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RESUMO

Deteccdo e variabilidade do gene do nucleocapsideo de isolados de diferentes regides
geograficas do virus da mancha das orquideas (“Orchid fleck virus” — OFV).

O virus da mancha das orquideas (“Orchid fleck virus” - OFV), transmitido pelo acaro
Brevipalpus californicus, causa manchas cloroticas e necréticas em orquideas de varios géneros e
foi relatado em diversos paises. O diagndéstico de "orchid fleck”, doenca causada pelo OFV, tem
sido feito através da anélise dos sintomas, sorologia, observagdo de cortes ultrafinos de tecido
infectado em microscépio eletrénico de transmissdo ou RT-PCR. No entanto, apesar de testes
moleculares serem frequientemente mais eficientes e especificos que outros métodos, os "primers"
disponiveis na literatura nem sempre detectam o virus em baixas concentragdes no tecido vegetal,
ou amplificam regides da planta sadia. Com base nas sequéncias nucleotidicas da capa protéica
viral depositadas no GenBank foram desenhados novos “primers”, que amplificam um fragmento
de 326 pb. Esses “primers” foram utilizados para a deteccdo do OFV por RT-PCR e para a
marcacdo com digoxigenina de sondas para hibridizacdo. A variabilidade de um fragmento do
gene da capa protéica deste virus foi estudada por polimorfismo conformacional de fita simples
("Single strand conformational polymorphism"™ — SSCP) e seqlienciamento de nucleotideos.
Quarenta e oito amostras de 18 géneros de orquideas foram coletadas no Brasil, Costa Rica e
Austrélia. As analises dos padrdes de SSCP resultaram em seis hapldtipos diferentes e em
agrupamentos baseados na origem geografica das amostras. Amostras representando cada um
desses padrdes foram sequienciadas e comparadas com aquelas disponiveis no GenBank. A
analise de SSCP provou ser eficiente para fornecer informacGes preliminares sobre a
variabilidade do OFV. No entanto, apenas através do seqiienciamento de nucleotideos das
amostras foi possivel determinar a real variabilidade das mesmas.

Palavras-chaves: Mancha da orquidea; Orquideas; VTB; Brevipalpus californicus; Variabilidade
genética



ABSTRACT

Detection and nucleocapisid gene variability of Orchid fleck virus isolates from different
geographic origns.

Orchid fleck virus (OFV), transmitted by the mite Brevipalpus californicus, causes
chlorotic and necrotic ringspots in many orchid genera and was reported in several countries. The
diagnosis of the Orchid fleck disease has been performed by symptomatology, transmission
electon microscopy, serology or RT-PCR. Even though the molecular tests are usually more
efficient and specific than other methods, the available primers did not always detect the OFV in
low concentrations or sometimes amplified healthy plant samples. Based on the nucleotide
sequences of the coat protein gene (cp) available in the GenBank, new primers were designed.
These primers amplified a 326 pb specific OFV fragment and were used for RT-PCR and as
hybridization probes. The variability of a fragment of the cp of this virus was investigated by
“single strad conformational polymorphism (SSCP)” and nucleotide sequencing. Forty eight
samples of 18 genera of orchids were collected from Brazil, Costa Rica and Australia. The SSCP
analysis resulted in six different haplotypes and demonstrated a clustering in samples based on
geographical origin. Samples representing the different SSCP patterns were sequenced and
compared with those available in the GenBank. The SSCP analysis proved to be efficient to
provide preliminary information about OFV variability. However, only through nucleotide
sequencing it was possible to determine the actual variability amongst the samples.

Keywords: Orchid fleck virus; Orchids; BTV; Brevipalpus californicus; Genetic variability
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1 INTRODUCAO

As orquideas sdo monocotileddneas correspondentes a cerca de 7% de todas as plantas
fanerégamas distribuidas atualmente no globo terrestre (DRESSLER, 1981). Esta familia é
considerada a mais numerosa de todo o reino vegetal, com mais de 800 géneros, 25.000 especies
naturais (SHEEHAN, 1980) e mais de 140.000 espécies hibridas obtidas comercialmente através
de cruzamentos (Paske', comunicacdo pessoal). Estas plantas sdo cosmopolitas, surgindo desde
muito préximo ao Circulo Polar Artico, estendendo-se até as proximidades da Terra do Fogo
(DRESSLER, 1981). No entanto, possui um maior nimero de representantes nos ambientes
tropicais e subtropicais (MORAES, 2002).

Teoricamente o cultivo de orquideas de qualquer parte do mundo é possivel, desde que
cada espécie tenha as condi¢cbes minimas para a sobrevivéncia, garantidas por uma estufa que
reproduza as condiges climéaticas de sua origem (Paske’, comunicacao pessoal).

O elevado numero de espécies e hibridos possibilita a ocorréncia de grande variedade de
formas, tamanhos e cores de folhas e flores, o que torna essas plantas de grande importancia
econdmica e faz com que sejam produzidas em todo o mundo, sempre com grande aceitacdo no
mercado de vaso e de corte (FREITAS, 1996).

Por se tratarem de plantas ornamentais, as orquidaceas devem apresentar folhas e flores de
boa qualidade, o que implica, entre outros fatores, na auséncia de pragas e patdgenos. Dentre 0s
principais patégenos que infectam orquideas estdo os virus, os quais além de depreciarem
quantitativa e qualitativamente as plantas, também apresentam dificuldades de controle
(SHEEHAN, 1980; BICALHO, 1992; BATCHELOR, 1993).

Muitas orquideas compradas e vendidas por produtores amadores e comerciais estdo
infectadas por virus. Estes produtores sdo mais influenciados pelas caracteristicas florais das
plantas do que pelo seu aspecto fitossanitario. Uma planta recém-adquirida pode ser fonte de
inéculo de virus, servindo de foco para infeccBes subseqientes. Uma das caracteristicas deste
ramo da horticultura é o intercambio intenso das orquideas, responsavel pela distribuicdo mundial
destas plantas, bem como de suas doencas e vetores (LESEMANN, 1980).

De acordo com Zettler et al. (1990) existem 50 virus que infectam orquideas, mas

segundo Lawson e Hsu, (1995) sdo conhecidos apenas 27. Ndo foram encontradas informacdes

! PASKE, W. — Sociedade Paranaense de Orquidéfilos
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atualizadas a respeito do nimero exato de virus descritos nestas plantas, sendo que a maioria
destes ndo esta ainda completamente caracterizada.

O virus da mancha das orquideas (“Orchid fleck virus” - OFV) causa lesdes clordticas e
necréticas em varios géneros de orquideas e é transmitido de forma persistente pelo acaro
Brevipalpus californicus (Banks). Este virus apresenta distribuicdo cosmopolita e é reconhecido
como um dos patdgenos virais importantes desta cultura. Esta distribuicdo universal do OFV
levanta a questdo sobre a variabilidade dos isolados encontrados em diferentes partes do mundo e
a indicacdo de um possivel centro de origem. O seqlienciamento completo do genoma do OFV
(KONDO et al., 1998; 2003) permitiu desenvolver ferramentas moleculares que ndo sé facilitam
sua deteccdo e identificacdo, mas também meios para avaliar sua variabilidade baseada na leitura
da seqiiéncia de partes de seu genoma. Uma avaliacdo preliminar da variabilidade do OFV
baseado em uma sequéncia amplificada por RT-PCR de amostras coletadas de diferentes regides
geograficas distinguiu dois isolados muito distintos dos demais (BLANCHFIELD et al., 2001).

No presente trabalho propbs-se otimizar o método de diagnostico do OFV baseado em
RT-PCR através da alteracdo dos “primers” utilizados, consolidar o uso de sondas para detecgédo
por hibridizacdo (dot-blot e direct tissue printing) e estudar a variabilidade do virus atraves do
uso da técnica do SSCP “Single Strand Conformational Polymorphism”, com base nas
sequéncias do gene codificador da capa protéica viral, em amostras coletadas em diferentes partes

do pais e procedentes do exterior.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Acaros do género Brevipalpus

A familia Tenuipalpidae possui mais de 622 espécies distribuidas por 30 géneros
(CHILDERS et al., 2003a). Os acaros desta familia sdo conhecidos como acaros planos e
ocorrem geralmente em locais de clima tropical ou subtropical (BAKER; TUTTLE, 1987).

O género Brevipalpus é reconhecido como o grupo mais importante dentro da familia
Tenuipalpidae. Esses &caros tém tamanho entre 200 a 410 um de comprimento (HARAMOTO,
1969; BAKER; TUTTLE, 1987), sendo alongados, achatados dorsoventralmente e de coloragéo

avermelhada. Brevipalpus é um género polifago e apresenta distribuicdo cosmopolita, tendo sido
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encontrado na Africa, Asia, Australia, Europa, América do Norte, América do Sul e llhas do
Pacifico (HARAMOTO, 1969).

A importancia dos acaros do género Brevipalpus vem crescendo, tornando-se evidente seu
potencial como praga de plantas, especialmente por sua capacidade de transmitir virus
(CHILDERS et al., 2003b; KITAJIMA et al., 2003a, b; KONDO et al., 2003; RODRIGUES et
al., 2003).

Dentro das espécies de Brevipalpus, as trés espécies de maior importancia econémica sao:
B. californicus (Banks), B. obovatus Donnadieu e B. phoenicis (Geijskes). Estes &caros foram
relatados em 928 espécies de plantas em 513 géneros distribuidas em 139 familias (CHILDERS
et al.,, 2003a). Entre as hospedeiras estdo monocotileddneas, dicotiledneas, plantas anuais,
perenes, ornamentais entre outras. O B. californicus foi identificado em 316 espécies de plantas
hospedeiras, sendo encontrado geralmente em espécies de orquideas e arvores; o B. obovatus em
451 espécies de plantas hospedeiras, como herbaceas, arbustivas e ornamentais e o B. phoenicis
em 486 espécies de plantas hospedeiras suculentas, cactaceas, herbaceas e ornamentais
(CHILDERS et al., 2003a).

Segundo Childers et al. (2003b), muitos dos &caros Brevipalpus se reproduzem por
partenogénese telitoca com fémeas produzindo fémeas; os machos sdo raramente encontrados
(cerca de 1% da populacdo). A reproducgédo sexuada pode ocorrer, embora seja pouco freqlente.
As fémeas das espécies B. obovatus, B. phoenicis e B. californicus sdo haploides, com dois
cromossomos geneticamente distintos (HELLE; BOLLAND, 1972; WEEKS et al., 2001). Uma
bactéria endossimbiotica seria responsavel pela feminilizacdo dos machos (WEEKS et al., 2001),
possivelmente do grupo “Candidatus Cardinium” (CHIGIRA; MIURA, 2005; NOVELLI et al.,
2005b).

O ciclo de vida tipico dos Brevipalpus consiste de quatro estigios ativos: larva,
protoninfa, deutoninfa e adulto, sendo que entre cada instar o &caro passa por periodos de
imobilidade chamados de protocrisalida, deutocrisalida e teliocrisalida (HARAMOTO, 1969). A
postura dos ovos acontece em locais protegidos. Os ovos séo geralmente postos individualmente,
mas agrupamentos podem ocorrer (HARAMOTO, 1969).

A diferenciacdo entre B. phoenicis, B. obovatus e B. californicus é realizada com base em
diferencas no padrdo das setas dorsais no histerossoma e no numero de solenidios no par de

pernas Il. B. californicus e B. phoenicis apresentam dois solenidios na extremidade do par de
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pernas Il, enquanto B. obovatus apresenta um unico. B. californicus apresenta seis pares de setas
dorsais no histerossoma, enquanto B. phoenicis e B. obovatus apresentam cinco pares
(WELBOURNE et al., 2003).

2.2 Virus transmitidos por Brevipalpus

Os virus transmitidos por &caros do género Brevipalpus (VTBs) tém em comum, além do
vetor, semelhangas na sintomatologia causada nas plantas hospedeiras, morfologia das particulas
virais e efeitos citopatologicos (KITAJIMA et al.,, 2003a). Os sintomas nos hospedeiros
consistem em lesdes locais (clordticas, necréticas ou manchas verdes) nas folhas, ramos e frutos
0s quais raramente se tornam sistémicos (KITAJIMA et al, 2003a). Estudos iniciais sobre a
leprose dos citros (Citrus leprosis virus — CiLV), apresentaram a hipotese de etiologia fungica,
sendo apontados os fungos Colletotrichum gloesporioides, Hormodendron sp., e Cladosporium
herbarium var. citri como possiveis patdgenos, embora o postulado de Koch ndo houvesse sido
completado (revisado por RODRIGUES et al., 2003). Com a demonstracdo do envolvimento dos
acaros Brevipalpus com a leprose, Vergani (1945) sugeriu que estas lesdes seriam resultantes de
toxinas injetadas na planta durante a alimentacdo do acaro. Esta hipétese foi contestada e a
etiologia viral das lesdes foi provada por microscopia eletrénica (KITAJIMA et al.,, 1972;
COLARICCIO et al., 1995; RODRIGUES et al., 2000b; DOMINGUES et al., 2001), transmiss&o
mecanica (COLARICCIO et al., 1995) e enxertia de tecidos (KNORR, 1968; CHAGAS;
ROSSETI, 1980).

Os virus transmitidos por Brevipalpus sdo divididos em tipos nuclear (-N) e
citoplasmatico (-C), sendo diferenciados com base no seu local de maturacdo na célula e na
morfologia das particulas (KITAJIMA et al., 2003a).

Os virus do tipo nuclear foram encontrados pela primeira vez em orquideas infectadas
pela mancha da orquidea (“Orchid fleck virus” — OFV) (DOI et al., 1969; KITAJIMA et al.,
1974; DOI et al., 1977; KITAJIMA et al., 2001; KONDO et al., 2003) e posteriormente foram
encontrados em varios casos como em alguns isolados de leprose dos citros tipo nuclear (nuclear
type of “Citrus leprosis virus” — CiLV-N), mancha anular do cafeeiro (“Coffee ringspot virus” -
CoRSV), mancha clorotica do Clerodendron (“Clerodendron ringspot virus” - CIRSV), mancha

clorética do Hibiscus (“Hibiscus clorotic spot virus” - HCSV), mancha anular do Malvaviscus
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(“Malvaviscus ringspot virus”) ente outros (KITAJIMA et al., 2003a). A principal caracteristica
destes virus é a formacdo de um viroplasma elétron-transparente no nucleo da célula hospedeira.
As particulas virais tém forma de bastonetes curtos, com largura de 40 a 50 nm e comprimento de
100 a 110 nm, que podem aparecer dispersos no viroplasma ou no nucleoplasma. Essas particulas
ocorrem comumente associadas perpendicularmente & membrana interna do envelope nuclear e
podem ainda estar presentes no citoplasma, freqiientemente associadas as membranas do reticulo
endoplasmatico e empurrando a membrana da mesma forma que no envelope nuclear.
Frequentemente formam arranjos de membranas dispostas em circulo e os virions organizados
radialmente, gerando configuragdes conhecidas como “roda de carroca” (LESEMANN et al.,
1975). Em raras ocasides, particulas isoladas e providas de membrana tém sido encontradas no
limen do reticulo endoplasmaético, aparentemente tendo completado o processo de brotacdo
(KITAJIMA et al., 2003a).

Os virus do tipo citoplasmético foram encontrados pela primeira vez em amostras de folha
afetadas pela “lepra explosiva”, um isolado do CiLV da Argentina (KITAJIMA et al., 1972).
Posteriormente foram encontrados na maioria dos isolados brasileiros de CiLV e tem sido
referido como do tipo citoplasmatico da leprose dos citros (CiLV-C) (COLARICCIO et al., 1995;
RODRIGUES et al., 2003). Exemplos de outros virus transmitidos por Brevipalpus do tipo
citoplasmatico seriam: Mancha anular de Solanum violaefolium (Solanum violaefolium ringspot
virus - SVRSV), pinta verde do maracujazeiro (Passion fruit green spot virus — PFGSV), mancha
verde do Hibiscus (Hibiscus green spot virus - HGSV), mancha anular do Ligustrum (Ligustrum
ringspot virus - LIRSV), entre outros. As particulas sdo curtas, baciliformes e com membrana,
apresentando largura de 60 a 70 nm e comprimento de 120 a 150 nm. Estas ocorrem isoladas ou
agrupadas sempre no lumen do reticulo endoplasmético. Ocasionalmente, as particulas
baciliformes podem ser encontradas na cavidade perinuclear, possivelmente migrando do reticulo
endoplasmatico. Diferente do tipo nuclear, o viroplasma dos virus do tipo citoplasmatico ocorre
como inclusdes citoplasmaticas elétron densas e vacuoladas, de forma e dimensdes variadas
(KITAJIMA et al., 2003a; KITAJIMA et al., 2003b).

Em algumas hospedeiras podem ser encontrados o tipo nuclear e o citoplasméatico como
em citrus (KITAJIMA et al., 1972), S. violaefoleum (KITAJIMA; MORAES, 2000; KUBO et al.,
2004; KITAJIMA et al., 2004), Clerodendron (KITAJIMA; MORAES, 2000), Hibiscus
(KITAJIMA et al., 1999; KITAJIMA; RODRIGUES, 2001) e orquideas (DOI et al., 1977;
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FREITAS-ASTUA et al., 1999). No caso de Hibiscus e Clerodendron, puderam-se constatar, por
microscopia eletrénica, casos de co-infeccdo pelos dois tipos, até mesmo numa mesma célula
(KITAJIMA et al., 2003a), sugerindo que s&o distintos, ndo havendo interferéncia entre eles.
Além disso, ao menos no caso da leprose dos citros, foi confirmado que os tipos nuclear e
citoplasmatico apresentam sequéncias nucleotidicas diferentes, uma vez que pares de “primers”
ao longo do genoma do CiLV-C n&o amplificaram amostras com CiLV-N (FREITAS-ASTUA et
al., 2005).

A diferenciacdo dos tipos nucleares e citoplasmaticos € possivel algumas vezes por
comparacgdo de lesbes foliares. Existe uma tendéncia de o tipo citoplasmatico causar manchas
verdes em folhas senescentes, e do tipo nuclear induzir manchas cloréticas em folhas verdes,
como é possivel observar na Figura 1 (KITAJIMA et al., 2003a). No caso do CiLV essa
tendéncia ndo é observada, uma vez que as lesbes do tipo nuclear ou citoplasmatico sdo sempre
cloréticas. No entanto, as lesGes foliares causadas por CiLV-C (Figura 2A) sdo em geral maiores
e menos amareladas que aquelas causadas pelo CiLV-N; além disso, o CiLV-C tende a formar
halos concéntricos de goma em torno das leses. O CiLV-N (Figura 2B) tende a formar lesdes
amareladas com um ponto necrotico em seu centro, o qual pode evoluir tomando grandes areas da
folha.

OFV (KONDO et al., 1995), CORSV (BOARI et al., 2003) e CIRSV (ALCANTARA et
al., 2005), todos do tipo nuclear, podem ser transmitidos mecanicamente com relativa facilidade
para diversas plantas teste, tornando-se sistémicos em algumas delas quando estas sdo submetidas
a temperaturas em torno de 29 a 32°C por um periodo de duas semanas. O OFV foi purificado
com sucesso por Kondo et al. (1995), o CoRSV e o CIRSV por Boari et al. (2004, 2006),
respectivamente. Esses sdo também os Unicos virus transmitidos por Brevipalpus para os quais
existem anti-soros (KONDO et al., 1998; BOARI et al., 2004, 2006), sendo que no estudo de
relacionamento soroldgico entre OFV e CoRSV obteve-se uma reagdo cruzada de baixa
intensidade (BOARI et al., 2004). Embora o CiLV-N seja um virus do tipo nuclear e transmitido
por B. phoenicis, ndo foi possivel até o0 momento transmiti-lo mecanicamente e tampouco
purifica-lo a partir de citros.

A maioria dos virus de planta apresenta como material gendmico o acido ribonucléico de
fita simples (ssRNA). Em alguns casos a sua forma replicativa, na forma de dsRNA (RNA de fita

dupla), pode ser detectada por eletroforese. Em funcéo disso, 0 dsSRNA vem sendo utilizado como
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indicativo de infeccdo viral (VALVERDE et al., 1990). A deteccdo do dsRNA é realizada por
perfis eletroforéticos, indicando pesos moleculares e nimero de bandas, que ajudam na indicacao
dos provaveis grupos de virus (DODDS et al., 1984). O dsRNA pode ser também de origem
enddgena da planta ou constituicdo gendmica de virus como o reovirus e 0s virus cripticos
(RODRIGUES, 2000).

Figura 1 — Sintomas de virus transmitidos por Brevipalpus: 1 — Hedera canariensis com virus do tipo
citoplasmético, 2 — Clerodendron x speciosum com virus do tipo nuclear, 3 — Schefflera
actinophylla com virus do tipo citoplasmatico, 4 — Clerodendron thompsonae com virus do tipo
citoplasmético, 5 — Ligustrum sp. com virus do tipo citoplasmético, 6 — Solanum violaefolium
com virus do tipo citoplasmatico, 7 — Hibiscus rosa-sinensis com virus do tipo citoplasmatico, 8 —
Malvaviscus arboreus com virus do tipo nuclear, 9 - Hibiscus rosa-sinensis com virus do tipo
nuclear



Figura 2 — Diferencas de sintomas foliares entre CiLV-C e CiLV-N. 2A - lesfes de CiLV-C. 2B — lesbes de
CiLV-N
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A partir de lesdes de leprose do tipo citoplasmético, Colariccio et al. (2000) e Rodrigues

et al. (2000a) puderam extrair dSRNA, obtendo duas bandas de alto peso molecular. Os materiais
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EUA (LESEMANN; DORAISWAMY, 1975; DOl et al., 1977; CHANG et al., 1991; KITAJIMA
et al., 1974, 2001; GIBBS et al., 2000; FREITAS-ASTUA et al., 2002b; CHILDERS, 2003a).
Aparentemente, 0 OFV néo causa lesdes em flores (BLANCHFIELD et al., 2001).

O OFV foi inicialmente classificado como um rhabdovirus tentativo, tendo como
diferenca aos demais, seu genoma bipartido, tamanho das particulas e vetores (KONDO et al.,
1998; JACKSON et al., 2005). Segundo Jackson et al. (2005), o CoRSV e o CiLV-C tém
morfologia das particulas similares ao OFV e podem formar um novo grupo dentro da familia
Rhabdoviridae.

Na revisdo feita por Kitajima et al. (2001) e Gibbs et al. (2000) menciona-se a detecgdo de
particulas de OFV nos seguintes géneros de orquideas: Angraecum, Aspasia, Baptistonia,
Bifrenaria, Brassia, Bulbophyllum, Calanthe, Cattleya, Colmanara, Cymbidium, Dendrobium,
Diplocaulobium, Dockrillia, Encyclia, Flickingeria, Hormidium, Liparis, Masdevallia,
Maxillaria, Miltonia, Odontoglossum, Oncidium, Phaius, Paphiopedilum, Pescatorea,
Phalaenopsis, Polstachya, Renanthera, Stanhopea, Stenia, Trigonidium, Vanda e Zygopetalum.

Maeda et al. (1998) provaram no Japdo que o vetor do OFV é o &caro Brevipalpus
californicus (Banks) (Acari: Tenuipalpidae) e os dados foram comprovados por Ferreira et al.
(2003) no Brasil.

Maeda et al. (1998) mostraram ainda que 17 espécies de plantas distribuidas por 12
familias foram infectadas por OFV através do B. californicus. A maioria das plantas inoculadas
apresentou sintomas de lesdes locais, mas as orquideas como Cymbidium, Calanthe, Dendrobium
e Phalaenopsis apresentaram infeccéo sistémica na forma de les6es cloréticas ou necréticas apos
1-2 meses. A Uunica ndo Orchidaceae infectada sistemicamente foi a Beta vulgaris
(Chenopodiaceae). As plantas que produziram lesdes locais foram: T. expansa (Aizoaceae),
Amaranthus lividus L. (Amaranthaceae), Vinca major L. (Apocinaceae), Lactuca laciniata
Makino (Compositae), Pharbitis nil (L.) Choisy (Convolvulaceae), Acalypha australis L.
(Euphorbiaceae), Cassia tora L., P. vulgaris (Leguminosae), Hibiscus manihot L., H. syriacus L.
(Malvaceae), Citrus hassaku Hort. Ex Tanaka (Rutaceae) e Datura stramonium L. (Solanaceae).

O OFV pode ser transmitido por ninfas e adultos do B. californicus, mas nao por suas
larvas. O tipo de transmissao deste virus foi determinado por um experimento em que o acaro foi
alimentado em folhas infectadas e passou por um periodo de 3 semanas se alimentando em folhas

de cha (Camellia sinensis), planta imune ao OFV. A imuno-marca¢do demonstrada através de
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microscopia eletronica de transmissdo em extrato do &caro revelou particulas deste virus, mesmo
apos o periodo de 3 semanas sem alimentacdo em plantas infetadas, demonstrando entdo que o B.
californicus transmite o virus de forma persistente (KONDO et al., 2003).

Foi ainda possivel transmitir este virus por inoculagdo mecénica para Dendrobium,
Cymbidium, Nicotiana tabacum, Nicotiana glutinosa, Chenopodium amaranticolor, C. quinoa e
Petunia hybrida utilizando tampéo fosfato 0,01M pH 7,0. Em temperaturas superiores a 30°C
lesbes locais cloréticas ou necrdticas apareceram ap6s 2 a 3 semanas e sintomas sistémicos
ocorreram em espécies de Dendrobium e Cymbidium, mas ndo nas demais (KONDO et al., 1995).
A infecgéo nestas plantas foi comprovada por contrastacdo negativa (CHANG et al., 1976).

Nas células das orquideas infectadas pode-se verificar além das particulas virais, inclusdes
celulares do tipo viroplasma elétron-transparente (KONDO et al., 2003). Os virions podem ser
observados dispersos pelo viroplasma, as vezes lado a lado; eles podem ainda ficar dispostos
perpendicularmente @ membrana interna do envelope nuclear. O complexo virion-membrana
pode ainda formar um complexo com o envelope nuclear ou o reticulo endoplasmatico, formando
estruturas tubulares ou cilindricas, que em se¢des ultrafinas aparecem radialmente arranjadas
como “rodas de carroga”. Os virions envelopados sdo raramente encontrados no reticulo
endoplasmético (LESEMANN; DORAISWAMY, 1975). Kondo et al. (1995) produziram anti-
soro a partir do OFV purificado que tem sido usado para imunodeteccao deste virus. Este anti-
soro também permitiu demonstrar inequivocamente, por imunolocalizacdo in situ, que as
particulas em forma de bastonetes representam o0s virions e que o viroplasma nuclear contém
nucleocapsideo viral. Foi demonstrado também que o anticorpo reconhece igualmente isolados de
OFV da Austrélia, Japao, Brasil (KITAJIMA et al., 2001) e Costa Rica (FREITAS-ASTUA et al.,
2002b).

Kondo et al. (1998) determinaram a sequéncia completa do OFV por biblioteca de cDNA
utilizando “primers” randémicos. O Northern Blot sugere que o seu genoma € de fita negativa
dividido em duas partes. O genoma € constituido de duas moléculas de RNA de fita simples, o
RNA 1 com 6.413 nucleotideos e 0 RNA 2 com 6.001 nucleotideos. As regides terminais 3’ e
5’dos dois RNAs possuem seqiiéncias conservadas e complementares. O RNA 1 possui 5 ORFs
que codificam proteinas de 49, 26, 38, 20 e 61 kDa. As proteinas de 49 e 61 kDa apresentam
similaridades com a nucleoproteina e a glicoproteina de nucleorhabdovirus de plantas como o

Sonchus yellow net virus (SYNV) e Rice yellow stunt virus (RYSV). O RNA 2 possui uma Unica



21

e longa ORF de 212 kDa, com similaridade a polimerase de virus da familia Rhabdoviridae.
Estes resultados sugerem a similaridade do OFV com os rhabdovirus; entretanto o OFV se
diferencia por possuir genoma bipartido. Embora Kondo et al. (1998) tenham seqiienciado
completamente 0 OFV, a seqliéncia completa tornou-se disponivel nos bancos de dados de
sequéncias mundiais apenas em 2006, dificultando qualquer trabalho anterior a esta data
envolvendo o genoma deste virus.

Blanchfield et al. (2001) desenharam um par de “primers” para amplificar um fragmento
de aproximadamente 800 pb do gene que codifica a capa protéica do OFV, com intuito de
sequenciar este gene a partir de orquideas infectadas de diferentes géneros e paises. O “primer”
potydT/SP6 consiste na seqliéncia 5’- GATTTAGGTGGACACTATAGT 7- 3’ e 0 “primer” mN2
(5’-TGCAGGAATATAGCCGACATGTT- 3’), desenhado com base em uma regido do gene da
nucleoproteina do isolado japonés do OFV. Neste experimento foram seqlienciados materiais do
Brasil, Japdo, Alemanha, Africa do Sul, Havai e ainda amostras de quatro estados australianos,
incluindo 13 diferentes géneros de orquideas. Os resultados demonstram que existem pelo menos
duas sequéncias distintas de OFV, o primeiro representado pelo isolado japonés do qual o
“primer” foi derivado e de um isolado da Alemanha; e o primeiro incluiu todos os outros 33
isolados encontrados em orquideas em diferentes continentes. Foi possivel ainda detectar
eficientemente o OFV por dsRNA, a hibridizagdo por sondas ndo radioativas e RT-PCR
(FREITAS-ASTUA et al., 2002; LOCALI et al., 2003a).

Deve-se mencionar que além do OFV, tipicamente nuclear (OFV-N), recentemente tém
sido detectadas orquideas com sintomas essencialmente similares aos induzidos pelos isolados do
OFV-N, mas que revelam efeitos citopaticos do tipo citoplasmatico (FREITAS-ASTUA et al.,
1999). Estes isolados serao referidos como OFV-C e suas relagdes com outros virus transmitidos

por Brevipalpus, do tipo citoplasmatico, ainda sdo desconhecidas.

2.3 Variabilidade genética em virus

Populagcbes de fitovirus sdo geneticamente heterogéneas, propriedade reconhecida ha
muito tempo pela virologia de plantas (GARCIA-ARENAL et al., 2001). Assim como para
outros organismos, o ciclo replicativo pode gerar individuos geneticamente diferentes de seus
parentais (GARCIA-ARENAL et al., 2003).
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A constituicdo genética de um organismo € seu genotipo. Para organismos haploides,
haplétipo tem o mesmo significado que gendtipo. Desta forma, em uma populacdo de virus
podem ocorrer muitos variantes (mutantes), com diferentes genétipos ou hapldtipos (GARCIA-
ARENAL et al., 2001).

O potencial de variabilidade dos fitovirus é tdo grande que um Unico isolado nédo €
composto de uma Unica seqiiéncia, mas de uma populacdo de variantes (chamada quasispecies),
que apresentam pequenas alteracBes em torno de uma sequéncia consenso (HOLLAND et al.,
1982). A teoria das quasispecies foi proposta inicialmente por Eigen para descrever
matematicamente a evolucdo de uma Unica populacdo replicando com elevadas taxas de erro
(EIGEN; SCHUSTER, 1977; EIGEN, 1996).

A diversidade de sequéncias de nucleotideos entre virus, tanto dentro quanto entre
espécies € enorme, principalmente se comparada com a maioria dos organismos vivos. Por
exemplo, dois individuos diferentes do mesmo isolado de fitovirus sdo geralmente mais
diferentes em seqliéncia de nucleotideos do que seres humanos e chimpanzés (ROOSSINCK,
1997).

Inicialmente, os variantes genéticos eram caracterizados por diferengas nas propriedades
bioldgicas como os sintomas causados em diferentes hospedeiros, gama de hospedeiros ou
propriedades de transmissdo dos vetores. O desenvolvimento de técnicas que possibilitaram a
caracterizacdo de propriedades virais além das relacionadas com a interagdo com hospedeiros e
vetores resultou em uma mudanga drastica na perspectiva de estudos sobre variabilidade genética
em virus (GARCIA-ARENAL et al., 2003).

Com o avanco cientifico que possibilitou a determinacdo em curto prazo de sequéncias de
nucleotideos e a necessidade de se analisar possibilidades e risco de novas estratégias de controle,
como a utilizacdo de plantas transgénicas, o interesse em estudar a variabilidade genética e
evolucdo de fitovirus aumentou, desencadeando em um grande ndmero de publicacdes relatadas a
este assunto (ROOSSINCK, 1997; CANIZARES et al., 2001; GARCIA-ARENAL et al., 2001;
AJJIIKUTTIRA et al., 2002; SCHIRMER et al., 2005).

Evidéncias de variacBes genéticas em populacdes virais foram relatadas pela primeira vez
em 1926, derivada da possibilidade de isolar variantes que causavam diferentes sintomas no
mesmo hospedeiro (KUNKEL, 1947). Esses variantes foram encontradas inicialmente pelo

isolamento de sintomas atipicos em plantas infectadas sistemicamente. Foi observado tambem
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que inoculacdes em diferentes hospedeiros (YARWOOD, 1979) ou em diferentes condi¢des de

temperatura poderiam gerar alteragdes nas propriedades virais (VAN VLOTEN-DOTING, 1988).
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refere apenas aos erros que se estabelecem e sdo detectaveis dentro da populacdo (DOMINGO;
HOLLAND, 1994).

Malpica et al. (2002) realizaram um estudo utilizando o virus do mosaico do fumo
(Tobacco mosaic virus - TMV) como modelo, analisando a natureza das mutacGes em virus de
RNA. A maior parte das mutacOes era de insercdes e delecbes sendo que metade destas envolvia
trés bases ou mais. Dados similares s6 haviam sido relatados anteriormente para um reovirus e
para um archeon (PATHAK; TEMIN, 1990; GROGAN et al., 2001). Cerca de 35% destes
mutantes eram ainda mutantes multiplos, uma caracteristica que ndo ocorre com nenhum outro
espectro de mutantes (MALPICA et al., 2002). Estes dados demonstram que a maioria das
mutacGes em TMV, e possivelmente em outros virus de RNA, ndo sdo de natureza adaptativa,
mas sim derivadas da replicagdo rapida do genoma instavel de RNA, concordando com o trabalho
de Drake e Holland (1999).

Entretanto, Garcia-Arenal et al. (2001) afirmam que algumas evidéncias sugerem que a
pouca diversidade de populacdo e a estabilidade genética € a regra. As populagdes de virus de
plantas geralmente consistem de poucos haplotipos, geralmente com um deles prevalente e os

demais pouco frequentes.

2.3.2 Evolucéo de fitovirus

A distribuicdo e a freqiiéncia de um variante genético podem mudar com o tempo, e este
processo é chamado de evolucdo. O estudo da evolugdo € indispensavel para o desenvolvimento
de estratégias de controle dos fitovirus (GARCIA-ARENAL et al., 2003).

A mutacdo, a recombinacédo e o rearranjo regem a evolucéo viral. Estes elementos geram
diversidade no genoma viral, fazendo com que existam variantes suficientes para que a ac¢do da
selecdo natural ocorra (ROOSSINCK, 1997). A sele¢do é um processo pelo qual os variantes
mais adaptadas ao ambiente tém sua freqiiéncia aumentada (sele¢do positiva) na populacéo viral,
enquanto os variantes menos adaptados tém sua frequéncia diminuida (selecdo negativa ou
selecdo de purificacdo). A selecdo pode resultar em diminuicdo da diversidade dentro da
populacdo, mas pode aumenta-la entre populacbes, uma vez que sob diferentes pressbes de
selecéo diferentes variantes podem ser selecionados (GARCIA-ARENAL et al., 2001).
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O alto potencial de variagdo genética por mutacdo ou recombinacdo ndo precisa
necessariamente resultar em grande diversidade na popula¢do de um virus, uma vez que fatores
como selecdo natural e o efeito de “gargalo” das mutacOes deletérias reduzem a variabilidade
genética viral (GARCIA-ARENAL et al., 2001). De fato, a replicacéo repetida em cada ciclo de
infeccdo gera uma grande propor¢do de mutacdes em cada genoma viral, muitas das quais sdo
deletérias. Esta talvez seja uma das razdes que leva a baixa infectividade especifica de virus de
RNA. Isso talvez explique a vulnerabilidade das populagdes de virus de RNA ao aumento nas
taxas de mutacdo, as quais as levam rapidamente a extingdo (HOLLAND et al., 1990).

Embora as taxas de mutacao sejam similares para todos os virus de RNA, a freqiiéncia de
mutacdo varia drasticamente para diferentes virus (ROOSSINCK, 1997). Muitos estudos
revelaram a auséncia de variacao significativa em tobamovirus (MOYA et al., 1993; FRAILE et
al., 1996), enquanto o virus satélite do TMV apresenta um nivel muito maior de diversidade,
mesmo sendo replicado pelo “helper” da replicase do tobamovirus (KURATH et al., 1993). Uma
grande variabilidade também foi encontrada no virus do mosaico do pepino (Cucumber mosaic
virus - CMV) e seus RNAs satélites (KURATH; PALUKAITIS, 1989; ARANDA et al., 1993).
Esta diferenca pode ser refletida na diferenca de gama de hospedeiros; o0 CMV possui uma ampla
gama de hospedeiros experimentais e naturais (PALUKAITIS et al., 1992), enquanto o0s
tobamovirus possuem uma gama natural de hospedeiros muito menor, ainda que existam mais
hospedeiras experimentais para estes virus do que encontradas na natureza (FRAILE et al., 1995).
Pode-se especular entdo que a grande frequéncia de mutacdo do CMV permitiu sua adaptacéo
para maior nimero de hospedeiros (ROOSSINCK, 1997). Na familia Luteoviridae, o Potato
leafroll virus possui uma pequena gama de hospedeiros e pouca freqiiéncia de mutagdo enquanto
0 Beet western yellows virus apresenta gama maior de hospedeiros e maior variagdo
(DEMIRANDA et al., 1995).

2.3.3 Estimativa de distancia genética

As estimativas das distancias genéticas podem derivar de dados da composicdo de
aminodcidos das proteinas virais ou de comparacdes sorolégicas utilizando tanto anti-soros
monoclonais como policlonais (VANRENMORTEL, 1982). A distancia genética pode ainda ser
estimada a partir de fingerprint T1 da ribonuclease (MOYA et al., 1993), por anélise de RFLP
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(Restriction Fragment Length Polymorphism) (NEI; TAJIMA, 1981), e por SSCP (Single Strand
Conformational Polymorphism), embora esta Gltima técnica ndo permita uma estimativa direta
(ARANDA et al., 1995; KOENIG et al., 1995). A anélise de sequéncias de nucleotideos de genes
virais permite dados mais detalhados tanto para estimativa de distancia genética quanto para
identificacdo de variantes genéticos (GARCIA-ARENAL et al., 2003).

O método mais apropriado para estimativa filogenética dos fitovirus ainda néo foi
definido (WEILLER et al., 1995) e deve ser considerado cuidadosamente, uma vez que diferentes
métodos podem resultar em estimativas distintas (HILLIS et al., 1994).

A variabilidade do gene da capa protéica do virus do mosaico do Cymbidium (Cymbidium
mosaic virus - CyMV) e da mancha anular do Odontoglossum (Odontoglossum ringspot virus -
ORSV) foi estudada por Ajjikuttira et al. (2002). Os isolados de CyMV ndo puderam ser
agrupados de acordo com hospedeiros ou origem geografica e apresentaram alta similaridade
tanto de nucleotideos quanto de aminoacidos. Na andlise do ORSV foi detectada baixa
variabilidade e também néo foi possivel agrupar os isolados de acordo com hospedeiros ou

origem geografica.

2.3.3.1 SSCP (*“Single strand conformational polymorphism™)

O SSCP é uma técnica que se baseia no fato de o DNA de dupla fita, quando parcialmente
desnaturado, migrar como dois fragmentos de DNA fita simples em eletroforese com gel de
poliacrilamida. A migracdo das duas fitas depende da sequéncia de nucleotideos e da
conformacdo adquirida nas condi¢cBes de eletroforese. Mesmo pequenas diferencas nas
sequéncias podem alterar a conformacéo das fitas e, consequientemente, o padrdo eletroforético
(SOUZA et al., 2001). Isto permite a analise da variabilidade genética gerada por pequenas
modificagdes nos gendtipos virais. Apesar de a técnica de SSCP detectar mutagdes de apenas
uma base (LEE et al., 1988; SAVOV et al., 1992), foi demonstrado também que alguns
haplo6tipos com 0 mesmo padrdo de SSCP sédo diferentes em um ou poucos nucleotideos (RUBIO
etal., 1996; AYLLON et al., 1999).

O SSCP é uma técnica muito utilizada na caracterizacdo de fitovirus (KOENIG et al.,
1995). De fato, muitos trabalhos demonstram a presenca de variabilidade em diferentes isolados

de um mesmo virus por este método.
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A andlise de SSCP para 0 gene da capa protéica de 17 isolados do virus da tristeza dos
citros (Citrus tristeza virus - CTV) de diferentes localidades, demonstrou a presenca de 11
haplétipos distintos (RUBIO et al., 1996). Roistacher e Moreno (1991) constataram que um
grande numero de isolados com diferentes caracteristicas biologicas e moleculares de CTV
ocorrem no mundo. Segundo Kano et al. (1991) e Moreno et al. (1993), este fato pode ser
decorrente da mudanca de hospedeiros ou da transmissdo por afideos. Estes mesmos autores
sugerem que estas alteracdes nas propriedades virais podem acontecer porque um anico isolado
de campo de CTV possui uma populagdo com diferentes genotipos e durante a transmisséo por
afideos ou enxertia, pode ocorre transmissdo preferencial de determinados grupos de gen6tipos.
Estas suposicdes sdo controversas. Garcia-Arenal et al. (2001) sugere que o hospedeiro nédo
influencia na diferenciacdo da populacéo viral.

O trabalho de Souza et al. (2002) demonstrou, ainda com o CTV, que existe relacdo entre
diferentes regibes de cultivo e a variabilidade do gene que codifica a capa protéica, embora a
variacdo encontrada entre isolados dentro das popula¢cdes de uma mesma regido de cultivo seja
sempre maior quando comparadas as variagOes entre regifes. Deve-se notar que o padrdo de
diversidade do CTV brasileiro € muito maior que a relatada em outros paises. O CTV deve estar
presente na planta como uma mistura de haplotipos diferentes, sendo que esta pode apresentar
uma variedade de sintomas, dependendo da combinacdo de haplotipos e susceptibilidade da
planta. O SSCP tem sido utilizado para identificar as estirpes severas desta doenca (SAMBADE
etal., 2002).

A analise da variabilidade genética por SSCP demonstrou a presenca de pouca
variabilidade entre isolados de Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV) de diferentes
regides, sendo observada a presenca de duas subpopulagBes distintas correlacionadas com sua
localizacdo geogréfica: uma no leste e outra no oeste do globo terrestre (RUBIO et al., 2001a).

O Citrus leaf blot virus (CLBV) também teve sua variabilidade genética estudada, e entre
37 isolados, foram encontrados cinco haplétipos diferentes, sendo um deles o predominante com
cerca de 80% das amostras analisadas (VIVES et al., 2002). Essa diversidade foi considerada
baixa se comparada com a do CTV na Espanha, e a justificativa dos autores é de que a populagédo
de CLBV neste pais pode derivar de uma origem Unica, uma vez que a introducdo do virus €
recente na regido. Neste mesmo trabalho, os resultados do SSCP foram comparados com o

sequenciamento genético dos isolados, e houve concordancia.
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Rubio et al. (2001a) observaram que para 0 CYSDV ndo existe correlacdo entre a
distancia genética entre os isolados, a origem geografica e 0s hospedeiros dos quais os isolados
sdo obtidos. A baixa variabilidade genética entre isolados geograficamente distantes também foi
observada para dois tobamovirus (RODRIGUEZ-CEREZO et al., 1999), dois crinivirus (RUBIO
etal., 1999; 2001a) e para o CTV (RUBIO et al., 2001b).

O Unico estudo de variabilidade genética realizado com virus causadores de lesdes locais
no hospedeiro foi desenvolvido por Locali et al. (2004). Este estudo, em que se utilizou a tecnica
de SSCP para determinar a variabilidade do CiLV-C, evidenciou a baixa variabilidade genética
em materiais coletados em nove regides geogréaficas diferentes, sendo encontrados apenas dois
haplétipos, um deles dominante.

2.3.3.2 Sequenciamento de DNA para anélise de variabilidade

Na década de 70 foram desenvolvidas as técnicas iniciais que permitiram a determinacéo
da sequiéncia de nucleotideos de fragmentos de DNA purificados. Dentre estas técnicas destacou-
se 0 método de Sanger, em que 0 DNA a ser seqiienciado ¢ utilizado como molde para a sintese
“in vitro”, pela DNA polimerase, de uma série de réplicas parciais, todas comegando no mesmo
ponto, mas terminando em regides diferentes ao longo da cadeia de DNA (SANGER, 1977). A
chave deste método € a utilizacdo de dideoxinucleotideos trifosfatados (ddNTPs) em que o grupo
hidroxila (3’) da ribose, presente na maioria dos deoxinucleotideos trifosfatados (dNTPs), é
trocado por um hidrogénio. Deste modo, quando um ddNTP é incorporado na cadeia de DNA, ele
blogueia a adi¢do do préximo dNTP. Isso se deve ao fato de que a auséncia da hidroxila na ribose
do ddNTP incorporado na cadeia ndo permite a liberagcdo da energia necessaria para a formagéo
da ligacédo fosfodiéster com o proximo dNTP, interrompendo a continuidade da sintese de DNA.
A reacdo de seqiienciamento pelo método de Sanger € realizada normalmente em quatro tubos
diferentes, um para cada ddNTP (ddGTP, ddATP, ddCTP, ddTTP), onde sdo adicionados 0s
dNTPs normais, os “primers” iniciadores, um dos ddNTPs, a enzima Taq DNA polimerase e 0
DNA a ser seqiienciado. A reacdo em cadeia da polimerase amplifica a regido delimitada pelos
“primers”, de modo que sempre que um ddNTP é incorporado a sintese é interropida. Como o
processo € repetido diversas vezes durante a amplificacdo, fragmentos de DNA de vérios

tamanhos sdo gerados, todos terminando na mesma base. O produto das quatro reagdes é
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observado em eletroforese em gel de poliacrilamida, sendo cada reacdo aplicada em canaletas
diferentes. Isso permite com que seja possivel montar a seqiiéncia de nucleotideos baseando-se
nos pesos moleculares dos diversos fragmentos gerados dentro de cada reacdo e entre as reacoes
(ALBERTS et al., 1994).

Atualmente o sequenciamento de DNA ¢ realizado em equipamentos automatizados que
realizam o processo de sequenciamento rapidamente. Os sequienciadores automaticos baseiam-se
também no método proposto por Sanger, entretanto a reacdo de seqlienciamento € preparada em
um dnico tubo para os quatro ddNTPS, sendo cada um marcado com fluoroforos de cores
diferentes. O seqlienciador é capaz de reconhecer o comprimento de onda emitido de cada um
dos ddNTPs, permitindo que um software especializado monte as sequéncias a medida que o
leitor do aparelho reconheca o fluor6foro da base adicionada.

O sequienciamento de DNA é atualmente uma ferramenta chave dentro das mais variadas
linhas de pesquisa que envolvem a biologia molecular. N&o diferentemente, as técnicas de
sequenciamento tém grande aplicabilidade na virologia de plantas. Atraves do seqiienciamento é
possivel caracterizar o genoma completo ou parte do genoma viral. Os estudos de filogenia e
evolucdo molecular com base nas sequiéncias de nucleotideos permitem diferenciar claramente
populages virais, suas taxas de mutagdes e seu padrdo de evolugdo. A determinacdo do nivel de
estabilidade genética de uma populacéo viral tem relacdo direta com a resisténcia dos hospedeiros
as infecgdes, de modo que a alta variabilidade genética indica uma maior capacidade adaptativa
aos mecanismos de defesa do hospedeiro. As seqliéncias de nucleotideos podem fornecer
informacbes sobre a sequiéncia de aminodcidos das proteinas responsaveis pela maquinaria
molecular viral, permitindo um maior entendimento das fungdes das mesmas no ciclo de infec¢cdo
viral.

O sequienciamento completo e a analise das sequéncias de nucleotideos e aminoacidos da
capa viral e das supostas proteinas de movimento (p7 e p9) de isolados do virus do mosqueado do
cravo (Carnation mottle virus - CarMV) demonstrou que este virus possui uma estabilidade
genética alta e que provavelmente o evento de especiacdo para a diferenciacdo deste género
dentro da familia Tombusviridae foi conseqliéncia da pressdo de selecdo em diferentes regides
gendmicas (CANIZARES et al., 2001). A hip6tese dos autores para esta alta estabilidade esta
relacionada & presenca de uma selecdo negativa que poderia limitar a presenca de regides

varidveis no genoma dos carmovirus.
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A analise das sequéncias dos genes das capas protéicas viras de isolados de CyMV e
ORSV de diferentes regides geograficas demonstrou ndo existir uma regido particular de
variabilidade em cada uma dos virus, indicando também uma estabilidade genética relativamente
alta. Estas seqliéncias conservadas, observadas tanto para CyMV quanto para ORSV, sugerem
que 0s genes das capas proteicas de ambos sdo provaveis candidatos para conferir resisténcia as
orquideas cultivadas em diferentes localiza¢Bes geograficas (AJJIIKUTTIRA et al., 2002).

Recentemente, Codofier et al. (2005) tracaram o padréo de evolucdo molecular da familia
Bromoviridae com base nas proteinas de movimento e do nucleocapsideo codificadas pelo RNA
3 viral. Analisando sequéncias gendmicas depositadas em bancos de sequéncias mundiais, 0S
autores tracaram a relacdo filogenética e o padrdo evolutivo dos géneros Alfamovirus,
Bromovirus, Cucumovirus, Ilarvirus e Oleavirus pertencentes a familia Bromoviridae, sugerindo
a inexisténcia de uma taxa constante de evolucdo molecular. Estes sugerem ainda que a taxa de
substituicGes de aminodacidos foi varidvel ao longo das linhagens, fato associado a sele¢éo natural
ocorrida em cada hospedeiro ou a incapacidade da RNA polimerase reparar danos durante a
replicacdo.

As técnicas de SSCP e sequenciamento foram utilizadas por Lin et al. (2003) para a
avaliacdo da diversidade genética de isolados californianos de CMV. Estes autores observaram
que as repeticdes das analises de SSCP para um dos isolados ndo apresentavam o mesmo padrao
de bandeamento para cada repeticdo. Os dados obtidos com o sequienciamento demonstraram que
se tratava de um inéculo composto de uma populacdo mista de CMV. Deste modo, a utilizacdo da
técnica de seqlienciamento em conjunto com a técnica de SSCP produziu resultados que

permitiram uma analise mais detalhada da constituicdo genética das populacGes virais de CMV.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material vegetal
Folhas de orquideas dos géneros: Amblostoma sp., Bulbophyllum sp., Cattleya sp.,

Cymbidium sp., Dendrobium sp., Dendrochilum sp., Encyclia sp., Epidendron sp., Maxillaria

sp., Miltonia sp., Octomeria sp., Odontoglossum sp., Oncidium sp., Phaius sp.,
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A identificacdo dos &caros foi realizada por microscopia de luz. Os espécimens foram
montados em laminas de vidro contendo meio de Hoyer's e permaneceram 48 horas em estufa a
60°C para clarificacdo e secagem do meio de montagem, com posterior observacdo da estruturas
morfoldgicas em microscopio de luz (ML) Zeiss Axiophot com registro digital das imagens. Os
acaros do género Brevipalpus podem ser diferenciados pelo nimero de solenideos (seta dmega)
no tarso da perna 2, sendo existentes um em B. obovatus e dois em B. phoenicis e B. californicus
e ainda pelo numero de setas dorsais, cinco em B. phoenicis e B. obovatus e seis em B.

californicus.

3.3 Analises de microscopia

3.3.1 Microscopia eletrdnica de transmissao

Os materiais vegetais infectados com OFV foram observados através do Microscopio
Eletrénico de Transmissdo (Zeiss EM 900) e foram registradas particulas de OFV-N e OFV-C
com intuito de caracterizar melhor as diferengas entre os dois tipos do virus causador da mancha
da orquidea. O material foi processado conforme Kitajima (1998).

As amostras de lesdes causadas por OFV-C e OFV-N foram fixadas em Karnovisky
modificado (2,5% de glutaraldeido, 2% de paraformaldeido em tampdo cacodilato pH 7,0
(0,05M) com CacCl; (0,001M) (KITAJIMA; LEITE, 1999) por pelo menos 16 horas.

A solucdo foi descartada e as amostras foram lavadas 3 vezes por 10 minutos em tampao
cacodilato (0,05M), sendo posteriormente fixadas em &cido dsmico (OsO,4) em tampdo cacodilato
0,05M por cerca de 1 hora. As amostras foram lavadas em &gua destilada e fixadas em acetato de
uranila 0,5% durante 16 horas. As amostras foram entdo desidratadas por 10 minutos em acetona
com diluicdes de 30%, 50%, 70%, 90% por 10 minutos e em acetona 100% por 3 vezes de 10
minutos. As amostras foram infiltradas com acetona e resina Spurr (1:1) durante 5 horas e com
resina Spurr pura por 16 horas. As amostras foram entéo transferidas para formas de silicone com
resina pura e foram polimerizadas por 48h a 70°C.

Para a obtencdo de seccbes ultrafinas, as amostras emblocadas em resina Spurr foram

desbastadas utilizando-se um “trimer” (Leica EM Trim) e os cortes ultrafinos foram feitos em
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ultramicrotomo “Ultracut E” (Reichert), utilizando navalha de vidro. As sec¢Ges foram colocadas

em telinhas de cobre de 300 mesh.

3.3.2 Estudos anatdmicos/histologicos

Este estudo foi realizado para se verificar a existéncia de diferencas nas alteracdes
anatomicas causadas por OFV-N e OFV-C, de acordo com protocolo de Apezzatto-da-Gloria et
al. (1995).

Folhas de orquideas sadias (Oncidium sp.), com OFV-N (Miltonia sp.) ou OFV-C
(Jumellea sp.) foram fixadas em solucdo Karnovsky modificada (KITAJIMA; LEITE, 1999) com
auxilio de vacuo para melhorar a infiltracdo. As amostras foram entdo desidratadas em série de
etanol (30, 50, 70, 90 e 100%) e infiltradas e emblocadas em resina metacrilato da Reichert-Jung.
Foram feitas seccOes de 5 um de espessura em micrétomo rotativo manual e as sec¢des foram
coradas com toluidina azul e montadas em laminas de vidro para avaliar as alteraces anatdmicas
e histologicas. Um microscopio de luz (ML) Zeiss Axiophot com registro digital das imagens foi

utilizado para exames das secc¢oes.

3.4 Analises moleculares

3.4.1 Extracéo do RNA total de folhas de orquideas

O RNA total das orquideas foi extraido pelo método de Gibbs e Mackenzie (1997)
adaptado. Foram macerados de 50 a 100 mg de lesdes foliares em microtubos de 1,5 mL do tipo
“Eppendorf” com auxilio de nitrogénio liquido até a obtencdo de um po fino. A este macerado foi
acrescentado o tampéo de lavagem “Wash Buffer” (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH
8,0; 2 M de NaCl e 0,05% BSA) e as amostras foram homogeneizadas com auxilio de um vortex,
sendo centrifugadas em seguida a 13.400g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e foi
entdo adicionado o tampdo CTAB (2% CTAB; 1,4 M de NaCl e 1 M de Tris-HCI pH 8,0
contendo 0,5% de [B-mercaptoetanol) e agitado no vortex. Apés agitacdo, as amostras foram
incubadas a 55°C em banho-maria por 20 minutos. Adicionou-se entdo 400 pL de cloroférmio:

alcool isoamilico (24:1) as amostras e estas foram novamente agitadas em vortex. Apds a
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agitacdo, as amostras foram centrifugadas a 13.400g por 10 minutos. A fase aquosa foi removida
e colocada em novo tubo. A lavagem com cloroférmio: alcool isoamilico foi repetida a fim de
obter um RNA mais limpo. Apds nova remocéo da fase aquosa e transferéncia para outro tubo,
foi acrescentado 1/10 do volume de acetato de amonio 7,5 M e 1 volume de isopropanol, as
amostras foram agitadas por inversdo e armazenadas em freezer — 20°C por 15 minutos. A
amostra foi novamente centrifugada a 13.400g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado.
Ao pellet foi adicionado 1 mL de etanol 70% e houve nova centrifugacdo de 13.400g durante 1
minuto, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco em liofilizador. O pellet foi
ressuspendido em 20 puL de H,O DEPC (Dimetil pirocarbonato) e as amostras foram

armazenadas em freezer — 80°C.

3.4.2 Extracdo do RNA total a partir de &caros Brevipalpus californicus

Foram encontrados 30 &caros B. californicus em Mitonia sp., € 10 em Xylobium sp., estas
duas plantas haviam sido testadas anteriormente para a presenca de OFV-N por RT-PCR
apresentando resultado positivo. Como controle negativo de OFV-N foram utilizados 10 B.
californicus encontrados em Jumellea sp. e 20 em Coelogyne sp. infectadas apenas com o OFV-
C.

Os éacaros foram coletados, colocados em microtubos de 1,5 mL do tipo “Eppendorf” e
congelados em freezer -80°C por 15 minutos. Centrifugaram-se os tubos para que 0s acaros se
concentrassem no fundo, e estes foram macerados com auxilio de um bast&o de vidro. Adicionou-
se 50 puL do tampdo CTAB contendo 0,5% de B-mercaptoetanol e apds agitacdo no vortex as
amostras foram incubadas a 55°C em banho-maria por 15 minutos. Adicionou-se entdo 150 uL
de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) as amostras e estas foram novamente agitadas em vortex.
Apos a agitagdo, as amostras foram centrifugadas a 13.400g por 10 minutos. A fase aquosa foi
removida e colocada em novo tubo. A lavagem com cloroférmio:alcool isoamilico foi repetida a
fim de obter um RNA mais limpo. Apds nova remocao da fase aquosa e transferéncia para outro
tubo, foi acrescentado 1/10 do volume de acetato de aménio 7,5 M e 1 volume de isopropanol, as
amostras foram agitadas por inversdo e armazenadas em freezer — 20°C por 10 minutos. A
amostra foi novamente centrifugada a 13.400g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado.

Ao pellet foram adicionados 150uL de etanol 70% e houve nova centrifugagdo de 13.400g
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durante 2 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco em liofilizador. O pellet foi

ressuspendido em 5 pL de H,O DEPC e as amostras foram armazenadas em freezer — 80°C.

3.4.3 Extracao de dsRNA (RNA dupla fita) de folhas de orquidea

Para extracdo do dsRNA seguiu-se protocolo utilizado para CTV (DODDS et al., 1984) e
adaptado para a extracdo de CiLV-C por Locali (2002). O material extraido consistiu de folhas de
Jumellea sp. infectadas com 0 OFV-C e de Oncidium sp. infectadas com OFV-N.

Dois gramas de lesdes clordticas com aparéncia de novas foram pesados e macerados em
almofariz com auxilio de nitrogénio liquido; esse macerado foi transferido para tubos de
centrifuga de 50 mL contendo 7,0 mL de 2x STE (1x STE = 0,05M Trizma base; 0,1 M NacCl,
0,001 M EDTA pH 6,8); 7,0 mL de fenol; 7,0 mL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1); 1,6
mL de 20% SDS. Os tubos foram agitados durante 30 minutos a temperatura ambiente e
centrifugados a 8.000g, a 4°C, durante 10 minutos. A fase liquida foi transferida para outro tubo e
a concentracdo do etanol foi ajustada para 16%. Este material foi aplicado em uma coluna de CF-
11 (celulose fibrosa — Whatman) (CHOI; RANDLES, 1997) preparada em 1x STE contendo 16%
de etanol (2g CF-11; 50 mL de 1x STE + 16% de etanol). Lavou-se a coluna com 80 mL de 1x
STE contendo 16% de etanol e com 5 mL de 1x STE. O dsRNA foi eluido com 20 mL de 1x
STE, adicionando-se etanol ao eluido para uma concentracdo final de 16%. A amostra foi
aplicada em uma segunda coluna de CF-11 usando 1 g de CF-11 diluida em 35 mL de 1x STE
com 16% de etanol. A coluna foi lavada com 2,5 mL de 1x STE e o dsRNA foi eluido em 6 mL
de 1x STE. A precipitacdo do dsRNA foi feita com 0,1 volumes de 3M de acetato de sédio pH
5,2 e 3 volumes de etanol, durante 16 horas a -20°C . O tubo foi centrifugado a 12.000g durante
25 minutos a 4°C, lavado com 70% etanol, seco em liofilizador e ressuspendido em 25 uL de
agua destilada. A analise do dsRNA foi feita através de eletroforese em gel de agarose 1%
preparado em TAE (0,04 M Tris-acetato; 0,001M EDTA) contendo 0,5 mg/mL de brometo de

etidio.
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3.4.4 Sintese de cDNA

A sintese do cDNA foi realizada utilizando-se 3 pL do RNA para folhas e 5 pL para
acaros; 1 pyL de 2,5 mM de dNTP, 1 pL de “random primers” (Invitrogen) e 7,5 uL de H;
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ATATGAGAAGACACTTCACCCTATTGACACCAGGTCAGCTACTGACATGGCTCCATG

ACAACCAAGTCTCCAGGCCCCTCGGTGTCATAGCCGACATAAACACCAGGTATGATG
SSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSS>>>

TATCCAATGGGGCAGACAGGTTCTGGAGATACTCAAGGGGGCTTGACCCAGGGTTCT
TTATAGCTCTGCAACAGTCAAAGTGTGTCACTCTAATAGCCAGGATGGCTCACATAT
TGGTGAAGGGTGGAGCTGTAGCCGTCAATGAATACTCTGATCCTAGGAAGGCAAAG
TCATTGGAAAACAAACCTGGACTTGCTGCGGAGGCTGACAAGTTTGCCACAGAGTTT

GTGGAGGCATACAATGGCCTGTCCGGATCAAGCGCCAATGCAGGTCCTGTATCTCGC
<<LLLLLLLLLLLL

AAGCTCTACAATCAAGGCAGAGGCATCCCAACCCGCAGAGGTCTGTTCACACCACCA
<<LLLLLLLLLLKL

TCCGCCAGACCCGCACCTGTCGTGAACGTGCATGTTCCAGCCCCATCATCATCCCTGC

AGGAGCACTGGATGCCATGAACAATGAATAA

As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador (Eppendorf - Mastercycle
Gradient) e continham, para o volume de 25 pL, 2,5 pL de Tampdo de PCR 10x; 0,9 pL de
MgCl,; 50 mM; 0,5 puL de dNTPs 10 mM; 0,5 uL de OFV-F 10 mM; 0,5 pL de OFV-R 10mM;
0,2 L de Taqg DNA Polimerase (Invitrogen); 16,9 pL de H,O destilada deionizada esterilizada. O
programa utilizado no termociclador consistiu de 1 ciclo de 94°C por 2 minutos, 30 repeticdes de
94°C por 30 segundos, 58°C por 40 segundos e 72°C por 40 segundos, 1 ciclo de 72°C por 10
minutos. Os resultados das amplificacdes foram avaliados em géis de agarose 1% por meio de
eletroforese.

Os “primers” OFV-F e OFV-R foram testados com amostras positivas de plantas de
Oncidium e Miltonia e amostras negativas, diagnosticadas anteriormente por RT-PCR com o0s
“primers” de Blanchfield et al. (2001) e por microscopia eletrénica. Além destas amostras, foram
testadas também amostras com e sem PFGSV, de café com e sem CoRSV e orquideas com e sem
ORSV, CyMV e OFV-C, para verificar a especificidade dos “primers” e a existéncia de alguma

reacdo cruzada entre o virus de orquideas e os outros virus transmitidos por Brevipalpus.
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3.4.5.2 Hibridizacao

A hibridizacao foi testada como alternativa de diagnose na forma de “dot blot” e “direct
tissue printing” (KUBO et al., 2006a). Foram testadas amostras de OFV-N, OFV-C e outros virus
transmitidos por Brevipalpus, de forma a verificar a especificidade da sonda. Os VTBs testados
foram: CoRSV, CIRSV, PFGSV, CiLV-C, CiLV-N, SVRSV-C e SVRSV-N, nos respectivos
hospedeiros sadios e infectados: café, clerodendron, maracuja, citros e Solanum violaefolium.

A sonda utilizada foi feita a partir de produto de RT-PCR positivo do OFV clonado em E.
coli. Para tal, foi realizado PCR diretamente da col6nia de E. coli DH5a, utilizando-se 3 pL da
bactéria ressuspendida em 100uL de agua MilliQ, 2,5 uL de dNTP marcado com digoxigenina do
Kit “DIGG DNA Labeling” (Roche Molecular Biochemicals), 2,5 pL de tamp&o 10x; 0,9 pL de
MgCl, 50 mM; 0,5 pL de OFV-F 10 mM; 0,5 pL de OFV-R 10 mM; 0,2 uL de Tag DNA
Polimerase (Invitrogen) e H,O destilada deionizada esterilizada para 25 pL de volume final. Os
ciclos utilizados no termociclador foram iguais aos descritos em item anterior. Os resultados das
amplificacOes foram avaliados em gel de agarose 1% preparado em TAE (0,04 M Tris-acetato;

0,001M EDTA) contendo 0,5 mg/mL de brometo de etidio por meio de eletroforese.

3.4.5.2.1 “Dot Blot”

Foram colocados 2 uL do RNA extraido de orquideas doentes e sadias mais 1,2 pL de
tampdo SSC 20x (NaCl 3M, e 0,8 uL de formaldeido desnaturados por 60°C por 15 minutos e
imediatamente colocados em gelo em membrana de nylon “Hybond N”” (Amersham).

A fixacdo foi feita em forno UV (120 mJ) apds a secagem da membrana a temperatura
ambiente. A hibridizacéao foi feita de acordo com o item a seguir.

Para a pre-hibridizacdo as amostras foram incubadas em uma quantidade de solucdo de
dois mL por cm® A solugdo de pré-hibridizacdo consistiu de 10 mL de formamida deionizada;
0,5 mL de SDS 5%; 6 mL de SSC 20x (NaCl 3M, Extrato de sodio); 2 mL de Denhardt 50x [59
de Ficoll, 5g de Polivinilpirrolidona (PVP), 5g de albumina bovina (BSA) e H,O para 500 mL] e
200 pL de DNA e esperma de salméo desnaturado em agua fervente por 10 minutos e colocado
imediatamente no tampdo de hibridizacdo. A pré-hibridizacao foi realizada a 65°C durante 4

horas.
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A solucédo de hibridizacdo foi composta de 10 mL de formamida deionizada; 0,5 mL de
sodio dodecil sulfato 5% (SDS); 6 mL de SSC 20x; 2 mL de H,O e 200 pyL de DNA e esperma de
salmdo e 25 pL da sonda previamente desnaturados em agua fervente por 10 minutos e colocado
imediatamente no tampao de hibridizagdo. A hibridizagéo foi realizada por 16 horas a 65°C.

A solucéo de hibridizagéo foi descartada e as membranas foram lavadas duas vezes em 20
mL de Solugdo 1 (2x SSC e 0,1% SDS) durante 15 minutos a temperatura ambiente e
posteriormente foi realizada uma lavagem com 20 mL de Solugdo 2 (0,1x SSC e 0,1% SDS)
durante 1 hora a 60°C.

O processo de deteccdo foi realizado em temperatura ambiente. Ap6s o descarte da
Solugdo 2 foram adicionados 20 mL de Tampédo 1 (0,1 M de acido maleico; 0,15 M NaCl, pH
7,5) contendo 0,3% de “Tween 20” (USB). A incubacéo foi feita por um periodo de 5 minutos.
Foram entdo adicionados 20 mL do Tampé&o 2 (1% de bloqueador do Kit de detec¢do da Roche
Molecular Biochemicals em tampdo 1) e a incubacdo foi feita por 30 minutos. O tampéo foi
descartado e foram adicionados 15 mL de Tampdo 2 contendo anti-digoxigenina-AP conjugado
em uma diluicdo de 1:5000, e foi feita nova incubacdo por 30 minutos.

As membranas foram lavadas duas vezes com 20 mL de Tampéo 1 durante 15 minutos,
foram entéo adicionados 20 mL de Tampé&o 3 (0,1 M Tris-HCI; 0,1 M NaCl; 50 mM MgCl,; pH
9,5) e foi feita uma incubacdo durante 30 minutos. Foram adicionados 15 mL de Tampé&o 3
contendo CSPD (Roche) a uma diluicdo de 1:200 e foi feita uma incubacédo durante 5 minutos. O
tampéo foi descartado e as membranas foram secas em temperatura ambiente. Apos a secagem
das membranas, estas foram, envolvidas em filme pléstico e colocadas em contato com um filme
de raios-X “HYPERfilme-MP” (Amersham) no interior de um cassete. Este cassete foi incubado
a 37° por 1 hora.

Os filmes foram revelados em solucdo de revelagdo “Kodak GBX - developer and
replenesher” (Kodak) por dois minutos, lavados em &gua por 30 segundos, fixados em solucéao de
fixacdo “Kodak GBX — fixer and replenesher” (Kodak) e lavados em agua por 30 segundos.

Os filmes foram analisados depois de secos.



40

3.4.5.2.2 “Direct Tissue Printing” (Impressoes de tecido)

Folhas de orquideas doentes e sadias foram cortadas transversalmente e o tecido foi
aplicado sobre a membrana fazendo-se uma leve presséo. A fixacdo foi feita em forno UV (120
mJ) apds a secagem da membrana a temperatura ambiente.

Antes de iniciar a hibridiza¢do, as membranas foram pré-tratadas com uma solucéo de 2
M de B-mercaptoetanol durante 10 minutos, e depois lavadas duas vezes em agua.

A hibridizacdo foi realizada conforme descrito anteriormente.

3.4.6 Obtencdo de DNA purificado do gel para SSCP

Produtos de RT-PCR foram purificados do gel de agarose 0,7% utilizando-se o Kit de
Purificacdo de produto de PCR e DNA em gel “GFX” (Amersham), conforme especificacdes do

fabricante.

3.4.7 SSCP

A avaliacdo dos padrdes de SSCP foi feita a partir do produto de PCR das regides
gendmicas correspondentes a capa protéica purificados de gel de agarose (KUBO et al., 2006b).
Foram analisadas plantas de oito diferentes origens geograficas e 18 géneros. Para analise por
SSCP, aos fragmentos foi adicionado um volume da solugdo desnaturante (95% de formamida,
20 mM de EDTA e azul de bromofenol), sendo em seguida desnaturados a 95°C por 10 min. Os
fragmentos foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante a 10%
(16 x 20 cm x Imm BIO-RAD Protean Il xi) utilizando o tamp&o TBE 10x (Tris Base 108 g/L,
Acido boérico 55g/L, EDTA 0,5M pH 8,0 40 mL/L) na concentragdo 1x. A corrida foi realizada a
100 volts por 16 horas a 25°C. Os géis foram corados com nitrato de prata utilizando-se o
procedimento de Beidler et al. (1982). Os fragmentos foram analisados pela comparacdo das
diferencas conformacionais das fitas simples desnaturadas apds a eletroforese.

Para esta andlise foi realizado um teste com amplicons purificados a partir do gel de
agarose e ndo purificados, uma vez que se o resultado obtido fosse 0 mesmo, optaria-se pela

amostra ndo purificada, o que diminuiria o custo e o tempo empregado na técnica.
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Foram montadas matrizes de acordo com auséncia e presenca de bandas; para analise de
similaridade genética foi utilizado o fator de correcdo de Jukes e Cantor (1969). O agrupamento
das amostras foi realizado pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Arithmetic Average) e
0 bootstraping foi conduzido com 100 repeticGes. Todas as analises foram realizadas utilizando-
se 0 pacote de softwares Phylip 3.65 (FELSESTEIN, 1989). Foram montadas matrizes levando-se
em consideracdo todas as bandas presentes no gel e considerando apenas as bandas
predominantes, de forma a comparar os resultados entre si e com o seqiienciamento e verificar de

que forma os resultados sdo mais confiaveis.

3.4.8 Sequenciamento dos “amplicons”

3.4.8.1 Clonagem dos produtos de PCR

Os produtos de PCR purificados foram utilizados para ligacdo em Kit de clonagem “T.A.
Cloning Kit” (Invitrogen) de acordo com recomendacdes do fabricante.

O plasmideo foi entdo inserido em células competentes se Escherichia coli da linhagem
DH5a através da transformacao por choque térmico. A transformacéo foi realizada colocando-se
em contato a reagdo de ligagdo e as células competentes, e incubando-se em gelo por 1 hora.
Posteriormente a reagdo foi colocada em banho-maria a 42°C por 1 minuto e 30 segundos e ent&o
foi imediatamente transferida para o gelo por 2 minutos. Cada tubo recebeu 1 mL de meio SOC
(10 g de triptona bacteriana, 5 g de extrato de levedura; 0,585 g de NaCl, 186 mg de KCI; 10 mL
e glicose 2 M; H,O Milli-Q estéril para 1 L). As células foram incubadas em shaker a 37°C por 1
hora sob agitagdo de 300 rpm.

Em placas de Petri descartaveis foi vertido meio de cultura LB sélido (10 g/ L de triptona;
5 g/L de extrato de levedura; 10 g/L de NaCl; 7,5 g/L de agar bacterioldgico) contendo 100
ug/mL de ampicilina. Sobre o meio de cultura espalhou-se 100 uL de IPTG (100 mM) e 20 uL de
X-Gal (50 mg/mL), ap6s a secagem das placas foram espalhados 100 pL de cultura de células e

as placas foram incubadas em estufa a 37°C por 16 horas.
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3.4.8.2 Selecao de clones positivos

Oito clones de cor branca e sem col6nias satélite de cada amostra (demonstradas na
Tabela 1) foram selecionados para o seqienciamento de acordo com seus padrdes no gel de
SSCP. Os clones foram coletados com palitos de madeira autoclavados e transferidos para
microplacas de 96 pogos contendo 400 pL de meio Cicle Growth (SIGMA) acrescido de
ampicilina (50 pL/mL). As microplacas foram seladas com adesivo e a multiplicacdo dos clones

foi realizada por 16 horas a 37°C.

3.4.8.3 Preparacdo de plasmideos em microplacas

Os plasmideos foram extraidos pela metodologia Boiling Prep. As placas foram
centrifugadas por 6 minutos a 3000 rpm para sedimentar as células, o adesivo foi removido e o
sobrenadante foi descartado, invertendo-se posteriormente a placa sobre papel absorvente por 1
minuto.

Recolocou-se o adesivo e a placa foi colocada no freezer -80°C por 15 minutos e ap0os na
estufa a 37°C por 10 minutos. Foram entdo adicionados 25 uL de agua Milli-Q autoclavada e a
placa foi agitada no vortex por 5 minutos. Foram adicionados 70 pL da solugéo de lise (STET-

Tween 20) e a placa foi novamente agitada no vortex por 1 minuto.
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mM Tris-HCI pH 9,0; 10mM MgCl,), 0,5 pL do “primer” do vetor de clonagem (SP6 5 pmols),
0,4 uL de Big Dye e 5,1 pL de H,O Milli-Q estéril. A reacdo foi centrifugada por alguns
segundos e colocada no termociclador (Eppendorf - Mastercycle Gradient) com o programa
consistindo de 1 ciclo de 96°C por 2 minutos, 25 ciclos de 96°C por 45 segundos, 50°C de 30
segundos e 60°C por 4 minutos com o ciclo final de 4°C.

A precipitacdo foi realizada com 80 pL de isopropanol 65% a temperatura ambiente por
15 minutos, sendo em seguida centrifugada a 3.000 rpm por 45 minutos. O sobrenadante foi
descartado e a placa foi seca em papel absorvente antes da adi¢do de 200 pL de etanol 60%. Foi
realizada outra centrifugacdo a 3.000 rpm por 10 minutos, a lavagem com etanol 60% foi repetida

e 0 sobrenadante foi descartado, sendo o “pellet” seco em temperatura ambiente.

3.4.8.5. Anélise das sequiéncias

Os eletroesferogramas das sequéncias obtidas foram submetidos a analise pelo programa
“Phred-Phrap-Consed” (EWING et al., 1998). Para verificacdo do alinhamento das seqiiéncias foi
utilizado o programa CAP 3 (HUANG; MADAN, 1999). Através destes programas foram
retiradas as sequéncias das regides correspondentes aos vetores empregados na clonagem e foi
feito o alinhamento das seqiiéncias similares para a montagem de uma seqiiéncia consenso de
cada amostra. Essas sequéncias foram submetidas a consulta de similaridade com outras
sequéncias ja& depositadas no banco de dados GenBank acessado pelo NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As ferramentas utilizadas para esta consulta foram BlastN e
BlastX.

As sequéncias consenso e polimorficas de cada amostra foram selecionadas e alinhadas
com as nove sequéncias de OFV disponiveis no GenBank, denominadas 003Australia,
XAustralia, 047Germany, 591Australia, 053South Africa, YBrazil, 005Brazil, 023Germany e
ZGermany. As analises filogenéticas foram realizadas utilizando-se o programa MEGA version
3.1 (KUMAR et al., 2004) A distancia genética foi calculada utilizando-se o fator de correcéo de
Jukes e Cantor (1969). As amostras ZGermany e 023Germany, ja previamente analisadas por
Blanchfield et al. (2001) e consideradas distintas das demais, foram utilizadas como grupo

externo para enraizar o dendrograma.
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As seqliéncias de nucleotideos foram transformadas em aminoacidos para se verificar se
as alteragdes observadas nas seqtiéncias de nucleotideos teriam efeito potencial na funcionalidade
do gene (Apéndices A e B). A distancia entre seqiéncias de aminoéacidos foi calculada pelo
método de Jones-Taylor-Thornton utilizando o programa Phylip 3.65 (FELSESTEIN, 1989); este
programa foi utilizado também para a montagem do dendrograma pelo método UPGMA
(Unweighted Pair-Group Arithmetic Average) tendo sido o “bootstraping” conduzido com 100

repeticoes.

4 Resultados e Discussdes

4.1 Material Vegetal

O material vegetal foi registrado para observagdo de sintomas nos diferentes géneros de
orquideas. Como ja descrito anteriormente a sintomatologia foi variavel, dependendo do género e
da espécie da planta (Figura 3).

Analises citopatolégicas feitas preliminarmente indicaram que a maioria das amostras de
OFV era do tipo nuclear (OFV-N), mas algumas se revelaram do tipo citoplasmatico (OFV-C).

Na Figura 3, (A) a (N) apresentam sintomas de plantas infectadas com o0 OFV-N e (O) e
(P) apresentam sintomas de infec¢do por OFV-C. Como é possivel observar, os sintomas de OFV
sdo variados e diferentes para cada género analisado. Por exemplo: Bulbophyllum lobii (A)
apresenta manchas necroticas circulares e ovaladas com halos cloréticos ao seu redor. Em
Schomburgia sp. (B) as lesdes sdo pequenas e necréticas; em Dendrochilum setipes (C) as
manchas sdo necréticas e circulares; Brassia chloroleuca (D) apresenta lesdes necrdticas e
deprimidas formando anéis concéntricos. Em Amblostoma sp. (E) as lesdes sdo necroticas e
circulares; em Phaius grandiflora (F) grandes anéis necréticos aparecem circundados de grandes
areas cloréticas. Em Dendrobium densiflorum (G), as lesbes clor6ticas aparecem com pequenas
manchas necroticas deprimidas formando anéis. Nas folhas de Epidendrum bambusifolium (H1)
as lesdes sdo escuras e sem forma definida, em Epidendron latilabile (H2) as les6es possuem um
centro necrotico e anéis necroticos deprimidos em torno deste. Em Oncidium stenotis (I1) as
lesbes aparecem na forma de pequenas manchas necroticas, em Oncidium sp. (I12) as lesbes

necroticas formas manchas maiores e circulares, em O. ornithorhynchum (I3) as lesdes s&o
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arredondadas com o centro necrotico. Em Prostechea auriculigerum (J1) as lesdes sao necroticas
e deprimidas circundadas por halos clordticos, P. prismatocarpum (J2) as lesbes sdo necroticas
anelares com um ponto necrético no centro, Prostechea sp. (J3) apresenta grandes anéis
necrdticos com pequenas manchas necroticas distribuidas no seu interior, Prostechea sp. (J4) as

lesbes necroticas sdo pequenas com halo clorético amarelo ao seu redor, P. calamari (J5) as
lesbes sdo muito pequenas e necraticas.

Figura 3 — As folhas de A a N apresentam sintomas de OFV-N e O e P de OFV-C. A — Bulbophyllum lobii, B —
Schomburgia sp., C — Dendrochilum setipes, D — Brassia chloroleuca, E — Amblostoma sp., F — Phaius
grandiflora, G — Dendrobium densiflorum, H1 — Epidendron bambusifolium, H2 — E. latilabile, 11 -
Oncidium stenotis, 12 — Oncidium sp., 13 — O. ornithorhynchum, J1 — Prostechia auriculigerum, J2 — P.
prismatocarpo, J3 — Prostechia sp., J4 — P. ionoplebium, J5 — P. calamari, K1 — Maxillaria subulata,
K2 - M. valenzuelana, L1 — Miltonia spectabilis, L2 — M. moureliana x M. regnellii, L3 — M. candida x
M. regnellii sp., M - Pleurothallis sp., N - Octomeria sp., O — Jumellea sp., P — Coelogyne sp.
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Em Maxillaria subulata (K1) as lesbes sdo necroticas e muito pequenas, em M.
valenzuelana (K2) as lesdes sdo circulares, necréticas, muito proximas umas das outras. Miltonia
spectabilis (L1) apresenta anéis concéntricos muito proximos uns dos outros com a area entre 0s
anéis clordtica, os hibridos M. moureliana x M. regnellii (L2) e M. candida x M. regnellii (L3) os
anéis necroticos sdo pequenos e se concentram dentro de faixas cloréticas no mesmo sentido das
nervuras. Na Figura M de Pleurothallis sp. observa-se uma macha escura com as bordas
cloréticas. Em Octomeria sp. (N) as lesdes s@o necroticas pequenas e com 0s bordos clordéticos.
Os géneros Jumellea sp. (O) e Coelogyne sp. (P), ambos infectados com OFV-C, apresentam
anéis necroticos com centros e bordas cloroticas, e pequenos anéis necrdticos com o centro
clorético, respectivamente.

Como é possivel observar, é muito dificil estabelecer um padrdo para diferenciar lesées do
tipo citoplasmatico e nuclear em orquideas, uma vez que 0s sintomas variam muito de género
para género e até mesmo dentro destes. Além disso, podem ocorrer infeccbes mistas com outros
virus de orquideas como o CyMV e ORSV, causando alteragdo nos sintomas padrdes de OFV.
Em orquideas ndo acontece a distin¢do de sintomas como para Clerodendron sp., Hibiscus sp. e
Malvaviscus sp., em que 0s respectivos virus do tipo nuclear tendem a causar manchas cloroéticas
em folhas verdes e os do tipo citoplasmatico tendem a causar manchas verdes em folhas
senescentes. Ndo foi possivel observar também diferengas similares as observadas nas duas
formas de CiLV. N&o se constatou ainda caso de co-infeccdo pelo OFV-C e OFV-N na mesma
planta.

4.2 Acaros

A identificacdo dos acaros foi realizada por microscopia de luz (Figura 4A), observando-
se estruturas morfoldgicas como: nimero de solenideos (seta dmega) no tarso da perna 2 (Figuras
4B e 4C) e nimero de setas dorsais (Figuras 4D e 4E). Nesta analise foram encontrados dois
solenidios no tarso do par de pernas 2 e seis setas dorsais, demonstrando-se tratar do &caro
Brevipalpus californicus.
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Figura 4 — Analise microscépica de Brevipalpus californicus. A. Microscopia de luz da regido dorsal; B.
Tarso do par de pernas 2 demonstrado pela seta; C. Solenidios no tarso do par de pernas 2
demonstrado pela seta; D. QOuatro primeiras setas dorsais; E. Duas Ultimas setas dorsais

4.3 Analises de Microscopia

4.3.1 Microscopia eletrdnica de transmissao

Foram analisados diversos materiais de orquideas sintomaticas com o intuito de se
localizar ndo s6 o OFV-N, mas também o OFV-C. Amostras com sintomas similares ao do OFV
e com resultado de PCR negativo para o virus foram emblocadas e cortadas com o intuito de
atingir este objetivo.

Nas orquideas infectadas com o OFV-N foram encontradas particulas ndo envelopadas,
baciliformes com aproximadamente 100 a 150 nm de comprimento e 32 a 40 nm de largura.
Nestas amostras foram encontrados viroplasmas elétron-transparentes e algumas vezes particulas
organizadas lado a lado (Figura 5A) ou ainda estando dispostas perpendicularmente & membrana

do reticulo endoplasmaético (rodas de carroca — Figura 5B).
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Em alguns materiais com manchas anelares a partir dos quais néo foi possivel amplificar o
OFV-N, foram encontradas particulas baciliformes, 70-80 nm de largura por 110-120 nm de
comprimento (Figura 5C), com inclusdo do tipo viroplasma elétron-denso (Figura 5D). Este virus
foi identificado como um VTB da forma citoplasmatica e é reconhecido como OFV-C.

Figura 5 — Microscopia eletrnica de cortes ultrafinos de folhas infectadas com OFV-N e OFV-C. A. Particulas
de OFV-N enfileiradas. B. Incluses do tipo “roda de carroga” de OFV-N. C. Viroplasma de
formato alongado de OFV-C (seta). D. Particulas virais de OFV-C, baciliformes, agrupadas e
cortadadas longitudinalmente (seta)

4.3.2 Estudos anatdmicos/ histologicos

Em seccdo transversal de folhas de Oncidium sp. sadias (Figura 6), observa-se na face
adaxial e abaxial, uma camada de células epidérmicas. As células que constituem a epiderme
adaxial sdo ligeiramente maiores e tendem mais a forma isodiamétrica, em relacéo as células da
face abaxial. Em algumas células podem ser observados contetdos densos, provavelmente
mucilagem.

As células que constituem o clorénquima apresentam-se num arranjo compacto, todos
tendendo a isodiamétricas, ndo ocorrendo diferencas acentuadas na morfologia celular, embora o
didmetro das 4 — 5 camadas adjacentes a epiderme adaxial se apresente ligeiramente maior. O

contetdo citoplasmatico apresenta-se distribuido de forma periférica a parede celular, com
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grandes vacuolos. Na porcdo abaxial do clorénquima podem ser observados espacos
intercelulares, mostrando um arranjo menos compacto que o parénquima da porcao adaxial.

Na regido mediana do mesofilo nota-se um feixe vascular sem as caracteristicas tipicas
das monocotileddneas, cujo arranjo dos vasos forma caricaturas. No entanto, o feixe é circundado
por uma camada de células da bainha que envolve o xilema, o floema e o parénquima do floema.

Na porc¢édo abaxial do clorénquima notam-se feixes de fibras de esclerénquima, espacados
regularmente entre si. O namero de fibras varia entre os feixes de fibras.

Nas plantas de Jumellea sp. infectadas com OFV-C (Figura 7), algumas caracteristicas das
folhas apresentam-se alteradas, principalmente em regiGes mais proximas a lesao.

As células mais afetadas pela infeccdo viral sdo as do parénquima. Geralmente
apresentam-se hipertrofiadas e com conteudos de naturezas distintas. Em algumas células ocorre
acumulo de material granular (Figura 7A), formando agrupamentos amorfos distribuidos ao acaso
no interior do vacuolo, j& que o citoplasma provavelmente esteja degenerado. Outras células
mostram o acumulo de substéncias lipidicas (Figura 7B) que tomam todo o seu interior,
impossibilitando a identificagdo da integridade do citoplasma. Este foi confirmado através de
testes histoquimicos por ‘sudan’. A hipertrofia de células do parénquima foi notada em lesbes
foliares de laranjeira causadas pelo CiLV-C (MARQUES et el., 2004) e de Solanum violaefolium
infectada por SVRSV (FERREIRA, 2005). N&o ha informagdo sobre o processo que induz tal
hipertrofia na infeccdo pelos VTBs do tipo citoplasmatico.

Em algumas regides, geralmente nas adjacéncias da epiderme adaxial podem ser notadas
celulas hipertrofiadas com o contetdo vazio e com a parede celular pouco densa, ou ainda, ja
com a auséncia da parede celular formando apenas um espaco, visto que a célula foi degenerada.
Alguns agrupamentos de células, geralmente da porgdo abaxial, mostram-se com intensa
plasmolise (Figura 7C), e as células adjacentes que ainda ndo apresentam a plasmolise estdo com
os plastidios e o nucleo hipertrofiados, caracteristicas estas que nao ocorrem em situacoes
anteriores.

Além dessas alteracdes, a degeneracdo celular é intensa e inespecifica, ndo havendo, para
este tipo de alteracdo cit