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No Brasil o tomate foi introduzido no final do século passado e hoje €
uma atividadeecondmica importante em todo pais, sendo uma hortaliga
bastante consumida mundialmente. O Lycorpersicon esculetum  Mill
originou-se no Equador e Norte do Chile, e se distribuiu ao longo da
América do Sul e América Central (Filgueira, 1982). Com uma produgédo
anual de cerca de 2,3 milhdes de toneladas numa &area de aproximadamente
65 mil hectares, o Brasil é considerado o oitavo maior produtor mundial e
décimo primeiro em 4reas plantadas e produtividade (= 36,9 t/h)

(Makishima, 1991).

O Estado de Minas Gerais é o segundo maior produtor de tomate do
pais, com uma produgao de 297.586 t. em 6.274 ha, antecedido do Estado de
S&o Paulo, que contribui com cerca de 30% do tomate de mesa consumido
no pais com 883.480 t. e uma area plantada de 18.080 ha, (Agrianual, 1996).

Outros Estados como Pernambuco, Goias e Bahia também se destacam.



Varias viroses e outras doencas ameacam diversas culturas no pais de
importancia econdmica, e com produtividade voltada para o consumo
interno e externo. Com o objetivo de tentar solucionar esses problemas,
estudos fitopatolégicos e genéticos sao realizados. No Brasil, a primeira
virose a ser relatada foi em 1975 estando associada com a mosca-branca
(Bemisia spp). No mesmo ano este virus foi identificado e classificado como
Tomato Golden Mosiac Virus (TGMV). Contudo, em 1995 no municipio de
Uberlandia, regidgo do Triangulo Mineiro, foi observado a ocorréncia de
sintomas caracteristicos semelhantes ao TGMYV, causando mosaico amarelo,
enrugamento e reducdo do tamanho das folhas jovens, e cloroses nas
nervuras (Filgueira et al., 1996), com sintomatologia severa podendo
ocasionar a perda total dos frutos. Este novo grupo de geminivirus presente
em tomateiro foi denominado inicialmente como TGV-Ud. Desde o seu
aparecimento a sua incidéncia s6 tem aumentado na regido. J& no segundo
semestre de 1997, houve indicios de que esse novo isolado se encontrava
por todas as regides do Brasil, principalmente nas regioes de Sa@o Paulo,

Distrito Federal, Cearé e Fortaleza.

Em 1993, o Centro Nacional de Pesquisas de Hortaligas (CNPH)-
EMBRAPA detectou plantas de tomates com sintomas de geminiviroses.

Amostras de mosca-branca encontradas em repolho e tomate, foram
identificadas como sendo do "biotipo B " de Bemisia tabaci (Figura 1).
Posteriormente esse suposto bi6tipo foi definido como uma nova espeécie,
Bemisia argentifolii. Essas duas espécies sao morfologicamente semelhantes,

sendo que B. argentifolii adaptou-se a um grande namero de espécies de



plantas hospedeiras, aléem de se mostrar resistente aos inseticidas

tradicionais.

Figura 1. @) Individuo adulto de mosca-branca (Bemisia tabaci)

sugando a seiva; b) ninfas de B. tabaci.

O virus nao é capaz de se replicar no inseto vetor, assim o periodo
de incubacdo e a quantidade de particulas no hospedeiro, dependem da
permanéncia do inseto na cultura e do tempo de inoculagdo. O periodo
latente na maioria desses virus é superior a quatro horas, mas persistem ate
o fim do ciclo do inseto vetor. A transmissao da virose se da pela passagem
das particulas virais do intestino para a hemolinfa, em seguida para as
glandulas salivares, e da saliva para a planta. Tanto o adulto quanto as

ninfas possuem aparelho bucal do tipo picador-sugador.

A especificidade virus-vetor parece Ser dependente do gene da
capa protéica, a tnica proteina estrutural em geminivirus. Os geminivirus

que sdo transmitidos por cigarrinhas, possuem a sequéncia desse gene



diferente da sequéncia do mesmo gene em geminivirus transmitidos por

mosca-branca (Brown e Birds, 1992).

Os primeiros virus de fita simples a serem detectados foram os
geminivirus (Goodman, 1977). Os geminivirus sdo agentes infecciosos, e sao
caracterizados pela morfologia da particula germinativa consistindo de dois
icosaédros incompletos (T=1) com um total de 22 capsomeros (Murphy et
al., 1995) e genoma circular de fita simples de DNA (Harrison, 1985;
Lazarowitz, 1987; Davies e Stanley, 1989). Os membros do grupo dos
geminivirus podem ser dividido em trés distintos grupos, baseados na

organizacdo do genoma, no tipo de inseto-vetor, e no tipo de hospedeiro.

O virus utiliza toda maquinaria celular da planta para replicar e
transcrever proteinas de movimento, que sdo as mais importantes fungoes
para estabelecimento no hospedeiro. O material genético do virus €
empacotado na forma de DNA circular de fita simples, com ocorréncia de
sobreposicdo de sequéncias codificadoras. As particulas virais e o DNA
viral, estdo localizados no ntcleo das células infectadas (Rushing, et. al.,
1987). O subgrupo 1 possui o genoma formado apenas por um Unico
componente, sendo transmitido obrigatoriamente por cigarrinhas. Os
geminivirus deste subgrupo infectam monocotiledoneas em um espectro de
hospedeiro  bastante limitado. Os geminivirus do subgrupo II sdo
constituidos de um tnico componente, e infectam dicotileddneas com uma
ampla variedade de hospedeiros. Sao transmitidos também por cigarrinhas.
O subgrupo III é constituido basicamente por geminivirus de genoma

composto por dois componentes, que hospedam dicotiledoneas com baixo



espectro. Estes virus sao transmitidos por mosca branca, embora também
possa ser transmitido mecanicamente. A transmissdo mecanica geralmente
ocorre apenas em Nicotiana benthamiana, sendo de dificil inoculagdo em
Lycopersicon esculentum. Esta dificuldade se da pelo fato do virus possuir

uma infeccdo sistémica.

Os tres grupos da familia Geminiviridae, possuem uma
conservacio no que se refere a organizacdo e fungao do genoma
(Lazarowitz, 1992). O genoma dos geminivirus, codifica uma Gnica proteina
essencial para replicacgdo, um Unico polipeptideo que compde a capa
protéica, e proteinas envolvidas no movimento célula-a-célula do virus no
hospedeiro, além de proteinas reguladoras. A maioria dos geminivirus
possuem uma regido altamente conservada, que forma um grampo, cuja

alca possui sequéncias TAATATTAC que é evolutivamente conservada.

O membro ao qual demos importancia, devido ao fato do isolado
TGV-Ud ainda ndo ter sido caracterizado molecularmente, pertence ao
subgrupo III dos geminivirus, e foi denominado de virus do mosaico
dourado do tomate (TGMV). Ele pode ser transmitido naturalmente pela
mosca branca, Bemisia tabaci (Homoptera: Aleyrodidae), sendo restritos a
hospedeiros de  dicotiledonea. Alguns podem  ser transmitidos
mecanicamente por inoculacdo ou ainda transferido via Agrobacterium
tumefaciens ou por biolistica, usando métodos do DNA recombinante

(Murphy, et al., 1995).

O genoma do TGMV & dividido em dois componentes de DNA,

genoma A e B com aproximadamente 0 mesmo tamanho, ambos sendo



necessarios para que ocorra a infeccao pelo TGMV (Bisaro et al., 1982;
Hamilton et al., 1983, 1984) (Figura 2). Os dois DNAs gen6micos AeB
diferem em seqiiéncias nucleotidicas, exceto para uma regido comum
altamente conservada de aproximadamente 230 nucleotideos. Essa regiao
contém seqiiéncias requeridas para a replicacio do DNA viral, e duas
pequenas regioes homologas de 13 e 33 nucleotideos de comprimento

(Hamilton et al., 1984; Revington et al., 1989).

Bam H1
4

Figura 2. Esquema ilustrativo dos componentes A e B do TGMV.
Common Region - Regido comumy AL1 - Regido
codificadora responsavel pela replicagao do DNA viral; BL1
e BL2 - Regides associadas com infecgao.

Analises de plantas transgénicas contendo seqiiéncias iguais
repetidas dos componentes do genoma A e B demonstrou que 0 DNA A
(2588 nucleotideos), contem toda informacdo viral necessaria para a
replicagao e encapsulagao do DNA viral (Rogers et al.; 1986; Sunter et al.,
1987), enquanto DNA B 2522 nucleotideos (Mac Doweel; Couts e Buck,
1986), codifica fungoes necessérias para o movimento do virus para a planta

infectada ou entre células (Rogers et al., 1986; Sunter et al., 1987).



O DNA do TGMV se acumula no nacleo das células de plantas
infectadas, podendo ser registradas unidades de comprimento e formas
concataméricas de DNA de fita simples e dupla (Hamilton, Bisaro e Buck,
1982; Rushing et al., 1987; Stomka, Buck e Coutts, 1988). A presenca da fita
dupla sugere que o TGMV emprega uma estratégia de multiplicacao,
semelhante aquelas empregadas apenas por DNA de fita simples contendo
colifases (e.g., fago @X174). Nessa fase o hospedeiro converte o DNA de fita
simples infecciosa em dupla fita. Esse é entao amplificado, e depois serve

como “template’ para ambas transcrigao viral e sintese de DNA fita simples.

Juntos, o DNA A e B contém 6 quadros de leitura aberta (ORFs), que
podem codificar proteinas maiores que 10 KDa. Esses ORFs divergem de
uma regido comum, e o0s franscritos surgem do DNA de dupla fita
intermediério, em sentido bidirecional (Sunter, Gardiner e Bisaro, 1989;
Hanley-Bowdoin et al, 1989). O genoma A possui 4 ORFs, que apresenta
sintese no sentido da direita. A transcricao da ORF AR1 produz uma
proteina do capsidio viral de 28.7 KDa. (Kallender et al.,1988). No sentido
da esquerda ocorre transcri¢ao nas ORFs ALl (40.3 KDa.), AL2 (14.9 KDa.)
e AL3 (15.7 KDa.).

Analises mutacionais do AL1 demonstraram que ele é essencial
para a replicagio do DNA viral (Elmer et al.,1988). No entanto, a proteina
do capsidio, bem como 0s produtos da ORFs AL2 e AL3, nao sao
necessarios para a sintese do virus (Elmer et al., 1988; Gardiner et al., 1988).
O genoma B do TGMV possui 2 regides que codificam as proteinas BR1
(29.3 KDa.) e BL1 (26.4 KDa.), ambas necessérias para a infeccao (Brough e



Nelson, 1988). As ORFs BR1 e BL1 também divergem da regido comum e
sdo transcritas em sentidos opostos ( Sunter, Gardiner e Bisaro, 1989). A
replicagio do componente A pode ser comprometida pela auséncia do
componente B, pois ndo é capaz de se replicar sozinho por um longo

periodo (Rogers et al., 1986).

Culturas de tomates podem ser totalmente infectadas, com isso ha
uma queda brusca na produtividade. Ao isolar e multiplicar o virus do
mosaico dourado do tomateiro, poderemos caracteriza-lo geneticamente e
determinar a heranca genética da resisténcia ao virus. O objetivo desse
trabalho foi analisar molecularmente amostras de plantas infectadas com
sintomatologia de mosaicismo, semelhante a apresentada por plantas
infectadas com TGMV. Caso fosse comprovada a presenca do isolado,
ensaios de SSCP e RFLP seriam realizados com a meta de verificar

polimorfismos dentro da populacao.
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MATERIAL BIOLOGICO. A monografia foi desenvolvida no

Laboratério de Genética Molecular. As populagdes de mosca-branca, virus,
e plantas foram mantidas na Casa de Vegetagdo do Departamento de
Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU)/MG,

e na Escola Agrotécnica de Uberlandia/MG.

ISOLAMENTO DO DNA. O DNA do isolado foi purificado de

acordo com o método CTAB (Doyle e Doyle, 1987). As amostras de folhas
jovens de tomateiro infectado, foram trituradas em nitrogeénio liquido e
homogeneizadas em Tampao de Extracao [CTAB 1%, NaCl 0,7M, Tris-HCI
50mM (pH 8,0), EDTA 50 mM (pH 8,0)]. Os homogeneizados foram entao
incubados em banho-maria a 65° C durante 90 minutos, sendo agitados

levemente a cada 15 minutos. O passo seguinte foi a adicao de cloroférmio-
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slcool isoamilico (24:1), e centrifugacao a 4.000 rpm durante 15 minutos em
uma centrifuga Himac CR21 (HITACHI). A fase sobrenadante foi lavada
novamente com cloroférmio-dlcool isoamilico e centrifugada. A fase
superior limpa foi misturada com 2/3 do volume de isopropanol gelado
para precipitagao dos acidos nucléicos. A solugao foi centrifugada a 10.000
rpm por 10 minutos. A fase aquosa foi removida e sobre o pelete foi
adicionado etanol 70% para lavagem. Uma nova centrifugacdo a 10.000 rpm
foi realizada, a fase liquida removida, e 0 pelete ressuspendido com 200 ul
de TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1mM (pH 8,0) contendo RNase a uma
concentracdo final de 20 pg/ml. A avaliacao da qualidade do DNA por
eletroforese foi realizada em gel de agarose 0,8%, corado com Brometo de
Etidio (0,5 pg/ml), em um aparto de eletroforese Horizon 20-25 (Life
Technologie). As imagens foram registradas em um equipamento de
fotodocumentacio modelo ImageMaster VDS (Pharmacia). Aliquotas de 4,0
pl (= 200 ng de DNA) da solugao do DNA foram utilizadas para
amplificacdo do DNA viral em reacdes da PCR de 25 ul.

PCR COM PRIMERS DEGENERADOS. Os primers degenerados

descritos na literatura [Genoma A: PAL1v1978: 5'-

GCATCTGCAGGCCCACATYGTCTTYCCNGT—3‘, PAR1c496: 5'-
AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG—3' . Genoma B: PCRclL 5'-
CTAGCTGCAGCATATTTACRARWATGCCA-3', PBL1v2040: 5-

GCCTCTGCAGCARTGRTCKATCTITCATACA; Y=CT,W=AT,K=G,
T, N=ACGT CTGCAG = sitio de restri¢ao da enzima Pstl para
clonagem; (Rojas et al. 1993)] foram adquiridos junto a empresa Gibco BRL
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(Life Technologies), e a concentracdo de trabalho foi ajustada para 4
pmol/pl. Os deoxinucleotideos (dNTPs) foram adquiridos da empresa
Pharmacia, € a concentragao da solucdo de trabalho foi de 10 mM. A Tag
DNA Polimerase foi obtida do Centro de Biotecnologia (CENBIOT)-UFRS.
As condicoes de reagao foram: dANTP a 0,2 mM cada, 12 picomoles de cada
primer, MgCl; a 3,5 mM, 2,5 ul de Tampao da PCR (Tris-HCl 100 mM (pH
8,3), KCl 0,5 mM, 0,01% gelatina), 200 ng de DNA, e agua filtrada em
NANOpure (Barnstead). A reacao foi realizada em um termociclador PTC
100 (M] Research, Inc), de acordo com o programa de termociclagem a
seguir: 1 ciclo de 95° C por 2 minutos, 35 ciclos de 94° C por 1 minuto, 550 C
por 1 minuto, 72° C por 1 minuto, e um ciclo de extensao final de 720 C por
5 minutos. A amplificacdo dos fragmentos de DNA sera mostrada por
eletroforese em gel de agarose 1,4%, em Tampao TBE 0,5X [TBE 10X: Tris
108 g, Acido bérico 55 g, EDTA 0,5 M (pH 8,0), e 4gua para um volume
final de 1 litro], e corado em brometo de etidio a uma concentracao final de

0,5 pug/ml.

11S-SSCP-PCR. Um microlitro do produto amplificado foi

adicionado em 20 pl da solugao de LIS (Sacarose 10%, Azul de bromofenol
0,01%, Xileno cianol 0,01%) e homogeneizado. A mistura foi incubada por
10 minutos a 97°C, e 10 pl da mistura foi aplicado em gel de poliacrilamida
6% (Acrilamida—bisAcrilamida - 49:1), com espagadores de 0,5 milimetros (
Maruya, 1996). Um aparato de eletroforese foi montado, e as amostras
foram corridas em tampao TBE 1X dentro dos limites de um sistema de

temperatura e amperagem constantes de 4° C e 15 mA, respectivamente,
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durante 6 horas. Os géis foram corados pelo método de “Silver Staining”

(Coloragéo com Prata).

RFLP (Polimorfismo atraveés do Comprimento dos Fragmentos da

Restricdo). Foram testadas 8 enzimas de restricao, B gl L, Mbo I, BamH], Sst1,
Kpnl, Sal I, Hhale Hind 111, fornecidas pela Gibco BRL (Life Technologie).
Vinte microlitros do produto amplificado foi digerido com 4 U (unidades)
de enzima, e Tampao de Digestdo 1X especifico para cada enzima. O
volume final da reacdo foi de 30 pl, e a digestao ocorreu a 37¢ C durante 4
horas. Os produtos digeridos foram revelados em gel de agarose 1,6%, e
corado com brometo de etidio 0,5 pug/ml. As imagens foram registradas em

um aparelho de fotodocumentacao ImageMaster VDS (Pharmacia).
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PCR. As amplificagdes das amostras de DNA extraidas das plantas

infectadas, produziram fragmentos tanto para as amplificagdes com 0s
primers do genoma A, quanto para as amplificacoes geradas com os
primers do genoma B. Os produtos gerados a partir do Componente A do
virus, demonstraram dois fragmentos de tamanho diferente para parte das
amostras analisadas. Um desses produtos revelou uma banda no gel de
agarose 1,5% de aproximadamente 1260 pares de base (bp), enquanto que o
outro gerou uma banda de cerca de 1220 bp. Em relacdo ao Componente B,
o mesmo perfil foi observado, mas 0s fragmentos produzidos apresentaram
pesos proximos a 450 e 410 bp (Figuras 3a, 3b). Embora a grande maioria
das amostras de plantas infectadas tenha amplificado um anico fragmento,
algumas plantas das cultivares Saladinha e Pacific, apresentaram 0s dois
fragmentos (Figura 5a). As amostras de plantas sadias foram usadas como

controles negativos para a execugao das reacoes da PCR. Apo6s a
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identificacdo de dois padroes distintos de amplificagdo, as amostras foram
separadas em dois grupos de acordo com o peso molecular [WL1 (A450;

B1250) e WL2 (A410; B1200)].

LIS-SSCP-PCR. O perfil eletroforético das amostras dos produtos

amplificados e desnaturados, revelou o aparecimento de um padrao
esperado de bandas para os Componentes A e B do grupo WL2, entretanto
um perfil com 4 bandas, e ndo 2, foi observado para ambos o0s
Componentes do grupo WL1 (Figuras 4a, 4b). A analise do SSCP das
amostras amplificadas referentes as cultivares Saladinha e Pacific,
demonstrou o aparecimento de 4 bandas (Figura 5c¢).

RFLP. Entre as oito enzimas selecionadas, somente a Mbo 1 e Hha 1
conseguiram digerir os produtos amplificados dos Componentes A e B de
ambos os grupos WL1 e WL2 (Figura 6). A Tabela 1 apresenta os

fragmentos produzidos apos restrigao e seus devidos pesos moleculares.

WL1 WIL2
Mbol | Hhal {Mbol+Hhal| Mbol Hhal | Mbol+ Hhal
180 260 170 280 280 280
170 150 100 130 130 260
100 40 90 130
20

Tabela 1. Apresentagdo do tamanho dos fragmentos digeridos com as enzimas
Hha I e Mbo I para os dois grupos WL1 e WL2.
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O uso da PCR para diagnosticar viroses em plantas, tem

demonstrado ser altamente sensivel e especifica. As amplificagoes das
amostras das plantas testadas, produziram, com sucesso, fragmentos para
ambos os genomas. Como os primers utilizados sdo especificos para
sequéncias nucleotidicas altamente conservadas dos componentes A e B
dos geminivirus, os perfis de bandagem diagnosticou a presenga dos dois
componentes. Isso sustenta a hipétese de que o virus que infectou a
populagdo de plantas amostradas, corresponde a algum representante do
subgrupo III dos geminivirus. De acordo com o produto gerado pela PCR
para o componente B (ainda nao foi caracterizado nenhum virus do grupo
dos geminivirus portando somente o componente B, pois o componente B
ndo consegue se replicar sem o componente A), a partir de plantas de
Phaseolus vulgaris infectados com BGMV (Virus do Mosaico Dourado do
Feijoeiro - Geminivirus/subgrupo I1I), ficou comprovado que o virus se
diferia do BGMV (Figuras 3a e 3b).

Comparagdes entre o comprimento do produto do TGMV-BZ

gerado com esse mesmo par de primer, deduzido a partir da sequéncia
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extraida do GenBank (Figuras 7 e 8), também afastou a possibilidade do
isolado detectado ser desse grupo, porque o tamanho do fragmento do seu
componente B foi de 510 bp, portanto 60 bp maior. O componente A do
TGMV, pela sequéncia deve amplificar um produto de 1140,
aproximadamente 80 bp menor. Diante dessas evidencias, possivelmente

esse novo isolado ter sido originado do TGV-Ud.

bp
~ 1260

= 1220

< Primer

=530
5; 450

=410

Primer
<

Figura 3. Perfil eletroforético dos produtos amplificados pelos
primers degenerados. a) Fragmentos do componente A
para os dois grupos WL1 e WL2 e seus respectivos
pesos moleculares. b) Fragmentos do componente B
dos dois grupos. A coluna BGMV representa o
fragmento amplificado do BGMV.

O padrdo de bandas mostrou notoriamente a presenca de dois
fragmentos de tamanho distintos. As plantas que eram infectadas com o
virus que gerou uma banda de 1260 bp (genoma A) e 450 bp (genoma B),

foram colocadas em um grupo representativo do isolado denominado de
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TGV-WLL. Outras plantas que apresentaram um perfil que continha uma
banda de 1220 bp (genoma A) e 410 bp (genoma B) foram colocadas em
outro grupo chamado de TGV-WL2. Embora esses dois padroes de
bandagem foram observados na maioria das amplificacdes, separadamente
em cada planta, duas amostras das cultivares Pacific e Saladinha
amplificaram tanto o perfil de bandas do isolado TGV-WL1 quanto do
WL2 (Figura 5a). Isso sugeriu que pudesse estar havendo infec¢éo pelos
dois isolados em uma tinica planta.

A técnica do LIS-SSCP-PCR tem sido bastante utilizada para
identificar alteracoes nas sequéncias génicas, devido a sua grande
capacidade de detectar mutagdes de ponto. As analises feitas com o0s
produtos amplificados dos isolados TGV-WL1 e TGV-WL2, com o objetivo
de avaliar a homogeneidade das populacdes do virus, revelaram que
dentro da sequéncia nucleotidica amplificada as populagdes possuem
sequéncia conservada. Através das observacoes eletroforéticas foi possivel
constatar essa homogeneidade, pois as amostras de cada isolado
originaram bandas com nitida uniformidade (Figuras 4a e 4b). Para o
isolado TGV-WL2, o namero de bandas geradas foi coerente com o
esperado, ou seja, duas bandas para cada fragmento. No entanto, o namero
de bandas observado para o isolado TGV-WL1, divergiu do padrao
esperado formando quatro bandas para cada produto amplificado. A
possivel explicagéo para esse fenémeno, pode talvez ser encontrada atraves
de ensaios moleculares aplicados no sentido de encontrar uma forma

replicativa alternativa dos virus desse isolado.



- TGV-WL1 TGV-WL2

- b

- Figura 4. Géis de LIS-SSCP-PCR dos produtos amplificados a partir das
- amostras de DNA dos isolados TGV-WL1 e TGV-WL2. a) Perfil do
SSCP dos produtos desnaturados do componente A; b) padrdo de
bandas do SSCP para o componente B.
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Pacific Salad. WL1 IM WL2 Pacific Salad.

C .
GenomaDb

Figura 5. Detecgdo de infeccdo mista em plantas das cultivares Pacific e
Saladinha. a) Gel de agarose 1,5% demonstrando um individuo
que amplificou os dois fragmentos dos isolados TGV-WL1 e TGV-
WL2 para o componente A do virus; b) e ¢) Geéis de SSCP
mostrando a presenca das quatro bandas correspondentes aos
produtos amplificados desnaturados do componente A e B dos
dois isolados, respectivamente.

O SSCP também foi atil para elucidar a hipétese de infecgao
mista, originada do aparecimento de 2 bandas nas amplificacdes das
amostras das cultivares Pacific e Saladinha. A somatoria das bandas
geradas por cada isolado apds desnaturagao e eletroforese em um Gnico
individuo dessas cultivares, confirmou 0 aparecimento de infeccao mista.
A presenga dos dois isolados TGV-WL1 e TGV-WL2 em uma inica planta,

pode ser facilitada pelo fato do vetor (mosca-branca) ser capaz de sustentar
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a permanéncia de mais de um tipo de virus em suas glandulas salivares, e
transmiti-los a0 mesmo tempo (Brown e Birds, 1992) (Figuras 5b e 5¢).

Os ensaios de restricdo enzimaticas do componente B dos
isolados, foram eficientes com as enzimas Mbo 1 e Hha 1 para separar 05
isolados, pois produziram padroes diferentes de restricao (Figura 6). Além

TGV-WL1 TGV-WL2

Mbol Hhal Mbol+ Hhal Mbol Hhal Mbol + Hhal
180 260 170 280 280 280

170 150 100 130 130 260

100 40 20 130

600 20
500
300

300

200

100

Figura 6. Ensaio de restricao enzimatica do componente B dos isolados TGV-WL1
e WL2. 1 e 5, Fragmento nao digerido; 2 e 6, Mbo1;3e7, Hhal; 4 e 8, Mbo1e Hhal.

disso, as outras enzimas nao foram capazes de digerir os fragmentos, tanto
para o TGV-WL1 e WL2. Esses resultados sugere a possibilidade de um
isolado ter sido originado do outro. Contudo, ndo pode ser definido que
delecoes ou duplicagoes apareceram em uma {inica regiao limitada, e sim,
distribuidas ao longo de toda sequéncia. Esse fato & comprovado quando
se compara os mapas de restricao dos dois isolados. A sequéncia entre 0s
primers degenerados do componente B do TGMYV, ndo possui sitio de
restricdo para a enzima Mpbo 1. Essa sequéncia é cortada pela enzima Hha 1
em um tnico sitio, produzindo dois fragmentos: um de 37 e outro de 473
bp. Os dados de PCR, SSCP e RFLP apontam para o surgimento de dois
novos isolados, diferentes do BGMV e TGMV.



@agatctatattgcatctcaccggaaaagtccatgacgcttgtaaggattcattgtcagtcattcttttgtcatgaatctccac gaccacggatcctgttge gttt
atcggaacctgttgectgaactcaatcacaca gtggtctatcticataca gcmcggctfagtctggcgcttaattgagaagctgﬂgacggaaacchaag
attatctcagtcaagt caigdgat‘iadgatam‘afct(ggtttgdttcaatgtaattgaatgmt‘ctgggggacaagctaactgagaatccamiaﬁaigaa
gm’dgvctrgcagaggmg«gtttcactgaaaAtaAtaagccaagagaalagctatgaaati‘caagccttgctgccggcagcdacgaactgaaaataltd
g\‘h‘aagagaalagcm!ga«mth‘aau‘s?tcg\'tgraggcaalgaggaactgaaataci'aacagaaaataatcgﬁcaggdc!ddatd:.\ddg‘mgatmt
aagvc\aataamagtagu‘acatagctaay,.wd::‘ttgtcaag;aga taattatcMatg{cggcgmgaactggaaatgggtagcatatatamadacccla
atgagptgalggea ttttggtaattagaa gggttactaccatttggttt ggggctacaaaagttatat gaatt ggtagtaaggtagctcttatatattagaag

ttcctaaggggcacgtggcggccatccgt’c’ctaamttaccggatggccgcgcgahcgtcctcccgacccgtgtccgtgaattgcgccgcattgtcggccactt
ggtgtggtccccttgtgttaaccaatcatatttaagctgcagagtcttgttatttctgcacbcattaactggtccctttaatttgaaatatctttagatattgc ggtgt

gac gtcatcgatgacagtatatccaactttgtttcttttgac gtggaccagttacattatggc gtggaagccaattaagcaatatatgcaagaggaatttmtat
ataaattccatatttaattgaacaggatattataagttaatatgtactcaacaaaatatc gac gaggatttttagctaatcaaggacggggttatcctcgtcattc
aactgggaaacgttcacgtaatgttagccgcatagattttaaacghc gatcaagtaagtatgttcatggcaatgatgatagcaaaatggcaaaccagc gtat
acatgagaaccagtttggtccagaattcgttatggtccataatacagccatatctacgtttattacattccccagtcttggcaagactgaaccaagcc gttcaag
gtcatatattaagttgaaacgtttacgtttcaaaggtactgtcaagattgaacgtgtgcacgttgahcttagcatggatgggccttctccaaagattgaaggcg
tattttctcttgttgttgtagttgatcggcaaccacatctcagtccaactggatgtctccatacatttgatgagctatttggc gccaggatccatagtcatggaaat
ttagctgtaagttctgcgttgaaggaccgtttttacatacggcatgtgtttaaacgagtgatatcc gttgagaaggattctacgatgattgacctcgaaggaat
gacatcttttactaataggcgtttmattgttggtcagcatttaaggattttgatc gacaagcatgtaatggagtttatggcaacataagcaagaac gecatatt
agtttactattgttggatgtcggatattgtgtcaaaggcatcgacatttgtatcatttgaccttgattatgtcggatgaataataataattattctagcaataatgtc
atactlaagccaacttgaaacaagcaataacatgtaatatcahcacatataataataaatggatatttat—tgcaac gttttgggctttgacggagtacaatttgtg
ttaatgcactcttggactgtcgcccttataatttngtttaactggaccaacgacattgtgatattggactgagbcctctctgccccaattattgatgcagactctcct
gggtctaagatggtggttcccaacctattaagtgcttatac gatgcattgca’a:cccctgatcagatcccgcatatgatggtgggcccmtagtactccttgag
gcecaagattetee gaggccttaattctattgggcctgttagatgtggaggc ggatctgtcatttttctatcccatttcccatatcccac gtggctgaatcgacat
ctttatctgtaaattgtttggacaatattttgacagtgggtgcccggaaagggatatcaacggagtgtttagctgtcgamatttcagcttccctttgaatttcgc

aaaatgagtcctctggtgaacattagagbcgcaaactttgtaatatagtttccatgggattgggtctttgagcgagaagaacgacgatgagaaatagt J

Figura 8. Sequéncia do componente A do Virus do Mosaico Dourado do
Tomateiro obtida do banco de sequéncias GenBank, acessdo K02029. Os
caracteres em rosa representam o sitio de anelamento dos primers; 0S
caracteres em azul, a regiao completa amplificada localizada entre 05
primers com 1.142 bp de comprimento; em negro esta a regiado restante

do genoma do componente.
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tttcaactttagatattgcggtgtgacatcatcgatgac gttatactcaaccttgtttgagtaaac cctagaattgagatccaaatgece gclcaaataattatgt

gggcctagt gaacgagcccamtugtctttcccgtcc gactategecctegatgataatac taataggtcteteoggoegogageggaal tetttecaaaat
aatttteageccattgicteatctegtetggoangita gtaaatgatgagacgtggaacggaggaa gecatggtica ggagtcttatraaatatccta tctaaa
tigetatttagattgt ggaactgaaataaatatitticigged tt tmctx‘taatmtctgmgggcttct‘xcttfggaagaagcaﬁfaacgcctctgctgmgcg
tegitaga tgmggcamrctccictagmd tegacegtogacctggaa ttctecccatacaagagtatetecgiega tgegatggceattittgtaattaagag

gettactaccaat tgaggaggggrloiaaaa cttatatgaa t’tgg(agtaaggtagctct’tatatatmgaagtt(ctaa ggggcd(gtgg(:ggccah'Cgﬁ
taatattacrggatggccgrggatu gleacciga ceogctteograaattac geegeattgte gtctaagtggtocegeatatgtgaaggac caatcatatt
tggocctgaaatalaa gatatttitaaagactigtggt taagttgttaaagitatataaaacga catgegtttc gtggatctitaaticaaaatgcctaagego g
atgecccatggegtt taatggrggggaccicaaa ggtitccogetctgotaattatictectogaggaad gtttgcctaagcgtgafgc&gggi taacaggeee
atgtaca, ggaaga‘caggatatatcgatcactaaga ggccccgatgttcctaaaggatglgaage gecttgtaaagtccagtcatacgagcage gtcatg

atatttccctagttgg gaaggtcatgtgtatatctgatgtgacac gtggtaacggtattacccace gtettggtaagegttctge gttaagtctgtatatatcttg
ggcaagatatg, gatggatgagaacatcaagitgaa gaatcacac gaacagtgtcatgtictggtty gttagggatcggagaccttatgge actcctatgga
tttcggacaagtgtic aacatgttcgataatgagccaagtactgcaacg gtaaagaacgacctac gggatcgtttccaagtgatccacag gtttcacgccaa

ggttactggtggtcaatatgccagraacgagea ggcictggttagga gattctggaaggtcaataacaatgtcgtctacaaccaccaggaggcagggaaa
tatgagaatcatactgagaac gecctgtiatigtatatg gcatgmctcatgcctctaaccctgtgtatgc gacgttgaaaattc gaatctatttttatgaticgat
aacaaattaataaaatttatattttattgaatgattttcgagtacatge gttatatatgatctgtctgttge gaaacgaacagctctaataacattgttaatacatat
aacgcctaac tgttcaaggtacaacatcactaagtatttaaatc tatttaaataagtictcccagaagetgtcgtc gatgtcgtccatacttggaagttgagaaa
tgecttgtgga gatccaatgctctectca ggttgtggttgaacctgatttgtaagtg gtatatcctggtgttggtgtaga ggggatectetacge tgattatcttg
aaatagaggggattigttatctccca gatatagacgccattctc tgcttgaggeacagtgata ggttcccctgtgcgtgaatccattgtttctgcagtc gatgtg
aatgtatatggaacagccacagttcaggtcaattc gtcgcectictaata gthttcgtttagctgctctgtgttgagctttgam gaggggegagtigaggaag
acgaatttcgcattatggaaa gtecagttctttagtgga gtgtittcctetttgtcga ggaaaactttatagcta geaccctctccaggattgeacageac gattg

ac gggatacctcctttaatttgaactggcttbcc gtatttacagttagtctgccaa’octctttgggccccaatgagttctttcca_atg

Figura 9. Sequéncia do componente B do Virus do Mosaico Dourado do Tomateiro

obtida do banco de sequéncias GenBank, acessao K02030. Os caracteres em
rosa representam o sitio de anelamento dos primers; os caracteres em
azul, a regiao completa amplificada localizada entre os primers com 510
bp de comprimento; em negro esta a regiao restante do genoma do
componente.
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Dois isolados foram identificados infectando a populagio de tomateiros,

mantida na casa de vegetagdo € no campo. Os resultados sugerem a possibilidade
de estar havendo infecgdo mistas nas cultivares Pacific e Saladinha, por esses dois
isolados. As populagdes dos isolados estio homogéneas, ou seja, as sequéncias dos
genomas virais demonstraram estar inalteradas dentro de cada populago.

A técnica de LIS-SSCP-PCR permitiu ndo sé 2 identificagdo dos
isolados, bem como detectou infec¢do mista. Esta técnica conseguiu, neste

trabalho, discriminar infec¢do mista com fragmentos superiores a 400 pb.
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