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RESUMO
LIMA, Alison Talis Martins, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Julho 2008.
Caracterizacdo de dois begomovirus (Tomato severe rugose virus e Tomato
yellow vein streak virus) que infectam tomateiro e obtencdo de clones

infecciosos. Orientador: Francisco Murilo Zerbini Junior. Co-orientadores: Poliane
Alfenas-Zerbini e Murilo Geraldo de Carvalho

O género Begomovirus (familia Geminiviridae) inclui virus com genoma composto
por uma ou duas moléculas de DNA fita simples, transmitidos a espécies de plantas
dicotiledoneas pela mosca-branca Bemisia tabaci. No Brasil, apds a introdugdo do
bidtipo B de B. tabaci no inicio da década de 1990, a incidéncia de begomovirus em
tomateiro tornou-se freqliente, com varios relatos de novas espécies virais. Algumas
dessas espécies tornaram-se prevalentes em condi¢gdes de campo no Brasil,
incluindo o Tomato severe rugose virus (ToSRV) e o Tomato yellow vein streak
virus (ToYVSV). O objetivo deste trabalho foi caracterizar dois isolados dessas
espécies, por meio da clonagem de seus genomas completos seguida de andlise
molecular, e da obtencdo de clones infecciosos para determinagdo de suas gamas de
hospedeiros. Extratos de DNA total de plantas infectadas foram utilizados para a
amplificacdo do genoma viral completo utilizando-se a DNA polimerase do fago

¢29. Os produtos da amplificacao foram clonados em plasmideos e completamente

vi



seqiienciados. A analise das seqiiéncias do DNA-A e DNA-B dos isolados ToSRV-
[BR:Pirl:05] ¢ ToYVSV-[BR:Pda30:05] indicou valores de identidade acima de
90% com outros isolados de ToSRV e ToYVSV, respectivamente. A andlise
molecular indica que 0 DNA-A do isolado BR:Pirl:05 pode ser resultado de um
evento de recombinagdo, no qual o virus adquiriu a ORF rep do Tomato rugose
mosaic virus (ToRMV) e a ORF cp de um virus ndo identificado. A analise do
DNA-B do mesmo isolado indica a existéncia de relacionamento com virus que
infectam plantas daninhas/silvestres no Brasil, reforcando a hipdtese de que virus
presentes em hospedeiros silvestres deram origem aos virus atualmente encontrados
em tomateiro. Adicionalmente, devido a alta identidade observada entre os DNAs-B
dos isolados BR:Pirl:05 ¢ do ToRMYV, ¢ possivel que este componente gendmico
seja compartilhado pelos dois virus. Nos testes de gama de hospedeiros, plantas
apresentando infecc¢des latentes foram observadas para os dois isolados. Tais plantas
podem atuar como reservatorios naturais e servir de fonte de in6culo primario para
plantas hospedeiras de importancia econdmica, como o tomateiro. Os clones
infecciosos do isolado BR:Pda30:05 apresentaram baixa infectividade nos testes de
gama de hospedeiros. E possivel que o método de inoculagdo ndo tenha sido
eficiente na transmissdo deste isolado, ou que os clones apresentem mutagdes que

reduzam a eficiéncia de sua replicagdo.
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ABSTRACT

LIMA, Alison Talis Martins, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July 2008.
Characterization of two begomoviruses (Tomato severe rugose virus and Tomato
yellow vein streak virus) that infect tomato and production of infectious clones.
Adviser: Francisco Murilo Zerbini Janior. Co-Advisers: Poliane Alfenas-Zerbini and
Murilo Geraldo de Carvalho

The genus Begomovirus (family Geminiviridae) includes viruses with a genome
comprised of one or two molecules of circular, single-stranded DNA, transmitted to
dicot species by the whitefly Bemisia tabaci. In Brazil, after the introduction of the B
biotype of B. tabaci in the early 1990s, the incidence of begomoviruses in tomato has
become frequent, with several reports of new viral species. Some of these species have
become prevalent under field conditions, including Tomato severe rugose virus
(ToSRV) and Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV). The purpose of this study
was to characterize two isolates of these species through the cloning of their whole
genomes followed by molecular analysis, and the production of infectious clones for
determination of their host ranges. Total DNA extracts of infected plants were used for
whole genome amplification using the phi29 phage DNA polymerase. The amplification
products were cloned into plasmids and completely sequenced. Sequence analysis

indicated that the DNA-A and DNA-B of ToSRV-[BR:Pirl:05] and ToYVSV-

[BR:Pda30:05] isolates had greater than 90% identities with other isolates of ToSRV
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and ToYVSYV, respectively. The molecular analysis indicated that the DNA-A of the
BR:Pirl:05 isolate may be the result of a recombination event, in which the virus
acquired the rep ORF of Tomato rugose mosaic virus (ToRMV) and the cp ORF of an
unidentified virus. Analysis of the DNA-B of the same isolate indicated the existence of
a relationship with viruses that infect weed/wild hosts in Brazil, corroborating the
hypothesis that viruses present in wild hosts led to the virus currently found in tomatoes.
Additionally, because of the high identity observed between the DNA-B of ToSRV-
[BR:Pirl:05] and ToORMV, it is possible that this genomic component is shared by the
two viruses. In host range assays, plants showing latent infections were observed for
both isolates. Such plants can act as natural reservoirs and serve as a primary source of
inoculum for host plants of economic importance such as the tomato. The infectious
clones of ToYVSV-[BR:Pda30:05] had low infectivity in the host range assays. It is
possible that the inoculation method was not effective in the transmission of this isolate,
or one or both clones could contain mutations that reduce the efficiency of their

replication.
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1. INTRODUCAO

A familia Geminiviridae engloba virus cujo genoma é composto de DNA fita
simples circular, encapsidado por uma unica proteina estrutural que confere a particula
uma morfologia icosaédrica geminada. A familia é composta pelos géneros
Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus e Begomovirus, definidos com base no tipo de
inseto vetor, gama de hospedeiros e organizagdo genOmica (Stanley et al., 2005). Os
begomovirus possuem um ou dois componentes genOmicos, sdo transmitidos pela
mosca-branca Bemisia tabaci e infectam plantas dicotiledoneas.

Espécies de begomovirus que ocorrem no “Velho Mundo” (Europa, Asia e
Africa) possuem apenas um componente gendmico e freqiientemente estio associadas a
um DNA satélite denominado DNA beta (Mansoor et al., 2003). Por outro lado,
begomovirus encontrados no “Novo Mundo” (Américas) possuem dois componentes,
denominados DNA-A ¢ DNA-B. No DNA-A encontram-se os genes envolvidos na
replicacdo e encapsidagdo da progénie viral. O DNA-B contém os genes requeridos para
0 movimento intra- e intercelular na planta (Lazarowitz, 1992). Ambos os componentes
gendmicos sdo requeridos para a infeccdo sistémica do hospedeiro. Dentre os

begomovirus de maior importdncia econdmica estdo o Bean golden mosaic virus



(BGMV), o Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) e o African cassava mosaic virus
(ACMV).

Logo apos a introdugdo do bidtipo B de B. tabaci no Brasil (Melo, 1992), relatos
sucessivos de doengas causadas por begomovirus ocorreram em tomateiro (Solanum
lycopersicum), uma das culturas mais afetadas por estes patdogenos em todo o mundo
(Ribeiro et al., 1994; Resende ¢ Cupertino, 1996; Ribeiro et al., 1996; Faria et al., 1997;
Galvao et al., 1998). O bidtipo B ¢ capaz de atingir elevados niveis populacionais em
um menor espago de tempo em comparagdo com o bidtipo A, o Unico anteriormente
presente no Brasil, e possui uma ampla gama de plantas hospedeiras, incluindo
solanaceas como o tomateiro (Bedford et al., 1994; Santos et al., 2004).

A caracterizagdo preliminar dos begomovirus detectados em tomateiro indicou a
presenca de diversas novas espécies, sugerindo um grau elevado de diversidade genética
(Ambrozevicius et al., 2002; Ribeiro et al., 2003). Trabalhos subseqiientes confirmaram
a presenga de pelo menos cinco novas espécies: Tomato rugose mosaic virus (ToRMV)
(Fernandes et al., 2006), Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) (Ribeiro et al.,
2007), Tomato yellow spot virus (ToYSV) (Calegario et al., 2007), Tomato yellow vein
streak virus (ToYVSV) e Tomato severe rugose virus (ToSRV) (Fernandes et al.,
2008). Algumas dessas espécies estdo restritas a certas regides, enquanto outras
encontram-se amplamente distribuidas pelo pais. Dentre elas, o ToSRYV, ja foi relatado
nos estados de Goias, Minas Gerais, Pernambuco, Rio de Janeiro, Santa Catarina e Sao
Paulo (Rezende et al., 1997; Lima et al., 2006; Castillo-Urquiza et al., 2007; Cotrim et
al., 2007). O ToYVSYV foi relatado inicialmente no estado de Sao Paulo (Faria et al.,
1997) e atualmente encontra-se presente também nos estados de Minas Gerais, Rio de
Janeiro e Goias (Zerbini et al., 2005; Calegario et al., 2007; Castillo-Urquiza et al.,

2007).



Além das espécies comumente associadas ao tomateiro, begomovirus que
ocorrem em plantas daninhas e silvestres sdo uma fonte adicional de variabilidade. Sida
rhombifolia é um exemplo tipico de hospedeiro que funciona como reservatorio natural
de begomovirus no campo. Espécies de begomovirus originalmente encontrados em
plantas daninhas, como o Sida mottle virus (SiMoV) e o Sida micrantha mosaic virus
(SimMV), ja foram relatadas infectando naturalmente o tomateiro (Castillo-Urquiza et
al., 2007; Cotrim et al., 2007).

A ocorréncia de infecgdes mistas em condigdes de campo tem sido relatada, com
dois ou mais virus presentes simultaneamente na mesma planta (Castillo-Urquiza et al.,
2007). Nessas condigdes, novas espécies de begomovirus podem emergir como
resultado de eventos de recombinacdo e pseudo-recombinacao (Pita et al., 2001; Monci
et al., 2002; Andrade et al., 2006; Ribeiro et al., 2007).

A caracterizagdo biologica e molecular dos begomovirus que ocorrem em
tomateiro no Brasil ¢ uma etapa essencial de um trabalho de longo prazo que pretende
determinar a diversidade genética desses patdgenos, identificar hospedeiros alternativos
que constituem fontes de indculo, e auxiliar nos programas de melhoramento. A
obtencdo de clones infecciosos ¢ fundamental para que se possa estudar os diferentes
virus isoladamente, ou em infec¢des mistas controladas.

Nesse contexto, os objetivos deste trabalho foram caracterizar dois isolados de
begomovirus, correspondentes as espécies Tomato severe rugose virus (ToSRV) e
Tomato yellow vein streak virus (ToYVSYV) obtidos de tomateiro na regido Sudeste do
Brasil. Os objetivos especificos incluiram: (i) a clonagem e o sequenciamento completo
dos componentes gendmicos (DNA-A e DNA-B) dos isolados de ToSRV e ToYVSYV;
(i1) a construcdo de clones infecciosos, na forma de 1,5 cépias de cada componente,

incluindo duas copias da origem de replicagdo, no vetor pBluescript KS+; e (iii) a



determinagdo da gama de hospedeiros dos dois virus, por meio da inoculagdo de plantas

via biobalistica com os clones infecciosos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Geminiviridae

Virus incluidos na familia Geminiviridae sdo caracterizados pela morfologia
icosaédrica da particula e genoma composto de um ou dois componentes gendmicos de
DNA fita simples. A familia ¢ dividida em quatro géneros de acordo com o inseto vetor,
gama de hospedeiros, organizacao do genoma e relacionamento filogenético (Stanley et
al., 2005). O género Mastrevirus inclui virus com um componente gendmico,
transmitidos por cigarrinhas (Homoptera: Cicadellidae) a plantas monocotiledoneas. A
espécie-tipo ¢ o Maize streak virus (MSV). O género Curtovirus engloba os geminivirus
com um componente, transmitidos por cigarrinhas (Homoptera: Cicadellidae) a espécies
dicotiledoneas. A espécie-tipo é o Beet curly top virus (BCTV). O género Topocuvirus
contém uma unica espécie, o Tomato pseudo-curly top virus (TPCTV), com um unico
componente gendmico e transmitido pela cigarrinha Micrutalis malleifera (Homoptera:
Auchenoryncha) a espécies dicotiledoneas. O género Begomovirus inclui espécies com
um ou dois componentes gendmicos € que sao transmitidos a espécies dicotiledoneas
pela mosca-branca Bemisia tabaci (Homoptera: Aleyrodidae). A espécie-tipo ¢ o Bean

golden mosaic virus (BGMV). Espécies de begomovirus que possuem um componente



genomico estdo freqlientemente associadas a um DNA satélite denominado DNA B. O
DNA B codifica uma proteina supressora de silenciamento génico pods-transcricional
(Briddon et al., 2001; Briddon et al., 2003; Bull et al., 2004), induzindo sintomas mais
severos quando presente (Briddon, 2003). Patossistemas incluindo begomovirus
monossegmentados estdo restritos ao “Velho Mundo” (Europa, Asia e Africa). Nas
Américas, todos os begomovirus relatados até o presente sdo compostos de dois
componentes gendmicos e ndo estdo associados a DNAs satélites. Dois componentes
cognatos nao possuem identidade significativa entre suas sequéncias, exceto em uma
regido denominada regido comum (RC), onde estd localizada a origem de replicagdo
(Hanley-Bowdoin et al., 1999). Uma excegao ¢ o Cabbage leaf curl virus (CLCV), que
apresenta apenas 80% de identidade entre as seqiiéncias das RCs do DNA-A e DNA-B
(Hill et al., 1998). Atualmente, mais de 180 espécies de begomovirus ja foram descritas,
incluindo mais de 50 espécies que podem infectar o tomateiro (Fauquet et al., 2008).

O DNA-A de begomovirus (Figura 1) codifica quatro proteinas: a proteina
associada a replicagdo (Rep, “replication-associated protein’), cuja fungdo é reconhecer
e se ligar a origem de replicacdo e iniciar a sintese de DNA viral via mecanismo de
circulo rolante (Fontes et al., 1992; Orozco et al., 1997); uma proteina transativadora da
transcri¢ao dos genes cp e nsp (TrAP, “trans-activating protein”) e que também atua
como supressora de silenciamento (Voinnet et al., 1999); uma proteina acessoria que
aumenta os niveis de acimulo de DNA viral (Ren, “replication-enhancer protein™)
(Sunter et al., 1990; Pedersen ¢ Hanley-Bowdoin, 1994); e a proteina capsidial,
responsavel pela encapsidagdo do genoma viral e essencial para transmissao pelo inseto
vetor (Briddon et al., 1990; Hofer et al., 1997). Alguns begomovirus codificam a
proteina AC4, que também estd envolvida na supressdo de silenciamento génico

(Vanitharani et al., 2004). Uma ORF adicional denominada ACS5 estd presente em



poucas espécies de begomovirus. Esta ORF esta quase totalmente inserida na sequéncia
do gene cp, porém em orientagdo inversa e em outra fase de leitura. A fungdo do
produto da ORF ACS5 foi estudada apenas para o Watermelon chlorotic stunt virus
(WmCSV) (Kheyr-Pour et al., 2000). Nesse estudo, mutagdes que inativaram a ORF
ACS5 ndo acarretaram nenhuma modificagdo fenotipica no virus.

O DNA-B, por sua vez, codifica uma proteina de movimento célula-a-célula
(MP, “movement protein”) responsavel pelo aumento do limite de exclusdo dos
plasmodesmas (Noueiry et al., 1994) e a proteina NSP (nuclear shuttle protein)
responsavel pelo transporte do DNA viral através dos poros nucleares (Noueiry et al.,

1994; Sanderfoot et al., 1996).

CR

mp

DNAB i

Figura 1. Representagdo esquematica do genoma de um begomovirus tipico. Os
circulos representam o genoma viral, constituido de dois componentes (DNA-A ¢ DNA-
B) com aproximadamente 2.600 nucleotideos cada um. As setas indicam os genes virais
e a direcdo em que ocorre a transcricdo: rep, “replication-associated protein”; trap,
“trans-activating protein”; ren, “replication-enhancer protein”; cp, proteina capsidial
(“coat protein”); mp, “movement protein”; nsp, “nuclear shuttle protein”. A ORF ACS,
que se encontra presente em apenas algumas espécies (ToORMV, por exemplo), também
esta representada.



2.2. Replicacdo viral

Ao entrar na célula, o DNA viral é transportado até o nucleo, onde é convertido
em uma molécula de DNA fita dupla denominada forma replicativa (RF), que servira de
molde para sintese de fitas de DNA contendo varias copias do genoma viral
(concatameros), via mecanismo de circulo rolante. A maneira como esta conversiao
ocorre nao ¢ conhecida, mas evidéncias indiretas indicam que ela € realizada por fatores
do hospedeiro (Stanley, 1995).

A Unica proteina viral essencial a replicacdo dos begomovirus € a proteina Rep.
Esta proteina de aproximadamente 41 kDa possui vdrias atividades bioquimicas,
incluindo propriedade de ligagdo a DNA de fita simples e dupla, clivagem e ligacdo do
DNA em seqiiéncias especificas, hidrolise de ATP, e iniciagdo do mecanismo de
replicagdo por circulo rolante (revisado por Hanley-Bowdoin et al., 1999).

A origem de replicagdo estd localizada na regido intergénica, comum entre os
dois componentes gendmicos. Nesta regido estd localizada uma seqiiéncia repetida e
invertida composta predominantemente por guanina e citosina, que forma uma estrutura
conservada (“structurally-conserved element”, SCE) em forma de grampo, com uma
alga contendo a seqiiéncia conservada 5’-TAATATTA'C-3’, encontrada em todos os
geminivirus (Orozco e Hanley-Bowdoin, 1996). E neste nonanucleotideo que ocorre a
clivagem pela proteina Rep, que inicia o processo de replicacdo por circulo rolante. A
proteina Rep atua como uma endonuclease sitio-especifica com requerimento de
estrutura e de seqiiéncia (Laufs et al., 1995; Orozco e Hanley-Bowdoin, 1998). Na
regido comum encontram-se também seqiiéncias especificas para a ligagdo da proteina
Rep (Fontes et al., 1992; Fontes et al., 1994) e regides promotoras da RNA polimerase

tipo II de plantas, responsavel pela transcri¢cdo dos genes virais.



O sitio de ligacdo de Rep ao DNA viral esta localizado entre a caixa TATA do
gene rep e a SCE (Orozco e Hanley-Bowdoin, 1998), sendo constituido por duas
repeti¢des diretas e uma repeti¢ao invertida de quatro ou cinco nucleotideos (Gutierrez,
1999). O reconhecimento pela proteina Rep ¢ considerado virus-especifico (Argiiello-
Astorga et al., 1994; Harrison e Robinson, 1999; Ramos et al., 2003), de modo que Rep

s0 inicia a replicacdo de DNAs cognatos.

2.3. Movimento célula-a-célula e a longa distancia

A infeccdo sistémica da planta depende ndao somente da replicagcdo viral na
célula inicialmente infectada, mas também da capacidade do virus de mover-se célula-a-
célula até atingir o sistema vascular, de onde ¢ transportado via floema para tecidos com
demanda por fotoassimilados (tecidos dreno).

Inicialmente, 0 DNA viral presente no nucleo de uma célula infectada devera ser
transportado para o citoplasma, fungcdo desempenhada pela proteina NSP. Uma vez no
citoplasma, o DNA viral ¢ transportado através dos plasmodesmas até a célula adjacente
com auxilio da proteina MP. Dessa forma, para que o transporte de DNA viral célula-a-
célula ocorra, as duas proteinas de movimento codificadas pelo DNA-B devem atuar de
forma cooperativa (Sanderfoot e Lazarowitz, 1995; 1996).

A proteina MP possui todas as propriedades de uma proteina de movimento
“classica” (Lucas, 2006): aumento do limite de exclusdo passivo dos plasmodesmas,
movimento célula-a-célula na auséncia de DNA ou de qualquer outra proteina viral,
ligacdo a acidos nucléicos (neste caso, DNA) e transporte do DNA célula-a-célula
(Noueiry et al., 1994; Sanderfoot ¢ Lazarowitz, 1995; Rojas et al., 1998). No caso de
mastrevirus, curtovirus e begomovirus monossegmentados, a proteina capsidial (CP) ¢

essencial para o movimento a longa distancia pelos feixes vasculares. No caso do



Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), um begomovirus monossegmentado, as
proteinas V1 e/ou C4 sdo responsaveis pelo movimento nucleo-citoplasma e célula-a-
célula, respectivamente (Rojas et al., 2001). Por outro lado, begomovirus
bissegmentados sdo capazes de infectar plantas sistemicamente sem o auxilio da
proteina capsidial (Rojas et al., 2005). Raras excegdes, como o begomovirus
bissegmentado Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), sdo capazes de infectar

alguns hospedeiros mesmo na auséncia do DNA-B cognato (Fontenelle et al., 2007).

2.4. Interacdes geminivirus-hospedeiro

Além de apresentarem grande importancia econdmica como fitopatdgenos, os
geminivirus possuem caracteristicas que os tornam atraentes para o estudo da interagdo
virus-hospedeiro: genoma pequeno composto de DNA circular de fita dupla, e
replicacdio no ntcleo da célula hospedeira utilizando diversos componentes da
maquinaria de replicacdo da planta. Além disso, o genoma de DNA ¢ facilmente
manipulado por métodos de clonagem molecular, e existem métodos eficientes de
inoculagdo independentes do vetor natural (Rojas et al., 2005).

Resultados obtidos por diferentes grupos de pesquisadores demonstram a
multiplicidade de interagdes entre os geminivirus e seus hospedeiros. Essas interagdes
incluem modificagdes na estrutura e fungdo de plasmodesmas (Noueiry et al., 1994;
Gilbertson et al., 2003), respostas a diferentes mecanismos de defesa da planta
(Kjemtrup et al., 1998; Fontes et al., 2004; Vanitharani et al., 2004; Trinks et al., 2005),
interacdo com proteinas envolvidas na regulacdo do desenvolvimento celular (Latham et
al., 1997; Xie et al., 1999), e modificagdes no padrio de expressdo gé€nica do

hospedeiro, principalmente no sentido de ativar genes envolvidos na sintese de DNA e

10



na divisao celular (Arguello-Astorga et al., 2004; revisado por Hanley-Bowdoin et al.,
2004).

O sucesso da disseminagdo do virus pela planta implica na infec¢do de novas
cé¢lulas hospedeiras e constante replicagdo viral nessas células. O genoma dos
geminivirus nao codifica uma DNA polimerase, e diversos fatores acessorios
codificados pelo hospedeiro sdo requeridos para replicagdo € movimento sistémico do
virus (Gutierrez, 2000). Como os geminivirus infectam células vegetais diferenciadas,
nas quais ndo ocorre mais divisdo celular, o virus deve ser capaz de ativar a transcri¢do
dos genes do hospedeiro envolvidos no processo de sintese de enzimas e outros fatores
necessarios para a replicagdo de DNA. De fato, diversos trabalhos comprovaram que a
proteina Rep dos geminivirus € responsavel pela ativagdo da sintese de DNA em células
totalmente diferenciadas. Essa ativacdo se da pela inducdo do actimulo de PCNA
(“proliferating cell nuclear antigen”), uma proteina que esta associada a sintese de DNA
em plantas (Nagar et al., 1995; Palmer e Rybicki, 1998; Egelkrout et al., 2001; Nagar et
al., 2002). Alguns membros da familia Geminiviridae induzem niao somente a expressao
e acuimulo de PCNA, mas também interferem com a regulacdo do ciclo celular. A
interacdo entre Rep e componentes reguladores do ciclo celular de plantas foi revisada
por Gutierrez ¢ Sommer (2004).

A outra proteina viral envolvida na replicacdo, Ren, interage com a proteina
SINACI, pertencente a familia de fatores de transcricdo que possuem dominio NAC
(“no apical meristem, Arabidopsis thaliana factor, cup-shaped cotyledon”), o que
também estd correlacionando com aumento no acimulo de DNA viral. Ren interage e
induz a expressdo de SINACI1, um ativador da transcri¢do de genes em plantas (Selth et

al., 2005).
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As plantas possuem diferentes mecanismos de defesa em resposta a infecgdes
virais. Algumas respostas, como aquelas mediadas por &cido salicilico ou silenciamento
génico, sdo objeto de intenso estudo (Baulcombe, 2004; Durrant ¢ Dong, 2004). Em
contrapartida, o papel de defesas mediadas por rotas metabdlicas primarias tem recebido
menor atencdo. Os geminivirus interferem em diferentes respostas de defesa (Wang et
al., 2003; Fontes et al., 2004; Vanitharani et al., 2004; Trinks et al., 2005),
provavelmente como uma forma de maximizar a replicagdo viral em termos
quantitativos (permitindo o acimulo de maiores quantidades de particulas virais na
célula infectada) e temporais (diminuindo o tempo necessario para o estabelecimento da
infeccdo sistémica). Algumas dessas interacdes ja foram identificadas, embora os
mecanismos moleculares ainda ndo tenham sido totalmente elucidados.

Utilizando-se o sistema duplo-hibrido de levedura foi possivel demonstrar que a
proteina Trap inativa uma proteina cinase, designada SNF1 (“sucrose non-
fermenting 17). Essa inativacdo leva a um aumento na suscetibilidade da planta, por ser
a cinase SNF1 um regulador chave de respostas a estresses celulares que reduzem a
disponibilidade de ATP (Hao et al., 2003). Trap também interage ¢ inativa outra cinase,
ADK (“adenosine kinase”), responsavel pela sintese de 5’-AMP a partir de adenosina e
ATP (Wang et al., 2003). As duas interagcdes provavelmente estdo interligadas, pois
SNF1 ¢ ativada por 5’-AMP. O fato de Trap interagir com SNF1 e ADK sugere que as
respostas metabdlicas mediadas por SNF1 sdo um componente importante da resposta
de defesa a virus, e que os geminivirus desenvolveram uma estratégia de contra-ataque
baseada na inativagdo de dois componentes iniciais dessa via de defesa (SNF1 e ADK).
Esses resultados demonstram ainda que genes responsaveis por processos metabolicos

primarios também podem participar de respostas de defesa a estresses bioticos.
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O silenciamento de RNA engloba uma série de processos nucleares e
citoplasmaticos envolvidos na regulagdo da expressdo génica em nivel pos-
transcricional, por meio da degradagdo seqiiéncia-especifica de mRNAs alvos
(Baulcombe, 2004; Voinnet, 2005). O silenciamento de RNA constitui também um
mecanismo eficiente de defesa de plantas contra virus (Vance e Vaucheret, 2001).
Proteinas virais com a capacidade de suprimir o silenciamento de RNA em diferentes
pontos da via metabolica ja foram identificadas em um grande nimero de virus de
plantas ¢ mesmo em alguns virus de animais (Roth et al., 2004). No caso dos
geminivirus, as proteinas Trap e AC4 ja foram identificadas como supressoras de
silenciamento (Voinnet et al., 1999; Van Wezel et al., 2001; Vanitharani et al., 2004;
Trinks et al., 2005; revisado por Bisaro, 2006). O papel diferenciado de Trap ¢ AC4 na
supressao de silenciamento pode conferir caracteristicas distintas ao desenvolvimento
da doenga causada por diferentes espécies de geminivirus (Vanitharani et al., 2004).
Embora o mecanismo de atuagcdo dessas proteinas ainda ndo tenha sido elucidado,
resultados recentes demonstram uma relagdo de causa e efeito entre a inativagdo da
cinase ADK e a supressdo de silenciamento, ambas mediadas por Trap (Wang et al.,
2005). Esses resultados sugerem que a atividade de ADK ¢ necessdria para o
silenciamento, € que os geminivirus suprimem a resposta de defesa via inibicdo de
ADK. De fato, a proteina Trap pode interagir com ela mesma, formando dimeros com
localizagdo nuclear, ou interagir com ADK, formando complexos Trap/ADK e
suprimindo o silenciamento génico local (Yang et al., 2007).

Interagdes envolvendo as proteinas de movimento MP e NSP também ja foram
relatadas. McGarry et al. (2003) identificaram e caracterizaram funcionalmente uma
acetiltransferase de Arabidopsis, denominada AtNSI, que interage diretamente com a

proteina NSP do Cabbage leaf curl virus (CaLCuV). A proteina é altamente conservada
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em plantas, possui localizagdo nuclear, pode acetilar as histonas H2A e H3 in vitro, e
também acetila a proteina capsidial viral, mas ndo a proteina NSP. Além disso, ndo atua
como um coativador transcricional in vitro. Esta acetiltransferase regula o transporte
nucleo-citoplasma do genoma viral e outros eventos nucleares nao-transcricionais.

A interagdo de proteinas cinase do tipo serina/treonina, denominadas LeNIK
(“Lycopersicon esculentum NSP-interacting kinase”) e GmNIK (“Glycine max NSP-
interacting kinase”) com a proteina NSP foi demonstrada utilizando-se o sistema duplo-
hibrido de levedura (Mariano et al., 2004). Esta intera¢ao foi associada a hipotese do
modelo guarda de resisténcia em plantas (Van Der Biezen e Jones, 1998), ou seja, NSP
seria um fator de viruléncia que se liga as NIKs para que ndo ocorra a indugdo de uma
resposta de resisténcia (Mariano et al., 2004). A interagdo entre as proteinas NIK ¢ NSP
foi alvo de um estudo posterior com o objetivo de elucidar sua fung¢do no ciclo de
infeccdo viral (Fontes et al., 2004). Demonstrou-se que as NIKs sdo proteinas com
propriedades de receptores que se localizam em membranas, e que a interagdo com NSP
inibe essa atividade. Dessa forma, a interagdo entre NSP e NIK seria uma outra maneira
de suprimir uma resposta de defesa da planta ao virus.

Florentino et al. (2006) demonstraram que NSP também interage com outra
serina/treonina cinase celular, NsAK (“NSP-associated kinase™). Entretanto, ao
contrario de NIK, NsAK seria uma proteina que contribui com a infecgdo viral. De fato,

a inibicdo da atividade de NsAK atenua o desenvolvimento dos sintomas.

2.5. Begomovirus em tomateiro no Brasil

Até a década de 80, danos causados por begomovirus nas Américas restringiam-
se principalmente a producao de leguminosas, enquanto apenas alguns casos isolados e

pouco significativos eram relatados em lavouras de tomateiro (Polston e Anderson,
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1997). O primeiro relato de geminivirus em tomateiro no Brasil ocorreu na década de
1970 (Costa, 1975). O agente etiologico foi posteriormente caracterizado e denominado
Tomato golden mosaic virus (TGMV). Além do TGMYV, cinco outros virus transmitidos
por mosca-branca foram identificados, porém sem causar danos de importancia
econdmica (Matyis et al., 1975). Isso provavelmente ocorreu porque o bidtipo A de B.
tabaci, o tnico presente no Brasil na época, raramente coloniza o tomateiro (Bedford et
al., 1994).

Em 1992, no estado de Sao Paulo, constatou-se a presenca do biotipo B de B.
tabaci, provavelmente introduzido pela importagdo de plantas ornamentais da Europa
ou dos EUA (Melo, 1992). Comparado ao bidtipo A, o bidtipo B apresenta maior grau
de adaptagdo e dispersdo, com uma gama de hospedeiros muito mais ampla, incluindo
solanaceas como o tomateiro, e diversas espécies de plantas silvestres e/ou daninhas
(Bedford et al., 1994).

A presenca do bidtipo B no Distrito Federal foi confirmada em 1993, associada
a sintomas de infec¢do por begomovirus em tomateiros para processamento industrial
(Ribeiro et al., 1994; Franga et al., 1996). A partir de plantas com sintomas tipicos,
fragmentos de DNA correspondentes aos dois componentes gendmicos dos
begomovirus foram amplificados via PCR. A seqiliéncia de nucleotideos desses
fragmentos indicou tratar-se de nova espécie de begomovirus, distinta do TGMV e
denominada Tomato chlorotic vein virus (TCIVV) (Bezerra et al., 1996; Ribeiro et al.,
2003). Até o presente, a caracterizacdo molecular do TCIVV ainda ndo foi completada.

Relatos adicionais de begomovirus em tomateiro foram feitos em Sao Paulo
(Faria et al., 1997), no Rio de Janeiro (Galvéao et al., 1998) e na regido Nordeste, em
amostras de tomateiro provenientes da Bahia (Ribeiro et al., 1996) e de Pernambuco

(Bezerra et al., 1997). Em 1997 a doenca foi relatada no submédio Sdo Francisco, na
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época a principal regido produtora de tomate para processamento industrial no Brasil,
acarretando perdas de até 100% em diversas areas e levando ao abandono da
tomaticultura intensiva na regido (Bezerra et al., 1997). Em todos esses casos, o
aparecimento do virus ocorreu logo ap6s a introdugdo do bidtipo B de B. tabaci.

Um begomovirus foi identificado em tomateiros em 1996 no Tridngulo Mineiro,
causando mosaico ¢ deformagdo foliar (Rezende et al., 1996; Zerbini et al., 1996). O
virus foi caracterizado biologicamente ¢ molecularmente (Fernandes et al., 2006). A
comparagdo da seqiiéncia completa de nucleotideos do DNA-A e DNA-B com as de
outros begomovirus comprovou tratar-se de uma nova espécie, denominada Tomato
rugose mosaic virus (ToRMV) (Ribeiro et al., 2003; Fernandes et al., 2006).

No mesmo ano, outro begomovirus foi isolado de amostras de tomateiro
coletados na Zona Metalurgica de Minas Gerais (Zerbini et al., 1996). A analise das
sequéncias demonstrou tratar-se de nova espécie, designada Tomato chlorotic mottle
virus (ToCMoV) (Andrade et al., 2002; Ribeiro et al., 2003). Outros isolados do
ToCMoV foram identificados na Bahia, Espirito Santo, Pernambuco e Rio de Janeiro
(Ribeiro et al., 2003). O isolado da Bahia foi caracterizado biologicamente e
molecularmente (Ribeiro et al., 2007).

Um terceiro isolado de begomovirus foi detectado em Sao Jodo de Bicas, Minas
Gerais, causando sintomas severos em tomateiro. O isolado, denominado MG-Bi2, foi
caracterizado biologicamente e molecularmente, demonstrando tratar-se de uma nova
espécie denominada Tomato yellow spot virus (ToYSV) (Calegario et al., 2007). A
analise das seqiiéncias dos componentes gendmicos do ToYSV indicou um
relacionamento filogenético mais proximo com begomovirus isolados de Sida sp., como
o Sida mottle virus (SiMoV), Sida yellow mosaic virus (SiYMV) e Sida micrantha

mosaic virus (SimMV) (Andrade et al., 2006).
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Possivelmente, o bidtipo B de B. tabaci tem permitido que virus nativos
infectando plantas silvestres e daninhas cheguem ao tomateiro e se adaptem ao novo
hospedeiro em um rapido processo evolutivo, culminando com o surgimento de novas
espécies. Estudos realizados no México ¢ nos EUA sugerem que esse processo de
evolucdo e adaptacdo pode ocorrer em periodos de tempo da ordem de 5-10 anos (Hou e
Gilbertson, 1996; Torres-Pacheco et al., 1996).

Evidéncias de recombinacdo e pseudo-recombinagdo ja foram encontradas em
associa¢@o ao complexo de begomovirus infectando o tomateiro no Brasil. Galvao et al.
(2003) e Ribeiro et al. (2007), sugeriram que os isolados MG-Btl e¢ BA-Sel,
respectivamente, do ToCMoV, possuem origem recombinante. A formagao de pseudo-
recombinantes viaveis entre 0 TGMV (DNA-A) e ToYSV (DNA-B), e entre o ToYSV
(DNA-A) e o Tomato crinkle leaf yellow virus (ToCrLYV) (DNA-B), foi demonstrada
em experimentos de inoculagdo com clones infecciosos (Andrade et al., 2006). Além
disso, foi sugerida a pseudo-recombina¢do entre o ToRMV e um novo virus em
condigdes naturais (planta infectada no campo) (Fernandes et al., 2006).

Levantamentos realizados nos ultimos cinco anos (Castillo-Urquiza et al., 2007;
Cotrim et al., 2007; Fernandes et al., 2008) indicam que determinadas espécies
tornaram-se prevalentes em diferentes regides do pais. O seqlienciamento direto de
fragmentos de PCR amplificados a partir de amostras de tomateiro coletadas na regido
central do estado de S3ao Paulo nos anos de 2003 e 2004 indicou como espécie
predominante o Tomato severe rugose virus (ToSRV), presente em 50% das amostras
analisadas. A presenga do Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) e do SiMoV
também foi detectada (Cotrim et al., 2007). Também mediante o seqiienciamento de
fragmentos de PCR obtidos de amostras de tomateiro, coletadas entre 2002 e 2004 no

Distrito Federal e nos estados da Bahia, Goias, Minas Gerais, Pernambuco e Sdo Paulo,
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verificou-se a presenga do ToOSRV em 61% das amostras, além do Tomato golden vein
virus (TGVYV), Tomato mottle leaf curl virus, ToYVSV e duas possiveis novas espécies
(Fernandes et al., 2008).

A andlise de 106 genomas virais clonados a partir de amostras de tomateiro e
plantas daninhas coletadas nos estados do Rio de Janeiro em 2005 ¢ Minas Gerais em
2007 indicou a prevaléncia do ToYVSV e de uma nova espécie denominada Tomato
common mosaic virus (ToCmMYV) (Castillo-Urquiza et al., 2008). Além disso, mais
cinco novas espécies foram identificadas, duas infectando tomateiro e trés infectando as
plantas daninhas Sida rhombifolia ¢ Blainvillea rhomboidea (Castillo-Urquiza et al.,
2008).

Em conjunto, esses resultados indicam que novas espécies virais continuam a
surgir em tomateiros, € que algumas dessas espécies, provavelmente melhor adaptadas

ao novo hospedeiro, tendem a predominar em diferentes regides geograficas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolados virais

Plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum) e pimentdo (Capsicum annuum)
apresentando sintomas tipicos de infec¢do viral foram coletadas nos estados de Sao
Paulo e Rio de Janeiro, no ano de 2005. Discos foliares das plantas sintomaticas foram
submetidos a extragdo de DNA (Dellaporta et al., 1983) ¢ o DNA foi utilizado como
molde para a amplificagdo de fragmentos do genoma viral via PCR, utilizando-se os
oligonucleotideos PAL1v1978 ¢ PAR1c496, universais para o género Begomovirus
(Rojas et al., 1993). Os fragmentos amplificados foram clonados no vetor pGEM-T
EASY (Promega), de acordo com as instrugdes do fabricante, e os clones obtidos foram
seqlienciados para identificacao viral. Com base nos resultados das comparagdes das
seqliéncias, as amostras TP308 (pimentdo) e C13a (tomateiro), coletadas em SP e RJ,

respectivamente, foram selecionadas para clonagem dos genomas virais completos.

3.2. Clonagem e sequenciamento dos genomas virais

Os componentes gendmicos presentes nas amostras TP308 e Cl3a foram

amplificados utilizando-se a enzima DNA polimerase do bacteriofago phi29, do kit
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TempliPhi (GE Healthcare), de acordo com o método descrito por Inoue-Nagata et al.
(2004). Aliquotas das amplificagdes foram submetidas a clivagens com as enzimas de
restricdo ECOR I, Kpn I, BamH I e Apa 1. Os produtos das reagdes foram analisados em
gel de agarose 0,7% corado em brometo de etideo. Aliquotas das reagdes de clivagem
contendo fragmentos de 2600 nucleotideos (nt), correspondentes a uma cépia de cada
componente gendmico, foram utilizadas para ligagdo no vetor pBluescript KS+
(Stratagene) previamente linearizado com a mesma enzima e defosforilado. O produto
da reacdo de ligagao foi utilizado para transformagdo de Escherichia coli estirpe DH5a
pelo método de choque térmico (Sambrook et al., 2001). Colonias contendo os possiveis
plasmideos recombinantes foram repicadas para meio LB liquido e incubadas a 37°C
durante 12 horas. Ap6s a incubagdo, as culturas foram submetidas a minipreparacao de
DNA plasmidial pelo método de lise alcalina (Sambrook et al., 2001) e o DNA
resultante foi analisado em gel de agarose 0,7% corado em brometo de etideo. Amostras
de DNA plasmidial cujo comprimento era de aproximadamente 5500 nt, correspondente
ao vetor plasmidial ligado ao genoma viral, foram submetidas a clivagem com a mesma
enzima utilizada para a clonagem, e o padrdo eletroforético foi analisado em gel de
agarose 0,7%. Amostras em que o fragmento de 2600 nt foi verificado foram

completamente seqiienciadas pela Macrogen, Inc. (Seul, Coréia do Sul).

3.3. Caracterizagdo molecular

As seqiiéncias correspondentes ao DNA-A e DNA-B dos isolados ToYVSV-
[BR:Pda30:05] e ToSRV-[BR:Pirl:05] foram analisados a fim de identificar as ORFs
presentes no genoma viral, utilizando-se o programa ORF  Finder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/). As seqiiéncias de aminoacidos deduzidas

de cada proteina foram comparadas com as das demais espécies de begomovirus
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utilizando-se o algoritmo BLASTp (Altschul et al., 1990), e as seqiiéncias de
nucleotideos foram comparadas utilizando-se o algoritmo BLASTn. Com base nas
seqiiéncias de nucleotideos, alinhamentos multiplos foram obtidos com o programa
Clustal W (Thompson et al., 1994), e arvores filogenéticas foram obtidas utilizando-se o
programa MEGA 4.0 (Kumar et al., 2004). Os alinhamentos ¢ as arvores filogenéticas
incluiram todas as espécies de begomovirus ja relatadas nas Américas, além de espécies

representativas de cada clado presente no “Velho Mundo™.

3.4. Construcao de clones infecciosos

As seqiiéncias de nucleotideos completas de cada componente gendmico foram
submetidas a analise de restri¢do utilizando-se o programa DNAMAN versdo 6 (Lynonn
Corporation). Enzimas que clivaram o DNA viral liberando um fragmento contendo a
regido comum foram escolhidas, e o produto de clivagem foi clonado no vetor
pBluescript KS+ (Stratagene), resultando na constru¢do “meia-copia”. Os fragmentos
correspondentes a copia completa de cada componente do genoma viral foram inseridos
nos respectivos clones “meia-copia”, gerando construgdes correspondentes a 1,5 copias
do genoma, contendo duas origens de replicagdo na mesma orientacao.

A infectividade dos clones foi comprovada por meio de inoculacdo via
biobalistica (Aragdo et al., 1996) em plantas de tomateiro e Nicotiana benthamiana. A
infeccdo viral foi comprovada por meio de amplificacdo de fragmentos do genoma viral

via PCR.

3.5. Determinacéo da gama de hospedeiros

Os clones infecciosos foram inoculados via biobalistica em plantas das familias
Solanaceae (Nicotiana rustica, N. clevelandii, N. debneyi, N. glutinosa, N. tabacum
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‘Xanthi’, ‘TNN’, ‘Havana’ e ‘White burley’, Solanum lycopersicum ‘Santa Clara’ e
‘Rutgers’, Capsicum annuum ‘Casca Dura Ikeda’ e Datura stramonium), Fabaceae
(Glicyne max ‘Tucunaré’, Phaseolus vulgaris ‘Pérola’, P. vulgaris ‘Ouro Negro’, e
Vigna unguiculata ‘Pititba’), Cucurbitaceae (Cucurbita pepo ‘Caserta’) e
Amaranthaceae (Chenopodium quinoa e Gomphrena globosa). As plantas inoculadas
foram analisadas visualmente para a presenca de sintomas, ¢ a infec¢do viral foi
confirmada via hibridizagdo molecular “dot blot” e também via PCR, 21 dias apds a
inoculagao.

Para a confirmagao da infec¢do viral via hibridizagao utilizou-se o kit DIG DNA
Labeling and Detection (Roche), de acordo com as instru¢des do fabricante. Os clones
pVIR096 (ToSRV-[BR:Pirl:05], DNA-A) e pVIR098 (ToYVSV-[BR:Pda30:05],
DNA-A) foram marcados com digoxigenina e utilizados como sondas. O DNA total foi
extraido das plantas inoculadas (Dellaporta et al., 1983) e aplicado diretamente sobre
membrana de néilon (Hybond-N+). A hibridiza¢do foi realizada a 50°C por 16 horas,
seguida de duas lavagens a temperatura ambiente em SSC 0,5x e SDS 0,1% por 5
minutos cada, e duas lavagens a 50°C em SSC 0,1x e SDS 0,1% por 15 minutos cada.

A confirmagdo via PCR foi realizada utilizando-se os oligonucleotideos
universais para o género Begomovirus, PAL1v1978 e PAR1c496 (Rojas et al., 1993). A
reacdo foi realizada em um volume de 25 pl, contendo 2,5 pl de tampao (Tris-HCI
100mM, pH 8,3 e KCI 500 mM), 2,5 ul de MgCl, 2,5 mM, 2,0 ul da mistura de dNTPs
a 0,2 mM, 0,4 uM de cada oligonucleotideo, e uma unidade de Tag DNA polimerase,
completando-se o volume com agua. A reagdo consistiu em 30 ciclos de desnaturagdo a
94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos,
seguido de uma extensdo final a 72°C por 10 minutos. O produto amplificado foi

analisado por meio de eletroforese em gel de agarose 0,7% .
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4. RESULTADOS

4.1 Clonagem e sequienciamento dos genomas virais

4.1.1. Amplificacdo dos genomas virais

O DNA-A do isolado ToYVSV-[BR:Pda30:05] (Castillo-Urquiza, 2008),
presente na amostra Cl13a (coletada em Paty do Alferes, RJ, em maio de 2005) foi
previamente amplificado via DNA polimerase do bacteridfago phi29 e clonado em vetor
plasmidial pBluescript KS+. O clone genomico foi utilizado para a caracterizagao
molecular e constru¢ao do clone infeccioso correspondente. Os demais componentes
gendmicos presentes nas amostras Cl13a e TP308 (coletada em Piraju, SP, em julho de
2005), foram amplificados utilizando-se a mesma enzima. Um fragmento de
comprimento superior a 12000 nt, correspondente ao multimero linear contendo varias
unidades do genoma viral, foi observado para cada reagdo (dados nao mostrados).

Aliquotas da reagdo de amplificagdo obtida a partir da amostra TP308 foram
submetidas a clivagem com as enzimas BamH I, EcoR I, Hind III, Pst I e Kpn I, ¢ a
reacdo de amplificagdo obtida a partir da amostra C13a foi submetida a clivagem com a

enzima Apa I (Figura 2). Fragmentos de 2600 nt, correspondentes a uma copia dos
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componentes gendmicos virais, foram observados para todas as reacdes de clivagem
(Figura 2).

Para a clonagem dos componentes gendmicos virais a partir da amostra TP308
foram escolhidas as enzimas ECOR I e Kpn I, e para a clonagem do DNA-B do isolado

ToYVSV-[BR:Pda30:05], presente na amostra C13a, foi utilizada a enzima Apa .

3000

2000
3000

2000

Figura 2. Padrdo eletroforético em gel de agarose (0,7%) da clivagem dos amplicons
obtidos a partir de DNA total das amostras TP308 e Cl3a. M, marcador de
comprimento (“1 kb plus DNA ladder”, em nt); 1, amplicon ndo submetido a clivagem;
2-6, clivagem do amplicon obtido a partir de DNA total da amostra TP308 com as
enzimas BamH I, EcoR I, Hind III, Pst I, e Kpn I, respectivamente; 7, clivagem do
amplicon do isolado BR:Pda30:05 com a enzima Apa I.
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4.1.2. Clonagem dos fragmentos correspondentes a uma copia do genoma viral

Os fragmentos de 2600 nt correspondentes a uma copia de cada componente
genomico foram utilizadas para ligacdo no vetor pKS+ previamente linearizado com a
mesma enzima e defosforilado. O produto da reagdo de ligagdo foi utilizado para
transformagdo de E. coli DHS5a e as colonias contendo os plasmideos recombinantes
foram submetidas & minipreparagdo de DNA plasmidial. Plasmideos com comprimento

de aproximadamente 5500 nt foram observados em todos os casos (Figura 3).

4.1.3. Confirmagéo da clonagem dos componentes gendmicos

Amostras de DNA plasmidial com comprimento de aproximadamente 5500
nucleotideos, correspondente ao vetor plasmidial contendo o componente gendmico,
foram submetidas a clivagem com a mesma enzima utilizada para a clonagem. O
fragmento de 2600 nucleotideos, correspondente ao comprimento dos componentes
gendmicos virais, foi observado em 24 amostras de DNA plasmidial obtidas a partir da
amostra TP308 (Figura 4). Da mesma forma, a presenca do fragmento de 2600
nucleotideos foi confirmada em todas as amostras de DNA plasmidial obtidas a partir da
amostra Cl3a (Figura 4). Os clones denominados pVIR08S, pVIR089 e pVIR091,
correspondentes as amostras 6, 21 e 39, respectivamente (Figura 4), foram selecionados

para o seqilienciamento.
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Figura 3. Padrao eletroforético em gel de agarose (0,7%) das minipreparagcdes de DNA
plasmidial obtidas a partir de colonias contendo possiveis plasmideos recombinantes.
M, marcador de comprimento (“1 kb plus DNA ladder”, em nt); 1-19, plasmideos
obtidos a partir da clonagem dos fragmentos de 2600 nt provenientes da clivagem de
amplicons da amostra TP308 com a enzima ECOR I; 20-38, plasmideos obtidos a partir
da clonagem dos fragmentos de 2600 nt provenientes da clivagem de amplicons da
amostra TP308 com a enzima Kpn I; 39-57, plasmideos obtidos a partir da clonagem
dos fragmentos de 2600 nt provenientes da clivagem de amplicons do isolado
BR:Pda30:05 presente na amostra C13a com a enzima Apa .
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Figura 4. Padrido eletroforético em gel de agarose (0,7%) da clivagem de DNA
plasmidial proveniente da clonagem dos componentes genOmicos presentes nas
amostras TP308 e C13a. M, marcador de comprimento (“1 kb plus DNA ladder”, em
nt); 2-19, clivagem com a enzima ECOR I de DNA plasmidial obtido a partir da
clonagem dos componentes gendmicos presentes na amostra TP308; 20-38, clivagem
com a enzima Kpn I de DNA plasmidial obtido a partir da clonagem dos componentes
gendmicos presentes na amostra TP308; 39-57, clivagem com a enzima Apa [ de DNA
plasmidial obtido a partir da clonagem dos componentes gendmicos do isolado
BR:Pda30:05 presente na amostra C13a.
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4.2. Caracterizacao molecular

4.2.1 Andlise das seqliéncias dos componentes gendmicos virais dos clones
pVIR088, pVIR089 e pVIR091

A analise das seqiiéncias dos clones pVIR088 ¢ pVIR089 indicou tratarem-se de
componentes genodmicos correspondentes ao DNA-A e DNA-B, respectivamente, de
begomovirus. No DNA-A foram identificadas as ORFs cp (251 aa), rep (352 aa), ren
(132 aa) e trap (129 aa). No DNA-B foram identificadas as ORFs nsp (294 aa) e mp
(293 aa). A comparacdo das seqiiéncias de nucleotideos da regido comum dos dois
componentes indicou identidade de 95%, comprovando tratarem-se de DNA-A ¢ DNA-
B cognatos. O isolado viral correspondente foi denominado BR:Pir1:05.

A andlise da seqiiéncia do clone pVIR091 indicou tratar-se de um componente
genomico correspondente a0 DNA-B de begomovirus, identificando-se as ORFs nsp
(256 aa) e mp (293 aa). A comparagdo das seqiiéncias de nucleotideos da regido comum
desse componente com o DNA-A do isolado BR:Pda30:05 (Castillo-Urquiza, 2008)
indicou identidade de 91%, comprovando tratarem-se de DNA-A e DNA-B cognatos.

As seqiiéncias de nucleotideos do DNA-A e DNA-B completos, e as seqiiéncias
de nucleotideos e aminoacidos de todas as ORFs dos dois isolados foram comparadas
com outros begomovirus das Américas e do “Velho Mundo” (Tabelas 1 a 9). A
comparagdo da seqiiéncia de nucleotideos do DNA-A do isolado BR:Pirl:05 indicou
identidades de 96 e 98% com os isolados BR:Ub2:00 e BR:PG1:Pep:03 da espécie
Tomato severe rugose virus (ToSRV), respectivamente. Portanto, de acordo com os
critérios de taxonomia definidos pelo Grupo de Estudos de Geminiviridae do Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) (Fauquet et al., 2008), o isolado
BR:Pirl:05 pertence a essa espécie. A comparagdo da seqiiéncia de nucleotideos do

DNA-A do isolado BR:Pda30:05 indicou identidade de 95 € 89% com os isolados G22
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e Ba3 da espécie Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV), respectivamente.
Portanto, o isolado BR:Pda30:05 pertence a essa espécie.

Arvores filogenéticas foram construidas com base nas seqiiéncias de
nucleotideos do DNA-A e do DNA-B de begomovirus, incluindo-se os isolados
BR:Pirl:05 e BR:Pda30:05 (Figuras 5 e 6). Na arvore baseada na sequéncia do DNA-A,
os isolados BR:Pirl:05 ¢ BR:Pda30:05 se agruparam em um mesmo ramo com outros
begomovirus que infectam tomateiro no Brasil (Figura 5). Na arvore baseada na
seqiiéncia do DNA-B, os dois componentes se agruparam em ramos diferentes, mas
foram altamente relacionados com outros begomovirus que infectam tomateiro no
Brasil (Figura 6). Em ambas as arvores, o isolado BR:Pir1:05 agrupou-se em um ramo
monofilético, com 100% de valor “bootstrap”, contendo os dois isolados de ToSRV. Da
mesma forma, em ambas as arvores, o isolado BR:Pda30:05 agrupou-se em um ramo
monofilético, com 100% do valor de “bootstrap”, contendo os outros dois isolados de

ToYVSV.

29



] Rh My NG 010294
S _|:PHWV M 001353
MahPRY NG 004097
100 —— CoYYY NC D0B358
L CoGmMy NC 003644
BSTCY NC 004754
PepCTy NC 009518
SpCTY NC ODSEE0
BMCTY NG 004753
BCTY MG 001412
HrCTY NG 002543
TPCTY NC 003825
SPLCGY NG 004640
m _|:SPLC\-" NC 004650
100 IV A1 32548
HgvM Y NG 005535
B YMY NG 001983
MYMIY NG 004508
Kubd Y NG 009645
Do¥MY NC 005338
DovYMY AJ9EE370
TYLCY NC 004005
TYLCY DO AFO24715
TYLCMY NC 004569
TYLCSY NC 003828
ACMYIC AF258594
EACHMY NC D04574
WmCSY NG 003705
CIGMY DQE41692
= LuvyYNY DOE41699
j|——|:SDCLv MC 003357
;r1 ToLCW AF 443059
BYYMY NG 003415

{ICMV NG 001932

B

B4 ———— TYLCThY MC 0005369
100 Lwhi s NC 004824
e ToLCHMDY MC 04611
=1l CHWRY MC 004300
100 PLCW MC 004147

M SY NC 0013546

Figura 5. Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento das seqiiéncias de
nucleotideos completas do DNA-A de espécies de begomovirus, incluindo os isolados
BR:Pirl:05 e BR:Pda30:05 (indicados pelas setas). A darvore inclui espécies de
begomovirus do Velho Mundo e do Novo Mundo, além de todas as espécies ja relatadas
no Brasil. A arvore foi obtida pelo método de “Neighbour-Joining”, utilizando-se o
programa Mega 4.0. Os nlimeros em cada ramo indicam o valor de “bootstrap” (2.000
repetigoes).

30



Figura 5 (cont.)
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Figura 6. Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento das seqiiéncias de
nucleotideos completas do DNA-B de espécies de begomovirus, incluindo os isolados
BR:Pirl:05 e BR:Pda30:05 (indicados pelas setas). A arvore inclui espécies de
begomovirus do Velho Mundo e do Novo Mundo, além de todas as espécies ja relatadas
no Brasil. A arvore foi obtida pelo método de “Neighbour-Joining”, utilizando-se o
programa Mega 4.0. Os nimeros em cada ramo indicam o valor de “bootstrap” (2.000
repeti¢des).
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Tabela 1. Espécies de begomovirus utilizadas para as comparagdes de seqiiéncias

N° de acesso no GenBank

Espécie - isolado’ Sigla DNA-A DNA-B

Abutilon mosaic virus - [USA:Hawaii] AbMV- NC 001928 NC 001929
[US:Haw]

African cassava mosaic virus - ACMV- NC 001467 NC_001468

[Kenya:844:1982] [KE:844:82]

Bean golden mosaic virus - BGMV- NC 004042 NC 004043

[Brazil:Campinas1:1978] [BR:Cam1:78]

Bean golden yellow mosaic virus - BGYMV-[PR] NC 001438 NC 001439

[Puerto Rico]

Sida golden mosaic virus - [USA:Florida] SGMV - NC 002046 NC 002047
[US:Flo]

Sida micrantha mosaic virus - SimMV - NC 005330 NC 005331

[Brazil:A2B2] [BR:A2B2]

Squash leaf curl virus - (USA:Imperial SqLCV - NC 001936 NC 001937

Valley:1979] [US:Imp:79]

Tomato golden mosaic virus - TGMV - NC 001507 NC_001508

[Brazil:Common:1984] [BR:com:84]

Tomato chlorotic mottle virus - ToCMoV- NC 003664 NC_ 003665

[Brasil:Seabral:1996] [BR:Sel:96]

Tomato mild leaf curl virus ToMLCV n.d. DQ336352

Tomato mottle virus - ToMoV - NC 001938 NC 001939

[USA:Florida:1989] [US:Flo:89]

Tomato rugose mosaic virus - ToRMYV - NC 002555 NC 002556

[Brazil:Uberlandia 1:1996] [BR:Ub1:96]

Tomato severe rugose virus - ToSRV- AY029750 n.d.

[Brazil:Uberlandia 2:2000] [Br:Ub2:00]

Tomato severe rugose virus - ToSRV- NC 009607 NC 009612

[Brazil:Petrolina de Goiasl:Pepper:2003] [BR:PG1:Pep:03]

Tomato yellow spot virus - ToYSV- NC 007726 NC 007727

[Brazil:Bicas2:1999] [BR:Bi2:99]

Tomato yellow vein streak virus - [Ba3] ToYVSV-[Ba3] NC 010949 NC 010950

Tomato yellow vein streak virus - [G22] ToYVSV-[G22] EF459696 n.d.

Watermelon chlorotic stunt virus - WmCSV-[YE] NC 003708 NC 003709

[Yemen]

'Denominagio dos isolados de acordo com Fauquet et al. (2008)

“n.d.: no disponivel
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Tabela 2. Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de nucleotideos completas do DNA-A dos isolados BR:Pirl:05 ¢ BR:Pda30:05 ¢ de
outras espécies de begomovirus.

BR:Pa30:05 BRPirl:05 AbMV ACMV BGMV BGYMV SGMV SimMV SqLCV TGMV ToCMoV ToMoV ToRMV [TQS;IS&; 00] Eé)gg]gl: ToYSV [Té’;;}/SV' [Tg;{z\]lsv WmCSV
BR:Pda30:05 - 76 74 55 75 74 74 74 68 78 7 76 75 76 76 75 89 95 58
BR:Pirl:05 - 76 55 78 74 76 78 69 81 78 77 86 9 08 78 77 76 55
ABMV - 55 75 76 89 7 69 73 76 85 77 7 76 7 74 74 55
ACMV - 55 55 55 54 53 56 56 56 55 56 55 54 56 56 67
BGMV - 75 74 75 7 71 7 73 80 79 78 76 74 75 57
BGYMV - 75 70 67 71 75 74 73 74 73 73 74 74 54
SGMV - 76 69 72 75 88 75 77 76 77 75 75 54
SimMV - 67 76 74 7 78 79 78 81 74 74 56
SqLCV - 69 70 69 70 69 70 69 68 68 53
TGMV - 75 74 78 80 79 76 79 78 55
ToCMoV - 76 85 78 78 75 7 76 55
ToMoV - 76 7 77 76 75 75 55
ToRMV - 87 97 77 74 75 55
[BR:E%SZ%\éi - 100 78 77 76 55
[BR:PGI:];’OeiI:{O\;i - 8 7 76 3
ToYSV - 74 75 53
ToYVSV-[Ba3] - 89 55
ToYVSV-[G22] - 55
WmCSV -
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Tabela 3. Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de nucleotideos completas do DNA-B dos isolados BR:Pir1:05 ¢ BR:Pda30:05 ¢ de
outras espécies de begomovirus.

BR:Pda30:05 BR:PIRI:05S AbMV ~ACMV BGMV BGYMV SGMV SimMV SqLCV  TGMV  ToCMoV  ToMLCV  ToMoV  ToRMV  ToSRV- ToYSV  ToYVSV-  WmCSV
[BR:PGI: [Ba3]
Pep:03]
BR:Pda30:05 - 70 49 14 64 49 49 59 52 55 62 92 49 69 69 58 82 9
BR:PIR1:05 -- 50 10 61 49 52 73 48 62 59 70 56 98 97 68 70 11
AbMV -- 9 48 59 75 50 46 59 48 48 77 50 50 48 47 10
ACMV - 14 14 9 10 12 9 9 14 10 10 10 12 8 32
BGMV - 60 58 57 45 64 62 62 50 61 61 59 69 14
BGYMV - 59 47 45 50 48 50 62 49 49 46 55 11
SGMV -- 50 46 49 58 49 73 52 52 51 58 11
SimMV -- 46 59 56 67 50 71 71 71 57 13
SqLCV - 49 47 51 46 48 48 46 49 13
TGMV - 49 55 59 62 63 52 57 10
ToCMoV - 67 60 58 60 58 61 10
ToMLCV - 48 69 68 59 82 9
ToMoV - 56 56 51 50 10
ToRMV - 98 68 69 11
[BR:PGI:];’OeiI:{O\;i - 68 9 11
ToYSV - 67 13
ToYVSV-[Ba3] - 8
WmCSV -
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Tabela 4. Porcentagem de identidade entre as seqiliéncias de nucleotideos da ORF cp (valores acima da diagonal) e as seqiiéncias de aminoacidos
da proteina capsidial (valores abaixo da diagonal) dos isolados BR:Pir1:05 e BR:Pda30:05 e de outras espécies de begomovirus.

BR:Pda30:05 BRPPIRI:05 AbMV ACMV BGMV BGYMV SGMV SimMV  SQLCV TGMV ToCMoV ToMoV  ToRMV [Tgs%\;_z - [T];’;i‘é‘l: ToYSV '[Fl;);;}/SV— [ngz\]/sv WmCSV
: : Pep03]

BR:Pda30:05 - 81 79 61 82 82 80 81 82 84 82 79 81 82 81 80 91 9% 60
BR:PIRI:05 88 - 80 60 81 79 82 82 83 85 81 81 81 97 99 92 93 92 60
ABMV 87 86 - 58 80 7 91 83 80 80 82 87 83 81 80 85 80 79 60
ACMV 67 68 64 - 60 60 60 60 60 61 62 59 59 61 60 58 61 61 75
BGMV 89 93 89 66 - 83 80 81 81 80 83 80 82 82 81 81 81 81 60
BGYMV ) 87 85 68 88 - 79 80 82 81 80 78 81 80 79 80 81 81 61
SGMV 89 88 94 65 90 88 - 85 80 83 83 89 84 82 82 85 81 81 61
SimMV 91 91 90 66 93 90 92 - 82 84 83 83 83 83 82 87 82 81 60
SqLCV 92 90 87 66 91 91 89 92 - 85 79 81 79 84 83 82 83 83 60
TGMV 94 90 87 66 91 91 89 90 92 - 82 82 81 86 85 83 85 84 62
ToCMoV 87 90 87 68 92 89 90 90 ) 88 - 82 92 82 82 82 81 81 62
ToMoV 88 88 92 64 90 86 93 90 89 87 89 - 84 81 81 83 79 80 61
ToRMV 87 89 87 68 91 88 90 90 89 88 99 89 - 81 81 82 82 81 61
[BR:E%SZ%\éi 89 97 87 65 94 88 89 91 91 91 90 89 89 - 98 83 84 83 61
[BR:PG&";&)‘; 89 99 87 68 93 87 89 91 90 90 90 88 90 98 - 82 83 83 60
ToYSV 89 90 89 65 92 88 90 95 90 89 90 89 90 90 90 - 82 81 60
ToYVSV-[Ba3] 98 87 87 67 89 91 88 91 93 93 87 87 87 89 88 89 - 92 61
ToYVSV-[G22] 9% 88 86 66 89 92 88 90 92 93 88 87 88 88 89 90 9% - 60
WmCSV 67 66 64 78 67 66 66 66 66 68 68 64 68 66 66 66 67 67 -
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Tabela 5. Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de nucleotideos da ORF trap (valores acima da diagonal) e as seqiiéncias de
aminoacidos da proteina Trap (valores abaixo da diagonal) dos isolados BR:Pir1:05 e BR:Pda30:05 e de outras espécies de begomovirus.

BR:Pda30:05 BRPIRI:05 AbMV ACMV BGMV BGYMV SGMV SimMV  SQLCV TGMV ToCMoV ToMoV ~ ToRMV [Té}f%vb'z - [T];’;i‘é‘l: ToYSV E‘];);\]/SV— [ngz\]/sv WmCSV
: . Pep03]

BR:Pda30:05 -- 77 74 62 77 75 75 78 75 82 77 73 77 77 78 80 90 95 64
BR:PIRI:05 63 .- 78 57 82 74 77 78 75 81 83 78 83 97 08 80 76 76 64
AbMV 62 68 - 64 76 75 93 79 74 78 77 90 78 78 79 76 75 76 65
ACMV ) 46 47 .- 61 61 64 61 60 61 58 63 61 57 58 58 58 61 73
BGMV 70 74 68 50 - 77 74 81 75 78 84 76 85 82 82 79 78 77 62
BGYMV 62 62 66 ) 67 - 75 71 82 77 74 73 74 73 74 73 76 74 62
SGMV 63 65 91 46 67 68 .- 79 74 78 76 91 77 77 78 75 76 74 63
SimMV 68 71 7 45 73 58 71 .- 75 77 82 78 82 78 79 82 78 78 61
SqLCV 63 63 65 44 68 71 65 63 .- 79 76 71 76 75 76 75 76 74 60
TGMV 75 72 71 46 70 66 71 68 68 - 79 75 79 81 81 78 83 81 63
ToCMoV 66 75 67 51 76 67 68 7 68 70 - 77 95 82 83 78 78 75 62
ToMoV 59 67 84 48 67 63 86 71 63 65 69 .- 76 78 79 75 75 74 64
ToRMV 69 78 70 50 80 68 68 7 67 7 91 68 - 83 83 78 79 76 62
[BR:E%SZ%\éi 64 9% 68 46 73 62 66 70 63 7 75 67 78 - 97 80 76 76 63
(BRP G1I)(;i§)\;i 64 97 68 46 7 62 66 71 64 71 74 67 7 9 - 80 76 76 64
ToYSV 72 71 65 ) 74 65 65 76 60 69 68 63 71 71 71 - 78 77 63
ToYVSV-[Ba3] 87 62 62 46 70 61 64 68 62 76 67 61 70 63 62 68 - 90 65
ToYVSV-[G22] 93 63 60 38 68 61 61 65 63 73 65 59 68 64 64 68 86 .- 64
WmCSV 48 44 51 60 48 ) 48 46 ) 46 44 48 44 44 44 49 49 49 .-
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Tabela 6. Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de nucleotideos da ORF ren (valores acima da diagonal) e as seqiiéncias de
aminoacidos da proteina Ren (valores abaixo da diagonal) dos isolados BR:Pir1:05 e BR:Pda30:05 e de outras espécies de begomovirus.

BR:Pda30:05 BRPIRI:05 AbMV ACMV BGMV BGYMV SGMV SimMV  SQLCV TGMV ToCMoV ToMoV ~ ToRMV [Té}f%vb'z - [T];’;i‘é‘l: ToYSV '[Fl;);;}/SV— [ngz\]/sv WmCSV
: . Pep03]

BR:Pda30:05 -- 84 80 66 81 77 79 79 76 83 82 80 82 83 84 81 91 93 65
BR:PIRI:05 79 .- 83 66 83 79 82 80 77 84 85 83 86 97 99 84 84 82 64
AbMV 78 78 - 68 79 77 92 82 78 82 81 89 82 83 83 82 80 79 68
ACMV 48 52 50 .- 66 65 66 68 62 56 70 68 69 66 66 66 66 65 7
BGMV 77 82 74 46 - 81 78 81 78 80 83 79 84 83 83 81 82 82 64
BGYMV 76 78 77 50 77 - 76 76 82 79 77 76 77 78 79 78 77 77 63
SGMV 78 81 90 49 76 75 .- 82 76 82 80 90 80 81 82 82 80 77 66
SimMV 75 77 80 47 81 75 81 .- 75 78 82 80 82 80 80 84 80 78 67
SqLCV 74 72 75 45 75 79 75 73 .- 79 77 75 78 77 77 77 77 75 65
TGMV 80 80 80 47 78 77 81 74 75 - 82 81 81 84 83 81 83 82 65
ToCMoV 78 82 79 46 81 7 79 81 7 78 - 81 94 84 85 82 82 80 63
ToMoV 78 81 88 51 74 77 87 79 71 78 80 .- 81 82 83 82 79 79 66
ToRMV 75 81 78 47 80 70 78 80 73 77 94 78 - 85 85 82 82 81 64
[BR:E%SZ%\éi 78 95 77 50 83 77 78 75 7 78 81 79 79 - 98 83 83 82 64
[BR:PG&";&)‘; 80 98 78 52 83 78 81 7 7 80 82 81 81 9 - 84 84 82 64
ToYSV 78 82 77 49 78 75 79 76 77 81 78 77 78 81 82 - 80 79 66
ToYVSV-[Ba3] 88 82 76 47 81 78 78 77 74 83 80 78 79 80 81 78 - 91 66
ToYVSV-[G22] 90 77 76 48 77 75 75 75 7 79 75 74 74 75 78 75 87 - 65
WmCSV 54 53 53 69 50 52 54 51 49 52 ) 53 51 ) 53 50 55 53 .-
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Tabela 7. Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de nucleotideos da ORF rep (valores acima da diagonal) e as seqiiéncias de
aminoacidos da proteina Rep (valores abaixo da diagonal) dos isolados BR:Pir1:05 e BR:Pda30:05 e de outras espécies de begomovirus.

BR:Pda30:05 BRPIRI:05 AbMV ACMV BGMV BGYMV SGMV SimMV  SQLCV TGMV ToCMoV ToMoV ~ ToRMV [Té}f%vb'z - [T];’;i‘é‘l: ToYSV '[Fl;);;}/SV— [ngz\]/sv WmCSV
: . Pep03]

BR:Pda30:05 -- 73 74 63 72 7 73 73 58 76 78 73 73 73 73 74 88 95 61
BR:PIRI:05 73 .- 7 63 79 7 74 80 65 81 76 75 95 96 99 79 7 73 61
AbMV 75 76 - 65 74 77 91 76 65 73 74 87 73 74 73 77 73 75 65
ACMV 57 63 64 .- 65 63 66 64 60 64 63 66 64 64 64 63 61 63 73
BGMV 70 79 73 61 - 71 7 74 61 74 73 74 79 78 78 75 71 72 62
BGYMV ) 73 80 63 7 - 77 70 65 7 74 77 73 73 ) 74 73 73 63
SGMV 73 76 ) 63 71 79 .- 76 64 74 74 89 73 74 74 76 7 7 64
SimMV 7 80 78 61 78 72 78 .- 64 77 7 73 80 80 80 79 73 73 62
SqLCV 59 59 61 52 61 61 59 59 .- 69 66 63 66 66 66 67 64 66 60
TGMV 74 82 74 62 76 71 75 78 60 - 75 7 81 81 80 79 76 77 60
ToCMoV 78 76 77 63 7 76 77 7 62 73 - 75 77 75 76 76 79 77 62
ToMoV ) 76 89 64 73 79 90 75 59 75 79 .- 73 75 75 76 73 7 62
ToRMV 7 9 75 63 78 7 75 79 60 82 79 75 - 95 95 79 73 73 61
[BR:E%SZ%\éi 7 9% 74 62 76 7 74 78 57 81 74 75 9 - 9% 79 74 74 60
(BRP Glz)(;iﬁ)\zli 73 99 76 63 79 7 76 80 59 82 75 76 93 9 - 79 74 73 63
ToYSV 73 91 78 62 76 75 76 82 61 80 73 75 80 79 81 - 75 76 59
ToYVSV-[Ba3] 89 73 76 57 70 74 75 7 59 75 79 75 73 7 73 74 - 88 63
ToYVSV-[G22] 95 73 75 58 71 73 74 73 59 75 78 73 72 71 73 73 90 - 61
WmCSV 56 60 62 74 58 60 61 59 54 61 60 61 60 60 60 61 56 57 .-
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Tabela 8. Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de nucleotideos da ORF mp (valores acima da diagonal) e as seqliéncias de
aminoacidos da proteina MP (valores abaixo da diagonal) dos isolados BR:Pir1:05 ¢ BR:Pda30:05 e de outras espécies de begomovirus.

BR:Pda30:05 BR:PIRI:0S AbMV ~ACMYV BGMV BGYMV SGMV  SimMV  SqLCV TGMV ToCMoV ToMLCV ToMoV ToRMV — 1OSRV-poyqy  Toyvsy.  wmesv

[BR:PGI: [Ba3]

Pep:03]
BR:Pda30:05 - 75 74 40 75 75 7 73 73 78 7 96 7 76 76 73 89 26
BR:PIRI:05 80 - 74 29 74 75 76 81 7 78 7 76 74 98 98 76 76 33
ABMV 79 80 - 28 74 74 86 76 71 78 7 74 86 75 74 74 74 30
ACMV 41 40 41 - 41 41 29 30 37 41 28 40 29 29 29 38 2% 58
BGMV 78 81 79 ") - 75 73 7 71 79 73 75 75 75 75 76 76 41
BGYMV 83 81 81 ) 79 - 75 7 71 80 73 75 75 75 75 72 75 33
SGMV 78 82 91 ) 79 83 - 78 7 78 7 73 85 76 75 75 73 32
SimMV 80 89 81 ) 81 83 84 - 70 78 71 73 75 81 80 75 73 40
SqLCV 79 77 78 ) 75 78 79 78 - 78 70 75 71 73 7 70 75 40
TGMV 8 85 87 48 80 88 87 86 83 - 75 80 79 78 78 81 81 49
ToCMoV 78 78 79 39 78 80 81 78 78 84 - 73 74 7 7 71 7 30
ToMLCV 97 80 79 ") 78 83 79 80 79 85 79 - 73 7 7 74 90 26
ToMoV 79 82 91 43 79 82 93 83 80 88 81 79 - 74 74 74 74 31
ToRMV 81 99 80 40 80 81 82 89 77 85 78 81 83 - 99 77 76 33
[BR:PGlg::iI:{O\?:i 81 98 80 41 81 82 82 90 77 85 78 81 83 98 - 77 76 33
ToYSV 78 78 78 45 79 77 78 80 74 82 77 78 78 78 79 - 76 39
ToYVSV-[Ba3] 94 81 80 & 77 82 80 80 80 85 79 95 81 82 82 78 - 2
WmCSV 8 44 £ 55 £ 83 ) o 45 48 83 ) ") 44 44 e 83 -
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Tabela 9. Porcentagem de identidade entre as seqiiéncias de nucleotideos da ORF nsp (valores acima da diagonal) e as seqliéncias de
aminodcidos da proteina NSP (valores abaixo da diagonal) dos isolados BR:Pir1:05 e BR:Pda30:05 e de outras espécies de begomovirus.

BR:Pda30:05 BRPPIRI:05 AbMV ACMV BGMV BGYMV SGMV SimMV SGLCV TGMV ToCMoV ToMLCV ToMoV ToRMV ~ TOSRV- 1ovqy  Toyvsy.  wmesv

[BR:PGI: [Ba3]

Pep:03]
BR:Pda30:05 -- 76 69 10 73 7 70 73 68 76 71 94 71 76 76 73 84 14
BR:PIR1:05 73 - 69 10 70 69 71 78 61 74 7 75 70 98 98 73 75 1
ABMV 66 69 - 21 70 70 75 7 65 69 67 69 77 69 69 7 67 4
ACMYV 27 25 31 - 26 38 15 9 25 13 13 9 1 8 10 8 10 38
BGMV 71 71 71 2 - 7 70 71 63 69 70 73 71 70 70 7 7 11
BGYMV 70 68 67 26 70 - 69 67 64 73 67 7 71 70 70 69 7 1
SGMV 69 69 76 30 71 69 - 7 64 64 68 70 79 71 71 73 70 16
SimMV 73 75 71 31 7 67 71 - 66 71 70 7 7 77 78 77 71 5
SqLCV 60 54 61 28 61 60 60 60 - 68 67 61 65 68 68 67 70 4
TGMV 73 71 66 28 70 69 66 69 60 - 66 64 64 73 74 71 76 15
ToCMoV 66 67 67 2 7 68 69 70 61 67 - 70 68 71 71 69 7 16
ToMLCV 92 73 66 28 7 70 69 74 60 73 67 .- 71 75 75 73 84 7
ToMoV 69 69 7 26 70 69 78 70 58 67 68 68 - 71 70 73 70 8
ToRMV 73 98 69 25 70 67 68 75 58 71 67 7 69 - 98 7 76 13
[BR:PGI?;S’%\?G 73 98 69 25 70 68 69 75 59 71 67 73 69 97 - 73 75 1
ToYSV 73 74 70 29 75 70 7 78 62 73 70 73 71 7 74 - 7 2
ToYVSV-[Ba3] 82 71 67 2 70 71 67 71 61 75 69 83 67 71 71 7 - I
WmCSV 28 27 28 35 28 27 28 27 29 27 26 29 25 27 28 25 29 -
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4.3. Construcao de clones infecciosos

4.3.1 Construcéo dos clones “meia-cépia”

Os clones pVIR088 e pVIR089 (contendo o DNA-A ¢ DNA-B completos,
respectivamente, do isolado BR:Pir1:05), e pVIR090 e pVIR 091 (contendo o DNA-A
e DNA-B completos, respectivamente, do isolado BR:Pda30:05) foram clivados com as
enzimas BamH I, Apa I, Sal I e Sac I, respectivamente, ¢ os fragmentos contendo a
regido comum de cada clone foram religados ao vetor pKS+. As construg¢des resultantes
foram utilizadas para transformacdo de E. coli DHSo e as colonias contendo os
plasmideos recombinantes foram submetidas a minipreparagdo de DNA plasmidial. Os
plasmideos recombinantes foram submetidos a clivagens com as mesmas enzimas
utilizadas para a clonagem. A analise eletroforética dos produtos da clivagem confirmou
a obtencdo dos clones “meia-copia” dos componentes gendmicos dos dois isolados
(Figura 7).

As construgdes contendo a “meia-copia” do DNA-A e DNA-B do isolado
ToSRV-[BR:Pirl:05] foram identificados como pVIR092 e pVIR093 e do isolado
ToYVSV-[BR:Pda30:05] foram identificados como pVIR094 e pVIR09S,

respectivamente.
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Figura 7. Padriao eletroforético em gel de agarose (0,7%) da clivagem de DNA
plasmidial para confirmacdo da obten¢do dos clones “meia-copia”. M, marcador de
comprimento (“1 kb plus DNA ladder”, em nt); 1, pVIR092 (“meia-copia” do DNA-A
do isolado ToSRV-[BR:Pir1:05]) clivado com a enzima EcoR I, 2, pVIR092 clivado
simultaneamente com as enzimas ECOR I e BamH I; 3, pVIR093 (“meia-copia” do
DNA-B do isolado ToSRV-[BR:Pir1:05]) clivado com a enzima KpnI; 4, pVIR093
clivado simultaneamente com as enzimas Kpn I e Apa [; 5, pVIR094 (“meia-copia” do
DNA-A do isolado ToYVSV-[BR:Pda30:05]) clivado com a enzima BamH I; 6,
pVIR094 clivado simultaneamente com as enzimas BamH I e Sal 1. 7, pVIR095 (“meia-
copia” do DNA-B do isolado ToYVSV-[BR:Pda30:05]) clivado com a enzima Apa I; 8,
pVIRO095 clivado simultaneamente com as enzimas Apa I e Sac 1.
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4.3.1 Ligacédo do fragmento correspondente a uma cépia de cada componente
gendmico ao clone “meia-copia”

Os fragmentos de 2600 nucleotideos correspondentes a uma copia de cada
componente gendomico dos isolados ToSRV-[BR:Pirl:05] e ToYVSV-[BR:Pda30:05]
foram liberados dos clones pVIR088, pVIR089, pVIR090 e pVIR091 por meio da
clivagem com a mesma enzima utilizada para clonagem. Os fragmentos foram
purificados apos separacdo em gel de agarose (Figura 8) e ligados aos clones “meia-
copia” correspondentes. Os produtos das reagdes de ligacdo foram utilizados para
transformagao de E. coli DH5a pelo método de choque térmico. As culturas contendo os
possiveis plasmideos recombinantes foram submetidas a minipreparacio de DNA

plasmidial (Figuras 9).
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Figura 8. Padrdo eletroforético em gel de agarose (0,7%) dos clones “meia-copia”
linearizados e dos fragmentos de 2600 nt correspondentes a uma coépia de cada
componente gendmico. M, marcador de comprimento (“1 kb plus DNA ladder”, em nt);
1, pVIR092 (“meia-copia” do DNA-A do isolado ToSRV-[BR:Pirl:05]) linearizado por
meio de clivagem com a enzima ECOR I; 2, fragmento liberado a partir do clone
pVIRO088 (uma copia do DNA-A do isolado ToSRV-[BR:Pir1:05]); 3, pVIR093 (“meia-
copia” do DNA-B do isolado ToSRV-[BR:Pir1:05]) linearizado por meio de clivagem
com a enzima Kpn [; 4, fragmento liberado a partir do clone pVIR089 (uma cépia do
DNA-B do isolado ToSRV-[BR:Pirl:05]); 5, pVIR094 (“meia-copia” do DNA-A do
isolado ToYVSV-[BR:Pda30:05]) linearizado por meio de clivagem com a enzima
BamH I; 6, fragmento liberado a partir do clone pVIR090 (uma cépia do DNA-A do
isolado ToYVSV-[BR:Pda30:05]); 7, pVIR095 (“meia-copia” do DNA-B do isolado
ToYVSV-[BR:Pda30:05]) linearizado por meio de clivagem com a enzima Apal I; 6,
fragmento liberado a partir do clone pVIR091 (uma coépia do DNA-B do isolado
ToYVSV-[BR:Pda30:05]).
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Figura 9. Padrao eletroforético em gel de agarose (0,7%) das miniprepara¢des de DNA
plasmidial obtidas a partir de colonias contendo os possiveis clones infecciosos dos
isolados  ToSRV-[BR:Pirl:05]e ToYVSV-[BR:Pda30:05]. M, marcador de
comprimento (“1 kb plus DNA ladder”, em nt); 1-24, liga¢do do fragmento de 2600 nt
liberado do clone pVIR088 (uma cépia do DNA-A do isolado ToSRV-[BR:Pir1:05]) ao
clone pVIR092 (“meia-copia” do DNA-A do mesmo isolado); 25-48, ligacdo do
fragmento de 2600 nt liberado do clone pVIR089 (uma copia do DNA-B do isolado
ToSRV-[BR:Pirl:05]) ao clone pVIR093 (“meia-copia” do DNA-B do mesmo isolado);
49-72, ligacdo do fragmento de 2600 nt liberado do clone pVIR090 (uma copia do
DNA-A do isolado ToYVSV-[BR:Pda30:05]) ao clone pVIR094 (“meia-cépia” do
DNA-A do mesmo isolado); 73-96, ligacdo do fragmento de 2600 nt liberado do clone
pVIR091 (uma copia do DNA-B do isolado ToYVSV-[BR:Pda30:05]) ao clone
pVIR095 (“meia-copia” do DNA-B do mesmo isolado).
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4.3.1 Confirmacao da clonagem e analise da orientac¢éo

A confirmagao da ligagdo dos fragmentos de 2600 nt em seus respectivos clones
“meia-copia” foi realizada através da clivagem das amostras de DNA plasmidial com a
mesma enzima utilizada para clonagem (Figura 10A). O fragmento esperado foi
observado em 12 das 15 amostras de DNA plasmidial testadas, confirmando a obtengao
dos clones “copia e meia”.

A orientagdo dos fragmentos de 2600 nt, em seus clones “copia e meia”
correspondentes, também foi verificada via clivagem enzimatica utilizando-se as
enzimas BamH I, Apa I, Sal I e Sac I, que clivam os clones em dois pontos, liberando
um fragmento de 2600 nt quando a cOpia e a meia cOpia se encontram na mesma
orientacdo (Figura 10B). Com base nos resultados obtidos, 13 amostras de DNA
plasmidial apresentaram o fragmento na orientagao desejada.

Os clones 9, 30, 65 e 91, identificadas respectivamente como pVIR096 (ToSRV-
[BR:Pirl:05], DNA-A), pVIR097 (ToSRV-[BR:Pirl:05], DNA-B), pVIR098
(ToYVSV-[BR:Pda30:05], DNA-A) e pVIR099 (ToYVSV-[BR:Pda30:05], DNA-B),

foram selecionados para os testes de infectividade/gama de hospedeiros.
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Figuras 10. Padrdo eletroforético em gel de agarose (0,7%) da clonagem e orientagdo
dos fragmentos de 2600 nt nos clones infecciosos dos isolados BR:Pirl:05 e
BR:Pda30:05. M, marcador de comprimento (“1 kb plus DNA ladder”, em nt); A.
clones 8-20, ToSRV-[BR:Pirl:05], DNA-A, clivados com a enzima ECOR I; clones 29-
48, ToSRV-[BR:Pir1:05], DNA-B, clivados com a enzima Kpn I; clones 53 e 65,
ToYVSV-[BR:Pda30:05], DNA-A, clivados com a enzima BamH I; clone 91,
ToYVSV-[BR:Pda30:05], DNA-B, clivado com a enzima Apa I. B. clones 8-20,
clivados com a enzima BamH I; clones 29-48, clivados com a enzima Apa I, clones 53 e
65, clivados com a enzima Sal I; clone 91, clivado com a enzima Sac 1.
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4.4. Teste de gama de hospedeiros

Os resultados do teste de gama de hospedeiros sdo apresentados na Tabela 10. A
infec¢do foi confirmada por meio de PCR utilizando-se oligonucleotideos universais
para o género Begomovirus, que amplificam um fragmento com aproximadamente 1100
nt (Figura 11), e também por meio de hibridizagdo molecular utilizando-se os clones
pVIR096 (ToSRV-[BR:Pirl:05], DNA-A) e pVIR098 (ToYVSV-[BR:Pda30:05],
DNA-A) como sondas (Figura 12).

A gama de hospedeiros do isolado ToSRV-[BR:Pirl:05] foi restrita a plantas da
familia Solanaceae, incluindo Nicotiana benthamiana, N. clevelandii, N. debney, N.
glutinosa e N. tabacum, além das duas variedades de tomateiro (Solanum lycopersicum)
testadas. Por outro lado, o isolado ToYVSV-[BR:Pda30:05] foi capaz de infectar apenas
Nicotiana benthamiana e as variedades TNN e Xanthi de N. tabacum.

Sintomas de infec¢do pelo isolado ToSRV-[BR:Pirl:05] foram observados
apenas em plantas de Nicotiana benthamiana e em seu hospedeiro natural, o tomateiro.
Neste ultimo, os sintomas foram severos, consistindo em mosaico, deformagao foliar
intensa e clorose. Os sintomas induzidos na variedade Santa Clara foram mais severos
do que aqueles observados na variedade Rutgers. Em N. glutinosa, lesdes cloréticas
foram observadas nas folhas inoculadas (Figura 13). Nas demais espécies indicadoras
cuja infeccdo sist€mica pelo virus foi confirmada via PCR e hibridizagdo, as plantas nao
apresentaram quaisquer sintomas mesmo aos 28 dias apds a inoculagdo (Figura 14). Da
mesma forma, plantas infectadas sistemicamente pelo isolado ToYVSV-[BR:Pda30:05]

ndo apresentaram sintomas da infeccdo viral durante o periodo avaliado (Figura 15).
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Tabela 10. Espécies de plantas infectadas pelos isolados ToSRV-[BR:Pirl1:05] € ToYVSV-[BR:Pda30:05].

Isolado ToSRV-[BR:Pirl:05] Isolado ToYVSV-[BR:Pda30:05]
Espécie, ‘cultivar’ Plantas Sintomas Plantas Sintomas
infectadas/inoculadas infectadas/inoculadas
Capsicum annuum 0/6 0/6 -
Chenopodium quinoa 0/6 - 0/6 -
Cucurbita pepo ‘Caserta’ 0/6 - 0/6 -
Datura stramonium 0/6 - 0/6 -
Glycine max 0/6 - 0/6 -
Gomphrena globosa 0/6 - 0/6 -
Nicotiana benthamiana 6/6 df, mo, rc 1/6 -
N. clevelandii 6/6 - 0/6 -
N. debney 6/6 - 0/6 -
N. glutinosa 6/6 llc 0/6 -
N. rustica 2/6 - 0/6 -
N. tabacum ‘Havana’ 6/6 - 0/6 -
N. tabacum ‘TNN’ 6/6 - 2/6 -
N. tabacum ‘Xanthi’ 6/6 - 1/6 -
N. tabacum ‘White Burley’ 6/6 - 0/6 -
Solanum lycopersicum ‘Rutgers’ 6/6 mo, cl 0/6 -
Solanum lycopersicum ‘Santa Clara’ 4/6 df, mo, rf, cl 0/6 -
Phaseolus vulgaris ‘Ouro Negro’ 0/6 - 0/6 -
Phaseolus vulgaris ‘Pérola’ 0/6 - 0/6 -
Vigna unguiculata ‘Pitiuba’ 0/6 - 0/6 -

Os sintomas sdo representados por: cl, clorose; df, deformagao foliar; llic, lesdo local clordtica; mo, mosaico; rc, redugdo de crecimento; rf, rugosidade foliar.
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Figura 11. Padrio eletroforético em gel de agarose (0,7%) da confirmagdo da infec¢ao
viral pelos isolados ToSRV-[BR:Pir1:05] (amostras 1-48) ¢ ToYVSV-[BR:Pda30:05]
(amostras 49-96) via PCR. M, marcador de comprimento (“1 kb plus DNA ladder”, em
nt); 1-6 ¢ 49-55, N. benthamiana; 7-13 e 55-60, N. clevelandii; 14-18 ¢ 61-66, N.
debney; 19-24 ¢ 67-72, N. glutinosa; 25-30 e 73-78, N. tabacum ‘Havana’; 31-37 ¢ 79-
84, N. tabacum ‘TNN’; 38-42 ¢ 85-90, N. tabacum ‘Xanthi’; 43-48 ¢ 91-96, N. tabacum
‘White burley’. Um fragmento de aproximadamente 1100 nt foi observado para o
controle positivo (DNA total de planta inoculada com o begomovirus Tomato golden
mosaic virus). Nenhum fragmento foi observado para o controle negativo (DNA total de
plantas inoculadas com particulas de tungsténio sem DNA viral).
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Figura 12. Confirmag¢ao da infecgdo viral pelo isolado ToSRV-[BR:Pirl:05] via
hibridizacdo molecular. Al, DNA plasmidial do clone pVIR096 (ToSRV-[BR:Pir1:05],
DNA-A); A2-Bl, plantas de Capsicum annuum, Gomphrena globosa, Solanum
lycopersicum ‘Rutgers’, Solanum lycopersicum ‘Santa Clara’, Nicotiana rustica, Datura
stramonium, Phaseolus vulgaris ‘Pérola’, Phaseolus vulgaris ‘Ouro Negro’, Vigha
unguiculata ‘Pitiuba’, Chenopodium quinoa, Glycine max e Cucurbita pepo ‘Caserta’
inoculadas via biobalistica com particulas de tungsténio sem DNA viral. B2-G8, DNA
total de plantas de inoculadas com o isolado ToSRV-[BR:Pir1:05]: B2-B7, C. annuum;
B8-C1, G. globosa; C2-C7, S. lycopersicum ‘Rutgers’; C8-D1, S. lycopersicum ‘Santa
Clara’; D2-D7, N. rustica; D8-E1, D. stramonium; E2-E6, P. vulgaris ‘Pérola’; E7-
E11, P. vulgaris ‘Ouro Negro’; E12-F4, V. unguiculata ‘Pitiuba’; F5-F9, C. quinoa;
F10-G2, G. max; G3-G8, C. pepo ‘Caserta’. Plantas das mesmas espécies foram
inoculadas com o isolado ToYVSV-[BR:Pda30:05] e apenas a marcagao correspondente
ao clone pVIR098 (ToYVSV-[BR:Pda30:05], DNA-A; controle positivo) foi observada.
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Figura 13. Sintomas observados em plantas de Solanum lycopersicum, N. benthamiana
e N. glutinosa inoculadas via biobalistica com os clones infecciosos do isolado ToSRV-
[BR:Pir1:05]. A, Solanum lycopersicum ‘Santa Clara’ (28 dias apds a inoculagdo); B,
Solanum lycopersicum ‘Rutgers’ (28 dias ap6s a inoculagdo); C, D e E, N. benthamiana
(21 dias apoés a inoculagdo); F, G e H, N. glutinosa. Em A, B ¢ C a planta sadia se
encontra a esquerda.
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Figura 14. Plantas nas quais a infeccdo pelo isolado ToSRV-[BR:Pirl:05] foi
confirmada via PCR e hibridizacdo, porém sem sintomas macroscopicos. A, N.
clevelandii; B, N. debney; C, N. tabacum ‘Havana’; D, N. tabacum ‘TNN’; E, N.
tabacum ‘Xanthi’; F, N. tabacum ‘White Burley’. Em A, B, C, E ¢ F a planta sadia se
encontra a esquerda. Todas as imagens obtidas aos 28 dias apos a inoculagao.
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Figura 15. Plantas nas quais a infec¢do pelo isolado ToYVSV-[BR:Pda30:05] foi
confirmada via PCR e hibridiza¢do, porém sem sintomas macroscopicos. A, N. tabacum
“TNN’; B, N. tabacum ‘Xanthi’; C, N. benthamiana. A planta sadia se encontra a
esquerda. Todas as imagens obtidas aos 28 dias apds a inoculagao.
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5. DISCUSSAO

A incidéncia de begomovirus em tomateiro tornou-se freqiiente no Brasil a partir
de meados da década de 1990, devido a introdu¢do do bidtipo B do inseto vetor, a
mosca branca B. tabaci (Melo, 1992). O bidtipo B é capaz de colonizar eficientemente o
tomateiro e diversas espécies de plantas silvestres e/ou daninhas (Bedford et al., 1994).
Conseqiientemente, begomovirus antes restritos a essas plantas passaram a ter acesso ao
tomateiro e outras espécies de plantas cultivadas. A rapida evolucao desses virus (Dufty
e Holmes, 2008) levou a emergéncia de diversas novas espécies melhor adaptadas aos
novos hospedeiros (Ribeiro et al., 2003; Castillo-Urquiza et al., 2008).

Resultados de trabalhos anteriores tém indicado grande variabilidade genética
destes patdogenos em tomateiro no Brasil (Ambrozevicius et al., 2002; Ribeiro et al.,
2003; Inoue-Nagata et al., 2006; Castillo-Urquiza et al., 2008). Entretanto, poucas
espécies tém prevalecido em condi¢des de campo, dentre elas o Tomato severe rugose
virus e o Tomato yellow vein streak virus (Castillo-Urquiza, 2008; Cotrim et al., 2007,
Fernandes et al., 2008). O ToSRYV ja foi relatado nos estados de Goias, Minas Gerais,
Pernambuco, Rio de Janeiro, Santa Catarina e Sdo Paulo (Rezende et al., 1997; Lima et

al., 2006; Castillo-Urquiza et al., 2007; Cotrim et al., 2007). O ToY VSV foi relatado
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primeiramente no estado de Sdo Paulo (Faria et al., 1997), e atualmente encontra-se
presente também nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro ¢ Goias (Zerbini et al.,
2005; Calegario et al., 2007; Castillo-Urquiza et al., 2007).

Neste trabalho, dois isolados de begomovirus pertencentes as espécies Tomato
severe rugose virus (ToSRV) e Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) foram
clonados, as seqiiéncias de seus componentes gendomicos foram analisadas e cada uma
de suas ORFs foram comparadas com as ORFs correspondentes de outros begomovirus.
Além disso, clones infecciosos foram construidos e inoculados em diversas espécies de
plantas indicadoras, a fim de determinar a gama parcial de hospedeiros ¢ identificar
espécies de plantas que podem atuar como reservatério natural e como fonte de indculo
primario no campo.

A andlise da seqiiencia do DNA-A do isolado BR:Pirl:05 indicou valores de
identidade de 98% com outros isolados de ToSRV. Quando a seqiiéncia da ORF rep
deste isolado ¢ comparada com as seqiiéncias correspondentes de outros begomovirus,
um valor elevado de identidade (95% nt e 93% aa) foi observado com a seqiiéncia da
ORF rep do Tomato rugose mosaic virus (ToRMV). Por outro lado, a identidade entre
as seqiiéncias da ORF cp destes dois virus ¢ de apenas 81% (nt) e 89% (aa), sugerindo
que o DNA-A do isolado BR:Pirl:05 pode ser resultado de um evento de recombinagao,
no qual o virus adquiriu a ORF rep do ToRMV e a ORF cp de um virus ndo
identificado. Existem diversos relatos de eventos de recombinacdo em begomovirus
monossegmentados associados ao complexo que infecta tomateiro na Espanha, e novas
espécies mais adaptadas t€ém prevalecido em condi¢des de campo neste pais (Monci et
al., 2002; Garcia-Andres et al., 2006; Garcia-Andres et al., 2007). Evidéncias da
ocorréncia de recombinagdo ja foram obtidas para o complexo de begomovirus

infectando o tomateiro no Brasil. Galvao et al. (2003) e Ribeiro et al. (2007) sugeriram
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que os isolados MG-Btl ¢ BA-Sel do ToCMoV possuem origem recombinante. A
analise da seqiiéncia do DNA-A do isolado BR:Pir1:05 em “softwares” especificos para
detecgdo de recombinacdo permitird a confirmagao dessa hipotese.

A seqiiéncia completa de nucleotideos do DNA-B do isolado BR:Pirl:05
apresentou identidade de 97% com o DNA-B do ToSRV. Curiosamente, as seqiiéncias
de aminoacidos das proteinas MP e NSP do isolado BR:Pir1:05 apresentam identidades
de 99 e 98%, respectivamente, com as proteinas correspondentes do TORMYV, indicando
estreito relacionamento entre os componentes gendmicos desses dois virus. De fato, a
seqiiéncia completa do DNA-B do isolado BR:Pirl:05 apresenta maior valor de
identidade com o DNA-B do ToRMV (98%) do que com seu DNA-A cognato (97%).
Esses resultados sugerem a possibilidade de que o ToSRV e o TORMV compartilhem o
mesmo DNA-B. A identidade elevada (97%) verificada entre as seqiiéncias das regides
comuns desses dois virus reforca essa hipotese. Experimentos que confirmem a
formagao de pseudorecombinantes entre 0 DNA-A do ToORMV e o DNA-B do isolado
BR:Pda30:05, quando inoculados em plantas hospedeiras, poderiam fornecer forte
indicio de que o compartilhamento do mesmo DNA-B pelos dois virus de fato ocorre
em condic¢des de campo.

Na andlise filogenética, 0 DNA-A do isolado BR:Pirl:05 agrupou-se somente
com virus que infectam tomateiro no Brasil. Por outro lado, o DNA-B desse isolado
agrupou-se no mesmo ramo com um begomovirus que infecta Sida sp., o Sida
micrantha mosaic virus (SimMV), além de begomovirus que infectam tomateiro. Esses
resultados indicam a existéncia de relacionamento entre os begomovirus que infectam o
tomateiro e plantas daninhas/silvestres no Brasil, reforcando a hipotese de que virus
presentes em hospedeiros silvestres deram origem aos virus atualmente encontrados em

tomateiro.
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A seqiiéncia completa de nucleotideos do DNA-A do isolado BR:Pda30:05
apresentou identidade de 95% com o DNA-A do isolado G22 do ToYVSV. A andlise de
sua seqliéncia indicou a presenca de duas ORFs na fita complementar, cujas seqiiéncia
de aminoacidos deduzidas apresentam alta identidade com a proteina potencialmente
expressa a partir da ORF ACS5, presente no DNA-A de alguns begomovirus (como o
ToRMYV). Essa ORF possui sua seqiiéncia de nucleotideos quase totalmente inserida na
seqiiéncia codificadora da ORF cp, porém em outra fase de leitura. No DNA-A do
isolado BR:Pda30:05, a primeira ORF inicia-se na posi¢do 794, estendendo-se até a
posicao 543. A segunda ORF, presente na mesma fase de leitura, inicia-se na posicao
521 do genoma viral, estendendo-se até a posi¢do 225. Somadas essas duas ORFs
correspondem aproximadamente a ORF ACS5 “tipica”, como por exemplo a que esta
presente no DNA-A do ToRMV (posi¢des 992 a 240). Portanto, descartando-se a
possibilidade de erro no seqiienciamento, o DNA-A do ToYVSV-[BR:Pda30:05]
provavelmente sofreu mutacdes na seqiiéncia da ORF ACS5 que levaram a sua
inativagdo, restando as duas ORFs parciais. Alternativamente, ¢ possivel que as duas
ORFs sejam expressas, € as proteinas resultantes atuem na forma de um heterodimero.

A possivel fun¢do da proteina potencialmente expressa pela ORF ACS5 de
begomovirus permanece desconhecida. Experimentos visando a inativa¢ao dessa ORF e
analise fenotipica dos componentes gendmicos mutados foram conduzidos apenas para
a ORF AC5 do Watermelon chlorotic stunt virus (WmCSV), ndo sendo encontrado
nenhum indicio de sua funcionalidade no ciclo de infecgdo viral (Kheyr-Pour et al.,
2000).

A seqiliéncia do DNA-B do isolado BR:Pda30:05 apresentou maior valor de
identidade com o Tomato mild leaf curl virus - [Uberlandia] (ToOMLCV) (numero de

acesso no GenBank DQ336352), proposto como pertencente a uma nova espécie viral
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(Fernandes et al., 2006). Na época, a seqiiéncia do DNA-A completo do ToYVSV néo
estava disponivel, o que impossibilitou a identificagdo do TOMLCV como seu DNA-B
cognato. Neste trabalho, a comparacdo das seqiiéncia completas do DNA-B do
ToYVSV e do ToOMLCV comprova tratarem-se de dois componentes gendomicos da
mesma espécie, ToYVSV.

Nos estudos filogenéticos, ambos os componentes do isolado BR:Pda30:05
agruparam-se apenas com begomovirus que infectam tomateiro no Brasil.

Os clones “copia e meia” obtidos para os isolados BR:Pirl:05 ¢ BR:Pda30:05
foram infecciosos quando inoculados em diversas espécies de plantas. A gama de
hospedeiros do isolado BR:Pir1:05 foi restrita a plantas da familia Solanaceae. O virus
induziu sintomas severos em seu hospedeiro natural (tomateiro), principalmente na
cultivar Santa Clara. As espécies N. clevelandii, N. debney, N. glutinosa e N. tabacum,
apesar de hospedeiras do isolado BR:Pirl:05, ndo apresentaram sintomas da infec¢ao
viral. O método de inoculagdo foi bastante eficiente para este isolado, j& que na maioria
das espécies em que a infeccdo foi confirmada, todas as repeticdes de uma mesma
espécie/cultivar estavam infectadas.

A existéncia de hospedeiros nos quais o virus induz infeccdo latente (sem
sintomas macroscopicos) tem implicagcdes praticas importantes, pois tais plantas
dificilmente sdo percebidas em condi¢des de campo, e conseqiientemente podem atuar
como eficientes reservatdrios desses patogenos e servir de fonte de indculo primario
para plantas hospedeiras de importancia economica, como o tomateiro.

A gama de hospedeiros parcial determinada para o isolado BR:Pir1:05 ¢ similar
a de outros begomovirus que infectam o tomateiro no Brasil. A gama de hospedeiros do
ToRMYV, por exemplo, também est4 restrita a plantas da familia Solanaceae (Fernandes

et al., 2006). O Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) infecta plantas das familias
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Solanaceae e Fabaceae (Ribeiro et al., 2007). O Tomato yellow spot virus (ToYSV), por
sua vez, ¢ capaz de infectar plantas das familias Solanaceae e Amaranthaceae
(Calegario et al., 2007).

O isolado BR:Pda30:05 foi capaz de infectar somente N. benthamiana e as
variedades TNN e Xanthi de N. tabacum. A infecgdo viral ndo foi confirmada em
tomateiro. Uma das possiveis explicacdes é que o método de inoculagdo pode nao ter
sido eficiente para sua transmissdo. Uma alternativa seria a inocula¢do via extrato
vegetal tamponado, no qual se utilizaria uma planta da espécie N. benthamiana ou das
variedades TNN e Xanthi de N. tabacum (comprovadamente hospedeiras) como fonte
de inoculo. A agroinoculagdo também poderia ser testada, entretanto clones “copia e
meia” devem ser inseridos em vetor plasmidial binério para utilizagao desta técnica.

Uma outra explicagdo para a baixa infectividade dos clones do isolado
BR:Pda30:05 ¢ que estes poderiam conter mutagdes que, apesar de ndo abolirem a
capacidade de replicagdo, reduziriam fortemente sua eficiéncia. Componentes
gendmicos contendo mutagdes dessa natureza poderiam se replicar na planta hospedeira
utilizando as proteinas necessdrias a replicacdo codificadas por genomas que ndo
contenham essas mutagdes. Dessa forma, genomas mutados se manteriam em meio a
populagao viral ‘tipo selvagem’, atingindo alto titulo na planta.

Neste trabalho, isolados virais correspondentes as espécies ToSRV e ToYVSV
foram clonados e completamente seqiienciados, e clones infecciosos foram produzidos.
A andlise das seqiliéncia indica relacionamento com outros virus de tomateiro e de
plantas silvestres, e também a ocorréncia de eventos de recombina¢do. As suas gamas
de hospedeiros incluem espécies que podem atuar como reservatdrio natural e/ou fonte
de inoculo primario no campo. A disponibilidade dos clones infecciosos devera facilitar

a condug¢do de programas de melhoramento genético do tomateiro visando resisténcia a
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begomovirus (pois serd possivel testar materiais para cada virus isoladamente), e

permitira a realizagdo de estudos de interagdo virus-hospedeiro.
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ANEXOS

Tabela Al. Lista de abreviaturas ¢ nimeros de acesso dos genomas virais utilizados

para a comparacao de seqiiencias e analise filogenética.

Espécie Sigla No. de acesso no GenBank
DNA-A DNA-B
Abutilon mosaic virus AbMV NC 001928 | NC 001929
African cassava mosaic virus ACMV NC 001467 | NC 001468
Bean calico mosaic virus BCaMV AF110189 AF110190
Bean dwarf mosaic virus BDMV NC 001931 | NC 001930
Bean golden mosaic virus BGMV NC 004042 | NC 004043
Bean golden yellow mosaic virus BGYMV NC 001439 | NC 001438
Beet curly top virus BCTV NC 001412 | n.d.”
Beet mild curly top virus BMCTV NC 004753 | n.d.
Beet severe curly top virus BSTCV NC 004754 | n.d.
Bhendi yellow vein mosaic virus BYVMV NC 003418 | n.d.
Cabbage leaf curl Jamaica virus CabLCuJV DQ178614 n.d.
Cabbage leaf curl virus CabLCuV NC 003866 | NC 003887
Chino del tomate virus CdTV NC 003830 | NC 003831
Clerodendrum golden mosaic virus CIGMV DQ641692 DQ641693
Cotton leaf crumple virus CLCrV NC 004580 | NC 004581
Corchorus yellow spot virus CoYSV DQ875868 DQ875869
Corchorus yellow vein virus CoYVV NC 006358 | NC 006359
Corchorus golden mosaic virus CoGMV NC 009644 | NC 009646
Croton yellow vein mosaic virus CYVMV NC 004300 | n.d.
Cucurbit leaf curl virus CulLCrV NC 002984 | NC 002985
Desmodium leaf distortion virus DesLDV NC 008494 | NC 008495
Dicliptera yellow mosaic Cuba virus DiYMCUV AJ549960 n.d.
Dicliptera yellow mosaic virus DiYMV NC 003856 | NC 003857
Dolichos yellow mosaic virus DoYMV AJ968370 n.d.
Euphorbia mosaic virus EuMV NC 008304 | NC 008305
Horseradish curly top virus HrCTV NC 002543 | n.d.
Horsegram yellow mosaic virus HgYMV NC 005635 | NC 005636
Indian cassava mosaic virus ICMV NC 001932 | NC 001933
Ipomoea yellow vein virus IYVV AJ132548 n.d.
East African cassava mosaic virus EACMV NC 004674 | NC 004676
Kudzu mosaic virus KuMV NC 009645 | NC 009647
Loofa yellow mosaic virus LYMV NC 004824 | NC 004825
Ludwigia yellow vein Vietnam virus LuYVVNV DQ641699 n.d.
Macroptilium golden mosaic virus MaGMV EU158096 EU158097
Macroptilium mosaic Puerto Rico virus MaMPRV NC 004097 | NC 004098
Macroptilium yellow mosaic Florida virus | MaYMFV NC 004099 | NC 004100
Macroptilium yellow mosaic virus MaYMV NC 010647 | NC 010648
Mungbean yellow mosaic India virus MYMIV NC 004608 | NC 004609
Mungbean yellow mosaic virus MYMV NC 001983 | NC 001984
Melon chlorotic leaf curl virus MCLCuV NC 003865 | NC 003860
Merremia mosaic virus MeMV NC 007965 | NC 007966
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Nicandra deforming necrosis virus NDNV n.d. n.d.

Okra yellow mosaic Mexico virus OYMMV DQO022611 n.d.

Okra yellow mottle Iguala virus OYMolV AY751753 n.d.

Papaya leaf curl virus PLCV NC 004147 | n.d.

Pepper curly top virus PepCTV NC 009518 | n.d.

Pepper golden mosaic virus PepGMV NC 004101 | NC 004096

Pepper huasteco yellow vein virus PHYVV NC 001359 | NC 001369

Potato yellow mosaic Panama virus PYMPV NC 002048 | NC 002049

Potato yellow mosaic virus PYMV NC 001934 | NC 001935

Rhynchosia mosaic Sinaloa virus RhGMSV DQ406672 DQ406673

Rhyncosia golden mosaic virus RhGMV NC 010294 | NC 010293

Sida golden mosaic Costa Rica virus SGMCRV NC 004657 | NC 004658

Sida golden mosaic virus SGMV NC 002046 | NC 002047

Sida golden mosaic virus SGMV NC 002046 | NC 002047

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

Sida micrantha mosaic virus SimMV-[A2B2] NC 005330 | NC 005331
SimMV-[A3BI1] n.d. AJ557452

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

Sida yellow mosaic virus SiYMV NC 004639 | n.d.

Sida yellow mosaic Yucatan virus SiYMYuV NC 008779 | NC 008780

Sida yellow vein virus SiYVV NC 004661 | NC 004662

Soybean blistering mosaic virus SoBIMV EF016486 n.d.

Soybean crinkle leaf virus SoCLV NC 003357 | n.d.

Spinach curly top virus SpCTV NC 005860 | n.d.

Sweet potato leaf curl Georgia virus SPLCGV NC 004640 | n.d.

Sweet potato leaf curl virus SPLV NC 004650 | n.d.

Squash leaf curl virus SqLCV NC 001936 | NC 001937

Squash mild leaf curl virus SqQMLCV NC 004645 | NC 004646

Tomato golden mosaic virus TGMV NC 001507 | NC 001508

Tomato golden mottle virus TGMoV NC 008058 | NC 008057

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

Tomato chlorotic mottle virus ToCMoV-[BA-Sel] | NC 003664 | NC 003665
ToCMoV-[MG-Bt1] | AY090557 | n.d.
ToCMoV-[MG-Igl] | DQ336353 DQ336354

Tomato crinkle leaf yellows virus ToCLYV n.d. AY090556

Tomato golden mottle virus ToGMoV NC 008058 | NC 008057

Tomato leaf curl Cuba virus ToLCCUV AMO050143 n.d.

Tomato leaf curl New Delhi virus ToLCNDV NC 004611 | NC 004612

Tomato leaf curl Sinaloa virus ToLCSV NC 009606 | NC 009605

Tomato mosaic Havana virus ToMHV NC 003867 | NC 003868

Tomato mild leaf curl virus ToMIMV EU710752 EU710753

Tomato mottle Taino virus ToMoTV AF012300 AF012301

Tomato mottle virus ToMoV NC 001938 | NC 001939

Tomato mild yellow leaf curl Aragua virus | TOMYLCAV NC 009490 | NC 009491

Tomato rugose mosaic virus ToRMV NC 002555 | NC 002556

Tomato chlorotic mottle virus ToCMoV-[BA-Sel] | NC 003664 | NC 003665

Tomato severe leaf curl virus TSLCV-[GT96] NC 004642 | n.d.
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Tomato pseudo-curly top virus TPCTV NC 003825 | n.d.

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

Tomato yellow leaf curl Thailand virus TYLCThV NC 000869 | NC 000870

Tomato yellow margin leaf curl virus ToYMLCV NC 005852 | AY508994

Tomato yellow spot virus ToYSV NC 007726 | NC 007727

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

Watermelon chlorotic stunt virus WmCSV NC 003708 | NC 003709

a ~ . ,
n.d.: ndo disponivel
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Representagdo esquematica do genoma de um begomovirus tipico. Os
circulos representam o genoma viral, constituido de dois componentes
(DNA-A ¢ DNA-B) com aproximadamente 2.600 nucleotideos cada
um.

Padrao eletroforético em gel de agarose (0,7%) da clivagem dos
amplicons obtidos a partir de DNA total das amostras TP308 e C13a.

Padrdo eletroforético em gel de agarose (0,7%) das minipreparacdes de
DNA plasmidial obtidas a partir de colonias contendo possiveis
plasmideos recombinantes.

Padrao eletroforético em gel de agarose (0,7%) da clivagem de DNA
plasmidial proveniente da clonagem dos componentes gendmicos
presentes nas amostras TP308 e Cl13a.

Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento das seqiiéncias de
nucleotideos completas do DNA-A de espécies de begomovirus,
incluindo os isolados BR:Pir1:05 e BR:Pda30:05.

Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento das seqiiéncias de
nucleotideos completas do DNA-B de espécies de begomovirus,
incluindo os isolados BR:Pir1:05 e BR:Pda30:05.

Padrao eletroforético em gel de agarose (0,7%) da clivagem de DNA
plasmidial para confirmagdo da obten¢do dos clones “meia-copia”.

Padrao eletroforético em gel de agarose (0,7%) dos clones “meia-
copia” linearizados e dos fragmentos de 2600 nt correspondentes a uma
copia de cada componente gendmico.

Padrao eletroforético em gel de agarose (0,7%) das minipreparagdes de
DNA plasmidial obtidas a partir de colonias contendo os possiveis
clones infecciosos dos isolados ToSRV-[BR:Pirl:05]e ToYVSV-
[BR:Pda30:05].

Padrao eletroforético em gel de agarose (0,7%) da clonagem e
orientacdo dos fragmentos de 2600 nt nos clones infecciosos dos
isolados BR:Pir1:05 e BR:Pda30:05.

Padrdo eletroforético em gel de agarose (0,7%) da confirmagdo da
infeccdo viral pelos isolados ToSRV-[BR:Pirl:05] (amostras 1-48) e
ToYVSV-[BR:Pda30:05] (amostras 49-96) via PCR.
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Confirmag¢do da infecc¢do viral pelo isolado ToSRV-[BR:Pirl:05] via
hibridizagao molecular.

Sintomas observados em plantas de Solanum lycopersicum, N.
benthamiana e N. glutinosa inoculadas via biobalistica com os clones
infecciosos do isolado ToSRV-[BR:Pirl:05].

Plantas nas quais a infec¢dao pelo isolado ToSRV-[BR:Pir1:05] foi
confirmada via PCR e hibridizagdo, porém sem sintomas
macroscopicos.

Plantas nas quais a infec¢ao pelo isolado ToYVSV-[BR:Pda30:05] foi
confirmada via PCR e hibridizagdo, porém sem sintomas
macroscopicos.
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