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Resumo:

Em plantas predominam os virus patogénicos com genoma constituido de
RNA de fita simples. No entanto, também podem ser encontrados virus de
RNA de fita dupla (dsRNA) ndo patogénicos, pertencentes ao género
Endornavirus. O objetivo dessa investigacao foi testar um protocolo para
deteccdo de dsRNAs em cultivares de feijoeiro, e nas amostras positivas,
detectar endornavirus por RT-PCR. De 15 cultivares de feijoeiro testadas,
dsRNAs foram detectados em 13, confirmando-se por testes de RT-PCR a
presenca de endornavirus nessas cultivares, com amplificacdes esperadas
de 381 pb com primers especificos para Endornavirus.

Introducao

Embora os virus de RNA de fita simples predominem como patégenos de
plantas, recentemente constatou-se a presenca de fitas duplas de RNA
(dsRNAs) no feijoeiro cv. Black Turtle Soup, representando duas novas
espécies do género Endornavirus (Okada et al., 2013). Os Endornavirus séo
virus ndo envelopados, cuja capa proteica abriga uma molécula simples de
dsRNA, podendo infectar plantas, fungos e oomicetos, sem causar-lhes
doencas (Valverde & Gutierrez, 2007). Neste trabalho o objetivo foi extrair
dsRNAs de feijoeiros, e utilizando primers especificos para o gene da
polimerase de Endornavirus, testar através de RT-PCR, amostras dsRNA
positivas.

Materiais e métodos

Em solo adubado foram plantadas 15 variedades de feijao: BRS Compeixo,
BRS Esplendor, BRS Talism&, BRS 7762 Supremo, BRS Horizonte, BRS
Majestoso, BRS Ametista, BRS Estilo, BRS Requinte, Pérola, BRS
Madrepérola, BRS Grafite, BRS Pontal, BRS Notavel e Rio Tibagi. De
plantas adultas foram retiradas 2g de folhas, que apos desidratadas em
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silica gel, foram submetidas a extracdo de dsRNA conforme o protocolo de
Khankhum et al. (2017). Os produtos de extracdo obtidos foram analisados
em gel de agarose a 1,2%, e amostras com a presenca de bandas no gel
foram tratadas com DNAse | durante 30 min a 37 °C, e novamente
submetidas a eletroforese para confirmacdo da presenca de dsRNA.
Posteriormente, estas mesmas amostras foram testados com primers que
amplificam 381 pb do gene da replicase de Endornavirus, em reacdes de
RT-PCR conforme Okada et al. (2011).

Resultados e Discussao

Houve deteccdo de dsRNA em 13 de 15 cultivares de feijoeiro testadas
(Tabela 1 e Fig.1), assim como obteve-se a amplificacdo de 381 pb
correspondentes a amplificacdo de parte do genoma de endornavirus, em 13
cultivares. Na Fig.2 sao apresentadas as amplificagbes de RT-PCR obtidas a
partir do dsRNA extraido de 3 amostras dsRNA positivas. Estes resultados
confirmaram a infeccdo de Endornavirus em cultivares de feijoeiro testadas.

Tabela 1 — Deteccdo de dsRNA e RT-PCR com primers para Endornavirus
em cultivares de Phaseolus vulgaris.

Cultivar de P. vulgaris dsRNA RT-PCR p/ Endornavirus
Rio Tibagi + +

BRS Esplendor

BRS Notavel + +
BRS Estilo + +
Pérola + +
BRS Grafite + +
BRS Ametista + +

BRS Horizonte

BRS Pontal + +
BRS Talisma + +
BRS Madrepérola + +
BRS 7762 Supremo + +
BRS Requinte + +
BRS Compeixo + +
BRS Magestoso + +

(+) Positivo, (-) Negativo
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Figura 1 — Deteccdo de dsRNA em gel de agarose a 1.2% em cultivares de P. vulgaris,
apos tratamento com DNAse I. 1- Rio Tibagi, 2- BRS Majestoso, 3- Pérola, 4- BRS Pontal,
5- Requinte, 6- BRS Ametista, 7- BRS Grafite, 8- BRS Notavel.
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Figura 2 — Amplificacdes de RT-PCR de 381 pb com primers especificos para o gene da
replicase de Endornavirus. 1- DNA ladder 100 pb, 2- Rio Tibagi, 3- BRS Notavel, 4- BRS

Estilo.

-

- Universidade =y z
LY u E M el e ARAUCARIA s~ PARANA
- aringé e — Apoio 2ae o Cnttco R covemoooesmoo



27° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica
7° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica JUnior EAIC 2e3de oulubro de 2018
\. & S

Conclusodes

- O protocolo utilizado foi eficiente na deteccdo de dsRNA em 13 de 15
cultivares de feijoeiro testadas.

- As amplificacdes de RT-PCR obtidas indicaram que os dsRNA detectados
correspondem a parte do genoma de Endornavirus.
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