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RESUMO

CALEGARIO, Renata Faier, M.S., Universidade Federa de Vicosa, maio de 2004.
Caracterizacdo de um isolado do begomovirus Sida micrantha mosaic virus
(SmMYV). Orientador: Francisco Murilo Zerbini Junior. Conselheiros: Murilo Geraldo
de Carvalho e Sérgio Herminio Brommonschenkel .

A familia Geminiviridae, caracterizada pela morfologia de particulas icosaédricas
geminadas e genoma composto por DNA de fita simples circular, é dividida em quatro
géneros, de acordo com o tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros, organizacdo do
genoma e relacionamento filogenético. Os begomovirus possuem dois componentes
gendmicos, sdo transmitidos por mosca-branca e infectam dicotiledoneas. A partir de 1994
houve relatos sucessivos de begomovirus em tomateiro em diversos estados brasileiros. O
sequenciamento parcial do genoma de alguns destes virus revelou que ha uma grande
diversidade de espécies, provavelmente como resultado da disseminacdo de virus nativos
pelo bidtipo B da mosca-branca Bemisia tabaci. O objetivo do presente trabalho foi a
caracterizacdo biolégica e molecular de um isolado de begomovirus detectado em
tomateiros do municipio de Sdo Joaquim de Bicas, MG, denominado MG-Bi2. A
caracterizacdo biolgica consistiu no teste de gama de hospedeiros, realizado por meio de
inoculacdo via extrato foliar tamponado e biobalistica. Os resultados indicaram que o
isolado infecta plantas das familias Solanaceae e Amaranthaceae e que a transmissdo €
dtamente dependente do método de inoculagdo. Para a caracterizacdo molecular,
procedeu-se a amplificagdo do genoma vira (DNA-A e -B) utilizando a DNA polimerase
do bacteriéfago F 29, seguida de clonagem e determinacdo de suas seqiiéncias parciais de
nucleotideos. A comparacdo de sequéncias e andlise filogenética demonstraram
relacionamento proximo com o genoma de Sda micrantha mosaic virus (SImMV),

indicando que o isolado MG-Bi2 pertence a esta espécie, e reforcando a hipotese de que



plantas daninhas e silvestres servem como reservatorio natural para 0s geminivirus que

infectam plantas cultivadas como o tomateiro.
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ABSTRACT

CALEGARIO, Renata Faier, M.S., Universidade Federal de Vigosa, May 2004.
Characterization of an isolate of the begomovirus Sida micrantha mosaic virus
(SmMYV). Advisor: Francisco Murilo Zerbini Junior. Committee Members. Murilo
Geraldo de Carvalho and Sérgio Herminio Brommonschenkel.

The Geminiviridae family, characterized by a particle morphology of twinned
incomplete icosahedra and a single-stranded, circular DNA genome, is divided into four
genera according to the type of insect vector, host range, genomic organization and
phylogeny. Begomoviruses have two genomic components and are transmitted by
whiteflies to dicotyledoneous plants. Since 1994 there have been successive reports of
begomovirus infection in tomatoes in severa states of Brazil. Partial genome sequencing
of severa isolates revedled a high degree of genetic diversity, probably due to the
dissemination of indigenous viruses by the B biotype of the whitefly Bemisia tabaci. The
objective of the present work was the biological and molecular characterization of a
begomovirus isolate detected in tomatoes in the city of S&o Joaguim de Bicas, MG, named
MG-Bi2. Biological characterization consisted on a host range study using sap inoculation
and particle bombardment. Results indicated that the isolate infects species of Solanaceae
and Amaranthaceae, and that transmition is highly dependent on the inoculation method.
For the molecular characterization, the full-length genome (DNA-A and -B) was amplified
using the DNA polimerase of bacteriophage F 29, cloned and partially sequenced.
Sequence comparisons and phylogenetic analyses demonstrated a close relationship with
Sda micrantha mosaic virus (SimMV), indicating that the isolate MG-Bi2 is a member of
this species, and reinforcing the hypothesis that weeds and wild plants could act as a
natural reservoir of indigenous begomoviruses which can infect crop plants such as the
tomato.
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INTRODUCAO GERAL

Caracteristicas gerais dos geminivirus

Os geminivirus (familia Geminiviridae) sdo considerados um grupo emergente de
virus de plantas, devido a0 aumento na incidéncia e severidade das doencas por eles
causadas nas Ultimas duas décadas (Brown & Bird, 1992). Estas viroses, que ocorrem em
diversas culturas economicamente importantes, sdo consideradas uma grande ameaca a
agricultura em todas as regides tropicais e subtropicais do mundo por causarem grandes
perdas (Polston & Anderson, 1997; Fariaet al., 2000; Morales & Anderson, 2001).

O genoma dos geminivirus é constituido de DNA circular de fita simples, com
2.500 a 3.000 nucleotideos, encapsidado por um s6 tipo de proteina estrutural disposta na
forma de 22 capsdmeros, conferindo a particula vira a aparéncia de dois icosaedros
incompletos geminados com cerca de 18 x 30 nm (Lazarowitz, 1992; Rybicki, 1994;
Zhang et al., 2001). A familia é dividida em quatro géneros, Mastrevirus, Curtovirus,
Topocuvirus e Begomovirus, com base no nimero de componentes e organizacdo do
genoma, inseto vetor, gama de hospedeiros e relacionamento filogenético (Van
Regenmortel et al., 2000).

Em Mastrevirus ha um s6 componente genémico e os virus sao transmitidos por
cigarrinhas (Homoptera: Cicadellidag) a plantas monocotileddneas. Maize streak virus
(MSV) é a espécie-tipo deste género. O género Curtovirus € constituido de espécies com
um Unico componente gendmico, transmitidas por cigarrinhas a plantas dicotiledéneas. O
Beet curly top virus (BCTV) é a espécie-tipo. Em Topocuvirus ha também um sb
componente genbmico, 0s Vvirus sdo transmitidos por cigarrinhas (Homoptera:
Auchenorrhyncha) a dicotiledéneas e existe apenas uma espécie, 0 Tomato pseudo-curly
top virus (TPCTV). O género Begomovirus inclui espécies com um ou dois componentes

genbmicos que sd0  transmitidos por  “moscabranca’ (Bemisia tabaci,



Homoptera:Aleyrodidae) a dicotiledéneas. O Bean golden yellow mosaic virus (BGYMYV)
€ a espécie-tipo.

O genoma da ampla maioria dos begomovirus é composto por duas moléculas de
DNA, denominadas DNA-A e DNA-B, encapsidadas separadamente, e estd organizado
conforme indicado na Figura 1. Ambos os componentes sd0 necessarios a infeccdo
sistémica (Stanley, 1983), localizando-se no DNA-A 0s genes responsaveis pela
replicacéo e encapsidamento do genoma viral, e no DNA-B 0s genes responsaveis pela
movimentacdo do virus na planta (Hanley-Bowdoin et al., 1999). Os dois componentes
diferem quanto a sequéncia nucleotidica, exceto naregido comum (RC), com cerca de 200
bases, que € altamente conservada para a mesma especie viral e para a qual aidentidade é
normal mente superior a 90% entre 0 DNA-A e o DNA-B. Naregi&o comum encontram-se
a origem de replicagdo e os promotores da transcricdo dos mRNAS virais (Lazarowitz,
1992; Fontes et al., 1994b).

O DNA-A contém de quatro a seis genes. Na fita de sentido viral encontram-se o
gene cp e a ORF AV2 (ou “precoat”, presente apenas nos begomovirus do hemisfério
oriental). Na fita de sentido complementar encontram-se os genes rep, trap eren. A fungéo
do gene cp é codificar a proteina do capsideo viral. Além da montagem da particula, a
proteina capsidial € essencial a transmissdo do virus e determina a especificidade do inseto
vetor. Entretanto, para a maioria dos begomovirus, essa proteina ndo € necessaria para a
infeccdo sistémica da planta. A ORF AV 2 codifica a proteina “ precoat”, que estd associada
a movimentagdo sistémica do virus. O gene rep (“replication-associated protein”) codifica
a Unica proteina essencial ao processo de replicacdo destes virus. O gene ren (“replication-
enhancer protein”) codifica uma proteina acessoria a replicacdo viral. Embora esta proteina
ndo sgja essencial no processo de replicagdo, o DNA vira acumulase em quantidade
muito maior quando ela se encontra presente. O produto do gene trap (“trans-activating
protein”) é uma proteina ativadora da transcricdo dos genes localizados na fita viral (cp e
ns). No DNA-B localizam-se os genes ns, na fita vira, e mp, na fita complementar
(Hanley-Bowdoin et al., 1999). O gene ns codifica a proteina “nuclear shuttle”, necesséria
para o tréfego intracelular de DNA vira do nucleo para o citoplasma. O gene mp codificaa
proteina envolvida no movimento célula-a-célula do DNA viral por meio do aumento do

limite de exclusdo dos plasmodesmas (revisado por Gutierrez, 1999).
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Figura 1. Representacd0 esguemética do genoma de um begomovirus tipico. Os circulos
representam o genoma viral, congtituido de dois componentes (DNA-A e DNA-B),
cada um com aproximadamente 2.600 nucleotideos. As setas indicam os genes virais
e a direcdo em que ocorre a transcricao: rep, “replication-associated protein”; trap,
“trans-activating protein”; ren, “replication-enhancer protein”; cp, proteina capsidial
(“coat protein™); mp, “movement protein”; ns, “nuclear shuttle”. A regido comum
(RC) também esté indicada. A sequéncia TAATATTAC, conservada em todos os
membros da familia Geminiviridae, constitui a origem de replicacdo do genomaviral.

No processo de infeccdo e replicacdo dos geminivirus, incluindo-se 0s
begomovirus, as particulas virais so inoculadas na planta por meio do inseto vetor, e 0
genoma viral (ssSDNA) se desassocia (provavelmente de forma espontanea) do capsideo
(Lazarowitz, 1992; Palmer & Rybicki, 1998). Em seguida o DNA viral é transportado para
0 nucleo da célula hospedeira, onde o ssDNA é convertido em dsDNA, designado forma
replicativa, ou RF. A maneira como esta conversdo ocorre ndo é conhecida, porém
evidéncias indiretas indicam que é realizada por fatores do hospedeiro. A RF serve como
molde para sintese de novos ssDNA e para os mMRNASs virais. O genoma viral € replicado
por meio do mecanismo de circulo rolante, semelhante ao utilizado pelos bacteriéfagos
j X174 e M13, utilizando a RF como molde (Stanley, 1995).

A origem de replicacao esta localizada na regido intergénica, comum entre os dois
componentes gendmicos. Nesta regido esta localizada uma segiiéncia repetida e invertida
composta predominantemente por guanina e citosina, que forma uma estrutura conservada
(“structurally-conserved element”, SCE) em forma de grampo, com uma al¢a contendo a
sequéncia conservada 5-TAATATTAC-3', encontrada em todos 0s geminivirus
(Lazarowitz, 1992). E neste nonanucleotideo que ocorre a clivagem (TAATATT AC) que

inicia o processo de replicacdo por circulo rolante, realizada pela proteina Rep, que



funciona como uma endonuclease sitio-especifica com requerimento de estrutura e de
sequéncia (Laufs et al., 1995; Orozco & Hanley-Bowdoin, 1998). Na regido comum
encontram-se também sequiéncias especificas para a ligacdo da proteina Rep (Fontes et al.,
1992; Fontes et al., 1994a) e regides promotoras da RNA polimerase tipo |1, responsavel
pelatranscricdo dos genes virais.

O sitio de ligacdo de Rep ao DNA viral estdlocalizado entre acaixa TATA do gene
rep e a SCE (Orozco & Hanley-Bowdoin, 1998), sendo constituido de duas sequiéncias em
repeticdo direta (iterons). A ligacdo de Rep aos iterons é essencial para o inicio da
replicacdo. Apés aligacdo de Rep ao DNA viral e estabilizacdo do complexo formado por
Rep, Ren e fatores do hospedeiro, a proteina cliva o nonanucleotideo localizado na SCE,
dando inicio areplicagdo por circulo rolante (Gutierrez, 1999).

ApGs areplicagdo vira na primeira célula infectada, € necessario que o virus mova
para outras células e se espalhe por toda planta para o estabelecimento de infeccdo
sistémica. O movimento no interior do hospedeiro pode ser dividido em dois processos:
movimento célula-a-célula, via plasmodesmas, e movimento a longa disténcia, no qual o
virus atinge o sistema vascular e é transportado sistemicamente para toda a planta
hospedeira. Para isto, os begomovirus codificam uma proteina ndo estrutural denominada
MP. Essa proteina associase a membrana celular e atera o limite de exclusdo dos
plasmodesmas, possibilitando o transporte do genoma viral (Noueiry et al., 1994). Como
0s begomovirus se multiplicam no ndcleo da célula infectada, é necessaria uma etapa
adicional de transporte do nucleo para o citoplasma (Pamer & Rybicki, 1998), que é
realizada por uma segunda proteina de movimento denominada NS. Estas duas proteinas
de movimento, atuando de maneira cooperativa (Sanderfoot & Lazarowitz, 1995),
permitem ao virus infectar sistemicamente o hospedeiro.

Geminivirus em tomateiro

A cultura do tomateiro (Lycopersycon esculentum Mill.) é uma das mais afetadas
pelos geminivirus (Polston & Anderson, 1997; Ribeiro et al., 1998; Moriones & Navas-
Cadtillo, 2000; Morales & Anderson, 2001). Mais de 40 espécies de geminivirus, a maioria
pertencente ao género Begomovirus, so capazes de infectar o tomateiro.

Desde a década de 1980, perdas substanciais tém sido reportadas em diversas
regides das Américas, incluindo-se os EUA (principalmente o estado da Flérida), México,
Caribe, América Central e Venezuela, como resultado de infeccdo por begomovirus

(Polston & Anderson, 1997). A incidéncia pode ser tdo severa a ponto de impossibilitar o



cultivo comercial em determinadas regides, a exemplo do Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV) na Republica Dominicana (Polston & Anderson, 1997). No México, diversos
geminivirus que infectam tomateiros foram descritos nos Ultimos dez anos (Brown &
Nelson, 1988; Brown & Poulos, 1990; Torres-Pacheco et al., 1993; Paplomatas et al.,
1994).

O primeiro relato de begomovirus em tomateiro no Brasil foi feito por Costa et al.
(1975). Matyis et al. (1975) identificaram o virus em questdo e o denominaram Tomato
golden mosaic virus (TGMV). Curiosamente, apds esse relato inicial, a incidéncia do
TGMV em tomateiro ndo acompanhou o aumento populacional de Bemisia tabaci
observado ao longo das décadas de 1970 e 1980. De fato, o TGMV ndo foi relatado em
tomateiros no Brasil durante mais de 20 anos, até ser encontrado na regido de Campos, RJ
(Alfenas et al., 1998). Isso provavel mente ocorreu porque o biétipo A de B. tabaci, o Unico
relatado no Brasil até 1992, coloniza o tomateiro com baixa eficiéncia (Bedford et al.,
1994).

A partir de 1992, no estado de S&o Paulo, constatou-se novo bidtipo (biétipo B) de
B. tabaci, provavelmente introduzido pelaimportacéo de plantas ornamentais da Europa ou
dos EUA (Melo, 1992). Comparado ao A, o bi6tipo B de B. tabaci apresenta maior grau de
adaptacdo e dispersdo, dém de gama de hospedeiros muito mais ampla, que inclui
solanéceas como o tomateiro, e diversas espécies de plantas silvestres e/ou daninhas.

A presenca do bidtipo B no Distrito Federal foi confirmada em 1993, associada a
sintomas de infeccdo por begomovirus em tomateiros para processamento industrial. Esses
sintomas incluiam clorose, reducdo de crescimento, encrespamento das folhas, floracéo
reduzida, frutos com areas descoloridas e reducéo do grau brix (Ribeiro et al., 1994,
Franca et al., 1996). A partir de plantas com sintomas tipicos, fragmentos de DNA
correspondendo aos dois componentes gendmicos dos begomovirus foram amplificados
via PCR. A sequéncia de nucleotideos nesses fragmentos indicou tratar-se de nova espécie
de begomovirus, distinta do TGMV e denominada Tomato chlorotic vein virus (TCIVV)
(Bezerraet al., 1996; Ribeiro et al., 2003).

Relatos adicionais de begomovirus em tomateiro foram feitos em Sdo Paulo por
Faria et al. (1997), que descreveram o Tomato yellow vein streak virus (TYVSV), no Rio
de Janeiro (Galvéo et al., 1997) e na regido Nordeste, em amostras de tomateiro
provenientes da Bahia (Ribeiro et al., 1996) e de Pernambuco (Bezerra et al., 1997). Em
1997 a doenca foi relatada no submédio S&o Francisco, na época a principal regido

produtora de tomate para industrializacéo no Brasil, acarretando perdas de até 100% em



diversas areas (Bezerra et al., 1997) e o virtual abandono da tomaticultura intensiva na
regido. O aparecimento do virus ocorreu, em todos esses casos, 10go apos a introducéo do
biétipo B de B. tabaci.

No Triangulo Mineiro, uma nova espéecie de begomovirus foi identificada em
tomateiros por Rezende et al. (1996) e Zerbini et al. (1996b). A comparacdo da sequiéncia
nucleotidica completa dos componentes A e B com as de outros begomovirus comprovou
tratar-se de uma nova espécie, denominada Tomato rugose mosaic virus (TORMV)
(Fernandes et al., 2000; Ribeiro et al., 2003). Levantamento de campo realizado em junho
de 2000 nos municipios de Araguari, Indiandpolis e Uberlandia indicou a prevaléncia do
ToRMV, detectado em 108 (73%) das 148 amostras coletadas e positivas para
begomovirus (Fernandes, 2001).

Na Zona MetalUrgica de Minas Gerais, outro begomovirus foi isolado de amostras
de tomateiro (Zerbini et al., 1996a) e caracterizado biol6gica e molecularmente
(Ambrozevicius et al., 1999; Andrade et al., 2002). A comparacédo da seqiiéncia completa
de nucleotideos dos DNA-A e -B com outros begomovirus (incluindo o TCIVV, ToORMV e
TYVSV) demonstrou tratar-se de nova espécie, designada Tomato chlorotic mottle virus
(ToCMoV) (Andrade et al., 2002; Ribeiro et al., 2003). A identidade de seqliéncia entre o
ToCMoV e o ToORMV ¢é de aproximadamente 85% para o DNA-A e 80% para o DNA-B,
indicando tratar-se de virus distintos, porém altamente relacionados. Outros isolados do
ToCMoV foram identificados no Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia e Pernambuco
(Ribeiro et al., 2003).

Além do ToRMV e ToCMoV, um isolado distinto de begomovirus foi detectado
em S8o0 Joaquim de Bicas, Minas Gerais, causando sintomas em tomateiros mais severos
do que agueles causados pelo ToCMoV e ToRMV. Esse isolado, denominado “C12” por
Ambrozevicius et al. (2002), foi posteriormente renomeado para “MG-Bi2”, a fim de
padronizar a nomenclatura de isolados brasileiros de begomovirus infectando o tomateiro
(Ribeiro et al., 2003). Plantas de tomateiro infectadas pelo isolado MG-Bi2 apresentam
mosaico amarelo intenso e subcrescimento acentuado, com reducdo de area foliar e
enrolamento foliolar.

Estes relatos, considerados em conjunto, indicam claramente que o surgimento de
novos begomovirus em tomateiros no Brasil foi favorecido pela rdpida disseminacdo do
bi6tipo B de B. tabaci (Lourencdo & Nagai, 1994; Haji et al., 1999). Agindo como vetor, 0
inseto teria permitido que virus infectando plantas silvestres e daninhas chegassem ao

tomateiro e, por meio de recombinacdo e/ou reagrupamento de componentes do genoma, se



adaptassem a0 novo hospedeiro em um processo evolutivo que procurou explorar da
melhor forma possivel este novo nicho ecoldgico, culminando com o surgimento de novas
espécies de geminivirus. Estudos anteriores realizados no México e nos EUA sugerem que
esse processo de evolucdo e adaptacdo pode ocorrer em periodos de tempo relativamente
curtos (Hou & Gilbertson, 1996; Torres-Pacheco et al., 1996).

Este trabalho teve como objetivos a caracterizacao biol 6gica e molecular do isolado
MG-Bi2, a fim de estabelecer o relacionamento do virus em estudo com outras espécies
anteriormente descritas, além de proporcionar suporte para a definicdo de estratégias mais

eficazes no controle de begomovirus em tomateiro.
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RESUMO

A familia Geminiviridae, caracterizada pela morfologia de particulas icosaédricas
geminadas e genoma composto por DNA de fita simples circular, é dividida em quatro
géneros, de acordo com o tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros, organizacdo do
genoma e relacionamento filogenético. Os begomovirus possuem dois componentes
gendmicos, sdo transmitidos por mosca-branca e infectam dicotiledoneas. A partir de 1994
houve relatos sucessivos de begomovirus em tomateiro em diversos estados brasileiros. O
sequenciamento parcial do genoma de alguns destes virus revelou que ha uma grande
diversidade de espécies, provavelmente como resultado da disseminacdo de virus nativos
pelo bidtipo B da mosca-branca Bemisia tabaci. O objetivo do presente trabalho foi a
caracterizacdo biolégica e molecular de um isolado de begomovirus detectado em
tomateiros no municipio de Sdo Joaguim de Bicas, MG, denominado MG-Bi2. A
caracterizacao biologica consistiu em um teste de gama de hospedeiros, realizado por meio
de inoculagdo via extrato foliar tamponado e biobalistica. Os resultados indicaram que o
isolado infecta plantas das familias Solanaceae e Amaranthaceae e que a transmisséo €
altamente dependente do método de inoculagdo. A caracterizacdo molecular consistiu na
amplificacdo do genoma vira (DNA-A e -B), clonagem e determinacéo de sua seqiiéncia
parcia de nucleotideos. A comparacéo de sequéncias e andlise filogenética demonstraram
relacionamento proximo com o genoma de Sda micrantha mosaic virus (SImMV),
indicando que o isolado MG-Bi2 pertence a esta espécie, e reforcando a hipotese de que
plantas daninhas e silvestres servem como reservatorio natural para 0s geminivirus que

infectam plantas cultivadas como o tomateiro.
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ABSTRACT

The Geminiviridae family is characterized by a particle morphology of twinned incomplete
icosahedra and a single-stranded, circular DNA genome, and is divided into four genera
according to the type of insect vector, host range, genomic organization and phylogeny.
Begomoviruses have two genomic components and are transmitted by whiteflies to
dicotyledoneous plants. Since 1994 there have been successive reports of begomovirus
infection in tomatoes in several states of Brazil. Partial genome sequencing of severa
isolates revealed a high degree of genetic diversity, probably due to the dissemination of
indigenous viruses by the B biotype of the whitefly Bemisia tabaci. The objective of the
present work was the biological and molecular characterization of a begomovirus isolate
detected in the city of S8 Joaguim de Bicas, MG, named MG-Bi2. Biological
characterization consisted on a host range study using sap inoculation and particle
bombardment. Results indicated that the isolate infects species of Solanaceae and
Amaranthaceae, and that transmition is highly dependent on the inoculation method. For
the molecular characterization, the full-length genome (DNA-A and -B) was amplified
using the DNA polimerase of bacteriophage F29, cloned and partially sequenced.
Sequence comparisons and phylogenetic analyses demonstrated a close relationship with
Sda micrantha mosaic virus (SimMV), indicating that the isolate MG-Bi2 is a member of
this species, and reinforcing the hypothesis that weeds and wild plants could act as a
natural reservoir of indigenous begomoviruses which can infect crop plants such as the

tomato.

INTRODUCAO

A familia Geminiviridae engloba virus de plantas cujo genoma é composto por

DNA circular de fita smples, encapsidado em uma particula icosaédrica geminada

(Lazarowitz, 1992). A familia é organizada em quatro géneros (Mastrevirus, Curtovirus,

Topocuvirus e Begomovirus), de acordo com o tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros,
organizacdo do genoma e relacionamento filogenético (Van Regenmortel et al., 2000).

Os begomovirus sdo considerados um grupo emergente de virus de plantas, devido

a0 aumento da incidéncia e severidade das doencas por eles causadas nas Ultimas décadas

(Polston & Anderson, 1997; Morales & Anderson, 2001). Estdo amplamente distribuidos,
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principalmente em regides tropicails e subtropicais (Brown & Bird, 1992; Polston &
Anderson, 1997). Sdo transmitidos naturalmente pela “mosca-branca’ Bemisia tabaci
(Homoptera: Aleyrodidae).

Novas espécies de begomovirus infectando tomateiros foram detectadas ao longo
da década de 1990 em vérias regides do Brasil, provavelmente como resultado da rapida
disseminacdo do biétipo B de B. tabaci (Ribeiro et al., 2003). No Triangulo Mineiro, uma
nova espécie de begomovirus foi identificada em tomateiros por Rezende et al. (1996) e
Zerbini et al. (1996b). A comparagéo da sequiéncia nucleotidica completa dos componentes
A e B com outros begomovirus comprovou tratar-se de uma nova espécie, denominada
Tomato rugose mosaic virus (ToORMV) (Fernandes et al., 2000; Ribeiro et al., 2003). Na
Zona Metallrgica de Minas Gerais, outro begomovirus foi isolado de amostras de
tomateiro (Zerbini et al., 1996a) e -caracterizado biolégica e molecularmente
(Ambrozevicius et al., 1999; Andrade et al., 2002). A comparacado da seqiiéncia completa
de nucleotideos dos DNA-A e -B com outros begomovirus (incluindo o ToRMV)
demonstrou tratar-se de nova espécie, designada Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV)
(Andrade et al., 2002; Ribeiro et al., 2003). A identidade de segiiéncia entre o ToOCMoV e
o0 ToRMV é de aproximadamente 85% para 0 DNA-A e 80% para o DNA-B, indicando
tratar-se de virus distintos, porém altamente relacionados.

Além do ToRMV e ToCMoV, um isolado distinto de begomovirus foi detectado
em S8o Joaquim de Bicas, Minas Gerais, causando sintomas em tomateiros mais severos
do que agueles causados pelo ToOCMoV e ToRMV. Esse isolado foi denominado MG-Bi2
(Ribeiro et al., 2003). Tomateiros infectados pelo isolado MG-Bi2 apresentam mosaico
amarelo intenso e subcrescimento acentuado, com reducdo de area foliar e enrolamento
foliolar.

Este trabalho teve como objetivos a caracterizacéo biol 6gica e molecular do isolado
MG-Bi2, por meio da determinacdo de sua gama de hospedeiros e clonagem dos

componentes genémicos.

MATERIAISE METODOS

Obtencéo e manutencéo do isolado viral
O isolado MG-Bi2 foi encontrado na Zona MetalUrgica de MG, no municipio de
S&o Joaquim de Bicas, a partir de tomateiro apresentando sintomas de mosaico amarelo,

distorcdo foliar e nanismo. A caracterizacdo parcial do isolado foi realizada por
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Ambrozevicius et al. (2002). A forma replicativa (RF) do genomavira foi extraida a partir
de plantas infectadas, conforme procedimento descrito por Gilbertson et al. (1991), e
utilizada para a inoculacéo de plantas de Nicotiana benthamiana via biobalistica (Aragéo
et al., 1996), apés tratamento com RNase para eliminar possiveis virus contaminantes
presentes em infeccdo mista. O isolado foi mantido em plantas de N. glutinosa, em casa de
vegetacdo, por meio de inoculagbes sucessivas via extrato foliar tamponado em fosfato de
sodio 0,1 M, pH 8,0, contendo sulfito de sodio a 0,1% (p/v). A identidade do isolado foi
confirmada por meio da amplificagdo de fragmentos gendmicos via PCR, utilizando os
oligonucleotideos universais PAL1v1978 e PAR1c496 (Rojas et al., 1993), capazes de
amplificar parte do gene rep, a regido comum e parte do gene cp. A reacdo de PCR foi
preparada em um total de 25 ., contendo tampdo 10° (TrissHCI 100 mM, pH 8,3 e KCl
500 mM), MgCl, 25 mM, misturade dNTPs a 2,5 mM, 20 pmol de cada oligonucleotideo,
uma unidade de Taq DNA polimerase e 5 nL. de DNA molde, completando-se o volume
com &gua. Foram realizados 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a
55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos Os resultados foram analisados por
meio de eletroforese em gel de agarose (0,9%). Apos eletroforese o gel foi corado com
brometo de etideo a fim de verificar a presenca de banda com aproximadamente 1.400
nucleotideos (nt), correspondente ao fragmento amplificado pelo par de oligonucleotideos
utilizado.

Caracterizacao biologica

A caracterizacdo biologica consistiu em um teste de gama de hospedeiros,
utilizando-se espécies de plantas das familias Amaranthaceae, Chenopodiaceae,
Cucurbitaceae, Fabaceae e Solanaceae: Capsicum annuum L. ‘lkeda, Chenopodium
guinoa Willd., Cucurbita pepo L. ‘Caserta’, Datura stramonium L., Gomphrena globosa
L., Lycopersicon esculentum Mill. ‘Miller Early Pack’, ‘Rutgers e ‘Santa Clara,
Nicotiana benthamiana Domin., Nicotiana clevelandii, Nicotiana glutinosa, Nicotiana
rustica L., Nicotiana sylvestris, Nicotiana tabacum L. ‘Havana 425, *Sansum’, ‘TNN’, e
‘Xanthi’, Phaseolus vulgaris L. ‘Ouro Negro' e ‘Pérola e Solanum melongena L.

As plantas foram inocul adas via extrato vegetal tamponado (fosfato de sddio 0,1 M,
sulfito de sodio 0,1%, pH 8,0) e por biobalistica. O DNA utilizado para a biobalistica foi
extraido macerando-se 2 gramas de folhas infectadas em N liquido. O p6 das folhas foi
transferido paratubos de 1,5 mL e em seguida foram adicionados 500 pL de tampéo de lise
(TrissHCI 50 mM pH7,5, NaCl 100 mM, EDTA 50 mM, 2-mercaptoetanol 10 mM, SDS
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0,5%). O contetido foi agitado vigorosamente por 2 minutos e incubado em temperatura
ambiente por 15 minutos. Em seguida foram adicionados 150 pL de fenol a cada tubo,
agitou-se vigorosamente por 2 minutos e incubou-se a temperatura ambiente por 2
minutos. Apds incubacdo adicionou-se 150 L de cloroférmio, agitou-se por 2 minutos e
centrifugou-se a 12.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi transferido para novo tubo
e foi adicionado igual volume de isopropanol, incubando-se a -20°C por 12 horas. Em
seguida centrifugou-se a 12.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, o
“pellet” lavado com 500 pL de etanol 70% e ressuspendido em 200 puL de TE com RNase
(1 mg/ml). Em seguida foi adicionado um volume de fenol:cloroférmio, agitou-se por 1
minuto e centrifugou-se a 12.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi coletado,
adicionaram-se 500 pL de etanol 100% e procedeu-se nova incubacdo por 10 minutos a -
20°C. Redlizou-se nova centrifugacdo a 12.000 rpm por 5 minutos e descartou-se o
sobrenadante. O “pellet” foi lavado com 500 uL de etanol 70 % e ressuspendido em 30 pL
de TE com RNase (1 mg/ml).

Para cada método de inoculagdo (extrato vegetal tamponado e biobalistica) foram
inoculadas cinco plantas e duas testemunhas de cada espécie/cultivar. As plantas foram
mantidas em casa-de-vegetacdo e observadas com relagdo ao surgimento de sintomas, até
30 dias apbs a inoculagdo. A fim de confirmar os resultados obtidos com a avaliacéo
visual, extraiu-se DNA de acordo com o método de Dellaporta et al. (1983), a partir de
discos foliares de todas as plantas inoculadas e das testemunhas. O DNA foi utilizado para
a amplificacdo de fragmentos genémicos via PCR utilizando-se os oligonucleotideos
universais PAL1v1978 e PAR1c496 (Rojas et al., 1993). Os resultados foram analisados
por meio de eletroforese em gel de agarose (0,9%). Apés eletroforese, o gel foi corado com
brometo de etideo a fim de verificar a presenca da banda de aproximadamente 1.400 nt,
correspondente ao fragmento amplificado do isolado MG-Bi2.

Caracterizacao molecular

A caracterizacdo molecular constituiu no sequienciamento parcial dos componentes
A e B do genomaviral.

O DNA viral foi extraido de acordo com o método de Dellaporta et al. (1983), e a
formareplicativa foi amplificada utilizando-se o kit “ Templiphi” (Amersham Biosciences),
de acordo com as instrugbes do fabricante. A concentragdo do DNA amplificado foi
estimada utilizando-se padrbes de concentragcdo por meio de eletroforese em gel de agarose

(0,9%) corado com brometo de etideo. Ap6s a quantificacdo, 500 ng do DNA viral foram
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submetidos a clivagem com nove diferentes enzimas de restricdo: Apa |, BamH |, Cla |,
Hind Ill, Not I, Sac |, Sma |l , Xba | e Xho |I. Uma aliguota do DNA clivado foi aplicada
em gel de agarose (0,9%) a fim de determinar sua concentracéo e para identificar quais as
enzimas de restricdo que clivariam cada componente em apenas um ponto, linearizando-o e
permitindo assim sua clonagem no plasmideo vetor.

O plasmideo vetor pBLUESCRIPT Il KS+ (pKS+, Stratagene) foi clivado com as
mesmas enzimas de restricdo que linearizaram o0 genoma viral e desfosforilado com a
enzima fosfatase alcalina. O plasmideo desfosforilado foi purificado utilizando-se o kit
Sephaglass BandPrep (Amersham Biosciences), de acordo com as instrucdes do
fabricante.

Para a reacéo de ligag&o utilizou-se uma propor¢do 1:12 de vetor:inserto. A reacéo
foi incubada a 25°C por 1 hora. Células competentes de E. coli DH50 foram
transformadas utilizando-se 0 méodo do choque térmico (Sambrook et al., 1989). A
clonagem foi confirmada por meio de digestdo enzimética dos plasmideos recombinantes,
afim de verificar se 0 inserto realmente possuia o tamanho correspondente ao componente
gendmico completo (aprox. 2.600 nt). Os clones correspondentes ao genoma viral
completo foram mantidos em E. coli, na forma de culturas armazenadas na presenca de
glicerol a-80°C.

As reagOes de seqienciamento foram realizadas utilizando-se o kit “BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” (Perkin Elmer), de acordo com as
instrucbes do fabricante, e analisadas em um sequienciador automatico ABI 310 (Applied
Biosystems). Com base nas sequéncias geradas com os oligonucleotideos M13F e M13R,
sintetizaram-se oligonucleotideos especificos a fim de permitir o seqlenciamento do
genoma do isolado MG-Bi2 (Quadro 1).

Andlisefilogenética

As sequéncias de aminoacidos da proteina capsidial (CP) (DNA-A) e das proteinas
de movimento (MP) e NS (DNA-B) foram comparadas as sequéncias de outros
begomovirus (Quadro 2). As sequiéncias foram alinhadas utilizando-se o programa Clustal
W (www.ebi.ac.uk/clustalw). Arvores filogenéticas foram preparadas utilizando-se o

programa MEGA (www.megasoftware.net).
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RESULTADOS

Gama de hospedeiros do isolado M G-Bi2

Os resultados do teste de gama de hospedeiros séo apresentados no Quadro 3. A
infeccdo foi confirmada por meio de PCR com oligonucleotideos universais para
begomovirus, que amplificam um fragmento com aproximadamente 1.400 nt (Figura 1).

O isolado MG-Bi2 foi capaz de infectar sistemicamente plantas da familia
Amaranthaceae (G. globosa) e Solanaceae, incluindo C. anuum ‘lkeda’, D. stramonium, L.
esculentum ‘Miller Early Pack’, N. benthamiana, N. clevelandii, N. glutinosa, N. rustica,
N. tabacume N. sylvestris.

De modo geral, os sintomas induzidos pelo isolado MG-Bi2 nas plantas hospedeiras
foram bastante severos, consistindo em mosaico amarelo, encarquilhamento das folhas,
bolhosidade e reducdo de crescimento da planta (Figura 2). Plantas de N. sylvestris e N.
tabacum ‘Havana apresentaram infeccdo latente quando inoculadas via extrato vegetal
tamponado, e plantas de G. globosa e tomateiro ‘Miller Early Pack’ apresentaram infeccéo
latente quando inoculadas via biobalistica.

Em relagdo as duas formas de inoculacdo, foram observadas diferencas na
capacidade do virus em infectar sistemicamente as plantas. A inoculacdo via extrato
vegetal tamponado mostrou-se mais eficiente do que a inoculagdo via biobalistica. Dentre
as plantas inoculadas via biobalistica, apenas N. benthamiana, pimentdo, tomateiro ‘Miller
Early Pack’ e G. globosa foram infectadas sistemicamente. O oposto foi observado em
plantas de D. stramonium, N. glutinosa, N. tabacum, N. clevelandii, N. rustica e N.
sylvestris, que foram infectadas sistemicamente somente por meio de inoculagdo via
extrato vegetal tamponado. Plantas de N. benthamiana e pimentdo foram infectadas
sistemicamente com ambos os métodos de inoculacdo, e nesses casos nao foram

observadas diferencas na natureza dos sintomas induzidos nas duas espécies.

Sequienciamento do genoma viral e analise compar ativa das seqiiéncias

O genoma completo do MG-Bi2 foi amplificado utilizando-se a DNA polimerase
do bacteriéfago F 29, resultando em uma banda com aproximadamente 2.600 nt (Figura
3). Apods amplificacdo, os padrbes de restricdo para o0 DNA-A e -B foram determinados
por meio de digestdo enzimética. Os resultados (Figura 4) indicaram que a enzima Apa |
linearizou um componente de DNA e cortou 0 outro em dois sitios, sendo portanto

descartada para a clonagem. As enzimas BamH |, Cla |, Not |, Sma | e Xho | ndo cortaram
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nenhum dos dois componentes de DNA viral, e também foram descartadas. A enzima
Hind 111 linearizou apenas um dos componentes e ndo cortou o outro. As enzimas Sac | e
Xba | foram capazes de linearizar ambos componentes do genoma viral (Figura 5), sendo
portanto utilizadas para a clonagem.

Apoés linearizacdo do inserto e do vetor, procedeu-se a reacdo de ligacdo e
transformacdo de E. coli. Foram obtidas vérias col6nias recombinantes, cujos plasmideos
apresentaram o comprimento esperado de aproximadamente 5.500 nt. Estes plasmideos
foram submetidos a digestdo com as enzimas Sac | ou Xba |, liberando um fragmento de
2.600 nt correspondente aos clones do DNA-A e -B do isolado MG-Bi2 (Figura 6).

O DNA-A e DNA-B foram parcialmente seqlienciados. Na sequiéncia obtida para o
DNA-A foi identificada a ORF CP (251 aminoacidos deduzidos). Na sequiéncia obtida para
0 DNA-B foram identificadas as ORFs NS (256 aminoécidos deduzidos) e MP (293
aminoacidos deduzidos).

As andlises comparativas das sequéncias de aminoacidos das proteinas CP, NS e
MP sdo apresentadas nos Quadros 4 e 5. A regido amino-terminal da CP (aminoacidos 1 a
109) apresentou identidade superior a 80% com algumas espécies de begomovirus das
Américas (p.ex., CdTV) e com todas as espécies que infectam a planta daninha Sda sp.
Além disso, apresentou 90% de identidade com a CP do Sda micrantha mosaic virus
(SmMV). A identidade com a CP de begomovirus que infectam o tomateiro em Minas
Gerais (ToCMoV e ToRMV) foi inferior a 80%. A identidade com espécies de outros
continentes (AbMV, TLCND e ACMV) foai inferior a 62%. A regido carboxi-termina da
CP (aminoacidos 144 a 251) mostrou-se mais conservada, apresentando identidade
superior a 90% para todas as espécies do continente americano. As seqiiéncias de
aminoécidos das proteinas NS e MP apresentaram similaridade superior a 80% com as
espécies de begomovirus que infectam Sida sp. De modo geral, a seqiiéncia da proteina NS

foi maisvariavel em comparacéo com a proteina MP.

Analise filogenética

As seqliéncias de aminoécidos das proteinas CP, NS e MP de diversas espécies de
begomovirus foram utilizadas para construcdo de érvores filogenéticas. As arvores
filogenéticas relativas a CP (Figuras 7 e 8) agruparam em trés ramos distintos espécies de
begomovirus das Américas, India e Africa. O isolado MG-Bi2 foi agrupado com o SimMV
na arvore baseada na regido amino-terminal da CP (Figura 7), e em um subgrupo mais

abrangente, contendo outros begomovirus do continente americano, na arvore baseada na
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regido carboxi-terminal da CP (Figura 8). A arvore baseada na regido carboxi-terminal foi
menos eficiente na separacdo dos isolados/espécies em comparagdo com a arvore baseada
naregido amino-terminal.

Resultado semelhante foi verificado nas arvores referentes ao DNA-B (Figuras 9 e
10). No caso da proteina NS, as espécies brasileiras SmMV e ToRMV foram agrupadas
com o isolado MG-Bi2 (Figura 9). Para a proteina MP, um grande ramo agrupou as
espécies de begomovirus das Américas. Dentro deste grupo, formou-se um subgrupo com
as especies SMMV e ToRMV (Figura 10).

DISCUSSAO

A incidéncia de begomovirus em tomateiros no Brasil vem aumentando
gradativamente desde a introducdo do bidtipo B de B. tabaci, no inicio da década de 1990.
Atuamente, as “geminiviroses’ constituem um dos maiores problemas fitossanitarios da
cultura

Trabalhos anteriores de caracterizacdo identificaram sete novas espécies de
begomovirus associadas ao tomateiro no Brasil (Ambrozevicius et al., 2002; Ribeiro et al.,
2003). Duas dessas espécies (TORMV e ToCMoV) tiveram seus genomas totalmente
sequenciados, enquanto as demas encontram-se parcialmente  seqlenciadas.
Levantamentos de campo identificaram o ToORMV, ToCMoV e TYVSV como os virus
prevalentes na regido Sudeste (estados de SP e MG) e no estado de Goiés, principais
regides produtoras de tomate no Brasil (Fernandes, 2001; Ambrozevicius et al., 2002; F.M.
Zerbini et al., dados nao publicados).

O isolado de begomovirus MG-Bi2 foi obtido de plantas infectadas no municipio de
Sd0 Joaquim de Bicas, MG, regido onde a espécie predominante é o ToCMoV
(Ambrozevicius et al., 2002). Os sintomas induzidos em tomateiro pelo isolado sGo muito
mais severos do que agueles induzidos pelo ToCMoV. A caracterizagéo do isolado MG-
Bi2 € o primeiro passo na elucidacdo dos mecanismos envolvidos na severidade de
sintomas de begomovirus em tomateiro, e no esclarecimento dos aspectos envolvidos na
prevaléncia de certas espécies de begomovirus em um determinado hospedeiro e regido
geogréfica, em detrimento de outras.

A determinacdo da gama de hospedeiros € fundamental para identificacdo das
plantas hospedeiras do virus, podendo indicar potenciais fontes de indéculo no campo e

plantas cultivadas que poderdo ser infectadas por este patdgeno.
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O ensaio de gama de hospedeiros utilizando inoculagdo via extrato vegetal
tamponado (EVT) demonstrou que a inoculacdo do isolado MG-Bi2 por este método €
possivel e eficaz, ao contrario do que € observado para outros begomovirus (Figueira &
Costa, 1986; Ambrozevicius, 2000; Fernandes, 2001; Mello et al., 2002). O isolado
infectou outras quatro espécies de Nicotiana e trés cultivares de N. tabacum. Os
hospedeiros N. benthamiana, N. glutinosa, N. rustica e N. tabacum ‘ Xhanti’ apresentaram
taxa de infeccdo de 100% por este método. Curiosamente, ndo foi observada transmissdo
do isolado MG-Bi2 para tomateiro via EVT. Infeccdo latente foi observada em N.
sylvestris e N. tabacum ‘Havana, sendo confirmada via PCR, em geral com indices
baixos. E possivel que os sintomas nd aparecam durante as fases iniciais de
desenvolvimento da planta, mas sgjam perceptiveis em fases finas do seu
desenvolvimento, além do periodo de avaliacdo utilizado neste trabalho. Os baixos indices
de infeccdo podem estar relacionados a possibilidade do isolado ndo ser bem adaptado a
estes hospedeiros, por exemplo, quanto a capacidade de infectar células da epiderme e de
tecidos parenquimaticos antes de atingirem o floema. Entre as espécies infectadas viaEVT,
o pimentdo (C. anuum) e o fumo (N. tabacum) merecem destaque pelo fato se serem
plantas de importancia econémica. Além dessas, a planta daninha D. stramonium,
comumente associada a plantios de tomateiro, também foi infectada pelo isolado MG-Bi2 e
poderia funcionar como reservatdrio natural desse virus.

A inoculacdo de plantas via biobalistica levou a um menor nimero de espécies
infectadas comparado a inoculacéo via EVT. Verifica-se assim que o fato de determinada
espécie ser considerada hospedeira ou ndo do isolado MG-Bi2 é dependente do método de
inoculagdo. E interessante ressaltar que, no caso do tomateiro, foram testadas trés
variedades e apenas uma foi suscetivel ao isolado viral quando inoculada via biobalistica, e
mesmo assim ndo apresentou sintomas. A biobalistica € normalmente um método mais
eficiente de inoculagdo quando comparado ao EVT, pois deposita o DNA viral diretamente
no interior da célula vegetal facilitando a infeccdo da planta pelo virus. Desta forma, os
resultados obtidos so aparentemente contraditérios uma vez que ainoculacdo via EVT foi
mais eficiente do que a biobalistica. Uma hip6tese para este fato € que a concentracdo viral
utilizada para o bombardeamento ndo foi suficiente para infectar a planta. Além disso, é
possivel que o DNA viral ndo tenha atingido a regido da planta adequada para que
ocorresse a infeccdo sistémica. A explicacdo mais provavel, entretanto, é que o isolado
MG-Bi2 sgja um virus que infecte eficientemente o mesofilo e a epiderme das plantas de

N. benthamiana, utilizadas como fonte de inéculo para as inoculacBes via EVT, sendo
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assim transmitido com alta eficiéncia por este método. Estudos de localizagdo do virus nos
tecidos da planta, utilizando imunomarcacdo ou PCR in situ, podem confirmar essa
hipotese.

Em conjunto, os resultados indicam que a gama de hospedeiros do isolado MG-Bi2
inclui, além do tomateiro, pelo menos outras duas espécies economicamente importantes,
pimentdo (C. annuum) e fumo (N. tabacum). O pimentdo foi infectado tanto via
biobalistica quanto via EVT, sugerindo que realmente trata-se de um hospedeiro natural
que possibilitaria a manutengdo do virus nas épocas em que 0 tomateiro ndo esta presente
no campo, servindo como reservatorio de indculo para o proximo plantio.

A gama de hospedeiros do isolado MG-Bi2 € semelhante a do ToCMoV e TORMV.
O ToCMoV, da mesma forma que o isolado MG-Bi2, também foi capaz de infectar
espécies importantes como pimentdo e fumo, além de N. benthamiana, N. glutinosa e D.
stramonium, utilizando-se os mesmos métodos de inoculacdo utilizados neste trabalho
(Ambrozevicius, 2000). Porém, a inoculacéo via biobalistica se mostrou mais eficiente do
queaviaEVT. O ToRMV, assim como o isolado MG-Bi2 e o ToCMoV, infectou espécies
de solanaceas como N. benthamiana, N. glutinosa, N. tabacum, N. clevelandii e N. rustica.

A comparacao das sequéncias parcias da proteina capsidial do isolado MG-Bi2 com
outros begomovirus sugere gque o isolado pertence a espécie SImMV, pois apresentou
identidade de 90% com esta espécie. O setimo relatorio do ICTV (Van Regenmortel et al.,
2000) estabelece um valor minimo de 90% de identidade para a seqiiéncia de aminoécidos
da CP, ou 89% de identidade para a sequéncia de nucleotideos completa do DNA-A, para
gue dois isolados de begomovirus sejam considerados como pertencentes a mesma especie.
Mais recentemente, uma revisdo dos critérios taxondmicos da famila Geminiviridae
(Fauquet et al., 2003) manteve esses critérios, porém com duas ressalvas. Em primeiro
lugar, embora a seqliéncia de aminoécidos da CP segja um indicativo razoavel mente preciso
do posicionamento taxonémico, a sequéncia completa de nucleotideos do DNA-A é
necessaria para decisdes definitivas. Em segundo lugar, 0 posicionamento taxondmico
deve levar em conta as propriedades biol6gicas do isolado, principalmente quando o nivel
de identidade esta proximo de 90%.

Segundo Padidam et al. (1995) e Brown et al. (2001), a sequéncia da regido 5’ do
gene cp, com aproximadamente 200 nucleotideos, pode ser utilizada para a identificacdo
preliminar de begomovirus, por ser altamente varidvel entre as espécies do género. Arvores
filogéneticas construidas a partir de sequéncias da extremidade 5 da proteina capsidial de

varios begomovirus foram melhores para revelar diferencas entre isolados estreitamamente
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relacionados quando comparadas a &rvores feitas a partir do DNA-A completo, da
sequéncia completa do gene cp ou apenas da regido central do gene cp (Brown et al.,
2001).

No presente trabalho, a regido amino-terminal da CP, provavelmente por ser mais
variavel, foi mais Util para a andlise filogenética em comparacéo a regido carboxi-terminal,
embora ambas as arvores tenham apresentado valores de “bootstrap” baixos. Da mesma
forma, a proteina NS foi mais Util do que a proteina MP para a andlise, pois a proteina MP
€ extremamente conservada entre os begomovirus, particularmente as espécies do
continente americano. Mesmo levando-se em conta essas limitacOes, as arvores baseadas
na regido amino-terminal da CP e na proteina NS agruparam o isolado MG-Bi2 e o
SImMMV em um mesmo ramo, indicando uma origem comum para esses isolados e
reforcando o resultado das comparacOes de sequéncias. A confirmacdo definitiva do
posicionamento taxondémico do isolado MG-Bi2 depende da determinacdo da seqliéncia
completa de nucleotideos do DNA-A.

A confirmacdo de que o isolado MG-Bi2 € um membro da espécie SSmMV,
relatada pela primeira vez infectando Sda micrantha no Brasil na década de 70 (Jovel et
al., 2004), consistiria no primeiro relato de uma espécie de begomovirus isolada de uma
planta daninha infectando naturamente o tomateiro no Brasil. Caso confirmado, esse
resultado reforcard a hipGtese de que plantas daninhas e silvestres servem como
reservatorio natural para os geminivirus. O fato de o isolado MG-Bi2 ser de ocorréncia
infreqliente no campo, especiadmente em comparacéo ao ToRMV, ToCMoV e TYVSV,
provavelmente reflete sua menor adaptacdo ao tomateiro. Essa observacdo reforca a
hipbtese de que a “mosca-branca’, agindo como vetora, permitiria que virus que infectam
plantas silvestres e daninhas invadam o tomateiro e, por meio de recombinacdo e/ou
reagrupamento de componentes do genoma, se adaptem ao novo hospedeiro, culminando
com o surgimento de novas espécies de geminivirus. Estudos futuros envolvendo a andlise
de regides do genoma responsaveis pela severidade dos sintomas, assim como estudos
epidemiol6gicos que identifiquem os fatores responsaveis pela prevaléncia de certas
espécies de begomovirus no campo, devem confirmar essas hipoteses.
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Quadro 1. Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo dos componentes genémicos
do isolado MG-Bi2.

DNA-A P1R 5 -CACGGTATTACTCACC-3

DNA-B P1R 5-CAATCATTTCGCTCGCTGG-3
P2F 5-CGTCTCCGTTTAACCGGC-3
P3R 5 -CAATGTGAGACGACGTCC-3
PAF 5 -CAGGTTCCGTTATCGTGG-3
PSR 5-GTTTATTCCCAACCCTC-3
PG6F 5 -CGATTACCAATTGTCGG-3
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Quadro 2. Sequéncias de begomovirus utilizadas para a analise filogenética.

Espécie

N° de acesso no GenBank

Abutilon mosaic virus (AbMV)

African cassava mosaic virus (ACMV)

Bean dwarf mosaic virus (BDMV)

Bean golden mosaic virus (BGMV)

Bean golden yellow mosaic virus (BGYMV)
Chino del tomate virus (CdTV)

Dicliptera yellow mottle virus (DY MV)
Macroptilium mosaic Puerto Rico virus (MMPRV)
Pepper golden mosaic virus (PGMV)

Pepper huasteco yellow vein virus (PHY VV)
Potato yellow mosaic virus (PYMV)

Potato yellow mosaic Trinidad virus (PYMTV)
Sda golden mosaic virus (SGMV)

Sda golden mosaic Costa Rica virus (SGMCRV)
Sda golden mosaic Honduras virus (SGMHoV)
Sguash leaf curl virus (SqLCV)

Sida micrantha mosaic virus (SmmMV)

Sda yellow vein virus (SYVV)

Tomato golden mosaic virus (TGMV)

Tomato leaf curl New Delhi virus (TLCNDV)
Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV)
Tomato mottle virus (ToMoV)

Tomato rugose mosaic virus (ToORMV)
Watermelon chlorotic stunt virus (WCSV)

NC_001928 (DNA-A) e NC_001929 (DNA-B)
NC_001467 (DNA-A) e NC_001468 (DNA-B)
NC_001931 (DNA-A) e NC_001930 (DNA-B)
NC_004042 (DNA-A) e NC_004043 (DNA-B)
NC_001439 (DNA-A) e NC_001438 (DNA-B)
NC_003830 (DNA-A) e NC_003831 (DNA-B)
NC_003856 (DNA-A) e NC_003857 (DNA-B)
NC_004097 (DNA-A) e NC_004098 (DNA-B)
NC_004101 (DNA-A) e NC_004096 (DNA-B)
NC_001359 (DNA-A) e NC_001369 (DNA-B)
NC_001934 (DNA-A) e NC_001935 (DNA-B)
NC_004638 (DNA-A) e NC_004644 (DNA-B)
NC_002046 (DNA-A) e NC_002047 (DNA-B)
NC_004657 (DNA-A) e NC_004658 (DNA-B)
NC_004659 (DNA-A) e NC_004660 (DNA-B)
NC_001936 (DNA-A) e NC_001937 (DNA-B)
NC_005330 (DNA-A) e NC_005331 (DNA-B)
NC_004661 (DNA-A) e NC_004662 (DNA-B)
NC_001507 (DNA-A) e NC_001508 (DNA-B)
NC_004611 (DNA-A) e NC_004612 (DNA-B)
NC_003664 (DNA-A) e NC_003665 (DNA-B)
NC_001938 (DNA-A) e NC_001939 (DNA-B)
NC_002555 (DNA-A) e NC_002556 (DNA-B)
NC_003708 (DNA-A) e NC_003709 (DNA-B)
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Quadr o 3. Espécies de plantas infectadas pelo isolado MG-Bi2, de acordo com o0 método de
inoculagéo empregado.

M étodo de I noculagao

Extrato vegetal tamponado Biobalistica
Espécie/Cultivar Plantas Sintomas Plantas Sintomas
infectadas/inoculadas infectadas/inoculadas
Capsicum annuum 1/5 ma, df* 3/5 ma, df, rc
Chenopodium quinoa 0/5 - 0/5 -
Cucurbita pepo ‘ Caserta 0/3 - n.i. n.i.
Datura stramonium 3/5 ma, df, rc 0/5 -
Gomphrena globosa 0/5 - 13 -
Ié);ﬁ?/pgailf’on. esculentum ‘Miller 05 i 15
L. esculentum ‘ Rutgers 0/5 - 0/5 -
L. esculentum * Santa Clara 0/5 - 0/5 -
Nicotiana benthamiana 5/5 ma, df, rc 15 ma, df
N. clevelandii 3/5 ma, df, rc 0/5 -
N. glutinosa 5/5 ma, df, rc 0/5 -
N. rustica 5/5 ma, df, rc 0/5 -
N. sylvestris 15 - 0/5 -
N. tabacum ‘Havana 2/5 - 0/5 -
N. tabacum ‘ Samsun’ 2/5 ma, df 0/5 -
N. tabacum ‘ TNN’ 15 ma, df, b 0/5 -
N. tabacum ‘ Xanthi’ 5/5 ma 0/5 -
Phaseolus vulgaris ‘ Ouro Negro’ 0/5 - 0/5 -
P. vulgaris ‘ Pérola 0/5 - 0/5 -
Solanum melongela 0/5 - 0/5 -

1. Os sintomas em folhas ndo inoculadas estéo representados por: b, bolhosidade; df,
distorcdo foliar; ma, mosaico amarelo; rc, reducdo de crescimento; -, assintomética no
periodo e condic¢bes avaliados; n.i., ndo inoculada. A infeccdo foi avaliada visuamente aos
30 dias apds a inoculacdo, e confirmada por PCR utilizando oligonucleotideos universais para
begomovirus.
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Quadro 4. Porcentagem de identidade entre as sequiéncias de aminoéacidos das proteinas MP (valores acima da diagonal) e NS (valores abaixo

da diagonal) do isolado MG-Bi2 com outros begomovirus.
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Quadro 5. Porcentagem de identidade entre as seqiéncias de aminoacidos da proteina capsidia (CP) do isolado MG-Bi2 com outros
begomovirus. MG-Bi2-AT refere-se a sequiéncia da regido amino-terminal da proteina (aminoacidos 1 a 109) e MG-Bi2-CT refere-
se a sequéncia carboxi-terminal (aminoacidos 144 a 251).

M&Bi2 M>Bi2 AbW ACW BDW BGW BGYW CdTV  DYW  MWRV PGW PHYW  PYW  PYMIV SGW SGVMCRV  SGvHoV  SgLCVv Simw  SYW TGW TLCNDV ToCW  ToMV ToRW  WCSV
AT [o1p

AbW 83 94 --

ACW 54 83 77 --

BDW 86 95 93 39 --

BGW 85 98 91 39 92 --

BGYMW 81 95 89 76 87 87 --

cdTv 85 97 94 39 96 95 88 --

DYMW/ 82 97 93 79 89 89 90 94 --

MVPRV 79 94 89 77 91 89 89 92 91 --

PGW 77 95 86 38 87 88 88 88 86 89 --

PHYW 74 94 91 36 86 86 88 87 88 92 88 --

PYMW/ 84 93 92 37 93 90 88 96 87 90 88 88 --

PYMIV 82 94 92 38 93 90 87 96 87 89 88 88 98 --

SGW 84 96 95 76 94 93 89 96 96 92 88 88 94 93 --

SGVCRV 84 98 92 40 92 95 89 93 96 91 89 88 91 91 94 --

SGWHov 85 93 93 76 93 92 87 95 93 90 86 86 93 92 95 92 --

SqLev 83 96 88 39 90 91 91 92 90 90 90 88 91 91 91 92 91 --

Si mw 90 99 95 79 92 95 90 94 96 91 88 87 91 90 93 95 93 93 --

SYw 84 95 94 75 93 93 88 96 94 90 87 86 93 92 96 93 97 90 93 --

TGW 80 95 89 7 89 92 93 90 90 89 93 88 90 89 89 92 85 95 92 88 --

TLCNDV 62 81 79 37 78 81 80 79 81 79 81 74 73 73 80 80 78 80 80 78 81 --

ToCW 78 100 89 40 89 91 88 92 90 92 87 88 90 90 91 92 89 89 91 89 93 81 --

ToMbV 82 94 93 37 92 91 85 95 91 89 86 84 94 94 93 91 92 89 91 93 89 79 89 --

ToRW 7 100 90 80 88 90 87 92 89 92 87 88 90 89 91 91 88 88 90 89 93 81 99 89 --

WSV 57 79 6 79 20 12 72 6 73 75 72 32 20 11 7 75 20 70 75 7 72 32 77 20 7 --
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Figura 1. Padréo eletroforético em gel de agarose (0,9%) de fragmentos do DNA-A do
isolado MG-Bi2, amplificados por PCR a partir de DNA extraido de plantas
inoculadas no teste de gama de hospedeiros. M, Marcador de comprimento (“1 kb
plus DNA ladder”); +, Controle positivo (N. benthamiana infectada com o isolado
MG-Bi2); -, Controle negativo (tomateiro sadio); 6, N. tabacum ‘Havana 425’; 7,
N. tabacum ‘Xanthi’; 8, N. tabacum ‘Samsun’; 9, N. tabacum ‘TNN’; 10, N.
clevelandii; 11, N. rustica.
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Figura 2. Sintomas observados em plantas de algumas espécies inoculadas no teste de gama
de hospedeiros, aos 30 dias apds ainoculacdo. A e B, N. tabacum ‘Samsun’; C e D,
N. clevelandii; E e F, C. anuum; G eH, N. glutinosa; I, J e K, N. benthamiana. Em
D, E, G el aplantainfectada estd a direita, e a planta sadia a esquerda.



Figura 2 (cont.)
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Figura 3. Padréo eletroforético em gel de agarose (0,9%) do produto da amplificacdo do
genoma completo do isolado MG-Bi2, utilizando a DNA polimerase do
bacteriofago F 29. M, Marcador de comprimento (“1 kb plus DNA ladder”); 1,
Amplificagdo do genoma viral a partir de plantas infectadas, observando-se o
fragmento esperado com aproximadamente 2.600 nucl eotideos.
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Figura 4. Padréo eletroforético em gel de agarose (0,9%) da clivagem dos componentes
gendémicos do isolado MG-Bi2 mediada por enzimas de restricdo. As bandas
superiores a 2.600 nucleotideos (nt) correspondem a componentes ndo clivados,
cuja migracdo € mais lenta devido a forma circular do DNA. As bandas com
comprimento aproximado de 2.600 nt correspondem a componentes clivados em
apenas um ponto (linearizados). As bandas com comprimento inferior a 2.600 nt
correspondem aos fragmentos de componentes clivados em mais de um ponto. M,
Marcador de comprimento (“1 kb plus DNA ladder”); Apa |, Um componente
linearizado e o outro clivado em dois sitios; BamH |, Cla |, Not I, Smal e Xhol,
Nenhum dos dois componentes clivados, Sac | e Xba |, Ambos os componentes
linearizados; Hind 111, Um dos componentes linearizados e o outro ndo clivado.
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Figura 5. Padrdo eletroforético em gel de agarose (0,9%) da linearizacdo de ambos os
componentes do isolado MG-Bi2 e do vetor pKS+, por meio da clivagem com
enzimas de restricdo em um unico sitio. M, Marcador de comprimento (“1 kb plus
DNA ladder”); 1, DNA-A e -B do isolado MG-Bi2 clivados com Sac |; 2, DNA-A
e -B do isolado MG-Bi2 clivados com Xba I; 3, Plasmideo vetor pKS+ clivado

com Sac |; 4, pKS+ clivado com Xba l.
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Figura 6. Padrdo eletroforético em gel de agarose (0,9%) dos plasmideos recombinantes
purificados e clivados com Sac | ou Xba I. M, Marcador de comprimento (“1 kb
DNA ladder”); 1-5 e 7, Plasmideos recombinantes clivados com Sac |; 6,

Plasmideo recombinante clivado com Xba l.
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Figura 7. Arvore filogenética obtida a partir do ainhamento da seqiiéncia de aminoécidos da
regido amino-terminal (aminoécidos 1 a 109) da proteina capsidial do DNA-A de
espécies de begomovirus, incluindo o isolado MG-Bi2. A arvore foi construida com
o0 programa Mega 2, utilizando o método de “neighbour-joining” a andlise de
“bootstrap” com 2000 repeticdes. Apenas os ramos com valor de “bootstrap”
superior a 50% foram considerados.
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Figura 8. Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento da segiiéncia de aminoacidos da
regido carboxi-terminal (aminoacidos 144 a 251) da proteina capsidial do DNA-A
de espécies de begomovirus, incluindo o isolado MG-Bi2. A arvore foi construida
com o programa Mega 2, utilizando o método de “neighbour-joining” a andlise de
“bootstrap” com 2000 repeticOes. Apenas os ramos com valor de “bootstrap”
superior a 50% foram considerados.
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Figura 9. Arvore filogenética obtida apartir do ainhamento da segiiéncia de aminoacidos da
proteina NS do DNA-B de espécies de begomovirus, incluindo o isolado MG-Bi2.
A arvore foi construida com o programa Mega 2, utilizando o método de
“neighbour-joining” a andlise de “bootstrap” com 2000 repeticdes. Apenas 0s
ramos com valor de “bootstrap” superior a 50% foram considerados.
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Figura 10. Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos da
proteina MP do DNA-B de espécies de begomovirus, incluindo o isolado MG-Bi2.
A arvore foi construida com o programa Mega 2, utilizando o método de
“neighbour-joining” a andlise de “bootstrap” com 2000 repeticdes. Apenas 0s
ramos com valor de “bootstrap” superior a 50% foram considerados.
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