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RESUMO

Um isolado do Southern bean mosaic virus (SBMV),
género Sobemovirus, encontrado em feijoeiro (Phaseolus vulgaris)
no Estado de Sdo Paulo, foi purificado e algumas de suas
propriedades moleculares determinadas. As particulas virais
apresentam diametro de 28-30 nm e proteina capsidial com massa
molecular estimada em 30 kDa. Das particulas virais foi extraido
RNA de varios tamanhos (4,2 Kb, 3,1 Kb, 2,65 Kb, 2,15 Kb, 1,64
Kb, 1,36 Kb e 1,0 Kb) sendo aquele de 4,2 Kb 0 RNA genémico e
o de 1,0 Kb supostamente um subgendmico que codifica para a
proteina capsidial. Acidos ribonucleicos de mesmo tamanho foram
também detectados in vivo, indicando estar associados a replicagéio

viral. Na andlise do RNA de fita dupla (dsRNA), somente duas
espécies foram detectadas (4,2 Kpb e 1,0 Kpb) correspondendo as
formas replicativas do RNA gendmico e do subgendmico para
proteina capsidial. Os resultados indicam que somente estes dois
RNA s&o replicados por meio de formas replicativas (RFs),
enquanto os demais devem ser formados talvez por iniciagdo interna
da fita negativa do RNA genémico. O SBMV-BS" apresentou
propriedades moleculares analogas aquelas do SBMV descrito na
América do Norte.

Palavras-chave adicionais: replicagdo viral, dsRNA,
Sobemovirus, proteina capsidial.

ABSTRACT
Molecular properties of a Brazilian isolate of Southern bean mosaic virus

An isolateof the Southern bean mosaic virus (SBMV),
genus Sobemovirus, found in the State of Sdo Paulo, Brazil, was
purified and some of its molecular properties determined. The virus
particles are 28-30 nm in diameter and the coat protein has a
molecular mass of 30 kDa. A heterogeneous population of RNAs
(4.2 Kb, 3.1 Kb, 2.65 Kb, 2.15 Kb, 1.64 Kb, 1.36 Kb and 1.0 Kb)
was extracted from virus particles, where those of 4.2 Kb and 1.0
Kb are, respectively, the genomic and the putative subgenomic
RNA for coat protein. RNAs of the same size were also extracted
from infected common bean (Phaseolus vulgaris) leaves, indicating

that they must have some function in the virus replication cycle.
Only two species of double-stranded RNAs (dsRNA) were
extracted from infected tissues (4.2 Kbp and 1.0 Kbp),
corresponding to the replicative forms of the genomic RNA and
the subgenomic RNA for coat protein. These results indicate that
only these two RNAS replicate by means of replicative forms (RF)
while the others are probably synthesized by an internal initiation
of the negative strand of the genomic RNA. The SBMV-BS showed
molecular properties analogous to the SBMV described in North
America.

INTRODUCAO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) congtitui uma das
culturas mais importantes, assumindo, no Brasil, um grande
valor socia pois é a base de alimentacéo da populagéo como
fonte de proteinavegetal de baixo custo. A produgéo mundial
de feij&o é da ordem de 18,9 milhdes de toneladas, sendo o
Brasil 0 segundo maior produtor (2,2 milhdes de toneladas),
somente superado pela india (4,9 milhdes de toneladas)
(Cultura, 2000). A produtividade da cultura é grandemente
afetada pela ocorréncia de doencas que diminuem sensivel-

* Parte da Dissertacdo de Mestrado da autora apresentada a Universidade
Estadua Paulista (2001). Apoio financeiro: FAPESP e CAPES.
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mente a producdo e, conseglientemente, reduzem sua of erta,
provocando um aumento nos precos de mercado (Cultura,
2000). Estas doencas tém exercido um papel relevante na
baixa produtividade do feijoeiro no Brasil e outros paises
latino-americanos, sendo as mai's numerosas as ocasionadas
por fungos seguindo-se as de etiologia viral, algumas tendo
adquirido expressivaimportanciaeconémica(Gamez, 1977).

No Brasil, foram descritas mais de dez viroses em
feljoeiro (Costaer al., 1972; Bianchini et al., 1997), citando-
se entre elas as causadas pelo Southern bean mosaic virus
(SBMV), género Sobemovirus (van Regenmortel et al., 2000).
Este virus tem uma restrita gama de hospedeiras, confinada
guase que exclusivamente a espécies da familia das legumi-
nosas, sendo algumas de interesse econdmico como o feijoeiro
comum e a soja.
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O SBMV possui particulas isométricas (28-30 nm)
contendo RNA gendmico de 4-4,5 Kb com polaridade positiva
e proteina capsidial com massa molecular de 29-30 kDa
(Shepherd, 1971; Sehgal, 1981). Uma pequenaproteina (V Pg)
€ coval entemente ligada a extremidade 5' do RNA, enquanto
a extremidade 3' é destituida de cauda Poli A (Ghosh et al.,
1979). O genoma do SBMV codifica para uma possivel
proteina de movimento, uma poliproteina (presumivelmente
contendo a VPg, uma serino protease e a RNA polimerase
dependente de RNA) e aproteina capsidial (Othman & Hull,
1995; Lee & Anderson, 1998) sendo, estaUltima, traduzidaa
partir de um RNA subgendmico (Rutgerset al., 1980; Ghosh
et al., 1981). As particulas virais contém, além do RNA
gendmico, uma populacdo heterogénea de RNASs sendo que
proteinas sdo sintetizadas in vitro a partir destes (Rutgers et
al., 1980).

No Brasil, 0 SBMV foi detectado pela primeira vez
em feijoeiros na regido do Distrito Federal (SBMV®F),
ocasionando sintomas que variam, dependendo da cultivar,
de mosaico fraco a severo, deformagdo da vagem e distor¢éo
foliar (Cupertino et al., 1982). Posteriormente, mas aindana
década de 80, o virus foi também encontrado no Estado de
Sdo Paulo (A. S. Costa. Dados ndo publicados) e sera
doravante referido como SBMV*. Os estudos com 0 SBMV
no Brasil sdo relacionados com a identificacdo (gama de
hospedeiras e sorologia), transmissdo, ocorréncia e
ultraestrutura de tecidos infetados, ndo havendo, entretanto,
nenhumainformag&o sobre aspectos moleculares. Assim, com
0 propdsito de caracterizar 0 SBMV-B¥ do ponto de vista
molecular, vérios estudos estdo sendo realizados e, no presente
trabalho, sdo relatados os resultados referentes a purificacdo
viral e determinacdo de algumas propriedades da proteina
capsidial e dos RNA associados ao virus.

MATERIAL E METODOS

Virus/planta

O SBMV-B® foi doado pelo Dr. Alvaro Santos Costa
(Instituto Agrondmico de Campinas), no final dos anos 80, e
mantido em folhas dessecadas a -80 °C. Para 0 presente
trabalho, o0 SBMV-B¥ foi inoculado mecanicamente em
feijoeiro ‘Rosinha e mantido em casa de vegetacdo com
temperatura ao redor de 28 °C.

Purificacfo viral e extracio de RNA e proteina capsidial

O SBMV-B*¥ foi purificado como descrito por Hull
(1977), com peguenas modificagdes. O método envolveu
trituracéo das folhas de feijoeiro em tampao fosfato de sodio
0,1 M pH 7,2, clarificagdo com cloroférmio (0,5 ml/g de
folha), precipitacdo do virus com polietilenoglicol (PEG 8000)
a10% ecloreto de sddio a1%, umciclo deataebaixarotacoes
(16000 g/10 min e 100000g/90 min) e gradiente de sacarose
(10-50%) em tampéo fosfato de sddio 0,01 M pH 7,2. A
banda contendo virusfoi diluida, centrifugadaa 100000g por
90 mineo“pellet” ressuspendido em tampéo fosfato de sddio
0,01 M pH 7,2.
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O RNA dasparticulasviraisfoi extraido por tratamento
com SDS 2,5%, NaCl 0,1 M, aquecimento a 55 °C por 3min
e extragcdo com fenol saturado com tampao citrato de sodio
0,1 M pH 4,3. O RNA foi precipitado da fase aquosa com
acetato de sbdio 0,3 M e 3 vol de etanol, enquanto a proteina
capsidial foi precipitada dafase fendlicapelaadicao de 5 vol
deacetona (-20°C/ 20 h). O RNA foi ressuspendido em &gua-
DEPC e a proteina em tampéo Tris.HCI 0,125 M pH 6,8
contendo SDS 4%, glicerol 20%, 2-mercaptoetanol 10% e
azul de bromofenol 0,001 M.

Extracio de proteinas totais

Cem mg defolhasdefeijoeiro (sadio einfetado) foram
homogenei zadas em tamp&o Tris.HCI 0,05 M pH 7,5 contendo
sacarose 0,4 M, MgCl, 0,005 M, KCI 0,01 M eglicerol 20%,
centrifugadas a16.000 g por 10 min e as proteinas precipitadas
e ressuspendidas como descrito para a proteina capsidial.

Eletroforese e “Western blot”

As proteinas foram separadas em gel desnaturante de
poliacrilamidacontendo SDS por 90 min a100V em aparelho
Mini Protean Il (Bio Rad). A transferéncia para membrana
de nitrocelulose foi feita em um eletrotransferidor (Mini
Trans-Blot; Bio Rad) a100 V por 60 min utilizando-setampéo
Tris-Glicina (Tris 0,025 M, Glicina 0,192 M contendo
metanol 20%). A imunolocalizagdo da proteina capsidia foi
feita com anti-SBMV-B¥ obtido em galinha na dilui¢do de
1:2.000. Como anti-soro secundario foi utilizado anti-1gG de
galinha (obtido em coelho) conjugado com fosfatase alcalina
(Sigma) diluido 1:50.000 e BCIP/NBT como substrato.

Extracao de RNA total

O RNA total de folhas de plantas sadias e infetadas
foi extraido usando TRIzol, como recomendado pelo
fabricante (Gibco/BRL).

Producao de sonda

Uma sonda nédo radioativa foi preparada pela
incorporagéo ao acaso do esterdide digoxigenina (DIG-dUTP,
Boehringer Mannheim) usando como molde RNA isolado
do SBMV-B* purificado e Transcriptase Reversa Superscript
Il Rnase H (Gibco/BRL).

“Northern blot” e deteccao

O RNA vira e o RNA total extraido de plantas sadias
e infetadas foram separados em gel desnaturante de agarose/
formaldeido, fotografados e a seguir transferidos, sob véacuo,
para membrana de nadilon. A hibridizagdo com a sonda ndo
radioativafoi feitaa 50 °C por 20 h, em solugdo contendo
SDS 7%, fosfato de sddio 0,05 M pH 7,0, formamida 50%,
SSC 5x (SSC 1x = citrato de sodio 0,03 M pH 7,0; NaCl 0,3
M), N-lauroylsarcosina 0,1% e reagente bloqueador 2%
(Boehringer Mannhein). As membranas foram lavadas com
SSC 2x contendo SDS 0,1% (2 x 5 min, temperatura
ambiente) e SSC 1x contendo SDS 0,1% (2 x 15 min, 68 °C).
A deteccdo foi feita com anti-digoxigenina conjugado com
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fosfatase alcalina, substrato quimioluminescente (CDP-Star;
Amersham-Pharmacia) e exposi¢do em filme de raio X (X-
OMAT, Kodak).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As particulas purificadas do SBMV-B¥ (Figura 1)
apresentaram didmetro de 28-30 nm, similar aqueles
determinados para outros isolados do SBMV (Weintraub &
Ragetli, 1970; Sehgal, 1981). A proteina capsidial migrou,
em gel desnaturante de SDS-PAGE, como polipeptidio tnico,
com massamolecular estimadaem 30 kDa (Figura2.1). Este
valor estd proximo daguel es obtidos para outros isolados do
SBMYV, que variam de 28,5 a 30 kDa (Tremaine, 1966;
Ghabrial et al., 1967; Hull 1977). Ressalta-se que dados da
seqliéncia de aminoé&cidos da proteina capsidial do SBMV
indicam a presenca de 270 residuos de aminoacidos com
massa molecular de 29,3 kDa (Tremaine, 1966). A proteina
capsidial do SBMV-B¥foi também evidenciada in vivo por
“Western blot” e anti-soro especifico (Figura 2.2), ndo tendo
sido detectados produtos de degradac&o o que confirma sua
acentuada estabilidade in vitro (Sehgal, 1981).

Os resultados da el etroforese, em gel desnaturante de
agarose, do RNA extraido das particulas do SBMV-B¥ e do
RNA total extraido de feijoeiros infetados e sadios (Figura
3.1) revelaram para 0 RNA extraido dos virions uma banda
maior com tamanho molecular de 4,2 Kb, aém de véarias
outras de menor tamanho, das quai s uma encontra-se mel hor
definida, com aproximadamente 1,0 Kb. N&o ha diferenca
no padréo de bandas nas amostras de RNA total extraido de
planta infetada pelo SBMV-B¥ e de planta sadia. Um gel
similar aestefoi transferido por “Northern-blot” e hibridizado
com sonda n&o radioativa especifica a0 genoma do SBMV

FIG. 1 - Preparacio purificada do Southern bean mosaic
virus (SBMV-BSF) contrastada negativamente
com acetato de uranila 2% e observada ao
microscopio eletronico de transmissio. A barra
representa 100 nm.
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(Figura 3.2). Tanto na amostra de RNA extraido dos virions
como na de RNA total, extraido de planta infetada, houve
reacdo com a banda de 4,2 Kb, bem como com vérios outros
RNA de menor tamanho (3,1 Kb, 2,65 Kb, 2,15Kb, 1,64 Kb,
1,36 Kb e 1,0 Kb). Nenhuma reacéo foi observada com o
RNA total extraido de planta sadia. A banda de 4,2 Kb
corresponde ao RNA gendmico, enquanto abandade 1,0 Kb
é referida, por alguns autores, como sendo o RNA
subgendmico que codifica para a proteina capsidia do virus
(Rutgers et al., 1980; Ghosh et al., 1981).

O “Northern-blot” do RNA total de folhas infetadas,
apos hibridizacdo com a sonda para o SBMV, mostrou um
padrdo de bandas similar aguele do RNA extraido dosvirions,
demonstrando que, além do RNA gendmico, os outros RNA
de diferentes tamanhos sdo também relacionados com o
genomavviral.

Por muito tempo considerou-se que o SBMV eraum
tipico exemplo de virus contendo uma cadeia de RNA como
anico componente genético (Diener, 1965; Shepherd, 1971).
Os estudos com o isolado americano do SBMV (Rutgers et
al., 1980; Ghosh et al., 1981; Weber & Sehgal, 1982) e as
observacdes com o isolado brasileiro, contradizem este
conceito evidenciando que as estratégias de replicacdo do virus
provavel mente sdo muito mais complexas. O presentetraba ho
com o SBMV-B¥, além de confirmar a heterogeneidade dos
RNA virais, demonstrou pela primeira vez que estes, além

M A B C A’ B’ C’

1) (2)

FIG. 2 - (1) Perfil eletroforético de extrato de planta sadia
de feijoeiro (Phaseolus vulgaris) (A), planta
infetada (B) e Southern bean mosaic virus
(SBMV-B%F) purificado (C). (2) “Western blot” e
reacio imunolégica de um gel similar ao (1) para
a detecciio da proteina capsidial do SBMV-B*
(seta). M, marcadores de massa molecular (Low
Range; Bio Rad): a, fosforilase B (97,4 kDa); b,
albumina bovina (66,2 kDa); ¢, ovoalbumina (45,0
kDa); d, anidrase carbénica (31,0 kDa); e,
inibidor de tripsina de soja (21,5 kDa).
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dos virions, também estdo presentes em quantidades
detectaveis na planta hospedeira, o que sugere que devam
exercer alguma funcdo relacionada com ainfecgdo viral.
Weber & Sehgal (1982) consideraram todos os RNA
de tamanho menor do que o RNA gendmico como sendo
subgendmicos (sgRNA) e sugeriram que todos estariam
envolvidos na producdo das proteinas codificadas pelo genoma
do SBMYV, atuando como “cistrons’. Segundo esses autores,
0s sgRNASs poderiam ter surgido pelo processamento do
genoma viral, como ocorre com Varios virus que infetam
animais (Rothenberg et al., 1978) ou por uma transcricdo
preferencial de segmentos selecionados da fita negativa do
RNA gendmico (que é produzida durante areplicagéo), sendo
esta Ultima hipétese ja considerada paraoutros virus de plantas
(Atabekov & Morozov, 1979). No entanto, Rutgers et al.
(1980) e Ghosh et al. (1979, 1981) consideraram apenas 0
RNA de 1,0 Kb como subgenémico, sendo responsavel pela
codificacéo da proteina capsidial do SBMV. Foi verificado
gue 0 gRNA de 1,0 Kb possui as 91 bases de suaextremidade
3' idénticas a seqliéncia da extremidade correspondente do
RNA genémico de comprimento tota e, assim como 0 RNA
genémico, este syRNA possui uma VPg (proteina ligada
covalentemente ao RNA viral) ligada a sua extremidade 5’
(Ghosh et al., 1979, 1981). Devido aestas observacdesinferiu-
seque ainformacdo genéticaparaaproteinacapsidial estaria
presente no RNA genémico como um “cistron” silencioso
gue se expressaatravés deum RNA subgendmico encapsidado
em quantidades diminutas (Rutgers et al., 1980; Ghosh et

M A B C AN B C

1) (2)

FIG. 3 - (1) Analise do RNA viral (A) e do RNA total
extraido de planta infetada pelo Southern bean
mosaic virus (SBMV-B) (B) e de planta sadia
(C) em gel desnaturante de agarose 1%. M,
marcador RNA Ladder, Gibco-BRL: a, 9,49 Kb;
b, 7,46 Kb; c, 4,40 Kb; d, 2,37 Kb; e, 1,35 Kb; f,
0,24 Kb. (2) “Northern blot” de um gel similar
ao (1) hibridizado com sonda especifica para o
genoma do SBMV-B*F,
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al., 1981). “Cistrons” silenciosos para proteinas estruturais
sd0 observados em outros géneros de virus de plantas como
os dos géneros Tobamovirus € Tymovirus, € também em virus
de animais como 0s géneros Togavirus € Retrovirus
(Matthews, 1991). Em todos estes casos, um mRNA
subgendmico para proteinas estruturais, sintetizado in vivo,
funcionamuito eficientemente como mensageiroin vitro. Essa
estratégia de replicagdo aumenta muito a eficiéncia de
producdo da proteina estrutural em questdo que, no caso do
SBMV, é a proteina capsidial necessaria em grandes
guantidades para a montagem de particulas virais. Isto
explicaria a fungdo do sgRNA de 1,0 Kb, mas ndo a funcdo
dos outros RNAs observados.

Naandlise do RNA defitadupla(dsRNA) do SBMV-
B¥ (Figura 4) duas espécies foram detectadas em planta de
feljoeiro infetada pelo SBMV-B¥ e ambas hibridizaram com
a sonda, mostrando estarem relacionadas com o genoma do
virus. A identificacdo de que os RNAs séo de fita duplavem
do fato destes terem sido tratados (e ndo digeridos) com
DNAse | e Nuclease Sl ao final do processo de extragcdo
(Dados ndo mostrados). A bandade 4,2 K pb refere-seaforma
replicativado RNA gendmico (4,2 Kb) pois apresenta o dobro
do tamanho deste, enquanto que a banda de 1,0 Kpb refere-
seaformareplicativado RNA subgendmico que codificapara
aproteina capsidial (1,0 Kb).

Os RNAs de fita dupla presentes em plantasinfetadas

A B B’

1) (2)

FIG. 4 - (1) Perfil eletroforético dos dsRNA extraidos e
purificados em celulose CF-11. A, marcadores
constituidos de mistura de dsRNA de Tobacco
mosaic virus (TMV) (6,4 Kpb) e Cucumber
mosaic virus (CMYV) (3,9 Kpb; 3,3 Kpb; 2,5 Kpb;
e 1,0 Kpb). B, dsRNA extraidos de folhas de
feijoeiro (Phaseolus vulgaris) infetado pelo
Southern bean mosaic virus (SBMV-B). (2)
“Northern blot” de um gel similar ao (1)
hibridizado com sonda especifica para o genoma
do SBMV-B¥, A seta indica 0 dsSRNA gendomico
e o asterisco o provavel dsRNA subgendomico.
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por virus, cujo genoma consiste de RNA de fita ssmples
(ssRNA), constituem uma forma replicativa (RF) originada
durante a replicacdo viral. O fato de os dsSRNAs do SBMV
serem apenas dois, em contraposicéo com os varios RNAs de
fita simples observados, mostra que somente estes estéo se
replicando através da formacdo de um intermediério
replicativo de fita negativa. Pode-se aventar duas hipoteses
paraexplicar este fato: ade que os outros RNASs visualizados
s80 apenas produtos de degradacdo do RNA genémico de
comprimento total, ndo se replicando dentro da planta
hospedeira, ou que a replicagdo destes RNA heterogéneos
ocorra de uma forma diferente daguela do RNA genémico
como, por exemplo, pelainiciacdo internadafitanegativado
RNA gendmico como jacitado por Weber & Sehgal (1982) e
também observado para os virus do género Bromovirus (Hull
& Maule, 1985).

A constatacdo do presente trabalho de que os RNASs
heterogéneos apareceram como bandas bem definidas e de
tamanho constante nas varias extracdes realizadas,
evidenciam que estes desempenham uma fungdo definida
dentro da planta hospedeira, ndo se tratando apenas de
produtos de degradacéo do RNA gendmico. Estafuncéo pode
ser apenas estrutural, ou sgja, como as interacdes especificas
RNA-capa proteica sdo necessarias para a montagem das
particulas virais (Sehgal, 1981), os RNAs heterogéneos
poderiam desempenhar uma fungdo na morfogénese viral.
Por outro lado, eles poderiam estar atuando como “ cistrons’
para as proteinas virais como uma estratégia para otimizar a
producdo destas. Uma evidéncia que fortalece tal hip6tese
s80 0s experimentos de Rutgers et al. (1980), nos quais
verificou-se que todos estes RNAs funcionam como
mensageiros in vitro. A proteina P4 (12 kDa) do SBMV-B,
por exemplo, teve sua traducdo induzida por todos 0os RNAs
de diferentestamanhos observados. O queficaevidente € que
estes RNA s apresentam um mecanismo dereplicacdo diferente
daguele do RNA gendmico, sem formacgdo de formas
replicativas ou dsRNA.

Osresultados obtidos no presente trabalho demonstram
gue o0 SBMV-B% apresenta propriedades moleculares
semelhantes aguelasdo SBMV descrito naAméricado Norte,
constituindo evidéncias adicionais de que se tratam de virus
semel hantes. Estudos de seqlienciamento das regides 5' e 3'
terminais do RNA genémico do SBMV-B¥ permitirdo uma
definicdo do grau de similaridade entre esses isolados.
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