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Resumo: A presenca de sintomas de viroses é frequente nos plantios de inhame (Dioscorea rotundata) do
Nordeste e constitui-se um dos fatores limitantes de producdo. Mundialmente, ja foram relatados na cultura,
virus dos géneros Badnavirus, Curtovirus, Potyvirus. Destacam-se pela importancia e distribuicao
geogréfica, espécies dos géneros Badnavirus e Potyvirus. O objetivo deste trabalho foi otimizar e tornar
reprodutivel protocolos para a detecgdo molecular de espécies dos géneros Badnavirus e Potyvirus em
inhame. Foram coletadas tuberas de 40 plantas com e sem sintomas de viroses nos municipios de Sao
Felipe, Maragojipe, Sao Félix e Cruz das Almas, Bahia. Para a deteccdo de Badnavirus, o DNA total foi
extraido com base no protocolo de Kamal Sharma (2008) com modificagbes na quantidade de material
vegetal processado, nas centrifugacfes, na concentracdo do DNA e na temperatura de anelamento no teste
de PCR. Enquanto para Potyvirus (Yam mosaic virus - YMV e Yam mild mosaic virus - YMMV), o RNA foi
extraido testando as seguintes metodologias: Kits de extracdo de RNA Total Axygen, Easyzol e protocolo de
Gambino (2008), com modificacdes semelhantes as avaliadas no protocolo de extracdo de DNA. Para
Badnavirus detectou-se uma banda de 580 pares de bases (pb). Na deteccdo de Potyvirus, obteve-se um
fragmento de 586 pb com os primers para o YMV. O YMMV néo foi detectado em nenhuma das amostras
analisadas. Contudo, os protocolos que apresentaram melhores respostas para a extracdo de DNA e RNA
foram Kamal Sharma (2008) e Gambino (2008), respectivamente. Os fragmentos genémicos obtidos foram
sequenciados, apresentando alta homologia com Badnavirus e YMV.
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Optimization of protocols for molecular detection o f viruses in yam

Abstract: The presence of viruses constitutes one of the main limiting factors for the production of yam
(Dioscorea rotundata) in Northeast.Worldwide, the virus of the genus Badnavirus, Curtovirus, Potyvirus have
been reported in the crop which highlights the importance and geographical distributionof species of the
genus Potyvirus and Badnavirus. The objective of this study was to optimize protocols and make it
reproducible for molecular detection of these viruses in yam. Tubers were collected from 40 plants with and
without symptoms of viruses in the municipalities of Sao Felipe, Maragojipe, Sdo Félix and Cruz das Almas,
Bahia. For detection of Badnavirus, total DNA was extracted based on the protocol Kamal Sharma (2008)
modifying the quantity of plant material processed in centrifugations at the time of extraction, the
concentration of genetic material and annealing temperature in PCR test. While for potyvirus (Yam mosaic
virus - YMV and Yam mild mosaic virus - YMMV), RNA was extracted by testing the following methodologies:
Total RNA Extraction Axygen, Easyzol kits and Gambino (2008), following the same modifications to the
protocol DNA. For Badnavirus detected a band of 580 base pairs (bp). For Potyvirus, the YMV yielded a
fragment of 586 basepairs (bp) with primers for YMV. The YMMV was not detected in any of the samples.
However, the protocols that responded better to extract DNA and RNA were Kamal Sharma (2008) and
Gambino (2008) sequences. The genomic fragments were sequenced, confirming the presence of
Badnavirus and YMV.
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Introducao

O inhame (Dioscorea sp.) € uma planta
trepadeira, monocotiledénea da familia
Dioscoreaceae, que possui mais de 600 espécies
descritas, destacando-se D. rotundata Poir, D.
alata L., D. cayennensis Lam., D. esculenta
(Lour.) Burk. e D. trifida L. por produzirem tuberas
comestiveis (Eni et al.,, 2008 & Johne et al.,
2009).

Em 2010 a regido Nordeste foi responsavel
pela producédo de 164.000 toneladas de inhame
segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica [IBGE], (2010) e a Food and
Agriculture Organization [FAO], (2012). Na Babhia,
as principais areas produtoras concentram-se na
regido do Recbncavo, destacando-se o0s
municipios de Sao Felipe, Maragojipe, Sdo Félix e
Cruz das Almas. Embora seja considerada, uma
cultura de subsisténcia, o inhame tem grande
importéncia soOcio-econdbmica no cenario da
agricultura familiar no Nordeste do Brasil (Gayral
et al., 2009). Entretanto, no seu cultivo emprega-
se um baixo nivel tecnolégico e material de
plantio de baixa qualidade genética e
fitossanitaria, o que resulta em produtividade
reduzida. A presenca de viroses nas tUberas-
sementes constitui-se em um dos principais
fatores limitantes da producdo de inhame no
mundo (Oliveira et al., 2006 & Silva et al., 2012),
uma vez que plantas provenientes dessas
tiberas-sementes infectadas terdo
comprometimento no seu metabolismo e
desenvolvimento fenolégico, e consequente
diminuicdo da produtividade.

Foram relatados em paises produtores
(Holanda, Espanha, Reino Unido) de inhame
diferentes espécies de virus relacionados aos
géneros Badnavirus, Comovirus, Cucumovirus,
Curtovirus, Maculavirus, Potexvirus e Potyvirus,
cuja infeccdo resulta em sintomas como a clorose
foliar, 0 mosaico, o clareamento das nervuras e a
distorcéo no limbo, o que leva a reducéo irregular
da atividade fotossintética e muitas vezes o
aumento das taxas de senescéncia dos
cloroplastos, induzindo a formacdo de agucares
redutores e armazenamento minimo de amido,
gue resulta em perdas significativas na qualidade
e quantidade de tuberas (Thouvenel, Dumont,
1990, Moura, 2005, Odu et al., 2006 & Eni et al.,
2008).

Entre as diferentes espécies de virus de
inhame relatadas até o presente momento no
Brasil, destacam-se os virus dos géneros
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Potyvirus e Badnavirus. As espécies de Potyvirus
ja encontradas no Brasil sdo o Yam mild mosaic
virus (YMMV) e o Yam mosaic virus (YMV) (Silva
et al., 2012 & Lima et al., 2013). O género
Badnavirus, possui uma espécie predominante na
cultura do inhame no Brasil, o Dioscorea
bacilliform virus (DBV) (Medberry et al.,, 1990 &
King et al., 2012).

O inhame por ser uma cultura propagada
vegetativamente apresenta grande
vulnerabilidade ao ataque de fitopatégenos como
os virus. O uso pelos agricultores de propagulos
vegetativos infectados e introducdes
descontroladas de genétipos contendo alguns dos
referidos virus resultam numa ameaca a
produtividade e sustentabilidade da cultura (Lima
et al., 2013).

O desenvolvimento de um método
diagnostico, com maior acuracia, sensibilidade e
reprodutibilidade, das principais viroses
causadoras de doencas em inhame € uma
ferramenta fundamental para o controle,
monitoramento integrado, auxilio no
melhoramento e compreensdo do status
epidemiolégico. Existem varios métodos para a
deteccdo de virus, os mais utlizados sado, o
método sorolégico ou teste ELISA (Clark &
Adams, 1977), os de analises moleculares
através dos testes de PCR, RCA, RT-PCR entre
outros (Mullis et al., 1986). Contudo, todos os
métodos necessitam de otimizac&o das condicbes
fisicas e quimicas, e consequente ganho de
reprodutibilidade. Desse modo, esse trabalho teve
como objetivo, estabelecer condigbes adequadas
para o desenvolvimento de um protocolo para a
deteccdo do YMV e Badnavirus em inhame.

Material e métodos

Material vegetal:

Em area de produtores de inhame foram
selecionadas 40 plantas, com idade de seis a
sete meses, sendo que, 20 plantas apresentavam
sintomas caracteristicos da infeccdo por viroses
(clorose foliar, mosaico, clareamento das
nervuras e distorcdo na folha) e 20 plantas sem
sintomas. Dessas plantas foram coletadas
tiberas e folhas, usadas respectivamente para
plantio em sacos de polietilieno em casa-de-
vegetacao e para os testes de virus.

Deteccao molecular de Badnavirus
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A extracdo de DNA foi realizada com base
no protocolo de Kamal Sharma et al. (2008) com
adaptacdes, coletando-se as folhas 18 horas
antes do procedimento, cobrindo-as com papel
aluminio e mantendo-as no escuro. Também foi
aumentada a velocidade de centrifugacdo de
8.000 X g para 10.000 X g/10 min e a quantidade
da amostra que passou de 100 mg para 200 mg
de material vegetal . Apos sua extracdo o DNA
obtido foi quantificado.

Para o teste de RCA foram usados 3 pL de
DNA (50 ng), 1 pL de tamp&o NEB 10 X do kit
Biolab, 2 pL de BSA (10 mM), 1 uL dNTP (10
mM), 2 pL primer randdmico de seis bases (5
mM), em seguida, levado para banho-maria a 95
°C por trés minutos e depois a 4 °C por 2 min.
Depois adicionou 0,2 pL da enzima Phi29 DNA
polimerase (GE Healthcare). Em seguida, a
reacdo foi incubada a 30 °C por 24 horas, com
desnaturacéo a 65 °C por 10 min (Johne et al.,
2009 & James et al., 2011).

O produto do teste de RCA foi usado no
teste de PCR, sendo testadas diferentes
combinacbes de concentracdo de DNA e
temperaturas de anelamento. Foram testadas
concentracdes de DNA de 12,5; 25; 50; 100; 150
e 200 ng e as seguintes temperaturas de
anelamento: 57 °C; 62 °C e 65 °C.

Para cada reacdo do teste de PCR foi
usado 2 pL do RCA em cada teste de
concentracdo e temperatura, 2,5 pL tampéo 10X
da Taq, 1,2 pL MgCl, (50 mM), 1 pL de cada par
de primers (a0 mM) Badna FP
(ATGCCITTYGGIITIAARAAYGCICC) e Badna RP
(CCAYTTRCAIACISCICCCCAICC) (YANG et al.,
2003), 0,2 pL de Taq Polimerase (0,2 U)
(Invitrogen), 1 pL de dNTP (10 mM) e 16,1 pL de
agua.

A reacdo foi levada ao termociclador com o
seguinte programa: 94 °C por 3 min, 94 °C por 30
s, utilizando cada temperatura de anelamento
descritas anteriormente por 30 s, 72 °C por 1,5
minutos, 72 °C por 10 minutos e 4 °C em 35 ciclos
(Andrade et al., 2006).

O produto da reacdo do teste de PCR foi
analisado em gel de agarose a 1%, em tampé&o
TBE (Tris-Borato, EDTA 0,5M pH 8,0) a 80 V por
1,5 hora. Como controle positivo foi utilizado uma
amostra cujo produto da reacéo do teste de PCR
havia sido sequenciado, apresentando alta
homologia com Badnavirus.

Deteccao molecular de YMV e YMMV
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Para a extracdo de RNA das plantas de
inhame  foram  testadas trés diferentes
metodologias com algumas modificacfes: Kit de
extracdo de RNA Total Axygen, Easyzol e
protocolo de extracdo segundo Gambino et al.
(2008). Com o Kit de Extracdo de RNA Total
Axygen, a quantidade de amostra macerada foi
aumentada de 100 mg para 150 mg. No protocolo
do kit Easyzol a centrifugacdo foi alterada de
12.000 X g de 5-10 min para 15.000 X g por 3 min
em todas as fases. Na metodologia de Gambino
et al. (2008), foi modificada a quantidade de
material vegetal, utilizando-se 100 mg ao invés de
150 mg de amostra e apos a incubacao realizou-
se uma centrifugacdo de 15.500 X g por 20 min
ao invés de 21.000 X g por 30 min.

Na reacdo de RT-PCR avaliou-se o uso de
diferentes concentracdes de RNA: 130 ng, 70 ng
e 20 ng, onde foram feitas reacdes diferentes com
13 L, 7 pL e 2 pL de RNA total (10 ng L"), mais
1 pL de oligo dT (10 mM) e 1 pL do primer
randdémico hexadmero (10 mM) que foi incubado
por cinco minutos a 70 °C e, em seguida, 2 min a
4 °C. Em seguida, adicionou-se 5 pL da M-MLV
buffer 5X, 1 pL de dNTP (10 mM),1 pL RNAse
out, 1 pL da enzima M-MLV (1 U) e 2 uL de agua
tratada com DEPC, de acordo com o kit da M-
MLV (Promega).

Em seguida foi realizada a reacdo de RT-
PCR para YMV, utilizando 2 puL do cDNA, 2,5 uL
tampdao buffer 10X do kit Invitrogen, 1,2 pL MgCl,
(50 mM), 1 uL de cada par de primers especificos
(10 mM) (YMV CP 1F -
ATCCGGGATGTGGACAATGA e YMV UTR 1R -
TGGTCCTCCGCCACATCAAA) (Mumford & Seal,
1997), 0,2 uL de Taq Polimerase (0,2 U), 1 uL de
dNTP (10 mM) e 16,1 uL de agua. Para o YMMV
foi usado 2 uL do cDNA, 2,5 puL tampao buffer
10X do kit Invitrogen, 1,2 pL MgCl, (50 mM), 1 pL
de cada par de primers especificos (10 mM)
(YMMV CP 2F - GGCACACATGCAAATGAAAGC
e YMMV UTR 1R -
CACCAGTAGAGTGAACATAG) (Mumford &
Seal, 1997), 0,2 uL de Taq Polimerase (0,2 U), 1
pL de dNTP (10 mM) e 16,1 pL de agua,
utilizando metodologia do kit de extracdo de RNA
Total Axygen.

A reacdo de RT-PCR para o YMV foi
realizada com as seguintes condicdes de
amplificacdo: 3 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos
de 30 sa 94 °C, 30 sa 50 °C, 1,5 mina 72 °C,
com uma extensédo final de 10 min a 72 °C. Ja
para o YMMV usou-se as mesmas condi¢cdes e
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uma temperatura de anelamento de 55 °C a 30 s.
As amostras foram amplificadas em termociclador
PTC100 (MJ Research) e os fragmentos de DNA
visualizados em gel de agarose 1%, corado com
brometo de etideo, sob luz ultravioleta segundo
Yang et al. (2003).

O controle positivo para o YMV foi obtido
de amostra sintomatica, que apds a reacao no
teste de RT-PCR foi sequenciada pela Macrogen
Inc. (Seul, Coréia do Sul) e comparada com as
sequéncias de YMV disponiveis no GenBank
(Edgar et al., 2004).
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Resultados e discusséao

Deteccdo de Badnavirus

As alteracdes na quantidade de amostra
macerada, nas centrifugacdes, e a coleta das
folhas 18 horas antes da extracdo, mantendo-as
cobertas com papel aluminio e no escuro,
permitram uma reducdo dos metabolitos
secundarios, reduzindo a oxidagao e favoreceram
a qualidade do DNA obtido (Figura 1) (Kamal
Sharma et al., 2008).

Figura 1- A e B- Quantificagcdo do DNA total obtido das 40 amostras de inhame em gel de agarose a 1%. 1
e 2: Marcador lambda (50 e 100 pb); 3 a 42: Amostras de inhame coletadas no Recdncavo

da Bahia.

1 234 5 67 8910111213141516171819202122 23242526

-<99 9 a8 _ssvEPRCEPeRE

A reacdo de PCR feita com o produto do
teste de RCA, utilizando a temperatura de
anelamento de 57 °C com concentracfes de DNA
de 12,5; 25; 150 e 200 ng, ndo produziram
amplicons (Figuras 2, 3 e 4). Porém usando
concentracdo de DNA de 50 e 150 ng, com a
mesma temperatura de anelamento e usando-se
o teste de RCA, passou-se a observar bandas

inespecificas (Figura 3).

A utilizacdo do teste de RCA antes da
reacao de PCR torna mais sensivel a detec¢do do
virus. Contudo, sem o0 uso desta técnica, ha a
possibilidade da reacdo do teste de PCR
convencional ndo detectar o virus na cultura, ja
gue a sua concentracdo nas folhas € baixa
(Johne et al., 2009).
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Figura 2- Padréo eletroforético em gel de agarose a 1% para deteccao de Badnavirus com os amplicons
obtidos na reacéo do teste de PCR a partir de cinco amostras de diferentes plantas de inhame. 1
e 12: marcador (1 kb DNA Ladder); 2 a 6: 12,5 ng de DNA, 7 a 11: 25 ng de DNA, 13 a 17: 50 ng
de DNA. PCR com temperatura de anelamento de 57 °C.

1 23456 789 1011121314151617

Figura 3- Padrao eletroforético em gel de agarose a 1% para Badnavirus com os amplicons obtidos na
reacdo do teste de PCR a partir de cinco amostras de diferentes plantas de inhame submetidas a
técnica do RCA. 1 e 13: marcador (1 kb DNA Ladder); 2 a 6: 50 ng de DNA. 7 a 11: 100 ng de
DNA. 14 a 18: 150 ng de DNA. 19 a 23: 200 ng de DNA. Utilizando a temperatura de anelamento

de 57 °C.

1 23 4567 8 9101112131415161718 19 20212223

mrrom

Magistra, Cruz das Almas — BA, V. 27, N.3/4, p.442-451, Jul./Dez.2015.



447

Figura 4- Padrao eletroforético em gel de agarose a 1% da reacéo do teste de PCR para Badnavirus com
os amplicons obtidos a partir de cinco amostras de diferentes plantas de inhame. 1 e 2: marcador
(1 kb DNA Ladder e marcador de 50 pb); 3 a 7: 50 ng de DNA, utilizando a temperatura de
anelamento de 62 °C.

Na temperatura de anelamento de 65 °C, se um produto com tamanho esperado (cerca de
usando a concentracdo de DNA - 50 ng, a reagéo 580 pb) nas 40 amostras analisadas e que
do teste de PCR foi especifica com os primers apresentou alta homologia com Badnavirus
utilizados por Yang (Yang et al., 2003) e obteve- (Figura 5).

Figura 5 - A e B- Padrao eletroforético em gel de agarose a 1% com os amplicons obtidos na reacéo do
teste de PCR para Badnavirus a partir das amostras de DNA total extraidas de plantas de inhame,
submetidas a técnica do RCA. M: marcador (1 kb DNA Ladder); 1 a 40: Amostras de diferentes
plantas de inhame, sendo a amostra 24 o controle positivo.

B F E = I 11 IF I3 314 I35 16 IF 1K 1S A}

580 pb

Zl XX 23X M 5 M K X OFE 20 3 X 2 3 G 2N XS B OE A

580 pb
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A presenca de Badnavirus em amostras de
inhame na Bahia também foi detectada por varios
autores (Andrade et al., 2006, Moura et al., 2006
& Lima et al., 2013).

Considerando que esse virus causa grande
reducéo na produgédo da cultura é considerado de
grande importancia e fator limitante no
intercadmbio nacional e internacional de material
propagativo (Kenyon et al., 2008 & Bousalem et
al., 2009).

Deteccao de Potyvirus

A extracdo de RNA usando o Kit de
extracdo de RNA Total Axygen e Easyzol ndo
apresentou bons resultados. No entanto com a
metodologia de Gambino et al. (2008) ajustada,
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foi possivel extrair RNA de boa qualidade de
plantas de inhame (Figura 6).

Na reacdo do teste de RT-PCR obteve-se
melhor resultado com o uso de 130 ng de cDNA
para o YMV (Figura 7).

Todas as amostras coletadas no
Recbncavo da Bahia estavam infectadas com o
YMV, apresentando um fragmento de
aproximadamente 586 pares de bases (Figura 8),
conforme relatado por Munford e Seal ao usar
esses primers (Mumford & Seal, 1997). Andrade
et al. (2006) analisando amostras de inhame
provenientes dos Estados de Alagoas,
Pernambuco e Paraiba obtiveram resultados
semelhantes com esse par de primers.

O YMMV néo foi detectado em nenhuma
das amostras avaliadas.

Figura 6- Quantificacdo do RNA total obtido de seis amostras de inhame em gel de agarose a 1% pelo
protocolo de Gambino (2008) com modificagBes. 1 e 2: Marcador lambda (50 e 100 pb); 3 a 8:
RNA total obtido de amostras de inhame coletadas no Recéncavo da Bahia.
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Figura 7- Padrdo eletroforético em gel de agarose 1% de amplicons obtidos no teste de RT-PCR com
primers para YMV e YMMYV a partir de amostras de RNA total, extraidas de folhas de inhame. 1 e
20: Marcador (1 kb DNA Ladder); 2 a 38: amostras de inhame coletados no Recncavo da Bahia.
Sendo que, 2 a 7: 130 ng, 14 a 19: 70 ng, 27 a 32: 20 ng de concentracdo de RNA na reacdo do
teste de RT-PCR, utilizando temperatura de anelamento de 50 °C para o YMMV. Enquanto que
0s pocos 8 a 13: 130 ng, 21 a 26: 70 ng, 33 a 38: 20 ng de concentracdo de RNA na reacao do
teste de RT-PCR, utilizando temperatura de anelamento de 55 °C para 0 YMV.

1 2 3 4 5 & F & 9 10111213 34 15 16 17 18 19

Figura 8- Padrdo eletroforético em gel de agarose 1% de amplicons da reacéo do teste de RT-PCR para
YMV, obtidos a partir de RNA total, extraido de folhas de inhame. M: Marcador (1 kb DNA
Ladder); 1 a 40: amostras extraidas de inhame com concentragéo de 10 ng.pL’l de RNA. Sendo
gue, o teste de RT-PCR foi realizado com temperatura de anelamento de 55 °C.

1 2 3 4 5 6 7 & 95 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 X0

586 pb

21 2223 24 25 26 27 28 29 30 31 32 3% 34 35 36 37 38 39 40

586 pb

Magistra, Cruz das Almas — BA, V. 27, N.3/4, p.442-451, Jul./Dez.2015.



Conclusodes

Com os ajustes feitos nas metodologias
avaliadas foi possivel a deteccdo do Yam mosaic
virus e de Badnavirus em amostras obtidas de
inhame no Recbncavo da Bahia.

No Recbncavo da Bahia, todas as plantas
de inhame analisadas apresentavam infeccéo
mista por um Badnavirus e pelo YMV.

Diante dos resultados constatados, torna-
se imprescindivel a adocdo de estratégias de
manejo e controle preventivo de virus na cultura.
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