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RESUMO

LUZ, Dirce Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2003.
Natureza recombinante e propriedades patogénicas do DNA-A do
begomovirus ToCMV-[MG-Bt1]. Orientadora: Mércia Rogéria de Almeida
Conselheiros: Elizabeth Pacheco Batista Fontes e Maria Cristina Baracat Pereira.

Espécies do género Begomovirus (familia Geminiviridae) encontradas no
hemisfério ocidental tem tipicamente um genoma bissegmentado que consiste em
dois componentes gendmicos de 2,6 Kb, denominados DNA-A e DNA-B.
Atuamente, a grande diversidade de begomovirus patogénicos identificados tem sido
explicada pela ata frequéncia de eventos de recombinagdo. Relatos adicionais
também tem evidenciado a importancia dos eventos de recombinag&o inter-espécies
na evolucdo dos begomovirus e na sua emergéncia como patégenos relevantes na
agricultura.  Utilizando-se um programa computacional para deteccdo de
recombinacdo foram observados eventos de recombinagdo estatisticamente
significantes entre as sequéncias completas do componente DNA-A de begomovius
gue infectam tomateiros, recentemente identificados no Brasil. As progénies
recombinantes exibiram diferentes propriedades bioldgicas e propriedades

patol 6gicas aumentadas quando comparadas com 0s seus provavels predecessores. O
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DNA-A de Tomato chlolorotic mottle virus TOCMV-[MG-Bt1], de Minas Gerais, da
regido de Betim, identificado e clonado por nosso grupo, possui um genoma hibrido
no qual o modulo compativel de replicacdo (ACL1 e a origem de replicacdo) foi
provavelmente doado por ToOCMV-[BA-Sel] e as sequéncias remanescentes parecem
ter sido originadas de Tomato rugose mosaic virus (ToRMV). Apesar do alto grau de
conservacdo de sequéncia com 0s seus predecessores, TOCMV-[MG-Bt1] difere
significantemente nas suas propriedades bioldgicas. De fato, TOCMV-[MG-Bt1]
infectou seu hospedeiro natural Lycopersicon esculentum, induziu sintomas
atenuados e acumulou DNA vira nas folhas apicais na auséncia de um DNA-B
cognato. Foi caracterizada a patogenicidade deste DNA-A clonado e infeccioso
através de uma gama de hospedeiros, e a efetividade foi avaliada via inclusdo de um
DNA-B compativel em ensaios de infectividade. O DNA-A de ToCMV-[MG-Bt1]
sozinho é capaz de infectar sistematicamente e causar sintomas nos hospedeiros
permissiveis Nicotiana benthamiana, Chenopodium amaranticolor e Chenopodium
quinoa. Ele move-se sistematicamente em Datura stramonium, mas causa uma
infeccéo assintomética. O acUmulo do DNA vird nas plantas infectadas foi
confirmado por PCR. A inclusdo de um componente B compativel nos ensaios de
infectividade ndo alterou a sintomatol ogia das doencas mediadas pelo TOCMV-[MG-
Bt1]-A, também ndo aumentou o nivel do DNA-A nos hospedeiros permissiveis.
Assim, os resultados deste trabalho forneceram evidéncias adicionais sobre os
eventos de recombinacdo inter-espécies que podem desempenhar um papel
significativo na diversidade dos geminivirus e na sua emergéncia como patdgenos

importantes na agricultura.
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ABSTRACT

LUZ, Dirce Ferreira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February of 2003.
Recombinant nature and pathogenical properties of the begomovirus
ToCMV-[MG-Bt1]-DNA-A. Adviser: Marcia Rogéria de Almeida. Committee
members: Elizabeth Pacheco Batista Fontes and Maria Cristina Baracat Pereira.

Species of Begomovirus genus (Geminiviridae family) found in the Western
Hemisphere typically have a bipartite genome that consists of two 2.6-kb DNA
genomic components, DNA-A and DNA-B. A current consensus prediction for the
extent of begomovirus diversity holds that a high frequency of recombination
resulted in the recent emergence of highly pathogenic virus genotypes causing a
variety of serious begomovirus diseases. We have provided further evidence for the
importance of interspecies recombination in begomovirus evolution and emergence
as agriculturally relevant pathogens. Using the Recombination Detection Program
software, we detected statistically significant recombination events among full-length
DNA-A component sequences of recently identified tomato-infecting begomovirus
from Brazil. The recombinant progenies exhibited different biological and enhanced

pathological properties as compared to their probable predecessors. The Tomato
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chlolorotic mottle virus TOCMV-[MG-Btl] DNA-A, identified and cloned by our
group, possesses a hybrid genome on which the replication compatible module (AC1
and replication origin) was likely donated by ToCMV-[BA-Sel] and the remaining
sequences appear to have originated from Tomato rugose mosaic virus (ToRMV).
Despite the high degree of sequence conservation with its predecessors, TOCMV-
[MG-Bt1] differs significantly in its biological properties. In fact, ToOCMV-[MG-Bt1]
DNA-A infected its natural host Lycopersicon esculentum, induced mild symptoms
and accumulated viral DNA in the apical leaves in the absence of a cognate DNA-B.
We have further characterized the pathogenesis of this infectious cloned DNA-A by
determining its host range properties and the effectiveness of incluson of a
compatible DNA-B component in the infectivity assays. TOCMV-[MG-Btl] DNA-A
is able to infect systemically and cause symptoms in the permissive hosts Nicotiana
benthamiana, Chenopodium amaranticolor and Chenopodium .quinoa. It moves
systemically in Datura stramonium, but causes an asymptomatic infection. The
accumulation of viral DNA in the infected plants was confirmed by PCR. Inclusion
of a compatible DNA-B component in the infectivity assay did not alter the
symptomatology of ToCMV-[MG-Btl] DNA-A-mediated disease, nor did it
increases the DNA-A level in a permissive host. Our results further support the
notion that interspecies recombination may play a significant role in geminivirus

diversity and emergence as agriculturally important pathogens.



1. INTRODUCAO

Os geminivirus constituem um dos maiores e mais importantes grupos de
virus de plantas, causando grandes restricdes a produtividade agricola,
particularmente em regides tropicais e sub-tropicais (Simone et al., 1990; Brown &
Bird, 1992; Polston & Anderson, 1997; Moriones & Navas-Castillo, 2000). Doengas
causadas por geminivirus tem se tornado uma grande ameaca a tomaticultura
brasileira, devido a introducdo de um novo biétipo da mosca-branca, Bemisa tabaci,
gue coloniza tomateiros com ata eficiéncia (Ribeiro et al., 1998). Eventos de
recombinacdo inter-espécies tem provavelmente contribuido significativamente para
a diversidade das begomoviroses e na emergéncia de novos patdgenos (Deng et al.,
1997; Zhou et al., 1997; Fondong et al., 2000).

Os geminivirus estdo incluidos na familia Geminiviridae, sendo
caracterizados por apresentarem uma estrutura morfolégica Unica composta por
capsideos icosaedros geminados (Lazarowitz, 1992), empacotados com um genoma
de DNA fita simples circular, que replica via um intermediario de DNA fita dupla no
nucleo de células infectadas (Hanley-Bowdoin et al., 1999). Os membros da familia
Geminiviridae podem ser classificados em quatro géneros - Mastrevirus, Curtovirus,
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Topocuvirus e Begomovirus - de acordo com o inseto vetor, com o tipo de hospedeiro
e com a organizagdo gendmica, podendo apresentar uma configuragdo de
componente simples ou duplo (Rybicki, 1994; Padidam et al., 1995; Rybicki et al.,
2000).

O maior género dessa familia é o Begomovirus, que possui organizagao
gendmica mono ou bissegmentada. Este género infecta dicotiledéneas como o feijéo
e 0 tomate e possui a moscabranca como inseto-vetor. Até 0 momento, 0S
begomovirus identificados no hemisfério ocidental possuem genomas
bissegmentados, todavia, no hemisfério oriental, além dos bissegmentados, também
foram identificados begomovirus com um dnico componente gendmico, como o
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV, Kheyr-Pour et al., 1991; Navot et al., 1991),
o Tomato leaf curl virus (ToLCV, Dry et al., 1993), entre outros.

Os componentes genémicos dos begomovirus bissegmentados sdo
denominados DNA-A e DNA-B, o0s quais sdo organizados em unidades de
transcricdo  divergente, separadas por uma regido intergénica (IR) de
aproximadamente 200 pb, que contém a origem de replicacdo e dois promotores
divergentes (Hanley-Bowdoin et al., 1999). O DNA-A é o responsavel pela
replicacdo e transcricdo do DNA viral, enquanto que o DNA-B € o responsavel pelo
movimento do virus na planta (Lazarowitz, 1992).

No componente A, estéo localizados os genes CP, Rep, TrAP, REn e a ORF
AC4, que codificam todas as informacbes necess&rias para a replicacdo e
encapsidacdo do DNA vira e, no componente B, se localizam os genes MP e NSP,
que estdo relacionados com a infeccdo sistémica do hospedeiro. O gene CP - AVl
codifica para a proteina capsidial CP (coat protein), sendo sua presenca necessaria
para que haja a transmissao por insetos (Azzam et al., 1994; Kallender et al., 1988).
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O gene Rep - AC1 codifica para a proteina Rep (replication associated protein),
sendo a Unica proteina requerida para a replicacdo do genoma vira (Elmer et al.,
1988; Fontes et al., 1992, 1994a,b). O gene TrAP - AC2 codifica a proteina TrAP
(trans-activating protein), a qual funciona como um transativador da expressdo dos
genes CP e NSP (Sunter & Bisaro, 1991, 1992). O gene REn - AC3 codifica a
proteina REN (replication enhancer protein), que atua como um fator acessorio na
amplificacdo do DNA vira (Sunter et al., 1990). JA no componente B, o gene NSP -
BV1 codifica a proteina NSP (nuclear shuttle protein), que facilita o movimento
intracelular nucleo-citoplasma do genoma viral e o gene MP - BC1 codifica a
proteina MP (movement protein), que € a proteina classica de movimento célula-
célula (Sanderfoot & Lazarowitz, 1996).

Além de sua importancia econdmica, 0s geminivirus também sdo
considerados modelos ideais para 0 estudo de replicacdo e expressdo génica em
plantas, devido a sua simplicidade genémica, e ao fato de replicarem no nucleo da
célula hospedeira via intermediério de DNA fita dupla. Além disso, o genoma viral
ndo codifica DNA polimerase e RNA polimerase e, consequéntemente, 0s
geminivirus utilizam extensivamente a maquinaria de replicacdo e transcricdo da
célula hospedeira. Atualmente, as pesquisas com geminivirus visam principalmente a
caracterizacdo de fatores do hospedeiro que interagem com o virus durante o
processo infeccioso e fontes de resisténcia aos geminivirus, de forma a reduzir as
perdas agrondmicas por €les causadas.

Recentemente, um novo begomovirus que infecta tomateiros foi identificado
na regido de Betim-MG e seu componente genémico A foi clonado e sequénciado
(Machado, 2000). A andlise filogenética, com base na sequéncia de nucleotideos,
classificou 0 virus como uma nova espécie do género Begomoirus designada Tomato
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chlorotic mottle virus (ToCMV). O componente genémico clonado de ToCMV
possui 2.625 nucleotideos e uma organizacdo gendmica similar aquela do DNA-A de
outros begomovirus, exceto pela presenca de uma ORF adiciona AC5 com a
capacidade de codificar uma proteina de 250 residuos de aminoécidos, deduzida da
fita complementar de ToCMV. Embora a ORF AC5 tenha sido identificada no
genoma de outros begomovirus como Watermelon chlorotic stunt virus (WmCSV)
(Kheyr-Pour et al., 2000), ndo se sabe se corresponde a um gene viral funcional.

O ToCMV-A, aém de preencher os critérios moleculares para classificagéo
taxondmica de uma nova espécie, apresentou diferencas bioldgicas significativas
com relacdo a outras espécies relacionadas do género Begomovirus. Enquanto os
begomovirus bissegmentados necessitam de seus dois componentes (A e B) para
produzirem uma infeccdo sistémica no hospedeiro, o componente A do ToCMV foi
capaz de infectar sistematicamente Nicotiana benthamiana na auséncia de seu
componente B cognato. Entretanto, as propriedades patogénicas desse componente
gendmico clonado ndo foram avaliadas em seu hospedeiro natural (tomateiro) e
tampouco em outras plantas indicadoras. Assim, o propésito primordia da presente
investigacdo foi estender a caracterizacdo bioldgica e molecular do begomovirus
ToCMV. Os objetivos especificos consistiram em (1) avaliar filogeneticamente o
genoma clonado de ToCMV (Machado, 2000) dentro do cenario atua dos
geminivirus brasileiros identificados, verificando sua aparente natureza
recombinante, (2) determinar a gama de hospedeiros do componente A do ToCMV e
(3) induzir a expressao heterdéloga da proteina AC5 em bactéria, com a finalidade de

verificar se areferida ORF AC5 é capaz de produzir uma proteina funcional.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ORGANIZACAO ESTRUTURAL E FUNCIONAL DO GENOMA DE

BEGOMOVIRUS

Os geminivirus pertencem a uma grande familia de virus que infectam plantas
e sdo caracterizados por apresentarem um genoma constituido de uma ou duas
moléculas de DNA circular fita simples (sSDNA) encapsidadas em particulas
geminadas icosaédricas. O genoma viral replica no nucleo de células infectadas via
intermediario de DNA fita dupla (dsDNA) (Van Regenmortel et al., 2000). A forma
de fita dupla do DNA se associa as histonas na forma de nucleossomos e é transcrita
no nucleo das células de plantas infectadas, porém, ndo é empacotada em virions.
Contudo, tanto as particulas virais quanto o DNA viral gendmico sdo localizados no

nucleo das células infectadas (Rushing et al., 1987).

Devido ao fato de se replicarem no nucleo da célula hospedeira via um
intermedidrio de DNA de fita dupla, os geminivirus vem sendo intensamente
utilizados como modelos em estudos de replicacdo de acidos nucléicos em plantas.

Como resultado, existe um grande acimulo de informacfes sobre a replicacdo desse



grupo de virus. Da mesma forma, alguns geminivirus vem sendo utilizados como
modelos em estudos de movimento célula-célula e movimento a longa distancia no

hospedeiro.

Ja foram totalmente sequénciados cerca de 151 espécies €/ou isolados da
familia Geminiviridae. A andlise da sequiéncia desses geminivirus mostra que existe
um nonanucleotideo (TAATATTAC) conservado em todas as espécies, que se
localiza na regi&o intergénica de ambos os DNA-A e DNA-B. Esse nonanucl eotideo,
também designado por elemento estruturalmente conservado (SCE), foi identificado
como sendo a origem de replicacdo e também como o sitio de clivagem do DNA-A

pela proteina de replicacdo do DNA viral (Rep).(Figura 1)
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Figura 1 - Esquema da origem de replicacdo do BGMV. A sequéncia comum a todos
0s geminivirus esta indicada pelo semi-circulo pontilhado. O Ultimo A do
nonanucleotideo T*AC corresponde a base onde ocorre a clivagem do
DNA para o inicio da replicagdo. Também esta presente na origem de
replicacdo de BGMV (Bean golden mosaic virus), o sitio de ligacdo da
proteinaviral Rep (Adaptado de Aragéo et al., 2000).



O SCE esta locdizado dentro de uma sequéncia conservada de 30
nucleotideos, com o potencial para a formacdo de uma estrutura em forma de
grampo, sendo que a manutencdo conformacional dessa estrutura conservada €
necessaria para a funcdo da origem de replicagdo (Orozco & Hanley-Bowdoin,
1996). A sequéncia 5 -TAATATTAC-3', flanqueada pelas sequéncias repetidas
invertidas ricas em CG, representa a alca (“loop”) da estrutura em forma de grampo
tendo sido identificada como o sitio de inicio de replicacdo da fita positiva (Fontes et
al., 1994b; Laufs et al., 1995; Heyraud-nitshck et al., 1995 e Orozco et al., 1998).
Entretanto, a origem de replicacdo da fita negativa ainda néo foi identificada

A transcricdo dos genes virais ocorre bidirecionalmente (Mullineaux et al.,
1993; Townsed et al., 1985). A regido comum, CR (nos geminivirus bissegmentados)
ou regido intergénica, IR (nos geminivirus monossegmentados) delimita duas
unidades de transcricdo divergentes, uma na fita senso e outra na fita complementar
do genoma. Os genes presentes na fita senso (+) sdo denominados V, enquanto que
aquelas presentes na fita complementar (-) séo denominadas C (Hanley- Bowdoin et
al., 1999), podendo também ser denominadas de acordo com a sua funcéo: gene AC1
ou Rep (Replicatin associated protein), gene AC2 ou TrAP (Trans activating
protein), gene AC3 ou REn (Replication enhancer protein), gene BL1 ou MP
(Movement protein) e gene BR1 ou NSP (Nuclear shuttle protein). Os RNAs
resultantes da transcricdo dos genes presentes no DNA viral sdo poliadenilados e
iniciam-se acima da sequéncia consenso TATA ou de elementos iniciadores, o que
indica que eles sdo transcritos pela RNA polimerase || do hospedeiro (Hanley-

Bowdoin et al., 1999).



A familia Geminiviridae é dividida em quatro géneros - Mastrevirus,
Curtovirus, Begomovirus e Topocuvirus - baseados na organizacdo gendémica, em
andlises filogenéticas, no tipo de hospedeiro e inseto vetor (Mayo & Pringle, 1998)

(tabela 1).

Tabela 1- Classificacdo dos geminivirus

Género M emt,)rq Hospedeiro Inseto vetor Estruturado
caracteristico genoma
Begomovirus BGMV Dicotiledéneas ~ mosca-branca ~ monoou
bissegmentado
Mastrevirus MSV Monocotiledbneas  cigarrinha  monossegmentado
Curtovirus BCTV Dicotiledbneas cigarrinha  monossegmentado
Topocuvirus TPCTV Dicotiledbneas cigarrinha  monossegmentado

Adaptado de Rybicki, 1994; PAmer & Rybicki, 1998; Timmermans et al., 1994; Van Regenmorte et al., 2000

A organizagdo gendmica dos begomovirus monossegmentados, como
TYLCV (Tomato yellow leaf curl virus), é representada por seis genes, quatro nafita
complementar do genoma que codificam as proteinas envolvidas na replicacéo,
transcricdo e encapsidacdo do genoma viral, aém de C4, relacionado com o
desenvolvimento de sintomas sistémicos (Jupin et al,1994 e Desbiez et al, 1995), e
dois genes na fita senso, envolvidos com o movimento intracelular e célula-a-célula
do genomav viral . Segundo Chatchawankanphanich & Maxuell, 2002, na fita senso, o
gene CP ou V1 que codifica a proteina do capsideo é parcialmente sobreposto ao
gene V2 que codifica uma proteina de 13-kDa. Os quatro genes da fita complementar
sdo designados Cl  (que codifica para a proteina Rep, 40 kDa), C2 (que codifica para
a proteina TrAP, 15 kDa), C3 (que codifica para a proteina REn, 15 kDa) e C4 (que
codifica para uma proteina de 11 kDa). A regido intergénica - IR - est4 localizada
entre o codon de inicio do gene C1 e 0 gene V2. Napor¢cdo 5 dalR, que corresponde

auma regido de 166 nucleotideos, anterior a estrutura conservada de grampo, ha uma



sequéncia ATCGGTGT que é repetida e representa o sitio de ligacdo da proteina
Rep, localizado entre asequéncia TATA e o cédon de inicio do gene C1.

O genoma da grande maioria dos begomovirus bissegmentados esta
organizado de acordo com a Figura 2. O membro tipico dos begomovirus
bissegmentados € o BGMV (Bean golden mosaic virus). Os componentes
gendmicos, DNA-A e DNA-B, possuem tamanhos semelhantes, com cerca de 2.600
nucleotideos, mas ndo apresentam homologia de sequéncia, exceto pela regido
comum (RC), com aproximadamente 200 nucleotideos que é altamente conservada
entre eles. Na RC, estéo localizadas a origem de replicacdo e os promotores da
sintese dos MRNAS virais (Lazarowitz et al., 1992; Fontes et al., 1994b). Ambos os
componentes sdo necessarios para a infeccdo vira nas plantas. O DNA-A esta
relacionado com os processos de replicagéo e encapsidacdo do genoma viral e o
DNA-B codifica os genes envolvidos no movimento sistémico do virus na planta e
desenvolvimento de sintomas (Stanley & Gay, 1983).

No DNA-A, o gene AV1 ou CP, que codifica a proteina do capsideo, é
transcrito no sentido viral, e os genes AC1, que codifica a proteina Rep (proteina
associada a replicacdo), AC2, que codifica a proteina TrAP (proteina de
transativacdo) e AC3, que codifica a proteina Ren (ativadora da replicacdo), sao
transcritos no sentido complementar. Além disso, € também observado a presenca da
ORF AC4 (transcrita no sentido complementar) que apresenta funcéo diferenciada
entre 0s geminivirus mono e bissegmentados. Nos monossegmentados, essa ORF
esta relacionada com o desenvolvimento de sintomas sistémicos (Jupin et al., 1994).
Nos bissegmentados a funcdo de AC4 é desconhecida, mas sabe-se que mutacdes
nessa ORF ndo resultam em qualquer alteracdo no fendtipo de plantas infectadas com

o virus mutante (Groning et al., 1994). Em alguns virus emergentes, tais como



ToCMV (Galvéo et al, 2003) e WmCSV (Kheyr-Pour et al 2000) e TRMV (Tomato
rugose mosaic virus) € também verificada a presenca de um novo gene ACS5,
codificado pelo DNA-A. A funcdo do gene AC5 complementar a0 gene AV1
localizado no sentido viral, ainda ndo foi elucidada. Jano DNA-B, o gene BV1, que
codifica a proteina NSP (proteina de movimento nicleo-citoplasma), € transcrito no
sentido viral, e o gene BC1, que codifica a proteina MP (proteina de movimento

célulaacélula) étranscrito no sentido complementar.

RC RC
AC4
CPwyg ACS BC1 BV1
ACH )
AC2
AC3

Figura 2 - Organizagdo genOmica do género Begomovirus. RC = regido comum.
Proteinas CP - capa protéica, “coat protein”; Rep - proteina associada a
replicacdo, “replication associated protein”; TrAP - proteina de transativacao,
“Trans-activating protein”; REn - ativador de replicacdo, “replication
enhancer protein”; AC4; AC5; MP - proteina de movimento célula-a-célula,
“movement protein” e NSP - proteina de transporte, “nuclear shuttle protein”,
adaptado de Machado, (2000).

A proteina do capsideo (CP) esta relacionada com vérios processos durante o
ciclo de vida do virus. A primeira funcéo é a encapsidacéo do ssDNA e formacéo de
particulas virais que protegem o DNA viral durante a transmissdo por insetos
(Azzam et al., 1994) ou transmissdo mecanica (Frischmuth & Stanley, 1998).
Todavia, observa-se que na propagacdo dos geminivirus por meio de inoculacédo

mecanica, virus mutantes incapazes de sintetizar a CP ndo sdo selecionados, mesmo
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que a propagacéo ocorra em varias geragdes sugerindo que a capa protéica
provavelmente possui alguma funcéo adicional que ainda ndo foi determinada (Faria
et al., 1994). A proteina associada a replicacdo (Rep) é a Unica proteina essencial
para a replicacéo do genoma viral de ambos os DNA-A e DNA-B (Hanley-Bowdoin
et al., 1990), devido a sua funcdo de ligacdo e clivagem do sitio de iniciacdo da
replicacdo viral que permite o reconhecimento seletivo da origem de replicacéo do
virus (Fontes et. a., 1992:1994a 1994b). Ela ndo possui, entretanto, atividade de
DNA polimerase. Dessa forma, ndo € considerada uma replicase, mas sim, uma
enzima associada a replicacdo do DNA (Laufs et al., 1995). A proteina de
transativacdo (TrAP) € um transativador necessério para a expressdo dos genes de
sentido viral AV1e BV1 (Sunter & Bisaro, 1991).

A proteina ativadora da transcricéo (Ren), embora seu mecanismo de atuagéo
ainda ndo estgja elucidado, estd possivelmente relacionada com a estabilidade do
sistema de replicacdo, ja que o acimulo do DNA vira torna-se mais elevado na
presenca desta proteina (Sunter et al., 1990). A proteina AC4 ndo possui funcéo
definida, mas foi sugerido que o0 seu papel durante a infecgdo viral, sgja atuar como
um regulador transcricional (Groning et al., 1994). A proteina AC5 ndo foi
caracterizada funcionalmente. A proteina de transporte (NSP) realiza o transporte do
DNA através do envelope nuclear, enquanto que a proteina de movimento (MP),
realiza as funcdes de movimento célula-a-célula, aumentando o limite de exclusdo

dos plasmodesmas (Sanderfoot et al., 1996; Noueiry et al., 1994).
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2.2 REPLICACAO DO DNA VIRAL

O processo de replicacéo de todos os membros da familia Geminiviridae
ocorre no nucleo das células infectadas, onde o ssDNA é convertido em dsDNA
intermedidrio, também denominado de RF (forma replicativa). A RF serve como
molde para sintese de novos ssDNA e para mRNA virais. Pouco se sabe sobre a
sintese da fita complementar e conversdo do genoma do virion em DNA fita dupla,
mas todas as evidéncias indicam que €ela é realizada por fatores do hospedeiro, ndo
contando, portanto, com a participacdo de nenhum produto viral (Pamer & Rybicki,
1998). Nos mastrevirus foi identificado um oligonucleotideo encapsidado em
associacdo com o DNA vira, apresentando maior homologia com a regido
intergénica viral. Esse oligonucleotideo ndo foi encontrado para begomovirus e
curtovirus (Donson et al., 1984).

A proteina Rep € a Unica proteina viral absolutamente requerida para a
replicacdo do virus. Em begomovirus, Rep é uma proteina codificada pelo gene AC1.
Ja em mastrevirus, é expressa a partir de um mRNA processado, dando origem a dois
produtos (repA e repB). Ja em topocuvirus e curtovius, na fita complementar, o gene
C1 codifica para a proteina Rep.

Muitas atividades bioguimicas tém sido demonstradas para a proteina Rep,
incluindo propriedades de ligacGes especificas a sSDNA e dsDNA (Fontes et al.,
1992), clivagem e ligacdo do DNA em sequéncias especificas (Laufs et al., 1995),
hidrélise de ATP, e iniciadora do mecanismo de replicacdo por circulo rolante
(RCR). A proteina Rep ndo tem homologia com nenhuma DNA polimerase
conhecida e de fato todas as evidéncias indicam que ela ndo tem atividade de DNA
polimerase, a qual seria proporcionada por enzimas do hospedeiro (Laufs et al.,

1995).
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Nos model os sugeridos na literatura, Rep reconhece uma sequéncia na regiao
5 da estrutura em forma de grampo, SCE (elemento estruturalmente conservado),
localizado naregi&o intergénica ou regido comum, a qual se liga com alta afinidade e
especificidade (Fontes et al., 1994 a, b) acancando entdo, o sitio de clivagem
(TAATATTAC) com o auxilio da proteina Ren, com a qual provavelmente se
oligomeriza parecendo estabilizar os complexos entre Rep e os fatores do hospedeiro
(Hanley-Bowdoin et al., 1999). A proteina Rep exibe atividade de endonuclease
sequéncia-especifica e hidrolisa 0 nonanucleotideo (5 TAATATT A®DC 3) na
posicdo indicada para o inicio de replicacdo do genoma viral. (Laufs et al., 1995).
Desse modo, a fita senso é estendida a partir da extremidade 3'-OH livre,
reconhecida como “primer” pela maquinaria replicativa da célula e uma atividade de
helicase parece ser requerida para o deslocamento da fita senso clivada. Assm, a
DNA polimerase sintetiza uma nova fita virion, sendo covalentemente ligada a si
mesma, pela acdo da prépria Rep, dando origem a um novo genoma do virion
(Hanley-Bowdoin et al., 1999). Este mecanismo de replicacdo do genoma viral,
denominado mecanismo de replicacéo por circulo rolante, pode ser dividido em trés
etapas. a) conversao de ssDNA vira em dsDNA (RF); b) sintese de uma molécula de
ssDNA linear de sentido viral, contendo varias unidades gendmicas (multimero ou
contamero), usando como molde a fita complementar da RF; e c¢) clivagem e re-
ligacdo das unidades genémicas do multimero, gerando moléculas circulares de
ssDNA correspondentes ao genoma vira (Laufs et al., 1995; Timmermans et al.,
1994).

Por causa de sua limitada capacidade codificante, os geminivirus fornecem
apenas os fatores requeridos para iniciar a replicagdo por circulo rolante e usam a

DNA polimerase da planta para amplificar seus genomas (Egelkorout et al., 2001).
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Assim, é necessario que as células infectadas por geminivirus estejam sintetizando
DNA, caso contrério, as enzimas responsaveis pela sintese ndo estardo presentes em
concentrages suficientes para permitir a replicacdo dos virus. Entretanto, os
geminivirus replicam seu genoma em células diferenciadas (Coelho et al., 1992;
Nagar et al., 1995; Lucy et al., 1996). Como consequéncia, esses virus precisam
induzir a sintese de enzimas hospedeiras (responsaveis pela sintese da RF (forma
replicativa) e de novas fitas de sSDNA de sentido viral), antes da replicacéo (Nagar et
al., 1995). Com isso, o processo de replicacdo de geminivirus contribui para o estudo
dos mecanismos que mediam e regulam a replicacdo do DNA e o ciclo celular em
plantas (Hanley-Bowdoin et al., 1999).

Ha evidéncias de que o TGMV ((Tomato golden mosaic virus) atera o
controle do ciclo celular na planta hospedeira Nicotiana benthamiana. Uma grande
fracdo das células infectadas por TGMV contém a cromatina condensada, 0 que é
caracteristico da préfase mitética (Bass et al., 2000). Células ndo infectadas,
imediatamente adjacentes as células positivas ao DNA viral, néo mostraram sinais de
reentrarem no ciclo celular, demonstrando que 0 TGMV age de maneira autbnoma na
célula para reprogramar o seu hospedeiro. Tem sido proposto que TGMV adltera o
controle do ciclo celular em plantas por meio de ligagBes das proteinas codificadas
pelos genes ACL (Rep) e AC3 (Ren) a retinoblastoma (pRB) (Settlage et al., 2000).
Essas interacbes podem evitar a fosforilagdo da retinoblastoma que € um
requerimento para as células reentrarem no ciclo celular durante a infecgdo por
geminivirus. Experimentos recentes mostram que TGMV é confinado as células
vasculares quando a ligacdo de Rep/pRB/Ren é comprometida.

Em plantas infectadas, as particulas virais geramente acumulam-se no

nucleo, formando agregados irregulares ou arranjos hexagonais cristalinos (Davies &
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Stanley, 1989). As infecgdes, de um modo geral, resultam em alteragoes
ultraestruturais no nicleo, que podem ser reflexo da ateracdo do sistema de
transcricdo normal do hospedeiro para o sistema de transcricdo viral. Tais alteracbes
incluem, por exemplo, o reposicionamento da cromatina e hipertrofia do nucléolo
segregando para regides granulares e fibrilares, aém de formacdo de anéis fibrilares

(Kim et al., 1978).

23MOVIMENTO DO VIRUSNA PLANTA

Para que a infeccdo causada por um virus de plantas sga produtiva, é
necessario que o virus se mova da célula inoculada e se espalhe sistematicamente
pela planta. 1sso depende ndo s6 de sua habilidade em replicar seu genoma, mas
também de sua capacidade de mover célula-célula a partir do local de inoculacéo
alcancando o sistema vascular e atingindo novos tecidos ndo infectados.

O movimento no interior de seu hospedeiro pode ser dividido em dois
processos: a) movimento célula-célula, normalmente via plasmodesmas, que envolve
o movimento célula-célula do virion; b) movimento a longa distancia, onde o virus
atinge o sistema vascular, normalmente o floema e € transportado para partes
distantes da planta hospedeira como parte do fluxo de fotoassimilados (Lucas &
Gilbertson, 1994).

Qualquer virus de plantas deve atravessar a parede celular para se propagar
sistematicamente. Para atravessar a parede celular, esses virus codificam proteinas de
movimento (MPs), que sdo requeridas para a infeccdo sistémica no hospedeiro. Por
sua vez, as MPs ndo sdo estruturais e ndo estdo envolvidas na replicacdo e

encapsidacdo do DNA viral.
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Os geminivirus replicam no nucleo das células infectadas, onde sdo retidas
todas as formas de DNA vira replicado, entéo, além da parede celular, o envelope
nuclear também representa uma barreira para 0 movimento. Esses virus necessitam
de uma etapa adiciona de transporte para efetivar a sua entrada e saida do nucleo
celular (Palmer & Rybicki, 1998). Paraisso, 0s geminivirus codificam duas proteinas
de movimento, MP e Nsp que atuam de maneira cooperativa para facilitar o
movimento célula-a-célula.

Tem sido demonstrado que a proteina de movimento MP (movement protein,
também denominada BC1) associa-se a membrana celular e atera a arquitetura dos
plasmodesmas, facilitando o transporte de genomas virais associados as proteinas ou
até mesmo empacotados na forma de virions (Norueiry et al., 1994). A proteina Nsp
(nuclear shuttle protein, também denominada BV1) transporta o DNA vira do
nucleo para o citoplasma e vice-versa.

Em begomovirus, a proteina Nsp transportara o DNA viral através dos poros da
membrana nuclear utilizando as vias normais de exportacéo/importacéo usadas por
proteinas celulares, RNAS e ribonucleoproteinas. Em seguida, a proteina MP realiza
o transporte do DNA viral para as células adjacentes via plasmodesmas. Ainda néo é
claro se o transporte intercelular e nucleocitoplasmético do DNA vira é naformade
ssDNA ou dsDNA (Pascal et al., 1994). A proteina Nsp (~27 kDa) de SqLCV
(Squash leaf curl virus) realiza o trafico de ssDNA e dsDNA do nucleo para o
citoplasma, tem sido localizada no nlcleo de células infectadas, interagindo
especificamente com o ssDNA. A proteina MP (~30 kDa) aumenta o limite de
exclusdo dos plasmodesmas e potencializa o movimento de dsDNA célula-a-célula

(Norueiry et al., 1994). Estudos indicam que a proteina NSP de BDMV (Bean dwarf
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mosaic virus) tem afinidade com as duas formas de DNA ssDNA e dsDNA (Rojas et
al., 1998).

O requerimento da proteina capsidial (CP) é de fundamental importancia para o
movimento dos virus pertencentes aos géneros Mastrevirus e Curtovirus (Unseld et
al., 2001), uma vez que eles sdo limitados ao floema e dependem especificamente do
fluxo de fotoassimilados para causarem infeccdo sistémica no hospedeiro. Ha
excecdo apenas do CSMV (Chloris striate mosaic virus) e MSV (Maize streak virus)
os quais foram encontrados em células do mesdfilo.

Begomovirus sdo encontrados em muitos tipos de células, incluindo cortex,
meséfilo e epiderme (Timmermans et al., 1994). As formas encapsidadas estdo
envolvidas na dispersdo a longa distancia de begomovirus monossegmentados. Em
alguns casos, sugere-se que 0 movimento sistémico do DNA-A na auséncia do DNA-
B pode ser mediado por virions (Padmer & Ribicki, 1998). JA nos begomovirus
bissegmentados, tanto MP quanto NSP fazem o reconhecimento do DNA vira de
maneira especifica em sua forma e comprimento, ndo sendo necessaria a proteina
capsidial pararealizar estafuncéo de movimento (Rojas et al., 1998).

A CP de todos os geminivirus esta envolvida em vérios processos durante o
ciclo de vida do virus (Unseld et al.,, 2001). A sua funcdo predominante é a
encapsidacdo do ssDNA e formacdo de particulas virais protegidas durante a
transmissdo pelo inseto vetor (Azzam et al., 1994) ou transmissdo mecanica
(Frischmuth & Stanley, 1998).

A CP de geminivirus monossegmentados é absolutamente essencial para o
movimento do virus (Boulton et al., 1989; Lazarowitz et al., 1989; Briddon et al.,
1989), contudo, a CP de geminivirus bissegmentados € dispensavel para infeccéo

sistémica de algumas espécies de plantas hospedeiras, indicando um envolvimento da
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CP de begomovirus com a especificidade do hospedeiro (Stanley & Townsed, 1986;
Gardiner et al., 1988; Pooma et al., 1996). Em begomovirus bissegmentados,
mutacBes na CP reduziram o acumulo de ssDNA, em niveis ainda detectéveis
(Jeffrey et al., 1996). Ainda ndo esta claro se o acimulo de ssDNA é mediado
simplesmente pelo fato de a CP se ligar a0 sSDNA e 0 encapsidar, ou se ha uma
regulacdo génica especifica que interrompe a replicacdo do dsDNA para produzir
ssDNA (Pamer & Ribicki, 1998). Mutantes da CP de TGMV foram capazes de
infectar sistematicamente Nicotiana benthamiana (um hospedeiro em que o virus é
bem adaptado), mas em Nicotiana tabacum ou Datura stramonium os sintomas
ficaram restritos as folhas inoculadas. Assim também, mutantes de CP de BGMV
foram capazes de infectar sistematicamente Phaseolus vulgaris (hospedeiro em que o
virus é bem adaptado), mas ndo foram capazes de infectar sistematicamente
Nicotiana benthamiana. 1sso sugere que a CP é intimamente relacionada com o grau
de adaptacdo do virus com o hospedeiro e € requerida para 0 movimento sistémico
nas relacdes de pouca adaptacdo entre o virus e o hospedeiro (Pooma et al., 1996,
Faria& Zerbini, 2000).

Em mastrevirus e curtovirus, as proteinas CP e MP interagem especificamente,
realizando fungdes equivalentes a MP e NSP de begomovirus bissegmentados (Liu et
al., 1999; Kotlizky et al., 2000). Assim, a CP liga ao ssDNA, tranporta o DNA viral
através da membrana nuclear e interage com a MP para mediar 0 movimento do

complexo CP-ssDNA célula-célula via plasmodesmas (Palmer & Ribicki, 1998).
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3. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Biologia Molecular de
Plantas - BIOAGRO, na Universidade Federal de Vigosa, VicosasMG. Inicialmente,
foi construida uma arvore filogenética baseada na sequéncia de ToOCMV e anatureza
recombinante desse componente viral foi avaliada utilizando o “Recombination
Detection Program”. Posteriormente, foram conduzidos dois experimentos, sendo um
deles visando determinar a infectividade do novo virus TOCMV-[MG-Bt1]-A em
plantas indicadoras e o outro visando expressar 0 gene vira AC5 em bactérias e

purificar a proteina recombinante, com afinalidade de produzir anticorpos.

3.1 Andlise filogenética de begomovirus que infectam tomateir os

As andlises filogenéticas foram conduzidas em matrizes de sequéncias
alinhadas usando a opcao “neighbor-joining and bootstrap” (1000 replicacdes) do
“software DNAMAN 3.0”. As fontes e 0os nimeros de acesso ao “GenBank” de
sequéncias do DNA-A de geminivirus usadas sdo fornecidas na Tabela 2. O
programa utilizado para identificar os eventos de recombinacdo esta disponivel no

site http://www.uct.ac.za/depts/microbi ol ogy/microdescription.htm.
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Tabela 2- Nomes de virus e nimeros de acesso as sequéncias gendmicas

Abreviacéo Nome do virus Ntmero de
acesso
AbMV Abutilon mosaic virus X15983
ACMV-[CM] African cassava mosaic virus-[ Cameroon] AF112352
AYVV Ageratum yellow vein virus X74516
BCaMV Bean calico mosaic virus AF110189
BDMV Bean dwarf mosaic virus M88179
BGMV-[BZ] Bean golden mosaic virus-[ Brazl] M 88686
BGYMV-[GT] Bean golden yellow mosaic virus-[ Guatemal a] M91604
CaLCuV Cabbage leaf curl virus U65529
CLCuMV-[26] Cotton leaf curl Multan virus-[ 26] AJ002458
EACMV-CM East african cassava mosaic virus-Cameroon  AF112354
HYVMV Honeysuckle yellow vein mosaic virus AB020781
ICMV Indian cassava mosaic virus 224758
OYVMV-[201] Okraydlow vein Faisalabad virus- [201] AJ002451
PalLCuVv Papaya leaf curl virus Y 15934
PHYVV Pepper huasteco yellow vein virus X70418
PYMV-PA Potato yellow mosaic virus-Panama Y 15034
SIGMCRV Sda golden mosaic Costa Rica virus X99550
SIGMFV Sda golden mosaic Florida virus AF049336
SIGMHNV Sda golden mosaic Honduras virus Y 11097
SYMV Sda yellow mosaic virus AY (090558
SiMoV Sda mottle virus AY 090555
SLCV Squash leaf curl virus M38183
TbLCCNV Tobacco leaf curl China virus AF240675
TGMV-YV Tomato golden mosaic virus - Yellow vein K02029
ToLCrV-[IC] Tomato leaf crumple virus-[IC] AF101476
ToCMV-[BA-Sel] Tomato chlorotic mottle virus-[ BA-Se1] AF490004
ToCMV-[MG-Bt1] Tomato chlorotic mottle virus-[ MG-Bt1] AY 090557
ToLCBDV Tomato leaf curl Bangladesh virus AF188481
ToLCBV Tomato leaf curl Bangalore virus 248182
ToLCLV Tomato leaf curl Laos virus AF195782
ToLCNDV-MId Tomato leaf curl New Delhi virus-Mild U15016
ToLCTWV Tomato leaf curl Taiwan virus U88692
ToLCV Tomato leaf curl virus S53251
ToMHV Tomato mosaic Havana virus Y 14874
ToMoTV Tomato mottle Taino virus AF012300
ToMoV Tomato mottle virus L 14460
ToRMV-[Ubl] Tomato rugose mosaic virus-[ Uberlandia] AF291705
ToSRV Tomato severe rugose virus AY 029750
TYLCV Tomato yellow leaf curl virus X15656
TYLCSV Tomato yellow leaf curl Sardinia virus X61153
TYLCV-[PT] Tomato yellow leaf curl virus-[ Portugal ] AF105975
TYLCV-[IR] Tomato yellow leaf curl virus-[Iran] AJ132711
TYLCTHV-[2] Tomato yellow leaf curl Thailand virus-[ 2] AF141922
WmCSV Water melon chlorotic stunt virus AJ245652
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3.2 Caracterizacdo biolégica do DNA-A de ToCMV-[M G-Bt1]

3.2.1 Material vegetal

Com o objetivo de caracterizar biologicamente o ToCMV-A, plantas
indicadoras comumente utilizadas em Virologia Vegetal, além de plantas especificas
para 0 virus em questdo, foram utilizadas em ensaios de infectividade. Plantas
pertencentes as familias Cucurbitaceae, Solanaceae, Leguminosae e Chenopodiaceae,
incluindo Nicotiana benthamiana, Nicotiana glutinosa, Nicotiana clevelandii,
Chenopodium quinoa, Chenopodium amaranticolor, Datura stramonium, Euphorbia
eterofila e Lycopersicon esculentum foram testadas quanto a sua capacidade de
atuarem como hospedeiras do virus, observando a presenca de sintomas, a presenca
de infeccdo latente e, se os sintomas induzidos pelo virus foram do tipo local ou

sistémico.

3.2.2 Inoculacao por biobalistica

Nos ensaios de infectividade foram utilizados como fonte de indculo o DNA
dos clones pUFV 393 e pUFV 398, aém dos controles pTG 1.3A e pTG 1.4B,
descritos na Tabela 3.

O DNA plasmidial dos clones pUFV 393, pUFV 398, pTG 1.3A (Bisaro et
al., 1982) e pTG 1.4B (Hamilton et al., 1983) foram isolados utilizando-se o
“Plasmid Midi Kit” (QIAGEN), conforme recomendacbes do fabricante. A
integridade do DNA foi avaliada em gel de agarose 1% (p/v) e a concentracao
determinada por espectrofotometria.  Para 0s ensaios de biobalistica,

aproximadamente 10 ng de DNA dos clones pUFV393 (TCrLYV-B) (Galvéo et al.,
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2003), pUFV 398 (ToCMV-A), bem como as combinacfes de TGMV-A e TGMV-B
foram precipitados em microparticulas de tungsténio na presenca de CaCl, 1 M,
espermidina 13 mM e etanol 70% (v/v) e depositadas em trés membranas
carreadoras. Em seguida, estas membranas foram colocadas no acelerador de
particulas, e foram aceleradas a 550 psi contra as plantas indicadoras. Um dia apés o
bombardeamento, as plantas foram transplantadas para vasos, transferidas para casa
de vegetacdo e observadas quanto ao aparecimento de sintomas tipicos de infeccéo
viral.

As amostras foram coletadas e submetidas a testes de PCR, com a finalidade

de se confirmar a presenca de geminivirus.

Tabela 3 - Clones utilizados no ensaio biol 6gico

Clone Descricéo Virus de origem

pTG1.3A 1,3 Copias do componente A de TGMV entre duas TGMV-A
origens de replicacéo

pTG14B 1,4 Copias do componente B de TGMV entre duas TGMV-B
origens de replicacéo

pUFV393 1,34 Copias do componente B de TCrLYV entre TCrLYV-B
duas origens de replicacéo

pUFV398 1,45 Copias do componente A de ToCMV entre ToCMV-A
sequéncias idénticas do gene AC1

3.2.3 Diagnostico molecular

3.2.3.1 Material vegetal e extracao de DNA

Folhas jovens sadias e folhas infectadas de todas as plantas indicadoras
utilizadas neste experimento foram coletadas, congeladas e conservadas a —-80°C até
0 uso. O DNA viral de cada uma das amostras foi extraido segundo o método de

DELLAPORTA et al. (1983).
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3.23.2PCR

Para confirmar a presenca de geminivirus nas plantas sintomaticas, o DNA
obtido foi usado como molde em reacBes de PCR utilizando oligonucleotideos
degenerados, que amplificam fragmentos especificos dos componentes A e B de
geminivirus, descritos na Tabela 4 (Rojas et a., 1993). As reacdes de amplificacdo
foram conduzidas em um termociclador MJ RESEARCH Peltier Thermal Cycler 200
com incubagdo inicial de 1 minuto a 94°C, seguido por 30 ciclos consecutivos de
94°C por 45 segundos para desnaturagdo, 45°C por 1 minuto para anelamento e
extensdo por 1 minuto a 72°C. Ap0s os ciclos, as reaces foram submetidas a um
periodo adicional de polimerizacdo de 10 minutos a 72°C. Os produtos da reagdo

foram analisados em gel de agarose 1% (p/v) e corado com brometo de etideo 0,1

ng/mL.

Tabela 4 - Oligonucleotideos degenerados para 0 componente A ou B

Tamanho
Regiéo esperado do

Oligonucleotideo Uéncia =
9 Seq amplificada fragmento
amplificado
PAL1v1978 5 GCATCTGCAGGCCCACTYGTCTTYCCNGTS Pate de ARL a
PAR1CA496 5 AATACTGCAGGGCTTY CTRTACATRGG3 regido comum e ;1 q1Kp
umapartede AL1
PCR1 5 CTAGCTGCAGCATATTTACRARWATGCCAS Pate de BLL a6 o
PBL 1v2040 5 GCCTCTGCAGCARTGTRGGRTCKATCTTCATACA3  Primeiro nudedtideo —,, gy

daregido comum

* As regides sublinhadas correspondem ao sitio da endonuclease da restricdo Pstl.
Os oligonucleotideos nas posi¢des degeneradas sdo representados por uma Unica letra do cédigo da
ambiglidade dalUPAC: R=A, G; W=A, T; K=G, T; Y=C, T; eN=A,C,G, T

3.2.3.3 Andlise de “ Southern Blot”

Sondas especificas para o componente A e B de geminivirus foram
preparadas a partir dos plasmideos pUFV393 (TCrLYV-B) e pUFV398 (ToCMV-A)

(Tabela 3). O plasmideo pUFV393 foi digerido com EcoRIl e BamHI, e o plasmideo

23



pUFV398 foi digerido com EcoRlI e Sacl. Os fragmentos de 1,6 Kb de pUFV 393 e de
1,7 Kb de pUFV 398 foram purificados do gel de agarose 1% (p/v) pelo “Kit Prep-A-
Gene” (BIORAD). Os fragmentos virais purificados foram entdo marcados com
flor-12-UTP (Stratagene), usando a técnica de marcacdo por oligonucleotideos
iniciadores aleatérios e extensdo da cadeia pelo fragmento Klenow da DNA
polimerase | de Escherichia coli, conforme recomendado pelo fabricante.

Os DNAs plasmidiais pUFV393 e pUFV398 foram utilizados como
controles, além do DNA de Nicotiana benthamiana (planta sadia) digerido com Sacl.
Aproximadamente 10 ng de DNA total de N. benthamiana infectada com ToCMV-A
foram digerios com Sacl e 10 ng de DNA de N. benthamiana infectada com a
construcdo ToCMV-A e TCrLYV-B foram digeridas com Sacl e ECoRI e separadas
por eletroforese em gel de agarose 0,5% (p/v).

Apbs a detroforese, o gel foi tratado sucessivamente com solucdo de
depurinagdo (HCI 0,25 M) por 15 minutos, com solugdo de denaturacdo (NaCl 1,5M
e NaOH 0,5 M) por duas vezes durante trinta minutos e com solucéo de neutralizacdo
(TrisHC 0,5 M, NaCl 3 M) por duas vezes durante trinta minutos (Sambrook et al.,
1989). Em seguida, o DNA foi transferido por capilaridade para membrana de nailon
em tamp&o SSC 10X (NaCl 3 M e NagCgHs0O; 3,3 M) por no minimo 12 horas.

A membrana foi pré-hibridizada a 60 °C em 30 mL de SSC 6X, Denhardt's
10X (Sambrook et al., 1989), SDS 1% (p/v), NaPPi 2% (p/v) e 1,2 mg de ssDNA por
12 horas. A reagdo de hibridizagdo também foi conduzida a 60 °C, por 24 horas, em
20 mL de SSC 3X, Denhardt’s 5X, SDS 1% (p/v), NaPPi 0,2% (p/v), EDTA 0,002
M, Tris-HCI 0,02 M (pH 7,5) e 0,8 mg de ssDNA, contendo 50 ng de sonda marcada.
Ap6s a hibridizacdo, a membrana foi lavada duas vezes por trinta minutos a 60 °C

com a solucéo de SSC 1X, SDS 0,1% (p/v) e pirofosfato de sddio 0,2 % (p/v) e mais
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duas vezes com solugdo de SSC 0,1X, SDS 0,1% (p/v) e pirofosfato de sodio 0,2%
(p/v). Os sinais de hibridizaco foram visualizados mediante o uso do sistema de
deteccdo ndo-radioativo da Stratagene, de acordo com as recomendacbes do

fabricante.

3.3 Producéo da proteina codificada pela ORF AC5 em sistema heter6logo de

expressao

3.3.1 Amplificacéo por PCR da regiao codificadora do gene viral AC5 a partir

do componenteviral clonado ToOCMV-A, estirpe [M G-Bt1]

O gene ACS5 foi amplificado a partir do DNA de pUFV290, que contém o
componente A de ToCMV-[MG-Btl] clonado no vetor pUC118, com o0s
oligonucleotideos especificos AL5p290F465 -
5 CAGTTTGGGATCCGCTCTTTTGGG3' (posicdo 35 a 56) e AL5p290R1289-
5CGTTCTCCATATGATTCTCGTACS', (coordenadas 836 a 858) de ToOCMV. As
reagbes de amplificagcdo foram conduzidas em um termociclador MJ RESEARCH
Peltier Thermal Cycler 200 com incubag&o inicial de 1 minuto a 94°C, seguido por
30 ciclos consecutivos de 94°C por 45 segundos para desnaturagdo, 50°C por 1
minuto para anelamento e extensdo por minuto a 72°C. Apds os ciclos, as reagoes
foram submetidas a um periodo adicional de polimerizacdo de 10 minutos a 72°C. O
produto da reacdo foi analisado em gel de agarose 1% (p/v) e corados com brometo

de etideo 0,1 ng/mL.
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3.3.2 Clonagem do gene AC5 no Vetor de Expressio PinPoint Xa-3

O fragmento amplificado de aproximadamente 750 pb obtido na reacéo de
PCR, descrita acima, foi purificado do gel de agarose 1% (p/v) pelo “Kit Prep-A-
Gene’ (BIORAD), digerido com a enzima de restricdo Hincll (615 pb) e clonado no
vetor PinPoint™ Xa-3 (PROMEGA), previamente digerido com a enzima EcoRV e
defosforilado.

A reac3o de ligacdo do fragmento amplificado ao vetor PinPoint™ Xa-3 foi
conduzida na proporcdéo de 3:1 do fragmento a ser clonado e o vetor,
respectivamente, em um volume de 20 niL, na presencade 0,5 U daenzima T4 DNA
ligase (GIBCO/BRL), Tris-HCl 50 mM (pH 7,6), MgCl, 10 mM, ATP 1 mM, DTT 1
mM e 5% (p/v) de polietilenoglicol 8000. A misturaincubada a 4°C por 16 horas.

O produto da reacéo de ligagdo foi utilizado para transformacéo de 200 I de
células competentes de Escherichia coli, estirpe BL21 (DE3) (NOVAGEN),
preparadas como descrito por Sambrook et al. (1989). A mistura foi mantida a 0°C
por 30 minutos. Apds um choque térmico de 1 minuto a 42°C, foi adicionado 1 mL
de meio LB (Luria Broth base - SIGMA) e a mistura foi incubada a 37°C por 1 hora.
Em seguida, as células foram sedimentadas por centrifugacdo, ressuspendidas em
100 OOL de meio LB e distribuidas em placa de Petri com meio LB, contendo o
antibiético ampicilina (100 Og/mL), para selecdo das colbnias transformantes.
Dentre os transformantes, o recombinante positivo foi identificado pelo tamanho do

inserto e denominado pUFV48L1.

3.3.3 Expressdo da proteina recombinante

Inicialmente, trés coldnias individuais transformadas com pUFV481, com o

vetor PinPoint™ Xa-controle ou com o vetor PinPoint™ Xa-3 foram transferidas
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para 3 mL de meio LB, contendo biotina2 (M e ampicilina 10000g/ml, e crescidas a
37°C, durante 12-16 horas a 180 rpm. Apos este periodo de incubagdo, 500 CJL de
cultura foram utilizados para inocular 50 mL de LB contendo bicotina 2 [IM e
ampicilina 1000g/mL e incubadas a 37°C, durante 1 horaa 180 rpm.

Para a inducéo da proteina recombinante, foi utilizado IPTG 1 mM em todas
as culturas, as quais foram, posteriormente, incubadas a 37°C durante 5 horas a 180
rpm. Apds este periodo de incubacao, as células foram centrifugadas a 14.000 x g por
5 minutos e lisadas com 4 mL do tampé&o da amostra[Tris-HCI 15 mM (pH6,8), SDS
2% (plv), b-mercaptoetanol 5% (v/v), glicerol 20% (v/v) e azul de bromofenol
0,0025% (p/v)] a 95°C por 5 minutos. A expressdo da proteina recombinante foi
avaliada por meio de “imunaoblottings’ - usando o sistema conjugado estreptavidina

fosfatase-alcalina.

3.34 Purificacdo da proteina recombinante e deteccdo por meo de

“imunoblotting”

A purificagdo da proteina recombinante foi conduzida a partir de extratos
protéicos de culturas de bactéria transformada com pUFV481 e induzidas em larga
escala como descrito anteriormente, seguido por cromatografia de afinidade em
resinas SoftLink™ (PROMEGA) - com capacidade de ligacdo de 20-40 nmoles de
proteina biotinilada por milimetro de resina. As células tratadas com IPTG, apos a
centrifugacdo a 8.000 x g por 10minutos a 4°C, foram ressuspendidas em 1/10 do
volume inicial da cultura (13 mL) com o tampé&o de lise [TrissHCI 50 mM (pH 7,5),
NaCl 50 mM, glicerol 5% (v/v), PMSF 50 mM e Triton X-100 1 % (v/v)], rompidas
mecanicamente por ultra-sonicacdo em “Ultrassonic Homogenizer 4710 Séries’

(COLE PARMER), nas condicdes de pulso 5, amplitude 60/80, por 15 segundos e,
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novamente, centrifugadas a 10.000 x g por 15minutos a 4°C. O sobrenadante foi
recolhido e aplicado em coluna de cromatografia contendo a resina SoftLink™
(PROMEGA).

Para empacotamento da coluna cromatogréfica, a resina foi homogeneizada
por inversdo e, em seguida, empacotada por gravidade em uma coluna de
polipropileno (10 x 0,5 cm). ApGs a drenagem do etanol 20%, a resina foi lavada
com 20 mL (5 volumes) de tampéo de lise [TrissHCI 50 mM (pH 7,5), NaCl 50 mM;
glicerol 5% (v/v); PMSF 50 mM e Triton X-100 1 % (v/v)]. O extrato bruto de
proteinas foi aplicado a coluna de cromatografia, equilibrada com o tampéo de lise,
sendo que a proteina AC5 foi eluida com o tamp&o de lise contendo biotina5 M em
fragdes de 0,5 mL. As fracBes contendo a proteina AC5 foram identificadas por SDS-
PAGE, utilizando-se gel de acrilamida 10% (p/v), conforme descrito por Laemmli
(1970). Apbs a eletroforese, o gel foi corado com “comassie brilliant blue’. As
fragcBes enriquecidas com a proteina recombinante foram reunidas e mantidas a —
20°C e, posteriormente, separadas por SDS-PAGE, transferidas para uma membrana
de nitrocelulose, usando o sistema de transferéncia da BIORAD, de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Apés a transferéncia, a membrana foi incubada com o reagente de blogueio
TBS-T [TrissHCI 100 mM (pH 8,0), NaCl 150 mM, acrescido de Tween-20 0,05%
(v/Vv)], por 1 hora a temperatura ambiente. A membrana, entdo, foi incubada durante
30 minutos com o sistema conjugado estreptavidina fosfatase-alcalina, sendo,
posteriormente, lavada com 0 mesmo reagente de bloqueio TBS-T por 3 vezes, com
uma duracdo de 5 minutos para cada lavagem. A atividade da fosfatase alcalina foi
detectada, usando-se o0 sistema de deteccdo NBT/BCIP (azul de nitrotetrazélio/5-

bromo, 4-cloro indolilfosfato) (GIBCO/BRL).
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4. RESULTADOS

4.1. Analise filogenética e eventos de recombinacdo entre begomovirus que

infectam tomateir os r ecentemente identificados no Brasil

A sequéncia do componente A de ToCMYV, isolado de MG, foi previamente
determinada (Machado, 2000). Exceto pela presenca de uma ORF AC5 adicional,
sua organizagdo genbmica é similar a0 componente A de begomovirus
bissegmentados. A regido intergénica contém a estrutura de grampo, conservada em
todos os geminivirus, e o nonanucleotideo TAATATTAC que contém o sitio de
clivagem para iniciacdo da replicagdo da fita positiva do DNA (Laufs et al, 1995;
Stanley, 1995, Figura 3). Andlise comparativa de sequéncias revelou que o
componente A de ToCMV, isolado de MG, possui 92% de identidade de sequéncia
com o begomovirus ToOCMV, isolado da Bahia, recentemente identificado (nimero
de acesso AF490004) e designado ToCMV-[BA-Sel].

Entre as regras para classificacdo taxondmica de geminivirus, a homologia de
sequéncia tem sido utilizada como um dos critérios para classificacdo de espécies e
estirpes. De maneira geral, uma identidade de sequéncia superior a 90% entre os
DNA-As de begomovirus tem sido considerado como critério taxondmico para

identificacdo de estirpes do mesmo virus.
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Repetighes TATA

TCrLYV-4 CCAATTGEEGTCTCGCTCARL CTC CGC TAGTCAATI Gl GAT T- -GO T T ACAMTATATATTAGLAGC CTC TATAGAACTTT
TCrLYV-B CCAATTGGGGTCTCGCTCARA CTCCGC TAGTCAATT GGT GACT- -GG TETACAMTATATAGTAGLAGC CTC TATAGAACTCT
ToCHY-[BA-Sel J-A CCGATTGGGGACTCT CTAARL CT-CTARLG-CAATT GGG GACT- -GGGETECTATATATACTAGAACC CTC TATAGRACTTT
ToCHY-[BA-Sel]-E COGATTGEGGACTCT CTAARL CT-CTALLG-CAAT GG GACT- -GoGETECTATATATAT-AGLACC CTC TATAGLACTTT
ToCHV-[MG-Btl]-4 CCGATTGGGGACTCTCTAAAC TTGCTC TAG-CAATT GGG GACT- -GGGETFCTATATATACTAGAACC CTC TATAGAACTTT

TGMV -4 CCAATTGAGGAGGGGCTC CAA AAGTTATAT -GAATT GGTAGT AL -GG TAGE TC TTATATATTAGAAGTTCC T- - BAGGEG -~
TGV -E CCATTTGGTTTGGGGCTACAA AAGTTATAT -GAATT GETAGT A4 -GG TAGE TC TTATATATTAGLAGTTCC T- - BAGGGG -~
ToSEV-4 CCAATTGET-AGCTGCTC TAA LA TCATAT -CAATT GETAGT AA TG TAGE TC TTATATA TAGLAGT TCC TTTALGGAGAT
ToRMV-L4 CCAATTGET-AGCTGCTC TAR LA CTCATAT -CAAT CET AT TATCCTAG I TC TTATATAITAGLAGT TCC TTT ALGAGAT
TCrLYV-4 CCAATCTCGTTC GAACAC TG GG GG CAT COG-TATAA TAT TA CLGGAT G COC GLALRL - —— - - -~
TCrLYV-EB C-AATCTCGTTC GALCACGTGG-CGGCCATCCG-TATAATAT TA CCGGAT GGL CGL GO GATAA -~ —--~

ToCHV-[BA-3el]-A C-AATCTCGTTCACACACGTGG-CGGC CATCCGTTATAATAT TA CCGGAT GGC CGL GG GGTTTTTTT-~
ToCHY-[BA-5el]-B C-AATCTCGTTCACACACGTGG-CGGCCATCOGTTATAATAT TA CCGGAT GGL CGL GG GGTTTTTTT- -
ToCHV-[MG-Btl]-4 C-AATCTCGTTTACACACGTGG-CGGCCATCCGATATAATATTA CCGGAT GHC CGL GC GATTTTTTT -~

TEMV=-K  — — iessbccossostoen CACGTGG-CGGCCATCCGTT-TAATATTACLGGAT GGC CGC GC GATC GTCACCC
TEME=E, 0 fesmmeEEssseee CACGTGG-CGGCCATCCGTTTTAATATTACLGGAT GGC CGC GC GATC GTCCTCC
ToSEV-4 Temme oo oo GCTACACGTGG-COGCCATCOGTTATAATATTA CLGGAT GHC CGC GO GATTTTCACCC
ToRMV-4 e e GCTACACGT-GGCCGGCCATCCGATATAATATTACLGGAT GGCCGCGC GATT TTTAT- -

Estrutura em forma de grampo

Figura 3 - Regido comum do DNA-A e DNA-B de begomovirus que infectam
tomateiros no Brasil. O ainhamento de sequéncias da regido comum dos
begomovirus indicados foi obtido com o programa CLUSTAL — W. A
sequéncia de nucleotideos foi alinhada com aintroducéo e gaps (mostrado
como tracejado) para maximizar a identidade. O sitio provavel de ligacéo
da AC1 (repeticdes), a sequéncia TATA a esquerda do promotor e o
nonanucleotideo conservado est@o localizados nas caixas. A estrutura de
grampo conservada esta sublinhada.

Assim sendo, o DNA-A de ToCMV, isolado de MG, pode ser considerado
uma estirpe de ToCMV-[BA-Sel], sendo designado ToCMV-[MG-Btl], em
referéncia a regido de Betim onde foi inicialmente identificado. Além de exibirem
um alto grau de conservacdo de sequéncias, as regids intergénicas desses virus séo
altamente homologas (94% de identidade de sequéncid) e possuem sequéncias
idénticas (TGGGGACTGGGGT) de ligacdo da proteina AC1 (Figura 3). Baseado na
conservacdo de sequéncia de suas proteinas Rep (AC1) (93% de identidade de
sequéncia) e da origem de replicacdo, pode-se antecipar que a proteina Rep de uma
estirpe sgja capaz de trans-replicar o componente heterdlogo da outra estirpe.

Andlises filogenéticas baseadas na conservacdo de sequiéncia de nucleotideos
da familia Geminiviridae tém demonstrado que o género Begomovirus forma

grupamentos de acordo com sua origem geografica, com distintos ramos para 0s
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virus da América, Asia e Africa (Padidam et al., 1995; 1999). A inclusio de
begomovirus brasileiros recentemente caracterizados em andlises de comparacéo de
sequéncias reforca este relacionamento baseado na origem geogréfica, uma vez que
foram agrupados como sub-ramos de virus das Américas (Figura 4). O mesmo
relacionamento geogréfico € observado quando as sequéncias de aminoacidos
deduzidas dos genes AV1, AC1, AC2 e AC3 serviram de base para comparacéo
(dados ndo mostrados). Em contraste, baseado na filogenia de AC4, ToCMV-[MG-
Btl] segrega mais intimamente relacionado com ramos de begomovirus
monossegmentados como TYLCV e ToLCV da Africa e Asia (Figura 5). Esta
observacdo pode ser relevante, uma vez que o gene C4 de begomovirus
monossegmentados e o gene AC4 de begomovirus bissegmentados parecem ndo ser
anadlogos funcionais. (Jupin et al., 1994; Pooma & Petty, 1996: Ridgen et al., 1994).
Foi também observada que a posi¢éo relativa dos begomovirus brasileiros que
infectam tomateiros varia na arvore filogenética, se diferentes fragmentos do genoma

viral sdo usados como base para as analises filogenéticas (dado ndo mostrado).
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Figura 4 - Arvore filogenética baseada na sequéncia de DNA-A de begomovirus.
Sequéncias de DNA-A de begomovirus monossegmentados e sequéncias
de DNA-A de begomovirus bisssegmentados foram alinhadas. Os
principais ramos da &rvore contém os componenetes gendmicos de virus
das Américas (AM), Africa/lRegido Mediterranea (AF) e Asia/Austrdia
(AS). BR indica um grupo de begomovirus que infectam tomateiros e Sda
no Brasil. As siglas dos virus e 0 niUmero de acesso do “GenBank” estdo

indicados natabela 1.
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Figura 5 - Arvore filogenética obtida do alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos
da proteina AC4. As seqliéncias de aminoécidos deduzidas do produto do
gene AC4 foram dinhadas. A &vore foi gerada usando o software
DNAMAN 3.0. A posicao do ToCMV-[MG-Bt1] éindicada pela seta.
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Este agrupamento diferencial de partes de sequéncias do mesmo virus tem
sido considerado como um indicativo de recombinacdo intermolecular entre os
genomas virais. Assm, um programa de deteccdo de recombinagdo, desenvolvido
por Martin & Rybicki (2000), foi utilizado com o objetivo de identificar eventos de
recombinacdo no DNA-A de begomovirus que infectam tomateiros, recentemente
identificados no Brasil, utilizando os mesmos critérios adotados por Martin &
Rybicki, (2001). O programa utilizado estd disponivel no site

http://www.uct.ac.za/depts/microbiology/microdescription.ntm, € o0 resultado da

andlise de recombinagdo é mostrado na Figura 6A.

Foram encontrados dois grupos de sequéncias recombinantes particularmente
interessantes, porque eles podem ser relacionados com a pressdo de selecéo para
melhor adaptacéo do virus. O primeiro grupo refere-se a um evento de recombinagéo
no qual parte da regido codificadora de Rep (AC1) de Tomato rugose mosaic virus
(TORMV-[MG-UBL1]) e de Tomato rugose severe virus (ToORSV) foi substituida com
uma regido equivaente do Tomato golden mosaic virus (TGMV). A regido
recombinante corresponde as sequéncias que codificam os aminoécidos nas posicoes
34-163 da proteina Rep de TORMV-[MG-Ubl] e 46-174 da proteina Rep de TORSV,
gue compreendem o dominio de ligacdo ao DNA da proteina Rep de TGMV
(Gladfelter et al., 1997).

Esses recombinantes podem ter sido selecionados devido a uma melhor
interacdo entre o dominio de ligagdo ao DNA de Rep e os sitios de ligacdo na origem
de replicacdo. A comparacdo da origem minima de replicacdo de TGMV (Lazarowitz

et al., 1992; Fontes et al., 19944, 1994b) com a regido correspondente de ToRMV -
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[MG-Ubl] e TOoRSV revelou que eles contém 95% e 97% de identidade de

sequéncia, respectivamente (Figura 3).

ACSE AC2 AC4 A
— ——
R AV L= AC1 IR
Ll | -
[ ] ToCMV-[MG-Se1]
P=201 & 1072 P=132 210"

100 3 1601 1993 - 2158

g1 ToCMV-[MG-Bt1]

P=B4 x 10"
1965 - 2350

ToCMV{MG-Ub1]

1 ToSRV
%2 BDMV
[ ToCMV-{BASef]
B ToRMV{MG-Ub1]
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005 B
i ToSHY
&
TCrLYW
ToCMV-BASel]
T _E ToRMV-IMG-Ub1]
o ToChMy{MG-E1]
SWY

1T

Silbal

Figura 6 - A. Representacdo esquemética das regifes recombinantes de begomovirus
brasileiros que infectam tomateiros. Os potenciais pontos de quebra de
recombinacéo e a probabilidade (P) de que as regides indicadas ndo tem origem
recombinante (Martin & Rybicki, 2000) sdo apresentadas no mapa do DNA-A.
Os padrfes indicam a origem vira da regido recombinante. As setas definem a
posicdo, orientacdo e extensdo das fases de leitura aberta, como indicado. IR
indica a regido intergénica. ToOCMV-[BA-Sel], Tomato chlorotic mottle virus,
isolado BA-Sel; ToCMV-[MG-Btl], Tomato chlorotic mottle virus, isolodo
MG-Btl1; ToRMV-[MG-Ubl], Tomato rugose mosaic virus, isolado Ubl;
ToSRV, Tomato severe rugose virus, BDMV, Bean dwarf mosaic virus,
TGMV, Tomato golden mosaic virus, SGMV-Flo, Sda golden mosaic virus-
Florida. B. Arvore filogenética baseada na sequéncia dos segmentos
gendmicos recombinantes de TORMV-[MG-Bt1] (posigbes 100 a 1601 do
genoma ToCMV-[MG-Bt1]), confirmando a aparente natureza recombinante
dessevirus.
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Notavelmente, ambos ToRMV-[MG-Ubl] e ToRSV contém um sitio
duplicado GGATGTAATGGATG, que difere do sitio de ligagdo ao DNA, da

proteina Rep, de TGMV, GGATGTAAGGATG (Fontes et al., 19944), pela insercéo

de um Unico nucleotideo. Emborao TGMV e os virus TORMV-[MG-Ub1] e TORSV
s80 muito divergentes na sequéncia total e induzem diferentes sintomas em seus
hospedeiros (Zerbini, F.M. ndo publicado), a natureza recombinante desses virus
pode tornar 0 seu componente A competente para trans-replicagdo do componente B
heterdlogo. Se esta suposicéo for verdadeira, as propriedades de trans-replicacéo de
recombinantes que ocorrem naturalmente podem complicar ainda mais os critérios
atuais de taxonomia para distincéo de espécies e estirpes dafamilia Geminiviridae.

O segundo evento de recombinacdo particularmente interessante parece ter
ocorrido entre TORMV-[MG-Ubl] e ToCMV-[BA-Sel], resultando em ToCMV-
[MG-Bt1], que contém seqiiéncias de ToOCMV-[BA-Sel] correspondentes a regido
que codifica AC1 e a regido intergénica. Este evento de recombinacéo,
estatisticamente significativo, pode ter habilitado o recombinante ToOCMV-[MG-Bt1]
DNA-A, arecrutar o DNA-B de ToCMV-[BA-Sel] e, como consequéncia TOCMV -
[MG-Btl] DNA-A pode ser considerado um variante do DNA-A de espécies
bissegmentadas de ToCMV. A natureza recombinante de ToCMV-[MG-Bt1] foi
confirmada usando os segmentos gendmicos recombinantes, tais como as sequéncias
de TORMV-[MG-Ub1] (posi¢cdes de 100 a 1601 no genoma de ToCMV-[MG-Bt1]),
como base para andlises filogenéticas, conforme Figura 6B. Isso causou uma
variacdo na posicao relativa de ToCMV-[MG-Btl], uma vez que passou a segregar
intimamente com ToRMV-[MG-Ubl], diferentemente da Figura 4, onde ambos

aparecem em ramos distintos.
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4.2 Caracterizacéo biolégica de ToOCMV-[M G-Bt1]-A

4.2.1 O componente A de ToOCMV-[MG-Bt1] € capaz de infectar seu hospedeiro

natural Lycopersicon esculentum

O DNA-A de ToCMV-[MG-Bt1] ndo requer o DNA-B cognato para infectar
sisematicamente Nicotiana benthamiana (Galvéo et al., 2003). Com a finalidade de
avaliar se o componente A de TOCMV-[MG-Bt1] é capaz de infectar seu hospedeiro
natural Lycopersicon esculentum, sem a necessidade do componente B cognato,
cultivares de tomateiro da variedade “ Santa Clara” foram inoculados com o ToCMV -
[MG-Btl] pelo método biobalistico. O DNA-A de ToCMV-[MG-Btl1] induziu
clorose e mosgueamento, tanto nas folhas inoculadas quanto nas folhas apicais
(Figura 7) em 100% das plantas inoculadas (Tabela 5). Também foi observado
encarquilhamento foliar nas folhas superiores 3 a 4 semanas ap0s a inoculacdo. Estes
sintomas sdo0 similares aqueles observados nas amostras originais de tomateiros
infectados, embora em menor intensidade (E.P.B. Fontes, comunicacdo pessoal). O
acumulo do DNA-A viral foi detectado por PCR nas folhas inoculadas e apicais
(Figura 8, linhas 8 e 10). Nos ensaios de PCR, os oligonucleotideos especificos para
o componente B de begomovirus ndo amplificaram nenhum fragmento de DNA a
partir de DNA de plantas infectadas (Figura 8, linhas 9 e 11), confirmando a auséncia

de um componente B compativel nos ensaios de infectividade.
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Tabela 5 - Ensaio de infectividade, utilizando os inbcuos TOCMV-[MG-Bt1l] DNA-A sozinho ou associado ao TCrLYV DNA-B numa gama de

hospedeiros.
Plantas sintométicas/inocul adas Deteccao do DNA viral —ViaPCR
Folhas inoculadas Folhas sistémicas

Hospedeiro In6euo Experimento
Primers A Primers B Primers A PrimersB
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Lycopersicon esculentum ToCMV-[MG-Bt1] -A 4/4 4/4 + - - - + + - -
Chenopodium amaranticol or ToCMV-[MG-Bt1] -A 2/4 3/4 + + - - + + - -
Chenopodium quinoa ToCMV-[MG-Bt1] -A 2/4 3/4 - - - - + - - -
Datura stramonium ToCMV-[MG-Bt1] -A 0/4 0/4 - - - - + - - -
Nicotiana benthamiana ToCMV-[MG-Bt1] -A 3/4 3/4 + - - - + + - -
Nicotiana clevelandii ToCMV-[MG-Bt1] -A 0/4 0/4 - - - - - - - -
Nicotiana glutinosa ToCMV-[MG-Bt1] -A 2/4 3/4 - - - - - - - -
Euphorbia eterofila ToCMV-[MG-Bt1] -A 0/4 0/4 - - - - - - - -
Lycopessicon esculentum ToCMV-[MG-Bt1]-A + TCrLYV-B 4/4 4/4 + - + - - + - +
Chenopodium amaranticolor ToCMV-[MG-Bt1]-A + TCrLYV-B 3/4 2/4 + - + + + + + -
Chenopodium quinoa ToCMV-[MG-Bt1]-A + TCrLYV-B 2/4 2/14 + + + + - + - +
Datura stramonium ToCMV-[MG-Bt1]-A + TCrLYV-B 0/4 0/4 + - + - + - + +
Nicotiana benthamiana ToCMV-[MG-Bt1]-A + TCrLYV-B 2/4 2/14 + - + - + - + -
Nicotiana clevelandii ToCMV-[MG-Bt1]-A + TCrLYV-B 0/4 0/4 + - + - + - + +
Nicotiana glutinosa ToCMV-[MG-Bt1]-A + TCrLYV-B 0/4 0/4 - - - - + - + -
Euphorbia eterofila ToCMV-[MG-Bt1]-A + TCrLYV-B 0/4 0/4 - - - - - - - -
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ToCMV-[MG Bt-1]-
A
(Folha inoculada)

Folha sadia

ToCMV-[MG Bt-1]-
A
(Folha sistémica)
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A+TCrLYV-B
(Folha inoculada)
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(Folha sistémica)
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H

Figura 7- Sintomas da infecgdo de Lycopersicon esculentum associados a ToOCMV-[MG-Bt1]-A sozinho ou com TCrLYV-B, conforme indicado

acimadafigura.
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L. Esculentum D. stramonium

pUFV 393 pUFV398 planta ToCMV-[MG-Bt1]-A
sadia F. inoc. F. sist. F. inoc. F. sist
A B A B A B

st
[

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 8 - Diagnostico de infeccdo pelo geminivirus ToOCMV-[MG-Bt1]-A por PCR.
DNA total extraido de Lycopersicon esculentum (Canaletas 8, 9, 10 e 11) e
Datura stramonium (Canaletas 12, 13, 14 e 15) foi amplificado com
oligonucleotideos especificos para 0o DNA-A (A) e DNA-B (B) e separados
por eletroforese. A canaleta 1 corresponde ao marcador lambda digerido, 2 a

7 s&0 os controles da reacéo.
Apesar do DNA-A de ToOCMV-[MG-Bt1] ser capaz de infectar sistematicamente
L. esculentum na auséncia de um componente B, os sintomas desenvolvidos foram mais
atenuados do que agquel es observados em tomateiros infectados naturalmente no campo.
Além disso, 0 DNA-A parece ter acumulado em baixos niveis nas plantas infectadas,
conforme julgado pela baixa concentragdo de fragmento amplificado nos ensaios de
diagnose por PCR. Entretanto, a inclusdo de um DNA-B compativel (TCrLYV-B,
Galvéo et al., 2003) nos ensaios de infectividade (Figura 7) ndo alterou a sintomatologia
e a intensidade da doenca causada pelo componente A de ToCMV-[MG-Btl].
Coletivamente, estes resultados indicam que o componente A de ToCMV-[MG-Bt]]
exibe propriedades patogénicas agronomicamente relevantes, mas ndo excluem a

possibilidade de que o componente B cognato da espécie TOCMV venha contribuir para

um aumento da patogenicidade do virus.
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4.2.2 Gama de hospedeiro de ToCMV-[MG-Bt1]-A

Diversas plantas indicadoras foram testadas quanto a sua capacidade de atuarem
como hospedeiros do virus, observando sintomas e a presenca de infecgdo latente. O
método biolistico foi usado para inocular Nicotiana benthamiana, Nicotiana glutinosa,
Nicotiana clevelandii, Chenopodium quinoa, Chenopodium amaranticolor, Datura
stramonium e Euphorbia eterofila com ToCMV-[MG-Bt1]-A associado ao TCrLYV-B
ou ToCMV-[MG-Bt1]-A sozinho. Plantas controle foram incluidas em cada
experimento. Os sintomas foram observados 14 a 21 dias apés a inoculacdo e as folhas
inoculadas e apicais foram coletadas, sendo o acimulo do DNA viral detectado por PCR
ou “Southern blot”.

A inoculacdo de ToOCMV-[MG-Bt1] DNA-A sozinho induziu infeccdo sistémica
com aparecimento de sintomas em N. benthamiana, Chenopodium amaranticolor e
Chenopodium quinoa, com eficiéncia similar (Tabela 5, Figuras 9 e 10). Em contraste,
ToCMV-[MG-Bt1l] DNA-A sozinho ndo induziu infeccdo local e nem sistémica em
N.glutinosa, N. clevelandii e Euphorbia eterofila, ndo sendo possivel detectar o
acumulo do DNA viral (Tabela 5). O DNA-A clonado de ToCMV-[MG-Bt1] causou
infeccBo assintomatica em Datura stramonium, uma vez que ndo houve
desenvolvimento de sintomas (Figura 9), mas o acimulo de DNA vira foi detectado
tanto em folhas inoculadas quanto em folhas apicais (Figura 8, linhas 12 e 14). Em
todos os hospedeiros permissiveis, a inclusdo de um DNA-B compativel (TCrLYV-B)
nos ensaios de infectividade ndo alterou a sintomatologia e a intensidade da doenca

causada pelo DNA-A de ToCMV-[MG-Bt1] (Figuras 7 e9).
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Plantasadia ToCMV-[MG-Bt1]-A ToCMV-[MG-Bt1]-A + Folha sistémica
TCrLYV-B ToCMV-[MG-Bt1]-A

Chenopodium
amar anticol or

Datura
stramonium

Figura 9 - Sintomas em Chenopodium amaranticolor e Datura stramonium, bombardeadas com os clones gendémicos. A representa as plantas
sadias, B, as planta s inoculadas com ToCMV-[MG-Bt1]-A, C, as plantas inoculadas com ToOCMV-[MG-Bt1]-A + TCrLYV-B e, em D, é
mostrado em destaque uma folha sistémica inoculada com o DNA-A de ToCMV-[MG-Bt1].
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, TOCMV-[MG Bt-1]-A ToCMV-[MG Bt-1]-A + TCrLYV-B
Folha sadia (Folha sistémica) (Folha sistémica)

Planta TOCMV-[MG Bt-1]-A +

Chenopodium i - ~4-
p Planta sadia Planta ToCMV-[MG Bt-1]-A TCrLYV-B

quinoa

»

Figura 10 - Sintomas em Chenopodium quinoa. A e D representam folha e planta sadia, B e E sdo a folha e planta inoculadas com ToCMV-[MG- Btl] sozinhoe, C e F
indicam afolha e plantainoculadas com ToCMV-[MG-Bt1]-A em associagdo com TCrLYV-B.
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A auséncia de um possivel DNA-B contaminante foi confirmada pela falha em
detectar o DNA-B viral nos tecidos infectados por meio de PCR (Figura 8) e de
“Southern blot” (Figura 11B, linha 4). Coletivamente, estes resultados indicam que
ToCMV-[MG-Btl] DNA-A é capaz de infectar sistematicamente alguns hospedeiros
como N. benthamiana, Chenopodium amaranticolor, Chenopodium quinoa, Datura
stramonium, além de seu hospedeiro natural Lycopersicon eculentum na auséncia de um
DNA-B cognato. A inclusdo de um DNA-B compativel nos ensaios de inoculacdo
(Figura 11, linha 5) causou um aumento desprezivel no acimulo do dsDNA-A do
ToCMV (Figura 11A, linhas 4 e 5) e ndo aterou a sintomatologia das infecgdes
causadas pelo ToCMV DNA-A. Em contraste, TOCMV-[MG-Btl] DNA-A n&o foi
infeccioso em N.glutinosa, N. clevelandii e Euphorbia eterofila , conforme identificado
pelaauséncia de desenvolvimento de sintomas e ainexisténcia do DNA viral nas folhas

sistémicas (Tabelab).
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Figura 11 - Acimulo do DNA viral em plantas de N. benthamiana infectadas com
ToCMV-[MG-Btl]-A. O DNA total foi isolado de plantas inoculadas com
sequéncias repetidas do DNA virad (ToOCMV[MG-BT1]-A = TA ou ToOCMV-[MG-
Bt1]A + ToCMV-[MG-Igl]-B = TA + TB), digerido com Sacl (TA, linha 4) ou
Scl/BamHI (TA+TB, linha 5), separado por eetroforese, transferido para
membrana de nylon e hibridizado com sondas especificas para 0 DNA vird A ou
DNA-B como indicado a direita. As canaletas 1 (CA) e 2 (CB) correspondem aos
DNAs controles pToCMVA-1,45 e pToCMVB-1,4. A conaleta 3 (Mo) corresponde
a0 DNA de plantas controle inoculadas. As posi¢oes de migracdo das moléculas de
peso molecular padréo sdo indicadas a esquerda em Kb.
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5. DISCUSSAO E CONCLUSAO

A grande diversidade atual dos begomovirus tem sido explicada pela ata
freqliéncia de eventos de recombinacdo que resultaram na recente emergéncia de
gendtipos atamente patogéni cos causando sérias perdas agricolas (Zhou et al., 1997.,
Padidam et al., 1999). Os resultados dessa investigacdo forneceram evidéncias
adicionais da importancia dos eventos de recombinacdo inter-espécies na evolucéo
dos begomovirus e na sua emergéncia como patdgenos relevantes na agricultura. De
fato, utilizando um programa computacional para deteccdo de recombinagdo,
desenvolvido por Martin & Rybicki (2000), eventos de recombinacdo
estatisticamente significantes foram detectados entre as sequéncias completas do
DNA-A de begomovirus que infectam tomateiros, recentemente identificados no
Brasil. As progénies recombinantes mostraram diferentes propriedades biolégicas e
patologicas quando comparadas com 0s Seus provaveis predecessores. A variante
ToCMV-[MG-Bt1]-A originada de recombinagdo foi capaz de produzir sintomas
sistémicos em Nicotiana benthamiana, Chenopodium quinoa, Chenopodium
amaranticolor e Lycopersicon esculentum na auséncia do seu DNA-B cognato.

O modular rearranjo de recombinacdo que resultou em ToCMV-[MG-Bt1]-A

pode ter fornecido a esse virus algumas vantagens evolucionarias quando comparado
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com seus predecessores. Ensaios de infectividade conduzidos com begomovirus
tipicamente bissegmentados, tais como ACMV (Klinkenberg & Stanley., 1990) e
PYMD (Buragohaim et al., 1994), tém demonstrado que a agroinoculagéo de N.
benthamiana com o DNA-A sozinho é suficiente para a replicacdo e movimento do
virus, mas ndo para a inducéo de sintomas. No caso do ToOCMV-[MG-Bt1]-A, ele foi
capaz de mediar infeccdo sistémica e sintomatica em Nicotiana benthamiana,
Chenopodium quinoa, Chenopodium amaranticolor e Lycopersicon esculentum.

A recente caracterizacdo de um novo begomovirus bissegmentado do hemisfério
oriental, denominado Si Lankan casssava mosaic virus (SLCMV), demonstrou que
0 seu DNA-A sozinho exibe caracteristicas de geminivirus monossegmentados
(Saunders et al., 2002). Estas incluem a capacidade do DNA-A sozinho em induzir
infeccdo sistémica agressiva em N. benthamiana e de interagir com o DNA satélite
(DNA [0) associado com doencas mediadas por begomovirus monossegmentados.

Em contraste a0 DNA-A de SLCMV e ACMV que codifica um andlogo do gene
V2, envolvido no movimento viral, a capacidade codificadora do DNA-A de
ToCMV-[MG-Bt1] ndo inclui a presenca de um gene homdlogo de V2. Entretanto,
ele possui uma ORF AC5 complementar ao virion, com o potencial para codificar
uma proteina de 250 residuos de aminoacidos, atipico de outros begomovirus.
Contudo, a possibilidade de que AC5 sgja um gene funciona o qual poderia mediar
uma infeccdo sistémica é improvavel por varias razdes. Primeiro, embora diversas
tentativas utilizando diferentes sistemas para expressdo de genes heterélogos em
bactéria, com a finalidade de produzir a proteina AC5 em Escherichia coli tenham
sido feitas, nenhum sucesso foi obtido. Este resultado sugere, que o polipeptideo
resultante ndo preenche os requerimentos quimicos inerentes para manter a estrutura

natural da proteina. Segundo, a sequéncia de aminoacidos deduzida a partir do gene
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AC5 ndo tem homologia com as proteinas de movimento viral ou com nenhuma outra
proteina notificada no “Genebank”. Terceiro, ndo foi possivel detectar o transcrito
correspondente ao gene AC5 por meio de RT-PCR a partir de RNA total de plantas
infectadas (dados ndo mostrados). Além disso, devido a posicdo e direcdo do gene
AC5 no genoma de ToCMV-[MG-Btl]-A, a expressdo do seu gene seria
absolutamente dependente de uma regulagdo tempora estreita de forma a evitar a
repressao anti-senso da expressao do gene da proteina do capsideo. Finamente, tem
sido demonstrado que mutacdo no gene AC5 correspondente de WmCSV
(Watermelon chlorotic stunt virus) ndo causa nenhum efeito no processo de infecgéo
viral (Kheyr-Pour et al., 2000). Entretanto, € possivel que o gene AC5 de ToCMV -
[MG-Bt1]-A e o gene AC5 de WmCSV sgjam geneticamente distintos, desde que os
genes AC5 homaologos ndo apresentam uma significante conservacdo de sequiéncia
(32% no nivel de identidade dos aminoécidos). Assim, andlises genéticas do gene
AC5 do DNA-A de ToCMV[MG-Bt1] por meio mutagOes poderdo confirmar essas
possibilidades.

Uma explicacéo alternativa para a capacidade do ToOCMV-[MG-Bt1]-A de se
mover sozinho e desenvolver sintomas sistémicos em Nicotiana benthamiana,
Chenopodium quinoa, Chenopodium amaranticolor e Lycopersicon esculentum pode
estar relacionada a proteina AC4, a qual parece ser similar a proteina C4 de
begomovirus monossegmentados do hemisfério oriental (Figura 3). Enquanto a
funcdo do gene AC4 de begomovius bissegmentados ainda ndo esta totalmente
eclarecida (Pooma & Petty, 1996), o produto do gene C4 de begomovirus
monossegmentados (TLCV e TYLCV) parece ser um determinante importante na
severidade dos sintomas e ho movimento sistémico do virus (Jupin et al., 1994,

Rigden et al., 1994). A similaridade de sequéncias entre o gene AC4 de ToCMV-
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[MG-Bt1]-A e 0 gene C4 de begomovirus monossegmentados sugere funcfes
similares. Entretanto, uma vez que o gene AC4 de ToCMV-[MG-Bt1]-A e ToCMV-
[BA-Sel] sdo altamente conservados, a funcdo diferenciada entre suas proteinas
codificadas pode ser explicada por peguenas diferencas na sequéncia de
aminoécidos. Alternativamente, a proteina AC4 ToCMV-[MG-Bt1]-A executa
fungdes distintas por meio de interacbes com diferentes médulos recombinantes no
Seu genoma cognato.

O ToCMV-[MG-Btl] possui um genoma hibrido, no qua o maddulo
compativel de replicacdo (sequéncia no gene AC1 e da Ori) parece ter sido doado
pelo ToOCMV-[BA-Sel] e as sequéncias remanescentes parecem ter originado de
ToRMV-[Ubl] (Figura 4A). A organizacdo modular de ToCMV-[MG-Bt1]-A
acomoda o0 argumento de que as regides recombinantes podem agir como médulos de
interacdo, conferindo propriedades biol dgicas distintas na progénie viral. Neste caso,
a proteina do capsideo seria uma candidata para participar, juntamente com a
proteina AC4, na arquitetura do complexo funcional envolvido na substituicdo das
funcdes de movimento codificadas pelo DNA-B. De fato, tem sido demonstrado que
a proteina do capsideo de begomovirus monossegmentados participa ativamente no
movimento sistémico do virus (Riden et al., 1993; Warting et al., 1997).
Similarmente, em hospedeiros ndo adaptados, a proteina do capsideo de begomovirus
bissegmentados é requerida para o desenvolvimento de uma infeccdo sistémica
(Pooma et al., 1996). Embora nenhum experimento tenha sido conduzido ainda para
determinar se as interacfes entre os médul os recombinantes contribuem efetivamente
para as propriedades patologicas de ToOCMV-[MG-Bt1]-A, esta hip6tese permanece
como uma possibilidade interessante que pode explicar o mecanismo Unico de

doencas mediadas pelo ToOCMV-[MG-Bt1]-A nos hospedeiros permissiveis. Analises

52



genéticas do DNA-A de ToOCMV-[MG-Btl] estdo atualmente em progresso para
investigar se a proteina AC4 exerce funcBes similares a proteina C4 de begomovirus
monossegmentados e para determinar a contribui¢cdo da proteina do capsideo e€/ou do
gene AC5 para a patogenicidade do virus.

Epidemias associadas aos geminivirus estdo atuamente ameacando a
producéo de tomates no Brasil com a proliferacdo de novas espécies. Essas espécies
apresentam regides recombinantes no Seu genoma que Sao0, provavelmente,
responsaveis pela natureza mais agressiva devido a aptiddo aumentada das progénies
recombinantes (Galvao et al, 2003). Os resultados dessa investigacdo forneceram
evidéncias conclusivas de que uma forma variante do DNA-A de ToCMV,
possivelmente de origem recombinante, apresenta propriedades bioldgicas
singulares, apesar de possuir organizagdo gendmica similar a0 DNA-A de
geminivirus bissegmentados do hemisfério ocidental. Os resultados do presente
trabalho reforcam o papel significante de eventos de recombinacdo na evolugdo dos
geminivirus, na sua diversidade e emergéncia como patégenos economicamente

importantes.
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