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RESUMO 

 

 

ANDRADE, Eduardo Chumbinho, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa. Abril de 2002. 
Clonagem molecular do Tomato chlorotic mottle virus (TCMV) e estudos de pseudo-
recombinação entre begomovírus de tomateiros e Sida sp. Orientador: Francisco Murilo 
Zerbini Júnior. Conselheiros: Elizabeth Pacheco Batista Fontes e Murilo Geraldo 
Carvalho. 

 
 

 A família Geminiviridae, caracterizada pela morfologia de partículas 

icosaédricas geminadas e genoma composto por DNA de fita simples circular, é dividida em 

quatro gêneros, de acordo com o tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros, organização do 

genoma e relacionamento filogenético. Os begomovírus possuem dois componentes 

genômicos, são transmitidos por mosca-branca e infectam dicotiledôneas. A partir de 1994 

houve relatos sucessivos de begomovírus em tomateiro em diversos estados brasileiros. O 

sequenciamento parcial do genoma de alguns destes vírus revelou que há uma grande 

diversidade de espécies, provavelmente como resultado da disseminação de vírus nativos pelo 

biótipo B da mosca-branca Bemisia tabaci. O objetivo do presente trabalho foi a 

caracterização molecular de uma nova espécie de begomovírus detectada no município de 

Igarapé, MG, denominada Tomato chlorotic mottle virus, isolado MG-Ig1 (TCMV-[MG-

Ig1]), e o estudo da ocorrência de eventos de pseudo-recombinação entre begomovírus que 

infetam tomateiro e Sida sp.  Para a  caracterização molecular, foram sintetizados dois pares 

de oligonucleotídeos sobrepostos com sítios de restrição que possibilitaram a amplificação do 

genoma completo (fragmentos de aproximadamente 2.600 nucleotídeos para os componentes 

A e B) do TCMV-[MG-Ig1]. Para o sequenciamento, o genoma completo foi divido em 

subclones sobrepostos e as seqüências foram montadas com o auxílio de programas 

apropriados. A análise comparativa das seqüências confirmou a identidade do TCMV-[MG-

Ig1] como uma espécie do gênero Begomovirus. Para os estudos de pseudo-recombinação 

foram misturados componentes virais clonados em uma cópia e meia do TCMV (isolados 
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BA-Se1 e MG-Be1), Tomato rugose mosaic virus (TRMV), Tomato yellow mottle virus 

(TYMoV) e Tomato golden mosaic virus (TGMV), provenientes de tomateiro, e Sida yellow 

mosaic virus (SYMV) e Sida mottle virus (SMoV), provenientes de Sida rhombifolia. A 

inoculação foi realizada via biobalística em plantas de Nicotiana benthamiana, e o 

diagnóstico da infecção foi confirmado via PCR, utilizando oligonucleotídeos universais para 

begomovírus. Foram observados sintomas sistêmicos nas plantas inoculadas com os pseudo-

recombinantes recíprocos entre TRMV e TGMV, TCMV-[BA-Se1] e TGMV, além de 

TRMV-A + TYMoV-B, TRMV-B + TCMV-[MG-Be1]-A, TRMV-B + SYMV-A, TCMV-

[BA-Se1]-A + TYMoV-B, TCMV-[BA-Se1]-B + SMoV e TCMV-[BA-Se1]-B + SYMV-A. 

As infecções foram confirmadas via PCR em todos os casos. Os sintomas observados 

variaram de acordo com a combinação, desde leve clorose entre as nervuras até mosaico 

amarelo e encarquilhamento severo das folhas. Não foram observados sintomas sistêmicos 

nas plantas inoculadas com os pseudo-recombinantes recíprocos entre TRMV e TCMV-[BA-

Se1], além de TCMV-[BA-Se1]-B + TCMV-[MG-Be1]-A. Na combinação entre TRMV-B + 

SMoV-A foram observados sintomas sistêmicos, porém apenas o componente A de SMoV foi 

detectado via PCR. 
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ABSTRACT 

 

 

ANDRADE, Eduardo Chumbinho, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa. April 2002. 
Molecular cloning of Tomato chlorotic mottle virus (TCMV) and pseudorecombination 
studies among begomoviruses from tomato and Sida sp. Advisor: Francisco Murilo 
Zerbini Júnior. Committee members: Elizabeth Pacheco Batista Fontes and Murilo 
Geraldo Carvalho. 

 
 

The Geminiviridae family, characterized by a particle morphology of twinned, 

incomplete icosahedra and a single-stranded, circular DNA genome, is divided into four 

genera according to the type of insect vector, host range, genomic organization and 

phylogeny. The begomoviruses have two genomic components, are transmitted by whiteflies 

and infect dicot plants. Since 1994 there have been successive reports of begomovirus 

infection in tomato, in several states of Brazil. Partial sequencing of the genome of some of 

the isolates revealed a high degree of genetic diversity, probably due to the dissemination of 

indigenous viruses by the B biotype of the whitefly Bemisia tabaci. The objective of the 

present work was the molecular characterization of a new species of begomovirus detected at 

the city of Igarapé, MG, named Tomato chlorotic mottle virus, isolate MG-Ig1 (TCMV-[MG-

Ig1]), and the study of pseudorecombination events among begomoviruses from tomato and 

Sida sp. for the molecular characterization, two sets of overlapping primers with a common 

restriction site were designed to amplify the full-length viral genome (approximately 2.600 

nucleotide fragments for the DNA-A and DNA-B) of TCMV-[MG-Ig1]. The full-length 

clones were subcloned for sequencing, and the sequences were assembled using the 

appropriate computer programs. Comparative analysis confirmed the identity of TCMV-[MG-

Ig1] as a species of the genus Begomovirus. For the pseudorecombination studies, cloned  

DNA components TCMV (isolates BA-Se1 and MG-Be1), Tomato rugose mosaic virus 

(TRMV), Tomato yellow mottle virus (TYMoV) and Tomato golden mosaic virus (TGMV), 

from tomato, and Sida yellow mosaic virus (SYMV) and Sida mottle virus (SMoV), from  

Sida rhombifolia were mixed and inoculated by particle bombardment into Nicotiana 
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benthamiana plants. Viral infection was confirmed by PCR with general begomovirus 

primers. Sistemic symptoms were oberved in plants inoculated with the reciprocal 

pseudorcombinants between TRMV and TGMV, TCMV-[BA-Se1] and TGMV, and also with 

TRMV-A + TYMoV-B, TRMV-B + TCMV-[MG-Be1]-A, TRMV-B + SYMV-A, TCMV-

[BA-Se1]-A + TYMoV-B, TCMV-[BA-Se1]-B + SMoV and TCMV-[BA-Se1]-B + SYMV-

A. Infections were confirmed by PCR in all cases. The symptoms observed varied with each 

combination, from a mild internerval chlorosis to yellow mosaic and severe leak crumpling. 

Sistemic symptoms were not observed in plants inoculated with the reciprocal 

pseudorecombinants between TRMV and TCMV-[BA-Se1], and also with TCMV-[BA-Se1]-

B + TCMV-[MG-Be1]-A. The combination of TRMV-B + SMoV-A yielded sistemic 

symptoms, but only the SMoV DNA-A was detected by PCR. 

 



 1

 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

A família Geminiviridae constitui uma das famílias de maior importância econômica 

dentre os vírus de plantas, englobando vírus cujo genoma é composto por uma fita simples de 

DNA circular, encapsidado em uma partícula icosaédrica geminada (Lazarowitz, 1992). A 

família é dividida em quatro gêneros (Mastrevirus, Curtovirus, Begomovirus e Topocuvirus), 

de acordo com o tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros, organização do genoma e 

relacionamento filogenético (Van Regenmortel et al., 2000).  

Os begomovírus são considerados um grupo emergente de vírus de plantas, devido ao 

aumento da incidência e severidade das doenças por eles causadas nas últimas décadas 

(Polston e Anderson, 1997). Estão amplamente distribuídos, principalmente em regiões 

tropicais e subtropicais, sendo uma das maiores ameaças à agricultura nestas regiões do globo 

(Brown e Bird, 1992; Polston e Anderson, 1997). O mosaico dourado do feijoeiro, nas 

Américas (Gilbertson et al., 1991a), o enrolamento amarelo das folhas do tomateiro, no 

Mediterrâneo e no Oriente Médio (Navot et al., 1991), e o mosaico da mandioca, na África 

(Fauquet e Fargette, 1988), são exemplos de doenças causadas por begomovírus que 

constituem fatores limitantes para a produtividade das respectivas culturas. Recentemente, a 

emergência de novas espécies de begomovírus infectando tomateiros nas Américas (Polston e 

Anderson, 1997) veio ressaltar de forma dramática o impacto causado por esses patógenos à 

agricultura. O controle das doenças causadas por begomovírus é dificultado pela ausência de 

fontes naturais de resistência e pela diversidade genética do inseto vetor, o que leva à rápida 

seleção de populações resistentes a inseticidas.  

No Brasil, após diversos relatos de doenças transmitidas por mosca-branca ocorridos 

na década de 1950 (Costa e Bennet, 1950; Costa, 1955), Costa (1965) descreveu o mosaico 

dourado do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), denominando o agente etiológico Bean golden 

mosaic virus (BGMV). Posteriormente, o BGMV foi caracterizado como o primeiro 
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geminivírus, e atualmente é o membro-tipo do gênero Begomovirus (Goodman, 1977; Van 

Regenmortel et al., 2000). Na época, o mosaico dourado do feijoeiro foi considerado uma 

doença de importância econômica secundária, mas hoje vem causando grandes perdas em 

pelo menos 12 países da América Latina (Gilbertson et al., 1991b). O aumento populacional 

de seu inseto vetor, a mosca-branca Bemisia tabaci, durante a década de 70 foi determinante 

para a disseminação do BGMV (Costa, 1976). No Brasil, esse aumento explosivo de Bemisia 

tabaci foi atribuído ao aumento da área plantada com soja, uma excelente hospedeira do 

inseto (Costa, 1975).  

O primeiro relato mundial de begomovírus em tomateiro ocorreu no estado de São 

Paulo, em 1960 (Flores et al., 1960). O agente etiológico foi posteriormente caracterizado e 

denominado Tomato golden mosaic virus (TGMV), também transmitido por Bemisia tabaci 

(Maytis et al., 1975). Entretanto, o aumento da incidência do inseto vetor não causou aumento 

da incidência de TGMV em tomateiro no Brasil, ao contrário do que foi observado para o 

BGMV em feijoeiro, provavelmente porque o biótipo A de Bemisia tabaci, o único que 

ocorria no Brasil durante as décadas de 1970 e 1980, raramente coloniza o tomateiro. 

Entretanto, ao longo da década de 1980, perdas substanciais foram relatadas em tomateiros na 

Flórida, América Central, Caribe, México e Venezuela como resultado de infecção por 

begomovírus. A incidência era tão severa a ponto de inviabilizar o cultivo comercial em 

determinadas regiões, a exemplo do Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) na República 

Dominicana (Polston e Anderson, 1997). Nessas regiões predominava o biótipo B de B. 

tabaci, relatado pela primeira vez no Brasil no início da década de 1990 (Melo, 1992). Este 

biótipo, considerado por alguns autores como uma nova espécie, denominada Bemisia 

argentifolii, é também conhecido como “mosca-branca da folha prateada” (“silverleaf 

whitefly”) (França, 1996). A distinção entre os dois biótipos é feita com base em 

características morfológicas, padrões de aloenzimas e RFLP (Perring et al., 1993). 

O biótipo B de B. tabaci possui maior gama de hospedeiros, maior fecundidade e 

maior capacidade de dispersão em relação ao biótipo A (Bedford et al., 1994). Populações do 

biótipo A possuem limitada capacidade de alimentação e oviposição em plantas de tomateiro, 

o que diminui a probabilidade de transmissão de begomovírus para essa planta. Já o biótipo B 

é altamente adaptado para alimentação e oviposição em plantas de tomateiro (Schuster et al., 

1990), facilitando a transmissão de begomovírus a partir de outras plantas infectadas das quais 

ele também se alimenta, incluindo Sida rhombifolia, uma planta daninha de ocorrência 

freqüente no Brasil e que serve como reservatório natural de begomovírus (Frischmuth et al., 

1997).  
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Devido a suas características de maior adaptabilidade, o biótipo B de B. tabaci se 

disseminou rapidamente pelas regiões quentes e secas do Brasil, incluindo as principais 

regiões produtoras de tomate, durante o início da década de 1990 (Lourenção e Nagai, 1994). 

Simultaneamente, relatos de sintomas típicos de infecção por begomovírus em tomateiros 

ocorreram no Distrito Federal (França, 1996), Triângulo Mineiro (Resende et al., 1996; 

Zerbini et al., 1996), Rio de Janeiro (Galvão et al., 1998) e na região Nordeste, incluindo o 

estado da Bahia (Ribeiro et al., 1996) e a região do Sub-Médio São Francisco (Bahia e 

Pernambuco), então a principal região produtora de tomate para processamento industrial no 

Brasil (Bezerra et al., 1997). 

Os begomovírus associados às epidemias em tomateiro nos diversos estados 

brasileiros foram isolados e caracterizados por Ribeiro et al. (2002). O sequenciamento 

parcial do genoma desses vírus revelou uma grande diversidade genética, com a descrição de 

diversas novas espécies. A explicação mais provável para esse surgimento repentino de novos 

begomovírus em tomateiro no Brasil está relacionada à presença do novo biótipo de mosca 

branca, que colonizaria plantas silvestres e daninhas, transmitindo vírus nativos que infectam 

essas plantas para o tomateiro, inclusive formando infecções mistas. A presença de 

begomovírus em uma nova espécie hospedeira, somada à co-existência de begomovírus 

distintos em uma mesma planta, possibilitaria a recombinação e/ou pseudo-recombinação de 

componentes do genoma viral, gerando novas espécies de vírus provavelmente mais 

adaptados ao novo hospedeiro. Além disso, muitas vezes pode ocorrer sinergismo entre vírus 

em infecções mistas, conforme relatado no continente africano com o African cassava mosaic 

virus (ACMV) e o East african cassava mosaic virus (EACMV) (Fauquet et al., 2000). 

Resultados obtidos por grupos de pesquisadores no México e nos EUA sugerem que esse 

processo de evolução e adaptação de novas espécies de begomovírus pode ocorrer em 

períodos de tempo relativamente curtos (Hou e Gilbertson, 1996; Torres-Pacheco et al., 

1993).  

A caracterização molecular das novas espécies de begomovírus que estão surgindo no 

Brasil aumentará o conhecimento com relação a diferenças e semelhanças patogênicas, 

bioquímicas e moleculares entre begomovírus. O estudo de pseudo-recombinação entre 

espécies virais distintas é uma das formas de estudar o relacionamento taxonômico e 

evolutivo entre esses vírus. A médio e longo prazo, estes conhecimentos fornecerão subsídios 

científicos para o desenvolvimento de estratégias mais eficientes para o controle de 

begomovírus em tomateiro. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1. Taxonomia, origem e evolução dos geminivírus 
 

A família Geminiviridae é caracterizada por possuir material genético composto por 

DNA de fita simples (ssDNA), circular, com 2.500 a 3.000 nucleotídeos (nt), encapsidado por 

uma única proteína estrutural que se arranja na forma de 22 capsômeros formando dois 

icosaedros incompletos com cerca de 18×30 nm, que dão um aspecto geminado ao vírion, 

característico desta família de vírus de plantas (Lazarowitz, 1992).  

Os geminivírus, de acordo com o Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus 

(ICTV), são classificados na família Geminiviridae, subdividida em quatro gêneros: 

Mastrevirus, Curtovirus, Begomovirus e Topocuvirus (Van Regenmortel et al., 2000). O 

gênero Mastrevirus inclui os geminivírus com um componente genômico transmitidos por 

cigarrinhas (Homoptera:Cicadellidae) a plantas monocotiledôneas. O Maize streak virus 

(MSV) é a espécie-tipo. Este gênero inclui alguns patógenos importantes de culturas como o 

milho e o trigo. O gênero Curtovirus engloba geminivírus com um componente genômico 

transmitidos por cigarrinhas à espécies dicotiledôneas, sendo o Beet curly top virus (BCTV) a 

espécie-tipo. O gênero Begomovirus inclui as espécies com um ou dois componentes 

genômicos, denominados A e B, transmitidas por mosca-branca (Bemisia tabaci). Cada 

componente de aproximadamente 2.600 nt é encapsidado separadamente em partículas 

geminadas, sendo necessárias as duas partículas para que a infecção ocorra. O Bean golden 

mosaic virus (BGMV) é a espécie-tipo. Entre os begomovírus de maior importância 

econômica pode-se citar o BGMV, o Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) e o African 

cassava mosaic virus (ACMV) (Lazarowitz, 1992; Rybicki, 1994; Timmermans et al., 1994). 

O gênero Topocuvirus possui apenas uma espécie (Tomato pseudo-curly top virus, TPCTV), 
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com um componente genômico e transmitida por cigarrinhas (Homoptera:Auchenorrhyncha) 

a espécies dicotiledôneas. 

Dentre as diversas hipóteses sobre a origem dos geminivírus, a mais aceita é aquela 

que propõe a origem a partir de bacteriófagos, como ϕX174, ou de plasmídeos bacterianos 

com genoma composto de ssDNA (Koonin e Ilyina, 1992). Esta hipótese é baseada na 

similaridade entre seqüências e em processos como o mecanismo de círculo rolante utilizado 

na replicação do genoma destes organismos. Além disso, já foi demonstrado que o promotor 

da proteína capsidial dos geminivírus é funcional em E. coli (Petty et al., 1986) e que o 

Tomato leaf curl virus (TLCV) é replicado eficientemente em Agrobacterium tumefaciens 

(Ridgen et al., 1996). Estas observações fornecem evidências para a teoria de que estes vírus 

com genoma composto por ssDNA circular evoluíram a partir de replicons epissomais de 

células procarióticas.  

Dados comparativos de filogenia obtidos por Rybicki (1994) sugerem que os 

geminivírus e os nanovírus, que também possuem genoma composto por ssDNA, evoluíram a 

partir de um ancestral comum ou de um evento evolucionário semelhante. Evidências 

adicionais obtidas por Saunders e Stanley (1999) apontam a existência de um ancestral 

comum entre nanovírus e geminivírus. Partindo deste ancestral comum teria ocorrido um 

processo de especiação que, de acordo com características relativas a estrutura do genoma, 

transmissão pelo vetor e tipo de hospedeiro, levou ao agrupamento em três gêneros (Rybicki, 

1994; Padidam, 1995). Para o gênero Mastrevirus parece ter havido um período mais longo de 

evolução, já que as espécies deste gênero são mais divergentes entre si do que as espécies de 

curtovírus e de begomovírus. As espécies de mastrevírus podem ser divididas em dois grupos, 

denominados “African streak group” e “Australian striate mosaic group”. Analisando os dois 

grupos verifica-se que a separação é essencialmente devida ao isolamento geográfico. Os 

begomovírus, segundo Rybicki (1994), também podem ser divididos em dois grupos, aqueles 

originários das Américas (“Novo Mundo”) e aqueles originários da Europa, Ásia e África 

(“Velho Mundo”). Estes dois grupos podem ser claramente diferenciados pela ausência ou 

presença da ORF AV1 (“pre-coat”), ausente nos begomovírus das Américas. O componente B 

está presente somente nos begomovírus, um indicativo de que ele teria surgido após a 

divergência desse gênero. O componente B pode ter se originado como um satélite do 

componente A ou como um componente A degenerado, que teria permanecido dependente do 

seu respectivo vírus parental. Ainda de acordo com Rybicki (1994), os curtovírus seriam 

espécies originadas de antigas recombinações entre espécies de mastrevírus e begomovírus. O 
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gene da proteína capsidial é derivado de um mastrevírus ancestral, e os genes que codificam 

proteínas associadas à replicação viral são derivados de um begomovírus ancestral. 

 As etapas de evolução da família Geminiviridae foram resumidas por Padidam et al., 

(1995) citados por Faria e Zerbini (1999). Um ancestral comum originou os mastrevírus e 

begomovírus. Tal ancestral infectava monocotiledôneas, tinha apenas um componente 

genômico e era transmitido por cigarrinhas. Isto explica a maior variabilidade genética em 

mastrevírus. Eventualmente, o Tobacco yellow dwarf virus (TobYDV) e o Bean yellow dwarf 

virus (BeYDV), que são mastrevírus, adquiriram a capacidade de infectar dicotiledôneas. 

Posteriormente, mudanças na CP permitiram a transmissão por mosca-branca, e em seguida 

ocorreu a aquisição do segundo componente genômico. Os curtovírus possuem características 

em comum com os mastrevírus e os begomovírus, sendo considerados recombinantes entre 

vírus pertencentes aos dois gêneros. Um outro evento de recombinação foi identificado para o 

TPCTV. Este vírus surgiu provavelmente da recombinação entre um begomovírus e um outro 

vírus distinto, o que sugere que outros geminivírus não relacionados com vírus pertencentes 

aos quatro gêneros atualmente reconhecidos possam estar presentes no campo. 

 

2.2. Características moleculares 

 

O genoma da maioria dos begomovírus está representado na Figura 1. O componente 

A dos begomovírus é responsável pela replicação e encapsidamento do genoma viral, 

enquanto o componente B contém os genes requeridos para o movimento célula-a-célula e a 

longa distância, gama de hospedeiros e desenvolvimento de sintomas (Timmermans et al., 

1994; Palmer e Rybicki, 1998). Para a infecção sistêmica são necessários ambos os 

componentes (Stanley, 1983). Os componentes não possuem homologia de seqüência, exceto 

por uma região intergênica de aproximadamente 200 nucleotídeos denominada região comum 

(RC), que é altamente conservada entre os dois componentes de uma determinada espécie 

viral (acima de 90% de homologia). A partir desta região intergênica divergem os genes 

virais, nos sentidos viral e complementar (Stanley e Gay, 1983; Howarth et al., 1985).  
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Figura 1. Representação esquemática do genoma de um begomovírus. As linhas grossas 

representam o genoma viral, dividido em dois componentes com aproximadamente 
2.600 nucleotídeos cada. As setas indicam os genes virais e a direção em que ocorre 
a transcrição. A região comum (RC) também está indicada. A seqüência sublinhada 
é invariável para todos os membros da família Geminiviridae, e a seta representa a 
posição em que ocorre o início da replicação. *Gene presente apenas nos 
begomovírus originários da Europa, Ásia e África (“Velho Mundo”). 

 

 

 

 Nos begomovírus o componente A codifica de quatro a seis proteínas: uma proteína 

essencial para a replicação (Rep, “replication-associated protein”, anteriormente denominada 

AC1 ou AL1) (Hanley-Bowdoin et al., 1999); uma proteína transativadora (TrAP, “trans-

activating protein”, anteriormente AC2 ou AL2), fator de transcrição atuando in trans nos 

promotores dos genes de sentido viral (cp e ns) (Sunter e Bisaro, 1991, 1992); a proteína Ren 

(“replication-enhancer protein”, anteriormente AC3 ou AL3), fator de amplificação da 

replicação viral (Hanley-Bowdoin et al., 1999); e a proteína capsidial (CP, “coat protein”, 

anteriormente AV1 ou AR1), essencial para a transmissão do vírus pelo inseto vetor (Briddon 

et al., 1990; Hofer et al., 1997). O componente B codifica as proteínas MP (“movement 

protein”, anteriormente BC1 ou BL1) e NS (“nuclear shuttle”, anteriormente BV1 ou BR1), a 

primeira envolvida no movimento célula-a-célula do vírus por meio do aumento do limite de 

exclusão dos plasmodesmas (Noueiry et al., 1994) e a segunda responsável pelo transporte do 

DNA através do envelope nuclear (Sanderfoot et al., 1995, 1996).  

Mutagênese in vitro e expressão em plantas transgênicas demonstraram que a proteína 

Rep é a única proteína viral essencial para a replicação (Hayes e Buck, 1989; Hanley-

Bowdoin et al., 1990). O componente B não tem autonomia de replicação (Davies et al., 

1987). A proteína Rep não é considerada uma replicase, mas está associada à replicação do 

 

DNA A DNA B 

rep 

trap 

ren 

   av1*       cp  

mp 

ns 

TAATATT↓AC 

RC 

TAATATT↓AC 

 
RC 
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DNA, com propriedade de ligação específica a DNA de fita simples e dupla (Fontes et al., 

1992), clivagem e ligação do DNA em seqüências específicas (Laufs et al., 1995) e hidrólise 

de ATP (Desbiez et al., 1995). A proteína Rep é uma proteína multifuncional, que atua na 

regulação da replicação e transcrição do DNA viral (Eagle et al., 1994; Sunter et al., 1993). A 

proteína age na forma de multímeros, com domínios responsáveis pela oligomerização da 

proteína, ligação ao DNA e clivagem do DNA de forma seqüência-específica (Orozco et al., 

1998). O sítio de ligação para Rep é requerido não só para o reconhecimento da origem de 

replicação mas também para regulação negativa da transcrição do gene rep (Eagle et al., 

1994). Outra função da proteína Rep é induzir indiretamente a expressão de proteínas 

responsáveis pela síntese de DNA do hospedeiro em células totalmente diferenciadas, criando 

um ambiente que permite a replicação viral de forma eficiente (Ach et al., 1997).  

O produto do gene trap é um fator de transcrição, que atua in trans no promotor de 

genes de sentido viral (cp e ns) (Sunter e Bisaro, 1991; Sunter e Bisaro, 1992). Na presença de 

TrAP, a expressão do promotor da proteína capsidial foi aumentada em cerca de 60 a 90 vezes 

(Brough et al., 1992). 

A função do produto do gene ren é aumentar a eficiência da replicação de maneira 

inespecífica, porém esta função não é essencial (Morris et al., 1991). A replicação do TGMV, 

na ausência de Ren, é reduzida em cerca de 50 vezes (Sunter et al., 1990). Experimentos 

realizados por Settlage et al. (1996) demonstraram que ocorre interação entre as proteínas Rep 

e Ren, formando oligômeros funcionais responsáveis pelo aumento da eficiência da replicação 

viral. Esses autores sugerem que Ren estabiliza o complexo de replicação formado por Rep e 

fatores do hospedeiro, mas o seu mecanismo de atuação ainda não foi elucidado 

completamente. 

A ORF AC4 se encontra inserida dentro do gene rep, mas é codificada em uma fase de 

leitura distinta. A ORF AC4 possui o potencial de codificar uma proteína de 10 kDa. Gröning 

et al. (1994) demonstraram por meio de experimentos de expressão transiente que AC4 em 

TGMV provavelmente reprime a expressão de Rep através da regulação negativa do promotor 

AL61 do gene rep. Esta repressão é independente do sítio de ligação para Rep, pois um 

cassete de expressão em plantas codificando AC4 foi capaz de reprimir o gene da luciferase 

sob o comando de um promotor AL61 cuja região de ligação a Rep havia sido deletada (Eagle 

e Hanley-Bowdoin, 1997). Outros autores (Pooma e Petty, 1996) questionam se o gene ac4 é 

realmente expresso em TGMV e em outros begomovírus. 

A proteína capsidial (CP) é necessária para a infecção sistêmica de alguns geminivírus 

e dispensável para a maioria dos outros (Qin et al., 1998). Outra função da CP parece estar 
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relacionada à movimentação célula-a-célula do vírus e transmissão pelo vetor (Mullineaux et 

al., 1984; Höfer et al., 1997b). Briddon et al. (1990) demonstraram que a troca do gene CP do 

ACMV, um begomovírus (transmitido por mosca-branca), pelo correspondente do BCTV, um 

curtovírus (transmitido por cigarrinha), resultou na alteração de especificidade do inseto vetor. 

A conformação tridimensional correta da proteína capsidial e a transmissão pelo vetor são 

controladas pelos aminoácidos 129 e 134 (Noris et al., 1998). 

A ORF AV1 (“precoat”) está presente somente em begomovírus do “Velho Mundo” e 

parece estar associada ao movimento sistêmico do vírus. Plantas de Nicotiana benthamiana 

inoculadas com DNA infeccioso do TYLCV contendo mutações no gene av1 desenvolveram 

sintomas moderados de infecção viral e apresentaram baixo acúmulo de DNA viral, tanto de 

fita simples quanto de fita dupla. Porém, protoplastos inoculados com essa mesma construção 

apresentaram acúmulo normal de DNA viral, sugerindo que AV1 está envolvida no 

movimento sistêmico do vírus (Padidam et al., 1996).  

Para que o DNA dos begomovírus se movimente célula-a-célula há necessidade da 

interação entre as proteínas NS e MP. Este modelo de movimento intracelular foi 

desenvolvido a partir de estudos com o BDMV e o SqLCV (Noueiry et al., 1994; Pascal et al., 

1994). Recentemente, Rojas et al. (1998) demonstraram que as proteínas MP e NS de BDMV 

interagem diretamente com o DNA viral, reconhecendo-o com base em sua forma e tamanho.  

 

2.3. Replicação do genoma viral 

O sítio de replicação dos geminivírus localiza-se no núcleo de células infectadas. A 

replicação viral é dependente da maquinaria do hospedeiro, o que faz com que os geminivírus 

sejam modelos ideais para o estudo da replicação e expressão gênica em plantas. Esse fato 

possibilitou um grande acúmulo de informações sobre a replicação destes vírus.  

As partículas virais acumulam-se exclusivamente no núcleo, na forma de agregados 

irregulares ou arranjos cristalinos hexagonais (Kim et al., 1978). Geminivírus replicam o seu 

genoma circular de fita simples de DNA por meio de um intermediário de fita dupla 

(conhecido como forma replicativa, RF), utilizando o mecanismo de círculo rolante, 

semelhante ao utilizado pelos bacteriófagos ϕX174 e M13 (Saunders et al., 1991; Stanley, 

1995). Nestes fagos, proteínas do hospedeiro convertem a fita simples de DNA em fita dupla, 

que é amplificada e serve como molde para transcrição e síntese do DNA de fita simples 

(Revington et al., 1989). Nos begomovírus não se sabe exatamente como ocorre essa 

conversão, mas todas as evidências indicam que ela é realizada por fatores do hospedeiro 

(Nagar et al., 1995). Em mastrevírus já foi identificado um “primer” que poderia ser o 
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iniciador da síntese da fita complementar, mas o mesmo ainda não foi encontrado para os 

begomovírus (Donson et al., 1984). 

Na replicação dos geminivírus a fita complementar serve de molde para a síntese de 

várias cópias do DNA genômico, que formam uma longa fita simples de DNA linear contendo 

vários genomas unitários (multímero ou concatômero). O multímero é clivado gerando 

monômeros (os DNAs genômicos), que serão religados gerando moléculas circulares de 

ssDNA correspondentes ao genoma viral, as quais por sua vez serão encapsuladas formando 

os vírions (Lazarowitz, 1992; Timmermans, et al., 1994; Laufs et al., 1995). A origem de 

replicação (ori) está localizada na região intergênica comum entre os dois componentes 

genômicos. A ori possui uma organização modular, com pelo menos três módulos funcionais 

(Fontes et al., 1994b). A seqüência de nucleotídeos da região comum é altamente conservada 

para uma determinada espécie viral, mas variável entre diferentes espécies de vírus, com 

exceção de um elemento de 30 nucleotídeos essencial para a replicação (Lazarowitz, 1992). 

Este elemento, contendo uma seqüência repetida e invertida composta predominantemente por 

guanina e citosina, forma uma estrutura conservada (“structurally-conserved element”, SCE) 

em forma de grampo com uma seqüência invariável (5’-TAATATTAC-3’) encontrada em 

todos os geminivírus (Davies et al., 1987; Lazarowitz et al., 1992) e que constitui um domínio 

funcional da origem de replicação (Orozco e Hanley-Bowdoin, 1998). É neste 

nonanucleotídeo que ocorre a clivagem (TAATATT↓AC) para início do processo de 

replicação por círculo rolante (Stanley, 1995). Esta clivagem é feita pela proteína Rep, que 

funciona como uma endonuclease sítio-específica, com requerimento de estrutura e de 

seqüência (Laufs et al., 1995; Orozco e Hanley-Bowdoin, 1998). Dentro da RC existem 

também seqüências que funcionam como determinantes específicos da replicação, como o 

sítio de ligação de Rep (Fontes et al., 1992; Fontes et al., 1994a) e regiões promotoras da 

RNA polimerase tipo II responsável pela transcrição dos genes virais. 

O begomovírus mais bem estudado quanto a replicação é o TGMV. Este vírus codifica 

duas proteínas que atuam na replicação, Rep e Ren. A RC do TGMV inclui repetições em 

ordem direta de seqüências de cinco nucleotídeos, separadas entre si por três nucleotídeos, 

onde se liga Rep. A síntese da fita positiva se inicia na estrutura conservada em forma de 

grampo, o SCE (Fontes et al., 1994a; Orozco et al., 1998). O sítio de ligação de Rep ao DNA 

do TGMV está localizado 34 nt a 5’ deste (variável de 23 a 82 nt para outros begomovírus), 

entre a caixa TATA do gene rep e a SCE (Arguello-Astorga et al., 1994a,b; Orozco et al., 

1998). Esta ligação é necessária para a autoregulação negativa que Rep exerce em sua própria 

expressão. Após a ligação de Rep ao DNA viral e estabilização do complexo formado por 
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Rep, Ren e fatores do hospedeiro, a proteína cliva o nonanucleotídeo localizado na SCE, 

dando início à replicação por círculo rolante (revisado por Gutierrez, 1999).  

 

2.4. Movimento do vírus na planta  

Para o sucesso da infecção de plantas por vírus é necessário que o vírus mova-se para 

fora da célula inoculada e se espalhe sistemicamente pela planta. Este movimento no interior 

do hospedeiro pode ser dividido em dois processos: movimento célula-a-célula, via 

plasmodesmas, e movimento a longa distância, no qual o vírus atinge o sistema vascular e é 

transportado para toda a planta hospedeira.  

Infecções causadas por mastrevírus e curtovírus são restritas ao floema, com exceção 

do Chloris striate mosaic vírus (CSMV) e MSV, que já foram encontrados em células do 

mesófilo. Os begomovírus são encontrados em diversos tipos de células do mesófilo, córtex e 

epiderme (Timmermans et al., 1994; Wang et al., 1996). 

A parede celular é a principal barreira à propagação de todos os vírus de plantas. Os 

begomovírus codificam uma proteína não estrutural, não envolvida na replicação e 

encapsulamento, denominada proteína de movimento (MP). Essa proteína associa-se à 

membrana celular e altera a arquitetura dos plasmodesmas, facilitando o transporte do genoma 

viral (Noueiry et al., 1994). Como os begomovírus se multiplicam no núcleo da célula 

infectada e não no citoplasma, é necessária uma etapa adicional de transporte, o transporte do 

núcleo para o citoplasma (Palmer e Rybicki, 1998). Para isto os begomovírus codificam uma 

segunda proteína de movimento denominada NS, com a função de transportar o DNA viral do 

núcleo para o citoplasma e vice-versa. Estas duas proteínas de movimento atuam de maneira 

cooperativa (Sanderfoot et al., 1995). O sucesso da infecção sistêmica depende do transporte 

do vírus a longa distância e de sua entrada no floema. Qualquer bloqueio neste processo 

acarreta o aparecimento de sintomas atenuados, ou mesmo a resistência do hospedeiro à 

infecção sistêmica (Lucas e Gilbertson, 1994). 

Mastrevírus e curtovírus são geralmente restritos ao floema, dependendo largamente 

do fluxo de fotoassimilados para sua dispersão. A proteína capsidial (CP) é essencial para este 

processo, e o movimento no floema ocorre na forma de vírions. Também existem evidências 

de que a forma encapsulada esteja envolvida na dispersão a longa distância de begomovírus 

(Palmer e Rybicki, 1998; Padidam et al., 1996). No entanto, tanto MP quanto NS reconhecem 

o DNA viral de maneira específica em relação a forma e comprimento (Rojas et al., 1998), o 

que eliminaria a necessidade da presença da proteína capsidial para o movimento a longa 
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distância. De fato, a proteína capsidial é dispensável para o estabelecimento de infecção 

sistêmica para a maioria dos begomovírus já estudados (Gilbertson e Lucas, 1996). 

Estudos sobre o movimento a longa distância de begomovírus por meio de mutações 

no gene da proteína capsidial levaram à identificação de três tipos de movimento: 1) 

movimento local (célula-a-célula), não requerendo a CP, utilizando as proteínas MP e NS para 

atravessar respectivamente os plasmodesmas e a membrana nuclear; 2) movimento sistêmico 

independente de CP, ocorrendo em hospedeiros aos quais o vírus é bem adaptado; 3) 

movimento sistêmico dependente de CP, ocorrendo em relações de pouca adaptação entre o 

vírus e o hospedeiro (Schaffer et al., 1995). 

 

2.5. Interações geminivírus/hospedeiro  

 Os vírus de plantas infectam células vegetais diferenciadas, nas quais não ocorre nova 

síntese de DNA. Entretanto, no caso específico dos geminivírus, as proteínas do hospedeiro 

associadas com a replicação do genoma viral devem incluir enzimas envolvidas na replicação 

do DNA da própria planta. Dessa forma, o vírus deve ser capaz de ativar a transcrição dos 

genes do hospedeiro envolvidos na síntese dessas enzimas, pois elas não estão normalmente 

presentes em células diferenciadas. Uma vez presentes no núcleo, essas proteínas do 

hospedeiro poderiam, além de participar na replicação do DNA viral, reativar a síntese de 

DNA da própria célula hospedeira, revertendo a célula a um estado de divisão celular. Nagar 

et al. (1995) comprovaram este fenômeno, encontrando proteínas do hospedeiro associadas à 

replicação do DNA em células diferenciadas infectadas pelo TGMV, as quais normalmente 

não apresentam níveis detectáveis dessas proteínas. Também observaram que a replicação do 

TGMV pode levar ao acúmulo de um fator de processividade da replicação do DNA vegetal, 

encontrado na fase S do ciclo celular em células diferenciadas. Estudos utilizando plantas 

transgênicas expressando Rep do TGMV confirmaram que este efeito é mediado por Rep. Isto 

implica que Rep induz a replicação do DNA em células que normalmente não realizam esse 

processo (Palmer e Rybicki, 1998).  

A proteína TrAP, por sua vez, interage com uma proteína cinase homóloga à proteína 

SNF1 de leveduras. Essa proteína cinase está envolvida na resposta de defesa da planta à 

fitopatógenos (não apenas vírus, mas também fungos e bactérias).. Recentemente, Voinnet et 

al. (1999) sugeriram que a proteína TrAP do ACMV é capaz de inativar o mecanismo de 

silenciamento gênico pós-transcricional, um dos principais componentes da resposta de defesa 

de plantas à infecção por vírus.  
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2.6. Transmissão natural 

 Geminivírus não são transmitidos pela semente ou por contato manual. A dispersão 

natural destes vírus ocorre via insetos vetores (Dhar e Singh, 1995). A transmissão é do tipo 

circulativa não-propagativa, envolvendo a passagem de partículas virais do intestino para a 

hemolinfa do inseto, da hemolinfa para as glândulas salivares e da saliva para outras plantas. 

Evidências da replicação do vírus no inseto vetor existem somente para o TYLCV (Rubinstein 

e Czosnek, 1997; Guanim e Czosnek., 1998), mas não para as outras espécies de geminivírus, 

de forma que a eficiência da transmissão está relacionada à concentração do vírus na planta e 

à duração do período de aquisição (Timmermans et al., 1994). Os insetos transmissores de 

geminivírus pertencem à ordem Homoptera, e incluem as moscas-brancas (Homoptera: 

Aleyrodidae) e cigarrinhas (Homoptera:Cicadellidae e Homoptera:Auchenorrhyncha) 

(Lazarowitz, 1992). Espécies pertencentes aos gêneros Curtovirus e Topocuvirus são 

transmitidas cada uma por uma única e distinta espécie de cigarrinha, enquanto aquelas 

pertencentes ao gênero Mastrevirus podem ser transmitidos por quatro diferentes espécies de 

cigarrinha. Já os begomovírus são transmitidos pela mosca-branca Bemisia tabaci (Faria e 

Zerbini, 1999).  

No Brasil, o biótipo A de B. tabaci era predominante até 1990/91, quando foi relatada 

a introducão do biótipo B, provavelmente via plantas ornamentais importadas dos EUA 

(França et al., 1996). Segundo Bedford et al. (1994), as fêmeas do biótipo B de B. tabaci 

possuem taxas maiores de ovoposição, alta capacidade reprodutiva, baixa mortalidade em 

novos hospedeiros e uma gama de hospedeiros muito mais ampla em comparação com o 

biótipo A, incluindo o tomateiro e outras solanáceas. Essas características indicam uma 

grande capacidade de adaptação e elevada taxa de dispersão deste biótipo, que geralmente 

desloca populações do biótipo A tornando-se predominante nas áreas onde é introduzido. 

Polston e Anderson (1997) atribuem o surgimento de novas espécies de begomovírus 

infectando o tomateiro à distribuição do biótipo B de B. tabaci por áreas cada vez maiores ao 

longo das Américas. 

 

2.7. Begomovírus em tomateiro e variabilidade genética 

 Até o início da década de 80, begomovírus causavam danos principalmente na 

produção de leguminosas, enquanto apenas casos isolados e não significativos eram relatados 

em lavouras de tomateiro. Atualmente, regiões produtoras de tomate no Brasil, Venezuela, 

América Central, México, Caribe e Flórida têm sofrido os efeitos de uma alta incidência de 

begomovírus, acarretando grandes perdas na produção (Polston e Anderson, 1997). 
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 Dentre os geminivírus transmitidos para o tomateiro por cigarrinhas encontram-se o 

BCTV e o TPCTV (Briddon et al., 1996). Os geminivírus transmitidos por mosca-branca 

incluem o TGMV, TYLCV, Tomato mottle virus (ToMoV), Tomato yellow dwarf virus 

(TYDV), Tomato yellow mosaic virus (TYMV), Tomato leaf crumple virus (TLCrV), Pepper 

huasteco yellow vein virus (PHYVV) e Chino del tomate virus (CdTV) (Pour, 1991; Abouzid 

et al., 1992; Paplomatas et al., 1994). Muitos desses vírus estão restritos a certas regiões, 

como o ToMoV à Flórida e o TYMV à Venezuela. No México, entretanto, diversos 

begomovírus podem ser encontrados em tomateiro, inclusive em infecções mistas. É possível 

que a ocorrência de infecções mistas favoreça a evolução de begomovírus, via recombinação 

ou rearranjo dos componentes genômicos (pseudo-recombinação).  

 Além das diversas espécies de begomovírus que infectam o tomateiro, uma outra fonte 

de variabilidade seriam os begomovírus que infectam plantas daninhas e silvestres. Um 

exemplo é Sida rhombifolia, que funcionaria como um reservatório natural de begomovírus, a 

partir do qual plantas agronomicamente importantes seriam infectadas via inseto vetor. De 

fato, a caracterização biológica do Sida golden mosaic virus da Costa Rica (SiGMV-[Co]) 

revelou que este vírus é capaz de infectar tomateiros e feijoeiros (Frischmuth et al., 1997). 

Vários relatos podem ser encontrados na literatura associando infecções de plantas por 

begomovírus à presença de plantas daninhas nas lavouras (Creamer et al., 1996; Roye et al., 

1997; Umaharan et al., 1998; Sanchez-Campos et al., 1999). 

 A recombinação é o principal mecanismo gerador de variabilidade genética em 

begomovírus. Por exemplo, a seqüência de nucleotídeos do PHYVV indica que esse vírus é o 

resultado de recombinação entre begomovírus do “Velho Mundo” (ACMV) e do “Novo 

Mundo” (ToMoV) (Torres-Pacheco et al., 1993). 

  Recentemente foi encontrado em Ageratum conyzoides um DNA defectivo-inteferente 

com baixa homologia com o Ageratum yellow vein virus (AYVV), um begomovírus que 

infecta esta espécie de planta daninha. Esse DI-DNA apresenta um alta homologia com o gene 

rep de um nanovírus e 73% de identidade com um begomovírus encontrado recentemente 

infectando algodão. Estes resultados sugerem a ocorrência de eventos de recombinação entre 

vírus pertencentes a famílias distintas de vírus de plantas (Saunders e Stanley, 1999). 

 A existência de dois componentes genômicos na maioria dos begomovírus possibilita 

um mecanismo alternativo para obtenção de variabilidade genética, a troca de componentes 

entre vírus distintos (pseudo-recombinação). Pseudo-recombinantes podem ser obtidos in vivo 

utilizando clones dos componentes A e B, conforme obtido por Gilbertson et al. (1993) para o 

ToMoV e o Bean dwarf mosaic virus (BDMV), ou podem ocorrer naturalmente no campo, 
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conforme verificado por Paplomatas et al. (1994) em plantas de tomate infectadas pelo 

TLCrV. Experimentos com pseudo-recombinantes são também ferramentas importantes no 

estudo de funções de genes e podem revelar relações filogenéticas, como é o caso da mistura 

de componentes genômicos do BGYMV e BGMV, que possuem homologia inferior a 75% na 

seqüência de nucleotídeos e não formam pseudo-recombinantes infecciosos (Gilbertson et al., 

1993). Begomovírus com regiões comuns suficientemente similares podem formar pseudo-

recombinantes infecciosos, mas freqüentemente os pseudo-recombinantes recíprocos 

apresentam diferenças na replicação e infeção sistêmica (Faria et al., 1994 citado por Faria e 

Zerbini, 1999).  

 Embora diferentes espécies de begomovírus possuam organização genômica similar, a 

produção de pseudo-recombinantes viáveis exige uma interação altamente específica da 

proteína Rep com a origem de replicação. Da mesma forma, os produtos dos genes 

codificados pelo componente B (MP e NS) devem ser capazes de mediar o movimento do 

DNA-A heterólogo, e esta habilidade parece ser dependente da origem geográfica dos vírus 

(Novo ou Velho Mundo) (Frischmuth et al., 2000). A viabilidade do pseudo-recombinante 

indica que fatores envolvidos na replicação e movimentação são intercambiáveis. Neste caso, 

tanto as seqüências da RC quanto do gene rep devem ser altamente conservadas (Schaffer et 

al.,1995). As diferenças de viabilidade e eficiência de replicação observadas entre pseudo-

recombinantes recíprocos indicam que a pseudo-recombinação entre begomovírus é um 

fenômeno complexo que envolve interações entre fatores do vírus e do hospedeiro. 

Embora a pseudo-recombinação seja comum entre estirpes da mesma espécie de 

begomovírus, até hoje poucos trabalhos relataram a formação de pseudo-recombinantes 

viáveis entre espécies distintas. Gilbertson et al. (1993) relataram a obtenção de pseudo-

recombinantes entre o ToMoV e o BDMV. Höfer et al. (1997) obtiveram um pseudo-

recombinante entre o DNA-A de Abutilon mosaic virus (AbMV) e o DNA-B do SGMV-[Co], 

porém não conseguiram o mesmo resultado com o pseudo-recombinante recíproco. 

Frischmuth et al. (2000) relataram a formação de pseudo-recombinantes entre o DNA-A de 

SGMV-[Hoyv] e o DNA-B de SGMV-[Co]. Já entre os pseudo-recombinantes formados pelo 

DNA-A de SGMV-[Co] combinado ao DNA-B de três isolados de SGMV-[Ho] que possuíam 

pequenas diferenças na composição de nucleotídeos, apenas um mostrou-se víável, porém 

pouco eficiente, e não foi capaz de infectar a planta a partir da qual foi originalmente isolado 

(Frischmuth et al., 2000).  

 Resultados interessantes foram obtidos por Hou e Gilbertson (1996) por meio da 

formação de pseudo-recombinantes com o DNA-A do ToMoV e o DNA-B do BDMV. Estes 
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pseudo-recombinantes, embora infecciosos, apresentavam acúmulo reduzido do DNA-B e 

sintomas atenuados em N. benthamiana. Entretanto, após três passagens mecânicas nesse 

hospedeiro, os sintomas tornaram-se idênticos aos produzidos pelo ToMoV e o nível do 

DNA-B tornou-se igual ao do DNA-A. A análise das regiões comuns dos DNAs -A e -B do 

pseudo-recombinante provou a ocorrência de recombinação intermolecular na RC do DNA-B 

do BDMV, tornando-a idêntica à RC do DNA-A do ToMoV e permitindo que o DNA-B fosse 

reconhecido com 100% de eficiência pela proteína Rep do ToMoV. Este resultado evidencia a 

importância da pseudo-recombinação e da recombinação na evolução de begomovírus e em 

sua adaptação a novos hospedeiros. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
 

3.1. Obtenção e manutenção do isolado viral 

O isolado viral a ser caracterizado neste estudo foi obtido em Igarapé, Minas Gerais, a 

partir de plantas de tomateiro apresentando sintomas de mosaico amarelo, distorção foliar e 

nanismo (Zerbini et al., 1996). O isolado foi caracterizado biologicamente por Ambrozevicius 

(2000). Análise de seqüências parciais do genoma indicou tratar-se de uma nova espécie de 

begomovírus, denominada Tomato chlorotic mottle virus isolado MG-Ig1 (TCMV-[MG-Ig1]) 

(Ambrozevicius et al., 1999; Ribeiro et al., 2002). O isolado foi mantido em casa de 

vegetação, em plantas de Nicotiana benthamiana, por meio de inoculações sucessivas via 

extrato foliar tamponado, utilizando folhas de N. benthamiana com sintomas de infecção pelo 

TCMV-[MG-Ig1] maceradas em tampão fosfato de sódio 0,1 M, pH 8,0, contendo sulfito de 

sódio a 0,1% (p/v).  

 

3.2. Caracterização molecular do TCMV-[MG-Ig1]  

 A caracterização molecular consistiu no sequenciamento completo dos componentes A 

e B do TCMV-[MG-Ig1]. O DNA-B completo foi clonado por Ambrozevicius (1999), 

gerando o clone pTCMV-[MG-Ig1]-B. Para a clonagem do DNA-A foi empregado o método 

de clonagem via amplificação por PCR utilizando oligonuleotídeos sobrepostos (Patel et al., 

1993). O molde para amplificação consistiu na forma replicativa (RF) extraída a partir de 

plantas infectadas de acordo com o procedimento de Gilbertson et al. (1991a). 
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3.2.1. Amplificação do DNA-A completo via PCR utilizando oligonucleotídeos 

sobrepostos 

 Para a obtenção de um produto de PCR correspondente ao DNA-A completo do 

TCMV-[MG-Ig1] foram sintetizados dois oligonucleotídeos sobrepostos (5’-G-A-C-A-C-G-

C-T-C-G-A-G-C-A-G-G-A-G-T-T-A-G-G-C-C-A-C-G-G-T-3’ e 3’-C-C-C-C-G-C-A-A-T-T-

A-T-C-A-A-G-A-G-G-A-G-C-T-C-G-A-C-G-G-A-5’, sítios para Xho I sublinhados) com 

base em seqüências parciais previamente obtidas (Ambrozevicius, 1999).  

A reação de PCR foi preparada em um volume total de 100 µl, contendo Tris-HCl 10 

mM, pH 8,3, KCl 50 mM, MgCl2 75 mM, mistura de dNTPs a 4 mM, 10 mM de cada 

oligonucleotídeo, 1 unidade de DNA polimerase e 2 µl de RF diluído 1:50. Foram realizados 

30 ciclos de desnaturação a 94oC por 1 minuto, anelamento a 55oC por 2 minutos e extensão a 

72oC por 5 minutos. Para amplificação foram testadas as enzimas Taq DNA polimerase e Pfu 

Turbo DNA polimerase (GibcoBRL), já que esta última possui mecanismo de correção de 

nucleotídeos incorporados erroneamente, permitindo que a cópia obtida seja mais fiel à fita 

molde do que aquela obtida com a Taq DNA polimerase. Os resultados foram analisados por 

meio de eletroforese em gel de agarose (0,9%). Após eletroforese, o gel foi corado com 

brometo de etídeo a fim de verificar a presença de uma banda com aproximadamente 2.600 nt, 

correspondente ao DNA-A completo do TCMV. 

O DNA-A amplificado via PCR foi submetido à digestão parcial com a enzima Xho I, 

a 37oC por 15 minutos. Os produtos da digestão parcial foram separados por eletroforese em 

gel de agarose (0,9%) e a banda correspondente ao DNA-A foi cortada do gel e purificada 

utilizando-se o kit “Sephaglass BandPrep” (Amersham Pharmacia).  

 

3.2.2. Transformação de Escherichia coli  

O plasmídeo vetor pBLUESCRIPT II KS+ (pKS+, Stratagene) foi digerido com a 

enzima Xho I e defosforilado utilizando-se a enzima fosfatase alcalina. Uma alíquota do vetor 

digerido e defosforilado foi analisada por eletroforese em gel de agarose (0,9%), a fim de 

verificar a sua concentração e determinar o volume a ser utilizado na reação de ligação. Para a 

reação de ligação foram utilizadas proporções 1:3, 1:5 e 1:7 (vetor:inserto).  

 Células competentes de E. coli foram transformadas pelo método do choque térmico e 

plaqueadas em meio 2×YT (Sambrook et al., 1989) com ampicilina (100 mg/ml). As colônias 

recombinantes foram identificadas e transferidas para meio 2×YT líquido com ampicilina (10 

mg/ml) e incubadas a 37oC durante 12 horas a 250 rpm. Os plasmídeos extraídos dessas 
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culturas (Sambrook et al., 1989) foram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose 

(0,9%) a fim de verificar a presença de bandas com aproximadamente 6.000 nt, 

correspondentes ao DNA plasmidial contendo o inserto viral. A clonagem foi constatada por 

meio de digestão enzimática com a mesma enzima utilizada para a clonagem, a fim de 

verificar se o inserto realmente possuía o tamanho correspondente ao componente genômico 

viral.  

  

3.2.3. Sequenciamento  

 Os plasmídeos recombinantes foram sequenciados a fim de comprovar a origem viral 

dos insertos. Para realizar o sequenciamento do genoma, este foi sub-clonado em fragmentos 

menores. A reação de sequenciamento foi realizada com o kit “BigDye Terminator Cycle 

Sequencing Ready Reaction” (Perkin Elmer), em um volume final de 20 µl, contendo o 

oligonucleotídeo M13 reverso a 10 mM e 500 ng do DNA viral. A reação foi submetida a 25 

ciclos de desnaturação a 96oC por 30 segundos, anelamento a 50oC por 15 segundos e 

extensão a 60oC por 4 minutos, e analisada em um sequenciador automático ABI 310 

(Applied Biosystems). Devido ao tamanho dos componentes genômicos virais, uma série de 

subclones sobrepostos foram obtidos para permitir o sequenciamento do genoma completo. 

As seqüências foram analisadas com auxílio dos programas GCG (Devereux et al., 1987) e 

BLAST n (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). 

 

3.3. Análise filogenética 

 As seqüências de nucleotídeos completas dos componentes A e B e a seqüência de 

aminoácidos da proteína Rep foram comparadas às seqüências de outros begomovírus 

(Quadro 1). As seqüências froam alinhadas utilizando-se o programa Clustal W 

(www.ebi.ac.uk/clustalw). Árvores filogenéticas foram preparadas utilizando-se o programa 

MEGA (www.megasoftware.net). 
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Quadro 1. Seqüências de begomovírus utilizadas para a análise filogenética. 

Espécie Referência Nº de acesso no 
GenBank 

African cassava mosaic virus (ACMV) Fondong et al. (2000) AF112352a   AF112353b 

Abutilon mosaic virus (AbMV) Frischmuth et al. (1990) X15584a           X15584 b 

Bean golden mosaic virus (BGMV) Gilbertson et al. 1991a) M88686a          M88687b 

Bean golden yellow mosaic virus (BGYMV) Gilbertson et al. (1991a) M91604a         M 91605b 

Chino del tomate virus (CdTV) Brown e Nelson (1988) AF226665a   AF226666b 

Tomato golden mosaic virus (TGMV) Hamilton et al. (1984) K01029a                  K02030b 

Tomato rugose mosaic virus (TRMV) Fernandes et al. (2001) NC002555a   NC002556b 

Tomato mottle virus (ToMoV) Abouzid et al. (1992) LI4460a              LI4461b 

Tomato leaf crumple virus (TLCrV) Jiang et al. (1998) AF101476a   AF101478b 

Tomato cholotic mottle virus (TCMV-[MG-Be1]) Galvão et al. (1998) AY090557a 

Tomato yellow mottle virus (TYMoV) Galvão et al. (1998)                   AY090556b 

Potato yelow mosaic virus (PYMV) Contis et al. (1991)                   D00941b 

Sida golden mosaic virus (SiGMV) Höfer et al. (1997) X99550a           X99551b 

Sida yellow mosaic virus (SYMV) Galvão et al. (1998) AY090558a 

Sida mottle virus (SMoV) Galvão et al. (1998) AY090555a 
a: DNA-A; b: DNA-B 

  

 

 

3.4. Estudos de pseudo-recombinação 

Cerca de 10 µg de cada componente genômico foram misturados a 50 µl de uma 

solução (60 mg/ml) de micropartículas de tungstênio, 50 µl de CaCl2 2,5 M e 20 µl de 

espermidina 0,1 M, e mantidos sob agitação constante por 10 min. Em seguida a solução foi 

lavada com etanol absoluto, e o DNA precipitado junto às micropartículas de tungstênio foi 

transferido para quatro membranas carreadoras. As plantas foram inoculadas de acordo com o 

método de Aragão et al. (1996) e mantidas em casa de vegetação. O diagnóstico da infecção 

foi realizado por meio de observação visual de sintomas e confirmado via PCR, utilizando-se 

oligonucleotídeos universais para begomovírus. 

Nos estudos de pseudo-recombinação foram misturados componentes virais clonados 

em uma cópia e meia dos isolados TCMV-[BA-Se1] (Ribeiro et al., 2002), TRMV-[MG-Ub1] 

(Fernandes, 2001), TGMV (Fontes et al., 1994b), TCMV-[MG-Be1]-A (Machado et al., 

2001) e TYMoV-B (Galvão et al., 2000) provenientes de tomateiro, e componentes A de 
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SYMV e SMoV (Fernandes, 1999), provenientes de Sida rhombifolia. Foram inoculadas 12 

plantas de Nicotiana benthamiana para cada combinação obtida. O diagnóstico da infecção 

foi confirmado via PCR utilizando-se oligonucleotídeos universais para o gênero 

Begomovirus e específicos para as diferentes espécies virais inoculadas. As combinações 

utilizadas estão listadas no Quadro 2. 

  

 

 

 

  

Quadro 2. Combinações genômicas utilizadas no experimento de pseudo-recombinação. 

 TRMV-A TRMV-B 
TCMV-
[BA-Se1]-
A 

TCMV-
[BA-Se1]-
B 

TCMV-
[MG-Be1]-
A 

TYMoV-B TGMV-A  TGMV-B  SMoV-A SYMV-A 

TRMV-A -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 

TRMV-B X -- -- -- -- -- -- -- -- -- 

TCMV-[BA-Se1]-A  X -- -- -- -- -- -- -- -- 

TCMV-[BA-Se1]-B X  X -- -- -- -- -- -- -- 

TCMV-[MG-Be1]-A  X  X -- -- -- -- -- -- 

TYMoV-B X  X   -- -- -- -- -- 

TGMV-A  X  X   -- -- -- -- 

TGMV-B X  X    X -- -- -- 

SMoV-A  X  X     -- -- 

SYMV-A  X  X      -- 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1. Caracterização molecular do TCMV-[MG-Ig1] 

 

4.1.1. Clonagem molecular dos componentes genômicos 

 Com base na seqüência parcial do DNA-A foram sintetizados dois oligonucleotídeos 

sobrepostos para amplificação via PCR do componente completo. A amplificação foi 

comprovada pela observação de uma banda com aproximadament 2.600 nt no gel de agarose 

(Figura 2). Os sítios de enzimas de restrição presentes nos oligonucleotídeos foram utilizados 

para a clonagem no vetor previamente digerido com a mesma enzima. Após a amplificação do 

DNA-A, este foi digerido com a enzima Xho I. O DNA-A possui mais de um sítio de 

clivagem para a enzima, gerando inúmeros fragmentos após a digestao enzimática. Foi 

realizada então uma digestão parcial, testando-se diferentes tempos de digestão: 10, 15, 20, 

25, 30 e 35 minutos (Figura 3). A digestão por 15 minutos apresentou melhor resultado, pois a 

banda de 2.600 nt correspondente ao componente A linearizado estava presente (Figura 3, 

linha 2). O aumento do tempo de digestão acima de 15 minutos levou ao desaparecimento da 

banda de 2.600 nt (Figura 3, linhas 3-6). 

 Após a digestão parcial do DNA-A com Xho I, o fragmento correspondente ao 

componente completo foi purificado diretamente do gel de agarose e utilizado para ligação ao 

vetor pKS+ digerido com a mesma enzima. 

Para confirmação da clonagem, os plasmídeos recombinantes foram digeridos com as 

enzimas Sma I e Kpn I, que não hidrolisam o genoma viral, mas cujos sítios flanqueiam o sítio 

de Xho I no vetor, liberando assim o DNA-A clonado no sítio de Xho I (Figura 4). O clone 

correspondente ao DNA-A completo do TCMV foi denominado pTCMV-[MG-Ig1]-A.  
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Figura 2. Padrão eletroforético em gel de agarose (0,7%) do vetor pKS+ utilizado para 
clonagem, e dos componentes A e B do TCMV-[MG-Ig1] amplificados por PCR 
utilizando-se oligonucleotídeos sobrepostos. M, marcador de peso molecular 
(“1kb DNA ladder”); 1, pKS+ digerido com Xho I; 2, pKS+ digerido com EcoR I; 
3, DNA-A do TCMV-[MG-Ig1] amplificado via PCR; 4, DNA-B do TCMV-
[MG-Ig1] amplificado via PCR.  

 

 

Figura 3. Padrão eletroforético em gel de agarose (0,7%) de fragmentos do DNA-A do 
TCMV-[MG-Ig1], amplificados via PCR e digeridos parcialmente com a enzima 
Xho I, em diferentes tempos de digestão. M, marcador de peso molecular (“1kb 
DNA ladder”); 1-6, digestão por 10, 15, 20, 25, 30 e 35 minutos, respectivamente.  
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Figura 4. Padrão eletroforético em gel de agarose (0,7%) do plasmídeo recombinante 
contendo o DNA-A completo do TCMV-[MG-Ig1], purificado e digerido com Sma 
I e Kpn I. M, marcador de peso molecular (“1kb DNA ladder”); 1, plasmídeo 
digerido com Sma I e Kpn I. 

 

 

 

 

 

 

4.1.2. Sequenciamento do TCMV-[MG-Ig1] e análise comparativa de seqüências 

 Para o sequenciamento total do genoma viral foi adotada a estratégia de produção de 

sub-clones a partir dos clones pTCMV-[MG-Ig1]-A e pTCMV-[MG-Ig1]-B. 

Os sub-clones de pTCMV-[MG-Ig1]-A foram obtidos por meio da digestão desse 

plasmídeo com a enzima Xho I, já que esta apresenta sítios de reconhecimento no DNA-A. 

Desta digestão foram liberados fragmentos de 2.000, 1.400 e 800 nt (Figura 3, linhas 4-6). A 

Figura 5A ilustra a disposição dos sub-clones em relação ao genoma completo. Com esta 

estratégia foi possível obter a seqüência completa do DNA A, que possui 2.623 nt e é 

apresentada na Figura 6. 

Para a obtenção dos sub-clones de pTCMV-[MG-Ig1]-B foram utilizadas as enzimas 

Sal I, EcoR V e BamH I. A digestão com Sal I liberou um fragmento de aproximadamente 

1.100 nt, permanecendo um fragmento de 1.500 nt ligado ao vetor, que foi recircularizado. A 

digestão com EcoR V liberou dois fragmentos de aproximadamente 850 e 650 nt, 

permanecendo um fragmento de 1.100 nt ligado ao vetor, que foi recircularizado. Por fim, a 

M 1

3.0 Kb

2.0 Kb
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digestão com BamH I liberou um fragmento de aproximadamente 1.500 nt, permanecendo um 

fragmento de 1.100 nt ligado ao vetor, que foi recircularizado. A Figura 5B ilustra a 

disposição dos sub-clones em relação ao DNA-B. Com esta estratégia foi possível obter a 

seqüência completa do DNA-B, que possui 2.575 nt e é apresentada na Figura 7. 

A análise comparativa das seqüências de nucleotídeos dos DNAs -A e -B, além da 

seqüência de aminoácidos das proteínas Rep e CP (Quadro 3), revelaram que o DNA-A 

possui alta homologia (95%) com o isolado TCMV-[MG-Be1], caracterizado por Machado et 

al. (2001), e também (92%) com o isolado TCMV-[BA-Se1], proveniente da Bahia, 

caracterizado por Ribeiro et al. (2002). A homologia é inferior a 85% com o restante das 

espécies comparadas. Já o DNA B possui maior homologia (86%) com o isolado TCMV-

[BA-Se1]. A homologia com as outras espécies comparadas foi inferior a 73%. Ressalte-se 

que não há sequência disponível para o DNA-B do isolado TCMV-[MG-Be1]. 

De modo geral, a homologia entre a seqüência de aminoácidos da CP também foi 

elevada para outras espécies, como o TGMV (94%) e TRMV (94%), não sendo menor que 

80% para as espécies de geminivirus presentes no continente americano. Isto é até certo ponto 

esperado, considerando-se que o gene cp é o mais conservado entre os begomovírus. Já a 

homologia da sequência de aminoácidos da proteína Rep foi inferior a 81% para qualquer 

outra espécie de begomovírus comparada. Os resultados indicam que o TCMV-[MG-Ig1] 

possui maior homologia (acima de 90%) com os isolados TCMV-[MG-Be1] e TCMV-[BA-

Se1], consistindo assim em um isolado dessa espécie (Tomato chlorotic mottle virus), visto 

que de acordo com as com as regras de taxonomia adotadas pelo ICTV (Van Regenmortel et 

al., 2000), isolados de begomovírus com homologia acima de 90% para a seqüência completa 

do DNA-A podem ser considerados como pertencentes à mesma espécie.  
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Figura 5. Representação esquemática dos sub-clones obtidos para o sequenciamento do 

genoma completo do TCMV-[MG-Ig1]. A. Posição dos sub-clones obtidos a partir 
do clone pTCMV-[MG-Ig1]-A. B. Posição dos sub-clones obtidos a partir do clone 
pTCMV-[MG-Ig1]-B. As setas indicam o sentido da extensão nas reações de 
sequenciamento realizadas a partir dos sub-clones. 
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ACCGGATGGCCGCGCGATTTTTTTAAGGCCCATTCAGTTTGGGCCGCTCTTTTGGGCCTTCACCTTTAATTTTAT
TGATAGTAAATTTGGCCCAATCATGATGCATTTGACAAGCTAAGATATTTACAACTACTTAACGCCCAAGTTGCA
TAACGGCTATAAATTAAACGTGGTAGTGTCGTTAACTTTAATTCAAAATGCCTAAGCGCGATGCCCCATGGCGCC
ACATGTCAAGTACAGTTAAGATTAGCCGGGGCTTTAATAGTTCTCCTCGAGCAGGAGTTGGGCCCCGGTCTAATA
AGGCCTCTGACTGGGTAAACAGGCCCATGTACAGAAAGCCCTGGATATACCGGATTTACAGAACCCCCGATGTTC
CAAGGGGCTGTGAAGGCCCATGTAAAGTCCAATCGTTTGAACAGCGTCACGATATCTCCCATACTGGTAAGGTGA
TGTGTGTCTCGGATGTCACTCGTGGTAACGGTATTACACACCGTGTGGGTAAGCGTTTCTGTGTTAAGTCTGTGT
ATATTCTTGGTAAGATATGGATGGATGAGAACATCAAGTTGAAGAACCACACAAACAGTGCCATGTTTTGGTTGG
TGAGGGACCGTAGACCGTATGGTACCCCAATGGATTTTGGCCAGGTGTTAAACATGTTCGACAACGAGCCTAGCA
CTGCCACTGTGAAAAACGATCTTCGTGATCGTTTTCAAGTTATGCACAAGTTCTATGCTAAGGTTACTGGTGGAC
AATACGCAAGCAACGAGCAGGCGCTGGTCAAGCGGTTCTGGAAAGTCAACAATCATGTCGTCTTAAACCATCAAG
AAGCCGGGAAGTACGATAAACATACGGACAACGCCCTGTTATTGTATATGGCATGTACTCATGCCTCAAACGCCG
TGTATGCAACTTTAAAAATTCGGATCTATTTTTATGATTCGATAACAAATTAAATTAATTTGAATTTTATTGAAT
GATTCTCGAGTACAGCATTTACATATTGTTTGTCTGTTGCGAATCGAACAGCTCTAATTACATTATTAATTGAAA
TAACGCCTAGCTGATCAATATACAACATTAGTAAATATTTAAATCTATTTAAATATGTCATCCCAGAAGCTCTCA
GGGATGTCGTCCAGATTTGGAAGTTGAGATAAGCCTTGTGAAGACCCAATACTCTCCTCATGTTGTGGTTGAACC
GGATATGGACGTGGTAGACTCTGGTCCTCGTGTATAGTATGTCCTCGACTTTGTACATCTTGAAATAAAGGGGAT
TTGATATTTCCCAAATATACACGCCATTCTCTGCCTGATGTGCAGTGATGAGTTCCCCTGTGCGTGAATCCATGT
CCTGCGCAATCAATGTGTACGAAATTGGAGCACCCGCACTGCAAATCAATTCGTCTTCTTCGTATAGCTCTCTTC
TTTACAGCCCGATGTTGAACTTTGATAGAGGGGGGAGTTGAGAAAGATGAATTGTGCATTGTGCTTTGTCCAAGT
ATCTAATGCTGAGTTTTGATCCTTCTCGAGGAAACATTAATAGCTGGCCCCTTCGCCAGGGATTGCAAAGCACGA
TGCATGGGATACCACCTTTAATTTGAACCGGCTTTCCGTATTTACAGTTTGATTGCCAATCCTTTTGGGCCCCAA
TCAAGTCTTTCCTGTGCTTTAACTTTAGATAGTGCGGTGCGACATCATCAATGACGTTATACTGCACATCGTTTG
AGTAGACCTTTGAATTGAAATCGAGGTGACCACTCAAGTAATTATGGGACCCTAATGCACGTGCCCACATTGTTT
TGCCACTTCGAGAATCACCCTCGATTATTATACTGATAGGTCTCTCCGGCCGCGCAGCGGCATCTCTCCCGAAAT
AGTCATCTACCCAATCTTGCATCTCGACAGGCACGTTAGTGAACGACGAGAGGGGAAACGGAGGAACCCAAGGTT
CTGGAGCCTTTGCGAAAATACGCTCTAAATTTGACCTAATGTTATGATGTTGAAGCACGAAATCTTTGGGTTGTT
CCTCCCTTAATATATTGAGTGCTTCCATGACAGATCCTGCGTTGAGAACCTTGGCGTACGTGTCGTTGGCAGATT
GCTGACCTCCTCTAGCTGATCTGCCATCGATCTGGAAAACTCCATGATCACTGAAGTCTCCGTCTTTCTCCACGT
ATGCCTTGACATCTGACGAGCTCTTAGCTCCCTGAATGTTCGGATGGAAATGTGCTGACCTTGTTGGGGATACAA
GGTCGAATAATCTGTTGTTTGTGCAGACGAATTTCCCTTCGAACTGTATGAGGACGTGCAAATGAGGTTGCCCAT
CTTCATGTAATTCTCTGGCAACACGAATGAACAACTTATTAACAGGTATTTGTATGGCTAATAATTGGGAAAGTG
CTTCTTCTTTGGAAAGAGAACAGTGTGGATATGTCAGAAAATAATTTTTGGAATTTACTCGGAAATGTTTAGGCG
GTGGCATATTTGAAATAATAGTTGGGCACCGATTGGGGACTCTCTAAACTTGCTCTAGCAATTGGGGACTGGGGT
CCTATATATACTAGAACCCTCTATAGGACTTTCAATCTCGTTCACACACGTGGCGGCCATCCGATATAATATT 

 
 
 
Figura 6. Seqüência completa do DNA-A do TCMV-[MG-Ig1]. O nonanucleotídeo 

destacado em vermelho corresponde ao sítio de clivagem da proteína Rep (origem 
de replicação), conservado em todos os geminivírus. O nucleotídeo 1 corresponde 
ao primeiro nucleotídeo após o sítio de clivagem. Em negrito está representado o 
sítio de restrição da enzima Xho I utilizado na clonagem. 
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ACCGGATGGCCGCGCGATCTTTCTCTCTCTTTTAATCCTGTCCGTCCACGTGTTTAATGAATTTAGTTGAGCGCG
AATTTGAAGTCCGTGAATTGTGTTGAGCGCTTTATTTTAGTTCCGCTATCGGATGGCCGCCACGTGTATTAATAT
AAGACCGTTGAATTAAATATGATAAGCGGAACTTTCTCGAATTTCGCATTGTGTTTTTTGTGCTGATTAATTATG
AAATTCGACCGTTAGATTGCACATGATAGTGACGTATTGGTCATCGTGATTGAATAATGTGTCATTAGTACAAGT
ATTTGTTTTGGGGTGCAATCATGAAACATATGTAACGTGGACCAGTTAAATATTGACTGTATAAACAAGATAACC
CATTGATGCAATTACTACTATCTATATAATGCGATTGATATTGATAATTTTAAAACATCCAATAAGAATTTTGAA
CATGTATTTTAATAATAATAAGCGTCGTTGGTTGTCCACCAACCGTCGTAATTTCGTGCGATATTCTACGTTTAA
AAGATCACATTCTGTGATACGCAATGATGGGAAACGTCCATTAGGTATTTCAACAAACCCAGCTCTCATAGGATC
CACGAAAACCAATATGGGCCTGACTTCGTATTGGGCCATAACTCAGCGCTGTCCACTTTTATAACTTACCCGACT
CTTGGTAAAACTGAGCCCAACCGTACTAAATCATACATTAAGTTGAAACGTCTACGTTTTAAAGGTACTGTTAAG
ATAGAACGTGTTCCTGCTGATTTGAACATGAACGGAATGCCTGCTAAGATAGAGGGCGTATTTTCTCTGGTTATT
GTTGTTGATCGTAAACCTCATTTGAGCCCTTCCGGCAGTCTGTACACATTCGATGAGTTATTTGGTGCTAGGATC
CATAGCCATGGAAATTTACCGATAATCCCTTCTCTGAAGGATCGGTTTTACATACGTCATGTTGCTAAACGTGTC
TTGTCAGTGGAGAAGGATAGTAATATGATTGACGTTGAGGGGATTACAACACTGTCTAATAGGCGTTATAATTGC
TGGGCAAATTTTAGAGATTTCGATCATGAATCATGTAATGGTGTATATGCTAACATAAGCAAGAATGCCCTATTA
GTTTATTATTGTTGGATGTCGGAAACAGTTTCCAAAGCATCTACATTTGTATCATTTGATCTCGATTATATTGGA
TAATTATACATATCAATTTGCAAATTATATATTTGATAAGTTAAAATATGTTAATAAATTGTCCTATTCTATTAA
ACACTCAGGACAGCTTAATTTATTTTAAAGACTTTGGTTCAGATGGAGTACAATTGGTATTGATACATTCTTGGA
CTGTCGACTTAACAATCTCATTTAATTGGGCCAACGATAAGGTAATGTTGGACTGCGTCCTCTGTGCTGCAACGA
TTGACGCTGATTCTCCTGGGTCTAGAATTAACGTGTCCAATCTGTTCAGATCCTTATATGGATGTAGATCGTTGC
CCCGTTCGGAGTCCACACATGAATTGCTGAGACCAATTGTACTTCTGGATGCCCACGACTCTCCAGGTTTAATTT
CTATTGGGCAGTTAAGCCCAAATCTGGATGTCGAAGCGCATCTGACTAATTTCCTCTCCCATGTGCCGTAACCCA
CATGAACAAAATCGATATCCTTATCTGAAAATTGCTTCGACAATATTTTAACTGGTGGTGCCCCGAAAGGNATAT
CTACTGAGTGTTTTGCTGTGGATAGTTTTAACTTGCCCTTGAATTTGGCGAAATGGGTCCTTTGGTGCACATTCG
TATCGCTAACCCGGTAGTATAATTTCCATGGAATTGGGTCCTTCAGTGAAAAGAATGACGACGAGAAATAATGTA
AATCTATGTTACATCTAATTGGGAAGGTCCATGACGCTTGCAATGACTCGTTGTCCGTCATTCTTTTGTCATGTA
TTTCTACTATGACAGATCCTGTGGCGTTTATTGGGACTTGCTGTCTGTATTCGATGACGCAATGATCTATTTTCA
TGCAGCTCCGACTAAGTTTAGCACTAATTTGAGATGCCGTAGATGGAAATTGTAGAACAATTTCAGTTAGATCAT
GAGACAATTGATATTCATCTCTTTGGAGACTCAACATAATTAAAAGCCGATACCTCCCTATTGGTTTACTCTTGA
GTAATATTATTTTTTTCGCGCGTCGACTTAGCTATTGACCTAATTATTCGATGTAAACGATATGAAACCACTAAG
AGAGATTTACTCTACTTGGGTGATTCGTCTTACAGTCTTTTGTTATTTTAAACAAATACTACTATCAGTCATAAT
TGACCAAACATAAATATCTGCCTAAGAATTCTGAGTTTATAGAGGAAATACTTCTTAGCGACGTCGTTTTTTAAC
TGACTGCATCCTTGTAAATTTAAGCAATGGCATATTTGTAATAATAGTTGGGCACCGATTGGGGTCTTCTCAAAC
TTACTAAAGCAATTGGGGACTGGGGTCTTATATATACTAGAACCCTCTATAGAACTTTCAATCTCGTTCACAACA
CGTGGCGGCCATCCGATATAATATT 

 

 
Figura 7. Seqüência completa do DNA-B do TCMV-[MG-Ig1]. O nonanucleotídeo destacado 

em vermelho corresponde ao sítio de clivagem da proteína Rep (origem de 
replicação), conservado em todos os geminivírus. O nucleotídeo 1 corresponde ao 
primeiro nucleotídeo após o sítio de clivagem. Em negrito está representado o sítio 
de restrição da enzima EcoR I utilizado na clonagem. 
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Quadro 3. Porcentagens de homologia entre as seqüências de nucleotídeos (nt) e aminoácidos 
(aa) do TCMV-[MG-Ig1] e outros begomovírus. 

 DNA-A (nt) DNA-B (nt) Rep (aa) CP (aa) 

TCMV-[BA-Se1] 
TCMV-[MG-Be1]-A 
TYMoV-B 
SYMV-A 
SMoV-A 
TRMV-[MG-Ub1] 
TGMV 
BGMV 
SiGMV 
CdTV 
TLCrV 
ToMoV 
PYMV 
AbMV 
ACMV 

92% 
95% 
----- 
74% 
73% 
85% 
73% 
75% 
76% 
76% 
75% 
76% 
76% 
74% 
57% 

81% 
----- 
73% 
----- 
----- 
60% 
60% 
60% 
59% 
61% 
60% 
61% 
60% 
58% 
43% 

91% 
83% 
----- 
70% 
66% 
72% 
72% 
72% 
80% 
80% 
80% 
79% 
74% 
78% 
67% 

94% 
96% 
----- 
81% 
88% 
94% 
94% 
88% 
86% 
87% 
91% 
86% 
87% 
84% 
76% 

 

 

 

 

 

 

Um outro critério adotado pelo ICTV para a delimitação de espécies de begomovírus é 

a capacidade de formação de pseudo-recombinantes. Considerando-se a homologia de apenas 

72% entre as proteínas Rep do TCMV-[MG-Ig1] e TRMV, é pouco provável que esses vírus 

formem pseudo-recombinantes viáveis, consistindo dessa forma duas espécies distintas de 

begomovírus. Além disso, a homologia de seqüência entre o DNA-B do TCMV-[MG-Ig1] e 

outros begomovírus foi sempre inferior a 80%. 

 A análise das seqüências indica que o TCMV-[MG-Ig1] possui organização genômica 

semelhante à de outros begomovírus bissegmentados (Figura 8). No DNA-A foram 

identificadas as ORFs CP, com seqüência deduzida de 251 aminoácidos, na fita viral, e Rep, 

com 351 aminoácidos, Ren, com 132 aminoácidos, TrAP, com 129 aminoácidos e AC4, com 

99 aminoácidos, todas na fita complementar. No DNA-B foram identificadas as ORFs NS, 

com 275 aminoácidos, na fita viral, e MP, com 293 aminoácidos, na fita complementar.  

A seqüência de nucleotídeos da região comum, onde estão localizados os principais 

cis-elementos relacionados à replicação (Hanley-Bowdoin et al., 1999), foi alinhada com a de 

outras espécies de begomovírus (Figura 9). Pode-se constatar a presença dos cis-elementos 
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conservados entre as espécies, do sítio de ligação da proteína Rep, e da estrutura em forma de 

grampo que flanqueia o nonanucleotídeo TAATATT/AC clivado pela proteína Rep (origem 

de replicação). Além dos cis-elementos relacionados à replicação, foram identificados 

também o “G box” e a “TATA box”, também conservados em todos os begomovírus. A 

região comum de componentes virais cognatos possui seqüência praticamente idênticas, 

principalmente em relação à seqüência e posição dos cis-elementos. Entre as espécies do 

gênero begomovírus, a seqüência que dá origem a estrutura de grampo é idêntica, porém a 

seqüência do sítio de ligação da proteína Rep é variável, gerando especificidade, já que a Rep 

produzida pelo componente A de um vírus reconhecerá apenas os seus componentes A e B 

cognatos (Hanley-Bowdoin et al., 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Organização genômica do TCMV-[MG-Ig1]. A região comum está representada 
pelos retângulos pretos, de onde se iniciam as ORFs nos sentidos viral (CP no DNA-
A, NS no DNA-B) e complementar (Rep, Trap e Ren no DNA-A, MP no DNA-B). 
Os sítios de clonagem (Xho I para o DNA-A e EcoR I para o DNA-B) estão 
indicados. 
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TCMV-[MG-Ig1]-A   AACTTGCTCTAGCAATTGGGGACTGGGGT--CCTATATATACTAGAACCCTCTATAGGACTTTC 
TCMV-[MG-Ig1]-B   AACTTACTAAAGCAATTGGGGACTGGGGT--CTTATATATACTAGAACCCTCTATAGAACTTTC 
TCMV-[BA-Se1]-A   AAACT-CTAAAGCAATTGGGGACTGGGGT--CCTATATATACTAGAACCCTCTATAGAACTTTC 
TCMV-[BA-Se1]-B   AAACT-CTAAAGCAATTGGGGACTGGGGT--CCTATATATACTAGAACCCTCTATAGAACTTTC 
TCMV-[MG-Be1]-A   AACTTGCTCTAGCAATTGGGGACTGGGGT--CCTATATATACTAGAACCCTCTATAGAACTTTC 
TYMoV-B           AACTCCGCTAGTCAATTGGTGACTGGTGT--ACAATATATAGTAGAAGCCTCTATAGAACTCTC 
TGMV-A            AAAGT--TATATGAATTGGTAGTAA-GGTAGCTCTTATATATTAGAAGTTCCT--AAGGGG--- 
TGMV-B            AAAGT--TATATGTATTGGTAGTAA-GGTAGCTCTTATATATTAGAAGTTCCT--AAGGGG--- 
TRMV-A            AAACT--CATATGAATTGGTAGTTATGGTAGCTCTTATATACTAGAAGTTCCTTTAAGGAGATT 
TRMV-B            AAACT--CATATGAATTGGTAGTAATGGTAGCTCTTATATAGTAGAAGTTCCTTTAAGGAGATT 
SYMV-A            ACTCTGTGATATGAACTGGGGACTGGGGT--CTTATTTATAGCAGA---CTCCATATAATTTTT 
SmoV-A            AAGTC--TCTATGAAATTGGAGTAT-GGAGTACAATATATAGTAGGAGTTCCT--AAGGGG--- 
                  *             * * *        *       * ****  **      *   * 

 
 
 

TCMV-[MG-Ig1]-A   AATCTCGTTCACACACGTGGC-GGCCATCCGATATAATATTACCGGATGGCCG 
TCMV-[MG-Ig1]-B   AATCTCGTTCACACACGTGGC-GGCCATCCGATATAATATTACCGGATGGCCG 
TCMV-[BA-Se1]-A   AATCTCGTTCACACACGTGGC-GGCCATCCGTTATAATATTACCGGATGGCCG 
TCMV-[BA-Se1]-B   AATCTCGTTCACACACGTGGC-GGCCATCCGTTATAATATTACCGGATGGCCG 
TCMV-[MG-Be1]-A   AATCTCGTTTACACACGTGGC-GGCCATCCGATATAATATTACCGGATGGCCG 
TYMoV-B           AATCTCGTTCGAACACGTGGC-GGCCATCCG-TATAATATTACCGGATGGCCG 
TGMV-A            -------------CACGTGGC-GGCCATCCGT-TTAATATTACCGGATGGCCG 
TGMV-B            -------------CACGTGGC-GGCCATCCGT-ATAATATTACCGGATGGCCG 
TRMV-A            GCT---------ACACGTGGCCGGCCATCCGATATAATATTACCGGATGGCCG 
TRMV-B            GCT---------ACACGTGGCCGGCCATCCGTTATAATATTACCGGATGGCCG 
SYMV-A            GAT-------GGACACGTGGC-GGCCATCCGCTATAATATTACCGGATGGCCG 
SmoV-A            -------------CACGTGGC-GGCCATCCGT-CTAATATTACCGGATGGCCG 
                                ******* *********   ******************* 

 
 
 
 

Figura 9. Alinhamento das seqüências da origem de replicação dos DNAs -A e -B do TCMV-
[MG-Ig1] e de outros begomovírus. Os cis-elementos associados à replicação estão 
destacados.  
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4.1.3. Análise filogenética 

 As seqüências dos genomas de diversas espécies de begomovírus foram utilizadas para 

a construção de árvores filogenéticas. A árvore filogenética baseada na sequência de 

nucleotídeos do DNA-A (Figura 10) apresenta ramos distintos separando as espécies relatadas 

no Brasil, América Central e América do Norte. As espécies brasileiras foram subdivididas 

entre as que infectam plantas cultivadas (TCMV-[MG-Ig1], TCMV-[BA-Se1], TCMV-[MG-

Be1], TRMV e BGMV) e plantas daninhas (SMoV e SYMV), com exceção do TGMV, que se 

agrupou com as espécies que infectam Sida. Verifica-se também que o TCMV-[MG-Ig1] 

agrupou-se com o TCMV-[MG-Be1] e TCMV-[BA-Se1], resultado que corresponde àquele 

apresentado no Quadro 3, no qual o TCMV-[MG-Ig1] apresentou maior homologia de 

sequência com esses dois isolados. 

 Resultado semelhante foi verificado na árvore baseada na sequência de nucleotídeos 

do DNA-B (Figura 11). As espécies de ocorrência no Brasil foram agrupados em um ramo 

distinto das espécies relatadas nas Américas Central e do Norte.  

A árvore baseada na seqüência de aminoácidos da proteína Rep (Figura 12) mostrou 

resultados consistentes com aqueles apresentados no Quadro 3, permanecendo o TCMV-

[MG-Ig1] agrupado junto ao TCMV-[BA-Se1] e ao TCMV-[MG-Be1]. Entretanto, na 

filogenia da proteína Rep, o TCMV-[MG-Ig1] foi agrupado em um ramo mais próximo do 

TCMV-[BA-Se1] em relação ao TCMV-[MG-Be1], enquanto que na filogenia do DNA-A 

completo ocorreu o inverso. Não houve agrupamento das espécies em relação a sua região de 

ocorrência, refletindo provavelmente a menor conservação desta proteína entre as diferentes 

espécies, ao contrário da proteína capsidial, altamente conservada entre as espécies. 

Os resultados da análise filogenética confirmam a classificação do TCMV-[MG-Ig1] 

como um isolado da espécie Tomato chlorotic mottle virus, do gênero Begomovirus. Apesar 

de possuir elevada homologia de seqüência e elevado relacionamento filogenético com o 

isolado TCMV-[MG-Be1], o TCMV-[MG-Ig1] é um begomovirus com genoma 

bissegmentado, necessitando de dois componentes genômicos (A e B) para causar infecção 

sistêmica, ao passo que o TCMV-[MG-Be1] é capaz de causar infecção sistêmica apenas com 

seu DNA-A (Machado, 2001). 
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Figura 10. Árvore filogenética obtida a partir do alinhamento das seqüências de nucleotídeos 

do DNA-A de espécies de begomovírus relatadas nas Américas. O alinhamento foi 
preparado com o programa Clustal W, e a árvore foi obtida pelo programa MEGA, 
utilizando-se o método de “bootstrap” com 2000 repetições. A escala horizontal 
indica a distância genética aproximada. 
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Figura 11. Árvore filogenética obtida a partir do alinhamento das seqüências de nucleotídeos 

do DNA-B de espécies de begomovírus relatadas nas Américas. O alinhamento foi 
preparado com o programa Clustal W, e a árvore foi obtida pelo programa MEGA, 
utilizando-se o método de “bootstrap” com 2000 repetições. A escala horizontal 
indica a distância genética aproximada. 

 
 
 
 
 
 
 

 

 TCMV-[MG-Ig1]-B 

 TCMV-[BA-Se1]-B 

 TYMoV-B 

 BGMV-B 

 TGMV-B 

 TRMV-B 

 PYMV-B 

 TLCV-B 

 BGYMV-B 

 AbMV-B 

 ToMoV-B 

 SiGMV-B 

 CdTV-B 

 TLCrV-B 

 ACMV-B 

100 

100 

100 

100

100 

99 

100 

100 

99 

86 

92 

50 



 35

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
Figura 12. Árvore filogenética obtida a partir do alinhamento das seqüências de aminoácidos 

da proteína Rep de espécies de begomovírus relatadas nas Américas. O 
alinhamento e a árvore foram preparados com o programa DNAMan. A árvore foi 
obtida utilizando-se o método de “bootstrap” com 2000 repetições. A escala 
horizontal indica a distância genética aproximada. 
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4.2. Estudos de pseudo-recombinação 

 

A formação de pseudo-recombinantes viáveis é um indicativo de relacionamento 

taxonômico entre dois isolados de begomovírus. Considerando-se as diversas espécies de 

begomovírus relatadas recentemente infectando tomateiro e Sida em Minas Gerais 

(Ambrozevicius, 1999; Fernandes, 2001; Fernandes, 1999; Galvão, 2000; Machado, 2001), 

foram realizados experimentos com o objetivo de verificar a formação de pseudo-

recombinantes entre os componentes genômicos desses vírus. Os resultados desses 

experimentos podem fornecer indícios acerca da origem evolutiva dos vírus detectados em 

tomateiro. 

Todas as inoculações que produziram infecção sistêmica acarretaram em redução de 

crescimento associado a outras perturbações no tecido foliar, listadas no Quadro 4. 

 O pseudo-recombinante TRMV-A e TGMV-B induziu sintomas de infecção 

sistêmica, incluindo mosqueado e encarquilhamento foliar, em 100% das plantas de N. 

benthamiana inoculadas (Quadro 4, Figura 13A). O diagnóstico da infecção viral foi realizado 

via PCR a partir de folhas apicais (não inoculadas). O teste acusou a presença dos DNAs -A e 

-B (Figura 16). Resultado semelhante foi obtido na inoculação do pseudo-recombinante 

recíproco (TGMV-A e TRMV-B), que induziu sintomas semelhantes de infecção sistêmica 

em 100% das plantas inoculadas (Quadro 4, Figura 13B). O diagnóstico da infecção viral foi 

realizado da mesma forma (Figura 16). O pseudo-recombinante TRMV-A e TYMoV-B 

induziu sintomas sistêmicos, incluindo mosaico e encarquilhamento, em 92% das plantas 

inoculadas (Figura 13C), confirmado pela amplificação de fragmentos específicos dos DNAs 

-A e -B via PCR (Figura 16). 

Apesar do DNA-A do TCMV-[MG-Be1] ser capaz de causar infecção sistêmica 

quando inoculado independentemente (Machado, 2001), esse componente formou um pseudo-

recombinante viável com o DNA-B do TRMV, induzindo sintomas sistêmicos em 17% das 

plantas inoculadas (Quadro 4, Figura 13D). Ambos os componentes foram detectados nas 

folhas apicais (não inoculadas) (Figura 16, TCMV-[MG-Be1]-A + TRMV-B, linhas A e B), 

comprovando que a proteína Rep do TCMV-[MG-Be1] foi capaz de replicar o TRMV-B. A 

combinação SMoV-A e TRMV-B induziu sintomas sistêmicos em 33% das plantas 

inoculadas (Quadro 4, Figura 13E), porém o diagnóstico molecular detectou apenas a 

presença do DNA-A de SMoV nas folhas não inoculadas (Figura 16). Entretanto, houve a 

formação de pseudo-recombinante viável entre SYMV-A e TRMV-B, com sintomas 

sistêmicos em 42% das plantas inoculadas (Quadro 4, Figura 13F) e confirmação via PCR 
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(Figura 16). Esse resultado demonstra o relacionamento entre vírus isolados de plantas 

daninhas (SYMV) e cultivadas (TRMV), reforçando a hipótese de surgimento de novas 

espécies de begomovírus a partir da transferência de vírus existentes em plantas daninhas para 

o tomateiro pelo inseto vetor.  

A inoculação em N. benthamiana com o pseudo-recombinante TCMV-[BA-Se1]-A e 

TGMV-B resultou em sintomas sistêmicos (mosaico e epinastia) em 67% das plantas 

inoculadas (Quadro 4, Figura 14A). A infecção viral dessas plantas foi confirmada via PCR 

(Figura 16). Interessantemente, o pseudo-recombinante TGMV-A e TCMV-[BA-Se1]-B 

induziu sintomas extremamente agressivos, incluindo mosaico e encarquilhamento severos, 

em 50% das plantas inoculadas (Quadro 4, Figura 14B), confirmando-se a infecção via PCR 

(Figura 16). Pseudo-recombinante viável foi formado entre TCMV-[BA-Se1]-A e TYMoV-B, 

que induziu sintomas de mosaico, encarquilhamento e epinastia em 75% das plantas 

inoculadas (Quadro 4, Figura 14C), confirmados via PCR (Figura 16). O SMoV-A formou um 

pseudo-recombinante viável com o TCMV-[BA-Se1]-B, induzindo amarelecimento das 

nervuras, mosaico e encarquilhamento em 50% das plantas inoculadas (Quadro 4, Figura 

14D), confirmados via PCR (Figura 16). Sintomas de amarelecimento de nervuras, mosaico e 

encarquilhamento foram observados em 58% das plantas inoculadas com SYMV-A e TCMV-

[BA-Se1]-B (Quadro 4, Figura 14E), e confirmados via PCR (Figura 16). Verifica-se assim 

que, da mesma forma que o TRMV, o TCMV-[BA-Se1] também é capaz de formar pseudo-

recombinantes viáveis com componentes genômicos de vírus isolados a partir de plantas 

daninhas.  

 Os pseudo-recombinantes entre TRMV e TCMV-[BA-Se1] não foram viáveis, 

(Quadro 4), não induzindo sintomas sistêmicos nas plantas inoculadas (Figura 15A). O 

diagnóstico molecular confirmou o resultado (Figura 16). Da mesma forma, TCMV-[MG-

Be1]-A e TCMV-[BA-Se1]-B não induziram sintomas sistêmicos (Quadro 4, Figura 14D), 

nem foram detectados via PCR (Figura 15), apesar do TCMV-[MG-Be1]-A induzir sintomas 

sistêmicos quando inoculado sozinho. 
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Quadro 4. Resultados da inoculação de pseudo-recombinantes entre begomovírus que 

infectam tomateiro e plantas daninhas. 
Pseudo-recombinante Plantas infectadas Sintomas* 

TRMV-A + TCMV-[BA-Se1]-B 0% (0/12) (-) 

TRMV-B + TCMV-[BA-Se1]-A  0% (0/12) (-) 

TRMV -A + TGMV -B 100% (12/12) mos, enc, rc 

TRMV-B + TGMV-A  100% (12/12) mos, enc, rc 

TRMV-A + TYMoV-B 92% (11/12) mos, enc 

TCMV-[MG-Be1]-A + TRMV-B 17% (2/12) mq 

SMoV-A + TRMV-B 33% (4/12) mq 

SYMV-A + TRMV-B 42% (5/12) mos, enc 

TCMV-[BA-Se1]-A + TGMV-B 67% (8/12) mos, ep 

TCMV-[BA-Se1]-B + TGMV-A 50% (6/12) am-n, mos, enc, rc 

TCMV-[BA-Se1]-A + TYMoV-B 75% (9/12) mos, enc, ep 

TCMV-[MG-Be1]-A + TCMV-[BA-Se1]-B 0% (0/12) (-) 

SMoV-A + TCMV-[BA-Se1]-B 50% (6/12) am-n, mos, enc 

SYMV-A + TCMV-[BA-Se1]-B 58% (7/12) am-n, mos, enc 

TCMV-[BA-Se1]-A + TCMV-[BA-Se1]-B 100% (12/12) am-n, enc, rc 

TRMV-A + TRMV-B 100% (12/12) am-n, enc, rc 

TGMV-A + TGMV-B 100% (12/12) am-n, mos, enc, rc 

* am-n, amarelecimento de nervuras; enc, encarquilhamento; ep, epinastia; mos, mosaico; 
mq, mosqueado; rc, redução do crescimento; (-), assintomática 
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Figura 13. Sintomas observados em plantas de N. benthamiana inoculadas com os pseudo-
recombinantes TRMV-A + TGMV-B (A), TRMV-B + TGMV-A (B), TRMV-A + 
TYMoV-B (C), TCMV-[MG-Be1]-A + TRMV-B (D), SMoV-A + TRMV-B (E) e 
SYMV-A + TRMV-B (F). As plantas foram avaliadas 24 dias após a inoculação.  
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C D 
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Figura 14. Sintomas observados em plantas de N. benthamiana inoculadas com os pseudo-
recombinantes TCMV-[BA-Se1]-A + TGMV-B (A), TCMV-[BA-Se1]-B + 
TGMV-A (B), TCMV-[BA-Se1]-A + TYMoV-B (C), TCMV-[MG-Be1]-A + 
TCMV-[BA-Se1]-B (D), SMoV-A + TCMV-[BA-Se1]-B (E) e SYMV-A + 
TCMV-[BA-Se1]-B (F). As plantas foram avaliadas 24 dias após a inoculação. 
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Figura 15. Ausência de sintomas observados em plantas de N. benthamiana inoculadas com 
os pseudo-recombinantes entre TRMV e TCMV-[BA-Se1] (A). Plantas 
sintomáticas foram observadas nas inoculações com TCMV-[BA-Se1]-A e -B 
(B), TGMV-A e -B (C) e TRMV-A e -B (D). As plantas foram avaliadas 24 dias 
após a inoculação. 
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Figura 16. Diagnóstico molecular da infecção pelos pseudo-recombinantes. DNA total 

extraído a partir das plantas inoculadas foi utilizados em reações de PCR 
utilizando oligonucleotídeos universais para begomovírus. M, marcador de peso 
molecular (“1 kb DNA ladder”). 
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A não formação de pseudo-recombinantes viáveis pode ser devido a pelo menos dois 

fatores. O primeiro é a natureza altamente especifica da interação da proteína Rep com a 

origem de replicação (Fontes et al., 1994a e 1994b). O segundo seria a inabilidade dos 

produtos dos genes codificados pelo DNA-B (MP e NS) de mediarem o movimento de um 

DNA-A heterólogo (Gilbertson et al., 1993). Além disso, a hipótese de fatores do hospedeiro 

estarem implicados neste fenômeno não pode ser descartada. A princípio a formação de 

pseudo-recombinantes viáveis está restrita a estirpes de uma mesma espécie (Stanley et al., 

1985; Lazarowitz et al., 1991), contudo existem alguns relatos da ocorrência deste fenômeno 

entre espécies distintas, como ToMoV e BDMV (Gilbertson et al., 1993) e SiGMV-[Hoyv] e 

AbMV (Frischmuth et al., 2000b).  

Embora a homologia de seqüência entre o TRMV e o TGMV seja baixa (78% para 

ambos o componente A) (Fernandes, 2001), as seqüências do sítio de ligação da proteína Rep 

desses dois vírus diferem em apenas um nucleotídeo (TRMV: GGTAGTTATGG; TGMV: 

GGTAGTAATGG) (Figura 8). Isto pode explicar a formação de pseudo-recombinantes 

viáveis entre esses vírus, pois estaria havendo a trans-replicação do DNA B heterólogo. A 

habilidade das proteínas MP e NS em mediar o movimento do DNA-A heterólogo é muito 

menos específica do que a habilidade da proteína Rep em trans-replicar o DNA-B 

(Frischmuth et al., 2000b). Da mesma forma, a pequena diferença na seqüência do sítio de 

ligação da proteína Rep entre TRMV (GGTAGTTATGG) e TYMoV (GGTGACTGGTG), 

contribui para que os fatores de replicação codificados pelo DNA-A de TRMV possam 

replicar o DNA-B de TYMoV. Já a seqüência do sítio de ligação do TRMV-B 

(GGTAGTTATGG) difere significativamente daquelas de TCMV-[MG-Be1]-A e SYMV-A 

(GGGGACTGGGG). O fato desses componentes serem capazes de formar pseudo-

recombinantes viáveis evidencia que outros fatores influenciam este fenômeno. O mesmo foi 

observado em relação ao TCMV-[BA-Se1] e TGMV, cujas seqüências diferem 

significativamente (TCMV-[BA-Se1]: GGGGACTGGGG; TGMV: GGTAGTAATGG), e 

mesmo assim foram formados pseudo-recombinantes viáveis entre seus componentes.  

No caso do TCMV-[BA-Se1]-A e TYMoV-B, a pequena diferença entre as seqüência 

no sítio de ligação da proteína Rep não foi suficiente para evitar o reconhecimento do sítio 

pela proteína, e assim o pseudo-recombinante foi capaz de causar infecção sistêmica. O 

sucesso do pseudo-recombinante formado por SYMV-A e TCMV-[BA-Se1]-B é devido ao 

fato de suas seqüências no sítio de ligação da proteína Rep serem idênticas. 

O fato do pseudo-recombinante entre SMoV-A (GGAGTATGGAG) e TRMV-B não 

ter sido viável pode ser devido às muitas diferenças na seqüência no sítio de ligação da 
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proteína Rep, pois apenas em quatro posições eles possuem nucleotídeos idênticos. O mesmo 

não foi observado no pseudo-recombinante entre SMoV-A e TCMV-[BA-Se1]-B, pois 

diferem na seqüência em poucos nucleotídeos. Neste caso os sintomas desenvolvidos nas 

plantas inoculadas com SMoV-A e TRMV-B foram menos intensos que os desenvolvidos nas 

plantas inoculadas com SMoV-A e TCMV-[BA-Se1]-B, podendo ser atribuído a melhor 

movimentação do SMoV na planta sendo movimentado pelo DNA-B heterólogo. 

Em geral os sintomas induzidos pelos pseudo-recombinantes nas plantas de N. 

benthamiana foram menos intensos que os induzidos pela inoculação dos componentes 

homólogos, com exceção do pseudo-recombinante TGMV-A e TCMV-[BA-Se1] (Figura 

13B), cujos sintomas foram praticamente idênticos aos observados nas plantas inoculadas 

com TGMV (Figura 14C). Esse resultado sugere que os fatores virais envolvidos na 

replicação e movimento (e consequentemente na indução de sintomas) foram intercambiados 

de forma estável entre os componentes genômicos. O mesmo não ocorreu com o pseudo-

recombinante recíproco, que induziu sintomas mais amenos, indicando diferenças na 

estabilidade desses fatores quando o papel é invertido, ou seja, a interação da Rep codificada 

pelo TGMV-A com a origem de replicação do TCMV-[BA-Se1]-B é diferente da interação da 

Rep codificada pelo TCMV-[BA-Se1]-A com a origem de replicação do TGMV-B. O mesmo 

pode ocorrer com a interação entre os fatores codificados pelo DNA-B. 

É possível que os sintomas sistêmicos desenvolvidos pelos pseudo-recombinantes ao 

serem inoculados pela primeira vez em um novo hospedeiro (N. benthamiana) sejam mais 

amenos, caracterizando uma menor adaptação ente o vírus e o hospedeiro.Essa adaptação 

pode ocorrer após algumas passagens sucessivas no mesmo hospedeiro via recombinaçãos 

intermolecular, conforme demonstrado por Hou e Gilbertson (1996). 

Em condições naturais é freqüente a ocorrência de infecções mistas entre diferentes 

espécies de begomovírus. A mistura de componentes genômicos em uma mesma célula 

favorece a recombinação e/ou pseudo-recombinação, podendo resultar no surgimento de 

novas espécies de vírus.  

O fato de pseudo-recombinantes viáveis terem sido produzidos entre os componentes 

genômicos de diversos vírus isolados recentemente no Brasil a partir de tomateiro e Sida 

sugere que esses vírus podem ter evoluído a partir de ancestrais comuns, provavelmente 

infectando plantas daninhas. Ao serem transferidos para o tomateiro pelo biótipo B de B. 

tabaci, esses vírus teriam se adaptado ao novo hospedeiro por meio de recombinação ou 

pseudo-recombinação. Esse processo provavelmente continua ocorrendo no campo, mas 

eventualmente algumas poucas espécies altamente adaptadas ao tomateiro devem predominar. 
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O monitoramente constante das espécies de begomovírus infectando o tomateiro nas 

principais regiões brasileiras será essencial para detectar esse processo de evolução de novas 

espécies de vírus, e para permitir que o melhoramento visando resistência seja direcionado 

para aquelas espécies que passem a predominar.  
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5. RESUMO E CONCLUSÕES 

 

  

A primeira parte do trabalho visou a caracterização molecular de um vírus que foi 

isolado de plantas de tomateiro apresentando sintomas de mosaico, distorção foliar e nanismo 

no município de Igarapé, Minas Gerais (Zerbini et al.,, 1996). O isolado foi caracterizado 

biologicamente por Ambrozevicius (2000). A análise de sequências completas dos 

componentes A e B indicou tratar-se de uma nova espécie de begomovírus, denominada 

Tomato chlorotic mottle virus isolado MG-Ig1 (TCMV-[MG-Ig1]) (Ambrozevicius et al., 

1999; Ribeiro et al., 2002).  

Para a clonagem do genoma foram sintetizados pares de oligonucleotídeos sobrepostos 

para os componentes A e B e que continham sítios para as enzimas de restrição Xho I e 

EcoR I, respectivamente, resultando em um produto de PCR correspondente aos componentes 

A e B completos do TCMV-[MG-Ig1]. Os componentes genômicos amplificados via PCR 

foram submetidos à digestão enzimática com as enzimas Xho I e EcoR I para os componentes 

A e B, respectivamente. No caso do DNA-A, foi feita uma digestão parcial com Xho I, a 37oC 

por 15 minutos. Os produtos da digestão parcial foram separados por eletroforese em gel de 

agarose (0,9%) e a banda correspondente ao DNA-A foi cortada do gel, purificada para ser 

usada na clonagem. O produto de PCR amplificado para o DNA-B foi submetido à digestão 

com EcoR I e o DNA purificado diretamente a partir da solução, e usado para clonagem. Os 

componentes virais foram clonados e sequenciados completamente. A análise comparativa 

das seqüências com as de outros begomovírus já caracterizados comprova que a identidade do 

isolado como TCMV. Além disso foram construídas árvores filogenéticas para classificar 

taxonomicamente essa nova espécie, que se agrupou com begomovírus presentes no Brasil e 

que infectam o tomateiro, como o TRMV, TCMV-[MG-Be1] e TYMoV, ou Sida sp., como 

SYMV e SMoV. Apesar do TCMV-[MG-Ig1] possuir elevada homologia no seu DNA-A com 

o TCMV-[MG-Be1] (95%), este é capaz induz sintomas sistêmicos quando inoculado em N. 
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benthamiana, o que não ocorre com o DNA-A do TCMV-[MG-Ig1], que necessita de seu 

DNA-B cognato. 

A segunda parte do trabalho pretendeu estudar o fenômeno da pseudo-recombinação 

que ocorre entre os begomovírus bissegmentados, especificamente entre begomovírus 

isolados de tomateiro e de Sida sp. Para isso plantas de N. benthamiana foram inoculadas via 

biobalística com pseudo-recombinantes formados por combinações entre os genomas virais 

clonados de TCMV-[BA-Se1], TCMV-[MG-Be1], TRMV, TGMV, TYMoV, SMoV e 

SYMV. Os pseudo-recombinantes entre TRMV-A + TGMV-B, TRMV-B + TGMV-A, 

TRMV-A + TYMoV-B, TRMV-B + TCMV-[MG-Be1]-A, TRMV-B + SYMV-A, TCMV-

[BA-Se1]-A + TGMV-B, TCMV-[BA-Se1]-B + TGMV-A, TCMV-[BA-Se1]-A + TYMoV-

B, TCMV-[BA-Se1]-B + SMoV-A e TCMC-[BA-Se1]-B + SYMV-A causaram infecção 

sistêmica, enquanto que os pseudo-recombinantes formados por TRMV-A + TCMV-[BA-

Se1]-B, TRMV-B + TCMV-[BA-Se1]-A, TCMV-[BA-Se1]-B + TCMV-[MG-Be1]-A e 

TRMV-B + SMoV-A não causaram infecção sistêmica. As plantas inoculadas com o pseudo-

recombinante TRMV-B + SMoV-A apresentaram sintomas de infecção sistêmica, porém o 

TRMV-B não foi detectado por PCR. Em conjunto, estes resultados indicam que o fenômeno 

da pseudo-recombinação é complexo e envolve interações entre fatores codificados pelos 

componentes virais, bem como outros codificados pelo hospedeiro. 

 Na natureza, infecções mistas de begomovírus ocorrem com frequência, podendo 

levar ao surgimento de novas espécies por meio de recombinação e/ou pseudo-recombinação, 

constituindo dessa forma uma ferramenta importante na evolução dos begomovírus. 
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