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AVALIAGAO DA DIVERSIDADE GENETICA DO VIRUS RESPONSAVEL PELA DOENGA
AZUL DO ALGODOEIRO, COTTON LEAFROLL DWARF VIRUS (CLRDV), ENTRE ISOLADOS
PROVENIENTES DE MATO GROSSO, GOIAS E SAO PAULO ()

RESUMO - A doenca azul do algodoeiro é uma importante patologia do algodao do cerrado brasileiro,
acarretando grandes perdas econdmicas. Trata-se de uma virose transmitida pelo pulgdo Aphis
gossypii, de forma persistente e circulativa. Em um trabalho recente,Corréa et al. obteve parte da
sequéncia gendmica do virus responsavel pela doenga azul no estado de Mato Grosso. A analise da
sequéncia indicou a presenga de um Polerovirus (familia Luteoviridae) associado a doenga, recebendo
o nome de Cotton leafrol dwarf virus (CLRDV). Este trabalho analisou a diversidade genética de
diversos isolados virais utilizando a sequéncia do capsideo do CLRDV de plantas oriundas do estado
do Mato Grosso, S&o Paulo e Goiés, e de parte da polimerase e regido intergénica de plantas oriundas
do estado do Mato Grosso. Uma vez amplificadas as regides nos genomas virais foram sequenciadas
e as sequéncias obtidas comparadas ao isolado de Mato Grosso originalmente descrito. Os resultados
obtidos até o momento revelaram uma alta taxa de conservagéo entre todos os isolados analisados.
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INTRODUGAO

O Algodao (Gossypium spp.) € um dos produtos agricolas mais antigos e importantes no
mundo. A Doenca azul do algodoeiro (DA) foi inicialmente descrita na Africa em 1949 e em seguida foi
encontrada também na Asia e nas Américas (CAUQUIL, 1977). A doenca é transmitida pelo pulgdo
Aphis gossypii de forma circulativa e persistente e os sintomas séo caracterizados por nanismo devido
ao encurtamento dos entrends, enrolamento e escurecimento foliar e amarelecimento das nervuras
(CAUQUIL e VAISSAYRE, 1971). Em um trabalho recente Corréa et al. (2005) , pela primeira vez,
amplificou e sequenciou parte do genoma de um virus associado a esta doenga. A sequéncia obtida
corresponde a parte da polimerase, toda a regido intergénica e ao capsideo viral. Anélises filogenéticas
das sequéncias posicionaram o virus como membro do género Polerovirus da familia Luteoviridae.
Este se mostrou putativamente como um novo virus, denominado como Cotton leafroll dwarf virus
(CLRDV).

Uma vez dispondo da sequéncia deste isolado do CLRDV do estado do Mato Grosso, partiu-se
para uma analise do virus nos demais estados produtores de algod@o com o objetivo de caracterizar as
infec¢des ocorrentes no Brasil. Para tanto, diferentes isolados de varias regides produtoras foram
enviados durante as safras 2004/2005 e 2005/2006. Os genomas virais foram parcialmente
amplificados por RT-PCR com oligos especificos para o capsideo e parte da polimerase e regido
intergénica viral, respectivamente. Em seguida, os fragmentos obtidos foram sequenciados e
analisados quanto a similaridade genética. A caracterizagdo da sequéncia do capsideo de isolados do
CLRDV dos estados de Sao Paulo, Goias e Mato Grosso foi concluida. Por enquanto, a caracterizagao
da diversidade de parte da polimerase e regido intergénica ficou restrita a isolados do Mato Grosso.
Porém, a extensdo da analise aos isolados dos demais estados encontra-se em andamento, assim
como a caracteriza¢do dos dois fragmentos em novos isolados.
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METODOLOGIA

Plantas de algoddo das variedades CNPA ITA 90, Delta Opal, BRS Cedro, ST474, FM966,
CD406, e CD401 apresentando sintomas tipicos da doenga azul e, em alguns casos, apresentando
também sintomas atipicos (folhas avermelhadas) foram enviadas dos estados de Mato Grosso (cidade
de Primavera do Leste), Goias (cidades de Santa Helena de Goiés, Acreuna e Ipameri) e S&o Paulo
(cidade de Piracicaba).

OBTENGAO E ANALISE DE RNA POR RT-PCR

Extraiu-se 0 RNA total destas plantas utilizando a combinacdo do “kit” da Quiagen Rneasy
(Quiagen Co.) com um tampé&o de extragdo a base de Borato (YINGRU, 2002). Cerca de 2,5 pg de
RNA foram utilizados para a sintese de cDNA usando os oligonucleotideos o oligo O5R2 (5'-
GCAACCTTTTATAGTCTCTCCAAT -3°). Nas amostras de Piracicaba (SP), Primavera do Leste (MT) e
Santa Helena de Goias (GO) as sequéncias inteiras dos capsideos virais foram sintetizadas a partir de
uma reagdo de PCR utilizando a combinagdo de oligonucleotideos CPF (5'-
ATGAATACGGTCGTGAGAAGA-3’) e CPR (5'-CTATTTGGATTGTGGAATTGGCAC-3’) resultando na
amplificagdo de um fragmento de aproximadamente 650 nucleotideos. Nas amostras de Acreuna (GO)
e de Ipameri (GO), adotou-se a técnica de Nested PCR para a obten¢do de ambos os fragmentos
virais. Na primeira reagdo de polimerizagéo foi empregada a combinag&o de oligonucleotideos O5R2 e
PL2F(Corréa et al.,2005). A sequéncia isolada do capsideo foi amplificada na segunda reagéo de PCR,
utilizando-se os oligonucleotideos CPR e CPF. O fragmento correspondente a parte da polimerase e
regido intergénica (aproximadamente 468 nucleotideos) foi amplificado utilizando combinagbes de
oligosnucleotideos PLF,PLR e PL2F, PL2R (Corréa et al., 2005) na primeira e segunda reacao de
sintese, respectivamente. O mesmo procedimento foi utilizado para a obtencdo das seqléncias de
parte da polimerase e regido intergénica dos isolados de Piracicaba (SP). Nas amostras de Primavera
do Leste (MT), estas sequéncias foram amplificada através da combinagdo dos oligonucleotideos
degenerados PLF e PLR, resultando em um fragmento de 1058 nucleotideos, correspondente a parte
da polimerase viral, toda regiéo intergénica e parte do capsideo.

A transcrigéo reversa foi realizada com a enzima MMLV (Gibco BRL Co.) por 2 horas a 45 °C.
Reagdes de PCR foram realizadas com desnaturagao inicial a 95°C por cinco minutos, seguido de
quarenta ciclos a 95 °C por 1 minuto, 51,5 °C (para oligos O5R2/ PL2F), 65 °C (para oligos CPF/CPR
e PLF/PLR) ou 50°C (para a combinag&o PL2F/PL2R) por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto com extenséo
final de 10 minutos a 72 °C. Os produtos de PCR foram, em seguida, purificados com PEG e enviados
para sequenciamento.

TRANSFORMAGAO DE ESCHERICCHIA COLI

Em alguns casos a quantidade de material amplificado ndo era suficiente para um
sequenciamento direto da reagao de PCR, sendo necesséria a clonagem de tais fragmentos antes do
sequenciamento. Foi o caso dos fragmentos amplificados nas amostras do Mato Grosso utilizando os
oligonucleotideos PLF e PLR que foram ligados, utilizando a enzima T4 ligase, ao plasmideo pGem-T
Easy (Promega). Bactérias Eschericchia coli eletrocompetentes foram transformadas com o vetor,
ligado ao produto de PCR. Em seguida, foi realizada a extragdo do DNA plasmidial e a anélise dos
clones positivos através do padréo de digestdo promovido pela enzima de restri¢do EcoRI.
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SEQUENCIAMENTO

De modo a ter uma analise estatisticamente representativa do virus presente nas plantas
infectadas, foram sequenciadas, nos dois sentidos, triplicatas das reagdes de PCR ou trés clones de
cada um dos dois fragmentos amplificados em cada planta. Para o sequenciamento dos fragmentos
clonados foram utilizados os oligonucleotideos universais T7 e M13, enquanto para os produtos de
PCR foram utilizados os oligonucleotideos especificos. As reagbes de sequenciamento foram feitas
através do sequenciador automatico Mega Bace.

ANALISE COMPARATIVA DAS SEQUENCIAS

As duas sequéncias depositadas no GenBank, com nimero de acesso AY758560 e AY758561,
referentes a parte do genoma do CLRDV, foram utilizadas para compara¢do com as sequéncias
obtidas. Estas foram alinhadas utilizando o programa MultAlign (CORPET, 1988) e as identidades
foram calculadas através do programa GenDoc (http://www.psc.edu/biomed/genedoc).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para determinar a diversidade genética entre diversos isolados virais do virus responsavel pela
DA foram utilizadas duas regides alvo do genoma viral, o capsideo e a polimerase. Para analise da
diversidade ao nivel do capsideo foram realizadas reagdes de RT-PCR em seis plantas oriundas de
Primavera do Leste (MT), seis de Piracicaba (SP), uma de Santa Helena de Goias (GO), onze de
Acreuna (GO) e quatro de Ipameri (GO). Eletroforese em gel de agarose revelou a amplificagéo do
fragmento do correspondente ao capsideo com 650 nucleotideos (Fig. 1) em todas as amostras
analisadas. Até o0 momento, foram sequenciados e caracterizados somente os isolados de Primavera
do Leste (MT), Santa Helena de Goias (GO) e Piracicaba (SP). Nesta anélise preliminar, a comparagéo
entre as sequéncias consenso das diferentes plantas revelou alta identidade com a seqléncia do
CLRDV depositada no GenBank , assim como alta identidade foi observada dentro de cada isolado
(Tab. 1).

A polimerase viral foi amplificada em seis plantas de Primavera do Leste (MT), seis de
Piracicaba (SP), nove de Acreuna (GO). Para plantas oriundas de Primavera do Leste foram utilizados
os oligodegenerados PLF/PLR. Embora as reagbes de RT-PCR tenham apresentado bandas
inespecificas (Fig. 2A), a banda com o tamanho esperado de 1058 nucleotideos, foi obtida. Os
fragmentos foram clonados e pelo menos trés clones de cada planta foram seqiienciados. Foram mais
uma vez observadas altas taxas de identidade entre os diversos isolados mostrando que sao todos
muito similares (Tab. 2). Os resultados de amplificagéo e alta identidade confirmaram a existéncia de
apenas um virus associado a DA nos isolados analisados, uma vez que por ser degenerado este par
de oligos poderia amplificar outros virus do mesmo género. Um fragmento menor correspondente a
parte da polimerase e a regiéo intergénica foi amplificado nas amostras de Piracicaba (SP), Acreuna
(GO) e Ipameri (GO) (Fig. 2). Em duas amostras de Acreuna (GO), uma da variedade BRS Cedro e a
outra da variedade Delta Opal, ainda n&o foi possivel obter a amplificagdo deste fragmento. A avaliagéo
da diversidade genética utilizando a polimerase para estas amostras esta em andamento.
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Figura 1: Amplificagdo da CP viral em diferentes isolados do CLRDV em gel de agarose 0,8% A -
Lambda DNA digerido com Pstl; Ni - Planta ndo infectada (C-); Inoc- Planta Inoculada (C+) A -
amplificagdes em amostras de Santa Helena de Goias (GO): 1 — planta da variedade CNPA ITA90.
Acreuna:1 a 3- plantas da variedade BRS Cedro; 4, 6, 9 e 10 — plantas da variedade CD 406; 5,7 e 8 -
plantas da variedade Delta Opal; 11 - planta da variedade ST 474. B - amplificagbes em amostras de
Primavera do Leste (MT).1 a 3 - plantas da variedade CD 401; 3 a 6- plantas da variedade FM 966 ; C
- amplificagbes em amostras de Piracicaba (SP). 1 a 6 — plantas da variedade CNPA ITA 90. Foram
realizadas trés amplificacdes para cada planta.
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Figura 2: Amplificagdo do fragmento (468 nucleotideos) em gel de agarose 0,8% correspondente a
parte da polimerase e de toda a regido intergénica do virus. A - DNA digerido com Pstl.; Ni - Planta ndo
infectada; Inoc — planta néo inoculada. A — amplificagdes nas amostras de Primavera do Leste (MT)
usando oligonucleotideos PLF e PLR (fragmento esperado de aproximadamente 1058 nucleotidos,
incluindo parte do capsideo). 1 a 3 — plantas da variedade CD 401; 3 a 6- plantas da variedade FM 966.
B - amplificagdes em amostras de Acreuna : 1 a 3- plantas da variedade BRS Cedro; 4, 6, 9 e 10 -
plantas da variedade CD 406; 5, 7 e 8 — plantas variedade Delta Opal; 11- planta da variedade ST 474.
C- amplificagbes em amostras de Piracicaba (SP): 1 a 5 — plantas da variedade CNPA ITA 90. DF -
Tentativa de amplificacdo de amostras do Distrito Federal: 6 e 7 — plantas de algoddo da espécie
Gossypium Barbadense. D — amplificacdo em amostras de Ipameri: 1 a 4 — plantas da variedade Delta
Opal.
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Tabela 1: Valores de identidade entre seqUiéncias do capsideo do CLRDV. MT2 a MT6 - amostras de
Primavera do Leste (MT). MT1 a seqUéncia inicialmente obtida do CLRDV; SP1 a SP6 - amostras de
Piracicaba (SP);GO - amostras de Santa Helena de Goias (GO).

MT1 MT2 MT4 MT5 MT6 SP1 SP2 SP3 SP4 SP5 SP6 GO
MT1 | 100%
MT2 | 99% 100%
MT4 | 99% 100% 100%
MT5|99% 99% 99%  100%
MT6 | 99% 100% 100% 99%  100%
SP1199% 99% 99% 99% 99% 100%
SP2 [99% 98% 98% 99% 98% 99%  100%
SP3 [98% 98% 98% 98% 98% 99% 98%  100%
SP4 [98% 99% 99% 98% 99% 99% 98% 99% 100%
SP5 [99% 99% 9% 99% 99% 99% 98% 99% 99% 100%
SP6 [99% 99% 99% 99% 99% 99% 98% 99% 99% 99% 100%
GO |98% 97% 97% 98% 97% 98% 97% 97% 97% 9% 97% 100%

Tabela 2: Valores de identidade entre sequéncias de parte da polimerase de isolados de Primavera do
Leste (MT). MT1 - seqUéncia do CLRDV obtida no GeneBank.

MT1 MT2 MT3 MT4 MT5  MT6
MT1 | 100%
MT2 | 98%  100%
MT3 | 100% 98%  100%
MT4 | 99%  98%  99%  100%
MT5 | 100% 98% 100% 99%  100%
MT6 | 99%  98%  99%  98%  99%  100%
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Tabela 3: Valores de identidade entre as sequéncias de toda a regido intergénica de isolados de
Primavera do Leste (MT). MT1 — sequiéncia do CLRDV obtida no GeneBank

MT1 MT2 MT3 MT4 MT5  MT6
MT1  100%
MT2  97%  100%
MT3  98%  99%  100%
MT4  97%  99%  99%  100%
MTS  97%  99%  99%  99%  100%
MT6  97% 99%  99%  99%  99%  100%

CONCLUSOES

A alta identidade entre as seqUéncias obtidas revela populagdes de virus bastante homogéneas
entre si. Todos os isolados analisados até 0 momento mostraram-se muito similares ao primeiro isolado
analisado, oriundo do estado do Mato Grosso.

CONTRIBUIGAO PRATICA E CIENTIFICA DO TRABALHO

Estes resultados, embora preliminares, iniciam o mapeamento da Doenga Azul no Brasil, e
comegam a revelar o quéo variavel ou ndo séo os isolados aqui encontrados. Até o momento tem sido
observada pouquissima variagao entre os diversos isolados virais encontrados nos diferentes estados
brasileiros. Estes dados sdo de grande importancia para os programas de melhoramento do algodédo
visando a resisténcia a DA pois podem orientar suas diretrizes e planos de agdo de modo a tornar a
resisténcia mais eficiente e dificil de ser quebrada.
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