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RESUMO

MELLO, Raquel Neves de, D.S., Universidade Federal de Vicosa. Novembro de
2001. Begomovirus em soja no Brasil e ferramentas moleculares para
sua identificagcdo. Orientador: Francisco Murilo Zerbini Junior.
Conselheiros: Elizabeth Pacheco Batista Fontes e Murilo Geraldo de

Carvalho.

Trinta e duas amostras de plantas de soja, feijdo e plantas daninhas
associadas, apresentando sintomas de viroses, foram coletadas entre fevereiro
e julho de 1999 nos Estados do Parana, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e
Goias. A infeccao viral foi verificada via PCR utilizando-se oligonucleotideos
universais para begomovirus, e 15 dessas amostras apresentaram resultado
positivo. Sequénciamento direto dos produtos de PCR e comparagdo com
sequéncias de nucleotideos conhecidas indicaram infeccdo por Leonurus
mosaic virus (LeMV) em soja e Leonurus sibiricus, e por Bean golden mosaic
virus (BGMV) em feijoeiro, além de trés outros virus desconhecidos. Um deles,
“virus A”, estava presente em soja e Sida sp., um segundo, “virus B”, estava
presente em Sida sp., e o terceiro, “virus C”, estava presente em Euphorbia sp.
Foram geradas sondas para detecgdo geral e especifica desses virus. Uma
sonda geral, consistindo de um fragmento de 1.100 nucleotideos (nt) dos
DNAs-A de BGMV, LeMV e “virus B”, e do DNA-A completo do Tomato rugose
mosaic virus (TRMV), foi utilizada como ferramenta para a detecgédo de BGMV,
LeMV, “virus A”, “virus B” e “virus C” em 380 amostras de soja, outras
leguminosas e plantas daninhas associadas, coletadas entre fevereiro e abril
de 2001 nos Estados do Parana, Minas Gerais, Goias e S&o Paulo. Trinta e
duas das 147 amostras de soja com sintomas de infecgéo viral, 37 das 83
amostras de plantas daninhas e uma das quatro amostras de feijoeiro estavam
infectadas por begomovirus. Nenhum desses virus foi detectado em seis
plantas sintomaticas de Crotalaria sp., ou em 140 amostras de soja sem
sintomas macroscopicos. Posteriormente, cinco sondas individuais, cada uma
preparada a partir de um fragmento de 500 nt do DNA-B de BGMV, LeMV,
“virus A”, “virus B” e “virus C”, foram utilizadas para identificar esses virus nas
70 amostras positivas. “Virus A” foi encontrado em nove amostras de soja de

Goias e em trés de Sida spp. do Parana, e LeMV em sete amostras de L.
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sibiricus do Parana. BGMV, “virus B” e “virus C” ndo foram encontrados. As
sequéncias de aminoacidos do terminal aminico da proteina capsidial dos
“virus A”, “B” e “C” apresentaram 83% de homologia com BGMV, 79% com
SiGMV e 89% com TGMV, respectivamente. Os resultados indicam que ha
begomovirus infectando naturalmente soja no Brasil, que alguns desses virus
sao provavelmente espécies ainda nao descritas e que esses virus estdo

dispersos pelas principais regides produtoras do pais.



ABSTRACT

MELLO, Raquel Neves de, D.S., Universidade Federal de Vigosa. November
2001. Begomoviruses in soybean in Brazil and molecular tools for
their identification. Advisor: Francisco Murilo Zerbini Junior. Committee
members: Elizabeth Pacheco Batista Fontes and Murilo Geraldo de

Carvalho.

Thirty-two leaf samples of soybean, bean and weeds with virus-like
symptoms were collected from February to July 1999 in the states of Parana,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul and Goias. Viral infection was verified by
PCR, using universal begomovirus primers, and 15 of these samples tested
positive. Direct sequencing of PCR products and comparison to known
nucleotide sequences indicated that Leonurus mosaic virus (LeMV) infected
soybean, and Leonurus sibiricus, Bean golden mosaic virus (BGMV) infected
bean. Three additional, unknown viruses were also detected. One of them,
“virus A”, infected soybean and Sida sp.; a second, “virus B”, infected Sida sp.;
the third one, “virus C”, infected Euphorbia sp. Probes for general and specific
detection of these viruses were generated. A general probe, consisting of a
mixture of the same 1.100 nucleotide (nt) fragment of the DNA-A from BGMV,
“virus A”, and “virus B”, plus the Tomato rugose mosaic virus (TRMV) full length
DNA-A, was used as a tool to detect BGMV, LeMV, “virus A”, “virus B "and
“virus C” in 380 soybean, other Fabaceae and associated weed samples,
collected from February to April 2001 in the states of Parana, Minas Gerais,
Goias and S&o Paulo. Thirty two out of 147 symptomatic soybean samples, 37
out 83 weed samples, and one out four bean samples were found to be
infected. No infection was found in six Crotalaria sp. samples with virus-like
symptoms, or in 140 symptomless soybean samples. Next, five individual
probes, each made of a 500 nt fragment of the DNA-B from BGMV, LeMV,
“virus A”, “virus B”, or “virus C”, were used to identify each of these viruses in
the 70 samples that tested positive with the general probe. “Virus A” was found
in nine soybean samples from Goias and in three Sida sp. samples from
Parana. LeMV was found in seven L. sibiricus samples from Parana. BGMV,
“virus B” and “virus C” were not found. The amino acid sequences of the N-
terminal region of the capsid protein of “virus A”, “virus B’ and “virus C”
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displayed 83% homology to BGMV, 79% to SiGMV and 89% to TGMV,
respectively. Together, these results indicate that begomoviruses are infecting
soybeans and associated species in Brazil, that some of these viruses
represent novel species, and that these viruses are present in the main

soybean-producing areas in Brazil.

vii



1. INTRODUCAO

Os virus pertencentes ao género Begomovirus da familia Geminiviridae
apresentam genoma composto por DNA circular de fita simples, infectam
dicotiledbneas e s&o transmitidos por “moscas-brancas”, aleirodideos do
complexo Bemisia tabaci (Rybicki et al., 2000). Sdo virus amplamente
distribuidos em todo o mundo, principalmente em regides tropicais e
subtropicais, ocorrendo em culturas alimentares basicas como mandioca (Legg
e Thresh, 2000) e feijao (Morales e Anderson, 2001), e industriais, como o
algodao (Briddon e Markham, 2000).

Os geminivirus vém despertando grande interesse, devido ao aumento
da incidéncia e da severidade de doencas por eles causadas nas ultimas duas
décadas (Brown e Bird, 1992). A América Latina tem sido relatada como a
regiao mais afetada em termos de numero total de espécies conhecidas de
begomovirus, de culturas afetadas, de perdas na producéo e do tamanho da
area agricola atingida por esses patogenos (revisado por Morales e Anderson,
2001).

No Brasil, os begomovirus tém causado prejuizos em culturas de tomate
(Ribeiro et al., 2002) e feijao (Costa, 1987), além de terem sido constatados
infectando naturalmente algodéo (Costa, 1937, citado por Morales e Anderson,
2001) e soja (Costa et al., 1979), além de grande numero de plantas de
espécies da vegetagao espontdnea (Costa e Bennett, 1950; Costa, 1955;
Kitajima e Kim, 1987; Faria e Maxwell, 1999). Graves epidemias em tomateiro
vém sendo relatadas em varios estados desde a introducéo do bibétipo B de
Bemisia tabaci no pais (Ribeiro et al., 2002). Epidemias como essas tém
ocorrido em varias partes do mundo e parecem estar associadas com o
surgimento de novas variantes/espécies de begomovirus (Zhou et al., 1998;
Legg e Thresh, 2000; Ribeiro et al., 2002), favorecida pela co-infeccédo de
plantas com diferentes begomovirus (Harrison et al., 1997). Além da
identificacéo de novos virus em tomate, varias espécies de begomovirus vém
sendo caracterizadas no Brasil em plantas da vegetacdo espontanea, como
guanxuma (Sida spp.) (E.P.B. Fontes, comunicag¢ao pessoal) e rubi (Leonurus
sibiricus) (Faria e Maxwell, 1999), e em plantas cultivadas, como feijao-de-lima

(Phaseoulus lunatus) (Faria e Maxwell, 1999).



Segundo o IBGE (2001), a cultura da soja (Glycine max Merrill) ocupou
13,6 milhdes de hectares no Brasil em 2000, com producéo de 32,7 milhdes de
toneladas de grdos e valor avaliado em 7,3 bilhdes de reais. E o principal
produto agricola da pauta de exporta¢des do Brasil, sendo o pais o segundo
maior produtor mundial. Os principais estados produtores sdo o Rio Grande do
Sul, Mato Grosso do Sul, Parana, Goias e Mato Grosso, mas a cultura vem se
expandindo por todas as regides do pais, inclusive Nordeste e Norte (IBGE,
2001).

A soja pode ser infectada naturalmente por diversos virus, incluindo
begomovirus, além de ser um excelente hospedeiro de Bemisia tabaci. Uma
das espécies de begomovirus que infectam a soja € o virus do mosaico-
dourado do feijoeiro (Bean golden mosaic virus, BGMV), responsavel por
perdas severas na cultura do feijdo, sendo fator limitante desta cultura em
todas as regides onde ocorre, notadamente no norte do Parana, Triangulo
Mineiro e Goias (Costa, 1987). No inicio da década de 70, o Brasil era 0 maior
produtor mundial de feijao, com 5 milhdes de hectares. Com a disseminacao de
B. tabaci nos principais estados produtores, acompanhando a expansido da
cultura da soja (Menten e Roston, 1980), o BGMV passou a causar perdas
severas em cultivares suscetiveis de feijao, particularmente durantes os meses
mais secos do ano, quando as populagbdes de B. tabaci atingem o pico. Como
consequéncia, plantios da seca de feijao foram drasticamente reduzidos e o
feijao foi substituido por outras culturas na maioria das areas afetadas (Morales
e Anderson, 2001). Desta forma, a expansao da cultura da soja no Brasil é
indiretamente responsavel pelo agravamento da incidéncia de mosaico-
dourado em feijoeiro.

A primeira descricdo da doenga causada por BGMV se deu a partir de
feijoeiros infectados em S&o Paulo (Costa, 1965). O primeiro relato desse virus
infectando soja naturalmente ocorreu em 1978 (Costa et al., 1979). Estirpes de
BGMYV foram descritas em diferentes paises da América Central e Caribe (Bird
et al., 1973) e, mais recentemente, nos EUA (Blair et al., 1995). Apesar de os
sintomas causados em feijoeiro pelos isolados brasileiros (BGMV-Br) e da
América Central (BGMV-DR, -GA e -PR) serem indistingliveis, as seqiéncias
de nucleotideos e as propriedades biolégicas indicaram que estes grupos de
isolados constituem na verdade duas espécies distintas, o que resultou na

proposta de que BGMV-Br mantenha o nome original de BGMV, e os demais

2



isolados passem a constituir a espécie Bean golden yellow mosaic virus
(BGYMV) (Gilbertson et al., 1993a; Padidam et al., 1995).

Além do BGMV, ha relatos de infecgcao natural de soja no Brasil por dois
outros begomovirus, o Euphorbia mosaic virus (EuMV) e o Abutilon mosaic
virus (AbMV) (Costa, 1955, 1977). AbMV foi um dos primeiros virus de plantas
citados na bibliografia cientifica, causando variegagdo em espécies
ornamentais de Abutilon. A doenga foi chamada de “clorose infecciosa das
malvaceas” por Baur, que formulou a hip6tese de ser esta uma enfermidade de
origem viral (Baur, 1906, citado por Wege et al., 2000). No Brasil, a “clorose
infecciosa das malvaceas” foi relatada pela primeira vez em algodéo (Costa,
1937, citado por Morales e Anderson, 2001). O nome “mosaico do Abutilon” foi
dado em 1955 (Costa, 1955) e o AbMV foi caracterizado molecularmente em
1990 (Frischmuth et al., 1990). Muitos isolados de AbMV perderam a
capacidade de serem transmitidos por mosca-branca. E possivel que este fato
seja devido ao uso de propagacdo vegetativa das plantas de abutilon. Como
esses virus ndo eram transmitidos por mosca-branca, os postulados de Koch
s6 foram completados recentemente, quando os componentes clonados foram
transmitidos por agroinoculagdo para Malva parviflora e desta, por enxertia,
para abutilon (Wege et al., 2000).

O EuMV foi descrito pela primeira vez como “mosaico de Euphorbia
prunifolia” (Costa e Bennett, 1950), no Brasil. Posteriormente, outros isolados
de “mosaico de Euphorbia” foram relatados na América Central (Bird et al.,
1975, citados por Costa, 1976) e do Norte (Kim e Fulton, 1984). Caracteristicas
bioldgicas, citoldgicas e bioquimicas sugeriram que esses virus sdo isolados da
mesma espécie (Costa, 1976; Kim e Fulton, 1984). Infeccdo natural de plantas
de soja por EuMV foi relatada no Brasil em 1977 (Costa, 1977). A Unica
sequéncia de nucleotideos disponivel para o EuMV corresponde a regido
central do gene cp (Brown et al., 2001).

Apesar das enormes perdas causadas por geminivirus em diversas
culturas e da importancia da cultura da soja no Brasil, ndo existem estudos de
incidéncia relativa de begomovirus em soja, de possiveis efeitos sinérgicos nas
infeccbes mistas neste hospedeiro, das caracteristicas epidemiolégicas das
viroses pertinentes e dos graus de suscetibilidade ou tolerancia de diferentes
cultivares de soja a cada um desses virus. Isto se deve em parte a dificuldade

para se diagnosticar geminivirus, uma vez que até recentemente esta era uma
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tarefa trabalhosa e demorada (Wyatt e Brown, 1996), principalmente porque
muitos dos begomovirus ndo s&o transmitidos via extrato vegetal tamponado, o
que constitui enorme dificuldade para manté-los em pronta disponibilidade.
Com isso, os postulados de Koch para essas viroses s6 podem ser satisfeitos a
partir da transmissdo pelo vetor, por enxertia, por biobalistica ou por
agroinoculagao.

Apesar de a sorologia congregar as técnicas mais utilizadas no
diagnoéstico das viroses vegetais em geral, técnicas que utilizam diretamente o
DNA viral sdo as mais empregadas para a identificagdo de geminivirus, visto
que algumas caracteristicas desse grupo de virus dificultam o emprego de
sorologia (Wyatt e Brown, 1996). Essas caracteristicas incluem a baixa
concentracdo que esses virus atingem nos tecidos vegetais, a restricdo de
muitos deles ao floema, a dificuldade de purificar as particulas virais a fim de
utiliza-las como imundgenos, a baixa imunogenicidade inerente aos geminivirus
e 0 pequeno grau de variacdo antigénica entre as proteinas capsidiais de
diferentes begomovirus.

As técnicas mais utilizadas na deteccao e identificacdo de geminivirus
em plantas e no inseto-vetor tém sido a reacdo em cadeia da polimerase, ou
PCR (Navot et al., 1992; Rojas et al., 1993; Deng et al., 1994; Mehta et al.,
1994), e a hibridizacédo de acidos nucléicos (Czosnek et al., 1988; Crespi et al.,
1991). Como envolvem diversas etapas e demandam muito tempo, s&o pouco
adequadas para a analise de um grande numero de amostras, além de nao
excluirem erros decorrentes de contaminacdo entre as amostras. Muitas
tentativas vém sendo feitas objetivando simplificar essas técnicas e torna-las
rotineiras (Navas-Castillo et al., 1998; Shamloul et al., 2001).

Desde o registro pioneiro de soja com infeccdo natural pelo BGMV
(Costa et al., 1979), nenhuma mencao de outros geminivirus ocorrendo nessa
cultura foi feita nas diferentes regides produtoras no Brasil. A existéncia de
outros begomovirus em soja e em outras hospedeiras freqlientemente
associadas a esta cultura torna evidente a necessidade de estudos a respeito
da ocorréncia desses virus no campo, a fim de avaliar possiveis prejuizos para
a soja, diretos ou indiretos, atuais ou previsiveis, e estabelecer medidas
preventivas de controle.

O exposto fundamenta os objetivos do estudo aqui apresentado, (i)

identificar begomovirus infectando soja e outras leguminosas e plantas

4



daninhas associadas ao seu cultivo, (ii) desenvolver ferramentas moleculares
que permitam identifica-los rapida e confiavelmente e (iii) efetuar estimativa

inicial de sua ocorréncia em alguns dos principais estados produtores da soja
no Brasil.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Geminiviridae

A familia Geminiviridae €& caracterizada pelo aspecto geminado da
particula viral, contendo DNA de fita simples (ssDNA) circular com 2.500 a
3.000 nucleotideos (nt) encapsidado por uma unica proteina estrutural disposta
na forma de 22 capsémeros, conferindo-lhe a aparéncia de dois icosaedros
incompletos, com cerca de 18x30 nm (Lazarowitz, 1992). Atualmente constitui-
se em uma das familias de maior importancia econémica dentre os virus de
plantas.

A familia compreende os géneros Mastrevirus, Curtovirus, Begomovirus
e Topocuvirus (Rybicki et al., 2000). Os mastrevirus incluem geminivirus com
um unico componente gendmico, que infectam monocotiledbneas e sé&o
transmitidos por cigarrinhas (Homoptera:Cicadellidae). O Maize streak virus
(MSV) é a espécie-tipo, do qual o género deriva seu nome. Este género inclui
alguns patégenos importantes de culturas como o milho e o trigo. Nenhuma
espécie deste género foi relatada até o presente no Brasil.

Assim como Mastrevirus, o género Curtovirus € constituido por virus
com um unico componente gendmico e transmitidos por cigarrinhas. Todavia,
esses virus diferem daqueles por infectarem espécies dicotileddneas. Em
Mastrevirus existem pelo menos duas exce¢des, Tobacco yellow dwarf virus
(TobYDV) e Bean yellow dwarf virus (BeYDV), patogenos de dicotileddneas
(Liu et al.,, 1997), mas que sdao mantidos neste género em razdo de sua
organizacdo gendmica. No DNA dos mastrevirus encontram-se duas regides
intergénicas, uma curta (SIR), com aproximadamente 50 nt, e uma longa (LIR),
com aproximadamente 200 nt, enquanto os curtovirus possuem somente a
regiao intergénica longa. O genoma dos mastrevirus apresenta duas ORFs no
sentido viral, mp e cp, e duas no sentido complementar, repA e repB, enquanto
o dos curtovirus apresenta trés ORFs no sentido viral, mp, V3 e cp, e quatro no
sentido complementar, C4, rep, C2 e ren. O Beet curly top virus (BCTV) é a
espécie-tipo do género Curtovirus. No Brasil, ja foi descrita uma doenca
provavelmente causada por curtovirus, o “broto crespo do tomateiro” (Kitajima
e Kim, 1987).



As espécies incluidas no género Begomovirus apresentam dois
componentes gendmicos (DNA-A e DNA-B), com excec¢ao de alguns isolados
do Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) e Ageratum yellow vein virus (AYVV),
e sao transmitidas por mosca-branca (Homoptera:Aleurodidae) para espécies
dicotiledéneas. Cada um dos componentes gendmicos, com aproximadamente
2.600 nt, é encapsidado em particulas geminadas distintas, sendo necessarios
os dois componentes para a infecgdo. O Bean golden mosaic virus (BGMV) é a
espécie-tipo deste género. Entre os begomovirus que apresentam maior
importancia econdmica estdo o TYLCV e o African cassava mosaic virus
(ACMV) (Lazarowitz, 1992; Rybicki, 1994; Timmermans et al., 1994). Diversas
viroses hoje atribuidas a begomovirus vém sendo descritas no Brasil desde
1937.

Recentemente foi reconhecido um quarto género de geminivirus,
denominado Topocuvirus. O membro-tipo, € unica espécie do género, é o
Tomato pseudo-curly top virus (TPCTV), com um unico componente genémico
e transmitido por cigarrinhas (Homoptera:Auchenorrhyncha) a espécies
dicotiledéneas. O sequenciamento do genoma completo indicou que a espécie
surgiu da recombinacdo entre um ancestral do BCTV e um virus sem
semelhanca com qualquer outro geminivirus conhecido (Briddon et al., 1996).
O novo género foi criado com base na organizacdo do genoma € no
relacionamento filogenético com outras espécies de geminivirus (Rybicki,
1994). A criacdo de um novo género com base em caracteristicas filogenéticas
pode indicar uma nova tendéncia de enfatizar na taxonomia de virus
parametros relacionados com o processo evolutivo das espécies.

Atualmente sdo reconhecidas 67 espécies de geminivirus nos quatro
géneros que compdem a familia, além de 17 espécies candidatas (Rybicki et
al., 2000).

2.2. Begomovirus

As espécies virais classificadas no género Begomovirus incluem alguns
dos principais patégenos de plantas em regides tropicais e subtropicais do
globo (Brown e Bird, 1992; Polston e Anderson, 1997). Os virus que causam
mosaico-dourado do feijoeiro (Bean golden mosaic virus, BGMV, no Brasil, e

Bean golden yellow mosaic virus, BGYMV, na América Central e Caribe)



(Morales e Anderson, 2001), enrolamento amarelo das folhas do tomateiro
(Tomato yellow leaf curl Israel virus - Israel, TYLCV-Is, no Oriente Médio e nas
Américas Central e do Norte, e Tomato yellow leaf curl virus - Sardinia, TYLCV-
Sar, no Mediterraneo) (Moriones e Navas-Castillo, 2000) e mosaico da
mandioca (African cassava mosaic virus, ACMV, e East African cassava
mosaic virus, EACMV) na Africa (Legg e Thresh, 2000), sdo exemplos de
doencas causadas por begomovirus e limitantes para a produtividade das
respectivas culturas.

Recentemente, o surgimento e a disseminagdo de diversos novos
begomovirus infectando tomateiros nas Américas veio ressaltar de forma
dramatica o impacto causado por esses patdégenos na agricultura (Polston e
Anderson, 1997). Epidemias em tomateiro e feijoeiro tém sido associadas a
mudancgas drasticas nos sistemas de exploragéo agricola, com expansao de
culturas como a soja, que funcionam como excelentes hospedeiras para a
mosca-branca (Morales e Anderson, 2001). Bemisia tabaci € uma espécie
polifaga com mais de 500 hospedeiros e distribuida pelas regides tropicais e
subtropicais do globo (Morales e Anderson, 2001). O biétipo B de B. tabaci (ou
B. argentifolii) foi introduzido nos EUA em 1986, e em 1989 ja era
responsabilizado por uma epidemia de Tomato mofttle virus (ToMoV) em
tomatais na Floérida, causando graves prejuizos econdmicos (Polston e
Anderson, 1997). Hoje B. tabaci é considerada um complexo de bi6tipos, com
diferentes bidtipos ocorrendo em diferentes regides do mundo (Brown et al.,
1995). A capacidade diferenciada de transmissao de espécies de begomovirus
por esses diferentes biotipos ainda nao esta clara. Dezesseis culturas de B.
tabaci, oriundas de trés continentes, foram capazes de transmitir 12
begomovirus diferentes de varios paises (Bedford et al., 1994). Por outro lado,
a transmisséo de trés isolados de Tomato leaf curl virus (TLCV) por espécimes
de diferentes culturas de B. tabaci foi mais frequente quando envolvido o vetor
simpatrico do que com o alopatrico (McGrath e Harrison, 1995), indicando uma
interacdo especifica de regido geografica entre virus e vetor. Assim, embora
aparentemente todos os bidtipos de B. tabaci sejam capazes de transmitir
begomovirus, é possivel que a eficiéncia de transmisséo seja maior para certas
combinagdes bibdtipo/espécie viral do que para outras.

As recentes epidemias de begomovirus refletem conjuncgdes favoraveis

de varios fatores, como abundancia de plantas hospedeiras suscetiveis e de
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um inseto vetor polifago. Tipicamente, essas epidemias resultam da co-
infeccéo de plantas com diferentes begomovirus, favorecendo o surgimento de
novas variantes virais por recombinacao ou pseudo-recombinacdo (Harrison e
Robinson, 1999). A introdugéo e rapida disseminagéo do biotipo B de B. tabaci
nas Américas aumentou a dispersao dos begomovirus e as chances de
infecc&o viral multipla. Esse biotipo € mais fecundo que os outros (Bedford et
al., 1994) e apresenta resisténcia a muitos inseticidas, o que resulta no
surgimento de grandes populagdes. Com essas caracteristicas e sua ampla
gama de hospedeiros, B. tabaci bidtipo B pode estar transmitindo begomovirus
pré-existentes a partir de suas plantas hospedeiras originais, incluindo
invasoras, para espécies cultivadas, resultando nas recentes epidemias

descritas.

2.3. Caracteristicas moleculares dos begomovirus

O genoma dos begomovirus existe sob variadas formas. A variagcdo mais
evidente € a auséncia do DNA-B em algumas espécies. No caso do TYLCV, o
DNA-A mostrou-se suficiente para desempenhar todas as fungbes essenciais
do virus, tanto as relacionadas com a replicagdo quanto ao movimento (Kheyr-
Pour et al., 1991; Navot et al., 1991). A organizacdo gendmica dos
begomovirus é representada na Figura 1.

Os begomovirus também podem apresentar componentes de DNA
distintos do DNA gendmico. Em condigdes experimentais, componentes B
defeituosos e interferentes foram identificados em ACMV (Stanley e Townsend,
1985). Num deles, a molécula mostra grande perda nucleotidica, com a
remog¢ao do gene ns e parte do gene mp. Em Ageratum yellow vein virus
(AYVV), um begomovirus de apenas um componente, foi encontrada uma outra
forma defeituosa e interferente, denominada DNA-B, que apresenta somente a
regido intergénica e parte do gene rep (Stanley et al., 1997). De forma analoga
a da molécula defeituosa interferente de ACMV, o DNA-B de AYVV acumula-se
até atingir concentragdes elevadas e reduz o acumulo do DNA gendmico,
atenuando os sintomas da infeccéao viral (Stanley e Townsend, 1985; Stanley et
al., 1997). Um DNA satélite associado a um isolado de TLCV foi descrito por
Dry et al. (1997). Esse satélite € formado por uma pequena molécula de DNA

circular, de 682 nucleotideos, sem qualquer homologia significativa de



seqUéncia com o TLCV, exceto a sequéncia conservada TAATATTAC. Essas
modalidades de DNA extra-genémico podem ser encontradas em begomovirus
mantidos sob condi¢gdes experimentais. Entretanto, n&do se sabe se essas
formas de DNA ocorrem naturalmente em plantas infectadas, se sdo estaveis
em condicdes de campo e qual o seu possivel papel na epidemiologia das
respectivas doencas.

CR CR

DNA B nsp
rep

cp mp
trap
ren

Figura 1. Representacdo esquematica do genoma de um Begomovirus tipico.
As setas indicam os genes localizados nas fitas viral e complementar
dos componentes gendémicos virais.

Variagbes mais sutis s&o encontradas dentro do genoma dos
begomovirus. Entre aqueles que apresentam dois componentes, € maior a
variabilidade de seqiiéncia no DNA-B, entre diferentes isolados, do que no
DNA-A. Entretanto a parte do genoma que mostra maior variagcdo entre
diferentes begomovirus é a regido comum (RC). Entre os dois componentes de
DNA de uma mesma espécie de begomovirus ela é idéntica ou muito similar,

exceto em Cabbage leaf curl virus (CLCV), que apresenta 80% de homologia
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entre as seqUéncias das RCs do DNA-A e do DNA-B (Hill et al., 1998). ARC é
onde se inicia o processo de replicagao dos geminivirus (Fontes et al., 1994a,
b). Ela é formada por cerca de 200 nucleotideos com elementos de seqiiéncia
altamente conservados, tais como a referida seqiiéncia TAATATTAC, sitio de
clivagem da proteina Rep; as “caixas” TATA, envolvidas na iniciagcdo da
transcricdo do gene cp, na fita viral, e a do gene rep, na fita complementar; e
iterons, cujas seqiéncias, embora com alguma especificidade para cada virus,
estdo arranjadas — em sua posicao relativa, espacamento e orientacéo - de
forma a mostrar alguma conservacao entre grupos diferentes de begomovirus,
especialmente os dos Hemisférios Ocidental e Oriental (Arguello-Astorga et al.,
1994 a, b). Entretanto, exceto pelas sequéncias conservadas citadas, ha muito
pouca similaridade entre as RCs de diferentes begomovirus (Harrison e
Robinson, 1999).

A regido mais conservada do genoma dos begomovirus é encontrada no
gene cp, codificador da proteina capsidial (CP). As comparagdes entre as
sequéncias de aminoacidos da CP levam a curiosa conclusdo de que em
begomovirus infectando diferentes hospedeiras numa mesma regiao geografica
elas se mostram mais relacionadas entre si do que as dos mesmos virus
causando doengas, com sintomas indistinguiveis, em outras regides (Hong e
Harrison, 1995; Padidam et al., 1995; Rybicki, 1994). A comparagdo de
padrées de epitopos da CP de diferentes begomovirus reflete este mesmo
fendmeno (Swanson et al., 1992; Natesham et al., 1996). Arvores filogenéticas
construidas a partir de seqiiéncias de aminoacidos da CP de begomovirus de
diferentes partes do mundo mostram dois ramos distintos, um contendo os
virus do Hemisfério Ocidental e outro os do Hemisfério Oriental. Esta ultima
ramificagdo pode ainda ser dividida em dois sub-grupos, o primeiro
compreendendo os virus da Africa e Mediterraneo e o segundo os virus da
Asia. Pelo menos duas espécies virais, Tobacco leaf curl virus (TbLCV) na
China e Tomato leaf curl Australia virus -Australia (TOLCV-Au) na Australia, ndo
se encaixam em nenhum dos dois sub-grupos do Hemisfério Oriental e, talvez,
formem um agrupamento distinto (Harrison e Robinson, 1999).

A proteina Rep, codificada pelo gene rep, é essencial para a replicagcao
viral, pois cliva a forma replicativa do virus (dsDNA) no nonanucleotideo
conservado TAATATTAC, iniciando a replicagdo, e religa as novas unidades

genbmicas virais, ao fim da replicagdo, uma vez concluido o processo de
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replicacdo via circulo rolante (Gutierrez, 1999). Dentre todos os produtos
codificados pelos genes presentes no DNA-A, a proteina Rep € a que mais
varia entre diferentes begomovirus. Este fato reflete a grande variagcéo
encontrada na RC, uma vez que Rep se liga aos iterons da RC de maneira
especifica com base na seqUéncia de nucleotideos desses iterons. Essa
especificidade de interagdo mantém a similaridade entre as RCs dos DNAs-A e
-B, visto que ambos necessitam de Rep para a replicacédo. Assim como para
CP, existe uma clara divisdo entre as Reps de diferentes espécies de
begomovirus.

Ren & uma proteina acessoria, amplificadora da replicagdo viral,
enquanto que TrAp & ativadora da transcricdo dos genes de sentido viral, cp e
ns (Gutierrez, 1999). Essas proteinas tém um grau de variabilidade
intermediaria entre CP e Rep e mostram a mesma divisdo entre begomovirus
dos Hemisférios Ocidental e Oriental.

Os genes do DNA-B, mp e ns, apresentam maior variabilidade do que os
do DNA-A. Ambos os produtos génicos estdo envolvidos no movimento do
virus na planta. A proteina NS é responsavel pelo trafego do DNA viral do
nucleo para o citoplasma, enquanto a proteina MP esta envolvida na passagem
intercelular do DNA viral via plasmodesmas (Noueiry et al., 1994; Sanderfoot et
al., 1996). Embora as andlises filogenéticas baseadas nesses genes agrupem
os begomovirus do Hemisfério Ocidental, especialmente para as sequéncias de
ns, as sequéncias de begomovirus do Hemisfério Oriental diferem muito entre
si (Rybicki, 1994).

Outras ORFs, como AV2 e AC4, foram identificadas em alguns, mas néo
em todos os begomovirus estudados. AV2 se sobrepde parcialmente a CP e é
encontrada somente em begomovirus do Hemisfério Oriental. O seu produto
parece estar envolvido no movimento sistémico de TYLCV, um begomovirus
que nao possui o DNA-B. Ja AC4 esta inserida no gene rep, mas em outra fase
de leitura. Mutagdes em TGMV e ACMV que alteraram somente esta ORF, sem
afetar Rep, néo tiveram efeito na infectividade ou na produgédo de sintomas
(Elmer et al., 1988; Etessami et al., 1991). J& em TYLCV-Sar e ToLCV-Au,
mutacdes que romperam a ORF AC4 levaram a atenuacédo de sintomas e
diminuicdo do movimento sistémico sem alterar a replicagdo em protoplastos,
indicando que AC4 pode ser funcional nos begomovirus que apresentam
apenas um componente genémico (Jupin et al., 1994; Rigden et al., 1994).
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2.4. Mecanismos de variabilidade genética

Mutacbes pontuais parecem ser a causa principal de divergéncia entre
isolados de uma determinada espécie de begomovirus. Embora poucas
informagdes estejam disponiveis sobre diferencas entre as populacdes de
moléculas genémicas que compdem um isolado, trabalhos com MSV (membro-
tipo do género Mastrevirus) indicam que cada isolado deste virus é composto
por clones estreitamente relacionados e que diferem por mutagcbdes pontuais
distribuidas ao longo do genoma (Isnard et al., 1998). Mutagdes silenciosas séo
bastante numerosas entre isolados de begomovirus, enquanto mutagdes que
alteram aminoacidos parecem ser reprimidas por forte pressao de selecéo para
a manutencgao da funcéo 6tima das proteinas. Comparacgdes de seqiiéncias de
nucleotideos de parte dos genes rep e cp e da RC de 20 isolados de BGMV
mostraram que ha baixa divergéncia entre eles (Faria e Maxwell, 1999). As
mutacdes encontradas tanto em rep quanto em cp s&o na maioria silenciosas,
e entre as que conduziram a alguma mudang¢a de aminoacidos muitas foram
conservadoras, ou seja, o aminoacido foi trocado por outro com as mesmas
caracteristicas bioquimicas.

Por outro lado, a grande variabilidade genética encontrada entre
diferentes espécies de begomovirus resulta mais de uma variedade
consideravel de mecanismos alternativos do que de mutagdes pontuais. Esses
mecanismos incluem pseudo-recombinagdo e recombinagao, esta ultima tanto
intra- quanto inter-especifica. Ocorre a pseudo-recombinagdo quando ha troca
entre os DNAs A e B de isolados ou estirpes diferentes de uma mesma espécie
de begomovirus, 0 que enseja um rearranjo entre os genes equivalentes
desses isolados/estirpes (Harrison e Robinson, 1999). Tal rearranjo néao
costuma ser bem sucedido quando ha envolvimento de espécies distintas,
porque aparentemente os componentes B heterélogos deixam de ser
replicados eficientemente.

Para a pseudo-recombinacdo ocorrer vantajosamente entre duas
espécies distintas estas devem ser estreitamente relacionadas, o que se
verificou, por exemplo, entre Tomato mottle virus (ToMoV) e Bean dwarf
mosaic virus (BDMV). Neste caso, os dois pseudo-recombinantes possiveis

mostraram-se viaveis, mas induziram sintomas atenuados e produziram
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quantidade relativamente baixa de DNA-B (Gilbertson et al., 1993). Em outro
exemplo, mostrou-se viavel apenas um dos dois possiveis pseudo-
recombinantes entre duas espécies estreitamente relacionadas, SiGMV e
AbMV. Ainda assim, este pseudo-recombinante causou infeccdo somente em
algumas espécies de Nicotiana, mas nao em Sida rhombifolia ou em Malva
parviflora, as hospedeiras das quais procederam os progenitores (Hofer et al.,
1997). Nesses dois casos, as sequéncias das RCs dos dois virus progenitores
apresentavam forte similaridade, mas também mais diferencas do que é
esperado para estirpes do mesmo virus, e os pseudo-recombinantes, quando
viaveis, estavam menos adaptados aos hospedeiros originais do que seus
progenitores.

A formacdo de pseudo-recombinantes viaveis depende da
compatibilidade entre os DNAs-A e B, o que parece refletir a similaridade em
fungdo, e usualmente em seqiéncia, de suas RCs (Lazarowitz et al., 1992).
Entre os critérios sugeridos pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV) para o reconhecimento de uma nova espécie de begomovirus, esta a
capacidade, ou incapacidade, de formar pseudo-recombinantes viaveis com
virus afins (Rybicki et al., 2000). Este critério, entretanto, ndo pode ser utilizado
para os virus que nado possuem DNA-B, e nem sempre é aplicavel, pois
depende da existéncia de clones infecciosos dos virus. Como a capacidade de
formacao de pseudo-recombinantes € altamente dependente da sequéncia da
RC, a determinagcdo de uma espécie com base na comparagdo desta
sequéncia pode ser uma solucgéo viavel para a maioria dos isolados (Harrison e
Robinson, 1999).

Recombinacdo, especialmente inter-especifica, parece ser o
mecanismo-chave pelo qual sdo geradas novas espécies virais, possibilitando
a melhor adaptacdo biolégica dos pseudo-recombinantes derivados de
espécies estreitamente relacionadas, e mantendo o fluxo de material genético
entre diferentes begomovirus existentes na mesma regiao geografica (Harrison
e Robinson, 1999). A primeira evidéncia de que recombinacdo € um evento que
ocorre naturalmente entre begomovirus foi encontrada entre as estirpes fraca e
severa de TYLCV (Antignus e Cohen, 1994). A comparacgao das sequéncias de
nucleotideos dos DNAs-A das duas estirpes sugeriu que a regido
compreendida pelo gene rep e pela RC foi adquirida de diferentes progenitores

nao identificados, enquanto o restante do genoma veio de um mesmo
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progenitor. As duas estirpes apresentaram 87% e 78% de identidade entre os
nucleotideos do gene rep e da RC, respectivamente, em contraste com os 98%
do restante das respectivas moléculas.

O primeiro exemplo conhecido de recombinante natural entre duas
espécies distintas de begomovirus foi relatado para um geminivirus altamente
agressivo infectando mandioca em Uganda (UgV) (Legg e Thresh, 2000). A
sequéncia de nucleotideos de seu DNA-A é essencialmente idéntica a do
EACMV, exceto por 60% dos nucleotideos centrais do gene cp, que sao
essencialmente idénticos aos do ACMV (Zhou et al., 1997). Em UgV, o sitio de
recombinacdo 5 esta localizado em uma regido onde as sequéncias dos
progenitores sao iguais em 24 nucleotideos, e o sitio 3’ numa regido onde as
sequéncias sdo iguais em oito nucleotideos, sugerindo um evento de
recombinagdo homologa.

A multiplicidade de variantes encontradas entre isolados de begomovirus
tem implicagdes na taxonomia destes virus e, em muitos casos, dificulta o
delineamento preciso das espécies virais (Harrison e Robinson, 1999). Um dos
problemas taxondémicos fundamentais neste grupo de virus € o de como
nomear espécies distintas e causadoras de viroses macroscopicamente
indistinguiveis. Este é o caso, por exemplo, das varias espécies de TYLCV. O
outro problema esta relacionado aos virus recombinantes. Se parte do genoma
de um isolado é proveniente de uma espécie ja estabelecida, e o restante é
proveniente de outra espécie, este virus seria um isolado de qual das duas
espécies progenitoras? Ou deveria ser considerado uma espécie distinta?
Talvez muitos begomovirus hoje presentes numa mesma e extensa regido
geografica, como o subcontinente indiano ou as Américas, possam ser
considerados uma Uunica super-espécie. Porém, mais importante que o
assentamento taxonémico de novas formas virais € reconhecer que sérias
epidemias podem surgir de variantes novas, como o referido UgV em Uganda,
e varias formas de Cotton leaf curl virus (CoLCV) no Paquistdo. Portanto, a
aplicacéo do conceito de espécie em begomovirus permanece controversa, e
os limites entre espécies tém sido estabelecidos mais por uma questdo de

conveniéncia do que de logica (Harrison e Robinson, 1999).
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2.5. Diagnose de doencgas causadas por begomovirus

Um diagnostico preciso e precoce das viroses vegetais € um
componente crucial do sistema de manejo da cultura no campo. Os métodos
tradicionais de diagnose, como ensaios de gama de hospedeiros e técnicas
sorologicas, sao bastante utilizados no diagndstico de inumeras viroses
vegetais. Essas técnicas, no entanto, tém pouca aplicagdo entre os
begomovirus. Estes apresentam varias caracteristicas que dificultam o uso de
técnicas tradicionais, entre elas, dificuldade de transmissdo de muitos desses
virus via extrato vegetal tamponado, presenca dos mesmos sintomas em
plantas infectadas por virus distintos, dificil purificagdo das particulas na sua
forma estavel, virions pouco imunogénicos e proteinas capsidiais
antigenicamente indistintas. Durante muitos anos esses virus foram pouco
estudados, em parte porque as doencga por eles causadas n&o resultavam em
perdas econdmicas importantes, mas principalmente devido a dificuldade para
diagnostica-las. Este é o caso do BGMV, cujos estudos s6 foram intensificados
nos ultimos 15 anos com a utilizagdo de técnicas baseadas na deteccéo do
DNA viral, embora cause uma doenga importante no Brasil ha pelo menos trés
décadas.

As técnicas mais utilizadas na deteccéo e identificagdo de geminivirus
em plantas e no inseto-vetor tém sido a reacdo em cadeia da polimerase, ou
PCR (Navot et al., 1992; Rojas et al., 1993; Deng et al., 1994; Mehta et al.,
1994), e a hibridizagédo de acidos nucléicos (Czosnek et al., 1988; Crespi et al.,
1991).

As técnicas de hibridizacdo sdo baseadas na habilidade de uma fita
simples de acido nucleico em hibridizar com uma fita complementar, sob
condigcbes apropriadas. Estas técnicas tornaram-se rotineiras quando a
tecnologia de DNA recombinante possibilitou a produgdo de sondas
complementares de acido nucleico (cDNA) com especificidade suficiente para
uso em larga escala (Karjalainen, 1987). Estas sondas s&o facilmente obtidas e
podem ser armazenadas sob a forma de culturas bacterianas, sendo facilmente
reativadas quando necessario, gerando uma quantidade ilimitada de sondas.

A técnica de hibridizacdo baseia-se na clonagem de uma
sequéncia especifica do acido nucleico do virus (sonda). A especificidade é
determinada pelo tamanho e pela seqiéncia de nucleotideos da sonda. O
acido nucleico (fita simples) que se quer detectar deve ser entdo imobilizado
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em um suporte soélido (normalmente uma membrana de nitrocelulose ou nailon)
para que hibridize com a sonda utilizada para a detecgéo (Zerbini et al., 2001).
As condi¢des de hibridizacdo podem ser ajustadas, variando-se a temperatura,
a concentracéo de sais ou a concentracado de formamida, a fim de se controlar
a especificidade (quantidade permitida de pares de bases nao pareadas) (Hull,
1986; Batista, 1993). Essa consideracao é critica, ja que o grau de hibridizagao
observado entre organismos relacionados pode ser controlado pelas condi¢cbes
do teste (Miller & Martin, 1988).

Para que o DNA clonado seja utilizado como sonda & necessario marca-
lo, utilizando-se para isto is6topos radioativos (o mais comum & o fosforo 32)
por métodos como o “nick-translation” (cortes na fita de DNA pela acdo da
DNase e reparo pela agcdo da DNA polimerase, incorporando os nucleotideos
marcados) ou o método do “‘random priming” (desnaturacédo da fita dupla do
plasmideo e alinhamento de hexanucleotideos de seqiéncias aleatérias, onde
ocorre a sintese de uma fita complementar pela agcdo da DNA polimerase, com
incorporagdo do nucleotideo radioativos). Os métodos de incorporacdo de
compostos ndo-radioativos sdo semelhantes, mas neste caso um dos quatro
nucleotideos &€ marcado com o composto né&o-radioativo (por exemplo,
digoxigenina ou fluoresceina), seguindo-se a detec¢cédo baseada em ELISA, por
meio da ligacdo com complexos enzimaticos que formam um produto insoluvel
na presenca do substrato (Harper e Creamer, 1995; Sanchez-Navarro et al.,
1996) ou formagao de substrato quimioluminescente detectado em filme de
raio-X. Os métodos nao-radioativos tém a vantagem 6bvia de ndo envolverem
0 uso de radioisétopos. No entanto, muitos dos reagentes sao toxicos e na
pratica devem-se tomar os mesmos cuidados para evitar contaminagcdo do
operador que os observados para os métodos radioativos.

As principais técnicas que usam a hibridizacdo de acidos nucléicos sao
“dot blot”, “Southern blot” e “Northern blot”. “Dot blot” consiste na aplicacéo da
amostra triturada na forma de gotas sobre a membrana (Meinkoth e Wahl,
1984). O processo é facilitado com o uso de equipamentos que aplicam vacuo
sobre a membrana. “Squash blot” (Gilbertson et al., 1991b), uma variacao do
“dot blot”, é a mais simples dessas técnicas e consiste na trituragcéo do tecido a
ser analisado diretamente sobre a membrana. “Southern blot” (Southern, 1975)
consiste na purificacdo do DNA a ser analisado e separagdo deste por
eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida. O DNA é entdo desnaturado
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e transferido para a membrana, usualmente por capilaridade. “Northern blot” é
uma variagao do “Southern blot” e baseia-se na imobilizagao e analise de RNA.

A reacédo em cadeia de polimerase (“polymerase chain reaction”, PCR) é
uma técnica bastante simples, versatil e de ampla aplicacdo, que possibilita a
producdo de um grande numero de coOpias de uma seqiéncia especifica do
DNA (Saiki et al., 1985; Mullis, 1990). A técnica € baseada na amplificagao, em
progressdo geométrica, da seqiéncia de interesse do DNA limitada por dois
oligonucleotideos iniciadores (“primers”), e apresenta uma sensibilidade muito
superior a de qualquer outra técnica. Os principais obstaculos para o seu uso
em larga escala sao a alta frequéncia de falsos positivos, devido principalmente
a contaminagbes de reagentes e instrumental, e a sensibilidade da enzima
utilizada na reacédo a presenca de substancias inibidoras em certos extratos
vegetais.

Uma reacdo de PCR é composta por ciclos repetitivos, e no final de n
ciclos, a reagédo contém um maximo de 2" moléculas de fita dupla de DNA para
cada molécula inicialmente presente na amostra, que sé&o copias da seqiéncia
de DNA entre os oligonucleotideos. Cada ciclo é composto por trés passos:
desnaturacdo das fitas duplas do DNA molde, alinhamento dos
oligonucleotideos com o DNA, e polimerizacao da nova fita de DNA pela acgéo
da DNA polimerase. A especificidade da amplificacdo pode ser controlada por
meio do tempo e da temperatura utilizados na fase de alinhamento dos
oligonucleotideos com o DNA. Estes parametros sao dependentes da
composicao de bases e tamanho dos oligonucleotideos e de sua concentracgéo.
O comprimento dos oligonucleotideos, normalmente de 15 a 25 pares de
bases, deve ser suficiente para que nao haja alinhamento aleat6rio em regides
do DNA que nao sejam a sequéncia alvo.

Muitos sdo os exemplos do uso dessas técnicas para a deteccao de
begomovirus e outros geminivirus (Eiras et al., 1998). Técnicas de eletroforese
em gel de agarose, hibridizagdo molecular e PCR foram utilizadas para a
deteccdo e estudo da distribuicdo de geminivirus em areas de cultivo de
olericolas no México e sul dos Estados Unidos, possibilitando uma analise da
dindmica de ocorréncia temporal e espacial desses virus (Torres-Pacheco et
al., 1992). A avaliagéo de uma epidemia de BGMV no sul da Flérida também foi
feita por meio de hibridizagao, utilizando sondas especificas para o virus em
questao (Blair et al., 1995). A incidéncia do Beet curly top virus (BCTV) na
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Califérnia foi determinada por meio da técnica de hibridizagdo “dot blot”, e o
virus foi encontrado em 14 familias de plantas daninhas diferentes e em
diversas culturas (Creamer et al., 1996). Em trabalho realizado por Wyatt &
Brown (1996), oligonucleotideos universais para o género Begomovirus foram
utilizados para a detecgéo de isolados de begomovirus via PCR.

As aplicagbes das ferramentas moleculares ndo se restringem a
diagnose, possibilitando a determinacéo da concentracdo de virus nos tecidos
vegetais, a localizagdo das particulas virais em nivel subcelular e o estudo das
interagbes virus-hospedeiro, possibilitando um maior entendimento dos
mecanismos moleculares de infecgéo.

As técnicas moleculares também se aplicam a estudos taxondmicos, por
meio da comparagao de seqiéncias de nucleotideos ou de aminoacidos, a fim
de determinar de forma mais precisa o relacionamento entre isolados. Padidam
et al. (1995) compararam as sequéncias genbmicas de 36 geminivirus para
classifica-los, e sugerem que a andlise de uma pequena regido do genoma (a
regiao 5 do gene cp) é suficiente para classificar um isolado, utilizando
oligonucleotideos altamente conservados para clonagem e sequenciamento
desta regido. Frischmuth et al. (1997) utilizaram a clonagem e o
sequenciamento de nucleotideos para a analise de homologia entre dois
begomovirus infectando Sida rhombifolia em Honduras, comparando-as com
outros virus que infectam S. rhombifolia na Costa Rica. Gilbertson et al. (1993)
observaram a existéncia de diversidade genética entre begomovirus que
causam o mosaico-dourado do feijoeiro, por meio da comparacgéo da seqliéncia

de nucleotideos de isolados do BGMV do Brasil e de Porto Rico.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Identificagao de begomovirus associados a cultura da soja

3.1.1. Coleta das amostras e manutencgéao dos isolados virais

A fim de obter uma estimativa inicial da ocorréncia de geminivirus em
soja e em invasoras associadas ao seu cultivo no campo, amostras foliares
foram coletadas pelo Dr. Alvaro M. R. Aimeida (Embrapa/CNPSoja). Trinta e
quatro amostras de plantas de soja, Phaseolus vulgaris (feijoeiro comum), Sida
spp. (guanxuma), Euphorbia spp. (leiteiro ou amendoim-bravo) e Leonurus
sibiricus (rubi), com sintomas de infecgdo por geminivirus, foram coletadas nos
Estados de Minas Gerais, Parana, Goias e Mato Grosso do Sul, entre fevereiro
e julho de 1999 (Figura 2, Quadro 1). Cada amostra constituiu-se de folhas da
mesma planta. Todas as amostras coletadas foram identificadas e
armazenadas em ultracongelador (-80°C). Onze amostras de plantas de soja
sem sintomas foram também coletadas aleatoriamente, a fim de verificar a
ocorréncia de infecgédo latente (assintomatica).

Os isolados virais foram mantidos em Nicotiana benthamiana apos
transmissao via bombardeamento de particulas, de acordo com o protocolo de
Aragao et al. (1996). A forma replicativa (RF) do genoma viral foi extraida a
partir das plantas infectadas utilizando-se o método de Gilbertson et al. (1991)

e utilizada para o bombardeamento.

3.1.2. Extragcdo de DNA viral e PCR

Para verificar a presenca de begomovirus nas amostras coletadas, todas
elas foram submetidas a amplificacdo por PCR, utilizando-se os
oligonucleotideos universais PAL1v1978 e PAR1c496 (Rojas et al., 1993), que
amplificam um fragmento do DNA-A viral correspondente a regido 5 do gene
rep, a regido comum e a regido 5’ do gene cp (Figura 3). Para tanto, o DNA
viral foi extraido segundo o método de Dellaporta et al. (1983) e submetido a
amplificagdo por PCR com os oligonucleotideos citados. A reagdo de PCR foi
preparada em um volume total de 25 pl, contendo tampao 10x (Tris-HCI 100
mM, pH 8,3 e KCI 500 mM), MgCl, 2,5 mM, mistura de dNTPs a 0,2 mM, 0,4
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uM de cada oligonucleotideo, 1 unidade de Tag DNA polimerase e 5 ul de DNA
molde, completando-se o volume com agua. Foram realizados 30 ciclos de
desnaturag&o a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo
a 72°C por 2 minutos. Os produtos de amplificagdo foram analisados por meio
de eletroforese em gel de agarose (0,9% p/v). Apds a eletroforese o gel foi
corado com brometo de etideo a fim de verificar a presengca de uma banda
entre 1.100 e 1.300 nucleotideos (nt), correspondente ao fragmento amplificado

de acordo com o par de oligonucleotideos utilizado.

Cuirinépolis

Chapadao do Sul

|Iberlandia

Sertanopolis

Londrina 5
Ibipora

Figura 2. Localizagdo dos Estados e municipios onde foram coletadas as
amostras de plantas utilizadas para a identificacdo de begomovirus
associados a cultura da soja.
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Quadro 1. Espécies de plantas utilizadas na identificacdo de begomovirus
associados a cultura da soja.

X £
s Sge £ 22 & %
o x o © 8 « S 8 Z S o
£ T 2 o ® 9 S E © <€ 2
3 E £ 8 3 B § 8 T g @
s o &7 ¢ 47 o 4
Parana Ibipora - - - - 1 -
Londrina 16 11 1 1 ) 1 3
Sertanodpolis - - - - - 1 -
Minas Gerais Araguari - - - - - 1 -
Goias Quirin6polis - - - - - 1 -
1

Mato Grosso do Sul Chapadéo do Sul - - - - -

__ 1.100-1.300 nt

PAL1v1978 PAR1c496

rep

trap

ren

Figura 3. Representacdo esquematica do genoma de um begomovirus tipico,
indicando as posi¢cdes de anelamento dos oligonucleotideos
utilizados nas reagcdes de PCR e os comprimentos previstos para os
fragmentos amplificados. As setas indicam os genes localizados nas
fitas viral e complementar de cada componente gendémico.
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3.1.3. Sequenciamento do produto de PCR

As amostras positivas foram submetidas a sequenciamento direto do
produto de PCR. Novas reac¢des, num volume total de 100 pl, foram realizadas
com o DNA extraido dessas amostras, utilizando-se os mesmos reagentes e
condigbes descritos no item anterior. Os produtos amplificados foram
purificados por cromatografia de afinidade utilizando-se o kit “Concert Rapid
PCR Purification System” (Gibco). A concentracéo final de DNA foi estimada
por meio de eletroforese em gel de agarose (0,9% p/v). A reagcédo de
sequenciamento foi realizada utilizando-se o oligonucleotideo PAR1¢c496, que
permite a amplificacdo de um fragmento do DNA-A correspondente a regiao 5’
do gene cp (Figura 3), representativa da variabilidade do genoma (Padidam et
al., 1995). A reacdo de sequenciamento foi realizada com o kit “BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” (Perkin Elmer) em um volume
final de 20 pl, contendo o oligonucleotideo PAR1¢c496 a 0,5 uM e 150 ng de
DNA. A mistura foi submetida a uma desnaturacéo inicial a 96°C por 3 minutos,
seguindo-se 25 ciclos de desnaturagdo a 96°C por 40 segundos, anelamento a
55°C por 20 segundos e extensdo a 60°C por 4 minutos, e analisada em um

sequenciador automatico ABI 310 (Applied Biosystems).

3.1.4. Analises comparativas das sequéncias

As sequéncias foram analisadas com auxilio dos programas GCG
(Devereux et al., 1987), BLAST (Altschul et al., 1990), DNAman 4.0 (Lynnon
Biosoft), Clustal W (Thompson et al., 1994) e Mega (Kumar et al., 1994). Foram
determinadas as espécies de begomovirus com maior identidade com os
isolados em questdo, através das porcentagens de homologia entre os
fragmentos amplificados e essas espécies. Uma arvore filogenética foi
preparada, estabelecendo o relacionamento entre os isolados sequenciados e
outros begomovirus. As diferentes espécies virais utilizadas nas comparagdes

de sequéncias estao listadas no Quadro 2.
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Quadro 2. Espécies virais utilizadas nas comparagdes de sequéncias.

Nome Sigla Numero de acesso
no GenBank
Abutilon mosaic virus AbMV X15984
Barbados tomato virus BaTV AF213014
Bean calico mosaic virus BCaMV AF110189
Bean dwarf mosaic virus BDMV M88179
Bean golden mosaic virus BGMV M88686
Cabbage leaf curl virus CLCV U65529
Jatropha mosaic virus JaMV AF324411
Leonurus mosaic virus LeMV U92532
Sida golden mosaic virus SiGMV U77964
Soybean crinkle leaf virus SCLV AB020977
Squash leaf curl virus SqLCV M38183
Tomato dwarf leaf curl virus TDLCV AF035225
Tomato golden mosaic virus TGMV K02029
Tomato mottle virus ToMoV L14461
Tomato rugose mosaic virus TRMV AF291706
Tomato severe rugose virus TSRV AY029750
Wissadula golden mosaic virus WGMV U69280

3.2. Desenvolvimento de ferramentas moleculares para identificagao de

begomovirus associados a cultura da soja

3.2.1. Clonagem dos fragmentos de PCR

Apos verificagdo da identidade dos isolados, os fragmentos de PCR de
pelo menos um isolado de cada espécie viral encontrada foram clonados no
vetor pGem-T (Promega), conforme instrugdes do fabricante. A transformacéao
de Escherichia coli e a deteccdo de DNA plasmidial recombinante foram

realizadas de acordo com Sambrook et al. (1989). Células competentes de E.
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coli DH5a foram transformadas pelo método do choque térmico e plaqueadas
em meio 2xYT com ampicilina (100 ug/ml), acrescido de 10 ul de IPTG (0,2
g/ml) e 50 pl de X-Gal (20 mg/ml) por placa. As colénias recombinantes foram
identificadas pela sua coloragcédo branca, transferidas para meio 2xYT liquido
com ampicilina (100 pug/ml) e incubadas a 37°C durante 12 horas sob agitacdo
(250 rpm). Os plasmideos foram extraidos dessas culturas pelo método da lise
alcalina e analisados por meio de eletroforese em gel de agarose (0,9% p/v) a
fim de verificar a presenca de bandas com aproximadamente 4.000 nt,
correspondentes ao DNA plasmidial contendo o inserto viral. A clonagem foi
constatada por meio de digestdo enzimatica, com enzimas cujos sitios de
reconhecimento estdo presentes no vetor, ou com a enzima Pst |, cujo sitio de
restricdo esta presente nos oligonucleotideos utilizados, a fim de confirmar a
presencga do fragmento viral amplificado.

Para os isolados cujas sequéncias apresentaram baixa homologia com
begomovirus previamente caracterizados, um fragmento de 500 nt
correspondente a regiao 5 do gene mp foi amplificado por PCR, utilizando-se
os oligonucleotideos PCRc1 e PBL1v2040 (Rojas et al., 1993), a fim de
verificar a presenca do DNA-B (Figura 3). As concentracbes dos reagentes
foram as mesmas descritas no item 3.1.2. A reacdo de PCR consistiu em 30
ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 1 minuto. O sequenciamento dos fragmentos amplificados

foi realizado conforme descrito no item 3.1.3.

3.2.2. Desenvolvimento de sondas n&o-radioativas e hibridizacdes

Os fragmentos clonados, de 1.100 nt para o DNA-A e 500 nt para o
DNA-B, foram testados como sondas para deteccao homoéloga e heterdloga,
respectivamente, dos virus encontrados. O DNA-A completo do Tomato rugose
mosaic virus (TRMV; Fernandes, 2001), também foi testado como sonda
heterdloga. Foram utilizados dois kits de marcagéo nao-radioativa, “Dig DNA
Labeling and Detection” (Roche) e “Renaissance Random Primer Fluorescein
Labeling” (NEN), conforme as instru¢gdes dos fabricantes. O primeiro gera
sondas marcadas com digoxigenina e as detecta por precipitacédo do substrato
NBT/BCIP. O segundo gera sondas marcadas com fluoresceina e a deteccéo é
feita em filme de raio X, a partr da emissdo de luz do substrato

quimioluminescente CDP-Star. A especificidade das hibridizagdes foi
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determinada pela temperatura e concentragdo salina durante a hibridizagao e
as lavagens.

As hibridizagcbes foram realizadas apo6s “Southern blot”, “dot-blot” ou
“squash blot”. No “Southern blot”, DNA total (Dellaporta et al., 1983) ou
fragmentos de PCR foram aplicados em gel de agarose (0,9% p/v) e
submetidos a eletroforese. O DNA foi transferido por capilaridade para
membrana de ndilon carregada positivamente (Hybond N+, Amersham) de
acordo com técnicas padrao (Sambrook et al., 1989) e hibridizado com as
sondas de acordo com as instru¢des do fabricante de cada kit. No “dot-blot”, 40
ul de extrato de plantas infectadas ou de DNA total desnaturado foram
aplicados na membrana com o auxilio do aparelho “Bio-Dot” (Bio-Rad),
conforme as instru¢des do fabricante. O extrato de planta foi preparado a partir
de um disco de folha de cerca de 5 mm de didmetro triturado na presenca de
40 ul de tampao PEP (1xPBS, 2% PVP, 0,05% Tween 20) e centrifugado a
14.000g por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e o
DNA foi desnaturado utilizando-se 1 volume de SSC 16x e formaldeido 7,5%
para aplicagcdo na membrana. Quando DNA total foi utilizado, este foi extraido
segundo Dellaporta et al. (1983), e desnaturado com SSC 16x e formaldeido
7,5% para aplicagcdo na membrana. “Squash blot” foi preparado a partir de

discos de folha de cerca de 5 mm triturados diretamente sobre a membrana.

3.2.3. Sintese de oligonucleotideos especificos e reacbes de PCR

Com base nas sequéncias parciais de nucleotideos do DNA-A
previamente obtidas, foram sintetizados oligonucleotideos especificos para trés
das espécie virais encontradas, BGMV, “virus B” e LeMV. As sequéncias dos
oligonucleotideos utilizados para detecgédo especifica encontram-se no Quadro
3.

As concentragdes dos reagentes e os paréametros da reacédo de PCR
foram os mesmos descritos no item 3.3.1, exceto a temperatura de anelamento
que foi testada para cada par de oligonucleotideos. Os fragmentos amplificados
foram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose (0,9% p/v). Apds
eletroforese, o gel foi corado com brometo de etideo a fim de verificar a
presenca de uma banda com aproximadamente 500 nt.
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Quadro 3. Oligonucleotideos utilizados para a amplificagcdo especifica dos
isolados virais.

BGMV 5" -CGATGTAATCACCGTC-3"
3" -CGGGTAAGAACAACCCG-5'
“virus B” 5'-CGCGCGGACACCAGAACTCC-3°
3'-GACGGTACGTTTAACAGGC-5"
LeMV 5'-CAACTGTATCTCCGTCC-3~

3'-CGAGMGCRCCTCAAGRAGGAC-5"

3.3. Avaliagao da ocorréncia de begomovirus associados a cultura da soja

no campo

A fim de constatar a ocorréncia de begomovirus no campo, foram
coletadas 380 amostras de plantas de soja, feijdo, Crotalaria sp., guanxuma,
leiteiro e rubi em trés dos principais estados produtores (Parana, Goias e Minas
Gerais), entre fevereiro e abril de 2001 (Figura 4, Quadro 4). As amostras
foram testadas por “dot blot”, utilizando DNA total desnaturado, conforme
descrito no item 3.3.2. As membranas foram hibridizadas com uma sonda mista
preparada a partir do fragmento de 1.100 nt do DNA-A de BGMV, LeMV e
“virus B” e do DNA-A completo do TRMV, marcada com digoxigenina, a 68°C,
ou com fluoresceina, a 65 °C, conforme descrito no item 3.3.2. As lavagens
foram realizadas em condi¢gbes de baixa especificidade (SSC 5x e SSC 2x). Os
procedimentos de detecgao foram realizados de acordo com as instrugbes dos
fabricantes dos kits de marcacao utilizados. Foram utilizados como controle
negativo DNA total extraido de planta de soja sadia e como controle positivo
uma mistura de DNA total obtido a partir de plantas infectadas com BGMV,
LeMV e “virus B”.

A fim de avaliar a ocorréncia de BGMV, LeMV, “virus A”, “virus B” e
“virus C” no campo, as amostras consideradas positivas pelo ensaio anterior
foram testadas para cada um dos virus encontrados por “dot blot”. As
membranas foram preparadas conforme descrito anteriormente e hibridizadas
com sonda preparada a partir do fragmento de 500 nt do DNA-B de cada virus,
a 65 °C. As lavagens foram realizadas em condigbes de alta especificidade

(SSC 2x e SSC 0,2x). Os controles positivos consistiram em DNA total extraido
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de plantas infectadas com cada um dos virus e o controle negativo consistiu

em DNA total extraido de planta de soja sadia.

Fires do Rio Fatrocinio
Llrutuai Zanoeiros
Ipameri \ MG =uarda dos
LIberlandia Ferreiros
Prata B 580 Gotardo
Ribeirdo Preto \ Ibia
Londrina Ferdizes
Campo Mourdo Maova Fonte
T — [
Ubirata aua da Serra
PR _ T
Cascavel Ivaipora

Figura 4. Localizagdo dos Estados e municipios onde foram coletadas
amostras de plantas para avaliagdo da ocorréncia de begomovirus
associados a cultura da soja.
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Quadro 4. Espécies de plantas coletadas para avaliagdo da ocorréncia de
begomovirus associados a cultura da soja.

g 57 &% g %% 8 g
G O O
Parana Campo Mouréo - 13 - - - - -
Cascavél - 11 - - - - -
Ivaipora - 17 - - - - -
Londrina 10 78 - - 9 14 19
Maué da Serra - 7 - - - - -
Ubirata - 14 - - - - -
Minas Gerais Canoeiros 36 - - - - 1 -
Guarda dos Ferreiros 2 - - - - - -
Ibia 6 - - - - - -
Nova Ponte 2 - - - - - -
Patrocinio 2 - - - - - -
Perdizes 4 - - - - - -
Prata 4 - - - - - -
Sao Gotardo 3 - - - - - -
Uberlandia 28 - 4 - - 19 4
Goias Ipameri 7 - - 2 - 9 -
Pires do Rio 20 - - - - 1 3
Urutuai 27 - - - - 2 -
Sé&o Paulo Ribeirdo Preto - - - - - 1 -
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4. RESULTADOS

4.1. Identificagdo de begomovirus associados a cultura da soja

Objetivando a identificacdo de espécies de begomovirus associadas ao
cultivo da soja, as amostras coletadas foram testadas para infecgdo por
begomovirus via PCR. A infecgdo foi constatada em 17 das 34 amostras
analisadas que apresentavam sintomas tipicos de infecgao viral (Quadro 5). As
amostras positivas apresentaram a amplificacdo do fragmento esperado de
1.100 nucleotideos. Nas 11 amostras de plantas de soja sem sintomas,

também analisadas via PCR, n&o foi detectada infecg&o viral (Quadro 5).

Quadro 5. Begomovirus detectados via PCR utilizando-se oligonucleotideos
universais, e identificados por sequenciamento a partir de amostras
de soja, outras leguminosas e invasoras coletadas nos Estados do
PR, MG, GO e MS.

Hospedeiro Sintomas Procedéncia Numero de amostras Espécie viral
positivas/coletadas  identificada*
Glycine max (soja) + PR 4/ 16 LeMV (1)*°
“virus A” (1)
G. max - PR 0/ 11
Phaseolus vulgaris (feijao) + PR 1/ 1 BGMV (1)
MG 1/ 1 BGMV (1)
Phaseolus lunatus (agrofava) + PR 0/ 1
Leonurus sibiricus (rubi) + PR 4/ 6 LeMV (4)
Sida spp. (guanxuma) + PR 3/ 3 “virus B” (2)°
+ MG 1/ 1
GO 1/ 1 “virus A” (1)
MS 0/ 1
Euphorbia spp. (leiteiro) + PR 2/ 3 “virus C” (1 )b

®Numero de amostras em que foi constatada a infeccdo pela espécie viral indicada; "Em ao
menos uma das amostras positivas nao foi possivel identificar a espécie viral.
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O produto de PCR amplificado a partir das 17 amostras positivas foi
submetido a sequenciamento direto a fim de se obter a sequéncia
correspondente a regido 5 do gene cp. As sequéncias de aminoacidos da
regido do terminal amino da proteina capsidial foram a seguir comparadas com
sequéncias correspondentes de outros begomovirus a fim de se obter as

porcentagens maximas de homologia (Quadro 6).

Quadro 6. Homologia maxima (%) de sequUéncia de aminoacidos entre
begomovirus associados a cultura da soja e outros begomovirus.
Os valores referem-se aos primeiros 26 aminoacidos da regido do
terminal amino da proteina capsidial comparada pelo programa
BLAST.

‘virus A” “‘virus B” “‘virus C” LeMV-soja LeMV-rubi

BGMV 83% SiGMV 79% TGMV 89% LeMV  88% LeMV  92%
SLCV 81% BCaMV 76% WGMV 88% SiGMV 80% SiGMV 76%
TSRV 80% BGMV 69% TSRV 88% BDMV 76% BDMV  73%

Considerando-se que estirpes de uma mesma espécie apresentam 90%
ou mais de homologia na regido do terminal amino da proteina capsidial
(Padidam et al., 1995), cinco espécies distintas de begomovirus foram
identificadas em soja, feijoeiro, leiteiro, rubi e guanxuma (Quadro 5). Dentre as
duas espécies infectando soja, uma foi identificada como LeMV e outra como
uma possivel espécie ainda ndo descrita, aqui designada “virus A”. LeMV
também foi detectado em quatro amostras de rubi coletadas no PR, e o “virus
A” em uma amostra de guanxuma coletada em GO. Um segundo virus ainda
nao descrito, aqui referido como “virus B”, foi detectado em duas amostras de
guanxuma coletadas no PR. Finalmente, a terceira possivel nova espécie viral,
aqui referida como “virus C”, foi encontrada em uma amostra de leiteiro do PR.
BGMV foi detectado apenas em amostras de feijoeiro.

As sequéncias de nucleotideos da regido comum (DNA-A) das novas
espécies virais encontradas foram alinhadas com as sequéncias de outros
begomovirus, a fim de verificar a presencga dos elementos em cis conservados

e localizados nessa regido (Figura 5). Os isolados associados a cultura da soja
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apresentam um arranjo desses iterons tipico dos begomovirus do Hemisfério
Ocidental. Duas repeticdes diretas e uma repeticado invertida (sitios de ligacéo
da proteina Rep) estdo presentes na regido imediatamente anterior a caixa
TATA do gene rep. A estrutura da origem de replicagdo também foi identificada,
incluindo o nonanucleotideo (TAATATTAC) conservado em todos os virus da
familia Geminiviridae, e a estrutura em forma de grampo. Entretanto, apesar da
conservagao estrutural da regido comum (presencga e arranjo dos iterons), as
sequéncias de nucleotideos propriamente ditas apresentam consideravel
variacdo entre as possiveis novas espécies (“virus A”, “virus B” e “virus C”) e
as espécies de begomovirus mais relacionadas (LeMV, BGMV e TGMV)
(Figura 5).

A

“wirus A" bocHan. . TGAGAGCTTCGCTCTATAAGTTATATGALAT TGRGGTAAT. 3660, ACAATATATA
“wirus B® ACCOTGGTTGAGAGCT . CGCTCTATAAGTC TTATGTATTHSGGTATG 135G T). . CAATATATA
fyirus C° ACAQCAGAGGGAGTCCTCTCARAALC CTATATATTG . TTHE TG TCCTHETET. CCCATTTATA
LeMV.-Soja CACCL. TTGAGAGCT.CGCTC. ATALGTCCTTATGAATTGAGTAT . GOAGTGCAATATATA

LeMv CTCAEETTGAGAGCT . CGCTC . ATAAGTCC TTATGAATTIGGAGRTAT  f> A TGCALTATATA

BGMY Ko GATT. . GAGCTCTCGTICAALAGTCTC TATGAATOGGTETAL . TG CALTATATA

TGMVY CTA]. CCRAATTGAGGAGGGGC TCCAAAAGTTATATGAA T GG TAGTAMNGGTAGC TC T TATATA
B

“wirus A" COGCCATCCGCTHTLATATTAJCGGATGRCCG
“wirus B” CGGCCATCS , TAQTAATATTAJCGGATGGICG
“wirus C" GOGGCCATCCTA JTAATATTAQCGGATGGICGC

LeMV.-Soja GGCCATCCG.TA.TAATATTAQUGGATGZCCG

LeMV GECCATCCG, TAJTLATATTAJCGGATGGCCG
BGMY CGGCCATCCGUTATAATATTACGGATGGCCG
TGMY GECGGCCATCCGTITAATATTACGGATGGCCGE

Figura 5. Alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos da regido comum das
possiveis novas espécies de begomovirus associadas a cultura da
soja e de begomovirus relacionados. A, elementos regulatdrios em
cis : iterons aparecem destacados e a caixa TATA sublinhada; B,
origem de replicacdo: o nonanucleotideo conservado aparece
destacado e a haste da estrutura em forma de grampo sublinhada.
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Utilizando-se os programas Clustal W e MEGA, uma arvore filogenética
foi preparada (Figura 6) com base nas sequéncias de aminoacidos da regiao
do terminal aminico da proteina capsidial. Todas as espécies virais detectadas
nas diferentes amostras vegetais coletadas foram incluidas na arvore, além de
espécies de begomovirus previamente caracterizadas e que infectam
leguminosas (BGMV e BDMV), solanaceas (TGMV), cucurbitaceas (CLCV e
SLCV) e invasoras (SiGMV e LeMV). SCLV, um begomovirus tipico do
hemisfério oriental, foi incluido por infectar naturalmente soja na Asia (lwaki et
al., 1983). Este virus ocupou um ramo distinto da arvore, enquanto os
begomovirus associados a cultura da soja agruparam-se com outros

begomovirus do Hemisfério Ocidental.
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Figura 6. Arvore filogenética indicando o relacionamento entre os isolados de
begomovirus associados a cultura da soja e outros begomovirus. A
arvore foi preparada com base na sequéncia dos primeiros 26
aminoacidos da regido do terminal amino da proteina capsidial,
utilizando-se os programas Clustal W para o alinhamento das
sequéncias e MEGA para construcdo da arvore. Foi utilizado um
valor de bootstrap de 2000.
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A homologia de seqiéncia do DNA-B entre as possiveis novas espécies
virais e outros begomovirus também foi verificada. Um fragmento de 500
nucleotideos correspondente a regido 5’ do gene mp foi amplificado via PCR e
sequenciado, comparando-se as sequéncias pelo programa BLAST (Quadro 7).
As possiveis novas espeécies virais apresentaram homologias préximas a 90%
com varias espécies de begomovirus. A amplificagdo via PCR e o
sequénciamento dessa regido indica a presenca de ao menos um DNA-B

associado aos DNAs-A identificados.

Quadro 7. Homologia maxima (%) de seqUéncia de aminoacidos entre
begomovirus associados a cultura da soja e outros begomovirus.
Os valores referem-se a regido do terminal amino da proteina de
movimento (MP).

“virus A” “virus B” “virus C”
TRMV  91% BaTV 92% TDLCV 89%
TSRV  91% ToMoV 92% JaMV  87%
BGMV 89% AbMV  92% BaTV  87%

4.2. Desenvolvimento de ferramentas moleculares para identificacao de

begomovirus associados a cultura da soja

Com o objetivo de desenvolver ferramentas moleculares para uma
identificacdo rapida e precisa de begomovirus associados a cultura da soja,
foram preparadas sondas nao-radioativas para deteccdo especifica e nao
especifica, e sintetizados oligonucleotideos para a deteccado das diferentes
espécies virais encontradas via PCR. Em condigbes de baixa especificidade
(hibridizacdes realizadas entre 65 e 68°C seguidas de lavagens com 5x SSC e
2x SSC), a sonda preparada a partir da mistura dos fragmentos de 1.100
nucleotideos do DNA-A de BGMV, LeMV e “virus B” foi capaz de detectar sete
virus distintos: BGMV, LeMV, “virus A”, “virus B”, “virus C”, TRMV e Tomato
chlorotic mottle virus (TCMV, Ambrozevicius, 2000) (Figura 7a). Sob as
mesmas condi¢cées, a sonda preparada com o componente A completo do
TRMV detectou seis dos sete begomovirus citados, ndo sendo capaz de

detectar o LeMV (Figura 7b). Hibridizacbes com sondas preparadas a partir do
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fragmento de 500 nucleotideos do DNA-B realizadas em condigbes de alta
especificidade (temperatura de hibridizagdo entre 65 e 68°C e lavagem final
com 0,2x SSC) aumentaram a especificidade de detecg¢ao dos virus homoélogos
a sonda (Figura 8).

Observou-se consideravel variagao nos resultados em fungédo do método
utilizado para extragdo de DNA viral a partir das amostras foliares. Assim,
foram inconsistentes os resultados quando o extrato vegetal foi preparado com
NaOH e desnaturado a 95°C, ou homogeneizado com tampio PEP e
desnaturado com SSC/formaldeido. Também a utilizacdo de material foliar
triturado diretamente sobre a membrana (“squash blot”) resultou em dados nao
confiaveis, pois nao foi possivel distinguir positivos e negativos com seguranca.
Os resultados foram consistentes e confiaveis quando se utilizou DNA total
purificado e desnaturado com formaldeido, tanto com a sonda marcada com
digoxigenina e detectada por precipitacdo do substrato quanto com a sonda
marcada com fluoresceina e detectada por quimioluminescéncia.

A especificidade das sondas foi testada utilizando-se plantas sadias de
soja, feijoeiro, tomateiro, rubi, guanxuma e leiteiro como controles. Nas
condi¢cbes testadas, ndo houve hibridizacdo das sondas com esses controles
sadios.

O uso de PCR com oligonucleotideos sintetizados a partir da sequéncia
de nucleotideos de cada espécie viral permitiu detectar os virus homoélogos,
desde que ajustada a temperatura de anelamento para cada par de
oligonucleotideos. Assim, oligonucleotideos sintetizados com base nas
seqléncias de BGMV e “virus B” possibilitaram amplificar especificamente o
DNA viral homélogo, mas somente quando a temperatura de anelamento foi de
58°C. Abaixo desta temperatura foram amplificados DNAs celulares, e acima
desta temperatura ndo houve amplificacdo. A temperatura de 60°C, os
oligonucleotideos sintetizados a partir da seqiéncia do LeMV permitiram a
amplificagao especifica do DNA viral homdélogo. Os padrdes eletroforéticos dos
produtos de amplificagdo utilizando-se os oligonucleotideos referidos estéo
representados na Figura 9. PCR realizada com os oligonucleotideos
sintetizados a partir da sequéncia do “virus A” resultou em amplificacdo néo

especifica.
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Figura 7. Deteccéo de begomovirus associados a cultura da soja por meio de
hibridizagdo nao-radioativa, utilizando sonda marcada com
fluoresceina e preparada a partir de (A) mistura dos fragmentos de
1.100 nucleotideos do DNA-A de BGMV, “virus B” e LeMV, e (B)
DNA-A completo do TRMV. Hibridizages a 65°C seguidas de
lavagens com 5xSSC e 2x SSC e deteccdo do substrato
quimioluminescente CDP-Star em filme de raio-X. 1, BGMV; 2, “virus
A”; 3, “virus B”; 4, LeMV; 5, “virus C”; 6, TCMV; 7, TRMV; e 8, N.
benthamiana sadia.
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Figura 8. Detecgdo de begomovirus associados a cultura da soja por meio de
hibridizagdo nao-radioativa, utilizando sonda marcada com
fluoresceina e preparada a partir do fragmento de 500 nucleotideos
do DNA-B de (A) BGMV, (B) “virus A”, (C) “virus B”, (D) LeMV, e (E)
“virus C”. Hibridizagbes a 65°C seguidas de lavagem final com 0,2x

SSC e detecgéo do substrato quimioluminescente CDP-Star em filme
de raio X.



Em conjunto, os resultados indicam que é possivel detectar via
hibridizagdo molecular, com rapidez e confiabilidade, infec¢gao por begomovirus
associados a cultura da soja, e também distinguir as cinco espécies virais

encontradas por hibridizacao, e trés delas por PCR.

4.3. Avaliagao da ocorréncia de begomovirus associados a cultura da soja

no campo

A presenca de begomovirus foi detectada via hibridizagdo molecular,
utilizando-se sonda nao-radioativa preparada a partir do fragmento de 1.100
nucleotideos do DNA-A de BGMV, “virus B” e LeMV, e do DNA-A completo do
TRMV, em 70 das 380 amostras vegetais coletadas, incluindo plantas de soja,
de outras leguminosas e de invasoras associadas ao cultivo da soja (Figura 10,
Quadro 8).

Dentre as amostras coletadas em Minas Gerais, 18% estavam
infectadas por begomovirus. Dentre estas, 29% foram amostras de plantas de
soja (Quadro 8). Em 41% do total de amostras coletadas em Goias e em 52%
das plantas de soja coletadas neste Estado foi constatada infecgédo por
begomovirus. No Parana, nenhuma amostra de soja foi positiva para infeccéo
por begomovirus. Embora neste Estado tenham sido coletados 52% do total de
amostras de soja, apenas 7% destas apresentavam sintomas de infeccao viral.
Uma unica amostra, de guanxuma, foi coletada no Estado de Sao Paulo, e

nesta nao foi detectada infecgdo por begomovirus.

B C
4 5 M 1 2

Figura 9. Padroes eletroforéticos em gel de agarose (0,9%) dos fragmentos
amplificados via PCR, utilizando-se oligonucleotideos especificos
para (A) BGMV, (B) “virus B”, e (C) LeMV. M, marcador de peso
molecular (“1 kb DNA ladder”); 1, BGMV; 2, “virus A”; 3, “virus B”; 4,
LeMV; 5, N. benthamiana sadia.
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Quadro 8. Ocorréncia de begomovirus em amostras de soja, de outras
leguminosas e de invasoras coletadas em MG, PR, GO e SP,
analisada por meio de hibridizagdo molecular utilizando sonda né&o-
radioativa preparada a partir do fragmento de 1.100 nucleotideos do
DNA-A de BGMV, “virus B” e LeMV, e do DNA-A completo do

TRMV.

Hospedeiro Sintomas Parana  Goias Minas  Sao Paulo Total Infectadas
Gerais (%)

Glycine max (soja) - 0/ 140% 0/ 140 0

G. max + 0/ 10 26/ 50 6/ 87 32/ 147 22

Phaseolus vulgaris + 1/4 1/4 25

(feijoeiro)

Crotalaria sp. + 0/6 0/6 0

Sida spp. + 10/ 15 3/12 13/ 20 0/1 26/ 48 54

(guanxuma)

Euphorbia spp. + 2/ 19 0/3 1/4 3/26 12

(leiteiro)

Leonurus sibiricus + 8/9 8/9 89

(rubi)

TOTAL 20/193  29/71 21/ 115 0/1 70/ 380 18

INFECTADAS (%) 10 41 18 0.0

*NUmero de amostras positivas/coletadas.

A fim de avaliar a ocorréncia de cada uma das cinco espécies de
begomovirus associadas a cultura da soja identificadas neste trabalho, as
amostras nas quais foi detectada infecgdo por begomovirus via hibridizagéo
com a sonda mista (ndo especifica) foram a seguir submetidas a analise via
hibridizagdo utilizando as sondas especificas para BGMV, “virus A”, “virus B”,
“virus C” e LeMV, preparadas a partir do fragmento de 500 nucleotideos do
DNA-B de cada virus (Figura 11). Com este ensaio, verificou-se que o “virus A”
estava presente em 12 das amostras analisadas, sendo nove destas de soja,
todas provenientes de Goias. As outras trés amostras infectadas pelo “virus A”
consistiram de plantas de guanxuma provenientes do Parana. LeMV foi
detectado em sete amostras de rubi provenientes do Parana. BGMV, “virus B”
e “virus C” ndo foram encontrados em nenhuma das amostras analisadas
(Quadro 9).

Das 70 amostras em que se detectou a presenca de begomovirus, 21
destas estavam infectadas por um dos cinco virus identificados neste trabalho.
Em 49 amostras n&o foi possivel identificar a espécie viral. Estes resultados
indicam uma ocorréncia relativamente freqiente de begomovirus infectando

naturalmente a soja e plantas associadas a essa cultura. Alguns destes virus
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constituem possiveis novas espécies desse género, embora outros
begomovirus nao identificados neste trabalho também estejam presentes no

campo.

Quadro 9. Espécies de begomovirus identificadas via hibridizagcdo néao-
radioativa com sondas especificas para BGMV, “virus A”, “virus B”,
“virus C” e LeMV, em amostras de soja, de outras leguminosas e de

invasoras coletadas nos Estados de MG, PR, GO e SP.

Hospedeira Procedéncia  Amostras infectadas  Espécie de begomovirus
(nimero) identificada
Glycine max (soja) MG 6
GO 26 “virus A” (9) 2P
Phaseolus vulgaris MG 1
(feijao)
Leonurus sibiricus PR 8 LeMV (7)
(rubi)
Sida spp. (guanxuma) PR 10 ‘virus A” (3)
MG 13
GO 3
Euphorbia spp. (leiteiro) PR 2
MG 1

®Numero de amostras em que foi constatada a infecgdo pela espécie viral indicada; °Em ao
menos uma das amostras positivas néo foi possivel identificar a espécie viral.
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controle negativo A1; A13;11; 113; Q1
controle positivo A2; A14;12; Q2
Glycine max (soja) - Parana A3-A12; A15-C16; C19; C20; C22-D12; D14;
D19-E12; E14-E19; E21; E22; F1-H12;
+ Parana C5; C6; C21; D13; D15-D18; E13; E20
+ Goias J3-J5; J9-J12; K6-K12; L1-L12; M1; M4-M12;
N1-N12; O1-0O6
+ Minas 115-124; J13-J24; K13-K19; K21-K24; L13-L21;
Gerais M23; M24; N13; N16; N19; N22-N24; O7-012;
017-020; 022-024; P1-P19; P21; P24; Q3-
Q5
Phaseolus vulgaris (feijao) + Minas P22; 013-015
Gerais
Crotalaria + Goias 112; J2
Leonurus sibiricus (rubi) + Parana F20-F24; G13-G16
Sida spp. (guanxuma) + Parana E23; E24; F13-F19; H18-H23
+ Goias 18-111; J1; J6-J8; K1; K2; M2; M3
+ Minas K20; L22; L24; M13; M14; M16-M19; M21;
Gerais M22; N14; N15; N17; N18; N20; N21; O16;
021; P20
+ Sao Paulo Q6
Euphorbia spp. (leiteiro) + Parana G17-G24; H13-H17; H24; 13-17
+ Goias K3-K5
+ Minas L23; M15; M20; P23
Gerais

Figura 10. Detecgado, via hibridizacdo né&o-radioativa, de begomovirus em
amostras provenientes do campo utilizando sonda marcada com
fluoresceina preparada a partir de uma mistura dos fragmentos de
1.100 nucleotideos do DNA-A de BGMV, “virus B” e LeMV e do DNA-
A completo do TRMV. Hibridizagcdes a 65°C seguidas de lavagens
com 5x SSC e 2x SSC e detecgéo do substrato quimioluminescente
CDP-Star em filme de raio-X. O controle positivo consistiu na mistura
de DNA total purificado a partir de plantas infectadas com BGMV,
“virus B” e LeMV, e o negativo na mistura de DNA total purificado a
partir de plantas de soja ‘Cristalina’ e ‘Davis’ e feijoeiro ‘Jalo’ sadios.
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“virus A” A3
“virus B” A4
LeMV A5
“virus C” AB
Glycine max (soja) Goias C8; C11; C12; D1; D3-E12

Phaseolus vulgaris (feijao)
Sida spp. (guanxuma)

Leonurus sibiricus (rubi)
Euphorbia spp. (leiteiro)

Minas Gerais
Minas Gerais
Parana
Goias
Minas Gerais
Parana
Parana
Minas Gerais

G7-G12; H2

G3-G5

A7-B12; C4-C6
C7; C9; C10; D2
F1-G2; G6; H1
B3-B11

B12-C3

L23; M15; M20; P23

Figura 11. Detecgdo, via hibridizagdo nao-radioativa, de begomovirus em
amostras provenientes do campo utilizando sonda marcada com
fluoresceina e preparada a partir do fragmento de 500 nucleotideos
do DNA-B de (A) BGMV, (B) “virus A”, (C) “virus B”, (D) LeMV e (E)
“virus C”. Hibridizagbes a 65°C seguidas de lavagens com 2x SSC e
0,2x SSC, e deteccéo do substrato quimioluminescente CDP-Star em
filme de raio-X. Os controles positivos consistram em DNA total
purificado a partir de plantas infectadas com os respectivos virus, e 0
negativo em mistura de DNA total purificado a partir de plantas de

soja ‘Cristalina’ e ‘Davis’ e feijoeiro ‘Jalo’ sadios.
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5. DISCUSSAO

Desde a década de 70 ha relatos de que a soja no Brasil pode ser
infectada naturalmente por begomovirus. Esses relatos sobre as espécies
virais ocorrendo em soja basearam-se em caracteristicas biolégicas, como os
sintomas freqientemente associados a virose, gama de hospedeiros e
transmissao pelo vetor. Com base nestes critérios, trés espécies de virus —
BGMV, EuMV e AbMV — foram mencionadas como patdgenos naturais de soja
(Costa, 1977; Costa et al.,, 1979). No presente trabalho, AbMV n&o foi
detectado em quaisquer das amostras analisadas e BGMV foi detectado
somente em amostras de feijoeiro. Um begomovirus, aqui chamado “virus C”,
foi encontrado em leiteiro e causa sintomas semelhantes aos causados por
EuMV neste hospedeiro (Costa e Bennett, 1950). Dados de sequéncia
correspondendo a regiao central do gene cp de um virus nomeado Euphorbia

° de acesso:

mosaic virus (EuMV) estdo depositados no GenBank (n
AF068642). Como a regido sequenciada do virus neste trabalho corresponde a
regidao 5’ do mesmo gene, ndo havia como compara-las a fim de determinar se
pertencem a mesma espécie viral. A identificagdo de BGMV, EuMV e AbMV em
plantas de soja durante a década de 1970 foi realizada com base em
caracteristicas biologicas. Considerando-se a pouca variacdo da gama de
hospedeiros e dos sintomas induzidos pelos begomovirus que infectam
leguminosas, nao é possivel descartar a possibilidade de que os virus
encontrados neste trabalho infectando soja sejam os mesmos descritos
anteriormente. E também possivel que trate-se de outros begomovirus, ainda
nao descritos e caracterizados. Infelizmente, uma vez que as amostras de soja
originais a partir das quais foram identificados o BGMV, EuMV e AbMV na
década de 1970 ndo estdo mais disponiveis, essa duvida ndo podera ser
esclarecida.

Constatou-se neste trabalho a presenga de dois begomovirus infectando
soja, “virus A” e LeMV. O “virus A" merece mais atencdo do que Ihe foi dada
até aqui. Ele foi encontrado ndo apenas em soja, mas também em guanxuma,
e em dois Estados nédo limitrofes, Goias e Parana, indicando que esta espécie
pode estar ja disseminada e que guanxuma pode estar participando do ciclo do
virus. Neste trabalho, a amostragem nas regides produtoras n&o foi
proporcional a area plantada e o Rio Grande do Sul n&o foi analisado. Além
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disso, ndo se estimou a reagéo das cultivares nacionais mais plantadas, como
MG/BR46 Conquista, BRS MT Uirapuru, Engopa 315, e BRS 133, a este virus.
Portanto, desconhecemos quais Ihe s&o imunes, resistentes ou tolerantes,
sejam assintomaticas ou ndo, e qual o real potencial de dano desse virus nas
lavouras, nas diferentes regides produtoras, onde as cultivares utilizadas n&o
sS40 as mesmas.

O outro virus encontrado em soja, LeMV, também foi encontrado em
rubi, em ambos os casos no Parana. O primeiro relato da doencga causada por
LeMV foi feito em plantas de rubi infectadas naturalmente em Sao Paulo
(Flores e Silberschmidt, 1962). Posteriormente, caracteristicas citologicas e de
transmisséo por vetor indicaram que esta doengca era causada por um
geminivirus (Kitajima e Kim, 1987). Recentemente, o sequenciamento de 154
nucleotideos do terminal amino do gene cp e de toda a RC de um isolado
coletado no Mato Grosso do Sul, e as comparagbes subsequientes,
evidenciaram que LeMV €& uma espécie distinta (Faria e Maxwell, 1999).
Apesar de, neste trabalho, LeMV ter sido encontrado somente no Parana, os
relatos anteriores da ocorréncia deste virus em varios Estados (Flores e
Silberschmidt, 1962; Kitajima e Kim, 1987; Faria e Maxwell, 1999) indicam que
ele esta disseminado pelo pais e, da mesma forma que para o “virus A”, uma
invasora pode participar do ciclo natural do virus.

Os isolados de LeMV oriundos de rubi apresentaram 92% de homologia
na sequéncia do terminal amino da CP com o isolado originalmente
sequenciado por Faria e Maxwell (1999), enquanto o LeMV isolado de soja
apresentou homologia de 88%. Esta ligeira variagao entre os isolados de LeMV
aqui descritos também pbde ser percebida nos iterons da RC: o isolado oriundo
de soja apresentou alteracdo na sequéncia repetida inversa, enquanto os
isolados de rubi n&do diferem do isolado-tipo. Além dos trés isolados de LeMV
seqlenciados neste trabalho, outros dois, oriundos de rubi, foram identificados
por “Southern blot”.

Outro virus, aqui chamado “virus B”, foi encontrado somente em
guanxuma. Este virus apresenta baixa homologia com SiGMV (79% para o
terminal amino da CP) e com AbMV (61%), dois begomovirus que infectam
guanxuma, e com o “virus A” (73%) que também foi encontrado nesta invasora,

indicando tratar-se de uma espécie distinta.
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Alguns outros virus podem infectar soja, como Cabbage leaf curl virus
(CLCV), relatado na Coldmbia (Morales e Anderson, 2001), e uma espécie néo
nomeada, encontrada na Argentina (P.R. Pardina, comunicagao pessoal), além
de Soybean crinkle leaf virus (SCLV), relatado na Asia (Iwaki et al., 1983).
Estas espécies apresentam baixa homologia com os virus aqui descritos. De
fato, ndo foi possivel encontrar relacionamento filogenético entre estes virus e
0s outros begomovirus que infectam soja. Tem-se verificado relacionamento
filogenético mais proximo entre espécies de begomovirus de hospedeiras
variadas, mas de uma mesma regido geografica, do que entre begomovirus
que infectam a mesma hospedeira em regides geograficas distintas (Harrison e
Robinson, 1999), o que também foi verificado neste trabalho. A analise
filogenética indicou que os virus descritos neste trabalho sdo mais relacionados
com outros begomovirus, de hospedeiras variadas, ocorrendo nas Américas,
do que com begomovirus infectando soja no hemisfério oriental.

Os sintomas relatados em soja como causados por BGMV incluem um
mosaico suave, pouco evidente, e pouca ou nenhuma distorcao foliar (Costa et
al., 1979; Gilbertson et al., 1991; Aragdo et al., 1995), muito diferentes
daqueles causados pelo virus em feijoeiro. “Mosaico-crespo” é a denominagéo
dada a doenca causada por AbMV em soja (Costa, 1977). Neste caso,
também, os sintomas s&o discretos e frequentemente indistinguiveis dos
atribuidos a outras enfermidades da soja. Ja a doencga causada por EUMV em
soja foi chamada de “mosaico-ando” e mostra sintomas ligeiramente mais
severos do que aqueles apresentados pela infecgdo por AbMV (Costa, 1977).
Neste trabalho, os sintomas visiveis nas amostras de soja infectadas foram
mosaico suave e, menos freqliientemente, lesdes cloréticas e mosaico dourado.
Porque sdo pouco evidentes os sintomas em soja das viroses causadas por
begomovirus, € razoavel supor que estas vem sendo negligenciadas e a sua
real importancia esta sendo perigosamente subestimada.

Utilizando bombardeamento de particulas, ou biobalistica, nao foi
possivel infectar plantas de soja, feijao, rubi, guanxuma ou leiteiro com estes
virus. Esta técnica € utilizada na inoculacao de plantas com clones infecciosos
de begomovirus ndo transmissiveis via extrato vegetal tamponado, ou que o
sejam ineficientemente, como & o caso do BGMV (Gilbertson et al., 1991).
Mesmo com o uso desta técnica, a eficiéncia da transmissao de BGMV é baixa,
em torno de 50% das plantas de soja e feijao inoculadas (Gilbertson et al.,
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1991; Aragéo et al.,, 1995). Neste trabalho, como n&do estavam disponiveis
clones infecciosos, as inoculagdes foram feitas com a forma replicativa do virus
(RF). O isolamento da RF é trabalhoso e a quantidade de DNA obtida é
expressivamente menor do que a do genoma clonado. Isto talvez explique o
insucesso nas tentativas de infectar a maioria das plantas testadas com o uso
de RF. No entanto, foi possivel infectar Nicotiana benthamiana com BGMV,
“virus B” e LeMV, inoculados em separado. Os sintomas destes virus em
plantas desta espécie variaram de um mosaico muito suave, causado pelo
BGMV, até um mosaico amarelo discreto orientado no sentido fonte-dreno,
causado pelo “virus B” e pelo LeMV.

A verificacdo da ocorréncia de infeccao por begomovirus em amostras
oriundas de campos de soja foi feita por meio de hibridizagdo molecular com
sonda preparada a partir de um fragmento de 1.100 nucleotideos do DNA-A de
BGMYV, “virus B” e LeMV, e do DNA-A completo do TRMV. A identificacdo das
espécies virais foi realizada mediante hibridizacdo com sonda de 500
nucleotideos preparada a partir de um fragmento do DNA-B de cada virus. No
entanto, constatar a presenca de um DNA-B associado a um DNA-A, em uma
amostra infectada por begomovirus, ndo €& garantia de que estes dois
componentes sejam cognatos, isto €, pertencam a mesma espécie viral. Para
comprovar a existéncia dessa correlacdo, as RCs dos dois componentes
deveriam ter sido comparadas entre si, uma vez que, dentro de uma mesma
espécie, elas sdo idénticas ou extremamente similares. Ainda assim, em pelo
menos uma espécie conhecida, CLCV, a homologia entre as RCs dos dois
componentes € baixa (Hill et al., 1998). Portanto, faz-se necessaria uma
segunda prova da correlacdo entre os dois componentes, qual seja, verificar se
efetuam ou ndo pseudo-recombinagéo, uma vez que é postulado que Rep néo
participa da replicagdo de componentes B ndo cognatos, ou o faz
ineficientemente. Para os cinco virus descritos neste trabalho, foram
encontrados componentes B associados aos componentes A em todos os
casos. No entanto, ndo foram comparadas as seqUéncias das RCs dos dois
componentes nem efetuados ensaios de pseudo-recombinacdo, ndo sendo
portanto possivel certificar que sado cognatos os componentes A e B aqui
relatados. Algumas evidéncias, entretanto, indicam que os componentes A e B
seqlenciados o sdao. A primeira € que 0 sequenciamento parcial do
componente A foi feito diretamente a partir de fragmentos de PCR. Se
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houvesse infecgdo mista nestas amostras, o sequenciamento ndo conseguiria
distinguir entre populag¢des diferentes de moléculas. Mas isto ndo descarta a
possibilidade de haver uma s6 populagdo de DNA-A e mais de uma de DNA-B,
nas amostras seqienciadas. A segunda evidéncia a favor € que, a excec¢éo do
“virus C”, as sondas preparadas a partir do DNA-B deram sinal positivo e
especifico com pelo menos dois isolados distintos de cada virus, indicando
uma associacao constante entre os DNAs-A e B descritos. Além disso, os
ensaios de “dot blot” especificos foram confirmados, via PCR, pelo menos para
BGMV, “virus B” e LeMV, utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores
especificos referidos em Material e Métodos.

O aumento crescente do conhecimento a respeito das caracteristicas
moleculares dos virus suscita maior discussao sobre o conceito de “espécie de
virus”. Para o género Begomovirus, esta discussdo adquire um carater mais
interessante, uma vez que neste género de virus existem mecanismos
secundarios de variagdo genética, como a aquisicdo de moléculas adicionais
de DNA, pseudo-recombinacdo e recombinacdo. Padidam et al. (1995)
demonstraram que a analise de uma pequena regido do genoma dos
geminivirus € suficiente para classificar um isolado. A regido que abrange os 60
ou 70 aminoacidos do terminal amino da proteina capsidial € a regido mais
variavel desta proteina e representaria a variabilidade de todo o genoma.
Outros autores, no entanto, consideram a regido central deste mesmo gene
como mais util na identificagdo e classificacdo proviséria de begomovirus,
enquanto os 200 nucleotideos da regido 5' do gene seriam melhores para
discriminar estirpes (Brown et al., 2001). Mas a multiplicidade de variacdes
encontrada entre isolados de begomovirus tem levado alguns autores a sugerir
que é inadequada a determinacdo de uma espécie de begomovirus baseada
numa pequena regido do genoma (Harrison e Robinson, 1999). O
sequenciamento de componentes completos de DNA, embora desejavel, pode
também né&o ser util para a determinacédo da espécie quando se trata de virus
gerados por recombinacao (Harrison e Robinson, 1999). No presente trabalho,
a identificacdo dos virus foi feita com base nos primeiros 28 a 61 aminoacidos
do terminal amino da proteina capsidial. Com isto, embora os dados indiquem
que alguns dos isolados virais encontrados possam ser espécies ainda nao
descritas, ensaios de pseudo-recombinacdo e sequenciamento de outras
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regibes do genoma, que permitam identificar possiveis eventos de
recombinacéo, devem ser feitos a fim de confirmar estes resultados.

Até o inicio da década de 1990, algumas espécies de begomovirus eram
conhecidas no Brasil como patdégenos do tomateiro (Costa et al., 1975; Matys
et al., 1975), sem que fossem associados a perdas para a cultura. A partir da
introducéo do bi6tipo B de B. tabaci no Brasil (Melo, 1992), graves e recentes
epidemias de begomovirus em tomatais tém sido relatadas (Ribeiro et al.,
2002), e associadas temporal e espacialmente a presenca do bi6tipo B nos
campos de cultivo (Franca et al., 1996). Estas epidemias parecem estar
associadas a novas variantes de begomovirus surgidas por recombinagéo
(Ribeiro et al., 2002), conforme constatado para a variante UgV do ACMV na
Africa (Legg e Thresh, 2000). Conforme verificado para o tomateiro, até
recentemente ndo se observavam sintomas de begomoviroses em soja, apesar
da descrigédo antiga de plantas de soja infectadas naturalmente por estes virus
(Costa, 1955; 1977) e do fato de ser a soja excelente hospedeira do inseto
vetor (Costa et al., 1973). A constatacdo da existéncia no campo de
begomovirus capazes de infectar naturalmente a soja, associada a presenca
destes virus em hospedeiras alternativas como guanxuma e rubi e a ampla
disseminacdo do inseto vetor, formam uma combinacdo potencialmente
perigosa para esta cultura, visto que podem favorecer a ocorréncia de

infecgdes multiplas e, com isso, o aparecimento de novas variantes virais.
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