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RESUMO

ANDRADE, Eduardo Chumbinho, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa. Abril de 2002.
Clonagem molecular do Tomato chlorotic mottle virus (TCMV) e estudos de pseudo-
recombinacdo entre begomovirus de tomateiros e Sda sp. Orientador: Francisco Murilo
Zerbini Janior. Consdheiros. Elizabeth Pacheco Batista Fontes e Murilo Geraldo
Carvalho.

A familia Geminiviridae, caracterizada pela morfologia de particulas
icosaédricas geminadas e genoma composto por DNA de fita simples circular, é dividida em
guatro géneros, de acordo com o tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros, organizacdo do
genoma e relacionamento filogenético. Os begomovirus possuem dois componentes
gendmicos, sdo transmitidos por mosca-branca e infectam dicotiledoneas. A partir de 1994
houve relatos sucessivos de begomovirus em tomateiro em diversos estados brasileiros. O
sequenciamento parcial do genoma de aguns destes virus revelou que had uma grande
diversidade de espécies, provavelmente como resultado da disseminacéo de virus nativos pelo
biétipo B da mosca-branca Bemisia tabaci. O objetivo do presente trabalho foi a
caracterizacdo molecular de uma nova espécie de begomovirus detectada no municipio de
lgarapé, MG, denominada Tomato chlorotic mottle virus, isolado MG-Igl (TCMV-[MG-
lg1]), e o estudo da ocorréncia de eventos de pseudo-recombinacdo entre begomovirus que
infetam tomateiro e Sda sp. Paraa caracterizacdo molecular, foram sintetizados dois pares
de oligonucleotideos sobrepostos com sitios de restricéo que possibilitaram a amplificacdo do
genoma completo (fragmentos de aproximadamente 2.600 nucleotideos para os componentes
A e B) do TCMV-[MG-lgl]. Para 0 sequenciamento, o genoma completo foi divido em
subclones sobrepostos e as sequéncias foram montadas com o auxilio de programas
apropriados. A andlise comparativa das sequiéncias confirmou a identidade do TCMV-[MG-
lgl] como uma espécie do género Begomovirus. Para os estudos de pseudo-recombinacéo
foram misturados componentes virais clonados em uma copia e meia do TCMV (isolados
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BA-Sel e MG-Bel), Tomato rugose mosaic virus (TRMV), Tomato yellow mottle virus
(TYMoV) e Tomato golden mosaic virus (TGMV), provenientes de tomateiro, e Sda yellow
mosaic virus (SYMV) e Sda mottle virus (SMoV), provenientes de Sda rhombifolia. A
inoculagdo foi realizada via biobaistica em plantas de Nicotiana benthamiana, e o
diagnostico da infecgdo foi confirmado via PCR, utilizando oligonucleotideos universais para
begomovirus. Foram observados sintomas sistémicos nas plantas inoculadas com os pseudo-
recombinantes reciprocos entre TRMV e TGMV, TCMV-[BA-Sel] e TGMV, aém de
TRMV-A + TYMoV-B, TRMV-B + TCMV-[MG-Bel]-A, TRMV-B + SYMV-A, TCMV-
[BA-Sel]-A + TYMoV-B, TCMV-[BA-Sel]-B + SMoV e TCMV-[BA-Sel]-B + SYMV-A.
As infecgdes foram confirmadas via PCR em todos os casos. Os sintomas observados
variaram de acordo com a combinacdo, desde leve clorose entre as nervuras até mosaico
amarelo e encarquilhamento severo das folhas. N& foram observados sintomas sistémicos
nas plantas inoculadas com os pseudo-recombinantes reciprocos entre TRMV e TCMV-[BA-
Sel], dém de TCMV-[BA-Sel]-B + TCMV-[MG-Bel]-A. Na combinacéo entre TRMV-B +
SMoV-A foram observados sintomas sistémicos, porém apenas o componente A de SMoV foi
detectado via PCR.
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ABSTRACT

ANDRADE, Eduardo Chumbinho, M. Sc., Universidade Federa de Vigosa. April 2002.
Molecular cloning of Tomato chlorotic mottle virus (TCMV) and pseudorecombination
studies among begomoviruses from tomato and Sda sp. Advisor: Francisco Murilo
Zerbini Janior. 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 severa states of Brazil. Partial sequencing of the genome of some of
the isolates reveadled 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-Igl (TCMV-[MG-
1g1]), and the study of pseudorecombination events among begomoviruses from tomato and
Sda 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-Igl]. 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-
Igl] as a species of the genus Begomovirus. For the pseudorecombination studies, cloned
DNA components TCMV (isolates BA-Sel and MG-Bel), Tomato rugose mosaic Virus
(TRMV), Tomato yellow mottle virus (TYMoV) and Tomato golden mosaic virus (TGMV),
from tomato, and Sda yellow mosaic virus (SYMV) and Sda mottle virus (SMoV), from

Sda rhombifolia were mixed and inoculated by particle bombardment into Nicotiana
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benthamiana plants. Viral infection was confirmed by PCR with genera begomovirus
primers. Sistemic symptoms were oberved in plants inoculated with the reciprocal
pseudorcombinants between TRMV and TGMV, TCMV-[BA-Sel] and TGMV, and aso with
TRMV-A + TYMoV-B, TRMV-B + TCMV-[MG-Bel]-A, TRMV-B + SYMV-A, TCMV-
[BA-Sel]-A + TYMoV-B, TCMV-[BA-Sel]-B + SMoV and TCMV-[BA-Sel]-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 lesk crumpling.
Sistemic symptoms were not observed in plants inoculated with the reciproca
pseudorecombinants between TRMV and TCMV-[BA-Sel], and also with TCMV-[BA-Sel]-
B + TCMV-[MG-Bel]-A. The combination of TRMV-B + SMoV-A yieded sistemic
symptoms, but only the SMoV DNA-A was detected by PCR.



1. INTRODUCAO

A familia Geminiviridae constitui uma das familias de maior importancia econémica
dentre os virus de plantas, englobando virus cujo genoma é composto por uma fita simples de
DNA circular, encapsidado em uma particula icosaédrica geminada (Lazarowitz, 1992). A
familia é dividida em quatro géneros (Mastrevirus, Curtovirus, Begomovirus e Topocuvirus),
de acordo com o tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros, organizacdo do genoma e
relacionamento filogenético (Van Regenmortd et al., 2000).

Os begomovirus sdo considerados um grupo emergente de virus de plantas, devido ao
aumento da incidéncia e severidade das doencas por eles causadas nas Ultimas décadas
(Polston e Anderson, 1997). Estdo amplamente distribuidos, principamente em regides
tropicais e subtropicais, sendo uma das maiores ameacas a agricultura nestas regides do globo
(Brown e Bird, 1992; Polston e Anderson, 1997). O mosaico dourado do feijoeiro, nas
Américas (Gilbertson et a., 1991a), o enrolamento amarelo das folhas do tomateiro, no
Mediterraneo e no Oriente Médio (Navot et al., 1991), e o mosaico da mandioca, na Africa
(Faugquet e Fargette, 1988), sdo exemplos de doencas causadas por begomovirus que
constituem fatores limitantes para a produtividade das respectivas culturas. Recentemente, a
emergéncia de novas espécies de begomovirus infectando tomateiros nas Ameéricas (Polston e
Anderson, 1997) veio ressaltar de forma dramética o impacto causado por esses patdgenos a
agricultura. O controle das doencas causadas por begomovirus é dificultado pela auséncia de
fontes naturais de resisténcia e pela diversidade genética do inseto vetor, o que leva arapida
selecao de popul agles resistentes a inseticidas.

No Brasil, apds diversos relatos de doencas transmitidas por mosca-branca ocorridos
na década de 1950 (Costa e Bennet, 1950; Costa, 1955), Costa (1965) descreveu 0 mosaico
dourado do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), denominando o agente etiolégico Bean golden

mosaic virus (BGMV). Posteriormente, o BGMV foi caracterizado como o primeiro



geminivirus, e atualmente € o membro-tipo do género Begomovirus (Goodman, 1977; Van
Regenmortel et al., 2000). Na época, 0 mosaico dourado do feijoeiro foi considerado uma
doenca de importancia econdmica secundaria, mas hoje vem causando grandes perdas em
pelo menos 12 paises da América Latina (Gilbertson et a., 1991b). O aumento populacional
de seu inseto vetor, a mosca-branca Bemisia tabaci, durante a década de 70 foi determinante
para a disseminagdo do BGMV (Costa, 1976). No Brasil, esse aumento explosivo de Bemisia
tabaci foi atribuido a0 aumento da area plantada com soja, uma excelente hospedeira do
inseto (Costa, 1975).

O primeiro relato mundial de begomovirus em tomateiro ocorreu no estado de Séo
Paulo, em 1960 (Flores et al., 1960). O agente etiolégico foi posteriormente caracterizado e
denominado Tomato golden mosaic virus (TGMV), também transmitido por Bemisia tabaci
(Maytis et al., 1975). Entretanto, o0 aumento da incidéncia do inseto vetor ndo causou aumento
da incidéncia de TGMV em tomateiro no Brasil, ao contr&rio do que foi observado para o
BGMV em fejoeiro, provavelmente porque o bidtipo A de Bemisia tabaci, o Unico 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
Flérida, América Central, Caribe, México e Venezuea como resultado de infeccdo por
begomovirus. A incidéncia era t&o severa a ponto de inviabilizar o cultivo comercial em
determinadas regides, a exemplo do Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) na Republica
Dominicana (Polston e Anderson, 1997). Nessas regides predominava o biétipo B de B.
tabaci, relatado pela primeira vez no Brasil no inicio da década de 1990 (Melo, 1992). Este
biétipo, considerado por alguns autores como uma nova espécie, denominada Bemisia
argentifolii, € também conhecido como “moscabranca da folha prateada’ (“silverleaf
whitefly”) (Franca, 1996). A distingdo entre os dois bidtipos é feita com base em
caracteristicas morfol 6gicas, padrdes de aloenzimas e RFLP (Perring et al., 1993).

O bidtipo B de B. tabaci possui maior gama de hospedeiros, maior fecundidade e
maior capacidade de dispersdo em relacdo ao bidtipo A (Bedford et d., 1994). Populacbes do
biétipo A possuem limitada capacidade de aimentacdo e oviposicdo em plantas de tomateiro,
o que diminui a probabilidade de transmissdo de begomovirus para essa planta. Ja o biétipo B
€ altamente adaptado para alimentacdo e oviposicdo em plantas de tomateiro (Schuster et al.,
1990), facilitando a transmissao de begomovirus a partir de outras plantas infectadas das quais
ele também se dimenta, incluindo Sda rhombifolia, uma planta daninha de ocorréncia
freqliente no Brasil e que serve como reservatorio natural de begomovirus (Frischmuth et al.,
1997).



Devido a suas caracteristicas de maior adaptabilidade, o biétipo B de B. tabaci se
disseminou rapidamente pelas regibes quentes e secas do Brasil, incluindo as principais
regiGes produtoras de tomate, durante o inicio da década de 1990 (L ourencéo e Nagai, 1994).
Simultaneamente, relatos de sintomas tipicos de infeccdo por begomovirus em tomateiros
ocorreram no Distrito Federal (Franga, 1996), Triangulo Mineiro (Resende et a., 1996;
Zerbini et a., 1996), Rio de Janeiro (Galvéo et a., 1998) e na regido Nordeste, incluindo o
estado da Bahia (Ribeiro et al., 1996) e a regido do Sub-Médio Sdo Francisco (Bahia e
Pernambuco), entdo a principal regi&o produtora de tomate para processamento industrial no
Brasi| (Bezerraet al., 1997).

Os begomovirus associados & epidemias em tomateiro nos diversos estados
brasileiros foram isolados e caracterizados por Ribeiro et al. (2002). O sequenciamento
parcial do genoma desses virus revelou uma grande diversidade genética, com a descri¢éo de
diversas novas espécies. A explicacdo mais provavel para esse surgimento repentino de novos
begomovirus em tomateiro no Brasil est4 relacionada a presenca do novo biétipo de mosca
branca, que colonizaria plantas silvestres e daninhas, transmitindo virus nativos que infectam
essas plantas para 0 tomateiro, inclusve formando infecgbes mistas. A presenca de
begomovirus em uma nova espécie hospedeira, somada a co-existéncia de begomovirus
distintos em uma mesma planta, possibilitaria a recombinacéo e/ou pseudo-recombinacdo de
componentes do genoma viral, gerando novas espécies de virus provavelmente mais
adaptados ao novo hospedeiro. Além disso, muitas vezes pode ocorrer sinergismo entre virus
em infecgdes 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 pesguisadores no México e nos EUA sugerem que esse
processo de evolucdo e adaptacdo de novas espécies de begomovirus pode ocorrer em
periodos de tempo relativamente curtos (Hou e Gilbertson, 1996; Torres-Pacheco et al.,
1993).

A caracterizacdo molecular das novas espécies de begomovirus que estdo surgindo no
Brasil aumentara o conhecimento com relacdo a diferencas e semelhancas patogénicas,
bioguimicas e moleculares entre begomovirus. O estudo de pseudo-recombinacdo entre
espécies virais distintas € uma das formas de estudar o relacionamento taxondmico e
evolutivo entre esses virus. A médio e longo prazo, estes conhecimentos fornecerdo subsidios
cientificos para o desenvolvimento de estratégias mais €ficientes para o controle de
begomovirus em tomateiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Taxonomia, origem e evolucdo dos geminivirus

A familia Geminiviridae é caracterizada por possuir material genético composto por
DNA de fita simples (ssDNA), circular, com 2.500 a 3.000 nucleotideos (nt), encapsidado por
uma Unica proteina estrutural que se arranja na forma de 22 capsdmeros formando dois
icosaedros incompletos com cerca de 18 30 nm, que ddao um aspecto geminado ao virion,
caracteristico desta familia de virus de plantas (Lazarowitz, 1992).

Os geminivirus, de acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV), sBo classficados na familia Geminiviridae, subdividida em quatro géneros.
Mastrevirus, Curtovirus, Begomovirus e Topocuvirus (Van Regenmortel et al., 2000). O
género Mastrevirus inclui os geminivirus com um componente gendmico transmitidos por
cigarrinhas (Homoptera:Cicadellidae) a plantas monocotiledoneas. O Maize streak virus
(MSV) é a espécie-tipo. Este género inclui alguns patdgenos importantes de culturas como o
milho e o trigo. O género Curtovirus engloba geminivirus com um componente genémico
transmitidos por cigarrinhas a espécies dicotileddneas, sendo o Beet curly top virus (BCTV) a
espécie-tipo. O género Begomovirus inclui as espécies com um ou dois componentes
gendmicos, denominados A e B, transmitidas por moscabranca (Bemisia tabaci). Cada
componente de aproximadamente 2.600 nt é encapsidado separadamente em particulas
geminadas, sendo necessarias as duas particulas para que a infeccdo ocorra. O Bean golden
mosaic virus (BGMV) € a espécie-tipo. Entre os begomovirus de maior importancia
econdmica 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 género Topocuvirus possui apenas uma espécie (Tomato pseudo-curly top virus, TPCTV),



com um componente gendémico e transmitida por cigarrinhas (Homoptera: Auchenorrhyncha)
a espécies dicotileddneas.

Dentre as diversas hipéteses sobre a origem dos geminivirus, a mais aceita é aquela
que propde a origem a partir de bacteriéfagos, como j X174, ou de plasmideos bacterianos
com genoma composto de ssDNA (Koonin e llyina, 1992). Esta hipGtese é baseada na
similaridade entre seqliéncias e em processos como 0 mecanismo de circulo rolante utilizado
na replicacdo do genoma destes organismos. Além disso, ja foi demonstrado que o promotor
da proteina capsidia dos geminivirus € funciona em E. coli (Petty et al., 1986) e que o
Tomato leaf curl virus (TLCV) é replicado eficientemente em Agrobacterium tumefaciens
(Ridgen et a., 1996). Estas observacdes fornecem evidéncias para a teoria de que estes virus
com genoma composto por ssDNA circular evoluiram a partir de replicons epissomais de
células procaridticas.

Dados comparativos de filogenia obtidos por Rybicki (1994) sugerem que o0s
geminivirus e os nanovirus, que também possuem genoma composto por ssDNA, evoluiram a
partir de um ancestra comum ou de um evento evolucion&rio semelhante. Evidéncias
adicionais obtidas por Saunders e Stanley (1999) apontam a existéncia de um ancestra
comum entre nanovirus e geminivirus. Partindo deste ancestral comum teria ocorrido um
processo de especiacdo que, de acordo com caracteristicas relativas a estrutura do genoma,
transmissdo pelo vetor e tipo de hospedeiro, levou ao agrupamento em trés géneros (Rybicki,
1994; Padidam, 1995). Para 0 género Mastrevirus parece ter havido um periodo mais longo de
evolucao, ja que as espécies deste género so mais divergentes entre s do que as espécies de
curtovirus e de begomovirus. As espécies de mastrevirus podem ser divididas em dois grupos,
denominados “African streak group” e “Australian striate mosaic group”. Analisando os dois
grupos verificase que a separacdo € essencialmente devida ao isolamento geografico. Os
begomovirus, segundo Rybicki (1994), também podem ser divididos em dois grupos, aqueles
originérios das Américas (“Novo Mundo”) e aqueles originarios da Europa, Asia e Africa
(“Velho Mundo”). Estes dois grupos podem ser claramente diferenciados pela auséncia ou
presenca da ORF AV1 (“pre-coat”), ausente nos begomovirus das Américas. O componente B
estd presente somente nos begomovirus, um indicativo de que ele teria surgido ap6s a
divergéncia desse género. 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 virus parental. Ainda de acordo com Rybicki (1994), os curtovirus seriam
espécies originadas de antigas recombinagdes entre espécies de mastrevirus e begomovirus. O



gene da proteina capsidia € derivado de um mastrevirus ancestral, e os genes que codificam
proteinas associadas areplicagéo vira sdo derivados de um begomovirus ancestral .

As etapas de evolugdo da familia Geminiviridae foram resumidas por Padidam et al.,
(1995) citados por Faria e Zerbini (1999). Um ancestral comum originou os mastrevirus e
begomovirus. Tal ancestral infectava monocotileddneas, tinha apenas um componente
gendmico e era transmitido por cigarrinhas. Isto explica a maior variabilidade genética em
mastrevirus. Eventualmente, o Tobacco yellow dwarf virus (TobY DV) e o Bean yellow dwarf
virus (BeYDV), que sdo mastrevirus, adquiriram a capacidade de infectar dicotiledoneas.
Posteriormente, mudancas na CP permitiram a transmissdo por mosca-branca, e em seguida
ocorreu a agquisicao do segundo componente gendmico. Os curtovirus possuem caracteristicas
em comum com 0S mastrevirus e os begomovirus, sendo considerados recombinantes entre
virus pertencentes aos dois géneros. Um outro evento de recombinacéo foi identificado para o
TPCTV. Este virus surgiu provavelmente da recombinacédo entre um begomovirus e um outro
virus distinto, o que sugere que outros geminivirus ndo relacionados com virus pertencentes
aos quatro géneros atualmente reconhecidos possam estar presentes no campo.

2.2. Caracteristicas moleculares

O genoma da maioria dos begomovirus esta representado na Figura 1. O componente
A dos begomovirus é responsavel pela replicacdo e encapsidamento do genoma viral,
enguanto o componente B contém os genes requeridos para o movimento célula-a-célula e a
longa distancia, gama de hospedeiros e desenvolvimento de sintomas (Timmermans et al.,
1994; Pamer e Rybicki, 1998). Para a infeccdo sistémica sd0 necessarios ambos 0S
componentes (Stanley, 1983). Os componentes ndo possuem homologia de seqiiéncia, exceto
por uma regido intergénica de aproximadamente 200 nucleotideos denominada regido comum
(RC), que é altamente conservada entre os dois componentes de uma determinada espécie
vira (acima de 90% de homologia). A partir desta regido intergénica divergem 0s genes
virais, nos sentidos viral e complementar (Stanley e Gay, 1983; Howarth et a., 1985).
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Figura 1. Representacdo esquematica do genoma de um begomovirus. As linhas grossas
representam o genoma viral, dividido em dois componentes com aproximadamente
2.600 nucleotideos cada. As setas indicam os genes virais e a diregdo em que ocorre
atranscricdo. A regido comum (RC) também esta indicada. A seqliéncia sublinhada
é invariavel para todos os membros da familia Geminiviridae, e a seta representa a
posicdo em que ocorre 0 inicio da replicacdo. *Gene presente apenas nos
begomovirus originarios da Europa, Asia e Africa (“Velho Mundo”).

Nos begomovirus o componente A codifica de quatro a seis proteinas. uma proteina
essencial para a replicacéo (Rep, “replication-associated protein”, anteriormente denominada
AC1 ou AL1) (Hanley-Bowdoin et a., 1999); uma proteina transativadora (TrAP, “trans-
activating protein”, anteriormente AC2 ou AL2), fator de transcrigdo atuando in trans nos
promotores dos genes de sentido vira (cp e ns) (Sunter e Bisaro, 1991, 1992); a proteina Ren
(“replicationenhancer protein”, anteriormente AC3 ou AL3), fator de amplificacdo da
replicacdo viral (Hanley-Bowdoin et a., 1999); e a proteina capsidial (CP, “coat protein”,
anteriormente AV1 ou AR1), essencia para a transmissdo do virus pelo inseto vetor (Briddon
et a., 1990; Hofer et a., 1997). O componente B codifica as proteinas MP (“movement
protein”, anteriormente BC1 ou BL1) e NS (“nuclear shuttle’, anteriormente BV1 ou BR1), a
primeira envolvida no movimento célula-a-célula do virus por meio do aumento do limite de
exclusdo dos plasmodesmas (Noueiry et a., 1994) e a segunda responsavel pelo transporte do
DNA através do envelope nuclear (Sanderfoot et al., 1995, 1996).

Mutagénese in vitro e expressdo em plantas transgénicas demonstraram que a proteina
Rep é a Unica proteina viral essenciad para a replicacdo (Hayes e Buck, 1989; Hanley-
Bowdoin et al., 1990). O componente B ndo tem autonomia de replicacdo (Davies et al.,
1987). A proteina Rep ndo é considerada uma replicase, mas esta associada a replicacéo do
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DNA, com propriedade de ligacdo especifica a DNA de fita simples e dupla (Fontes et a.,
1992), clivagem e ligagdo do DNA em sequéncias especificas (Laufs et al., 1995) e hidrdlise
de ATP (Desbhiez et a., 1995). A proteina Rep é uma proteina multifuncional, que atua na
regulacdo da replicagéo e transcricdo do DNA viral (Eagle et al., 1994; Sunter et al., 1993). A
proteina age na forma de multimeros, com dominios responsaveis pela oligomerizacdo da
proteina, ligacdo ao DNA e clivagem do DNA de forma seguéncia-especifica (Orozco et al.,
1998). O sitio de ligacdo para Rep € requerido ndo s para o reconhecimento da origem de
replicacdo mas também para regulacdo negativa da transcricdo do gene rep (Eagle et a.,
1994). Outra fungdo da proteina Rep € induzir indiretamente a expressdo de proteinas
responsaveis pela sintese de DNA do hospedeiro em células totalmente diferenciadas, criando
um ambiente que permite areplicacdo vira de forma eficiente (Ach et al., 1997).

O produto do gene trap é um fator de transcricdo, que atua in trans no promotor de
genes de sentido viral (cp e ns) (Sunter e Bisaro, 1991; Sunter e Bisaro, 1992). Na presenca de
TrAP, aexpressao do promotor da proteina capsidia foi aumentada em cerca de 60 a 90 vezes
(Brough et al., 1992).

A funcdo do produto do gene ren € aumentar a eficiéncia da replicacdo de maneira
inespecifica, porém esta funcdo ndo é essencial (Morris et a., 1991). A replicacéo do TGMV,
na auséncia de Ren, é reduzida em cerca de 50 vezes (Sunter et a., 1990). Experimentos
realizados por Settlage et a. (1996) demonstraram que ocorre interacdo entre as proteinas Rep
e Ren, formando oligbmeros funcionais responsaveis pelo aumento da eficiéncia da replicacéo
viral. Esses autores sugerem que Ren estabiliza o complexo de replicacéo formado por Rep e
fatores do hospedeiro, mas 0 seu mecanismo de atuagdo ainda ndo 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 potencia de codificar uma proteina de 10 kDa. Gréning
et a. (1994) demonstraram por meio de experimentos de expresséo transiente que AC4 em
TGMV provavelmente reprime a expressao de Rep através da regulacdo negativa do promotor
AL61 do gene rep. Esta repressdo € independente do sitio de ligacdo para Rep, pois um
cassete de expressdo em plantas codificando AC4 foi capaz de reprimir o gene da luciferase
sob o comando de um promotor AL61 cuja regido de ligacdo 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 begomovirus.

A proteina capsidial (CP) é necesséaria para a infeccdo sistémica de alguns geminivirus
e dispensavel para a maioria dos outros (Qin et a., 1998). Outra funcdo da CP parece estar
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relacionada a movimentagdo célula-a-célula do virus e transmissdo pelo vetor (Mullineaux et
al., 1984; Hofer et al., 1997b). Briddon et a. (1990) demonstraram que a troca do gene CP do
ACMV, um begomovirus (transmitido por mosca-branca), pelo correspondente do BCTV, um
curtovirus (transmitido por cigarrinha), resultou na alteracdo de especificidade do inseto vetor.
A conformagdo tridimensional correta da proteina capsidial e a transmissdo pelo vetor sdo
controladas pelos aminoécidos 129 e 134 (Noris et al., 1998).

A ORF AV1 (“precoat”) esta presente somente em begomovirus do “Velho Mundo” e
parece estar associada a0 movimento sistémico do virus. Plantas de Nicotiana benthamiana
inoculadas com DNA infeccioso do TYLCV contendo mutactes no gene avl desenvolveram
sintomas moderados de infeccdo viral e apresentaram baixo acimulo de DNA viral, tanto de
fita smples quanto de fita dupla. Porém, protoplastos inoculados com essa mesma construcao
apresentaram acumulo normal de DNA vird, sugerindo que AV1 estd envolvida no
movimento sistémico do virus (Padidam et al., 1996).

Para que o DNA dos begomovirus se movimente célula-a-cdula ha necessidade da
interacd0 entre as proteinas NS e MP. Este modelo de movimento intracelular foi
desenvolvido a partir de estudos com 0 BDMV e o SgLCV (Noueiry et a., 1994; Pascal et d.,
1994). Recentemente, Rojas et a. (1998) demonstraram que as proteinas MP e NS de BDMV

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

2.3. Replicagdo do genomaviral

O sitio de replicacdo dos geminivirus localiza-se no nucleo de céulas infectadas. A
replicacdo viral é dependente da maguinaria do hospedeiro, o que faz com que os geminivirus
sgiam modelos ideais para 0 estudo da replicacéo e expresséo génica em plantas. Esse fato
possibilitou um grande acimulo de informactes sobre a replicacdo destes virus.

As particulas virais acumulam-se exclusivamente no nucleo, na forma de agregados
irregulares ou arranjos cristalinos hexagonais (Kim et a., 1978). Geminivirus replicam o seu
genoma circular de fita smples de DNA por meio de um intermedi&rio de fita dupla
(conhecido como forma replicativa, RF), utilizando o mecanismo de circulo rolante,
semelhante ao utilizado pelos bacteridfagos | X174 e M13 (Saunders et a., 1991; Stanley,
1995). Nestes fagos, proteinas do hospedeiro convertem a fita simples de DNA em fita dupla,
que é amplificada e serve como molde para transcricdo e sintese do DNA de fita smples
(Revington et a., 1989). Nos begomovirus ndo se sabe exatamente como ocorre essa
conversdo, mas todas as evidéncias indicam que ela € redizada por fatores do hospedeiro
(Nagar et al., 1995). Em mastrevirus ja foi identificado um “primer” que poderia ser o
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iniciador da sintese da fita complementar, mas 0 mesmo ainda ndo foi encontrado para os
begomovirus (Donson et al., 1984).

Na replicacdo dos geminivirus a fita complementar serve de molde para a sintese de
vérias copias do DNA gendmico, que formam uma longa fita simples de DNA linear contendo
vérios genomas unitarios (multimero ou concatdmero). O multimero é clivado gerando
mondmeros (os DNAs gendmicos), que serdo religados gerando moléculas circulares de
ssDNA correspondentes ao genoma viral, as quais por sua vez serdo encapsuladas formando
0s virions (Lazarowitz, 1992; Timmermans, et a., 1994; Laufs et al., 1995). A origem de
replicacdo (ori) estd localizada na regido intergénica comum entre os dois componentes
gendmicos. A ori possui uma organizacdo modular, com pelo menos trés médulos funcionais
(Fontes et a., 1994b). A seqiiéncia de nucleotideos da regido comum é atamente conservada
para uma determinada espécie viral, mas variavel entre diferentes espécies de virus, com
excecdo de um elemento de 30 nucleotideos essencia para a replicacdo (Lazarowitz, 1992).
Este elemento, contendo uma sequiéncia repetida e invertida composta predominantemente por
guanina e citosina, forma uma estrutura conservada (“structurally-conserved element”, SCE)
em forma de grampo com uma seqiéncia invariavel (5'-TAATATTAC-3') encontrada em
todos os geminivirus (Davies et a., 1987; Lazarowitz et al., 1992) e que constitui um dominio
funcional da origem de replicagdo (Orozco e Hanley-Bowdoin, 1998). E neste
nonanucleotideo que ocorre a clivagem (TAATATT AC) para inicio do processo de
replicacéo por circulo rolante (Stanley, 1995). Esta clivagem é feita pela proteina Rep, que
funciona como uma endonuclease sitio-especifica, com requerimento de estrutura e de
sequéncia (Laufs et al., 1995; Orozco e Hanley-Bowdoin, 1998). Dentro da RC existem
também sequiéncias que funcionam como determinantes especificos da replicacdo, como o
sitio de ligacdo de Rep (Fontes et al., 1992; Fontes et al., 1994a) e regibes promotoras da
RNA polimerasetipo |l responsavel pelatranscricdo dos genes virais.

O begomovirus mais bem estudado quanto a replicacéo é o TGMV. Este virus codifica
duas proteinas que atuam na replicacéo, Rep e Ren. A RC do TGMYV inclui repeticdes em
ordem direta de seqiiéncias de cinco nucleotideos, separadas entre si por trés nucleotideos,
onde se liga Rep. A sintese da fita positiva se inicia na estrutura conservada em forma de
grampo, o SCE (Fontes et a., 1994a; Orozco et a., 1998). O sitio de ligacdo de Rep ao DNA
do TGMV esta localizado 34 nt a5’ deste (varidvel de 23 a 82 nt para outros begomovirus),
entre a caixa TATA do gene rep e a SCE (Arguello-Astorga et al., 1994a,b; Orozco et al.,
1998). Esta ligacao € necesséria para a autoregulacdo negativa que Rep exerce em sua propria
expressdo. Apoés a ligacdo de Rep ao DNA viral e estabilizagdo do complexo formado por

10



Rep, Ren e fatores do hospedeiro, a proteina cliva o nonanuclectideo localizado na SCE,

dando inicio areplicacéo por circulo rolante (revisado por Gutierrez, 1999).

2.4. Movimento do virus na planta

Para 0 sucesso da infeccéo de plantas por virus € necessario que 0 virus 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-cdlula, via
plasmodesmas, e movimento a longa distancia, no qual o virus atinge o sistema vascular e €
transportado para toda a planta hospedeira.

InfeccBes causadas por mastrevirus e curtovirus sdo restritas ao floema, com excegéo
do Chloris striate mosaic virus (CSMV) e MSV, que ja foram encontrados em células do
mesofilo. Os begomovirus sdo encontrados em diversos tipos de células do mesdfilo, cortex e
epiderme (Timmermans et al., 1994; Wang et a., 1996).

A parede celular € a principa barreira a propagacéo de todos os virus de plantas. Os
begomovirus codificam uma proteina ndo estrutural, nd envolvida na replicagdo e
encapsulamento, denominada proteina de movimento (MP). Essa proteina associa-se a
membrana celular e atera a arquitetura dos plasmodesmas, facilitando o transporte do genoma
viral (Noueiry et a., 1994). Como os begomovirus se multiplicam no nlcleo da célula
infectada e ndo no citoplasma, € necesséria uma etapa adiciona de transporte, o transporte do
nucleo para o citoplasma (Palmer e Rybicki, 1998). Para isto os begomovirus codificam uma
segunda proteina de movimento denominada NS, com a funcdo de transportar o DNA viral do
nlcleo para o citoplasma e vice-versa. Estas duas proteinas de movimento atuam de maneira
cooperativa (Sanderfoot et al., 1995). O sucesso da infeccdo sistémica depende do transporte
do virus a longa disténcia e de sua entrada no floema. Qualquer bloqueio neste processo
acarreta 0 aparecimento de sintomas atenuados, ou mesmo a resisténcia do hospedeiro a
infeccdo sistémica (Lucas e Gilbertson, 1994).

Mastrevirus e curtovirus sdo geralmente restritos ao floema, dependendo largamente
do fluxo de fotoassimilados para sua dispersdo. A proteina capsidial (CP) é essencial para este
processo, € 0 movimento no floema ocorre na forma de virions. Também existem evidéncias
de que a forma encapsulada esteja envolvida na dispersdo a longa distancia de begomovirus
(Palmer e Rybicki, 1998; Padidam et al., 1996). No entanto, tanto MP quanto NS reconhecem
o DNA viral de maneira especifica em relacdo a forma e comprimento (Rojas et al., 1998), o
gue eliminaria a necessidade da presenca da proteina capsidial para 0 movimento a longa
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distdncia. De fato, a proteina capsidial € dispensavel para o0 estabelecimento de infeccdo
sistémica para a maioria dos begomovirus ja estudados (Gilbertson e Lucas, 1996).

Estudos sobre o movimento a longa disténcia de begomovirus por meio de mutacoes
no gene da proteina capsidial levaram a identificacdo de trés tipos de movimento: 1)
movimento local (célula-a-célula), ndo requerendo a CP, utilizando as proteinas MP e NS para
atravessar respectivamente os plasmodesmas e a membrana nuclear; 2) movimento sistémico
independente de CP, ocorrendo em hospedeiros aos quais o virus € bem adaptado; 3)
movimento sistémico dependente de CP, ocorrendo em relagOes de pouca adaptacdo entre o
virus e o hospedeiro (Schaffer et al., 1995).

2.5. Interagdes geminivirus/hospedeir o

Os virus de plantas infectam células vegetais diferenciadas, nas quais ndo ocorre nova
sintese de DNA. Entretanto, no caso especifico dos geminivirus, as proteinas do hospedeiro
associadas com a replicagdo do genoma viral devem incluir enzimas envolvidas na replicacéo
do DNA da prépria planta. Dessa forma, o virus deve ser capaz de ativar a transcricdo dos
genes do hospedeiro envolvidos na sintese dessas enzimas, pois elas ndo estdo normalmente
presentes em céulas diferenciadas. Uma vez presentes no nlcleo, essas proteinas do
hospedeiro poderiam, além de participar na replicacd do DNA vird, reativar a sintese de
DNA da prépria célula hospedeira, revertendo a célula a um estado de divisdo celular. Nagar
et a. (1995) comprovaram este fendmeno, encontrando proteinas do hospedeiro associadas a
replicacéo do DNA em cédulas diferenciadas infectadas pelo TGMV, as quais norma mente
ndo apresentam niveis detectaveis dessas proteinas. Também observaram que a replicacéo do
TGMV pode levar ao acimulo de um fator de processividade da replicacdo do DNA vegetal,
encontrado na fase S do ciclo celular em células diferenciadas. Estudos utilizando plantas
transgénicas expressando Rep do TGMV confirmaram que este efeito € mediado por Rep. Isto
implica que Rep induz a replicagdo do DNA em células que normamente ndo realizam esse
processo (Palmer e Rybicki, 1998).

A proteina TrAP, por sua vez, interage com uma proteina cinase homaéloga aproteina
SNF1 de leveduras. Essa proteina cinase esta envolvida na resposta de defesa da planta a
fitopatdgenos (ndo apenas virus, mas também fungos e bactérias).. Recentemente, Voinnet et
a. (1999) sugeriram que a proteina TrAP do ACMV é capaz de inativar o mecanismo de
silenciamento génico pos-transcricional, um dos principais componentes da resposta de defesa
de plantas a infecgdo por virus.
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2.6. Transmissdo natural

Geminivirus ndo sdo transmitidos pela semente ou por contato manual. A dispersdo
natural destes virus ocorre via insetos vetores (Dhar e Singh, 1995). A transmissdo € do tipo
circulativa ndo-propagativa, envolvendo a passagem de particulas virais do intestino para a
hemolinfa do inseto, da hemolinfa para as glandulas salivares e da saliva para outras plantas.
Evidéncias da replicago do virus no inseto vetor existem somente parao TYLCV (Rubinstein
e Czosnek, 1997; Guanim e Czosnek., 1998), mas ndo para as outras espécies de geminivirus,
de forma que a eficiéncia da transmissdo esta relacionada aconcentragcdo do virus na planta e
aduracdo do periodo de aguisicdo (Timmermans et a., 1994). Os insetos transmissores de
geminivirus pertencem a ordem Homoptera, e incluem as moscas-brancas (Homoptera:
Aleyrodidae) e cigarrinhas (HomopteraCicadellidae e Homoptera:Auchenorrhyncha)
(Lazarowitz, 1992). Espécies pertencentes aos géneros Curtovirus e Topocuvirus sao
transmitidas cada uma por uma Unica e distinta espécie de cigarrinha, enquanto aguelas
pertencentes ao género Mastrevirus podem ser transmitidos por quatro diferentes espécies de
cigarrinha. Ja os begomovirus sdo transmitidos pela mosca-branca Bemisia tabaci (Faria e
Zerbini, 1999).

No Brasil, o hiétipo A de B. tabaci era predominante até 1990/91, quando foi relatada
a introducdo do hidtipo B, provavelmente via plantas ornamentais importadas dos EUA
(Franca et al., 1996). Segundo Bedford et al. (1994), as fémeas do bidtipo B de B. tabaci
possuem taxas maiores de ovoposicdo, alta capacidade reprodutiva, baixa mortalidade em
novos hospedeiros e uma gama de hospedeiros muito mais ampla em comparagdo com o
bidtipo A, incluindo o tomateiro e outras solanaceas. Essas caracteristicas indicam uma
grande capacidade de adaptacdo e elevada taxa de dispersdo deste bidtipo, que geralmente
desloca populacbes do bidtipo A tornando-se predominante nas &reas onde € introduzido.
Polston e Anderson (1997) atribuem o surgimento de novas espécies de begomovirus
infectando o tomateiro adistribuicdo do biétipo B de B. tabaci por areas cada vez maiores ao
longo das Américas.

2.7. Begomovirus em tomateiro e variabilidade genética

Até o inicio da década de 80, begomovirus causavam danos principalmente na
producdo de leguminosas, enquanto apenas casos isolados e ndo significativos eram relatados
em lavouras de tomateiro. Atualmente, regides produtoras de tomate no Brasil, Venezuela,
América Central, México, Caribe e Fldrida tém sofrido os efeitos de uma alta incidéncia de
begomovirus, acarretando grandes perdas na producdo (Polston e Anderson, 1997).
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Dentre os geminivirus transmitidos para o tomateiro por cigarrinhas encontram-se o
BCTV e o TPCTV (Briddon et al., 1996). Os geminivirus transmitidos por mosca-branca
incluem o TGMV, TYLCV, Tomato mottle virus (ToMoV), Tomato yellow dwarf virus
(TYDV), Tomato yellow mosaic virus (TYMYV), Tomato leaf crumple virus (TLCrV), Pepper
huasteco yellow vein virus (PHYVV) e Chino del tomate virus (CdTV) (Pour, 1991; Abouzid
et a., 1992; Paplomatas et al., 1994). Muitos desses virus estdo restritos a certas regides,
como o ToMoV a Flérida e o TYMV a Venezuela No México, entretanto, diversos
begomovirus podem ser encontrados em tomateiro, inclusive em infecgbes mistas. E possivel
gue a ocorréncia de infecgdes mistas favorega a evolugdo de begomovirus, via recombinacéo
ou rearranjo dos componentes gendmicos (pseudo-recombinacéo).

Além das diversas espécies de begomovirus que infectam o tomateiro, uma outra fonte
de variabilidade seriam os begomovirus que infectam plantas daninhas e silvestres. Um
exemplo € Sda rhombifolia, que funcionaria como um reservatério natural de begomovirus, a
partir do qual plantas agronomicamente importantes seriam infectadas via inseto vetor. De
fato, a caracterizacdo bioldgica do Sda golden mosaic virus da Costa Rica (SGMV-[Co])
revelou que este virus € capaz de infectar tomateiros e feijoeiros (Frischmuth et al., 1997).
Varios relatos podem ser encontrados na literatura associando infecgdes de plantas por
begomovirus a presenca de plantas daninhas nas lavouras (Creamer et a., 1996; Roye et a.,
1997; Umaharan et al., 1998; Sanchez-Campos et al., 1999).

A recombinagdo é o principa mecanismo gerador de variabilidade genética em
begomovirus. Por exemplo, a seqiiéncia de nucleotideos do PHY VYV indica que esse virus € o
resultado de recombinagdo entre begomovirus do “Velho Mundo” (ACMV) e do “Novo
Mundo” (ToMoV) (Torres-Pacheco et a., 1993).

Recentemente foi encontrado em Ageratum conyzoides um DNA defectivo-inteferente
com baixa homologia com o Ageratum yellow vein virus (AYVV), um begomovirus que
infecta esta espécie de planta daninha. Esse DI-DNA apresenta um ata homologia com o gene
rep de um nanovirus e 73% de identidade com um begomovirus encontrado recentemente
infectando algoddo. Estes resultados sugerem a ocorréncia de eventos de recombinagdo entre
virus pertencentes a familias distintas de virus de plantas (Saunders e Stanley, 1999).

A existéncia de dois componentes gendmicos na maioria dos begomovirus possibilita
um mecanismo alternativo para obtencdo de variabilidade genética, a troca de componentes
entre virus distintos (pseudo-recombinacao). Pseudo-recombinantes podem ser obtidos in vivo
utilizando clones dos componentes A e B, conforme obtido por Gilbertson et al. (1993) parao

ToMoV e o Bean dwarf mosaic virus (BDMV), ou podem ocorrer naturalmente no campo,
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conforme verificado por Paplomatas et a. (1994) em plantas de tomate infectadas pelo
TLCrV. Experimentos com pseudo-recombinantes sdo também ferramentas importantes no
estudo de funcBes de genes e podem revelar relacdes filogenéticas, como € o caso da mistura
de componentes gendmicos do BGYMV e BGMV, que possuem homologiainferior a 75% na
seqliéncia de nucleotideos e ndo formam pseudo-recombinantes infecciosos (Gilbertson et al.,
1993). Begomovirus com regides comuns suficientemente similares podem formar pseudo-
recombinantes infecciosos, mas freqlientemente os pseudo-recombinantes reciprocos
apresentam diferencas na replicacéo e infecdo sistémica (Faria et al., 1994 citado por Faria e
Zerbini, 1999).

Embora diferentes espécies de begomovirus possuam organizacdo gendmica similar, a
producdo de pseudo-recombinantes viaveis exige uma interacdo atamente especifica da
proteina Rep com a origem de replicacdo. Da mesma forma, os produtos dos genes
codificados pelo componente B (MP e NS) devem ser capazes de mediar 0 movimento do
DNA-A heterdlogo, e esta habilidade parece ser dependente da origem geogréfica dos virus
(Novo ou Velho Mundo) (Frischmuth et al., 2000). A viabilidade do pseudo-recombinante
indica que fatores envolvidos na replicacdo e movimentacdo sdo intercambiaveis. Neste caso,
tanto as sequiéncias da RC quanto do gene rep devem ser altamente conservadas (Schaffer et
al.,1995). As diferencas de viabilidade e eficiéncia de replicacdo observadas entre pseudo-
recombinantes reciprocos indicam que a pseudo-recombinacdo entre begomovirus € um
fendmeno complexo que envolve interacdes entre fatores do virus e do hospedeiro.

Embora a pseudo-recombinacdo sgja comum entre estirpes da mesma espécie de
begomovirus, até hoje poucos trabalhos relataram a formagdo de pseudo-recombinantes
vidveis entre espécies distintas. Gilbertson et a. (1993) relataram a obtencdo de pseudo-
recombinantes entre 0 ToMoV e o BDMV. Hofer et al. (1997) obtiveram um pseudo-
recombinante entre o DNA-A de Abutilon mosaic virus (AbMV) e o DNA-B do SGMV-[Co],
porém ndo conseguiram O mesmo resultado com o pseudo-recombinante reciproco.
Frischmuth et al. (2000) relataram a formagdo de pseudo-recombinantes entre o DNA-A de
SGMV-[Hoy,] € 0 DNA-B de SGMV-[Co]. Ja entre os pseudo-recombinantes formados pelo
DNA-A de SGMV-[Co] combinado ao DNA-B de trés isolados de SGMV-[Ho] que possuiam
pequenas diferencas na composicdo de nucleotideos, apenas um mostrou-se viavel, porém
pouco eficiente, e ndo 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
formagdo de pseudo-recombinantes com o0 DNA-A do ToMoV e o DNA-B do BDMV. Estes
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pseudo-recombinantes, embora infecciosos, apresentavam acimulo reduzido do DNA-B e
sintomas atenuados em N. benthamiana. Entretanto, apds trés passagens mecanicas nesse
hospedeiro, os sintomas tornaram-se idénticos aos produzidos pelo ToMoV e o nivel do
DNA-B tornou-se igual ao do DNA-A. A andlise das regides comuns dos DNAs -A e -B do
pseudo-recombinante provou a ocorréncia de recombinagdo intermolecular na RC do DNA-B
do BDMV, tornando-aidéntica a RC do DNA-A do ToMoV e permitindo que o DNA-B fosse
reconhecido com 100% de eficiéncia pela proteina Rep do ToMoV. Este resultado evidencia a
importancia da pseudo-recombinacdo e da recombinacdo na evolugdo de begomovirus e em

sua adaptacéo a novos hospedeiros.
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3. MATERIAISE METODOS

3.1. Obtencdo e manutencao 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, distor¢éo foliar e
nanismo (Zerbini et al., 1996). O isolado foi caracterizado biologicamente por Ambrozevicius
(2000). Andlise de segliéncias parciais do genoma indicou tratar-se de uma nova espécie de
begomovirus, denominada Tomato chlorotic mottle virus isolado MG-Igl (TCMV-[MG-Igl])
(Ambrozevicius et al., 1999; Ribeiro et al., 2002). O isolado foi mantido em casa de
vegetagcdo, em plantas de Nicotiana benthamiana, por meio de inoculagdes sucessivas via
extrato foliar tamponado, utilizando folhas de N. benthamiana com sintomas de infecgéo pelo
TCMV-[MG-1gl] maceradas em tampéo fosfato de sodio 0,1 M, pH 8,0, contendo sulfito de
sodio a0,1% (p/v).

3.2. Caracterizagdo molecular do TCMV-[MG-1g1]

A caracterizagdo molecular consistiu no sequenciamento completo dos componentes A
e B do TCMV-[MG-lgl]. O DNA-B completo foi clonado por Ambrozevicius (1999),
gerando o clone pTCMV-[MG-Igl]-B. Para a clonagem do DNA-A foi empregado 0 método
de clonagem via amplificacdo por PCR utilizando oligonuleotideos sobrepostos (Patel et al.,
1993). O molde para amplificacdo consistiu na forma replicativa (RF) extraida a partir de

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

Para a obtencdo de um produto de PCR correspondente ao DNA-A completo do
TCMV-[MG-1gl] foram sintetizados dois oligonucleotideos 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', sitios para Xho| sublinhados) com
base em segliéncias parciais previamente obtidas (Ambrozevicius, 1999).

A reacdo de PCR foi preparada em um volume total de 100 mi, contendo Tris-HCl 10
mM, pH 8,3, KCl 50 mM, MgCl, 75 mM, mistura de dNTPs a 4 mM, 10 mM de cada
oligonucleotideo, 1 unidade de DNA polimerase e 2 m de RF diluido 1:50. Foram realizados
30 ciclos de desnaturagéo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 2 minutos e extensdo a
72°C por 5 minutos. Para amplificacdo foram testadas as enzimas Tag DNA polimerase e Pfu
Turbo DNA polimerase (GibcoBRL), ja que esta Ultima possui mecanismo de correcéo de
nucleotideos incorporados erroneamente, permitindo que a copia obtida sgja mais fiel a fita
molde do que aquela obtida com a Taq DNA polimerase. Os resultados foram analisados por
meio de eetroforese em gel de agarose (0,9%). Apos eletroforese, o gel foi corado com
brometo de etideo a fim de verificar a presenca de uma banda com aproximadamente 2.600 nt,
correspondente ao DNA-A completo do TCMV.

O DNA-A amplificado via PCR foi submetido adigestéo parcial com a enzima Xho I,
a 37°C por 15 minutos. Os produtos da digestdo 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. Transformagao de Escherichia coli

O plasmideo vetor pBLUESCRIPT |l KS+ (pKS+, Stratagene) foi digerido com a
enzima Xho | e defosforilado utilizando-se a enzima fosfatase alcalina. Uma aliquota do vetor
digerido e defosforilado foi analisada por eletroforese em gel de agarose (0,9%), a fim de
verificar a sua concentracdo e determinar o volume a ser utilizado na reagcdo de ligagéo. Paraa
reacao de ligagdo foram utilizadas proporgdes 1:3, 1:5 e 1:7 (vetor:inserto).

Céulas 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 coldnias
recombinantes foram identificadas e transferidas para meio 2" YT liquido com ampicilina (10

mg/ml) e incubadas a 37°C durante 12 horas a 250 rpm. Os plasmideos extraidos 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 presenca de bandas com aproximadamente 6.000 nt,
correspondentes ao DNA plasmidia contendo o inserto viral. A clonagem foi constatada por
meio de digestdo enzimdtica com a mesma enzima utilizada para a clonagem, a fim de
verificar se o inserto realmente possuia 0 tamanho correspondente ao componente gendmico

virdl.

3.2.3. Sequenciamento

Os plasmideos recombinantes foram sequenciados a fim de comprovar a origem viral
dos insertos. Para realizar 0 sequenciamento do genoma, este foi sub-clonado em fragmentos
menores. A reacdo de sequenciamento foi realizada com o kit “BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction” (Perkin Elmer), em um volume final de 20 m, contendo o
oligonucleotideo M 13 reverso a 10 mM e 500 ng do DNA viral. A reacdo foi submetida a 25
ciclos de desnaturagdo a 96°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por 15 segundos e
extensdo a 60°C por 4 minutos, e analisada em um sequenciador automético ABI 310
(Applied Biosystems). Devido ao tamanho dos componentes gendmicos virais, uma série de
subclones sobrepostos foram obtidos para permitir 0 sequenciamento do genoma compl eto.
As sequéncias foram analisadas com auxilio dos programas GCG (Devereux et a., 1987) e
BLAST n (www.ncbi.nim.nih.gov/blast).

3.3. Andlisefilogenética

As sequéncias de nucleotideos completas dos componentes A e B e a seqiéncia de
aminoécidos da proteina Rep foram comparadas & sequéncias de outros begomovirus
(Quadro 1). As sequéncias froam adinhadas utilizando-se o programa Clustal W
(www.ebi.ac.uk/clustalw). Arvores filogenéticas foram preparadas utilizando-se o programa
MEGA (www.megasoftware.net).
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Quadro 1. Seqliéncias de begomovirus utilizadas para a andlise filogenética.

Espécie Referéncia N° de acesso no
GenBank

African cassava mosaic virus (ACMV) Fondong et a. (2000) AF112352* AF112353
Abutilon mosaic virus (AbMV) Frischmuth et al. (1990) | X15584* X15584°
Bean golden mosaic virus (BGMV) Gilbertson et al. 1991a) | M88686* M88687°
Bean golden yellow mosaic virus (BGYMV) Gilbertson et al. (1991a) | M91604* M 91605
Chino del tomate virus (CdTV) Brown e Nelson (1988) | AF226665° AF226666”
Tomato golden mosaic virus (TGMV) Hamilton et a. (1984) K01029% K 02030°
Tomato rugose mosaic virus (TRMV) Fernandes et al. (2001) | NC002555* NC002556"
Tomato mottle virus (ToMoV) Abouzid et al. (1992) L14460° L14461°
Tomato leaf crumple virus (TLCrV) Jiang et a. (1998) AF101476° AF101478°
Tomato cholotic mottle virus (TCMV-[MG-Bel]) | Galvéo et al. (1998) AY090557%

Tomato yellow mottle virus (TYMoV) Galvéo et . (1998) AY 090556°
Potato yelow mosaic virus (PYMV) Contiset d. (1991) D00941°
Sda golden mosaic virus (SSIGMV) Hofer et al. (1997) X99550° X99551°
Sda yellow mosaic virus (SYMV) Gavéo et d. (1998) AY090558"

Sda mottle virus (SMoV) Galvéo et al. (1998) AY090555"

> DNA-A; " DNA-B

3.4. Estudos de pseudo-recombinacao

Cerca de 10 pg de cada componente gendmico foram misturados a 50 pl de uma
solucéo (60 mg/ml) de microparticulas de tungsténio, 50 ul de CaCl, 25 M e 20 ul de
espermidina 0,1 M, e mantidos sob agitacdo constante por 10 min. Em seguida a solucéo foi
lavada com etanol absoluto, e 0 DNA precipitado junto & microparticulas de tungsténio foi
transferido para quatro membranas carreadoras. As plantas foram inocul adas de acordo com o
método de Aragdo et a. (1996) e mantidas em casa de vegetacdo. O diagnostico da infeccéo
foi realizado por meio de observagéo visua de sintomas e confirmado via PCR, utilizando-se
oligonucleotideos universais para begomovirus.

Nos estudos de pseudo-recombinacdo foram misturados componentes virais clonados
em uma copia e meia dos isolados TCMV-[BA-Sel] (Ribeiro et a., 2002), TRMV-[MG-Ub1]
(Fernandes, 2001), TGMV (Fontes et al., 1994b), TCMV-[MG-Bel]-A (Machado et al.,
2001) e TYMoV-B (Galvéo et al., 2000) provenientes de tomateiro, e componentes A de
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SYMV e SMoV (Fernandes, 1999), provenientes de Sda rhombifolia. Foram inoculadas 12

plantas de Nicotiana benthamiana para cada combinacdo obtida. O diagndstico da infeccdo

foi confirmado via PCR utilizando-se oligonucleotideos universais para 0 género

Begomovirus e especificos para as diferentes espécies virais inoculadas. As combinactes
utilizadas estdo listadas no Quadro 2.

Quadro 2. Combinacbes gendmicas utilizadas no experimento de pseudo-recombinacao.

TCMV-  [TCMV-  [TCMV-
TRMV-A | TRMV-B | [BA-Sel]- | [BA-Sel]- | [MG-Bel]- | TYMoV-B | TGMV-A | TGMV-B | SMoV-A | SYMV-A
A B A
TRMV-A
TRMV-B X
TCMV-[BA-Sel]-A X
TCMV-[BA-Sel]-B X X
TCMV-[MG-Bel]-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. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao molecular do TCMV-[MG-1gl]

4.1.1. Clonagem molecular dos componentes gendémicos

Com base na sequiéncia parciad do DNA-A foram sintetizados dois oligonucleotideos
sobrepostos para amplificagdo via PCR do componente completo. A amplificagdo foi
comprovada pela observacdo de uma banda com aproximadament 2.600 nt no gel de agarose
(Figura 2). Os sitios de enzimas de restri¢do presentes nos oligonuclectideos foram utilizados
para a clonagem no vetor previamente digerido com a mesma enzima. Ap6s a amplificagdo do
DNA-A, este foi digerido com a enzima Xho I. O DNA-A possui mais de um sitio de
clivagem para a enzima, gerando inimeros fragmentos apés a digestao enzimatica. Foi
realizada entdo uma digestéo parcial, testando-se diferentes tempos de digestéo: 10, 15, 20,
25, 30 e 35 minutos (Figura 3). A digestéo 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 digestdo acima de 15 minutos levou ao desaparecimento da
banda de 2.600 nt (Figura 3, linhas 3-6).

Ap6s a digestéo parcial do DNA-A com Xho |, o fragmento correspondente ao
componente completo foi purificado diretamente do gel de agarose e utilizado para ligagéo ao
vetor pK S+ digerido com a mesma enzima.

Para confirmagdo da clonagem, os plasmideos recombinantes foram digeridos com as
enzimas Sma | e Kpn |, que ndo hidrolisam o genoma viral, mas cujos sitios flanqueiam o sitio
de Xho | no vetor, liberando assm o DNA-A clonado no sitio de Xho | (Figura 4). O clone
correspondente ao DNA-A completo do TCMV foi denominado pTCMV-[MG-Igl]-A.
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Figura 2. Padréo eletroforético em gel de agarose (0,7%) do vetor pKS+ utilizado para
clonagem, e dos componentes A e B do TCMV-[MG-1g1] amplificados por PCR
utilizando-se oligonucleotideos 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-lgl] amplificado via PCR; 4, DNA-B do TCMV-
[MG-Igl] amplificado via PCR.

3.0Kb
2.0Kb

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

4.1.2. Sequenciamento do TCMV-[M G-Igl] e anélise compar ativa de seqiiéncias

Para 0 sequenciamento total do genoma viral foi adotada a estratégia de producéo de
sub-clones a partir dos clones pTCMV-[MG-Igl]-A e pTCMV-[MG-1g1]-B.

Os sub-clones de pTCMV-[MG-Igl]-A foram obtidos por meio da digestdo desse
plasmideo com a enzima Xho |, ja que esta apresenta sitios de reconhecimento no DNA-A.
Desta digesté@o foram liberados fragmentos de 2.000, 1.400 e 800 nt (Figura 3, linhas 4-6). A
Figura 5A ilustra a disposicdo dos sub-clones em relagdo ao genoma completo. Com esta
estratégia foi possivel obter a sequiéncia completa do DNA A, que possui 2.623 nt e €
apresentada na Figura 6.

Para a obtencdo dos sub-clones de pTCMV-[MG-1g1]-B foram utilizadas as enzimas
Sl I, EcoRV e BamH I. A digestdo com Sal | liberou um fragmento de aproximadamente
1.100 nt, permanecendo um fragmento de 1.500 nt ligado ao vetor, que foi recircularizado. A
digestdo com EcoRV 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
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digestdo com BamH | liberou um fragmento de aproximadamente 1.500 nt, permanecendo um
fragmento de 1.100 nt ligado a0 vetor, que foi recircularizado. A Figura 5B ilustra a
disposicdo dos sub-clones em relacdo ao DNA-B. Com esta estratégia foi possivel obter a
seqliéncia completa do DNA-B, que possui 2.575 nt e € apresentada na Figura 7.

A andlise comparativa das seqiéncias de nucleotideos dos DNAs -A e -B, dém da
seqiiéncia de aminoécidos das proteinas Rep e CP (Quadro 3), revelaram que o DNA-A
possui ata homologia (95%) com o isolado TCMV-[MG-Bel], caracterizado por Machado et
al. (2001), e também (92%) com o isolado TCMV-[BA-Sel], proveniente da Bahia,
caracterizado por Ribeiro et a. (2002). A homologia € inferior a 85% com o restante das
espécies comparadas. Ja 0 DNA B possui maior homologia (86%) com o isolado TCMV-
[BA-Sel]. A homologia com as outras espécies comparadas foi inferior a 73%. Ressalte-se
gue ndo ha sequéncia disponivel parao DNA-B do isolado TCMV-[MG-Bel].

De modo geral, a homologia entre a seqiiéncia de aminoécidos da CP também foi
elevada para outras espécies, como 0 TGMV (94%) e TRMV (94%), ndo sendo menor que
80% para as espécies de geminivirus presentes no continente americano. Isto é até certo ponto
esperado, considerando-se que o0 gene cp € 0 mais conservado entre os begomovirus. Ja a
homologia da sequéncia de aminoécidos da proteina Rep foi inferior a 81% para qualquer
outra espécie de begomovirus comparada. Os resultados indicam que o TCMV-[MG-Igl]
possui maior homologia (acima de 90%) com os isolados TCMV-[MG-Bel] e TCMV-[BA-
Sel], consistindo assm em um isolado dessa espécie (Tomato chlorotic mottle virus), visto
gue de acordo com as com as regras de taxonomia adotadas pelo ICTV (Van Regenmortel et
al., 2000), isolados de begomovirus com homologia acima de 90% para a seqiiéncia completa

do DNA-A podem ser considerados como pertencentes a mesma especie.
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DNA A

Xho (271) Xho 1(980) Xho |(1525) Xho 1(270)

‘*
| | ——
|H| |

m—) S

DNA B

ECORI (2351) BamHI (596) Sal | (1353)  EcoRv (1666) EcoRI (2350)

Figura 5. Representacdo esquematica dos sub-clones obtidos para o sequenciamento do
genoma completo do TCMV-[MG-1g1]. A. Posi¢éo dos sub-clones obtidos a partir
do clone pTCMV-[MG-Igl]-A. B. Posic¢éo dos sub-clones obtidos a partir do clone
pPpTCMV-[MG-Igl]-B. As setas indicam o sentido da extensdo nas reagdes de
sequenciamento realizadas a partir dos sub-clones.
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ACCGGATGECCECCCEATTTTTTTAAGECCCATTCAGT TTGEECCCCTCTTTTGEGECCTTCACCT TTAATTTTAT
TGATAGTAAAT TTGGCCCAAT CATGATGCAT TTGACAAGCTAAGATATTTACAACTACT TAACGCCCAAGT TGCA
TAACGCCCTATAAATTAAACGT GGTAGT GTCGTTAACT TTAAT TCAAAAT GCCT AAGCGCGATGCCCCATGECGCC
ACATGTCAAGTACAGTI TAAGAT TAGCCGGGEGECTTTAATAGT TCTCCTCGAGCAGGAGT TGGECCCCGGTCTAATA
AGGCCTCTGACT GGGTAAACAGGECCCAT GTACAGAAAGCCCTGGATATACCGGATTTACAGAACCCCCGATGI TC
CAAGGECECT GTGAAGGCCCAT GT AAAGT CCAAT CGT TTGAACAGCGT CACGATATCTCCCATACT GGTAAGGTGA
TGTGIGT CTCGGATGT CACTCGT GGTAACGGTATTACACACCGT GTGGGTAAGCGT TTCTGTGI TAAGT CTGT GT
ATATTCTTGGTAAGATAT GGATGGAT GAGAACAT CAAGT TGAAGAACCACACAAACAGTCCCATGT TTTGGI TGG
TGAGCGACCGTAGACCGT ATGGTACCCCAATGGAT TTTGECCAGGT GTTAAACAT GT TCGACAACGAGCCTAGCA
CTGCCACTGI GAAAAACGATCTTCGTGATCGT TTTCAAGT TATGCACAAGT TCTATGCTAAGGT TACTGGTGGAC
AATACGCAAGCAACGAGCAGGECGCT GGT CAAGCGGT TCTGGAAAGT CAACAAT CATGT CGTCTTAAACCATCAAG
AAGCCGEGAAGT ACGATAAACATACGGACAACCCCCTGT TAT TGTATATGGCATGT ACT CATGCCT CAAACGCCG
TGTATGCAACTTTAAAAATTCGGATCTATTTTTATGATTCGATAACAAATTAAATTAATTTGAATTTTATTGAAT
GATTCTCGAGTACAGCATTTACATATTGT TTGTCTGT TGCGAATCGAACAGCTCTAATTACATTATTAATTGAAA
TAACGCCTAGCTGATCAATATACAACATTAGTAAATATTTAAATCTATTTAAATATGT CATCCCAGAAGCTCTCA
GCGATGT CGT CCAGAT TTGGAAGT TGAGATAAGCCT TGTGAAGACCCAATACTCTCCTCATGT TGTGGTTGAACC
GGATATGGACGT GGTAGACTCTGGTCCTCGTGTATAGTATGT CCTCGACT TTGTACATCT TGAAAT AAAGGGGAT
TTGATATTTCCCAAATATACACGCCATTCTCTGCCTGATGT GCAGT GATGAGT TCCCCTGT GCGT GAATCCATGT
CCTGCGCAATCAATGT GTACGAAAT TGGAGCACCCGCACTGCAAATCAATTCGTCTTCTTCGTATAGCTCTCTTC
TTTACAGCCCGATGT TGAACT TTGATAGAGGEGEEEGAGT TGAGAAAGATGAATTGTGCATTGTGCT TTGT CCAAGT
ATCTAATCCTGAGT TTTGATCCTTCTCGAGGAAACAT TAATAGCT GGCCCCT TCGCCAGEGAT TGCAAAGCACGA
TGCATGGGATACCACCTTTAATTTGAACCGECTTTCCGTATTTACAGT TTGAT TGCCAATCCT TTTGGECCCCAA
TCAAGTCTTTCCTGTGCTTTAACT TTAGATAGT GCGGT GCGACATCATCAATGACGT TATACTGCACATCGTTTG
AGTAGACCT TTGAATTGAAAT CGAGGT GACCACT CAAGTAAT TATGGGACCCT AATGCACGT GCCCACATTGITT
TGCCACTTCGAGAATCACCCTCGATTATTATACTGATAGGT CTCT CCGECCGCGCAGCGECATCTCTCCCGAAAT
AGTCATCTACCCAATCTTGCATCTCGACAGGECACGT TAGT GAACGACGAGAGGGGAAACGGAGGAACCCAAGGT T
CTGGAGCCTTTGCGAAAATACCCTCTAAATTTGACCTAATGI TATGATGT TGAAGCACGAAATCTTTGEGT TG T
CCTCCCTTAATATATTGAGT GCTTCCATGACAGATCCTGCGT TGAGAACCT TGECGTACGT GTCGT TGGCAGAT T
GCTGACCTCCTCTAGCTGATCTGCCATCGATCTGGAAAACT CCATGATCACTGAAGT CTCCGTCTTTCTCCACGT
ATGCCTTGACATCTGACGAGCTCTTAGCTCCCTGAATGT TCGGATGGAAATGTGCTGACCT TGT TGGGGATACAA
GGTCGAATAATCTGT TGT TTGT GCAGACGAAT TTCCCT TCGAACT GTAT GAGGACGT GCCAAAT GAGGT TGCCCAT
CTTCATGTAATTCTCTGECAACACGAATGAACAACT TATTAACAGGTATTTGTATGGCTAATAATTGGGAAAGT G
CTTCTTCTTTGGAAAGAGAACAGT GTGGATATGT CAGAAAATAATTTTTGGAAT TTACTCGGAAATGT TTAGGECG
GIGGCATATTTGAAATAATAGT TGGEECACCGAT TGEGGACT CTCTAAACT TGCTCTAGCAAT TGGEGGACT GEGGT
CCTATATATACTAGAACCCTCTATAGGACTTTCAATCTCGT TCACACACGT GGCGGECCATCCGATATAATATT

Figura 6. Sequéncia completa do DNA-A do TCMV-[MG-lgl]. O nonanucleotideo
destacado em vermelho corresponde ao sitio de clivagem da proteina Rep (origem
de replicacdo), conservado em todos os geminivirus. O nucleotideo 1 corresponde
a0 primeiro nucleotideo apos o sitio de clivagem. Em negrito esta representado o
sitio de restri¢do da enzima Xho | utilizado na clonagem.
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ACCGGATGECCECCCEATCTTTCTCTCTCTTTTAATCCTGT CCGTCCACGTGT TTAATGAAT TTAGT TGAGCGCG
AATTTGAAGT CCGTGAAT TGTGT TGAGCCCTTTATTTTAGT TCCGCTAT CGGATGECCGCCACGT GTATTAATAT
AAGACCGT TGAATTAAATATGATAAGCCGAACT TTCTCGAATTTCGCATTGIGT TTTTTGTGCTGATTAATTATG
AAATTCGACCGT TAGATTGCACATGATAGT GACGTAT TGGT CATCGT GATTGAATAATGT GTCAT TAGT ACAAGT
ATTTGT TTTGEEGT GCAATCATGAAACATAT GT AACGT GGACCAGT TAAATAT TGACTGTATAAACAAGATAACC
CATTGATGCAATTACTACTATCTATATAATGCGATTGATATTGATAATTTTAAAACATCCAATAAGAATTTTGAA
CATGTATTTTAATAATAATAAGCGT CGT TGGT TGT CCACCAACCGT CGTAATTTCGTGCGATATTCTACGT TTAA
AAGATCACATTCTGTGATACGCAAT GATGGGAAACGT CCATTAGGTATTTCAACAAACCCAGCTCTCATAGGATC
CACGAAAACCAATATGEECCTGACTTCGTAT TGEGCCATAACT CAGCGCTGTCCACTTTTATAACT TACCCGACT
CTTGGTAAAACT GAGCCCAACCGTACTAAATCATACATTAAGT TGAAACGTCTACGT TTTAAAGGTACTGT TAAG
ATAGAACGTGTTCCTGCCTGAT T TGAACAT GAACGGAAT GCCTGCTAAGATAGAGEECGTATTTTCTCTGGT TATT
GITGTTGATCGTAAACCT CATTTGAGCCCT TCCCGCAGT CTGTACACATTCGATGAGI TATTTGGT GCTAGGATC
CATAGCCATGGAAATTTACCGATAATCCCTTCTCTGAAGGATCGGT TTTACATACGTCATGT TGCTAAACGTGTC
TTGTCAGT GGAGAAGGATAGT AATATGAT TGACGT TGAGGGGATTACAACACT GTCTAATAGGECGT TATAATTGC
TGGGCAAATTTTAGAGAT TTCGATCATGAATCATGTAATGGT GTATATGCTAACATAAGCAAGAATGCCCTATTA
GITTATTATTGI TGGATGI CGGAAACAGT TTCCAAAGCATCTACATTTGTATCATTTGATCTCGATTATATTGGA
TAATTATACATATCAATTTGCAAATTATATATTTGATAAGT TAAAATATGT TAATAAATTGTCCTATTCTATTAA
ACACTCAGGACACCTTAATTTATTTTAAAGACT TTGGT TCAGATGGAGTACAATTGGTATTGATACATTCTTGGA
CTGTCGACTTAACAATCTCATTTAATTGEECCAACGATAAGGT AATGT TGGACT GCGT CCTCTGT GCTGCAACGA
TTGACCCTGATTCTCCTGGEGT CTAGAATTAACGTGTCCAATCTGT TCAGATCCTTATATGGATGTAGATCGI TGC
CCCGTTCGGAGT CCACACATGAAT TCCTGAGACCAATTGTACT TCTGGATGCCCACGACTCTCCAGGT TTAATTT
CTATTGGGCAGT TAAGCCCAAAT CTGGAT GT CGAAGCCCATCTGACTAATTTCCTCTCCCAT GT GCCGTAACCCA
CATGAACAAAATCGATATCCTTATCTGAAAAT TCCT TCGACAATAT TTTAACT GGT GGT GCCCCGAAAGENATAT
CTACTGAGTGITTTGCTGTGGATAGI TTTAACTTGCCCTTGAAT TTGECGAAATGGEGT CCTTTGGT GCACATTCG
TATCCCTAACCCGGTAGTATAAT TTCCATGGAAT TGEGT CCTTCAGT GAAAAGAAT GACGACGAGAAATAATGTA
AATCTATGI TACATCTAATTGGGAAGGT CCATGACCCT TGCAATGACTCGT TGTCCGTCATTCTTTTGTCATGTA
TTTCTACTATGACAGATCCTGTGECGT TTATTGCGACT TGCTGTCTGTATTCGATGACGCAATGATCTATTTTCA
TGCAGCTCCGACTAAGI TTAGCACTAATTTGAGATGCCGTAGATGGAAAT TGTAGAACAAT TTCAGT TAGATCAT
GAGACAATTGATATTCATCTCTTTGGAGACT CAACATAAT TAAAAGCCGATACCTCCCTATTGGTTTACTCTTGA
GTAATATTATTTTTTTCGCGCGT CGACT TAGCTATTGACCTAATTATTCGATGT AAACGATATGAAACCACTAAG
AGAGATTTACTCTACTTGEGTGATTCGTCTTACAGICTTTTGT TATTTTAAACAAATACTACTATCAGT CATAAT
TGACCAAACATAAATATCTGCCTAAGAAT TCTGAGT TTATAGAGGAAATACT TCTTAGCGACGTCGTTTTTTAAC
TGACTGCATCCTTGTAAAT TTAAGCAATGCCATATTTGTAATAATAGT TGEGCACCGATTGGEGEGT CTTCTCAAAC
TTACTAAAGCAAT TGECGACT GEGGTCTTATATATACTAGAACCCTCTATAGAACT TTCAATCTCGT TCACAACA
CGTGECGGECCATCCGATATAATATT

Figura 7. Seqiiéncia completado DNA-B do TCMV-[MG-Ig1]. O nonanuclectideo destacado
em vermelho corresponde ao sitio de clivagem da proteina Rep (origem de
replicagdo), conservado em todos os geminivirus. O nucleotideo 1 corresponde ao
primeiro nucleotideo apds o sitio de clivagem. Em negrito esta representado o sitio
de restricdo da enzima EcoR | utilizado na clonagem.
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Quadro 3. Porcentagens de homologia entre as seqiiéncias de nucleotideos (nt) e aminoacidos
(aa) do TCMV-[MG-1gl] e outros begomovirus.

DNA-A (nt) | DNA-B (nt) | Rep (&) CP (aa)
TCMV-[BA-Sel] 92% 81% 91% 94%
TCMV-[MG-Bel]-A 9% | - 83% 96%
TYMoV-B | 3% | e |
SYMV-A 727 E— 70% 81%
SMoV-A 7<.7 R — 66% 88%
TRMV-[MG-Ub1] 85% 60% 72% 94%
TGMV 73% 60% 72% 94%
BGMV 75% 60% 72% 88%
SIGMV 76% 59% 80% 86%
CdTV 76% 61% 80% 87%
TLCrV 75% 60% 80% 91%
ToMoV 76% 61% 79% 86%
PYMV 76% 60% 74% 87%
AbMV 74% 58% 78% 84%
ACMV 57% 43% 67% 76%

Um outro critério adotado pelo ICTV para a delimitacdo de espécies de begomovirus é
a capacidade de formacéo de pseudo-recombinantes. Considerando-se a homologia de apenas
72% entre as proteinas Rep do TCMV-[MG-lgl] e TRMV, é pouco provavel que esses virus
formem pseudo-recombinantes viaveis, consistindo dessa forma duas espécies distintas de
begomovirus. Além disso, a homologia de sequiéncia entre 0 DNA-B do TCMV-[MG-Igl] e
outros begomovirus foi sempre inferior a 80%.

A andlise das sequéncias indica que o TCMV-[MG-Igl] possui organizagdo gendmica
semelhante a de outros begomovirus bissegmentados (Figura 8). No DNA-A foram
identificadas as ORFs CP, com sequiéncia deduzida de 251 aminoéacidos, na fita vira, e Rep,
com 351 amino&cidos, Ren, com 132 aminoé&cidos, TrAP, com 129 aminoécidos e AC4, com
99 aminoécidos, todas na fita complementar. No DNA-B foram identificadas as ORFs NS,
com 275 aminoé&cidos, nafitaviral, e MP, com 293 aminoacidos, nafita complementar.

A seqgliéncia de nucleotideos da regido comum, onde estdo localizados os principais
cis-elementos relacionados areplicacdo (Hanley-Bowdoin et al., 1999), foi alinhada com a de

outras espécies de begomovirus (Figura 9). Pode-se constatar a presenca dos cis-elementos
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conservados entre as espécies, do sitio de ligagdo da proteina Rep, e da estrutura em forma de
grampo que flanqueia o nonanucleotideo TAATATT/AC clivado pela proteina Rep (origem
de replicagdo). Além dos cis-elementos relacionados a replicagdo, foram identificados
também o “G box” e a “TATA box”, também conservados em todos os begomovirus. A
regido comum de componentes virais cognatos possui seqliéncia praticamente idénticas,
principadmente em relacdo a seqiiéncia e posicdo dos cis-elementos. Entre as espécies do
género begomovirus, a seqiiéncia que da origem a estrutura de grampo € idéntica, porém a
sequiéncia do sitio de ligagdo da proteina Rep é variavel, gerando especificidade, ja que a Rep
produzida pelo componente A de um virus reconhecera apenas 0s seus componentes A e B
cognatos (Hanley-Bowdoin et al., 1999).

TAATAT*AC TAATAT*AC
EcoRl |

rep cp

TCMV-[MG-Ig1] B nsp

TCMV-[MG-lgl] A

2623bp

trap|3\>¥/

ren

2575bp

Figura 8. Organizacdo gendmica do TCMV-[MG-Igl]. A regido comum esta representada
pelos retangulos 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 sditios de clonagem (Xho| para o DNA-A e EcoR| para o DNA-B) estdo
indicados.
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TCW-[ Mz 1gl]-A
TCW-[ M= 1gl]-B
TCW- [ BA- Sel] - A
TCW- [ BA- Sel] - B
TCW- [ M= Bel] - A
TYMbV- B

TGW- A

TGW- B

TRW- A

TRW- B

SYMW/- A

SmoV- A

TCW-[ Mz 1gl]-A
TCOW-[ M= 1gl]-B
TCW- [ BA- Sel] - A
TCW-[ BA- Sel] - B
TCW- [ MZ Bel] - A
TYMbV- B

TGW- A

TGW- B

TRW- A

TRW- B

SYMW/- A

SmoV- A

Sitio de ligacéo
de Rep TATA box

AACTTGCTCTAGCAATTGEEGACTGEGEGT - - CCTATATATACTAGAACCCTCTATAGGACTTTC
AACTTACTAAAGCAATTGEEGACTGEGEGT - - CTTATATATACTAGAACCCTCTATAGAACTTTC
AAACT- CTAAAGCAATTGEGGACTGEGEGT - - CCTATATATACTAGAACCCTCTATAGAACTTTC
AAACT- CTAAAGCAATTGEEGACTGEGEGT - - CCTATATATACTAGAACCCTCTATAGAACTTTC
AACTTGCTCTAGCAATTGEEGACTGEGEGT - - CCTATATATACTAGAACCCTCTATAGAACTTTC
AACTCCGCTAGICAATTGGTGACTGGTGT - - ACAATATATAGTAGAAGCCTCTATAGAACTCTC
AAAGT- - TATATGAATTGGTAGTAA- GGTAGCTCTTATATATTAGAAGT TCCT - - AAGEGG: - -
AAAGT- - TATATGTATTGGTAGTAA- GGTAGCTCTTATATATTAGAAGTI TCCT - - AAGEGG: - -
AAACT- - CATATGAATTGGTAGT TATGGTAGCTCTTATATACTAGAAGT TCCTTTAAGGAGATT
AAACT- - CATATGAATTGGTAGTAATGGTAGCTCTTATATAGTAGAAGT TCCTTTAAGGAGATT
ACTCTGTGATATGAACTGEEGACTGEGEGT - - CTTATTTATAGCAGA- - - CTCCATATAATTTTT
AAGT G- - TCTATGAAATTGGAGTAT- GGAGTACAATATATAGTAGGAGTI TCCT - - AAGEGG: - -
* *

* k% * kkhkk*k * % * *

AATCTCGTTCACACACGT GGC- GGCCATCOGATATAATATTACCGGATGECCG
AATCTCGTTCACACACGT GGC- GGCCATCOGATATAATATTACCGGATGECCG
AATCTCGTTCACACACGT GGC- GBCCATCOGT TATAATATTACCGGATGECCG
AATCTCGTTCACACACGT GGC- GGCCATCOGT TATAATATTACCGGATGGCCG
AATCTCGTTTACACACGT GGC- GGCCATCOGATATAATATTACCGGATGECCG
AATCTCGTTCGAACACGTGGC- GGBCCATCCG TATAATATTACCGGATGRCCG
------------- CACGTGGC- GBCCATCCGT- TTAATATTACCGGATGECOG
------------- CACGTGGC- GECCATCCGT- ATAATATTACCOGGAT GECOG

&Cr--------- ACACGT GEGCCGECCATCCGATATAATAT TACCGGATGECCG
&Cr--------- ACACGT GECCGECCATCCGT TATAATAT TACCGGATGECCG
GAT------- GGACACGT GEC- GECCATCCGCTATAATAT TACCGGATGECCG

............. CACGTGGC- GGCCATCCGT- CTAATATTACCGGATGGCCG

kkkkhkkk *kkhkkkhkkhkkkk*x kkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkk*

G Box Caule Alca Caule

Figura 9. Alinhamento das sequiéncias da origem de replicacéo dos DNAs -A e -B do TCMV-
[MG-Ig1] e de outros begomovirus. Os cis-elementos associados areplicacdo estéo
destacados.
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4.1.3. Andlise filogenética

As sequiéncias dos genomas de diversas espécies de begomovirus foram utilizadas para
a construcdo de éarvores filogenéticas. A &vore filogenética baseada na sequéncia de
nucleotideos do DNA-A (Figura 10) apresenta ramos distintos separando as espécies relatadas
no Brasil, Améica Central e América do Norte. As espécies brasileiras foram subdivididas
entre as que infectam plantas cultivadas (TCMV-[MG-1gl], TCMV-[BA-Sel], TCMV-[MG-
Bel], TRMV e BGMV) e plantas daninhas (SMoV e SYMV), com excecdo do TGMV, que se
agrupou com as espécies que infectam Sda. Verificase também que o TCMV-[MG-Igl]
agrupou-se com 0 TCMV-[MG-Bel] e TCMV-[BA-Sel], resultado que corresponde aguele
apresentado no Quadro 3, no qua o TCMV-[MG-Igl] apresentou maior homologia de
sequéncia com esses dois isolados.

Resultado semelhante foi verificado na &rvore baseada na sequéncia de nucleotideos
do DNA-B (Figura 11). As espécies de ocorréncia no Brasil foram agrupados em um ramo
distinto das espécies relatadas nas Américas Central e do Norte.

A arvore baseada na sequiéncia de aminoacidos da proteina Rep (Figura 12) mostrou
resultados consistentes com aqueles apresentados no Quadro 3, permanecendo o TCMV-
[MG-1gl] agrupado junto a0 TCMV-[BA-Sel] e ao TCMV-[MG-Bel]. Entretanto, na
filogenia da proteina Rep, 0 TCMV-[MG-Igl] foi agrupado em um ramo mais préximo do
TCMV-[BA-Sel] em relacdo ao TCMV-[MG-Bel], enquanto que na filogenia do DNA-A
completo ocorreu o inverso. Nao houve agrupamento das espécies em relacdo a sua regido de
ocorréncia, refletindo provavelmente a menor conservacdo desta proteina entre as diferentes
espécies, ao contrario da proteina capsidial, altamente conservada entre as especies.

Os resultados da andlise filogenética confirmam a classificacdo do TCMV-[MG-1g1]
como um isolado da espécie Tomato chlorotic mottle virus, do género Begomovirus. Apesar
de possuir elevada homologia de sequéncia e elevado relacionamento filogenético com o
isolado TCMV-[MG-Bel], o TCMV-[MG-lgl] é um begomovirus com genoma
bissegmentado, necessitando de dois componentes genémicos (A e B) para causar infeccdo
sistémica, ao passo que o TCMV-[MG-Bel] é capaz de causar infeccdo sistémica apenas com
seu DNA-A (Machado, 2001).
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100

100

100

98

AbMV-A

42

SIGMV-A

ToMoV-A
CdTV-A

100

TLCrV-A

PYMV-A

SMoV-A

100

SYMV-A

TGMV-A

68

BGMV-A

100

TRMV-A

100

TCMV-[Ba-Sel]-A
TCMV-[MG-Ig1]-A

100

TCMV-[MG-Bel]-A

BGYMV-A

ACMV-A

Figura 10. Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos
do DNA-A de espécies de begomovirus relatadas nas Américas. O alinhamento foi
preparado com o programa Clustal W, e a &rvore foi obtida pelo programa MEGA,
utilizando-se 0 método de “bootstrap” com 2000 repeticdes. A escala horizontal
indica a distancia genética aproximada.
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99
92
50
100
100
100
86
100
99
100

TCMV-[MG-Ig1]-B

—— TCMV-[BA-Sel]-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

Figura 11. Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento das seqgiiéncias de nucleotideos
do DNA-B de espécies de begomovirus relatadas nas Américas. O ainhamento foi
preparado com o programa Clustal W, e a &rvore foi obtida pelo programa MEGA,
utilizando-se 0 método de “bootstrap” com 2000 repeticdes. A escala horizontal
indica a disténcia genética aproximada.



52 AbMV

95 ToMoV

CdTV
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BGYMV
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BGMV

PYMV
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TGMV

3 TRMV

95 TCMV-{MG-Ig1]

TCMV-[MG-Bel]

98

100 — TCMV-[BA-Sel]

SYMV

SMoV

ACMV

Figura 12. Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento das segiiéncias de aminoécidos
da proteina Rep de espécies de begomovirus relatadas nas Américas. O
alinhamento e a arvore foram preparados com o programa DNAMan. A arvore foi
obtida utilizando-se 0 método de “bootstrap” com 2000 repeticdes. A escaa
horizontal indica a distancia genética aproximada.
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4.2. Estudos de pseudo-recombinacao

A formagdo de pseudo-recombinantes viaveis € um indicativo de relacionamento
taxondmico entre dois isolados de begomovirus. Considerando-se as diversas espécies de
begomovirus relatadas recentemente infectando tomateiro e Sda em Minas Gerais
(Ambrozevicius, 1999; Fernandes, 2001; Fernandes, 1999; Galvdo, 2000; Machado, 2001),
foram realizados experimentos com o objetivo de verificar a formacdo de pseudo-
recombinantes entre 0s componentes gendmicos desses virus. Os resultados desses
experimentos podem fornecer indicios acerca da origem evolutiva dos virus detectados em
tomateiro.

Todas as inoculagdes que produziram infeccdo sistémica acarretaram em reducéo de
crescimento associado a outras perturbacdes no tecido foliar, listadas no Quadro 4.

O pseudo-recombinante TRMV-A e TGMV-B induziu sintomas de infecgdo
sistémica, incluindo mosgueado e encarquilhamento foliar, em 100% das plantas de N.
benthamiana inoculadas (Quadro 4, Figura 13A). O diagnéstico da infeccdo viral foi realizado
via PCR a partir de folhas apicais (ndo inoculadas). O teste acusou a presenca dos DNAs -A e
-B (Figura 16). Resultado semelhante foi obtido na inoculagdo do pseudo-recombinante
reciproco (TGMV-A e TRMV-B), que induziu sintomas semelhantes de infeccéo sistémica
em 100% das plantas inoculadas (Quadro 4, Figura 13B). O diagnostico da infeccdo vira foi
realizado da mesma forma (Figura 16). O pseudo-recombinante TRMV-A e TYMoV-B
induziu sintomas sistémicos, incluindo mosaico e encarquilhamento, em 92% das plantas
inoculadas (Figura 13C), confirmado pela amplificacdo de fragmentos especificos dos DNAs
-A e-B viaPCR (Figura 16).

Apesar do DNA-A do TCMV-[MG-Bel] ser capaz de causar infeccdo sistémica
guando inoculado independentemente (Machado, 2001), esse componente formou um pseudo-
recombinante viavel com o DNA-B do TRMV, induzindo sintomas sistémicos em 17% das
plantas inoculadas (Quadro 4, Figura 13D). Ambos os componentes foram detectados nas
folhas apicais (ndo inoculadas) (Figura 16, TCMV-[MG-Bel]-A + TRMV-B, linhas A e B),
comprovando que a proteina Rep do TCMV-[MG-Bel] foi capaz de replicar o TRMV-B. A
combinagdo SMoV-A e TRMV-B induziu sintomas sistémicos em 33% das plantas
inoculadas (Quadro 4, Figura 13E), porém o diagndstico molecular detectou apenas a
presenca do DNA-A de SMoV nas folhas ndo inoculadas (Figura 16). Entretanto, houve a
formacdo de pseudo-recombinante vidvel entre SYMV-A e TRMV-B, com sintomas
sistémicos em 42% das plantas inoculadas (Quadro 4, Figura 13F) e confirmacéo via PCR
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(Figura 16). Esse resultado demonstra o relacionamento entre virus isolados de plantas
daninhas (SYMV) e cultivadas (TRMV), reforcando a hipétese de surgimento de novas
espécies de begomovirus a partir da transferéncia de virus existentes em plantas daninhas para
0 tomateiro pelo inseto vetor.

A inoculacdo em N. benthamiana com o pseudo-recombinante TCMV-[BA-Sel]-A e
TGMV-B resultou em sintomas sistémicos (mosaico e epinastia) em 67% das plantas
inoculadas (Quadro 4, Figura 14A). A infecgdo viral dessas plantas foi confirmada via PCR
(Figura 16). Interessantemente, o pseudo-recombinante TGMV-A e TCMV-[BA-Sel]-B
induziu sintomas extremamente agressivos, incluindo mosaico e encarquilhamento severos,
em 50% das plantas inoculadas (Quadro 4, Figura 14B), confirmando-se a infeccéo via PCR
(Figura 16). Pseudo-recombinante viavel foi formado entre TCMV-[BA-Sel]-A e TYMoV-B,
gue 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 vidvel com o TCMV-[BA-Sel]-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-Sel]-B (Quadro 4, Figura 14E), e confirmados via PCR (Figura 16). Verifica-se assm
gue, da mesma forma que o TRMV, o TCMV-[BA-Sel] também € capaz de formar pseudo-
recombinantes viaveis com componentes gendmicos de virus isolados a partir de plantas
daninhas.

Os pseudo-recombinantes entre TRMV e TCMV-[BA-Sel] ndo foram viaveis,
(Quadro 4), ndo induzindo sintomas sistémicos nas plantas inoculadas (Figura 15A). O
diagnéstico molecular confirmou o resultado (Figura 16). Da mesma forma, TCMV-[MG-
Bel]-A e TCMV-[BA-Sel]-B ndo induziram sintomas sistémicos (Quadro 4, Figura 14D),
nem foram detectados via PCR (Figura 15), apesar do TCMV-[MG-Bel]-A induzir sintomas

sistémicos quando inoculado sozinho.
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Quadr o 4. Resultados da inoculagéo de pseudo-recombinantes entre begomovirus que
infectam tomateiro e plantas daninhas.

Pseudo-recombinante Plantas infectadas Sintomas*
TRMV-A + TCMV-[BA-Sel]-B 0% (0/12) )
TRMV-B + TCMV-[BA-Sel]-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-Bel]-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-Sel]-A + TGMV-B 67% (8/12) mos, ep
TCMV-[BA-Sel]-B + TGMV-A 50% (6/12) am-n, mos, enc, rc
TCMV-[BA-Sel]-A + TYMoV-B 75% (9/12) mos, enc, ep
TCMV-[MG-Bel]-A + TCMV-[BA-Sel]-B 0% (0/12) )
SMoV-A + TCMV-[BA-Sel]-B 50% (6/12) am-n, mos, enc
SYMV-A + TCMV-[BA-Sel]-B 58% (7/12) am-n, mos, enc
TCMV-[BA-Sel]-A + TCMV-[BA-Sel]-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;
mg, mosqueado; rc, reducdo do crescimento; (-), assintomética
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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-Bel]-A + TRMV-B (D), SMoV-A + TRMV-B (E) e
SYMV-A + TRMV-B (F). As plantas foram avaliadas 24 dias ap0s a inocul acao.
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Figura 14. Sintomas observados em plantas de N. benthamiana inoculadas com os pseudo-
recombinantes TCMV-[BA-Sel]-A + TGMV-B (A), TCMV-[BA-Sel]-B +
TGMV-A (B), TCMV-[BA-Sel]-A + TYMoV-B (C), TCMV-[MG-Bel]-A +
TCMV-[BA-Sel]-B (D), SMoV-A + TCMV-[BA-Sel]-B (E) e SYMV-A +
TCMV-[BA-Sel]-B (F). As plantas foram avaliadas 24 dias ap0s a inocul agao.
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Figura 15. Auséncia de sintomas observados em plantas de N. benthamiana inoculadas com
0s pseudo-recombinantes entre TRMV e TCMV-[BA-Sel] (A). Plantas
sintométicas foram observadas nas inoculagbes com TCMV-[BA-Sel]-A e -B
(B), TGMV-A e -B (C) e TRMV-A e-B (D). As plantas foram avaliadas 24 dias
apos a inocul agao.
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TRMV-A + TRMV-A + SMoV-A + TGMV-A +
TRMV-B+ TYMoV-B [MG-Bel]-A TRMV-B  symv-A+ TGMV-B
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Figura 16. Diagnostico molecular da infeccdo pelos pseudo-recombinantes. DNA total
extraido a partir das plantas inoculadas foi utilizados em reacbes de PCR
utilizando oligonucleotideos universais para begomovirus. M, marcador de peso

molecular (“1 kb DNA ladder”).
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A ndo formagdo de pseudo-recombinantes viaveis pode ser devido a pelo menos dois
fatores. O primeiro € a natureza atamente especifica da interacdo da proteina Rep com a
origem de replicagdo (Fontes et al., 1994a e 1994b). O segundo seria a inabilidade dos
produtos dos genes codificados pelo DNA-B (MP e NS) de mediarem 0 movimento de um
DNA-A heterélogo (Gilbertson et al., 1993). Além disso, a hipétese de fatores do hospedeiro
estarem implicados neste fendbmeno ndo pode ser descartada. A principio a formagdo de
pseudo-recombinantes vidvels esta restrita a estirpes de uma mesma espécie (Stanley et al.,
1985; Lazarowitz et a., 1991), contudo existem alguns relatos da ocorréncia deste fendbmeno
entre espécies distintas, como ToMoV e BDMV (Gilbertson et a., 1993) e SGMV-[Hoy,] e
AbMV (Frischmuth et al., 2000b).

Embora a homologia de seqiiéncia entre 0 TRMV e o TGMV sgja baixa (78% para
ambos o componente A) (Fernandes, 2001), as seqiiéncias do sitio de ligagdo da proteina Rep
desses dois virus diferem em apenas um nucleotideo (TRMV: GGTAGTTATGG; TGMV:
GGTAGTAATGG) (Figura 8). Isto pode explicar a formacéo de pseudo-recombinantes
vidveis entre esses virus, pois estaria havendo a trans-replicacdo do DNA B heterdlogo. A
habilidade das proteinas MP e NS em mediar o movimento do DNA-A heterélogo é muito
menos especifica do que a habilidade da proteina Rep em trans-replicar o DNA-B
(Frischmuth et al., 2000b). Da mesma forma, a pequena diferenca na seqiiéncia do sitio de
ligacdo da proteina Rep entre TRMV (GGTAGTTATGG) e TYMoV (GGTGACTGGTG),
contribui para que os fatores de replicagdo codificados pelo DNA-A de TRMV possam
replicar 0 DNA-B de TYMoV. JA a seqiéncia do sitio de ligacdo do TRMV-B
(GGTAGTTATGG) difere significativamente daguelas de TCMV-[MG-Bel]-A e SYMV-A
(GGGGACTGGGG). O fato desses componentes serem capazes de formar pseudo-
recombinantes vidveis evidencia que outros fatores influenciam este fendbmeno. O mesmo foi
observado em relaggo a0 TCMV-[BA-Sel] e TGMV, cujas sequéncias diferem
significativamente (TCMV-[BA-Sel]: GGGGACTGGGG; TGMV: GGTAGTAATGG), e
mesmo assim foram formados pseudo-recombinantes viaveis entre seus componentes.

No caso do TCMV-[BA-Sel]-A e TYMoV-B, a pequena diferenca entre as sequéncia
no sitio de ligacdo da proteina Rep ndo foi suficiente para evitar o reconhecimento do sitio
pela proteina, e assim o0 pseudo-recombinante foi capaz de causar infeccdo sistémica. O
sucesso do pseudo-recombinante formado por SYMV-A e TCMV-[BA-Sel]-B € devido ao
fato de suas segiiéncias no sitio de ligacdo da proteina Rep serem idénticas.

O fato do pseudo-recombinante entre SMoV-A (GGAGTATGGAG) e TRMV-B néo
ter sido vidvel pode ser devido & muitas diferencas na seqiiéncia no sitio de ligacdo da
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proteina Rep, pois apenas em quatro posicdes eles possuem nucleotideos idénticos. O mesmo
ndo foi observado no pseudo-recombinante entre SMoV-A e TCMV-[BA-Sel]-B, pois
diferem na sequéncia em poucos nucleotideos. 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-Sel]-B, podendo ser atribuido a melhor
movimentacdo do SMoV na planta sendo movimentado pelo DNA-B heterdlogo.

Em geral os sintomas induzidos pelos pseudo-recombinantes nas plantas de N.
benthamiana foram menos intensos que os induzidos pela inoculagdo dos componentes
homdlogos, com excegdo do pseudo-recombinante TGMV-A e TCMV-[BA-Sel] (Figura
13B), cujos sintomas foram praticamente idénticos aos observados nas plantas inoculadas
com TGMV (Figura 14C). Esse resultado sugere que os fatores virais envolvidos na
replicacdo e movimento (e consegquentemente na inducdo de sintomas) foram intercambiados
de forma estével entre os componentes gendmicos. O mesmo ndo ocorreu com O pseudo-
recombinante reciproco, que induziu sintomas mais amenos, indicando diferencas na
estabilidade desses fatores quando o papel € invertido, ou sgja, a interacdo da Rep codificada
pelo TGMV-A com a origem de replicacéo do TCMV-[BA-Sel]-B é diferente da interacéo da
Rep codificada pelo TCMV-[BA-Sel]-A com a origem de replicagdo do TGMV-B. O mesmo
pode ocorrer com ainteracdo entre os fatores codificados pelo DNA-B.

E possivel que os sintomas sistémicos desenvolvidos pelos pseudo-recombinantes ao
serem inoculados pela primeira vez em um novo hospedeiro (N. benthamiana) sgjam mais
amenos, caracterizando uma menor adaptacdo ente o virus e o0 hospedeiro.Essa adaptacao
pode ocorrer apds algumas passagens sucessivas no mesmo hospedeiro via recombinacéos
intermolecular, conforme demonstrado por Hou e Gilbertson (1996).

Em condi¢des naturais é freqlente a ocorréncia de infecgdes mistas entre diferentes
espécies de begomovirus. A mistura de componentes gendmicos em uma mesma céula
favorece a recombinacdo e/ou pseudo-recombinacdo, podendo resultar no surgimento de
novas espécies de virus.

O fato de pseudo-recombinantes viavels terem sido produzidos entre 0s componentes
gendmicos de diversos virus isolados recentemente no Brasil a partir de tomateiro e Sda
sugere gque esses virus podem ter evoluido a partir de ancestrais comuns, provavelmente
infectando plantas daninhas. Ao serem transferidos para o tomateiro pelo biétipo B de B.
tabaci, esses virus teriam se adaptado a0 novo hospedeiro por meio de recombinacdo ou
pseudo-recombinacdo. 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 begomovirus infectando o tomateiro nas
principais regides brasileiras serd essencial para detectar esse processo de evolugdo de novas
espécies de virus, e para permitir que o melhoramento visando resisténcia seja direcionado
para agquel as espécies que passem a predominar.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

A primeira parte do trabalho visou a caracterizagdo molecular de um virus que foi
isolado de plantas de tomateiro apresentando sintomas de mosaico, distor¢cdo foliar e nanismo
no municipio de lgarapé, Minas Gerais (Zerbini et a.,, 1996). O isolado foi caracterizado
biologicamente por Ambrozevicius (2000). A andlise de sequéncias completas dos
componentes A e B indicou tratar-se de uma nova espécie de begomovirus, denominada
Tomato chlorotic mottle virus isolado MG-Igl (TCMV-[MG-lgl]) (Ambrozevicius et al.,
1999; Ribeiro et al., 2002).

Para a clonagem do genoma foram sintetizados pares de oligonucleotideos sobrepostos
para os componentes A e B e que continham sitios para as enzimas de restricdo Xho | e
EcoR I, respectivamente, resultando em um produto de PCR correspondente aos componentes
A e B completos do TCMV-[MG-lgl]. Os componentes gendmicos amplificados via PCR
foram submetidos adigestdo enzimética com as enzimas Xho | e EcoR | para os componentes
A e B, respectivamente. No caso do DNA-A, foi feita uma digestéo parcia com Xho |, a 37°C
por 15 minutos. Os produtos da digestéo 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 a digestéo
com EcoR | e o DNA purificado diretamente a partir da solugdo, e usado para clonagem. Os
componentes virais foram clonados e sequenciados completamente. A andlise comparativa
das sequiéncias com as de outros begomovirus ja caracterizados comprova que a identidade do
isolado como TCMV. Além disso foram construidas arvores filogenéticas para classificar
taxonomicamente essa nova espécie, que se agrupou com begomovirus presentes no Brasil e
gue infectam o tomateiro, como o TRMV, TCMV-[MG-Bel] e TYMoV, ou Sda sp., como
SYMV e SMoV. Apesar do TCMV-[MG-1gl] possuir elevada homologia no seu DNA-A com

0 TCMV-[MG-Bel] (95%), este é capaz induz sintomas sistémicos quando inoculado em N.

46



benthamiana, o que ndo ocorre com o DNA-A do TCMV-[MG-Igl], que necessita de seu
DNA-B cognato.

A segunda parte do trabalho pretendeu estudar o fendmeno da pseudo-recombinagéo
que ocorre entre os begomovirus bissegmentados, especificamente entre begomovirus
isolados de tomateiro e de Sda sp. Para isso plantas de N. benthamiana foram inoculadas via
biobalistica com pseudo-recombinantes formados por combinacBes entre 0os genomas virais
clonados de TCMV-[BA-Sel], TCMV-[MG-Bel], 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-Bel]-A, TRMV-B + SYMV-A, TCMV-
[BA-Sel]-A + TGMV-B, TCMV-[BA-Sel]-B + TGMV-A, TCMV-[BA-Sel]-A + TYMoV-
B, TCMV-[BA-Sel]-B + SMoV-A e TCMC-[BA-Sel]-B + SYMV-A causaram infeccéo
sistémica, enquanto que os pseudo-recombinantes formados por TRMV-A + TCMV-[BA-
Sel]-B, TRMV-B + TCMV-[BA-Sel]-A, TCMV-[BA-Sel]-B + TCMV-[MG-Bel]-A e
TRMV-B + SMoV-A ndo causaram infec¢do sistémica. As plantas inoculadas com o pseudo-
recombinante TRMV-B + SMoV-A apresentaram sintomas de infeccdo sistémica, porém o
TRMV-B né&o foi detectado por PCR. Em conjunto, estes resultados indicam que o fendmeno
da pseudo-recombinacdo € complexo e envolve interacBes entre fatores codificados pelos
componentes virais, bem como outros codificados pelo hospedeiro.

Na natureza, infeccbes mistas de begomovirus ocorrem com frequéncia, podendo
levar a0 surgimento de novas espécies por meio de recombinacdo e/ou pseudo-recombinacso,

constituindo dessa forma uma ferramenta importante na evolucdo dos begomovirus.
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