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INTRODUCAO GERAL

A mandioquinha-salsa Aracacia xanthorriza Bancroft) é um alimento
essencialmente energético, com propriedades diasete alta digestibilidade (Pereira,
1997). E originaria da regi&o andina (Zanin & Ciagd#184) e foi introduzida no Brasil no
inicio do século passado (Balbimb al 1990; Souza,1992; Santos & Carmo,1998). A
planta de mandioquinha-salsa tem grande import&ocil e econdmica nas regides onde
seu cultivo é intenso (Madeira & Souza, 2004). Ccado € amplo nas regides sul e
sudeste, onde € comum seu consumo, com a prodigico ada demanda, atingindo
elevadas cotacOes e com pequena oscilacao de rgus 2001).

No Brasil, apesar de diferentes denominacgdes, tovauda mandioquinha-salsa se
restringe a poucas cultivares com grande uniforde@dgenética, decorrente da introducéo
de reduzido numero de clones no pais e pela spagaQdo ser essencialmente vegetativa
(Giordanoet al, 1995). A uniformidade genética limita a expandaccultivo em regiées
gue apresentam condi¢cdes climaticas diferentestrdalicionais e eleva os riscos de
incidéncia de pragas, principalmente aquelas caggaa virus. (Santos, 1997).

Sete virus foram relatados para mandioquinha-sasaegido andina. Nenhum
destes virus foi oficialmente registrado no Brasiés ha evidéncias de que grande parte do
material de mandioquinha-salsa cultivado no Brastt infectado com virus. Madeira
(2004) verificou que 95 % de plantas da cultivarakefa de Carandai e 78,6 % da Amarela
de Senador Amaral coletadas em Brasilia-DF em 28fdvam possivelmente infectadas
com virus a partir de testes de inoculacdo em gdanticadoras. Porém, a identificacdo e
caracterizacao destes virus ndo foram realizadadpsapenas observadas por microscopia
eletrdnica particulas alongadas e flexuosas sentetha dé>otyvirus

A exemplo do que ocorre com outras hortalicas magas vegetativamente, como
alho e batata-doce, plantas de mandioquinha-sédtadas por viroses podem apresentar
menor desenvolvimento e producdo em relacdo a gdashdias. A avaliacdo da
disseminacao e dos prejuizos que uma doenca cannEmi® podera ser realizada quando
ferramentas de diagnose forem disponiveis. Logimdes de caracterizacdo e deteccgdao,
com técnicas adequadas, sdo imprescindiveis pamalzacdo de um levantamento

sistematizado de virus e avaliacdo de perdas erdiotarinha-salsa no Brasil.



Devido a esses fatores, 0 objetivo desse trabalhmafacterizar em nivel bioldgico,
sorolégico e molecular um virus isolado de mandiduarsalsa coletada em Brasilia, DF.
Em nivel bioldgico, foi realizado a inoculacao meca do isolado de potyvirus em plantas
da espécie Apiaceae, bem como em plantas de ofamaidias, o virus também foi
transmitido de maneira ndo-persistente por afigeasparticula viral foi observada por
microscopia eletrénica. A caracterizacdo sorologioasistiu da purificacdo da particula
viral, producdo de anti-soro policlonal, andlise peoteina da capa por gel de
poliacrilamida eWestern blottinge da avaliagdo de amostras de mandioquinha-dalsa
campo por ELISA. Molecularmente, a extremidade @génoma d@otyvirusfoi clonada
e sequenciada, primers especificos foram desenhlmatasa proposicao de ferramenta de
deteccdo por RT-PCR, e o genoma parcial foi clomasiequenciado.

A dissertacao esté dividida em 3 capitulos:

O capitulo 1 apresenta a revisdo bibliografica sebandioquinha-salsa e a familia
Potyviridae

O capitulo 2 descreve a caracterizacdo biological@gica e molecular de uma
nova espécie deotyvirusque foi isolada de mandioquinha-salsa em Bra$ila,

No capitulo 3, é apresentada a clonagem e sequerdia parcial do genoma de

Arracacha mottle virus.
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CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA

Cultura da mandioquinha-sala

A mandioquinha-salsa é uma planta eudicotiledoda@ardem Umbellales, familia
Apiaceae (Umbelliferae), génefaracacia, espécieArracacia xanthorrhizaBancroft. A
familia das apidceas compreende também outraslibastamportantes, como cenoura,
salsa, coentro, aipo (salséo) e erva-doce (funé&hmn)1825, a partir de plantas coletadas na
Jamaica, Bancroft a classificou taxonomicamentbestcendo o género e a espécie.

A planta de mandioquinha-salsa é descrita comualie de vida anual, bi-anual ou
perene. Raras vezes ela completa seu ciclo, pomlieita € realizada antes do
florescimento, ao final do estadio vegetativo (Ha&nm 1997). O caule compde-se de uma
cepa ou coroa, de cuja parte superior saem asicaqiiés curtas, os rebentos, filhotes ou
propagulos, de onde nascem as folhas de formastiggotas (Zanin & Casali, 1984). Esse
conjunto forma a coroa (Bustamante,1994), tambémmeka de toucga ou touceira (Figura
1.1).

Da parte inferior da cepa saem as raizes tuberapss,constituem a parte
comercializavel, com coloracédo variando de branemnarelo intenso ou purpura-escuro,
de acordo com o clone. Estas raizes sado produgidasimero de seis ou mais por planta
(Filgueira, 2000). O mercado brasileiro, porémgeapnta preferéncia por raizes de formato
conico alongado e de coloragdo amarela (Satitak 1991).

A mandioquinha-salsa é originaria nos Andes noenatd América do Syl
compreendendo as montanhas andinas da Colombia, Baivia, Equador e Venezuela,
onde seu cultivo é realizado de forma rudimentateesubsisténcia, sendo essencial a
alimentacédo da populacéo indigena (Zanin & Ca%884). Bukasov (1981) afirma que € a
planta cultivada mais antiga da América do Sulltecsgtivo entre os Chibchas de Bogota
pode ter antecedido o da batata e o do milho. Nan@ma € onde se encontra a maior
variabilidade de clones do génekoracacia 0 que tem levado a concluir que 14 seja seu
verdadeiro centro de origem (Ledn, 1964).
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Figura 1.1 Planta de mandioquinha-salsa. Parte superiomdieraola de coroa, de onde
saem os filhotes ou propagulos, e a parte infasaaizes que é a parte comercializavel.

A colonizagdo da regido andina pelos espanhoiscamaénte em nada alterou a
situacdo evolutiva e agrondmica da mandioquinhsasaté os dias de hoje (Santos & Silva,
1998).

Em razdo de ter como centro de origem o0s valesaddsl na parte norte da
Cordilheira dos Andes, onde a altitude varia d®Q.& 2.500 m e as temperaturas oscilam
entre 15 e 18C, a cultura se estabeleceu em regides cujo cinassemelha aquele de seu
habitat, mas varias tentativas de aclimatacdo dsepale clima temperado fracassaram,
porque a planta ndo chegou a formar raizes comesti@asali & Sediyama, 1997). O seu
cultivo difundiu-se no século passado pela Amétieatral e Antilhas.

A introducdo da mandioquinha-salsa no Brasil ér@émiga quanto a data e
circunstancias. H4 quem mencione, que sua intradie¢deita pelo Bardao de Friburgo, no

inicio do século passado, a partir de mudas prewéss das Antilhas; dai o nome popular
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pelo qual é conhecida no estado do Rio de Jaridiempa" ou "batata-baroa" (Zanin &

Casali, 1984). Porém, ha relatos que foi introduzmbr ocasido de uma reunido da
Sociedade de Agricultura, em julho de 1907, portafelo general colombiano Rafael
Uribe Uribe, quando de sua estadia no Brasil (J#arh952; Zanin & Casali, 1984).

A mandioquinha-salsa disseminou-se pelos estadddirtes Gerais, Parana, Santa
Catarina, Espirito Santo e S&o Paulo, dentre quews regides de clima ameno com
altitudes entre 800 e 1.500 m, onde ocorrem coediclimaticas similares as do seu local
de origem (Santos, 1993). Mais recentemente, araudixpandiu-se pelos estados de Goias,
Tocantins e Distrito Federal (Santos & Silva, 1998)

De acordo com a regido de cultivo, essa hortakgebre varias denominacgdes:
baroa ou batata-baroa (Rio de Janeiro, EspiritotoSadona da Mata mineira),
mandioquinha ou mandioquinha-salsa (Sao Paul@a fow batata-fiuza (Lavras e regiéao),
batata-salsa (Parana e Santa Catarina), cenouralar(darbacena e regido), dentre outras.
No meio cientifico, tenta-se uniformizar a denompém para mandioquinha-salsa. Nos
paises de lingua espanhola, 0 nome mais comwragéacha sendo bastante usados
também as denomina¢cdeswdeaca, zanahoria blanca apio. Em inglés, nas publicacbes
aparecarracachaeperuvian carrot(Santoset al, 1991; Carmet al, 1996).

Segundo Pereira (1997), a mandioquinha-salsa € linrerao essencialmente
energético, pois em relacdo aos demais nutrieoedeores de carboidratos (amido e
acucares totais) se destacam. Destes, cerca dec8r&spondem a amido e 6 % a aclUcares
totais. As proteinas sdo incompletas, como ocarreetras raizes e tubérculos, devido a
deficiéncia da maioria dos aminoacidos essendias. vitaminas presentes, a niacina e a
vitamina A sdo as mais importantes, mas também siass sdo ricas em vitaminas do
complexo B (riboflavina e piridoxina) (Monteiret al, 1993). Dos carotendides, o beta-
caroteno corresponde a maior fracdo. E excelentée fole calcio, fosforo e ferro.
Comparando-se o0s teores desses minerais com assideckes diarias de consumo de
criangas, adultos, gestantes e nutrizes, Peré&/]Iconclui que o consumo diario de 100
g de mandioquinha-salsa seria o suficiente pararsap necessidades desses minerais.
Devido a estes fatores, a sua alta digestibilidad&xo teores de amilopectina e auséncia
total de fatores antinutricionais) e propriedadeséticas, € especialmente recomendada na

alimentacéo de criangas, pessoas idosas e corsales¢Avelar Filho, 1989).
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A mandioquinha-salsa é muito apreciada pelas @fatitas organolépticas que
confere as sopas que com ela se faz, sendo asstmutilizada no inverno, na forma de
sopas e cremes (Monteied al, 1993), mas € utilizada em outras inUmeras forec@so
fritas fatiadas, com frango caipira, puré, paesdacsalgados.

O mercado é amplo nas regides onde € comum o condarmandioquinha-salsa,
devido ao pequeno volume comercializado, com ayp@ul abaixo da demanda. E o caso
das regides Sudeste e Sul, onde a cultura é extrenta compensatoria. Ja nas regides
Norte e Nordeste, além de parte do Centro-Oestergioquinha-salsa €, para a maioria da
populacdo, desconhecida. Recentemente, porém,ee@hservado tendéncia de expanséo
da cultura para o Planalto Central. E crescentglaaia demanda de mandioquinha-salsa
como matéria-prima para industrias alimenticiadanma de sopas, cremes, pré-cozidos,
papinhas, chips, purés. Com a industrializac&orddyto, abre-se mais uma possibilidade,
a exportacdo, complicada para o prodotoatura em funcéo da sua reduzida conservacao
pos-colheita (Madeira & Souza, 2004).

Com relacdo a parte aérea, existem registros deusliencdo na alimentacao
animal. Entretanto, nada € dito a respeito do vgl®r esse material poderia ter sob o
aspecto nutricional; sabe-se somente que, peldaeéei por parte do gado, seria um
alimento altamente palatavel.

A mandioquinha-salsa é considerada uma cultur&cajstom baixos requerimentos
em termos de fertilizantes e agrotoxicos, posstipdongo (6 a 16 meses) e alcanca
geralmente altos precos no mercado, tendo grangderiémcia social e econbmica nas
regides onde seu cultivo é intenso. Devido ao s#a lIbngo, demanda consideravel méo-
de-obra, sendo importante em pequenas areas, aspatie para o sistema de agricultura
familiar. As raizes atingem elevadas cotacdes,csene o preco do quilo para a classe
Extra AAA, a mais comercializada (70% ou mais) dotada em R$ 2,63 (CEAGESP,
2007), e a oscilacado de precos é pequena duraabt®,ocom preco meédio (setembro de
2006 a agosto de 2007) de R$ 23,87 (caixa K, cokg)22juando comparada a outras
hortalicas. O que minimiza o risco de insucessodseportanto Otima op¢do para o
pequeno e médio produtor (Madeira & Souza, 2004).

A producdo atualmente, concentra-se na Améric&upespecialmente no Brasil,

Colémbia, Venezuela e Equador, e em menor escal&enu e Bolivia, sendo também
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esporadicamente cultivada na América Central (Herma997). Atualmente, o Brasil € 0
maior produtor de mandioquinha-salsa no mundo, exttnendo na regido centro-sul do
pais (Reghiret al, 2000).

O maior mercado atacadista de mandioquinha-sal&rasil € o CEAGESP. Neste,

o0 movimento comercial de mandioquinha-salsa, atirgn 2005 o total de 16,3 mil
toneladas, procedentes de Minas Gerais (30 %)n&42v,8 %), Sdo Paulo (21,4 %) e
outras localidades (20,8 %) (Vilela & Madeira, 206

Santoset al (2000) apresentaram dados detalhados de queosBarana, a
producdo foi superior a 72 mil toneladas produzidas cerca de 7.600 ha com
produtividade média de 9.500 kghaenvolvendo diretamente quase 3400 familias.
Profissionais que trabalham com a cultura estimam,Brasil, area de cultivo anual
superior a 20 mil hectares, com produtividade médi& a 9 t.Ha

De acordo com a Hortibrasil (2007), no Brasil aatse aproximadamente 23.000
ha, com uma produgdo média de 250.000 t. ano deliotainha-salsa. Estima-se que
cerca de 95 % deste volume seja consunmd@turae que o restante seja absorvido pelas
indUstrias. A falta de padronizacao do produtograarcializacdo é um grande obstaculo a
adocdo dos conhecimentos técnicos gerados pelauipesq ao aperfeicoamento da
gualidade do produto.

Uma planta individual pode produzir até 3 kg deesj e sua produtividade média
situa-se entre 5 e 15 t.‘hamas em parcelas experimentais pode alcancarOaté &'
(Henz, 2001). Tendo-se o custo de producao tot&d%18.600 e producado estimada em 22
t. ha' ou 1000 caixas por ha, chega-se a um custo de@R%p8r caixa de mandioquinha-
salsa (Madeira & Souza, 2004).

No Brasil, os principais produtores de mandioquisalga sdo os estados do Parana,
Minas Gerais e Sdo Paulo. Em 2006, a producao deiotpuinha-salsa no Parana foi de
56.000 t. ano colhida em uma &rea de 4.500 ha codutividade de 12 t. Ha Em Minas
Gerais a producéo foi de 16.000 t. ano colhida era érea de 750 ha com produtividade
de 21 t. hd (Emater — MG), e em S&o Paulo a safra foi de 6.@0®, em uma area de 414
ha com produtividade de 14 t. H&CATI/IEA-SP).

Esses dados podem néo representar a realidadediefo de mandioquinha-salsa

no Brasil, devido a boa parte da producédo ser aoaliezada diretamente do produtor ao
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varejista, ndo passando pelas centrais de abast#oine, conseqientemente, nao sendo
computada em dados oficiais.

Santoset al. (2000) relata que no estado do Parana observamggande aumento
na area de cultivo, passando de cerca de 3.00@raagproximadamente 8.000 ha com
produtividade média de 9.500 kghaMinas Gerais é o segundo maior produtor, com
producdo em cerca de 6.000 ha (Santos, 1997).

Segundo Henz (2002), esta cultura apresenta need/o e crescente, gozando
da reputacdo de ser produto saudavel, condicdodgue ser preservada e melhor
explorada, adequando facilmente a sistemas orgardeoproducdo em funcdo de sua
rusticidade.

No Brasil, apesar das diferentes denominacgfes,n@se no campo que a
mandioquinha-salsa restringe-se a poucas cultivax@® caracteristicas semelhantes e
grande uniformidade genética decorrente do cultdo reduzido namero de clones
introduzidos no pais e do fato da propagacdo sgetatva (Giordaneet al, 1995). A
mandioquinha-salsa cultivada no Brasil apresentaesacom tonalidade de coloragéo
amarela e, em menor escala, branca. E propagagkuagamente ha séculos, podendo ser,
na verdade, um unico clone (Soares, 1991).

A uniformidade genética traz riscos com relacacamas e limita a expanséo do
cultivo em regides que apresentam condi¢des cliamtiferentes das tradicionais (Santos,
1997). Existem observacdes de que a mandioquirba-geoveniente do Parané apresenta
coloracdo creme a amarela mais clara, porém estac&a decorre, provavelmente, de
influéncias ambientais (Santesal, 1991).

A cultivar Amarela de Carandai ou Amarela Comummaaterial tradicionalmente
cultivado e consumido no Brasil, caracterizandgs® alto nivel produtivo, raizes de
formato cdnico-cilindrico, coloracdo amarela intensabor e odor caracteristico. Na
verdade, ndo se trata de cultivar oficial, ndo des@us descritores reconhecidos e
registrados.

A Unica cultivar lancada oficialmente no Brasil @&marela de Senador Amaral,
oriunda de um programa de melhoramento genéticduzicio na Embrapa Hortalicas, com
seus descritores morfoldgicos reconhecidos. Edtaaufoi obtida por meio de selecdo de

clones originarios de sementes botanicas do matexdicionalmente cultivado, coletadas
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no municipio de Senador Amaral, sul de Minas Geraim produtores locais (Madeira &
Souza, 2004). Outros materiais também séo cultsyaalo menor escala comercial no
Brasil.

A mandioquinha-salsa é exclusivamente propagadarde vegetativa, por meio
de filhotes, também ditos rebentos ou propagulogieopode propiciar a ocorréncia de uma
carga consideravel de patdgenos degenerativosjgalmente virus.

Apés alguns anos de cultivo em regides tradicigraigicremento produtivo da
cultivar Amarela de Senador Amaral, observado mosgiros anos apos seu langamento,
vem decaindo (Nuno Rodrigo Madeira, informacao ga$sPossivelmente, por ter sido a
cultivar Amarela de Senador Amaral originada aipaeg sementes botanica, o material
deveria estar isento de infec¢do por virus. Conassgr do tempo, é provavel que houve
infestacdes sucessivas por virus distintos, degadera qualidade sanitaria do material de

propagacao.

Pragas

Mesmo sendo a mandioquinha-salsa considerada wantapgbastante ristica, com
baixa utilizagdo de insumos e reduzido custo delyg@o, os insetos, as bactérias e os
fungos podem causar danos significativos. Por pogsu ciclo relativamente longo,
dificilmente um cultivo de mandioquinha-salsa ati@@ ponto de colheita sem apresentar
problema com algum tipo de praga (Henz, 2002).

Em algumas regides brasileiras, a cultura da mgodiba-salsa tem aumentado de
importancia, devido ao incremento da area plantadia consumo. Mesmo assim o0 numero
de trabalhos de pesquisa publicados sobre pragasulionos anos é relativamente
pequeno, mesmo nos paises andinos, onde tambéftivadau Perdas economicamente
significativas devidas as doencas podem ocorreandp cuidados basicos de manejo da
cultura ndo sao tomados (Lopes & Henz, 1997).

De acordo com observacdes de campo de Hermann)(d98€aro Tetranychus
urticue) é freqientemente encontrado e causa um dos m&s péoblemas na cultura,
juntamente com os pulgdes, sendo estes tambémv@igssransmissores de virus.

Recentemente produtores vém reclamando do decksdm producdo, 0 que
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provavelmente deve estar relacionado a virosegjug@ é uma cultura de propagacao
vegetativa. Atualmente, os virus nesta cultura po@star levando a grande perda de
producéao, evidenciando uma demanda urgente emipasmm este tema.

N&o existem agrotoxicos registrados no Ministéria dgricultura e do
Abastecimento para o controle de insetos e acassc@dos a mandioquinha-salsa no
Brasil. As empresas produtoras de agroquimicosodbéecem a importancia econdmica da
mandioquinha-salsa, faltando informa¢des sobreyposdcom potencial de mercado para
combate aos principais problemas na cultura e artB&o do mercado potencial.

Os principais artrépodes associados a cultura calimguinha-salsa séo:

Broca — Conotrachelus cristatus. Trata-se de um coledptero da familia dos
Curculionideos, com cerca de 5 a 7 mm de comprivseatde coloracdo marrom escura,
com larva de coloracé&o branca-creme a parda quenpatingir 10 mm de comprimento.
Suas larvas penetram pelo peciolo das folhas eirggerd para a base da planta,
construindo inimeras galerias, inviabilizando &zat¢do dos filhotes para plantio de novas
lavouras. A ocorréncia de podriddes torna-se gépada. Iniciam seu ataque pelas bordas
da lavoura, de onde se disseminam para todo o cdhguem atacar plantas novas ou ja
desenvolvidas (Fornazier, 1995). Em S&o Paulocdoistatado um ataque severo dessa
broca em 100% das mudas, em 1984, o que foi coadidleim dos fatores responsaveis
pela reducédo de area cultivada no Estado (Zan84)19

Acaro-rajado — Tetranychus urticae. Os &caros sdo pequenos aracnideos, com
cerca de 0,3 a 0,5 mm de comprimento, causadorefamnies a diversas culturas, pela
succao de seiva e transmissao de viroses. O &gadniforma colbnias na face inferior das
folhas, construindo pequenas teias. Os sintomasitague sao observados devido ao
prateamento da face inferior das folhas associapiesenca de teias, e na face superior,
formam-se pequenas pontuagdes amareladas que anmemt quantidade com o aumento
da populagdo da praga. As folhas podem se torta@ramente amareladas, causando o
definhamento generalizado da planta e consequedtedo da produtividade (Fornazier &
Santos, 1998). Essa praga ocorre em reboleirabi(Badt al, 1990) e quando se trata de
infestacdo do material de propagacéo, as rebolec@sem dispersas na lavoura. Quando
essas se iniciam nas extremidades da lavoura, \wiovante se trata de fonte externa de

infestacdo, pela migracao de acaros alojados emmsoplantas hospedeiras nos arredores.
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Temperaturas elevadas, baixas precipitacfes essxdesadubacdo nitrogenada favorecem
0 aumento populacional de acaros. Portanto, adebagfogenadas cuidadosas e o0 uso de
irrigacdo por aspersao sao fatores que minimizgoopalacdo da praga. O controle da
expansao das reboleiras, pela retirada de plantét® @mitacadas, também € medida que
pode reduzir a disseminacao do acaro.

Pulgbes -Destacam-se 0s génerfsuraphise Aphis. Insetos de pequeno porte,
sugadores de seiva, de alta capacidade reprodutive vivem em colbnias na regiao logo
acima da superficie do solo, no colo da planta,eocu touceiras graudas, entre 0s
propagulos, protegidos pelos peciolos desses. Bstsariados as formigas com as quais
vivem em simbiose. Sua reproducao ocorre por pagérese telitoca, ou seja, por diviséo,
sendo que todos os individuos gerados sdo fémeasdda succdo continua de seiva e a
injecao de toxinas, os pulgdes levam a planta &oldenento (Fornazier & Santos, 1998).
Além disso, podem atuar como transmissores de,virugie provoca um decréscimo da
produtividade pelo aumento da carga viral. Recomesgda desinfestacao dos filhotes com
cloro ativo para controlar a populagcdo dessa praganomento do plantio e evitar o
excesso de nitrogénio. Outro pulgdo que tambénaatazultura é ddyadaphis foeniculi
(Pass.), guénfesta as folhagens, podendo causar danos sigfinfds, como em 2002 no
Parana e em Santa Catarina, quando dizimou diviergasras (Madeira & Souza, 2004).
Os danos ocorrem, quando normalmente se verifiashallancos hidricos e desequilibrios
nutricionais. O controle é baseado no uso de mu@d#ésdas com cloro ativo, manejo
adequado da irrigacéo e boa nutricdo das plantas.

Quanto aos patégenos, de acordo com Henz (2002)rdm registrados ocorrendo
em mandioquinha-salsa, sendo que desses, 28 falatados no Brasil. A maioria dos
registros estdo na forma de resumos, capitulosiwies!|ou publicagcbes genéricas,
desprovidos de uma série de dados relevantes, pmwas de patogenicidade, importancia
da doenca, perdas, identificacdo mais acurada eutras. Dos poucos artigos publicados,
alguns se encontram em revistas de circulacdonalgide dificil acesso, ou em forma de
listas de doencas, sem informacdes de epidemiotagantrole.

As doencas que se destacam nas condi¢cOes brasg@ioaa murchaS€lerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary), as manchas foliareSeptoria sp. e Cercosporasp.), 0

crestamento-bacterianXdgnthomonas campestrjg/. aracaciag, as podriddes-de-raizes
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(Pectobacteriumspp.) e os nematoéides das galhdel¢idogynespp.). Os dois ultimos
grupos de patégenos sdo os principais problemeslulaia e causam perdas significativas.

A murcha, ocasionada pelo fung&clerotinia sclerotiorum, € uma das principais
doencas da mandioquinha-salsa na regido serrarigsgioito Santo (Ventura & Costa,
1998). Os principais sintomas da doenca séo clonasefolhas e posterior murcha da
planta. O patdgeno € um fungo altamente danosocaquar do apodrecimento completo
da planta quando as condicdes séo favoraveis &aoAr plantas doentes apresentam um
apodrecimento da coroa e raizes onde é visivel esepca de micélio branco e,
posteriormente, a presenca de esclerédios de goa fg€entura, 1995). A dispersdo dos
esclerddios é a principal forma de disseminacadogaca. A escolha do local de plantio, a
irrigacdo adequada, o uso de material propagatidmsa eliminacdo de plantas atacadas
nos canteiros de pré-enraizamento e a vistoriadgo sdo medidas de controle. Um outro
fungo de solo também muito important&derotium RolfsiBacc. que, juntamente cdm
sclerotiorum sdo os patdgenos de solo mais importantes pardtura, ocorrendo nas
regides produtoras do Espirito Santo, Minas Ger&arana (Henz, 2002).

As manchas foliares causadas pelos fung8gptoria apii(Briosi et Car.) Chese
Cercosporaarracacina Chupp. (Viégas, 1961), e o crestamento-bacterieamosado pela
bactériaXanthomonas campestrjs/. aracaciae (Pereiraet al, 1971), sdo as principais
doencas que afetam as folhas de mandioquinhaaa&a comuns em praticamente todas
as areas produtoras. Entretanto, raramente causguizps aos produtores (Siqueira, 1988;
Oliveira & Moura, 1995; Stradiotto, 1995s sintomas causados p8&:c apii e C.
arracacina sdo pequenas manchas marrons nas folhas maiss,védimalo no centro os
corpos de frutificacdo dos fungos, sendo picnigeraS. apiie conidiéforos livres par@.
arracacina A disseminacdo desses patdogenos ocorre pela @giovento ou,
principalmente, pela acdo da agua da chuva ouridmgéo. A bactéria causa manchas
angulares de coloragéo escurecida, com aspectareado, com posterior formagédo de um
halo amarelado e o secamento das folhas. Devdesgos®ar sempre material propagativo
sadio, evitar plantios em locais com excesso delame do solo e controlar a irrigacéo,
para evitar a disseminacéo da bactéria (Ventu&g)19

A podriddo das raizegpode ser ocasionada pPr sclerociorunou por bactérias do

género Pectobacterium (antigo Erwinia), que sdo as principais responsaveis pelo
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apodrecimento de raizes, principalmente em pésitallA prodriddo de raiz é responséavel
por grandes perdas durante o transporte, armazetmme comercializacdo de
mandioquinha-salsa (Lopes & Henz, 1997). Os sintoimaiais da doenca séo depressoes
de aspecto encharcado nas raizes, causando pode@nposi¢cdo dos tecidos (Santbs
al.,, 2000). S&o ditas podriddo-mole, apresentandar adoacteristico extremamente
desagradavel, ndo exatamente pelo ataque dos genies etioldégicos, mas pela acédo de
microorganismos decompositores associados ao aqueatQuando ocorre a infestacdo no
campo, geralmente associada a ferimentos causamtodrpcas ou por implementos
agricolas, a planta apresenta amarelecimento ernvamoento das folhas, normalmente
levando a morte das plantas. No campo, as platsasadas devem ser eliminadas. Na
colheita e em pés-colheita, as raizes devem seuseadas com cuidado, com o0 minimo de
impacto e atrito, de modo a minimizar a ocorréeanicroferimentos.

Até o momento, quanto aos conhecimentos sobre @rad fitopatoldgicos na
cultura de mandioquinha-salsa, rmatoéidescausadores das galhas continuam sendo um
dos principais patégenos da cultura, limitandoapcdo em algumas areas, com reducao
da produtividade e da qualidade das raizes. E$stsraa producédo de raizes no campo,
tornando-se afiladas e sem valor comercial, quaddodescartadas no beneficiamento por
causa das galhas. Nestas duas situacfes as p&odamiiso elevadas e podem atingir até
100% (Henz, 2002).

Os nematodides causadores de galha, pertencengg&namMeloidogyne, foram o
primeiro problema fitopatolégico detectado na aaltno Brasil. Dentre os nematoides do
géneroMeloidogyre, verifica-se a ocorréncia dé. incognitae M. javanicacom maior
frequéncia, além deéM. arenaria e, em regides mais friagyl. hapla Os danos se
caracterizam pela formagdo de galhas nas raizepreai@gndo-as qualitativa e
guantitativamente. As plantas intensamente atacadi@am amarelecidas e
subdesenvolvidas, podendo ainda haver seu apodmettimpelo ataque de agentes
secundarios como bactérias. Monteiro (1980), cifamtoCharchar e Santos (1997), relata a
ocorréncia do nematodide-das-lesdd¥atylenchus penetra causando necrose em
mandioquinha-salsa no Brasil. Para evitar o proaleom nematdides, o efetivo uso de
praticas culturais adequadas sdo muito importaoteso: conhecer o historico do local de

plantio, pousio, alqueive, revolvimento do soloarpio de mudas sadias, tratamento de
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mudas e o pré-enraizamento em substratos desihdesta conhecido que as cultivares de
raizes brancas apresentam altos niveis de tolardporém, sua aceitacdo comercial &
muito restrita. A cultivar Amarela de Senador Anhamigpresenta ligeira tolerancia a
nematoides (Charchar & Santos, 1997).

Virus em mandioquinha-salsa

Na regido andina, ha relatos de pelo menos setrs wifectando a cultura da
mandioquinha-salsa. @ternational Committee on Taxonomy of Virugeauquetet al,
2005) cita cinco: duas pertencentes ao géNeqmovirus familia Comoviridae Arracacha
virus A (AVA), descrito por Jones & Kenten (1978),Petato black ringspot virus
arracacha (PBRSV-A), descrito por Lizarragal. (1994); uma espécie tentativa do género
Cheravirus Arracacha virus B (AVB), descrito por Kenten &nés (1979); uma espécie
tentativa do génerBotyvirus Arracacha virus YAVY); e uma espécie tentativa do género
Carlavirus Arracacha latent virus (ALV). Lizarraga (2000Hermann (1997), mencionam
outros dois virus em mandioquinha-salsa: Arracgobigvirus 1 (AP-1) Potyvirug e
Arracacha carlavirus 3 (AV-3)Carlavirus) que podem estar relacionados com AVY e
ALV, respectivamente.

O AVA é constituido de um RNA de fita simples quaaedividido em trés
particulas isométricas com diametro em torno der6 Trata-se de um virus facilmente
transmitido por inoculacdo mecéanica para um gramoheero de hospedeiros, mas estudos
de inoculacdo mecanica para plantas sadias de ocmmuha-salsa ndo foram bem
sucedidos (Jones & Kenten, 1978). Naturalmentefesd sido encontrado infectando
mandioquinha-salsa, as quais apresentam sintomams@co amarelo nas folhas jovens.
Em tentativas de transmissdo do virus pelo afMgrus persicaendo se obteve sucesso.
Suspeita-se que, provavelmente, algum nematdideapgey o transmissor desse virus, a
semelhanca do que ocorre com os membros do gémgpovirus E transmitido por
sementes délicotiana clevelandii Esta distribuido pela América do Sul e Centramc

relatos especialmente no Peru. Apesar de ser comtenancontrado nos campos de
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mandioquinha-salsa na regido Andina (Jones & Kerit8ii8), sua importancia ndo tem
sido comentada.

Um outro virus isométrico isolado de mandioquind# na regido andina é um
variante do PBRSV. Plantas de mandioquinha-safeatadas com este virus apresentam
sintomas de mosaico e deformacéo foliar. Este v@mbém pertence ao géné&tepovirus

O AVB é um virus de RNA fita simples, com uma Urpeaticula isométrica de 26
nm. E encontrado naturalmente infectando mandibgugalsa, ocaQxalis tuberosa
Oxalidaceae) e batat&glanum tuberosunSolanaceae). Plantas infectadas naturalmente
somente com este virus ndo apresentam sintomasn&elanta de mandioquinha-salsa
com o AVB apresentar algum sintoma em campo, nonere € porque algum outro virus
esta presente (Jones & Kenten, 1981). Possui umalaagama de hospedeiros, é
transmitido por sementes, mas seu vetor ainda néonBecido. Possui duas distintas
estirpes: AVB-T e AVB-O. Ja foi encontrado no PerBolivia (Jones & Kenten, 1983).

O AVY € um virus de particula flexuosa, com 750 dencomprimento e 12 nm de
didmetro. Plantas de mandioquinha-salsa infectediaseste virus apresentam sintoma de
clorose nas folhas. Apresenta uma ampla gama dpetiesos. E transmitido por
inoculacdo mecéanica e por vetor, afiddgzus persicae Aphis gossypjiide maneira nao
persistente. Esta distribuido no Peru (ICTVdB Mamagnt, 2006a).

O ALV foi isolado de mandioquinha-salsa, seu hospednatural, porém sem
presenca de sintomas, ou seja, em infeccdo latBntem virus ndo envelopado, com
simetria helicoidal, particula viral com 650 nmabenprimento, genoma monopartido com
uma molécula de RNA fita simples. Este virus édmatido por inoculagcdo mecéanica a
varias espécies de plantas e ocorrem na Boliveawe (fCTVdB Management, 2006b).

Em uma amostra de 40 plantas de 10 acessos equagyriLizarraga (1997)
encontrou infecc¢des virais simples e multiplas é% tas plantas, sendo os virus AP-1 e
AV-3 foram os mais frequentes, com incidéncia de5B%, respectivamente. De acordo
com Hermann (1997), mesmo conhecendo algumas dasterdsticas deste virus, ndo esta
bem claro como estes afetam as plantas e a prodiecA@mndioquinha-salsa. Entretanto, é
guase certo que, a exemplo do que ocorre com oul@talicas propagadas

vegetativamente como batata, morango, alho e batat plantas de mandioquinha-salsa
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infectadas por virus podem apresentar menor delsemento e producdo em relacdo a
plantas sadias, livres de virus.

No Brasil, ndo ha registro oficial de ocorréncian@@hum virus em mandioquinha-
salsa, embora seja comum encontrar plantas apaesensintomas tipicos de viroses,
como mosaico, nanismo e deformacdo foliar. Hen0Zp0cita relatos do Dr. Elliot
Watanabe Kitajima, dizendo que ja foram constatadés microscopia eletronica,
inclusBes do tipo "catavento”, tipicas letyvirus em tecido foliar de mandioquinha-salsa
com sintomas de mosaico cultivada em Brasilia,A2ffedita-se que a incidéncia de virus é
alta e cause algum grau de degenerescéncia e mdduzipotencial produtivo da planta
(Madeira, 2000a; Santas al, 2000; Henz, 2002), sendo que a falta de registficiais €
um simples reflexo da caréncia de estudos comtarauiesta area no pais.

Madeira (2004) observou 95 % de infec¢cdo em pdaddacv. Amarela de Carandai
e 78,6 % em plantas da cv. Amarela de Senador Amparantermédio de inoculagdo em
plantas indicadoras, sem contudo identificar gudisis estavam presentes. Foram
observadas particulas flexuosas tipicaPakyvirus por miscroscopia eletrénica (Dr. Guy
de Capdeville e Dr. André Nepomuceno Dusi, infordmagessoal). O cultivo deste
material, ap0s cultura de &pice caulinar meristem& eliminacdo de virus, resultou em
superioridade produtiva de 51% em comparacdo aerialatradicionalmente utilizado
(Madeira, 2004).

Devido as evidéncias de que plantas de mandiogtsalsa cultivadas no Brasil
estdo infectadas com virus e a observacao por semp@a eletrbnica de particulas virais
tipicas dePotyvirusem extrato foliar destas plantas, € que se olge®lado utilizado

neste estudo, originario da mesma planta em gaeti@yda viral foi visualizada.

Potyviridae

A maior das familias de virus de plantas reconlascice do ponto de vista

econbmico, a mais importante, causando doencas ieensaks culturas, é a familia

Potyviridae Essa denominagdo de familia € recente, a qudblemg o anteriormente

chamado grupo Potyvirus. Este era formado peloggtaponémico que contém Rotato
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virus Y (PVY), primeiramente proposto por Brandes & We(i€59). Em 1971, o Comité
Internacional de Nomenclatura de Virus, renomeadd 873 delnternational Committee
on Taxonomy of Virus€#CTV), reconheceu formalmente a formacéo do gmRptyviruse
mais 15 outros grupos (Harrisehal, 1971). Atualmente, de acordo com ultimo relatoéri
do ICTV (Fauquett al, 2005) a familiaPotyviridaeé constituida por aproximadamente
220 espécies, divididas em seis géneros.

Esta familia é formada por virus que tém particallamgadas e flexuosas, néo
envelopadas, medindo de 11 a 15 nm de largura.o®gramentos das particulas virais
variam entre os géneros. Espécies com genoma nmidopzariam de 650 a 900 nm de
comprimento e espécies com genoma bipartido, pospaeticulas de tamanhos 250 a 300
nm e 500 a 600 nm de comprimento. O material gaméticomposto por uma ou duas
moléculas de RNA linear de fita simples sentidoitpas variando de 8.500 a 12.000
nucleotideos (Shuklat al, 1994; Fauquett al, 2005). ORNA gendmico é protegido pela
proteina da capa (CP) com aproximadamente 2.208sdp um polipepitideo de cerca de
34 kDa, arranjadas como uma hélice envolvendo orgar(Hollings & Brunt, 1981a).

A patologia dos membros da famiRatyviridaepode ser observada por uma série
de sintomas, que incluem desde mosqueado, mosammse, necrose, deformacdes
foliares e de frutos, até mesmo infecgéo latertteKB et al, 1994).

A classificagdo dos seis génerospofnovirus Macluravirus Rymovirus
Tritimovirus, Bymoviruse Potyvirug da familia Potyviridae é baseada no vetor de
transmisséo, gama de hospedeiros e organizacamgen@-auqueet al, 2005).

Os virus do géneripomovirus tendo como espécie-tif@weet potato mild mottle
virus (SPMMV), s&o formados por um componente geodne sdo transmitidos por
mosca-branca. O génebidacluravirus espécie-tipoMaclura mosaic virusMacMV), &
caracterizado por ser transmitido por afideos, yipggpenas um componente genémico e
com particula menores que 700 nm de comprimentgé®roRymovirus espécie-tipo
Ryegrass mosaic virulRGMV), caracteriza-se pela presenca de um Unico componente
gendmico, com todas as espécies restritas a fa@ridimineae e a sua transmissao feita por
acaros do génerbacarus O géneralritimovirus, espécie-tipdheat streak mosaic virus
(WSMV), também com um Unico componente genémiaduirespécies restritas a familia

Gramineae, porém sua transmissao feita por acargéreroAceria O génerdBymovirus
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espécie-tipaBarley yellow mosaic virugBaYMV), caracteriza-se pela presenca de duas
moléculas de RNA, com transmisséo feita por furegggamineas (Fauquet al, 2005;
Adamset al, 2005a).

O génerdPotyvirusforma o maior e 0 mais importante género dentréaddlia,
infectando uma ampla variedade de plantas tantmoatiteddneas como dicotiledéneas. E
caracterizado por possuir particulas filamentodagubsas, com 680 a 900 nm de
comprimento e 11 a 13 nm de diametro (Figura D2Z)enoma € constituido de uma Unica
molécula de RNA, linear, senso positivo, com aprmadamente 9.700 nucleotideos,
possuindo uma Unica fase de leituopgn reading frameORF), que se traduz em uma
poliproteina de 340 a 370 kDa (Figura 1.3). A puolipina € processada por trés proteases
virais, Nla, P1 e HC-Pro, em 10 proteinas: a pnateN-terminal (P1l), a protease
componente auxiliar (HC-Pro), a proteina P3, aginat inclusdo citoplasmatica (Cl), duas
proteinas de inclusdo nuclear (Nla [VPg, Pro] e)Ndinas proteinas pequenas (6K1 e 6K2)
e a proteina da capa (CP) (Urcuqui-Inchiehal, 2001; Adamt al, 2005b) (Figura 1.3).

A organizacdo gendmica e a estratégia de expregsit@ntam ser uniformes por
todo o género. O RNA genbmico carrega uma proténarigem viral, VPg\ral protein
genome-linkey ligada covalentemente a sua extremidade 5° eaawda poli-(A) no final
da extremidade 3'. A VPg e a capa protéica (CP)samnicos produtos génicos que fazem
parte da particula viral, e aproximadamente 5%edopgso € composto de RNA e 95 % de
proteina (Hollings & Brunt, 1981a).

A obtencédo dos primeiros clones infecciosos deviaty (Riechmanmet al, 1989)
permitiu o inicio de estudos moleculares que regetaa funcdo de praticamente todas as
proteinas virais (Tabela 1.1). Consequentemengé@ricmoramento e o uso disseminado de
técnicas moleculares possibilitaram o amplo comhegto de estruturas moleculares, sua
organizacdo genbmica e sequéncia nucleotidica, w medo de replicacdo, o

processamento da poliproteina, bem como suas asgShuklat al, 1994).
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Figura 1.2 Visualizacdo das particulas flexuosas e alongtpigsis de potyvirus por
microscopia eletronica (Fonte: http://www.ncbi.mih.gov/ICTVdb/).

Um aspecto fundamental das proteinas sintetizadéss potyvirus € que elas
parecem ter um carater multifuncional, pois pratieate todas as proteinas cujas funcdes
ja foram determinadas atuam em mais de um proaissiclo de infeccdo. Sabe-se que
todas as proteinas virais estdo envolvidas na foaglio gendmica e todas elas, com
excecdo da P3, 6K1 e 6K2, se ligam ao RNA (Urcligehimaet al, 2001).

A CP dos potyvirus, pode ser dividida em trés regi@ N-terminal variavel, que
esta exposta na superficie da molécula, e duaSesegbnservadas — a regido central com
quatro provaveis-hélices e com 215 a 227 aminoacidos e a regid@@ital, que contém
duasa-hélices e trég-strands, que contém de 18 a 20 aminoacidos (Baratoal, 2001,
Shuklaet al, 1988b).
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Figura 1.3: Esquema da organizagdo genémica do géRetgvirus O retangulo corresponde ao genoma
viral que é traduzido em uma poliproteina, com g YiR extremidade 5’ e a poli(A) na extremidadeCzida
proteina é representada por sua abreviacdo demtret@hgulo ou abaixo da ORF. As setas indicanitms s
de clivagem de cada protease. As proteinas estioptificadas na tabela 1.1.

Tabela 1.1 Fung8es das diferentes proteinas codificadaPpiywirus

Proteinas Peso molecular  Propriedades

P1 32-64 kDa Protease, responsavel pela autoclivagem
Expressao dos sintomas

HC-Pro 56-58 kDa Transmisséo por afideos

Helper component Protease, responsével pela autoclivagem

Movimento sistémico
Desenvolvimento sintomas
Supressora de silenciamento génico

P3 37 kDa Patogenicidade
6K1 6 kDa Funcé&o ndo conhecida
Cl 70 kDa Replicagdo do genoma
Cylindrical inclusion ATPse / RNA helicase
protein Ligacdo a membrana e movimento célula a célula
6K2 6 kDa Ligacdo ao complexo viral de replicagcdo doogea
VPg 21-24 kDa Funciona como primer para a replicacdgedmma
Nla-Pro 49 kDa Protease: principal enzima responséavel gielagem
Nuclear inclusion protein a da poliproteina

Interagdo proteina-proteina
NIb 58 kDa Replicagdo do genoma
Nuclear inclusion protein b RNA polimerase dependente de RNA

Envolvida na replicacdo do genoma
CP 28-40 kDa Transmisséao por afideos
Coat protein Movimento sistémico e célula-a-célula

Montagem da particula viral
(Adaptado de: Shuklet al, 1994; Anandalakshneit al, 1998; Urcuqui-Inchimeat al., 2001).

Atualmente, o género é formado por 206 espéciesiosel0 espécies definitivas e
96 provaveis espécies (Fauqeetal, 2005). Possui como espécie-tipdPotato virus Y
(PVY), do qual originou 0 nomotyvirus

As particulas dos potyvirus sdo comumente encadraispersas ou formando
pequenos agregados soltos por todo o citoplasmaélidss infectadas. Na fase inicial de

infeccdo, no entanto, essas particulas sdo endastraresas as paredes celulares, nas
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proximidades dos plasmodesmata ou nos feixes a#opticos que atravessam 0S
vacuolos das células (Harrison & Roberts, 1971;dawvet al, 1971).

Os Potyvirusinduzem a formacgéo de inclusfes citoplasméatidasddicas (Cl) ou
amorfas durante a infeccédo (Edwardson, 1966). As8Glagregados da proteina viral de 70
kDA que se acumulam dentro de diferentes compantimsecelulares, formando estruturas
estaveis denominadas corpos de inclusées do tieveato. Outro tipo de inclusédo
proeminente encontrado em muitas, mas ndo em &sdpkntas infectadas por potyvirus,
sdo as inclusdes nucleares cristalinas (NI). Egge de inclusdo é composta por duas
proteinas ndo estruturais distintas, denominddelsisdo nuclear a(Nla) e inclusédo
nuclear b(NIb). Provavelmente essa inclusdo € um resultidproducdo excessiva das
proteinas Nla e NIb (Knuhtsen al. 1974).

Muitos fatores afetam o padrdo de disseminacaosevaridade da doenca nas
culturas. Dentre esses fatores, a proximidade dégocontendo virus, o numero, a
atividade e a ocorréncia de vetores de forma addaos mais importantes. ©styvirus
nao sobrevivem em folhas mortas ou em hospededuiiteddos, nem por longos periodos
no vetor (Hollings & Brunt, 1981a).

As espécies de virus pertencentes ao gépetorirussao transmitidas naturalmente
em uma relacdo de transmissédo do tipo maneira edisfente (ndo-circulativa) com os
afideos vetores. Isto implica em periodo de aciisiturto de alguns segundos a poucos
minutos, auséncia de um periodo de laténcia e tamibé@ curto periodo de retencéo,
inferior a uma hora. Nesse tipo de transmissao parfodo de jejum para pré-aquisicao
aumenta a eficiéncia de transmissdo. Um periodaqdésicdo superior a cinco minutos
diminui esta eficiéncia (Delgado-Sanchez & Grod#&v,0; Hollings & Brunt, 1981b).

Quanto aos mecanismos moleculares envolvidos nantiasdo por afideos, pouco
se sabe. E conhecido que a transmisséo é depentieptesenca, dentro das células das
plantas infectadas, de uma proteina ndo estrutgdificada pelo virus, denominada
componente auxiliatH{elper component HC-Pro), de peso molecular em torno de 53 a 58
kDa (Murphyet al, 195). Além da HC-Pro a composi¢cdo da protein@agsm proteéica,
também esta envolvida neste tipo de transmissaocipeilmente no que se refere ao
motivo DAG (Allisonet al, 1985; Pirone, 1991; Gal-@at al, 1992).
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Segundo Shuklat al. (1994), os critérios mais importantes para a ifleagdo das
espécies no género sdo a citopatologia; a morflag particula; o mecanismo de
transmisséo; a estrutura e organizacao do genoipagpaiedade, a seqiéncia e a reacao
sorolégica da capa protéica. De acordo com o Ultietatorio do ICTV (Fauquett al,
2005), os critérios adotados para demarcacao @eiespdentro do géneRbtyvirussao: a
sequéncia do genoma (< 80% identidade na sequUéeciaminoacido da CP; < 85%
identidade na sequéncia de nucleotideo do genommpletm e os diferentes sitios de
clivagem da poliproteina); o circulo de hospedeieopatogenicidade e a citopatologia; o
modo de transmisséo; as diferencas sorologicas .

Muitos Potyvirustém circulo de hospedeiros restrito, podendo sartificados com
base em sintomas caracteristicos em certos hospedeorém, a confianca deste critério
tem causado muita confusdo na identificaca®aolyvirusinfectando algumas familias de
plantas (Bos, 1970; Shuklat al, 1989). DiferentesPotyvirus tém sido observados
mostrando sintomas similares no mesmo hospedemmmpém, diferentes condicdes
climaticas, diferentes cultivares ou diferentesdis genéticas da mesma espécie de planta
podem apresentar respostas diferentefeacao viral (Hollings & Brunt, 1981 a). De modo
geral, os métodos bioldgicos sdo capazes de difiareestirpes de um mesmo Vvirus,
entretanto, os resultados estdo sujeitos a vasag@eambiente e do gendétipo das plantas
(Mattews, 1991), sugerindo que a sintomatologia eéice ser um marcador confiavel do
relacionamento genético (Shuldhal., 1994).

A sorologia € uma das técnicas utilizadas na iflemtdo e classificacdo de
diversos géneros de virus (Faugeeal, 2005). Os testes sorologicos podem permitir uma
diagnose de amplo espectro, detectando estirpasnddeterminado virus e até mesmo
espécies distintas mas taxonomicamente proximas,podem levar a uma alta
especificidade (Zerbini & Zambolim, 2000).

Apesar de sua praticidade, a sorologia tem proveo ser satisfatoria quando
aplicada a taxanomia damilia Potyviridae (Shukla & Ward, 1989). Esta dificuldade
relacionada com os membros desta familia ndo se dgwoblemas associados com as
técnicas soroldgicas, mas simg@mplexa heranca associada com a proteina da eapa d
Potyvirus(Shukla & Ward, 1989).

Tem sido observado que ndo ha um padréo de retamgmto entre membros do
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grupo, e que o relacionamento soroldgico ndo seelesiona com as propriedades
biolégicas (Hollings & Brunt, 1981 a; 1981 b). Qagonamento soroldgico ocorre entre
estirpes de uma mesma espécie, como também, apéeies diferentes de um mesmo
género. Este ultimo, ndo permite a separacao eéendetadas espécies, as quais podem ser
distintas (Shukla & Ward, 1989). Sdo trés os ppais problemas relacionados com a
sorologia dePotyvirus: (i) a presenca de reacdo cruzada variavel entres@us
produzidos em diferentes laboratorios para um meadms; (ii) relacionamento soroldgico
ndo esperado entre distintas espécies, ou sejesoant produzido contra uma espécie
apresenta reacao positiva com outras espécieemntés; e (iii) falta de reacdo cruzada
entre estirpes de um mesmo virus (Sheklal, 1992).

Inicialmente, espécies e estirpes eram caractaszadlistinguiveis por diferencas
nas propriedades biol6gicas como os sintomas casigad diferentes hospedeiros, a gama
de hospedeiros ou a propriedade de transmissdoettges. Posteriormente, com a
sorologia, muitos aspectos taxonémicos foram rédmdy mas também deixaram falhas. O
desenvolvimento de técnicas que possibilitam acteniaacdo de espécies de virus, além
do uso de propriedades bioldgicas, resultou em nuadae novas perspectivas para a
classificacdo taxonémica dos virus. Principalmemen o advento da biologia molecular
(dados de sequéncia), que cada vez mais se topwtante na distincdo de espécies e
estirpes, até mesmo géneros, de virus de plantas.

A disponibilidade da seqUéncia da capa protéica) (€FRlo genoma completo,
ajudou a esclarecer a taxonomia e conduziu aoadstaimento dos critérios que podem ser
usados, em particular, para distinguir sequénadiésipas e relacionadas de espécies de
virus daquelas que séo estirpes de uma mesmaespéci

Estudos mais recentes do grupo de estudd3otlgvirusdo ICTV (Adams et al.,
2005a) sugerem que apenas 76 a 77 % de identidedeutleotideos da capa protéica
sejam suficientes para demarcacéo das espécieseggpne Cl deveria ser a melhor regido
para diagndstico e estudos taxonbmicos, se somem& por¢cdo do genoma for
sequenciada.

Segundo Shukla & Ward (1988), trés seriam as paisirazbes para se utilizar
critérios baseados na sequéncia da capa protdicdad proteinas virais, exceto a capa

protéica, todas tem certa homologia com proteimasufros grupos de virus de plantas e
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virus animal; (ii) a capa protéica corresponderaxamadamente 95 % do peso da particula
viral; e (iii) a sorologia reflete a estrutura datpina da capa.

Atualmente, um dos maiores desafios da taxonoméh éideterminar a importancia
de cada critério de classificacdo utilizado parpée, a fim de se obter uma maior

precisdo na determinacao filogenética de virus.
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CAPITULO 2: CARACTERIZACAO DE UMA NOVA ESPECIE DE  Potyvirus
ISOLADA DE MANDIOQUINHA-SALSA NO BRASIL

2.1. Introducéo

A mandioquinha-salsa pertence a familia Apiacespé@eArracacia xanthorriza
Bancroft. Esta familia inclui cenoura, salsa, fun¢trva-doce) e aipo (salsédo). A planta é
supostamente originaria da regido andina da Amélic&ul e trata-se de uma das mais
antigas plantas andinas cultivadas (Bukasov, 198@ialmente a producao concentra-se na
América do Sul, especialmente no Brasil, Coldmbi&gnezuela e Equador. A
mandioquinha-salsa € uma hortalica de raizes, eeadd valor energético, rica em
vitaminas e sais minerais, de facil digestibilidadpossui propriedades diuréticas. Por se
tratar de uma espécie com propagacdo vegetativapaadioquinha-salsa muito
provavelmente acumula patdogenos degenerativos, gonm e assim as plantas infectadas
podem apresentar menor desenvolvimento e produgérelacdo a plantas sadias. Cinco
virus foram registrados para mandioquinha-salseegi@o andina: (iArracacha virus A
(AVA) (Jones & Kenten, 1978) e (ifotato black ringspot virus arracacha (PBRSV-A)
(Lizarragaet al, 1994), pertencentes ao géndrepovirus,(iii) Arracacha virus B (AVB)
(Kenten & Jones, 1979), espécie tentativa do gé@éeravirus,(iv) Arracacha virus Y
(AVY), espécie tentativa do génelRmtyvirus e (v) Arracacha latent virus (ALV), espécie
tentativa do géner&arlavirus Lizarraga (2000) e Hermann (1997), mencionam aind
outros dois virus em mandioquinha-salsa: Arracgobigvirus 1 (AP-1) Potyvirug e
Arracacha carlavirus 3 (AV-3)Carlavirus) que podem estar relacionados com AVY e
ALV, respectivamente. Até 0 momento, nenhum destes foi oficialmente registrado em
mandioquinha-salsa no Brasil.

A familia Potyviridae € a mais importante das familias de virus de afant
reconhecidas, possui seis géneros, sendo que coddotgvirusse destaca pela sua maior
importancia econémica mundial. Atualmente, o gépeassui 110 espécies definitivas e 96
provaveis espeécies (Fauquet al, 2005). Os virus pertencentes a esse género sdo

transmitidos de maneira nao-persistente, ndo-aitival por afideos. A morfologia da
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particula é filamentosa flexuosa, maior que 700 dencomprimento e 11 a 13 nm de
didametro. O genoma € constituido de uma Unica mlalé&e RNA, linear, sentido positivo,
com aproximadamente 10.000 nucleotideos. Possuicamda poli(A) na extremidade 3'
terminal e uma proteina viral genome-linked (VPg)extremidade 5' terminal. Durante o
processo de infeccdo, o RNA é traduzido em uma aumoliproteina que €
subsequentemente processada por proteases caalifijpalb virus em proteinas estruturais
e ndo-estruturais. De acordo cominternational Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV), o critério molecular para demarcacdo deéeggs dentro do géner@otyvirus
baseia-se em 80 % de identidade dos amino&cidoapdaprotéica ou 85 % de identidade
da sequéncia de nucleotideos do genoma completayEeet al., 2005). Entretanto,
estudos recentes do grupo de estudos de potywrlGT/ (Adamset al, 2005a) sugerem
gue apenas 76 - 77 % de identidade dos nucleotite@mpa protéica sejam suficientes
para diferenciacdo das espécies.

Plantas de mandioquinha-salsa foram coletadas esilr Brasil, para realizacao
de trabalho de micropropagacéo. Estudos prelimsndeandexacdo em plantas indicadoras
destas plantas coletadas e observacdo em micrasel@ionica evidenciaram a presenca
de virus com particulas semelhantes &dgyvirus (Madeira, 2004). Neste capitulo, um
isolado viral selecionado destas plantas foi ifieatio e caracterizado bioldgica,
sorolégica e molecularmente.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi caracteriman potyvirus isolado de
mandioquinha-salsa no Brasil, determinar sua reléig@genética com outros potyvirus e

desenvolver técnicas para a sua deteccao.
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2.2. Material e métodos

2.2.1. Local de realizacdo do trabalho, origem deolado e manutencao

Os trabalhos foram conduzidos na Embrapa Horwliéantas de mandioquinha-
salsa foram coletadas para a realizacdo do trabd¢honicropropagacdo e indexagéo
realizado por Madeira (2004), que obteve evidéngigsas plantas estavam infectadas com
virus. Extrato foliar da planta matriz Amarela dar&dai niumero 17, inoculado em
diversas plantas indicadoras induziu sintomasdgpabe viroses er@henopodium quinoa
Willd., C. amaranticolorCoste & Reyn. dicotiana benthamian®omin. Assim, extrato
foliar destaNicotiana benthamiananfectada foi avaliado por microscopia eletronea
revelou particulas flexuosas e alongadas, caratiteis do géner®otyvirus Esta planta
portanto foi escolhida para isolar um virus queeétd mandioquinha-salsa no Brasil e
realizar os trabalhos de caracterizacao.

O extrato foliar da planta matriz Amarela de Caeantimero 17 foi hovamente
inoculado mecanicamente e@henopodium quinQgoois € hospedeira de infeccao local,
para a purificacdo bioldgica. Assim, uma leséollémiaretirada e inoculada em uma Unica
folha de uma nova planta @ quinoa,repetindo este procedimento por cinco vezes, a fim
de reduzir a possibilidade da presenca de maisndeis na lesdo local. Depois uma
Unica lesdo foi inoculada emicotiana benthamiangara infeccdo sistémica com um
isolado biologicamente puro de virus de plantadsetteenominado como isolado C17,
utilizado para a caracterizacgao.

O isolado C17 foi mantido individualmente via inlagdo mecanica em plantas de
N. benthamian@m casa-de-vegetacao para a realizagdo dos wabalh

2.2.2. Circulo de hospedeiros
Para determinacdo do circulo de hospedeiros d,véxtrato das folhas ds.

benthamianainfectada com o isolado C17 em tampao fosfatodikos0,05 M, pH 7,0
(NaH,PO, + NaHPQy), adicionado de sulfito de sédio a 0,01 M (NgSfi inoculado
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mecanicamente em 16 espécies de plantas de gaatibat botanicas distintas (Tabela
2.1).

Tabela 2.1 Plantas utilizadas na determinagéo do circuloatpedeiros.

Familia Espécie

Solanaceae Datura metel
D. stramonium
Nicandra physaloides
Nicotiana benthamiana
N. tabacum‘Samsun
N. tabacunmTNN’
N. rustica
Capsicum chinengdel159236
C. annuunilkeda’
Physalis pubescens

Chenopodiaceae Chenopodium Quinoa
C. amaranticolor

C. murale
Amaranthaceae = Gomphrena globosa
Apiaceae Daucus carota

Petroselinum crispum
Apium graveolens

As plantas foram polvilhadas com carborundum 60Ghmantes da inoculacdo
mecanica e lavadas com &agua corrente imediatanagis a inoculacdo. As plantas
indicadoras foram mantidas em casa-de-vegetac@oopaervacdo do desenvolvimento de
sintomas durante 30 dias. A infec¢cdo do virus &rificada 20 dias apos a inoculacéo por
DAS-ELISA (item 2.2.8) ou Dot-ELISA (item 2.2.9)sEe teste foi repetido trés vezes.

2.2.3. Transmissao por inseto-vetor

Afideos apterosHyadaphis foeniculPass.) foram coletados em folhas de plantas
de mandioquinha-salsa no campo e mantidos no Kaaté insetos da Embrapa Hortalicas.
Para o teste de transmisséo, os afideos foranfdraos para uma placa de Petri, com um
pincel de pélo de camelo, e mantidos em jejum @omi. Apds este periodo, alguns

espécimes foram transferidos para plantas sadiastidas como controle, sem acesso a
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nenhuma planta infectada. Aos demais foi dado acdssaquisicdo do virus, de 30
minutos, em plantas dd. benthamiananfectadas com o isolado C17, seguindo-se da
transferéncia para plantas sadiad\déenthamianacom acesso de inoculagéo, também de

30 min. Utilizou-se 10 espécimes por planta.

2.2.4. Purificagcdo da particula viral

O virus foi purificado a partir de 60 g de folha&N benthamiananfectadas com o
isolado C17, por inoculagdo mecanica, usando odoédescrito por Dusi & Zambolim
(1984). Folhas primarias com sintomas foram cokidd dias apos a inoculacdo. O
material foi triturado em liquidificador 1:3 (p/®m tampéao borato gelado (0,2 M Borato,
pH 8,4 + 10 mM EDTA + 0,15 % 2 mercaptoetanol). Xrato foi coado em gaze pré-
tratada em &gua fervente e centrifugado a 29.00or 10 minutos. Coletou-se o
sobrenadante e acrescentou Triton X-100 a 20 %,aygbta, na proporcédo de 9:1 (v:v), e a
mistura foi mantida sob agitacdo lenta por 90 naisutAdicionou-se 6 % (p/v) de
polietilenoglicol 6000 e 0,5 % (p/v) de NaCl. A sgéio foi submetida a agitagéo lenta por
mais 90 minutos. Apos, centrifugou-se a 29.090por 15 min. O sedimento foi
ressuspendido em tampao borato a 50 mM, pH 8,8seido de uréia a 0,5 M, 6 mM
EDTA e 0,1 % de 2 mercaptoetanol, em volume egental a 20 % do volume
centrifugado. A solucdo foi centrifugada a 13.09§@or 10 min. O sobrenadante foi
centrifugado a 260.00§ por 60 min. O sedimento foi ressuspendido em tano#ato 50
mM, pH 8,3, durante toda a noite sob agitacao lehtsolucao foi centrifugada a 9.4Q0
por 10 min e o sobrenadante (particulas semi-padés) foi centrifugado a 215.0§0por
6 h, em coluna de gradiente de fases de CsCl ¢isiop). A banda formada foi recolhida
com auxilio de seringa e agulha. Adicionou-se targ#Eato 50 mM, pH 8,3 e submeteu a
centrifugacao a 215.00Ppor 60 min. O sedimento foi ressuspendido em 2dmtampé&o
borato 50 mM, pH 8,3. Por ultimo, centrifugou-s&.400g por 10 min, e coletou-se todo o
sobrenadante. Foi feita a leitura de absorbanciasdacdo resultante (particulas

purificadas) em espectrofotometro a 260 nm e aerdragdo viral calculada utilizando o
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coeficiente de extincao de potyvirus de 2,4 (Hg#i& Mosch, 1974). Obteve-se 1,2 mg de

particulas de virus purificadas que foram armazasnad- 80 °C.

2.2.5. Microscopia eletronica

A preparacao purificada foi observada ao microscéfetronico, no laboratorio de
Microscopia Eletronica da Universidade de Brasilara o exame, utilizou-se 10 ul do
preparado viral com 50 pl de acido fosfotunguis#idd, formando uma gota. Em seguida,
duas telas de cobre recobertas com Formvar/carfioosm colocadas em cima desta gota e
deixadas por um minuto, posteriormente as telamrfaemovidas e secas com auxilio de

papel de filtro.

2.2.6. Producéo de anti-soro policlonal

As particulas purificadas (item 2.2.4) foram uéitias para a preparacdo do anti-
soro policlonal. Anti-soro foi obtido por imunizag@m coelho, através da aplicacdo de
injecdes subcutaneas do virus (64§) emulsificado com o adjuvante incompleto de
Freund no dorso do coelho. As injecdes foram @petduas vezes, com intervalo de dez
dias entre aplicacdes.

A coleta de sangue foi realizada a cada 07 dias/édrde pequenos cortes nas
bordas da orelha, por cinco vezes, retirando-sexapadamente 15 mL de sangue por
coleta, e deixados coagular a 37 °C por 1 h. Apteseriodo, deixou-se resfriar por 5 a 10
min a 4 °C e descartou-se a fracdo coagulada. @faiocentrifugado a 9.40§ por 10 min,
para eliminar toda a fracéo coagulada e obteriesard bruto. O anti-soro bruto resultante
da centrifugagéo foi armazenado a - 20 °C até lzaeao do teste ELISA-indireto (item
2.2.7), para verificar a eficiéncia deste anti-dmato obtido.

Para a purificacdo da fracdo imunoglobulina G (Ig@)anti-soro, adicionou-se 1
mL de anti-soro bruto a 9 mL de agua destiladagsta mistura foi adicionado gota-a-gota

uma solucédo saturada de de sulfato de amonia$R num total de 10 mL. Essa solucéo
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foi incubada por 1 h a temperatura ambiente, pidéeda luz. Apos este periodo, a solucéo
foi centrifugada a 9.40@ por 10 min, a uma temperatura de 4 °C. Descaeo0-S
sobrenadante e manteve-se o sedimento em gelofdEstissolvido em 1 mL dé&/, PBS
(PBS 10 X =1,4 M NaCl + 2 mM KO, + 8 mM NaHPQ.12H,0 + 2 mM KCI, pH 7,4).
A solucao resultante foi dialisada (Dialysis TubiBigma) ent/, PBS, por 14 a 16 h. Ap6s
a dialise, a imunoglobulina foi purificada com aina (DEAE Sephacel™ Amersham).
Uma coluna foi formada com a resina DEAE Sephacel&vada conl, PBS até obter pH
7,0. O anti-soro foi adicionado nesta coluna e emuisla foi adicionandd/, PBS,
posteriormente a IgG foi coletada e a absorbancianfedida. Apds a leitura da
absorbéncia, a IgG foi diluida para a concentraiggb mg/mL e armazenada a — 20 °C.

Para a conjugacao da IgG com a fosfatase alcdi@donjugada), 400 uL da IgG
foi adicionado a cerca de®0 U da enzima e colocados em tubo de dialisely$sa
Tubing, Sigma). O material foi dialisado em solud&aglutaraldeido 0,05 % e incubados a
temperatura ambiente, protegido de luz, por 4 h amatéo constante de 30 rpm, seguido
de didlise con'/, PBS.

Apbs o preparo, o anti-soro conjugado foi testaddAS-ELISA para avaliagdo da
eficiéncia e determinacdo da concentracdo 6timag@ae da IgG-conjugada, a serem
utilizados nos testes sorolégicos de deteccgéao .

2.2.7. Teste eficiéncia anti-soro bruto

Para avaliar a eficiéncia do anti-soro bruto pridiy, realizou-se o ELISA
("Enzyme Linked Immunosorbent Assay") do tipo ietlir (Voller & Bidwell, 1977).

ELISA-indireto - Os orificios da placa de ELISA de poliestireduiiclon™
Surface), foram cobertos com 100 pL do extratoalleat de plantas d¥. benthamiana
infectadas com isolado C17 e extrato de folhasNdéenthamianasadia, diluidas na
concentracdo de 1:50 em tampéo carbonato, pH @640 NaC0; + 0,035 M NaHC§g).
A placa foi incubada por 3 h a 37 °C. ApOs esséoger esta foi lavada 3 vezes com
tampédo PBS-Tween (0,05 % de Tween 20 em PBS 11K)sdéguida, 100 pL do anti-soro
bruto, nas diluigbes: 1:500; 1:1000; 1:2000 e 1040Qv) em tampao PBS-Tween, foi
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adicionado nos orificios da placa. A placa foi iveda a 4 °C, por 18 h, e em seguida
lavada 3 vezes com tampdo PBS-Tween. Posteriormiamgen adicionados 100 pL de
anti-lgG conjugado com fosfatase alcalina (1 mg/r8igma) para coelho, na diluicéo
1:1000 (v:v) em tampédo PBS-Tween, e incubado pora437 °C. Apds esta etapa, a placa
foi lavada 3 vezes com PBS-Tween, e adicionou-8gul0de substrato p-nitrofenil fosfato
(Sigma) 0,7 mg/mL diluidos em tampéo dietanolan{Bt mL de dietanolamina + 0,2 g
NaNs, para 1 L de agua, pH 9,6). A reacao foi incubsmlascuro, a temperatura ambiente,
sendo os valores de absorbancia lidos a 405 nneional de placas ELISA (Labsystems

Multiskan® Biochromatic).

2.2.8. Teste eficiéncia IgG e lgG-conjugada

Para avaliar a eficiéncia da IgG produzida e rcentracdo a ser utilizada nos
testes de deteccéo, realizou-se o teste 'Doublieddiyt Sandwich' (DAS-ELISA) (Clark &
Adams, 1977).

DAS-ELISA - As cavidades de placas de poliestireno foranertabd com 200 pL
de 19G (1 mg/mL), nas diluicdes 1:500; 1:1000; D@@& 1:4000, diluidas em tampao
carbonato, pH 9,6. As placas foram incubadas plorad37 °C. ApOs esse periodo, estas
foram lavadas 3 vezes com tampdo PBS-Tween. Endsed00 pL do extrato de folhas
de plantas d&l. benthamiananfectadas com isolado C17, diluidas nas concgbdésade
1:10; 1:100 e 1:1000 em tampéo de extracdo (PBRiAwe % PVP-40 + 0,2 % albumina
bovina), foram aplicadas nas cavidades das placasp também 200 puL do extrato de
folhas de plantas dd. benthamianasadias, diluidas nas concentracdes 1:10 e 1:100 em
tampéo de extragédo. As placas foram incubadas@ $0Jr 16 h, e em seguida lavadas 3
vezes com tampdo PBS-Tween. Posteriormente, fordicioaados 200 pL de IgG-
conjugada a fosfatase alcalina, nas diluicdes 1:5M00; 1:2000 e 1:4000, diluidas em
tampdo PBS-Tween, e incubado por 4 h a 37 °C. Aptssetapa, as placas foram lavadas
por 3 vezes com PBS-Tween, e adicionaram-se 20dquubstrato p-nitrofenil fosfato

(Sigma) 0,7 mg/mL diluidos em tampdao dietanolamfaeacao foi incubada no escuro, a
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temperatura ambiente, sendo os valores de absaal&lus a 405 nm em leitora de placas
ELISA.

2.2.9. Dot-ELISA

As amostras foliares (plantas circulo hospedeifogm diluidas 1:10, 1:100 e
1:1000 em tampad/, PBS e aplicadas na membrana de nitrocelulose idiki). A
membrana foi seca por 30 min e logo incubada enc&olbloqueadora (tamp&e PBS +
2 % de leite em p6 desnatado) por 3 h a temperatobéente sob agitagdo constante de 50
rom. Apés este periodo, foi adicionado o anti-soro parial produzido (item 2.2.6) na
concentracdo de 1 mg/mL, contra a CP do C17, dilliio00 (v:v) e foi incubado por uma
noite sob agitacdo constante a temperatura ambiBoiEeriormente, a membrana foi
lavada trés vezes coth PBS, sob agitacdo constante de 100 rpm. TermireslEvagens,

a membrana foi incubada com o anti-IgG conjugadu @usfatase alcalina (Sigma) para
coelho, diluido 1:1000 (v:v) em tamp&pPBS, por 3 hs, sob agitacdo constante de 50 rpm,
a temperatura ambiente. Em seguida, lavada 3 \@westampad/, PBS. O complexo
antigeno-anticorpo foi detectado adicionando-seral1do tampéao de revelacéo (100 mM
NaCl + 100 mM Tris-base + 5 mM Mg{bH-0), pH 9,5), 0,165 mg/mL de BCIP (5-
bromo-4-cloro-3-indolil, Sigma) e 0,33 mg/nde NBT (Nitro Blue Tetrazolium Chloride,
Sigma) (Bollag & Edelstein, 1991). A membrana faiubada nesta solucdo no escuro, sob

agitacao constante de 50 rpm, até a observacaadaa.

2.2.10. Analise proteina

A determinacdo do peso molecular da proteina ¢sidao foi feita através da
eletroforese em gel de poliacrilamida descontituaehmli, 1970), utilizando o sistema de

eletroforese vertical (item 2.2.10.1). A identidadte proteina foi feita através da reacéo

soroldgica, em teste destern blottinditem 2.2.10.2).
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2.2.10.1. SDS-PAGE

As amostras foram submetidas a eletroforese endegdoliacrilamida contendo
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), utilizandopar@lho 'Mini - V8.1 0 Vertical Gel
Eletrophoresis System, Gibco BRL'. O gel de se@arégi preparado com acrilamida a 12
% e o gel de concentracdo com acrilamida a 5 %nskegGambroolet al (1989). As
amostras foram fervidas em tampé&o de amostra DXn{@ Tris, pH 6,8 + 100 mM DTT +
2 % SDS + 0,1 % BPB + 10 % glicerol) por 5 min,xadeias esfriar e submetidas a
centrifugacao resfriada a 3.4@(®or 5 min. Cada poc¢o do gel recebeu 15 pL da amast
ser analisada, exceto 0 poco que continha amaostvéras semi-purificado, que recebeu 3
pL. Foi utilizado como marcador de peso moleculdrowv Molecular Weight Marker
(Pharmacia). Foi efetuada a eletroforese, numaicémdie 150 V, com tamp&o de corrida
1 X (25 mM Tris + 250 mM glicina, pH 8,3 + 0,1 % SPp A corrida foi interrompida
guando o corante azul de bromofenol alcancou ¢ dioael. Foi feita uma duplicata deste
gel para posterior analise piMestern blotting2.2.10.2).

Um gel foi retirado do aparato e incubado por 3 mam solucdo corante
Coomassie Brilliant Blue (40 % metanol + 10 % acédeético + 0,15 % (p/v) coomassie
brilliant blue). Apds este periodo o gel foi coldoaem agua destilada e fervido para

descorar e permitir a visualizacdo da banda d&ip@to capsideo.

2.2.10.2Western blotting

Apés a eletroforese, o segundo gel da etapa antieii submetido a técnica de
imunodeteccdo (Hamptoet al,1990). As proteinas separadas no gel de pohauidla
foram transferidas para uma membrana de nitrocdulVDF (Millipore), utilizando o
tampédo de transferéncia (39 mM glicina + 48 mM Thase + 0,037 % SDS + 20 %
metanol) e o aparelho Mini - V8.10 Vertical Gel tEdghoresis System - Electrophoretic
transfer blotting, Gibco BRL. A transferéncia feith por 60 min a 100 V. A membrana
contendo as proteinas das amostras foi submetimhaaareacdo sorolégica, com anti-soro
contra a proteina da capa protéica do isolado B&7acordo com o procedimento descrito
para Dot-ELISA (item 2.2.9).
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2.2.11. Extragao do RNA total

O RNA viral foi extraido de amostras de folhas danfa indicadoraNicotiana
benthamianainfectada com o isolado C17, mantidas em casaedetacdo na Embrapa
Hortalicas, utilizando-séPlant RNA Reagen(invitrogen). As amostras foliares foram
maceradas em nitrogénio liquido e a extracdo fe#guindo o protocolo do reagente
comercial.

Cem (100) mg de tecido de folhasNebenthamiananfectada com o isolado C17,
foram pulverizados em microtubos de 1,5 mL mergidisaem nitrogénio liquido. Ao
material triturado, foi adicionado 500 pL Béant RNA Reagentnverteu-se os tubos por
30 s; com posterior repouso na horizontal a tenperambiente por 5 min; centrifugou-
se por 3 min a 15.80§a temperatura ambiente, coletou-se o sobrenadat&Eionou-se a
este 100 pL de NaCl 5 M, inverteu-se o microtubagdieionou-se 300 puL de clorofémio,
misturando-se vigorosamente por 60 s. Apés esteduercentrifugou-se a 15.8@0por 10
min, a temperatura ambiente. O sobrenadante (f@sesa) foi transferido para outro
microtubo adicionado de 500 pL de isopropanol, iradi® a temperatura ambiente por 1
min. Para precipitacdo do RNA total, o material dentrifugado por 10 min, 15.8@Pa
temperatura ambiente, o sobrenadante foi descaetém@do duas vezes com etanol 70 %
gelado. Apés a secagem do sedimento a temperahbigrate, este foi ressuspendido em
30 pL de agua tratada com 0,1 % dietil pirocarbmdatsédio (DEPC) e autoclavada.

2.2.12. Sintese da primeira fita do cDNA da regid® terminal

A partir do RNA total, foi sintetizado um DNA cotementar (cDNA) ao RNA
gendmico viral por transcricdo reversa (RT), wifido o primer oligo dT M4T (Cheet
al., 2001), capaz de anelar na extremidade 3' ficalida poli(A)) do RNA viral, e a
transcriptase reverddoloney murine leukemia viruMIMuLV (Invitrogen).

A reacao foi composta por 2 pL do RNA total, 1 (O ng/uL) do primer
complementar a fita viral (M4T), 4 uL de dNTPs &h®1 (GE) e 5 pL de 4gua autoclavada,

gue foi aquecida a 90 °C por 2 min. Apds esse @gerimanteve-se em gelo por 3 min,
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onde foi adicionado 4 pL do tampao da enzima MMuRV 5 X, 1 puL da enzima
MMuLV-RT (200 U/uL), 2 uL DTT 0,1 M, 1 pL RNAseOUMO U/uL, invitrogen) em
um volume final de 20 pL. A seguir, a amostra fmubada a 37 °C em banho-maria por 1
h, sendo utilizada posteriormente em reacdes de PCR

2.2.13. Amplificacdo via PCR e confirmacao por eletforese em gel de agarose

Para as reacdes de PCR foram utilizados 2 pL doAc¥m 2.2.12) para cada 50
ML da reacao total. Sendo, 5 pL de tampaqDNA polymerase 10 X (para concentracéo
final de 1 X), 2 uL de dNTPs 2,5 mM (GE), 4 pL dg®% 50 mM, 1 pL da enzimd@aq
DNA polymerase (5 U/uL, invitrogen), 1 pL (100 nbjpdo primer senso, Sprimer (Chen
et al, 2001), e 1 pL (100 ng/uL) do primer reverso, (@henet al, 2001), completando
com agua autoclavada para um volume final de 50AsLamostras foram submetidas a
amplificacdo no termociclador.

Inicialmente as amostras foram aquecidas a 94 tG poin, sendo posteriormente
submetidas a 30 ciclos de 94 °C por 30 s para tlesgao, 1 min a 50 °C para anelamento
dos oligonucleotideos e 2 min a 72 °C para exter3di@a o término da extensdo peéa
DNA polymerase, ap0s os 30 ciclos, a temperaturanémtida a 72 °C por 5 min, sendo
finalmente armazenadas a 4 °C .

Os resultados da amplificacdo foram visualizados ggh de agarose a 1 %,
preparado em tampédo 1 X TAE (0,04 M Tris-base AL, de acido acético glacial +
0,001 M EDTA, pH 8,0), onde 10 pL de cada amostrarh misturados em 3 pL de
tampao de amostra (0,25 % de azul de bromofend@ % 2le glicerol) e aplicados no gel.
A eletroforese foi realizada a 90 V. Como marcddoutilizado o 1Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen). Apos a corrida, o gel foi corado enfugdo de brometo de etideo (0,5 pg/mL)

e visualizado sobre luz ultravioleta utilizandopaeto (Eagle EYR'-II, Stratagene®).
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2.2.14. Clonagem

O fragmento de DNA especifico, obtida via PCR deoxdmadamente 1,7 kb,
indicativo de infeccdo poPotyvirus foi eluido da agarose através da utilizacdo do Ki
'Pure Link™ Qick Gel Extraction' (Invitrogen), ségdo as instrugbes do fabricante.
Foram adicionados 600 pL @&l Solubilization Buffe(GS1) em 200 mg da banda do gel
e foi incubado a 50 °C por 15 min, inverteu-se oratubo e incubou-se por mais 5 mins a
50 °C. Apds, a amostra foi passada para a colueateifugada a 13.509 por 1 min. Em
seguida, foram adicionados 500 pL de GS1 na colanabou-se a temperatura ambiente
por 1 min e centrifugou-se a 13.59(@or 1 min. Foram adicionados na coluna 700 pL de
Wash buffer com etanol, incubado a temperatura emdipor 5 min e centrifugado a
13.500g por 1 min. A solucdo que passou pela coluna fecagada e outra centrifugacao
a 13.50Qy por mais 1 min foi realizada, para eliminar tod@ampao de lavagem. A coluna
foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mtjci@naram-se 50 pL de agua
autoclavada aquecida a 65 °C e centrifugou-se 30Q3 por 2 min. O cDNA eluido
obtido foi estocado posteriormente a -20 °C. Ap&u#do do gel, o fragmento de DNA
amplificado foi ligado no vetor pGERT Vector (Promega). A reacdo de ligacdo do
fragmento amplificado foi realizada de acordo coracmendacé&o do fabricante do vetor.
Utilizaram-se 1 pL de pGERAT Vector (50 ng/pL), 5 pL de tampéo de ligacdo,2LXiL
da enzima T4 DNA ligase (3 U/uL) e 3 puL do fragneeatmplificado (200 ng) em um
volume final de 10 pL. Em seguida, a reacéo failrada por uma noite a 4 °C.

Células competentes de coli cepa XL1-Blue foram transformadas com a ligacéo
por choque térmico: 2 puL da reacdo de ligacdo famdimionados em 50 pL de células
competentes 'XL1-Blue' e a mistura foi incubadayelo por 30 min. Em seguida, incubou-
se a 42 °C, por 2 min e, posteriormente, no getaymis 3 min. A seguir, adicionaram-se
500 pL de meio LB liquido (solucdo autoclavada dg BaCl + 5 g Triptona + 2,5 g
Extrato de levedura, em 500 mL de &gua destilag#] @,5 ) (Sambroolet al, 1989) e
incubou-se por 1 h a 37 °C, em rotacdo constan228erpm. As células transformadas
foram plaqueadas em meio LB solido (LB liquido atiedo 1,6 % (p:v) de &gar

bacteriolégico) com ampicilina (50 pg/mL) 40 pL si@ucdo contendo 20 mg/mL de X-
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GAL e 4 pL de solucdo contendo 250 mg/mL de isaptap f-galactosideo (IPTG) por

placa. As placas foram incubadas por uma noite €37

2.2.15. Selecao dos clones recombinantes

Visando selecionar os clones recombinantes, asiesl@®rancas foram repicadas
individualmente para tubos contendo 6 mL de meidigBido, adicionados de 50 pg/mL
de ampicilina. Estes tubos foram incubados por X637 °C sob agitacdo constante. A
seguir, a solucdo bacteriana de cada tubo origid@doma Gnica coldnia foi transferida
para microtubo de 1,5 mL e procedida a precipitaig&células bacterianas a 13.53m
centrifuga por 1 min. Este procedimento foi repefidr mais uma vez. Apds o descarte do
sobrenadante foram adicionados 200 pL de TEG (50ghikgbse + 25 mM Tris, pH 8,0 +
10 mM EDTA, pH 8,0). O 'pellet’ foi ressuspendidompletamente por agitacdo em
vortex, acrescidos 400 pL de solugcao desnatur&@®iKd 0,2 N, acrescido de SDS 1 %),
incubando-se por 5 min em gelo. Apds, foram adadims 300 pL de acetato de potassio 5
M (60 mL de acetato de potassio 5 M + 11,5 mL ddcaacético glacial + 28,5 mL de
agua) e incubou-se novamente no gelo por 3 mins/Agsbe periodo, as amostras foram
centrifugadas por 5 min a 13.50transferindo o sobrenadante para um novo tubecaenfo
adicionados 100 pL de cloroformio, que apods seremeriidos por 1 min, foram
centrifugados por 5 min a 13.5Q0A fase aquosa foi transferida para um novo tulzpa
foram adicionados 600 pL de isopropanol e inculma-sistura por 5 min a temperatura
ambiente. Uma ultima centrifugac@o para precipdagd DNA plasmidial, foi realizada
por 5 min a 13.50@. Concluida a precipitacdo, o sedimento foi lavaoim @tanol 70 %
gelado, e secado a temperatura ambiente. O sedirf@ntessuspendido com 50 pL de
agua autoclavada.

O vetor pGEM-T Vector apresenta sitios de restricdo que flaiaguer regido do
fragmento clonado (Figura 2.1). Assim, para cordirna clonagem dos fragmentos
amplificados, 3 pL do DNA plasmidial foram digersdoom as enzimas de restricdo Sacl
(8 U/uL) e Sacll (15 U/uL) (Amersham-Pharmacia)eacidos de 1 pL do tampéo de
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digestdo 'One-Phor-All Buffer PLUS 10 X' (Amersh&armacia) e 5 pL de agua, por fim
incubando durante uma noite a 37 °C.

Os produtos da digestao foram diluidos em 2 pladgwé&o amostra (0,25 % de azul
de bromofenol + 30 % de glicerol) em aplicadoggebde agarose a 1 % e acorrida com
90 V. Como marcador foi utilizadoKb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Apos a corrida, o
gel foi corado em solucdo de brometo de etideo @AnL) e visualizado sobre luz
ultravioleta. Os plasmideos contendo o insertoadeahho esperado foram o purificados
utilizando-se o Kit ‘QlAprep™ Spin Miniprep Kit Pimcol’ (QIAGEN), de acordo com as

especificacbes do fabricante.

Xmnl 1994
Seal Magl
1875 \ 2692
11 ori l‘ 1 start
Apal 14
Aatll 20
W Sohil 26
Amp BstZl n
' PGEM®-T lacz Neol | 37
Vector T Sacll 46
(2000bp)
Spel 55
Ml 62
BstZl g2
Pstl 73
Sall 75
Ml a2
Sacl [£E]
ol BstXl 103 3
Mil 112 i
126 £
T sps g

Figura 2.1: Esquema vetor pGERMT Vector (Promega) utilizado para realizar a cgma do fragmento de
cerca. 1.7 kb.

2.2.16. Sequenciamento e analise das sequénciasutdeotideos e aminoacidos.

Quatro clones foram selecionados para a deternordgg&equéncia de nucleotideos
dos fragmentos de DNA clonados (item 2.2.14). thilkse o equipamento de
sequenciamento automatico, usando primers do @&tre SP6) e um primer interno,
C17F (5' - AGC AGT TCA CTG ACT CCA CC - 3, que ftesenhado apos a obtencédo

das sequéncias utilizando os primers do vetor.
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As sequéncias foram analisadas através do progbameien Package (Stadenhal,
2003) e, posteriormente, utilizou-se o BLAST (Affistet al, 1997), que serviu como
ferramenta para comparar a sequéncia obtida coelaaqdisponiveis no banco de dados.
O programa Clustal W (Thompsast al, 1994) também foi utilizado para realizar o
alinhamento multiplo entre as sequéncias comphigsotyvirus depositadas no banco de
dados juntamente com a obtida no estudo. A anélsgenética foi realizada com o
método Neighbour-joining no programa Mega 3.1 (Kuetaal, 2004). As comparacoes
dois-a-dois foram realizadas no programa DNAMANH{hgn BioSoft).

2.2.17. Desenvolvimento de ferramenta de deteccéoriRT-PCR

Apos obter a sequéncia 3° terminal do isolado €X&alizar sua analise, primers
especificos foram desenhados, através da compaiacdlinhamento da seqiiéncia obtida
com as sequéncias mais proximas de outros potyd@pesitados no banco de dados. O
programa OligoAnalyzer (http://www.idtdna.com/armdyApplications/ ligoAnalyzer/) foi
utilizado para desenhar os primers.

Todos as combinacdes possiveis de primers forstadi#s em RT-PCR, utilizando
RNA total de folhas dé\N. benthamiananfectadas com o isolado C17. O procedimento
para sintetizar a primeira fita complementar e ®&RP&@ similar ao descrito nos itens 2.2.12
e 2.2.13, respectivamente, sendo a Unica mudanganosrs utilizados na reagao.

2.2.18. Avaliacdo do banco de germoplasma de mandionha-salsa da
Embrapa Hortalicas por ELISA.

Amostras de campo do banco de germoplasma de ngamha-salsa da Embrapa
Hortalicas foram avaliadas por DAS-ELISA (Clark &l@&ms, 1977). No total foram
avaliadas 96 amostras de 23 acessos distintos BRA; BRA 817b; BRA 809; URIN;
901349; AC 90134; 94243; 96410; 96003; 4797; 94628; 9402853; BGH 6513; ECU
23-19; ECU 2361; ECU 1216 1; ECU 1216 2; ECU 12186; ECU 12167 2; ENC 4-12;
ENC 4-3; ENC 4-4; ENC 4-9; ENC 4-23; ENC 4-19; §.C3
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Foram avaliadas quatro amostras por acesso quantem replicacbes e, para
alguns acessos que continham apenas um exempdahon&e replicacdo. Portanto, pelo

menos uma amostra de todos os acessos foi testada.

2.2.19. Obtencéao plantas livres de virus

Plantas de mandioquinha-salsa foram coletadasampa@ da Embrapa Hortalicas
para a realizacdo de cultura de apices caulinares.

Os filhotes foram desinfetados conforme o procedim realizado por Madeira
(2004). A partir deste procedimento, obtiveram-seeaplantes, que foram cultivados
individualmente em tubos de ensaio, contendo acEb mL de meio BS (Gamboeg al.,
1968) acrescido de 0,1 md.lde acido naftaleno acético (ANA-auxina), 0,3 migde 6-
benzilaminoprina (BAP-citocinina) e 0,25 mg.lde acido giberélico (G4, autoclavado.
Estes foram mantidos em sala de crescimento pasésre depois aclimatizados. Todos os
tubos que apresentaram alguma contaminacdo conoargemismos ou cujos explantes
nao regeneraram foram eliminados.

As plantas obtidas foram indexadas para o isolddg @través de ELISA-indireto,
DAS-ELISA ou RT-PCR. Todas as plantas matrizes &amforam avaliadas por ELISA-
indireto ou DAS-ELISA.
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2.3. Resultados

Origem do isolado —Durante um trabalho de micropropagacéo de mandibqii
salsa, observou-se a presenca de virus em plantasmdas em Brasilia-DF, Brasil. Uma
planta deNicotiana benthamianaoculada com extrato foliar da planta matriz Aetarde
Carandai numero 17 (C17), apresentou sintomasosipile viroses, como: deformacao
foliar, bolhosidades e mosaico (Figura 2.2). A fzacdo biologica foi realizada em
Chenopodium quingae apés esta etapa, o isolado foi recuperado emtgsl deN.
benthamianamostrando sintomas sistémicos. Assim o isoladwolibi denominado C17,

nome originado da planta o qual foi isolado.

Figura 2.22 Sintomas de mosaico, deformacéo foliar e bottext® emN. benthamiandnfectada com o
isolado C17.

Circulo de hospedeiros -Dentre as 17 espécies de plantas testadas através d
inoculacdo mecanica, apenas quatro foram suscetieeisolado C17 (Tabela 2.2, Figuras
2.3 e 2.4). O resultado foi confirmado por Dot-EAISu DAS-ELISA. Neste ultimo, as
plantas com sintoma apresentaram absorbancia #arida 0,959 - 2,059, enquanto o
controle negativo apresentou absorbancia média, @/ ONenhuma planta sem sintoma
apresentou resultado positivo. Aparentemente, d@stis tem sua gama de hospedeiros
restrita.
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Tabela 2.2 Plantas utilizadas no teste de circulo de hospedle resultado obtido.
Familia Espécie Sintoma
Solanaceae Datura metel -

D. stramonium -

Nicandra physaloides -

Nicotiana bethamiana M/DF/B

N. tabacum‘Samsun -

N. tabacumTNN’ -

N. rustica -

Capsicum chinendel159236 -

C. annuunilkeda’ -

Physalis pubescens -
Chenopodiaceae Chenopodium Quinoa LL

C. amaranticolor LL

C. murale -
Amaranthaceae = Gomphrena globosa -
Apiaceae Daucus carota -

Petroselinum crispum -

Apium graveolens Mo/CN

M = mosaico, DF = deformagéo foliar, B = bolhosidid¢ = lesédo local
clorética, Mo = mosqueado, CN = clareamento de uras; (-) = sem
sintoma.

B ‘ C

Planta de aipo sdia (A) e infectada com o isplad7 (B), (C).

Figura 2.3
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Figura 2.4: C. amaranticolor(A) e C. quinoa(B) infectadas mecanicamente com o isolado C17.

Transmissdo por inseto-vetor —O isolado C17 foi transmitido pelo afideo
Hyadaphis foenicul{Pass.) &. benthamianaem uma relacdo de transmissao do tipo nédo-
persistente. As plantas utilizadas como controm(@ colocacédo de afideos que nédo
entraram em contato com plantas infectadas) ndesaptaram sintoma e infeccéo,
confirmando serem negativas e que o afideo naaufgossvirus. De 14 plantas dé
benthamiandestadas, 10 foram infectadas com isolado C1Aféc¢ao foi confirmada por
DAS-ELISA.

Morfologia e propriedades da particula viral - Foram observadas particulas
alongadas e flexuosas ao microscépio eletrénictrafesmissao, tipicas de um potyvirus
(Figura 2.5). Na analise da preparacdo semi-padéicem SDS-PAGE foi observada uma
banda correspondente a proteina capsidial, conxiapmdamente 33 kDa, além de outras
proteinas maiores contaminantes (Figura 2.6)\WWéstern blottingesta proteina de 33 kDa
foi reconhecida especificamente pelo anti-sorocpmial produzido em coelho contra o
isolado C17 (Figura 2.7), comprovando ser a pratefpsidial. Pode-se observar que a

reacdo do anti-soro foi especifica, sem reacdadietm com proteinas do hospedeiro a
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partir do qual o virus foi purificado. As amostdesN. benthamiana de aipo infectados

com o isolado C17 também foram detectadas (Figuia 2

Figura 2.5: Micrografia eletrénica de transmisséo da prepargrificada do isolado C17 contrastada com
4cido fosfotunguistico 2 %. (Foto: Bergmann MoRiiseiro)

94

67

43

30

Figura 2.6: Andlise da proteina capsidial através de eletesfo em gel de poliacrilamida 12 % da semi-
purificagé@o do isolado C17. M = marcador, 1 = prapao semi-purificada do isolado C17.
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Figura 2.7. Andlise deWestern blottingla proteina da capa protéica usando o anti-sdid@ml produzido
contra o isolado C17. A proteina de cerca de 33 1idagiu especificamente (seta) com o anti-sororaant
isolado C17. 1 = preparagdo semi-purificada da@mIC17, 2 = vazio, 3 = extrato foliar Ne benthamiana
infectada com o isolado C17, 4 = extrato foliamNdebenthamianaadia, 5 = extrato foliar de aipo infectado
com o isolado C17.

Anti-soro produzido - apdés a centrifugacdo da preparacdo semi-purifickda
particulas em gradiente de cloreto de césio, feenlada uma banda opalescente na metade
inferior do gradiente (Figura 2.8). Esta regido doletada e as particulas virais foram
concentradas em nova ultracentrifugacdo. As pdatcioram injetadas em coelho para a
producdo de anti-soro policlonal. Avaliou-se a egmédade e sensibilidade do anti-soro
produzido em Elisa do tipo indireto, com diferenti@ésiicdes do anti-soro bruto (1:500,
1:1000, 1:2000 e 1:4000; Figura 2.9). O anti-sowmstmou especificidade na deteccéo do
isolado C17 em extratos de plantas Nlebenthamiananfectadas e néo foi observada
reacdo com plantas sadias Me benthamianaou outras reagfes inespecificas. Pode-se
observar que nas quatro diluicdes utilizadas, osamd reagiu com extrato de plantas
infectadas, sendo que se utilizou como critérisefgaracado o valor de duas vezes a média
do controle negativo (Figura 2.9). Apos avaliarualglade do anti-soro bruto obtido, foi
realizada a purificacédo da IgG e a conjugacao cemzana fosfatase alcalina. Os testes de
avaliacéo da IgG e da lgG-conjugada foram realizgguy DAS-ELISA, com a avaliagéao
das diluicdes 1:500, 1:1000, 1:2000 e 1:4000 pamhos. N&o foi observada nenhuma

reacdo com o extrato de planta sadia. Foi posditelctar o virus em uma diluicdo até
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1:4000 da IgG e da lgG-conjugada (Figura 2.10), sife@rencas dentre diluicbes do
antigeno. A diluicdo da IgG-conjugada influenciou detec¢cdo. Quanto maior a
concentracao da IgG-conjugada, mais eficaz foitecgéo. A diluicdo selecionada para uso
em deteccdo foi de 1:1000 tanto para a IgG quaata p IgG-conjugada, pois foi a
diluicdo em que a leitura de absorbancia aposd ddddo do substrato apresentou melhor

contraste entre as amostras positivas.

-
[ .

Figura 2.8 Purificacdo da particula completa do isolado @lpartir de extrato foliar infectado de N.
benthamiana. Seta indica a banda viral do isoztib apés centrifugacdo em gradiente de fase detclde

césio (isopicnica).

N

=
o

o
[y

Absorbancia (405nm)
[EEY

JJJI

1:500 1:1000 1:2000 1:4000

o

Anti-soro Bruto
Figura 2.9 Resultado do ELISA-indireto para avaliacdo doi-aoto bruto produzido contra a proteina
capsidial do isolado C17. O anti-soro bruto foitads nas diluicdes 1:500, 1:1000, 1:2000 e 1:4@O0.
antigeno foi avaliado na diluicdo 1:50. As barrasdes representam os antigenos de extratdN.de
benthamianainfectada com o isolado C17 e as brancas repaseatcontrole negativd). benthamiana
sadia.
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Figura 2.10. Resultado de DAS-ELISA para avaliacdo da imunogfioa G (1gG) e da imunoglobulina G
conjugada a fosfatase alcalina (IgG-conjugada)racmtcapa protéica do isolado C17, 4 h ap6s a @diga
substrato da enzima fosfatase alcalina. A 1IgG g&Gdonjugada foram testadas nas diluigbes 1:50000:
1:2000 e 1:4000. O antigeno foi testado nas diagcil0 e 1:100. As barras verdes representantigeaos
de extrato déN. benthamiananfectada com o isolado C17 e as brancas repaesentcontrole negativay.
benthamianaadia.

Avaliacdo do banco de germoplasma de mandioquinhalsa da Embrapa
Hortalicas - Um total de 96 amostras do campo do banco de gémesmpa da Embrapa
Hortalicas foram avaliadas por DAS-ELISA utilizand anti-soro produzido contra o
isolado C17. Dessas, 93 % apresentaram reacadvpofltabela 2.3). Os valores da
absorbancia das amostras positivas variaram dé @10832. Todas amostras acima do
valor de absorbancia 0,096 (acima 2 vezes da médiaontrole negativo) foram
consideradas positivas. Foi detectada uma altadéncia de virus sorologicamente
relacionado ao isolado C17 nos materiais do baneogermoplasma da Embrapa
Hortalicas.
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Tabela 2.3 Origem dos acessos das amostras do banco depgasma de mandioquinha-salsa da Embrapa
Hortalicas e incidéncia de virus (isolado C17).

Origem acesso Total DAS-ELISA
+
Sementes botanicas Equador 12 12
Sementes botanicas Brasil 30 27
INIAP — Equador 24 21
SNT — Canoinhas 18 18
Amarela de Carandai 8 7
Vigosa — BGH6513 4 4

INIAP: Instituto Nacional Autbnomo de Investigaciones Ampcuarias — Equador, SNEscritério de Neg6cios Tecnolégicos da
Embrapa Transferéncia de Tecnologia — Canoinhak ($)Camostras positivas.

Sequéncia 3' terminal do genoma Para completar a caracterizacao do isolado e
determinar se o isolado € uma nova espécie de ipatyvealizou-se a clonagem da regido
3’ terminal do genoma de C17. Utilizando-se os praruniversais para potyvirus, M4T e
Sprimer, foi possivel amplificar um fragmento de ANe aproximadamenté&,7 kb,
correspondente a regido 3’ terminal de um potyviRigura 2.11), a partir de RNA total
extraido deN. benthamiananfectada com o isolado C17. No gel de agarose (Figura

2.12) foi visualizado um DNA de tamanho corresponel@o esperado (cerca de 1,7 kb).

5 3
@l PL|HCPo | P3 || cI | [vpg] Nla |  NIb [ CP | aan
6K, 6K,
NIb CP
IIIIII AAn

Figura 2.11: Representagdo esquemédtica da organizacdo genddmicpotyvirus indicando a regido
amplificada pelos primers M4T e Sprimer.
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Figura 2.12 Andlise do produto da PCR em gel de agarose lo%tremdo o produto especifico de potyvirus
amplificado. M = marcador Kb Plus DNA Ladder, 1=N. benthamiananfectada com o isolado C17, 2N
benthamianaadia.

O fragmento de 1,7 kb amplificado por RT-PCR faingldo no vetor pGEfA4T
Vector. Varias colonias brancas foram obtidas, Itastes do plagueamento das células
transformadas por choque térmico, com o fragmemiplificado por RT-PCR, ligados ao
vetor. As maiores e mais definidas foram seleciasadepicadas individualmente, das
guais o DNA plasmidial foi isolado e digerido cos enzimas de restricdo Sacl e Sacll.
Apoés a digestdo enzimatica, pode-se observar queeteliberacdo de dois fragmentos que
somados sao correspondentes ao inserto de DNAddoda aproximadamente 1,7 kb
(Figura 2.13). Dois clones foram selecionados spoedentes a transformacédo das
bactérias com o fragmento amplificado. Estes forsamienciados em sequenciador

automatico, utilizando os primers do vetor, T7 €,3Po primer interno C17F.
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Figura 2.13 Analise de digestdo das mini preparacdes doslpositivos com as enzimas Sacl e Sacll. M =
marcador Kb Plus DNA Ladder, 1, 2, 3 e 4 = clones com liberacdo de dois fragosecorrespondentes ao
inserto de DNA clonado de 1,7 kb e o vetor de 8,0 k

As sequéncias dos dois clones foram obtidas (ClGi&s9 e C17-15) e analisadas,
diferindo em dois nucleotideos. Foi escolhida diéagia do clone C17-15 para realizacéo
das andlises subsequentes. A sequéncia do insetinla 1676 nucleotideos apresentando
uma Unica ORF a partir da posicdo 1 até 1480, eidegela regido 3' ndo traduzida (3’
UTR) de 199 nucleotideos e uma cauda poliadeniladaeqiéncia nucleotidica foi
depositada no banco de dados GenBank com o nUreercedso DQ925486.

A sequéncia de nucleotideos foi utilizada para ducg@ da sequéncia de
aminoacidos, que resultou em uma poliproteina sewddon de iniciacdo com 492
aminoacidos, incluindo 215 aa da C-terminal daginat de inclusdo nuclear b (NIb) e toda
a capa protéica (CP) com 277 aa. O provavel séiolidagem da NIb/CP é VYHQY G,
baseado na descricdo dos sitios de clivagens negigeintes nos potyvirus (Adarasal,
2005b).

A sequéncia do motivo conservado da polimerasevpatyo GDD (Shuklaet al,
1994), foi encontrado na NIb na posicao 38-40, réirpdo inicio da sequéncia obtida da
NIb. O motivo GDD tem sido relatado como o siticatimidade da RNA-dependente RNA
polimerase (Domieet al, 1987). Outro motivo encontrado, que é conseraatoe 0s
Potyvirus e esta relacionado com a transmissao pelo vetorDAG, na posicédo 7-9, a

partir do sitio de clivagem Q/G dentro da capagicat (CP).
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A sequiéncia de aminoacidos da CP apresentou 60iéeikikdade com o Narcissus
late season yellows virus (AJ493579) e 60 % conPeru tomato mosaic virus
(NC_004573), os mais proximos potyvirus ao C17. eyi€ncia nucleotidica da CP
também apresentou identidade de 63 % com Cathasantbsaic virus (DQ365928) e de
62 % comAraujia mosaic virudEF710625). A sequéncia da regido 3UTR do Cleée d
199 nucleotideos e apresentou identidade mais@tdBeet mosaic virugNC_005304) de
46 % (Tabela 2.4).

Tabela 2.4 Compargéo da sequéncia da capa protéicd & BR do isolado de potysus C17, proveniente
de mandoquinha-salsa, com pdtys que apresentaram identidade daliémga de aminécido e de
nucleotdeo mais pximos.

Virus CP 3'UTR

%aa %nt % nt n°. nt
NLSYV 60.4 61.9 28.3 210
PTV 60.1 59.8 22.2 471
OoYDV 60.0 60.3 26.5 216
ArjMV 59.8 62.4 30,8 289
PepSMV 59.3 61.5 24.2 468
BtMV 59.2 58.8 45,5 171
CatMV 58.8 63.3 27.7 286
PVY 58.6 59.7 28.3 331
ChiRSV 58.3 58.7 29.6 180
PVV 56.7 60.8 26.2 446
ZYMV 55.1 57.7 29.8 213

NLSYV = Narcissus late season yellows virus (AJ42R5PTV =Peru tomato mosaic virudNC_004573);
OYDV = Onion yellow dwarf virugNC_005029); ArjMV =Araujia mosaic virugEF710625); PepSMV =
Pepper severe mosaic virdC_008393); BtMV=Beet mosaic virugNC_005304); CatMV = Catharanthus
mosaic virus (DQ365928); PVY =Potato virus Y (NC_001616); ChiRSV = Chilli ringspot virus
(DQ925438); PVV =Potato virus NC_004010); ZYMV =Zucchini yellow mosaic virubdNC_003224).

Pela andlise filogenética de bootstrap realizada as sequéncias nucleotidicas
da capa protéica utilizando o método Neighbourijgjrtom 1000 repeticdes (Figura 2.14),
o isolado C17 foi relacionado comNarcissus late season yellows virus (AJ493579)& es
distante de outro potyvirus que infectam apiaceaeo o Angelica virus Y - AnVY
(EF488741), cCelery mosaic virus €eMV (AJ271087), dCarrot thin leaf virus- CTLV
(AF203530) e 0 Apium virus Y - ApVY (AF207594).
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Figura 2.14: Arvore filogenética obtida com a seqiiéncia de roiitleos da capa protéica do isolado C17, de
potyvirus mais préximos e também dos potyvirusigtectam hospedeiros na familia apiaceae, utilizamd
programa MEGA 3.1 e método Neighbour-joining, cob® repeticdes. Os valores de bootstrap iguais ou
superiores a 60 % estdo indicados na base da @amféicacdo. NLSYV = Narcissus late season yellomwi
(AJ493579); PTV =Peru tomato mosaic virugNC_004573); OYDV =Onion yellow dwarf virus
(NC_005029); ArjMV = Araujia mosaic virus(EF710625); PepSMV =Pepper severe mosaic virus
(NC_008393); BtMV=Beet mosaic viru¢NC_005304); CatMV = Catharanthus mosaic virus 368928);
PVY = Potato virus Y(NC_001616); ChiRSV = Chilli ringspot virus (DQ9%38); PVV =Potato virus V
(NC_004010); ZYMV =Zucchini yellow mosaic viruNC_003224); AnVY = Angelica virus Y (EF488741),
CeMV =Celery mosaic virugAJ271087), CTLV =Carrot thin leaf virus(AF203530); ApVY = Apium virus

Y (AF207594); BCMNV =Bean common mosaic necrosis Vi(N&E_004047).
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Desenvolvimento de ferramenta de detecgdo por RT-FRC— Quatro primers
foram desenhados a partir do alinhamento da se@i8nhderminal do C17 com outros
potyvirus relacionados (Figura 2.14; Tabela 2.5fe& foram testados com plantasNie
benthamianasadia e infectada com o isolado C17. As combiragEstes primers ndo
foram eficientes: ndo amplificaram um produto e#fpecou amplificaram fragmentos de
N. benthamianaadia. Posteriormente, mais trés primers forarerdesios (Figura 2.14;
Tabela 2.5) e todas as combinagdes foram testadaplantas dé&\. benthamianaadia e
infectada com o isolado C17. O par de primers Cia68F (5-GCT TTC AGC GAA
ATT GAT G-3’) e C17-1140R (5- GTC TTA GAG TTG GCTGAG C-3) foi 0 mais
eficiente com amplificacdo especifica de um fragmete DNA de aproximadamente
580bp (Figura 2.15). As outras combinacOes testad@ms foram eficientes, pois nao
amplificaram um anico fragmento ou ndo amplificararitagmento de tamanho esperado.
Os primers C17-Ar560F e C17-1140R também foramadest com amostras de
mandioquinha-salsa infectadas, na qual se confirmaficiéncia e especificidade dos

primers, sendo selecionados para uso em diagno$€IpBCR.

NIb cpP AAn

C17-Ar560F, C17-Ar960R
414 nt

C17-Ar1000R

IS
N
o
=

=

C17-1140R

\ 586 nt

C17-1400R
‘ 851 nt

C17-650F 320 nt
346 nt

492 nt

757 nt

C17-740F
250 nt

422 nt \

757 nt \

Figura 2.14 Esquema da regido 3' terminal do C17 mostrand@rivsers avaliados para amplificagdo
especifica do virus. O nome de cada primer encgetri@ra dos retdngulos na posi¢do correspondente a
genoma (em cinza, acima). O tamanho do fragmestr amplificado por cada combinagéo de dois primers
encontra-se dentro dos retangulos.
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Tabela 2.5 Sequéncia dos oligonucleotideos especificos tHases.

Oligonucleotideos Sequéncia Senso/Reverso
C17-650F 5' AAA CAG TGG ATG CTG GGA AG 3 Senso
C17-740F 5'AGA CCA AGA AGA GGG AAAGC 3 Senso
C17-1140R 5 GTC TTAGAG TTG GCT GAG C 3' Reverso
C17-1400R 5 GTACTC TCCTCACTGTTC CC 3 Reverso
C17-Ar560F 5'GCT TTC AGC GAAATT GATG 3 Senso
C17-Ar960R 5 CTCTCG CTT TAT GGC TTC 3 Reverso
C17-Ar1000R 5 CCC AAACCATCATCT CCC 3 Reverso

650 pb ,
500 pbp ———

Figura 2.15 Analise em gel de agarose 1 % do produto de P@Rificado utilizando a combinacdo de
primers C17-Ar560F e C17-1140R. M = marcador 1 KADPlus Ladder, 1 . benthamianaadia, 2 =N.
benthamiananfectada com o isolado C17, 3 = mandioquinha-dafeatada, 4 = mandioquinha-salsa sadia.

Avaliacdo da eficiéncia das técnicas de deteccadlrinta e cinco amostras de
mandioquinha-salsa foram coletadas no campo dadpabtortalicas para a validagao do
método bioldgico, sorologico e molecular de detec€@ extrato foliar dessas amostras foi
inoculado mecanicamente @i benthamianaavaliadas por DAS-ELISA e por RT-PCR.
Apoés 25 dias da inoculagédo os sintomas tipicossdiado C17 foram observados em 21
plantas de\. benthamiangTabela 2.6). Este resultado foi confirmado por3ALISA
para comprovar a infeccdo. Nenhuma planta semmsateagiu positivamente. As trinta e
cinco amostras do campo também foram avaliadadDPp@-ELISA e 31 apresentaram

positivas (acima 2 vezes da média do controle negafTabela 2.6). Todas as amostras
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também foram avaliadas por RT-PCR, utilizando asgns especificos determinados para
uso em deteccdo. Neste teste, 33 amostras aprasentanplificacdo do fragmento

esperado (Tabela 2.6).

Tabela 2.6 Avaliagdo da eficiéncia das técnicas de detecgéoplanta indicadora: utilizando inoculagdo
mecéanica enN. benthamianapor DAS-ELISA: utilizando a 1gG e IgG-conjugadeoguzida para a CP do
isolado C17, e por RT-PCR: utilizando os primer§-@i560F e C17-1140R.
Amostra Planta indicadora DAS-ELISA RT-PCR
ENC 01-23 A -
ENC 4-3 27/07 +
ENC 4-4 27/07 +
ENC 4-4 -
ENC 4-5 +
ENC 4-9 +
ENC 4-10 27/07 +
+
+

ENC 4-12
ENC 4-17
ECU 12169 1 -
ECU 12169 2 -
ECU 1216 1 -
ECU 1216 2 -
ECU 1216 27/07 -
ECU 2361 -
ECU 2319 +
BRA 817a +
BRA 817b +
BRA 817b 27/07 +
BRA 809 +
4797 -
96003 +
94628 -
94018 +
96405 +
94243 +
96410 +
AC 90134 1 +
AC 90134 2 -
901349 +
ASA 1 -
ASA 2 -
ASA 3 +
URIN @ -
BGH 6513 +
(- : plantas negativas; + : plantas postivas)

T e i e s S Tt S S S
I e T T i i i SETU T T
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Obtencao de plantas livres de virus- Devido a provavel alta infecgdo de virus em
plantas de mandioquinha-salsa, a dificuldade emtédasm em casa-de-vegetacdo e
producdo de sementes botéanicas, foi necessariomhtdas sadias de mandioquinha-salsa
por cultura de apice caulinar. Foram inoculadosebfflantes oriundos da cultivar Amarela
de Senador Amaral, 81 explantes de Amarela de Garam 55 explantes oriundas do
acesso 94243 do banco de germoplasma da Embrapai¢sés. Foi observada uma baixa
taxa de contaminacdo (6,6%), porém muitos explanées regeneraram. Os explantes
regenerados foram aclimatizados em casa-de-vegetacdemperatura ambiente. A
mandioquinha-salsa necessita de uma temperaturaaa(h® a 18 °C) para o0 seu bom
desenvolvimento, o que ndo se obtém nas casasg@éagéo da Embrapa Hortalicas.
Portanto, mesmo com todos os cuidados adotad@snfobtidas apenas 4 plantas oriundas
de cultura de tecido. Essas foram indexadas por-BWisa e RT-PCR sendo que duas
apresentaram-se positivas para o isolado C17. #a foram recuperadas apenas duas
plantas de mandioquinha-salsa livres de virus imiados ao isolado C17. Estas plantas
foram mantidas em casa-de-vegetacao para obtercgeud filhotes, e assim poder realizar
teste de transmissao do isolado C17 a plantas ddiotainha-salsa sadias e observar seus
sintomas, para cumprimento dos postulados de K@ah.testes de infectividade em

mandioquinha-salsa ainda n&ao foram realizados.
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2.4. Discussao

A morfologia da particula observada por microsaogietrbnica e a massa
molecular da proteina capsidial sdo compativeis @sncaracteristicas da familia
Potyviridae (Shukla et al, 1994; Fauqueet al, 2005; Hiebert & McDonald, 1973;
Huttinga, 1975). Outra caracteristica de potyvius o isolado C17 de mandioquinha-salsa
apresenta é a sua relagdo de transmissdo do tippensistente por afideos. Finalmente, a
partir da analise da sequéncia 3' terminal do d&olal7 foi possivel concluir que o virus
apresenta uma estratégia gendémica tipica de posy(®huklaet al, 1994; Fauquett al,
2005) e um sitio de clivagem entre as proteinaseNllP semelhante aos mais freqlentes
descritos para os potyvirus (Adamas al, 2005b). A presenca do tripeptideo DAG, na
posicao 7-9 na regido N-terminal da CP é tipicopetyvirus (Gal-Oret al, 1992; Atreya
et al, 1991; Blancet al, 1997), estando relacionado com a transmissaafpdeos. A
sequéncia de aminoacidos da CP apresentou maitidaee com o Narcissus late season
yellows virus, enquanto a sequéncia nucleotidiceessgmtou maior identidade com
Catharanthus mosaic virus (Tabela 2.4). A sequéfrieegiao 3'UTR do C17 apresentou
identidade mais alta, embora baixa (46 %), &eat mosaic viruBtMV).

Adamset al (2005a) analisaram varias seqiéncias de potygisugeriram o valor
de 82 % e 76 % de identidade da sequéncia de aomloside nucleotideos da CP,
respectivamente, como critério para demarcacacméces. Eles também propuseram que
a identidade de nucleotideos da 3' UTR de difeseegpécies ndo exceda a 76 %. Com
base nestes critérios, o isolado C17 de mandiogtsatsa pode ser considerado como uma
nova espécie de virus pertencente ao gépetyvirus

Pela analise filogenética o isolado C17 tem uraciehamento mais proOximo com
Narcissus late season yellows virus (AJ493579)vims que tenNarcissussp. (familia
Amaryllidaceae) como unico hospedeiro conhecidovstet al, 1988) e de ocorréncia no
Reino Unido e Holanda. Entretanto, é possivel gmda uma distribuicdo mundial, uma
vez que as flores de narciso sdo altamente apescigela sua beleza e ha um comeércio
internacional de cultivares de narciso ativo. Espas que o isolado C17 e o NSYLV
apresentem um ancestral remoto em comum. Por oo este isolado apresentou baixo

relacionamento filogenético com outros potyvirue guectam apiaceae, sugerindo que sua
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evolucdo ocorreu de forma independente de outfcies capazes de infectar as plantas
dessa familia.

O circulo de hospedeiros de um virus é tradicioeate utilizado como importante
ferramenta de diagnose. A gama de hospedeiros alades C17 foi determinada e
demonstrou ser bem restrita, infectando quatro ddaeps experimentais, além de seu
hospedeiro naturalrracacia xanthorrizaA determinacdo do circulo de hospedeiros era a
Unica técnica disponivel aos virologistas nos ab@®0 a 1930 e ainda se constitui no
primeiro passo para a identificacdo de novos isslate virus em muitos laboratérios em
todo o mundo. Apesar de ser uma técnica que jaiferan distincdo de muitos virus,
incluindo varios potyvirus (Bos, 1992), atualmené® é o critério mais adequado para
distinguir espécies de virus. Os critérios deserfielo ICTV (Fauqueet al, 2005) para
demarcar espécies dentro do géneobyvirusé a identidade da seqiiéncia genbmica, as
propriedades antigénicas, o modo de transmissgmat@genicidade e citopatologia, e
também o circulo de hospedeiros. Este pode seoysad relacionar espécies, sendo mais
atil para delinear estirpes. E comum diversos viragsarem sintomas semelhantes ou
mesmo indistinguiveis em determinado hospedeirmoctambém, 0 mesmo virus pode
ocasionar sintomas diferentes ao infectar espétigmtas. Porém, de acordo com a
experiéncia do virologista, a observacao de sinsopaale se constituir em uma ferramenta
poderosa e essencial na diagnose.

O circulo de hospedeiro do isolado C17 pode serpuimmeiro passo para
distingui-lo de outros virus que infectam mandiobaisalsa. O AVA e o AVB infectam
Chenopodium muraleespécie a qual o isolado C17 nédo foi infectivoAQY infecta
Nicotiana tabacumTNN e Samsun (ICTVdB Management, 2006a), espécpua o
isolado C17 também néo foi infectivo. O ALV infed@omphrena globosgICTVdB
Management, 2006b), a qual o isolado C17 também infaxta. Esse € um passo
importante, ja que destes virus, somente o AVB 18363) apresenta sequiéncia gendmica
disponivel em banco de dados publicos. Apesar slesif@rencas no circulo de
hospedeiros, ndo se pode descartar que uma depgases descritas acima seja da mesma
espécie que o isolado C17. Estudos sorologicoslecmiares podem elucidar esta questéo.

Utilizando o anti-soro policlonal produzido nestabalho em DAS-ELISA, foi

possivel avaliar o banco de germoplasma de mandivapsalsa da Embrapa Hortalicas. A

67



incidéncia do isolado C17 na colecdo de germoplafnae quase 100%. Isto pode
representar a situacdo real da cultura de mandibguio Brasil, ou demonstra que o virus
tem uma dispersao em uma taxa de infeccdo altasideyando que o banco de
germoplasma, cuja manutencdo se da em cultivo empadoi formado no ano de 1990 na
Embrapa Hortalicas.

Embora a sorologia seja uma técnica amplamenteaad#d para a deteccdo e
diagnose de viroses vegetais, a utilizacdo dedasmoleculares vem se tornando cada vez
mais comum e rotineira. O uso de técnicas moleesilaa deteccdo e identificacdo de virus
ndo é restrito a capa protéica, como na sorolggidendo detectar qualquer porcédo do
genoma viral, ocorrendo menor chance de reacoesadas, fendbmeno comum entre 0s
potyvirus

A utilizacdo da RT-PCR como método para deteccavirds pode permitir, além
da deteccdo precisa, a classificagdo e estudosndadcos de virus, através de
subsequentes analises moleculares (Langesilal, 1991). A utilizagdo de PCR com
primers degenerados consiste em um método basidrgara a deteccdo de infeccdo mista
por potyvirus distintos (Colinett al, 1994) e também de novos membros do género
Potyvirus Varios primers degenerados ja foram descritogileados para deteccdo de
Potyvirus (Langeveldet al, 1991, Colinetet al, 1994, Bateson & Dale, 1995, Gibbs &
Mackenzie, 1997, Chest al, 2001 e Hset al, 2005). Neste trabalho um fragmento de 1,7
kb, correspondente a regido 3' terminal do virudepger perfeitamente amplificado por
RT-PCR usando primers degenerados (Céeral, 2001), confirmando que o primer
degenerado detecta uma regido bem conservada tiadrp® e demonstra a importancia
do uso deste tipo de primer na caracterizagdo dasrespécies.

A selecdo do método de deteccdo mais adequadaipgpatossistema é variavel de
acordo com a especificidade e sensibilidade do doét® anti-soro policlonal produzido
contra a proteina da capa foi especifico, ndo mdagcom proteinas normais da planta
hospedeira. Assim, pode ser utilizado para detedgasolado C17 a partir de amostras
coletadas no campo. A técnica de deteccdo baseadd®RBPCR, usando primers
especificos, demonstrou a sua alta sensibilidageeeisdo, tanto para amostras Me
benthamianacomo para mandioquinha-salsa oriunda do campooeltiga de meristema.

Comparando a técnica molecular baseada em RT-RC$omlogia (DAS-ELISA) pode-se
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verificar a maior sensibilidade da RT-PCR, detetarduas amostras que foram
consideradas negativas por DAS-ELISA (Tabela Déas destas amostras também foram
detectadas por inoculagdo mecanica Embenthamianasendo que provavelmente néo
foram detectadas por DAS-ELISA, devido a baixa eot@acdo viral. Dois problemas
principais sédo frequentemente observados no usdTdeCR em deteccéo: (i) a qualidade
do RNA extraido, podendo ocorrer inibicAo da reacho transcricdo reversa ou
amplificacdo; e (i) a alta especificidade dos pnigy ndo permitindo a deteccdo de
variantes da mesma espécie. A partir da analigegldtado dos trés métodos de detecgéo
testados (inoculacdo mecéanica, DAS-ELISA e RT-P&i as 35 amostras, verificou-se
gue nao houveram problemas na extracdo do RNA dwlioguinha-salsa usado como
molde em RT-PCR e que o par de primers seleciopadwoitiu a deteccdo do virus em
todas as amostras que foram positivas na detedgigiba e soroldgica. Porém, na
avaliacdo biologica, algum fator ambiental podernterferido na infeccdo, devido a baixa
taxa de deteccdo por inoculacdo mecanica, ja qukeikéa(2004) obteve sucesso com este
tipo de deteccdo. Consequientemente, as trés téqmiceem ser usadas com alto grau de
confiabilidade na deteccéo do isolado C17

O material tradicionalmente cultivado de mandiobaisalsa no Brasil foi
originario de semente botanica, e muito provavetmestaria livre de virus. Porém, com a
propagacao vegetativa, certamente diversas infestagém ocorrendo e levando ao
acumulo de virus na cultura e resultando na degénes da cultura, como ocorre em
outras hortalicas de propagacéo vegetativa conw(&Hjardo, 1998) e batata-doce (Pozzer
et al, 1992). Muitos produtores reclamam do decrésadeproducéo ao passar dos anos.

Uma das principais medidas para se recuperar dutvwlade em campo é a
utilizacdo de mudas originarias de matrizes lidtlewirus, o que também contribuiria para
a reducdo da pressdo de inoculo ao longo do teBEgta. medida diminuiria a fonte de
inoculo; o produtor passaria a ter maior incrememéalutivo, provavelmente com aumento
da produtividade o ganho compensaria o custo ddupé&m; e haveria melhoria da
gualidade das raizes comerciais. Com o uso de ialatéundo de apice caulinar, Madeira
(2004) obteve uma produtividade 51 % mais altaayoeterial tradicionalmente utilizado.
No entanto, esses materiais, oriundos de cultutadigos, ndo foram indexados. Porém, ja

€ um indicativo de que o cultivo de apices cauéiegpode originar matrizes com uma
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qualidade fisiolégica e, possivelmente, sanitarielhor que plantas multiplicadas em
campo.

O plantio de mudas de mandioquinha-salsa origisaé matrizes livres de virus
poderia ser uma medida priméria a ser adotada asilB¥, para isso, um programa de
limpeza clonal deve ser estabelecido. Para obsaseglantas € necessario conhecer os
virus que infectam a cultura e estabelecer a mkig@dode indexacdo. O método de
deteccdo por RT-PCR seria extremamente (til palexar estas plantas de mandioquinha-
salsa obtidas por cultura de apices caulinaresteNeaso, as plantas poderiam ser
indexadas ainda no estagio vitro, antes de serem levadas para aclimatizacéo, j& que
uma técnica que nao necessita de grande quantigaskeido foliar. A indexacao é muito
importante para confirmar a limpeza do materiatepoo termo 'planta livre de virus' deve
ser utilizado de maneira limitada, caso ndo sejdéifirados outras técnicas de amplo
espectro, como 0s bioensaios de inoculagdo mecanica

Este € o primeiro registro de identificacdo e daramacdo de virus infectando
mandioquinha-salsa no Brasil. O isolado C17 tenadtaristicas proéprias, distintas de
outros virus, inclusive dos ja relatados infectandandioquinha-salsa. Esse isolado
recebeu o nome tentativo de Arracacha mottle (#MoV) como uma nova espécie no
géneroPotyvirus
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CAPITULO 3;: CLONAGEM DO GENOMA DE Arracacha mottle virus

3.1. Introducéo

A mandioquinha-salsa é originaria da regido andirtualmente sua producdo
concentra-se na America do Sul, sendo o Brasil mmmodutor. Alguns virus ja foram
relatados infectando mandioquinha-salsa (Jones 8itefe 1978; Lizarragat al, 1994;
Kenten & Jones, 1979; Lizarraga, 2000; Hermann,71L9%as no Brasil o primeiro virus
relatado € uma nova espécieRisyvirus o Arracacha mottle virus (AMoV) (Capitulo 2).

A familia Potyviridaeé a mais importante familia de virus de plantambecida,
causando doencas em diversas culturas. Possgésasos, divididos de acordo com vetor
de transmissdo, gama de hospedeiros e organizag@onga (Fauquett al, 2005). Sao
estes:lpomovirus tendo como espécie-tipo Sweet potato mild mottheirus (SPMMV),
apresentam um componente gendmico e sao transsng@amosca-brancjacluravirus
a espécie-tipo € Blaclura mosaic virugMacMV), é caracterizado por ser transmitido por
afideos e possuir apenas um componente gendmigagfoulas menores que 700 nm de
comprimento; Rymovirus cuja espécie-tipo € dryegrass mosaic VirugRGMV),
caracteriza-se por apresentar um Unico componesnéngco, todas as espécies estdo
restritas a infeccdo de plantas da familia Poaeeasua transmissao é feita por acaros do
géneroAbacarus Tritimovirus cuja espécie-tipo é Wheat streak mosaic vil’WSMV),
também com um Unico componente gendmico e todasspécies restritas a familia
Poaceae, porém sua transmisséo é feita por acag@néroAceria Bymovirus tem como
espécie-tipo @arley yellow mosaic viruBaYMV), caracteriza-se por duas moléculas de
RNA e a sua transmisséo é feita por fungos a geami(Fauquedt al, 2005; Adamet al.,
2005a).

O génerdPotyvirusforma o maior e 0 mais importante género dentréaddlia,
infectando uma ampla variedade de plantas, tantwoomiledéneas como dicotiledéneas.
Sua espécie-tipo é Botato virus Y(PVY). Espécies deste género apresentam particulas
filamentosas flexuosas com 680 a 900 nm de comptone 11 a 13 nm de diametro. O

genoma é constituido de uma Unica molécula de RIN¥ar, senso positivo, com
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aproximadamente 9.700 nucleotideos, possuindo umta fase de leituraopen reading
frame ORF), que se traduz em uma poliproteina de 3@0kBA. Na regido 3' terminal tem
uma cauda poliadenilada (poli(A)) e na 5' termimala VPg estrutural. A poliproteina é
processada por trés proteinases virais, Nla, PCd&#d, em 10 proteinas: a proteina N-
terminal (P1), a proteinase componente auxiliar -@4G), a proteina P3, a proteina
inclusédo citoplasmaética (Cl), duas proteinas dé&ugdo nuclear (Nla [VPg, Pro] e NIb),
duas proteinas pequenas (6K1 e 6K2) e a proteirama (CP) (Urcuqui-Inchimet al,
2001; Adamst al, 2005b).

Atualmente, muitos potyvirus tem sua sequénciaptetan determinada, sendo
isto importante na classificacdo da espécie wralelaboracdo de estratégias anti-virais de
controle, para realizar estudo de variabilidade2tea, para compreender a interagdo com
o vetor, e para fornecer informagfes importantéseso relacionamento filogenético das
espécie de virus, sendo possivel compreender meelua evolucao.

O Arracacha mottle virus € uma espécie do géRetyvirus com morfologia,
propriedades bioldgicas, sorolégicas e sequénciaerdhinal de 1676 nucleotideos
determinadas por meio do isolado C17, oriundo @atps de mandioquinha-salsa com
sintoma de virose em Brasilia-DF, Brasil (Capi®i)o

A seqUéncia completa deste potyvirus esta sentlerndeada, utilizando o
isolado C17, para confirmar sua posicdo filogeaétideduzir sua evolugdo, obter
informacdes que poderdo colaborar com medidas deot® e comparar sua estrutura
gendmica com outros potyvirus conhecidos.

Sendo assim, este trabalho tem como objetivo clen@equenciar o genoma

completo de Arracacha mottle virus.
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3.2 Material e métodos

3.2.1. Desenho dos primers

A partir da sequiéncia 3' terminal do genoma dadacha mottle virus (capitulo 2)
um primer reverso especifico foi desenhado na mudisde 5' desta sequiéncia (Figua 3.1).
Paralelamente, primers degenerados foram desen(fadasa 3.1) a partir do alinhamento
multiplo das sequéncias de genoma completo dos wrigis préximos em etapas, de acordo
com a determinacdo da sequéncia das vérias regéedmicas. O programa Oligo
Analyzer 3.0 (http://www.idtdna.com/analyzer/Applimns/OligoAnalyzer/) foi utilizado

para desenhar os primers.

5’ 31
(st HGPRO P3 |6| c [[vednal Nb [cp]l .\
Ky 6K
123 a5 s 78 9
e « « «
54 3 2 1

Figura 3.1 Esquema do genoma de potyvirus, mostrando aizacdb dos primers desenhados para a
clonagem do genoma completo do Arracacha mottiesviks setas correspondem a posi¢do dos primess e o
nameros o nome dos primers. Primers reversosX: C17-8100R, 2: C17-7385R, 3: C17-6560R, 4: C17-
4940R, 5: AmoV-14F6000R. Primers senso)(1: C17-948F, 2: AmoV-1000F, 3: C17-1206F, 4. AmoV
1800F, 5: AmoV-2300F, 6: AmoV-3900F, 7: C17-4028FC17-4930F, 9: C17-6550F.

3.2.2. Extracdo do RNA viral

A extracdo do RNA viral foi feita a partir de pattias virais semi-purificadas.
Folhas infectadas d&. benthamiang10 g), foram colhidas 20 dias apds a inocula¢io.

material foi triturado em liquidificador 1:3 (p/€m tampéao borato gelado (0,2 M Borato,
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pH 8,4, 10 mM EDTA, 0,15 % 2 mercaptoetanol). Oatxt foi coado em gaze pré-tratada
em agua fervente e centrifugado a 29.@0(@or 10 min. Coletou-se o sobrenadante e
acrescentou-se Triton X-100 a 20 %, gota a got@roporcdo de 9:1 (v/v), e a mistura foi
mantida sob agitacéo lenta por 90 min. Adiciono®-8é (p/v) de polietilenoglicol 6000 e
0,5 % (p/v) de NaCl. A solugéo foi submetida a agib lenta por mais 90 min. Apds,
centrifugou-se a 29.008 por 15 min. O sedimento foi ressuspendido em &nigorato a
50 mM, pH 8,3, acrescido de uréia a 0,5 M, 6 mM BIZT0,1 % de 2 mercaptoetanol, em
volume equivalente a 20 % do volume centrifugadsolucéo foi centrifugada a 13.090
por 10 min. O sobrenadante foi centrifugado, a @&Dg, por 60 min e o0 sedimento foi
ressuspendido em tampdao borato 50 mM, pH 8,3. Asditave-se as particulas virais
semi-purificadas.

Apés esta purificacdo, o RNA viral foi isolado idilndo o reagente Trizol
(Invitrogen). Adicionou-se 500 pL de Trizol em 50 do RNA purificado e submeteu a
agitacdo em vortex por 1 min, seguido de incubggio5 min a temperatura ambiente.
Logo, adicionou-se 100 pL de cloroférmio, submetewa agitacdo em vortex por 2 min e
centrifugou-se a 13.528, a 4 °C, por 15 min. O sobrenadante foi trandfepara novo
microtubo, adicionado de 420 uL de isopropanokelado a - 20 °C, durante toda a noite,
para precipitacdo do RNA viral. Apés este periddogentrifugado a 13.528, a 4 °C, por
10 min. O sedimento foi lavado com 600 pL de etdi®o% gelado. Apds sua secagem, foi
ressuspendido em 20 pL de agua tratada com 0, etopiiocarbonato de sédio (DEPC) e

autoclavada.

3.2.3. Sintese da primeira fita do cDNA

A partir do RNA viral, foi sintetizado um DNA corgmentar (cCDNA) ao RNA
gendmico por transcricao reversa (RT), utilizandg@omers reversos desenhados (Tabela
3.1), e a transcriptase reverSaperScript lll [nvitrogen). Uma reacdo com 2 pL do RNA
viral, adicionado em 1 pL de 10 uM do primer regels L de dNTPs 2,5 mM e 6 pL de
agua, foi submetida a incubacéo por 65 °C, porrg enresfriado por 1 min. Apds, foram
adicionados 4 pL do tampéo 5 X da enziggperScript Il 1 pL de DTT 0,1 M, 1 pL
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RNAse OUT (40 U/uL, invitrogen) e 1 uL da enzi®aperScript 11[(200 U/uL). A reagéao
foi incubada a 55 °C, por 30 a 60 min. Para inatavanzima, essa foi submetida a 70 °C
por 15 min. Posteriormente, o cDNA foi tratado c&NAse H (2 U/uL, Invitrogen)
durante 20 min a 37 °C, para permitir a remocamaléculas de RNA ligadas ao cDNA.

3.2.4. Amplificacéo via PCR e confirmacao por eletforese em gel de agarose

A amplificacdo do cDNA foi feita por PCR juntamerdem a enzimd aqg DNA
polimeraseHigh Fidelity (Invitrogen). Essa enzima posddbt Start automatico e tem
atividade de auto-correcapréof reading.

Para as reacdes de PCR foram utilizados 5 pL doAcDtdm 3.2.3) para reacao
total de 100 pL. Sendo, 10 pL de tamdawm DNA polimeraseHigh Fidelity 10 X (para
concentracao final de 1 X), 8 pL de dNTPs 2,5 mME) G pL de MgS®@50 mM, 2 pL de
10 uM do primer senso, 2 puL de 10 uM do primer r&ve0,5 pL da enziméaq DNA
polimeraseHigh Fidelity (5 U/uL, invitrogen), completando com agua auteatka para um
volume final de 100 puL. As amostras foram submstidaamplificacdo no termociclador
(MasterCycler, Eppendorf). Inicialmente as amostomam aquecidas a 94 °C por 30 s,
sendo posteriormente submetidas a 30 ciclos d&€3#bf 30 s para desnaturacao, 1 min a
48 °C para anelamento dos primers e para extensdoniin para cada 1 kb esperado de
amplificacdo a 68 °C. Para o término da extensfds &@s 30 ciclos, a temperatura foi
mantida a 68 °C por 7 min, sendo finalmente armadasna 4 °C .

Os resultados da amplificacdo foram visualizados ggh de agarose a 1 %,
preparado em tampédo 1 X TAE ( Tris-base 0,04 M A %iL de acido acético glacial +
EDTA 0,001 M, pH 8,0), onde 5 pL de cada amostrarfomisturados em 2 pL de tampéo
corante (0,25 % de azul de bromofenol + 30 % deegh) e aplicados no gel. A
eletroforese foi realizada a 90 V. Como marcadoufitizado o 1Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen). Apos a corrida, o gel foi corado enfugdo de brometo de etideo (0,5 pg/mL)

e visualizado sobre luz ultravioleta utilizandopaeto (Eagle EYR' - II, Stratagene®).
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3.2.5. Preparo de células competentes para eletanpcao

Foram transferidas células descherichia colicepa 'XL1-Blue' resistentes a
tetraciclina, mantidas em estoque congelado energlic diretamente sobre meio LB
(Sambrooket al, 1989), adicionado de 15 pg/mL de tetraciclindgram incubadas a 37
°C, por 16 h. Uma coldnia bem isolada foi transi@npara 25 mL de meio LB liquido, e
deixada crescer a 37 °C, por 16 h, sob agitacastaote (220 rpm). Apos este periodo, 10
mL (1/100) do meio da cultura foram transferidosapautro frasco contendo 1 L de meio
LB liquido, deixados crescer a 37 °C sob vigoragtaedo, até atingir OD 0,6 (cerca de 3
h). Apos atingir a leitura, as células foram resfas completamente e centrifugadas a 4 °C,
a 3.600g por 15 min. Descartou-se o sobrenadante compésiteme o sedimento foi
ressuspendido com 100 mL de glicerol 10 % geladbreso gelo com delicadeza. O
volume foi completado para 1 L com glicerol 10 %ade e centrifugado a 4 °C, a 3.6§0
por 15 min. O sobrenadante foi novamente descamadosedimento foi ressuspendido
gentilmente com 50 mL de glicerol 10 % gelado, sabmelo. O volume foi completado
para 500 mL com glicerol 10 % gelado e centrifugadé °C, a 3.60@ por 15 min. O
sedimento foi ressuspendido gentilmente com 30 englaterol 10 % gelado sobre o gelo.
O volume foi completado para 250 mL com glicerolPa@elado e centrifugado a 3.6§0
por 15 min. Por fim, o sedimento foi ressuspendaidm 3,5 mL de glicerol 10 % gelado,
sobre o gelo. Aliguotas de 100 foram distribuidas em tubos de microcentrifug® (hL)

gelados, colocados posteriormente em nitrogénindége em seguida estocados a - 80 °C.

3.2.6. Clonagem

Apébs a confirmacédo da amplificacdo do fragment@®esip, o produto de PCR foi
precipitado, ressuspendido em 10 puL de agua e gidmnzeeletroforese em gel de agarose
1 %, preparado em tampao 1 X TAE. Apos a corridgelofoi corado com violeta cristal.
Em 100 mL de &gua autoclavada foi adicionado 2 mbidleta cristal (2 mg/mL), no qual

foi colocado o gel e submetido a uma agitacéo eatsidurante 30 min. A utilizagdo desse

76



tipo de corante permite a visualizacdo direta dagnientos de DNA sem 0 uso de radiacéo
ultra-violeta, que poderia causar seu rompimento.

A banda esperada formada pela amplificacdo do cBiX#A por PCR foi excisada
do gel com auxilio de uma lamina descartavel dipada através da utilizacdo do Kit 'Pure
Link™ Qick Gel Extractin Kit' (Invitrogen), seguindas instru¢bes do fabricante (item
2.2.14).

Durante a atividade de autocorrecqwo6f reading, a enzimaTaq polymerase
High Fidelity retira as deoxiadenosinas da extremidade 3’ dudupss de PCR. Em virtude
disso, foi necessario, antes de se realizar admdp cDNA ao vetor, fazer a adenilacdo
(A-overhanging, que consiste em acrescentar deoxiadenosinatreargsade 3’ do DNA.
Portanto o DNA eluido foi secado no Speed Vac (ONés) até obter 8,68 pL, no qual foi
adicionado 1 pL tampé&o Taqg DNA polimerase 10 X2QL dNTPs 2,5 mM, 0,1 pL dATP
2 mM e 0,1 uLTag DNA polymerase (5 U/uL, invitrogen). Essa reagédicstibmetida a 72
°C durante 10 min.

Ap6s a adenilacdo do cDNA, este foi ligado ao vp@R®2.1-TOPQ (Invitrogen),
mantendo-se a propor¢ao molar de 1:3 (vetor:insei®sa ligagao utilizou os reagentes
fornecidos pelo kit TOPO TA Clonifig(Invitrogen). A vantagem do uso desse tipo de
vetor é permitir a clonagem direta de fragmentosP@dR, sendo necesséario apenas a
presenca de uma dioxiadenosina na extremidade XDMNA e uma dioxitimina nas

extremidades coesivas 3’ do vetor, 0 que propoatia ligacdo e a clonagem direcional.

Seguido da ligacdo, foi realizado a dessalinizad@aeacdo, para retirar todo o
excesso de sal desta solucdo. Em uma placa decBletrou-se agua autoclavada e sobre a
agua um pequeno pedaco de membrana de nitroce(Midipore), a amostra foi colocada
sobre a membrana e deixada por 15 min.

Para a realizacdo da transformacéo foram utilzaddulas deE. coli XL1 Blue
competentes para eletroporacdo. A ligacdo (2 pLadicionada em 100uL de células
competentes que foram transferidas para uma cudeetaletroporacdo (BioAgency), a
transformacéo foi feita no eletroporador Micro Rul¥ (BIO RAD). Logo em seguida a
amostra foi transferida da cubeta para um microtibdicionada a 500 mL de meio SOB

(Sambrooket al, 1989). Esta foi incubada por 1 h em agitacdcsteornie (220 rpm) e
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posteriormente as células transformadas foram pkatas em placa de Petri contendo LB

sélido e o antibiotico ampicilina (503/mL).

3.2.7. Selecao dos clones recombinantes

Colbnias com coloracao branca foram selecionadasseidas em meio de cultura
LB liquido na presenca de ampicilina (@ mL). Procedimento igual ao item 2.2.15.

Para a verificacdo da presenca do inserto, os filass foram digeridos com a
enzima EcoRlI, pois o vetor pER1-TOPQ (Figura 3.2) apresenta este sitio de restricio
em ambas as extremidades das regifes de ligac@wseiwo. O padrao de digestdo dos
clones foi analisado em gel de agarose 1 %, caradobrometo de etideo, utilizando-se o
marcador molecular Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) como padrao de comparacao.
Dentre os clones que apresentaram o padrao espeatgdos foram selecionados e
sequenciados.
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13 Reverse Primermz'rm; el Ll U I L
CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTS GTA CCG AGC TDG GAT CCA CTA
GTC CTT TET OGA TAC TGE TAC TAA TGEC GET TCG AAC CAT GGC TOS AGC CTA 35T GAT

Bsi¥| EcoR | R

GTA ACG GCC GCC AGT GTG CIG GAA TTC GOC CTTERFI-R-MSAeeEC Go0 GAR TTC TGO
CAT TGC CGG 0OGG TCA CAC GAC CIT AAG OGG GAEY TTC COG CIT ARG ACG

5.'2-:||R'l..f BSP".I NII:G!I XPIIGI N&fll.}ibal ﬂ,DI\aI
AGA TAT CCA TCA CAC TGG O35 OCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA G3E5 ODC AAT TOG [OOC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CFT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

T7 Promakar 113 Forward {-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA|CTG GCC GIC GTT TTA dQARA CGT OFT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CIC AGC ATA A TTA AGT |GAC CGE CAG CARA AAT GCA GCA TG ACC CTT TTG

Comments for pCR®2.1-TOPO®
3931 nucleotides

Figura 3.2 Esquema vetor pCRR.1-TOPG (Invitrogen) utilizado para realizar a clonagemgémoma de
Arracacha mottle virus.

3.2.8. Sequenciamento e analise das sequéncias

Para se obter as sequéncias nucleotidicas dos dragsnclonados e de todo o
genoma viral, foram utilizados os primers do vetomprimers especificos que foram
desenhados a partir da sequéncia viral obtida.

As sequéncias foram analisadas através do progsamaen Package (Stadenal,
2003) e posteriormente sequéncias similares forastdnlas com o auxilio do BLAST
(Altschul et al, 1997) em bancos de dados publicos. O programstallW também foi
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utilizado para realizar o alinhamento multiplo endis seqliéncias completas de potyvirus

depositadas no GenBank juntamente com as obtidae estudo.
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3.3. Resultados

Para a clonagem do genoma do isolado C17 de Atracawttle virus foi
utilizada a estratégia de PCR com enzima com atiMdroof reading e primers
degenerados obtidos através de alinhamento dogipstynais semelhantes.

O primer reverso (C17-8100R) foi desenhado arpdatisequéncia parcial obtida
preliminarmente (Capitulo 2) na posicdo 154-137seqléncia depositada no banco de
dados GenBank (acesso DQ925486). Um alinhamenttphoUfoi realizado utilizando o
programa CLUSTAL W com sequéncias do genoma complies potyvirus mais préximos
(Watermelon mosaic viruZucchini yellow mosaic virysSweet potato feathery mottle
virus, Leek yellow stripe virysOnion yellow dwarf virusCowpea aphid-borne mosaic
virus, Potato virus Y Soybean mosaic virus As regides mais conservadas foram
selecionadas e 5 primers senso e 3 reversos dadesefioram desenhados (Tabela 3.1,

Figura 3.1) para a clonagem de todo o genoma enpassequenciamento.

Tabela 3.1 Primers desenhados a partir da sequéncia 3'natrdb isolado C17 para clonagem do genoma
de Arracacha mottle virus.

Primer Sequéncia Senso/Reverso
C17-948F 5'MDG GNB VDA GTG G 3 Senso
C17-1206F 5'AVT GTG GNR NRB TDG CAG C 3' Senso
C17-4026F 5'ACD YTB MRN ATG MGA GG 3' Senso
C17-4930F 5'AYG ATG GND SNATGC A 3 Senso
C17-4940R 5 TGC ATNSHNCCATCRT3 Reverso
C17-6550F 5'TGC CAA ARG AYH WHM C 3' Senso
C17-6560R 5" GGAWDR TCY TTD GGC A 3' Reverso
C17-7385R 5"CCRAYHGCD GCTTTC 3' Reverso
C17-8100R 5 GTG TTC GTG ACT AGG CTC 3' Reverso

Quatro combinacdes de primers foram avaliadaganilo o cDNA sintetizado
com o primer C17-6560R e cinco combinacdes utiivan cDNA sintetizado com o
primer M4T (Cheret al, 2001), porém nenhuma amplificagéo foi observaliigizando o
cDNA obtido com o primer especifico C17-8100R, ocimombinacdes de primers foram
testadas. Apenas uma combinacao resultou em acaghid de DNA de tamanho desejado,

a combinacéo C17-8100R/C17-4930F. O fragmento adpez obtido com a combinacao
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destes primers foi de aproximadamente 3,2 kb (Bi§uB, seta). O DNA amplificado foi
isolado e clonado no vetor pER1-TOP®. Digestédo com a enzima de restricdo EcoRl foi
realizada para a verificagdo da clonagem (Figudd. Hete clones foram selecionados
(B1.2, B1.8, B1.11, B2.4, B2.14, B3.13, B3.16), @ur todos apresentavam padrdes
distintos na liberacdo do inserto. Cada insertségjiienciado utilizando primers do vetor,
M13 forward e M13 reverse. A seqliéncia resultamie cbmparada com seqiiéncias
disponiveis em bancos de dados através de BLASE#Bk. Os clones B1.2 e B3.16 néo
foram especificos. Os demais cinco clones aprasentaeqiéncia especifica, mas baixa
identidade com sequUéncias de virus presentes noo bdm dados. Todos estes clones
apresentaram sequUéncias idénticas na extremidadeor’ 100 % de identidade na
sobreposicdo, correspondente a regido 5 da se@lé&w Arracacha mottle virus
disponivel. A sequéncia do clone B2.14 confirmoe qunserto correspondia as regides de
aproximadamente 4.900 a 8.100 nucleotideos no gemlenpotyvirus; a dos clones B1.8,
B2.4 e B3.13 correspondiam as regifes de aproximewie 6.300 a 8.100 nucleotideos; e
a do clone B1.11 correspondia as regides de apamdmente 7.000 a 8.100 nucleotideos
(Figura 3.5). Novos primers internos foram deseakddmoV-14F570F, AmoV-4F530F,
AmoV-4R510F e AmoV-4R160R, Tabela 3.2) e utilizadosra sequenciamento por

“primer walking”.

3kb — 3,2kb

2kb —

Figura 3.3 Andlise em gel de agarose a 1 % do produto da &d@Ros primers C17-8100R e C17-4930F,
mostrando o produto amplificado de tamanho espedad8,2 kb (seta). M = marcadorKb Plus DNA
Ladder, 1= controle negativo, 2 = isolado C17.
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Tabela 3.2 Primers internos desenhados para sequenciamentprpmer walking”.

Primer Sequéncia Senso/Reverso
AmoV-14F570F 5 TTT GCG AGACTC AGTG 3 Senso
AmoV-4F530F 5 AAT TGG GGC TGC TGT G 3 Senso
AmoV-4R510F 5' GAT GCC TAAGGACTT TCC 3 Senso

AmoV-4R160R 5'GAG AGC TTT TCG AGT GTT CCC3' Rewers

B2.11 B2.12 B2:14 pgjy 16 B2.18 B2.20

Figura 3.4: Analise em gel de agarose 1 % com DNA plasmidéd-digerido (ND) e digerido (D) com a
enzima EcoRI do produto de amplificagdo com os @sn€C17-8100R / C17-4930F. M = marcaddtlPlus
DNA Ladder. Os clones B2.4 e B2.14 (sublinhados) foram sefexios.

Um novo primer reverso (AmoV-14F6000R, Tabela 3o8desenhado na regido
5' da sequéncia do clone B2.14, obtida com o privid forward do vetor. Para o desenho
de novos primers-senso degenerados, um novo aleritarmultiplo foi realizado com
sequéncias do genoma completo dos potyvirus méinpos ao clone B2.14P@paya
ringspot virus Turnip mosaic virusCowpea aphid-borne mosaic vituducchini yellow
mosaic virusLeek yellow stripe viryPepper mottle virusPotato virus VPotato virus Y
Sweet potato feathery mottle viregOnion yellow dwarf virus Um total de 4 primers-

senso foram desenhados (Tabela 3.3, Figura 3.Iegéses mais conservadas na tentativa
de clonar o restante do genoma.
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Tabela 3.3 Primers desenhados para clonar o restante dorgede Arracacha mottle virus.

Primer Sequéncia Senso/Reverso
AmoV-14F6000R 5" GAT GCT GTG TAT GGG A 3 Reverso
AmoV-1000F 5'VRG GNK VKA GTG G 3 Senso
AmoV-1800F 5 TGS HAR YTT HNT NTG GGG 3' Senso
AmoV-2300F 5 TTG GNV MNT GGC C 3 Senso
AmoV-3900F 5 TTT DVN NVN TGG TGG 3' Senso

Todas as combinacdes possiveis de primers foratadses, utilizando cDNA
obtido com primer especifico AmoV-14F6000R. Apeaasombinagcdo de primer AmoV-
14F6000R/AmoV-1000F resultou em amplificacao doaaino do fragmento esperado, que
foi de aproximadamente 4 kb.

PCR com o par de primers AmoV-14F6000R e AmoV-E(G@sultou na
amplificacdo em teste preliminar de DNA de tamaabperado (4 kb), porém, apés uma
nova amplificagéo foi possivel observar somente Di¢Aaproximadamente 2,2 kb. Como
0 RNA utilizado é oriundo de particulas purificadaso cDNA obtido com primer
especifico, este DNA foi clonado e analisado. Aeglio com EcoRI demonstrou quatro
liberagBes distintas do inserto e confirmou queagrhento havia sido clonado (Figura 3.6).
Quatro clones foram selecionados (C1.6, C1.7, CCB9) e sequenciados utilizando

primers do vetor, M13 forward e M13 reverse.
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Figura 3.6: Andlise em gel de agarose 1 % com DNA plasmidéi-digerido (ND) e digerido (D) com a
enzima EcoRI do produto de amplificagdo com os @rsnAmoV-6000R / AmoV1000F. M = marcadoKlb

PlusDNA Ladder. Os clones C1.6, C1.7, C1.8 e C1.9 (sublinhadwa)i selecionados

A sequéncia obtida do clone C1.7 ndo foi espec#igportanto ndo utilizada. A
sequéncia dos outros trés clones foi especificsora baixa identidade com outros
Potyvirus As sequéncias dos trés clones obtidas com o priviS reverse do vetor,
correspondeu a sequéncia da regido 5 do inseridone B2.14, sendo que apenas um
nucleotideo do clone C1.6 foi divergente nestaeqmiBicdo. A sequéncia destes trés clones
confirmou a clonagem da regido de aproximadamerit802a 4.900 nucleotideos no
genoma do potyvirus (Figura 3.5).

A sequéncia da extremidade 5 do fragmento C (2.@04900 nucleotideos),
obtida com os clones C1.6, C1.8 e C1.9, mostrootideede mais alta, porém muita baixa,
de 22 % confPotato virus NC_004010).

Outras combinac¢fes de primers foram testadazardo o cDNA obtido com
primer especifico AmoV-14F6000R (Tabela 3.3) e onpr reverso degenerado C17-
4940R (Tabela 3.1). Apenas a combinacdo C17-4940%n@V-1000F amplificou o
fragmento de tamanho esperado (4 kb), que foi @leiclonado. A analise dos clones
demonstrou que o DNA de tamanho esperado haviaceidetamente clonado (Figura 3.7).
Dois clones foram selecionados (D1.9, D1.13) e segjados utilizando primers do vetor,
M13 forward e M13 reverse.
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Figura 3.7: Anélise em gel de agarose 1 % com DNA plasmiigdrido com a enzima EcoRI do produto de
amplificagdo com os primers C17-4940R / AmoV-100dF marcador Kb Plus DNA Ladder. Os clones
D1.9 e D1.13 (sublinhados) foram selecionados.

A sequéncia da extremidade 3’ do fragmento D (€340R / AmoV-1000F),
obtida com os clones D1.9 e D1.13, apresentouddtgidade com parte da sequéncia dos
clones C1.6, C1.8 e C1.9, e apresentou sobrepoded00 % de identidade com o clone
B2.14. A sequéncia do clone D1.13 confirmou quaseito correspondia as regides de
aproximadamente 1.000 a 4.900 nucleotideos no gerdmmpotyvirus (Figura 3.7). A
sequUéncia da extremidade 5’ deste fragmento moglemiidade mais alta de 40 % com
Pepper severe mosaic virdC_008393). Nao foi obtida a sequiéncia da exttade 5’ do

clone D1.9, por isso néo foi possivel confirmaamanho do inserto clonado.

5 3

| P1|HCPRO| P3 || I | lvpg| Nla | Nb__ | cP_ |
6K, 6K,

AAAAN

VPg
3’ terminal

B2.14

B1.8/B2.4/B3.13
B1.11

C1.6/C1.8/C1.9

D1.13

Figura 3.5: Esquema do genoma Betyvirusmostrando a posi¢éo dos clones obtidos.
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A partir de primer walking novas sequéncias foram obtidas e a sequéncia do
genoma foi gradativamente determinada. A sequénd& um fragmento de
aproximadamente 5.500 nucleotideos ja foi obtidguf@ 3.8) e mostrou identidade mais
alta de 61 % conferu tomato mosaic viruNC_004573) éPepper severe mosaic virus
(NC_008393).

A sequUéncia completa do gene da proteina Nlb eNMBdoi determinada e os
provaveis sitios de clivagem localizados (VGFQMT&IQ/G, respectivamente), baseados
na descricdo dos sitios de clivagens mais freqéeme potyvirus (Adamet al, 2005b). A
sequéncia nucleotidica do gene da NIb apresentaar riigentidade (67 %) confPeru
tomato mosaic viruNC_004573) e o da VPg-Nla de 59 % c@iid potato mosaic virus
(Tabela 3.4).

5’ 3
| PilHCcPRO | P3 || cI | [veg| Na [ Nb | cPp |
& 6K1 6K2 AAAAN
40 % 22 % 61 %
934 1661 2772 3378 4000 9612

Figura 3.8 Esquema do genoma Betyvirusmostrando a regido com seqiiéncia nucleotidicardigtada do
genoma do Arracacha mottle virus. Abaixo de cadgrfrento tem-se a posi¢cdo do genoma em nucleotédeo d
Peru tomato mosaic viruNC_004573) e acima se tem a porcentagem de ddelgicom o virus mais
préximo relacionado.

Tabela 3.4 Compargéo da sefiéncia do gene NIb e VPg-Nla de Arracacha mottlesvitam os potyivus
mais préximos.

Virus NIb VPg-Nla
PTV 67 53
PepSMV 66 55
PVY 66 54
PVV 66 57
WPMV 66 59
PepMoV 65 56
TuMV 62 51

PTV =Peru tomato mosaic virutNC_004573); PepSMV Pepper severe mosaic virdC_008393); PVY
= Potato virus Y(NC_001616); PVV =Potato virus V(NC_004010); WPMV =Wild potato mosaic virus
(NC_004426); PepMoV Pepper mottle virugNC_001517); TuMV =Turnip mosaic virugNC_002509).
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3.4. Discussao

Recentemente a sequéncia completa do genoma des vapbtyvirus foi
disponibilizada, como por exemplBepper vein banding virusor Anindyaet al (2004);
Konjak mosaic virugpor Nishiguchiet al (2006);Pepper severe mosaic virper Ahnet
al. (2006); Papaya ringspot virugpor Parameswart al (2007);Beet mosaic virupor
Nemchinovet al (2004); eDaphne mosaic virupor Petrzik & Franova (2006). Estas
sequéncias contribuiram de forma importante paeabzacdo de estudo de variabilidade
genética, fornecer informacdes relevantes sobetagionamento filogenético das espécies
de virus, bem como entre estirpes, e a possibdidbd compreender melhor a mutacgéo,
recombinacdo e evolucao destes potyvirus.

O Arracacha mottle virus foi classificado como um@a espécie no género
Potyvirus com base na sequéncia da sua regido gendomicandinéd. Como esta foi
bastante distinta dos demais potyvirus, a detegamaa seqiiéncia do genoma completo
tornou-se importante para complementar a sua esizatdo. Para isso, a estratégia de
clonagem de produto de amplificacédo por PCR conmenzom atividaderoof reading
foi escolhida.

Esta estratégia comprovou ser eficiente para fragpeede até 4.000 bases. Em
vista deste virus ser notavelmente distinto, 750% mtimers degenerados nao foram Gteis
na amplificagcdo do cDNA especifico por PCR. Issmalestra que as regides conservadas
selecionadas n&o sdo igualmente conservadas nmgeatwisolado C17. Devido a isso, foi
de suma importancia obter o RNA viral a partir @etipulas purificadas e sintetizar o
cDNA utilizando primers especificos. Este proceditnecertamente diminuiu as chances
de amplificacdo de produtos ndo especificos. Omanfoi praticamente todo clonado (90
%), restando apenas a extremidade 5’ terminal, ajnda serd clonada utilizando a
estratégia do resgate da regido 5° com o siskeRACE (Rapid Amplification of cDNA Enjls
Um primer reverso especifico ja foi desenhado,ctdedm com a sequéncia do clone D1.13,
gue ira permitir a amplificacdo do fragmento (cedeal kb) e clonagem. O genoma ja esta
70 % seqlenciado e novos primers para a realizggomer walkingtambém ja foram
desenhados e a sequiéncia completa sera determeirzexddisada para determinar a posicao

filogenética do Arracacha mottle virus, e permitomparacdes detalhadas de todo o
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genoma. Esse é o primeiro virus relatado infectanaodioquinha-salsa no Brasil e sera o
primeiro virus que infecta apiaceas a ter a seggi@ompleta determinada.

A comparacgdo da sequéncia de 5.500 nucleotidegsrmmma do Arracacha mottle
virus com 0s virus mais proximos revela uma idewt mais alta de 61 % coReru
tomato mosaic virug Pepper severe mosaic vitude acordo com Adamet al (2005a),
essa porcentagem indica que o Arracacha mottls wigoupa-se no Cluster C, juntamente
com os isolados de PVY, PTV, WPMV, TuMV e outroorém, somente apos a

determinacdo da sequéncia completa isto poderéalenente confirmado.

Adamset al (2005a) relatam que o gene da inclusdo cilindf@d € a melhor
regido para identificacdo e estudos taxondmicoandm somente uma por¢cao do genoma
for sequenciada. Além disso, foi demonstrado geeg@éncia dos genes da Nib, Nla e HC-
Pro sdo mais representativos do genoma do queCPdRorém a maioria das sequéncias
de potyvirus disponiveis € da CP. Segundo ShuRldagd (1988), trés seriam as principais
razbes para se utilizar critérios baseados na se@liéla capa protéica: (i) das proteinas
virais, exceto a capa protéica, todas tem certeolagia com proteinas de outros grupos de
virus de plantas e virus animal; (ii) a capa poat@orresponde a aproximadamente 95 %
do peso da particula viral; e (iii) a sorologialetf a estrutura da proteina da capa. Outra
razdo para utilizar a sequéncia da CP, é que serito dificil encontrar um primer tao
universal, como o Sprimer e oligo-dT, para o gehegGe ndo é altamente conservado
entre os potyvirus como o gene da CP. Portantia, s®iito dificil clonar este gene usando

primers degenerados.

A comparacdo da sequéncia nucleotidica da NIb seveina identidade mais alta
com PTV, correspondendo ao observado para seqésmcieal do genoma. A da VPg-Nla
apresentou identidade mais alta com WPMV. Ja a acgfo da seqiéncia nucleotidica e
de aminoacido da CP (Capitulo 2) revelou uma idadg mais alta com ArjMV e NLSYV,
respectivamente. Apesar da NIb e VPg-Nla reveladentidade mais alta com espécies
distintas, os isolados de ambas as espécies es@luster C (Adamst al, 2005a), o que
indica a proximidade do Arracacha mottle virus aivgs deste cluster. Os dois virus que

apresentaram identidade mais alta com a sequéadtPdhdo possuem genoma completo
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sequenciado, ndo sendo possivel afirmar se ogadsslobtidos condizem com a analise

da sequéncia parcial do genoma.

Observa-se com este trabalho, que o Arracachaemattis € um potyvirus distinto,
porém, provavelmente compartilha de um ancestraiuco a PTV, WPMV, PVV e
PepSMV. De acordo com os possiveis sitios de divaga determinados, este virus
apresenta estratégia gendmica idéntica aos posyyAdamset al, 2005b). Um estudo
pormenorizado devera ser realizado com a seqUé&uigpleta do AMoV. Os genes
deverdo ser individualmente comparados com 0s pag/ynais proximos que apresentam
sequéncia completa disponivel e sera realizado amatise filogenética completa. Sera
também interessante responder a questao de qiebsergem deste virus que apresenta
um circulo de hospedeiros restrito e que provavetieneo-evoluiu com a mandioquinha-
salsa durante os ultimos anos.
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CONSIDERACOES FINAIS

A mandioquinha-salsa € uma hortalica essencialmen&zgética, tendo grande
importancia social e econdémica nas regides cemlrads Brasil, principalmente em
sistemas de agricultura familiar. Produtores realangue houve um decréscimo evidente
da produtividade nos dultimos anos. Este decréscdao produtividade pode estar
relacionado com a incidéncia e acumulo de virugjyéd é uma planta essencialmente
propagada vegetativamente. No Brasil, ndo ha rega# estudos referentes a virus em
mandioquinha-salsa. Este trabalho € o pioneirodeatificacdo e caracterizacdo de um
virus isolado de mandioquinha-salsa no Brasil.e€3sltados obtidos confirmaram que este
isolado de mandioquinha-salsa (isolado C17) pestenmima nova espécie de virus do
géneroPotyviruse o nome Arracacha mottle virus (AMoV) foi propmst

Duas técnicas de deteccdo de AMoV foram deserdadyia primeira baseada em
sorologia e a segunda em RT-PCR. Ambos os mété@aosspecificos e eficientes, porém a
selecdo do método mais adequado em cada caso afef@ta de acordo com o nivel de
sensibilidade necesséario para a deteccdo. O amtiysmduzido mostrou ser de alta
especificidade, ndo reagindo com plantas sadiansikas de campo foram avaliadas por
Elisa, revelando que 93 % das amostras estavagtadies. Isso comprova a aplicabilidade
do anti-soro em testes de deteccdo de amostraandpoc O RT-PCR utilizando primers
especificos para o C17 foi bem especifico e sepnstletectando virus em baixa
concentracdo na planta. Esta técnica sera essentipfogramas de limpeza clonal, uma
das prioridades no cultivo de mandioquinha-salsssileira. A disponibilizacdo destas
ferramentas de detec¢do permitird a avaliacdo stebdiicdo e importancia do AMoV no
Brasil e a realizacdo de monitoramento dos prejuiasionados a esta cultura. E possivel
gue em mandioquinha-salsa esteja ocorrendo o mdsntmeno de degenerescéncia
observado em outras hortalicas propagadas vegetaive, como alho e batata-doce.

O Arracacha mottle virus é um virus com circulohdspedeiros muito restrito e
com caracteristicas bem distintas dos demais pag//Noventa porcento do seu genoma
foi clonado e a sequéncia completa ainda serardiei@ta. Posteriormente, a extremidade

5" genbmica serd clonada pela técnica do 5 RACROsAa obtencdo da seqiiéncia
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completa, os genes serdao individualmente comparaminsos potyvirus mais proximos e
sera realizada uma analise filogenética completa.

A implementacao de tecnologia de producéo de mdeasandioquinha-salsa livre
de virus certamente contribuird para um efetivaemento produtivo de mandioquinha-
salsa. Isso colaborara para manter o Brasil conmeaior produtor no mundo e para a
producdo atender a grande demanda atual. Estdhwabantribui decisivamente para a
implementacdo desta tecnologia, com a identificag&maracterizagdo de um virus e a
disponibilizacédo de ferramentas de sua deteccda.(etambém na verificacdo dos danos
gue este virus vem causando a esta cultura, esso wsrificar se realmente o decréscimo
de produtividade relatado pelos produtores é odwtesta virose. O Arracacha mottle virus
€ o primeiro virus identificado infectando estatwa no Brasil, porém futuros trabalhos

também devem ser realizados para verificar se ®utras infectam esta cultura no Brasil.
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RESUMO

A mandioquinha-salsa é uma planta propagada vegetante e durante o seu
cultivo sucessivo pode ocorrer o acumulo de patdgele infeccdo sistémica como virus,
resultando em decréscimo da producdo. No Brasicogmum observar plantas de
mandioquinha-salsa apresentando sintomas de mpsaigsqueamento e deformagéo
foliar, semelhantes a infec¢do por virus. Evidénda ocorréncia de virus infectando esta
cultura ja foram relatadas, porém nenhum estudmelgtificacdo e caracterizacdo havia
sido realizado. O objetivo do presente trabalho ciiacterizar biolégica, soroldgica e
molecularmente um virus isolado de mandioquinhsasaldesenvolver técnicas para a sua
deteccdo. Um isolado de virus foi obtido a parér dandioquinha-salsa coletada para
estudo de micropropagacdo, denominado isolado €1due foi selecionado para a
caracterizacdo. Este virus causa @htotiana benthamianahospedeiro usado para
manutencdo, sintoma de deformacao foliar, bolhdsislae mosaico. O isolamento
biolégico foi realizado a partir do extrato da pé&roriginal de mandioquinha-salsa
infectada enChenopodium quinogste isolado apresentou circulo de hospedeiststoe
e foi transmitido por afideos de maneira ndo piensis. Particulas virais foram purificadas
e analise ao microscoépio eletronico revelou pdegcalongadas e flexuosas, tipicas de
espécies d@otyvirus Em gel de poliacrilamida, a capa protéica apteseama proteina
com peso molecular de aproximadamente 33 kDa, quéeste déNestern blottingfoi
reconhecida especificamente pelo anti-soro polal@noduzido contra a proteina da capa
do isolado C17. O anti-soro produzido em coelhoaatimpde particulas purificadas
apresentou alta especificidade e sensibilidade. stia® de campo do banco ativo de
germoplasma de mandioquinha-salsa da Embrapa lgagdbram avaliadas por ELISA. A
deteccdao foi positiva em 93 % das amostras, demaomist a grande aplicabilidade do anti-
soro em testes diagnosticos de amostras do camporgdo 3° terminal do genoma do
virus (1,7 kb) foi clonada por RT- PCR e sequeriath sequenciador automatico. A
analise da sequéncia nucleotidica do fragmentadmmevelou uma fase aberta de leitura
incompleta (sem o cédon de iniciagdo) que codifive parte da proteina NIb (polimerase
viral) e capa protéica (CP), seguida de uma regjiadio traduzida (3' UTR). A sequéncia

nucleotidica da CP e da 3' UTR apresentou baix@eptagem de identidade com
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sequéncias de outros potyvirus depositados em $adeodados publicos. A maior
porcentagem de identidade nucleotidica da CP f@3d& paraAraujia mosaic virue da
sequéncia de aminoacidos foi de 60 % para Narclageiseason yellows virus (NLSYV).

A andlise filogenética confirmou o agrupamento d@ €om o NLSYV e sugeriu que estes
podem ter evoluido de um ancestral em comum. Dedac@dm o critério molecular para
demarcacdo de espécies Betyvirus 82 % e 76 % de identidade na comparacdo da
sequéncia de aminoacidos e nucleotideos da CPectespmente, o isolado C17 de
mandioquinha-salsa pode ser considerado como unaespecie de virus pertencente ao
géneroPotyvirus e 0 nome Arracacha mottle virus é proposto.

Com o intuito de desenvolver uma ferramenta decdate mais sensivel que a
sorologia, primers especificos foram desenhadoskados. Um par de primers mostrou
excelentes resultados de especificidade e sedsithdi sendo recomendados para 0 uso em
testes de detecgdo em situacdes de necessidalle slenaibilidade. A sequéncia da regido
3’ terminal gendmica deste virus foi bastante mliatidos demais potyvirus, portanto a
clonagem do genoma para sequenciamento completediizada. Utilizou-se a estratégia
de RT-PCR com primers desenhados em regides caadsesndo genoma dos potyvirus
mais proximos. Um total de dez clones foram obtidague corresponde a 90% do genoma
do virus. A seqUéncia nucleotidica destes clon& esendo determinados pprimer
walking Até o momento, 70 % da sequéncia de nucleotidegenoma ja foi determinada.
Este € o primeiro relato de identificacdo e carazedo de virus infectando

mandioquinha-salsa no Brasil
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ABSTRACT

Arracacha plant is vegetatively propagated andnduris continuous cultivation
accumulation of systemic pathogens, such as virusas occur resulting in decreased
production. In Brazil, it is common to observe aaeha plants with symptoms of mosaic,
mottling and leaf deformation, similar to virus ecfion. Evidences of virus occurrence
have been reported, but their identification andrabterization were not carried out. The
objective of this study was to characterize atitiodogical, serological and molecular level
a virus isolated from arracacha, and to developdfiein techniques. The virus isolate was
obtained from an arracacha plant collected for opicmpagation studies. This isolate was
named C17, and selected for characterization. Vihis caused imNicotiana benthamiana
plants, the maintenance host, symptoms of leaf rdeftoon, blistering and mosaic.
Biological isolation was conducted from the extradt the original arracacha plant
inoculated inChenopodium quinodeaves. This isolate had a narrow host range aasl w
transmitted by aphids in a non-persistent mann@al \particles were purified and EM
analysis revealed flexuous and filamentous padjdigpical ofPotyvirusspecies. A SDS-
PAGE revealed a coat protein of ca. 33 kDa, whiels gpecifically recognized by the C17
polyclonal antiserum by Western blotting. This setum was produced in rabbits from
purified particles, and was shown to be highly #psc and sensitive. Samples of the
germplasm bank of arracacha of Embrapa Hortaligae tested by ELISA. A total of 93%
were positive for the presence of C17, demonstétie applicability of this antiserum in
diagnostic tests in field collected samples. Thgeiomic portion of the virus genome (1,7
kb) was cloned by RT-PCR and sequenced in an at¢dmsequencer. Nucleotide
sequence analysis of the cloned fragment showeattalpORF (without the start codon)
encoding the 3’ portion of the NIb protein (virablpmerase), and the coat protein (CP),
followed by a 3' untranslated region (3'UTR). The &xd 3 UTR nucleotide sequence
shared low identity with other potyvirus sequendespublic databases. The highest
nucleotide identity was 63 % withraujia mosaic virugArjMV), while the highest amino
acid identity (60 %) with Narcissus late seasoroyes virus (NLSYV). The phylogenetic
analysis confirmed the clustering of C17 isolatéhviNLSYV and suggested that they may

have evolved from a common ancestral. Accordintpéospecies demarcation criterion for
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Potyvirus species (82% and 76% identity of CP amino acid andeotide sequence,
respectively), C17 isolate can be considered asevalrvirus belonging to th@otyvirus
genus. The name Arracacha mottle virus is proposed.

In order to develop a detection tool more sensithan serology, specific primers
were designed and evaluated for the use in RT-R@. primer pair showed excellent
specificity and sensitivity results and is recomdwh for application in detection tests
when high sensitivity is needed. The sequenceeBtherminal end of this virus was quite
different from other potyviruses, hence complet@ogee cloning was attempted. The
strategy used was based on RT-PCR with primergueditowards conserved regions of
the potyvirus genome. A total of ten partial clomesre obtained, which corresponded to
90% of the viral genome. Inserts of these clonesba&ing sequenced by primer walking.
To date, 70% of the nucleotide sequence has alrbady determined. This is the first

report of the identification and characterizatidrawirus infecting arracacha in Brazil
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