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Anadlise preliminar da diversidade genética do Papaya meleira virus 2, PMeV-2
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A meleira do mamoeiro € uma das principais viroses que acomete a cultura do mamoeiro no Brasil,
principalmente, na regido do extremo sul da Bahia, onde esta concentrada cerca de 49% da producgéo
nacional. O agente etiolégico da meleira é o Papaya meleira virus (PMeV), caracterizado por possuir
particula isométrica, e genoma composto por uma molécula de RNA fita dupla (dsRNA) de
aproximadamente 8,8 Kb. Os sintomas observados em plantas infectadas s&o caracterizados por
umaexsudagao espontanea do latex nos frutos, que oxida, dando o aspecto melado ao fruto. Recentemente,
foi identificado um segundo virus associado a plantas com sintomas de meleira em plantios no Espirito
Santo. O virus, denominado Papaya meleira virus 2 (PMeV-2), possui genoma de RNA fita simples (ssRNA)
com tamanho aproximado de 4,5Kb, encapsidado pela capa protéica do PMeV. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a diversidade genética preliminar entre nove isolados oriundos do ExtremoSul da Bahia e Rio
Grande do Norte com base na sequénida da proteina de replicagdo (RdRp). Para isso, foram coletados
amostras de latex em plantas sintomaticas para meleira. O RNA total foi extraido do latex utilizando o
reagente Qiazol, de acordo com as instrugées do fabricante, e ressuspendido em 25ul de agua livre de
nucleases. O RNA total foi utilizado em reagdes de transcrigdo reversa (RT) para sintese da fita de DNA
complementar (cDNA). Para a reagdo de RT foram utilizados1 ug do RNA total, 1 pl de olinucleotideos
randémicos (50 pg/ug) e 1 pl de dANTP mix (10mM). O RNA foi desnaturado a 95 °C por 3 min e
imediatamente resfriado em gelo por 2 min. Em seguida foi adicionado 4ul de MgCl2 (25mM), 2 ul tampéao
10X (500 mM Tris pH 8.3; 750 mM KCL; 50 mM DTT; 30 mM MgClz), 2 yl DTT (0,1 M), 1 ul inibidor de RNA
(40 U/uL), 1pl M.MLV (200U). As amostras foram incubadas a 25°C por 10min, 42° C por 50 min e 95°C
para inativacdo da enzima. Para reagdo de PCR foram utilizados 3 pl de oligonucleotideo especificos para o
gene da replicase (PMeV-2 RdRp) (10 uM), 50 ul de mastermix 2x (Ambion), 2,5 pl do cDNA e agua para
um volume final de 100 pul. Os produtos da amplificagao foram visualizados em gel de agarose a 1%%. Os
fragmentos amplificadosforam purificados e sequenciados.As amostras foram comparadas entre si
utilizando o programa Clustal W e comparadas com sequéncias similares no banco de dados (GenBank),
utilizando o programa Blastn. As sequéncias de aminoacidos foram inferidas com auxilio da ferramenta
ExPASy. As arvores filogenéticas foram construidas com o Clustal W de acordo com o método de
Neighbour-Joining. As analises comparativas das sequéncias dos nove isolados indicaram um grau de
identidade entre as sequéncias de nucleotideos de 95 a 99%. Verificaram-se também niveis de identidade
variando de 88 a 100% para as sequéncias de aminoacidos da RdRp. Esses dados ressaltam o alto grau de
conservagao entre os isolados analisados. Quando comparadas a sequéncia de aminoacidos da RdRp do
Papaya virus Q (PpVQ) e Papaya meleira virus — Mexico (PMeV-Mx), pertecentes ao género Umbravirus, os
niveis de homologia variaram de 64-76% e 63-72%, respectivamente. Vale ressaltar que estes resultados
sdo preliminares. Agbes estdo sendo conduzidas visando o sequenciamento de um maior nimero de
isolados em diferentes areas produtoras de mamao para estudo satisfatério da diversidade genética do
PMeV-2.

Significado e impacto do trabalho: A identificagdo de um novo virus associado a meleira do mamoeiro &
determinante para o melhor entendimento sobre a doencga, aprimoramento dos métodos diagnésticos e
controle mais eficiente da meleira.


mailto:alirioneto@hotmail.com
mailto:cristiane.barbosa@embrapa.br
mailto:alessandra.schnadelbach@gmail.com

	BIO_01_99_18_V02_RT_PDF

