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RESUMO

O presente trabalho caracteriza a regido 5'-terminal de um
isolado do Southern bean mosaic virus encontrado no Estado de Sdo
Paulo (SBMV-SP). O RNA foi extraido de particulas virais purificadas
e submetido a RT-PCR usando oligonucleotideos desenhados para
amplificar cerca de 590 nt da regido 5'-terminal do RNA viral. Foi
obtido um fragmento de tamanho esperado que, apds clonagem e
seqlienciamento, mostrou a existéncia de uma regido nao codificadora
com 92 nt e a primeira ORF, comecando no primeiro AUG (posicio
93) e terminando no cédon UGA na posi¢do 534. Na regido ndo

codificadora foi detectado um segmento parcialmente complementar
ao RNA ribossomal 18S. A ORF1 codifica uma proteina de 147
aminodcidos com massa molecular estimada de 17080 Da. A
extremidade 3' da ORF1 sobrepde a extremidade 5' da ORF2 em 34
nucleotideos. Os resultados obtidos indicam que a regifio 5'-terminal
do RNA do SBMV-SP ¢€ similar ao isolado Arkansas (SBMV-ARK)
descrito na América do Norte.

Palavras-chave adicionais: feijoeiro comum, Sobemovirus,
SBMY, seqiienciamento.

ABSTRACT

Characterization of the 5'-terminal region of a Brazilian isolate
of Southern bean mosaic virus

We report the characterization of the 5'-terminal region of an
isolate of Southern bean mosaic virus found in the Sao Paulo State,
Brazil (SBMV-SP). The RNA was extracted from purified virus
particles and subjected to RT-PCR using oligonucleotides designed
to amplify about 590 nt of the 5'-terminal region of the viral RNA. A
fragment with the expected size was obtained, which, after cloning
and sequencing, showed the existence of a 5' non-coding region with

92 nt and the first ORF, starting at the first AUG (position 93) and
ending at a UGA stop codon at position 534. A small site, partially
complementary to the 3'-terminus of 18S ribossomal RNA was
detected at the non-coding region. The ORF1 may encode a protein
containing 147 amino acids with a deduced molecular weight of 17080
Da. The 3'-terminus of ORF1 overlaps the 5'-terminus of ORF2 in
34 nt. Our results indicate that the 5'-terminal region of SBMV-SP is
similar to that of the Arkansas isolated (SBMV-ARK) described in
the North America.

Entre as mais de dez viroses descritas em feijoeiros
(Phaseolus vulgaris L.) (Costa et al., 1972; Bianchini et al.,
1977), estd a causada pelo Southern bean mosaic virus (SBMV),
género Sobemovirus (van Regenmortel et al., 2000). O SBMV
possui particulas isométricas (28-30 nm) contendo RNA
gendmico de 4-4,5 Kb envolto por proteina capsidial com massa
molecular de 29-39 kDa (Sehgal, 1981). Uma pequena proteina
(VPg) € covalentemente ligada a extremidade 5' do RNA,
enquanto a extremidade 3' € destituida de cauda Poli A (Ghosh
et al, 1979). Os genomas dos sobemovirus possuem quatro
OREFs que se sobrepdem (Van Regenmortel et al., 2000), com
excegdo para o SBMV que possui somente trés ORFs ndo
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sobrepostas (Othman & Hull, 1995). Ao SBMYV falta a pequena
ORF3 que € encontrada, entretanto, no isolado “Arkansas” do
SBMV (SBMV-ARK; Lee & Anderson, 1998). Tem sido
proposto, que as diferencas na organizacdo do genoma do
SBMV e SBMV-ARK resultariam de mutacdes ou erros no
seqiienciamento de nucleotideos do SBMV (Lee & Anderson,
1998). De qualquer maneira, os genomas dos isolados do SBMV
codificam para uma possivel proteina do movimento (ORF1),
uma poliproteina com dominios de VPg, uma serino protease e
RNA polimerase dependente de RNA (ORF2) e a proteina
capsidial (ORF4) (Othman & Hull, 1995; Lee & Anderson,
1998). A func¢do da proteina codificada pela ORF3 do SBMV-
ARK, € desconhecida.

No Brasil, o SBMV foi detectado pela primeira vez em
feijoeiros na regido do Distrito Federal (SBMV-DF; Cupertino
et al, 1982) e, posteriormente, no Estado de Sao Paulo (SBM V-
SP; A. S. Costa, Dados ndo publicados) e Parand (SBMV-PR;
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Gasparin, 2002). Algumas propriedades moleculares foram
determinadas para o isolado SBMV-SP por Moreira & Gaspar
(2002): (a) as particulas virais apresentam diametro de 28-30
nm e a protefna capsidial possui massa molecular de 30 kDa,
(b) das particulas virais foram extraidos RNA de vérios tamanhos
(4,2 Kb, 3,1 Kb, 2,6 Kb, 2,15 Kb, 1,64 Kb, 1,36 Kb e 1,0 Kb)
sendo o de 4,2 Kb 0o RNA gendémico e o de 1,0 Kb supostamente
um RNA subgendmico que codifica a proteina capsidial, (c)
dcidos ribonucleicos do mesmo tamanho foram também
detectados in vivo, indicando estar associados a replicagao viral
e (d) somente duas espécies de RNA de fita dupla (dsRNA)
foram detectadas in vivo (4,2 Kpb e 1,0 Kpb), correspondendo
as formas replicativas (RFs) do RNA gendmico e do RNA
subgendmico para a protefna capsidial.

No presente trabalho descreve-se a caracterizacdo da
regido 5'-terminal do genoma do isolado do SBMV encontrado
no Estado de Sdo Paulo (SBMV-SP).

O SBMV-SP foi doado, no final dos anos 80, pelo Dr.
Alvaro Santos Costa (Instituto Agrondmico de Campinas),
inoculado em feijoeiro comum cv. Rosinha e mantido em casa
de vegetacdo. O virus foi purificado como descrito por Moreira
& Gaspar (2002). Ap6s purifica¢do, uma aliquota do virus foi
tratada com SDS 2,5% e NaCl 0,1 M com aquecimento por 3
min a 55 °C. Em seguida foi acrescentado igual volume de fenol
(equilibrado com tampao citrato de sédio 0,1 M pH 4,3), agitada
manualmente por 30 s e, entdo, centrifugada para a separacio
das fases. A fase aquosa foi novamente extraida com fenol e,
apos centrifugacdo, o 4cido nucleico foi precipitado da fase
aquosa pela adicdo de 1/10 do volume de acetato de sédio 3 M
pH 5,2 e trés volumes de etanol por 1 hora a-70 °C. Em seguida,
a mistura foi submetida a centrifugacdo a 12.000 g por 15 min
e o “pellet” foi secado a 37 °C por 10 min e solubilizado em
dgua tratada com DEPC.

Para a produgdo do DNA complementar (cDNA) ao
RNA viral, foi utilizado um volume de reac¢do de 20 pl
consistindo de: 50 mM Tris.HCI (pH 8,3); 75 mM KCI; 10 mM
DTT; 3 mM MgCl,; 0,1 mM cada dGTP, dATP, dCTP; 0,065
mM dTTP; 10 pg/ml hexanucleotideos ou oligonucleotideo anti-
senso (SBMV 1, abaixo); duas unidades de inibidor de RNAse;
1-3 ug RNA viral desnaturado a 95 °C por 5 min; 40 unidades
de Transcriptase Reversa “Superscript” (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA). A reacdo permaneceu por 2 h a 42 °C.

Os oligonucleotideos foram desenhados utilizando-se
os programas Primer-3 e Oligo-4 baseando-se na seqiiéncia de
nucleotideos do SBMV-ARK (Lee & Anderson, 1998). O par
de oligonucleotideos flanqueia uma seqiiéncia de 591 nucleo-
tideos, correspondendo a regido inicial ndo codificadora e a
ORF1 que codifica a possivel proteina do movimento. A seqiién-
cia do par de oligonucleotideos € a seguinte: senso (Ea39): 5'-
CACAAAATATAAGAAGGAAAGCTGG-3' e anti-senso
(SBMV1): 5" ACGCTGCAGCCGTATGGATGTCGAA-3'.

O volume da reag@o de PCR foi de 50 pl consistindo de
tampao (Tris-HCI 20 mM pH 8,4; KCI 50 mM); 5 mM de MgCl;
0,2 mM cada dCTP, dGTP, dATP e dTTP; 10 ug/ml de cada
primer (senso e anti-senso); 1 ul da mistura da reacdo de cDNA
e duas unidades de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad,
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CA, USA). O ciclo da PCR, realizado em um termociclador
“MiniCycler” (MJ Research, San Francisco, CA, USA),
envolveu uma desnaturacdo inicial de 94 °C por 4 min e 30
ciclos com 1 min de desnaturac@o a 94 °C, 1 min de anelamento
a 45 °C e 1 min de extensdo a 72 °C. Ap6s 30 ciclos, foi feita
uma extensdo final por 10 min a 72 °C. Os fragmentos de DNA
amplificados foram visualizados, sob luz ultravioleta, em gel
de agarose 1% corado com brometo de etideo.

A clonagem do fragmento obtido na reacdo de PCR foi
feita utilizando-se o kit “SureClone™ Ligation” (Pharmacia
Biotech, San Francisco, CA, USA) e a extracdo do plasmideo
recombinante realizada com o kit “Concert Rapid Plasmid
Miniprep System” (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), segundo
instrugdes dos fabricantes. Apds clonagem em vetor pUCIS,
bactérias Escherichia colilinhagem DH5e< foram transformadas
e cinco clones selecionados. Ap6s a extragdo do DNA plasmidial
das células selecionadas, foram feitas digestdes com enzimas
de restricao (EcoRI e BamHI) para a comprovacdo da formacdo
do recombinante. Os DNAs plasmidiais purificados foram
seqiienciados pela técnica de reacdo de terminagdo em cadeia,
utilizando-se o seqiienciador automdtico “ABI Prism 377 DNA
Sequencer” (Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA) e o kit “DNA
sequencing Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction” (Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA), seguindo-se as
recomendacdes do fabricante. O seqiienciamento de cinco
clones foi realizado nos dois sentidos de leitura utilizando-se
os oligonucleotideos universais M13. O alinhamento das
seqliéncias obtidas foi feito com o auxilio do programa
CLUSTAL W (http://www.ch.embnet.org/software/
clustalW.html) e as comparacdes com as seqiiéncias existentes
no banco de dados GenBank, feitas através do algoritmo BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Apés seqiienciamento, a andlise da regido 5' ndo
codificadora do SBMV-SP evidenciou a presenga de 92
nucleotideos precedendo o cédon de iniciagdo da ORF1 (Figura
1A). Nessa regido, o RNA do SBMV-SP tem um contetido
relativamente baixo de G + C (38%) semelhante as regides 5'
ndo codificadoras de outros sobemovirus (SBMV-ARK, 39%;
SBMYV, 37%; SCPMYV, 33% e SeMV, 38%) e de outros genomas
virais (Alquist et al., 1981). Dentro daregido 5° ndo codificadora
hd um segmento parcialmente complementar ao RNA
ribossomal 18S (Figura 1B), sugerindo um possivel papel na
ligacdo do ribossomo (Hagenbiichle et al., 1978). Este possivel
sitio de ligacdo ao ribossomo estd localizado a distancias
varidveis do cédigo de iniciacdo da ORF1 sendo 52 nt para o
SBMV-SP, SBMV-ARK e SBMV, 36 nt para o SeMV e 5 nt
para o SCPMV (Wu et al., 1987; Othman & Hull, 1995; Lee &
Anderson, 1998; Lokesh et al., 2001).

A ORFI1 do RNA do SBMV-SP tem inicio no
nucleotideo 93 (c6don AUG) e termina na posicao 534 (cédon
UGA) (Figura 1A). A seqiiéncia dos 441 nucleotideos e a
seqliéncia deduzida de aminodcidos apresentam 79% de
identidade com o SBMV-ARK. Em relacdo a outras espécies
do género Sobemovirus, ha pouca identidade de nucleotideos e
aminodcidos dentro da ORF1 (Tabela 1). A funcdo da proteina
codificada pela ORF1 € ainda desconhecida, mas tem sido
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001CACAAAAUAUAAGAAGGAAAGCUGGAUUUCCUACCUUUGU
041GUUUCCAUUGUCGAAGCAUUGGUCAAUACUUAUCAAUUGG
081UGCAUUGUUCGCAUGAGCUACCGAUUCUUAGUAGUCAAAG
M s Y R F L V V K A
121CCGUUGGUUUUCUUGGUUUCCAUUCAGACGCUACUCGCAU
v 6 F L G F H S D A T R I
161UCUGUCAGAGACUGAGAUCGUAGACGUUCCUUCGUCCAUU
L S E T E I v D VvV E S s I
201GAUUUCGUCGGUGAAACCGAGUUACGCCUAGAAAACGCUU
b ¥ V G E T E L R L E N A W
241GGCCCCAAGGUGGUGAGAGAUACACUAUCCUACCUAGGUU
P O G G E R Y T I L P R F
281 CAACGUUCAGAUUGACUUCACGUACCAUCCAGUGCGUGUC
N VvV O I D F T Y H P V R V
321GAGAUCAUCUGUAGGGUUUGUGCUACUUCCCUUACUGUUG
E I I ¢ R VvV C A T S L T V V
361UCUUUAGCAAGUGGAACUUCCAUUGCGAAAGGAAGGGCCA
F S K W N F H C E R K G H
401UUUUGUGCCAGUAGACCAGAACGGGAAUCUGUUUAGGGUU
F \4 P Y D Q N G N L F R Vv
441GGAACGCUCCGGGAGACGGGAGAGAAAUACUUCUACUUCU
G T L R E T G E K Y F Y F C
481GUGAGAAAUCUAUCUGCAGACAAUGUAUCAUCCAGGCCGC
E K S I ¢ R O C I I © A A
ORF2- M Y H P G R
521UCACCAUCAUUCCUGA
H H H S *
s P S F L ........

B

18S rRNA 3'-UUACUA GGAAGGCGUCC
SBMV-SP 5'-GAUUU - CCUACCUUUGU
SBMV-ARK 5'-GAUUU - CCUACCUUUGU
SeMV 5'-GAUUU - CCUACCUUUGU
SBMV 5'-GAUUU - CCUACCUUUGU
SCPMV 5'-GAUUUU CCUACCUUUGU

FIG. 1 - (A) Seqiiéncia de nucleotideos e aminodcidos deduzidos da
regido 5' terminal do Southern bean mosaic virus - isolado de SP
(SBMV-SP) . Os primeiros 92 nucleotideos representam a regido
ndo codificadora. Os cédons de iniciacdo (AUG) e de terminacdo
(UGA) estdo sublinhados. O c6don de iniciagdo da ORF2 (sobreposta
na ORF1) estd duplamente sublinhado. (B) Pareamento de bases da
regido 5' ndo codificadora de alguns sobemovirus mostrando o
consenso (pontos) complementar com a seqiiéncia da regido 3'
terminal do RNA ribossomal de outros organismos.

proposta sua participagdo no movimento viral entre células
(Othman & Hull, 1995). A baixa identidade na ORF1 entre
diferentes espécies de Sobemovirus corrobora resultados
anteriores para outros géneros de virus, onde as proteinas
relacionadas com o movimento viral mostram pouca identidade,
porém apresentam fungdes bioldgicas semelhantes (Melcher,
1990). A ORF1 do SBMV-SP codifica uma proteina contendo
147 aminodcidos com massa molecular deduzida de 17080 Da.
Isto constitui uma diferenga de um cédon de nucleotideos e um
aminodcido a menos do que o isolado SBMV-ARK. Se esta
diferenca € significativa ainda estd por ser determinado mas,
levando-se em conta que esta proteina esta relacionada com o
movimento do virus de célula-a-célula (Othman & Hull, 1995;
Sivakumaran et al., 1998) e os dois isolados provocam infec¢@o
sistémica, a perda deste aminodcido ndo deve ser responsavel
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TABELA 1 - Porcentagem de identidade de nucleotideos (nt) e
aminodcidos (aa) entre o Southern bean mosaic virus - isolado de
SP (SBMV-SP) e outros sobemovirus

Isolado Regido 5’ nao ORF1

comparado codificadora nt aa
SBMV-ARK 88 79 79
SBMV 88 53 24
SeMV 76 43 34
SCPMV 43 21 12

por mudanga na fun¢do da proteina.

A extremidade 3’-terminal da ORF1 do SBMV-SP
sobrepde a extremidade 5'-terminal da ORF2 em 34 nucleotideos
(Figura 1A), sendo semelhante ao SBMV-ARK. Assim, a
organizac¢io gendmica dos dois isolados, nessa regido, se dispde
igualmente, o que refor¢a a proposta de Lee & Anderson (1998),
de que deve ter ocorrido erro no seqiienciamento feito para o
outro isolado americano do SBMV (Othman & Hull, 1995), o
qual apresenta somente 3 ORFs que ndo se sobrepdem.

Os resultados aqui obtidos indicam que o SBMV-SP ¢
similar, na organizac¢do da regido 5'-terminal do genoma, ao
isolado Arkansas (SBMV-ARK) descrito na América do Norte.
O seqiienciamento da regido 3'-terminal, que inclui a proteina
capsidial, podera oferecer maiores detalhes da identidade entre
esses dois isolados.
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