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RESUMO

A maior parte dos virus causadores de doencas de plantas apresentam genoma
composto por RNA de fita simples. Porém, foram identificadas formas replicativas
(dsRNA) associadas a virus ndo patogénicos, desprovidos de capa proteica, e
genoma composto de RNA de fita simples, classificados como Endornavirus. Neste
trabalho foi testado um método de extracdo e deteccéo eletroforética de dsRNA, e a
amplificacdo por RT-PCR de parte do genoma de endornavirus do feijoeiro cv. Black
turtle soup e de plantas cultivadas selecionadas, e da vegetacédo espontanea. Folhas
de cada grupo de plantas adultas foram 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. Em 8 plantas foram
detectadas bandas com cerca de 15 Kpb, tipicas de dsRNA. Em 3 dessas 8 plantas
confirmou-se a provavel incidéncia de endornavirus com a amplificacdo de
aproximadamente 400 pb do gene codificador da polimerase viral.

INTRODUCAO

Com base no tipo de relacionamento com a planta hospedeira podemos classificar
os virus de plantas em virus agudos, e em virus persistentes. Os agudos seriam 0s
virus causadores de doencas, jA 0s persistentes aparentemente nao seriam
patogénicos. A presenca de dsRNA tem sido associada as formas replicativas dos
virus agudos com genoma de RNA de fita simples (ssRNA), ou a presenca de virus
persistentes, como os endornavirus (OKADA et al., 2013). Os endornavirus podem
infectar aléem de plantas, fungos e oomicetos, sendo que a transmissao horizontal
dos mesmos ainda nao foi evidenciada em plantas (VALVERDE; GUTIERREZ,
2007). DsRNAs gendmicos de endornavirus ja foram detectados no arroz, pimenta,
abacate, feijdo comum, cucurbiticeas e cevada (OKADA et al., 2013;
SABANADZOVIC et al, 2016) e em plantas da vegetacdo espontanea
(HERSCHLAG et al., 2020). Uma investigacdo profunda dos efeitos potenciais
(benéficos ou maléficos) causados pelo endornavirus as plantas, ainda precisa ser
feita. Neste trabalho o objetivo foi testar um protocolo para a deteccdo de dsRNA,
em extratos foliares de soja, milho, trigo, dentre outras, e em plantas da vegetacéo
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espontanea. Em amostras positivas para dsRNA também foram utilizados primers
especificos para a amplificacdo parcial do gene codificador da RNA polimerase de
endornavirus, através da RT-PCR.

MATERIAL E METODOS

Em solo adubado foram semeadas duas linhagens da cultivar de feijoeiro ‘Black
turtle soup’, as quais foram previamente identificadas como BTS+ e BTS- conforme
OKADA et al. (2013), sendo utilizadas respectivamente como controle positivo para
a presenca de dsRNA (BTS+) e auséncia (BTS-). Com o estadio vegetativo
completo, folhas emitidas dessas plantas foram retiradas, picotadas e desidratadas
em silica gel. Apds, seguiu-se o0 protocolo de extracdo de dsRNA conforme proposto
por KHANKHUM et al. (2017). Basicamente os tecidos foliares desidratados foram
macerados em cadinho de porcelana, sendo utilizados de 50 a 70 mg para extracao
de dsRNA. Apds, o tecido macerado foi transferido para microtubos de 2 ml, sendo
adicionados 500 pl de tampé&o STE, 100 pl de SDS 10%, e 100 pl de suspenséao 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 tampdo STE. Finalmente, apods adicdo de fibras de celulose, o0 dsRNA foi extraido.
Para eliminacdo de DNA contaminante, realizou-se o tratamento com enzima DNAse
(37 °C por 30 min), em sequéncia, havendo dsRNA na amostra, este pode ser
visualizado por eletroforese em gel de agarose a 1,2%. Posteriormente, as amostras
com evidéncia da presenca de dsRNA, também foram testadas com primers que
amplificam parte do gene da replicase de endornavirus, em reacdes de RT-PCR
conforme OKADA et al. (2013). Este protocolo também foi utilizado, dentre outras,
em amostras foliares de soja, milho, feijao, trigo, cevada, pimenta, e em plantas da
vegetacao espontanea (Tabela 1).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de dsRNA foi confirmada em amostras de feijdo cv. Black turtle soup

(BTS+) como esperado, e ainda, em 8 de 30 plantas testadas (Fig.1, Tabela 1).
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Fig.1 — Bandas de alto peso molecular (15 Kpb) indicando a presenca de dsRNA em
amostras de: 1- Feijao BTS (+), 2- ‘Rio Tibagi’, 3- Pimenta murupi, 4- Pimenta
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cambuci, 5- Pimenta pitanga, 6- Pimenta bhut jolokia, 7- Feijjdo BRS ametista, 8-
Feijdo BRS pontal.

A amplificacdo por RT-PCR de aproximadamente 400 pb em 3 amostras positivas
para dsRNA poderia ser considerada indicacdo da existéncia de endornavirus
nessas plantas (Fig.2)

Tabela 1- Deteccédo de dsRNA e amplificacdo RT-PCR de aproximadamente 400 pb
do gene codificador da RNA polimerase de endornavirus em plantas cultivadas e da
vegetacao espontanea.

Plantas testadas dsRNA RT-PCR
Soja brasmax exus - -
Soja M5917 IPRO - -
Soja 61163 RSF IPRO - -
Soja TMG 7262 RR - -
Soja BASF BS2602 IPRO - -
Soja 69 1x 66 - -
Milho FS670 Pwu - -
Milho FS 403 - -
Milho AS 1868 pro 4 - -
Milho ag9035 agroeste - -
Trigo toruk - -
Trigo LG oro - -
Trigo ponteiro - -
[ Trigo referéncia -
Cevada irina - -
Cevada daniela -
Pimenta murupi +
Pimenta cambuci +
Pimenta bhut jolokia + -
-

Eimentas pitanga

Elephantopus elatus
Phyllanthus nirun

Portulaca oleracea - -
Crotalaria - -
Tremoco branco comum - -
Ervilhaca - -
Feijao BRS ametista - +
Feijao BRS pontal ~ -
Feijdao ‘Rio Tibagi’ + E
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Fig. 2 — Amplificacdo RT-PCR de aproximadamente 400 pb do gene codificador da
RNA polimerase de endornavirus em amostras de: 2- feijoeiro ‘Rio Tibagi’, 3- Feijao
BRS ametista, e 4- BRS pontal, 1- 100 pb DNA ladder (Invitrogen).

Endornavirus ndo sdo amplamente disseminados em plantas cultivadas, bem como
na vegetacao espontanea. Também neste trabalho, ndo foram detectados dsRNA na
soja, milho, trigo e cevada. Em pimenta (Capsicum sp) ha relatos de endornavirus.
Aqui, dsRNA foram detectados em 4 cultivares de pimenta, todavia a confirmacéo da
presenca de endornavirus por RT-PCR néo foi positiva nessas amostras (Tabela 1).

CONCLUSOES

- O protocolo utilizado foi eficiente na deteccdo de dsRNA em 8 de 30 plantas
testadas.

- As amplificacdes por RT-PCR obtidas indicam que os dsRNA detectados em 3 de 8
plantas dsRNA positivas correspondem a parcial amplificacdo gendmica de
endornavirus.
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