridae, com mais de 100
espécies descritas. Os virus classificados nesse género infectam uma ampla variedade
de plantas monocotiled6neas e dicotileddneas. Sua transmissao ocorre de maneira ndo
circulativa por afideos, intermediada por uma proteina auxiliar (Hc-Pro) codificada pelo
virus (FAUQUET et al., 2005; DIPIERO et al.,, 2006). As particulas virais sao
alongadas, flexuosas, com 680 a 900 nm de comprimento e 11 a 13 nm de diametro
(Figura 4). O seu genoma viral é constituido por uma unica molécula de RNA de fita
simples, sentido positivo, com aproximadamente 10.000 nt. O RNA gendmico é envolto
por um capsideo formado por cerca de 2.000 cdpias da proteina capsidial (CP), que
possui massa molecular de aproximadamente 34 KDa (Figura 4).

A proteina capsidial dos Potyvirus apresenta uma regido amino-terminal
altamente variavel em tamanho e sequéncia, uma regido central altamente conservada
contendo de 215 a 227 aminodcidos, e uma regido carboxi-terminal com 18 a 20
amino&cidos. As regibes amino e carboxi-terminal estdo voltadas para o exterior da
particula viral, e sdo responsaveis pelas propriedades antigénicas da proteina e,
consequentemente, da particula viral (SHUKLA et al., 1991). Segundo Riechmann et al.
(1989) o RNA dos potyvirus é covalentemente ligado a uma proteina de origem viral
(genome-linked viral protein), VPg em sua extremidade 5" (e apresenta uma cauda
poliadenilada, de origem viral, em sua extremidade 3"~ (ALLISON et al., 1986;
URCUQUI-INCHIMA et al., 2001). A VPg e a proteina capsidial (CP) sdo os unicos
produtos génicos que fazem parte da particula viral (HOLLINGS; BRUNT, 1981a). O
seu genoma possui uma unica fase aberta de leitura (ORF) localizada entre as
extremidades 5°e 3'ndo traduzidas (5’UTR e 3'UTR) cuja traducdo gera uma
poliproteina de 340 a 370 kDa (ALLISON et al., 1986).



26

A poliproteina € processada por trés proteases virais, Nla, P1 e Hc-Pro, contidas
na prépria sequéncia, dando origem de 8 a 10 produtos finais de proteina: a proteina N-
terminal (P1), o componente auxiliar-protease (Hc-Pro), a proteina P3, a proteina da
incluséo citoplasmatica (CI), duas proteinas de inclusdo nuclear (Nla [VPg-Pro] e Nib),
duas proteinas pequenas (6 K1 e 6 K2) e a proteina capsidial (CP) (URCUQUI-
INCHIMA et al., 2001; ADAMS et al., 2005) (Figura 5). As proteases P1 e HC-Pro
catalisam unicamente suas proprias clivagens em cis. A protease Nla, além de catalisar
sua propria clivagem em cis, também catalisa seis clivagens adicionais em trans
(DAROS; CARRINGTON, 1997) (Figura 5). Uma caracteristica das proteinas
sintetizadas pelos Potyvirus € o seu carater multifuncional. Cada proteina é geralmente
responsavel por varias funcdes durante o ciclo de infeccdo (URCUQUI-INCHIMA et
al., 2001).

Figura 4 - Esquema da estrutura da particula dos virus da Familia Potyviridae.
llustracdo representando a organizacdo da particula alongada e flexuosa comum nas
diferentes espécies da familia Potyviridae. O genoma contem cerca de 2000 cdpias da
proteina capsidial de aproximadamente 34 KDa.

Fonte: Adaptado do ViralZone, 2012.
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Figura 5 - Estrutura do genoma do CABMV. llustracdo representando o genoma
contendo a ORF que produz uma poliproteina ligada covalentemente a VPg na
extremidade 5 e uma poliadenilacdo na extremidade 3"; e 0s genes presentes nos
genomas com os respectivos sitios de clivagem.

Fonte: Adaptado do ViralZone, 2012.

A sequéncia de nucleotideos da regido 5° UTR dos Potyvirus é essencial para a
traducdo do RNA viral por conter um sitio de entrada interna de ribossomos (BASSO et
al., 1994), enquanto a regido 3" UTR coopera com a regido 5° UTR para uma traducéo
eficiente (GALLIE et al.,1995). As analises das sequéncias gendmicas de espécies de
Potyvirus indicam que o nivel de identidade entre espécies do género é relativamente
baixo. O nivel de identidade para demarcacdo de espécies foi proposto em 76% para
sequéncias de nucleotideos e 82% para sequéncias de aminoacidos. A anélise de cada
regido codificadora isoladamente indicou niveis de identidade nucleotidica para
demarcacdo de espécies de 58% (P1) ou de 74 a 78% (demais genes) (ADAMS et al.,
2005). Entretanto, uma comparacdo realizada em nivel de aminoécidos revelou uma
identidade média inferior de 70% para proteina capsidial, refletindo uma elevada
flexibilidade evolutiva do grupo e sugerindo que os Potyvirus continuam a se adaptar as
condi¢Bes ambientais (CALLAWAY et al., 2001; NICOLINI et al., 2011). Uma analise
com base em 1.220 sequéncias de proteinas capsidiais indicou um valor de 76 a 77% de
identidade de nucleotideos para a demarcacdo de espécies, 0 mesmo valor encontrado

para as comparacOes baseadas no genoma completo (ADAMS et al., 2005).
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1.1.4 Cowpea aphid-borne mosaic virus

O Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV), pertence a familia Potyviridae,
género Potyvirus. Este virus possui particula alongada e flexuosa, de aproximadamente
715 x 13nm, o seu genoma é composto de uma unica molécula de RNA de fita simples
com aproximadamente 10.000 nt. O RNA gendmico tem uma Unica fase de leitura
(ORF), cuja traducdo gera uma poliproteina de 340 KDa que sofre uma auto-proteoélise
a partir de trés proteases virais, Nla, P1 e Hc-Pro, gerando oito a dez produtos finais
(BERGER et al., 2005).

Na regido nordeste do Brasil, este virus é encontrado infectando diversas
leguminosas, como feijao-caupi, feijdo-de-praia (Canavalia rosea), amendoim (Arachis
hypogea) e outras espécies distantes filogeneticamente, como espécies de
maracujazeiros (Passiflora sp.) (PIO-RIBEIRO et al., 2000; KITAJIMA et al., 2008;
NASCIMENTO et al., 2006, BARROS et al., 2011; NICOLINI et al., 2011).

Embora o0 CABMYV possa ser transmitido por semente em caupi (SINGH et al.
1997), até o momento nenhum estudo comprova que este possa ser transmitido do
mesmo modo em espécies de Passiflora. A transmissdo natural € a mais importante
forma de disseminacdo do virus em caupi e no maracujazeiro, e é feita por varias
espécies de pulgbes como Myzus persicae Sulzer, Aphis gossypii Glover, Aphis
spiraecola Patch e Toxoptera citricidus Kirkaldy (BOCK; CONTI, 1974; FAUQUET et
al., 2005; FISCHER; REZENDE, 2008).

Os sintomas produzidos pelo CABMV em geno6tipos de caupi susceptiveis,
geralmente constituem-se de clorose na regido das nervuras alternando com manchas
verde-escuro ao longo de todo o limbo foliar (BOCK; CONTI, 1974; PURCIFULL;
GONSALVES, 1985). No Brasil, o controle do CABMV tem sido insatisfatorio, devido
ao alto custo dos defensivos agricolas para controle dos afideos nos plantios comerciais
de feijao-caupi e também de maracuja; em outros casos a dificuldade do controle ocorre
porque estas culturas estdo associadas ao cultivo doméstico, onde os tratos culturais
para controle dos patdgenos ndo sdo levados em conta e acabam funcionando como
verdadeiros depositos de multiplicagdo do virus.

Trabalhos relacionados a fontes de resisténcia e estudos da estrutura genética de
isolados de CABMYV sdo de fundamental importancia para o sucesso na geragcdo de

variedades resistentes e consequente controle do virus (PINTO et al., 2008). Até o
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momento, apenas trés genomas completos do CABMV foram sequenciados, sendo um
genoma proveniente de um isolado do Zimbabwe, infectando caupi (MLOTSHWA et
al., 2002) e dois genomas de isolados provenientes do Brasil um infectando maracuja e
0 outro amendoim (BARROS et al., 2011). No maracujazeiro, alguns trabalhos de
filogenia e variabilidade genética do CABMYV ja foram relatados (NASCIMENTO et
al., 2004; 2006; BARROS et al., 2011; NICOLINI et al., 2011). Contudo, em caupi,
apenas um trabalho com informac@es de filogenia e variabilidade genética de isolados
do Brasil foi publicado recentemente (NICOLINI et al., 2011). Nicolini et al. (2011)
tentando compreender as relacGes de adaptacdo do CABMYV ao hospedeiro como um
fator de evolucdo, sequenciaram o gene da capa proteica (CP) de cinco isolados de
CABMYV de caupi, provenientes do estado do Rio Grande do Norte e Pernambuco e
compararam estas sequéncias com as obtidas de isolados de Passiflora e Cassia

hoffmannseggii, uma leguminosa, coletados em diferentes regides do Brasil.

Figura 6 - Planta de feijdo-caupi com sintomas severo de infeccéo pelo CABMV.
Fonte: Autor da tese, 2011.
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1.2 Importancia do estudo da variabilidade genética dos virus de planta.

Os virus sdo considerados um dos mais importantes patdgenos na agricultura.
InfestacGes de viroses em areas cultivadas sdo responsaveis por uma gama de efeitos,
que podem resultar desde a reducéo da qualidade da colheita a completa devastacdo das
areas plantadas. O desenvolvimento de plantas resistentes a virus € uma das estratégias
mais promissoras para 0 manejo de doencas virais. No entanto, a natureza dindmica das
populacdes de virus proporciona uma constante evolucdo de novos isolados dentro de
uma espécie que podem adaptar-se cada vez mais ao novo hospedeiro, podendo levar
desde a quebra de resisténcia do virus a um determinado genotipo ao surgimento de uma
nova espécie (MANSOOR et al., 2003; GE et al., 2007).

Desde que Yarwood (1979) apresentou os primeiros trabalhos sobre os efeitos
dos virus de plantas nos hospedeiros ha mais de 30 anos, progressos significativos
foram feitos para decifrar os mecanismos populacionais de adaptacdo dos virus a quebra
de resisténcia no hospedeiro. Estudos recentes indicam que a adaptagdo viral a um
hospedeiro especifico, é influenciada pela estrutura genética da populacdo do virus
(D'URSO et al., 2000; JRIDI et al., 2006), o modo de propagacdo (transmissao
mecanica ou transmissdo vetorial) (SAMBADE et al., 2007; CERNI et al., 2008),
biologia do virus em relacdo a gama de hospedeiros (ex.: generalista ou especialista)
(AGUDELO-ROMERO et al., 2008), e pressao de selecdo imposta pelo genotipo do
hospedeiro potencial (TAN et al., 2005; RICO et al., 2006).

Em geral, a ideia que se tem é que alguns virus podem se adaptar rapidamente
aos diferentes ambientes do hospedeiro. Por exemplo, a quebra de resisténcia por alguns
isolados podem surgir durante um primeiro contato com um hospedeiro restritivo
(HEBRARD et al.,, 2006; ACOSTA-LEAL; XIONG, 2008). Mesmo mutacdes para
adaptacdes sistémicas dos virus em uma espécie de planta ndo hospedeira pode ocorrer
espontaneamente e tornar-se fixa em uma populacéo apenas com uma passagem inicial
(TAN et al., 2005; RICO et al., 2006). Contudo, apesar do seu potencial para uma rapida
adaptacdo ao hospedeiro, a maioria dos virus de planta apresenta estabilidade genética
alta, uma vez que tenham alcancado adaptacédo ecoldgica com o hospedeiro (ELANA et
al., 2005).

Um dos principais fatores responsaveis pelo aumento da diversidade genética,
surgimento ou extingdo de novas espécies de virus, quebra de resisténcia em um

determinado gendtipo é o aparecimento de mutacfes, recombinagdes, rearranjos e
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aquisicdo de novo de genes no genoma dos virus que possuem material genético tanto
de RNA quanto de DNA (CLUNE et al., 2008; GRAHAM et al., 2010). No caso das
mutacdes, mensurar suas taxas em uma determinada espécie ou grupo de isolados de
virus € um fator chave para a compreensdo da estrutura genética das populacdes ao
longo do tempo. Pois os valores exatos das taxas de mutacdes sdo importantes para se
chegar a uma estimativa mais precisa do grau de diversidade genética existente em uma
determinada espécie ou grupo de isolado, e, consequentemente, compreender o
potencial evolutivo. Entretanto, estas informacGes ainda sdo limitadas apenas para
algumas poucas espécies de virus de planta, especialmente aquelas de maior
importancia econdmica e associadas as commodities.

A maior parte dos trabalhos sobre diversidade genética e evolugdo das
populacdes virais em plantas tem sido realizada, principalmente, com virus de RNA
(ribovirus) (GARCIA-ARENAL et al.,, 2001; ROOSSINCK; SCHNEIDER, 2005;
ELANA et al., 2008; NICOLINI et al., 2011). Este fato se deve porque a maioria dos
virus de plantas ja estudados possuem o genoma composto de RNA, e virus com esse
tipo de genoma apresentam maior susceptibilidade ao surgimento de mutacdes genéticas
(DOMINGO; HOLLAND, 1997; ELANA et al., 2005). Em média, a cada rodada de
replicacdo os ribovirus apresentam razdo de mutacdo na ordem de magnitude de 0,03 a
2 por genoma em relacdo ao DNA de seus hospedeiros (DRAKE; HOLLAND 1999;
CHADO et al., 2002; ELANA et al., 2008). Para virus de DNA, especialmente, 0s virus
com genomas grandes, como 0os dsDNAs (dupla fita de DNA), a razdo de mutacédo por
genoma € bem mais baixa com aproximadamente 0,003 por rodada de replicacdo
(CHAO et al.,, 2002). Isto se deve, em parte, a capacidade de correcdo da DNA
polimerase durante as etapas de replicacdo dos virus de DNA, e no caso dos virus de
RNA estas mutacOes sdo resultado da falta de atividade de revisdo da RNA polimerase
dependente de RNA (RpRd) (DRAKE; HOLANDA, 1999; MALPICA et al., 2002).
Entretanto, os virus de DNA com genomas pequenos, como 0s begomovirus que sao
constituidos de genoma do tipo ssDNAs (fita simples de DNA), as taxas de mutacdo séo
mais frequentes e possuem niveis préximos aos encontrados nos ribovirus (RANEY et
al., 2004; DUFFY; HOLMES, 2008).

Isnard et al. (1998), analisando a variabilidade genética de um unico isolado de
Maize streak virus (MSV), da familia Geminiviridae, em diferentes condigdes de
passagem numa mesmo hospedeiro; observou um alto grau de variabilidade genética em

niveis similares aos encontrados nos virus de RNA. As altas taxas de mutacdes
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encontradas nos virus de RNA podem refletir uma estratégia evolutiva, embora muitos
virus de RNA estaveis geneticamente, como o Tabacco etch virus (TEV), um virus com
genoma de RNA fita simples senso positivo, pertencente a familia Potyviridae, tenham
conseguido adaptar-se ao seu hospedeiro ao longo dos tempos (SANJUAN et al., 2009).

Recentes analises filogenéticas indicam que mutacdes tém sido um importante
fator evolutivo de algumas espécies de virus de RNA e DNA. Apesar dos poucos
estudos sobre estrutura genética e variabilidade das populagdes entre os virus de DNA
comparado aos virus de RNA (GE et al., 2007), os altos niveis de mutacéo,
especialmente encontrados entre os begomovirus, familia Geminiviridae, talvez seja um
dos fatores determinantes para explicar o grande nimero de espécies e quasispecies
encontradas entre esse grupo de virus. Contudo, a maior parte dos estudos com
begomovirus mostram que a recombinacdo é o fator preponderante para explicar a
grande variabilidade genética existente (PADIDAM et al., 1999; PITA et al., 2001;
RIBEIRO et al., 2007).

No caso dos ribovirus de planta, estudos comprovam que as suas populacdes séo
bastante estaveis se comparados com 0s ribovirus que infectam animais, apesar dos
relatos das altas taxas de substituicdo entre os virus de RNA de planta (RODRIGUEZ-
CEREZO et al., 1991; FRAILE et al., 1997; MARCO; ARANDA, 2005; HERRANZ et
al., 2008; FARGETTE et al., 2008). Este comportamento peculiar pode estar
relacionado, em parte, a selecdo de espécies com elevada capacidade para inibir ou
estabilizar a resposta do sistema de defesa do hospedeiro ao seu ataque, a existéncia de
fortes gargalos durante a movimentacdo célula a célula, a existéncia de gargalos durante
a transmissdo mediada por vetor, ou diferencas no modo de replicacdo comparado ao
ciclo litico dos virus de animais (FRENCH; STENGER, 2003; SARDANYES et al.,
2009). No entanto, comparado aos virus de RNA de animais, as informagdes disponiveis
sobre a estrutura genética e diversidade das populagdes entre os fitovirus ainda € escassa
e, consequentemente, estudos biolégicos em condic¢bes controladas e a disponibilizacéo
de informacgdes de sequéncias genémicas dos virus de planta nos bancos de dados

precisam ser cada vez mais ampliados.
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1.3 Mecanismos de resisténcia derivada do patdégeno

Hé& algumas décadas podia-se dizer que o controle de doengas causadas por virus
em plantas se restringia a alguns métodos, como: a termoterapia, cultura de meristemas,
controle quimico do inseto vetor, microenxertia, erradicacdo das plantas infectadas e
protecdo cruzada (FUCHS; GONSALVES, 2007). Com o desenvolvimento da genética
e da biologia molecular e com o advento das técnicas de manipulagdo genética, outras
possibilidades estdo disponiveis, entre elas a transformacéo genética. Ha que se ter em
conta, no entanto, que todas as acfes de controle, mesmo ndo envolvendo manipulagéo
genética, continuam a serem validas e essenciais, sendo de fundamental importancia
para o controle integrado de doencas virais.

Apds a primeira demonstracdo da possibilidade de obtencdo de resisténcia
derivadas do patogeno (RDP), no trabalho pioneiro do grupo do Dr. Roger Beachy em
que se observou resisténcia em plantas de tabaco transgénicas expressando o gene da
capa proteica do Tabacco mosaic virus (TMV) (ABEL et al., 1986), diversas estratégias
tém sido usadas para a 0 desenvolvimento de plantas transgénicas resistentes ou imunes
a virus pelo uso da engenharia genética. Estas estratégias sdo baseadas em duas grandes
classes: resisténcia mediada por proteinas e resisténcia mediada por silenciamento de
RNA.

Atualmente, a maioria das plantas transgénicas resistentes a virus disponiveis
comercialmente podem ser consideradas resultado de resisténcia derivada do patdgeno
(RDP) a partir da expressdo de genes virais truncados defectivos em células vegetais
(PRINS et al., 2008). RDP é um fendmeno pelo qual plantas transgénicas contendo
genes ou sequéncias de acido nucleico de um parasita promove a protecdo contra 0s
efeitos prejudiciais dos patdgenos relacionados (SANFORD; JOHNSTON, 1985;
LOMONOSSOFF, 1995). Entre as proteinas virais mais usadas para RDP destacam-se,
as replicases, proteinas de movimento, proteases e, na maioria das vezes, proteinas
capsidiais (CP) (KUNIK et al., 1994; NORIS et al., 1996; HONG; STANLEY, 1996;
DUAN et al., 1997; BRUNETTI et al., 1997, 2001; LUCIOLI et al., 2003; ANTIGNUS
et al., 2004; CHELLAPPAN et al., 2004a; YANG et al., 2004; BONFIM et al., 2007).
Em mamoeiro (Carica papaya L.), um grande avango no controle do Papaya ringspot
virus (PRSV), familia Potyviridae, ocorreu com o desenvolvimento de plantas
transgénicas, por Fitch et al. (1992), expressando o gene da proteina capsidial de PRSV
que foi isolado pela primeira vez no Havai (GONSALVES; ISHII, 1980). Os clones de
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uma linhagem transgénica RO, foram altamente resistentes ao isolado de PRSV do
Havai em experimentos realizados em casa de vegetacdo (FITCH et al., 1992). Os
experimentos de campo relevaram que as linhagens RO e R1 também foram altamente
resistentes aos isolados presentes no Havai (CAI et al., 1999). Entretanto, testes
realizados com isolados do Brasil e Taiwan apresentaram baixos niveis de resisténcia
para estes isolados (SOUZA JUNIOR; GONSALVES, 2005).

A eficacia préatica da RDP para controlar virus de plantas tem sido firmemente
estabelecida através de numerosos estudos (NOINNET, 2001; TEPFER, 2002;
BAULCOMBE, 2004; MACDIARMID, 2005; BUCHER et al., 2006; BONFIM et al.,
2007; LEE et al., 2011). Na verdade, a resisténcia por expressdo do gene da CP do
patdgeno alvo tem sido utilizada contra quase todas as familias de virus de plantas em
diversas culturas, embora alguns estudos tenham relatado quebra de resisténcia ou
diminuicdo de tolerancia dependente da concentracdo de indculo e diversidade genética
da populagio do patogeno (SOUZA JUNIOR; GONSALVES, 2005).

No entanto, ao longo da ultima década, estudos tém demonstrado que 0s
mecanismos mais eficiente para a obtencdo de plantas resistentes a virus sdo mediados
por RNA e ocorrem através do mecanismo de silenciamento génico pos-transcricional
(PTGS) ou silenciamento de RNA (PRINS et al., 2008). O termo silenciamento génico
refere-se a uma série de mecanismos por meio dos quais a expressdo de um ou mais
genes ou molécula de acido nucleico é regulada negativamente (BAULCOMBE, 2000;
MATZKE et al., 2001). Este é um mecanismo conservado de regulacdo da expressédo de
mRNA em plantas, animais e fungos, e caracterizado pela degradacdo de mRNAs
enddgenos/transgénicos no citoplasma, levando a reducgdo da expressdo génica (HERR,
2005). O componente unificador dos diferentes processos de silenciamento de RNA ja
estudados em diversos organismos € o RNA de fita dupla (dsRNA), que é reconhecido
pela enzima Dicer e transforma o dsRNA em curtos fragmentos de 21 a 26 nt
denominados pequenos RNAs de interferéncia (SiRNAs). Estes pequenos RNAs sao,
entdo, incorporadas pelo 'Complexo de silenciamento induzido por RNA’ (RISC). Em
seguida, o RISC dirige a degradacdo de mRNAs enddgenos que tém identidade com os
pequenos RNAs (HANNON, 2002; NOVINA; SHARP, 2004).

Em plantas, o silenciamento de RNA controla indmeros processos de
desenvolvimento e é requerido para a regulacdo da acumulacdo viral. Nos primeiros
estudos com plantas transgénicas resistentes a virus, percebeu-se que o silenciamento de

RNA representava um sistema ancestral de defesa contra virus e retrotransposons
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(LINDBO et al., 1993b; MANSOOR et al., 2006). Atualmente, sabe-se que este
constitui também um mecanismo eficiente de regulacdo génica, que atua principalmente
no controle de genes envolvidos no desenvolvimento do organismo e na manutengédo da
integridade do genoma (DENLI; HANNON, 2003; MANSOOR et al., 2006; NIU et al.,
2010).

Uma das primeiras funcGes bioldgicas propostas para o silenciamento de RNA
foi estabelecida em plantas durante estudos sobre RDP (LINDBO et al., 1993b). A
observacdo de que plantas recuperadas de uma primeira infeccdo viral tornavam-se
resistentes a reinfeccdo pelo mesmo virus, devido a ativacdo e manutencdo do
silenciamento, levou a hipdtese de que o silenciamento de RNA seria uma resposta
adaptativa de defesa contra virus (AL-KAFF et al., 1998). Evidéncias adicionais foram
obtidas com a observacdo de que plantas mutantes defectivas para o silenciamento sao
hipersensiveis a infec¢do por alguns virus (MOURRAIN et al., 2000; MOREL et al.,
2002; VOINNET, 2005), e pela descoberta de proteinas virais com capacidade de
suprimir o silenciamento em plantas (ANANDALAKSHMI et al., 1998; BRIGNETI et
al., 1998; PALUKAITIS; MACFARLANE, 2006; ZIEBELL et al., 2011) e animais (LI
et al., 2002). A funcdo do silenciamento de RNA na defesa contra virus levou a sugestdo
de que o mecanismo funcionaria como um “sistema imune” do genoma. De forma
analoga ao sistema imunoldgico presente em aves e mamiferos, o silenciamento de
RNA é especifico contra elementos exdgenos, a resposta pode ser amplificada e
desencadeia uma resposta massiva contra um invasor (nesse caso, uma molécula de
acido nucléico) (PLASTERK, 2002).

Uma das limitacdes da resisténcia mediada por RNA é a sua alta especificidade a
sequéncias alvos de nucleotideos, o0 que é um fator negativo para a resisténcia viral nas
culturas (BAULCOMBE, 1996). InfecgBes mistas por virus distintos ou até isolados que
apresentem uma grande variabilidade genética podem superar a resisténcia mediada por
RNA porque o silenciamento serd atenuado ou inibido pelo supressor de silenciamento
dos virus ndo relacionados (NIU et al., 2006).

Prins et al. (1996) com o objetivo de avaliar plantas resistentes mediada por
RNA construiram um cassete de interferéncia utilizando o gene N do Tomato spotted
wilt virus (TSWYV) e avaliaram se as linhagens obtidas de tomateiro tambeém possuiam
amplo espectro de resisténcia a outros tospovirus, como Groundnut ringspot virus
(GRSV) e o Tomato chlorotic spot virus (TCSV). Eles avaliaram que apesar de haver

entre estas espécies de tospovirus uma identidade de nt relativamente alta, de cerca de
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78 a 80%, os niveis de resisténcia foram baixos para as demais espécies. Alguns anos
mais tarde, Jean et al. (2000) construiram um transgene contendo duas sequéncias
provenientes de dois virus distintos, o potyvirus Turnip mosaic virus (TuMV) e o
tospovirus Tomato spotted wilt virus (TSWV), respectivamente. A expressdo desse
transgene conferiu resisténcia mediada por RNA contra algumas espécies ndo
relacionadas. Similarmente, Bucher et al., (2006) demonstraram que plantas de
tomateiro expressando um Unico e pequeno RNA hairpin contendo 4 segmentos do gene
N (150 nt) de diferentes tospovirus Tomato spotted wilt virus (TSWV), Groundnut
ringspot virus (GRSV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Watermelon silver mottle
virus (WSMoV) apresentaram um amplo espectro de resisténcia.

Bonfim et al. (2007) utilizaram uma construgdo de RNA hairpin a partir de uma
sequéncia conservada do gene rep do Bean golden mosaic virus (BGMV) com a
finalidade de gerar feijoeiros transgénicos resistentes ao referido virus. Num total de 18
plantas transgénicas obtidas, duas linhagens apresentaram imunidade ao BGMV. Testes
de progénies avancados indicaram que, sob uma densidade populacional de mais de 300
moscas-brancas viruliferas por planta, em contato com as linhagens transgénicas por
todo o ciclo de vida, 92,7% permaneceram sem sintomas. Testes de campo em
diferentes regides produtoras de feijdo no Brasil com relatos da presenca do BGMV, nédo
identificaram o aparecimento de sintomas nas plantas transgénicas por nenhum dos
isolados presentes nestas regides (ARAGAO; FARIA, 2009). Analises moleculares de
um fragmento de 421 pb do genoma do BGMV usado para a construcdo do cassete de
interferéncia mostrou que havia 100% de similaridade desta sequéncia entre 0s
diferentes isolados analisados.

Trabalhos envolvendo infecgdes mistas de diferentes espécies de virus tém
avaliado o sinergismo existente entre as espécies de virus e a capacidade da planta
transgénica engenheirada para silenciamento por RNAI manter-se resistente. Nestes
estudos, alguns mediadores sinérgicos de doengas virais sdo identificados, e sabe-se que
eles agem suprimindo alguns componentes do mecanismo de silenciamento génico. O
efeito dessa supressdo resultado da co-infecgdo com dois virus diferentes leva ao
aparecimento de sintomas muito mais graves do que a infeccdo com um Unico virus.
Muitos desses efeitos sinérgicos envolvem membro do género Potyvirus
(ANANDALAKSHMI et al., 1998). Assim, Aragdo e Faria (2009) investigando
possiveis supressdes de resisténcia em plantas transgénicas de feijao comum (Phaseolus

vulgaris) engenheiradas para o Bean golden mosaic virus (BGMV) por co-inoculagdo



37

com o Bean common necrotic mosaic virus (BCNMV), género Potyvirus, ou com o
Bean rugose mosaic virus (BRMV), género Comovirus e o BGMV, género
Begomovirus, constataram que todas as plantas transgénicas infectadas com o BCNMV
ou BRMV mantiveram a sua imunidade contra 0 BGMV.
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2. OBJETIVOS

2.1.1 Objetivo Geral
Dentro do contexto previamente apresentado, esse trabalho teve o objetivo de estudar a
variabilidade genética do Cowpea severe mosaic virus (CPSMV) e do Cowpea aphid-
borne mosaic virus (CABMV) nas principais regides produtoras de caupi com
perspectiva para o desenvolvimento de estratégias de geracdo de genotipos resistentes a

estes virus pelo silenciamento por RNA interferente (RNAI).

2.1.2 Objetivos Especificos

1 — Sequenciar e caracterizar o fragmento gendmico amplificado de diferentes isolados
de CPSMV e CABMV provenientes das principais regides produtoras.

2 — Realizar analise de filogenia e variabilidade genética entre os diferentes isolados de
CPSMV e CABMV.

3 — Selecionar “in silico” uma sequéncia apropriada para constru¢cdo de um vetor de
RNAI para silenciamento do genoma do CPSMV e CABMV.
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1.0 INTRODUCAO

Um dos virus mais importantes que infectam caupi no Brasil é Cowpea severe
mosaic virus (CPSMV), que pertence a familia Secoviridae, género Comovirus
(GONCALVES; LIMA, 1982; LIMA et al., 2005; BOOKER et al., 2005). O CPSMV
possui genoma composto por duas moléculas de RNA de fita simples senso positivo,
chamado RNAl1 e RNA2. Os RNAs gendmicos tém uma pequena proteina
covalentemente ligada a sua extremidade 5 ' UTR (proteina ligada ao genoma viral,
VPg) e sdo poliadenilados nas extremidades 3' (CHEN; BRUENING, 1992). O genoma
do CPSMV ¢é expresso através da sintese e processamento proteolitico de uma
poliproteina precursora. O RNA1l do CPSMV codifica cinco proteinas maduras
necessarias para a replicacdo, sendo elas, da orientacdo 5" para 3", um cofator protease
[Co-pro], uma helicase putativa [Hel], um VPg, uma protease [Pro], e uma RNA-
polimerase RNA dependente [RDRP]); enquanto o RNA2 codifica uma proteina de
movimento célula a célula [MP] e duas proteinas capsidiais, uma maior e outra menor
(LOMONOSSOFF et al.,, 2001; LE GALL et al., 2005). CPSMV ¢ facilmente
transmitido mecanicamente, e na natureza se propaga de uma forma semi-persistente
por varios besouros Chrysomelidae, entre eles Ceratomia arcuata, o vetor mais
importante no Brasil (COSTA et al., 1978; LIMA et al., 2005b).

Uma alternativa interessante para o controle do CPSMV ¢é o uso de cultivares
resistentes. Uma estratégia atraente seria a utilizacdo de plantas transgénicas
engenheiradas para explorar o conceito da interferéncia de RNA (RNAI) com finalidade
de silenciar genes virais (BONFIM et al., 2007; ARAGAOQ; FARIA, 2009). No entanto,
RNAi €& um mecanismo de silenciamento de genes sequéncia especifica.
Consequentemente, as informagdes sobre variabilidade genética dos genomas dos virus
alvos sdo de fundamental importancia para a eficiéncia dessa ferramenta.

Apesar dos numerosos estudos sobre os virus que infectam caupi, informacdes a
respeito da diversidade e variabilidade do genoma do CPSMYV ainda € bastante limitada
(BESERRA Jr. et al., 2011). Neste estudo, o principal objetivo foi sequenciar
parcialmente o genoma de RNA1 de isolados de CPSMV das principais regifes
produtoras de caupi do Nordeste brasileiro.
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2.0 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETADO MATERIAL VEGETAL
Plantas com sintomas de infeccdo viral foram coletadas em diversas localidades

de nove unidades da federacdo (Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Distrito Federal). Durante a coleta, as amostras
de folhas foram armazenadas imediatamente em sacos plasticos contendo papel
umedecido, transportadas para o laboratério em uma caixa de isopor com gelo, e
mantidas a -80 °C até sua utilizagcdo. A origem geografica das amostras coletadas sdo

mostrados na figura 7.

2.2 RNA Dot-blot
As amostras de feijao-capi coletadas foram primeiramente avaliadas quanto a

presenca do CPSMV por analise de Dot-blot, e posteriormente, selecionadas para o
isolamento de RNA e clonagem dos fragmentos virais por RT-PCR no laboratério de
Transferéncia de Genes da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. O RNA total
foi extraido de plantas infectadas utilizando um tampéao de extracdo, Trizol (Invitrogen).
O RNA (50 pg) foi ressuspendido em 1 mM EDTA pH 8,0 a um volume final de 50 pl.
Para isso foram adicionados 30 pl de 20X SSC e 20 ul de formaldeido 37%. As
amostras foram incubadas por 30 min a 60 °C e mantidas em gelo até serem transferidas
para uma membrana de nylon. A hibridizacdo foi realizada conforme descrito
anteriormente (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). A sonda foi construida a partir da
amplificagdo do fragmento genémico de 2200 pb do isolado de CPSMYV proveniente do
municipio de  Taiba-CE, utilizando os  primers CSMVF2000 (5'-
GAGAAGGGAATGCACTTTGATT-3") e CSMVR4400 (5
AGATTATATTCCATAGGAAGTA-3'). O fragmento amplificado foi clonado em vetor
pGEM-T-Easy (Promega) e digerido com as enzimas EcoRI e Hindlll para gerar um

fragmento 362 pb correspondendo a um fragmento da regido da Helicase.
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Figura 7 Mapa indicando as areas onde foram coletadas as amostras de feijdo-
caupi. Os circulos preenchidos de cor preto representam as amostras coletadas e
sequenciadas, e os circulos ndo-preenchidos representam as amostras coletadas e nao
sequenciadas.

Fonte: Autor da tese, 2011.

2.3 Extracéo de RNA e sequenciamento do fragmento de RNA 1

O RNA total foi extraido das plantas infectadas, previamente selecionadas, com
0 tampdo de extracdo de RNA, Trizol (Invitrogen). Apds a extracdo o RNA total foi
utilizado para a sintese de fragmentos de cDNA por RT-PCR usando a enzima
Superscript ® Transcriptase Reversa Ill (Invitrogen). Para amplificacdo do fragmento
de interesse foram sintetizados sete primers, sendo quatro no sentido forward e trés no
sentido reverse. Os primers sintetizados foram testados em todas as combinagdes
possiveis e foi selecionada a combinacgdo que amplificou o0 maior fragmento do CPSMV

(Tabela 1). O segmento genémico de RNA1 do CPSMV selecionado foi amplificado
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por PCR usando a combinacdo de primers CSMVF2000 (5'-
GAGAAGGGAATGCACTTTGATT-3Y) e CSMVR4400 (5-
AGATTATATTCCATAGGAAGTA-3') com Taq Platinum DNA polimerase
(Invitrogen). O produto desta amplificacdo resultou num fragmento de 2200 pb que
correspondeu as sequéncias codificantes parcial do gene da helicase (Hel), VPg, 3C-like
protease (Pro) e a seqiiéncia parcial da RNA polimerase RNA-dependente (RdRp). A
amplificacdo por PCR foi realizada com um aquecimento inicial a 94 °C por 3 min,
seguida de 40 ciclos de desnaturacdo (94 °C / 1 min), anelamento (50 °C / 1 min) e
extensdo (68 °C / 4 min), seguido por uma extensdo final a 68 °C por 10 min. Os
produtos de PCR amplificados foram sequenciados pela Macrogen Inc. (Seul, Coréia do
Sul). As sequéncias parciais de RNA1 obtidas foram depositadas no GenBank.

Tabela 1 - Primers usados para amplificagdo CPSMV em feijao-capi.

Primer Orientacdo Sequéncia (5°-3")

Primers CPSMV

CSMVF1 Forward ACGCATTAAACTACAATATGAAGTTCT
PCSMVF1 Forward GCHTTYMGWAAYMGDMGACAYGT
PCSMVF2 Forward TTGTKDNBATTGATGAYTTTGSTGCHGT
CSMVF2000 Forward GAGAAGGGAATGCACTTTGATT
CSMVR1 Reverse TGAACGCTCAGTAAGTTATCATCACC
CSMVR4400 Reverse AGATTATATTCCATAGGAAGTA
CSMVR4800 Reverse CTCATTGAAAATGCTGTTGCA

Fonte: Autor da tese, 2011.

2.4 Analises das sequiéncias

Os nucleotideos e as sequéncias de aminoacidos foram alinhadas usando o
programa Clustal W. A analise filogenética foi realizada com o programa MEGA 5.1
usando o modelo Kimura para estimar as distancias genéticas (Tamura et al., 2011). A

arvore filogenética foi obtida utilizando o algoritmo de maxima verossimilhanca com
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1.000 bootstrap de repeticdo. Este estudo foi realizado para comparar individualmente
as sequéncias de nucleotideos e aminoacidos com isolados anteriormente relatados da
mesma espécie ou com os isolados do mesmo género (sequéncias recuperadas do

GenBank) para determinar a relacdo entre isolados brasileiros de CPSMV.

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

Cinguenta amostras foram coletadas em campos comerciais de feijado-capi em
nove estados brasileiros (Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco,
Alagoas, Sergipe, Bahia e Distrito Federal) correspondendo a regido onde se concentra
o0 cultivo de feijdo-caupi (Figura 7). Todas as amostras foram inicialmente identificadas
quanto a presenca do CPSMV por RNA Dot-blot. Onze isolados foram escolhidos para

sequenciamento com base nos sintomas (Tabela 2) e distribuicdo geografica (Figura 7).

Tabela 2. Indicacdo dos municipios de origem dos isolados selecionados e
sequenciados e sua correlagdo com o nivel de sintomas observado para o CPSMV
durante a coleta.

Municipios da coleta Sintomas
Russas — CE Fraco
Queimadas — PB Moderado
Taquaritinga do Norte - PE Moderado
Itabaianinha — SE Moderado
Jupi — PE Severo
Laranjeiras do Abdias — RN Fraco
Brazlandia — DF Moderado
Teresina - Pl Severo
Taiba — CE Severo
Jaguaribe — CE Moderado
Irecé — BA Severo

Fonte: Autor da tese, 2011.
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Figura 8 - Sequéncia de aminoacidos obtida a partir de analises in silico de um
fragmento da poliproteina codificada pelo genoma RNAL1 de CPSMYV isolado da
Taiba-CE. Helicase (Hel), Proteina ligada ao genoma viral (VPg), Picornain 3C-
protease (Pro), RNA polimerase dependente de RNA (RpRd).

Fonte: Autor da tese, 2011.

A sequéncia de 2200 nt, que representa 1/5 do genoma completo do RNA1 do
CPSMYV, foi caracterizada e correspondeu a parte da regido codificante do gene da
helicase (Hel), do gene da proteina ligada ao genoma viral (VPg), picornain 3C-
protease (Pro) e parte da RNA polimerase dependente de RNA (RpRd) de CPSMV
(Figura 8). O sequenciamento dos produtos de RT-PCR de RNA1 dos isolados de
CPSMYV revelaram identidade elevada, variando de 98 a 100% (Tabela 3). A amostra do
isolado de Brazlandia-DF revelou identidade de 100% quando comparado com o
isolado de Jaguaribe-CE. E importante considerar que a distancia entre os dois
municipios onde foram coletadas as amostras € de aproximadamente 1.800 km. A
identidade de amino&cidos entre todos os isolados coletados também foi alta, variando
de 96-100%. Resultados semelhantes foram observados para os isolados do Bean pod
mottle virus (BPMV) infectando Desmodium illinoense nos EUA, em que uma
identidade de &cido nucléico de 99,4 a 100% foi observada, com uma semelhanga de
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aminoacidos variando 98,5-99,4% em um fragmento de RNA1 (BRADSHAW et al.,
2011). Além disso, um estudo recente determinou que a variabilidade em 521 nt do gene
da proteina capsidial de seis isolados coletados durante um periodo de 32 anos de
CPSMV foi também muito baixa, com identidade de &cido nucleico variando entre 97-
100% e 92-100% nas sequéncias de aminoacidos (BESERRA JR. et al., 2011),
revelando que os isolados presentes no Brasil possuem baixos niveis de variabilidade
genética (Tabela 3). Zhang et al. (2007) observaram a presenca de RNA1 recombinante
quimérico em BPMYV infectando soja, revelando que a baixa variabilidade genética é

observada em outras espécies de virus do género Comovirus.

Considerando o fato de que foram analisadas amostras coletadas em locais
distintos distribuidos em uma érea de 1,2 milhGes de quilémetros quadrados, e que a
identidade entre as sequéncias nucleotidicas variaram apenas entre 98 a 100% e de
aminoacido de 96 a 100%, parece que a variabilidade observada no CPSMV ¢é baixa
(Tabela 3), o que nos encoraja a usar estratégias baseadas em RNAI para a obtencédo de
plantas transgénicas resistentes a CPSMV. Provavelmente, efeitos gerados por uma alta
variabilidade genética a qual essa populacdo poderia estar sujeita, como a quebra de
resisténcia, seriam minimizados o que permite o uso dessa ferramenta (RNAI) para a
geracdo de plantas resistentes por toda a extensa area onde o feijdo-caupi é produzido
no Brasil.

Anédlise filogenética confirmou que os isolados brasileiros de CPSMV sdo
substancialmente diferentes do isolado de CPSMV encontrado nos EUA (Figura 9). A
robustez da filogenia resultante foi avaliada através da analise de bootstrap. Uma analise
adicional com os fragmentos parciais de RNA 1 revelou uma separacdo clara entre
isolados de Taiba-CE, Irecé-BA e Teresina-Pl, que possuem um enraizamento formando
um clado separado dos outros isolados brasileiros. Camarco et al. (2009) analisando a
diversidade genética de dois isolados brasileiros de CPSMV comparado com um isolado
da América Central e outras espécies do género Comovirus, observaram uma clara
separacdo entre os isolados de CPSMV encontrados no Brasil, formando um clado a
parte em relacdo aos demais, embora quando comparado as demais espécies de virus do
género, todos os isolados de CPSMYV ficaram agrupados em um mesmo ramo da arvore
formando um Unico clado. Na analise filogenética realizada no presente trabalho, nédo
houve evidéncias de contrastes bioldgicos que poderiam estar associados a esta

separacdo quando foram correlacionadas as distancias genéticas entre os isolados e a
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diferenca de sintomatologia encontrada nas plantas coletadas nos diferentes municipios

do nordeste brasileiro.

Tabela 3 - Porcentagem de identidade entre os nucleotideos (diagonal acima) e
aminoacidos deduzidos (diagonal abaixo) a partir da andlise de sequéncias de um
fragmento de RNA1 (2.200 nt) proveniente de 11 isolados brasileiros de CPSMV.

TAI TAQ TER QUE ITA LAR BRA JAG RUS JUP IRE USA

TAI 98 100 98 98 98 98 98 98 98 98
TAQ 97 98 100 99 99 100 100 99 99 99
TER 100 97 98 98 98 98 98 98 98 98
QUE 97 100 97 99 99 100 99 99 99 99
ITA 97 100 97 100 99 99 99 100 100 100
LAR 97 99 96 99 99 99 99 99 99 99
BRA 97 100 97 100 100 99 100 99 99 99
JAG 97 100 97 100 100 99 100 99 99 99
RUS 97 100 97 100 100 99 100 100 100 100
JUP 97 100 97 100 100 99 100 100 100 99
IRE 97 100 97 100 100 99 99 99 100 100

USA 91 91 91 91 91 91 91 91 91 91 91

79

79

79

79

79

79

79

79

79

79

79

TAIl: Taiba-CE; TAQ: 2: Taquaritinga do Norte-PE; TER: Teresina-Pl; QUE:
Queimadas-PB; ITA: Itabaianinha-SE; LAR: Laranjeira do Abdias-RN; BRA:
Brazlandia-DF; TAG: Jaguaribe-CE; RUS: Russas-CE; JUP: Jupi-PE; IRE: Irecé-BA,;
USA: Estado Unidos da América.

Fonte: Autor da tese, 2011.
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Figura 9 - Arvore filogenética de maxima verossimilhanca dos isolados de Cowpea
severe mosaic virus e especies do género Comovirus baseado em um fragmento do
genoma de 2.200 nt do RNAL. (A). As sequéncias correspondentes as espécies de
Comovirus foram retiradas de acessos depositados no GenBank: X00206 (Cowpea
mosaic virus), AY 744932 (Bean pod mottle virus), GU968732 (Turnip ringspot virus)
X64886 (Red clover mottle virus), EU450837 (Radish mosaic virus), GU810903 (Broad
bean true mosaic virus), M83830 (Cowpea severe mosaic virus) and EU421059 (Squash
mosaic virus). Os valores de Bootstrap foram gerados a partir de 1.000 repeticdes e
estdo expressas nos nos. Em (B) a Arvore filogenética de 11 isolados brasileiros de
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CPSMV correspondendo a um consenso proveniente de uma sequéncia de aminoacido
deduzida de um fragmento gendmico do RNA1 codificando uma poliproteina.

Fonte: Autor da tese, 2011.

Apesar da baixa variabilidade encontrada entre os isolados brasileiros de
CPSMV coletados, hd uma diferenca notavel em sua sintomatologia em plantas de
feijdo-caupi infectadas, variando de fraco a severo (Tabela 2). Para determinar as
respostas dos hospedeiros aos isolados CPSMYV, os sintomas nas plantas de caupi
infectadas foram comparados utilizando uma escala de + (fraco) a + + + + (muito
severo) (Figura 10). Em BPMV, sintomas determinantes tém sido associados com a
protease cofactor (Co-pro) e helicase (Hel) (GU, GHABRIAL, 2005). No entanto, neste
estudo, nenhuma correlacgdo foi encontrada entre mutagdes na helicase e intensidade de
sintomas causados pelo CPSMV, mas todos os isolados que apresentaram pelo menos
uma mutacdo R e K na regido codificadora da protease apresentaram sintomas graves
(Figura 11).
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Figura 10 - Escala de sintomas de plantas infectadas pelo CPSMV coletadas. A.
Sintoma fraco (+): planta apresentando cloroses leves no limbo foliar. B. Sintoma
moderado (++): planta apresentando cloroses leves no limbo foliar e o surgimento dos
primeiros enrugamentos. C. Sintoma severo (+++): planta apresentando clorose
acentuada no limbo foliar, enrugamentos bastante evidentes e algumas bolhosidades.
Sintoma muito severo (++++): planta apresentando clorose acentuada no limbo foliar,
enrugamentos bastante evidentes e bolhosidades acentuadas.

Fonte: Autor da tese, 2011.
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Sequéncias completas do genoma dos virus correlacionado com respostas
sintomatoldgicas do hospedeiro & infeccdo do patdégeno devem ser analisadas a fim de
se fazer uma melhor associa¢do entre 0os aminoécidos e/ou variagdo da estrutura das
proteinas com a presenca dos diferentes niveis de sintomas entre os isolados existentes.
Os resultados obtidos no presente estudo irdo melhorar as observacdes a respeito da
ocorréncia natural e variabilidade genética entre os isolados de CPSMV, que é
importante para a biologia da populacdo de virus e fornece uma base para a
compreensdo da dificuldade em identificar a resisténcia da doenca pelo hospedeiro para
0 consequente controle da doenca. Além disso, este estudo fornece informagbes que
serdo a base para o desenvolvimento de estratégias para a geracdo de linhagens
resistentes ao CPSMYV duraveis, seja por melhoramento cléssico, ou dentro das nossas
expectativas, por estratégias baseadas em tecnologias de sequéncia-dependentes, como a
estratégia de obtencdo de plantas resistentes por RNAI, tornando-se ainda mais crucial.
Neste contexto, experimentos com a finalidade de gerar plantas transgénicas de feijao-
caupi resistentes ao CPSMV estdo em andamento.
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Figura 11 - Diagrama de organizacdo do genoma de RNAl do CPSMV e
correlacdo das sequéncias com os isolados coletados. Divergéncia de distribuicdo de
isolados do feijdo-caupi coletados e sequenciados comparado as sequéncias consensos
parciais da poliproteina do RNA1 de Cowpea severe mosaic virus, correspondendo a

helicase (Hel), proteina viral ligada ao genoma (VPg), picornain 3C- protease (Pro) e
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RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) (aminoacidos 624 a 1355). As linhas
verticais indicam as substituicbes de aminoacidos e severidade dos sintomas
encontrados durante a coleta. Cada isolado apresenta seu escore de severidade dos
sintomas de + (leve) a ++++ (severo). Os isolados foram por: TAI: Taiba-CE; TAQ: 2:
Taquaritinga do Norte-PE; TER: Teresina-Pl; QUE: Queimadas-PB; ITA: Itabaianinha-
SE; LAR: Laranjeira do Abdias-RN; BRA: Brazlandia-DF; TAG: Jaguaribe-CE; RUS:
Russas-CE; JUP: Jupi-PE; IRE: Irecé-BA.

Fonte: Autor da tese, 2011.
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1.0 INTRODUGCAO

O Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) é um importante virus das
culturas do caupi e do maracuja. No Brasil, e em muitos outros paises do mundo, é
responsavel por causar grandes perdas nestas culturas. O CABMYV pertence a familia
Potyviridae, género Potyvirus, é transmitido por varias espécies de afideos na forma néo
persistente e ndo circulativa (BOCK; CONTI, 1974; FAUQUET et al., 2005; FISHER et
al., 2005). O CABMV possui particula alongada e flexuosa, de aproximadamente 715 x
13nm, 0 seu genoma é composto de uma Unica molécula de RNA de fita simples com
aproximadamente 10.000 nt. O RNA genémico tem uma Unica fase de leitura (ORF),
cuja traducdo gera uma proteina que sofre uma auto-protedlise gerando de 8 a 10
produtos finais, que sdo: a proteina P1 na extremidade N-terminal da poliproteina,
seguido pela proteinase HC-Pro, a proteina P3; uma primeira proteina de 6 KDa (6K1),
uma proteina de incluséo cilindrica (Cl), a segunda proteina de 6 KDa (6K2); o dominio
da proteina nuclear de inclusdo, a VPg (NIA-VPG); um dominio da proteina A de
inclusdo nuclear (NIA-Pro), um domino da proteina b de inclusdo nuclear, a polimerase
(NIb) e uma proteina capsidial (CP) (BERGER et al., 2005).

Pelo menos 200 espécies de potyvirus ja foram identificadas, algumas das quais
foram totalmente sequenciadas levando a uma melhor compreensdo da estrutura do seu
genoma, propriedades bioldgicas e suas relagdes evolutivas (SHUKLA et al., 1994;
SITHOLE-NIANG et al., 1996; Barros et al., 2011). Os genes que codificam as
proteinas sdo conservados na mesma ordem em todos os genomas de Potyvirus
estudados. Trabalhos relacionados a fontes de resisténcia e estudos da estrutura genética
de isolados de CABMYV sdo de fundamental importancia para o sucesso na geracdo de
variedades resistentes e consequente controle do virus (PINTO et al., 2008). Até o
momento, em todo o mundo, apenas trés genomas completos foram sequenciados,
sendo um genoma proveniente de um isolado do Zimbabwe que se encontrava
infectando caupi e dois genomas de isolados do Brasil infectando maracuja
(MLOTSHWA et al., 2002; BARROS et al., 2011). No maracujazeiro, alguns trabalhos
de filogenia e variabilidade genética do CABMYV ja foram relatados (NASCIMENTO et
al., 2004; NASCIMENTO et al., 2006; BARROS et al., 2011; NICOLINI et al., 2011).
Contudo, em caupi, apenas um trabalho com informacdes de filogenia e variabilidade
genética de isolados do Brasil foi publicado recentemente (NICOLINI et al., 2011).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo principal obter sequéncias
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parciais do genoma de diferentes isolados de CABMV das principais regides produtoras
de caupi para que estas informac6es possam auxiliar no desenvolvimento de variedades

de caupi resistentes ao referido virus. (mesmo comentario do capitulo anterior).

2.0 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do Material Vegetal

Plantas de feijdo-caupi com diferentes niveis de sintomas com indicativo de
infecgdo viral por CABMV foram coletadas em nove Estados do Brasil (Piaui, Ceara,
Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Distrito Federal).
Durante a coleta, as amostras de folhas foram armazenadas imediatamente em sacos
plasticos contendo papel umedecido, transportadas para o laboratério em uma caixa de
isopor com gelo, e mantidas a -80 ° C até sua utilizacdo. As origens geograficas dos

isolados sequenciados podem ser vistas na Tabela 5.

2.2 RNA Dot-blot

As amostras de feijao-capi coletadas foram primeiramente avaliadas quanto a
presenca do CABMV por analise de Dot-blot, e posteriormente, selecionadas para o
isolamento e clonagem dos fragmentos virais por RT-PCR. O RNA total foi extraido de
plantas infectadas com tampao de extracdo de RNA, Trizol (Invitrogen). O RNA (50 pg)
foi ressuspenso em 1 mM EDTA pH 8,0 a um volume final de 50 pl. Para isso foi
adicionado 30 pl de 20X SSC e 20 pl de formaldeido 37%. As amostras foram
incubadas por 30 min a 60 °C e mantidas em gelo até serem transferidas para uma
membrana de nylon. A hibridizacdo foi realizada conforme descrito anteriormente
(SAMBROOK; RUSSELL, 2001). A sonda foi construida a partir da amplificacdo de
um fragmento de 997 pb do isolado de CABMV proveniente do municipio de Taiba-CE,
utilizando os primers CABMVF (5'- TKGTGTGRTAGAYTTTGGCTTKAAAGT-3') e
CABMV2R (5'- GTCAYCCCMARRAGRGWRTGCAT-3"). O fragmento amplificado
foi clonado em vetor pGEM-T-Easy (Promega) e digerido com EcoRI para gerar uma
sonda de 260 pb que correspondeu a um fragmento do gene da CI.
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2.3 Extracdo de RNA e sequenciamento do fragmento de RNA

O RNA total das amostras selecionadas foi extraido dos tecidos infectados com
reagente Trizol (Invitrogen), e depois foi utilizado para a sintese de fragmentos de
cDNA por RT-PCR usando a enzima Superscript ® Transcriptase Reversa IlI
(Invitrogen). Para amplificacdo do fragmento de interesse foram sintetizados oito
primers, sendo quatro no sentido forward e quatro no sentido reverse. Os primers
sintetizados foram testados em todas as combinagdes possiveis e foi selecionada a
combinacdo que amplificou o maior fragmento do CABMV (Tabela 4). O segmento
genémico do RNA de CABMV foi parcialmente amplificado por PCR usando o0s
primers CABMVF (5- TKGTGTGRTAGAYTTTGGCTTKAAAGT-3') e CABMV2R
(5- GTCAYCCCMARRAGRGWRTGCAT-3) utilizando Taq Platinum DNA
polimerase (Invitrogen). O fragmento amplificado de nucleotideo de 997 pb
correspondeu a sequéncia codificante parcial da proteina de Inclusdo Cilindrica (Cl) e a
sequéncia parcial do gene da proteina 6K2. A amplificacdo por PCR foi realizada com
um aquecimento inicial a 94 °C por 3 min, seguida de 40 ciclos de desnaturagéo (94 °C /
1 min), anelamento (50 °C / 1 min) e extensdo (68 °C / 4 min), seguido por uma
extensdo final a 68 °C por 10 min. Os produtos de PCR amplificados foram
sequenciados pela Macrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul). As sequéncias parciais de RNA

obtidas foram depositadas no GenBank.

Tabela 4 - Primers usados para amplificacdo dos isolados de CABMV de feijao-
caupi.

Primer Orientacdo  Sequéncia (5"-3") Referéncia
Nib 2F Forward GTITGYGTIGAYGAYTTYAAYAA Zheng etal. (2010)
CN48F Forward TCGTGIATHGANAATGG Zheng et al. (2010)
CABMVF Forward TKGTGTGRTAGAYTTTGGCTTKAAAGT Novo
CABMVI1R Reverse =~ ATACACAAATCTCGGTAGCTACGCGTG Novo
CABMV2R Reverse =~ GTCAYCCCMARRAGRGWRTGCAT Novo
CABMV3R Reverse =~ GCRGCAGTGTGYCTCTCWGTRTTYTC Novo

Oligo dT Reverse Ty Comercial

Fonte: Autor da tese, 2011.
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2.4 Anélises das seqliéncias

Os nucleotideos e as sequéncias de aminoacidos foram alinhadas usando o
programa ClustalW. A andlise filogenética foi realizada com o programa MEGA 5.1
usando o modelo Kimura para estimar distancias genéticas (TAMURA et al., 2011). A
arvore filogenética foi obtida utilizando o algoritmo de maxima verossimilhanca com
1.000 bootstrap repeti¢oes. Este estudo foi realizado para comparar individualmente as
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos com isolados anteriormente relatados da
mesma espécie ou com os isolados do mesmo género (sequéncias recuperadas do

GenBank) para determinar a relacdo entre isolados brasileiros de CABMV.

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletadas cinquenta amostras provenientes de campos comerciais e
domésticos de feijdo-capi em nove estados brasileiros (Piaui, Ceara, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Distrito Federal) (Tabela 5). Das
cinquenta amostras coletadas e previamente identificadas quanto a presenca do
CABMYV por RNA Dot-blot, dez amostras foram escolhidas para a extracdo do RNA
total, clonagem e sequenciamento do fragmento genémico dos possiveis isolados.
Também foram coletadas quatro amostras de acessos do BAG maracuja (Banco Ativo
de Germoplasma) da Embrapa Mandioca e Fruticultura que apresentavam sintomas
claros de infeccdo pelo CABMV. Entretanto, dentre as dez amostras de caupi
selecionadas sO foi possivel sequenciar quatro isolados, e das amostras de maracuja
sequenciou-se apenas dois isolados, obtendo um total de seis amostras para o estudo de

diversidade genética (Tabela 5).
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Tabela 5 - Regides de coleta do feijdo-caupi que foram sequenciados e sua
associacao com o nivel de sintoma encontrado.

Municipios da coleta Sintomas
Taiba— CE Ausente
Jaguaribe - CE Severo
Maravilha — AL Ausente
Taquaritinga do Norte — PE Ausente
BAG Maracujé Cruz das Almas | - BA Severo
BAG Maracujé Cruz das Almas Il - BA Severo

Fonte: Autor da tese, 2011.

QSKQEVAKYLGLRGKWDGRRLRNDLLL

VIFTVIGGGWMM

Figura 12 - Sequéncia deduzida de aminoéacidos obtida a partir da analise in silico
do fragmento de 997 pb clonado do genoma do CABMYV isolado da Taiba-CE.
Sequéncia parcial da proteina de [ISIISSOICIINGNGAIEN) < ca proteina 6K2.

Fonte: Autor da tese, 2011.

As sequéncias de 997 pb obtidas dos seis isolados foram caracterizadas e
corresponderam a sequéncia codificante de parte da proteina de Inclus@o Cilindrica (CI)
e a sequéncia parcial do gene da proteina 6K2 (Figura 12). A caracterizagdo molecular
comprovou a identidade dos seis isolados analisados como sendo estirpes do CABMV.
As sequéncias de aminoacidos (aa) e nucleotideos (nt) dos seis isolados obtidos
revelaram identidade relativamente elevada, variando de 84 a 99% de nte 91 a 99% de

aa (Tabela 6). Os limites estabelecidos para esta familia é de 76% de identidade de nt e
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82% de identidade de aa (ICTV, 2011). Quando se compara a identidade de nt e aa
somente entre os isolados de caupi, esses valores foram ainda mais altos, variando de 93
a 99% para nt e 96 a 99% para aa, e entre o0s dois isolados de maracuja a identidade foi
de 99% para ambos. Contudo, ao compararmos a identidade de nt e aa entre os isolados
de caupi e maracuja os valores de identidade foram muito abaixo dos encontrados
anteriormente, variando de 84 e 85% para nt e 91 e 92% para aa (Tabela 6). A
identidade entre os isolados do Ceara foi de 94 e 98% de nt e aa, respectivamente. E a
identidade entre os isolados do Pernambuco e Alagoas foi de 99% entre as sequéncias
de nt e aa, revelando um alto indice de identidade entre estes dois isolados. Por outro
lado, quando comparamos a identidade entre os isolados do Ceard com o0s de
Pernambuco e Alagoas, estes valores foram menores, variando de 93 a 95% de nte 96 e
97% de aa, evidenciando uma correlacdo geografica associada a baixos niveis de
variabilidade genética encontrada entre os isolados (Tabela 6). Resultados semelhantes
foram observados por Nascimento et al. (2006), em que analises a partir de sequéncias
da capa proteica (CP) revelaram uma baixa variabilidade genética entre os isolados de
CABMV de maracuja proximos geograficamente. Por outro lado, nem todos 0s
trabalhos de variabilidade genética entre isolados de CABMV tém corroborado para
essa afirmativa. Um estudo recente a partir da sequéncia completa do gene da CP
determinou que a variabilidade entre isolados de CABMV de maracujazeiro préximos
geograficamente nem sempre apresentavam indices de variabilidade mais altos quando
comparados com alguns isolados geograficamente mais distantes (NICOLINI et al.,
2011).

E importante ressaltar, que o presente trabalho utilizou o gene da proteina de
Inclusdo Cilindrica (CI) ao invés do gene da CP para correlacionar a identidade entre 0s
isolados de CABMV. Entretanto, Adams et al. (2005) ap6s estudos em que procuraram
estabelecer um critério molecular mais preciso para discrimina¢do taxondmica de
especies da familia Potyviridae, identificou que na auséncia da ORF completa de uma
determinada espécie ou grupo de isolados, a forma mais precisa para este tipo de
diagnostico deve utilizar o gene da CI. Pareceres recentes encaminhados ao ICTV tem
utilizado este critério para classificar novas espécies de virus da familia Potyviridae e
tem sido aceito (ICTV, 2011). Portanto, esta regido deverd também ser aceita como

critério para estes tipos de estudos do que a usual CP.
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Tabela 6 - Porcentagem de identidade entre os nucleotideos (diagonal acima) e
aminoacidos deduzidos (diagonal abaixo) a partir da analise das sequéncias do
fragmento gendmico (997 nt) provenientes de 6 isolados brasileiros de CABMV.

TAQ MAR JAG TAI BG7 BG28 ZIM MG BR1

TAQ 99 95 93 84 84 88 93 93
MAR 99 95 93 84 84 88 93 93
JAG 97 97 %94 84 84 89 93 93
TAI 96 96 98 85 85 89 93 93
BG7 91 91 92 92 99 85 84 84
BG28 091 91 92 92 99 85 84 84
ZIM 94 94 95 94 92 92 89 89
MG 95 95 96 96 92 92 95 100

BR1 95 95 96 96 92 92 95 100

TAQ: 2: Taquaritinga do Norte-PE; MAR: Maravilha-AL; JAG: Jaguaribe-CE; TAI:
Taiba-CE; BG7: BAG Maracuji 07 Cruz das Almas -BA; BG28: BAG Maracuja 28
Cruz das Almas-BA; ZIM: Zimbabwe; MG: Isolado de Maracuja-Brasil; BRI: Isolado

de Amendoim-Brasil.

Fonte: Autor da tese, 2011.

Considerando o fato de que analisamos amostras coletadas em locais distintos
distribuidos em uma area de 1,2 milhdes de quildmetros quadrados, e que as identidades
entre as sequéncias nucleotidicas variaram entre 84 a 99% e de aminoacido entre 91 a
99%, parece que a variabilidade observada entre os seis isolados de CABMV ¢ alta.
Entretanto, se forem comparados somente o0s isolados provenientes do mesmo
hospedeiro os niveis de variabilidade sdo baixos (Tabela 6), fato este extremamente
relevante para o desenvolvimento de estratégias de obtencdo de plantas transgénicas
resistentes ao CABMV pelo silenciamento do virus na planta por RNAI. Provavelmente,
efeitos gerados por uma alta variabilidade genética a qual essa populagdo poderia estar

sujeita, como a quebra de resisténcia, serdo minimizados, 0 que permite 0 uso dessa
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ferramenta (RNAI) para a geracdo de plantas resistentes por toda a extensa area onde o

caupi é produzido no Brasil.

A anélise filogenética confirmou que os isolados brasileiros de CABMV sdo
substancialmente préximos do isolado de CABMYV encontrado no Zimbabwe (Figura
13), formando um grande clado a parte dos demais virus da familia Potyviridae.
Surpreendentemente, o isolado de PWV que, no Brasil, juntamente com o CABMYV, ¢
um dos agentes causadores do endurecimento dos frutos, apresentou uma distancia
genética muito grande em relacdo aos isolados de CABMYV, ficando separado em Unico
clado (Figura 13).

Uma analise adicional com os fragmentos parciais do RNA viral revelou uma
separacdo clara associada a distribuicdo geografica entre isolados de Taquaritinga-PE e
Maravilha-AL que possui um enraizamento formando um clado separado dos outros
isolados brasileiros. Porém, entre os isolados do Ceard ndo pode se observar um
enraizamento Unico (Figura 13). Para os isolados provenientes de Passiflora, a distancia
filogenética entre os isolados de caupi foi ainda maior (Figura 13). A robustez da
filogenia resultante foi avaliada através da analise de bootstrap com 1000 repeticdes.
Nicolini et al. (2011) analisando a diversidade genética entre os diferentes isolados de
CABMV ja sequenciados a partir da CP e tentando correlacionar essa variabilidade com
adaptacOes evolutivas do patdégeno aos diferentes hospedeiros, observaram uma clara
separacdo entre os isolados de CABMV de acordo com o hospedeiro em que o virus foi
encontrado, formando clados a parte em relacdo aos demais. Em contraste, analises
comparativas do genoma de dois isolados de CABMV provenientes de diferentes
hospedeiros, indicaram que a distancia genética entre os isolados ndo esta relacionada a
gama de hospedeiros do qual este virus é encontrado e sim a sua origem geografica
(BARROS et al., 2011).

Embora tenha sido observada uma baixa variabilidade genética entre os isolados
brasileiros de CABMV coletados, ndo foi possivel correlacionar o grau de severidade
dos sintomas apresentados durante a coleta do material vegetal com as mutacgdes
presentes. Vale ressaltar que, durante as coletas, apenas a amostra de caupi proveniente
de Jaguaribe-CE apresentou sintoma claro da presenga do virus, nas demais amostras
apesar de ser detectado por RT-PCR 0 CABMYV predominaram os sintomas do CPSMV
(Cowpea severe mosaic virus). Esta informacdo é de grande relevancia para futuros

estudos epidemioldgicos de ambas as doengas no feijdo-caupi, em que se observa numa
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infeccdo multipla a predominéncia dos sintomas apenas para 0 CPSMV. Este efeito
pode estar associado ao sinergismo existente entre 0 CABMV e os demais virus,
especialmente os virus do género Comovirus. Taiwo et al. (2007) observaram em
linhagens de feijdo-caupi susceptiveis as doencas virais, que ao se induzir infeccéo
simples com o CABMV havia um claro aparecimento dos sintomas 10 dias apés a
inoculacéo, entretanto, quando induziu-se infeccdo mista com o CABMV e o CMeV
(Cowpea mottle virus), um virus do género Comovirus, havia predominancia dos
sintomas do CMeV, e este apresentava uma severidade mais elevada quando comparado

a sua infeccdo simples em linhagens susceptiveis.

Sequéncias completas do genoma dos virus estudados correlacionadas com
respostas sintomatoldgicas do hospedeiro as infeccbes simples e mistas dos referidos
patdgenos devem ser analisadas a fim de se fazer uma melhor associacdo entre a
variacdo da estrutura das proteinas e/ou sequéncia de nucleotideos com o sinergismo

entre os isolados existentes.

A
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CABMV Vigna Maravilha-AL
CABMYV Vigna Jaguaribe-CE
CABMYV Vigna Taiba-CE
Cowpea aphid-borne mosaic virus MG-Avr

Isolados
de Vigna

Cowpea aphid-borne mosaic virus BR1

Cowpea aphid-borne mosaic virus Zimbabwe
CABMV BAG Maracuja 07 } Isolados
CABMV BAG Maracuja 28

Impatiens flower break virus

de Passiflora

Yam bean mosaic virus

Peanut stripe virus

Bean common mosaic virus
99 Bean common mosaic virus isolate cowpea
100 Blackeye cowpea mosaic virus

Bean common mosaic necrosis virus
Passion fruit woodiness virus

62 — East asian passifloravirus

30— Telosma mosaic virus

Hardenbergia mosaic virus
Wisteria vein mosaic virus

% Watermelon mosaic virus
E'E Soybean mosaic virus isolate
77 Callalily latent virus

Fritillary virus Y

0.002
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67 Vigna Maravilha-AL

100 Vigna Jaguaribe-CE

Vigna Taiba-CE

BAG Maracuja 28

BAG Maracuja 07

0.1

Figura 13 - Arvore filogenética de maxima verossimilhanca dos isolados de
Cowpea aphid borne mosaic virus e espécies do género Potyvirus baseado em um
fragmento do genoma de 997 nt do RNA viral. (A). As sequéncias correspondentes as
espécies de Potyvirus foram retiradas de acessos depositados no GenBank: HQ880243
(Cowpea aphid-borne mosaic virus MG Avr), HQ880242 (Cowpea aphid-borne mosaic
virus Brl), AF348210 (Cowpea aphid-borne mosaic virus Zimbabwe) AY864851
(Impatiens flower break virus), NC_016441 (Yam mosaic virus) PSU05771 (Peanut
stripe virus), EU761198 (Bean common mosaic virus), AJ312437 (Bean common
mosaic virus- Isolate cowpea), AY575773 (Blackeye cowpea mosaic virus), HQ229994
(Bean common mosaic necrosis virus), HQ122652 (Passion fruit woodiness virus),
AB246773 (East asian passiflora virus), DQ851493 (Telosma mosaic virus),
HQ161080 (Hardenbergia mosaic virus), AY656816 (Wistéria vein mosaic virus),
JF273466 (Watermelon mosaic virus), FJ640973 (Soybean mosaic virus), EF105298
(Calla lily latente virus), AM039800 (Fritillary virus Y). Os valores de Bootstrap foram
gerados a partir de 1.000 repeticdes e estdo expressas nos nés. Em (B) a Arvore
filogenética corresponde a um consenso proveniente de uma sequéncia parcial de
aminoacido deduzida de um fragmento gendbmico que codifica a proteina Cl e um
fragmento pequeno da proteina 6K2 de seis isolados brasileiros de CABMV.

Fonte: Autor da tese, 2011.
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O alinhamento das sequéncias deduzidas de aminodcidos dos isolados de
CABMV permitiu mapear os motivos conservados presentes nas diferentes proteinas
produzidas durante a infeccdo da planta por Potyvirus (Figura 14). Na regido
codificadora da proteina CI foi encontrado o motivo conservado GERIQRLGRVGR e
TNI em todos os isolados de CABMV (Figura 14), que estdo relacionados com as
atividades de RNA helicase e sitio de ligacdo de ATP, respectivamente (FERNANDEZ
et al., 1997; MLOTSHWA et al., 2002). Também foram detectados nos isolados de
caupi e maracuja o sitio de clivagem da CI/6K2, NTVCLQ/S (MLOTSHWA et al.,
2002). Entretanto, observou-se nos isolados de maracuja uma substituicdo pontual de
um residuo de Asparagina (N), por um residuo Treonina (T) (Figura 14). Ambos
residuos de aminodcidos apresentam caracteristicas quimicas semelhantes, portanto,
provavelmente a mutacdo observada no sitio de clivagem CI/6K2 envolve aminoacidos
que provavelmente ndo afetam o reconhecimento da sequéncia pela protease Nla-Pro.
Contudo, estudos futuros com a obtencdo de clones infecciosos e a utilizagdo de
mutagénese serdo necessarios para averiguar se os diferentes aminoécidos encontrados
na sequéncia dos isolados de CABMV de maracuja tem algum papel na diferenciacao
bioldgica existente entre os isolados de maracuja e caupi.

Os resultados obtidos no presente trabalho irdo auxiliar nos estudos
epidemioldgicos e diversidade genética entre os isolados de CABMV. Alem disso, este
trabalho fornece informacgfes que serdo a base para o desenvolvimento de estratégias
para a geracdo de linhagens resistentes duraveis ao CABMV, seja por melhoramento
classico, ou dentro das nossas expectativas, por estratégias baseadas em tecnologias de
sequéncia-dependentes, como a estratégia de obtencdo de plantas resistentes por RNAI.
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Figura 14 - Alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos da proteina
Inclusdo Cilindrica (Cl) e parte da proteina 6K2 codificada pelo genoma dos
isolados de CABMV provenientes de caupi e maracuja coletados em diferentes
regides produtoras no Nordeste Brasileiro. O sitio de clivagem CI/6K2 esta indicado
em verde. Os motivos conservados presentes na regido codificadora da proteina CI estéo
indicados em vermelho. As mutacGes presentes na regido de clivagem CI/6K2 e nas
demais regides estdo marcadas em azul. Os asteriscos indicam posi¢des conservadas de
aminoacido entre os isolados.

Fonte: Autor da tese, 2011.



84

4.0 REFERENCIAS

ADAMS, M. J.; ANTONIW, J. F; FAUQUET, C.M. Molecular criteria for genus and
species discrimination within the family Potyviridae. Arch Virol ,v.150:459-479, 2005.

BONFIM, K,; et al. RNAi-mediated resistance to Bean golden mosaic virus in
genetically engineered common bean (Phaseolus vulgaris). Mol. Plant-Microbe
Interact, v. 20, n.6, p. 717-726, 2007.

BERGER, P. H.; et al.. Virus Taxonomy. Eighth Report of the International
Committee on Taxonomy of Viruses. San Diego: Elsevier Academic Press,. 2005

BARROS D. R.; et al. Comparative analysis of the genomes of two isolates of Cowpea
aphid-borne mosaic virus (CABMYV) obtained from different hosts. Arch Virol, v. 156,
p.1-7, 2011.

BOCK, K.R. and CONTI, M. Cowpea aphid-borne mosaic virus. Kew: CMI/AAB, .
5p. (CMI/AAB Descriptions of Plant Viruses, 134).

FAUQUET, C.M.; MAYO, M.A.; MANILOFF, J.; DESSELBERGER, U.; BALL, L.A.
(2005) Virus taxonomy: classification and nomenclature of viruses. London: Elsevier
Academic Press.1259p.

MLOTSHWA, S.; et al.. The genomic sequence of cowpea aphid-borne mosaic virus
and its similarities with other potyviruses. Arch Virol.,v. 147, p.: 1043-1052, 2002.

FERNANDEZ, A.; et al. The motif VV of plum pox potyvirus CI RNA helicase is
involved in NTP hydrolysis and is essential for virus RNA replication. Nucleic Acids
Research, v.. 25, n. 22, p.4474 — 4480, 1997.

FISHER, I. H.; (Ed.), et al. Manual de fitopatologia: doengas das plantas cultivadas.
Piracicaba: Agrondmica Ceres, 2005, p.467-474.

NASCIMENTO, A.V.S, et al. Andlise filogenética de potyvirus causando
endurecimento dos frutos do maracujazeiro no Nordeste do Brazil. Fitopatologia
Brasileira, v.29, p.378-383, 2004.



85

NASCIMENTO, A.V.S. et al., Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) is
widespread in passionfruit in Brazil and causes passionfruit woodiness disease. Arch
Virol., v. 151, p.1797-1809, 2006.

NICOLINI, C.; et al. Possible Host Adaptation as an Evolution Factor of Cowpea aphid-
borne mosaic virus Deduced by Coat Protein Gene Analysis. Journal of
Phytopathology. p.1439-0434, 2011.

SAMBROOK, J.; RUSSELL, D.W. Molecular Cloning, A Laboratory Manual,, third ed.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, USA, 2001.

SITHOLE-NIANG D. D.; et al. Sequence of the 3" terminal of a Zimbabwe isolate of
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV). Arch Virol, p. 141:935-943, 1996.

PINTO, P. H. D.; et al. Reacdo de gendétipos de maracujazeiro-azedo ao virus do
endurecimento do fruto (Cowpea aphid-borne mosaic virus — CABMV). Bioscience
Journal, v. 24, n. 2, 19-26, 2008.

SHUKLA, D. D.; WARD, C.W.; BRUNT, A. A. The Potyviridae. Cambridge:
Academic Press, 1994,

TAIWO, M.A.; et al.. Cowpea viruses: effect of single and mixed infections on
symptomatology and virus concentration. Virology Journal, New Orleans, v. 4, p. 95.
2007.

TAMURA K.; et al MEGAS5: Molecular Evolutionary Genetics Analysis using
Maximum Likelihood, Evolutionary Distance, and Maximum Parsimony Methods. Mol.
Biol. Evol.;. v.4, p.1-9, 2011.

ZHENG, L.; et al. A novel pair of universal primers for the detection of potyviruses.
Plant Pathology, v. 59, p.211-220, 2010.



86

CAPITULO IV

DETERI\/IINAS?AO DE SEQUENCIAS DO CPSMV E CABMV PARA USO
NA OBTENCAO DE PLANTAS RESISTENTES VIA ESTRATEGIAS DE
RNAI
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1 INTRODUCAO

O silenciamento baseado em RNAI € um processo altamente especifico, que
exige um elevado grau de homologia da sequéncia do transgene em relagcdo a sequéncia
alvo. A utilizagdo de RNAI para o desenvolvimento de variedades de plantas resistentes
a viroses tem revelado que algumas moléculas de siRNA (pequenos RNAs interferentes)
geradas a partir de um hairpin-dsRNA direcionados a diferentes alvos de um mesmo

RNA genbémico viral sdo mais eficientes que outras.

Como mencionado no capitulo I, dentro da célula vegetal, os dsRNAs séo
capturados pelo complexo proteico DICER e a partir desse processo de reconhecimento
inicial uma cascata de proteinas e complexos proteicos sdo acionados para auxiliar em
todas as demais etapas do processo de silenciamento do virus alvo. Para o
reconhecimento inicial da dupla fita de RNA, induzida pelo transgene, é necessario que
esta estrutura apresente um elevado grau de estabilidade termodinamica. Assim, a
caracterizacdo da estabilidade termodindmica das sequéncias de CPSMV e CABMV
estudadas no presente trabalho passa a ser um procedimento indispensavel no processo

de escolha de uma alvo para o silenciamento por RNAI.

2.0 MATERIAL E METODOS

2.1 Analise termodinamica das sequéncias obtidas

Para anéalise termodinamica, as sequéncias obtidas dos diferentes isolados de
CPSMV e CABMV foram alinhadas no programa ClustalWW. Como as analises de
identidade em ambos as espécies de virus foram bastante elevadas, acima dos 84%,
foram selecionados os fragmentos gendmicos amplificados dos isolados de CPSMV e
CABMV do municipio de Taiba-CE. Estes fragmentos genémicos foram
subfragmentados em 150 pb e analisados no software livre Mfold (ZUKER et al., 1999),

disponivel no site: www.mfold.rna.albany.edu. O programa visa calcular a diferenca de
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energia livre de Gibb’s (G; -kcal/mol) das sequéncias propostas. Quanto mais negativo

for o valor de G para uma determinada sequéncia, mais estavel ela é.

Inicialmente, foi analisado no software Mfold cada subfragmento selecionado
dos dois virus, individualmente, e verificado a possibilidade de formac&o de grampo em
cada fragmento selecionado a partir dos valores calculados pela energia livre de Gibb’s.
Posteriomente, os fragmentos de CPSMV e CABMV com menor possibilidade de
formagdo de grampo foram selecionados e uma segunda andlise de estabilidade
termodindmica com as sequéncias de ambos os virus foram organizadas em Tandem no
sentido senso e antisenso contendo entre elas uma sequéncia de 20 pb do intro pdk

(Piruvato desidrogenase quinase) para favorecer a formacéo do hairpin-dsRNA.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlise termodinamica dos segmentos gendmicos do CPSMV e CABMV

Nas andlises termodinamicas para identificacdo do fragmento genémico de
CPSMV mais adequado para construgdo do cassete de interferéncia o fragmento
genémico que apresentou maior energia livre (G) foi encontrado na regido da Protease

(Pro), em um segmento de 150 pb, como representado abaixo.

TGCTCGCACTGTGAATCAGAAACTAGATGTTGAATTTGGAGAATATCAGACCATTTTCTATTCT
TATCTGCAATATGATGTCCCCACAAGAGCAGAGGACTGTGGCTCTCTCATCATTGCAACTATTG
ATGGAAGAAAGAAAATTGTGG

A estrutura tridimensional do fragmento gendmico indicada na figura 15 apresentou
0 maior valor de energia livre de Gibb’s entre todos 0s segmentos gendmicos avaliados,
AG = - 29,10 kcal/mol. De acordo com os principios da termodindmica, quanto menos

negativo for a energia livre encontrado menos espontanea é a reacao.
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Figura 15 - Estrutura tridimensional do segmento genémico de 150 pb da regido da

Protease (Pro) do CPSMV.
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No caso do CABMYV, o fragmento genémico identificado como sendo o mais
apropriado para utilizagcdo na construgdo do cassete de interferéncia foi um fragmento
de 150 pb da regido do gene da proteina de Inclusdo Cilindrica (CI), como representado
abaixo.
CTACCTTTTTATGTTAATGGCATCCCAGACAAGCTCTTCGAAGCATTATGGGATACAGTCTCCA

AGTACCGCTATGATGCAGGTTTCGGTCGAATAAGTTCAACGAGTTCCACAAAGATCAGCTACAC
ACTCAGCACAGAGCCAACAGCC

A estrutura tridimensional do fragmento gendmico indicada na figura 16
apresentou o maior valor de energia livre de Gibb’s entre todos os segmentos
gendmicos de CABMYV avaliados, AG = -27,00 kcal/mol.
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Figura 16 - Estrutura tridimensional do segmento gendmico de 150 pb da regido da
Protease (Pro) do CPSMV.
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3.2 Anadlise termodinamica dos segmentos gen6micos do CPSMV e CABMV para
construgao do cassete de interferéncia

Apols a selecdo dos segmentos genémicos do CPSMV e CABMV mais
adequados para a utilizagdo na construcdo do cassete de interferéncia. Realizou-se uma
simulacdo in silico do cassete de interferéncia com 0s segmentos gendmicos
selecionados e dispostos em Tandem no sentido senso e antisenso contendo entre elas
uma sequéncia de 20 pb do intro pdk, formando um cassete de 618 pb como segue
abaixo. A andlise termodindmica revelou um AG = -591,00 kcal/mol e apresentou a
formacdo de um hairpin-dsRNA perfeito. Indicando que a reacdo € extremamente
espontanea e favoravel para a formacdo do hairpin-dsRNA. Portanto, podemos contatar
que de todas as sequéncias analisadas a partir dos fragmentos genémicos de CPSMV e

CABMYV disponiveis as sequéncias mais adequadas estdo proposta abaixo.

CTACCTTTTTATGTTAATGGCATCCCAGACAAGCTCTTCGAAGCATTATGGGATACAGTCTCCA
AGTACCGCTATGATGCAGGTTTCGGTCGAATAAGTTCAACGAGTTCCACAAAGATCAGCTACAC
ACTCAGCACAGAGCCAACAGCCTGCTCGCACTGTGAATCAGAAACTAGATGTTGAATTTGGAGA
ATATCAGACCATTTTCTATTCTTATCTGCAATATGATGTCCCCACAAGAGCAGAGGACTGTGGC
TCTCTCATCATTGCAACTATTGATGGAAGAAAGAAAATTGTGGATAATTATTTTCTTTTTTCCC
CACAATTTTCTTTCTTCCATCAATAGTTGCAATGATGAGAGAGCCACAGTCCTCTGCTCTTGTG
GGGACATCATATTGCAGATAAGAATAGAAAATGGTCTGATATTCTCCAAATTCAACATCTAGTT
TCTGATTCACAGTGCGAGCAGGCTGTTGGCTCTGTGCTGAGTGTGTAGCTGATCTTTGTGGAAC
TCGTTGAACTTATTCGACCGAAACCTGCATCATAGCGGTACTTGGAGACTGTATCCCATAATGC
TTCGAAGAGCTTGTCTGGGATGCCATTAACATAAAAAGGTAG
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Figura 17 - Estrutura tridimensional do cassete de interferéncia contendo o0s

segmentos gendmicos de 150 pb do CPSMV e CABMV no sentido senso e antisenso
e intro PDK.
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Por muitas décadas os trabalhos de virologia vegetal consistiram na purificacéo
quimica de virus de plantas, na producédo de anti-soros para utilizacdo em diagnosticos,
analises por microscopia eletronica e determinagdo de caracteristicas bioldgicas dos
virus. Os estudos de replicacdo, clonagem e sequenciamento dos genomas virais e
estudos de interacdo entre patdgeno e hospedeiro sé foram iniciados em meados da
década de 80, quando Ahlquist e colaboradores em 1984 obtiveram in vitro, pela
primeira vez, RNAs infecciosos de um virus de planta por meio da transcricdo de DNA
complementar (cDNA) clonado em Escherichia coli. Ao longo dessas Gltimas décadas,
muitas informacdes foram geradas, permitindo estudos aprofundados das caracteristicas
genéticas e moleculares das mais variadas espécies ou estirpes de virus de plantas.
InformacBes a respeito da estrutura genética das populacdes de virus, o modo de
propagacdo, a biologia do virus em relacdo a gama de hospedeiros e estudos
epidemioldgicos, foram aprofundados. Este arcabouco de informacdes tém contribuido
enormemente para os programas de melhoramento das mais variadas culturas de

importancia socioecondmica.

Em se tratando do feijdo-caupi, leguminosa de grande importancia para o
Nordeste brasileiro, os principais fatores limitantes para a expansao desta cultura sdo as
doencas causadas por virus. O CPSMV e CABMYV ocasionam grandes perdas na
producdo de caupi levando a destruicdo total das plantas infectadas. Uma estratégia
eficaz para o controle dessas viroses € o uso de variedades resistentes. No entanto,
variedades que apresentam imunidade ou mesmo elevado nivel de resisténcia a estas
doencas ndo estdo disponiveis comercialmente. Neste contexto, os resultados obtidos
em nosso estudo serdo de fundamental importancia para o desenvolvimento de

estratégias e/ou ferramentas que irdo auxiliar ao melhoramento genético, como:

)} A obtencéo de plantas transgénicas utilizando a estratégia de interferéncia
de RNA (RNAI), a partir de regides conservadas alvos dos genomas
dos virus para o desenvolvimento de linhagens resistentes a uma amplo

espectro de espécies e de isolados virais.

i) Possibilidade de desenvolvimento de variedades resistentes, utilizando
informagdes da variabilidade genética associada as informacdes de
agressividade dos diferentes isolados encontrados. Isto possibilita

avaliar, durante o pré-melhoramento, acessos com niveis elevados de
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tolerancia aos diferentes isolados, influenciando diretamente o0s

cruzamentos para a obtencdo de plantas resistentes.

Clonar e sequenciar regies cada vez maiores de um grande nimero de
isolados ou até mesmo espécies filogeneticamente proximas,
possibilitando a disponibilizacdo de sequéncias de regides diferentes

dos virus estudados.

Aprimorar os estudos taxonémicos e classificacdo das espécies de virus
filogeneticamente relacionadas, a partir das sequéncias obtidas de

novas regides comumente ndo disponibilizadas.
Ajudar a identificar e classificar novas espécies de virus.

Auxiliar nos estudos epidemiol6gicos, a partir de observagdes feitas
sobre prevaléncia de sintomatologia encontrada no campo, em casos de
infeccdes mista pelo CPSMV e CABMV.

Por fim, encontrar genes ou dominios conservados mais adequados para
0 desenvolvimento de kits diagnésticos (soroldgico ou moleculares)
validos para uma ampla gama de isolados a partir de informacdes da
variabilidade genética de regides adicionais do genoma dos isolados de
CPSMV e CABMYV, que ndo as comumente encontradas pela capa

proteica.
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Abstract

Isolates of Cowpea severe mosaic virus (CPSMV), a member of the genus Comovirus,
were collected from cowpea fields in Northeastern Brazil and partially sequenced. The
RNA1lsequence, corresponding to the helicase (Hel), viral genome-linked protein
(VPQ), picornain 3C-like protease (Pro) and the RNA-directed RNA polymerase (RpRd)
genes from CPSMV, revealed high identity varying from 98 to 100%. No evidence was
found for either intermolecular or intramolecular recombination. Phylogenetic analysis
confirmed that the Brazilian CPSMV isolates are substantially different from the
CPSMYV strain DG. Despite the low variability found among Brazilian CPSMV isolates,
there was a notable difference in their symptomatology on infected cowpea plants,
ranging from mild to moderate. Previous reports have demonstrated the association
between Comovirus symptom determinants and helicase. However, in this study, no

correlation was found between the helicase mutations and symptoms caused by
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CPSMV. Nevertheless, all isolates with mutation R to K in the protease presented severe
symptoms. This study provides information that will be the foundation for the
development of strategies to produce durable resistant cowpea lines. It is even more
crucial for strategies based on sequence-dependent technologies, such as the RNAI

concept.

Introduction

Cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp) is an annual tropical grain legume, which plays
an important role in the nutrition of people in developing countries of the tropics and
subtropics, especially in sub-Saharan Africa, Central Asia and South America (Kareem
and Taiwo, 2007). Because of its nutritional properties, the cowpea is mainly grown for
grain production, either being dried or canned green aiming at “in natura” consumption.
It is an inexpensive source of vegetable protein, and a hardy crop well adapted to
relatively dry environments. Pathogenic organisms are largely responsible for
significant losses in cowpea plantations, often frustrating the crop in a number of
regions. Among the problems of the cowpea plant, those of viral etiology stand out, and
about 20 different viruses are reported worldwide infecting this crop naturally
(Thottappily and Rossel, 1985). One of the most important viruses that infect cowpea in
Brazil is Cowpea severe mosaic virus (CPSMV), which belongs to the family
Secoviridae and genus Comovirus (Gongalves and Lima, 1982; Lima et al., 2005;
Booker et al., 2005).

CPSMV consists of two molecules of single-stranded RNA, positive sense, called
RNAL and RNA2. The genomic RNAs have a small basic protein (viral genome-linked
protein, VPg) covalently linked to their 5’ termini and are polyadenylated at the 3’ end
(Chen X and Bruening G, 1992). The CPSMV genome is expressed via the synthesis
and proteolytic processing of polyprotein precursor strategy. CPSMV RNAL codes for
five mature proteins required for replication (from 5’ to 3', a protease cofactor [Co-pro],
a putative helicase [Hel], a VPg, a protease [Pro], and a putative RNA-dependent RNA
polymerase [RdRp]), whereas RNA2 codes for a putative cell-to-cell movement protein
and the two coat proteins (Lomonossoff et al., 2001; Le Gall et al., 2005). CPSMV is

easily transmitted mechanically, and in nature it is spread in a semi-persistent manner by
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several Chrysomelidae beetles, among them Ceratomia arcuata, the most important
vector in Brazil (Costa et al., 1978; Lima et al., 2005b).

An interesting alternative for the control of CPSMV is the use of resistant cultivars. An
attractive strategy would be to use engineered transgenic plants exploring the RNA
interference (RNAI) concept to silence viral genes (Bonfim et al., 2007). The use of
inverted repeat constructs, resulting in dsRNA transcripts, is the most efficient means of
generating transformed lines showing effective gene knockdown or virus resistance
(Aragdo and Faria, 2009). However, RNAI is a sequence-specific gene silencing
mechanism. Consequently, information about virus genome variability is crucial. In
spite of the numerous studies on viruses infecting cowpea, information on virus
diversity and genome variability is still limited (Beserra Jr. et al., 2011). In this report,
we partially sequenced isolates of the CPSMV ocurring in the Northeast of Brazil,
where cowpea is a staple food for about 68 million people and the cultivation area

comprises 1.3 million ha.

Material and Methods

Virus isolates

Plants with different levels of CPSMV symptoms were collected in nine States of Brazil
(Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia and
Distrito Federal). During collection, the leaf samples were placed immediately in plastic
bags containing moistened paper, transported to the laboratory in a styrofoam box with
ice packs, and stored at -80 °C until used. Geographic origins of the CPSMV isolates are

shown in figure 1.

RNA extraction and RNAL sequencing

Total RNA was extracted from infected tissue with Trizol Reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), and was afterwards used for synthesis of cDNA fragments by RT-
PCR using the Superscript® Il Reverse Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
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RNA1 genomic segment from CPSMV was partially amplified by PCR using the
primers CSMVF2000 (5"-GAGAAGGGAATGCACTTTGATT-3") and CSMVR4400
(5"-AGATTATATTCCATAGGAAGTA-3) and Taq Platinum DNA Polymerase
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The amplified 2,200 nt fragment corresponded to the
helicase (Hel), VPg and 3C-like protease (Pro) and partial sequence of the RNA-
dependent RNA polymerase (RdRp) coding sequence. PCR amplification was
performed with an initial heating at 94 °C for 3 min followed by 40 cycles of
denaturation (94 °C/1 min), annealing (50 °C/1 min) and extension (68 °C/4 min),
followed by a final extension at 68 °C for 10 min. Amplified PCR products were
directly sequenced by Macrogen Inc. (Seoul, Korea). The partial RNA1 sequences
obtained were deposited in GenBank under accession no. JN652787 through JN652797.

RNA dot-blot

Total RNA was extracted from infected plants using the TRIzol RNA Purification Kit
(Invitrogen). The RNA (50 pg) was resuspended in 1 mM EDTA pH 8.0 to a final
volume of 50 pl. To this was added 30 ml 20X SSC and 20 ml 37 % formaldehyde. The
samples were incubated for 30 min at 60 °C and kept on ice until transferred to a nylon
membrane. Hybridization was carried out as previously described (Bonfim et al., 2007).
The probe was obtained from the Taiba-CE CPSMV isolate cloned into the
pGEMTEasy vector (Promega), digested with EcoRI and Hindlll to generate a 362-bp

fragment.

Sequence analyses

Nucleotides and amino acids sequences were aligned using the ClustalW program.
Phylogenetic analysis was performed with Mega 5 (Tamura et al., 2011) using the
Kimura 2 parameter model for estimating genetic distances. A phylogenetic tree was
obtained using the maximum-likelihood algorithm with 1000 bootstrap replicates. This
study compared individually the nucleotide and amino acid sequences with previously
reported isolates of the same species or with isolates of the same genus (sequences
retrieved from the GenBank) to determine the relationship between Brazilian CPSMV

isolates.
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Results and Discussion

Fifty samples were collected from cowpea commercial fields in nine Brazilian states
(Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia and
Distrito Federal) (figure 1). All samples were screened for the presence of the CPSMV
by RNA blot analysis. The results revealed that 50 % of the samples were positive (data
not shown). Eleven isolates were chosen for sequencing based on the symptoms and
cultivated area in each region (figure 1). A 2,200 nt sequence was produced,
corresponding to the helicase (Hel), viral genome-linked protein (VPg), picornain 3C-
like protease (Pro) and the RNA-directed RNA polymerase (RpRd) genes from CPSMV.
Sequencing of RNA1 RT-PCR products from total RNA extracted revealed high identity
varying from 98 to 100% (table 1). The sample from the isolate from Brazlandia-DF
revealed 100% identity when compared with the isolate from Taiba-CE, sites which are
1,800 km apart. The amino acid identity was also high, varying from 96 to 100%.
Similar results were observed for isolates of the Bean pod mottle virus (BPMV)
infecting Desmodium illinoense in the USA. Nucleic acid identity of 99.4 to 100% was
observed, with a predicted amino acid similarity varying from 98.5 to 99.4% in a
fragment from RNA1 (Bradshaw et al., 2011). In addition, a recent study determined
that the variability in 521 nt from the coat protein gene of six isolates collected over a
period of 32 years from CPSMV was also very low, ranging from 97 to 100% nucleic
acid identity and from 92 to 100% in the predicted amino acid sequences (Beserra Jr. et
al., 2011).

Zhang et al. (2007) observed the presence of chimeric and mosaic RNAL recombinants
in the Comovirus BPMV infecting soybean. In this work we found no evidence for
either intermolecular or intramolecular recombination in the RNA1 from CPSMVW.
Considering the fact that we analyzed isolates collected in distinct places distributed
over an area of 1.2 million square kilometers, it seems that the variability observed in
CPSMV in Brazil is low, which encourages us to use strategies based on RNAi for
obtaining transgenic plants resistant to CPSMV that could be used throughout the

extensive area where cowpea is grown in Brazil.

Phylogenetic analysis confirmed that the Brazilian CPSMYV isolates are substantially
different from CPSMV strain DG (figure 2). The robustness of the resulting phylogeny
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was evaluated by bootstrap analysis. An additional analysis with the partial RNA-1
encoded polyprotein revealed a clear separation between isolates from Taiba-CE, Irecé-
BA and Terezina-Pl, which rooted forming a clade separated from the other Brazilian

isolates. Nevertheless, no biological contrasts could be associated with this separation.

Despite the low variability found among Brazilian CPSMV isolates, there is a notable
difference in their symptomatology on infected cowpea plants, ranging from mild to
moderate. To determine host responses to the CPSMV isolates, symptoms in infected
cowpea plants were compared using a scale from + (mild) to ++++ (severe). For BPMV,
symptom determinants have been associated with the protease cofactor (Co-pro) and
helicase from BPMV RNAL1 (Gu and Ghabrial, 2005). However, in this study, no
correlation was found between mutations in the helicase and symptoms caused by the
CPSMV, but all isolates with mutation R to K in the protease presented severe
symptoms (figure 3). Complete sequences from the virus genome should be further
analyzed in order to make a better association between amino acids/protein structure

variation and symptoms.

Results of the present study enhance observations regarding naturally occurring genetic
diversity among CPSMV isolates, which is important for the biology of the virus
population and provides a basis for understanding the difficulty in identifying host
resistance for disease control. In addition, this study provides information that will be
the foundation for the development of strategies to produce durable resistant lines. It is
even more crucial for strategies based on sequence-dependent technologies, such as the
RNAI concept. Experiments are ongoing to generate transgenic cowpea plants that are
resistant to CPSMV.

Acknowledgments

We thank Joaquim A. A. de Oliveira for help to collect cowpea samples. E.F.M.A. was

supported by a fellowship from CNPq.

References



104

Aragdo FJL and Faria JC. (2009). First transgenic geminivirus-resistant plant in the
field. Nature Biotechnology 27: 1086 — 1088.

Beserra Jr JEA, Andrade EC, Camar¢co RFRA, Nascimento AKQ, Lima JAA. (2011).
Sequence variability in the coat protein gene of Cowpea severe mosaic virus isolates
from northeastern Brazil. Tropical Plant pathology 36(2): 121-124.

Bonfim K, Faria JC, Nogueira EOPL, et al. (2007). RNAi-mediated resistance to Bean
golden mosaic virus in genetically engineered common bean (Phaseolus vulgaris). Mol.
Plant-Microbe Interact 20(6): 717-726.

Bradshaw JD, Zhang C, Hill JH, Rice ME. (2011). Landscape epidemiology of Bean
pod mottle comovirus: molecular evidence of heterogeneous sources. Arch Virol
156:1615-1619.

Booker HM, Umaharan P, McDavid CR. (2005). Effect of Cowpea severe mosaic virus
on growth characteristics and yield of cowpea. Plant Disease 89:515-520.

Chen X and Bruening G. (1992). Cloned copies of Cowpea severe mosaic virus RNAS:
infectious transcripts and complete nucleotide sequence of RNA 1. Virology 191:607-
618.

Costa CL, Lin MT, Kitajima EW, et al. (1978). Cerotoma arcuata (Oliv.) a chrysomelid

vector Vigna mosaic in Brazi. Fitopatologia Brasileira 3: 81-82.

Goncalves MFB and Lima JAA. (1982). Efeitos do Cowpea severe mosaic virus sobre a

produtividade do feijdo-de-corda. Fitopatologia Brasileira 7:547.



105

Gu H and Ghabrial SA. (2005). The Bean pod mottle virus proteinase cofactor and

putative helicase are symptom severity determinants. Virology 333(2): 271-83.

Kareem KT and Taiwo MA. (2007). Interactions of viruses in Cowpea: Effects on

growth and yield parameters. Virology J 4: 15.

Le Gall O, Iwanami T, Karasev AV, et al. (2005). Family Comoviridae. In: Virus
Taxonomy. Eighth Report of the International Committee on Taxonomy of Viruses
(Fauguet CM, Mayo MA, Maniloff J, Desselberger U and Ball LA, eds). 807—818.

Lima JAA, Nascimento AK, Silva GS, et al. (2005b). Crotalaria paulinea new natural

host of the Cowpea severe mosaic virus. Fitopatologia Brasileira 30(4): 429-433.

Lima JAA, Sittolin IM, Lima RCA. (2005). Diagnose e estratégias de controle de
doencas ocasionadas por virus. In: Freire Filho FR, Lima JAA, Ribeiro VQ (Eds.)
Feijao-Caupi Avancos Tecnoldgicos. Embrapa Informacdo Tecnoldgica. Brasilia DF. pp.
403-459.

Lomonossoff GP and Ghabrial SA. (2001). Comoviruses. In: Encyclopedia of Plant
Pathology (Maloy OC and Murray TD, eds) John Wiley and Sons, New York. \Vol. 1,
239- 242,

Tamura K, Peterson D, Peterson N, et al. (2011). MEGAS: Molecular Evolutionary
Genetics Analysis using Maximum Likelihood, Evolutionary Distance, and Maximum
Parsimony Methods. Mol. Biol. Evol 4: 1-9.



106

Thottappily G and Rossel HW. (1985). Worldwide occurrence and distribution of virus
diseases. In: Cowpea research, production and utilization. (Singh SR, Richaie KO, eds.)
Chichester: Jonh Wiley & Sons. 155-171.

Zhang C, Gu H, Ghabrial SA. (2007). Molecular characterization of naturally occurring

RNAL1 recombinants of the Comovirus Bean pod mottle virus. Phytopathology 97:
1255-1262.




107

Figure 1. Map indicating municipalities where samples were collected (open circles)

and those that were sequenced (solid circles).
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Figure 2. Maximume-likelihood tree of Cowpea severe mosaic virus isolates and species
from Comovirus genus based on 2,200 nt from RNAL (A). Correspondent sequences
from Comovirus species were retrieved from GenBank accessions X00206 (Cowpea
mosaic virus), AY744932 (Bean pod mottle virus), GU968732 (Turnip ringspot virus)
X64886 (Red clover mottle virus), EU450837 (Radish mosaic virus), GU810903 (Broad
bean true mosaic virus), M83830 (Cowpea severe mosaic virus) and EU421059 (Squash
mosaic virus). Bootstrap values are of 1000 replicates and are expressed at nodes. In (B)
there is a bootstrap consensus phylogenetic tree of the partial RNAl-encoded

polyprotein from 11 Brazilian CPSMV isolates .
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Figure 3 Distribution of divergence as compared to the consensus sequence of cowpea
field isolates for the partial RNAl-encoded polyprotein from Cowpea severe mosaic
virus corresponding to helicase (Hel), viral genome-linked protein (VPg), picornain 3C-
like protease (Pro) and RNA-directed RNA polymerase (RdRp) (amino acid 624 to
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1355). A diagram of CPSMV RNAL1 genome organization is shown at the top. Vertical
lines indicate amino acid substitutions and symptom severity provoked by infection,
with each isolate scored by + (mild) to ++++ (severe). Isolates are designed by: TAI:
Taiba-CE; TAQ: 2: Taquaritinga do Norte-PE; TER: Teresina-Pl; QUE: Queimadas-PB;
ITA: Itabaianinha-SE; LAR: Laranjeira do Abdias-RN; BRA: Brazlandia-DF; TAG:
Jaguaribe-CE; RUS: Russas-CE; JUP: Jupi-PE; IRE: Irecé-BA.

Table 1. Percent nucleotide (above diagonal) and deduced amino acid (below diagonal)
sequence identity of a fragment from RNA1 (2,200 nt) of 11 Brazilian CPSMYV isolates.

TAI TAQ TER QUE ITA LAR BRA JAG RUS JUP IRE
TAI 98 100 98 98 98 98 98 98 98 98
TAQ 97 98 100 99 99 100 100 99 99 99
TER 100 97 98 98 98 98 98 98 98 98
QUE 97 100 97 99 99 100 99 99 99 99
ITA 97 100 97 100 99 99 99 100 100 100
LAR 97 99 96 99 99 99 99 99 99 99
BRA 97 100 97 100 100 99 100 99 99 99
JAG 97 100 97 100 100 99 100 99 99 99
RUS 97 100 97 100 100 99 100 100 100 100
JuP 97 100 97 100 100 99 100 100 100 99
IRE 97 100 97 100 100 99 99 99 100 100
TAIL: Taiba-CE; TAQ: 2: Taquaritinga do Norte-PE; TER: Terezina-PI; QUE:

Queimadas-PB;
Brazlandia-DF; TAG: Jaguaribe-CE; RUS: Russas-CE; JUP: Jupi-PE; IRE: Irecé-BA.

ITA:

Itabaianinha-SE; LAR: Laranjeira do Abdias-RN; BRA:
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