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RESUMO

A familia Geminiviridae é caracterizada pela morfologia geminada das particulas e
genoma composto por DNA circular de fita simples. Esta familia é dividida em quatro
geéneros, Mastrevirus, Begomovirus, Curtovirus € Topocuvirus, de acordo com a espécie de
inseto vetor, circulo de hospedeiros e organizacdo gendmica. Os begomovirus, em sua
maioria, possuem dois componentes gendmicos (DNA-A e DNA-B), sao transmitidos por
Bemisia tabaci (mosca-branca) e infectam plantas dicotiledoneas. A disseminacdo de
begomovirus em diversas partes do Brasil estd associada a introdugdo e dispersdo do
biétipo B de B. tabaci, que atualmente tem destacada importancia como vetor dos
begomovirus, ndao apenas para o tomateiro, mas também para outras hortalicas e mais
recentemente, a batata (primeiro relato feito hd mais de 20 anos). Atualmente, esse grupo
de virus parece ser o mais importante afetando tomate (e batata, em surtos eventuais) no
estado de Sdo Paulo. O objetivo deste trabalho foi caracterizar molecular e biologicamente
um begomovirus isolado de batata, denominado Ba-3, provavelmente pertencente a espécie
Tomato yellow vein streak virus. Inicialmente, um novo método de clonagem foi
desenvolvido utilizando a DNA polimerase do bacteriéfago ¢29 via amplificagdao
isotérmica em circulo rolante (RCA). Esta técnica se mostrou eficiente e simples para a
realizacdo de clonagens dos begomovirus. Para caracterizacio molecular, o genoma
completo do Ba3 foi amplificado por RCA, clonado e a sequéncia gendmica determinada.
Para o seqiienciamento completo do DNA-A e DNA-B foram utilizados primers do vetor e
primers internos em ambas as orientagdes. Andlises comparativas indicaram que a
identidade de seqiiéncias do DNA-A do isolado Ba3 foi menor que 88% quando comparado
com qualquer outro begomovirus com seqiiéncia registrada até o momento, sugerindo que
este isolado representa, provavelmente, uma nova espécie do género, nomeado como
Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV). Para o circulo de hospedeiros, clones
contendo 1,5 cépias dos componentes virais foram produzidos e inoculados através de
bombardeamento de particulas em plantas cultivadas e daninhas e a detec¢do realizada por
PCR. A infec¢do foi comprovada em plantas de batata, tomate, Nicotiana benthamiana e
Nicandra physaloides. Para o estudo preliminar de pseudo-recombinacdo, clones

infecciosos dos virus Tomato severe rugose virus (ToSRV), Sida micrantha mosaic virus



(SimMV) e Tomato rugose mosaic virus (ToORMV) foram utilizados. Foram observados
sintomas em plantas de tomate inoculadas com DNA-A de ToYVSV-[Ba3] + DNA-B de
ToSRV, DNA-A de ToSRV + DNA-B de ToYVSV-[Ba3] e DNA-A de ToORMV + DNA-B
de ToYVSV-[Ba3] indicando que este isolado pode pseudo-recombinar com outros
begomovirus. Estes resultados, juntamente com os estudos mais detalhados que
permanecem em andamento, contribuirdo para a validacdo do Tomato yellow vein streak

virus (ToYVSV) como uma espécie definitiva no género Begomovirus.



ABSTRACT

The Geminiviridae tamily is characterized by a geminated particle morphology and
circular single-stranded DNA genome. This family is divided in four genera, Mastrevirus,
Begomovirus, Curtovirus and Topocuvirus, based on insect vector species, host range and
genome organization. The majority of begomoviruses has two genomic components (DNA-
A and DNA-B), and they are transmitted by Bemisia tabaci (whitefly) for dicotyledonous
plants. In most regions of Brazil, the begomovirus dissemination has been associated to the
introduction and spread of the B biotype of B. tabaci. They occur not only on tomatoes, but
also on other vegetables and more recently, on potatoes (the first report was done more than
20 years ago). Currently, this virus seems to be the most important one infecting tomato
(and potato in occasional epidemics) in the state of Sdo Paulo. The objective of the present
work was to characterize on its biological and molecular aspects the begomovirus isolated
from potato, named Ba3, probably belonging to Tomato yellow vein streak virus species.
Initially, a new cloning method was developed using the bacteriophage ¢©29 DNA
polymerase through rolling circle isothermal amplification (RCA). This technique was
demonstrated to be efficient and simple for begomovirus genome cloning. For the
molecular characterization, the complete genome of Ba3 was amplified, cloned and the
genome sequence determined. The complete sequencing of DNA-A and DNA-B was done
using vector and internal primers in both orientations. Analysis indicated that the Ba3
DNA-A sequence shared less than 88% nucleotide identity with any other begomovirus
sequence avaliable, suggesting that this isolate most likely represents a new species of
Begomovirus genus, named Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV). For host range
studies, clones containing 1.5 copies of each genome segment were inoculated via particle
bombardment in cultivated and weed plants, and detection done by PCR. Infection was
confirmed in potato, tomato, Nicotiana benthamiana and Nicandra physaloides plants. For
a preliminary study of the ability to form pseudo-recombinants, infectious clones of the
viruses Tomato severe rugose virus (TOSRV), Sida micrantha mosaic virus (SimMV) and
Tomato rugose mosaic virus (TORMV) were used. Symptoms were observed in tomato
plants inoculated with DNA-A of ToYVSV-[Ba3] + DNA-B of ToSRV, DNA-A of
ToSRV + DNA-B of ToYVSV-[Ba3] and DNA-A of ToRMV + DNA-B of ToYVSV-



[Ba3] indicating that this isolate can form viable pseudo-recombinants with other
begomoviruses. These results, together with more detailed studies which remain in course,

will contribute to validate Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) as a definite species.



INTRODUCAO GERAL

A familia Geminiviridae é caracterizada estruturalmente pela morfologia geminada
da particula viral, e, geneticamente, por possuir uma (monopartidos) ou duas (bipartidos)
moléculas de DNA circular de fita simples (ssDNA) (Lazarowitz, 1992). Esta familia ¢
dividida em quatro géneros, Mastrevirus, Curtovirus, Begomovirus e Topocuvirus, de
acordo com a organiza¢do genOmica, circulo de hospedeiros e inseto vetor (Fauquet et al.,
2000). Os begomovirus possuem grande importancia econdmica, sendo uma das maiores
ameacas a agricultura, principalmente em regides tropicais e subtropicais (Morales &
Anderson, 2001; Monci et al., 2002; Briddon, 2003).

Os begomovirus sdo transmitidos naturalmente por Bemisia tabaci (Homoptera:
Aleyrodidae), conhecida popularmente como “mosca-branca”. Em 1973, Costa et al. (1973)
relataram surtos populacionais de B. tabaci associados com o aumento do cultivo de soja no
Brasil. A soja € uma excelente hospedeira da B. tabaci e, como praga, praticamente nao
causa danos a essa cultura. No entanto, apds a maturagdo e a colheita da soja a migracao do
inseto para plantios de feijoeiro cultivados proximos as regides produtoras de soja levou a
disseminacdo do begomovirus Bean golden mosaic virus (BGMV), agente causal do
mosaico dourado do feijoeiro (Costa, 1975).

O aumento populacional de B. tabaci observado no Brasil durante a década de 1970
nao levou a disseminacao de begomovirus na cultura do tomateiro, provavelmente porque o
biétipo A predominante naquela época colonizava o tomateiro com baixa eficiéncia
(Bedford et al., 1994). Em alguns paises da América Latina e América do Norte, ao longo
da década de 1980, perdas substancias foram relatadas em tomateiros como resultado de
infec¢do por begomovirus. Nessas regides predominava o bidtipo B de B. tabaci e que a
partir de 1992 também foi relatado no Brasil (Melo, 1992). Ao contrdrio do ja existente
bidtipo A, o bidtipo B mostrou-se extremamente adaptado ao tomateiro e disseminou-se
rapidamente pelas regides quentes e secas do Brasil (Louren¢do & Nagai, 1994; Franca et
al., 1996). Concomitantemente, relatos de sintomas tipicos de infeccdo por begomovirus
em tomateiros ocorreram no Distrito Federal (Ribeiro et al., 1994), no Triangulo Mineiro
(Resende er al., 1996; Zerbini et al., 1996), no Rio de Janeiro (Galvao er al., 1998), em Sao

Paulo (Faria et al., 1997), na regido Nordeste, incluindo o estado da Bahia (Ribeiro et al.,



1996) e regido do Sub-Médio do Sao Francisco (Bahia e Pernambuco), até entdo a principal
regido produtora de tomate para processamento industrial no Brasil (Bezerra et al., 1997).
A explicacdo mais provavel para o surgimento repentino e disseminacdo de begomovirus
ndo apenas na cultura do tomateiro, mas também em outras hortalicas e mais recentemente
na batata, é a capacidade do Bidtipo B de B. rabaci em colonizar plantas silvestres e
daninhas, possibilitando que virus nativos presentes nessas plantas sejam transferidos para
outras hospedeiras. Essa caracteristica de polifagia do biétipo B permite que begomovirus
diferentes infectem a mesma planta possibilitando infec¢des mistas. Essas infeccoes
aumentam a probabilidade de eventos de recombinacdo e/ou pseudo-recombinacdo entre
componentes gendmicos que podem levar ao surgimento de novas espécies mais adaptadas.

Atualmente, os bancos de dados publicos listam 13 espécies de begomovirus
isolados de tomateiro no Brasil: Tomato golden mosaic virus (TGMV), Tomato yellow vein
streak virus (ToYVSV), Tomato rugose mosaic virus (ToORMV), Tomato severe rugose
virus (ToSRYV), Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato mottle leaf curl virus
(TMoLCV), Tomato golden vein virus (TGVV), Tomato yellow spot virus (ToYSV),
Tomato chlorotic vein virus, Tomato severe mosaic virus, Tomato infections yellow virus,
Tomato crinkle leaf yellow virus e Tomato mild leaf curl virus. As espécies Tomato golden
mosaic virus, Tomato chlorotic mottle virus, Tomato rugose mosaic virus € Tomato severe
rugose virus sao aceitas como espécies definitivas e as demais esperam por uma definicao
taxondmica. Porém, dessas 13 espécies listadas apenas 3 espécies (ToSRV, TGVV e
TMoLCV) aparentemente predominam no Brasil (Fernandes et al., 2008), indicando que o
processo seletivo € favordvel a sobrevivéncia dos begomovirus mais bem adaptados.

A caracterizacdo molecular e bioldgica das espécies de begomovirus que estdo
surgindo no Brasil aumentard o conhecimento com relacdo a variabilidade genética e
diferencas e semelhangas patogénicas entre begomovirus. O estudo de pseudo-
recombinacdo entre espécies virais distintas € uma maneira facil e confidvel para detectar a
relac@o evolutiva entre begomovirus bipartidos. Estes conhecimentos fornecerao, no futuro,
informacdes fundamentais para o desenvolvimento de estratégias eficientes para o controle
de begomovirus em diversas hospedeiras.

Em batata (Solanum tuberosum), o primeiro relato de begomovirus no Brasil foi

feito no inicio da década de 1980 por Daniels & Castro (1985). Posteriormente, esse isolado



foi clonado e sequenciado parcialmente, demonstrando alta identidade de seqiiéncia (97%)
com um virus previamente descrito em tomate por Faria et al. (1997), denominado de
Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV-U79998). Neste trabalho um isolado de batata,
denominado de Ba3, causando sintomas de mosaico com deformacao foliar, foi selecionado
e submetido ao estudo de caracterizagao molecular e bioldgica.

Alguns dos estudos mais importantes sobre diversidade dos begomovirus brasileiros
sao baseados no seqiienciamento parcial do genoma desses virus, porém estudos recentes
téem mostrado que, cada vez mais, a seqiiéncia completa do genoma € importante para o
entendimento da diversidade genética e da dinamica populacional desses virus. No entanto,
a clonagem completa dos componentes gendmicos, tdo importante na caracterizagao
molecular e no estudo filogenético, € limitado pela baixa eficiéncia dos métodos de
clonagem existentes. Para suprir essa limitacdo, um método simples para amplificacido de
DNA circular usando a DNA polimerase do bacteriéfago ¢29, denominado de TempliPhi
(Amersham Biosciences, atualmente GE), foi desenvolvido para clonagem do genoma de

begomovirus.



CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Familia Geminiviridae — Importancia economica

Algumas espécies de virus, pertencentes a familia Geminiviridae, sao responsaveis
por severas perdas econdomicas em todo o mundo. O aumento mundial da populacio e da
distribuicao do inseto vetor facilita o surgimento de novas doencas limitando a produgdao
agricola, particularmente em regides tropicais e subtropicais no mundo (Rojas et al., 2005).
Espécies como o African cassava mosaic virus (ACMV) em mandioca (Manihot esculenta)
nos paises africanos (Varma & Malathi, 2003), Bean golden mosaic virus (BGMV) em
feijoeiro (Phaseolus vulgaris) nas Américas (Morales & Anderson, 2001), Maize streak
virus (MSV) em milho (Zea mays) na Africa (Martin et al., 1999) e em tomate (Solanum
lycopersicum) o Tomato leaf curl virus (ToLCV) e Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)
na Africa, nas Américas, Asia, Austrilia e partes da Europa (Varma & Malathi, 2003) t€ém
causado sérios problemas na agricultura mundial. Perdas econdmicas devido a infecc¢oes
provocadas por geminivirus em mandioca sdo estimadas em 2 bilhdes de ddélares anuais na
Africa (Rojas et al., 2005), 5 bilhdes, entre 1992 — 97, para algodao no Paquistao (Briddon
& Markham, 2000), 300 milhdes de dolares anuais em leguminosas na India (Varma et al.,
1992) e 140 milhdes de dolares entre 1991-92 na Flérida somente em tomate (Moffat,
1999). Nas ultimas duas décadas a incidéncia e severidade das doengas causadas por
geminivirus t€ém aumentado rapidamente em vdrias dreas do mundo. O aumento na
incidéncia de virus, membros do género Begomovirus no Brasil, estd especificamente
associado a explosdo populacional da mosca-branca (Bemisia tabaci) (Ribeiro et al., 2002).

Em tomate, o TYLCV assume posicdo de destaque causando sérios problemas
econdmicos, com perdas, frequentemente, chegando a 100% no campo (Czosnek &
Laterrot, 1997). Este virus € amplamente distribuido na Africa, nas Américas do Norte e
Central, Asia, Austrilia e parte da Europa. Espécies que causam o Tomato yellow leaf curl
disease (TYLCD) foram primeiramente observadas em Israel em 1939-1940 e o surgimento

da doenga coincidiu com o aumento da populacdo de mosca-branca (Varma & Malathi,



2003). Tal virus foi primeiramente descrito em Israel, em 1964, onde ainda se constitui um
fator limitante a cultura do tomateiro (Czosnek et al., 1988; Cohen & Antignus, 1994). Em
Marrocos, o tomate € a segunda cultura em importancia para exportagdo. A ocorréncia do
TYLCD, neste pais, foi descrita inicialmente em 1996-1997, e em 1998 ja havia
disseminado em todas as dreas produtoras de tomate (Jebbour, 2001). No final da década de
1980, TYLCD também havia disseminado nas Américas e Europa (Accotto et al., 2000).
Nas Américas a introdugdo de geminivirus do “velho mundo” € considerada, na histéria dos
geminivirus transmitidos por mosca-branca, uma tragédia, afetando culturas de alto valor
econOmico. Essa entrada ocorreu no Caribe em 1989-1990, quando um isolado de TYLCV-
Israel, surgiu na Repuiblica Dominicana (Polston et al., 1996). Este virus foi provavelmente
introduzido por meio de tomate infectado importado de Israel, e rapidamente causou o
colapso na industria de tomate, onde perdas na producao entre 1989 e 1995 causadas pelo
TYLCV tém sido estimadas em 50 milhdes de ddlares (Gonzales et al., 1995; McGlashan
et al., 1994). Na Florida, o TYLCYV foi detectado em junho de 1997 e em abril de 1998 foi
observada 100% de incidéncia nos campos de tomate (Polston et al., 1999). Na Europa, o
TYLCV foi primeiramente descrito na Sardinia em 1988 (Gallitelli et al., 1991) e
subsequentemente na Sicilia e sul da Itdlia (Polizzi & Areddia, 1992).

Os geminivirus transmitidos por mosca-branca sdo espécies do gé€nero
Begomovirus, nome derivado de um dos primeiros virus transmitidos por mosca-branca na
América Latina: Bean golden mosaic virus (BGMV). Este virus foi primeiramente
observado em 1961 no estado de Sao Paulo infectando feijoeiro (Phaseolus vulgaris) e
feijao lima (P. lunatus). Costa (1965) descreveu trés doencgas do feijoeiro transmitidas por
mosca-branca no estado de Sdo Paulo. A primeira, “Crumpling” causada por Euphorbia
mosaic virus, transmitida a partir da planta daninha Euphorbia prunifolia. A incidéncia
dessa doenca foi considerada baixa e sem importancia. A segunda, “Mottled dwarf”
causada por Abutilon mosaic virus, transmitida a partir de Sida spp. para plantas de feijdo.
A incidéncia dessa doenca em plantas daninhas da familia Malvaceae ¢ alta, mas em cultura
de feijao ndo passa dos 5%. Posteriormente essa doenga foi renomeada como Bean dwarf
mosaic (Costa, 1975). E a terceira, “Golden mosaic”, considerada como um potencial
patdgeno causador de epidemias quando comparada com as duas primeiras, mas de

importancia econdmica insuficiente para justificar qualquer medida de controle. Na década



seguinte, o Bean golden mosaic disseminou-se completamente pelos dois mais importantes
estados produtores de feijao do Brasil: Sdo Paulo e Parana (Costa, 1975).

No Brasil, Costa et al. (1975) relataram seis begomovirus induzindo mosaico
dourado em tomate no estado de Sao Paulo. Um desses virus foi purificado e nomeado
Tomato golden mosaic virus (TGMV) (Matyis et al., 1975). Nessa mesma época, a
incidéncia de TGMYV foi atribuida a migracdo do vetor a partir da soja e do feijao e a
existéncia de reservatérios de virus, com a alta incidéncia tomate para processamento
durante o outono (Costa, 1976). Em meados da década de 1990, o biétipo B de B. rabaci foi
introduzido no Brasil. Ao contrario do ja existente bidtipo A, no qual normalmente ndo
colonizava tomate, o bidtipo B mostrou-se extremamente adaptado a esse hospedeiro
(Lourencao & Nagai, 1994; Franca et al., 1996). Desde entdo, novos begomovirus t€m
emergido e severas epidemias com perdas econdOmicas significativas foram relatadas em

tomateiro no Brasil nos altimos anos.

1.2. Aspectos taxonomicos da familia Geminiviridae

A familia Geminiviridae é caracterizada estruturalmente pela morfologia geminada
da particula viral, com aproximadamente 18-30 nm e geneticamente por possuir uma
(monopartidos) ou duas (bipartidos) moléculas de DNA circular de fita simples (ssDNA).
Cada uma das moléculas apresenta aproximadamente 2500-3000 nucleotideos encapsidada
por uma Unica proteina estrutural que se arranja na forma de 22 capsomeros formando dois
icosaedros incompletos que confere o aspecto geminado das particulas virais, caracteristico
desta familia de virus de plantas (Lazarowitz, 1992).

A familia Geminiviridae é dividida em quatro géneros, Mastrevirus, Curtovirus,
Begomovirus e Topocuvirus, de acordo com a organizacdo gendOmica, circulo de
hospedeiros e inseto vetor (Fauquet et al., 2000).

Os virus pertencentes ao género Mastrevirus possuem genoma monopartido, sio
transmitidos por cigarrinhas (Homoptera: Cicadellidae) e infectam, geralmente, espécies
monocotiledoneas, tais como Wheat dwarf virus (WDV), Digitaria streak virus (DSV) e
Maize streak virus (MSV), sendo este ultimo a espécie-tipo do género Mastrevirus. Como

excecoes, existem algumas espécies dentro do género que sdo adaptadas a plantas



dicotileddneas, tais como Tabacco yellow dwarf virus (TYDV) (Morris et al., 1992) e Bean
vellow dwarf virus (BeYDV) (Liu et al., 1997). Todas as espécies do género sdo
encontradas no “velho mundo”.

O género Curtovirus, espécie-tipo Beet curly top virus (BCTV), possui espécies que
sdo transmitidas por cigarrinhas (Homoptera: Cicadellidae), também possui genoma
monopartido, assim como os Mastrevirus. No entanto, estas apresentam diferencas na
organizacdo gendmica e infectam plantas dicotiledoneas. O género Curtovirus consiste de
cinco espécies: Beet curly top virus (BCTV), Beet severe curly top virus (BSCTV), Beet
mild curly top virus (BMCTV), Horseradish curly top virus (HrCTV) e, mais recentemente,
Spinach curly top virus (SCTV), sendo que todos causam o “curly top disease” em plantas
dicotileddneas (Baliji et al., 2004; Fouquet & Stanley, 2005). Os virus pertencentes a este
grupo podem ser encontrados tanto no “velho” quanto no “novo mundo”.

O género Begomovirus inclui os geminivirus que podem possuir genoma tanto
monopartido quanto bipartido, sdo transmitidos por bidtipos de mosca-branca (Bemisia
tabaci) e infectam um amplo ciclo de plantas dicotiledoneas tanto no “velho” quanto no
“novo mundo” (Rojas et al., 2005). Entre os membros mais comumente estudados que
apresentam genoma bipartido estdo o Bean golden yellow mosaic virus (BGYMYV), espécie-
tipo do género (Fauquet et al., 2000), African cassava mosaic virus (ACMV), Tomato
golden mosaic virus (TGMV) e Squash leaf curl virus (SLCV). Entre os monopartidos
destaca-se a espécie Tomato yellow leaf curl virus (Gutierrez, 2002).

O udltimo género a ser incluido dentro da familia Geminiviridae foi o Topocuvirus,
possuindo apenas um membro, Tomato pseudo-curly top virus (TPCTV). Possui genoma
monopartido e é transmitido a plantas dicotiledoneas através de membracideos (Homoptera:
Auchenorrynca). Andlises do genoma de TPCTV revelam caracteristicas tipicas tanto do
género Mastrevirus quanto do Begomovirus, indicando ser um recombinante natural
(Briddon et al., 1996).

A maioria dos virus de plantas possui genoma constituido de RNA, assim, os
geminivirus representam um dos poucos exemplos de virus de DNA que estabeleceram
com sucesso o parasitismo em plantas. Evidéncias sugerem que os geminivirus tenham
evoluido a partir de bacteri6fagos, como @X174, ou de plasmideos bacterianos com

genoma composto de ssDNA (Koonin & Ilyina, 1992). Essa evolu¢do pode ter ocorrido a



partir de replicons extracromossomais de DNA, presente em procariontes ou eucariontes
primitivos, onde, esse ancestral é descrito como DNA plasmidial circular fita simples
extracromossomal que replica via mecanismo circulo rolante e envolve uma forma
replicativa de DNA fita dupla. Evidéncias que este ancestral surgiu inicialmente na
evolucdo baseiam-se tanto na natureza conservada da Rep (Replication-associated protein),
entre procariontes e replicons de DNA eucaridticos, quanto nas caracteristicas procaridticas
presentes nos geminivirus modernos: como promotor da proteina capsidial funcional em E.
coli, mRNA policistronico e a capacidade de replicar em células procaridticas (Frischmuth
et al., 1990; Selth et al., 2002). Essa capacidade de replicacao foi demonstrada em Tomato
leaf curl virus (TLCV), onde se observou a acumulacdo do DNA viral em Agrobacterium
tumefaciens (Ridgen et al., 1996). Assim, os geminivirus primitivos podem ter surgido ha
milhdes de anos, e estes, provavelmente, possuindo somente um ou dois genes responsaveis
pela replicacdo do DNA. Durante a evolucdo das células eucaridticas, estes replicons
certamente co-evoluiram com as células hospedeiras adquirindo novos genes através de
recombinacdes entre 0 DNA do hospedeiro ou entre outros replicons (Rojas et al., 2005).

Andlises filogenéticas sugerem que os geminivirus e os nanovirus evoluiram a partir
de um ancestral comum ou de um evento evolutivo semelhante (Rybicki, 1994). O género
Nanovirus possui genoma composto de ssDNA encapsidados em particulas isométricas e
transmitidos por afideos. Nos nanovirus poucas proteinas foram funcionalmente
caracterizadas. A seqiiéncia N-terminal da proteina capsidial (CP) e proteinas envolvidas
com a replicacdo e ciclo celular t€m sido estudadas. Evidéncias de que nanovirus e
geminivirus tenham evoluido de um mesmo ancestral baseiam-se no fato de que, nos
nanovirus, a replicagdo do genoma segue o mecanismo circulo rolante, muito similar aos
bacteri6fagos e aos geminivirus (Gronenborn, 2004), e o DNA apresenta uma estrutura
conservada (“hairpin”) e a seqiiéncia TAG/TTATTAC, muito similar ao nonanucleotideo
TAATATTAC presente nos geminivirus (Timchenko, 2000). Saunders & Stanley (1999)
reforcam a idéia de um ancestral comum ao demonstrar a recombinacao entre geminivirus e
nanovirus produzindo um componente defectivo resultando em um complexo de virus
causando yellow vein disease em Ageratum conyzoides.

A partir de um processo de especiacao ocorrido ao longo da evolugdo, em relagdo a

estrutura gendmica, tipo de vetor e hospedeiro, a familia Geminiviridae foi dividida em



quatro géneros. Resultados de comparacdes de seqii€ncias e andlise filogenéticas mostram
que os géneros Mastrevirus € Begomovirus sdo muito divergentes e que possivelmente o
geminivirus ancestral tinha um tnico componente gendmico que era transmitido a plantas
monocotiledoneas por cigarrinhas. Mais tarde mudancgas nas ORFs desse ancestral deram
origem aos geminivirus transmitidos por mosca-branca e com apenas um componente,
sendo este de ocorréncia no velho mundo. Sugere-se, entdo, que o segundo componente
genOmico tenha surgido depois na escala evolutiva. O segundo componente que estd
presente em alguns begomovirus do “velho mundo” e em todos do “novo mundo” pode ter
contribuido para aumentar o movimento do virus dentro da planta e/ou na eficiéncia de
transmissdo pela mosca-branca (Padidam et al., 1995b). A evolu¢do do genoma bipartido
provavelmente ocorreu antes da deriva continental, porque ocorre tanto no velho quanto no
novo mundo (Rojas et al., 2005)

Segundo Padidam (1999), o género Curtovirus possui um genoma hibrido, onde o
gene da capa protéica € similar ao género Mastrevirus e o restante do genoma similar ao
Begomovirus, propondo que os curtovirus podem ter evoluido apés um virus transmitido
por mosca-branca (Begomovirus) adquirir a seqiiéncia da capa protéica de um virus
transmitido por cigarrinha (Mastrevirus) por recombinagdo. Os curtovirus t€m uma
distribuicdo geografica limitada e possuem menos espécies reconhecidas quando
comparadas com os begomovirus, fato que pode ser o reflexo da limitada distribuicao do
inseto vetor.

Muitos begomovirus monopartidos infectam eficientemente certas plantas
dicotileddneas como, por exemplo, o tomate (Solanum lycopersicum). No entanto,
evidentes limitacdes impostas pelo hospedeiro levaram estes a uma associacdo com outros
tipos de moléculas ssDNA circular, nos quais provavelmente tenham co-evoluido
independentemente com as plantas. A aquisicao dessas moléculas, denominadas de DNA
satélite, resultou em funcao(s) essencial(s) para o virus “helper”, andlogo a aquisi¢do do
DNA-B pelos begomovirus bipartidos (Rojas et al., 2005). Dry et al. (1997) demonstraram,
previamente, que o begomovirus Tomato leaf curl virus (TOLCV) estaria associado com
uma molécula de ssDNA satélite e que esta ndo teria influéncia na replicag@o viral e nos
sintomas causados por ToOLCV. Tal DNA satélite com aproximadamente 682 nucleotideos

nao possui seqiiéncia relacionada ao ToLCV e requer este para replicacdo, movimento na



planta e transmissdo pelo inseto vetor. Posteriormente, moléculas satélites relatadas para o
ToLCV foram identificadas em outros begomovirus monopartidos. Estas moléculas,
denominadas DNA-B, com aproximadamente metade do genoma do seu virus “helper” e
semelhante a molécula satélite de ToLCV, precisa do cognato para replicar, movimentar na
planta e ser transmitido pelo vetor (Briddon et al., 2003). Diferente do DNA satélite de
ToLCV, previamente descrito, o DNA-f afeta a replicagao dos seu virus “helper” e altera a
inducdo de sintomas em algumas hospedeiras (Saunders et al., 2000; Briddon et al., 2001).
Estas moléculas encontram-se difundidas em todo o ‘“velho mundo”, onde begomovirus
monopartidos ocorrem. Andlises de seqiiéncias tém revelado caracteristicas altamente
conservadas entre moléculas de DNA-B, consistindo de uma ORF conservada (BC1), uma
regido rica em adenina (A-rich region) e uma regido com seqii€éncia altamente conservada
denominada SCR (satellite conserved region). Este SCR possui uma estrutura em forma de
“hairpin” apresentando a seqiiéncia TAAGTATTAC, similar a origem de replicagdo dos
geminivirus e nanovirus (Briddon et al., 2003).

Todas as moléculas de DNA-B associadas aos begomovirus identificadas até o
momento t€m origem no “velho mundo”. O uUnico begomovirus associado com DNA-3
conhecido com ocorréncia no “novo mundo” é o Honeysuckle yellow vein mosaic virus
(HYVMYV) que infecta Lonicera japonica, utilizada para fins ornamentais (Briddon et al.,
2003). No entanto, HY VMV nao € nativo do novo mundo, pois foi introduzido na América
no Norte no inicio do século XIX e possui caracteristicas associadas com 0s begomovirus
do “velho mundo”. Esta evidéncia sugere que a evolucdo entre os begomovirus e DNA-f3
ocorreu apds a deriva continental (Briddon et al., 2003). Zhou et al. (2003) por meio da
identidade de nucleotideos compararam moléculas de DNA-B e seus respectivos virus
“helper” indicando que pode ter ocorrido uma co-evolucdo entre o DNA-B e seu cognato

DNA viral.

1.3. Caracteristicas moleculares do género Begomovirus

A maioria dos begomovirus possui genoma bipartido, conhecido como DNA-A e

DNA-B, que sdo transcritos bidirecionalmente em ambos os genomas. O DNA-A codifica

todas as proteinas necessdrias para replicacdo, transcri¢do e encapsidagdo de ambos os



DNAs, enquanto o DNA-B contribui com as func¢des necessdrias para o movimento do
virus na planta e desenvolvimento de sintomas (Rojas et al., 2005). Assim, o componente A
codifica a CP (Coat Protein ou AVI1) no sentido viral e quatro proteinas no sentido
complementar: Rep (Replication-associated protein ou AC1), TrAP (Transcriptional
activator protein ou AC2), REn (Replication enhancer protein ou AC3) e AC4. O DNA-B
codifica duas proteinas, uma no sentido viral, a NSP (Nuclear shuttle protein ou BV1), e
outra no sentido complementar, a MP (Movement protein ou BC1). Ambos os componentes
genOmicos possuem tamanho parecido ndo compartilhando identidade de seqiiéncia, exceto
por uma regido altamente conservada (>90%) denominada de regido comum (RC) com
aproximadamente 200 nucleotideos (Fontes et al., 1994; Stanley, 2004; Gutierrez, 2000).
Geralmente, ambos os componentes genomicos, DNA-A e DNA-B, sdo necessarios para a
infeccdo sist€mica (Sunter & Bisaro, 1992), porém, Galvao et al. (2003) verificaram que
em Tomato chlorotic mottle virus (ToOCMV-[MG-Btl]) o DNA-A, na auséncia do DNA-B,
foi capaz de infectar sistemicamente Nicotiana benthamiana. Mais recentemente,
Fontenelle et al. (2007) demonstraram a capacidade desse mesmo virus em infectar
sistemicamente tomate (S. lycopersicum) e outras hospedeiras, na auséncia do DNA-B.

A CP € a proteina capsidial dos geminivirus, onde os mondmeros sao arranjados em
capsdmeros produzindo a morfologia geminada da particula viral. E uma proteina
multifuncional, desempenhando fun¢des como a de proteger o DNA viral durante a
transmissdo pelo inseto vetor ou transmissdo mecanica; € essencial para transmissdo e
determina a especificidade do inseto vetor (Unseld et al., 2004). Experimentos demonstram
que a troca do gene CP do African cassava mosaic virus (ACMV), um begomovirus
transmitido por mosca-branca, pelo correspondente do Beet curly top virus (BCTV), um
curtovirus transmitido por cigarrinha, resultou na alteracdo da especificidade do inseto
vetor (Briddon et al., 1990).

Para Tomato golden mosaic virus (TGMV), que infecta, predominantemente,
solandceas e um dos mais bem estudados geminivirus bipartidos, experimentos demonstram
que a CP nao € necessdria para a infeccdo sist€émica ou desenvolvimento de sintomas.
Gardiner et al. (1988) mostraram que mutantes arl de TGMV foram capazes de infectar
sistemicamente N. benthamiana e que a CP tem influéncia na patogenicidade em alguns

hospedeiros, onde alguns mutantes produziram sintomas tardios ou atenuados quando



comparados com TGMYV ndo mutado. Embora esses mutantes tenham sido vidveis, andlises
de Squash leaf curl virus (SQLCV) tém mostrado que, em algumas condi¢des, a CP pode
ser necessdria para infeccao sistémica. Recentemente, foi demonstrado que o movimento
sist€émico do DNA-A de ToOCMV-[MG-Btl1], na auséncia do DNA-B, é dependente da capa
protéica (Fontenelle et al., 2007). Assim, a capacidade de begomovirus bipartidos mutantes
para o gene CP em produzir infeccdo sist€émica pode estar restrita tanto ao hospedeiro
quanto a caracteristicas genéticas do virus (Pooma et al., 1996), como resultado disso,
alguns virus requerem e outros dispensam a CP para infec¢do sistémica.

A proteina Rep (Replication-associated protein ou ACI1) € uma proteina com,
aproximadamente, 40 kDa e absolutamente necessdria para replicagdo viral. Em todos os
geminivirus testados até o momento, a Rep tem a capacidade de se ligar especificamente ao
DNA, bem como, possuir atividade endonucleolitica, clivando o DNA em seqii€ncias
especificas (Gutierrez, 2002).

Muitas proteinas necessdrias para a replicacdo viral sdo originadas da célula
infectada, exceto a proteina Rep, uma vez que o genoma viral ndo codifica nenhuma DNA
polimerase ou fatores acessorios. No entanto, estas proteinas ndo estdo funcionais ou
podem aparentemente estar ausentes em células diferenciadas. A replicacdo dos
geminivirus ndo ocorre em tecidos meristematicos, onde fatores de replicacdo sao
disponiveis, consequentemente assume-se que os geminivirus podem induzir a célula a um
estadio favoravel para sua replicagdo (Gutierrez, 2002). Evidéncias sugerem que a proteina
Rep seja responsdvel pela reprogramacgdo do ciclo celular. Estudos indicam que a infec¢do
causada por geminivirus afeta diretamente a expressao génica celular, onde a Rep induz a
expressao de antigeno nuclear de proliferacao celular (PCNA) que € uma proteina nuclear e
possui um papel fundamental na iniciagdo da proliferacao celular. Demonstrou-se que o
PCNA ocorre em células diferenciadas infectadas por TGMV, ao passo que, em células ndo
infectadas por TGMV o PCNA ndo foi detectado (Nagar et al., 1995). Outra proteina na
qual a Rep também interage é o homodlogo vegetal da proteina retinoblastoma (pRBR) que
estd envolvida na regulagcdo negativa do ciclo celular (Rojas et al., 2005), onde a transi¢ao
da fase G1 para a fase S (periodo de replicacio do DNA) do ciclo celular € regulada por

essa proteina (Gutierrez, 2002). Assim, a proteina Rep possui multiplas fun¢des, ndo apenas



as relacionadas com a replicagdo, mas também as relacionadas com a expressdo génica,
promovendo condi¢des favordveis para a sintese do DNA viral em células j4 diferenciadas.

A TrAP (Transcriptional activator protein ou AC2) € uma proteina com
aproximadamente 15 kDa, sendo necessdria para ativar a expressdo da CP e da BV1
(proteina de movimento). Estudos tém mostrado que o acimulo da CP de TGMV requer a
ORF AC?2 intacta e que o produto do gene AC2 trans-ativa a expressio da capa protéica.
No entanto, essas observagdes ndo afetam a capacidade de mutantes da TrAP em causar
infec¢do, uma vez que a CP, no geral, ndo € necessaria para obter infectividade. Entretanto
a BV1, que € necessédria para disseminagdo do virus na planta, na auséncia da TrAP pode
acumular de forma insuficiente, resultando em uma infeccdo ndo sistémica (Sunter &
Bisaro, 1992). Outra possivel funcdo da TrAP seria a de interagir e inativar Kinases, como
adenosina kinase (ADK) e SNF1 que sdo enzimas envolvidas na defesa do hospedeiro.
Wang et al. (2003) demonstraram que a atividade da ADK ¢é reduzida em plantas
transgénicas expressando a proteina viral TrAP e em plantas infectadas com geminivirus.
Em contraste, a atividade da ADK é aumentada apds a inoculagdo da planta com virus de
RNA (Cucumber mosaic virus e Potato virus X) ou com geminivirus mutantes com TrAP
ndo funcional. Mostrou-se, previamente, que as proteinas TrAP de TGMV e TrAP de
BCTYV sao determinantes de patogenicidade, causando aumento na suscetibilidade quando
expressadas em plantas transgénicas (Sunter et al., 2001).

REn (Replication enhancer protein, ou AC3) é uma proteina de aproximadamente
16 kDa (Gutierrez, 1999), altamente hidrofébica, composta de apenas 134 aminodcidos.
Esta proteina junto com a Rep, é necessdria para uma eficiente replicacio do DNA viral,
onde a Rep aparece sendo essencial para a replicacdo, enquanto a REn uma proteina
nuclear (Pedersen et al., 1994; Nagar et al., 1995) que interage com a Rep (Settlage et al.,
1996), aumenta o acimulo de DNA viral por meio de um mecanismo ainda desconhecido
(Castillo et al., 2003). Alguns experimentos sugerem que a REn pode aumentar a afinidade
da Rep na origem de replicagdao. Outra possibilidade é que a REn direciona a Rep para o
dominio de ligacdo Rep/DNA no local de clivagem no inicio da replicacdo (Hanley-
Bowdoin et al., 1999). Embora a proteina REn funcional ndo seja necessdria para
infectividade, estudos envolvendo mutacgdes t€ém mostrado retardamento e atenuacdo de

sintomas (Elmer et al., 1988; Etessami et al., 1991). Acredita-se também que a REn regula



a interacdo entre a Rep e a pRBR. Esta observacdo € consistente, uma vez que o0s
Mastrevirus nao codificam uma proteina homologa a REn e, nesses geminivirus, a Rep é
responsavel pela replicacdo, enquanto uma outra proteina, RepA, interage com pRBR
(Settlage et al., 2001).

A ORF AC4 presente em begomovirus bipartido é homéloga a ORF C4 de
begomovirus monopartido como, por exemplo, ToLCV e TYLCV, onde tal ORF tem se
mostrado importante na determinacao da severidade dos sintomas e no movimento
sist€émico do virus na planta (Jupin et al.,1994; Rigden et al., 1994). No entanto, em alguns
virus bipartidos essa ORF mostrou ter efeito insignificante no que diz respeito a
infectividade. Fontenelle et al. (2007) demonstraram através de mutantes da ORF AC4 de
ToCMoV-[MG-Bt] que esta ndo estd envolvida nem no desenvolvimento de sintomas nem
no movimento sistémico do virus na planta, pois os mutantes de AC4 nao distinguiram dos
originais em relacdo a estes aspectos. Em contraste, resultados obtidos em ACMV e Sri
Lanka cassava mosaic virus (SLCMV) demonstram que a ORF AC4 estd envolvida na
supressdo de mecanismos de defesa anti-viral das plantas (Vanitharani et al., 2004; Wezel
et al., 2002).

O DNA-B codifica duas proteinas, uma no sentido viral, a NSP (Nuclear Shuttle
Protein ou BV1), e outra no sentido complementar, a MP (Movement Protein ou BC1). A
NSP € necessaria para o trafego intracelular do DNA viral do nicleo para o citoplasma e a
MP € responsavel pelo movimento célula-a-célula, via plasmodesmas. O DNA viral €
replicado no nicleo e o transporte do DNA (tanto ssDNA como dsDNA) para o citoplasma
¢ mediado pela NSP (Noueiry ef al., 1994). A NSP interage com a MP, interagdo que é
necessdria para transferir o DNA para o complexo MP que é, entao, conduzido através dos
plasmodesmas (Sanderfoot & Lazarowitz, 1996). Estas proteinas de movimento interagem
diretamente com o DNA viral, reconhecendo-o de maneira especifica com base na forma e
no tamanho, refletindo o estado replicativo do virus (ds-DNA) e o tamanho do genoma (2,5
— 3,0 kb) (Noueiry et al., 1994; Rojas et al., 1998).

Algumas espécies de begomovirus apresentam genoma monopartido, o qual possui
0s genes necessarios para desempenhar todas as funcdes essenciais do virus, sejam aquelas
relacionadas a replicagdo ou ao movimento viral célula-a-célula e a longa distancia, e

diferem em nimero de ORFs em relacdo ao DNA-A dos bipartidos. Estes virus, ToLCV e



ToYLCV, possuem duas ORFs (CP e AV2) no sentido viral, enquanto os bipartidos
apresentam apenas a CP (Padidam ez al., 1996). Em esséncia, o genoma dos begomovirus
monopartidos é homélogo ao DNA-A de bipartidos. Os genes nos sentido complementar
C1, C2 e C3 sao homodlogos dos AC1, AC2 e AC3, respectivamente.

Recentemente, esses begomovirus monopartidos tém sido encontrados associados
com moléculas satélites. Estas moléculas sdo definidas como virus ou 4cidos nucléicos que
dependem do virus “helper” para sua replicacdo, mas sem possuir uma alta identidade de
seqiiéncia com o virus “helper” e sdo dispensdveis para a proliferacdo viral (Mayo et al.,
2005). Um outro tipo de agente, denominado de 4cido nucléico semelhante a satélite,
também depende do virus “helper” para replica¢do, mas possui fun¢des necessarias para o
sucesso bioldgico do virus “helper” e, portanto, considerado como parte do genoma do
mesmo (Briddon & Stanley, 2006).

O primeiro begomovirus satélite descoberto, referido como ToLCV-sat, foi isolado
de tomate infectado por ToLCV, um begomovirus monopartido (Dry et al., 1997). O
ToLCV-sat ndo € necessario para a infectividade do ToLCV e nao tem efeito na inducao de
sintomas pelo virus “helper”, mas € dependente dele para sua replicacdo e encapsidagao e,
portanto, possui as caracteristicas de DNA satélite (Briddon & Stanley, 2006).

Ageratum conyzoides € uma planta daninha que frequentemente apresenta sintoma
de amarelecimento de nervura que é atribuido ao begomovirus monopartido Ageratum
yellow vein virus (AYVV). Tal virus foi isolado de plantas de ageratum infectadas e
mostrou-se infectivo em N. benthamiana (Tan et al., 1995). No entanto, quando o clone do
componente gendmico € reintroduzido em ageratum produz somente infec¢do assintomatica
(Saunders & Stanley, 1999; Saunders et al. 2000) sugerindo que, em contraste com
ToLCV, outro fator seria necessdrio para restaurar a patogenicidade em seu hospedeiro
natural. Em pesquisas preliminares, componentes recombinantes pequenos e circulares
foram isolados de plantas de ageratum infectadas (Stanley et al., 1997). Quando co-
inoculados em N. benthamiana o recombinante comporta-se como um DNA defectivo
ampliando os sintomas causado por AYVV e reduzindo a acumulacido do virus “helper”.
Recombinantes semelhantes também foram identificados em begomovirus associados ao

Cotton leaf curl disease (CLCuD) (Liu et al., 1998; Briddon et al., 2000, 2001).



CLCuD tem sido o maior limitante na produ¢do de algoddo no Paquistdo a partir da
ultima década (Briddon & Markhan, 2000). A doenca estd associada a begomovirus
monopartido e a recombinantes (Zhou et al., 1998; Idris & Brown, 2002; Briddon, 2003;
Mansoor et al., 2003; Kirthi er al., 2004). Assim como observado em AYVYV, clones de
Cotton leaf curl virus ndo produziram sintomas tipicos de CLCuD, sugerindo a presenca de
outros fatores (Briddon et al., 2000). Pesquisas voltadas para o estudo de tais fatores
resultaram no isolamento de pequenas moléculas de ssDNA circular, denominadas de
DNA-1 (Mansoor et al., 1999), que € representante de uma nova classe de componentes
associados com monopartidos que tém recebido essa nomenclatura (Briddon et al., 2004).
O DNA-1 de CLCuD possui aproximadamente metade do tamanho do virus “helper” (1370
nucleotideos) e codifica a Rep. Este pode ter uma replicacao autonoma, embora dependa do
virus “helper” para encapsidacdo e movimento, tanto dentro como entre plantas. Por outro
lado, componentes de ssDNA também com aproximadamente metade do tamanho do virus
“helper” t€m sido isolados e mostraram-se capazes de induzir os sintomas tipicos de
amarelecimento de nervura quando reintroduzido juntamente com AYVV em plantas de
ageratum (Saunders et al., 2000). Tais componentes foram nomeados como DNA-f, pois
funcionalmente assemelha-se ao componente B de begomovirus bipartido. A transmissao
de ambos os componentes e a propagagdo da doenca em ageratum usando o vetor mosca-
branca confirmou a etiologia da doenca (Briddon ez al., 2001).

As moléculas de DNA-B, exceto por uma estrutura em forma de “hairpin” e a
seqiiencia TAAGTATTAC, tem pouca identidade de seqiiéncia entre os componentes virais
dos begomovirus (Saunders et al., 2000; Briddon et al., 2001) e sdo necessdrias para
induzir sintomas tipicos em plantas das quais estas foram isoladas (Gou & Zhou, 2006).
Andlises de seqiiéncias revelam caracteristicas conservadas entre estas moléculas: A ORF
BC1 codificada no sentido complementar sendo tnica e altamente conservada (Briddon et
al., 2001; Saunders et al., 2004), uma regido rica em adenina, € uma regido conservada
satélite (RCS), com aproximadamente 200 nucleotideos, contendo um ‘“hairpin”
provavelmente envolvido na replica¢do (Briddon et al., 2001). Evidéncias sugerem que a
ORF BC1 é um determinante de patogenicidade, pois CLCuD apresentando DNA-f3
mutante onde a ORF BC1 foi excluida foram replicadas pelo virus “helper” e moveram-se

sistemicamente pela planta, mas foram incapazes de induzir sintomas tipicos da doenca



(Briddon et al., 2003). J4 a regido rica em adenina, apesar de conservada, ndo possui funcao
bem definida. Tao et al. (2004) demonstraram que quando mutantes de DNA-B com a
regido rica em adenina foi excluida, tais mutantes foram capazes de replicar, encapsidar e
infectar sistemicamente as plantas, indicando que esta regido ndo € primordial para tais
funcdes. No entanto, este mutante causou sintomas atenuados. Assim, € necessario um
estudo mais detalhado a fim de obter resultados conclusivos, principalmente em relagdo a
ORF BC1 para identificar os diversos fatores, tanto viral quanto da hospedeira, os quais

interagem e entender de forma precisa seu papel no desenvolvimento dos sintomas.

1.4. Ciclo replicativo da familia Geminiviridae

O primeiro estadio do ciclo infectivo envolve a entrada do ssDNA dentro da célula
vegetal através do inseto vetor. Os virus desta familia replicam através de um intermedidrio
fita dupla de DNA (dsDNA) no nicleo da célula infectada. O movimento para o nicleo €
dependente da CP e dos mecanismos de transporte do hospedeiro. Este mecanismo nao ¢é
muito claro, pois ndo se sabe, ao certo, se o virus inoculado pelo vetor move-se para o
nicleo encapsidado ou se este € desencapsidado e move-se como um complexo
nucleoproteico. Aparentemente, a CP estd envolvida neste estddio de transporte,
provavelmente através de interacdes com a cadeia de transporte do hospedeiro (Gafni &
Epel, 2002). Evidéncia para essa hipotese de envolvimento da CP com o transporte do
ssDNA para o nicleo foi demonstrada por meio de experimentos de microinje¢cdes com
ssDNA de MSV que, na auséncia da CP, o DNA injetado ndo entra no nicleo. No entanto,
quando injetado com a CP, o DNA foi rapidamente transportado para o interior do nicleo
(Liu et al., 1999).

Uma vez dentro do nicleo, o ssDNA é convertido em um dsDNA intermedidrio que
atua como molde tanto para a replicagdo como para a transcricdo do genoma viral. Esta
sintese do DNA complementar é realizada inteiramente por proteinas do hospedeiro. Este
dsDNA viral é associado com histonas, sendo chamado de minicromossomos (Pilartz &
Jeske, 1992). Acredita-se que os genes que codificam as proteinas envolvidas na replicacdo
e na transcri¢do (Rep, TrAP e REn) sdo expressos antes daqueles genes no sentido viral (CP

e NSP). Apds a expressao destes genes no sentido complementar, a multiplicacdo do



genoma viral ocorre via mecanismo ciclo rolante, onde sdao geradas novas moléculas de
ssDNA a partir de um intermedidrio de dSDNA. As moléculas de ssDNA produzidas nesse
processo podem ter dois destinos dependendo do estddio da infec¢do. No primeiro estadio,
o ssDNA viral pode ser convertido, pela maquinaria do hospedeiro, em dsDNA. Estas
moléculas podem entrar no processo de transcri¢do e/ou replicagdo, amplificando o genoma
viral dentro da célula (Timmermans et al., 1994). A segunda alternativa ocorre em um
estadio tardio quando o produto dos genes CP e NSP estd presente e pode se ligar ao
ssDNA para encapsidd-lo ou para transportd-lo para fora do nicleo. Uma vez no
citoplasma, o virus move-se para as células vizinhas mediado pela proteina MP através dos
plasmodesmas e finalmente para o floema, onde € transportado a longa distancia. Em
geminivirus bipartido, as proteinas associadas com o movimento viral sdo codificadas pelo
DNA-B. No caso do Bean dwarf mosaic virus (BDMV), o movimento do ssDNA e dsDNA
para fora do nuicleo é mediado pela proteina NSP, enquanto o transporte intercelular do
dsDNA ¢é mediado pela proteina MP (Noueiry et al.. 1994; Pascal et al., 1994; Sandefoot &
Lazarowitz, 1995; Sanderfoot et al., 1996; Sandefoot & Lazarowitz, 1996). Os geminivirus
monopartidos, como TYLCV, ndo codificam homdlogos para NSP e MP e
consequentemente, outra(s) proteina(s) virais (CP e Pré-CP) realizam estas fun¢des (Kunik
etal., 1998).

O ultimo estadio do ciclo corresponde a aquisi¢do do virus pelo vetor. Neste caso,
experimentos sugerem que a CP e, provavelmente, a particula viral sdo indispensaveis para

a transmissao pelo inseto vetor.

1.5. Variabilidade genética dos begomovirus

Novas espécies de geminivirus ou espécies ja conhecidas t€m causando sérios
problemas econdmicos em varios sistemas agricolas em todo o mundo. Alguns fatores,
incluindo evolucdo de novas variantes de virus, aparecimento de vetores mais eficientes,
clima favordvel, mudangas no sistema de produc¢do, movimento de material infectado e
introducdo de variedades susceptiveis, tém individualmente, ou em combinagdo,
contribuido para o aparecimento das geminiviroses como um problema em todo o mundo

(Varma & Malathi, 2003).



A variabilidade génica em geminivirus ocorre por meio de mutacao, recombinacdo e
pseudo-recombinacdo. Mutagdes sdo frequentemente relacionadas aos virus que possuem
genoma constituido de RNA, uma vez que a RNA polimerase ndo possui a capacidade de
corrigir erros de leitura durante a replicacdo (“proof-reading”). Em contraste, essas
mutagdes mostram-se baixas em virus de DNA devido a atividade “proof-reading” da DNA
polimerase (Roossinck, 1997). No entanto, Isnard er al. (1998) demonstraram que as
mutacdes em MSV estdo distribuidas ao longo do genoma e tem uma taxa de 10*a 10°. A
recombinacdo € considerada o principal mecanismo de variabilidade génica nos
geminivirus e, consequentemente, maior capacidade de evolu¢do e adaptacdo a novos
hospedeiros (Zhou et al.,1997; Padidam et al., 1999). A recombinacdo de DNA em
geminivirus pode ocorrer nao somente entre variantes de um mesmo virus, mas também
entre virus da mesma espécie e de mesmo género, resultando no rdpido surgimento de
novas formas. A funcdo primdria da recombinacio pode ser a de reparar ssSDNA defectivos
que sdo originados através de mutacdes, resultando em recombinantes que podem,
subsequentemente, sozinho vir a ser prevalente em populacdes onde a recombinacio
resultou em vantagem adaptativa (Seal er al., 2006). Estudos de recombinag¢do tém
mostrado que, sob condicdes de campo, a recombinacdo em begomovirus ocorre entre
moléculas de DNA-A de diferentes virus caracterizados (Zhou et al., 1997; Sanz et al.,
2000). Na Africa, o East African cassava mosaic virus (EACMV-UG) € um recombinante
natural, onde o gene CP de ACMV aparece inserido no DNA-A de EACMV (Zhou et al.,
1997). No sul da Espanha, Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) e Tomato
vellow leaf curl virus (TYLCV) sdo duas espécies distintas de geminivirus que coexistem
nos campos e contribuem para o “Tomato yellow leaf curl disease” (TYLCD). Monci et al.
(2002) demonstraram a existéncia nesta regido de um recombinante natural entre TYLCSV
e TYLCV, onde a andlise do genoma demonstrou que o sitio de recombinagdo estd
localizado na regido intergénica € que esse recombinante apresenta caracteristicas
vantajosas sobre o genotipo parental, uma vez que esse recombinante prevalece na regiao
onde foi detectado.

Experimentos envolvendo anélises filogenéticas demonstram que entre isolados de
TYLCV e Tomato leaf curl virus (ToLCV) ha evidéncia de recombinacdo natural. Os

resultados sugerem que os isolados de TYLCYV de Israel e Ira sdo hibridos entre ancestrais



semelhantes a TYLCV e ToLCV, e o fragmento recombinante encontra-se situado entre a
metade da ORF C1 e metade da regido intergénica. Naturalmente, TYLCV e ToLCV
apresentam hospedeiros comuns, como o tomateiro, portanto, infeccdes mistas podem
ocorrer e estes podem replicar simultaneamente na mesma célula, o que caracteriza um pré-
requisito para a recombinagdo (Navas-Castillo et al., 2000).

Trés fatores podem contribuir significativamente para o aumento da freqii€ncia de
ocorréncia de recombinacdo. Primeiro, infecgdes mistas, um pré-requisito para
recombinacdo, sdo comuns em geminivirus (Padidam et al. 1995a; Umaharan et al., 1998).
Segundo, estes virus replicam via forma replicativa fita dupla produzindo um grande
namero de cépias (Kanevsk et al., 1992; Accoto et al., 1993). Terceiro, o biétipo B de B.
tabaci que apresenta um amplo circulo de hospedeiros e um alto grau de adaptacdo e
dispersdo (Bedfort er al., 1994). Como resultado desses fatores, t€m-se recombinacdes
virais e surgimento de novas hospedeiras sendo infectadas.

A existéncia de dois componentes gendmicos na maioria dos begomovirus
possibilita um mecanismo alternativo para obtencdo de variabilidade génica. Este
mecanismo € a troca de componentes gendmicos entre virus distintos que € denominado de
pseudo-recombinacido (“reassortment”). A habilidade dos begomovirus em trocarem
componentes foi primeiro demonstrado experimentalmente em 1980 (Stanley et al., 1985).
Estudos recentes tém sido feitos a fim de elucidar os fatores que controlam o potencial de
formagdo de pseudo-recombinantes entre dois virus. Ramos ef al. (2003) mostraram que
Tomato mottle Taino virus (ToMoTV) pseudo-recombina com Potato yellow mosaic virus
(PYMYV), mas ndo com Tomato mottle virus (ToMoV), apesar deste dltimo possuir alta
similaridade com a Rep e com a REn. Neste caso, a identidade dos iterons foi um fator
critico para possibilitar a pseudo-recombinagdo, com os dez primeiros aminodcidos da Rep
controlando alguns fatores chaves da especificidade da replicacdo viral.

Hou & Gilbertson (1996) por meio da formagdo de pseudo-recombinantes com o
DNA-A do ToMoV e o DNA-B de Bean dwarf mosaic virus (BDMV) demonstraram que,
embora infecciosos, estes apresentavam acimulo reduzido de DNA-B e sintomas atenuados
em N. benthamiana. Entretanto, apds trés passagens mecanicas nesse hospedeiro, os
sintomas tornaram-se idénticos aos produzidos pelo ToMoV e o nivel do DNA-B tornou-se

igual ao do DNA-A. A andlise das regides comuns de ambos os componentes do pseudo-



recombinante comprovou a ocorréncia de recombinagdo intermolecular na RC do DNA-B
do BDMYV, tornando-a idéntica 8 RC do ToMoV e permitindo que o DNA-B fosse
eficientemente reconhecido pela proteina Rep do ToMoV. Este resultado evidencia a
importancia da pseudo-recombinacdo e da recombinacdo na evolu¢do dos begomovirus e
em sua adaptac@o a novos hospedeiros.

Alguns monopartidos também sio capazes de adquirir permanentemente o DNA-B
sob algumas condi¢des de campo mudando para um virus bipartido. Estes virus t€ém sido
denominados como mono-bipartidos (Sauders et al., 2002; Chakraborty et al., 2003).

No Brasil, Galvao et al. (2003) demostraram que uma variante do Tomato chlorotic
mottle virus (ToCMoV), nomeado como ToCMV-[MG-Bt] é derivado de um evento de
recombinacao entre espécies. Assim, esse virus possui um genoma hibrido, onde a AC1 e a
origem de replicagdo provavelmente € originado do ToCMV-[BA-Sel] e o restante da
seqiiéncia parece ter origem do Tomato rugose mosaic virus (ToORMV). Embora tenha sido
reportado que o DNA-A de ToCMV-[MG-Bt] nao infecta tomateiro (Galvao et al., 2003),
resultados posteriores demonstram claramente que o DNA-A viral move-se sistemicamente
através da planta de tomate, induz sintomas e acumula DNA viral na auséncia do DNA-B.
Isto sugere que esse recombinante natural seja mais patogénico e possua uma maior
vantagem seletiva quando comparado aos genétipos parentais (Fontenelle et al., 2007).

Andrade et al. (2006) descreveram um novo begomovirus nomeado como Tomato
yellow spot virus (ToYSV) originalmente isolado de tomate, mas filogeneticamente mais
proximo dos virus de Sida sp. Apesar disso, o ToYSV foi capaz de formar pseudo-
recombinantes com virus de tomate. Pseudo-recombinantes infectivos formados entre o
DNA-A de ToYSV e o DNA-B de Tomato crinkle leaf yellows virus (TCrLYV) induziram
sintomas severos em N. benthamiana. Esse potencial para formar pseudo-recombinante foi,
em parte, atribuido ao fato de que a origem de replicacdo de ambos os componentes possui
a seqiiéncia do sitio de ligagdo da Rep idéntica. Contudo, esse ndo foi o caso para um outro
pseudo-recombinante vidvel formado entre o DNA-A de Tomato golden mosaic virus
(TGMV) e o DNA-B de ToYSV, no qual possuem a seqiiéncia do sitio de ligacdo da Rep
diferente. Estes resultados reforcam a idéia que a formacdo de pseudo-recombinantes
vidveis ndo se baseia apenas nas relacdes filogenéticas e nas seqiiéncias conservadas dos

iterons.



Outro mecanismo que demonstra a flexibilidade genética dos begomovirus € o
sinergismo. A combinacdo do DNA-A e DNA-B de Pepper hausteco yellow vein virus
(PHYVV) com o DNA-A de Pepper golden mosaic virus (PepGMV) resulta em uma
interagdo de sinergismo, onde ha o aumento do acimulo de DNA viral e severidade de
sintomas quando comparado com PHY VYV sozinho. A especificidade desse sinergismo foi
demonstrada pela auséncia de uma resposta similar para PHYVV quando combinado com

outro virus bipartido (Sharp et al., 1999).

1.6. Transmissao de begomovirus por insetos

Os begomovirus, transmitidos por mosca-branca, constituem sérios patégenos de
culturas agrondmicas e horticolas em regides tropicais e subtropicais em todo o mundo.
Estes virus ndo sdo transmitidos por sementes ou por contato entre plantas infectadas e
sadias. Sua dispersdo ou introdu¢do no campo da-se pela acdo da mosca-branca a partir de
fontes de virus de dreas préximas, podendo ser de cultivos antigos como também de fontes
alternativas no campo (Costa, 1976). A introdugdo do biétipo B de Bemisia tabaci ocorreu
entre 1986 e 1991 tornando-se praga importante em diversos paises (Costa et al., 1993;
Lourencdo & Nagai, 1994). No Brasil, o biétipo A de B. tabaci era predominante até
1990/91, quando foi relatada a introdug¢do do bidtipo B, provavelmente via plantas
ornamentais importadas dos EUA (Franca et al., 1996). Este bidtipo quando comparado ao
bidtipo A, apresenta um circulo de hospedeiros muito mais amplo, incluindo o tomateiro e
outras solandceas, e um grau de adaptacdo e dispers@ao muito maior (Bedford et al., 1994).

A transmissdo de begomovirus por mosca-branca (Bemisia spp.) € do tipo
circulativa (Brown, 1997; Rubinstain & Czosnek, 1997; Ghanim et al., 1998; Morin et al.,
1999), onde as particulas virais presentes na seiva do floema de plantas infectadas sdao
ingeridas através do estilete e transportadas pelo esdfago e camara de filtracdo do inseto.
Essas particulas sdo subsequentemente transportadas através da parede do intestino
juntamente com a hemolinfa alcancando as glandulas salivares. O virus é, entdo,
translocado dentro do ducto salivar e finalmente eliminado juntamente com a saliva durante

a alimentacdo (Ghanim et al., 2001).



Liu et al. (1997) demonstraram que a capa protéica € essencial para o processo de
aquisicdo viral, pois nao houve transmiss@o em virus nao encapsidado. A aquisi¢ao do virus
ndo se constitui em um processo passivo, e o caminho percorrido pelo virion através do
sistema digestivo da mosca-branca ¢ um componente critico para o sucesso da transmissao
viral (Zeidan & Czosnek, 1991).

A relagdo entre os begomovirus e a mosca-branca, incluindo diversas caracteristicas
de transmissdo do virus pelo vetor, tais como periodo de acesso de aquisi¢do (PAA),
periodo de acesso de inoculacdo (PAI), periodo de laténcia (PL), periodo de retengdo,
passagem transovariana, entre outros, foram estudadas em alguns paises, envolvendo
begomovirus de cucurbiticeas, como Squash leaf curl virus (SLCV), onde a transmissao foi
determinada por PCR a partir de extratos de B. fabaci, saliva e hemolinfa. SLCV foi
detectado em extratos do inseto apds 30 minutos de PAA em abdbora infectada, apds 2
horas detectado na hemolinfa e na saliva apds 8 horas (Rosell et al., 1999). Em tomate,
principalmente o Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), cujo DNA viral, por meio de
técnicas de PCR, foi detectado na cabeca da mosca-branca 5 minutos apés o PAA em
plantas de tomate infectado, no térax apds 10 minutos € no abdomen apds 25 minutos
(Atzmon et al., 1998). Outros virus também foram alvos de estudos, como o Cotton leaf
curl virus (CLCuV) em algodao (Gossypium hirsutum) (Nateshan et al., 1996). Os
resultados obtidos nesses estudos mencionados foram varidveis e relacionados a estipe viral
envolvida, a regido geografica e as condi¢des de cada pesquisa. Nenhuma dessas espécies €
relatada no Brasil.

No Brasil, mais recentemente, Santos et al. (2003) estudaram a interagdo de um
begomovirus isolado de tomateiro, taxonomicamente relacionado ao Tomato rugose mosaic
virus (ToORMV), com o vetor Bemisia tabaci biétipo B e analisaram os parametros PAA,
PAI PL, sua retencdo e sua transmissdo a progénie. Constatou-se um PAA minimo de 15
minutos com o qual 6% dos tomateiros foram infectados. Este percentual aumentou para
65% quando o PAA foi estendido para 24 horas. O PAI minimo foi de 30 minutos
registrando-se 18% de infec¢do, o qual foi elevado para 67% com 24 horas de PAL
Observou-se o término do PL de 16 horas apds o vetor adquirir o virus. Na detec¢do do
virus via PCR o0 mesmo foi observado em ninfas desenvolvidas em tomateiro infectado, em

adultos com diferentes PAAs, mas nao em ovos de fémeas aviruliferas ovopositados em



plantas infectadas. Evidenciou-se a transmiss@o a progénie pela detec¢ao do virus em ovos,
ninfas e adultos provenientes de fémeas viruliferas, contudo, a transmissao do virus pelos
adultos ndao foi observada. Estes resultados indicam que a interagdo virus-vetor ¢&
estabelecida desde a fase inicial do desenvolvimento do inseto e podem ser considerados
relevantes para estudos epidemioldgicos, além de reforcarem a importancia da B. tabaci

biétipo B na rapida disseminagdo do virus no campo.

1.7. Begomovirus em tomateiro no Brasil

O primeiro relato de begomovirus no Brasil foi feito por Flores et al. (1960).
Posteriormente, o virus relatado foi purificado e o agente etiolégico foi caracterizado e
denominado Tomato golden mosaic virus (TGMV), também transmitido por Bemisia tabaci
(Matyis et al., 1975) e que era transmitido mecanicamente (Costa et al., 1975).
Curiosamente, ap0s esse relato inicial, a incidéncia de TGMV em tomateiro no Brasil nao
acompanhou o aumento populacional de B. tabaci, ao contrario do que foi observado para o
BGMYV em feijoeiro, provavelmente porque o bidtipo A de B. tabaci, o tinico que ocorria
no Brasil até o inicio da década de 1990, colonizava o tomateiro com baixa eficiéncia
(Bedford et al., 1994). Até a década de 1990, foram escassos os relatos de possiveis
begomovirus em tomateiro, sendo que, durante esta época, a tinica espécie de begomovirus
de tomateiro no Brasil caracterizada e a seqiiéncia de nucleotideos do genoma completo
determinada e publicada foi a de TGMV em 1984 (Hamilton et al., 1984).

A partir de 1992, observou-se no estado de Sdo Paulo a presenca de um novo
bidtipo (bidtipo B) da mosca-branca, possivelmente introduzida da Europa ou EUA pela
importacdo de plantas ornamentais (Melo, 1992). Em alguns paises da América Latina e
América do Norte, ao longo da década de 1980, perdas substancias foram relatadas em
tomateiros como resultado de infec¢do por begomovirus. A incidéncia, em alguns desses
paises, foi tdo severa que chegou ao ponto de inviabilizar o cultivo comercial em algumas
regides como, por exemplo, da Republica Dominicana com a entrada do TYLCV
considerado a maior tragédia provocada por begomovirus em paises do Caribe (Polston et

al., 1996). Nessas regides predominava o biétipo B de B. tabaci e que a partir de 1992



também foi relatado no Brasil (Melo, 1992). A distin¢@o entre os dois bidtipos é feita com
base em caracteristicas morfoldgicas, padroes de aloenzimas e RFLP (Perring et al., 1993).

Devido as suas caracteristicas de polifagia, alta taxa de multiplicacdo e excelente
adaptacdo as condi¢des climdticas brasileiras, o bidtipo B de B. tabaci disseminou-se
rapidamente pelas regides quentes e secas do Brasil, incluindo as principais regides
produtoras de tomate, durante o inicio da década de 1990 (Lourencdo e Nagai, 1994).
Simultaneamente, relatos de sintomas tipicos de infec¢do por begomovirus em tomateiro
ocorreram no Distrito Federal, onde até 80% dos plantios comerciais de tomate
apresentavam sintomas, que incluiam clorose, nanismo, encrespamento foliar, pouca
floragao e frutos com dareas descoloridas (Ribeiro et al., 1994), no Tridngulo Mineiro
(Resende et al., 1996; Zerbini et al., 1996), no Rio de Janeiro (Galvao et al., 1998), na
regido Nordeste, incluindo o estado da Bahia (Ribeiro et al., 1996) e regiao do Sub-Médio
do Sdo Francisco (Bahia e Pernambuco), até entdo a principal regido produtora de tomate
para processamento industrial no Brasil (Bezerra et al., 1997), além do relato em Sao Paulo
feito por Faria et al. (1997), que descreveram o Tomato yellow vein streak virus
(ToYVSV), isolado coletado em Sao Paulo, mas considerado o mesmo virus causador da
doenca do mosaico deformante da batata (Daniels & Castro, 1985).

Na regido do Triangulo Mineiro, a ocorréncia de tomateiros com sintomas tipicos de
begomovirus tem sido observada desde 1995, onde amostras de tomateiro foram coletadas e
identificadas (Resende et al., 1996; Zerbini et al., 1996). A andlise da seqiiéncia completa
de nucleotideos dos componentes A e B foi determinada e a comparacdo com outros
begomovirus indicou tratar-se de uma nova espécie, denominada Tomato rugose mosaic
virus (TORMV) (Fernandes et al., 2000; Ribeiro et al., 2003). Na Zona Metaldrgica de
Minas Gerais, outra espécie de begomovirus foi detectada em amostras de tomateiro
(Zerbini et al., 1996) e caracterizada molecular e biologicamente por Ambrozevicius et al.
(1999). Posteriormente, a comparacdo da seqiiéncia de nucleotideos completa dos
componentes A e B com outros begomovirus demonstrou ser uma nova espécie,
denominada Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) (Andrade et al. 2002; Ribeiro et al.,
2003).

Ribeiro et al. (2003) realizaram um trabalho de distribui¢do e diversidade genética

de begomovirus no Brasil através da caracterizagdo molecular parcial do genoma de



diversos isolados coletados entre 1994 e 1999. Estes isolados foram coletados em lavouras
tanto para processamento industrial como para consumo in natura nos estados do Nordeste
e Sudeste. Os resultados revelaram uma grande diversidade genética com a existéncia de
possiveis sete novas espécies no Brasil. Na regido Sudeste, Ambrozevicius et al. (2002)
detectaram trés espécies distintas em amostras de tomateiro coletadas nos estados de Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santo. A explicagdo mais provavel para o surgimento
repentino dessas novas espécies de begomovirus em tomateiro no Brasil estd relacionada a
presenca do novo bidtipo de mosca-branca, que coloniza plantas silvestres e daninhas,
transmitindo virus nativos dessas plantas para o tomateiro e adaptando-se rapidamente ao
novo hospedeiro através de recombinacgdes ou pseudo-recombinacdes (Ribeiro et al., 2003).

Mais recentemente, Fernandes et al. (2008) mostram que em um estudo de
determina¢do da seqiiéncia gendmica parcial realizado com 295 isolados de begomovirus
coletados em diferentes regides do Brasil houve uma predominancia de trés espécies,
Tomato severe rugose virus (ToSRV), Tomato golden vein virus (TGVV) e Tomato mottle
leaf curl virus (TMoLCV). Curiosamente, estes resultados indicam que nenhuma das sete
espécies e/ou espécies propostas identificadas no trabalho de Ribeiro er al. (2003) tém
mostrado predominancia atualmente, indicando que o processo seletivo € favordvel a
sobrevivéncia dos begomovirus mais bem adaptados incluindo as trés espécies
predominantes identificadas no trabalho.

Atualmente, os bancos de dados publicos listam 13 espécies de begomovirus
isolados de tomateiro no Brasil: TGMV, ToYVSV, ToRMV, ToSRV, ToCMoV,
TMoLCV, TGVV, ToYSV, Tomato chlorotic vein virus, Tomato severe mosaic virus,
Tomato infections yellow virus, Tomato crinkle leaf yellow virus e Tomato mild leaf curl
virus. As espécies TGMV, ToCMoV, ToRMV e ToSRV sdo aceitas como espécies

definitivas e as demais esperam por uma defini¢ao taxondmica.

1.8. Begomovirus em batateira no Brasil

Daniels & Castro (1985) relataram pela primeira vez no estado do Rio Grande do
Sul a incidéncia de begomovirus em plantas de batata, cujos sintomas observados

consistiam de mosaico e deformacdo foliar, sendo a doenca denominada de “mosaico



deformante da batata”. Este isolado até entdo, mantido em condi¢des de casa de vegetagcdao
por propagacdo vegetativa, teve seu genoma parcialmente clonado e sua seqiiéncia de
nucleotideos determinada indicando ser um provével isolado de Tomato yellow vein streak
virus (Ribeiro et al., 2006). Souza-Dias et al. (2003) registraram a ocorréncia de surtos
epidémicos de begomovirus em batateira no estado de Sdo Paulo, no entanto, atualmente
com pouca incidéncia. Em tomateiro, infec¢des por begomovirus iniciaram-se na forma de
picos de ocorréncia alternada por safras, até que a partir de 2001 a incidéncia passou a ser
alta sem queda até o momento (A. K. Inoue-Nagata, informacao pessoal). Sendo a batata
uma cultura de propagacdo essencialmente vegetativa, a qualidade da batata-semente é de
grande importancia e as possiveis infeccdes de plantas de batata por begomovirus precisam

ser monitoradas com freqiiéncia.



OBJETIVO

O objetivo dessa dissertacao foi desenvolver um novo método de clonagem do
genoma completo de begomovirus e caracterizar molecular e biologicamente um isolado de
begomovirus proveniente de batata provavelmente pertencente a espécie Tomato yellow

vein streak virus.

Objetivos especificos do Capitulo 2:

e Amplificar o DNA viral usando a DNA polimerase do bacteriéfago ¢29.
e Determinar através de digestdes enzimadticas e hibridiza¢do por Southern blotting a
enzima que digere o genoma em apenas um ponto.

¢ Confirmar a identidade dos clones por seqiienciamento

Objetivos especificos do Capitulo 3:

¢ (Clonar e sequenciar o genoma completo do isolado Ba3 de begomovirus.

e Comparar a seqiiéncia do DNA-A e DNA-B do isolado Ba3 com a seqiiéncia de
outros begomovirus.

e Realizar andlise filogenética com a seqii€éncia completa de nucleotideos do DNA-A.

e Comparar a seqiiéncia da regido comum (RC) com outros isolados de begomovirus
brasileiros.

® Produzir clones infecciosos do isolado Ba3.

e Determinar o circulo de hospedeiros através da inoculagdo por bombardeamento de
particulas.

e Realizar estudos de pseudo-recombinag@o com clones de outros isolados virais.



CAPITULO 2

METODO SIMPLES PARA CLONAGEM DO GENOMA COMPLETO DE
BEGOMOVIRUS USANDO A DNA POLIMERASE DO BACTERIOFAGO ¢29

2.1. Introducao

Begomovirus (familia Geminiviridae, género Begomovirus) sao virus que possuem
DNA fita simples (ssDNA) podendo ser monopartido ou bipartido e sdao transmitidos por
bidtipos de Bemisia tabaci (Brown, 1994). Seu ciclo de hospedeiras inclui uma grande
variedade de plantas dicotiledoneas em varias regides do mundo. A replicagdo do genoma
viral ocorre dentro do nuicleo da célula infectada através de dois processos bdsicos:
conversdao do ssDNA em um intermedidrio de dsDNA, denominado forma replicativa (FR)
e o mecanismo ciclo rolante (Palmer & Rybicki, 1998; Hanley-Bowdoin et al., 1999;
Gutierrez, 1999).

Os begomovirus tém limitado a producdo de culturas de grande importancia
econOmica em diversas partes do mundo. Eventos de recombinacdo como resultado da alta
diversidade genética dentro e entre populacdes virais tém facilitado o surgimento de novas
variantes genéticas responsaveis por, em alguns casos, inviabilizar o cultivo de algumas das
mais importantes culturas agricolas.

A biologia molecular é uma ferramenta importante no entendimento da evolucao
desses virus e técnicas, como a clonagem molecular, sdo essenciais para a caracterizacao
molecular e no estudo filogenético e de distribuicdo geogréifica. Estas sdo informagdes
importantes no entendimento da diversidade genética e dinamica populacional, cruciais no
direcionamento dos programas de melhoramento genético de plantas. Comumente, sio
utilizados dois métodos para clonagem desses virus. O primeiro método € através da forma
replicativa do DNA, que € isolado do tecido vegetal infectado, seguido de digestdao com
enzima de restricdo e hibridizacdo (“Southern Blot”), e posteriormente clonado em um
vetor plasmidial utilizando uma enzima que digere o genoma viral em apenas um ponto
(Gilbertson et al., 1991; Srivastava et al., 1995). Este método geralmente tem baixa

eficiéncia devido a baixa concentracdo do genoma viral no tecido infectado. O segundo ¢é



baseado na reacdo da polimerase em cadeia (PCR) usando primers universais ou
especificos, através da amplificacdo parcial ou completa do genoma (Patel et al., 1993).
Embora muito sensivel, a PCR pode introduzir erros durante polimeriza¢do pela falta da
atividade de correcdo (“proof-reading”).

Para suprir algumas das limitagdes que estes métodos tradicionais apresentam, foi
desenvolvido neste trabalho um método de clonagem com a utilizagdo de um novo sistema
de amplificacio de DNA circular usando a DNA polimerase do bacteri6fago ¢29
(TempliPhi - Amersham Biosciences, atualmente GE). Esta enzima amplifica
isotermicamente 0 DNA circular via ciclo rolante de modo exponencial gerando moléculas

de dsDNA de alto peso molecular.



2.2. Material e Métodos

2.2.1. Origem do isolado e extraciao do DNA viral

Plantas de tomate mostrando sintomas tipicos de infec¢do por begomovirus foram
encontradas no Distrito federal (Inoue-Nagata et al., 2001). Amostras foliares foram
submetidas a extracdo de DNA total de acordo com o método CTAB (Doyle & Doyle,
1987). Discos foliares (ca. 40mg) foram colocados em microtubos (1,5mL), e triturados
juntamente com 600uL do tampao de extracio CTAB (2% CTAB, 100mM de Tris-HCI, pH
8,0, 50mM NaCl e 0,2% de 2-B-mercaptoetanol) e incubados a 65°C durante 5 minutos.
Foram adicionados aos tubos 600uL de clorofil (cloroférmio: dlcool isoamilico) e agitados
(vortex) vigorosamente durante aproximadamente 1 minuto. Em seguida, os tubos foram
submetidos a centrifugacdo a 13000g durante 5 minutos e o sobrenadante foi transferido
para novos tubos contendo 420uL de isopropanol . Os tubos foram invertidos manualmente
e a seguir foram centrifugados a 13000g durante 10 minutos. O precipitado obtido foi
lavado com etanol 70% e apds seco a temperatura ambiente, 300uL de 4gua foram
adicionados para ressuspender o DNA total. Os tubos contendo o DNA extraido foram

armazenados em freezer (-20°C).

2.2.3. Amplificacao do DNA viral via ciclo rolante

A amplificacdo do DNA circular foi realizada utilizando o TempliPhi Amplification
Kit de acordo com as instru¢des do fabricante (Amersham Biosciences). Foram misturados
SuL. do tampao de desnaturagao com Sul. do tampao de reacdo e em seguida adicionados
0,5uL do DNA total extraido. Apds isso, 0,5ul. da solucdo contendo a enzima foram
adicionados e incubados a 30°C por aproximadamente 20 horas. A etapa de desnaturagdao
do DNA por 3 minutos a 94°C antes da adi¢do do tampao de reagdo recomendada pelo

fabricante ndo € essencial no caso dos geminivirus.



2.2.4. Digestao com enzimas de restricao e hibridizacao por Southern blotting

O DNA viral amplificado (1uL) foi digerido com as enzimas de restricio EcoRV,
Spel, BamHI, EcoRI e Xhol em uma reagdo total de 10ul. A reagcdo de digestao foi mantida
por 20 horas a 37°C em banho-maria. Os produtos da digestdo foram analisados por meio
de eletroforese em géis de agarose (0,6%).

A hibridizagao foi realizada através de sonda ndo-radioativa (digoxigenina) gerada a
partir da PCR. A reacdo consistiu de 11,5uL. do tampdo 10X da enzima Taq polimerase
(Tris-HCI 100mM, pH 8,3 e KCl 500mM, Invitrogen), 9,2ul. de MgCl, (50mM,
Invitrogen), 4,6uL de dNTPs (2,5mM, Pharmacia), 1,15uLL de cada primer, 1,15uL da
enzima Taq Polimerase (Pharmacia), 83,95uL de dgua estéril e 2,3ul. de DNA. Para cada
50uL de reagdo foram adicionados 0,25ul. de DIG-dUTP (1nmol/pL, Roche).

Os primers usados na PCR para obtencdo da sonda especifica para o DNA-A foram
CPlv (5"CCCGTCGACATGYCTAAGMGKGAKGGCCCC3) e CP2 (5°
CCCCTGCCAGAACTTCCAAGTCTGGACG 3”) e para o DNA-B foram CRC2c
(CTAGCTGCAGCATATTTACRARWATGCC3") e B1200v
(5'CCCCTGCAGTAYTAYTGYTGGATGTC 3”) (Santana et al., 2007; Rojas et al.,
1993). O DNA utilizado no PCR para obter a sonda foi proveniente de pCP (Santana et al.,
2007) e um clone contendo o fragmento correspondente aos primers CRc2 e B1200F ligado
em pGEM-T (Promega), para o DNA-A e DNA-B, respectivamente.

Para realizar a hibridizacdo os géis foram tratados por 1 hora sob agitacio em
tampao de desnaturacdo (0,5N NaOH e 1,5M NaCl) e igual periodo em tampao de
neutraliza¢do (1M Tris-HCI, pH 7,5 e 1,5M NaCl). Em seguida, o DNA foi transferido do
gel para membrana por capilaridade usando SSC 20X por 20 horas.

A hibridizacdo consistiu de 1 hora de pré-hibridizacdo com 25mL de tampao de pré-
hibridizacdo (5X SSC, 0,1% N-lauroylsarcosine, 0,02% SDS e 1% agente bloqueador,
Roche) em tubos de hibridizacdo a 68°C em estufa de hibridizacdo. Apds este periodo,
15mL do tampao foi retirado dos tubos e nos 10mL restantes foram adicionados 50uL da
sonda (para o DNA-A ou DNA-B, separadamente) previamente desnaturada (95°C, 5
minutos) para hibridiza¢do e os tubos foram mantidos sob movimentagdo a 68°C por 20

horas. Em seguida, as membranas foram lavadas duas vezes por 5 minutos com tampao



SSC 2X, 0,1% SDS, a temperatura ambiente, e depois duas vezes por 15 minutos em
tampao SSC 0,5X, 0,1% SDS, a temperatura de 68°C sob agitacdo. Logo apds, foi
adicionado aos tubos 25 mL do tampao de bloqueamento (PBS 1X , 1% agente bloqueador,
Roche) e mantidos a temperatura ambiente sob agitacdo constante por 1 hora. Apds o
descarte do tampao de bloqueamento, 1pL do anticorpo Anti-Digoxigenin-AP (150pU/pl,
Roche) foi adicionado a 10mL do tampao de bloqueamento e mantidos sob agitacdo por 1
hora. Apés esse periodo, trés lavagens com PBS, 1X acrescido de 0,5% Tween-20, foram
realizadas e a revelacdo das membranas foi feita por colorimetria usando 10mL de tampao
de revelacdo (100mM NaCl, 100mM Tris, 5SmM MgCl,(6H,0), pH 9,5) contendo 30uL de
BCIP (50mg/uL. em 100% dimetilformamida) e 60uL de NBT (50mg/uL em 70%

dimetilformamida) mantidas sob agita¢do na auséncia de luz.

2.2.5 Clonagem do componente viral

Apo6s a digestdo, o DNA foi precipitado e 300ng foram usados para reacdo de
ligacdo com 50ng de pBluescript SK+ (Stratagene), o qual foi previamente digerido e
desfosforilado utilizando-se a enzima fosfatase alcalina de acordo com o protocolo padrao
(Sambrook et al., 1989). Para a transformacgao foram utilizadas células competentes de
Escherichia coli XL-1 blue preparada para choque térmico e plaqueadas em meio LB
contendo ampicilina (100mg/mL). Apds aproximadamente 20 horas de incubagdo a 37°C,
as colonias recombinantes (brancas) foram identificadas e transferidas para tubos de ensaio
contendo LB liquido com ampicilina (100mg/mL) e incubadas a 37°C, sob agitacdo a
200rpm, por aproximadamente 20 horas. A purificagdo plasmidial dessas culturas foi
realizada (Sambrook et al., 1989) e a clonagem foi confirmada através da digestdo
enzimatica com a mesma enzima utilizada para a clonagem, a fim de verificar se o inserto

possuia o tamanho do fragmento de DNA esperado.

2.2.6 Confirmacao da identidade dos clones

Os clones selecionados foram purificados por coluna (GFX Micro plasmid prep kit,

Armersham-Pharmacia) e o inserto foi seqiienciado em um seqiienciador automatico (ABI



3100) usando os primers M13 reverso e forward. As seqiiéncias obtidas foram analisadas

pelo algoritmo Blast disponivel online (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).



2.3. Resultados

Ap6s a amplificagdo do DNA viral através do método TempliPhi, 1pL da reacdo foi
aplicada em gel de agarose (0,6%) usado na eletroforese. O DNA amplificado formou uma
unica banda de alto peso molecular (linha 1, Figura 1). A digestdo enzimatica foi feita para
selecionar a enzima que digere em um Unico ponto no genoma do begomovirus gerando
moléculas de tamanho Unico e esperado (ca. 2,6kb). A andlise do gel demonstrou que
algumas enzimas geraram fragmentos de tamanho esperado (EcoRV e Spel, Figura 1, linha
2 e 3, respectivamente) e outras produziram fragmentos menores (BamHI e Xhol, Figura 1,
linha 4 e 6) ou aparentemente, ndo digeriram o genoma viral amplificado (EcoRI, Figural,

linha 5).
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose (0,6%) do DNA amplificado via ciclo rolante (RCA) digerido com
enzimas de restricdo. 1 kb ladder (Invitrogen) foi usado como marcador (M). DNA ndo digerido (1). A
digestao foi feita com as seguintes enzimas: EcoRV (2), Spel (3), BamHI (4), EcoRI (5) e Xhol (6). A seta

indica o tamanho do DNA esperado para begomovirus apresentando um sitio tnico de restri¢do.

A hibridiza¢do ndo-radioativa (digoxigenina) com sonda especifica para o DNA-A
(Figura 2B) mostrou que apenas Xhol digere o DNA-A. A hibridizacio com sonda
especifica para o DNA-B (Figura 2A) revelou que EcoRV, Spel e BamHI digerem



completamente o DNA-B, sendo que BamHI digere completamente em dois sitios,

enquanto que EcoRV e Spel muito possivelmente corta em um tnico sitio.
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Figura 2. Hibridizagdo com DNA-B (A) e DNA-A (B) provenientes do DNA amplificado via ciclo rolante
(RCA) utilizando sondas especificas. DNA ndo-digerido (1), EcoRV (2), Spel (3), BamHI (4), EcoRI (5) e
Xhol (6). As setas indicam ND (ndo digerido) e D (DNA digerido).

A enzima Spel foi selecionada para clonar o DNA-B completo. Para a digestdo com
Spel, 10uLL. do DNA amplificado (ca. 3pg) foram utilizados. Em seguida, foi feita uma
ligacio com pBluescript SK+, previamente digerido com Spel e desfosforilado, e
introduzida em E. coli. Um total de 23 coldnias foram selecionadas e preparadas para a
extragdo plasmidial e digestdo com Spel. Das 23 colonias, 15 apresentaram padrdes de
bandas esperadas com fragmentos de 3kb e 2,6kb correspondentes ao vetor e ao inserto,
respectivamente (Figura 3).

Dos 15 clones que mostraram padroes de bandas esperadas, 2 clones foram
selecionados (Clone 1 e 13, Figura 3A e B, respectivamente), purificados e seqiienciados

usando primers do vetor (M13 reverso e forward). As seqii€ncias obtidas foram analisadas



pelo algoritmo Blast, o qual demonstrou que o inserto possui uma identidade genética mais

préoxima do DNA-B de Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV).
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Figura 3. Extracdo plasmidial dos 23 clones digerido com Spel. (C) extracdo de uma coldnia azul servindo
como controle. Clones indicados com setas (1 e 13) foram os selecionados para purificagio e seqiienciamento.

As setas laterais indicam o tamanho do DNA esperado para o vetor (3kb) e o virus (2,6kb).



2.4. Discussao

O tamanho dos fragmentos de DNA gerado por eletroforese em gel de agarose, apds
digestdo com enzima que corta em um tnico ponto, apresenta o tamanho compativel com o
esperado para ambos os componentes dos begomovirus bipartidos (ca. 2,6kb). Os
resultados demonstraram que ambos os componentes, DNA-A e DNA-B, foram
amplificados simultaneamente, pois parte do DNA digerido permaneceu formando um
DNA de alto peso molecular (Figura 1), possivelmente porque os componentes possuem
sitios de restricdo distintos. A hibridizacdo com sondas especificas para DNA-A e DNA-B
confirmaram que ambos os componentes foram amplificados simultaneamente, uma vez
que a hibridiza¢do com sonda especifica para o DNA-A (Figura 3B) mostrou que somente
Xhol digeriu 0 DNA-A e que a auséncia de DNA no topo do gel indica que o DNA foi
completamente digerido, o que ndo ocorre quando hibridizado com sonda para DNA-B,
onde todo o DNA-B aparece concentrado no topo do gel formando uma banda de alto peso
molecular.

Os resultados demonstram que o TempliPhi pode ser uma eficiente ferramenta da
biologia molecular para a clonagem do genoma completo de begomovirus. Outros
resultados indicam que essa técnica pode ser bem sucedida quando usada na amplifica¢do
de DNAs satélites que muitas vezes acompanham algumas espécies de geminivirus do
“velho mundo” e que, em alguns casos, sdo importantes determinantes da patogenicidade
(Albert et al., 2005; Briddon et al., 2003; Mansoor et al., 2003). O uso dessa técnica pode
ser aplicado similarmente a outros virus de planta como os membros da familia
Nanoviridae (Gronenborn, 2004; Stanley, 2004) e para virus que infectam animais como o0s
pertencentes a familia Circoviridae (Mankertz et al. 2004).

O uso deste método de RCA reduz as chances de incorporagdo de erros, que
ocorrem frequentemente no método baseado na PCR onde sdo usadas enzimas que ndo
possuem atividade de “proof-reading”. Adicionalmente, o uso da PCR pode falhar na
amplificacdo de moléculas que apresentam mutacdes na regido do primer, o que nao ocorre
quando se usa o método via ciclo rolante com primers randomicos. A grande vantagem
deste método € a possibilidade da clonagem de pequenas quantidades de DNA viral, fato

que limita a eficiéncia quando se usa o método baseado na forma replicativa. Outra



aplicacdo deste método € a possibilidade de seqiienciamento direto do DNA amplificado
apos precipitacdo com etanol. Esta técnica mostrou-se util para clonagem do DNA-B de um
isolado de begomovirus. Assim, todos os virus que possuam ssDNA circular e replique via
ciclo rolante sdo candidatos ideais para a aplicacio do método, incluindo ndo apenas os

virus de plantas, mas também virus animal.



CAPITULO 3

CARACTERIZACAO MOLECULAR E BIOLOGICA DE UM ISOLADO DE
TOMATO YELLOW VEIN STREAK VIRUS

3.1. Introducao

A familia Geminiviridae é caracterizada estruturalmente pela morfologia geminada
da particula viral, e geneticamente, por possuir uma (monopartidos) ou duas (bipartidos)
moléculas de DNA circular de fita simples (ssDNA) (Lazarowitz, 1992). Esta familia é
dividida em quatro géneros, Mastrevirus, Curtovirus, Begomovirus e Topocuvirus, de
acordo com a organizacao genOmica, circulo de hospedeiros e inseto vetor (Fauquet et al.,
2000). A grande maioria dos geminivirus encontrados no Brasil pertence ao género
Begomovirus, que sdo transmitidos por mosca-branca (Bemisia tabaci), infectam plantas
dicotileddneas e possuem o genoma bipartido, denominado de DNA-A ¢ DNA-B (Galvao
et al. 2003; Andrade et al., 2006; Fernandes et al., 2006).

Ap6s o primeiro relato de begomovirus no Brasil feito por Flores ef al. (1960), a
ocorréncia desses virus foi pouco relatada, provavelmente porque o bidtipo A de B. tabaci,
o Unico que, até entdo, ocorria no Brasil, colonizava o tomateiro com baixa efici€éncia
(Bedford et al., 1994). Contudo, no inicio da década de 1990 surgiu no Brasil uma grande
diversidade de begomovirus, coincidindo com o aparecimento do biétipo B de B. tabaci.
Atualmente, no Brasil, apenas as espécies Tomato golden mosaic virus (TGMV), Tomato
rugose mosaic virus (TORMV), Tomato severe rugose virus (ToSRV) e Tomato chlorotic
mottle virus (ToCMoV) sao aceitas como espécies definitivas € no minimo outras oito
espécies sdo propostas. A disseminagdo dessas espécies em diversas partes do pais estd
associada a introdugdo e dispersdo do biétipo B de B. tabaci, que atualmente tem destacada
importancia como vetor de begomovirus, ndo apenas para o tomateiro, mas também para
outras hortalicas e mais recentemente, a batata.

Em batata (Solanum tuberosum), o primeiro relato de begomovirus foi feito no
inicio da década de 1980 por Daniels & Castro (1985), que relataram sintomas de mosaico

com deformacdo foliar em plantacdes de batata no estado do Rio Grande do Sul. Este



isolado foi coletado e mantido através de propagacdo vegetativa em casa de vegetagdo.
Posteriormente, comparagdes de seqiiéncias, a partir da clonagem e seqiienciamento de
fragmentos amplificados por PCR, correspondendo ao gene da capa protéica, regiao
intergénica e parte do gene ACI, demonstraram alta identidade (97%) com o Tomato
yellow vein streak virus (ToYVSV-U79998), previamente descrito em tomate no Brasil
(Faria et al., 1997). A presenca do DNA-B também foi confirmada por PCR. Estes
resultados indicam que o mosaico deformante da batata e a doenca descrita por Faria e
colaboradores (1997) sdo provavelmente causadas por isolados de Tomato yellow vein
streak virus, pertencente ao género Begomovirus (Ribeiro et al., 2006). Na época do
primeiro relato em batata, hda mais de 20 anos, essa doenga tinha pouca relevancia
econdmica (Daniel & Castro, 1985), no entanto, apds a introdug¢do do bidtipo B de B.
tabaci, este virus tem ressurgido e atualmente € o mais importante begomovirus afetando
tomate e batata no estado de Sao Paulo (Souza-Dias et al., 2003).

Considerando a importancia, alta incidéncia, severidade e a limitada caracterizacao
de begomovirus no Brasil, este trabalho tem o objetivo de caracterizar molecular e
biologicamente um begomovirus isolado de batata, denominado Ba-3, provavelmente

pertencente a espécie proposta Tomato yellow vein streak virus.



3.2. Material e Métodos

3.2.1. Extracao do DNA viral e PCR

Folhas de batata apresentando sintomas de deformacao foliar foram coletadas em
1983 no estado do Rio Grande do Sul e o isolado original do virus foi mantido através de
propagacdo vegetativa em casa de vegetacdo. Posteriormente foi realizado a extragao de
DNA (Dellaporta et al., 1983) e a identifica¢do preliminar foi realizada com a amplificacdo
via PCR e a determinagdo da seqii€éncia de um fragmento de 1,8kb, correspondendo a AV1,

regido comum (RC) e parte da AC1 (Ribeiro et al., 2006).

3.2.2. Amplificacao do genoma completo do begomovirus

Para amplificacdo do genoma completo de ambos os componentes (DNA-A e DNA-
B) do begomovirus, isolado Ba3, foi utilizado o sistema de amplificac@o por circulo rolante
(RCA) do TempliPhi Amplification Kit (Amersham Biosciences). Para uma reacdo com
volume total de 11puL foram utilizados Sul. de tampado de desnaturagdo, SuL. de tampao de
reacdo e 0,5uL. do DNA total extraido (ca. 40ng). Em seguida, 0,5uL. da solucdo contendo a
enzima foram adicionados e incubados a 30°C por aproximadamente 20 horas. Apds isso,
eletroforese em gel de agarose (0,6%) contendo 1pl. da reacdo foi realizada para

confirmacao da amplificacao.

3.2.3. Digestao com enzimas de restricio do DNA viral amplificado

O DNA amplificado foi digerido com 11 enzimas de restri¢do: Kpnl, HindlIII, Pstl,
Xbal, Sacl, Smal, Xhol, EcoRI, BamHI, Spel e EcoRV. A digestao foi realizada para
selecao de uma enzima capaz de clivar o genoma viral em um tnico ponto. A reacdo de
digestdo consistiu de: 1pul. de DNA, 1-2ulL do tampao 10X One-Phor-All (Pharmacia
Biotech), 0,5uL de enzima (5-10U/uL) e 6,5-7,5uL dgua estéril. Os microtubos foram

incubados em banho-maria a 37°C por 20 horas. Em seguida, 1pL da reacdo de digestao foi



usado para visualizacdo do padrdo de restricdo através da eletroforese em gel de agarose

(0,6%).

3.2.4. Hibridizacao - Southern Blot

Para verificar qual componente (DNA-A ou DNA-B) ¢ digerido pela enzima de
restri¢ao foi realizada a hibridizagao transferindo o DNA digerido em gel de agarose (0,6%)
para membrana de ndilon carregada positivamente (Hybond N+, Amersham Biosciences).

A hibridizagao foi realizada de acordo com o capitulo 2.

3.2.5. Clonagem do DNA viral no vetor pBluescript SK+

O plasmideo pBluescript SK+ (Stratagene) foi digerido com Xbal e desfosforilado
utilizando a enzima fosfatase alcalina (CIAP, Invitrogen). Para reacdo de desfosforilagdo o
DNA plasmidial (ca. 300ng) apds digerido com Xbal foi submetido a uma extracdo com
fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico (24:25:1) seguido de mais uma apenas com
cloroférmio e precipitacio com a adicdo de 10% de acetato de sédio 3M, pH 5,2, e dois
volumes de etanol absoluto, deixado 1 hora a -80°C e ressuspendido em 100uL. com 4gua
estéril. A reacdo de desfosforilagao foi realizada adicionando-se 100uL do vetor, 20uLL do
tampao CIAP, 1uL (1U/uL) da enzima fosfatase alcalina (CIAP, Invitrogen) e o volume
completado para 200uL. A reacdo foi mantida a 37°C por 30 minutos. Foi adicionado mais
1uL da enzima e incubado por mais 45 minutos a 55°C. Em seguida, 5SmM final de EDTA
foi adicionado a reacdo e mantido por 10 minutos a 75°C. Apds isso, foi realizada mais
uma extracdo com fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico e cloroférmio, precipitado e
ressuspendido em 80uL de Tris-HCl 10mM, pH 8.0.

O inserto constituiu do DNA amplificado por RCA digerido com Xbal e precipitado
com a adicdo de 10% de acetato de sdédio 3M, pH 5,2 e dois volumes de etanol absoluto.
Em seguida, foi realizada a reacdo de ligacdo adicionando-se 6ulL de DNA (ca. 50ng/uL),
1uL do vetor plasmidial (ca. 5S0ng/uL), 2ul. do tampao de ligacao 2X (Promega) e 1uL de
T4 DNA ligase (3U/uL, Promega). A reacdo foi mantida a 16°C por 20 horas.



3.2.6. Transformacao de Escherichia coli e purificacao plasmidial

Para a transformacgdo, foram utilizadas células competentes de E. coli XL-1 blue
preparada para choque térmico de acordo com Sambrook et al. (1989). Foram adicionados
2uL da reacdo de ligagdo em microtubos contendo 50pL de células competentes e mantidos
no gelo durante 30 minutos. Apds isso, os microtubos foram transferidos imediatamente
para banho-maria a 42°C por 2 minutos e depois durante 3 minutos no gelo. Em seguida, foi
adicionado 1 mL de meio LB liquido, incubados a 37°C por 1 hora e, logo apds, aplicados
300uL da suspensdo bacteriana em placas de Petri estéreis contendo 25mL de meio LB
solido com 25ul. de ampicilina (100mg/mL), e distribuidos na superficie 40ulL. de X-Gal
(5-bromo-4-cloro-3-inolil-B-D-galactosideo) (20mg/mL) e 4ul. de IPTG (isopropylthio-f3-
D-galactoside) (200mg/mL). Apés aproximadamente 20 horas de incubagdo a 37°C, as
colonias recombinantes (brancas) foram identificadas e transferidas para tubos de ensaio
contendo LB liquido com ampicilina (100mg/mL) e incubadas a 37°C, sob agitacdo a
200rpm, por aproximadamente 20 horas. A purificacdo plasmidial dessas culturas

bacterianas foi realizada de acordo com Sambrook et al. (1989).

3.2.7. Digestao com enzimas de restricao

Ap6s a purificagdo plasmidial, os possiveis clones foram digeridos com a enzima
Xbal para confirmagao da clonagem. Para reacdo de digestdo foram utilizados 6uL. de DNA
(ca. 200ng/ul), 2uLL de tampao One-Phor-All (Pharmacia), 1uLL da enzima Xbal (10U/uL,
Invitrogen), e dgua estéril completando o volume para 20uL. A reacdo de digestdo foi
incubada a 37°C por 20 horas. Os produtos da digestdo foram analisados por meio de
eletroforese em gel de agarose (1%) e corados com brometo de etideo para verificar a

presenca do tamanho do fragmento de DNA esperado.

3.2.8. Seqiienciamento completo dos clones e anélise das seqiiéncias

As seqiiéncias dos componentes genOmicos foram obtidas através de um

seqiienciador automético (ABI 3100). A seqiiéncia completa foi determinada em ambas as



orientagdes usando primers do vetor e internos (Tabela 1). As seqiiéncias obtidas foram
editadas através do programa Staden 4.0 (Staden, 1996) para obter a seqii€éncia consenso de
cada componente. Clustal W (www.ebi.ac.uk/clustalw) foi utilizado para madaltiplos
alinhamentos. Para determinar as ORFs, analisar e comparar as seqiiéncias foram usados os
algoritmos ORF finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/) e Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), disponiveis online e DNAMAN (Versao 4.0; Lynnon
Biosoft). Arvores filogenéticas foram obtidas usando Mega 3.0 (Kumar et al., 2004)

utilizando o método de Neighbor Joining em anélise “bootstrap” com 1000 repeti¢des.

3.2.9. Producao de 1,5 cépias do genoma do isolado Ba3

Para a producgdo de 1,5 cépias do DNA gendmico, um clone do DNA-A do isolado
Ba3 foi digerido com as enzimas de restricdo Xbal e EcoRV e um clone do DNA-B foi
digerido com Xbal e Sacl para liberar 0,5 cépia de cada componente do DNA. Cada reagao
de digestdo consistiu de: 10uL de DNA (60ng/uL), 20uL de tampao One-Phor-All
(Pharmacia), 30U de cada enzima e dgua estéril completando o volume para 100uL. A
digestao foi mantida a 37° C por 20 horas e SuL. de cada reacao foram aplicados em gel de
agarose (1%) submetido a eletroforese para confirmacgao do tamanho do fragmento de DNA
esperado. O restante de cada reacdo foi precipitado e o DNA digerido foi ressuspendido em
20uL de Tris-HCI 10mM, pH 8,0, e todo o volume aplicado no gel de agarose (1%) seguido
de eletroforese e purificacdo através do Perfectprep Gel Cleanup (Eppendof) com elui¢dao
em volume final de 30uL.

Para clonagem de 0,5 cépia do DNA-A e DNA-B do isolado Ba3, o plasmideo vetor
pBluescript SK+ (Stratagene) foi digerido com as enzimas Xbal/EcoRV e Xbal/Sacl,
respectivamente, e desfosforilado utilizando-se a enzima fosfatase alcalina como descrito
anteriormente (CIAP, Invitrogen). A reacdo de ligacdo foi realizada adicionando-se SuL. do
vetor (ca. 50ng), 15uL do inserto (30ng/uL), 15ul. do tampao 2X e 2ulL da enzima T4
DNA ligase (3U/uL, Promega). A reacdo foi mantida a 16°C por 20 horas. A transformagao
de Escherichia coli, adicionando-se SuLL da ligacdo nas células competentes, e a purificagdao
plasmidial foram realizadas de acordo com o item 3.2.6. Em seguida, a clonagem foi

constatada por meio da digestdo enzimdtica com as mesmas enzimas utilizadas para a



clonagem, a fim de verificar se os insertos possuiam o tamanho correspondente ao
fragmento de DNA esperado.

Os clones possuindo 1 cépia do genoma (DNA-A e DNA-B), foram digeridos no
sitio de clonagem com a enzima Xbal e os fragmentos de DNA correspondentes a uma
copia confirmados em gel de agarose (1%) através de eletroforese. Os fragmentos foram
purificados através do Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega) e inseridos
nos clones possuindo 0,5 copia do genoma previamente digeridos com Xbal e
desfosforilados. Cada reacdo de ligacdo consistiu de: Sul. do clone possuindo 0,5 cépia
(20ng/uL), 15ul do fragmento correspondente a 1 cépia (40ng/uL), 18ul. de tampdo de
ligacdo 2X (Promega) e 2ulL (3U/uL) da enzima T4 DNA ligase (Promega). A reacdo foi
mantida a 16°C por 20 horas. A transformacdo de Escherichia coli e a purificagdao
plasmidial foram realizadas de acordo com o item 3.2.6. Para confirmacao da clonagem de
1,5 copias o clone do DNA-A foi digerido com as enzimas de restricdo Xbal e Kpnl e o
clone do DNA-B foi digerido com Sacl e Pstl. Para verificar a orientacao correta do inserto,
os clones contendo 1,5 cépias do DNA-A e DNA-B foram digeridos com Xhol e Sacl,

respectivamente.

3.2.10. Bombardeamento dos clones contendo 1,5 cépias do DNA-A e DNA-B
do isolado de Ba3

Os plasmideos recombinantes contendo o inserto de 1,5 cépias do DNA-A e DNA-
B de ToYVSV-[Ba3] foram precipitados sobre microparticulas de tungsténio e inoculadas
através de bombardeamento em plantas de tomate (Solanum lycopersicum), batata
(Solanum tuberosum), Nicotiana benthamiana, Nicandra physaloides., Datura stramonium,
Nicotiana tabacum (TNN), Physalis pubescens, Chenopodium amaranticolor,
Chenopodium quinoa, amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla) e Sida rhombifolia. Para
a precipitacdo, 8uLL de cada componente gendmico foram misturados (ca. 3-5ng) a 50uL da
suspensdo de microparticulas de tungsténio (60mg/mL), S0ul. de CaCl, (2,5M) e 20uL de
espermidina (0,1M), e mantidos sob agitacdo lenta por 10 minutos. A solucdo foi
centrifugada por 10 segundos e lavada duas vezes com etanol absoluto. Apds as lavagens,

as particulas foram ressuspendidas em 24uL de etanol absoluto e 3ulL foram transferidos



para membranas carreadoras. Em seguida, as plantas foram inoculadas através de
bombardeamento. Para o bombardeamento a pressdo do gis hélio (He) foi ajustado para
1200psi. Em seguida, 3 membranas de ruptura, previamente imersas em isopropanol, foram
posicionadas na extremidade da cAmara de alta pressdo do He. No cilindro de suporte foi
posicionado a tela de retenc@o e o suporte da membrana carreadora, contendo o DNA. As
plantas a serem bombardeadas foram posicionadas dentro da camara e fechada. Em
seguida, a vélvula de viacuo e a vdlvula de He foram abertas. Quando a pressao do véacuo
atingiu 27 polegadas de Hg a valvula foi fechada e liberada a onda de choque através do
disparador que ativa a vélvula solendide bombardeando a planta com as particulas de
tungsténio e o DNA. Apds isso, foram liberados o vacuo e os residuos de He da camara de

alta pressao e as plantas transferidas para casa-de-vegetacao.

3.2.11. Estudos preliminares de pseudo-recombinacao

Para testar se o0 ToYVSV—[Ba3] e os virus relatados Tomato severe rugose virus
(ToSRYV), Tomato rugose mosaic virus (ToORMV, Fernandes et al., 2006) e Sida micrantha
mosaic virus (SimMV) sdo capazes de formar pseudo-recombinates vidveis, clones do
DNA-A e DNA-B foram misturados e inoculados por bombardeamento em plantas de
tomate. Em seguida, os sintomas foram observados e a infec¢do confirmada por PCR. Os
clones de ToSRV e do isolado 3660 de SimMV usados neste estudo de pseudo-
recombinacdo estdo sendo caracterizados pelas estudantes Mariana Martins Severo de
Almeida e Edmércia Chaves, respectivamente, no Centro Nacional de Pesquisa de

Hortalicas (Embrapa - CNPH).



3.3. Resultados

3.3.1. Amplificacdo do genoma completo do begomovirus

Apo6s a amplificacdo via ciclo rolante (RCA) do genoma completo de ambos os
componentes (DNA-A e DNA-B) do isolado Ba3, 1uL da reacdo foi aplicada em gel de

agarose (0,6%) e visualizado um DNA de alto peso molecular (Figura 1A).

3.3.2. Digestao com enzimas de restricio do DNA viral amplificado

O DNA amplificado foi digerido com 11 enzimas de restricdo e submetido a
eletroforese em gel de agarose (0,6%). Das enzimas de restri¢cdo utilizadas apenas Kpnl,
Xbal, Xhol e EcoRV (Figura 1B, linhas 1, 4, 7 e 11, respectivamente) clivaram o DNA
viral em apenas um ponto gerando fragmentos de DNA de tamanho tnico e esperado (ca.
2,6kb) e as enzimas Sacl e EcoRI digeriram em mais de um ponto no genoma, resultando
em fragmentos menores que o tamanho do genoma viral (Figura 1B, linhas 5 e 8,
respectivamente). As demais enzimas, com excecdo Smal (Figura 1B, linha 6),
aparentemente nao digeriram o genoma viral (HindIII, Pstl, BamHI e Spel), apresentando
fragmentos de DNA com baixa taxa de migracdo (Figura 1B, linha 2, 3, 9 e 10,

respectivamente)
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Figura 1. Andlise do perfil de restricio do DNA amplificado via ciclo rolante (RCA) da amostra infectada
com o begomovirus isolado Ba3 em gel de agarose (0,6%) digerido com enzimas de restri¢do. (A) 1 kb ladder
(Invitrogen) foi usado como marcador (M). DNA nao digerido (1). (B) Digestdo com as seguintes enzimas:
Kpnl (1), HindIII (2), PstI (3), Xbal (4), Sacl (5), Smal (6) Xhol (7), EcoRI (8), BamHI (9), Spel (10) e
EcoRV (11).

3.3.3. Hibridizacao - Southern Blot

A partir da hibridizacio com sondas especificas foi possivel verificar qual
componente é digerido pelas enzimas utilizadas. Para o DNA-A, verificou-se que as
enzimas EcoRV, Xhol e Xbal (Figura 2A) digeriram o DNA-A provavelmente em apenas
um ponto. Enquanto, o fragmento gerado pela enzima Sacl (Figura 2A, linha 7), apesar de
hibridizar especificamente, ndo apresentou o tamanho esperado, sendo o fragmento de
DNA menor que o esperado. Para as demais enzimas o DNA foi hibridizado com o
fragmento tnico de alto peso molecular, mostrando que o DNA-A nio foi digerido (Figura
2A). Para o DNA-B, os resultados demonstram que as enzimas de restricio EcoRV, Xhol,
Xbal e Kpnl (Figura 2B) digeriram o DNA-B provavelmente em apenas um ponto. Para a
enzima Sacl (Figura 2B, linha 7), a digestdo gerou dois fragmentos especificamente
hibridizados indicando que esta enzima digeriu, provavelmente, o DNA-B de dois virus
diferentes, onde um componente possui apenas um sitio para a enzima (fragmento de

2,6kb) e outro com mais de um sitio de restricdo produzindo um fragmento de DNA menor.



No caso de EcoRI (Figura 2B, linha 4) , apesar da sonda hibridizar o DNA-B, o fragmento
gerado é menor e a visualizacdo em gel de agarose indica que o DNA ¢ digerido em pelo

menos dois pontos.
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Figura 2. Padrdo da eletroforese em membrana de ndilon apds hibridizacdo com sondas especificas. (A)
Hibridiza¢do com sonda especifica para o DNA-A apds digestdo com as enzimas de restrigdio EcoRV (1),
Spel (2), BamHI (3), EcoRI (4) XholI (5), Smal (6), Sacl (7), Xbal (8), PstI (9), HindIII (10) e Kpnl (11). (B)
Hibridiza¢do com sonda especifica para 0o DNA-B apds digestdo com as enzimas de restricdo EcoRV (1), Spel
(2), BamHI (3), EcoRI (4) Xhol (5), Smal (6), Sacl (7), Xbal (8), Pstl (9), HindIII (10) e Kpnl (11). A seta
indica o tamanho do fragmento de DNA esperado (2,6kb).

3.3.4. Clonagem do DNA viral no vetor pBluescript SK+

As hibridizagdes demonstraram que a enzima de restricdo Xbal foi capaz de digerir
ambos os componentes (DNA-A e DNA-B) em apenas um ponto, assim sendo esta foi
selecionada para clonagem completa de ambos os componentes. O DNA amplificado do

isolado Ba3 foi digerido com a enzima Xbal e ligado no vetor pBluescript SK+



(Stratagene) previamente digerido com a mesma enzima e desfosforilado. Apds a
transformacao utilizando células competentes de E. coli, um total de 16 coldnias brancas
(recombinantes) foram selecionadas para a extragdo plasmidial seguida de digestao
enzimatica com Xbal. Das 16 colonias, 13 apresentaram os fragmentos de DNA esperados,
3kb e 2,6kb, correspondentes ao vetor e ao inserto, respectivamente (Figura 3A).

Em razdo da enzima Xbal digerir ambos os componentes, foi realizado uma
hibridizacdo de Southern Blot utilizando a sonda especifica para o DNA-B (Figura 3B).
Assim, foi possivel determinar quais clones provavelmente continham o DNA-A e quais o
DNA-B. A hibridizacdo com a sonda para o DNA-B mostrou que os clones 3, 4, 5, 12, 13,
15 e 16 apresentaram precipitacdo do substrato no ponto esperado para o fragmento de
2,6kb (Figura 3B). Os clones 3 e 4 foram selecionados para purificagdo e posterior
seqilienciamento para confirmacdo do componente. Os demais clones (1, 2, 6, 8, 9 e 14) nao
hibridizados, provavelmente continham o DNA-A. O clone 1 foi selecionado, purificado e a

seqiiéncia do inserto determinada (Figura 3B).
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Figura 3. Clonagem do DNA-A e DNA-B do isolado de begomovirus Ba3. (A) Digestdo dos clones usando a
enzima Xbal. Os clones 1 — 6, 8, 9 e 12 — 16 apresentaram tamanhos de fragmentos de DNA esperados, 3kb
(vetor) e 2,6kb (inserto) indicados pelas setas. (B) Southern blot utilizando sonda especifica para o DNA-B.

No DNA dos clones 3, 4, 5, 12, 13, 15 e 16 o sinal positivo de hibridizacdo na posicdo correspondente a 2,6kb



indicado pela seta pode ser visualizado. Os demais clones com sinal negativo de hibridiza¢do representam o

DNA-A.

3.3.5. Seqiienciamento completo dos clones e analise das seqiiéncias

Para o seqiienciamento completo do DNA-A e DNA-B foram utilizados primers do
vetor e internos em ambas as orientacdes (Tabela 1). O isolado Ba3 possui o DNA-A e
DNA-B com 2561 e 2569 nucleotideos, respectivamente. A organizacdo genOmica dos
componentes € tipica dos begomovirus do “novo mundo”. O DNA-A possui uma ORF no
sentido viral (AV1) e quatro no sentido complementar (AC1, AC2, AC3 e AC4). O DNA-B
possui duas ORFs, uma no sentido viral (BV1) e outra no sentido complementar (BC1)
caracteristico de todos os begomovirus bipartidos (Figura 4). Ambos os componentes
possuem a regido intergénica (RI). Dentro dessa regido, o DNA-A e DNA-B apresentam a
regido comum (RC, Figura 4) com aproximadamente 145 nucleotideos e com 100% de
identidade, sugerindo que este clone de DNA-B é possivelmente cognato do clone de DNA-
A. A RC de ambos os componentes contém a seqiiéncia TAATATT |AC caracteristica de
todos os geminivirus e considerada a origem da replicacdo viral. A seqiiéncia completa do
DNA-A tem <88% de identidade com qualquer outra seqiiéncia de begomovirus registrada
até o momento. Portanto, de acordo com os critérios taxonOmicos para a familia
Geminiviridae (Fauquet et al., 2003; 2008), o Tomato yellow vein streak virus, isolado Ba3

(ToYVSV-[Ba3]) pode ser considerada uma nova espécie de begomovirus.



Tabela 1: Primers utilizados no seqiienciamento completo dos componentes gendmicos.

Primer Seqiiéncia (5" - 3")" Posicao no genoma
T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG VETOR
T7 CGGGATATCACTCAGCATAATG VETOR
PAL1v1978 GCATCTGCAGGCCCACATYGTCTTYCCNGT ORF ACI e AC4
PAL1c715 GATTTCTGCAGTTDATRTTYTCRTCCATCCA ORF AV1
496R GGCTTYCTRTACATRGG ORF AV1
CP1F CCCGTCGACATGYCTAAGMGKGAKGCCCC ORF AV1
CP2R CCCCTGCAGAACTTCCAAGTCTGGACG ORF AC2
A1630R CGAGGGGGCCAGCTATAAA ORF ACI
B1330R CCTTCACAGCCCAAATC ORF BC1
CRC2R CTAGCTGCAGCATATTTACRARWATGCC RC
CRC2F GGCATWYTYGTAAATATG RC
B2200F CCCCTGCAGTAYTAYTGYTGGATGTC ORF BC1
BV1-50R GCTGWRTTATGGMCCA ORFBVI
800R CTC CAC TGA CAA GAC AC ORFBVI
500F AAC TCT GCT TTC GTG TGG GT ORFBVI

'Nucleotideos nas posicdes degeneradas sdo representadas por uma tinica letra do cédigo de ambigiiidade da

TUPAC como segue: Y=CouT; N=A,CTouG;R=AouG; D=ATouG; K=GouT; M=AouC; W=A

ou T. Os nucleotideos destacados em sublinhado indicam o sitio de restricdo da enzima Pstl (CTGCAG) e

Sall (GTCGAC).
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Figura 4. Organizacido gendmica de Tomato yellow vein streak virus, isolado Ba3 (ToYVSV-[Ba3]). As setas

indicam a posi¢do das ORFs no sentido viral (V) e complementar (C). As posi¢des numeradas indicam o

cddon iniciador e o cddon de parada de cada ORF. O nucleotideo niimero 1 localizado dentro da regido

intergénica representa o sitio de clivagem () na seqiiéncia TAATATT |AC.



Comparou-se a seqiiéncia de nucleotideos do DNA-A e DNA-B entre 0 ToYVSV-
[Ba3] e outros 12 begomovirus do Brasil (Tabela 2), com excecdo do Tomato leaf curl
Thailand virus (TYLCTV) que é um begomovirus encontrado na Asia. As sequéncias que
apresentaram maior identidade de seqii€éncia completa com o DNA-A de ToYVSV-[Ba3]
foram a de ToYVSV-[G22] com 89,7% e¢ TGMV com 77,3%. Para o DNA-B a maior
identidade de seqiiéncia foi com a seqiiéncia de TORMV e ToSRV, ambos com 66,3%
(Tabela 2). Na comparacdo da seqiiéncia de nucleotideos das ORFs do DNA-A, a mais
conservada entre os begomovirus brasileiros foi a ORF AV1, com identidade de seqiiéncia
variando entre 80% (ToCMoV-[BA]) e 92% (ToYVSV-[G22]). A segunda ORF mais
conservada foi a AC3 mostrando menor identidade com Sida micrantha mosaic virus
(SimMYV), isolado A2 (80,2%), e maior identidade com ToYVSV-[G22] (90,8%). Apesar
do ToYVSV-[G22] apresentar identidade acima de 90% nas ORFs mais conservadas, a
seqiiencia completa apresentou identidade de 89,7% com ToYVSV-[Ba3], o mais préximo
entre os begomovirus brasileiros (Tabela 2). A ORF AC4 do ToYVSV-[Ba3] possui
identidade de seqiiéncia mais proxima com o ToCMoV-[Ba] (83,3%), enquanto que para o
ToYVSV-[G22], isolado com maior identidade de seqiiéncia com DNA-A do ToYVSV-

[Ba3], essa ORF nao é determinada.



Tabela 2. Porcentagem de identidade de nucleotideos do DNA-A (completo e ORFs individuais) e DNA-B

do ToYVSV-[Ba3] com outros begomovirus.

Virus-[isolado]' DNA-A DNA-B ORE individual

AV1 AC1 AC2 AC3 AC4
ToYVSV-[G22] 89,7 ND 92,0 87.8 72,2 90,8 ND
BGMV 72,6 65,0 80,4 70,5 77,1 82,6 ND
TGMV 773 63,3 85,4 73,8 83,3 83,7 67,3
ToRMV 73,3 66,3 80,9 71,4 78,2 82,4 16,7
ToSRV-[GO] 75,6 66,3 82,4 71,6 76,6 84,4 64,3
ToCMoV-[BA] 75,4 63.8 80,0 76,3 77,1 82,4 83,3
SimMV-[A1] 72,2 63,0 81,6 734 80,0 81,4 62,0
SimMV-[A2] 71,4 59.4 80,8 733 72,8 80,2 67,3
ToYSV 72,5 62,3 80,9 74,3 78,9 80,9 ND
SiMoV 71,7 ND 82,0 71,9 83,0 81,4 323
SiYMV 74,8 ND 82,1 79,0 82,9 81,5 72,7
TYLCTV 60,5 413 65,1 62,1 55,6 63,8 78,0

"Numero de acesso no banco de dados: ToYVSV-[G22] [Tomato yellow vein streak virus - EF459696 (DNA-
A)], BGMV [Bean golden mosaic virus — NC_001439 (DNA-A) e NC_004043 (DNA-B)], TGMV [Tomato
golden mosaic virus — NC_001507 (DNA-A) e NC_001508 (DNA-B)], TORMV [Tomato rugose mosaic virus
— NC_002555 (DNA-A) e NC_002556 (DNA-B)] , ToSRV-[GO] [Tomato severe rugose virus - DQ207749
(DNA-A) e NC_009612 (DNA-B)], ToCMoV-[BA] [Tomato chlorotic mottle virus - AF491306 (DNA-A) e
AF491306 (DNA-B)], SimMV-[A1] [Sida micrantha mosaic virus - AJ557450 (DNA-A) e AJ557454 (DNA-
B)], SimMV-[A2] [AJ557451 (DNA-A) e AJ557453 (DNA-B)], ToYSV [Tomato yellow spot virus -
NC_007726 (DNA-A) e NC_007727 (DNA-B)], SiMoV [Sida mottle virus - NC_004637 (DNA-A)], SiYMV
[Sida yellow mosaic virus - AY090558 (DNA-A)], TYLCTV [Tomato yellow leaf curl Thailand virus -
NC_00869 (DNA-A) e NC_000870 (DNA-B)].

2 ND= néo determinado

Andlises de multiplos alinhamentos da RC do DNA-A de begomovirus brasileiros
demonstram que o ToYVSV-[Ba3], ToYVSV-[G22], Sida yellow mosaic virus (SiYMV) e
ToCMoV-[BA] compartilharam a mesma seqiiéncia provavel de iteron GGGGA (Figura 5).
Para o DNA-B, estas anédlises demonstram que este mesmo iteron (GGGGA) esta presente
no ToYVSV-[Ba3] e é compartilhado pelo ToCMoV-[Ba3] entre aqueles que possuem

seqiiéncia disponivel (Tabela 2).




TATA box

ToYVSVG22 CTTCAAACTTGGTGAAATGAATTGGGGAA———-TGGGTCTCAATATATAGTAGA--GTCCA 2520
ToYVSVBa3 CTTCAAACTTGGC-AAATGAATTGGGGAA-——-AGGGTCTCAATATATAGTAGA--GTCCA 2517
TGMV CTCCAAA-—-AGTTATATGAATTGGTAGTA--AGGTAGCTCTTATATATTAGA--AGTTC 2554
SimMVA1l CGCTCAATAAGTCTCTATGAATTGGAGTAT——GGAGTACAA-TATATATGAGG——-AGTTC 2624
SiMoV CGCTCA-TAAGTCTCTATGAAATTGGAGTAT-GGAGTACAA-TATATAGTAGG——-AGTTC 2634
ToYSV CTCTCA-AAAGTCCTTATGAATTGGTGACAT-TGGTGTACAATATATACTAGA--AGTTC 2640
SiYMV GTGATATGAA-——————————— CTGGGGAC——-TGGGGTCTTATTTATAGC-AGACTCCAT 2619
SimMVA2 CGCTCTATAAGTC-ATATGAATTGGGGTAA——TGGGGACAA-TATATAGTAGA-—-AGATC 2640
ToCMVBA —CTCTAAAACT-CTAAAGCAATTGGGGAC———-TGGGGTCCTATATATACTAGA-—-ACCCT 2569
ToRMV GCTCTAAAACT—CATATGAATTGGTAGTTA-TGGTAGCTCTTATATACTAGA--AGTTC 2577
ToSRVGO GCTCTAAAACT—CATATCAATTGGTAGTTA-TGGTAGCTCTTATATAGTAGA--AGTTC 2548
BGMV CGTTCAAAAGT—CTCTATGAATCGGTGTAA-TGGTGCCAA-TATATAGTAAG——AAGTT 2573
ToYVSVG22 TTATAGAATCTATTTGC————————— (qACGTGGC{GGCCATCCGTTATAATATT| 2564
ToYVSVBa3 TTATAGAATATATTTGC————————— (ACGTGGC{GGCCATCCGTTATAATATT| 2561
TGMV CTAAGGGG (ACGTGGC{GGCCATCCGTTHTAATATT | 2588
SimMVA1l TTAGAGT—————————————————— GJATAAAGC{GGCCATCCGTT(TAATATT| 2659
SiMoV CTAAGGG————=————————————— GJACGTGGC{GGCCATCCGT-(TAATATT| 2668
ToYSV TTAAGGG TACTATAGC{GGCCATCCGT-ATAATATT|2674
SiymMv ATAATTTTTGATGG——————————— AJACGTGGC+GGCCATCCGCTATAATATT| 2661
SimMVA2 CTAAGGG————=————————————— GATTTAAGC{GGCCATCCGCACTAATATT| 2675
ToCMVBA CTATAGAACTTTCAATCTCGTTCACAJACGTGGCH+GGCCATCCGTTATAATATT (2622
ToRMV CTTTAAGG—————— AGATTGCT-——AJACGTGGCEGGCCATCCGATATAATATT | 2622
ToSRVGO TCTTTAAG————— GAGATTGCT-——A(JACGTGGC+GGCCATCCGTTATAATATT (2593
BGMV CTTTAAGG——————— ATCTGTAG--AJACGTGGCH+GGCCATCCGCTATAATATT | 2617

G box Seqiiéncia TAATATT

Figura 5. Alinhamento da seqiiéncia de parte da RC do DNA-A de ToYVSV-[Ba3] com outros begomovirus.
O TATA box ¢ sublinhado e destacadas as seqiiéncias TAATATT] e G box. As seqii€éncias com sublinhados
duplos correspondem a seqiiéncias especificas, denominadas iterons, de acordo com Arguello-Astorga &

Ruiz-Medrano (2001).

Uma andlise filogenética foi realizada com a seqii€éncia completa de nucleotideos do
DNA-A de Ba3 e dos 12 begomovirus brasileiros possuindo seqiiéncia completa do DNA-
A (Figura 6). A seqiiéncia do DNA-A de TYLCTV foi utilizada como “outgroup”. Os
begomovirus usados na andlise sdo claramente separados em trés grupos. Um grupo
(SimMV-A1, SiMoV, SiYMV e SimMV-A2) inclui os begomovirus detectados em plantas
daninhas ou com uma relagdo filogenética préxima, como no caso de ToYSV (Andrade et
al., 2006) e outro (BGMYV, ToCMV-BA, ToORMV e ToSRV-GO) inclui os virus detectados
em plantas cultivadas (tomate e feijao). Curiosamente, um terceiro grupo formado por virus
também detectado em plantas cultivadas (batata e tomate) sdo separados dos demais, sendo
que ToYVSV-[Ba3] e ToYVSYV, isolado G22, sdo muito mais préximos entre si do que
com o TGMV.
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Figura 6. Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento das seqiiéncias completas de nucleotideos do
DNA-A dos virus relacionados na Tabela 2. A drvore foi obtida pelo programa Mega 3 utilizando o método
de Nighbour Joining em andlise “bootstrap” com 1000 repeti¢des. A barra horizontal indica o valor de

substitui¢des por sitio.

3.3.6. Producio de clones infectivos com 1,5 cépias do genoma de ToYVSV-
[Ba3]

Para obter clones infectivos, contendo duas origens de replicagdo (1,5 cdpias), os
clones contendo uma cépia (2,6kb) do DNA-A e DNA-B foram digeridos com as enzimas
de restricdo Xbal/EcoRV e Xbal/Sacl, respectivamente (Figura 7). O clone do DNA-A
depois de digerido com Xbal e EcoRV produziu um fragmento de DNA de
aproximadamente 1,3kb (Figura 7A) que foi eluido do gel (Figura 7B). O DNA-B digerido
com Xbal e Sacl produziu um fragmento de DNA de 1,7kb e outra de aproximadamente
800 bp (Figura 7C). O DNA de 1,7kb, onde se encontra a origem de replicacdo, foi
purificado do gel de agarose (1%) e novamente submetido a eletroforese para confirmagao

(Figura 7D).
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Figura 7. Digestdo e purificacdo dos fragmentos correspondentes a 0,5 cépia de DNA-A e DNA-B de
ToYVSYV, isolado Ba3. (A) Digestdo do clone contendo uma cépia do DNA-A com Xbal e EcoRV gerando
fragmento de 1,3kb. (B) Purificacdo do fragmento de 1,3kb a partir do gel de agarose (1%). (C) Digestdo do
clone contendo uma cépia do DNA-B gerando fragmentos de 1,7kb e 0,8kb. (D) Purificacdo do fragmento de

1,7kb a partir do gel de agarose (1%).

Apés a ligagdo do fragmento de 1,3kb (DNA-A) e 1,7kb (DNA-B) no vetor
pBluescript SK+ e transformac¢do da célula competente, os possiveis clones foram
submetidos a extracao plasmidial seguida da digestdo com as mesmas enzimas utilizadas na
clonagem para confirmar o inserto. Para o DNA-A, um total de 18 coldnias foram
selecionadas e apds a digestdo 11 clones apresentaram fragmentos de DNA de tamanho
esperado, 1,3kb do inserto e 3kb do vetor (Figura 8A). A digestdo foi parcial e o gel
demonstrou a presenca de grande quantidade de DNA ndo digerido. Para o DNA-B, 17
colonias foram selecionadas e apds a digestdo todos os clones apresentaram fragmentos de

DNA de tamanho esperado, 1,7kb e 3kb do inserto e vetor, respectivamente (Figura 8B).
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose (1%). (A) Clones do DNA-A digeridos com Xbal e EcoRV. Os
clones 4, 5, 8, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17 e 18 apresentaram fragmentos de tamanho esperado (1,3kb, seta). O
clone 18 indicado pela seta acima foi selecionado. (B) Clones do DNA-B digeridos com Xbal e Sacl
mostrando todos os clones com fragmento de DNA esperado (1,7kb, seta). O clone 3 escolhido estd indicado

pela seta acima.

Para a producdo do clone de 1,5 copias de ambos os genomas, os clones possuindo o
genoma completo de ambos os componentes (DNA- e DNA-B) foram digeridos com Xbal
e os fragmentos de DNA correspondentes ao genoma viral completo foram purificados. Os
clones selecionados 18 e 3 contendo o fragmento de 1,3kb (DNA-A) e 1,7kb (DNA-B),
respectivamente, previamente digeridos e desfosforilados receberam o genoma completo
dos respectivos componentes. Apds a transformacao das células competentes foi realizado
a extracdo plasmidial seguido de digestdo com Xbal para a confirma¢do da insercdo do
mondmero de cada componente. Para o clone contendo 1,5 cépias do DNA-A
(representacdo esquemdtica na Figura 9B) foi realizada a digestdo com a enzima de
restricdo Kpnl, onde seu sitio de restricdo ocorre apenas no vetor vetor pBluescript SK+

(Stratagene) e a digestdo parcial com a enzima Xbal variando sua concentra¢do para



confirmar a insercdo correta (Figura 9A). Para confirmar a orientagdo correta do inserto o
clone contendo 1,5 cépias do DNA-A foi digerido com Xhol produzindo fragmentos de
DNA com tamanho de 2,6kb, 1,1kb e 3,2kb e o clone DNA-B digerido com Sacl
produzindo fragmentos de DNA com tamanho de 4,7kb e 2,6kb, indicando que a orientacdo

correta de ambos os clones.

1,5 copias DNA-A

6961bp

EcoRV Kpn1

Figura 9. Digestao total do Kpnl e parcial com Xbal. (A) fragmantos de DNA gerados ap6s a digestdo de 1,5
copias do DNA-A. (M) 1 kb ladder (Invitrogen) usado como marcador (1) DNA ndo digerido e (2) Digestdo
parcial (B) Ilustracdo dos possiveis fragmentos de DNA gerados a partir da digestdo parcial de Xbal. (a)
fragmento correspondente ao vetor, (b) fragmento de 1,3kb, (c) genoma completo (2,6kb), (d) vetor +
fragmento de 1,3kb, (e) fragmento de 1,3 + genoma completo (2,6kb) e fragmento correspondente a todo

clone (ca. 7kb).

3.3.7. Bombardeamento dos clones contendo 1,5 copias do DNA-A e DNA-B do
ToYVSV-[Ba3]

Os clones de 1,5 copias de ambos o DNA-A e DNA-B de ToYVSV-[Ba3] foram
capazes de infectar algumas espécies de plantas cultivadas quando inoculadas por

bombardeamento de particulas (Tabela 3, Figura 10). Das 6 plantas de batata inoculadas 4



plantas desenvolveram os sintomas originais de deformacgdo foliar e manchas cloréticas
(Figura 10a e 10b). Plantas de N. benthamiana infectadas desenvolveram sintomas de
mosqueado, enrolamento foliar e leve deformacdo foliar em 9 das 10 plantas inoculadas
(Figura 10c e 10d). Em tomate, das 10 plantas inoculadas apenas 2 plantas mostraram
sintomas de clorose entre as nervuras, deformacao foliar e mosaico amarelo (Figura 10e).
Contudo, em nenhuma dessas plantas foram observados sintomas quando bombardeadas
apenas com o 1,5 cépias do DNA-A de ToYVSV-[Ba3], sugerindo que para causar
infeccao sistémica o virus depende do DNA-B. Para as 7 plantas de Nicandra physaloides
que foram bombardeadas, 2 plantas desenvolveram sintomas de deformacdo foliar, pontos
necréticos e clareamento de nervura (figura 10f). As demais 7 espécies de plantas
inoculadas com os clones de Ba3 ndo se mostraram susceptiveis. Todas as plantas usadas
no teste de bombardeamento foram submetidas a extracio de DNA e PCR. Enquanto o
virus foi detectado em todas as plantas que apresentaram sintomas, as plantas sem sintomas
e aquelas usadas como controle (bombardeadas com particulas sem DNA) apresentaram

resultado negativo na deteccao.

Tabela 3. Circulo de hospedeiros e sintomas produzidos em plantas teste inoculadas através de

bombardeamento dos clones de 1,5 cépias de ToYVSV-[Ba3].

Planta hospedeira Infectividade” SintomasT¥

Solanum lycopersicum “Viradoro® 2/20 CN, DF, MA
Nicotiana benthamiana 9/10 Mo, EF, LDF
Euphorbia heterophylla 0/6 -
Nicandra physaloides 2/7 DF, PN, CN
Datura stramonium 0/7 -
Nicotiana tabacum 0/7 -
Physalis pubescens. 0/7 -
Solanum tuberosum 4/6 DF,M
Sida rhombifolia 0/6 -
Chenopodium quinoa 0/7 -
Chenopodium amaranticolor 0/9 -

* Namero de planta com sintomas e deteccdo positiva por PCR/ntimero de plantas bombardeadas.
T CN=Clareamento de nervura, DF=Deforamac¢do foliar, MA=mosaico amarelo, Mo=mosqueado,
EF=enrolamento foliar, LDF= leve deformagao foliar, PN=pontos necréticos, M= mosaico.



3.3.7. Estudo preliminar de pseudo-recombinacao

A freqiiéncia com que os componentes gendmicos se arranjam ha hatureza e
formam pseudo-recombinantes ndo ¢ conhecida, no entanto, em condi¢des experimentais,
algumas vezes, € possivel formar pseudo-recombinantes vidveis sendo um indicativo de
relacionamento taxondmico entre dois begomovirus distintos. Para o estudo preliminar de
pseudo-recombinacdo os virus Tomato severe rugose virus (ToSRV), Sida micrantha
mosaic virus (SImMV) e Tomato rugose mosaic virus (ToORMV) foram utilizados. Os
resultados indicam que o DNA-A de ToYVSV-[Ba3] e o DNA-B de ToSRYV foram capazes
de formar pseudo-recombinantes vidveis (4/8 plantas inoculadas), enquanto que entre o
DNA-A de ToSRV e o DNA-B de ToYVSV-[Ba3] a peseudo-recombinagdo mostrou-se
menos eficiente (1/8 plantas inoculadas). Entre o DNA-A de ToRMV e o DNA-B de
ToYVSV-[Ba3] possivelmente houve a ocorréncia de pseudo-recombinagdo (2/8 plantas
inoculadas), mas entre o0 DNA-A de ToYVSV-[Ba3] e o DNA-B de ToRMYV ndo foi
verificado infecc¢do. Interessantemente, esses virus ndo possuem sitios de ligacdo da Rep
(iterons) idénticos. A infec¢do foi confirmada através de PCR. Os componentes gendmicos
de SimMV e ToYVSV-[Ba3] aparentemente ndo foram capazes de forma pseudo-

recombinantes vidveis (0/8 para cada combinacao).



Figura 10. Sintomas induzidos por Tomato yellow vein streak virus — [Ba3]. (a) e (b) Folha de batata
mostrando sintomas de deformacdo foliar e manchas cloréticas (c) e (d) N. benthamiana com sintomas de
mosqueado, enrolamento foliar e leve deformag@o foliar () Tomate com sintomas de clorose entre nervuras,
deformag@o foliar e mosaico amarelo e (f) N. physaloides apresentando deformagio foliar, pontos necréticos e

clareamento de nervura.



3.4. Discussao

Este estudo compreende na caracterizagcdo molecular e bioldgica de um isolado de
begomovirus (fam. Geminiviridade), denominado aqui de ToYVSV-[Ba3], causando
doenga em batata e tomate nas regides sul e sudeste do Brasil. A doenca foi primeiramente
conhecida como mosaico deformante da batata descrita nos anos 80 na regido sul do Brasil,
no estado do Rio Grande do Sul (Daniels & Castro, 1985) e posteriormente no estado de
Sdo Paulo (Faria et al.,1997; Souza-Dias et al., 2003). Ribeiro et al. (2006), estudando a
seqiiencia parcial do isolado do Rio Grande do Sul, confirmou alta identidade de
nucleotideos (97,3%) com a seqiiéncia parcial disponivel de Tomato yellow vein streak
virus (ToYVSV-U79998), um virus previamente descrito em tomate no Brasil (Faria et
al.,1997). Este estudo € o primeiro a apresentar a seqiiéncia completa dos clones do isolado
capazes de induzir infec¢do sist€émica tanto em plantas de batata e tomate como também em
plantas daninhas através do método utilizando o bombardeamento de particulas.

A andlise das seqiiéncias de ambos os componentes, ToYVSV-[Ba3] DNA-A e
DNA-B, mostrou que sua organizacdo gendmica € tipica dos geminivirus do hemisfério
ocidental, pertencendo ao género Begomovirus com genoma bipatido. A identidade de
seqiiéncias do ToYVSV-[Ba3] DNA-A foi menor que 88% quando comparado com
qualquer outro begomovirus com seqiiéncia registrada até o momento. Assim, baseado nos
critérios taxondmicos atuais (Fauquet et al., 2003; 2008), estes clones do isolado muito
provavelmente representam uma nova espécie do género, nomeado como Tomato yellow
vein streak virus (ToYVSV). A regiao comum (RC) do DNA-A e DNA-B possui
identidade de 100% e os iterons sdo idénticos, de acordo com Arguello-Astorga & Ruiz-
Medrano (2001) que descrevem para o ToYVSV o iteron GGGGA.

O circulo de hospedeiros é um importante pré-requisito para entender a
epidemiologia do virus e pode ser util para a elaboracio de praticas de controle adequedas
(Polston & Anderson, 1997). O estudo do circulo de hospedeiros do ToYVSV-[Ba3] foi
realizado através da inoculacdo por bombardeamento e incluiu plantas cultivadas e
daninhas. Os clones contendo 1,5 cépias do genoma do ToYVSV-[Ba3] DNA-A e DNA-B
foram infecciosos quando inoculados em batata, tomate, N. benthamiana e N. physaloides.

Os clones bombardeados em batata e N. benthamiana mostraram que o nimero de plantas



infectadas por nimero de plantas bombardeadas foi muito superior quando comparados
com tomate e N. physaloides que também foram infectadas. Isso sugere que ToYVSV-
[Ba3] € mais adaptado a batateiras e tem uma baixa eficiéncia de infeccdo em tomateiro.
Provavelmente, o potencial do ToYVSV, original de batata, em infectar tomate deve-se em
parte ao fato da constante associagdo dessas duas culturas em uma mesma propriedade ou
entre propriedades vizinhas aumentando as chances de sele¢ao de isolado que infecta ambas
as espécies. Os resultados ainda sugerem que N. physaloides que estd constantemente
associada aos campos de plantacdes de tomate possa atuar como reservatorio e fonte de
inoculo. A baixa infectividade dos clones em N. physaloides pode ser devido a baixa
adaptabilidade do virus a esse hospedeiro. As demais plantas que ndo foram infectadas, E.
heterophylla, D. stramonium, N. tabacum, P. pubescens, S. rhombifolia, C. quinoa e C.
amaranticolor, indicam que o ToYVSV-[Ba3] apresenta um limitado circulo de
hospedeiros, demonstrando uma relativa especificidade a determinadas hospedeiras.
Recentemente, o ToYVSV foi considerado o mais importante begomovirus infectando
batata e tomate no estado de Sdo Paulo (Souza-Dias et al., 2003), o que confirma a boa
adaptabilidade em plantas de batata.

Somente 0 DNA-A de ToYVSV foi incapaz de infectar sistemicamente e induzir
sintomas em plantas de batata, tomate e N. benthamiana na auséncia do DNA-B. A
habilidade que alguns begomovirus bipartidos possuem em infectar sistemicamente
algumas hospedeiras, especialmente N. benthamiana, tem sido demonstrado. No Brasil,
Galvao et al. (2003) e Fontenelle et al. (2007) demonstraram que o0 DNA-A de ToCMoV-
[MG-Btl1] pode infectar sistemicamente e induzir sintomas em N. benthamiana e tomateiro
na auséncia do DNA-B. No entanto, 0o ToCMoV-[Ba-Sel] que apresenta 92% de identidade
de seqiiéncia com o ToCMoV-[MG-Btl], curiosamente apresenta diferenca na
infectividade necessitando de ambos os componentes para causar infeccdo (Ribeiro et al.,
2007). Porém, a importancia bioldgica do DNA-A em infectar sistemicamente a hospedeira
na auséncia do DNA-B ainda ndo € conhecida, pois na natureza todos os virus que
apresentam esta caracteristica, incluindo o ToCMoV-[MG-Btl], foram encontrados
acompanhados pelo seu cognato DNA-B.

A emergéncia de novos begomovirus se baseia na hipétese de que os virus que

infectam plantas daninhas e espécies nativas tenham se transferido para novos hospedeiros,



gerando novas espécies de virus apds eventos principalmente de recombinacdo e/ou
pseudo-recombinacao (Monci et al., 2002; Padidam et al., 1999; Saunders et al,, 2002). A
formacdo de pseudo-recombinantes vidveis € uma maneira facil e confidvel para detectar a
relacdo evolutiva entre begomovirus bipartidos (Gilbertson et al., 1993; Pita et al., 2001).
Os testes preliminares de pesudo-recombinacdo envolvendo o ToYVSV-[Ba3] e outros
begomovirus brasileiros indicam que este isolado pode pseudo-recombinar com outros
virus. Quando o DNA-A de ToYVSV-[Ba3] é bombardeado em plantas de tomate
juntamente com o DNA-B de ToSRV metade das plantas desenvolvem sintomas (4/8),
quando este mesmo DNA-A é bombardeado juntamente com o DNA-B de ToRMV
nenhuma das oito plantas de tomate desenvolveram sintomas. Porém, quando o DNA-B de
ToYVSV-[Ba3] é combinado € bombardeado com o0 DNA-A de ToSRV a infectividade foi
reduzida (1/8 plantas) e quando este DNA-B é bombardeado juntamente com o DNA-A de
ToRMV esta combinacdo tornou-se vidvel (2/8 plantas). Em principio, a pseudo-
recombinacdo envolve a proteina viral Rep e seqiiéncias na regido comum (RC)
denominadas de iterons. No entanto, o DNA-A de ToYVSV-[Ba3] ndo apresenta nenhum
tipo de iteron relacionado ao DNA-B de ToSRV e nem o seu cognato com o DNA-A de
ToRMV (Fernandes et al., 2006). A capacidade do ToYVSV-[Ba3] em formar pseudo-
recombinantes com estes virus pode ser explicada com base nas recentes publicacdes, que
demonstram que o sitio de ligagao da Rep pode nao ser tao especifico como previamente
descrito (Garrido-Ramirez et al., 2000; Lin et al, 2003). Andrade et al. (2006)
demonstraram que componentes gendmicos apresentando iterons diferentes foram capazes
de formar peseudo-recombinante infeccioso entre do DNA-A de TGMV e o DNA-B de
ToYSV, sugerindo que a formacdo de pseudo-recombinantes vidveis pode ndo ser
explicada apenas com base nas seqiiéncias de iterons. Assim, a proteina Rep de ToYVSV-
[Ba3] pode ser versitil e reconhece diferentes sitios de ligacdo na RC, permitindo que dois
componentes (DNA-A e DNA-B) heter6logos sejam capazes de interagir eficientemente e
produzir infec¢ao sistémica e sintomas. As andlises dos mudltiplos alinhamentos de
seqiiencia da RC do DNA-A e DNA-B de begomovirus brasileiros demonstraram que
muito provavelmente o ToOCMoV-[BA] seja um candidato em potencial para formar um
pseudo-recombinate vidvél com ToYVSV-[Ba3], pois foi o unico a apresentar a provavel

seqiiéncia de iteron (GGGGA) descrita para o ToYVSV na RC de ambos os componentes.



A seqiiencia da RC de SiYMV também apresentou a mesma seqiiéncia de iteron, mas a
seqiiéncia de nucleotideos do DNA-B ainda ndo foi determinada. Estudos mais detalhados
de pseudo-recombinacdo envolvendo estes virus deverdo ser realizados.

A andlise filogenética baseada nas seqiiéncias do DNA-A dos begomovirus do
“novo mundo” (Rojas et al., 2005) indica que os begomovirus brasileiros formam um grupo
monofilético. Dentro deste grupo os virus sdo aparentemente separados em dois grupos, um
formado por aqueles que infectam plantas daninhas e outro por aqueles que infectam
plantas cultivadas. Neste trabalho, a arvore filogenética (Figura 6) agrupou os virus de
modo semelhante, porém, com a formacdo de mais um grupo onde se encontram muito
proximos os isolados ToYVSV-[Ba3] e ToYVSV-G22 indicando ser possivelmente o
mesmo virus de acordo com os critérios recentemente propostos de classificacdo de
geminivirus (Fauquet et al., 2008). Uma espécie proposta denominada de Tomato golden
vein virus (TGVV- AY751742) também compartilha de alta identidade de nucleotideos
com o isolado Ba3 e com o ToYVSV-G22. Estudos adicionais sdo necessdrios para
esclarecer a relagdo entre TGVV e ToYVSV. Um outro virus presente no mesmo grupo € o
TGMYV indicando ser um candidato para formar pseudo-recombinante com ToYVSV-[Ba3]
em experimentos futuros.

Pesquisas recentes indicam alta incidéncia do ToYVSV causando infec¢do em
plantas de batata e tomate, principalmente no estado de Sao Paulo (Souza-Dias et al., 2003;
Fernandes et al., 2008). Contudo, outros begomovirus estdo também presentes com alta
incidéncia, particularmente o Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato severe
rugose virus (ToSRV), Tomato rugose mosaic virus (TORMV) e Tomato golden vein virus
(TGVV). Medidas de controle baseadas nos programas de melhoramento visando
resisténcia podem ser concentradas nessas espécies que t€m prevalecido nos ultimos anos.

A caracteriza¢do continua em andamento e € possivel que os proximos resultados
colaborem para uma completa e definitiva conclusdo sobre a validade do Tomato yellow

vein streak virus (ToYVSV) como uma espécie definitiva.



CONSIDERACOES FINAIS

Os begomovirus sao geminivirus que infectam plantas dicotiledoneas e sdo
transmitidas por mosca-branca (B. tabaci). Estes virus tém emergido como sérios patégenos
de culturas agrondmicas em regides tropicais € subtropicais em vdrios paises, sendo
responsdveis por severas perdas na producdo mundial, refletindo nos aspectos sécio-
econOmicos em paises onde ocorrem epidemias. No Brasil, os begomovirus tém causado
grandes prejuizos ndo apenas na producgdo de feijao e tomate como também na produgdo de
batata.

Este estudo é o primeiro a apresentar a seqiiéncia completa de um begomovirus
isolado de batata capaz de induzir infec¢do sist€émica tanto em plantas de batata e tomate
como também em plantas daninhas (via bombardeamento de particulas). Os resultados
obtidos podem confirmar que este isolado de batata (isolado Ba3), baseado nos critérios
taxondmicos atuais (Fauquet et al., 2003; 2008), provavelmente representa uma nova
espécie do género Begomovirus, nomeado como Tomato yellow vein streak virus
(ToYVSV). Um estudo recente realizado por Fernandes ef al. (2008) demonstra que em
tomateiro o ToYVSV prevalece na regidao sudeste do pais, no estado de Sdo Paulo. Essa
informacdo € coerente com os resultados obtidos nessa dissertacdo que indica que o
ToYVSV € mais adaptado a batateira do que ao tomateiro, uma vez que a producdo de
batata se concentra na regido sudeste e sul (local do primeiro relato de begomovirus em
batata). O ToYVSV ndo foi relatado em tomateiro em regides como o nordeste, onde as
condicdes climéticas ndo favorecem o cultivo da batata, sugerindo que esse virus seja,
provavelmente original de batata e que as caracteristicas de polifagia do inseto vetor t€ém
favorecido na adaptagao desse virus ao tomateiro.

Um método simples para amplificacio de DNA circular usando a DNA polimerase
do bacteriéfago ¢29, denominado de TempliPhi (Amersham Biosciences, atualmente GE),
baseado na amplificagdo via ciclo rolante foi usado no presente trabalho como uma
alternativa eficiente para clonagem do genoma completo de begomovirus. Os resultados
obtidos nesse estudo comprovam que este método possibilita a clonagem a partir de
pequenas quantidades de DNA viral. Uma outra vantagem € a eliminacdo da possibilidade

de incorporagdo de erros encontrada em enzimas que nao possuem o sistema ‘“‘proof-



reading”, onde mutacdes sdo incorporadas durante a reacdo em métodos baseados na PCR
com enzimas sem atividade de corre¢do. Este método foi utilizado com eficiéncia na
clonagem e caracterizacdo do isolado Ba3. A determinacdo da seqiiéncia do genoma
completo de ambos os componentes (DNA-A e DNA-B) comprovou que este € tipicamente
um begomovirus bipartido. A identidade de seqiiéncias do DNA-A é menor que 88%
quando comparada com qualquer outro begomovirus caracterizado até o momento,
sugerindo ser uma nova espécie do género Begomovirus, nomeado como Tomato yellow
vein streak virus (ToYVSV). Clones infecciosos contendo 1,5 cépias do genoma foram
produzidos e usados no bombardeamento de plantas cultivadas e daninhas. Os resultados
demonstram que o circulo de hospedeiros desse isolado é restrito e novos testes devem ser
feitos para comprovacdo definitiva sobre sua capacidade de infeccdo em determinadas
hospedeiras. O estudo de pseudo-recombinacdo foi bastante preliminar e novos testes
utilizando componentes gendmicos de diferentes isolados, como TGMV, TGVV e outros, e
também outras hospedeiras como N. benthamiana e batata sio necessirios para o
entendimento desse mecanismo que atua como uma ferramenta importante na evolugao dos
begomovirus. Estudos adicionais também sdo necessdrios para esclarecer a relagdo entre
TGVV e ToYVSV. Os resultados obtidos nessa dissertacdo representam informacoes
importantes sobre as caracteristicas moleculares e bioldgicas do ToYVSV-[Ba3] e
juntamente com os préoximos experimentos que continuam em andamento fornecerdao
subsidios para uma completa e definitiva conclusio sobre validade do Tomato yellow vein

streak virus (ToYVSV) como uma espécie definitiva.
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