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RESUMO

FERREIRA, Savio de Siqueira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2008.
Caracterizacdo de um begomovirus obtido de maracujazeiro (Passiflora edulis f.
flavicarpa) e producdo de clones infecciosos. Orientadora: Marcia Rogéria de
Almeida Lamégo. Co-orientadores: Francisco Murilo Zerbini Janior, Poliane Alfenas-
Zerbini e Juliana Lopes Rangel Fietto.

Os begomovirus (familia Geminiviridae) possuem genoma de DNA circular de fita

simples, encapsidado em particulas icosaédricas imperfeitas geminadas. Sao transmitidos

pela mosca-branca Bemisia tabaci e causam doengas de grande importancia econdmica em
diversas culturas, principalmente em regides tropicais ¢ subtropicais. No Brasil, os

begomovirus sdo um grande problema fitossanitario nas culturas do tomateiro e feijoeiro, e

relatos recentes confirmam sua presen¢a também na cultura do maracujazeiro. Apesar da

baixa incidéncia, sua importancia na cultura do maracujazeiro nao deve ser subestimada,
devido a severidade dos sintomas ¢ incapacidade da planta de recuperar-se da infecg¢ao
causada por esses begomovirus. O objetivo deste trabalho foi realizar a caracteriza¢ao
molecular e bioloégica do isolado BR:LNS2:Pas:01 de begomovirus obtido de

maracujazeiro em Livramento de Nossa Senhora, BA. Para isso, foi realizada a clonagem e

seqienciamento do genoma viral (DNA-A e¢ DNA-B). A andlise das seqiiéncias
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demonstrou que o0 DNA-A do BR:LNS2:Pas:01 possui cinco ORFs correspondentes aos
genes Cp, rep, trap, ren e ac4, e outras duas ORFs com alta identidade de seqiiéncia com a
ORF ACS5. O DNA-B possui ORFs correspondentes aos genes mp ¢ nsp. O DNA-A do
isolado BR:LNS2:Pas:01 possui maior identidade de seqiiéncia com o Tomato chlorotic
mottle virus (ToCMoV) (77%), ¢ o DNA-B com o Tomato yellow spot virus (ToYSV)
(74%). Esses valores indicam tratar-se de uma nova espécie, para a qual € proposto o nome
Passion flower severe leaf distortion virus (PSLDV). A andlise filogenética agrupou o
DNA-A do PSLDV no mesmo ramo monofilético do TGMV, e o DNA-B no mesmo ramo
monofilético do ToYSV. A caracterizagdo bioldgica consistiu na determinagdo da gama de
hospedeiros do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01], inoculando-se clones infecciosos via
biobalistica em diversas espécies/cultivares de plantas. Plantas das familias Passifloraceae
e Solanaceae foram hospedeiras do virus, mas apesar do alto relacionamento filogenético
com os virus de tomateiro do Brasil, o PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01] ndo foi capaz de

infectar plantas dessa espécie.
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ABSTRACT

FERREIRA, Savio de Siqueira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2008.
Characterization of a begomovirus obtained from yellow passionfruit (Passiflora
edulis f. flavicarpa) and production of infectious clones. Adviser: Marcia Rogéria de
Almeida Lamégo. Co-advisers: Francisco Murilo Zerbini Janior, Poliane Alfenas-
Zerbini and Juliana Lopes Rangel Fietto.

Begomoviruses (family Geminiviridae) possess a circular, single-stranded DNA genome

encapsidate in twinned icosahedral particles. They are vectored by the whitefly Bemisia

tabaci and cause economically important diseases in several crops, mainly in tropical and
subtropical regions. In Brazil, begomoviruses are major pathogens in common bean and
tomato crops, and recent reports have confirmed their presence in yellow passionfruit. In
spite of the low incidence, their importance in this crop should not be underestimated, due
to the severity of the disease and the plant’s inability to recover from the infection. The
objective of this work was to carry out the molecular and biological characterization of the
begomovirus isolate BR:LNS2:Pas:01, obtained from yellow passionfruit plants in
Livramento de Nossa Senhora, Bahia state. The viral genome (DNA-A and DNA-B) was

cloned and sequenced. Sequence analysis demonstrated that the BR:LNS2:Pas:01 DNA-A

has five ORFs corresponding to the genes cp, rep, trap, ren and ac4, and two additional
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ORFs with high sequence identity with the AC5 ORF. The DNA-B has two ORFs
corresponding to the genes mp and nsp. The DNA-A of isolate BR:LNS2:Pas:01 has the
highest nucleotide sequence identity with Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) (77%),
and the DNA-B with Tomato yellow spot virus (ToYSV) (74%). These identity values
indicate that this isolate represents a new begomovirus species, for which the name Passion
flower severe leaf distortion virus (PSLDV) is proposed. Phylogenetic analysis clustered
the PSLDV DNA-A in a monophyletic branch with TGMV, and the DNA-B in a
monophyletic branch with ToYSV. Biological characterization consisted in the
determination of the isolate’s host range, via biolistic inoculation of infectious clones in
plants of several species/cultivars. The host range was restricted to species from the
Passifloraceae and Solanaceae families. However, in spite of the high sequence identity
between PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01] and tomato begomoviruses, the virus was not capable

of infecting tomato.
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1. INTRODUCAO

O género Passiflora, da familia Passifloraceae, possui mais de 580 espécies de
plantas, sendo mais de 150 nativas do Brasil (Bruckner et al., 2002). Dentre elas destaca-se
o maracuja, largamente consumido no Brasil tanto na forma in natura quanto processado.
Além de ser apreciado pelo seu sabor, 0 maracuja possui diversas outras qualidades, sendo
fonte de vitaminas A e C, e possuindo propriedades medicinais. O maracujd pode ser
utilizado de forma complementar em casos de ansiedade e insonia, e também no controle
de febres e inflamagdes de pele, dentre outros problemas de saude (Dhawan et al., 2004).

Apesar de o género Passiflora possuir diversas espécies de plantas que produzem
frutos comestiveis, apenas trés espécies sao cultivadas: o maracuja-doce (Passiflora alata
Curtis.), o maracuja-roxo (Passiflora edulis Sims.) e o maracuja-amarelo (Passiflora edulis
Sims. f. flavicarpa Deg). Os dois ultimos representam mais de 90% da area cultivada com
maracuja no mundo (Faleiro et al., 2005).

Dentre os paises produtores de maracuja destacam-se o Brasil, Equador e
Colombia. O Brasil ¢ responsavel por cerca de 70% da producdo mundial. O valor da
produgdo nacional foi estimado em 367 milhdes de reais em 2006, com uma producao de

615.196 toneladas em uma area de 45.327 ha. Com exce¢ao de Roraima ¢ Rio Grande do



Sul, todos os estados brasileiros cultivam maracuja comercialmente. Os principais estados
produtores sdo a Bahia ¢ o Ceard, com 207.962 ¢ 101.035 toneladas produzidas em 2006,
respectivamente. Também se destacam os estados do Espirito Santo (72.079 ton), Para
(46.167 ton), Minas Gerais (42.767 ton) e Sergipe (41.919 ton) (IBGE, 2006).

Dentre as doengas que afetam a cultura do maracuja, destacam-se a murcha ¢ a
antracnose, causadas pelos fungos Fusarium oxysporum e Colletotrichum gloeosporioides,
respectivamente; a bacteriose, cujo agente etiologico ¢ a bactéria Xanthomonas campestris;
e as doengas de etiologia viral. A principal virose do maracuja ¢ o endurecimento dos
frutos, que pode ser causada pelos potyvirus Passionfruit woodiness virus (PWV) ou
Cowpea aphid-borne mosaic virus (CABMV) (Nascimento et al., 2006), seguida da
doenga da pinta verde, causada pelo Passionfruit green spot virus (PGSV) (Faleiro et al.,
2005).

Infec¢do de maracujazeiro por begomovirus foi relatada pela primeira vez em Porto
Rico (Brown et al., 1993). O primeiro relato de begomovirus infectando plantas de
maracuja no Brasil (em infec¢ao mista com o CABMYV) foi feito em 2002, em Livramento
de Nossa Senhora, BA, onde 100% das 10.000 plantas de um plantio comercial de
maracujazeiro apresentavam sintomas de infec¢do viral, e também em pomares de Bom
Jesus da Lapa, BA (Novaes et al., 2002). Um begomovirus também foi identificado em
plantas de maracuja em Anadia, AL (Silva et al., 2006). Entretanto, ndo foi realizada a
caracterizagdo molecular completa de nenhum desses isolados. O isolado de Livramento de
Nossa Senhora, denominado LNS-BZ, foi parcialmente caracterizado e a espécie viral
tentativamente denominada Passion flower little leaf mosaic virus (PLLMV) (Novaes et
al., 2003).

Os begomovirus pertencem a familia Geminiviridae, uma das principais familias de

virus de plantas. Estdo amplamente distribuidos em regides tropicais e subtropicais,



infectando diversas culturas (Moriones e Navas-Castillo, 2000; Legg ¢ Fauquet, 2004;
Morales, 2006; Chatterjee ¢ Ghosh, 2007). A familia Geminiviridae engloba virus cujo
genoma ¢ composto por DNA circular fita simples, e que possuem capsideo formado por
dois icosaedros imperfeitos geminados (Rojas et al., 2005). A familia é dividida em quatro
géneros: Begomovirus, Mastrevirus, Curtovirus e Topocuvirus. Apenas os mastrevirus
infectam monocotiledoneas, enquanto os demais infectam dicotiledoneas. O género
Begomovirus é o mais numeroso entre os geminivirus, possuindo 181 espécies (Fauquet et
al., 2008). Diferentemente dos demais geminivirus, que sdo transmitidos por cigarrinhas, o
inseto vetor dos begomovirus ¢ a mosca-branca (Bemisia tabaci). Os mastrevirus,
curtovirus e topocuvirus possuem um componente gendmico, enquanto os begomovirus
possuem um ou dois componentes gendmicos (Stanley et al., 2005). Diversas espécies de
begomovirus que ocorrem no hemisfério oriental possuem apenas um componente
gendmico, e frequentemente estdo associadas a um DNA satélite denominado DNA 3
(Mansoor et al., 2003). Ja os begomovirus das Américas possuem dois componentes
genomicos, denominados DNA-A ¢ DNA-B. As proteinas envolvidas na replicacdo e
encapsidacdo viral sdo codificadas pelo DNA-A, enquanto o DNA-B codifica as proteinas
responsaveis pelo movimento do virus na planta (Lazarowitz, 1992).

A recombinagdo entre geminivirus ¢ um evento freqiiente (Padidam et al., 1999),
sendo especialmente freqliente entre os begomovirus, o que poderia explicar a grande
diversidade genética das espécies do género. Diversos relatos ja demonstraram a
ocorréncia de recombinantes naturais de begomovirus, como por exemplo, entre Tomato
yellow leaf curl virus (TYLCV) e Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) em
tomateiro na Espanha (Monci et al., 2002), e entre African cassava mosaic virus (ACMYV)
e East African cassava mosaic virus (EACMV) em mandioca em Uganda (Zhou et al.,

1997). Nesses casos, o virus recombinante obteve uma vantagem adaptativa, pois passou a



infectar novos hospedeiros em relagdo aos virus parentais, além de induzir sintomas mais
severos. Além disso, foram identificadas regides de alta taxa de recombinagdo em um
complexo de begomovirus monossegmentados em ilhas da costa sudeste da Africa,
sugerindo que a diversidade desse complexo ¢ em grande parte explicada pela
recombinagdo (Lefeuvre et al., 2007).

Outra fonte importante de geracdo de variabilidade genética entre begomovirus
bissegmentados ¢ a pseudo-recombinagdo. Nesse caso, a proteina Rep de um virus
reconhece e passa a direcionar a replicagdo do DNA-B de outro virus. Esse fenomeno foi
demonstrado ocorrer entre begomovirus de tomateiro e plantas daninhas no Brasil
(Andrade et al., 2006).

Por serem virus com alta taxa de variabilidade genética devido aos mecanismos de
recombinac¢do e pseudo-recombingdo, a evolu¢do e adaptacdo dos begomovirus a novos
hospedeiros pode ocorrer rapidamente. Considerando-se a grande incidéncia e diversidade
genética de begomovirus em plantas cultivadas e silvestres no Brasil, ¢ possivel que os
relatos iniciais de begomovirus em maracujazeiro representem a emergéncia de uma ou
mais novas espécies adaptadas a esse hospedeiro. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho
foi caracterizar um isolado de begomovirus obtido de plantas de maracuja-amarelo no
estado da Bahia. Os objetivos especificos incluiram: (i) a clonagem dos dois componentes
genomicos (DNA-A e DNA-B) do virus; (ii) a caracterizagdo molecular, por meio da
analise das seqiiéncias de nucleotideos dos dois componentes gendmicos, € sua
comparagdo com outras espécies de begomovirus; (iii) a obtengdo de clones infecciosos do
virus, por meio de clonagem de 1,5 cépia de cada componente gendmico entre duas

origens de replicacdo; e (iv) a determinacdo da gama de hospedeiros do virus.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Geminiviridae

A familia Geminiviridae compreende virus com genoma de DNA circular fita
simples, com aproximadamente 2600 nucleotideos. Os virions sdo compostos por apenas
uma proteina capsidial (CP), sendo o capsideo formado por dois icosaedros imperfeitos
geminados (Hanley-Bowdoin et al., 1999). A hipotese mais aceita sobre a origem dos
geminivirus propde que eles evoluiram a partir de bacteriofagos como ¢X174, ou de
plasmideos bacterianos com genoma de DNA fita simples (Koonin e Ilyina, 1992).

A familia ¢ subdividida em quatro géneros: Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus e
Begomovirus (Stanley et al., 2005). O género Mastrevirus inclui virus que infectam
monocotiledoneas, transmitidos por cigarrinhas (Homoptera:Cicadellidae) e que possuem
apenas um componente gendmico. O Maize streak virus (MSV) e o Wheat dwarf virus
(WDV) causam prejuizos econdmicos nas culturas do milho e trigo, respectivamente. O
género Curtovirus inclui virus que infectam dicotiledoneas, transmitidos por cigarrinhas
(Homoptera:Cicadellidae) e que também possuem apenas um componente gendmico. Os
curtovirus teriam se originado a partir de eventos de recombinagdo entre virus dos géneros
Mastrevirus e Begomovirus (Rybicki, 1994). O gé€nero Topocuvirus possui apenas uma
espécie (Tomato pseudo-curly top virus, TPCTV), que possui um componente gendomico ¢

¢ transmitida por cigarrinhas (Homoptera:Auchenorrhyncha) a plantas dicotiledoneas. O
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género Begomovirus possui o maior nimero de espécies dentre os geminivirus, com 181
espécies reconhecidas atualmente (Fauquet et al.,, 2008). Sdo virus que infectam
dicotiledoneas, transmitidos por mosca-branca (Bemisia tabaci; Homoptera: Aleyrodidae) e
que podem possuir um ou dois componentes gendomicos.

Diversos begomovirus que ocorrem na Asia, Africa, Europa e Oceania (“Velho
Mundo”) apresentam apenas um componente gendmico, freqiientemente associado a um
DNA satélite (DNA B). Os satélites sao acidos nucléicos infecciosos que dependem de um
virus auxiliar para replicagdo e encapsidacdo (Briddon et al., 2003). O DNA B ¢ essencial
para a severidade dos sintomas, e infec¢des causadas apenas pelo virus auxiliar ndo sdo
capazes de reproduzir os sintomas da doenga (Briddon et al., 2003; Mansoor et al., 2003).
A importancia do DNA f no desenvolvimento da doenca se deve ao fato de que este DNA
satélite codifica uma proteina supressora de silenciamento, denominada BC1 (Cui et al.,
2005), inativando um componente importante da resposta de defesa da planta.

Os begomovirus das Américas possuem dois componentes gendomicos,
denominados DNA-A e DNA-B. Os componentes gendmicos de uma mesma espécie nao
possuem identidade de seqiiéncia, exceto por uma regido de aproximadamente 200
nucleotideos, denominada regido comum (RC), que ¢ altamente conservada (acima de 90%
de identidade). Na RC localiza-se a origem de replicacdo dos geminivirus.

O DNA-A de begomovirus codifica quatro proteinas: a proteina associada a
replicagdo (Rep, “replication-associated protein”), cuja fungdo € reconhecer e se ligar a
origem de replicagdo e iniciar a sintese de DNA viral via mecanismo de circulo rolante
(Fontes et al., 1992; Orozco et al., 1997); uma proteina transativadora da transcrigdo dos
genes cp e nsp (TrAP, “trans-activating protein”), que também atua como supressora de
silenciamento (Voinnet et al., 1999); uma proteina acessoria a replicacdo (Ren,

“replication-enhancer protein), que aumenta o nivel de acimulo de DNA viral (Sunter et



al., 1990; Pedersen e Hanley-Bowdoin, 1994); ¢ a proteina capsidial (CP), responsavel pela
encapsidacdo do genoma viral e essencial para transmissdo pelo inseto vetor (Briddon et
al., 1990; Hofer et al., 1997). Alguns begomovirus codificam a proteina AC4, que também
esta envolvida na supressdo de silenciamento génico (Vanitharani et al., 2004). O DNA-B,
por sua vez, codifica uma proteina de movimento célula-a-célula (MP, “movement
protein”) responsavel pelo aumento do limite de exclusdo dos plasmodesmas (Noueiry et
al., 1994) e a proteina NSP (“nuclear shuttle protein”) responsavel pelo transporte do DNA

viral através dos poros nucleares (Noueiry et al., 1994; Sanderfoot et al., 1996).

2.2. Replicacdo viral

Os geminivirus replicam no nucleo das células infectadas, e por ndo codificarem
uma polimerase, dependem da maquinaria de replicacdo celular. Em uma célula infectada,
o ssDNA viral ¢ transportado para o nicleo, onde ¢ convertido em dsDNA, que serve de
molde tanto para a replicagdo como para a transcri¢do. A replicacdo ocorre por dois
mecanismos: circulo rolante e replicacdo dependente de recombinagdo (RDR). O primeiro,
melhor caracterizado, ocorre de forma semelhante ao mecanismo utilizado pelos
bacteriofagos X174 e M13 (Stanley, 1995). O segundo ocorre via recombinacao
homologa entre um ssDNA e um DNA circular covalentemente fechado (“covalentely
closed circular” - cccDNA) (Jeske et al., 2001; Preiss e Jeske, 2003).

A replicacdo por circulo rolante inicia-se com a clivagem da fita viral pela proteina
Rep. A clivagem ocorre na origem de replicacdo especificamente em uma seqiiéncia
invertida rica em guanina e citosina, que forma uma estrutura em forma de grampo. Essa
seqiiéncia possui o nonanucleotideo 5’-TAATATTAC-3’, invaridvel entre os geminivirus
(Lazarowitz, 1992), que constitui a origem funcional de replicacdo. A proteina Rep cliva a
ligacdo entre o sétimo e o oitavo nucleotideo dessa seqiiéncia (TAATATT*AC) (Laufs et

al., 1995a), expondo uma extremidade 3’-OH livre que servira de iniciador para a
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replicagio do DNA viral (Gutierrez, 1999; Hanley-Bowdoin et al., 1999). Apos a
clivagem, a DNA polimerase do hospedeiro ira sintetizar varias unidades do genoma viral
ligadas covalentemente (concatameros), utilizando a fita complementar como molde. A
propria proteina Rep cliva o concatdmero, liberando as unidades gendmicas, e religa as
extremidades refazendo o circulo de ssDNA (Laufs et al., 1995b), correspondente a uma
unidade do genoma viral.

A proteina Rep se liga na forma de oligdbmeros ao DNA (Orozco et al., 2000) para a
iniciagdo da replica¢do por circulo rolante. Essa ligacdo é dependente de cis-elementos
denominados iterons, presentes na regido comum, que sao constituidos de duas repetigdes
diretas de quatro nucleotideos e uma repeticdo invertida (Gutierrez, 1999). O
reconhecimento dos iterons por Rep ¢ considerado virus-especifico (Argiiello-Astorga et
al., 1994; Harrison e Robinson, 1999), de modo que Rep s0 inicia a replicagdo do seu DNA
cognato.

A replicag¢do dependente de recombinacdo (RDR) foi proposta pela identificacao de
intermediarios de replicagdo viral do Abutilon mosaic virus (AbMV) que ndo poderiam ser
explicados pelo mecanismo de circulo rolante (Jeske et al., 2001). Posteriormente, esses
intermediarios também foram identificados para os geminivirus African cassava mosaic
virus (ACMYV), Beet curly top virus (BCTV), Tomato golden mosaic virus (TGMV) e
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) (Preiss e Jeske, 2003), indicando que a RDR ¢ um
mecanismo geral entre os geminivirus. Além disso, também ja foram encontrados indicios
que sugerem que DNAs satélites associados ao Tomato leaf curl virus (ToLCV), bem
como o CLCuD (“cotton leaf curl disease””) DNA B, também replicam via RDR, além de
replicarem via circulo rolante (Alberter et al., 2005).

O inicio da RDR se d4 quando uma molécula incompleta de ssDNA interage com

um cccDNA, em um sitio de recombinacdo homoéloga. O ssDNA ¢ entdo elongado tendo



como molde o cccDNA, sintetizando-se assim um ssDNA completo, que entdo serd molde
para a sintese da fita complementar. Ainda ndo estd bem esclarecido se o mecanismo ¢
direcionado pelas proteinas do hospedeiro responsaveis pelo mecanismo de recombinagao
homologa para reparo de DNA celular, ou se ¢ dependente das proteinas virais. Até o
presente momento, ndo se sabe o papel das proteinas virais nesse mecanismo, mas ha
indicios de que Trap e Ren ndo sdo essenciais (Jeske et al., 2001). Além disso, ainda ndo se
sabe qual dos mecanismos de replicagao ¢ favorecido in vivo.

O modelo RDR explica diversos fenomenos bioldgicos relacionados aos
geminivirus. Primeiramente, a rapida e freqiiente recombinagdo. Além disso, a RDR
poderia fornecer vantagens adaptativas. Se a replicagdo viral normal for obstruida pela
falta de nucleotideos, digestdio do DNA viral pelas enzimas do hospedeiro ou conflitos
entre replicagdo e transcricdo, as moléculas de DNA incompletas podem ser recuperadas
pela recombinagdo homologa e serem convertidas em genomas virais completos (Jeske et

al., 2001).

2.3. Movimento célula-a-célula e longa distancia

O sucesso da infec¢do viral, e conseqiientemente do estabelecimento da infec¢ao
sistémica na planta, depende, além da replicagao viral, da capacidade do virus em se mover
para outras células e assim espalhar-se por toda a planta. Para isso, todos os virus de planta
codificam proteinas responsaveis pelo movimento do seu genoma para outras células. Os
begomovirus bissegmentados codificam no DNA-B duas proteinas que possuem func¢do de
movimento, NSP ¢ MP. Pelo fato de os geminivirus replicarem no nucleo das células
infectadas, a primeira fase do movimento se d4 com o transporte do genoma viral do
nucleo para o citoplasma, processo que ¢ realizado pela proteina NSP. Numa segunda
etapa, o DNA viral ¢ transportado para as células vizinhas pelo aumento do limite de

exclusdo dos plasmodesmas mediado por MP (Noueiry et al., 1994). Estudos recentes
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sugerem um modelo no qual NSP transporta o DNA viral para a periferia da célula,
facilitando o movimento do genoma viral célula-a-célula. Nesse modelo, a proteina MP
seria a responsavel pelo redirecionamento de NSP para a periferia da célula (Frischmuth et
al., 2007). Além disso, a NSP interage com uma GTPase celular (NIG, “NSP-interacting
GTPase”), que promove o redirecionamento da proteina viral para o citoplasma (Carvalho
et al., 2008). Assim, 0 movimento do genoma viral ¢ resultado da a¢do cooperativa entre as
duas proteinas de movimento, permitindo o estabelecimento da infec¢do sistémica
(Sanderfoot e Lazarowitz, 1995; 1996).

Em begomovirus monossegmentados, como o Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV), a proteina CP ¢ essencial para a infec¢do sistémica, sendo responséavel pelo
trafego do DNA viral entre nticleo e citoplasma, e o0 movimento célula-a-célula ¢ mediado
pelas proteinas V1 e/ou C4 (Rojas et al., 2001). Além disso, para um recombinante natural
do begomovirus bissegmentado Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), a infecgao
sistémica se estabelece mesmo na auséncia do DNA-B, com a fun¢do de movimento sendo
provavelmente suprida pela proteina CP (Fontenelle et al., 2007). Entretanto, para a
maioria absoluta dos begomovirus bissegmentados, a CP ¢ dispensdvel para o

estabelecimento de infeccdo sistémica (Rojas et al., 2005).

2.4. Reprogramacdao do ciclo celular da planta por geminivirus

Por se tratarem de virus com genoma de DNA que ndo codificam sua propria DNA
polimerase, os geminivirus dependem da maquinaria de replicagdo da célula hospedeira
para replicar seu genoma. Como infectam células totalmente diferenciadas, onde ndo
ocorre sintese de DNA, os geminivirus devem reprogramar o ciclo celular, induzindo a
célula hospedeira a sintetizar novamente a maquinaria de replicacdo e, conseqiientemente,
fornecer o aparato enzimatico necessario para a replica¢do viral. De fato, a infec¢ao pelo

Tomato golden mosaic virus (TGMV) induz a sintese de DNA em células totalmente
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diferenciadas (Nagar et al., 2002). Alem disso, em células infectadas pelo TGMV, ha um
maior acimulo de PCNA (“proliferating cell nuclear antigen™), proteina celular envolvida
na replicacdo de DNA (Nagar et al., 1995).

A reprogramacao do ciclo celular é mediada pelas proteinas virais Rep e Ren, que
interagem com a proteina pRB (“plant retinoblastoma”) (Settlage et al., 2001; Arguello-
Astorga et al., 2004), que esta diretamente envolvida no controle do ciclo celular. pRB
impede que ocorra a passagem da fase G1 para a fase S, regulando negativamente os genes
necessarios para essa transicao (Lavia e Jansen-Durr, 1999). A interagdo de Rep ¢ Ren com
pRB impediria a fosforilagdo de pRB pela cinase dependente de ciclina, o que acarretaria a

perda da capacidade de pRB em inibir a entrada da célula na fase S.

2.5. Supressao de respostas de defesa da planta por geminivirus

A proteina Trap, além de funcionar como transativadora dos genes cp e nsp (Sunter
e Bisaro, 1992; 1997; Sunter e Bisaro, 2003), atua também na supressdo de respostas de
defesa da planta a infec¢do viral. O silenciamento génico ¢ um mecanismo de resposta
antiviral conservado em diversos organismos, incluindo plantas e animais (Ding et al.,
2004). Trap ¢ capaz de suprimir essa resposta antiviral, atuando como um supressor de
silenciamento génico (Wang et al., 2005), e ainda transativando genes do hospedeiro que
podem estar relacionados ao controle do mecanismo de silenciamento (Trinks et al., 2005).
Trap interage com a proteina celular ADK (“adenosine kinase”), inativando-a, ¢ a
supressao do silenciamento génico mediado por Trap ¢ dependente da inativacdo dessa
cinase (Wang et al., 2003; Wang et al., 2005).

Além de ADK, Trap também interage a cinase SNF1 (“sucrose non-fermenting 1),
proteina reguladora do metabolismo energético da planta que responde a diminui¢do dos
niveis de ATP, inativando vias biossintéticas que consomem ATP e ativando vias

alternativas de produ¢do de ATP. Plantas superexpressando SNF1 apresentam aumento na
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resisténcia a infecgdo viral, e plantas silenciadas para SNF1 sdo mais suscetiveis (Hao et
al., 2003). Esses dados sugerem que SNF1 faz parte do mecanismo de resposta antiviral
inata da planta, e que os geminivirus evoluiram de forma a contra-atacar esse mecanismo,
inativando SNF1 por meio da interagdo com Trap.

Alguns geminivirus codificam a proteina AC4, que também possui atividade de
supressao de silenciamento. O papel diferenciado de Trap e AC4 na supressdo de
silenciamento pode conferir caracteristicas distintas ao desenvolvimento da doenca
causada por diferentes espécies de geminivirus (Vanitharani et al., 2004).

A interagdo entre uma serina/treonina cinase celular, denominada LeNIK
(“Lycopersicum esculentum NSP-interacting kinase”) e a proteina viral NSP foi
demonstrada utilizando-se o sistema de duplo-hibrido de levedura (Mariano et al., 2004).
A proteina NIK possui dominios caracteristicos de proteinas receptoras de membranas
envolvidas no desenvolvimento da planta ou em resisténcia a patégenos. Também foi
comprovado que os homologos de NIK em soja (GmNIK) e Arabidopsis thaliana (AtNIK)
interagem com NSP (Fontes et al., 2004). Em Arabidopsis, NIK atua como receptor de
sinalizacdo. A interagdo de NSP com NIK inibe a sua atividade de cinase e
conseqiientemente a autofosforilagdo de NIK, que antecede sua oligomerizagao, sugerindo
envolvimento de NIK na resposta de defesa antiviral (Fontes et al., 2004). A interagdo
NIK-NSP seria uma forma de suprimir tal defesa.

A proteina Ren também atua em mecanismos de inativacdo de resposta de defesa
pela interagcdo com SINACI, da familia dos transfatores NAC, proteinas diretamente
ligadas a resposta a estresse (Olsen et al., 2005), levando a um maior acimulo de DNA

viral (Selth et al., 2005).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Isolado viral

Plantas de maracujazeiro (Passiflora edulis f. flavicarpa) coletadas em Livramento
de Nossa Senhora, BA, no ano de 2001, nas quais a infeccdo por begomovirus foi
comprovada por meio de PCR utilizando-se oligonucleotideos universais para o género
(Rojas et al., 1993), foram cedidas pelo Prof. Jorge Rezende (Esalq-USP, Piracicaba, SP).
As plantas foram mantidas em casa-de-vegetacdo e propagadas via estaqueamento. O

isolado viral foi denominado BR:LNS2:Pas:01.

3.2. Clonagem e sequienciamento do genoma viral

A clonagem de ambos os componentes virais foi realizada a partir de DNA total
extraido de folhas infectadas (Dellaporta et al., 1983) seguido de amplificagdo do genoma
viral utilizando-se o kit Templiphi (GE Healthcare), de acordo com as instru¢des do
fabricante. O DNA amplificado foi submetido a rea¢des de clivagem enzimatica com 11
diferentes enzimas de restricdo: Apa I, BamH I, Bgl I, Cla I, EcoR I, Hind III, Kpn I, Pst I,

Sac I, Xba I e Xho I, a fim de determinar quais linearizariam os componentes genomicos,
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permitindo a clonagem. Cada componente genomico foi entdo clonado separadamente no
vetor pBluescript KSII (pKS+, Stratagene) previamente digerido com a mesma enzima que
linearizou o genoma viral.

Para a identificacdo da enzima que cliva cada componente gendomico, foi realizada
hibridizacdo com sondas especificas para o DNA-A ¢ DNA-B. A sonda para o DNA-A
correspondeu a um fragmento compreendendo 852 nucleotideos das regides 3’ das ORFs
cp e ren do Tomato yellow spot virus (ToYSV), e a sonda para o DNA-B correspondeu a
um fragmento compreendendo 822 nucleotideos das regides 3’ das ORFs ns e mp do
ToYSV. Ambas as sondas foram marcadas com a-[**P]-dCTP utilizando-se o kit Prime-it
IT (Stratagene), de acordo com as instrugdes do fabricante. Um micrograma de DNA de
cada clivagem enzimatica foi separado por eletroforese em gel de agarose, transferido e
covalentemente ligado @ membrana de néilon (Hybond-N+, GE Healthcare) e hibridizado
com as sondas especificas de acordo com procedimentos padrdo em condicdes de baixa
estringéncia (Sambrook e Russel, 2001).

Todas as reagdes de ligagcdo foram feitas utilizando propor¢ao de 3:1 (inserto:vetor)
e uma unidade da enzima T4 ligase (Invitrogen), em um volume final de 20 pL, a 14°C por
16 a 20 horas. As transformagdes foram realizadas pelo método do choque térmico
(Sambrook e Russel, 2001). Os clones obtidos foram completamente seqiienciados na

Macrogen (Seul, Coréia do Sul).

3.3. Comparacao de sequéncias e analise filogenética

As seqiiéncias obtidas foram analisadas inicialmente com o auxilio do programa
BLASTn (Altschul et al., 1990), a fim de identificar as espécies virais com as quais
apresentam maior identidade. Também foi feita a comparacdo das ORFs virais com as
ORFs de diferentes begomovirus utilizando-se o programa Clustal W (Thompson et al.,

1994). Alinhamentos multiplos entre as seqiiéncias dos clones obtidos e os virus com
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maior porcentagem de identidade foram obtidos utilizando-se o algoritmo Clustal W
implementado no programa MEGA (Kumar et al., 2004). Arvores filogenéticas baseadas
nos alinhamentos do DNA-A ¢ DNA-B foram preparadas pelo método de maxima
verossimilhanga utilizando-se o programa PHYML (Guindon e Gascuel, 2003). Analise de
“bootstrap” (1000 repeticdes) foi utilizada para verificar a significancia de cada ramo das
arvores. O programa MODELTEST (Posada e Crandall, 1998) foi utilizado para
determinar o modelo de substituigdo de nucleotideos que melhor se ajusta a cada conjunto

de dados.

3.4. Construcao dos clones infecciosos

A partir das seqiiéncias obtidas foi construido o mapa de restricdo para o DNA-A e
DNA-B, utilizando-se o programa DNAMAN. Para a constru¢do do clone infeccioso do
DNA-A, foram escolhidas enzimas que clivam o DNA viral de forma a liberar um
fragmento que contenha toda a regido comum (incluindo a origem de replica¢do). O
fragmento gerado pela clivagem enzimatica foi entdo purificado com o kit Illustra GFX
(GE Healthcare) de acordo com as instrugdes do fabricante, e introduzido no clone de
origem, de forma a gerar um clone que contenha duas origens de replicacdo flanqueando o
componente gendmico completo. Para o DNA-B, o clone infeccioso foi construido de
acordo com Ferreira et al. (2008), com modificagcdes. Resumidamente, dois microgramas
de DNA viral amplificado utilizando-se o kit Templiphi foram submetido a clivagem
enzimatica utilizando-se duas unidades da enzima que lineariza o genoma viral, em um
volume final de 50 pL, por 15 minutos (clivagem parcial). A enzima foi entdo inativada a
65°C por 15 minutos. A reacdo foi submetida a eletroforese em gel de agarose e a banda
correspondente ao dimero gerado pela clivagem parcial do genoma viral foi cortada do gel,

purificada com o kit Illustra GFX e clonada no vetor pKS+, gerando-se o clone infeccioso.
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As reagdes de ligagdo ¢ os procedimentos para transformagao de E. coli foram os mesmos

descritos no item 3.2.

3.5. Teste de infectividade e gama de hospedeiros

Os clones descritos no item 3.3 foram inoculados via biobalistica (Aragdo et al.,
1996) em plantulas de diferentes espécies para a determinagdo da gama de hospedeiros.
Foram inoculadas quatro plantas de cada espécie/cultivar com dois microgramas de cada
componente por planta, além de duas plantas inoculadas sem DNA (controle negativo). Da
familia Passifloraceae, foram inoculadas plantas de maracuja-amarelo (Passiflora edulis f.
flavicarpa). Da familia Solanaceae, foram inoculadas plantas de tomateiro (Solanum
lycopersicum ‘Moneymaker’), pimentdao (Capsicum annuum ‘Ikeda’), Nicotiana
benthamina, Nicotiana glutinosa, Nicotiana clevelandi, fumo (Nicotiana tabacum
‘Samsun’, ‘Xanthi’ ¢ ‘Havana’) ¢ Datura stramonium. Da familia Fabaceae foram
inoculadas plantas de soja (Glycine max ‘Tucunaré¢’), feijao (Phaseolus vulgaris ‘Ouro
Negro’ e ‘Pérola’) e feijao-caupi (Vigna unguiculata ‘Pitiiba’). Também foram inoculadas
plantas de abobrinha (Cucurbita pepo ‘Caserta’), da familia Curcubitaceae, ¢ plantas de
Chenopodium quinoa, da familia Amaranthaceae. Amostras foliares foram coletadas aos
28 dias apds a inoculagdo. O DNA total foi extraido (Dellaporta et al., 1983) e aplicado
diretamente em membrana de ndilon (Hybond-N+). A confirmagdo da infec¢do viral foi
feita via hibridiza¢do “dot blot”. Foi utilizado aproximadamente 1,5 pg de DNA-A viral
como sonda, liberado do clone pVIR050 (DNA-A do isolado BR:LNS2:Pas:01) pela
clivagem enzimatica com Xho I e marcado com digoxigenina utilizando-se o kit DIG DNA
Labeling and Detection (Roche), de acordo com as instru¢des do fabricante. A hibridizacao
foi realizada a 50°C por 16 horas, seguida de duas lavagens a temperatura ambiente em

SSC 0,5x e SDS 0,1% por 5 minutos cada, e duas lavagens a 50°C em SSC 0,1x e SDS
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0,1% por 15 minutos cada.
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4. RESULTADOS

4.1. Clonagem do genoma viral

A partir das reagdes de clivagem com as 11 diferentes enzimas (Figura 1), foram
escolhidas as enzimas Cla I, Xho I e Pst I para a clonagem. Nas primeiras tentativas com
essas trés enzimas, obteve-se sucesso apenas com a enzima Xho I. O seqiienciamento do
clone obtido indicou tratar-se de DNA-A, que foi denominado pVIR050. Para definir qual
enzima seria usada para clonar DNA-B, foi realizada hibridizacdo com sondas especificas
para cada componente. A partir desse resultado (Figura 2), foi definida a enzima Cla I para
a clonagem do DNA-B. A confirmagao da clonagem de ambos os componentes gendmicos
foi realizada pela clivagem enzimatica do DNA plasmidial extraido das coldnias
transformantes com as enzimas citadas acima (Figura 3). O clone correspondente ao DNA-

B foi denominado pVIRO51.
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Figura 1. Clivagem enzimatica dos componentes gendmicos virais amplificados, para
identificagdo de enzimas que linearizam o DNA-A e o DNA-B do isolado
BR:LNSO02:Pas01. M, marcador de comprimento “1 kb plus DNA ladder”, em nt. 1 a 11,
clivagem do DNA viral com as enzimas Apa I, BamH I, Bgl II, Cla I, EcoR I, Hind III,
Kpn I, Pst I, Sac I, Xba I e Xho I, respectivamente. As bandas de aproximadamente 2600 nt
correspondem ao genoma viral linearizado.

Figura 2. Hibridizagdo do DNA viral com sondas especificas para DNA-A e DNA-B, para
identificagcdo de enzimas que linearizam apenas o DNA-B do isolado BR:LNS2:Pas:01. A
e B, forma circular do DNA-A e DNA-B do Tomato yellow spot virus (ToYSV) ligadas em
pKS+, repectivamente. C, H, P, S, DNA viral clivado com as enzimas Cla I, Hind III, Pst I
e Sac I, respectivamente. A enzima Cla I linearizou apenas o DNA-B e, portanto, foi
escolhida para a clonagem desse componente.
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Figura 3. Confirmacao da clonagem do DNA-A e DNA-B do isolado BR:LNS2:Pas:01. A,
clivagem do clone pVIR050 com a enzima Xho I, liberando o plasmideo pKS+ (2900 nt) ¢
o fragmento de aproximadamente 2600 nt correspondente ao DNA-A. B, clivagem do
clone pVIR0O51 com a enzima Cla I, liberando o plasmideo pKS+ e o fragmento de
aproximadamente 2600 nt correspondente ao DNA-B. M, marcador de comprimento “1kb
plus DNA ladder”, em nt.

4.2. Sequenciamento do genoma viral e anélise comparativa das sequiencias

Os clones pVIR050 (DNA-A) e pVIR051 (DNA-B) foram completamente
seqlienciados. O DNA-A do isolado BR:LNS2:Pas:01 possui 2672 nt. Nesse componente
foram identificadas as ORFs correspondentes aos genes cp, com 257 aminoacidos
deduzidos; rep, com 357 aminoacidos deduzidos; trap, com 129 aminoacidos deduzidos;
ren, com 132 aminoacidos deduzidos; e ac4, com 132 aminoacidos deduzidos (Figura 4).
Também foram identificadas duas ORFs, distanciadas 127 nucleotideos uma da outra, na

mesma fase de leitura da fita complementar, sobrepostas a ORF cp (Figura 4). A primeira

20



ORF possui 94 aminoacidos deduzidos, apresentando 60% de identidade com os 94
aminoacidos N-terminais da proteina AC5 do Tomato rugose mosaic virus (ToORMV), e a
segunda possui 71 aminoacidos deduzidos, dos quais 63 da por¢do N-terminal apresentam
42% de identidade com os aminoacidos 138 a 212 da proteina AC5 do ToORMV.

O DNA-B possui 2644 nucleotideos, e nesse componente foram identificadas as
ORFs correspondentes aos genes nNsp, com 246 aminoacidos deduzidos, e mp, com 293
aminoacidos deduzidos (Figura 4).

A regido comum apresenta 196 nucleotideos, com 99,99% de identidade entre o
DNA-A e¢ DNA-B (apenas uma substituicio de um nucleotideo), confirmando que os

clones pVIR050 e pVIR051 sao DNAs cognatos.

rep RC
acd
ucs

DNAA
2.672nt

cp

DNAB
2.644nt

trap

Figura 4. Representagdo esquematica do genoma do Passion flower severe leaf distortion
virus (PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01]). As setas em vermelho representam as ORFs virais. As
setas em preto representam as ORFs com identidade de seqiiéncia com a ORF ac5. RC,
regido comum, que inclui a estrutura em forma de grampo onde esta localizada a origem de
replicagdo.
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A andlise das seqiiéncias com o auxilio do programa BLASTNn (Altschul et al.,
1990) indicou que o DNA-A do isolado BR:LNS2:Pas:01 possui maior identidade (74%)
com o Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), ¢ o DNA-B com o Sida micrantha
mosaic virus (SimMV) (69% de identidade). Considerando-se as seqiiéncias completas e
utilizando-se o programa CLUSTALW (Tabela 1), verificou-se uma identidade maxima de
77% do DNA-A com o ToCMoV, e de 74% do DNA-B com o Tomato yellow spot virus
(ToYSV). A identidade do DNA-A do isolado BR:LNS2:Pas:01 com as seqiiéncias
parciais dos isolados LNS-BZ e BJL-BZ do Passion flower little leaf mosaic virus
(PLLMV) (Novaes et al., 2003) foi de apenas 80%. Esses resultados confirmam que o
isolado BR:LNS2:Pas:01 corresponde a uma nova espécie de begomovirus, pois o valor de
89% de identidade de nucleotideos do DNA-A ¢ a base para a diferenciacdo entre espécies
(Fauquet et al., 2008). O nome Passion flower severe leaf distortion virus (PSLDV) ¢
proposto para esta nova espécie.

As seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos deduzidos correspondentes a cada
ORF do PSLDV foram comparadas a de outros begomovirus. De forma geral, as maiores
identidades foram com as ORFs de virus de tomateiro ¢ de Sida do Brasil. Assim como a
seqiiéncia completa do DNA-A, a ORF rep apresentou maior identidade, tanto de
nucleotideos como aminoacidos deduzidos, com o ToCMoV (80% e 83%,
respectivamente) (Tabela 2). A ORF ren (Tabela 3) também apresentou maior identidade
de nucleotideos com 0 ToCMoV (83%), mas a maior identidade de aminoécidos (78%) foi
obtida com o ToYSV e o Tomato golden mosaic virus (TGMV). Para a ORF trap (Tabela
4), o valor maximo de identidade de nucleotideos foi obtido com o Tomato severe rugose
virus (ToSRV) (82%), e a identidade maxima de aminoacidos foi de 72% com o ToSRV,
ToYSV, TGMV e SimMV. Na analise da ORF ac4 (Tabela 5) encontrou-se o maior valor

entre todas as comparagdes, 90% de identidade de nucleotideos com a ac4 do Tomato
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mottle leaf curl virus, valor reduzido para 79% quando comparadas as seqiiéncias de
aminoacidos. Para a ORF cp (Tabela 6), a mais conservada entre os begomovirus, as
identidades de aminoacidos com os virus de tomateiro do Brasil apresentaram valores entre
84 e 88%, mas diferentemente da rep e ren, a maior identidade foi com o ToSRV. Também
foram incluidas nessa analise duas seqiiéncias parciais da proteina capsidial dos isolados
BJL-BZ ¢ LNS-BZ do PLLMYV, obtidos de maracujazeiro na mesma regiao onde foi obtido
o PSLDV. Apesar de apresentarem apenas 80% de identidade entre suas seqiiéncias de
nucleotideos, a identidade das seqiiéncias de aminoacidos foi de 91%. Interessantemente,
apesar de infectarem o mesmo hospedeiro e de terem sido obtidos na mesma regido
geografica do PSLDV, os isolados BJL-BZ e LNS-BZ do PLLMV apresentaram maior
identidade de seqiiéncia, tanto de nucleotideos quanto de aminoacidos, com os virus de
tomateiro e Sida do Brasil do que com o PSLDV (por exemplo, 95-97% de identidade de
aa com o ToYSV e o SiMoV) (Tabela 6). Entretanto, ¢ necessario ressaltar que as
seqiiéncias dos isolados BJL-BZ e LNS-BZ do PLLMV sido parciais. E possivel que
resultados diferentes sejam obtidos quando seqiiéncias do DNA-A completo desses
isolados estiverem disponiveis.

As ORFs presentes no DNA-B também seguiram o mesmo padrdo das ORFs do
DNA-A, apresentando maior identidade com os virus de tomateiro e Sida do Brasil. Para as
ORFs mp e nsp (Tabelas 7 e 8), assim como para a seqiiéncia completa do DNA-B, obteve-
se valores maximos de identidade de nucleotideos com o ToYSV (85%, 81% e 74%
respectivamente), € um valor ainda maior quando comparada as seqiiéncias de aminoacidos

(90 e 84%, para mp e nsp, respectivamente).
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Tabela 1. Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias completas de nucleotideos do DNA-A (valores acima da diagonal) e DNA-B (valores
abaixo da diagonal) do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01] e de outras espécies de begomovirus.

PSLDV  ABMV  ACMV  BGMV  BGYMV giimos |pehoe SGMV  SimMV ~ SGLCV  TGMV  ToCMov  ToMoV ToRMV  ToSRV  ToYSV  ToYVSV — WmCSV

PSLDV -- 73 54 71 72 80 80 72 67 66 76 77 73 74 74 70 75 53
AbMV 58 - 55 75 76 84 85 89 77 69 73 76 85 77 76 77 74 55
ACMV 13 10 -- 55 55 69 70 55 54 53 56 56 56 55 55 54 56 68
BGMV 67 48 14 - 75 83 82 74 75 71 71 77 73 80 78 76 74 57
BGYMV 47 59 11 60 .- 80 81 75 70 67 71 75 74 73 73 73 74 54
EMY, ma** na na na na - 92 84 87 82 81 81 82 83 83 88 82 71
s na na na na na na . 85 88 82 82 81 83 84 83 86 82 70
SGMV 59 75 10 58 59 na na .- 76 69 72 75 88 75 76 77 75 54
SimMv 69 50 10 57 47 na na 50 -- 67 76 74 72 78 78 81 74 56
sqLCV 45 46 13 45 45 na na 46 46 - 69 70 69 70 70 69 68 53
TGMV 51 59 9 64 50 na na 49 59 49 -- 75 74 78 79 76 79 55
ToCMoV 62 48 10 62 48 na na 58 56 47 49 -- 76 85 78 75 77 55
ToMoV 60 77 11 50 62 na na 73 50 46 59 60 - 76 77 76 75 55
ToRMV 61 50 10 61 49 na na 52 71 48 62 58 56 - 86 77 75 54
ToSRV 67 50 10 61 49 na na 52 71 48 63 60 56 98 - 78 77 55
ToYsV 74 48 10 59 46 na na 51 71 46 52 58 51 68 68 - 74 53
ToYVsV 67 47 10 69 55 na na 58 57 49 57 61 50 69 69 67 - 55
WmCsV 13 10 32 14 11 na na 11 13 13 10 10 10 11 11 13 8 -

*Seqiiéncias parciais correspondente a 576 nt da ORF cp
** Seqiiéncias ndo disponiveis
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Tabela 2. Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de nucleotideos da ORF rep (valores acima da diagonal) ¢ de aminoacidos da proteina
Rep (valores abaixo da diagonal) do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01] e de outras espécies de begomovirus.

PSLDV AbMV ACMV BGMV BGYMV  SGMV SimMV  SgLCV TGMV  ToCMoV  ToMoV  ToRMV  ToSRV ToYSV ~ ToYVSV  WmCSV

PSLDV -- 72 64 71 74 71 71 66 74 80 72 74 74 73 76 63
AbMV 76 -- 65 74 77 91 76 65 73 74 87 73 73 77 73 65
ACMV 61 64 -- 65 63 66 64 60 64 63 66 64 64 63 61 73
BGMV 69 73 61 -- 71 72 74 61 74 73 74 79 78 75 71 62
BGYMV 74 80 63 72 -- 77 70 65 72 74 77 73 72 74 73 63
SGMV 74 92 63 71 79 -- 76 64 74 74 89 73 74 76 72 64
SimMV 70 78 61 78 72 78 -- 64 77 72 73 80 80 79 73 62
SqLCV 62 61 52 61 61 59 59 -- 69 66 63 66 66 67 64 60
TGMV 74 74 62 76 71 75 78 60 -- 75 72 81 80 79 76 60
ToCMoV 83 77 63 72 76 77 72 62 73 -- 75 77 76 76 79 62
ToMoV 75 &9 64 73 79 90 75 59 75 79 -- 73 75 76 73 62
ToRMV 75 75 63 78 73 75 79 60 82 79 75 -- 95 79 73 61
ToSRV 76 76 63 79 72 76 80 59 82 75 76 93 -- 79 74 63
ToYsv 71 78 62 76 75 76 82 61 80 73 75 80 81 -- 75 59
ToYVsv 78 76 57 70 74 75 72 59 75 79 75 73 73 74 -- 63
WmCsV 59 62 74 58 60 61 59 54 61 60 61 60 60 61 56 --

25



Tabela 3. Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de nucleotideos da ORF ren (valores acima da diagonal) ¢ de aminoacidos da proteina

Ren (valores abaixo da diagonal) do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01] e de outras espécies de begomovirus.

PSLDV AbMV ACMV BGMV BGYMV SGMV SimMV SqLCV TGMV ToCMoV  ToMoV  ToRMV  ToSRV ToYSV ToYVSV WmCSV
PSLDV -- 78 67 79 76 80 80 75 81 &3 81 81 81 80 79 64
AbMV 75 -- 68 79 77 92 82 78 82 81 89 82 83 82 80 68
ACMV 52 50 -- 66 65 66 68 62 56 70 68 69 66 66 66 72
BGMV 76 74 46 -- 81 78 81 78 80 83 79 84 83 81 82 64
BGYMV 75 77 50 77 -- 76 76 82 79 77 76 77 79 78 77 63
SGMV 77 90 49 76 75 -- 82 76 82 80 90 80 82 82 80 66
SimMV 75 80 47 81 75 81 -- 75 78 82 80 82 80 84 80 67
SqLCV 71 75 45 75 79 75 73 -- 79 77 75 78 77 77 77 65
TGMV 78 80 47 78 77 81 74 75 -- 82 81 81 83 81 83 65
ToCMoV 76 79 46 81 72 79 81 72 78 -- 81 94 85 82 82 63
ToMoVv 78 88 51 74 77 87 79 71 78 80 -- 81 83 82 79 66
ToRMV 73 78 47 80 70 78 80 73 77 94 78 -- 85 82 82 64
ToSRV 76 78 52 83 78 81 77 72 80 82 81 81 -- 84 84 64
ToYsv 78 77 49 78 75 79 76 77 81 78 77 78 82 -- 80 66
ToYVsv 78 76 47 81 78 78 77 74 83 80 78 79 81 78 -- 66
WmCsV 50 53 69 50 52 54 51 49 52 52 53 51 53 50 55 --

26



Tabela 4. Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de nucleotideos da ORF trap (valores acima da diagonal) e de aminoacidos da proteina
Trap (valores abaixo da diagonal) do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01] e de outras espécies de begomovirus.

PSLDV AbMV ACMV BGMV BGYMV  SGMV SimMV  SgLCV TGMV  ToCMoV  ToMoV  ToRMV  ToSRV ToYSV ~ ToYVSV  WmCSV

PSLDV .. 75 61 80 77 76 80 76 80 81 75 80 82 79 76 62
ABMV 66 -- 64 76 75 93 79 74 78 77 90 78 79 76 75 65
ACMV 43 47 - 61 61 64 61 60 61 58 63 61 58 58 58 73
BGMV 70 68 50 - 77 74 81 75 78 84 76 85 82 79 78 62
BGYMV 68 66 42 67 -- 75 71 82 77 74 73 74 74 73 76 62
SGMV 65 91 46 67 68 - 79 74 78 76 91 77 78 75 76 63
simmMv 72 72 45 73 58 71 -- 75 77 82 78 82 79 82 78 61
sqLcv 68 65 44 68 71 65 63 -- 79 76 71 76 76 75 76 60
oMV 72 71 46 70 66 71 68 68 - 79 75 79 81 78 83 63
TocMov 71 67 51 76 67 68 72 68 70 - 77 95 83 78 78 62
ToMoV 63 84 48 67 63 86 71 63 65 69 -- 76 79 75 75 64
ToRMV 71 70 50 80 68 68 72 67 73 91 68 -- 83 78 79 62
ToSRV 72 68 46 72 62 66 71 64 71 74 67 77 - 80 76 64
ToYSV 72 65 42 74 65 65 76 60 69 68 63 71 71 -- 78 63
ToYVSV 62 62 46 70 61 64 68 62 76 67 61 70 62 68 - 65
WmCsV 44 51 60 48 42 48 46 42 46 44 48 44 44 49 49 -
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Tabela 5. Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de nucleotideos da ORF ac4 (valores acima da diagonal) e de aminoacidos da proteina
AC4 (valores abaixo da diagonal) do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01] e de outras espécies de begomovirus.

PSLDV ACMV ChiLCuV ~ HYVMV PaLCuV  PepLCPV SLCMV ToCMoV ToLCJV ~ ToMoLCV  TYLCV
PSLDV -- 65 83 82 85 83 59 88 83 90 85
ACMV 29 -- 65 62 63 66 80 67 61 59 70
ChiLCuV 73 30 -- 84 90 99 64 82 92 85 85
HYVMV 73 28 68 -- 86 84 65 83 84 83 85
PaLCuV 74 29 81 73 -- 90 66 82 92 85 86
PepLCPV 74 31 98 69 82 -- 64 82 92 85 85
SLCMV 34 56 30 37 32 30 -- 62 65 61 67
ToCMoV 75 28 65 72 67 67 35 -- 82 89 82
ToLCJIV 76 29 86 71 84 87 29 69 -- 86 87
ToMoLCV 79 29 72 75 74 73 37 76 74 -- 86
TYLCV 73 34 71 72 70 72 36 65 69 70 --
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Tabela 6. Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de nucleotideos da ORF cp (valores acima da diagonal) e de aminoacidos da proteina

CP (valores abaixo da diagonal) do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01] e de outras espécies de begomovirus.

PLLMV

PLLMV

PSLDV ~ AbMV ~ ACMV  BGMV  BGYMV pgjipz* LNSBz* SGMV  SimMV  SgLCV ~ TGMV  ToCMov ToMoV ToRMV — ToSRV ~ ToYSV ~ ToYVSV — WmCSV
PSLDV -- 79 57 78 78 80 80 80 79 78 80 79 80 81 80 80 78 57
AbMV 82 - 58 80 77 85 84 91 83 80 80 82 87 83 80 85 80 60
ACMV 66 64 -- 60 60 70 69 60 60 60 61 62 59 59 60 58 61 75
BGMV 86 89 66 - 83 82 83 80 81 81 80 83 80 82 81 81 81 60
BGYMV 85 85 68 88 -- 81 80 79 80 82 81 80 78 81 79 80 81 61
Bl -box 91 94 76 95 95 -- 92 85 88 82 82 81 83 84 83 86 82 70
Nemoe 91 95 76 96 93 97 -- 84 87 82 81 81 82 83 83 88 82 71
SGMV 84 94 65 90 88 96 97 -- 85 80 83 83 89 84 82 85 81 61
SimMV 86 90 66 93 90 96 97 92 -- 82 84 83 83 83 82 87 82 60
sqLCV 86 87 66 91 91 95 94 89 92 -- 85 79 81 79 83 82 83 60
TGMV 87 87 66 91 91 94 94 89 90 92 - 82 82 81 85 83 85 62
TocMov 86 87 68 92 89 95 96 90 90 90 88 -- 82 92 82 82 81 62
ToMoV 84 92 64 90 86 92 93 93 90 89 87 89 - 84 81 83 79 61
ToRMV 86 87 68 91 88 95 96 90 90 89 88 99 89 -- 81 82 82 61
ToSRV 88 87 68 93 87 93 94 89 91 90 90 90 88 90 - 82 83 60
ToYSV 86 89 65 92 88 95 97 90 95 90 89 90 89 90 90 -- 82 60
ToYvsv 86 86 66 89 92 94 94 88 90 92 93 88 87 88 89 90 -- 61
wmcsv 65 64 78 67 66 76 75 66 66 66 68 68 64 68 66 66 67 --

*Seqiiéncias Parciais correspondentes a 576 nt da ORF cp, e 192 aa deduzidos da proteina CP
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Tabela 7. Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de nucleotideos da ORF mp (valores acima da diagonal) e de aminoacidos da proteina
MP (valores abaixo da diagonal) do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01] e de outras espécies de begomovirus.

PSLDV AbMV ACMV BGMV BGYMV SGMV SimMV SqLCV TGMV ToCMoV ToMoV ToRMV ToSRV ToYSV ~ ToYVSV  WmCSV

PSLDV -- 75 30 75 72 75 75 70 79 72 75 77 77 85 77 39
AbMV 78 -- 28 74 74 86 76 71 78 72 86 75 74 74 74 30
ACMV 43 41 -- 41 41 29 30 37 41 28 29 29 29 38 24 58
BGMV 82 79 42 -- 75 73 72 71 79 73 75 75 75 76 76 41
BGYMV 78 81 42 79 -- 75 72 71 80 73 75 75 75 72 75 33
SGMV 80 91 42 79 83 -- 78 72 78 72 &5 76 75 75 73 32
SimMVv 82 81 42 81 83 84 -- 70 78 71 75 81 80 75 73 40
SgLCV 77 78 42 75 78 79 78 -- 78 70 71 73 73 70 75 40
TGMV 83 87 48 80 88 87 86 83 -- 75 79 78 78 81 81 49
ToGMo 79 79 39 78 80 81 78 78 84 -- 74 72 73 71 73 30
ToMoV 80 91 43 79 82 93 83 80 88 81 -- 74 74 74 74 31
ToRMV 80 80 40 80 81 82 &9 77 85 78 &3 -- 99 77 76 33
ToSRV 81 80 41 81 82 82 90 77 85 78 83 98 -- 77 76 33
ToYsv 90 78 45 79 77 78 80 74 82 77 78 78 79 -- 76 39
ToYVsV 79 80 42 77 82 80 80 80 85 79 81 82 82 78 -- 24
WmCsv 44 42 55 42 43 42 42 45 48 43 42 44 44 43 43 --
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Tabela 8. Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de nucleotideos da ORF nsp (valores acima da diagonal) ¢ de aminoacidos da proteina
NSP (valores abaixo da diagonal) do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01] e de outras espécies de begomovirus.

PSLDV AbMV ACMV BGMV BGYMV  SGMV SimMV SqLCV TGMV  ToCMoV ToMoV  ToRMV  ToSRV ToYSV ~ ToYVSV ~ WmCSV

PSLDV -- 69 8 70 68 71 75 64 71 67 71 74 74 81 73 12
AbMV 70 -- 21 70 70 75 72 65 69 67 77 69 69 72 67 4
ACMV 31 31 -- 26 38 15 9 25 13 13 11 8 10 8 10 38
BGMV 73 71 26 -- 72 70 71 63 69 70 71 70 70 72 73 11
BGYMV 72 67 26 70 -- 69 67 64 73 67 71 70 70 69 72 11
SGMV 72 76 30 71 69 -- 72 64 64 68 79 71 71 73 70 16
SimMv 76 71 31 72 67 71 -- 66 71 70 72 77 78 77 71 5
SgLCV 61 61 28 61 60 60 60 -- 68 67 65 68 68 67 70 4
TGMV 75 66 28 70 69 66 69 60 -- 66 64 73 74 71 76 15
ToCMoV 71 67 26 72 68 69 70 61 67 -- 68 71 71 69 72 16
ToMoVv 71 77 26 70 69 78 70 58 67 68 -- 71 70 73 70 8
ToRMV 75 69 25 70 67 68 75 58 71 67 69 -- 98 73 76 13
ToSRV 76 69 25 70 68 69 75 59 71 67 69 97 -- 73 75 11
ToYsv 84 70 29 75 70 72 78 62 73 70 71 73 74 -- 72 2
ToYVsv 76 67 26 70 71 67 71 61 75 69 67 71 71 72 -- 11
WmCsV 27 28 35 28 27 28 27 29 27 26 25 27 28 25 29 --
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4.3. Analise filogenética

A analise filogenética baseada nas seqiiéncias do DNA-A e DNA-B agrupou os
begomovirus de acordo com a regido geografica, e em seguida com base no hospedeiro
(Figuras 5 e 6). O DNA-A do PSLDV se agrupou em um ramo monofilético, com 94%
de valor de “bootstrap”, que inclui virus obtidos de tomateiro no Brasil (TGMV e
ToYVSV) e de soja na Argentina (SoBIMV) (Figura 5). O DNA-B agrupou-se em um
ramo monofilético com 99% de valor de “bootstrap” incluido virus de Sida (SimMV e

SiMoV) e de tomateiro (ToORMV, ToSRV, ToYSV ¢ ToMIMV) (Figura 6).

Figura 5. Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento das seqiiéncias de
nucleotideos completas do DNA-A de espécies de begomovirus. A arvore foi obtida
pelo método de maxima verossimilhanga, utilizando-se o programa PHYML, com base
no modelo de substituigdo GTR+I+G determinado pelo programa MODELTEST. Os
nimeros em cada ramo indicam o valor de “bootstrap” (1000 repetigdes).

»
»
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Figura 6. Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento das seqiiéncias de
nucleotideos completas do DNA-B de espécies de begomovirus. A arvore foi obtida
pelo método de maxima verossimilhanga, utilizando-se o programa PHYML, com base
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no modelo de substituigdo GTR+I+G determinado pelo programa MODELTEST. Os

nimeros em cada ramo indicam o valor de “bootstrap” (1000 repetigdes).
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4.4. Producéo dos clones infecciosos

A producdo do clone infeccioso correspondente ao DNA-A foi realizada em
duas etapas. Apos o seqiienciamento do clone pVIRO050, identificou-se no mapa de
restrigdo um fragmento de 569 nt contendo a origem de replicagdo viral, gerado pela
digestdo com as enzimas Sac II e Xho I. Esse fragmento foi clonado em pKS+, gerando
o clone pVIR100 (Figura 7). Na segunda etapa, o clone pVIR050 foi digerido com Xho
I, liberando o genoma viral completo, que foi purificado a partir do gel e ligado ao clone
pVIR100 previamente digerido com a mesma enzima. O clone obtido, denominado
pVIRO070, possui 1,2 copias do DNA-A, incluindo duas origens de replicagdo na mesma
orientagdo. A confirmagdo da clonagem e orientacao dos insertos foi realizada por meio
da clivagem do clone pVIR070 com a enzima Sac I. A presenca de fragmentos de
aproximadamente 700 e 5500 pares de bases confirmou a clonagem e a orientagao

correta do inserto (Figura 8).

Figura 7. Confirmagdo da clonagem do fragmento de 569 nt, que inclui a origem de
replicagcdo, proveniente do DNA-A do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01]. 1, clivagem do
clone pVIR100 com as enzimas Sac I e Xho I, liberando o plasmideo pKS+ e o
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fragmento de 569 nt. M, marcador de comprimento “lkb plus DNA ladder”, em nt.
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Figura 8. Confirmagao da clonagem e orientagdo do clone pVIR070, correspondente a
1,2 copia do DNA-A do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01]. 1, clivagem do clone pVIR070
com Sac I, liberando fragmentos de aproximadamente 5500 e 700 nt. M, marcador de
comprimento “1 kb plus DNA ladder”, em nt.

Diversas tentativas de clonagem utilizando a mesma estratégia empregada para o
clone pVIR070 (DNA-A) foram feitas para a producdo do clone infeccioso do DNA-B.
Entretanto, ndo se obteve sucesso. Com isso, resolveu-se proceder a clonagem de
dimeros (Ferreira et al., 2008). Nesse método, os concatameros de alto peso molecular
contendo unidades monoméricas idénticas geradas pela amplificacio com a DNA
polimerase do fago ¢29 sdo submetidas a clivagem parcial, de forma a obter dimeros do
genoma viral covalentemente ligados, ou seja, duas copias completas do componente
gendmico na mesma orientacdo. Inicialmente, foi utiliza a enzima Sal I, que cliva o
DNA-B em apenas um ponto. Os dimeros produzidos pela clivagem parcial com essa
enzima (Figura 9A) foram utilizados em reacdes de ligagdo, porém sem sucesso. Com
isso, foi escolhida a enzima Sac I, que cliva o componente gendmico em dois pontos.
As condicdes de clivagem foram alteradas para permitir a producdo do dimero,
diminuindo-se a concentracdo de enzima e o tempo de reacdo. A digestdo parcial com

Sac I produziu tanto as formas diméricas quanto outras formas intermedidrias maiores
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que o mondmero (Figura 9B). A regido correspondente a todas essas bandas, desde
aproximadamente 4500 nt até¢ 6000 nt, foi purificada do gel e utilizada para a clonagem.
A confirmagao da clonagem foi feita por meio da clivagem do DNA plasmidial com a
enzima Sal I. A presenca de fragmentos de aproximadamente 3500, 2600 e 1200 pares
de bases confirmou a clonagem (Figura 10). O clone obtido, que possui 1,7 copias do
DNA-B, incluindo duas origens de replicagdo na mesma orientagdo, foi denominado

pVIR086.
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Figura 9. Digestao parcial do genoma viral amplificado do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01]
com as enzimas Sal I (A) e Sac I (B). A seta indica a banda de aproximadamente 5200
nt, que corresponde ao dimero do DNA-B. M, marcador de comprimento “1 kb plus
DNA ladder”, em nt.
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Figura 10. Confirmagdo da clonagem ¢ orientacdo do clone pVIR086, correspondente a
1,7 copia do DNA-B do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01]. 1, clivagem do clone pVIR086
com Sal I, liberando fragmentos de 3500, 2600 ¢ 1200 nt, aproximadamente. M,
marcador de comprimento “1 kb plus DNA ladder”, em nt.

4.5. Teste de infectividade e gama de hospedeiros

O resultado do teste de gama de hospedeiros estd apresentado na Tabela 9 e nas
Figuras 11, 12 e 13. Foram inoculadas plantas das familias Passifloraceae, Solanaceae,
Fabaceae, Amaranthaceae e Curcubitaceae, mas o PSLDV s6 foi capaz de infectar
plantas das duas primeiras familias. Dentro da familia Passifloraceae foi testado apenas
0 maracuja-amarelo, e das cinco plantas inoculadas, apenas uma apresentou infecgdo
viral. Com excecdo de tomateiro, pimentdo e Nicotiana glutinosa, todas as outras
solanaceas testadas foram suscetiveis a infec¢do viral, apresentando sintomas muito
severos. Os sintomas em Nicotiana sp. incluiram reducdo de crescimento, mosaico,

clorose, e deformagao foliar, sendo severos em todas as plantas (Figura 12A, B, C, D e
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Figura 13C, D e E). As plantas da espécie Datura stramonium apresentaram sintomas
mais atenuados, incluindo lesoes clordticas e necroticas nas folhas sistémicas e reagao
de hipersensibilidade na folha inoculada (Figural2 F e E, respectivamente). Além disso,
as plantas se recuperaram da infecgao viral a partir de 40 dpi. O periodo latente entre as
solanaceas ndo apresentou variagdo significativa, sendo menor para N. benthamiana
(sete dias), e maior para Datura stramonium (nove dias). O periodo latente em

maracuja-amarelo foi de 12 dias.
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MMaracuji-omarelo C. gninoa

X bethauiana Tomate “Aoneymaker®

N clevelandii C. pepo “Caserta’
X tabacim *Xanthi” Pimentiie "Tkeda’
X tabacuin “Havana® Soja “Tucuneré’

X tabacuin "Samsun’ Feijao "Ouvro Negro®

N ghitinosa Feijio “Pérola

Dittvira stramorinm Caupi “Pitniba’

. Controle Positivo

Figura 11. Detec¢do viral em plantas inoculadas via biobalistica com o PSLDV-
[BR:LNS2:Pas:01] por meio de hibridizacdo utilizando sonda especifica para o DNA-A.
1 a 5, plantas inoculadas de cada espécie/cultivar; -, controle negativo (planta inoculada
com particulas de tungsténio sem DNA); Controle positivo, 20 ng de DNA plasmidial
do clone pVIR050.
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Figura 12. Sintomas observados aos 28 dias apds a inoculagdo em plantas de Nicotiana
benthamiana, N. tabacum, N. clevelandii e D. stramonium inoculadas via biobalistica
com os clones infecciosos do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01]. A e B, N. benthamiana; C, N.
tabacum ‘Havana’; D, N. clevelandii; E, folha inoculada de D. stramonium; F, folha
com infecgdo sistémica de D. stramonium. Em A e D a planta sadia se encontra a
direita.
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Figura 13. Sintomas observados aos 54 dias apos a inoculagdo em plantas Passiflora
edulis f. flavicarpa e N. tabacum inoculadas via biobalistica com os clones infecciosos
do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01]. A, Passiflora edulis f. flavicarpa; B, ampliagdo da folha
destacada em A; C, N. tabacum ‘Xanthi’; D e E, N. tabacum ‘Samsun’. Em A, CeE a
planta/folha sadia se encontra a direita.
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Tabela 9. Espécies de plantas infectadas pelo PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01] por meio de
inoculac¢do dos clones infecciosos via biobalistica.

Espécie/Cultivar . Plar]tas Sintomas Periodg
infectadas/inoculadas latente (dias)

Capsicum annuum ‘Ikeda’ 0/4 - _
Chenopodium quinoa 0/4 - -
Cucurbita pepo ‘Caserta’ 0/4 - -
Datura stramonium 4/4 Ins, Inl, Ics, Icl 9
Glycine max ‘Tucunaré’ 0/4 - -
Nicotiana benthamiana 4/4 df, Ics, Icl, mo, rc 7
N. clevelandii 4/4 df, bo, mo, cl, rc 8
N. glutinosa 0/4 - -
N. tabacum ‘Havana’ 2/4 df, bo, mo, Ics 8
N. tabacum ‘Sansum’ 4/4 df, bo, mo, cl, rc 8
N. tabacum ‘Xanthi’ 4/4 df, bo, mo, cl, rc 8
Passiflora edulis f. 1/5 df, bo, mo, Ics, 12
flavicarpa Icl, rc
Solanum lycopersicum 0/4 - -
‘Moneymaker’
Phaseolus vulgaris ‘Ouro 0/4 - -
Negro’
Phaseolus vulgaris ‘Pérola’ 0/4 - -
Vigna unguiculata 0/4 - -
‘Pititiba’

Os sintomas sdo representados por: df, deformagédo foliar; bo, bolhosidade; Ics,lesdo clordtica sistémica;
Icl, lesdo clorética local; Ins, lesdo necrodtica sistémica; Inl, lesdo necrotica local; mo, mosaico; cl,
clorose; rc, redugdo de crecimento.
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5. DISCUSSAO

O presente trabalho descreve pela primeira vez no Brasil a caracterizagao
molecular e bioldgica de um begomovirus isolado de maracujazeiro. As principais
viroses do maracujd sdo causadas por potyvirus e rhabdovirus. Mesmo assim a
importancia do PSLDV nao deve ser menosprezada, pois o virus tem o potencial para
acarretar grandes perdas econdmicas devido a severidade dos sintomas induzidos e a
incapacidade da planta de recuperar-se da infec¢do mesmo aos 60 dpi. Além disso, o
isolado BR:LNS2:Pas:01 foi coletado no mesmo local e época do ano em que foram
coletados os isolados LNS-BZ e BJL-BZ, parcialmente caracterizados e proposto como
pertencentes a uma nova espécie denominada Passion flower little leaf mosaic virus
(PLLMV) (Novaes et al., 2003). Os isolados LNS-BZ e BR:LNS:Pas:01 foram
coletados em um mesmo campo, onde praticamente 100% das plantas apresentavam
sintomas de infec¢do por begomovirus (Novaes et al., 2002), indicando a alta eficiéncia
de infeccdo desses virus em maracujazeiro.

A normalmente baixa incidéncia de begomovirus nessa cultura pode ser devida
ao fato do biodtipo predominante do inseto vetor (a mosca-branca Bemisia tabaci) ser
pouco adaptado a colonizagdo de plantas da familia Passifloraceae. De fato, o bidtipo B
de B. tabaci, atualmente predominante no Brasil, ndo foi capaz de transmitir os isolados
de PLLMV para plantas sadias de maracujazeiro (Novaes et al., 2003). Isso ¢ um
indicio de que o bidtipo de mosca-branca que coloniza e transmite begomovirus em
maracuja-amarelo ¢ distinto do bidtipo B, e provavelmente melhor adaptado a
transmissdo desses virus para esse hospedeiro. Tal fato reitera a existéncia de uma co-
adaptacdo do virus com seu vetor, conforme ja sugerido para os begomovirus que

infectam mandioca na Africa (Maruthi et al., 2002).
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A importancia do PSLDV deve ser considerada ndo somente pelo seu potencial
em causar perdas na cultura do maracuja-amarelo, mas também por esse virus infectar
solanaceas economicamente importantes como N. tabacum ¢ plantas daninhas como
Datura stramonium, que podem servir como reservatorio natural de virus. Na verdade, é
curioso que o PSLDV infecte com tanta eficiéncia espécies de solanaceas, mas nao o
tomateiro. Tanto a comparacdo das ORFs como a filogenia indicam proximidade do
PSLDV com os begomovirus encontrados em tomateiro no Brasil. Esses resultados
indicam a existéncia de um ancestral comum entre o PSLDV e os begomovirus que
infectam tomateiro, sugerindo que durante o processo evolutivo o PSLDV pode ter se
adaptado ao maracujazeiro e/ou perdido a capacidade de infectar o tomateiro. Outro
dado que reforca a proximidade do PSLDV com begomovirus de tomateiro ¢ a indugdo
de sintomas semelhantes aos induzidos pelo ToYSV em N. benthamiana (Calegario et
al., 2007). Além disso, o DNA-B do PSLDV apresentou maior identidade de seqiiéncia
com o ToYSV (74%), e ficou mais proximo filogeneticamente do ToYSV e de virus
provenientes de Sida (um possivel hospedeiro silvestre do PSLDV).

Esse relacionamento entre begomovirus de maracujazeiro e de tomateiro
também foi observado no caso dos dois isolados de PLLMV (LNS-BZ ¢ BJL-BZ), cujas
proteinas capsidiais apresentam identidade de 97% (aa) com o ToYSV.
Surpreendentemente, a identidade entre as CPs do PSLDV e PLLMYV ¢ de apenas 91%.
Esse resultado sugere que eventos de recombinagdo podem estar envolvidos na
evolucdo dos begomovirus encontrados em maracujazeiro. Interessantemente, apenas
3% de diferenga de aminoacidos na CP (a unica proteina codificada pelos begomovirus
essencial para transmissao pelo vetor) sdo suficientes para que o bidtipo B de B. tabaci,
que transmite eficientemente o ToYSV e os demais begomovirus que infectam o

tomateiro, ndo seja capaz de transmitir os isolados de PLLMV (Novaes et al., 2003).
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Entretanto, deve-se ressaltar que as seqiiéncias dos isolados LNS-BZ e¢ BJL-BZ de
PLLMV sdo parciais, € que a porcentagem de identidade real pode ser menor. A
possivel correlagdo entre a gama de hospedeiros desses virus e seu modo de transmissao
natural deve ser investigada. Em particular, o bidtipo de B. tabaci que coloniza
maracujazeiro deve ser caracterizado, a fim de confirmar se a colonizacao de espécies
de plantas especificas pelo inseto vetor pode explicar a gama de hospedeiros atipica do
PSLDV.

E provavel que a severidade dos sintomas induzidos pelo PSLDV possa em parte
ser explicada pela alta identidade de seqiiéncia da regido comum de seus componentes
gendmicos, que diferem por apenas uma unica substituicdo de nucleotideos em 196
nucleotideos. Isso levaria a uma replicagdo mais eficiente de ambos os componentes
genomicos, acarretando maior acumulo viral. De fato, o resultado da hibridizagao para a
confirmagdo da gama de hospedeiros, apesar de ndo ser quantitativo, sugere a existéncia
de correlacdo entre a severidade dos sintomas e o nivel de DNA detectado em cada
espécie hospedeira. As plantas com sintomas mais severos, como N. benthamiana,
apresentaram sinal mais forte, enquanto as plantas com sintomas mais atenuados, como
Datura stramonium, apresentaram sinal mais fraco. Outra explicacdo seria a presenga da
ORF ac4, cujo produto ja foi caracterizado como supressor de silenciamento para os
virus ACMV e Sri Lankan cassava mosaic virus (SLCMV) (Vanitharani et al., 2004). A
proteina AC4 potencialmente expressa a partir dessa ORF poderia atuar como fator de
viruléncia, contribuindo para uma maior severidade dos sintomas (Vance e Vaucheret,
2001).

O PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01] possui duas ORFs com alta identidade de suas
seqiiéncias deduzidas de aminoacidos com a proteina AC5 do ToORMV. A alteragao de

um nucleotideo na posi¢do 612, alterando o coédon de terminagdo TAA para qualquer
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outro codon, faria com que essas duas ORFs passem a formar uma unica ORF com 208
aminoacidos deduzidos, apresentando 53% de identidade com a proteina AC5 do
ToRMV (e 77% de identidade para a seqiiéncia de nucleotideos). Essa observagdo
sugere duas hipodteses: (i) a ORF ac5 nao ¢ funcional, ndo sendo necessaria para a
infeccdo viral, ou (ii) o mRNA ¢ traduzido pelo mecanismo de “readthrough”, no qual o
codon de termina¢do UAA ¢ reconhecido como um cdédon normal.

O alinhamento da seqiiéncia do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01] com outros
begomovirus revelou que ele possui os mesmos iterons (seqiiéncias relacionadas a
replicagdo viral) que o ToCMoV (GGGG/GGGG/CACC). Somado a isso, a comparagao
das ORFs indicou que esses dois virus possuem 83% de identidade de aminoacidos para
a proteina Rep. Essas observa¢des reforcam a hipdtese de que o PSLDV-
[BR:LNS2:Pas:01] possa ser um recombinante entre o ToCMoV (ou outro virus que
infecte o tomateiro) e um virus ndo identificado. Essa hipdtese é reforcada também pela
presencga de regides de alta taxa de recombinacgdo envolvendo a ORF rep (Lefeuvre et
al., 2007). Além disso, por possuirem proteinas Rep com alta identidade de seqiiéncia e
iterons idénticos, ¢ provavel que esses dois virus possam formar pseudo-recombinantes.
Entretanto, estudos posteriores serdo necessarios para confirmar essas hipoteses.

Apesar de os begomovirus no Brasil serem um grande problema fitossanitario
nas culturas do tomateiro e do feijoeiro, a caracterizacdo de geminivirus em outros
hospedeiros, como o maracuja-amarelo, ¢ de grande importancia. Isso demonstra a
rapida evolucdo e adaptacdo das espécies dessa familia a novos hospedeiros. Além
disso, os prejuizos causados na producdo de tomateiro devido aos begomovirus so
aumentaram a partir do inicio da década de 90, quando foi introduzido no Brasil o
bidtipo B de B. tabaci (Melo, 1992), altamente adaptado a colonizar solanaceas. Como

o bidtipo de mosca-branca responsavel pela transmissdo dos begomovirus de
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maracujazeiro € provavelmente distinto do biotipo B, a possibilidade de que esses
begomovirus passem a ser um grande problema fitossanitario em plantas da familia

Passifloraceae num futuro préximo néo deve ser descartada.
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ANEXOS

Tabela 10. Lista de abreviaturas e numeros de acesso dos genomas virais utilizados

para a comparacao de seqiiencias.

Espécie Sigla No. de acesso no GenBank
DNA-A DNA-B
Abutilon mosaic virus AbMV NC 001928 NC 001929
African cassava mosaic virus ACMV NC 001467 NC 001468
Bean calico mosaic virus BCaMV AF110189 AF110190
Bean dwarf mosaic virus BDMV NC 001931 NC 001930
Bean golden mosaic virus BGMV NC 004042 NC 004043
Bean golden yellow mosaic virus BGYMV NC 001439 NC 001438
Blainvillea yellow spot virus BIYSV EU710756 EU710757
Cabbage leaf curl Jamaica virus CabLCuJV DQ178614 n.d.
Cabbage leaf curl virus CabLCuV NC 003866 NC 003887
Chino del tomate virus CdTV NC 003830 NC 003831
Chilli leaf curl virus ChiLCuV NC 004628 n.d.
Cotton leaf crumple virus CLCrV NC 004580 NC 004581
Corchorus yellow spot virus CoYSV DQ875868 DQ875869
Cucurbit leaf curl virus CulLCrV NC 002984 NC 002985
Desmodium leaf distortion virus DesLDV NC 008494 NC 008495
Dicliptera yellow mosaic Cuba virus DiYMCUV AJ549960 n.d.
Dicliptera yellow mosaic virus DiYMV NC 003856 NC 003857
Euphorbia mosaic virus EuMV NC 008304 NC 008305
Honeysuckle yellow vein mosaic virus HYVMV AB178946 n.d.
Macroptilium golden mosaic virus MaGMV EU158096 EU158097
Macroptilium mosaic Puerto Rico virus | MaMPRV NC 004097 NC 004098
Macroptilium yellow mosaic Florida MaYMFV NC_004099 NC 004100
virus
Macroptilium yellow mosaic virus MaYMV NC 010647 NC 010648
Melon chlorotic leaf curl virus MCLCuV NC 003865 NC 003860
Merremia mosaic virus MeMV NC 007965 NC 007966
Nicandra deforming necrosis virus NDNV n.d. n.d.
Okra yellow mosaic Mexico virus OYMMV DQ022611 n.d.
Okra yellow mottle Iguala virus OYMolV AY751753 n.d.
Papaya leaf curl virus PalL.CuV DQ989326 n.d.
Passion flower little leaf mosaic virus * PLLMV-[BJL-BZ] AY 167565 n.d.
PLLMV-[LNS-BZ] | AY167566 n.d.
Pepper golden mosaic virus PepGMV NC 004101 NC 004096
Pepper leaf curl Pakistan virus PepLCPV DQ116878 n.d.
Pepper huasteco yellow vein virus PHYVV NC 001359 NC 001369
Potato yellow mosaic Panama virus PYMPV NC 002048 NC 002049
Potato yellow mosaic virus PYMV NC 001934 NC 001935
Rhynchosia mosaic Sinaloa virus RhGMSV DQ406672 DQ406673
Rhyncosia golden mosaic virus RhGMV NC 010294 NC 010293
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Sida golden mosaic Costa Rica virus SGMCRV NC 004657 NC 004658

Sida golden mosaic Honduras virus SGMHV NC 004659 NC 004660

Sida golden mosaic virus SGMV NC 002046 NC 002047

Sida common mosaic virus SiCmMV EU710751 n.d.

Sida golden yellow vein virus SiGYVV NC 004635 n.d.

Sida micrantha mosaic virus SimMV-[A2B2] NC 005330 NC 005331
SimMV-[A3B1] n.d. AJ557452

Sida mottle virus SiMoV-[A1B3] AJ557450 AJ557454
SiMoV NC 004637 n.d.

Sida yellow leaf curl virus SiYLCV EU710750 n.d.

Sida yellow mosaic virus SiYMV NC 004639 n.d.

Sida yellow mosaic Yucatan virus SiYMYuV NC 008779 NC 008780

Sida yellow vein virus SiYVV NC 004661 NC 004662

Soybean blistering mosaic virus SoBIMV EF016486 n.d.

Squash leaf curl virus SqLCV NC 001936 NC 001937

Squash mild leaf curl virus SqMLCV NC 004645 NC 004646

Tomato golden mosaic virus TGMV NC 001507 NC 001508

Tomato chino La Paz virus ToChLPV NC 005843 n.d.

Tomato common mosaic virus ToCmMV EU710754 EU710755

Tomato chlorotic mottle virus ToCMoV-[BA-Sel] | NC 003664 NC 003665
ToCMoV-[MG-Btl] | AY090557 n.d.
ToCMoV-[MG-Igl] | DQ336353 DQ336354

Tomato crinkle leaf yellows virus ToCLYV n.d. AY090556

Tomato golden mottle virus ToGMoV NC 008058 NC 008057

Tomato leaf curl Cuba virus ToLCCUV AMO050143 n.d.

Tomato leaf curl New Delhi virus ToLCNDV NC 004611 NC 004612

Tomato leaf curl Sinaloa virus ToLCSV NC 009606 NC 009605

Tomato leaf distortion virus ToLDV EU710749 n.d.

Tomato mosaic Havana virus ToMHV NC 003867 NC 003868

Tomato mild leaf curl virus ToMIMV EU710752 EU710753

Tomato mottle Taino virus ToMoTV AF012300 AF012301

Tomato mottle virus ToMoV NC 001938 NC 001939

Tomato mild yellow leaf curl Aragua ToMYLCAV NC_ 009490 NC 009491

virus

Tomato rugose mosaic virus ToRMV NC 002555 NC 002556

Tomato severe rugose virus ToSRV-[GO] NC 009607 NC 009612
ToSRV-[MG] AY029750 n.d.

Tomato yellow spot virus ToYSV NC 007726 NC 007727

Tomato yellow vein streak virus ToYVSV-[Ba3] EF417915 EF417916
ToYVSV-[G22] EF459696 n.d.
ToYVSV-[Ub] n.d. DQ336352

Tomato severe leaf curl virus TSLCV-[GT96] NC 004642 n.d.

Watermelon chlorotic stunt virus WmCSV NC 003708 NC 003709

*seqiiéncias parciais

58




Lista de figuras

Figura Pagina Descricéo

Clivagem enzimatica dos componentes gendmicos virais amplificados,

1 18 para identifica¢do de enzimas que linearizam o DNA-A e o DNA-B do
isolado BR:LNS02:Pas:01.
Hibridizagdo do DNA viral com sondas especificas para DNA-A e

2 18 DNA-B, para identificacdo de enzimas que linearizam apenas o DNA-
B do isolado BR:LNS2:Pas:01.

3 19 Confirma¢do da clonagem do DNA-A e DNA-B do isolado
BR:LNS2:Pas:01.

4 20 Representagdo esquematica do genoma do Passion flower severe leaf
distortion virus (PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01]).

5 31 Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento das seqiiéncias de
nucleotideos completas do DNA-A de espécies de begomovirus.

6 33 Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento das seqiiéncias de
nucleotideos completas do DNA-B de espécies de begomovirus.

7 35 Confirmacdo da clonagem do fragmento de 569 nt, que inclui a origem
de replicacdo, proveniente do DNA-A do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01].

2 36 Confirmagdo da clonagem e orientagio do clone pVIRO070,
correspondente a 1,2 cépia do DNA-A do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01].

9 37 Digestdo parcial do genoma viral amplificado do PSLDV-
[BR:LNS2:Pas:01] com a enzima Sal I (A) e Sac I (B).

10 33 Confirmagdao da clonagem e orientacio do clone pVIRO086,

correspondente a 1,7 copia do DNA-B do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01].
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11

12

13

40

41

42

Detecgdo viral em plantas inoculadas via biobalistica com o PSLDV-
[BR:LNS2:Pas01] por meio de hibridizagao utilizando sonda especifica
para o DNA-A.

Sintomas observados aos 28 dias apds a inoculacdo em plantas de
Nicotiana benthamiana, N. tabacum, N. clevelandii e D. stramonium
inoculadas via biobalistica com os clones infecciosos do PSLDV-
[BR:LNS2:Pas:01].

Sintomas observados aos 54 dias ap6s a inoculacdio em plantas
Passiflora edulis f. flavicarpa e N. tabacum inoculadas via biobalistica
com os clones infecciosos do PSLDV-[BR:LNS2:Pas:01].
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