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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.
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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 
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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).
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Figura 1. Mapa demonstrativo dos componentes genômicos A e B do 
TGMV. Os dois círculos representam a forma replicativa do DNA 
de fita dupla. A região comum está indicada na caixa achurada e 
as setas definem as posições das ORFs com a massa molecular de 
cada proteína. As posições dos sítios de restrição estão indicados 
fora do círculo.

O componente A contém quatro ORFs (AL1, AL2, AL3 e AL4) na 

fita complementar e uma ORF (ARI) na fita vírion. O componente B codifica 

dois genes, um na fita complementar (BL1) e outro (BR1) na fita vírion. A 

ORF AL1 é um gene essencial para a replicação do DNA, sendo requerida 

para a replicação do componente A e em trans para a replicação do 

componente B (Elmer et al., 1988a; Etessami et al., 1991). A ORF AL3, embora 

não essencial, aumenta a eficiência da replicação do DNA viral (Sunter et al., 

1990). A ARI codifica as subunidades do capsídio, denominada de proteína 

da capa. A AL2 está envolvida na transativação transcricional da expressão 

da ARI e da BRl(Sunter & Bisaro, 1991), e dois genes envolvidos na 

replicação do DNA viral, AL1 e AL3. Mutações nos genes AL1, AL2, BR1 e 

BL1 bloqueiam a infectividade (Elmer et al., 1988b). Quanto a AL4, esta 

regula fracamente o promotor da AL1, mas sua função ainda não é muito 

bem esclarecida durante a infecção.

3.1.2. Geminiviroses monopartidas do Subgrupo II

As geminiviroses pertencentes a este Subgrupo consistem de um 

único componente genômico. Nessas viroses, a organização dos genes 
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complementares (Cl, C2, C3 e C4) são idênticos aos do componente A 

presentes nas geminiviroses bipartidas. Estudos genéticos demonstraram que 

as proteínas C3 e Rep do Tomate Yellow Leaf Curl Vírus (TYLCV) atuam 

durante a infecção (Stanley et al., 1992).

Análoga as geminiviroses bipartidas, a proteína Rep é essencial 

para a replicação e a proteína C3 aumenta o acúmulo de DNA viral. Como a 

proteína AL2, a proteína C2 foi requerida para infectividade do TYLCV, mas 

ainda não é conhecido se esta proteína atua como um transativador da 

expressão gênica viral (Wartig et al., 1997). Porém, estudos baseados em 

mutação nessa proteína sugerem que essa ORF é dispensável para as 

geminiviroses deste subgrupo (Stanley et al.; 1992).

A fita vírion dessas geminiviroses são mais complexas quando 

comparadas com as geminiviroses bipartidas, apresentando duas regiões 

codificadoras sobrepostas (VI eV2). Mutações no gene VI e no gene da 

proteína da capa V2 do TYLCV não têm efeito na replicação, mas bloqueiam 

a infectividade, muitas das vezes inibindo o movimento viral (Rigden et al., 

1993).

3.1.3. Geminiviroses monopartidas do Subgrupo I

As geminiviroses desse Subgrupo apresentam uma única 

organização (Donson et al., 1987). A fita complementar codifica duas ORFs 

(Cl e C2) sendo que mutações nesses genes mostraram incapacidade de 

replicação indicando que ambos genes são requeridos para a replicação viral 

(Schalk et al., 1989).

Por outro lado, essas geminiviroses apresentam também duas 

ORFs (VI e V2) na fita vírion. O gene V2 codifica a proteína da capa, a qual 

em combinação com a VI mediam o movimento viral (Morris-Krisinich et al., 

1985). Mutações em ambas ORFs bloqueiam a infectividade e reduzem o 

acúmulo de DNA de fita simples (Lazarowitz et al., 1989; Woolston et al., 

1989). Há também evidências que todas as ORFs existentes nas geminiviroses 



pertencentes a esse Subgrupo afetam a gama de hospedeiros e 

sintomatologia (Boulton et al., 1991).

3.2. REPLICAÇÂO

A replicação do genoma das geminiviroses está confinada no 

núcleo das células onde há o acúmulo de partículas virais (Lazarowitz, 1992). 

As partículas virais presentes nessas células levam a uma desestruturação, e 

consequentemente à morte celular. Essas mudanças no aspecto celular 

refletem na dependência desses vírus da maquinaria de replicação das 

células vegetais.

Exames de DNA viral de plantas infectadas com geminivírus 

detectaram moléculas de DNA de fita dupla e circular, as quais são 

encontradas sob duas formas, uma forma superhelicoidal e outra forma 

relaxada (Czosnek et al., 1989). Essas moléculas de DNA de fita dupla são 

consideradas intermediárias para a replicação viral, sugerindo que a 

replicação das geminiviroses seguem um mecanismo círculo-rolante, similar 

ao usado pelos fagos de DNA de fita simples como (|> X 174 e os plasmídios 

PT 181 e PC 124.

Estudos das formas de DNA viral presentes em plantas infectadas 

com TGMV e BGMV estabeleceram que o genoma de DNA fita simples viral 

replica via um DNA de fita dupla intermediário (Ikegami et al., 1981; 

Hamilton et al., 1982).

O mecanismo de replicação via círculo-rolante consiste num 

processo que envolve duas fases. Na primeira fase, o DNA de fita simples 

positivo é utilizado como molde para a síntese da fita negativa gerando um 

DNA de fita dupla, denominada de forma replicativa (RF). Na segunda fase, 

a RF serve como molde para a síntese da fita positiva gerando DNA de fita 

simples (Kornberg & Baker, 1992). Em geminivírus, a fita positiva 

corresponde a fita do vírion encontrada em ambos DNA de fita simples e de 
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fita dupla, sendo a fita negativa correspondente a fita complementar 

encontrada somente em DNA de fita dupla.

As proteínas AL1 e AL3 estão envolvidas no mecanismo de 

replicação do genoma viral, embora a proteína AL1 seja a única essencial 

para a replicação nos geminivírus (Elmer et al., 1988). No TGMV e BGMV, a 

AL1 interage especificamente com suas respectivas origens de replicação da 

fita senso e são responsáveis pelo reconhecimento da origem (Fontes et al., 

1994), além de funcionar como regulador transcricional (Eagle et al., 1994) e 

interferir no ciclo celular do hospedeiro (Nagar et al., 1995).

Três atividades bioquímicas estão associadas à proteína de 

replicação. A proteína AL1 apresenta uma atividade de ligação ao DNA, com 

a capacidade de se ligar ao DNA de fita simples e ao DNA de fita dupla. A 

ligação da AL1 ao DNA de fita dupla é dependente de sequências, 

possibilitando o reconhecimento da origem de replicação e repressão 

transcricional (Eagle et al., 1994). Além disso, ela catalisa a divagem e ligação 

do DNA sítio-específica, atividade diretamente envolvida na iniciação e 

terminação da síntese da fita senso e promover a hidrólise de ATP (Laufs et 

al., 1995).

De acordo com o mecanismo círculo-rolante, o genoma dos 

geminivírus possui duas origens de replicação, uma para a fita senso e a 

outra para a fita complementar. No TGMV, geminivírus pertencente ao 

Subgrupo III, a origem de replicação para a fita senso é formada por uma 

sequência de 89 pares de bases, localizada na extremidade 5' da região 

intergênica ou região comum dos dois componentes (Fontes et al., 1992). Esta 

sequência apresenta-se limitada por dois domínios funcionais sendo uma 

estrutura em grampo requerida para a replicação e a outra um sítio de 

ligação específico para a proteína AL1 que se sobrepõe ao promotor da fita 

senso-complementar (Revington et al., 1989; Orozco & Hanley-Bowdoin, 

1996).

O sítio de ligação da proteína AL1 do TGMV é formado por um 

elemento de 13 pares de bases, o qual contém duas sequências repetidas de 5 
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pares de bases com dois nucleotídeos conservados GC que são essenciais 

para o funcionamento da origem (Fontes et al., 1994). Este sítio, no qual a AL1 

se liga com alta afinidade, encontra-se entre a sequência TATA e o sítio de 

iniciação da transcrição do gene AL1, agindo também como elemento 

regulatório do promotor da AL1 (Eagle et al., 1994). A estrutura em forma de 

grampo contém o sítio de divagem para a iniciação da fita senso, sendo 

formada por uma sequência de fita dupla rica em GC e uma alça rica em AT 

(Laufs et al., 1995; Orozco & Hanley-Bowdoin, 1996). Esses dois domínios são 

elementos essenciais para a replicação (Revington et al., 1989).

3.3. TRANSMISSÃO

Os membros pertencentes a família Geminiviridae infectam uma 

ampla diversidade de hospedeiros incluindo plantas monocotiledôneas e 

dicotiledôneas. Essas viroses, muita das vezes, apresentam-se restritas ao 

floema, porém, em algumas geminiviroses a capacidade de infecção está 

presente nas células da epiderme, dificultando ou impossibilitando sua 

transmissão mecanicamente. No entanto, nas geminiviroses pertencentes aos 

Subgrupos I e II não ocorre transmissão mecânica, mas há a possibilidade de 

ocorrência em alguns grupos do Subgrupo III.

Ainda não está muito bem esclarecido o fator que determina a 

especificidade entre os geminivirus e seus vetores, porém há indícios para o 

gene da capa protéica, a única proteína estrutural presente nas 

geminiviroses. Experimentos realizados com vírus quiméricos, onde o gene 

da capa protéica de dois geminivirus foram trocados, sendo um transmitido 

por mosca branca e o outro por cigarrinha, também demonstraram a 

importância do capsídeo na transmissão das geminiviroses na mudança de 

especificidade do inseto vetor (Briddon et al., 1990).

Nas geminiviroses pertencentes ao Subgrupo III, o qual é 

composto por aproximadamente 60 vírus, a transmissão é realizada por um 



complexo de espécies de Bemisia tabaci (Bedford et al., 1994). As geminiviroses 

pertencentes aos Subgrupos I e II, os quais apresentam-se em menor 

quantidade de vírus, a transmissão é realizada por insetos pertencentes à 

família Cicadellidae, incluindo uma diversidade de espécies vetoras. Cada 

vírus é transmitido por uma espécie de inseto vetor que, na maioria das 

vezes, pertencem a gêneros diferentes (Briddon et al., 1996).

A mosca branca (Bemisia sp) é um inseto da ordem Homoptera, 

muito pequeno, cujo tamanho aproximado das fêmeas é de 0,9mm e dos 

machos de 0,8mm. Em sua fase adulta, possui dois pares de asas 

membranosas, podendo voar a curtas e longas distâncias. Sob condições 

climáticas favoráveis, principalmente com temperaturas em torno de 25° C, o 

ciclo de vida da mosca branca varia de três a quatro semanas. Esses insetos 

permanecem na parte inferior das folhas, onde depositam seus ovos. 

Dependendo da planta hospedeira, uma fêmea pode colocar de 30 a 400 

ovos, durante seu tempo de vida, com uma média de 150 ovos. Os ovos 

levam de cinco a sete dias para eclodirem, dependendo da planta hospedeira 

e da temperatura. Segue-se então a fase de ninfa, com duração de 

aproximadamente duas semanas.

Os adultos podem ser encontrados numa distância de até 7Km da 

planta hospedeira e no máximo a 300 metros de altura. Voam geralmente no 

período mais fresco do dia e à noite, na busca de plantas hospedeiras. A 

mosca branca pode causar danos às culturas agrícolas tanto na fase adulta 

como na de ninfa (Ferreira et al., 1997).

A transmissão do vírus para o hospedeiro envolve a passagem de 

partículas virais do intestino para a hemolinfa do inseto, da hemolinfa para 

as glândulas salivares e da saliva para outras plantas. Não há evidência de 

replicação viral no inseto vetor, de forma que a eficiência de transmissão está 

relacionada à concentração do vírus na planta e a duração do período de 

aquisição (Timmermans et al., 1994).

Embora uma única mosca branca virulífera possa transmitir o 

vírus, a razão de transmissão aumenta com a população do vírus. Um
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mínimo de 10 a 20 insetos por planta são requeridos para 100% de 

transmissão. O período mínimo de aquisição varia de 15 a 60 minutos, 

porém, quanto maior esse período, maior a razão de transmissão. O período 

latente varia de 17 a 24 horas e após esse período a eficiência de inoculação 

torna-se maior. O DNA viral encontra-se no inseto vetor uma hora após o 

início de aquisição. Sua concentração aumenta com o tempo, e após um 

período de aquisição de 48 horas, o DNA viral é retido por mais de três 

semanas (Picó et al., 1996).

O inseto vetor atua como praga nas culturas agrícolas, por se 

alimentar da seiva das plantas, podendo levá-las à morte ou à diminuição da 

produção. Além disso, elimina uma excreção açucarada que induz o 

aparecimento de fungos, provocando o apodrecimento de ramos, folhas, 

flores e frutos. Esses danos comprometem a aparência, prejudicando a 

comercialização dos produtos, principalmente de frutas para exportação e de 

plantas ornamentais; além de ser vetor de vírus bastante prejudiciais, como o 

geminivírus e, por isso, as perdas ocasionadas por essa praga chegam a 100% 

em diversas culturas de frutas e hortaliças (França et al., 1996).

Os problemas que causam à agricultura como praga e vetor de 

vírus já vem sendo descritos há mais de cem anos. Em 1992, observou-se um 

grande crescimento populacional da praga no Estado de São Paulo, 

provavelmente introduzida da Europa ou Estados Unidos pela importação 

de plantas ornamentais. Essa praga foi considerada como um novo biótipo 

da mosca branca no país.

Dentre os hospedeiros atacados pela mosca branca estão: feijão, 

algodão, abobrinha, melão, chuchu, mandioca, repolho, jiló, tomate, 

pimentão, berinjela, pepino, videira, brócolis, repolho, alface, quiabo, plantas 

daninhas como picão, joá-de-capote, amendoim bravo e Datura, e 

ornamentais, destacando-se o crisântemo e poinsétia.

Estima-se que os prejuízos causados por essa praga à agricultura 

brasileira, somados aos gastos com produtos químicos utilizados no seu 

controle, já estão próximos de meio bilhão de dólares, sem levar em conta os 
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impactos sociais como o desemprego no campo e o consequente êxodo rural 

que ela provoca (Ferreira et al., 1997).

3.4. MOVIMENTO SISTÊMICO

Após um vírus de planta ter acesso ao interior de uma célula, o 

qual se dá através de um ferimento ou através do processo de alimentação de 

um vetor, ele deve ser capaz de realizar pelo menos duas funções básicas 

para estabelecer uma infecção sistêmica como replicar e mover-se. Sendo 

assim, o movimento sistêmico geralmente envolve dois tipos de movimento: 

o primeiro é o movimento célula a célula na qual o vírus move das células 

inicialmente infectadas até às adjacentes através do plasmodesmata. No 

segundo movimento as viroses movem a longas distâncias, no qual o vírus 

uma vez instalado no sistema vascular é transportado para partes distantes 

do ponto de infecção na planta hospedeira. Baseado nas evidências genéticas 

pôde-se demonstrar que o movimento das viroses nas células infectadas para 

as células sadias e provavelmente dentro do sistema vascular, chegando-se a 

uma infecção sistêmica, é mediada pelas proteínas codificadas pelo vírus, as 

quais são essenciais para a infecção e não para a replicação e encapsidação do 

vírus (Hull, 1989).

Através de estudos moleculares há indícios de que algumas 

proteínas de movimento podem se ligar a ácidos nucléicos (Citovsky et al., 

1990), localizada na parede celular e membrana plasmática (Tomenius et al., 

1987), e aumentar o tamanho dos poros plasmodesmal nas paredes entre as 

células adjacentes (Wolf et al., 1989).

Nas geminiviroses bipartidas, três genes foram identificados como 

necessários para o movimento viral, o gene AL2 presente no componente A e 

os genes BR1 e BL1 que estão no componente B (Brough et al., 1988; Elmer et 

al., 1988). Mutações em cada um desses genes individualmente apresentaram 

o mesmo fenótipo, não afetando a replicação do DNA viral.



Análise das funções do gene AL2 em plantas transgênicas e em 

protoplastos sugerem que a proteína codificada por esse gene é uma proteína 

transativadora da expressão do gene da proteína da capa, ARI, além de estar 

diretamente relacionada com a transcrição do RNAm dessa proteína e 

transativar o gene BR1 presente no componente B (Sunter & Bisaro, 1991). No 

entanto, a retirada do gene da proteína da capa do TGMV não eliminou o 

movimento sistêmico e a infectividade, enquanto que a eliminação da AL2 

resultou na perda dessas propriedades (Gardiner et al., 1988).

Estudos realizados com N. benthamiana mostraram que o gene da 

proteína da capa dessas viroses, embora importante para a transmissão, não 

mostrou ser essencial para o movimento sistêmico e desenvolvimento da 

doença nas plantas (Gardiner et al., 1988; Brough et al., 1988). Na ausência 

desse gene, o nível de DNA de fita simples é muito reduzido, podendo ser 

esta forma de DNA que move nas plantas.

Análise da importância de cada um dos dois genes presentes no 

componente B para o movimento sistêmico no TGMV e ACMV foram 

realizadas através de mutações, onde inserções ou deleções em cada um 

desses genes não apresentaram afetar os níveis de DNA de fita simples ou 

DNA de fita dupla viral replicadas, detectadas em plantas de Nicotiana 

benthamiana co-inoculadas com o componente B mutado e o componente A 

normal, mas tiveram a capacidade de eliminar a doença sistêmica e 

infectividade viral (Brough et al., 1988).

Recentes modelos sugerem que as proteínas de movimento atuam 

como chaperonas apresentando a capacidade de se ligarem a ácidos 

nucléicos e direcionar o transporte célula a célula. Noueiry et al. (1994) 

sugeriram que a BL1 e a BR1 apresentam funções distintas, porém, atuando 

de maneira coordenada para facilitar o movimento do genoma viral.

A BL1 localiza-se na parede celular e membrana plasmática, 

facilitando o movimento do vírus a longa distância, mas tem a capacidade de 

afetar seu próprio movimento através do plasmodesmata, mediando no 

movimento do DNA de fita dupla, além das propriedades patogênicas virais. 
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A BR1 é uma proteína que se liga ao DNA de fita simples encontrada no 

núcleo das células e que funciona no movimento célula a célula, 

potencializando a exportação do DNA de fita simples e de fita dupla através 

do envelope nuclear para o citoplasma (Pascal et al., 1994; Noueiry et al., 

1994).

Pascal e colaboradores (1994) propuseram a hipótese de que a BR1 

é uma nuclear shuttle protein responsável por mover o DNA de fita simples 

viral replicado de dentro para fora e de fora para dentro do núcleo, na forma 

de um complexo o qual é reconhecido pela proteína BL1. A interação entre as 

proteínas de movimento direciona esse complexo para a membrana 

plasmática e para a parede celular e daí para as células do floema adjacentes 

não infectadas.

3.5. SINTOMATOLOGIA

A sintomatologia observada em tomateiros infectados por 

geminivírus assemelham-se aqueles induzidos por outras viroses, 

especialmente aquelas de potivírus e tobamovírus. O tipo e a severidade dos 

sintomas variam de acordo com o vírus e a linhagem de isolados, a genética 

do hospedeiro, as condições ambientais, estádio de crescimento e condições 

fisiológicas da planta no tempo de infecção.

Os sintomas podem incluir as várias combinações seguintes: 

mosaico amarelo brilhante, clorose nas folhas e margens foliares, 

enrolamento foliar, distorção e enrugamento das folhas, redução do tamanho 

foliar, atrofia das plantas infectadas e abscisão das flores.

Em TGMV, os primeiros sintomas aparecem, sob condições de 

campo, aos 14 a 17 dias após o plantio, em presença de altos números de 

moscas brancas virulíferas. Os sintomas mais nítidos, todavia, aparecem 

quando as plantas apresentam de três a quatro folhas trifoliadas, o que 

corresponde de 25 a 30 dias. Trata-se de um tipo de mosaico dourado 

brilhante, dando ao tomateiro uma aparência amarelada, intensa e 
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generalizada. As folhas mais jovens podem apresentar-se ligeiramente 

enroladas ou ter rugosidade bem definida (Galvez & Cardenas, 1980; 

Muniyappa, 1980).

Plantas infectadas precocemente e jovens são improdutivas devido 

a queda das flores. Então, a redução na produtividade é maior quando as 

plantas são infectadas em estádios precoces de desenvolvimento. Infecção em 

estádios de crescimento tardio drasticamente reduz a produção de novos 

frutos. As plantas infectadas produzem geralmente poucos frutos e pequenos 

que usualmente caem (Ioannou, 1985).

O maior impacto econômico em qualidade e produtividade fazem 

desse patógeno um sério problema em áreas afetadas e uma ameaça em 

regiões onde o cultivo de tomate está sendo expandido. A incidência, 

severidade e propagação da doença tem variações sazonais 

significativamente correlacionadas com flutuações na população do vetor 

(Cohen et al., 1988), além de que períodos de altas temperaturas e baixa 

umidade relativa favorecem o desenvolvimento do vetor.

3.6. GAMA DE HOSPEDEIROS

Dentre os fatores determinantes da gama de hospedeiro viral estão 

a habilidade do vírus em replicar e consequentemente sua propagação no 

hospedeiro conhecido. Devido as viroses possuírem pouca quantidade de 

informação genética, sua replicação depende dos processos metabólicos e 

regulatórios da planta. Em geral, seu ciclo de vida consiste de duas fases: (a) 

replicação dentro da célula vegetal e subsequente propagação da infecção 

para a planta, e (b) a fase de vírion onde o vírus é transmitido de uma planta 

para outra, através de um vetor. Mutações que afetam a gama de 

hospedeiros para viroses em plantas têm sido isoladas para ambas funções e 

em muitos casos essas mutações estão presentes nos genes que codificam 

para as proteínas do movimento viral (Dawson & Hilf, 1992).
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Os geminivirus infectam coletivamente uma grande variedade de 

vegetais (Brown & Bird, 1992). Os geminivirus pertencentes ao subgrupo I 

(Mastrevirus) apresentam uma relação restrita de hospedeiros, ocorrendo 

principalmente em gramíneas. Os vírus pertencentes ao subgrupo III 

(Begomovirus) apresentam também uma gama de hospedeiros restrita, porém 

infectando somente dicotiledôneas; os do subgrupo II (Curtovirus) infectam 

dicotiledôneas com uma grande e diversificada relação de hospedeiros 

(Rybicki, 1994).

Ingham e Lazarowitz (1993) analisando as interações entre os 

geminivirus bipartidos e seus hospedeiros demonstraram que as proteínas 

BL1 e BR1 podem influenciar na diversidade de hospedeiros virais. Porém, 

diversos mutantes nessas proteínas no vírus SqLCV foram incapazes de 

infectar Nicotiana benthamiana, embora retiveram infectividade em 

cucurbitáceas.

Em BGMV e TGMV, Petty e colaboradores (1995) investigaram a 

contribuição das proteínas BL1 e BR1 na especificidade fenotípica, 

relacionada com o hospedeiro via mecanismo de vírus híbridos. O TGMV 

contendo as proteínas BL1 e BR1 do BGMV apresentou a capacidade de 

infectar novas espécies de plantas, além de seus hospedeiros habituais, mas 

tanto os híbridos do TGMV quanto do BGMV exibiram fenótipos atenuados 

nas espécies para os quais são fracamente adaptados. Em experimentos com 

inoculações mistas, o BGMV não foi capaz de complementar o processo de 

adaptação do TGMV em feijão, enquanto que o TGMV foi eficiente na 

complementação do fenótipo do BGMV referente ao baixo acúmulo de DNA 

em N. benthamiana. Estas observações indicam que as funções virais de ambos 

componentes A e B contribuem para a adaptação ao hospedeiro nas 

geminiviroses bipartidas.

Apesar da proteína da capa protéica apresentar-se não essencial 

para o estabelecimento da infecção das geminiviroses bipartidas, tem sido 

demonstrado que a infectividade sistêmica do BGMV e TGMV também 
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apresentam uma certa especificidade ao hospedeiro, dependente da capa 

protéica (Pooma et al., 1996).

3.7. DIAGNOSES

3.7.1. Técnicas de PCR

A reação em cadeia da polimerase tem sido usada para detectar 

vírus em plantas e vetores. Como as geminiviroses replicam via um DNA de 

fita dupla intermediário, as técnicas de PCR são adequadas para diagnóstico 

neste grupo (Rojas et al., 1993). Este método é mais sensível que as técnicas de 

hibridação e não requer o uso de radioatividade. O uso de primers 

degenerados complementar às sequências altamente conservadas do genoma 

das geminiviroses transmitidas por mosca branca, estendem à gama de 

viroses detectadas. Isolados individuais podem ser distinguidos pelo 

polimorfismo no comprimento de fragmentos de restrição (RFLP) obtidos 

após digestão dos produtos da PCR com enzimas de restrição. Este método 

também pode ser usado para a identificação de infecção mista com duas 

viroses (Deng et al., 1994).

3.7.2. PCR-LIS-SSCP

O polimorfismo conformacional de fita simples foi primeiramente 

desenvolvido por Orita et al. (1989) como um eficiente método para detectar 

muitos tipos de aberrações, incluindo mutações de ponto, inserções, 

deleções, rearranjos, perda de genes e amplificações. Essa técnica envolve a 

separação de uma fita dupla de DNA mediante alta temperatura, em 

presença de uma solução alcalina contendo formamida, num gel de 

poliacrilamida não desnaturante. Ela baseia-se na relação entre a mobilidade 

eletroforética do DNA de fita simples e sua conformação (ou estrutura 

secundária) a qual é dependente na sequência nucleotídica. Com isso, 
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diferentes substituições de base podem levar a diferentes estruturas 

secundárias devido a diferentes interações intramoleculares, possibilitando 

detectar raras diferenças entre um DNA mutado e um normal.

Como as mobilidades são diferentes para cada conformação 

existente em cada sequência e certas condições causam certas estabilidades, o 

SSCP comporta como marcadores codominantes. Na teoria, duas bandas 

estão associadas com a sequência normal, cada uma representando a fita 

simples do DNA. Caso não ocorra desnaturação completa, uma terceira 

banda pode aparecer de diferentes intensidade. Se a amostra é heterozigota 

para uma mutação, então, há geralmente duas bandas referentes à amostra 

normal e também outras duas bandas variadas representando a mutação 

(Figura 2). Porém, mais bandas podem ser representadas devido algumas 

fitas terem mais que uma conformação. Por essa razão, sugere-se aplicar uma 

amostra normal não desnaturada juntamente com as amostras a serem 

analisadas, pois há a possibilidade de ocorrência de um anelamento parcial.

Homozigoto A Heterozigoto Homozigoto B HmA Heter HmB SDa A W — — — ■■

Desnaturação
por

aquecimento

mW--
_n IP JLip

Figura 2. Esquema demonstrativo do princípio da análise do SSCP 
(Polimorfismo Conformacional de Fita Simples). As siglas Hm, 
Heter, e SD indicam Homozigoto, Heterozigoto e DNA sem 
desnaturação, respectivamente.
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Hoshino e colaboradores (1992) modificaram a técnica para PCR-SSCP 

passando a utilizar segmentos específicos obtidos via Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) do complexo de histocompatibilidade, possibilitando a tipagem 

alélica e uma melhor visualização do padrão de bandas em gel de poliacrilamida, no 

entanto, várias bandas para um único alelo foram detectadas. Bannai e colegas em 

1994 reduziram a proporção de DNA amplificado e observaram somente duas 

bandas por alelo, correspondentes às fitas sense e antisense.

Algumas instabilidades na conformação de algumas sequências, 

foram observadas serem ocasionadas pela presença da solução desnaturante 

de formamida, tornando as pontes de hidrogênio entre a adenina e a timina 

instáveis após desnaturação. Maruya e colaboradores (1996) propuseram a 

substituição da solução alcalina de formamida para uma de baixa força 

iônica (LIS), à base de sacarose, não necessitando de reagentes desnaturantes 

e resfriamento. A esse método denominaram de Polimorfismo 

Conformacional de Fita Simples em Baixa Força Iônica ou PCR-LIS-SSCP. A 

estabilidade das fitas simples de DNA pela LIS é garantida pelo declínio da 

temperatura de dissociação sob baixas condições iônicas e uma alta diluição 

entre o DNA amplificado e o tampão LIS, resultando numa menor 

possibilidade de hibridação entre as fitas sense e antisense.

Com a utilização da PCR para obtenção de sequências específicas, 

essa última modificação na metodologia permitiu a detecção de novos alelos 

do complexo de histocompatibilidade e o uso da técnica em temperatura 

ambiente. Além disso, vem sendo utilizada para o estudo da identificação de 

polimorfismo em diferentes microorganismos de interesse médico-sanitário, 

produção de mapas genéticos, diagnóstico de doenças genéticas, detecção de 

pontos de mutação em várias posições de um fragmento de DNA e a 

estimativa de variabilidade genética .

3.7.3. SONDAS DE DNA NÃO RADIOATIVAS

SISBI/UFU
200415
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A reação em cadeia da polimerase é um rápido e poderoso método 

para amplificação de sequências de ácidos nucléicos. Essa técnica utiliza para 

a amplificação poucas quantidades de DNA de uma variedades de fontes, 

facilitando a sua detecção. Atualmente tem sido investigada como um 

método conveniente e eficiente para a síntese de sondas de DNA para 

pesquisas em biologia molecular.

As sondas de DNA não radioativas usadas para a detecção de 

sequências específicas de DNA em membranas oferecem muitas vantagens 

sobre os métodos que utilizam marcação com radioisótopos. Destacam-se a 

redução significativa no tempo de exposição para detecção do sinal de 

hibridação, menor custo de materiais, maior estabilidade e sensibilidade 

equivalente ou superior. Além disso, há a eliminação da necessidade de 

licenciamento, controle de material e cuidados necessários associados com o 

uso de material radioativo (Karcher, 1994). Problemas com altos sinais de 

background causados pela ligação não específica da enzima conjugada à 

membrana, requerimento de várias lavagens e dificuldade na 

reprodutibilidade dos resultados são os obstáculos para a utilização da 

técnica (Sonnenberg et al., 1992; Mackey et al., 1992).

O processo de marcação de uma sonda se dá basicamente pela 

incorporação de um nucleotídeo marcado não radioativamente e como a 

biotina contém nucleotídeo análogo, é facilmente incorporado à molécula de

DNA (Figura 3).

Figura 3. Estrutura da biotina-14-dATP a qual pode ser 
incorporada na molécula de DNA.
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Em muitos sistemas de detecção não radioativa utiliza-se de 

sondas biotiniladas sintetizadas por random primer e nick translation, sendo a 

Taq DNA polimerase e o fragmento Klenow bastante eficientes na 

incorporação de nucleotídeo biotinilado (Mertz et al., 1994b). Na PCR 

também há uma eficiente incorporação de biotina-14-dATP pela Taq DNA 

polimerase, sendo esse produto amplificado utilizado como sonda de DNA. 

Rashtchian et al. (1992) testaram várias concentrações de biotina quanto à 

incorporação pela Taq DNA polimerase na PCR e observaram que houve 

amplificação eficiente quando as concentrações foram inferiores a 75% do 

total de deoxiadenosina trifosfato (dATP), sendo que nenhuma amplificação 

foi observada com 100% de biotina-14-dATP. Mertz et al. (1994) também 

observaram que quanto maior a concentração de biotina-14-dCTP maior o 

sinal quimioluminescente (12,5% a 87,5% do total de dCTP).

A detecção de DNA pode ser realizada diretamente pela PCR ou 

por técnicas de hibridação envolvendo técnicas radioativas ou não 

radioativas. O método comumente mais utilizado para detecção é a técnica 

de hibridação por dot-blot, a qual envolve a aplicação direta do ácido 

nucléico em uma membrana de nitrocelulose ou de nylon, sobre um suporte 

sólido. Uma vez imobilizado na membrana, o DNA ou RNA pode se ligar 

rapidamente a uma sequência alvo. O método pode produzir resultados 

qualitativos como quantitativos, atuando sobre ácidos nucléicos purificados 

ou preparação não purificada (Pepin et al., 1990). No caso da utilização de 

extratos não purificados, as técnicas sorológicas são menos sensíveis que as 

técnicas de hibridação para detecção de vírus, provavelmente porque os 

componentes desses extratos podem interferir na técnica. A técnica ELISA é 

muito utilizada para detecção de vírus como Barley Yellow Dwarf Virus 

(BYDVs), mas a PCR e a hibridação de ácidos nucléicos tem mostrado maior 

sensibilidade e capacidade de distinguir diferentes raças de vírus (Figueira, 

1997).

Após hibridação, a sonda biotinilada pode ser detectada por 

ligação específica do conjugado estreptavidina-fosfatase alcalina. Os sistemas 
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horseradish peroxidase, digoxigenina-anti-digoxigenina e biotina- 

estreptavidina podem ser detectados com o uso de substratos cromogênicos 

ou quimioluminescentes (Karcher, 1994; Carlson et al., 1990). Um sistema 

cromogênico usado para a fosfatase alcalina é o BCIP e o NBT, em que a ação 

da enzima resulta numa coloração insolúvel sobre a membrana. A 

quimioluminescência se refere à emissão de luz como resultado da transição 

de uma molécula do estado excitado para um estado de baixa energia através 

de uma reação química com a molécula (Karcher, 1994). Este sistema é capaz 

de detectar quantidades muito pequenas da amostra, menos de 1 pg de vírus 

purificado e em torno de 25 ng de vírus em extratos infectados (Figueira, 

1997).

A partir do momento em que os ácidos nucléicos estão 

imobilizados na membrana, o mais comum é acoplar uma enzima 

diretamente na sonda para hibridação. A enzima pode estar covalentemente 

ligada à sonda antes ou após a hibridação. A localização da sequência 

complementar hibridada é visualizada por incubação da membrana com um 

substrato, produzindo um sinal. Dentre os substratos quimioluminescentes 

destacam-se o CSPD e o PPD. O PPD é considerado um sistema 

potencialmente mais sensível. A remoção do grupo fosfato pela fosfatase 

alcalina desestabiliza o composto. Como o dioxetano é desfosforilado, ocorre 

a emissão de luz (Figura 4). A fosfatase alcalina covalentemente conjugada a 

estreptavidina (SA-AP) fica fortemente ligada à biotina, tendo assim, uma 

atividade de fosfatase, removendo o grupo fosfato do substrato e emitindo 

luz, que será detectada com filme fotográfico (Carlson et al., 1990).

Figura 4. Defosforilação do substrato PPD pela fosfatase alcalina.
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Para pesquisas na área de biologia molecular, onde pequenas 

quantidades de material são necessárias para serem analisadas, as técnicas de 

PCR e hibridação são provavelmente os melhores métodos para detecção e 

quantificação de vírus de planta (Figueira et al., 1997).
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4. MATERIAL E MÉTODOS

4.1. Material Biológico

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Genética 

Molecular e as espécies Cucurbita pepo, Solanum melongena, Brassica oleraceae, 

Phasolus vulgaris, S. gilo, Cyperus naturalis, Cucumis sativus, Lycopersicum 

esculentum (cultivares Angela Hiper, Carmem, Jumbo, Empire e Santa Clara) 

foram mantidas em casas de vegetação do Departamento de Genética e 

Bioquímica da Universidade Federal de Uberlândia. As amostras de 

Capsicum annuum foram coletadas na Escola Agrotécnica de Uberlândia e as 

de Manihot utilissima Pohl. na área experimental dessa Universidade (Tabela 

1). As cultivares em casa de vegetação foram plantadas em um mesmo dia, 

sob as mesmas condições ambientais e tratamentos.

pela transmissão da mosca branca. Uberlândia, UFU. 2000.

Tabela 1. Gama de hospedeiros experimental do novo isolado de geminivirus como determinado

Planta Testada Nome Comum Local de Coleta

Brassicaceae
Brassica oleraceae couve manteiga da Geórgia Casa de vegetação

Cucurbitaceae
Cucumis sativus pepino caipira Casa de vegetação
Cucurbita pepo abóbora menina rajada Casa de vegetação

Euphorbiaceae
Manihot utilissima Pohl. mandioca Ãrea Experimental

Fabaceae
Phaseolus vulgaris feijão-vagem Casa de vegetação
Phaseolus vulgaris feijão comum Casa de vegetação

Solanaceae
Capsicum annuum pimentão cascadura IKEDA Escola Agrotécnica
Lycopersicum esculentum tomate Casa de vegetação
Solanum melongena berinjela comprida roxa Casa de vegetação
Solanum gilo jiló comprido verde claro Casa de vegetação

4.2. Fonte de vírus, moscas brancas e plantas

O vírus foi obtido de um grupo de moscas brancas (Bemisia sp)

infectadas, as quais estavam hospedando plantas de couve e de tomate em 
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casa de vegetação. Esses vetores foram transferidos para as cultivares, sem 

restrição do número específico de moscas a serem hospedadas em cada 

planta, para testes subsequentes da possível transmissão do vírus. As plantas 

usadas neste trabalho foram obtidas por meio de sementes, exceto para as 

plantas de mandioca, as quais foram obtidas por propagação vegetativa. A 

sintomatologia foi observada e a detecção do vírus e verificação da infecção 

viral das cultivares foram analisadas por técnicas de biologia molecular.

4.3. Extração de DNA

O DNA viral foi obtido juntamente com o DNA genômico das 

cultivares, as quais apresentavam sintomatologia de geminiviroses, segundo 

metodologia descrita por Doyle & Doyle (1990), com modificações.

Duzentos miligramas de folhas jovens e frescas foram trituradas 

com nitrogênio líquido e rapidamente transferidos para microtubos gelados, 

onde se adicionou 700pl de tampão de lise (Tris-HCl lOOmM, pH 8,0; EDTA 

50mM, pH 8,0; NaCl 1M; 1,5% de CTAB; 1% de P-mercaptoetanol) pré- 

aquecido a 65°C, juntamente com 20 pl de PVP a 10%. A suspensão foi 

incubada a 65°C por aproximadamente 90 minutos com agitação a cada 15 

minutos. Em seguida, as amostras foram submetidas por duas vezes ao 

processo de desproteinização pela adição de mesmo volume de clorofórmio- 

álcool isoamílico (24:1) seguido de centrifugação a 10.000 rpm por 15 

minutos. O sobrenadante obtido foi transferido para outro microtubo e os 

ácidos nucléicos precipitados pela adição de 2/3 do volume de isopropanol 

gelado e posteriormente estocados a -20°C por aproximadamente 12 horas. 

Após precipitação, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 

minutos e o pellet formado foi lavado com etanol 70%. Retirado o álcool, o 

pellet foi deixado secar e ressuspendido em tampão TE (Tris-HCl lOmM, pH 

8,0 e EDTA lmM, pH 8,0) contendo RNAse numa concentração de lOmg/ml 

e incubados a 37°C por 1 hora e armazenados a 4°C.
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4.4. Quantificação do DNA

Uma alíquota de 5pl de cada amostra foi diluída para 1 ml de água 

deionizada para quantificação em espectrofotômetro por leitura de 

absorbância a 260 nm. A mesma quantidade foi submetida em eletroforese 

em gel de agarose 0,8% para qualificação do DNA para posterior diluição.

4.5. PCR

A PCR foi usada para amplificar os fragmentos correspondentes 

aos componentes A e B desse vírus, utilizando-se de primers degenerados 

descritos por ROJAS (1993), os quais foram adquiridos da empresa Gibco 

BRL (Life Technologies). A sequência desses primers estão listados na tabela

2.
Várias quantidades de DNA extraído foram testadas em cada 

reação de amplificação, a qual continha tampão Tris-HCl 10 mM, KC1 50 

mM, MgCh 3,5 mM, dNTPs a 200 pM cada (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 7,5 

pmoles de cada primer, 1 U de Taq DNA polimerase em um volume final de 

reação de 25pl. A cada reação foram adicionados 18pl de óleo mineral para 

evitar evaporação.
As reações foram amplificadas num termociclador MJ Research 

INC, modelo PTC-100, nas seguintes condições de temperatura e tempo, por 

35 ciclos, sendo 95°C por 1 minuto, 50°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto; 

além disso, realizou-se um ciclo de desnaturação inicial de 95°C por 5 

minutos e um ciclo de extensão final de 72°C por 5 minutos.

Após amplificação, foram 

carregamento (40% de sacarose, 0,25 /o 

bromofenol) em 8 pl de cada reação e
agarose 1,2%, tampão Tris-borato-EDTA (TBE) 0,5X a uma voltagem de 80V 

por 1 hora. Os géis foram corados com brometo de etídio e os fragmentos

adicionados 2 pl de tampão de 

de xileno cianol e 0,25% de azul de 

submetidas a eletroforese em gel de
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visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumentados em 

VDS Imagesystem - Pharmacia.

Tabela 2. Sequência de primers degenerados utilizados para amplificar os 
componentes A e B de geminivírus como descrito por Rojas (1993).

Primer Sequência 5'-3' Componente

PAL1V1978 gcatctgcaggcccacatygtcttyccngt A

PAR1C496 aatactgcagggcttyctrtacatrgg A

PBLv2040 gcctctgcagcartgrtckatcttcataca B

PCRcl ctagctgcagcatatttacrarwatgcca B

4.6. Construção da sonda de DNA biotinilada

A sonda de DNA biotinilada específica para o componente B foi 

obtida via PCR, utilizando-se de primers degenerados descritos por ROJAS 

(1993).

Cada reação continha Tris-HCl 10 mM (pH 8,3), KC1 50 mM, 

MgCh 3,5 mM, 1U de Taq DNA polimerase (CENBIOT/UFRS), 8 pmol de 

cada primer, 0,2mM de dCTP, dGTP e dTTP, 0,12 mM de dATP e 0,08 mM de 

biotina-14dATP, 3 pl de DNA e ajustado o volume final de reação para 25 pl. 

Após uma incubação inicial de 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de 1 minuto por 

94° C, 1 minuto a 50°C e 1 minuto a 72°C foram realizados. Uma incubação 

adicional de 5 minutos a 72°C foi usada para o ciclo final.

4.7. Teste da sonda biotinilada

Para comprovar a incorporação da biotina-14dATP, aplicou-se 1,5 

pl de produto amplificado pela PCR em uma membrana de nylon (Nylon 

Membrane Charge Modified, SIGMA) e submetida a 80°C por 30 minutos 

para fixação da amostra. Após re-hidratação por 1 minuto em tampão 1 

[ácido maléico 0,2M e NaCl 0,3 (pH 7,5)] e em tampão 2 (1% de reagente de 

blocking - Boehringer Mannheim em tampão 1) a 65°C por 1 hora, a 
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membrana foi incubada com a enzima conjugada SA-AP (2 ml de tampão 2 e 

2 pl SA-AP) sob agitação durante 10 minutos. Retirado o anticorpo, lavou-se 

duas vezes com tampão 1 por 15 minutos e uma vez com tampão 3 [Tris O,1M 

(pH 9,5), NaCl 0,1 M e MgCh 0,05 M) por 10 minutos, ambas lavagens sob 

agitação. Decorrido esse tempo, a membrana foi incubada, no escuro, por 

cerca de 1 hora com o substrato cromogênico (3,75 ml de tampão 3; 16,5 pl de 

NBT e 12,5 pl de BCIP) e lavada em Tris-HCl 20 mM, EDTA 0,5 mM, pH 7,5, 

a fim de parar a reação e colocada para secar a 80«C por 2 minutos.

A eficiência da amplificação na presença de nucleotídeo 

biotinilado também foi avaliado em gel de agarose 1,2% a 80V por 1 hora e 

uma reação controle foi realizada sem o nucleotídeo biotinilado para 

posterior comparação do peso molecular.

4.8. Detecção de geminivírus por hibridaçâo slot-blot

Numa membrana de nylon (Nylon Membrane Charge Modified, 

SIGMA) pré-lavada com 2X SSC, colocada sob um suporte sólido slot-blot 

(Hybri-SIot™ Manifold., LIFE TECHNOLOGIES, Inc.) acoplado a um 

aparelho de vácuo, foram aplicadas diluições das amostras de DNA para 

posterior quantificação.
O DNA foi fixado na membrana por 1 hora a 80°C e exposto em 

transiluminador UV por 2 minutos. Em seguida, a membrana foi 

inicialmente pré-hibridada, para evitar adsorção inespecífica da sonda à 

membrana, com 100 ml de solução de hibridaçâo por 100 cm2 [0,5% SDS, 5X 

Denhardts (5g de ficoll, 5g PVP, 5g BSA num volume de 500 ml), lOOpg/ml de 

DNA de esperma de salmão fragmentado, 5X SSC, 50 ml de formamida, 

durante 3 horas à 42°C. Essa solução foi reaproveitada 3 vezes. Para 

hibridaçâo com a sonda, a solução foi retirada e adicionado a solução de 

hibridaçâo contendo o fragmento marcado com biotina-14 dATP específica 

para o componente B desse vírus (lOOpl de produto amplificado marcado e 

10 ml de solução de hibridaçâo) por 16 horas a 42°C.

30



Após a retirada da sonda e estocada a -20°C, realizou-se 3 

lavagens de estringência a 58°C: 2X SSC e 0,1% SDS; 0,5X SSC e 0,1% SDS; 

O,1X SSC e 0,1% SDS, respectivamente.

Todas as incubações seguintes foram realizadas a temperatura 

ambiente, onde lavou-se por 3 minutos a membrana com tampãol [ácido 

maléico 0,2M ; NaCI 0,3 (pH 7,5) e 0,3% txveen 20] e por 1 hora em tampão 2 

[ácido maléico 0,2M ; NaCI 0,3 (pH 7,5) e 1% de reagente de blocking] para 

remoção do excesso de sonda.

Descartada a solução de bloqueio, a membrana foi incubada por 2 

horas em solução contendo anticorpo (15 ml de tampão 2 e 10 pl de SA-AP). 

O anticorpo não ligado à biotina foi removido pela lavagem com tampão 1, 2 

vezes por 15 minutos cada, seguido de uma lavagem final com tampão 3 por 

5 minutos.

Finalizado os processos de lavagem, a membrana foi colocada em 

um saco plástico e adicionado 300pI do substrato quimioluminescente Lumi- 

Phos (contendo o substrato PPD- Life Techonologies) a qual foi colocada em 

cassete (SIGMA CHEMICAL CO.) com filme para raio X (KODAK X-OMAT) 

e exposta por 20 minutos.

A detecção das amostras foram visualizadas por revelação do 

filme em solução reveladora, 2% de ácido acético e solução fixadora por um 

período de 1 minuto em cada solução.

4.9. Ensaio LIS-SSCP-PCR

Dois microlitros do produto amplificado de cada cultivar foram 

misturados em 18pl de tampão de LIS (10% sacarose, 0,01% azul de 

bromofenol e 0,01% xileno cianol) homogeneizados e aquecidos a 97°C por 5 

minutos e imediatamente transferidos para gelo. Um aparato de gel de 

poliacrilamida 8%, com espaçadores 0,5 mm foi montado e 10(lI de cada 

amostra foram aplicadas e submetidas à eletroforese em tampão TBE IX 

(Tris-borato 45mM, pH 8,3 e EDTA lmM) dentro dos limites de um sistema 
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de temperatura constante de 4°C à amperagem de 15mA (10 a 20 W, cerca de 

900V). Decorridos 5 horas, as placas foram separadas e o gel corado pelo 

método de coloração de prata. A secagem dos géis foi baseada no método de 

Popescu (1983), adaptado para secagem em bastidores. Os géis foram 

prensados entre duas folhas de papel celofane poroso e deixados à 

temperatura ambiente por 12 horas.

4.10. Ensaio RFLP (Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de 

Restrição)

Foram testadas 14 enzimas de restrição, Hha I, EcoR I, Sal I, Sac I, 

Apa I, Bgl I, Hind III, Kpn I, Dra I, Bgl II, Nte I, Mbo I, Pst I e EcoR V, para o 

fragmento de aproximadamente 1,1 Kb, pertencente ao componente A desse 

vírus. Dez microlitros do produto amplificado foram digeridos com 5U de 

cada enzima, tampão de digestão IX específico para cada enzima. O volume 

final de cada reação foi de 30 pl e a digestão ocorreu a 37» durante 12 horas. 

Os produtos digeridos foram revelados em gel de agarose 2%, corados com 

brometo de etídio a 0,2 pg/ml. As imagens foram registradas em um 

aparelho de fotodocumentação Image Master VDS.

4.11. Análise dos dados

Os slots foram analisados no programa IMVDS (Image MasterITM 

VDS Software - Pharmacia Botech) o qual tem a capacidade de corrigir os 

J IPÍtura de densidade ótica da imagem (IOD). Asbackgrounds e realizar le

J do orograma foram dots retangulares com diâmetro 6condições de utihzaçao do p g

~ DNA controle numa curva polinomial de 2a ordem, mm, com calibraçao do DMA com

A análise estatística foi feita utilizando análise de variância para densidade 

ótica pelo Software STATISTICA versão 4.5.
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1. Construção de sonda específica para o componente B das 

geminiviroses e quantificação da carga viral em variedades de tomate

A hibridação de Iisados fixados em membranas de nylon 

produzem uma rápida e exata estimativa da concentração viral. Este método 

minimiza a perda de ácidos nucléicos que usualmente ocorrem no processo 

de purificação do DNA. Os Iisados podem ser preparados de moscas brancas 

virulíferas ou de tecidos de plantas de tomates infectadas (folhas, raízes, 

entre outros), possibilitando analisar a distribuição viral pela planta. Este 

método é adequado para ser usado no monitoramento de geminiviroses 

epidêmicas, porém, não produz efeito na discriminação entre diferentes 

isolados de geminivirus (Czosnek et al., 1988, Crespi et al., 1991).

O método de slot-blot foi usado para detectar ácidos nucléicos 

geminivirais em tecidos de cinco cultivares de tomate e diferenças na 

quantidade desses ácidos nucléicos.

Estudos têm demonstrado que a eficiência obtida na amplificação 

com biotina-14-dATP corresponde a menos de 75% do total de 

deoxiadenosina trifosfato. Ausência de produto amplificado com 100% de 

biotina-14-dATP foi observado, indicando um aumento na dificuldade da 

incorporação do nucleotídeo modificado pela Taq DNA polimerase e/ou 

habilidade da enzima em sintetizar DNA em fitas moldes biotiniladas 

(Rashtchian & Mackey, 1992). Porém, foi observado que quanto maior a 

concentração do nucleotídeo biotinilado, maior o sinal quimioluminescente 

(Mertz et al., 1994).
Amostra de DNA de uma planta de tomate infectada por 

geminivirus, diagnosticada pela PCR, foi utilizada para amplificar o 

fragmento com biotina. Esse fragmento, de aproximadamente 450 pb para o 

componente B, foi amplificado com 40% da concentração de biotina-14-dATP 
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e pôde ser examinado em eletroforese de gel de agarose e posterior 

transferência para membrana de nylon (Figura 5).

Figura 5. Teste do produto amplificado pela PCR na presença da 
biotina-14-dATP.(A) Análise dos produtos amplificados 
em gel de agarose 1,2%, cujas colunas 1 e 2 indicam 
fragmento amplificado na presença da biotina-14-dATP e 
controle (fragmento não biotinilado),respectivamente. M- 
marcador de 100 pb. (B) Análise do fragmento 
amplificado, em membrana de nylon, detectado com 
substrato cromogênico (NBT/BCIP).

A incorporação da biotina contendo nucleotideo análogo à 

molécula de DNA resultou em um pequeno acréscimo no peso molecular do 

produto amplificado e, consequentemente, numa pequena alteração na 

migração eletroforética, quando comparado ao fragmento não marcado. 

Essas observações estão de acordo com as relatadas por Rashtchian & 

L bihrirHcão utilizou-se do substrato cromogênicoMackey (1992). No teste de htbndaçao, uuu &

(NBT/BCIP) o qual levou a uma mudança na coloração, comprovando 

juntamente com os resultados da migração eletroforética a incorporação da 

biotina-14-dATP no fragmento amplificado.

A habilidade da amplificação desse produto biotinilado para 

. «lot-blot foi testada. O produto amplificado sem funcionar como sonda em
, • nfírado em espectrofotômetro, e procedeu-se uma biotina também foi quantifica F

j mnnn « 01 ng , sendo posteriormente utilizado como diluição em série de 10.UUU > &
. ç. ~ fragmento obtido via PCR, contendo biotina-14- controle. Na hibridaçao do fragmento 
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dATP, com as diluições desse produto amplificado (controle), a menor 

concentração viral detectada por essa sonda foi de 1 ng (Figura 6).

Figura 6. DNA viral hibridizado com sonda marcada com biotina - 14 - 
dATP específica para o componente B. De 1 à 9 diluições de 
produto amplificado nas concentrações: 10.000 ng; 1000 ng 
100 ng 50 ng 10 ng; 5 pg 2,5 ng; 1 ng e 0,1 ng 
respectivamente. O mínimo detectável pela sonda foi de 1 ng.

Das amostras de DNA extraído das cinco cultivares de tomate 

com três repetições cada e quantificadas em espectrofotômetro, obteve-se em

média 320 pg de DNA total (planta e vírus) em 200 mg de tecido vegetal. 

Todas essas amostras foram diluídas para uma concentração final de 10 pg 

de DNA total, correspondendo à aproximadamente 7 mg de tecido vegetal. A 

quantidade de DNA viral presente nessas cinco cultivares de tomate, com 

três repetições cada, foi determinada pela comparação da intensidade de

sinal observada no controle, comparado ao sinal encontrado em cada 

preparação da amostra. Os resultados da detecção quimioluminescente da

sonda biotinilada com as amostras estão mostradas na Figura 7.

Figura 7. Hibridação por slot blot mostrando diferença na intensidade de 
concentração viral entre as plantas analisadas. De 1 a 3 cultivar Ângela Hiper, de 4 a 6 cultivar Carmem, de 7 a 9 cultivar Emp^ 

de 10 a 12 cultivar Jumbo, de 13 a 15 cultivar Santa Clara

Para as amostras das cultivares contendo 10 pg de DNA a sonda 

tndas as 15 plantas analisadas, observando a foi capaz de detectar o vtrus em todas P

• ^.-.cidades de hibridação, indicando variações na ocorrência de diferentes intensidades a 
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quantidade viral dentre as plantas de cada cultivar e entre as cultivares, por 

meio da hibridação em slot-blot, apesar de serem da mesma linhagem e 

apresentarem mesmo genótipo.

Diferentes sensibilidades para hibidação por dot-blot têm sido 

encontrada por vários autores. Usando sondas não radioativas, Borja e Ponz 

(1992) detectaram CRLV (Cherry Leaf RoU Virus) em 160 pg de tecido foliar 

infectado e em menos que 1 ng de RNA viral purificado, com um substrato 

cromogênico. Também detectaram vírus em 30 pg de tecidos foliares 

infectados e 250 pg de RNA viral purificado com o substrato 

quimioluminescente. Em comparação com sondas radiativas, foi possível 

detectar níveis abaixo de 12,5 pg em BYDV (Goulart et al., 1993).

Os dados da densidade óptica (IOD) obtidos para o controle, 

forneceu a equação y= 0,019.exp<^> adaptada em uma regressão 

exponencial. Os valores de IOD obtidos para as plantas utilizadas de cada 

cultivar (Tabela 3) foram ajustados para a equação a partir da qual calculou- 

se os valores para a concentração viral em todas as plantas analisadas e 

obtidos valores médios e seus desvios para cada cultivar (Tabela 4).

ri)bela 3. Leitura da densidade óptica (IOD) e da quantidade de DNA (pg) de três plantas das c’ 

cultivares estudadas obtidas pela equação do gráfico exponencial.

Planta I Planta II Planta III
_____________ - , . inn Ouantidade de IOD Quantidade de Cultivares IOD Quantidade de KH ’ V __________________ DNA

---------------------------------------- ~ 0,0695 1.48 0.0259 
Angela Hiper 0.91 -------S0-78 0.0077 ~

Carmem 1.04 _0^jL------- —-------^119 1.42 0.0234
__ Empire 1-06____OjHgg.---------(U)379 0.69

Jumbo 1.29____OL015Z—------ 0.99
Santa Cla7a~~" Õ-93®0 _±23-------------------------- 0.0066

o.óiTT

ãoccps dados mostram diferenças na Análise comparativa desses

... c entre as variedades de tomate. Isto sugere quantidade de ácidos nucleicos entre as

dom fpr menor concentração viral que as que cultivares tolerantes podem ter

1Q82) O ensaio slot-blot mostrou que a cultivar cultivares susceptíveis (Boc , /•
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Angela Hiper foi a cultivar que apresentou maior concentração de vírus (35 

ng/mg de tecido infectado), sendo a que também apresentou maior 

sintomatologia. A cultivar Carmem foi a que apresentou menor concentração 

viral (10 ng) e menor sintomatologia. Nas 15 plantas analisadas houve 

variação entre 6,6 ng e 69,5 ng na quantidade de DNA viral em 1,5 pg de 

DNA total por 1 mg de tecido foliar. Porém, essa diferença em plantas de 

uma mesma cultivar e entre cultivares não foi significativa, de acordo com a 

análise de variância.

Tabela 4. Análise de variância da densidade óptica e da quantidade de vírus em 1,5 pg de DNA de 

cinco cultivares de tomate em 1 mg de tecido vegetal, comparadas a sintomatologia.

Cultivares Densidade õptica Quantidade de DNA (pg) Sintomas

Angela Hiper 1.48 0.035a grave

Carmem 0.94 0.010a severo

Empire 1.17 0.016a intermediário

Jumbo 1.19 0.021a intermediário

Santa Clara 1.05 0.013a intermediário

DMS 5% = 0,192 CV = 31,42%

A maior quantidade de ácido nucléico viral foi sempre detectada 

r „ ^kcorvarões estão de acordo com os resultados deem folhas jovens. Essas observações eswu

medidas físicas da concentração geminiviral um estudo preliminar usando meciiaa

(Shock & Goodmam, 1981).
Procedimentos imunoenzimáticos envolvendo substratos

c deiercão de baixas concentrações de ácidos quimioluminescentes para a de ç
, ioon- Tiyard et al., 1990) têm demonstrado ser nucléicos (Bronstein et al., 1990, lizard /

, - Jo viroses em plantas. Os achados destaadequado para a detecção de viroses p
hibridaçâo slot-blot é bastante sensível e que investigação indicam que ah Ç

1 n<r de vírus/mg de tecido vegetal e que pode detectar tão pouco quanto 1 ng ae &
resistência entre as cinco cultivares de tomate nao houve reaçao de resisiei
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analisadas, pois não foi observado diferenças nas concentrações do genoma 

viral que está intimamente associado à resistência. É importante enfatizar 

que em toda hibridação de amostras deve ser realizada com controles 

positivos (diluições) e negativos para normalizar o efeito do sinal

q uimioluminescente.
As cinco cultivares são provavelmente suscetíveis ao vírus, mas 

apresentam-se com diferentes níveis de tolerância ao nível de campo, 

baseado em sintomatologia, sendo a mais tolerante "Carmem" e a menor 

tolerância apresentada pela "Angela Hiper". Segundo Goulart (1990) níveis 

de tolerância não são correlacionados com variações da concentração do 

, . a^ ínfArradnq oois a tolerância está mais associadagenoma viral em tecidos infectados, pois
, . u nrónría cultivar naquele ambiente.com o valor adaptativo da própria cumvcu H

5.2. Sintomatologia e Gama de Hospedeiros

Onze (11) espécies de plantas envolvendo 5 famílias, foram 

testadas quanto a susceptibilidade às geminiviroses.

O vírus foi primeiramente encontrado infectando plantas de 

vrorr^incão As moscas brancas transmissoras couve e de tomate em casa de vegetaçao. as 
desse vírus foram coletadas e distribuídas nas outras espécies de plantas 

sadias, para posterior anáíise de infecção por geminiviroses. O numero de 

~ foi controlado em cada planta, pois queríamos que a 
insetos vetores nao toi con

impntp similar as observadas no campo, 
infecção ocorresse naturalmente, simnar

Das quatro espécies testadas da família Solanácea, todas 

. de geminiviroses. Para L. esculentum (Figura
apresentaram sintomatologia g

em nhçprvou-se inicialmente um mosaico verde o 
8A) e C. annuum (Figura 8B) observou

. . ,.m mosaico amarelo com posterior enrugamento e
qual se desenvolveu para u

f c Mpssas plantas notou-se que a altura e a 
amarelecimento das folha 

produção de frutos também foram 

S. gilo (Figura 8D) observou se

enrugamentos.

reduzidas. Para S. melongena (Figura 8C) e 

clorose bem definida nas folhas, sem
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O feijão comum (P. vulgaris) um hospedeiro de muitas 

geminiviroses transmitidas por moscas brancas (Brown & Poulos, 1990) e o 

feijâo-vagem apresentaram mosaico dourado brilhante, cloroses e 

deformidades nas folhas, acompanhado de redução no tamanho da planta

(Figuras 8E e F).
O sintoma mais notável observado em plantas de abóbora e de 

couve (Figuras 9A e B), além dos demais já observados para as outras 

espécies de plantas, foi a presença do prateamento nas folhas quando ainda 

jovens. As demais espécies também apresentaram variações nesses sintomas, 

porém, típicos de geminiviroses (Figuras 9C e D). No entanto, a maioria 

dessas espécies analisadas não atingiram a fase adulta, devido aos vetores 

eliminarem uma excreção açucarada que induziram o aparecimento de 

fungos, provocando o apodrecimento dos ramos e das folhas.

A sintomatologia observada nessas plantas são bastante similares 

isolado e caracterizado em Minas Gerais, o 
à observada ao novo geminiv

. nnr psses fito vírus nas plantas foram o TRMV. Os sintomas causados por esses
i 4^ pnmaamento e redução das folhas, sendo que mosaico verde amarelado, enrugamemo

cmnrplecimento também nas nervuras; a altura da 
algumas apresentaram ama

J ~ frutos foram drasticamente reduzidos em todas as 
planta e a produção de fru 

cultivares (Filgueira et al., 1996).
Observou-se que a severidade dos sintomas variou ambos entre 

inwcrpc de uma mesma espécie. Estudos tem as espécies e também entre cultivares de u r
mostrado que a severidade dos sintomas está duetamente corre aciona a à 

concentração do vírus presentes nas plantas (Paubert, 1988).

Entretanto, a única planta que não apresentou smtomatolog.a foi 

a nlantas daninhas têm sido relatadas como o 
a planta daninha. As p

, • pMos primários e vetores para as geminiviroses
reservatório de ambos mo

~ p sabe quais fatores presentes nestas plantas que 
(Bock, 1982), mas nao se sabe q 
impedem a manifestação da sintomatologia.

A eama de hospedeiros para sete geminiviroses transmitidas por

S 4 mfpctar tomate, foram relatadas para o
moscas brancas, as quais podem infecta
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de berinjela; (D) Plantas de jiló; (E)
, • npla infecção por geminiviroses. (A) Plantas de

Figura 8. Plantas mostrando a Plantas de berinjela; (D) Plantas de jiló; (E)
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hemisfério oeste, mas há poucos estudos sobre a gama de hospedeiros da 

maioria dessas geminiviroses surgidas nesse hemisfério (Polston & 

Anderson, 1997).

Algumas geminiviroses podem ser distintas das demais baseada 

somente na gama de hospedeiros e em alguns casos somente na 

sintomatologia, como o TMoV (Tomato Mottle Vírus). Nesse estudo, como a 

sintomatologia foi bastante variável, porém bastante relacionada às 

observadas em Minas Gerais, não podemos afirmar qual vírus está 

infectando essas plantas. Essa mesma observação é proposta por Polston 

(1993), a qual também não sabe explicar como as diferenças na gama de 

hospedeiros podem ser usadas para classificar as geminiviroses como 

diferentes viroses ou diferentes linhagens de um mesmo vírus.

5.3. Caracterização dos fragmentos amplificados pela PCR

zioía da Polimerase consiste numa técnica A Reação em Cadeia da iom
, ^ífíra vara a detecção e identificação de 

extremamente sensível e especifi P
• „ nnlp ser usada para investigar questões 

patógenos de plantas e por isso p
• ~ dp nma população de patógenos e a diversidade 

precisas sobre a composição de um p P
•í-pídade está baseada no uso de primers que 

genética das viroses. Sua especificidade
flanaueiam a seqüência de DNA a ser 

são complementares a regiões qu 9 _
dp«a técnica é a requisição de poucas 

amplificada. Uma das vantagens dessa
1 naJp ser isolado de material fresco, seco ou 

quantidades de DNA, o qual p

eongelado. , , ,
, PCR têm Sido usados para a detecção e 

Os métodos de . . . ,
. ■ h tidade de viroses em plantas, mclmndo as
determinação da variabilidade ae . . •
, , ' . . . ,, an„eveld et al., 1991), gemmtv,roses transmmdas
luteoviroses e pohvrroses (Lang &
Por cigarrinhas infectando monocobledonea ( y

garnnnas , cas infectando dicotiledôneas,
geminiviroses transmitidas por moscas branca

como o BGMV (Gilbertson et al., 1991)-
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Nesse trabalho, o DNA foi extraído de folhas jovens de várias 

espécies de plantas e como a concentração final do DNA viral no extrato 

dessas amostras eram desconhecidas, houve a necessidade de testar várias 

quantidades de DNA na reação de PCR, a qual variou de 800 a 1200 ng do

DNA total.
Para diagnosticar essas amostras via PCR, utilizou-se primers 

degenerados descritos por Rojas e colaboradores (1993). Os oligonucleotideos 

específicos para amplificar o componente A anelam dentro da ORF AL1, 

responsável pela replicação e na ORF ARI, responsável pela proteína da 

capa. O príner PALM978 anela na fita complementar dentro da sequência 

da ORF AL1, enquanto que o primer PARM96 anela na fita viral da ORF 

ARI, próximo a extremidade amino-terminal dessa proteína. Nesse 

fragmento obtido está incluído a sequência da região comum e a região 

amino-terminal das ORFs AL1 e ARI-
A Figura 10 mostra o resultado da amplificação do DNA viral 

presente nas várias espécies de plantas, as quais apresentavam 

sintomatologia de infecção por geminivírus. Esses foram eficientes no

anelamento, resultando em um único fragmento de aproximadamente 1,15 

Kb, o qual pode variar de tamanho dependendo do vírus estudado.

0,6K£

Figura 10. Diagnóstico
PCR. Dois oligonuci

molecular de infecção por geminivírus baseado na 
rv.ix. _______ -cleotídeos complementares às sequências que

flanqueiam a região comum e amino-terminal das ORFs AL1 e 
ARI foram usados para amplificação específica do componente 
A. As colunas dei a 12 correspondem a abóbora, berinjela, couve, 
feijão, jiló, mandioca, pepino, planta danmha, tomate, vagem , 
pimentão e controle (planta de tomate infectada com TRMV), 

respectivamente. M - marcador de 100 pb.
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^•4. Análise molecular dos componentes A e B dos geminivírus por SSCP 

(Polimorfismo Conformacional de Fita Simples)

A técnica do LIS-SSCP-PCR tem sido bastante utilizada para 

identificar alterações nas sequências gênicas, devido a sua grande capacidade 

de detectar mutações de ponto.

A mobilidade eletroforética de uma molécula de DNA num gel é 

sensível tanto para tamanho e forma. Em condições não desnaturantes, o 

°NA de fita simples apresenta uma estrutura conformacional secundária que 

é determinada pela interação intramolecular e pela sequência de nucleotídios 

do fragmento. Na análise SSCP, uma sequência mutada é detectada como 

mudança das mobilidades em eletroforese em gel de poliacrilamida, 

ousada por sua alteração estrutural. Devido a alta resolução, a eletroforese 

gel de poliacrilamida pode distinguir muitas mudanças conformacionais 

causadas por diferenças raras na sequência, assim como a substituição de 

ürna única base em um fragmento de várias centenas de bases (Hayashi,

1991).
A análise SSCP, pela habilidade em separar diferentes tipos 

conformacionais de fita simples (os quais podem diferir de cada outra por 

imente uma única mutação de base), pode ser usada para avaliar a presença 

de mais de uma espécie dentro de uma população por meio do produto 

amplificado pela PCR. Esses fragmentos apresentam como uma banda de 

único peso molecular em eletroforese de gel de agarose, como demonstrado 

"as Figuras 10 e 11. Todos os isolados analisados mostraram ser homólogos 

P^a a presença de somente duas bandas na análise de SSCP; porém, a única 

diferença observada foi na conformação da fita simples para a planta 

Pimentão.

Produtos amplificados e

de

os

a

desnaturados via PCR, para 

imponentes A e B dessa geminivirose foram analisados quanto 

informação estrutural de fila simples com o objetivo de avaliar a
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, ~ vírus presente nas amostras. As análises 
homogeneidade da população e 13

realizadas com as 11 espécies e p an sgcp ofereceu indícios de
o padrão drt^;7d° ^irusinfectante do pimentão em 

variações tanto no genoma a amostra de pimentão
, • c O motivo pelo qual es& 

relação as demais cultivares. enfe das outras amostras pode ser
apresentou um perfil eletroforético em que havia

4 ipr sido coletada no m 
explicado pelo fato dessa Egses resultados sugerem que as

plantas de tomate infectadas com o ~ egtar infectadas com o

amostras mantidas na casa de veg plantas de pimentão
TRMV, levando-se também em consid podemos afirmar qual

foram coletadas na Escola Agrotecn casa vegetaçao.
espécie de vírus está infectando as plantas ma

para detectar 

geneticamente

de restriça» ParaOgen°maA

5.5. Construção de um mapa
• a comumente utilizada

o RFLP é uma tecmc serem

polimorfismos, devido as sequen isoladoS de uma mesma
distintas para diferentes espécies e ate me útU e importante

espécie. Além disso, essa técnica tornou s caracterização molecular,

para construção de mapas genéticos para * presença de um

Como foi observado na an , realização de um

polimorfismo entre as plantas estudadas geminivirose,

estudo mais detalhado sobre a seq _ 

utilizando das endonucleases de restnça . uma diferença no

, RPLP observou r jamais analisadas no
Por meio do RH-1 .mentão com as demais an

tamanho do fragmento das planta» P - com as mesmas

SSCP (Figura U, Essas
endonucleases de restrição, *>e£a’ ' de pimentão difenu das

o perfil eletroforético para P bandas geradas pela

. Observou-se a pre^«a três bandas e uma
demais amostras. Obs r e EcoR b ftl

, enzimas * 1 e . pOrém, o perfil
restrição combinada das £ oR I reSPeC*1Va

banda geradas pela 46



Figura 12. Análise SSCP de produtos da PCR para o componente A de 
11 espécies de plantas infectadas por geminivírus. As setas 
indicam que cada espécie apresentou DNA de fita dupla.. 
As colunas de 1 a 11 correspondem a abóbora, berinjela, 
couve, feijão, jiló, mandioca, pepino, planta daninha, 
tomate, pimentão e vagem, respectivamente.

Figura 13. Análise SSCP de produtos da PCR para o componente B de 
11 espécies de plantas infectadas por geminivírus. As setas 
indicam que cada espécie apresentou DNA de fita dupla.. 
As colunas de 1 a 11 correspondem a abóbora, berinjela, 
couve, feijão, jiló, mandioca, pepino, planta daninha, 
tomate, vagem e pimentão, respectivamente.
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e^etroforético para essas enzimas separadas não estão mostradas. Essas 

enzimas também foram utilizadas nas outras amostras, das quais resultaram 

aPenas três bandas. Por meio das digestões realizadas com as enzimas 

ls°ladamente, notou-se que a EcoR I não possui sítio específico para esse 

ragmento, em comparação as plantas de pimentão e os sítios apresentados 

Para a enzima Hha I não são os mesmos . Essas observações nos levam a uma 

evidência nítida de que essas plantas podem estar infectadas por vírus 

distintos.

Figura 14. Digestão enzimãtica do fragmento d
A As colunas de 1 a 11 indicam abóbora, berinjela, 
couve feijão, jiló, mandioca, pepino, pmentao, erva 
couve ici) ') m respechvamente. 12-
daninha, orna , ^gestão enzimãtica e M- 
amostra controle sem aigesi 
marcador de 100 pb.

Diante dos dados obtidos com o SSCP e digestão enzimática com 

a I e a EcoR I, sugerindo um polimorfismo entre a pianta de pimentão e 

- outras, propôs-se a construção de um mapa genético para a sequência 

mana de restrição somente para a 
Parcial do componente A. Foi realizado o mapa

i nolimorfismo com as demaisP'anta de tomate, já que esta não apresentou potim
I r a nnr ser a primeira planta a qual foiPlantas infectadas com o mesmo virus e po P

°bservada a presença desse fitovírus.
, c comente três reconheceram suaDas 14 enzimas analisadas soment 

Sequência específica, Hha I, Mbo leSall (Hgora 15).
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Figura 15. Ensaio de restrição enzimática do componente A total da 
planta de tomate infectada com o novo isolado de geminivírus. 
As linhas de 1 a 6 correspondem ao fragmento de 
aproximadamente 1,1 Kb e indicam Sal I e Mbo I, Sal I e Hha I, 
Mbo I e Hha I, Sal I, Mbo I, Hha I, respectivamente. M- 
marcador 100 pb.

As enzimas EcoR V, HindlII, Kpn I e Nhe I não apresentaram sítios 

Para nenhum dos begomovírus analisados, BGMV, TGMV, ToMoV, TRMV e 

PYMV e as enzimas Psí I, EcoR I, Drn I, Bgl I, Bgl II, Sac I e Apc I possuem 

sít>os para esses begomovírus, com exceção desse isolado (Figura 16).

Observou-se que a enzima Dra I tem somente um sítio para o 

TGMV e BGMV, na região comum. Essas duas geminiviroses são originárias 

do Brasil e possivelmente possuem um parentesco maior. Porém essa região 

é Bastante divergente entre as geminiviroses, a qual fornece informações de 

fl,°8enia. A Sac 1 possui sítio para o BGMV e TRMV na região comum, mas 

nâ° Para o TGMV, sendo todos esses pertencentes a um mesmo gênero 

^gomovirus A região comum é apenas conservada para componentes (A e 

B) de um mesmo isolado. No entanto, o fato desse novo isolado não possuir 

es«s mesmas enzimas que reconhecem a região comum, não indica que esse 

possa ser um begomovírus, já que os PYMV e ToMoV não as têm. Por 

lado é que esse novo isolado possa estar passando por seleção exercido

P°r fatores ambientais tais como adaptação a novos p
A proteína ARI da capa protéica também fornece informações 

Acionadas a capacidade de infectar hospedeiros e interagir com vetores.
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AL1

TGMV

BGMv

pYMV

% 03

t<>MoV fj

TRlVfV

'gura 16. Mapa de restrição do componente A para um fragmento linear de 
aproximadamente 1,2 Kb, para o isolado e alguns begomovírus. 
AL1 - ORF da proteína de replicação (porção amino-terminal). 
Caixa em negrito - Região Comum (CR). ARI- ORF da capa 
protéica (porção amino-terminal).
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a diferenciar um vírus do outro. 

Essas informações são utilizadas par enzima Sal I,
. , n TGMV possuem sítios para

Contudo esse novo isolado e psses dados podem sugerir a

mas que geram comprimento diferen tomateS/ porém para

habilidade desse novo isolado em inf pchidar a sequência e
1 a c faz-se necessário estuda 

confirmar esse resultados 
especificamente a proteína da capa. eminivirose é diferente das

Assim sendo, sugere-se que ^dade de que se trata de uma 

demais fitoviroses, porém não elim" , us já descritos. Esses resultados 

diferente estirpe ou isolado de ge geminiviroses brasileiras que

demonstraram a diversidade genetica * necessidade de definirem 

infectam hospedeiros comuns e prop & resistentes e eficientes

estratégias moleculares para a 

contra esses fitovírus.
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6. CONCLUSÕES
O isolado viral é um geminivírus pertencente ao Subgrupo III, 

Wsentando genoma bipartido e infectando dicotíledôneas. A reação em 

cadeia da polimerase amplificou especificamente os dois genomas virais A e

B. todas a» 11 espécies PlantaS 

A sintomatologia observada pgMV, com exceção da

estudadas são bastante similares a o 
Planta daninha que não apresentou sintoma. determinada, 

a ..... «-<■" ,B. —- --•

podendo infectar abóbora, berinje , podem ser testadas,
vagem. No entanto, outras espécies de plan ^ B desse fitovírus foi

A sonda construída par* cultivares analisadas, sendo s

eficiente na detecção do vírus em to a 1 ng de viraL

capacidade mínima de detecção corresp apresentaram mai

Dentre as cufovares 
menor concentração viral foram Angela H P^ a „

em 1,5 gg de DNA total por 1 mg 160 mesma cultivar e en

6 J . plantas ae todas as
de concentração viral em to a ^^va, suger* tolerância,

cultivares não foi estatisticamen diferentes níveis

cultivares são suscetíveis ao viru , mostrou

conforme sintomatologia. bservado Pela lantas de

a e B d0 g 
inações nos genomas -s plantas- planta de

Pimentão, em comparação com as comprou q

Ensaios com ««>» pel0 ^pa g< ToMov,

Pimentão estava infectada co do B processo de
, tc plantas u* um proc

fitovírus presente nas dem passan povos

, fatores am
seleção exercido por 

hospedeiros.
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