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CARACTERIZACAO PARCIAL DE UM FRAGMENTO E DETECCAO POR RT-
PCR DE RICE STRIPE NECROSIS VIRUS!

Autor: Marcos Vinicios de Souza
Orientador: Marcelo Gravina de Moraes

RESUMO

O enrolamento do arroz € uma doenga viral emergente no Brasil causada
pelo Rice stripe necrosis virus (RSNV) que é transmitido pelo protozoario
Polymyxa graminis. RSNV é um membro do género Benyvirus com genoma
dividido em 4 RNAs de fita simples no sentido positivo (ssRNA +). Em funcéo da
falta de conhecimento sobre a sequéncia de nucleotideos do seu genoma, a
deteccdo de RSNV através de métodos moleculares nao é utilizada. O objetivo
deste trabalho foi identificar sequéncias do genoma de RSNV que possibilitassem
sua detecgcdo em plantas de arroz através da técnica de transcricdo reversa
seguida da reagcdo em cadeia da polimerase (RT-PCR). As sequéncias do
genoma foram identificadas a partir de clones de uma biblioteca de cDNAs
obtidos de uma amostra do virus parcialmente purificado. Os clones que
hibridizaram com sondas sintetizadas a partir de RNA de plantas infectadas com
RSNV foram sequenciados e comparados as sequéncias do GenBank. Um
fragmento de 957 nt da extremidade 3’ da fita de um dos 4 RNAs gendmicos de
RSNV foi obtido. A analise da sequéncia nucleotideos desse fragmento nao
revelou qualquer similaridade com sequéncias conhecidas, tampouco indicou uma
possivel fungdo. Um par de oligonucleotideos iniciadores foi desenhado a partir
de um clone que potencialmente contém uma seqiéncia de RSNV. A
especificidade e a sensibilidade da RT-PCR utilizando esse par de
oligonucleotideos iniciadores, bem como sua eficiéncia na detec¢ao do virus em
diferentes partes da planta de arroz, foram avaliadas. Os resultados indicam que
a RT-PCR é especifica para RSNV e pode detectar o virus em tecido oriundo das
raizes, do colo e de folhas com distor¢do. Comparada ao diagndstico da doenca
através da observacao de sintomas e de estruturas do vetor, a RT-PCR é uma
ferramenta confiavel para a diagnose do enrolamento do arroz.

! Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (77p.) Margo, 2006.



PARTIAL CARACHTERIZATION OF A FRAGMENT AND DETECTION BY RT-
PCR OF RICE STRIPE NECROSIS VIRUS!

Author: Marcos Vinicios de Souza
Adviser: Marcelo Gravina de Moraes

ABSTRACT

Rice stripe necrosis is an emergent viral disease in Brazil, caused by Rice
stripe necrosis virus (RSNV) that is transmitted by the protozoan Polymyxa
graminis. RSNV is a member of the genus Benyvirus and its genome is divided in
4 single stranded RNAs in a positive sense (ssRNA +). Detection of RSNV by
molecular techniques is not used to being used due to the lack of knowledge about
its genome sequence. The goal of this work was to identify sequences of RSNV
genome that allow the detection of RSNV in rice plants by reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR). Sequences of RSNV genome were isolated
from clones of a cDNA library prepared from a partially purified virus sample.
Clones that hybridized with probes synthesized from RNA of RSNV infected plants
were sequenced and compared to GenBank sequences. A fragment of 957 nt from
the 3’ end of one of the 4 RSNV RNAs was obtained. The analysis of this
sequence has not shown either similarity or function with known sequences. A pair
of primers was designed based on a clone containing a putative RSNV sequence.
Specificity and sensitivity of the RT-PCR with those primers and its efficiency to
detect RSNV in different rice plant parts were evaluated. The results show that the
RT-PCR specifically detects RSNV in root, base and distorced leave tissues. RT-
PCR is a reliable tool in order to diagnose rice stripe necrosis compared to leaf
symptoms and vector structures observation.

' Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia,

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (77p.)
March 2006.
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1. INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € considerado um dos cereais mais importantes
do mundo, sobretudo por constituir a base alimentar de grande parte da
populagdo mundial, principalmente na Asia. No Brasil, o Estado do Rio Grande do
Sul (RS) se destaca como o maior produtor, sendo responsavel por mais de um
quarto da area plantada e praticamente a metade da produgao nacional.

A ocorréncia de doencas € um obstaculo constante a manutencdo e ao
aumento da produtividade da cultura do arroz no RS. O continuo melhoramento
genético dessa cultura tem garantido niveis satisfatérios de resisténcia,
principalmente contra a brusone (Magnaporthe grisea).

Doencgas causadas por virus em arroz ndo sao consideradas importantes
para a cultura no Brasil. Porém, o surgimento de uma nova doenga causada por
um virus mudou esse panorama. O enrolamento do arroz foi observado pela
primeira vez na Depressao Central do RS na safra 2001/2002 e desde entdo vem
aumentando sua area de ocorréncia no Estado. Isto esta causando preocupacéo,
tendo em vista os danos expressivos e a inexisténcia de um controle efetivo,
mesmo nos paises onde a doenca ocorre ha mais tempo.

O virus causador do enrolamento do arroz € o Rice stripe necrosis virus

(RSNV), que é transmitido para a planta por um vetor, o protozoario Polymyxa



graminis. Essa doenca ja é conhecida na Africa desde a década de 1970, mas
somente na década de 1990 a mesma foi diagnosticada no continente americano.
Desde entdo, os pesquisadores do Centro Internacional de Agricultura Tropical
(CIAT), na Colébmbia, tém estudado o enrolamento do arroz. Apesar disso, o
genoma de RSNV permanece desconhecido, dificultando a sua deteccédo por
meétodos moleculares. A deteccdo de RSNV através de técnicas soroldgicas seria
possivel, mas é limitada a pesquisa porque anticorpos especificos para o virus
nao sao produzidos em escala comercial. Ja o diagndstico do enrolamento do
arroz pela observacao dos sintomas é frequentemente confundido com alteragdes
causadas por outros agentes.

Devido a caréncia de conhecimentos sobre o agente causal do
enrolamento do arroz e a inexisténcia de um método rapido e preciso para sua
deteccdo, o objetivo deste trabalho foi identificar sequéncias do genoma de
RSNV, que possibilitassem sua deteccdo em plantas de arroz através da técnica

de transcricao reversa seguida da reagdao em cadeia da polimerase (RT-PCR).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cultura do arroz

O arroz é um dos cereais mais cultivados no mundo, especialmente na
Asia, onde se constitui a base alimentar da populacdo (Nedel et al., 1998). No
mundo, mais de 150 milhdes de hectares sao plantados anualmente e a produgao
atinge mais de 600 milhdes de toneladas, sendo o Brasil o0 nono maior produtor
(FAOSTAT data, 2005).

O RS se destaca na orizicultura brasileira por ser o maior produtor
nacional, com 46,7% da producéo e 26,8% da area cultivada, e por possuir uma
das maiores produtividades, maior que 5 t.ha™ (BRASIL, 2005).

A produtividade da cultura do arroz tem crescido continuamente. O marco
significativo deste aumento ocorreu a partir do inicio da década de 1980, com o
desenvolvimento pela pesquisa de cultivares de porte baixo e de rendimento alto
(Carmona et al., 1994). Entretanto, a ocorréncia de doengas € um dos fatores que

limita maiores produtividades.

2.2. Principais doencgas
Na regido sul do Brasil, a cultura do arroz apresenta perdas por diversas

doengas, entre elas a principal € a brusone, causada pelo fungo Magnaporthe



grisea (Hebert) Barr. Por ordem de importancia, nos ultimos anos, seguem-se as
seguintes doencas: manchas das glumas (causadas por varios fungos e
bactérias), queima das bainhas [Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk
(teleomorfo)], podriddo do colmo [Magnaporthe salvinii (Cattaneo) R. Krause &
Webster (teleomorfo)], mancha parda [Cochliobolus miyabeanus (lto &
Kuribayashi) Drechsler ex Dastur (teleomorfo)], mancha estreita [Sphaerulina
oryzina K. Hara (teleomorfo)], escaldadura da folha [Monographella albescens
(Thimen) Parkison, Sivanesan & Booth = Metasphaeria albescens Thumen
(teleomorfo)], podriddo do colar [Sarocladium oryzae (Sawada) W. Gams & D.
Hawksworth = Acrocylindrium oryzae Sawada (anamorfo)], carie ou carvao preto
do grao [Tilletia barclayana (Bref.) Sacc. & Syd. in Sacc. = Neovossia horrida
(Takah.) Padwick & A. Khan], ponta branca [Aphelenchoides besseyi Christie
(nematdide)] e podriddao das bainhas [Athelia rolfsii (Curzi) Tu & Kimbrough

(teleomorfo)] (Instituto Riograndense do Arroz - IRGA, 2001).

2.3. Doencas virais

Em nivel mundial, os primeiros registros de grandes prejuizos causados
por doencgas virais foram feitos no final do século XIX, no Japao. Da metade da
década de 1950 até a de 1980 muitos outros casos foram identificados (Hibino,
1996). No entanto, até 3 décadas atras, doengas virais em arroz eram
consideradas de importancia secundaria (Abo & Fadhila, 2001). Em muitos
paises, os problemas causados por virus parecem ter sido acentuados pela
introducdo de modernas técnicas de agricultura, as quais requerem cultivo

intensivo e grande aumento da area cultivada (Hibino, 1996).



Atualmente, 16 virus e 1 satélite de virus que infectam arroz sao
reconhecidos pelo Comité Internacional sobre Taxonomia de Virus (ICTV) (The
Universal Virus Database of the International Committee on Taxonomy of Viruses
- ICTVdB, 2004) (Tabela 1). Existe ainda o virus denominado Rice bunchy stunt
virus (RBSV), no momento nao reconhecido pelo ICTV, mas listado na base de
dados “Plant Viruses Online” (VIDEdB) (Dallwitz, 1980; Dallwitz et al., 1993; Brunt
et al., 2004). Nao obstante, Abo & Fadhila (2001) relatam que s&o conhecidos
mais de 30 virus que infectam arroz, embora muitos tenham sido encontrados
somente em parcelas experimentais.

TABELA 1. Lista de virus e satélite de virus que infectam arroz, segundo o indice

de virus ICTVdB, baseado no 7° Relatério do ICTV (van Regenmortel
et al., 2000) e atualizagdes subsequentes.

Nome do virus® Abreviacdo Género Familia

Rice black streaked dwarf virus (RBSDV) Fijivirus Reoviridae

Rice dwarf virus (RDV) Phytoreovirus Reoviridae

Rice gall dwarf virus (RGDV) Phytoreovirus Reoviridae

Rice giallume, uma linhagem de (BYDV-RGV) — Luteoviridae

Barley yellow dwarf virus

Rice grassy stunt virus (RGSV) Tenuivirus -

Rice hoja blanca virus (RHBV) Tenuivirus -

Rice necrosis mosaic virus (RNMV) Bymovirus Potyviridae

Rice ragged stunt virus (RRSV) Oryzavirus Reoviridae

Rice stripe necrosis virus (RSNV) Benyvirus -

Rice stripe virus (RSV) Tenuivirus -

Rice transitory yellowing virus (RTYV) - Rhabdoviridae

Rice tungro bacilliform virus (RTBV) Virus do tipo Rice Caulimoviridae
tungro bacilliform

Rice tungro spherical virus (RTSV) Waikavirus Sequiviridae

Rice wilted stunt virus (RWSV) Tenuivirus -

Rice yellow mottle virus (RYMV) Sobemovirus -

Rice yellow stunt virus (RYSV) Nucleorhabdovirus Rhabdoviridae

Rice yellow mottle virus Satellite

'Os nomes dos virus em italico representam aqueles com espécies reconhecidas e os demais representam
tentativas de espécies.

Entre os 17 virus citados, 15 s&o transmitidos por insetos, principalmente

por cigarrinhas, enquanto dois, RNMV e RSNV, séo transmitidos pelo protozoario



P. graminis.

A maioria desses virus ocorre na Asia. No continente americano, somente
RHBV havia sido identificado em arroz (Hibino, 1996). Porém, em 1994, o RSNV
foi diagnosticado como agente causal do “entorchamiento” (enrolamento), naquele

momento, uma nova doenga do arroz na Colémbia (Morales et al., 1995a, 1995b).

2.4. Enrolamento do Arroz (RSNV)

2.4.1. Etiologia

O primeiro registro do RSNV infectando arroz foi feito em 1977, na Costa
do Marfim, Africa (Louvel & Bidaux, 1977). Plantas de arroz com uma doenca
conhecida como “entorchamiento” foram observadas pela primeira vez em 1969
na Colémbia (Restrepo citado por Morales et al., 1995a). A associacao de plantas
com sintomas dessa doenca com a presenga de RSNV s6 foi confirmada em
1994, 4 anos apods o aparecimento de uma nova epidemia de uma doenga com 0s
sintomas semelhantes aos de 1969. No continente americano, além da Colémbia,
Panama e Brasil registraram a ocorréncia de RSNV (Martinez et al., 2005).

No Brasil, sintomas idénticos aos do “entorchamiento”, que no RS vem
sendo denominada “enrolamento do arroz”, foram observados na safra
2001/2002, em diversas lavouras da Depressao Central do Estado, principalmente
no municipio de Dona Francisca. As pesquisas culminaram com o primeiro
diagndstico da doencga no territério brasileiro em 2002 (Maciel et al., 2002, 2004
no prelo).

Atualmente, o RSNV (cddigo no ICTVdB: 00.088.0.01.003.) € uma espécie

tentativa classificada no género Benyvirus (coédigo no ICTVdB: 00.088.0.01.)



(Morales et al., 1999a). Anteriormente, era considerado uma espécie tentativa
classificada no género Furovirus (cédigo no ICTVdB: 00.027.0.01.) (van
Regenmortel et al., 2000).

Os virions de RSNV possuem particulas alongadas, com simetria
helicoidal, em forma de bastdo rigido e ndo possuem envelope lipidico. As
particulas possuem uma clara divisdo de dimensdes, com comprimento de 110-
160 nm e de 270-380 nm e com diametro de 20 nm (Blchen-Osmond, 2004)
(Figura 1). E possivel que as particulas menores, observadas em isolados de
RSNV africanos (110—-160 nm) e colombianos (140-160 e 195-215 nm) possam
representar fragmentos das particulas predominantes (Morales et al., 1999b).

Segundo Bichen-Osmond (2004) o genoma do virus € bipartido,
constituido de RNA linearizado de fita simples de sentido positivo (ssRNA +),
dividido em mais de um tipo de particula. Embora a descricdo do virus disponivel
no sitio do ICTVdb (http://www.ncbi.nim.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/) (Buchen-
Osmond, 2004) considere que o genoma de RSNV seja bipartido, Morales et al.
(1999b) observaram a presencga de 4 fragmentos distintos de RNA de fita dupla
(dsRNA), com tamanhos aproximados de 6.300, 4.600, 2.700 e 1.800 pares de
bases (pb) em extratos de dsRNA obtidos de plantas doentes. Esta observagao,
caso confirmada, considera que o genoma de RSNV tenha organizagao similar
aos genomas de 2 Benyvirus: Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) e Beet
soilborne mosaic virus (BSBMV). Esta possibilidade é reforgada pela observacgao
da ocorréncia de 2 RNAs maiores, obtidos de isolados colombianos de RSNV,
que foram similares em tamanho aos RNAs correspondentes de BNYVV e

BSBMV (Morales et al., 1999b). Embora os 2 RNAs menores apresentem



algumas diferencas em relagao aos de BNYVV e BSBMV, diferencas semelhantes
no tamanho entre os RNAs 3 e 4 ja haviam sido relatadas em diferentes isolados

de BNYVV (Morales et al., 1999b).

B
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I I

FIGURA 1. Enrolamento do arroz. A: Planta sadia; B: Planta doente; C: Sintoma
de distorcdo da folha; D: Sintoma de necrose em listras; E: Agente
causal: Virions de RSNV observados em extratos foliares (Morales et
al., 1999b); F: Vetor: Cistosoros de Polymyxa graminis, em raiz de
planta infectada.

Além da organizagdo do genoma, o tamanho mais longo das particulas

virais de BNYVV e RSNV difere de membros do género Furovirus. Outra diferenga



em relagao aos Furovirus € que RSNV, assim como os outros Benyvirus, possui

uma cauda de poli-A na extremidade 3’ dos seus RNAs (Morales et al., 1999b).

2.4.2. Sintomatologia

Os sintomas observados em plantas de arroz infectadas com RSNV
ocorrem no primeiro més apos a semeadura (Calvert & Sedano, 2004) e séao:
morte de plantulas; folhas com listras amareladas, que depois se tornam
necroticas; e retorcimento (distor¢ao) de folhas e paniculas (Hibino, 1996; Morales
et al., 1999b; Maciel et al., 2002) (Figura 1). As raizes de plantas infectadas
podem apresentar-se dobradas e logo se tornam necréticas (Calvert & Sedano,
2004).

Nas células infectadas com RSNV, particulas do virus ocorrem em
agregados observados no citoplasma (Hibino, 1996). Também podem ser
observados reticulo endoplasmatico retorcido e mitocondrias com formato
anormal (Morales et al., 1999b). O exame do sistema radicular de plantas com
sintomas revela a presencga de cistosoros, agrupamentos irregulares de esporos
de resisténcia maduros, caracteristicos dos plasmodioforidios (Protozoa) vetores

de virus de plantas (Morales et al., 1995a, 1995b, 1999b) (Figura 1).

2.4.3. Ciclo da doenca e epidemiologia

O vetor de RSNV é o plasmodioforidio P. graminis, que também ¢é vetor de
pelo menos outros 14 virus de plantas pertencentes aos géneros Furovirus,
Bymovirus, Benyvirus e Peduvirus (Campbell, 1996; Kanyuka et al., 2003). RSNV

nao ¢é transmitido via sementes (Buchen-Osmond, 2004), mas pode ser
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transmitido por P. graminis presente em restos culturais aderidos as sementes.
Embora nao haja registros de transmissdo mecéanica de RSNV em condigbes de
lavoura, a mesma pode ser realizada sob condi¢des experimentais (Morales et al.,
1999b; Blchen-Osmond, 2004).

A taxonomia de plasmodioforidios € questionada ha anos.
Tradicionalmente a maioria dos fitopatologistas considera-os como fungos do filo
Plasmodiophoromycota. Outros tém os incluido no reino Protozoa ou Protista.
Analises das sequéncias das pequenas subunidades do DNA ribossomal (rDNA)
sugerem que plasmodioforidios nao sao relacionados aos Ascomicetos,
Basidiomicetos, Oomicetos, Mixomicetos ou Quitridiomicetos, o que favorece sua
classificagao dentro de Protozoa (Kanyuka et al., 2003; Rush, 2003). Além disso,
possuem diversas caracteristicas comuns a membros do reino Protozoa, como
parasitismo intracelular obrigatério, divisdo nuclear cruciforme, zodsporos com 2
flagelos lisos de tamanhos diferentes, plasmodio com varios nucleos e esporos de
resisténcia (cistos) de longa duracéo, que as vezes sao agrupados, formando um
cistosoro (Rush, 2003).

Ainda nao é conhecido como os virus transmitidos por P. graminis entram
no citoplasma da célula da planta hospedeira. Provavelmente esse processo
ocorra quando os zodsporos penetram a célula e transferem seus componentes
para o citoplasma. Ou ainda durante o estadio esporogénico do plasmaédio,
quando existe apenas uma fina camada separando P. graminis do citoplasma da
célula hospedeira (Kanyuka et al., 2003). Adams et al. (2001) sugerem que, no

caso de virus transmitidos por plasmodioforidios, duas regides transmembrana
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presentes na proteina do capsideo poderiam facilitar o movimento da particula
viral através da membrana.

Evidéncias diretas da presenca de virus em zoOsporos e esporangios
foram obtidas no caso de BNYVV e Barley mild mosaic virus (BaMMV) (Rochon et
al.,, 2004). Mas nao se sabe como e quando P. graminis adquire seus virus
(Kanyuka et al., 2003). Rochon et al. (2004) relatam que, no caso da interagao
entre Soilborne wheat mosaic virus (SBWMV) e P. graminis, a proteina de
movimento e o RNA viral foram detectados em esporos de resisténcia, sugerindo
que o componente infeccioso dos esporos de resisténcia ndo seja um virion, mas
provavelmente complexos de proteina de movimento e RNA virais. A presenca do
virus dentro dos esporos de resisténcia também sugere que o virus esta dentro de
zoosporos dos quais eles sdo derivados uma vez que seria improvavel que o virus
conseguisse entrar através das paredes rigidas e espessas dos esporos de
resisténcia (Rochon et al., 2004).

P. graminis € um habitante onipresente do solo quando cereais suscetiveis
sao cultivados no local. Ele pode sobreviver em uma ampla variedade de solos
com variagoes de pH, textura e estrutura (Rush, 2003). O solo de lavouras com
plantas de arroz afetadas pela doenca causada por RNMV, um virus de arroz que
também é transmitido por P. graminis, mantém estruturas do vetor viruliferas por
muitos anos (Hibino, 1996). Valores de pH entre 4 e 8 tém pouco efeito na
habilidade de P. graminis transmitir RSNV (Adams & Ward, 1999). A infec¢ao de
raizes por plasmodioforidios, bem como por outros parasitas que produzem
zoosporos, € favorecida por condigbes de alta umidade do solo (Rush, 2003).

Porém, em arroz, altos niveis de infeccdo por RNMV através do solo sao
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observados quando a umidade é baixa e o solo atinge temperaturas entre 25-30
°C (Hibino, 1996). Como a umidade nao é favoravel para a infecgéo, a incidéncia
da doenga causada por RNMV & menor em arroz semeado diretamente em
lavouras alagadas (Hibino, 1996).

Os estudos sobre o desenvolvimento de P. graminis revelaram que
isolados de regides temperadas sao capazes de crescer e infectar raizes de
cevada em uma ampla faixa de temperatura, com um o6timo entre 17-20 °C
(Adams & Swaby, 1988). Isolados tropicais associados com Peanut clump virus
(PCV) possuem uma temperatura 6tima maior, 27-30 °C (Legréve et al., 1998).

Uma grande diversidade na especificidade por hospedeiros foi
demonstrada para alguns isolados de P. graminis, os quais sdo capazes de
infectar espécies de monocotiledéneas e dicotiledéneas (Rush, 2003). P. graminis
foi detectado em raizes de trigo, cevada, arroz, aveia e centeio cultivados,
espécies dos géneros Zea, Sorghum, Agrostis, Dactylis, Festuca, Poa e Phleum,
e outras espécies forrageiras. Isto &€ preocupante visto que todas estas espécies
gramineas podem servir como reservatorios para P. graminis (Kanyuka et al.,
2003). Em contraste com essa ampla gama de hospedeiros de P. graminis, O.
sativa € o unico hospedeiro de RSNV na natureza, embora experimentalmente
Chenopodium album, C. amaranticolor, C. murale, C. quinoa (Morales et al.,
1999b) e Nicotiana benthamiana (Blchen-Osmond, 2004) também sejam
suscetiveis ao virus.

Na lavoura, a doenga ocorre em manchas (Hibino, 1996). Na Colémbia,
RSNV tem se disseminado nas areas de cultivo em uma velocidade relativamente

alta nos ultimos anos, como resultado do movimento de equipamentos
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contaminados para lavouras nao contaminadas. Mesmo que RSNV nao seja
transmitido pela semente, estruturas de resisténcia de P. graminis podem ser
veiculadas através de residuos ou solo aderidos a semente (Correa et al., 2004a,
2004b). Em lavouras com presenca de RSNV foram registradas perdas médias de
20%, chegando a atingir 50% em alguns casos (Pardo & Mufioz citados por

Morales et al., 1995b; Johnson et al., 1998).

2.4.4. Controle

As principais estratégias de controle do enrolamento do arroz, reunidas por
Morales (2001), se baseiam em praticas adotadas para controlar outros virus
transmitidos por Polymyxa spp. em culturas de clima temperado assim como
praticas especificas contra RSNV. Entre as estratégias de controle sugeridas por
Morales (2001) estdo o uso de sementes provenientes de regides produtoras nao
infestadas por RSNV e a antecipacao ou retardamento da época de semeadura.
As demais estratégias sdo a rotagdo com espécies ndo gramineas; controle de
especies silvestres antes da semeadura do arroz; manejo da agua de irrigacao e
suas fontes, pois essas podem ser um meio de difusdo de zodsporos viruliferos; e
adocdo de medidas de restricao do transito de implementos, maquinas agricolas e
pessoas para evitar a contaminagao de areas vizinhas a locais infectados.

O manejo adequado da adubagao também é indicado para minimizar os
danos causados pelo enrolamento. Embora tenha sido relatado que a
predisposi¢cao a doencga seja menor em plantas de lavouras com boas condigdes
nutricionais (Correa-Victoria citado por Maciel et al., 2005), esse efeito positivo

sobre a planta parece ser devido a compensacao dos danos causados pelo
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enrolamento através do aumento de producdo das plantas n&o infectadas.
Produtores de arroz do municipio de Dona Francisca, no RS, relatam que a
aplicacao adicional de nitrogénio em cobertura induz um maior perfilhamento das
plantas nao infectadas. Maciel et al. (2005) também verificaram que a adubacgao
nao tem efeito sobre a incidéncia da doenga, o que reforca a hipotese da

compensacao.

2.4.4.1. Controle genético

Ensaios realizados na Costa do Marfim, Africa, revelaram que a espécie
Oryza glaberrima possui resisténcia ao enrolamento (Johnson et al., 1998). Estes
resultados foram confirmados na Coldbmbia, onde pesquisadores do CIAT vém
obtendo sucesso na transferéncia interespecifica de um gene de resisténcia ao
enrolamento do arroz presente em O. glaberrima para os cultivares comerciais de
O. sativa (Correa et al., 2004a, 2004b; Martinez et al., 2005).

A resisténcia genética ao enrolamento do arroz € provavelmente controlada
por um ou poucos genes de efeito maior (Kanyuka et al., 2003). Os resultados da
avaliagdo da interacdo entre o vetor e plantas de arroz sugerem que essa
resisténcia possa ser efetiva contra o vetor e ndo contra o virus (Correa et al.,

2004b).

2.4.4.2. Controle bioldgico
O controle bioldgico, através de microrganismos antagonistas pode ser
uma alternativa de controle. A incorporagao de adubos verdes ou orgéanicos que

promovam a atividade desses microrganismos é recomendada por Fonseca &
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Pérez (citados por Morales, 2001). O fungo Trichoderma harzianum tem sido
utilizado para reduzir a incidéncia de infecgao de raizes de beterraba agucareira
por Polymyxa betae (D’Ambra & Mutto, 1986). Entretanto, em experimentos
conduzidos sob condigdes de lavoura no RS, a utilizagdo de isolados locais de
Trichoderma spp. nao afetou a incidéncia do enrolamento do arroz (Almancga et
al., 2005). Apesar disso, experimentos anteriores, realizados em casa de
vegetacao, haviam mostrado diminuigao da incidéncia do enrolamento em plantas

de arroz tratadas com Trichoderma spp. (Almanca, 2004. Informacgao verbal).

2.4.4.3. Controle quimico

A utilizagao de produtos quimicos, tais como fungicidas e outros utilizados
na esterilizagdo do solo, tem sido efetiva contra Polymyxa spp. em areas
reduzidas, mas esses produtos sd&o muito caros para aplica-los em campos
contaminados pelo vetor (Brunt & Richards, 1989). Uma alternativa seria o
tratamento de sementes, como tem sido estudado pelos pesquisadores do CIAT,
na Coldmbia. Porém, em ensaio conduzido em Agudo, RS, Maciel et al. (2005)
nao observaram efeito do tratamento de sementes com dois fungicidas, carboxina

e tiram, na incidéncia do enrolamento do arroz.

2.5. Métodos de deteccéo de virus

Virus, assim como bactérias, causam doencgas em plantas que sao dificeis
de controlar. Conseqlentemente, o uso de material propagativo livre do patégeno
€ um importante, embora n&o exclusivo, método para controle de doencas virais e

bacterianas. Como um material propagativo sadio n&o significa necessariamente
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um material livre de patdgenos, a deteccdo do patégeno € um modo de atestar
sua pureza .

A detecgao se relaciona com o estabelecimento da presenca de um
determinado organismo alvo em uma amostra, com énfase especial em individuos
assintomaticos (Louws et al., 1999). A detecgdao também pode fazer parte da
diagnose, a qual se relaciona com a identificacdo da natureza e causa de uma
doenga em plantas mostrando sintomas. Os métodos de deteccado de virus em
plantas podem ser classificados em 4 grupos principais: biolégicos, fisicos,

sorologicos e moleculares.

2.5.1. Métodos biolbgicos

Como virus ndo podem ser identificados a olho descoberto ou através de
microscopio Optico, sua presenca tem sido detectada pelos sintomas exibidos
pelas plantas hospedeiras ou indicadoras (indexag¢ao) depois da transmissdo do
virus por enxertia, inoculagdo mecéanica, ou por um vetor (Agrios, 1998).
Historicamente, a indexacao foi usada para a deteccao de virus. Este processo
tem limitagdes para ser empregado na rotina de analise de um grande numero de
amostras (Lopez, 2003), sobretudo em espécies de plantas lenhosas. Para ter-se
uma idéia, os testes de indexagao para detecgao de Grapevine leafroll associated
virus (GLRaV 1-8), Grapevine virus B (GVB) e Rupestris stem pitting virus
associados a videiras requerem de 2 a 3 anos até o desenvolvimento de sintomas
(Martin et al., 2000). Apesar das suas limitagdes, a indexagdo € necessaria nos
casos em que 0s virus ndo sao conhecidos a ponto de permitir sua detecgao por

outro método.
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2.5.2. Métodos fisicos

Uma abordagem completa dos métodos fisicos utilizados para detecgao de
virus foi feita por Matthews (1991). Embora muitas dessas técnicas tenham sido
desenvolvidas ha muitos anos, ainda hoje sdo muito uteis na identificagdo de
virus, principalmente de virus desconhecidos. Entre elas, cabe destacar: a
estabilidade viral in vitro, como o ponto de inativagao térmica; as propriedades
fisico-quimicas, como a densidade, os coeficientes de sedimentagao e difusao, o
espectro de absorcdo ultravioleta e a mobilidade eletroforética; a
ultracentrifugacao analitica; a centrifugagdo em gradiente de densidade; a analise
por microscopia eletrbnica. Através da observagdo de particulas em extratos
brutos de planta ou preparagdes purificadas se pode determinar o tamanho, a

forma e algumas caracteristicas da particula viral.

2.5.3. Métodos soroldgicos

A diagnose e a deteccdo de virus de plantas incluem testes soroldgicos
desde os anos 1960 (Martin et al., 2000). O ensaio de imuno-adsorcao ligado a
enzimas (“‘enzyme-linked immunosorbent assay” - ELISA), desenvolvido no final
dos anos 1970 (Clark & Adams, 1977), € uma técnica sorologica que tem sido
largamente empregada por diversas especialidades envolvidas em patologias. O
uso da mesma tem aumentado a habilidade de fitopatologistas detectarem e
estudarem virus de plantas e suas respectivas doengas (Agrios, 1998).
Atualmente existem diversas variagdes do ELISA em uso. Umas delas € o ELISA

direto, ou sanduiche duplo de anticorpo (“double-antibody-sandwich” ELISA, DAS-
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ELISA). Na Espanha, a introdugdo desta técnica aumentou expressivamente a
capacidade de diagnose de Citrus tristeza virus (CTV) em citros (Cambra et al.,
2000).

As vantagens do ELISA sao a alta sensibilidade, a possibilidade de testar
um grande numero de amostras simultaneamente com o uso de uma pequena
quantidade de anticorpo, a obtengado de resultados quantitativos, a possibilidade
de automatizacdo e a inexisténcia de necessidade de conhecimento sobre a
morfologia do virus (Agrios, 1998).

Por outro lado, o ELISA ndo se aplica a agentes desconhecidos e pode
apresentar reagcado cruzada com antigenos nao relacionados, além de ser pouco
confiavel em certos patossistemas e em certas épocas do ano em fungao do
estado fisiologico da planta. Lépez et al. (2003) relatam que a especificidade de
deteccdo de virus e bactérias feitas por técnicas soroldgicas aumentaram
consideravelmente com o uso de anticorpos monoclonais e/ou recombinantes
especificos.

Além do ELISA e suas diversas variagoes, vale citar ainda a existéncia de
outras técnicas soroldgicas, como a microscopia eletrbnica de imunoadsorgao
(“immunosorbent electron microscopy”, ISEM), que é usada para detectar e
identificar virus presentes em baixas concentracbes através de microscépio
eletrénico; a imunofluorescéncia, que permite a detecgcdo de virus dentro de
células infectadas (Agrios, 1998); e os imunosensores, que sao dispositivos que

incorporam um anticorpo a um transdutor (Eun et al., 2002).
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2.5.4. Métodos moleculares

Assim como as técnicas sorologicas, as técnicas moleculares sao mais
apropriadas para a analise de um grande numero de amostras (Lopez et al.,
2003). Com o desenvolvimento de procedimentos rapidos de extragdo de acidos
nucléicos e técnicas de amplificacdo para detectar multiplos alvos de DNA ou
RNA, os métodos moleculares de deteccdo de patdgenos estdo sendo cada vez
mais utilizados na rotina de laboratérios de diagnose. A Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), em diferentes formatos, é a técnica molecular mais usada para
deteccao de virus e bactérias (Lépez et al., 2003). Como a maioria dos virus de
plantas possui genoma de RNA, existe a necessidade de uma reacdo de
transcricdo reversa (RT) de RNA para cDNA, que servira de molde para a PCR
(RT-PCR).

Existem 3 grupos de métodos baseados no acido nucléico. O primeiro é o
isolamento e a analise por eletroforese de dsRNAs (Agrios, 1998). Morales et al.
(1999b) comparam algumas caracteristicas de RSNV com as de BSBMV e
BNYVV através da analise do padrdo de dsRNAs isolados de plantas de arroz
com sintomas do enrolamento. O padrdao de dsRNA também é uma das maneiras
de diferenciar multiplos variantes de CTV (Moreno et al., 1998). Apesar de ser
laboriosa, essa técnica possui a vantagem de poder ser usada para detectar virus
conhecidos e desconhecidos para os quais ndo existe anticorpo ou informacgdes
sobre sequéncias disponiveis (Agrios, 1998).

O segundo grupo de técnicas moleculares envolve a hibridizagao de acidos
nucléicos virais a sondas conhecidas de virus.Diversos genomas de patégenos de

plantas, incluindo os genomas virais, ja foram completamente sequenciados e o
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sequenciamento de muitos outros esta em andamento. Assim, novas sequéncias
especificas poderiam ser usadas para desenvolver sondas (Van Sluys et al. 2002)
e oligonucleotideos iniciadores para detecgao de diferentes patdgenos.

Desde o desenvolvimento da marcagédo nao radiativa de acidos nucléicos,
a hibridizagao molecular se tornou uma alternativa ao ELISA e tem sido aplicada
em diversos patossistemas. Para 6 virus de Dianthus caryophyllus L. examinados
por Sanchéz-Navarro et al. (1999), as hibridizagdes moleculares nao isotdpicas
foram, em termos praticos, entre 5 e 25 vezes mais sensiveis que o ELISA.
Apesar dessa maior sensibilidade, os métodos baseados na hibridizagao
molecular s&0 menos usados em diagnose que os meétodos sorologicos,
principalmente porque s&o mais caros e laboriosos.

Sanchéz-Navarro et al. (1999) mostraram que o teste de hibridizacao para
diferentes virus pode ser feito simultaneamente, sem etapas ou custos adicionais,
utilizando as sondas para cada virus na mesma amostra de planta. Neste sentido,
os microarranjos de DNA s&o promissores para de detecgédo de virus, pois eles
podem comportar cerca de 30.000 sondas. A especificidade dessas sondas pode
variar desde um amplo grupo de virus até isolados especificos deste grupo.
Porém seu custo € ainda muito alto e requer técnicos especializados para
interpretacao do grande volume de dados gerados, o que torna seu uso na
detecgcdo de virus ainda distante, em contraste com a ampla utilizacdo em
estudos de gendmica funcional (Lépez et al., 2003).

O terceiro grupo de técnicas se baseia na amplificagdo de acidos nucléicos.
Entre os diferentes formatos da PCR e da RT-PCR, as principais vantagens sao

especificidade, sensibilidade, facilidade de uso e rapidez. A especificidade é
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diretamente relacionada com o desenho dos oligonucleotideos iniciadores e com
o protocolo de amplificacdo (Lépez et al., 2003). A alta sensibilidade facilita a
deteccao de sequéncias virais mesmo durante os estadios iniciais de infecgdo de
plantas e em amostras de solo e vetores (Fenby et al., 1995). Embora a PCR
possa alcangar alta sensibilidade e especificidade, sua introdugcdo na rotina de
deteccao tem sido dificultada pela falta de robustez (Van der Wolf et al. citados
por Lopez et al.,, 2003). Falhas da amplificacdo pela PCR de material vegetal
infectado e nao infectado tém sido relatadas em diferentes experimentos
comparativos. Contaminagbes com “amplicons” (fragmentos amplificados por
PCR) podem ser responsaveis por falsos positivos, enquanto que componentes
inibidores em extratos das amostras sao a principal causa para falsos negativos
(Van der Wolf et al. citados por Lopez et al., 2003).

Diversos métodos de extragcao de acidos nucléicos foram desenvolvidos a
fim de melhorar as caracteristicas da PCR e torna-la mais aplicavel na analise de
grandes quantidades de amostras. A eficiéncia da PCR é controlada por muitos
parametros, entre eles, um dos mais criticos é a qualidade do DNA a ser
amplificado (Lopez et al., 2003). Inicialmente se utilizavam protocolos complexos
e caros para a extragao de acidos nucléicos (MacKenzie et al., 1997). Porém, tais
métodos de extragao, desenvolvidos nos anos 1990, foram substituidos por
protocolos rapidos e simples (Llop et al., 1999) ou ainda por “kits” comerciais de
extracao de acidos nucléicos.

Mudangcas na PCR também estdo constantemente adequando o seu uso
na detecgdo de virus. A RT-PCR por imunocaptura (IC/RT-PCR) é usada

diretamente com extratos de plantas (Nolasco et al., 1993). Apesar dessa
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vantagem, a técnica é limitada devido a alguns patdégenos serem inaptos ou
ineficientemente imunogénicos e por nao haver antisoro adequado disponivel
(Martin et al., 2000)

Sistemas de deteccdo simultdnea de diversos organismos, denominados
multiplex, freqientemente sao utilizados na PCR. Eles consistem em misturas de
oligonucleotideos iniciadores especificos para cada alvo (James, 1999), ou ainda
de um unico par de oligonucleotideos iniciadores que permite amplificacdo
diferencial de diversos alvos (James & Upton, 1999)

As melhorias nas técnicas de deteccao por amplificacado também reduziram
significativamente os problemas de contaminagcbes que costumam gerar falsos
positivos. Um simples esquema foi descrito por Olmos et al. (1999) para realizar a
PCR-protegida (“nested-PCR”) em um tubo uUnico, reduzindo o risco de
contaminacao.

Outras variagdes da PCR mais recentes estdo sendo usadas na detecgao
de virus. Olmos et al. (2002) apresentaram uma nova técnica de amplificacao de
RNA viral extraido de material vegetal, denominada amplificagao cooperativa ("co-
operational amplification", Co-PCR) com sensibilidade pelo menos 100 vezes
maior que a obtida com RT-PCR e similar a da PCR-protegida (Olmos et al.,
2002). A PCR em tempo real (“real time-PCR”) é também uma alternativa para
deteccao de virus. A reagcdao em tempo real combina amplificacdo, detecgao e
quantificacdo em uma unica etapa e tem sido aplicada na detecgao de diversos

patdgenos (Weller et al., 2000).



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Isolamento parcial do genoma de RSNV

3.1.1. Material vegetal

Aproximadamente 50 plantas do cultivar EPAGRI 108 apresentando
sintomas do enrolamento foram coletadas em lavouras do municipio de Dona
Francisca, RS, em dezembro de 2004. Apds a retirada do solo das raizes, as
plantas foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -70 °C.

Uma segunda fonte de material vegetal foi obtida através de um ensaio
biolégico conduzido com plantas do cultivar BR IRGA 409, em casa de vegetagao.
Dois vasos foram semeados com 25 sementes cada. Um vaso foi preenchido com
solo coletado em lavouras do municipio de Dona Francisca, onde havia plantas de
arroz com enrolamento, além de restos de raizes de plantas doentes. O outro
vaso foi preenchido com solo n&do contaminado, coletado na Faculdade de
Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em Porto
Alegre. Os vasos foram mantidos com umidade abaixo da saturacdo até as
plantulas emergirem e atingirem entre 3 e 4 cm. A partir desse ponto o solo foi
saturado, mantendo-se uma lamina de agua entre 1 e 2 cm. Os vasos foram
adubados com N na forma de uréia [50 Kg de N.ha™" antes da semeadura e 50 kg
de N.ha' 15 dias apds a semeadura (d.a.s.)]. As plantas foram coletadas 40

d.a.s.,, quando os sintomas do enrolamento eram evidentes nas plantas
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conduzidas em vasos inoculados, e entdo congeladas em nitrogénio liquido e

armazenadas a -70 °C.

3.1.2. Purificagéo parcial de RSNV

Plantas do cultivar EPAGRI 108 coletadas em lavouras do municipio de
Dona Francisca foram submetidas a um protocolo de purificacdo parcial de virus
adaptado do Centro Internacional de la Papa - CIP (2004). Tecido vegetal das
raizes e folhas (50 g) foi triturado e homogeneizado em um multiprocessador
(Arno) com 100 ml de solugdo contendo 0,1 M de tampao fosfato (pH 7,0)
acrescido de 0,2% de 2-mercaptoetanol e 10% de etanol. A mistura resultante foi
filtrada através de uma gaze e centrifugada a 7.800 x g durante 20 mina 4 °C. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo, acrescido de 1% (v/v) de Triton
X-100 e agitado durante 1 h a 4 °C. O material foi centrifugado a 5.500 x g durante
20 min a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, acrescido de 74
(v/v) de solugao contendo 0,2 M de NaCl e 4% de polietilenoglicol 8.000 e entao
agitado (100 rpm) durante 1 h a 4 °C seguido de incubagdao durante 1 h a
temperatura ambiente. Apds, esse material foi centrifugado a 7.800 x g durante 30
min a 4 °C. O precipitado foi ressuspendido em 0,4 ml de tampao fosfato a 0,01 M
(pH 7,2) e agitado (100 rpm) durante aproximadamente 16 h a 4 °C. O material
sofreu uma ultima centrifugagdo a 5.000 x g durante 10 min a 4 °C. O
sobrenadante, que possui o virus parcialmente purificado, foi mantido por até 1

més na geladeira.
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3.1.3. Extrag&o de RNA total

Plantas de arroz coletadas em Dona Francisca (plantas do cultivar EPAGRI
108 infectadas com RSNV) e do ensaio bioldgico (plantas do cultivar BR IRGA
409 infectadas e nao infectadas com RSNV), além do virus purificado
parcialmente, foram usadas para a extracdo de RNA total, segundo o método
descrito por Bugos et al. (1995). Algumas plantas do cultivar EPAGRI 108
infectadas foram divididas em raizes e folhas. As plantas foram trituradas
utilizando-se nitrogénio liquido, transferindo-se aproximadamente 100 mg de
tecido vegetal triturado para tubos de 1,5 ml. No caso do virus purificado
parcialmente, aliquotas de 400 ul foram utilizadas. Em ambos casos,
acrescentaram-se 400 pul de tampao de homogeneizagcdo [100 mM de Tris-HCI
(pH 9,0); 200 mM de NaCl; 15 mM de EDTA; 0,5% de dodecil sulfato de sédio
(SDS)], acrescido de 2,3 ul de 2-mercaptoetanol, 400 ul de fenol e 80 ul de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1, v:v). Apdés homogeneizagdo por agitagéo
vigorosa durante 2 min, foram acrescentados 28 ul de acetato de sédio 3 M (pH
5,2). Apdés nova homogeneizag¢ao durante 30 s, incubou-se em gelo por 15 min.
Em seguida, centrifugou-se a 16.000 x g durante 10 min a 4 °C. O sobrenadante
foi utilizado para duas extragdes com 480 ul de fenol:cloroférmio: alcool isoamilico
(125:24:1, v:v:v), com centrifugagdes a 16.000 x g durante 10 min a 4 °C. Apos as
extracbes, os acidos nucléicos presentes no sobrenadante foram precipitados
incubando-os com isopropanol (1:1, v:v) durante 1 h a -20 °C. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 10.000 x g durante 10 min a 4 °C. O sedimento foi
ressuspendido em agua ultra-pura (Milli Q). A precipitacdo seletiva de RNA foi

realizada acrescentando-se cloreto de litio para uma concentragdo final de 2 M e
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incubando-se em gelo durante 3 h, seguida de centrifugagao a 14.000 x g durante
10 min a 4 °C. O material precipitado foi lavado com 1 ml de etanol 70% e
ressuspendido em agua ultra-pura. A quantidade de RNA total foi estimada por
leitura em espectrofotdmetro a 260 nm (SmartSpec Plus, Bio-Rad). O RNA foi

armazenado a -20 °C.

3.1.4. Construcao de uma biblioteca de cDNAs

A biblioteca de cDNAs foi construida a partir do RNA extraido do virus
purificado parcialmente. A sintese da primeira fita de cDNA foi obtida através da
transcricdo reversa do RNA utilizando-se o “Thermoscript RT-PCR System”
(Invitrogen). A reacéao foi composta de 2 ug de RNA total; 1 mM de cada dNTP; 50
mM de Tris-acetato (pH 8,4); 75 mM de acetato de potassio; 8 mM de acetato de

magnésio; 5 mM de Ditiotreitol (DTT); 2,5 uM de oligonucleotideo iniciador

[oligodT 20y TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3’)]; 40 U de RNaseOUT; 15 U de
transcritase reversa ThermoScript; e agua tratada com DEPC até completar um
volume de 20 pl. Inicialmente, o oligonucleotideo iniciador, os dNTPs e o RNA
foram misturados e aquecidos durante 5 min a 65 °C, sendo imediatamente
transferidos para o gelo. Em seguida, o restante dos componentes foi adicionado.
A reacao foi incubada durante 1 h a 50 °C e em seguida durante 5 min a 85 °C. O
RNA adicionado na reagéo foi degradado acrescentando-se 2 U de RNase H e
incubando-se durante 20 min a 37 °C.

A sintese da segunda fita de cDNA foi realizada utilizando-se o fragmento
grande da enzima DNA polimerase | [Klenow (Invitrogen)], adaptando-se as

recomendagdes do fabricante. A reagcdo foi composta da amostra contendo o
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cDNA de fita simples obtido na etapa anterior (35%, v/v); 200 uM de cada dNTP;
2,5 ng.ul” de oligonucleotideos iniciadores hexameros; 50 mM de Tris-HCI (pH
8,0); 10 mM de MgCl,; 50 mM de NaCl; 1 U de Klenow e agua ultra-pura até
completar um volume de 60 pl. A reagao foi incubada durante 16 h a 4 °C.

Os cDNAs de dupla fita foram clonados em Escherichia coli (item 3.1.5).

3.1.5. Clonagem

Os cDNAs obtidos através do procedimento descrito no item 3.1.4. foram
digeridos em uma reagdo composta pelos cDNAs (60%, v/v); 50 mM de Tris-HCI
(pH 8,0); 10 mM de MgCl,; 50 mM de NaCl; 30 U de Alu | (Pharmacia); 30 U de
EcoR V (Gibco BRL) e agua ultra-pura até completar um volume de 100 pl. A
reacao foi incubada durante 16 h a 37 °C.

O plasmideo pLITMUS 38i (New Englands Biolabs) foi linearizado e suas
extremidades foram desfosforiladas para evitar a sua re-ligacdo. A digestao foi
composta de 15,2 ug do plasmideo; 50 mM de Tris-HCI (pH 8,0); 10 mM de
MgCly; 50 mM de NaCl; 45 U de EcoR V (Gibco BRL) e agua ultra-pura até
completar um volume de 15 ul. A reagao foi incubada durante 2 h a 37 °C e em
seguida incubada durante 20 min a 65 °C e 20 min a temperatura ambiente, para
inativacdo da enzima.

A desfosforilacédo do plasmideo digerido (16,416 pmoles de extremidades
5’) foi realizada com a adicdo de 50 mM de Tris-HCI (pH 9,3); 1 mM de MgCly; 0,1
mM de ZnCly; 1 mM de espermidina; 0,17 U de fosfatase alcalina - CIAP (0,01 U/
pmol de extremidades 5’) (Promega) e agua ultra-pura até completar um volume

de 50 ul. A reagédo foi incubada durante 15 min a 37 °C seguida de 15 min a 56
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°C. Apos, foi adicionada uma nova aliquota de 0,17 U de CIAP e a amostra foi
submetida a uma nova incubagao, como a anterior. A reagao foi finalizada pela
adicao de 300 pl de tampéo de parada da CIAP [10 mM de Tris-HCI (pH 7,5); 200
mM de NaCl, 1 mM de EDTA e 0,5% de SDS]. O plasmideo foi entdo purificado
através do “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega), seguindo as
orientacdes do fabricante.

A quantificacdo do plasmidio foi estimada comparando-o a um padrao de
DNA (A-DNA/Hind Il fragments, Gibco BRL) separados por eletroforese em gel de
agarose (Gibco BRL) a 0,6% contendo tampao TBE 1X [Tris (90 mM, pH 8,3);
acido bérico (90 mM); EDTA (2 mM)]. O gel foi corado com brometo de etidio (0,5
ng.mi’), fotografado e analisado através do sistema de fotodocumentacéo
“Electrophoresis Documentation and Analysis System 120” (Kodak Digital Science
1D). A concentracao de cDNAs foi estimada a partir do RNA total.

Na reagao de ligacdo dos cDNAs digeridos no plamideo, foi usada uma
razao molar entre o vetor e o inserto de aproximadamente 1:3. A reacao foi
composta de 37 ng de cDNA digerido; 140 ng do plasmideo digerido e
desfosforilado, 2 U de T4 DNA ligase (Promega); 30 mM de Tris-HCI (pH 7,8); 10
mM de MgCly; 10 mM de DTT; 1 mM de ATP e agua ultra-pura até completar um
volume de 17,5 pl. A reacado foi incubada durante 16 h a 16 °C e em seguida
incubada durante 10 min a 70 °C para inativar a enzima.

Uma segunda clonagem foi feita com o produto da RT-PCR (MV007 3’,
item 3.1.10). O fragmento amplificado foi ligado ao plasmideo pCR 4-TOPO,
pertencente ao kit “TOPO TA Cloning for Sequencing” (Invitrogen), baseado nas

instrugdes do fabricante. A reacéo se constituiu de 4 ul da reagdo de RT-PCR, 1
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ul de solugéo contendo 300 mM de NaCl e 15 mM de MgCl,, além de 1 ul do
plasmideo (10 ng). A reagao foi incubada durante 10 min a temperatura ambiente,
seguida de 10 min no gelo.

Um lote de células de E. coli (linhagem XL-1) eletro-competentes foi
previamente preparado conforme o protocolo do guia de aplicagao e instrucdes de
operagao do eletroporador Micropulser (Bio-Rad). A transformacao foi realizada
por eletroporagdo, seguindo as orientagdes do fabricante. Incubou-se uma
aliquota de 40 ul de células eletro-competentes durante 25 min no gelo. A seguir,
foram adicionados 2 ul da reacédo de ligacdo entre pLITMUS 38i e cDNAs a
aliquota. A mistura ficou no gelo por mais 1 min, sendo em seguida transferida
para uma cubeta com 0,1 cm de abertura entre eletrodos (Gene Pulser cuvette,
Bio-Rad). Aplicou-se um pulso de 1,8 kV e imediatamente adicionou-se 1 ml de
meio LB liquido (Apéndice 1) estéril. As células foram transferidas para um tubo
de ensaio esterilizado e incubadas durante 1 h a 37 °C sob rotagdo de 225 rpm.
Apos, 50 ul da cultura foram espalhados em placas de Petri contendo meio LB
acrescido dos antibioticos tetraciclina (15 ng.ml™") e ampicilina (50 pg.ml™”") e de
4ul IPTG (200 mg.ml") e 40ul de X-gal (20 mg.ml™"). Os 950 pl restantes da
cultura foram centrifugados durante 10 s a 13.000 x g. As células precipitadas
foram ressupendidas em 50 ul de LB e espalhadas em uma nova placa de Petri,
conforme o passo anterior. As placas foram incubadas durante 18 h a 37 °C.

O produto da ligagéo entre pCR 4-TOPO e MV007 3’ foi introduzido em E.
coli (linhagem XL-1) por eletroporagdo, conforme os procedimentos descritos
anteriormente, exceto pelos antibidticos (foram utilizados 50 pg.ml" de

canamicina) e pela auséncia de IPTG e X-gal.
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As colbnias de E. coli da biblioteca de cDNAs foram selecionadas pela
coloracao branca nas placas de Petri contendo IPTG e X-Gal. As colbnias de E.
coli transformadas com o produto da ligacdo entre pCR 4-TOPO e MV007 3’
foram selecionadas através da PCR descrita no item 3.1.10.

Os plasmideos dessas bactérias foram extraidos segundo Aragao & Rech (1998).
Cada col6nia foi transferida para 3 ml de meio LB liquido acrescido de tetraciclina
(15 pug.ml™") e ampicilina (50 pg.ml™) (para as coldnias da biblioteca de cDNAs) ou
de canamicina (50 pg.ml”) (para as coldnias transformadas com pCR4-TOPO-
MVO007 3’) e incubadas durante 16 h a 37 °C sob rotagao de 250 rpm. As células
foram coletadas por centrifugacdo a 3.400 x g durante 5 min e apds foram
ressuspendidas em 200 ul de solucdo P1 [RNAse A (100 pg.ml™); Tris-HCI (50
mM, pH 8,0); EDTA (10 mM)], seguida de adicdo de 200 nul da solugédo P2 [NaOH
(200 mM); SDS (1%)]. O tubo de microcentrifuga contendo as células foi agitado
suavemente para uma homogeneizacdo completa e formagdo de uma solugao
viscosa indicando lise celular. Apés, foram adicionados 200 ul da solugdo P3
[Acetato de Potassio (3 M, pH 5,5)]. O conteudo foi novamente homogeneizado e
submetido a uma centrifugacéo de 16.000 x g durante 10 min. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo onde se adicionou igual volume de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v:v). O material foi agitado vigorosamente
durante 1 min e logo centrifugado durante 2 min a 16.000 x g. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo para a precipitagdo dos plasmideos, através da
adicao de igual volume de isopropanol e 10% do volume de acetato de sédio a 3
M (pH 5,2) e incubagao durante 2 h a -20 °C. A seguir, o material foi centrifugado

a 16.000 x g durante 15 min. O precipitado obtido foi lavado com 1ml de etanol
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70% e ressuspendido em 30 ul de agua ultra-pura. A quantidade de plasmideo foi

estimada por leitura em espectrofotdbmetro a 260 nm (SmartSpec Plus, Bio-Rad).

3.1.8. Macroarranjo de cDNAs

Uma aliquota de 2,3 ul de cada plasmideo da biblioteca de cDNAs foi
aplicada em um pedagco de membrana de nylon carregada positivamente
[Hybond-N+ (Amersam Biosciences)] utilizando uma micropipeta. Trés
membranas (repeticdes) foram produzidas por este processo. Os plasmideos
foram fixados as membranas conforme a recomendacéao do fabricante: incubagao
por 2 h a 80 °C.

As sondas foram sintetizadas a partir do RNA total extraido de 3 materiais,
2 contendo RNAs de RSNV [plantas do cultivar BR IRGA 409 infectadas com
RSNV (ensaio bioldgico) e o virus purificado parcialmente] e um sem RNA de
RSNV [plantas do cultivar BR IRGA 409 néao infectadas com RSNV (ensaio
bioldgico)]. Um nucleotideo marcado com fluoroforo (Fluoresceina-11-dUTP,
Amersham Pharmacia Biotech) foi incorporado a primeira fita de cDNA através da
transcricdo reversa do RNA utilizando o “Thermoscript RT-PCR System”
(Invitrogen). A reacao foi realizada nas mesmas condigcdes utilizadas na sintese
da primeira fita de cDNA da biblioteca de cDNAs (item 3.1.4.), exceto pela
quantidade de RNA total (27 ug de RNA das plantas do cultivar BR IRGA 409 com
ou sem RSNV e 1,7 ug de RNA do virus purificado parcialmente) e pela adigao de
242 pmoles de FluoroGreen (0,11 mM na concentragao final).

Apods a reacado de RT, o cDNA de fita simples (ss cDNA) foi purificado

através do “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega). Todo ss
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cDNA recuperado foi utilizado como molde para a marcagcdo da segunda fita de
cDNA, através do kit “Gene Images Random Prime Labelling module” (Amersham
Biosciences), baseada nas recomendagdes do fabricante. A reacao foi constituida
de 34 ul do ss cDNA recuperado, 5 U do fragmento grande da enzima DNA
polimerase | (Klenow), 10 ul de mistura de nucleotideos (fluoresceina-11-dUTP,
dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e 5 nul dos oligonucleotideos iniciadores nonameros
randémicos, completando um volume de 50 pul. A mistura foi incubada durante 2 h
a 37 °C. A reacéao foi finalizada com a adi¢gao de EDTA (concentracgao final de 20
mM).

A hibridizacao e a detecgao foram realizadas com a utilizagao do kit “Gene
Images CDP-Star Detection module” (Amersham Biosciences). Cada uma das 3
membranas foi colocada em contato com a solugao de pré-hibridizagdo [SSC 5X
(75 mM de citrato de sédio, 0,75 M de NaCl); 5% de liquido de bloqueio; 0,1% de
SDS] durante 2 h a 62 (x2) °C, sob rotacdo de 4 rpm. Todas etapas de
hibridizagao e lavagens foram realizadas em forno de hibridizagao (Hybridization
oven/shaker, Amersham Biosciences). As sondas foram desnaturadas durante 5
min a 100 °C, cada uma colocada no liquido de pré-hibridizagdo. Cada liquido de
pré-hibridizacdo contendo uma sonda (Liquido de hibridizagdo) foi colocado em
contato com uma membrana e incubado durante aproximadamente 16 h a 62 (+2)
°C, sob rotagdo de 4 rpm para a hibridizagao. Apdés, a membrana foi lavada 2
vezes por 15 min a 62 (x2) °C, sob rotagao de 5 rpm, com a solugéo de lavagem |
[SSC 2X (30 mM de citrato de sédio e 0,30 M de NaCl) e 0,1% de SDS], e 2 vezes
por 15 min a 62 (£2) °C, sob rotacdo de 5 rpm, com a solugao de lavagem Il [SSC

1X (15 mM de citrato de sodio e 0,15 M de NaCl) e 0.1% de SDS]. Apds, cada
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membrana foi colocada em 50 ml de solugédo de bloqueio [10% de liquido de
bloqueio (Amersham Biosciences) em tampao A (100 mM de Tris-HCI (pH 9,5);
300 mM de NaCl)] previamente esterilizado, durante 1 h a temperatura ambiente,
sob rotacdo de 4 rpm. Em seguida, cada membrana foi imersa em 30 ml de
tampao A contendo 0,5% de Albumina de Soro Bovina (BSA) e 0,02% de
conjugado anti-fluoresceina/fosfatase alcalina (Amersham Biosciences) e
incubada durante 1 h a temperatura ambiente, sob rotacdo de 4 rpm. As
membranas foram lavadas 3 vezes, durante 10 min a temperatura ambiente, com
200 ml de tampao A contendo 0,3% de Tween 20, e uma vez apenas com 200 ml
de tampao A. Para a detecgao do sinal, cada membrana foi coberta com 1,5 ml do
liquido de deteccao (CDP-Star detection reagent, Amersham Biosciences), que
contém dioxetano, substrato da fosfatase alcalina, e incubada durante 5 mim a
temperatura ambiente. Apds, o excesso de liquido foi retirado e as membranas
foram envolvidas por filme de PVC. O processo de exposicdo e revelagao foi
realizado no escuro. O filme de revelagcdo, Kodak diagnostic film X-Omat XK1
(Kodak), foi exposto as membranas durante 1 h. A revelagao do filme foi realizada
com a imersao em solucao reveladora (GBX, Kodak) durante 30 s, seguida de
imersao durante 5 s em agua destilada, 45 s em solucao fixadora (GBX, Kodak) e
5 s em agua destilada. O filme foi fotografado utilizando-se o sistema de
fotodocumentacao “Electrophoresis Documentation and Analysis System 120”

(Kodak Digital Science 1D).

3.1.9. Sequenciamento

Alguns dos clones da biblioteca de cDNAs que hibridizaram seletivamente
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com sondas contendo sequéncias de RSNV e o produto MV007 3’ ligado em
pCR4-TOPO foram sequenciados no Laboratério ACTGene (Centro de
Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando-se o sequenciador
automatico “ABI-PRISM 3100 Genetic analyzer” armado com capilares de 50 cm e
polimero POP6 (Applied Biosystems). Os plasmideos (100 ng) foram marcados
utilizando 4,5 pmoles do primer PUC/M13 FOR (5
CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 3’) ou do primer PUC/M13 REV (5
TCACACAGGAAACAGCTATGAC 3’) e 2 ul do reagente “BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing RR-100" (Applied Biosystems) em um volume final de 10 pul. As
reacdes de marcacao foram realizadas em termociclador “GeneAmp PCR System
9700” (Applied Biosystems) com uma etapa de desnaturacgao inicial a 96 °C por 3
min seguida de 25 ciclos de 96 °C por 10 s, 55 °C por 5 s e 60 °C por 4 min.
Depois de marcadas, as amostras foram purificadas pela precipitagcdo com
isopropanol (1:1, v:v) e lavagem com etanol 70%. Os produtos precipitados foram
diluidos em 10 ul de formamida, desnaturados a 95 °C por 5 min, resfriados em
gelo por 5 min e eletroinjetados no sequenciador automatico. Os dados do
sequenciamento foram coletados utilizando-se o programa “Data Collection
v1.0.1” (Applied Biosystems).

Os eletroferogramas das seqUéncias de nucleotideos obtidos foram
manipulados através do programa “Chromas Lite” (Technelysium Pty Ltd) para a
obtencdo das sequéncias em formato FASTA. Inicialmente, as sequéncias foram
submetidas ao programa VecScreen [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/
VecScreen.html (Altschul et al., 1997)] para eliminar as regides pertencentes ao

plasmideo. Em seguida, a regido referente aos insertos foi comparada as
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sequéncias de nucleotideos, de proteinas e de dominios conservados de
proteinas das bases de dados do GenBank utilizando os programas BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para encontrar regides de similaridade local
entre as sequéncias. Os programas utilizados foram o Blastn, para comparacgéao
nucleotideo-nucleotideo, Blastx para comparagdo da sequéncia traduzida-
proteina (Altschul et al., 1997) e rps-Blast para encontrar dominios de proteinas
(Marchler-Bauer & Bryant, 2004). As sequéncias deduzidas de aminoacidos, que
foram submetidas ao programa rps-Blast, foram obtidas através de um programa
que produz 6 possiveis leituras de  tradugdo da proteina
[http://searchlauncher.bcm.tmc.edu (Worley et al., 1998)]. As sequéncias do
mesmo plasmideo, obtidas a partir do uso de PUC/M13 FOR e PUC/M13 REV
(opostas), foram comparadas entre si, através do programa de alinhamento de
multiplas  sequéncias  ClustalW 1.8  [http://searchlauncher.bcm.tmc.edu

(Jeanmougin et al., 1998)] para a montagem de uma sequéncia consenso.

3.1.10. AmplificacGes de DNA e RNA

Dois oligonucleotideos iniciadores, RSNV7-1 (6" CGAAGCACGTTAGCAA
GTTGCTC 3°) e RSNV7-2 (5° CGGAATTCCCGTTTGGAAAAGG 3°), foram
sintetizados de modo a serem complementares as extremidades de um clone
(MV007, que possivelmente contém um fragmento do genoma de RSNV) e
orientados para amplificar sua regiao interna.

O RNA total de folhas e raizes de plantas do cultivar EPAGRI 108
infectadas com RSNV foram submetidos a uma RT-PCR conforme a reagao

descrita por Murphy & Taiz (1995). A reagao foi composta de 250 ng de RNA total;
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320 pM de cada dNTP; 50 mM de Tris-HCI (pH 8,3); 75 mM de KCI; 3 mM de
MgCly; 11,6 mM de DTT; 1,32 uM de oligonucleotideo iniciador RSNV7-1, 32 U de
enzima transcritase reversa MMLV (Amersham Biosciences) e agua ultra-pura até
completar 5 ul. A reagao foi incubada durante 1 h a 37 °C. O cDNA resultante foi

utilizado como molde na PCR (50 pl), que foi constituida da reacéo de RT (10%,
v/v); 200 uM de cada ANTP; 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM de KCI, 2 mM de
MgCl,; 0,8 uM de cada oligonucleotideo iniciador, RSNV7-1 e RSNV7-2, e 1 U de
Taqg DNA polimerase (Invitrogen). A reacéo foi incubada no termociclador PTC-
100 (MJ Research) nas seguintes condigdes: desnaturagao inicial a 94 °C por 10
min, 30 ciclos constituidos de desnaturacdo a 94 °C por 1 min, pareamento a 57
°C por 30 s e extensao a 72 °C por 1 min, seguido de uma extenséo final a 72 °C
por 5 min. O mesmo procedimento foi realizado substituindo os oligonucleotideos
iniciadores RSNV7-1 e RSNV7-2 por ACT-R (5 AGGAAGCTCGTAGCTCTTCTC
3’) e ACT-F (5 GATCTGGCATCACACCTTCTA C 3’), que sao baseados no RNA
mensageiro (mMRNA) de uma actina de Oryza sativa (RAc1) [numero de acesso no
GenBank: X16280 (McElroy et al., 1990)].

A regido 3’ da fita do RNA que deu origem ao clone MV007 foi amplificada
através da RT-PCR de um RNA total de arroz contendo RSNV (item 3.1.1.),
baseada na RT-PCR descrita por Murphy & Taiz (1995). O RNA total (330 ng) foi
transcrito reversamente na reacido composta de 320 uM de cada dNTP; 50 mM de

Tris-HCI (pH 8,3); 75 mM de KCI; 3 mM de MgCl; 11,6 mM de DTT; 1,32 uM de

oligonucleotideo iniciador antisenso OligodT/NOT (5° GCGGCCGCTTTTTTTTTT
TTTTTTTT 3’); 32 U de enzima transcritase reversa MMLV (Amersham

Biosciences) e agua ultra-pura até completar 5 ul. A reagao foi incubada durante 1
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h a 37 °C. O cDNA resultante foi utilizado como molde na PCR (50 nl), que foi
constituida da reacéo de RT (10%, v/v); 200 uM de cada dNTP; 20 mM de Tris-
HCI (pH 8,4); 50 mM de KCI; 2 mM de MgCly; 0,8 uM de cada oligonucleotideo
iniciador, senso (RSNV7-2) e antisenso (OligodT/NOT), e 1 U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen). A reacdo foi incubada no termociclador PTC-100 (MJ
Research) nas seguintes condi¢des: desnaturagao inicial a 94 °C por 10 min, 35
ciclos constituidos de desnaturacéo a 94 °C por 1 min, pareamento a 50 °C por 30
s e extensdo a 72 °C por 3 min, seguido de uma extensao final a 72 °C por 10
min.

As colbnias obtidas da transformagao de E. coli com MV007 3’ ligado a
pCR4-topo foram submetidas a uma PCR com os oligonucleotideos iniciadores
baseados na regido M13 do plasmideo, utilizados para confirmagdo da clonagem
do fragmento esperado. Utilizando-se um palito, cada colénia de bactéria
transformada foi tocada e o material aderido no palito foi colocado em 20 ul de
solugdo contendo 200 uM de cada dNTP; 1 U de Taqg DNA polimerase
(Invitrogen); 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM KCI; 2,0 mM de MgCly; 0,5 uM
de cada oligonucleotideo iniciador, PUC/M13 FOR e PUC/M13 REV. A PCR foi
incubada no termociclador PTC-100 (MJ Research) nas seguintes condicdes:
desnaturacgao inicial a 94 °C por 10 min, 30 ciclos constituidos de desnaturagao a
94 °C por 1 min, pareamento a 50 °C por 1 min e extensdo a 72 °C por 1 min e 45
s, seguidos de uma extensao final a 72 °C por 5 min.

Trés DNAs gendmicos de arroz, de plantas dos cultivares BR-IRGA 409,
IRGA 417 e EPAGRI 108 [banco de DNAs e RNAs do Laboratério de

Fitopatologia Molecular (LFM/UFRGS)] foram submetidos a uma PCR com os
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oligonucleotideos iniciadores RSNV7-1 e RSNV7-2. A reacao foi constituida de
200 ng de DNA; 200 uyM de cada dNTP; 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM de
KCI; 2 mM de MgCly; 0,8 uM de cada oligonucleotideo iniciador; e 1 U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen). A reagao foi incubada no termociclador PTC-100
(MJ Research) nas seguintes condi¢des: desnaturagao inicial a 94 °C por 10 min,
30 ciclos constituidos de desnaturagao a 94 °C por 30 s, pareamento a 57 °C por
30 s e extensao a 72 °C por 1 min, seguido de uma extensao final a 72 °C por 5
min. O mesmo procedimento foi realizado substituindo os oligonucleotideos
iniciadores RSNV7-1 e RSNV7-2 por ACT-R e ACT-F.

Os produtos das RT-PCRs e PCRs foram separados por eletroforese em
gel de agarose (Gibco BRL) a 1,5% (PCR) ou a 0,6% (RT-PCRs) contendo
tampao TBE 1X [90 mM de Tris-HCI (pH 8,3); 90 mM de acido bérico; 2 mM de
EDTA]. O gel foi corado com brometo de etidio (0,5 pg.ml™), fotografado e
analisado através do sistema de fotodocumentacdo “Electrophoresis

Documentation and Analysis System 120" (Kodak Digital Science 1D).

3.2. Deteccao de RSNV através de RT-PCR

3.2.1. Material vegetal

Plantas de arroz com ou sem sintomas do enrolamento foram coletadas em
propriedades localizadas nas seguintes regides de produgdo de arroz do RS
listadas pelo Instituto Riograndense do Arroz (IRGA): Depressdo Central,
Fronteira Oeste e Planicie Costeira Externa (Figura 2). As propriedades foram

escolhidas com base nas informagcdes sobre a ocorréncia do enrolamento do



39

arroz fornecidas pelos Nucleos de Assisténcia Técnica e Extensao Rural (NATE’s)

do IRGA.

Amostra

Local

Cultivar

Observacdes sobre a area
amostrada

1A

1B

2A

2B

3A

3B

4A

4B

Municipio de Manoel
Viana. Rodovia RS
377

IRGA 422CL

Alta incidéncia da doencga na safra
2004/05.

Alta incidéncia da doenca na safra
2004/05.

5A

5B

6A

6B

7A

7B

8A

8B

9A

9B

10A

10B

Municipio de Sao
Borja. Rodovia BR 287

IRGA 422CL

Doenca observada desde a safra
2002/03.

Doenca observada desde a safra
2002/03.

Primeiro ano de cultivo com arroz.

11A

11B

12A

12B

13A

13B

14A

14B

Municipio de Sao
Miguel das Missdes,
localidade de Mato
Grande

IRGA 422CL

IRGA 417

Alta incidéncia da doenca na safra
2004/05

15A

15B

16A

16B

17A

17B

18A

18B

Municipio de Dona
Francisca

IRGA 422CL

Area com histérico de ocorréncia da
doenca.

IRGA 417

Area com histérico de ocorréncia da
doencga.

19A

19B

20

Municipio de
Cachoeirinha. Estacao
Experimental do Arroz,
IRGA.

IRGA 417

Linhagem do programa de
melhoramento, cultivada em casa de
vegetacao

FIGURA 2. Identificacdo das amostras de plantas de arroz coletadas no Estado
do RS, safra 2005/06. UFRGS, RS, 2005.
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Cada amostra foi analisada quanto a presenga dos sintomas
caracteristicos da doencga: a ocorréncia de listras necréticas e distorcado das
folhas. Apds o transporte para o laboratério, as amostras foram analisadas quanto
a presencga de P. graminis. Aproximadamente 20% das raizes de cada amostra
foram mantidas durante 10 min a 95 °C em solugao de azul de tripan a 0,1%. Em
seguida, as raizes foram lavadas com agua destilada e incubadas durante 10 min
a 95 °C em agua destilada. Até 6 fragmentos de raizes (2-4 cm) foram analisados

sob microscoépio Optico para a observacao de cistosoros de P. graminis.

3.2.2. Extrag&do de RNA

O RNA total das plantas coletadas foi extraido segundo o método de Bugos
et al. (1995), conforme descrito anteriormente (item 3.1.3.) utilizando o tecido do
colo da planta como fonte. Algumas plantas apresentando sintomas da doenca
foram separadas em perfilhos sem sintomas, folhas sem sintomas de perfilhos
com sintomas, folhas com distor¢cao e folhas com listras necréticas. Estas partes
também foram submetidas a extragdo de RNA. A concentracdo de RNA total foi
estimada por leitura em espectrofotdmetro a 260 nm (SmartSpec Plus, Bio-Rad).

O RNA foi armazenado a -20 °C.

3.2.3. RT-PCR
Os RNAs totais de plantas dos cultivares BR-IRGA 409, IRGA 417 e
EPAGRI 108, infectadas e nao infectadas com RSNV, [(item 3.1.3.) e RNAs do

banco de DNAs e RNAs do LFM/UFRGS] foram submetidos a uma RT-PCR
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conforme o procedimento realizado com RNA total de folhas e raizes, exposto no
item 3.1.10.

Outra RT-PCR foi realizada com essas mesmas condigdes, exceto pela
utilizagao apenas dos oligonucleotideos iniciadores RSNV7-1 e RSNV7-2 e da
quantidade de RNA total, de 250 ng, ou 25 ng, ou 2,5 ng ou 0 ng (controle
negativo). O RNA utilizado foi extraido de plantas do cultivar IRGA 422CL
infectadas com RSNV (item 3.2.1, amostra 2b). Os produtos das RT-PCRs foram
separados por eletroforese, conforme descrito no 3.1.10, com 1,5% de agarose.

Uma terceira RT-PCR foi realizada com a utilizacdo simultanea de 2 pares
de oligonucleotideos iniciadores, com objetivo de co-amplificar os alvos de RSNV
e actina. Os RNAs obtidos (item 3.2.2.) mais 2 RNAs-controle, RNA de plantas do
cultivar EPAGRI 108 com RSNV e RNA de plantas do cultivar BR IRGA 409 sem
RSNV (item 3.1.3.), foram transcritos reversamente numa reagdo composta de
250 ng de RNA total; 320 yuM de cada dNTP; 50 mM de Tris-HCI (pH 8,3); 75 mM

de KCI; 3 mM de MgCly; 11,6 mM de DTT; 1,32 uM de oligonucleotideo iniciador

OligodTey (6 TTTTTTTTTTTTTTTT 3’); 32 U de enzima transcritase reversa
MMLV (Amersham Biosciences) e agua ultra-pura até completar 3 ul. A reagéo foi
incubada durante 1 h a 37 °C. O cDNA resultante foi utilizado como molde na
PCR (30 ul), que foi constituida da reagédo de RT (10%, v/v); 200 uM de cada
dNTP; 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4); 50 mM de KCI; 2 mM de MgCly; 0,8 uM de
cada oligonucleotideo iniciador, RSNV7-1, RSNV7-2, ACT-R e ACT-F, e 1 U de
Taq DNA polimerase (Invitrogen). A reacdo foi incubada no termociclador PTC-
100 (MJ Research) nas seguintes condigdes: desnaturagao inicial a 94 °C por 10

min, 30 ciclos constituidos de desnaturacdo a 94 °C por 1 min, pareamento a
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50 °C por 30 s e extensdo a 72 °C por 1 min, seguido de uma extenséao final a
72 °C por 5 min. Os produtos das RT-PCRs foram separados por eletroforese,

conforme descrito no item 3.1.10, com 1,5% de agarose.

3.2.4. Andlise estatistica da detecc¢do através da RT-PCR

Os resultados obtidos com a deteccdo de RSNV através da RT-PCR com
co-amplificagdo de actina foram comparados aos resultados da avaliagdo da
presenca de sintomas nas folhas e de cistosoros nas raizes (item 3.2.1.) através
do teste de qui-quadrado (%) de associacdo, a um nivel de 5% de probabilidade

de erro.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento parcial do genoma de RSNV

Apesar do longo periodo que transcorreu desde o primeiro registro de
ocorréncia de RSNV em arroz por Louvel & Bidaux (1977), o sequenciamento
total, ou mesmo parcial, do genoma de RSNV ainda n&o foi realizado.
Consequentemente, o conhecimento sobre os produtos génicos de RSNV e a
similaridade de seu genoma com o de outros virus € inexistente. Também sé&o
escassos 0s estudos sobre a doencga causada por RSNV em arroz.

No presente trabalho, 3 tentativas foram empreendidas a fim de isolar
sequéncias do genoma de RSNV. A primeira estratégia foi a da purificacdo de
dsRNAs, intermediarios da replicacédo viral que podem servir de molde para a
sintese de cDNAs. Estes, por sua vez, podem ser clonados e sequenciados.
Embora essa estratégia tenha sido empregada com sucesso no isolamento de
alguns virus, como, por exemplo, Cherry virus A [CVA (Jelkmann, 1995)] e um
isolado chinés de Tobacco bushy top virus [TBTV (Mo et al., 2003)], no presente
trabalho ndo houve sucesso com a utilizagdo desse procedimento (dados nao
mostrados). Talvez, no caso de RSNV a concentracdo de dsRNA nos tecidos
usados para extracdo nao foi suficiente para obter cDNAs em quantidade

suficiente para a clonagem.
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A segunda estratégia foi baseada na hipotese da conservagao entre os
genomas de virus que pertencem a determinados grupos. Como exemplo disto,
Nemchinov et al. (2004) seqlienciaram o genoma completo de Beet mosaic virus
(BtMV) a partir de cDNAs do virus produzidos através de RT-PCR utilizando
oligonucleotideos iniciadores baseados em regides conservadas de membros do
género Potyvirus. No presente trabalho foram desenvolvidos oligonucleotideos
iniciadores baseados em regides conservadas da RNA polimerase e do
capsideo de 2 Benyvirus: BNYVV e BSBMV. RSNV foi reclassificado por Morales
et al. (1999b), passando a ser considerado um membro do género Benyvirus.
Portanto, o uso de oligonucleotideos iniciadores baseados em genes codificantes
de produtos génicos que, normalmente, sdo estruturalmente conservados dentro
de grupos virais, possivelmente amplificaria fragmentos do genoma de RSNV
através da RT-PCR. Os resultados indicaram a auséncia de fragmentos
correspondentes em RSNV (dados ndo mostrados). E possivel que RSNV seja
estruturalmente distinto dos demais Benyvirus. Por outro lado, mesmo que seja
estruturalmente similar, poucas diferencas na seqténcia de nucleotideos entre
RSNV e os outros Benyvirus, nas regidoes escolhidas para desenho dos
oligonucleotideos iniciadores, poderiam explicar a auséncia de produtos
especificos amplificados pela RT-PCR.

Em virtude dessas dificuldades, foi adotada a estratégia de analise da
expressao diferencial de genes. Considerou-se para tanto que os mRNAs de
RSNV possuem uma cauda de poli-A na extremidade 3’ da fita (Morales et al.,

1999b) e que os genes expressados a partir do genoma viral sdo acumulados em
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grande quantidade na célula vegetal de plantas infectadas, mas sdo ausentes em
plantas sem o virus.

Desse modo, construiu-se uma biblioteca de cDNAs a partir do RNA de fita
simples (poli-A) de RSNV purificado parcialmente. Foram obtidos 86 clones nessa
biblioteca. Posteriormente, a biblioteca foi submetida a hibridizacdo com 3 sondas
distintas: a primeira foi sintetizada a partir de RNA de plantas de arroz infectadas
com RSNV; a segunda sintetizada a partir de RNA de plantas do mesmo cultivar,
porém nao infectadas com RSNV; e a terceira a partir de RNA de RSNV
parcialmente purificado. Os resultados da hibridizagcao revelaram que 39 clones
hibridizaram-se com as sondas sintetizadas a partir de RNA de plantas contendo
RSNV e do virus purificado parcialmente, mas nao com sondas sintetizada a partir
de plantas nao infectadas com RSNV (Figura 3, Apéndice 2). Doze desses clones
foram sequienciados (Apéndice 3) e comparados as sequéncias depositadas no
banco de genes (GenBank) a fim de identificar similaridades com sequéncias
conhecidas (Apéndice 4).

A analise dos clones através da hibridizagdo n&o permite distinguir
inequivocamente se os clones sao originados de mRNAs de arroz expressados
em resposta a RSNV ou ao seu vetor (P. graminis), de mRNAs de P. graminis, ou
ainda de mRNAs de RSNV. Trés clones sequenciados, MV006, MV007 e MV140,
correspondem a cDNAs que ndo possuem similaridade a nenhuma sequéncia
depositada no GenBank. O arroz apresenta mais de 95% do genoma do grupo
indica (Yu et al., 2001) e 95% do genoma do grupo japonica (INTERNATIONAL
RICE GENOME SEQUENCING PROJECT - IRGSP, 2005) ja sequenciado, além

de diversas bibliotecas de EST's produzidas sob diversas condi¢des
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FIGURA 3. Macroarranjos de clones da biblioteca de cDNAs. A) Hibridizagdo com
sondas sintetizadas a partir de RNA de plantas do cultivar BR-IRGA
409 infectadas com RSNV; B) Hibridizagdo com sondas sintetizadas a
partir de RNA de plantas do cultivar BR-IRGA 409 n&o infectadas com
RSNV; C) Hibridizagdo com sondas sintetizadas a partir de RNA de
RSNV purificado parcialmente. As caixas pretas (006 a 160) indicam
os clones que hibridizaram com as sondas contendo RSNV (A e C). A
caixa branca (ACT) indica o cDNA de actina, controle positivo.
UFRGS, Porto Alegre, RS, 2005.
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(estresses bidticos e abidticos, estadios fenoldgicos, etc.) depositadas no
GenBank. Portanto, dificimente os cDNAs analisados corresponderiam a
sequéncias do genoma de arroz.

Entre os 3 clones que possivelmente contém sequéncias de RSNV, MV007
foi 0 que hibridizou com uma maior intensidade de sinal (Figura 3), possivelmente
resultado de acumulagdo de RNA viral em maior abundancia durante a etapa de
replicacdo do virus presente no tecido coletado. Em fungao disso, esse clone foi
usado como referéncia para avaliar experimentalmente se o0 mesmo poderia ser
originado de plantas de arroz ou de P. graminis. Essa analise foi feita através de
PCR e RT-PCR utilizando 2 oligonucleotideos iniciadores, RSNV7-1 e RSNV7-2,
que foram desenvolvidos com base na sequéncia de MV007 para gerar um
fragmento de 194 pb. Os resultados indicaram auséncia de produtos da PCR
utilizando DNA gendmico de arroz (Figura 4). A possibilidade de que MV007 seja
originado a partir de um mRNA de P. graminis pode ser descartada em fungao da
amplificacdo do fragmento esperado, através da RT-PCR, a partir de RNA
extraido de folhas de plantas infectadas (Figura 5). As espécies do género
Polymyxa sdo todas parasitas obrigatorios intracelulares e especificos de raizes
(Delfosse et al., 2000). Desse modo, tanto os resultados de analise de
similaridade com o banco de genes como os resultados da analise molecular
indicam que ¢é altamente provavel que MVOO07 represente uma sequéncia
originada do genoma de RSNV.

Através de RT-PCR combinando o oligonucleotideo iniciador senso,

RSNV7-2, e outro oligonucleotideo iniciador complementar a cauda de poli-A,
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Eletroforese dos produtos amplificados pela PCR a partir de
DNA genbmico de arroz. A: Oligonucleotideos iniciadores
especificos para MV007; B: oligonucleotideos iniciadores
especificos para actina; P: padrao de massa molecular de DNA;
1: controle negativo (agua); 2: Controle positivo (Clone MV007);
3-5: DNA de plantas dos cultivares de arroz; 3: EPAGRI 108; 4:
BR IRGA 409; 5: IRGA 417. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2005.
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FIGURA 5.

Eletroforese dos produtos amplificados pela RT-PCR a partir de
RNA de raizes e folhas de plantas de arroz infectadas com
RSNV. A: Oligonucleotideos iniciadores especificos para
MVO007; B: oligonucleotideos iniciadores especificos para
actina; P: padrdo de massa molecular de DNA; 1: controle
negativo da reagdo (agua); 2: Controle positivo para RSNV
(RNA de plantas do cultivar IRGA 417 infectadas com RSNV);
3: Controle negativo para RSNV (RNA de plantas do cultivar BR
IRGA 409 néo infectadas com RSNV); 4: RNA de raizes de
plantas do cultivar EPAGRI 108 infectadas com RSNV, 5: RNA
de folhas de plantas do cultivar EPAGRI 108 infectadas com
RSNV. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2005.
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OligodT/NOT, foi isolada a regidao 3’ da fita correspondente ao RNA de origem do

clone MV007 (Figura 6). Essa regido, denominada MVO007 3’, possui 957

nucleotideos (nt) e uma cauda de poli-A (Figura 7). O sequenciamento desse

fragmento maior (MV007 3’), assim como o fragmento menor (MV007), nao

permitiu encontrar similaridade com qualquer outra sequéncia conhecida ou

mesmo indicar uma possivel fungdo do produto viral.
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FIGURA 6. Eletroforese dos produtos amplificados pela RT-PCR
usando os oligonucleotideos iniciadores oligodT/NOT
e RSNV7-2. P: padrdao de massa molecular de DNA;
1: RNA de plantas de arroz sem RSNV; 2: RNA de
plantas de arroz com RSNV. O produto especifico da
reagcao esta indicado pela seta (~950pb). UFRGS,
Porto Alegre, RS, 2005.

CTTCGGAATTCCCGTTTGGAAAAGGAAGCACTGAACTGTAGAACGTGTGCCTCCGAAGAGGCTGTTTCTC
GTGATTGCGACGAAAGTTCTGAGGTGTCAGAGGGTTCGGACTTCTGTCCCGACTCGCCAACAGGTTTTGA
TATTAAGATGTCCAATTCTCCGGAAGAGGCAT T TSN A Ry Y [ ME®e T AAGGCCCGTAGG
ATTCTCGAGCGACGTCATAAATACATACGGCGTTTGGCGAAGAAGGATAGTGGCAGAGCTCTCATGGCAT
CTAAGGTCATGGTTTCGAATCTAAAGGATCAGCTCAATAGTGATATTGCCAAAGGCAAGGCCAATGTTGA
AGACTCCGCAGTTGTCAGGCAGGTTTATGCCTCTTTGATGGATTTGGGGATGTCTGCAGTCGAAGGCCTT
GAATCTGTGTCTGAGGTGGGCATACGTCACTCCAAAGAATCCCCTCTACGGGAAACTTAAGAGTGAAAAC
AAAGGCTAGTTCACGAGCCTCCGACTTGTCGGTTTACGTGGACACAAAAAGAGACGTGGGCCGTGAAAGT
CGGCTCTAACGATGTCCGTGAAAGTCGGGCATATGTGGGTAACGCCACAATAAATTCTGTGTGAGTTACA
GAGGTTTGTGATGACATTAATTACCCCCTACACATAATTGGATCTTCAAATCCGGTGATGTGATTGACAA
CCACGAACTGGTTATATTCAGGTGACGGCCGTAGCTCCAAAGAGATGGTCTACCGCGGTAGGTGTATACC
AACCTGATGTAATCAAAGTAATGGGTTCCTTTCTTCTGACGGCCGTAGCTCCTTTGGGGATGTCTACCGC
GATAGGCTTTGCCCTTAAGATTGGAATGTTGGTTGTGTAACCGGTTGTGGACCGAGTTGTGTGTTGTTGT
TGTTAGTGTGATTATAAATATCTGTTAGTCTGTTTATAGACTATAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA (1
(957 nt + cauda de poli-A)

FIGURA 7. Seqiéncia de nucleotideos de MV007 3. A regido sublinhada

corresponde ao clone MV007; As caixas cinza e representam os
oligonucleotideos iniciadores RSNV7-2 e RSNV7-1, respectivamente.
UFRGS, Porto Alegre, RS, 2005.
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Um resultado relevante na analise da sequéncia de MV007 3’ € a auséncia
de similaridade com as sequéncias dos outros Benyvirus conhecidos, BNYVV e
BSBMV, ainda que este fato ndo seja surpreendente, pois Morales et al. (1999b)
encontraram diferencas entre o tamanho dos RNAs 3 e 4 de RSNV e dos RNAs 3
e 4 dos demais Benyvirus. Mais ainda, quando comparados os RNAs 3 e RNAs 4
de BSBMV e BNYVV, se verifica que apenas duas regides pequenas, de 39-50 pb
no caso dos RNAs 3 e de 120-140 pb no caso dos RNA 4, apresentam
similaridade significativa de nucleotideos. Esses resultados explicam também
porque a RT-PCR com oligonucleotideos iniciadores baseados em regides
conservadas da RNA polimerase e do capsideo de BNYVV e BSBMV néo

amplificaram fragmentos do genoma de RSNV.

4.2. Deteccédo de RSNV através de RT-PCR

4.2.1. Teste da especificidade da deteccéo

Com o objetivo de avaliar a especificidade dos oligonucleotideos
iniciadores RSNV7-1 e RSNV7-2 para RSNV, os RNAs de plantas de 3 cultivares
de arroz, infectadas e nao infectadas com RSNV, foram submetidos a uma RT-
PCR. Verificou-se que o fragmento esperado € amplificado somente a partir de
RNA de plantas de arroz infectadas (Figura 8), o que mostra a existéncia de
especificidade do método de deteccdo. Além disso, a comparagao entre esses 2
oligonucleotideos iniciadores e as sequéncias depositadas no GenBank néo
revelou similaridade significativa com qualquer outra sequéncia de outro

organismo.
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FIGURA 8. EIetréforese dos produtos amplificados pela RT-PCR a partir de RNA
de plantas de 3 cultivares de arroz infectadas e nao infectadas com
RSNV. A: Oligonucleotideos iniciadores especificos para MV007; B:
oligonucleotideos iniciadores especificos para actina; P: padrdo de
massa molecular de DNA 1kb; 1, 3 e 5: RNA de plantas infectadas
com RSNV, 2, 4 e 6: RNA de plantas nao infectadas com RSNV; 1 e 2:
cultivar EPAGRI 108; 3 e 4: cultivar BR IRGA 409; 5 e 6: cultivar IRGA
417; 7: RNA de RSNV purificado parcialmente. UFRGS, Porto Alegre,
RS, 2005.
4.2.2. Teste da otimizagcdo da amostragem
A fim de avaliar as diferentes partes da planta como fonte de RNA viral
para a RT-PCR, as seguintes partes foram testadas: perfilhos sem sintomas de
plantas com sintomas em outras partes, folhas sem sintomas produzidas em
perfilhos com sintomas, folhas com sintoma de distorgdo e folhas com sintomas
de listras necroticas, raizes de plantas com sintomas e parte aérea de plantas
com sintomas.
Os sintomas do enrolamento do arroz sao observados principalmente na
parte aérea e iniciam-se com o aparecimento de listras longitudinais amareladas
ou necréticas nas folhas, seguido da distorcdo das folhas mais jovens ou das

paniculas. Embora ndo exista informagdo sobre o movimento dos virions de

RSNV dentro da planta de arroz, os resultados da deteccdo de RSNV no presente
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estudo s&o coerentes com essa sequéncia de aparecimento de sintomas, ja que o
virus é detectado nas folhas mais jovens com distor¢gao (Figura 9), além das
raizes, onde ocorre a infecgdo através de P. graminis (Figura 5), mas néo é

detectado em folhas e perfilhos sem sintomas.
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FIGURA 9. Deteccdo de RSNV através de RT-PCR em
diferentes partes da planta infectada. P: padrao de
massa molecular de DNA 1 Kb; 1: RNA de perfilho
sem sintoma da doencga; 2: RNA de folhas sem
sintomas de um perfilho com sintomas; 3: RNA de
folhas com sintoma de distor¢ao; 4. RNA de folhas
com sintoma de listras necréticas; 5: Controle positivo
para RSNV (RNA de plantas do cultivar IRGA 417
infectadas com RSNV); 6: Controle negativo para
RSNV (RNA de BR IRGA 409 nao infectado); 7:
Controle negativo para a reagdo (agua); <: Produto
amplificado entre ACT-R e ACT-F (~450 pb); <« :
Produto amplificado entre RSNV7-1 e RSNV7-2 (194
pb). UFRGS, Porto Alegre, RS, 2006.

O fato de RSNV néo ser detectado em folhas com necrose ainda é dificil de
ser esclarecido tendo em vista o pouco conhecimento sobre o virus. E possivel
que o RNA alvo dos oligonucleotideos iniciadores RSNV7-1 e RSNV7-2 né&o
esteja presente, por ndo ser essencial para a indugédo de sintomas na parte aérea,

assim como ocorre com os produtos dos RNAs 3 e 4 de BNYVV. O RNA 3 deste

virus esta relacionado a sua replicacdo e expressdo dos sintomas nas raizes de
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beterraba (Tamada et al., 1989; Koenig et al., 1991) enquanto o RNA 4 é
importante para a transmissao do virus via P. betae (Tamada & Abe, 1989). Em
um trabalho realizado por Koenig et al. (1986), o padrao dos RNAs 1, 2, 3 e 4 de
BNYVV isolados das raizes de beterraba de acucar infectadas de lavouras de
varios paises foi constante, em contraste com a grande variagao do numero e do
tamanho dos RNAs 3 e 4 encontrados nas folhas de varias espécies inoculadas
mecanicamente. Também ¢é possivel que o RNA-alvo de RSNV7-1 e RSNV7-2
seja um RNA subgendmico. Nesta hipdtese, a menor replicagao viral nas folhas
com necrose proporcionaria uma concentragao viral abaixo do limite inferior de
deteccdo. Estudos sobre o movimento de RSNV dentro da planta ou suas
estratégias de replicagdo, por exemplo, poderao esclarecer essas duvidas no
futuro.

Baseado na analogia de RSNV com BNYVV, a raiz é o 6rgao mais
recomendavel para a detecgdo de RSNV por RT-PCR. Entretanto, os resultados
do presente trabalho indicam que a parte aérea, sobretudo o colo da planta, pode
servir como fonte mais adequada para a detecgao do virus, ja que a sua coleta e

manipulacdo sdo mais simples que a das raizes.

4.2.3. Teste da sensibilidade da deteccao

A sensibilidade da RT-PCR para detectar RSNV foi avaliada utilizando-se
uma diluicao serial do RNA total de folhas de plantas de arroz infectadas com o
virus. Os resultados indicaram um limite minimo para a detec¢ao do virus de 25
ng de RNA total, que foi equivalente a 33 ug de tecido foliar extraido através do

método de Bugos et al. (1995) (Figura 10). Ainda n&o é possivel dizer se a RT-
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PCR é mais sensivel para detectar RSNV em relacdo a outras técnicas ja
utilizadas na caracterizagao do virus, como o DAS-ELISA (Maciel et al., 2004. No
prelo), a ISEM ou o “western blotting” (Morales et al. 1999b), ja que este é o

primeiro trabalho com énfase na deteccédo de RSNV.
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FIGURA 10. Sensibilidade da deteccdo de RSNV através de RT-
PCR. P: padrdo de massa molecular de DNA; 1:
250 ng de RNA total de planta infectada com RSNV;
2: 25 ng de RNA total de planta infectada com
RSNV; 3: 2,5 ng de RNA total de planta infectada
com RSNV; 4: Sem RNA (controle negativo).
UFRGS, Porto Alegre, RS, 2006.
4.2.4. Avaliacdo da deteccdo de RSNV através da RT-PCR
Para dizer se a RT-PCR ¢é adequada para a detec¢cao de RSNV, a técnica
foi aplicada a 39 amostras coletadas em 5 municipios do RS, 4 destes com
registro de ocorréncia de enrolamento do arroz (Dona Francisca, Manoel Viana,
Séo Borja e Sdo Miguel das Missbes) e um sem registro (Cachoeirinha, na
Estacdo Experimental do Arroz do IRGA). Os resultados dessa detecgédo foram
comparados aos da deteccao indireta do virus, que € obtida através de

procedimentos ja estabelecidos para o diagndstico do enrolamento do arroz. Esse

diagndstico incluiu a observacao visual dos sintomas da doenca nas folhas e a
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observacgao por microscopia da presenca de cistosoros de P. graminis em células
das raizes.

A deteccdo de RSNV através de RT-PCR utilizando apenas
oligonucleotideos iniciadores especificos para o virus poderia gerar dificuldades
na interpretacdo de resultados negativos, uma vez que esses poderiam ocorrer
em fungao da degradacdo do RNA ou da presencga de inibidores da atividade da
transcritase reversa ou da Taq DNA polimerase, ao invés da auséncia do virus. A
consequéncia disso sao os falsos negativos. Para evitar esse erro, neste trabalho,
o mRNA de uma actina de arroz (RAc1) serviu como controle interno para a RT-
PCR, através da co-amplificacdo desse alvo.

A comparacgao dos resultados da deteccdo de RSNV através da RT-PCR
em que se co-amplificou o alvo de actina (Figura 11) as observacgbes de folhas e
raizes (Tabela 2) revela que o método molecular detectou RSNV em todas
amostras apresentando sintomas foliares, além de detectar RSNV em 35% das
plantas assintomaticas (Figura 12A). A RT-PCR multiplex ainda permitiu distinguir
plantas com sintomas, semelhantes aqueles causados por RSNV, causados por
outros agentes (Figura 11, Figura 12A). Através do teste de y? de associacdo,
confirma-se a dependéncia entre os sintomas e a detecgdo de RSNV (P =
0,00001) (Apéndice 5B). Portanto, esse resultado indica que a RT-PCR soluciona
a identificagao errbnea de plantas doentes.

Quando o enrolamento do arroz foi descoberto no RS, postulou-se que
tivesse uma causa abiotica. Mesmo atualmente os sintomas ainda séo

confundidos com injuria causada por herbicidas. Plantas com sintomas
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TABELA 2. Sintomatologia, presencga de P. graminis e deteccdo de RSNV através
de RT-PCR, em amostras coletadas no Estado do RS, safra 2005/06.
UFRGS, Porto Alegre, RS, 2006.

Sintomas foliares*

Amostra Municipio Distorcao Listras necréticas  P. graminis® RT-PCR®

1A Manoel Viana - -
1B

2A

2B

3A

3B

4A

4B

5A Sao Borja
5B

6A - -
6B - -
7A - -
7B - -
8A + +
8B + +
9A - -
9B - - - -
10A 42 - - -
10B +2 +
11A Sao Miguel das
11B Missbes
12A - -
12B -
13A +
13B -
14A -
14B

15A Dona Francisca
15B

16A - -
16B
17A
17B
18A
18B - - +
19A Cachoeirinha - - -
19B - - -
20 +2 - -

++
++
+
- ++
++
+
++
++

+ + ¢ + + + + +
+ + v + + + + +
+ 4+ 1 4+ o+ + 4+

+ + + + +
+
+

+ +
4+ 1
+ + + + + +

o

+

+ + + + +
[ I | + 4
S T T i
T T S S

T _: Auséncia de sintoma; +: presenca de sintoma.

2 _: cistosoros néo detectados; +: pelo menos um cistosoro detectado.

8 Deteccéo através de RT-PCR. -: negativo; +: positivo fraco; ++: positivo forte.
@ Enrolamento nao relacionado a doenca (Figura 13D).

® Clorose semelhante & injuria causada por herbicida (Figura 13B).
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FIGURA 11. Detecgcao de RSNV através de RT-PCR em amostras coletadas na
Depresséo Central, Fronteira Oeste e Planicie Costeira Externa do
Estado do RS, safra 2005/06. P: padrdo de massa molecular de
DNA; 1A-20: Amostras coletadas na Depressédo Central e Fronteira
Oeste do Estado do RS, conforme Figura 2; 21: Controle positivo
para RSNV (RNA de plantas do cultivar IRGA 417 infectadas com
RSNV); 22: Controle negativo para RSNV (RNA de plantas do
cultivar BR IRGA 409 n&o infectadas com RSNV); 23: Controle
negativo para a reacdo (agua); < : Produto amplificado entre ACT-R
e ACT-F (~450 pb); € : Produto amplificado entre RSNV7-1 e
RSNV7-2 (194 pb). UFRGS, Porto Alegre, RS, 2006.

semelhantes aos provocados por RSNV, mas sem o virus (Figura 13), foram
coletadas em areas onde a doencga estava ocorrendo (Figura 2). Nesse caso, é
possivel que a clorose apresentada (Figura 13B) seja devido a injuria causada por
herbicidas do grupo das imidazolinonas (inibidores de ALS) em plantas de arroz

vermelho ou em plantas de cultivares ndo tolerantes a esses herbicidas, ja que

nessas areas cultivava-se o arroz IRGA 422CL, o qual apresenta tolerancia.
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FIGURA 12. A) Comparacao entre a detecgdo de RSNV através de RT-PCR e a

presenga de sintomas nas folhas e/ou de cistosoros de Polymyxa
graminis. 1: Plantas sintomaticas (com distorgao foliar e/ou listras
necroticas nas folhas); 2: Plantas assintomaticas; 3: Plantas com
cistosoros de P. graminis; 4: Plantas sem cistosoros (ndo
detectados); 5: Plantas com sintomas causados por outros agentes;
6: Diagnostico positivo (plantas sintomaticas e com cistosoros); 7:
Diagnéstico negativo ; m: Plantas com detec¢ao positiva de RSNV
através de RT-PCR; o: Plantas com detecgdo negativa de RSNV
através de RT-PCR. B) Comparagéao entre a presencga de cistosoros
de P. graminis e de sintomas nas folhas. 8: Plantas com cistosoros
de P. graminis; 9: Plantas sem cistosoros (ndo detectados) m:
Plantas sintomaticas; o: assintomaticas.

RSNV foi detectado em 60% das amostras infectadas com P. graminis e

em 63% das amostras em que o vetor ndo foi detectado (Figura 12A). Essas

variaveis, deteccdo de RSNV e presenca do vetor, analisadas através do teste de

v? de associagdo, ndo sdo dependentes (P = 0,90) (Apéndice 5B). De maneira

semelhante, a presenga de sintomas nas folhas e a presenga de cistosoros n&o

sdo dependentes (P = 0,86) (Figura 12B, Apéndice 5A), indicando que apenas a

presenca de cistosoros na raiz ndo € um bom parametro indicativo da presenca

de RSNV. A presencga do vetor em amostras em que RSNV néo foi detectado

poderia ser devido ao estadio inicial da infecgdo, com o virus ausente na parte

aérea. Também é possivel que as estruturas observadas nas raizes nao sejam de
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P. graminis. Nem sempre €& possivel distinguir os esporos de resisténcia de
Polymyxa spp. daqueles das espécies do género Ligniera (Morales et al., 1999b).
Além disso, P. graminis pode nao estar infectado com RSNV. P. graminis é
considerado um habitante onipresente do solo onde seus hospedeiros sao
cultivados ou ocorrem naturalmente (Rush, 2003). Ainda é possivel que plantas
infectadas com o vetor tenham sido consideradas sem cistosoros devido a um

escape no procedimento de amostragem.

FIGURA 13. Sintomas foliares observados nas plantas de arroz analisadas. A:
Necrose em listras tipica do enrolamento do arroz; B: Clorose foliar
semelhante a injuria provocada por herbicidas do grupo das
imidazolinonas; C: Distorg¢ao foliar tipica do enrolamento do arroz; D:
Distor¢cao foliar e alongamento de entre-nés (ndo relacionada a
doenca). UFRGS, Porto Alegre, RS, 2005.

Mais importante ainda, o método molecular permitiu a detecgcdo de RSNV
em todas as amostras em que o enrolamento do arroz foi diagnosticado (plantas

com cistosoros e pelo menos um dos sintomas, Figura 12). Além disso, RSNV
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ainda foi detectado em 50% das plantas em que o enrolamento nao foi
diagnosticado (Figura 12). Através do teste de y? de associagdo, verifica-se que
existe uma dependéncia entre o diagnostico do enrolamento e a detecgdo de
RSNV (P = 0,02) (Apéndice 5D). Esses resultados indicam que a deteccdo do
virus através da RT-PCR pode ser utilizada como uma ferramenta na diagnose do
enrolamento do arroz quando plantas de arroz ndo apresentam sintomas e
cistosoros simultaneamente.

Alternativamente, métodos sorolégicos poderiam ser utilizados para a
deteccdo de RSNV, como ja foi realizado através do DAS-ELISA (Maciel et al.,
2004. no prelo), da ISEM e de “western blotting” (Morales et al., 1999b) para
caracterizacao do virus. Essas técnicas, principalmente ELISA, podem ser
aplicadas a partir de extratos de plantas de arroz, o que favoreceria sua utilizacao
em larga escala. Porém, a obtengcdo de anticorpos contra RSNV é uma das
limitagbes ao uso de tais técnicas soroldgicas, j4 que 0os mesmos nao sao
produzidos em escala comercial.

Este trabalho abriu a possibilidade da deteccdo de RSNV através da RT-
PCR. Novas pesquisas, como a utilizacdo de protocolos simples ou “kits” de
extracdo de acido nucléicos, poderao tornar a deteccao através da RT-PCR mais

simples e rapida, maximizando sua utilizagao.



5. CONCLUSOES

Baseado nos resultados do isolamento parcial do genoma de RSNV e da
deteccao do virus em plantas de arroz, nas condi¢des realizadas neste trabalho,
conclui-se que:

1) A sequéncia denominada MV007 3’ (957 nt) corresponde a regido 3’ da
fita de um dos RNAs genémicos de RSNV;

2) Os oligonucleotideos iniciadores RSNV7-1 e RSNV7-2 sdo especificos
para RSNV,

3) A RT-PCR é uma ferramenta suficiente para deteccdo de RSNV e

necessaria para a diagnose do enrolamento do arroz.
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APENDICE 1. Meio de cultura Luria-Bertani (LB) empregado para o cultivo de
Escherichia coli. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2005.

Componente Concentracao

Peptona 10 mg.ml”

Extrato de levedura 5 mg.ml”

NaCl 10 mg.ml™ (171,11 mM)

Agar (meio sélido)

1,6% (p/v)

[pH (7,5) ajustado com NaOH]
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APENDICE 2. Andlise do macroarranjo de clones da biblioteca de cDNAs.
UFRGS, Porto Alegre, RS, 2005.

Sondas’ Sondas®
Clones Plantas de Plantas de RSNV Clones Plantas de Plantas de RSNV
BRIRGA 409 BRIRGA 409 parcialmente BRIRGA 409 BRIRGA 409 Parcialmente
com RSNV sem RSNV purificado com RSNV sem RSNV purificado

MV006 + - + MV083 + - +
MVO007 + - + MV086 + + +
MVO009 + + + MVv087 + -
MV010 + - + MV092 + - +
MV011 + - nc MV094 + - +
MV013 + - + MV095 + + +
MV014 + - + MV098 + + +
MV017 + - + MV099 + + +
MV018 + - + MV100 + + +
MV021 + - + MV101 + - +
MV022 + - + MV102 + - nc
MV023 + - + MV105 nc - nc
MV026 + - - MV106 + + +
MV032 + - - MV109 + + nc
MVO033 + - + MV112 + + -
MV034 + + + MV113 + - +
MV036 + - + MV116 + - +
MV038 + - + MV117 + + +
MV039 + + + MV118 + - +
MV040 + - + MV121 + + +
MV041 + + + MV122 - -
MV042 + - + MV123 nc nc
MV043 + + - MV125 + - nc
MV045 + + - MV 126 - - +
MV047 - - - MV130 + + +
MV049 + - + MV131 + - +
MVO050 + - + MV 132 + + +
MV052 + - + MV133 + - +
MV054 + - + MV 134 - - +
MV055 + + + MV 136 + + +
MV056 - + - MV140 + - +
MV060 + + + MV 141 + + +
MV061 + - + MV142 nc - nc
MV063 + - + MV143 + - nc
MV064 + + + MV145 + - +
MV065 + + - MV 146 + - +
MV069 + + - MV148 + - nc
MV070 + - + MV 151 + - +
MV071 + + + MV 152 + + +
MV072 + - + MV 153 + - +
MV073 + + + MV 158 + - +
MV075 + - nc MV159 + + +
MV078 + + + MV 160 + - +

+) Houve hibridizagao; -) Nao houve hibridizagao; nc) ndo conclusivo.
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APENDICE 3. Seqiiéncia de nucleotideos de clones da biblioteca de cDNAs.

UFRGS, Porto Alegre, RS, 2005.

Clone

Seqiiéncia (5’ - 3')"

MV006

MV0O07

MVO010

MV018

MV022

MV052

MV054

MV061

MV092

1

CTACTGAGTAAGTTTGTACGCTAAAAGACAAGGAAAGCATGGGTAGGGAG

1 ACTGTACCTGTGTTTTTCCTTTGCAATTATTGTTTAGCCTAAGAGGTTGC

101
151
201

1
51
101
151
201

51
101
151
201

51
101
151

51
101
151

51
101
151
201

51
101
151
201
251
301
351
401

101
151
201
251

ACCTTGTTTGATAGGTATGAAGGCGGTGAACTTGCTGTGTTAGTCCATGT
CTTTTTTTCTCAAGAAAAAGACGTTGATAATCTGGCAGAATTTGAGTCAC
TCGTGACATCTGCTGGGGTAACAACCCGTACAAATAGTCACAGGCAGTC

CGGGCCTTACGAAGCACGTTAGCAAGTTGCTCAAATGCCTCTTCCGGAGA
ATTGGACATCTTAATATCAAAACCTGTTGGCGAGTCGGGACAGAAGTCCG
AACCCTCTGACACCTCAGAACTTTCGTCGCAATCACGAGAAACAGCCTCT
TCGGAGGCACACGTTCTACAGTTCAGTGCTTCCTTTTCCAAACGGGAATT
CCGAAG

CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGT
CCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGC
GAGGTGGAG

CTCATGCCGGTCGAAGATACCAGGCCGCTGCGACTGTTTATTAAAAACAC
AGCACTCTGCAAACACGAAAGTGGACGTATAGGGTGTGACGCCTGCCCGG
TGCCGGAAGGTTAATTGATGGGGTTAGCTCACTGGTCGAGTCGGCCTGCG
CGGAAGATGTAACGGGGCTAAACTATGCACCGAAG

CTGGGCATGGAGAACATCGGGGTCAAGGTCAACAGCCGCGGCCAGATCGA
AGTCGACGAGAACTACCGCACCTGCGTGCCTAACATCTACGGCGCCGGTG
ACGTGATCGGTTGGCCAAGCCTGGCCAGTGCCGCCCACGACCAGGGGCGC
TCCGCCGCCGGCAGCATCGTCGACAACGGTAG

AACGGTCCTAAGGTAGCGAAATTCCTTGTCGGGTAAGTTCCGACCTGCAC
GGATGGCGTAACGATGGCGGCGCTGTCTCCACCCGAGACTCAGTGAAATT
GAAATCGCTGTGAAGATGCAGTGTATCCGCGGCTAGACGGAAAGACCCCG
TGAACCTTTACTATAGATCCTGCAGAGAAGCTTGGCGCCAGCCGGCTTCA
ATTGCA

CTGGCTGCCGGGAGGTGACGGTTTTAAACGACGGCTGTTGGGGGACGGAG
CCTGGATGCTGGTGGCTCTTGGCGCTGCGTGGCTGGTGCAGGCGTTGTTC
GATTTCTGGACCCGCGAGCAGCATCTGGATCCGTTCAAGAGCGGGTTTTT
GTCCTTGCGCTACTTCACTGGCCCGCCCCTGGCGTTTTCCTTCCTGCTGT
ACCTCAGGGATTTGTGCCGTCTGCGCGATGTTCAGACGCAAGCGTCCTGA
TAGCGACGATTGACCAGGCTGTTCAGGCCCAGGGCAATGGCACTCAGCCC
CAGGAAGCACAGCCCCAGCGCCATCACCAGGTTGCTGGCGCTCAGGTTGA
TGAACGCGCTGATCAGGCCGCCAGAGACAAAGATCAGCATGTTGCCCGCC
GAAGCCGAGGTTCCGGCGTTGTGC

CTACGGGTATCATCTTACGATGATGCGGTAGAGGAGCGTTCTGTAAGCCT
GTGAAGGTGAGTTGAGAAG

CTTAGAAATGAGCATTCACATTGAATGTTGATTTCTAGTCTTTTGATTAG
ATCGTTCTTTAAAAATTTGGGTATGTGATAGAAAGATAGACTGAACGTTA
CTTTCACTGGTAACGGATCAGGCTAAGGTAAAATTTGTGAGTACTCTTAA
GAGTTTTGCGAATTTTCGGCGAATGTCGTCTTCATAGTATAACCAGATTG
CTTGGGGTTATATGGTCAAGTGAAGAAGCGCATACGGTGGATGCCTTGGC
AGTCAGAGGCGATGAAAGACGTGGTAGCCTGCGATAAGA

50

100
150
200
249

50

100
150
200
206

50

100
150
200
209

50

100
150
185

50

100
150
182

50

100
150
200
206

50

100
150
200
250
300
350
400
424

50
69

50

100
150
200
250
289
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MV140 1
5

101
151
201
251
301
351
401

MV158 1
51

101
151
201

MV160 1
51

101
151
201
251
301
351
401
451

CTTCATCGATTGGGAATATGGCGATAGCATTGAAAGTCTGCGCGCAGCGG

1 TCGTTGCGTTCGAAGATCTTGTGGATTACCCCATGCAAAAACCGGCACGG

GTCCGCATGAAAGAATCTAGCAGCAAACAACAGGTCACCGGCACTGTCGG
TGTTTACTATTACGCCACACAATCGGAACGCGGCTTTAAAGTCCGTAACA
TCCGTGGCGAGACCGATCGCGTTAGAATCCATGGTGAAAGTAAGGCAGAC
TGGAAGGCTGCCTTGCGAATCGCTGAAATGTTTCGTCAGGAGTTCGTGAG
CGCCTACAGGACGCTACATGCGTTCGATATGCAAACGCTCAAAGAGAAAC
TTGGCCTCGCCTGAGGATAAAGGGCGAGTTTAACCTCGCCCTTGTACCAC
ACCCTAAGGAGGGTGCGATATGATCCAGTAT

GCTTGCTGGAGGTATCAGAAGTGCGAATGCTGACATGAGTAACGACAATG
GGTGTGAAAAACACCCACGCCGAAAGACCAAGGTTTCCTGCGCAACGTTA
ATCGACGCAGGGTTAGTCGGTCCCTAAGGCGAGGCTGAAAAGCGTAGTCG
ATGGAAAACAGGTTAATATTCCTGTACTTCTAGTTATTGCGATGGAGGGA
CGGAGAAGGCTAGGCCAG

CTCAAGGACTACGTCGAAACCAGCGTCTACAAACTGGTGGAGACCAGCCA
GGTCAACGACCGGCGCCTGGAGTTCATCCTGATCAACAGCCCTCAGCTCA
GGCTGTCCCAGACGCCGTCACCCAGCAGCGCGGCGAACAACCCGGCGGLG
CAGAGCAGGCCAAGCGCCAGGGGCGCGCCGAAGACCTTCCAGAAACTCGC
TTGCCGCGGCTTCATCGGCGTCCCTCCCGGGTCGGCTTGCCGGCCCGGLEG
GCGGACGGTCCACAGGTACAGGCCACTGCCCAGGACAATCATGGTCAGCA
CATCCAGCGCCGCCCACAGCAGCTCCAGGCGCTCTTGCTGGGTGTTCCAC
CAGGTCACTTCCAGGCCCGGCAGATTCACTTCGCCGGTGCGGGTCGGCAC
CAGGGCCTGGCGTTCTTCGCGAATGCCCAGCAGGCCCTGTTCAACGTGCT
GGTTGCTCAGTTGCGGTTGATCC

50

100
150
200
250
300
350
400
431

50

100
150
200
218

50

100
150
200
250
300
350
400
450
473

A seqliéncia 5-3’ é representada em funcdo do resultado obtido no seqlienciamento, ndo significando
necessariamente a orientagado da seqiiéncia codificante.



APENDICE 4. Andlise in silico dos clones seqiienciados. UFRGS, Porto Alegre, RS, 2005.

Melhor alinhamento

Clone Valor de E N¢ de acesso Espécie Estrutura predita e/ou funcéao Referéncia
(GenBank)
MVv006  3x10™ (™ NP_931744  Photorhabdus luminescens Proteina de ligagdo ao GTP Duchaud et al. (2003)
subsp. Laumondii
MV007 nc®
MV010  4x107"%® CP000094  Pseudomonas fluorescens  RNA ribossomal 16S Copeland et al. (2005)
MV018  2x10% @ U56455 Pseudomonas fluorescens  RNA ribossomal 23S Petersen et al. (1995)
MV022  4x10°" @ U91523 Pseudomonas fluorescens  soluble pyridine nucleotide French et al (1997)
transhydrogenase
MV052  4x10% @ CF846677  Phytophthora sojae mRNA expressado durante a Tyler (2005)
infeccao e propagacao no
hospedeiro. Fungdo desconhecida.
MV054  4x10"" ™ YP_262934  Pseudomonas fluorescens  Proteina hipotética PFL_5876 Paulsen et al. (2005)
MV061  3x10°%°® AE016775  Pseudomonas putida Secéo 2 de 21 do genoma completo  Nelson et al. (2002)
AE015451
MV092  2x107'18@ AY756059  Pseudomonas sp RNA ribossomal 16S Nicodeme et al. (2005)
MV140 nc®
MV158  2x107'"8@ CP000076  Pseudomonas fluorescens Parte do genoma Paulsen et al. (2005)
MV160  2x10%°® CP000076  Pseudomonas fluorescens Parte do genoma Paulsen et al. (2005)

" Menor valor obtido com o programa Blastx.
2 Menor valor obtido com o programa Blastn.
® Nao caracterizado (nenhum programa encontrou similaridade significativa com a sequéncia).

9.
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APENDICE 5. Teste Qui-quadrado (x°) de associagdo entre a ocorréncia de
sintomas foliares do enrolamento do arroz e a presenca de
cistosoros de Polymyxa graminis (A); entre a detecgdo de RSNV e
a presenca de cistosoros de P. graminis (B); entre a ocorréncia de
sintomas foliares do enrolamento do arroz e a deteccdo de RSNV
(C); e entre a diagnose (ocorréncia de sintomas foliares do
enrolamento do arroz e de cistosoros de P. graminis) e a detecgao
de RSNV (D). UFRGS, Porto Alegre, RS, 2006.

A)
Freqléncias observadas. Calculo do xz com a corregao de Yates.
sintomas Observado (O) Esperado (E) (|O-E|-O,5)2/E
cistosoros sim nao total 9 9,23 0,00786
sim 9 11 20 9 8,77 0,00827
nao 9 10 19 11 10,77 0,00673
total 18 21 39 10 10,23 0,00709
39 39 0,02995
P (3 > 0,02995;1) = 0,86
B)
Frequéncias observadas. Calculo do xz com a corregéo de Yates.
RSNV Observado (O) Esperado (E)  (|O-E|-0,5)*/E
cistosoros  sim nao total 12 12,31 0,00293
sim 12 8 20 12 11,69 0,00309
nao 12 7 19 8 7,69 0,00469
total 24 15 39 7 7,31 0,00494
39 39 0,01565
P (x? > 0,01565;1) = 0,90
C)
Freqiéncias observadas. Célculo do ¥°.
RSNV Observado (O) Esperado (E) (O—E)Z/E
sintomas sim nao total 18 11,077 4,32680
sim 18 0 18 0 6,923 6,92300
nao 6 11 17 6 10,462 1,90302
alternativo 0 4 4 11 6,539 3,04336
total 24 15 39 0 2,461 2,46100
4 1,538 3,94112
39 39 22,59830
P (%> 22,5983;2) = 0,00001
D)
Freqléncias observadas. Calculo do xz com a corregao de Yates.
Diagnéstico Observado (O) Esperado (E) (|O-E|-O,5)2/E
RSNV enrolamento  nao total 9 5,54 1,58312
sim 9 15 24 0 3,46 2,53482
nao 0 15 15 15 18,46 0,47511
total 9 30 39 15 11,54 0,76001
39 39 5,35306

P (3 > 5,35306;1) = 0,02



