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Resumo:

A maior parte dos virus causadores de doencas em plantas apresentam
genoma composto por RNA de fita simples. Porém, recentemente foram
identificados virus ndo patogénicos, desprovidos de capa proteica, com
genoma composto de RNA de fita dupla (dsRNA), classificados como
Endornavirus, infectando dentre outras hospedeiras, varias cultivares de
Phaseolus vulgaris. Neste trabalho foi testado um método de extracéo e
deteccédo eletroforética de dsRNA, e a amplificacdo por RT-PCR de parte do
genoma de endornavirus do feijoeiro cv. Black turtle soup. Foram testadas
duas linhagens, Black turtle soup + (BTS+) e (BTS-), a primeira com
endornavirus, e a segunda livre de virus. Apdés a semeadura, folhas
extraidas de cada grupo de plantas adultas foram desidratadas, e
submetidas a extracdo de dsRNA, e apés, a eletroforese em gel de agarose,
e a amplificacdo RT-PCR com iniciadores especificos para o gene da
replicase de endornavirus. Nas plantas BTS+ foram detectadas bandas com
cerca de 15 Kbp, tipicas de dsRNA. Apds, a RT-PCR confirmou a presenca
de endornavirus com a amplificacdo de uma banda de aproximadamente
380 pb de uma regiao do gene codificador da polimerase viral.

Introducao

Os Endornavirus possuem genoma de dsRNA de fita simples, com tamanho
variando de 9,8 a 17,6 Kbp. Infectam fungos, oomicetos e plantas, através
dos esporos e sementes (Fukuhara et al., 2006; Gibbs et al.,, 2000).
Recentemente foi comprovada a existéncia de fitas duplas de RNA na
cultivar Black turtle soup do feijoeiro, representando duas novas espécies do
género Endornavirus (Okada et al., 2013). O objetivo deste trabalho foi testar
0 protocolo de extracdo de dsRNA como proposto por Khankhum et al.
(2017), em duas linhagens de feijoeiro ‘Black turtle soup’, e confirmar a
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presenca de endornavirus através da amplificacdo RT-PCR com iniciadores
especificos.

Materiais e métodos

Em solo adubado foram semeadas duas linhagens da cultivar de feijoeiro
Black turtle soup, as quais foram previamente identificadas como BTS+ e
BTS- conforme identificadas por Okada et al. (2013). Com o estadio
vegetativo completo, as folhas emitidas foram retiradas, picotadas e
desidratadas em silica gel. Ap0s, seguiu-se o protocolo de extracdo de
dsRNA conforme proposto por Khankhum et al. (2017). Basicamente o0s
tecidos foliares foram desidratados e macerados em cadinho de porcelana,
sendo utilizados de 50 a 70 mg para extracdo de dsRNA. Apds, o tecido
macerado foi transferido para microtubos de 2 ml, sendo adicionados 500 pl
de tampao STE, 100 ul de SDS 10%, e 100 ul de suspenséo de bentonite a
2 %. As amostras foram misturadas no vortex, centrifugadas, e depois foi
coletado o sobrenadante, sendo este transferido para novo tubo, onde foi
adicionado o tampéao STE. Finalmente, apds adicao de fibras de celulose, o
dsRNA foi extraido. Para eliminacdo de DNA contaminante, realizou-se o
tratamento com enzima DNAse (37 °C por 30 min), em sequéncia, 0 dsRNA
foi visualizado por eletroforese em gel de agarose a 1,2%. Posteriormente,
as amostras com presenca de dsRNA foram testadas com iniciadores que
amplificam parte do gene da replicase de endornavirus, em reacdes de RT-
PCR conforme Okada et al. (2011).

Resultados e Discusséao
Para as amostras BTS+ foram obtidas bandas de alto peso molecular de

tamanho aproximado de 15 Kpb. Nas amostras BTS- ndo houve deteccéo de
bandas, conforme a Fig.1.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1,2% para deteccdo de dsRNA em feijoeiro ‘Black
turtle soup’ (BTS). M- DNA Ladder, 1- cultivar BTS+, 2 — 4 - cultivar BTS-.
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ApoOs a deteccdo de dsRNA nas amostras BTS+ foi realizada nova extracéo
conforme descrito anteriormente, obtendo-se 30 pl de produto de dsRNA.
Partiu-se entdo para a reacdo de transcricdo reversa (RT) com o iniciador
Endor-R (5-CTAGWGCKGTBGTAGCTTGWCC-3’), seqguido da reacdo de
PCR com o iniciador Endo-R e Endor-F (5-AAGSGAGAATWATHGTRTGG
CA-3’), os quais amplificam 381 pb da enzima de replicagdo de
endornavirus. Na Figura 2 notam-se fragmentos do tamanho de
aproximadamente 380 pares de bases (pb) indicativos da presenca de
endornavirus nessas amostras.

M1 2 3

400 pb

Figura 2. Eletroforese em gel de agarosea 1,2% ap6s RT- PCR utilizando dsRNA extraido
de feijoeiro BTS+, M- DNA Ladder 100 pb, 1-3- Produto de 380 pb correspondente ao gene
da replicase de endornavirus da linhagem BTS+

Concluséao

- Os protocolos de extracdo de dsRNA e RT-PCR foram eficientes para
deteccdo de endornavirus na cultivar Black turtle soup de feijoeiro.
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