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IDENTIFICACAO PARCIAL DE UM BEGOMOVIRUS
OCORRENDO EM ALGODAO NA PARAIBA

Monaliza Gomes de Lucena

Orientadora: Dra. Lucia Vieira Hoffmann

A incidéncia de doencas na cotonicultura tem contribuido para perdas
consideraveis de produtividade. Além das perdas provocadas pela acdo dos
patdgenos, a necessidade de implementar medidas preventivas ou curativas
elevam o custo de producdo. Com o advento das tecnologias moleculares, as
viroses tém se tornado mais conhecidas. Este estudo teve como objetivo o
desenvolvimento de diagnose uma virose do algodoeiro, um begomovirus , por
PCR. Foram analisados 24 gendtipos, dos quais foi extraido DNA gendmico
pelos métodos CTAB e DArT. Os DNAs extraidos foram quantificados e
utilizados para amplificacdo de sequéncias dos virus através de reacdo de
cadeia da polimerase (PCR) utilizando-se oligonucleotideos degenerados
PAL1v1978 (sequéncia de nucleotideos
5GCATCTGCAGGCCACATYGTCTTYCCNGT3') e PCRv19 (sequéncia de
nucleotideos 5TGGCATWYTYGTAAATATG 3’).. O DNA extraido pelo método
DArT apresentou melhor integridade e pureza que os extraidos por CTAB, e
entre os 24 gendtipos avaliados por PCR 13 apresentaram tamanho de bandas
esperado de 1500pb para begomoviroses, o que sugere fortemente que os
sintomas observados foram causados por begomovirus. O seqgienciamento
posterior comprovou a presenca deste patégeno.

Palavras-chave: Viroses; Algodoeiro; DArT.



PARTIAL IDENTIFICATION OF A BEGOMOVIRUS OCCURRING
IN COTTON FROM PARAIBA

Monaliza Gomes de Lucena

Orientadora: Dra. Lucia Vieira Hoffmann

The incidence of diseases on cotton has contributed to considerable
losses in productivity. In addition to the losses caused by the action of
pathogens, the need to implement preventive or curative measres raise the
prodution cost with the advent of molecular technologies, the viruses have
become increasingly known. This aim of this study was to the develop of
diagnosis of two cotton viruses, one begomovirus identified by PCR. For
detection of begomoviruses 24 genotypes were analyzed, from which genomic
DNA were extracted by the CTAB and DarT protocols. The extracted DNA was
quantified and used to amplify virus sequences by polymerase chain reaction
(PCR) wusing universal primers PAL1v1978 (nucleotide sequence 5'
GCATCTGCAGGCCACATYGTCTTYCCNGT 3) and PCRv19 (nucleotide
sequence 5 TGGCATWYTYGTAAATATG 3').. The DNA extracted by DarT
protocol showed better integrity and purity , the diagnosis of 24 genotypes
showed 13 standard DNA bands in the expected size in 1500 bp, which strongly
suggests that the symptoms were caused by begomoviruses. The subsequent
sequencing confirmed the presence of this pathogen.

Key words: Viruses; Cotton; DarT.
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1. INTRODUCAO

O algodéo dentre seus vérios tipos de fibras, de origem natural, artificial
ou sintética, destaca-se como a mais relevante matéria-prima aproveitada em
toda a cadeia téxtil do Brasil, sendo um dos principais segmentos da economia
do pais. Segundo CONAB (2013) para o Brasil, estima-se uma &rea plantada
de 976,6 mil hectares para a safra 2012/2013. No Nordeste houve aumento da
produtividade de 3.016 para 3.801 Kg por hectares.

Apesar desse crescimento a incidéncia de doencas na cotonicultura tem
contribuido para perdas consideraveis de produtividade, tendo aumentado de
importancia a cada ano no Brasil (MORELLO; FREIRE, 2012). O algodoeiro
tem atraido a atencdo de pesquisadores de diversas areas para o
desenvolvimento e a selecdo de cultivares mais produtivas, resistentes ou
tolerantes a pragas, doencas e a estresses abibticos (OLIVEIRA, 2009).

Sabe-se também que mais de cinquenta bactérias, fungos, virus, e
nematdides estdo associados a doencas do algodoeiro. Tais patdogenos
enfraguecem a planta, reduz o seu tamanho e diminui o numero de capulhos, a
maturacdo das sementes e as fibras, o que torna essa situacdo um dos
principais problemas para as regides produtoras (WRIGHT et al., 2009).

As viroses como um todo, provocam alteracdes expressivas que fogem
da normalidade no desenvolver das plantas. Registros da sintomatologia em
plantas, atribuidos a virus, datam do século XIX, no entanto, muito antes desse
periodo, mesmo ignorando-se que o agente causal de tais anomalias se tratava
de um fitopatdgeno, definicbes, composicdes e estudos retratavam com lucidez
0s sinais induzidos por virus (ASLAN, 2000).

Com relacdo ao Begomovirus, virus do nosso estudo, este se apresenta
com uma grande importancia econémica em outras culturas no Brasil, como
feijdo, sendo uma das maiores ameacas a agricultura, transmitido por Bemisia
tabaci, inseto hemiptera, conhecido como Mosca Branca. Outra doenca de
grande importancia econémica para a cotonicultura brasileira e que também faz
parte desse estudo € o mosaico-das-nervuras forma “Ribeirdo bonito” ou
Doenca Azul, virose causada pelo Cotton leafroll dwarf virus (Luteoviridae),

transmitido pelo pulgdo Aphis gossypii. As doencas causadas por esta sao
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severas em regides tropicais da Asia e América do Sul, sobretudo em paises
com disposicdo histérica ou com condicbes sazonais que aumentam o
potencial de risco (ASLAM; GILANI, 2000).

Por ndo ter tratamento curativo, o principal método de controle € a
resisténcia genética das plantas ao virus (CORREA et al., 2005). Assim, 0 uUso
de variedades resistentes € uma das taticas de manejo (SUASSUNA et al.,
2008). Os sintomas sado caracterizados por nanismo severo, devido ao
encurtamento dos entrends, escurecimento foliar, rugosidade e curvatura dos
bordos para baixo, resultando na diminuicdo de produtividade. Também ocorre
a reducdo do numero e tamanho dos capulhos produzidos e depreciacdo da
qualidade da fibra (COSTA; CARVALHO, 1965; COSTA, 1966; ARAUJO,
2001).

A resisténcia de genoétipos a doenca azul é avaliada através de ensaios
In Vivo a partir da contaminacéo através do vetor virulifero com o material a ser
testado, contudo, a grande quantidade de trabalho para realizar este tipo de
inoculacdo torna impossivel realizad-lo na escala necesséaria para atender a
demanda do melhoramento (SUASSUNA et al., 2008).

Segundo Pupim Junior et al. (2008), esta doenca possui heranca
simples, fenotipagens adequadas séo dificeis de ser realizadas em campo e a
presenca de susceptibilidade em gendtipos € um fator impeditivo para que
estas cultivares sejam lancadas, sabe-se hoje que existe alternativas rapidas e
eficientes para identificar a contaminacao viral.

Uma técnica serblogica muito utilizada para imunodeteccdo de
patdgenos de plantas devido a alta sensibilidade e facilidade de uso é o Elisa
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) capaz de detectar o virus mesmo em
quantidades inferiores de tecidos vegetais infectados (MILLER; MARTIN, 1988;
REGENMORTEL, 1978).

Com os avancos na biologia molecular que vem disponibilizando
instrumentos cada vez mais atualizados ao estudo de biologia vegetal, dar-se
énfase também nesse estudo aos métodos de amplificacdo de DNA baseados
em PCR (Polymerase Chain Reaction), esta técnica é executada in vitro sem o
uso de células, que permite a sintese de fragmentos de DNA, usando a enzima
Tag DNA polimerase (BOER; BEUMER,1999; MALORNY et al., 2003).
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Com o PCR verificou-se rapidos progressos nas técnicas de genética
molecular que revolucionaram a pratica da patologia, anatomia e analises
clinicas (MALORNY et al., 2003) contribuindo também com o diagnostico das
doencas virais de plantas com maior precisao.

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi realizar a diagnose viral de um virus

do algodoeiro.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
Realizar diagnose de virose em algodoeiro.
2.2. Objetivos especificos
v Descrever os sintomas de infec¢des virais apresentados nas plantas de
algodoeiro;

v Realizar testes moleculares para diagnose de Begomovirus em plantas

infectadas.
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3.REFERENCIAL TEORICO

3.1 A cotonicultura no Brasil

A cultura algodoeira (Gossypium hirsutum L.) se caracteriza no Brasil
como uma das culturas mais tradicionais do Brasil. A cultura do algodao esta
presente em varias regides do globo terrestre e sdo utilizadas para fins
tradicionalmente conhecidos, para industria téxtil e quimica.

A participagdo do consumo da fibra de algoddo no contexto geral da
producdo de fios segundo dados do Conab 2013 (Companhia Nacional de
Abastecimento) foi da ordem de 80%. No que faz referencia a tecelagem, 58%
do fio utilizado na fabricacdo de tecidos sdo de algodao, por outro lado, no
segmento de fabricacdo de malharia, 51,2% do fio utilizado é de algodao 48,7%
de fibras artificiais e sintéticas e 0,01% de outras fibras naturais.

O destaque inicial de sua producdo na regido Nordeste ocorreu a partir
do cultivo do algodoeiro arbéreo (G. hirsutum L. race marie galante Hutch). A
sua consolidacao nacional se deu no final do século XIX, destacando o Brasil
como sendo um dos maiores produtores de fibras (FERREIRA et al., 2005).

Recentemente foi noticiado no Nordeste, um recorde na safra do
algodao colorido orgéanico, que comecou a ser colhida no assentamento
Margarida Maria Alves, em Juarez Tavora, no Agreste paraibano. Em valores, a
cada hectare colhido serd arrecadado cerca de R$ 5,6 mil. O processo de
colheita se estende até janeiro de 2014 e os itens produzidos por meio do
algodao colorido organico ja estdo sendo levados para as prateleiras de lojas
de paises como Alemanha, Franca, Estados Unidos, entre outros (PORTAL
CORREIO, 2013).

Problemas relativos a pragas como bicudo e doencas acarretaram o
aumento dos custos de producdo que teve como consequéncia a expansao da
area de cultivo das regifes tradicionais do Sudeste para as regides de cerrado
do Centro-Oeste, Oeste da Bahia (SANTOS et al., 2008). Os surgimentos de
novas tecnologias, bem como, o desenvolvimento de novas cultivares,

colaboraram para que a regiao Centro-Oeste liderasse na producao brasileira
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de algoddo, ocupando cerca de 65% de toda a area cultivada no pais com
destaques para os Estados do Mato Grosso e Goias.

As perdas diretas sdo provocadas pela succdo de seiva da regido do
floema, secrecdo de substancias acucaradas e amarelecimento irregular dos
frutos, podendo estes ficar internamente com aspecto esponjoso ou
“‘isoporizados”. Os danos indiretos sdo decorrentes da difusdo de geminivirus
as plantas, que geram amarelecimento, nanismo acentuado e enrugamento
severo das folhas terminais, com diminuicdo marcante da producdo (BROWN;
BIRD 1992, BROWN 1994).

3.2 Taxonomia e etiologia do género Begomovirus

Caracterizados pela morfologia de particulas icosaédricas geminadas e
genoma composto por DNA de fita simples circular (HANLEY-BOWDOIN et al.,
1999; STANLEY et al., 2005), os virus pertencentes a familia Geminiviridae
abrangem os géneros Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus e Begomovirus,
que recebem classificagdo embasada no niumero de elementos do genoma,
tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros e relacionamento filogenético. No
que se refere ao género Begomovirus sdo compreendidas as espécies com
dois componentes genbmicos, denominados de DNA A e DNA B. Séo
transmitidos pela mosca-branca e desde o seu conhecimento, mais de 100
espécies variadas foram relatadas (STANLEY et al., 2005).

O componente A possui genes necessarios para a replicacéo viral e a
sua encapsidacdo, ja o componente B apresenta genes ligados a
movimentagao sistematica, aos hospedeiros e o desenvolvimento de sintomas
(ALVES, 2008).

No que faz mencdo as espécies verificadas na América, estas se
caracterizam por possuir genoma dividido em dois componentes de DNA, com
tamanho variando entre 2,5 a 2,8 kb cada. Cada um dos elementos (DNA-A e
DNA-B) é responsavel por fases distintas do processo de infec¢cdo, sendo o
DNA-A envolvido na replicagdo viral, transcricdo e formacdo da capa protéica,

e 0 DNA-B responsavel pelo movimento (célula-a-célula e longa distancia) do
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virus na planta (FARIA; ZERBINI, 2000; ROJAS et al., 2005; STANLEY et al.,
2005).

De acordo com Farias et al., 2000 visivelmente, o acréscimo da
incidéncia das viroses acarretadas por begomovirus esta conexo ao
aparecimento e a dispersdo de um novo biétipo (bi6tipo B) que é transmitido
através da “mosca-branca” . O biétipo B conduz os virus mais eficientemente e
oferece uma gama de hospedeiros, mais extensa que o biétipo A. Populacbes
do bidtipo B resistentes a inseticidas sdo mais ligeiramente seletas que no
bidtipo A. Esses casos impedem sobremaneira o controle das “moscas-
brancas” e, consequentemente, das doencas causadas por Begomovirus.

Os Begomovirus tém a sua origem em paises das Américas (ou Novo
Mundo), bem como da Europa, Asia e Africa (Hemisfério Oriental, ou Velho
Mundo) (FARIA; ZERBINI, 2000). Os begomovirus do Novo Mundo sé&o
bastante diferentes dos begomovirus do Velho Mundo. Pequenos DNAs
satélites de fita simples e circulares, denominados como DNA-3 com tamanho
de aproximadamente 1,3 kb sdo relacionados a mdultiplos Begomovirus
monopartidos do Velho Mundo (STANLEY et al., 2005).

Esses dois componentes apresentados sao fundamentais para a
infeccdo sistémica eficiente do virus na planta. Os meios para estabelecimento
de espécie no género Begomovirus abrangem alguns componentes como a
presenga ou auséncia do componente ; a organizagdo do genoma (presenca
ou auséncia das regides abertas de leitura - ORFs) da planta; identidade da
sequéncia de nucleotideos completa do virus; formacdo de
pseudorecombinantes viaveis; caracteristicas da proteina capsidial;, hospedeiro
naturais e sintomas observados (STANLEY et al., 2005).

Varias caracteristicas da associacao especifica entre virus e inseto vetor
explicam a eficiéncia da transmissdo do virus ao género Begomovirus. Por
exemplo, no caso do begomovirus Bean golden mosaic virus (BGMV) e a
mosca branca demonstrou-se que a interacdo virus vetor explicam
caracteristicas de transmisséo do virus pelo vetor, a exemplo do momento de
aquisicdo, de inoculacdo, de laténcia, de retencdo, passagem transovariana,
entre outras caracteristicas relacionadas a estirpe viral envolvida, a regido

geografica e as condic¢des locais (SANTOS et al., 2003).
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3.3 Incidéncia de Begomovirus

No Brasil, a primeira constatacdo se deu no final da década de 50
(FLORES et al., 1960). Matys et al. (1975) identificaram o virus em seu estudo,
chamando-o de “mosaico dourado do tomateiro”. A partir dessas epidemias,
ocorreram também mudancas significativas nos sistemas de exploracao
agricola. Transmitido pela mosca branca que causa danos diretos na planta
devido a succao da seiva e pela acdo toxicogénica, além da liberar secrecdes
acucaradas que propiciam o desenvolvimento de fumagina (MORALES;
ANDERSON, 2001)

A primeira observacdo do BGMV ocorreu na década de 1960, no estado
de S&o Paulo-Brasil, infectando Phaseolus vulgaris (feijado comum) e Phaseolus
lunatus (feijdo-de-lima) (MORALES; JONES, 2004). As espécies Vvirais
classificadas no género Begomovirus incluem alguns dos principais patégenos
de plantas em regides tropicais e subtropicais do globo (BROWN; BIRD, 1992;
POLSTON; ANDERSON, 1997), ocorrendo atualmente em culturas alimentares
basicas como mandioca (Manihot esculenta) (LEGG; THRESH, 2000), feijao
(Phaseolus vulgaris L.) (MORALES; ANDERSON, 2004), algodao (Gossypium
hirsutum L.) (BRIDDON et al., 2001), pimentdo (Capsicum annum) e tomate
(Lycopersicon esculentum Mill) (FARIA et al., 2000).

A América Latina se destaca como a principal regido afetada em termos
de namero total de espécies conhecidas de begomovirus. No ano 2001 foi
constatado que cerca de 5 milhdes de hectares de terra agricultavel em 20
paises latino-americanos estiveram sob ataque de mais de 30 geminivirus
distintos (MORALES; ANDERSON, 2001).

Existe uma grande dificuldade na detec¢cdo dos Begomovirus, podemos
destacar as dificuldades de transmissdo de muitos desses virus via extrato
vegetal tamponado, a presenca de sintomas idénticos em plantas infectadas
por espécies de virus distintos, a dificil purificacdo das particulas na sua forma
estavel, os virions pouco imunogénicos e proteinas capsidiais antigenicamente
indistintas (GILBERTSON et al., 1991).
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No que faz referéncia a infeccdo por Begomovirus em pimentédo foi
constatada primeiramente nos Estados Unidos por Stenger et al. (1990).
Tratava-se do Texas pepper virus (TPV ou TPGV) hoje considerado uma
estirpe do Pepper golden mosaic virus (PepGMV) (FAUQUET; STANLEY,
2005). Da mesma forma, o Serrano golden mosaic virus (BROWN; POULOS,
1990), considerado atualmente como uma estirpe do PepGMV, foi identificado
na Costa Rica em pimentas “Tabasco” e “Habanero”, por Lotrakul et al. (2000)
e esta largamente distribuido no sul dos Estados Unidos e México (BROWN;
POULOS, 1990). No final da década de 1980, foi detectado infec¢cdo de
pimentdo, no norte do México, pelo Pepper huasteco yellow vein virus (PHYVV)
e pelo Sinaloa tomato leaf curl virus (GARZON-TIZNADO et al., 1993; IDRIS et
al., 1993; STANLEY et al., 2005). O PHYVV, em 1996, foi detectado em todo
territdrio mexicano (TORRES-PACHECO et al., 1996). O Pepper leaf curl virus
(PepLCV) também foi encontrado e caracterizado na Indonésia (TSAI et al.,
2006).

No Brasil, o primeiro estudo de Begomovirus realizado na cultura de
pimentdo por Lima et al. (2001), que verificaram 43,8% de infec¢éo do total de
amostras da cultivar S-59 e no hibrido Tango coletados nos municipios de
Curaca (Bahia) e Petrolina (Pernambuco), no Submédio do Vale Sao

Francisco, causando em média 20% de perda na producéo.

3.4. O begomovirus em malvéaceas

No que se refere a presenca deste virus na cultura do algodédo esta
doenca foi registrada em 1984, no estado do Arizona, Estados Unidos
provocando uma das maiores epidemias nesse local. Idris; Brown (2000)
destacaram em seu estudo um isolado tipico de DNA-A de Begomovirus a
partir de uma planta de algodao com sintomas de deformacéo foliar no Sudao.

A auséncia de estudos de begomovirus no Brasil refere-se a nao
procedéncia de perdas importantes em algodado e porque muitas vezes havia
uma grande dificuldade de diagndstico. O BGMV, sO teve seus estudos
intensificados nos ultimos 15 anos, através da utilizagdo de técnicas baseadas
na detecgdo do DNA viral (MELLO, 2001).
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Exixte um begomovirus muito importante afetando algoddo no Velho
Mundo, que n&o existe no Brasil. Conhecida por Cotton leaf curl disesase
(CLCud), esta doenca afeta inUmeras malvaceas, a exemplo do algodao.
Originada na India, foi descrita em 1985, havendo relatos desde a década de
1960 associando a um complexo de begomovirus com mais de um
componente (BRIDDON et al., 2003).

No Brasil Costa (1954) destacou que o mosaico comum do algodao é
causado pelo mesmo virus de clorose infecciosa das malvaceas. Concluiu seu
estudo afirmando que a infeccdo de plantas de algodoeiros originava-se de
insetos que se tornavam viruliferos por terem se alimentado em plantas
infectadas.

Um extenso numero de plantas daninhas hospedeiras de begomovirus
esta classificadas na familia malvaceas, a exemplo, do género Sida. H4 ainda a
propagacdo do Begomovirus em plantas ornamentais pertencentes a familia
Malvaceae, como por exemplo, o género Abutilon que apresentam sintomas
caracteristicos de clorose variegada na folhagem (PAPROTKA et al., 2010).

Torna-se evidente a presenca de variadas espécies de begomovirus nos
isolados do Brasil e da América Central. Diversas espécies virais, como Sida
micrantha mosaic virus (SIMMV), Sida mothe virus (SiMoV), entre outras, foram
associadas a doenca causadora do mosaico em Sida micrantha, uma planta
invasira, doenga que era anteriormente relacionada a uma estirpe brasileira do
AbMV (JOVEI et al., 2004; PAPROTKA et al., 2010).

3.5 Caracteristica e sintomatologia do Begomovirus

O género Begomovirus possui dois componentes gendmicos, infectam
dicotiledbneas e séo transmitidos por mosca-branca (homoptera: Aleurodidae).
Esses elementos tém cerca de 2,6 kb cada, sendo encapsidados em particulas
geminadas distintas. Os sintomas de begomovirus sao reduc¢éo do crescimento
da planta, deformacéo do limbo foliar, clareamento das nervuras (ARANHA et
al., 2011).

Sé&o importantes exemplos de begomovirus o Bean golden mosaic virus

(RYBICKI et al., 2000), que afeta feijao também no Brasil, sendo um importante
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patogeno; e o TYLCV (Tomato yellow leaf curl virus ) — denominacao conferida
ao complexo de begomovirus que infectam tomate. Considerando a
transmissao de viroses por inseto em geral, existem insetos que ao adquirirem
0 virus o transmitem por um periodo curto de tempo, ou que transmitem por
longo periodo (conhecida como transmissao persistente), podendo o virus
replicar-se ou n&o no vetor. Esta relacdo se associa ao decréscimo na taxa de
transmissao do virus, longevidade e fecundidade do inseto. Ao receber o virus,
0S insetos tornam-se capazes de inocular o virus em plantas sadias, causando
sintomas tipicos da doenca no algoddo (GHANIM; CZOSNEK, 2000; KNELL;
WEBBERLEY, 2004). Em viroses em geral é importante saber se existem
hospedeiros alternativo, que armazenam o virus na entressafra, e que muitas
vezes 0s hospedeiros alternativos sdo plantas espontaneas ou invasoras, nao
cultivadas. Caso ndo existam hospedeiros intermediarios o tempo em que o
vetor armazena o virus pode ter suma relevancia, uma vez que o proprio vetor
serve como um reservatorio do virus na auséncia de um hospedeiro
(CZOSNEK et al., 2002). No caso da transmissdo do begomovirus por mosca

branca, a transmissao é persistente.

3.6 Técnicas moleculares

Torna-se perceptivel nas ultimas décadas a ocorréncia de grandes
avangos na biologia molecular que vem disponibilizando instrumentos cada vez
mais atualizados ao estudo de biologia vegetal, colaborando, sobretudo em
programas de melhoramento de plantas (BOER; BEUMER,1999).

As técnicas de biologia molecular e a engenharia genética avangaram
significativamente nos ultimos anos, em especial a partir da década de 60,
qgquando o DNA teve a sua estrutura descrita. No ano de 1985, Kary Mullis
desenvolveu um modo para se amplificar um alvo genémico mediante a
replicacdo do DNA in vitro técnica esta chamada de PCR que utiliza uma
enzima termoestavel e oligonucleotideos iniciadores que séo utilizados para
amplificar um DNA até que se obtenham milhdes de cépias da sequéncia alvo

(KONEMAM et al., 2001). E para diagnosticos de doencas virais constata-se
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que uma das melhores técnicas € através de PCR, para um diagnéstico rapido,
seguro e confiavel.

No Brasil, ja se concretizaram estudos tendo como meta caracterizar
molecularmente isolados de geminivirus que infectam plantas cultivadas,
principalmente o feijoeiro e o tomateiro (FARIA; MAXWELL, 1999; RIBEIRO et
al., 1998; COTRIM et al., 2004). Os efeitos desses estudos mostram enorme
variabilidade genética entre os isolados. Resultados precedentes sugerem que,
a exemplo do que acontece com plantas cultivadas, a variabilidade é muito
grande entre o0s Begomovirus que infectam plantas invasoras
(AMBROZEVICIUS et al., 2002; CALLEGARIO et al., 2004).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Bioldgico

Os testes foram iniciados em 2009 na Embrapa Algoddo no Laboratorio
de Biotecnologia. Foram coletados 24 gendétipos de algodoeiro, apresentando
sintomatologia patolégica em mosaico das folhas associado a presenca de
mosca branca (Bemisia tabaci). Dezenove amostras foram coletadas em uma
casa de Vegetacdo da Embrapa Algoddo em Campina Grande — PB. Havia
onze amostras de Gossypium hirsutum (TEX 2516, TX 732, TEX 1983, TEX
464, TX 267, TEX 1043, TEX 26, TEX 750, TEX 959, TEX 607 e A.R.MIRANDA
716), cinco de G. barbadense (MA 0429, Pl 528301, AZB 837, Algodao del n° 3
e BROWN EGYPTIAN), um G. mustelinum (C,4) e dois hibridos entre G.
mustelinum e G. hirsutum (Cy9 X ISO e MAC3; X BT). Cinco amostras de G.
hirsutum de plantas com sintomas foram coletadas em Goias (genétipos nao

identificados).
4.2 Obtencao de DNA gendmico
Duas metodologias foram utilizadas para extragdo de DNA gendmico de

folnas de algodoeiro: um protocolo baseado pelo método CTAB (Cationic

Hexadecyl Trimethyl ammonium bromide) segundo Menezes (2008) e o
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protocolo DArT (Diversity Array Technology) de extracdo de DNA ( disponivel
em: http://www.diversityarrays.com, WENZL, 2004).

4.2.1 Método CTAB para extracdo de DNA de begomovirus de folhas

de algodao

O DNA gendmico foi extraido de folhas jovens (30 a 60 mg de material
fresco) foram coletadas, congeladas com nitrogénio liquido e maceradas.
Adicionaram-se 600 pL de tampéao de extracdo (2% de CTAB, 1,4 M de NaCl,
0,2 M de EDTA, 0,1 M de Tris HCI pH 8, 2% de Polivinylpyrolidone — PVP 40 e
0,2% de B-mercaptoetanol). A suspenséao foi incubada, em banho-maria a 65°C
por 30 minutos, emulsionada com 600 pL de cloroférmio e alcool isoamilico na
proporcdo de 24:1(v/v), as fases foram separadas por centrifugagdo a 12000
rpm por 10 minutos a uma temperatura de 4°C. A fase aquosa foi transferida e
adicionada uma parte de alcool isopropanol gelado (v/v). O conteudo foi
misturado por inversdo para que ocorresse a precipitacdo do acido nucléico, o
DNA precipitado foi lavado com &lcool 70% e alcool absoluto e ressuspenso em
tampao TE (100 mM; 1 mM EDTA).

4.2.2 Método Dart para extracdo de DNA de begomovirus de folhas

de algodéao

Cerca de 60 mg de folhas frescas ou conservadas em silica, foram
maceradas com nitrogénio liquido utilizando almofariz e pistilo até a obtencédo
de um po fino. O material macerado foi suspendido em tubos contendo 1 mL de
solucéo tampéao de trabalho, preparado por trés solugdes: tampédo estoque de
extracdo (0,35 M Sorbitol; 0,1 M Tris HCI pH 8,0 e 5 mM EDTA pH 8,0),
tampéao estoque CTAB ( 0,2 M Tris HCI pH 8,0; 0,05 M EDTA pH8,0; 2 M NaCl
e 2% CTAB) a 65°C, as amostras foram incubadas em banho-maria a 65°C
por 60minutos, sendo agitados periodicamente para completar a
homogeneizacdo. Apoés resfriamento, foi adicionado ao extrato o mesmo
volume de cloroformio e &lcool isoamilico na proporcéo de 24:1 (v/v). Os tubos

foram agitados e centrifugados a 10.000 g, por 20 minutos, para obtencédo do
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sobrenadante, que foi transferido e adicionado uma parte de &lcool isopropanol
gelado (v/v). Os tubos foram centrifugados a 10.000 g, por 30 minutos, O DNA
precipitado foi lavado com alcool 70% e ressuspendido em 100 pyL de TE ( 10
mM Tris HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH8,0). A fase aquosa foi transferida e
adicionada uma parte de alcool isopropanol gelado (v/v). O conteudo foi
misturado por inversao até a completa precipitacdo do acido nucléico, o DNA
precipitado foi lavado com alcool 70% e éalcool absoluto e ressuspenso em
tampéo TE (100 mM Tris HCI; 1 mM EDTA).

4.3 Quantificagdo de DNA

A quantificacdo do DNA extraido foi realizada em eletroforese de gel de
agarose 0,8% (p/v) preparado em solu¢ao TBE 1X (0,89 M de Tris HCI; 0,86 M
de acido bdérico; 0,02 M EDTA). Aliquotas do volume total de DNA gendmico
foram aplicadas nos po¢cos o0 mesmo volume de Syber green e 5x tampéao de
carregamento de agarose, e ao lado uma quantidade conhecida como DNA
fago A (50, 100, 200 e 300ng). O gel foi imerso em uma solugéo de eletroforese
TBE 1X, a estimativa da concentracdo de DNA ocorreu por comparagao visual
das bandas gerada pela intensidade de fluorescéncia das bandas de DNA fago

A. Posteriormente, o DNA foi diluido a 10 ng/ uL e armazenado a -20°C.

4.4 Reacdao de cadeia de polimerase (PCR)

As reacfes PCR foram realizadas em um volume total de 15 pL,
contendo 10 ng de DNA génomico, 1x de tamp&o PCR (10 mM Tris HCI, pH
8,3, 50 mM KCI), 2 mM de MgCl,, 0,1 uM de cada primer universal degenerado
(PAL1v1978 e PCRvV19), para Begomovirus segundo Rojas et al., 1993 0,2 mM
de dNTP, 0,25 mg/ml de BSA, 1 unidade de Tag DNA polimerase. Para
amplificagéo, inicialmente o DNA foi desnaturado a 94°C por 2 minutos,
seguido de 40 ciclos compostos por uma desnaturacdo a 94°C por 1 minuto,
temperatura de anelamento 55°C por 1 minuto e uma extenséao de 72°C por 2
minutos, seguida de uma extensao final de 72°C por 10 minutos. Apés a

amplificacéo adicionou-se solucdo contendo 25 mg de azul de bromofenol e 4 g
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de sacarose. Visualizados em gel de agarose.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintomas de begomovirus em plantas de algodéao

Em casa de vegetacdo na Embrapa Algodéo (Campina Grande, Paraiba)
25 acessos apresentavam sintomas como encurvamento das bordas das folhas
jovens, clareamento das nervuras, evoluindo para mosaico amarelo e verde.
Tais sintomas caracterizavam uma suposta infeccdo por virus do género
Begomovirus, familia Geminiviridae (Figura 1). Uma importancia evidencia
adicional sugerindo que os sintomas pudessem ser causados por begomovirus
foi o fato de os sintomas terem surgido em casa de vegetacao e arredores apés
forte infestagdo da mosca branca Bemisia tabaci. Os begomovirus sé&o
transmitidos de maneira circulativa e ndo propagativa pela mosca branca
(Stanley et al., 2005).

Segundo Silveira (1965) as plantas infectadas pelo virus exibem irregular
mosaico amarelo apresentando reducdo da area foliar, constatando que esta
doenca ocasiona perda de 50% na producdo. Rojas et al (1993) faz mencéo
que a familia Geminiviridae é formada por um grande numero de virus que
causam significativas perdas na producédo. Os sintomas induzidos pelo virus na
planta hospedeira vém a ser a expressao externa das modificacdes estruturais,
fisiolégicas e bioquimicas sofridas pelas células apés a penetracdo da particula
viral (CHAVES, 2002). Assim o virus induz na planta infectada, apenas
sintomas que se caracterizam pela reacdo da planta a esse agente nocivo.
Walkey, 1985 menciona que a identificagdo, caracterizacdo e reconhecimento
dos sintomas ainda é peca fundamental e indispensavel, pois permitem realizar
0 pré-diagnostico e a tomada de decisdbes no emprego das técnicas mais
sofisticadas como as de biologia molecular.

Para confirmar a presenca do virus foram utilizados oligonucleotideos

iniciadores degenerados para Begomovirus.



27

Figura 1: Planta de algodoeiro com sintomas da doenca de

begomovirus. (Foto: Monaliza Lucena).
5.2 Produtos de PCR em plantas com sintomas de begomovirus

Os DNAs totais de algodoeiro foram submetidos a amplificacdo por PCR
utilizando primers universais PAL 1v1978/ PCRv19 para confirmar a infeccdo
(ROJAS et al., 1993). Os produtos de PCR foram separados por eletroforese
em gel de agarose 0,8% e visualizados em espectrofotbmetro apds coloragcédo
com Sybr green, com isto foram observados fragmentos com tamanhos
aproximadamente de 1500 pb, dos 24 gendtipos utilizados para as analises 13
apresentaram bandas de DNA em tamanho esperado confirmando a presenga
do Begomovirus nas amostras (Figura 2 e 3).

Segundo Jovel et al (2004) no Brasil encontra-se uma grande
diversidade de begomovirus infectando plantas cultivadas, desde da incidéncia
de begomovirus em tomates no ano de 1990.

Dos 25 gendtipos utilizados para analise 13 apresentaram bandas de
DNA em tamanho esperado 1500 pb. No Brasil ja se realizou estudos com o
objetivo de caracterizar molecularmente isolados de geminivirus que infectam
plantas cultivadas (CALGARIO et al., 2007).

Com isto, Quintela et al. (2008) faz alusdo que a caracterizacao de
Begomovirus que infectam plantas € a etapa inicial para se chegar a

importantes informacdes sobre o aspecto ecoldgico e evolutivo a respeito
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desse virus.
ApoOs andlise conclui-se que os 13 genotipos apresentavam banda

esperada confirmando a presenca dos begomovirus.

1000 pb >

* |ladder 250 pb

Figura 2 e 3 : Parte de gel de agarose (0,8%), apresentando banda de
DNA em tamanho esperado em 1500 pb. DNA ladder 250 pb.

Os produtos de amplificacdo da PCR, purificados, foram enviados para a
equipe da Doutora Alice Kazuko Inoue-Nagata na Embrapa Hortalicas (CNPH)
Brasilia — DF para clonagem e analise da sequéncia gendmica, tendo a
confirmagéo que se trata de um begomovirus. Como a similaridade com virus
ja sequenciados foi menor que 89%, foi considerado como novo virus Cotton

chlorotic spot virus.
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6. CONCLUSOES

v" O protocolo de DArT para extracdo de DNA (Diversity Array Technology,

disponivel em: http://www.diversityarrays.com) se mostrou mais eficaz

quando comparado com o método CTAB (Cationic Hexadecyl Trimethyl
ammonium bromide).
v' Por meio da técnica de PCR com oligonucleotideos degenerados foi

eficiente na deteccao de infec¢cao viral do Begomovirus.
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