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RESUMO

ANÁLISE MOLECULAR DE UM NOVO ISOLADO DE GEMINIVÍRUS EM 
TOMATEIRO E SUA GAMA DE HOSPEDEIROS.

As geminiviroses consistem numa ampla e diversificada família de viroses que 
infectam uma variedade de plantas, as quais são transmitidas por cigarrinhas 
ou mosca branca. Elas são caracterizadas por um genoma composto de um (A) 
ou dois (A e B) componentes de DNA circular e de fita simples, envolvidos por 
capsídios em forma de icosaedros imperfeitos e geminados. A família 
Geminiviridae encontra-se dividida em três subgrupos I, II e III, de acordo com 
a organização do genoma, gama de hospedeiros e tipo de inseto vetor. 
Atualmente, as geminiviroses têm se destacado por ser um fator limitante na 
produção de tomate e tornou-se um alvo de estudo. Novas geminiviroses têm 
surgido no Estado de Minas Gerais sendo que um novo isolado foi o alvo desta 
investigação. Os dois genomas virais, A e B, foram amplificados por meio de 
primers degenerados na PCR, confirmando que esse fitovírus pertence ao 
Subgrupo III e infectam dicotiledôneas. Posteriormente, diagnóstico via PCR foi 
realizado em mais 10 espécies de plantas (abóbora, berinjela, couve, feijão, jiló, 
mandioca, pepino, pimentão, planta daninha e vagem) com o objetivo de 
verificar a gama de hospedeiro desse vírus. Das amostras analisadas, todas 
apresentaram sintomatologia de geminivírus semelhante ao TRMV. Amostras 
dessas plantas no LIS-SSCP-PCR ( polimorfismo conformacional de fita simples 
e de baixa força iônica) mostrou um perfil eletroforético diferente para a planta 
de pimentão em comparação com as demais. O motivo dessa planta ter tido 
padrão no SCCP diferenciado das outras pode ser explicado pelo fato de ter 
sido coletada em local diferente dos outros hospedeiros, no qual havia plantas 
de tomate infectadas com TRMV (Vírus do Mosaico Rugoso do Tomate). A 
quantificação da concentração viral foi realizada por meio do slot-blot com 
diluição em série dos amplicons virais em cinco cultivares do tomateiro com 
cinco repetições cada. Das cinco cultivares analisadas, todas estavam infectadas 
por geminivírus, porém, não houve diferenças significativas quanto à 
concentração viral, sugerindo que todas são suscetíveis, mas com diferentes 
níveis de tolerância, provavelmente tolerância ao estresse. Mapa de restrição 
enzimática foi proposto para confirmar se este isolado era um novo geminivírus 
do tomateiro. Das 14 enzimas testadas somente três reconheceram sua 
sequência específica, Hha I, Mbo I e Sal I. Comparações com as sequências do 
TGMV, BGMV, PYMV, ToMoV e TRMV indicam que essa fitovirose é um novo 
geminivírus.
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SUMMARY

MOLECULAR ANALYSIS OF A NEW GEMINIVIRUS ISOLATE OF TOMATO 
PLANTS AND ITS HOST RANGE.

The geminiviruses are a large and diverse family of plant viruses that infect a 
broad variety of plants, which are whitefly or leafhopper transmitted. They are 
characterized by twin icosaedral capsids and one (A) or two (A and B) circular 
single-stranded DNA genomes. The Geminiviridae family fali into three 
subgroups (I, II and III) based on the genome organization, host range and type 
of insect vector. At the moment, the geminiviruses have become one of the most 
important limiting factors of the tomato production. New geminiviruses have 
been detected in Minas Gerais State, and one of these viruses is the target of this 
investigation. Molecular analyses were accomplished through the use of 
degenerate primers for PCR amplification. Slot-blots with serial dilutions of 
virus DNA amplicons was used to demonstrate differences in virus 
concentration in five tomato cultivars, and LIS-SSCP (low ionic strength - single 
stranded conformational polymorphism) was used to detect differences among 
virus isolates in a broad host range. The two virus genomes, A and B, were 
amplified, confirming that this fitovirus is a geminivirus that belongs to the 
subgroup III, which can infect dicotiledoneous plants. All analyzed samples 
presented geminivirus symptoms similar to those described for the TRMV 
(Tomato Rugose Mosaic Virus). Subsequently, diagnosis through PCR was 
accomplished for 10 different plant species ( squash, eggplant, cabbage, bean, 
cassava, cucumber, pepper, weed, greenbeans) with the objective of verifying 
the host range of this new virus. All samples were positive for virus infection 
since DNA amplicons were detected in all samples. These samples were also 
submitted to LIS-SSCP-PCR to demonstrate the presence of other virus isolates 
and to compare virus from different samples. Only pepper samples showed a 
different SSCP band pattern in comparison to the other hosts. The reason for 
this may be that the collection of these samples were done in another place, 
where infected tomato plants were also observed with similar symptoms. In the 
same experimental field of all hosts, five tomato cultivars with five samples 
each were randomly selected and virus concentration was investigated though 
slot-blot. All samples were infected with this new geminivirus; however, there 
was no significant differences for viral concentration among samples, 
suggesting that all plants were susceptibles, but with different tolerance leveis, 
probably associated to stress tolerance. Additionally, to demonstrate that this 
isolate was a new virus, a restriction mapping of the A genome amplicon was 
done. Of the 14 enzymes tested, only three recognized specific sequence sites, 
Hha I, Mbo I and Sal I. Comparisons with the sequences obtained from TGMV, 
BGMV, PYMV, ToMoV and TRMV indicated that this geminivirus is different.



1. INTRODUÇÃO

As viroses representam uma única classe de agentes patogênicos 

de uma associação extremamente íntima formada entre o vírus e seu 

hospedeiro. Embora a interação específica de viroses com seu hospedeiro 

possa variar, esse apresenta um papel crítico no ciclo de vida do vírus, 

incluindo a expressão dos genes virais, a replicação do genoma e o 

movimento do vírus pela planta.

Entre essas, as geminiviroses consistem numa ampla e 

diversificada família de viroses que infectam uma variedade de plantas e 

causam perdas significativas por todo o mundo. Elas são caracterizadas por 

um genoma composto de um (A) ou dois (A e B) componentes de DNA 

circular e de fita simples, envolvidos por capsídios em forma de icosaedros 

imperfeitos e geminados (Harrison, 1985; Lazarowitz, 1992).

A família Geminiviridae consiste de três subgrupos que diferem 

com relação a estrutura genômica, gama de hospedeiros e inseto vetor 

(Murphy et al., 1995; Padidam et al., 1995). No subgrupo I estão incluídas as 

viroses transmitidas por cigarrinhas que geralmente infectam plantas 

monocotiledôneas e possuem um genoma monopartido. O subgrupo III 

inclui as viroses transmitidas por moscas brancas, infectando plantas 

dicotiledôneas e comumente apresenta genoma bipartido. As viroses do 

subgrupo II são transmitidas por cigarrinhas e têm o genoma monopartido 

como as do subgrupo I, mas infectam plantas dicotiledôneas como as do 

subgrupo III.

Um dos primeiros relatos de geminiviroses induzindo doenças em 

tomateiros no Brasil surgiram por volta de 1960, sendo esse vírus 

posteriormente caracterizado como TGMV (Tomato Golden Mosaic Vírus). Na 

mesma época várias outras viroses foram também identificadas e 

caracterizadas na América Central, Europa e sul dos Estados Unidos, mais 

precisadamente na Flórida. A partir dessa época, a cultura de tomate passou 

a sofrer modificações relacionadas à produtividade e susceptibilidade pela 
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alta incidência de geminivírus. Atualmente as geminiviroses tem se 

destacado por ser um fator limitante na produção de tomate. Na década de 

90 esse patógeno tornou-se um alvo de estudo, pois sua incidência aumentou 

drasticamente nos países do hemisfério oeste (Flórida, Panamá, República 

Dominicana, Porto Rico, Guatemala, Brasil e outros). No entanto, pouco se 

sabe sobre a gama de hospedeiros da maioria dessas geminiviroses surgidas 

nesse hemisfério (Polston & Anderson, 1997).

No Brasil foi registrado recentemente geminiviroses causando 

danos em tomateiros nos Estados da Bahia, Minas Gerais, Distrito Federal, 

Rio de Janeiro, São Paulo e Pernambuco (Ribeiro et al., 1994; Zerbini et al., 

1996).

Em Minas Gerais, a ocorrência de geminivírus em tomateiro foi 

registrada em Belo Horizonte e Triângulo Mineiro (Zerbini et al., 1996; 

Filgueira et al., 1996; Lima et al., 2000), em ambos os casos estimando-se 

perdas superiores a 50% na produção.

Com o aumento da incidência de geminivírus na cultura do 

tomateiro e o fenômeno de especiação de novas geminiviroses que incidem 

sobre não somente nesta cultura, mas em outras de importância econômica 

no Brasil, ou pela evolução e surgimento de novos geminivírus ou pela 

introdução de um vírus já descrito em outras regiões pela migração do inseto 

vetor, a incidência dessas viroses, principalmente as transmitidas por moscas 

brancas torna-se uma grande ameaça ao cultivo de hortaliças.

Com o advento da biologia molecular juntamente com os 

programas de melhoramento faz se necessário realizar estudos moleculares e 

bioquímicos quanto a compreensão da organização estrutural desses 

patógenos, para sua possível manipulação e controle de sua propagação no 

hospedeiro.

Contudo, com o surgimento de novas geminiviroses no Estado de 

Minas Gerais, torna-se necessário realizar o monitoramento dessas viroses 

principalmente em culturas economicamente importantes, além de verificar a 

variabilidade de vírus, a nível molecular, em diferentes plantas. A região a 



qual foi investigada corresponde ao município de Uberlândia, onde há 

condições ambientais favoráveis para o estabelecimento do inseto vetor e 

propagação do vírus, além de possuir a olericultura como uma das principais 

atividades econômica.



2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Realizar análise molecular de um novo isolado de geminivírus 

infectando plantas de tomate em casa de vegetação da Universidade Federal 

de Uberlândia.

Objetivos específicos

1. Realizar um estudo quantitativo das partículas virais presentes em 

variedades de tomate;

2. Analisar plantas infectadas com esse novo isolado por meio de primers 

degenerados via Reação em Cadeia da Polimerase;

3. Determinar a gama de hospedeiros para esse novo isolado;

4. Construção de um mapa genômico para posterior comparação com 

geminiviroses presentes no Brasil.

4



3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

3.1. COMPOSIÇÃO GENÔMICA

Atualmente as geminiviroses estão entre os mais importantes 

grupos de patógenos de diversas plantas, os quais encontram-se amplamente 

distribuídos pelas regiões tropical e subtropical, e infectando as principais 

culturas básicas, como mandioca, feijão e milho. Essas viroses são os únicos 

agentes infecciosos caracterizados por possuírem capsídeos com morfologia 

icosaédrica geminadas (Lazarowitz, 1992; Timmermans, 1994). Essas 

partículas virais são formadas por icosaedros incompletos os quais são 

unidos aos pares, cada um composto por 11 capsômeros de proteínas 

pentaméricas de 28 a 34 kDa em diferentes viroses deste grupo, sendo, 22 

subunidades por vírion (Harrison, 1985). A partícula geminada tem um 

diâmetro de 18 x 30 nm e um peso molecular de cerca de 4 x 106 dáltons. Ela 

contém 2 moléculas de DNA fita simples de 0.7 a 0.8 x 106 dáltons que são 

somente infecciosas.

O genoma dessas geminiviroses é composto por um (A) ou dois 

(A e B) componentes na forma de DNA circular, fita simples, cujo tamanho 

varia entre 2.6 a 3.0 Kb distribuídos no máximo em 6 regiões abertas de 

leituras-ORFs (Goodman, 1977; Lazarowitz, 1992).

De acordo com o inseto-vetor, tipo de hospedeiros e organização 

do genoma viral, as geminiviroses encontram-se classificadas em três 

Subgrupos (Padidam et al, 1995).

O Subgrupo I, pertencente ao gênero Mastrevirus, inclui as 

geminiviroses infectando monocotiledôneas, as quais são transmitidas por 

cigarrinhas e possuem um genoma monopartido (componente A) com 4 

ORFs, cujo membro típico representativo deste grupo é o MSV (Maize Streak 

Virus). O Subgrupo III, do gênero Begomovirus, inclui a maioria das 

geminiviroses infectando dicotiledôneas, as quais são transmitidas por 

moscas brancas e possuem um genoma bipartido (componentes A e B) cujo 

5



membro típico deste grupo é o BGMV (Bean Golden Mosaic Virus). O 

Subgrupo II (Curtovirus) intermediário está representado pelas geminiviroses 

monopartidas com 6 ORFs em uma organização semelhante ao componente 

A dos membros do subgrupo III, infectam plantas dicotiledôneas e são 

transmitidas por cigarrinhas, e o BCTV (Beef Curhj Top Virus) é o membro 

típico.

3.1.1. Geminiviroses bipartidas do Subgrupo III

O TGMV foi uma das primeiras geminiviroses transmitidas por 

moscas brancas a ser caracterizado molecularmente, estabelecendo que essas 

viroses são bipartidas, composta por dois componentes genômicos, 

designados de A e B, de aproximadamente 2,6 Kb cada e ambos são 

requeridos para gerar uma infecção sistêmica (Hamilton et al., 1983).

Transformação mediada por Agrobacterium e experimentos com 

plantas transgênicas contendo cópias do DNA A do TGMV demonstraram 

que esse componente codifica todas as funções virais necessárias para a 

replicação e encapsidação do DNA viral (Rogers et al., 1986; Sunter et al., 

1987). O componente B não pode replicar na ausência do componente A, mas 

determina as funções requeridas para o movimento sistêmico e 

sintomatologia do vírus na planta infectada (Brough et al., 1988). Todas as 

geminiviroses bipartidas que foram sequenciadas são idênticas em sua 

organização genômica, cujos componentes genômicos contém um total de 6 

genes que diferem completamente em sua sequência, exceto em uma região 

intergênica de aproximadamente 200 nucleotídeos denominada de região 

comum (Howarth et al, 1985; Lazarowitz & Lazdins, 1991), como 

demonstrado na Figura 1. A região comum está localizada na extremidade 5' 

da região intergênica em ambos os componentes de DNA, incluindo os sinais 

de transcrição (Sunter et al., 1989) e replicação (Revington et al., 1989).

6
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