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Introducéo

A fruticultura no Brasil tem apresentado crescimento acima de outras culturas agricolas nos
ultimos anos, principalmente na regido Nordeste, grande responsavel pela producdo de
diferentes tipos de frutas, entre estas, o mamao (Carica papaya L.). O pais é o maior
produtor mundial, e a regido Nordeste responde por mais de 60% da producdo nacional
(IBGE, 2008). Certamente, os principais fatores que afetam a expansdo da cultura sdo os
problemas fitossanitarios, principalmente as viroses. Dentre as espécies de virus que
infectam o mamoeiro no Brasil o virus do amarelo letal (Papaya lethal yellowing virus,
PLYV)(Loreto et al., 1983) ocasionou relevante impacto nos cultivos do Ceara e Rio Grande
do Norte nos ultimos anos (Teixeira, 1997), atingindo uma incidéncia de 40% em regibes
produtoras do RN. Os sintomas iniciam nas folhas do terco superior da copa que
progressivamente amarelecem, murcham levando a planta & morte. Estudos biolégicos,
soroldgicos e moleculares classificaram o PLYV como um Sobemovirus (Silva et al., 2000;
Lima etal.,, 1994), entretanto at¢é o momento pouca informagdo com relacdo ao sua
variabilidade genética foram obtidas. Diante disto o presente trabalho visou estudar a
variabilidade genética existente na populacdo viral presente nas diferentes regibes

produtoras de mamao do estado do Ceara.

Metodologia

Amostras de mamoeiro com sintomas de infeccdo pelo PLYV foram coletadas em diferentes
regibes produtoras de maméao do Ceard. As amostras coletadas foram avaliadas para a
presenca do PLYV pelo teste de ELISA utilizando anti-soro policlonal para o virus.

Para o estudo de variabilidade genética, um fragmento do genoma viral foi amplificado por
RT-PCR, clonado e sequenciado. Para isto foram utilizados os oligonucleotideos PLYV 3F e
PLYV 4R (Silva, 1996) que possibilitam a amplificacdo de um fragmento de
aproximadamente 1Kb compreendendo parte do gene que codifica a RNA polimerase viral

(RdRp) e parte do gene que codifica a capa proteica (CP).



O procedimento para a deteccdo foi iniciado pela extracdo do RNA total de tecido foliar
utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), seguindo as recomendagdes do fabricante.

Para a sintese do cDNA foram adicionados em um microtubo 5ug de RNA total, 2pmoles do
oligonucleotideo reverso, 4uL do tampao da reacdo, 1uL de dNTPs a 10mM, 2uL de DTT
0,1M e 200u da enzima transcriptase reversa (M-MLV, Invitrogen), e volume completado
para 20uL com agua. Na reacdo de PCR foi utilizado 2,5uL do cDNA, 5uL do tampéo da
PCR, 3uL de MgCl, 25mM, 1uL dos dNTPs (2,5mM), 0,8pmol de cada oligonucleotideo, 1U
de Tag DNA polimerase, e 0 volume completado para 50uL com agua. Os produtos da PCR
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%.

Os fragmentos amplificados foram clonados utilizando o Kit “pGEMT-easy” (Promega) e
inseridos em células competentes de E. coli DH5a pelo método do choque térmico. A
clonagem foi confirmada por meio de extracdo dos plasmideos, clivagem com a enzima Eco
RI e analise dos fragmentos por eletroforese em gel de agarose 1%.

As sequéncias obtidas foram comparadas com as presentes no banco de dados de

sequéncia - GeneBank (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi), comparadas e alinhadas

entre si utilizando-se o programa Clustal W (www.ebi.ac.uk/clustalw) para a obtencdo do

grau de variabilidade existente e as arvores filogenéticas foram construidas com o auxilio do
programa MEGA 4.1 (Tamura etal., 2007).

Resultados e Discussao
Os levantamentos de coleta do material vegetal com sintomas tipicos de infeccao pelo PLYV
resultaram na obtencdo de amostras de 24 foliares, das quais 18 se mostraram infectadas
pelo PLYV apés a realizacdo do teste de ELISA, e a partir deste momento cada uma destas
amostras foi considerada como um isolado viral. At¢é o momento foram clonados e

sequenciados dez isolados que estéo listados na Tabela 1.

Tabela 1: Localidades onde foram coletados os isolados.

Isolado Local de coleta
1 Paraipaba
3 Paraipaba
7 Distrito de Itatinga -Quixeré
8 Distrito de Itatinga -Quixeré
9 Distrito de Boa Esperanca — Quixeré
11 Distrito de Boa Esperanca — Quixeré
14 Distrito de Oiticica dos Mirandas — Quixeré
19 Perimetro Irrigado (C136/3C2)- Baixo Acaral
20 Perimetro Irrigado (C136/3C2)- Baixo Acarall
21 Baixo Acaral

No primeiro momento, as sequéncias obtidas foram comparadas as depositadas no banco
mundial de sequéncias (GeneBank), todas apresentando maior homologia com outras

espécies do género sobemovirus.



Posteriormente foi realizada uma anélise comparativa entre as sequéncias de nucleotideos
dos isolados, que demonstrou uma conservagao acima de 97% entre eles. Visando verificar
se a conservacdo se mantinha na sequéncia das proteinas virais, foram obtidas as
sequéncias parciais de aminoacidos deduzidos das proteinas RdRp e CP. A andlise
comparativa demonstrou uma elevada conservagdo entre os isolados em ambas as
proteinas, entretanto a homologia entre as sequéncias das proteinas foi menor ao
observado para a sequéncia do RNA viral. A menor homologia entre as proteinas RdRp foi

de 94% e as proteinas CP foi de 89%, ambas entre os isolados 19 e 20 (Tabela 2).

Tabela 2: Homologia entre as sequencias de aminoacidos das proteinas RdRp (valores
acima da diagonal) e CP (valores abaixo da diagonal) dos dez isolados do PLYV coletados
em diferentes localidades do estado do Ceara.

Isolados 3 7 8 9 11 14 19 20 21

As sequéncias de aminoacidos da RdRp e CP dos isolados foram alinhadas para possibilitar

a geracdo de arvores filogenéticas. As arvores geradas com base nos alinhamentos
apresentaram uma topologia similar para ambas proteinas, com os isolados se mantendo
nos mesmos ramos e formando os mesmos grupos, de forma que apenas a arvore gerada

com a sequéncia da RdRp esta representada na Figura 1.
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Figura 1. Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento da sequéncia parcial de
aminoacidos da proteina RdRp dos isolados de Papaya lethal yellow virus (PLYV). Foi
utilizado o método “UPGMA” e bootstrap com 500 repeticBes. SesMV, Sesbania mosaic
virus (GeneBank n° NP066393.2).

Conclusbes
As analises das sequéncias geradas corroboram com dados ja obtidos por Silva (2000) que
indicam que o PLYV pertence ao género Sobemovirus, e que as sequéncias analisadas sédo
altamente conservadas entre os isolados indicando que esta regido do genoma viral codifica
partes importantes das proteinas RdRp e CP, podendo ser util no desenvolvimento de

estratégias de resisténcia baseada na geracao de plantas transgénicas.
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