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Na Idade Média, as pessoas acreditavam que a Terra era plana, porque
elas tinham ao menos a evidéncia de seus sentidos;

Nés acreditamos que ela € redonda ndo porque um por cento de nés
pudesse dar razdes cientificas para uma crenca tao fantastica,

mas porque a ciéncia moderna nos convenceu de que nada que é Obvio é
verdadeiro, e que tudo que é magico, improvavel, extraordinario, gigantesco,
microscopico, cruel ou excessivo é cientifico.

George Bernard Shaw.
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RESUMO

A fava (Phaseolus lunatus L.) esta entre as quatro espécies de leguminosas de gréos
mais importantes no Brasil. A ocorréncia de doencas tem dificultado o cultivo e afetado
a qualidade dos graos dessa cultura. Entre as doengcas mais importantes, estdo as
viroses, destacando-se aquelas ocasionadas por Geminivirus. A alta severidade das
doencas causadas por geminivirus, deve-se principalmente a auséncia de variedades
resistentes ao patdogeno e também ao aumento populacional de um novo biétipo (biétipo
B) do inseto vetor, vulgarmente denominado, "mosca branca" (Bemisia tabaci). Este
biétipo transmite o virus mais eficientemente e apresenta uma gama de hospedeiros
mais ampla do que o bibtipo A. O presente trabalho teve como objetivos principais a
deteccdo, caracterizacdo molecular e a analise da diversidade genética de isolados de
Begomovirus que infectam plantas de fava no Estado de Alagoas e Pernambuco. A
deteccdo foi realizada mediante a técnica de PCR utilizando como molde o DNA
extraido de plantas com sintomas de infec¢cdo por geminivirus, coletadas em sete
municipios de Alagoas e em um de Pernambuco. Foi diagnosticada infeccdo por
Begomovirus em dezessete amostras coletadas. A andlise da diversidade genética,
baseada em PCR-RFLP, demonstrou que existe diversidade entre os isolados de
begomovirus que estavam infectando estas plantas. A partir das diferencas nos
padrbes de bandas gerados atraves da PCR-RFLP, foram escolhidos trés isolados
(Fava Maceio, Fava Recife e Fava Unido dos Palmares), para fins de seqiienciamento.
A comparacdo das sequéncias obtidas, com outras sequéncias depositadas do
GenBank/NCBI permitiu a classificacdo desses isolados como Bean golden mosaic
virus, sendo este o primeiro relato de infeccdo por esta espécie em plantas de fava, nos

estados de Alagoas e Pernambuco.

Palavras chave — PCR, RFLP, variabilidade genética, Phaseolus lunatus, Geminiviridae.



ABSTRACT

Lima bean (Phaseolus lunatus L.) is one of the four major important grain legumes in
Brazil. The occurrence of diseases has difficulted its culture and has affected grain
guality of this crop. Among the most important diseases are the viruses, especially those
generated from Geminivirus. The high severity of the Geminiviruses diseases is
especially due to both the absence of pathogen resistance varieties and increase in the
population of a new biotype (biotype B), of the insect vector, commonly named “whitefly”
(Bemisia tabaci). This biotype transmitis the virus more efficiently and it presents a host
range larger than biotype A. The present estudy objected the detection, molecular
characterization and analisys of the genetic diversity of Begomovirus isolates that infects
lima bean plats in Alagoas and Pernambuco States. The detection was realized by PCR
technique utilizing as a mold DNA extracted from plants presenting symptoms of
geminivirus infection which were colleted from seven locations of Alagoas and one of
Pernambuco. It was identified Begomovirus infection in seventeen collected samples.
The analisys of genetic diversity, based in PCR-RFLP, revealed that exists diversity
among the isolates of Begomovirus that were infecting these plants. According to
differences in the patterns of bands generated by PCR-RFLP, it was chosen three
isolates (fava Maceio, fava Recife and fava Unido dos Palmares), in an attempt to
sequence analysis. The comparison of the obtained sequences with other deposited in
GenBank/NCBI allowed the classification of these isolates as Bean golden mosaic virus,
the last one being the first report of infection caused this species in lima bean plants in

Alagoas and Pernambuco State.

Key words — PCR, RFLP, genetic variability, Phaseolus lunatus, Geminiviridae.



1. INTRODUCAO

A fava (Phaseolus lunatus L.), também conhecida como feijao-lima ou feijao fava,
€ uma das quatro espécies do género Phaseolus exploradas comercialmente (SANTOS
et al., 2002). No Brasil, a fava constitui uma cultura de relevante importancia social,
representando fonte de proteinas para pequenos agricultores, além de atingir relativa
importancia econémica em alguns Estados. No ano de 2004, foram produzidas, no pais,
13.897 toneladas de graos secos de fava, numa area plantada de 37.241 ha (IBGE,
2004). Com destaque para a Regido Nordeste, onde se concentram 35.858 ha de area
cultivada com esta leguminosa, tendo os Estados da Paraiba e Ceara como os maiores
produtores. Em Alagoas, a area cultivada com fava é de 356 ha, com uma produgao de
115 toneladas, sendo os municipios de Unido dos Palmares e Santana do Mundau os
que apresentam as maiores producgdes (IBGE, 2004).

O emprego de baixa tecnologia (SANTOS et al., 2002) e a ocorréncia de
doencgas tem dificultado o cultivo e afetado a qualidade dos grdos dessa cultura. Entre
as doengas mais importantes estdo as viroses, principalmente aquelas ocasionadas por
geminivirus (Familia Geminiviridae) (LIMA et. al., 2001b). As plantas infectadas

apresentam um intenso mosaico amarelo, distor¢cao foliar e reducdo do porte, o que
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resulta em uma drastica redugdo da produtividade. Em Alagoas essa doengca é
conhecida popularmente como “papa-ovo” (LOPES et al., 2004).

A familia Geminiviridae é constituida por quatro géneros: Mastrevirus, Curtovirus,
Topocuvirus e Begomovirus (VAN REGENMORTEL et al., 2000), com base na
organizagcao gendmica (genoma com um ou dois componentes), tipo de inseto vetor
(cigarrinha ou mosca-branca), gama de hospedeiras (mono ou dicotiledéneas) e
relacionamento filogenético. Os trés primeiros géneros sdo compostos por virus com
genoma formado por um Unico componente, ao passo que 0s virus pertencentes ao
género Begomovirus possuem, na grande maioria das vezes, genoma bisegmentado.
Dentro de cada género varios parametros podem ser utilizados para separagdo em
espécies, mas a sequéncia da extremidade 5°do gene que codifica para capa protéica é
considerada o principal critério (PADIDAM et al., 1995; MAYO & PRINGLE, 1997;
FARIA et al., 2000).

O género Begomovirus conta com o maior numero de espécies e € considerado
o mais importante (FARIA et al., 2000; FREITAS-ASTUA et al., 2002). Neste, estdo
classificados o0s geminivirus transmitidos por mosca-branca, que infectam
dicotiledéneas e que comumente apresentam genoma bipartido (VAN REGENMORTEL
et al., 2000). Severas infec¢gdes causadas por Begomovirus em varias culturas
importantes, como tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), feijao (Phaseolus vulgaris
L.), meldo (Cucumis melo L.), pimentdo (Capsicum annuum L.) e caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) tém sido descritas (FARIA et al., 2000; MORALES &
ANDERSON, 2001). Entre os exemplos de Begomovirus economicamente importantes,
estdo o virus do mosaico dourado do feijoeiro (Bean golden mosaic virus, BGMV), o
virus do mosaico da mandioca (African cassava mosaic virus, ACMV) e o virus do
enrolamento amarelo das folhas do tomateiro (Tomato yellow leaf curl virus, TYLCV)
(ZERBINI et al. 2002).

Aparentemente, o aumento da incidéncia das viroses ocasionadas por
Begomovirus esta mais relacionado ao surgimento e disseminagdo de um novo bidtipo
(bidtipo B) do inseto vetor (mosca-branca - Bemisia tabaci) que a fatores intrinsecos

aos virus (ZERBINI et al, 2002). O biétipo B transmite o virus mais eficientemente e
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apresenta uma gama de hospedeiras maior que o bidtipo A. Além disso, as populac¢des
resistentes a inseticidas sdo mais rapidamente selecionadas no biétipo B.

A identificagcdo e caracterizagdo de geminivirus baseada apenas na
sintomatologia ndo sao possiveis, uma vez que os sintomas variam de acordo com as
condi¢cdes do ambiente, idade da planta hospedeira e ocorréncia de infeccbes mistas
envolvendo duas ou mais espécies virais (PAPLOMATAS et al, 1994). A diagnose de
geminivirus por meio da sorologia ¢é dificultada pelo fato desses virus atingirem baixas
concentragcdes nas plantas, dificultando a purificacdo de virions para a produgao de
antissoros. Os métodos mais eficientes para a diagnose séo a reacéo da polimerase em
cadeia (PCR), utilizando oligonucleotideos universais desenhados por ROJAS et al.
(1993), e a hibridizagcdo de acidos nucléicos, utilizando como sonda fragmentos
clonados do DNA viral (GILBERTSON et al., 1991).

A utilizacdo dessas técnicas tém permitido a realizagdo de estudos de
variabilidade genética, epidemiologia, além de fornecer suporte a programas de
melhoramento genético de espécies cultivadas. Apesar da fava ter merecido pouca
atencédo, por ter seu cultivo limitado a pequenos produtores, ja ha relatos de infecgéo
por um Begomovirus denominado Lima bean golden mosaic virus (LBGMV) o qual foi
detectado, por FARIA & MAXUELL (1999), em Caruaru, Pernambuco.

Lopes et al (2004), ja havia relatado infecgdo por Begomovirus em fava no
estado de Alagoas, contudo a espécie do virus que estava causado a sintomatologia
nao foi determinada. Dessa forma, presente trabalho teve como objetivos principais a
deteccdo, a caracterizagdo molecular e a analise da diversidade genética de

Begomovirus que infectam plantas de fava no Estado de Alagoas e Pernambuco.



SILVA, S. J. C. Detecgéo, caracterizagdo molecular e diversidade genética de Begomovirus que infectam fava (Paseoulus........

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da cultura da fava

2.1.1. Origem, classificacéo e principais caracteristicas

A fava (Phaseolus lunatus L.) € uma cultura amplamente distribuida através da
América Tropical, encontrada especialmente em solos de baixa fertilidade da maioria
das areas umidas (YAGUIU et al., 2003). Originaria da América Central e do Sul sua
domesticagado parece ter ocorrido em ambos locais (SAUER, 1993; ZIMMERMANN &
TEIXEIRA, 1996). A primeira domesticagao ocorreu no noroeste da América do Sul e
produziu uma grande variedade desta espécie. Evidéncias para esta domesticagéo
vieram de um sitio arqueolégico Peruano (Caverna Guitarrero), onde foram encontrados
graos de fava que dataram de 6500 AC, 1000 anos antes que graos de feijao
(Phaseolus vulgaris) fossem encontrados no mesmo local e ainda antes do milho (Zea

mays). As variedades Sieva Bean, Butter Bean e Baby Lima Bean foram originadas da
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segunda domesticacdo a qual ocorreu na América Central, provavelmente na
Guatemala. Embora a mais nova evidéncia arqueoldgica seja do México onde os graos
dataram de ao menos 800 DC (SAUER, 1993).

Também conhecida por feijao-fava, feijao-de-lima, fava-de-lima, a fava, € uma
leguminosa pertencente a familia Fabaceae ou Leguminoseae. Fabaceae é uma das
maiores familias botanicas, de ampla distribuicdo geografica e de importancia
econdmica por apresentar espécies produtoras de alimentos como soja (Glycine Max),
ervilha (Pisum sativum), alfafa (Medicago sativa) e feijao (Phaseolus vulgaris)
(McCLEAN et al., 2005). A familia Fabaceae é subdividida em trés subfamilias, sendo
Phaseolus um membro da subfamilia Papilionoideae. Esta é a maior subfamilia,
consistindo de 476 géneros (LEWIS et al., 2003).

De acordo com CASTINEIRAS (1991), sdo reconhecidos trés grupos de fava
baseados na forma e peso de 100 sementes, os quais sdo chamados como “papas”
(sementes pequenas, com 35 a 50 g para 100 sementes), “sieva” (sementes médias e
planas, com 50 a 70 g pra 100 sementes) e “big lima” (sementes grandes, com 70 a 110
g para 100 sementes). No Brasil, estudos realizados por YAGUIU et al., (2003) e
SANTOS et al., (2002), com objetivo de distinguir variedades de fava através dos
caracteres morfolégicos, obedeceram as seguintes variaveis: habito de crescimento,
comprimento e largura de vagens, comprimento, largura e espessura da semente e
peso de 100 sementes, coloragado do hipocétilo, da flor e da semente (branca, amarela,

vermelha, violeta, preta e rajada).

2.1.2. Importancia econémica

A fava é uma das quatro espécies do género Phaseolus exploradas
comercialmente (SANTOS et al.,, 2002). Acredita-se que as principais razées para o
cultivo relativamente limitado da fava seja a tradigdo do consumo de feijao-comum, o
paladar da fava e o seu tempo de cocgdo mais longo, além da falta de variedades
adaptadas as condi¢bes da regidao (LYMMAN, 1983).
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Nos Estados Unidos, um dos maiores produtores de fava do mundo, o seu
consumo ainda em estado verde, na forma de conserva € muito apreciado, superando o
consumo na forma de graos secos. No Brasil, o consumo é preferencialmente na forma
de graos verdes cozidos (VIEIRA, 1992).

A fava é cultivada em quase todo territério nacional, atingindo relativa
importancia econdmica, principalmente na regiao Nordeste, destacando-se os estados
da Paraiba e Ceara como os maiores produtores (IBGE, 2004). E uma das alternativas
de renda e alimento para a populagdo da regido Nordeste, sendo cultivada por
pequenos produtores que utilizam principalmente cultivares de crescimento
indeterminado (OLIVEIRA et al., 2004).

A baixa produtividade de fava pode ser atribuida ao fato de parte da producao
ser oriunda de pequenos produtores, em consorcio, sem adog¢éo de tecnologia que vise
seu aumento (SANTOS et al.,, 2002); além da ocorréncia de doengas que tem
dificultado o cultivo e afetado a qualidade dos grdos. Entre as doengas mais
importantes estdo as viroses, principalmente aquelas ocasionadas por Geminivirus. As
plantas infectadas apresentam um intenso mosaico amarelo e tém a produtividade
drasticamente reduzida. LOPES et al. (2004) detectou a presenga do virus nos
municipios de Maceié, Rio Largo e Sdo Miguel dos Campos, sendo a doencga

popularmente conhecida como “papa ovo”.

2.2. Familia Geminiviridae

2.2.1. Taxonomia, origem e evolucao dos geminivirus

A familia Geminiviridae é constituida atualmente por 110 espécies (NCBI, 2006)
sendo 0s geminivirus classificados em quatro géneros, Mastrevirus, Curtovirus,
Begomovirus e Topocuvirus, dependendo da organizagdo gendmica, gama de
hospedeiros e tipo de inseto vetor (FAUQUET et al., 2003).

Os trés primeiros géneros sao compostos por virus com genoma formado por um

unico componente, ao passo que o0s virus pertencentes ao género Begomovirus
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possuem genoma bisegmentado, na maioria das vezes. Dentro de cada género varios
parametros podem ser utilizados para separagao em espécies, sendo a sequéncia da
extremidade amino do gene que codifica para a capa protéica (Cp) um dos principais
critérios (MAYO & PRINGLE, 1997; FARIA et al., 2000).

De acordo com o VIl relatério do Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(ICTV), a classificagdo atual dos géneros esta descrita da seguinte forma: Os
geminivirus que tem genoma monopartido e sao transmitidos por cigarrinhas
(Homoptera: Cicadellidae) a plantas monocotileddneas (com exceg¢do do Tobacco
yellow dwarf virus (TobYDV) e do Bean yellow dwarf virus (BeYDV), que infectam
dicotiledéneas), estéo incluidos no género Mastrevirus, o qual Maize streak virus (MSV)
€ a especie tipo. Ja os virus que apresentam genoma monopartido e sao transmitidos
por cigarrinhas a plantas dicotiledéneas, pertencem ao género Curtovirus, sendo o
membro tipico, Beet curly top virus (BCTV). O género Topocuvirus, recentemente
reconhecido pelo ICTV, é composto por um unico membro, Tomato pseudo-curly top
virus (TPCTV), o qual apresenta genoma monopartido e é transmitido por cigarrinha
(Homoptera: Auchenorrhyncha) a plantas dicotiledoneas (VAN REGENMORTEL et al.,
2000; FAUQUET et al., 2003).

O género Begomovirus, inclui virus que apresentam genoma bipartido (com
excecao do Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), monopartido) e sdo transmitidos por
mosca branca (Bemisia tabaci (Genn.)) para plantas dicotiledéneas e que tem Bean
golden mosaic virus (BYGMV) (originalmente Bean golden mosaic virus — Porto Rico)
como espécie tipo (FAUQUET et al., 2003). Cada componente gendmico, com
aproximadamente 2,6 kb é encapsidado separadamente em particulas geminadas,
sendo necessarias as duas moléculas de DNA para que a infecgdo ocorra (FARIA et al.,
2000). Dentre os geminivirus o género Begomovirus € aquele que conta com o maior
numero de espécies, apresenta maior gama de hospedeiros e € 0 mais disseminado
(FREITAS-ASTUA et al., 2002). O género inclui os mais importantes virus de regides
tropicais e subtropicais, como o BGMV, o virus do mosaico da mandioca da Africa
(African cassava mosaic virus, ACMV) e o TYLCV (FARIA et al., 2000).

Sobre a origem geminivirus, a hipotese mais aceita € aquela que propde a

origem a partir de bacteriéfagos, como ®X174, e de plasmideos bacterianos com
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genoma composto de DNA fita simples (ssDNA) (KOONIN & ILYINA, 1992). Esta
hipétese é baseada na similaridade entre seqUéncias e em processos como O
mecanismo de circulo rolante utilizado na replicacdo do genoma destes organismos.
Além disso, ja foi demonstrado que o promotor da proteina capsidial dos geminivirus é
funcional em Escherichia coli (PETTY et al.,, 1986) e que o TLCV (Tomato leaf curl
virus) é replicado eficientemente em Agrobacterium tumefaciens (RIDGEN et al., 1996).
Estas observacgbes fornecem evidéncias para a teoria de que estes virus com genoma
composto por ssDNA circular evoluiram a partir de replicons epissomais de células
procariéticas (FARIA & ZERBINI, 2000).

O relacionamento observado entre alguns virus pertencentes a géneros distintos
dentro da familia Geminiviridae, indica que a evolugado desses virus pode ocorrer via
recombinagao/rearranjo entre virus distintos. De fato, eventos de recombinagao ja
foram demonstrados in vivo, 0 que sugere um mecanismo adicional para a rapida
evolugao dos geminivirus (HOU & GILBERTSON, 1996). PADIDAM et al. (1995),
sugeriu que os geminivirus derivaram de um ancestral comum a partir do género
Mastrevirus. Tal ancestral. infectava monocotileddneas, tinha apenas um componente
gendmico e era transmitido por cigarrinhas. Uma vez que um Mastrevirus ancestral
originou as outras espécies de geminivirus, as espécies deste género apresentam uma
maior variabilidade genética. TobYDV e BeYDV, que sdo Mastrevirus, adquiriram a
capacidade de infectar dicotiledéneas. Semelhantemente, houve mudancas na proteina
capsidial (CP) para adquirir a capacidade de transmissdo por moscas-brancas, e ainda
mais tarde na escala evolutiva, a aquisicdo do segundo componente gendmico. O
BCTV e TYLCV possuem caracteristicas em comum com os Mastrevirus e o0s
Begomovirus, sendo considerados recombinantes entre virus pertencentes aos dois
géneros. Um outro evento de recombinagdo foi identificado para o TPCTV,
recentemente classificado no novo género Topocuvirus (VAN REGENMORTEL et al.,
2000). Este virus surgiu provavelmente da recombinagao entre uma espécie do género
Begomovirus e um outro virus também recombinante, o que sugere que outros
geminivirus nao relacionados com virus pertencentes aos quatro géneros hoje

reconhecidos possam estar presentes no campo (FARIA & ZERBINI, 2000).
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2.2.2. Organizacao genGmica e expressao de proteinas

O genoma de um Begomovirus tipico € formado por duas moléculas de DNA
circular de fita simples (DNA A e DNA B), cada uma com aproximadamente 2600
bases, encapsidadas por uma unica proteina estrutural que se arranja na forma de 22
capsbmeros, formando dois icosaedros incompletos com cerca de 18x30 nm
(LAZAROWITZ, 1992; BRIDDON & MARKHAM, 1995). O componente A é responsavel
pela replicacdo e encapsidamento do genoma viral, enquanto o componente B contém
0s genes requeridos para o movimento célula a célula e a longa distancia, gama de
hospedeiros e desenvolvimento de sintomas (TIMMERMANS et al.,, 1994). Ambos os
componentes sd0 necessarios para causar infeccdo sistémica das plantas. Os
componentes A e B sdo similares no tamanho, mas diferem na homologia de sequéncia
exceto por uma Regido Comum (RC) de 200 a 250 pb, que é quase idéntica nos dois
componentes (PILARTZ & JESKE, 2003). A RC, entretanto, é altamente conservada
para cada espécie viral, normalmente acima de 90% de identidade, (LAZAROWITZ,

1992). O esquema da organizagdo gendmica de um Begomovirus bipartido esta
ilustrado na figura 1.

RC R
rep mp
cp DNA B
ren _
tr _ ns
e

Figura 1. Representacdo esquematica do genoma de um Begomovirus. Os circulos

representam o genoma viral, dividido em dois componentes, DNA A e DNA B com

aproximadamente 2600 nucleotideos cada. As setas representam a posigcéo dos genes
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virais e o sentindo em que ocorre a transcrigdo. A regido comum (RC) também esta
indicada.

A RC é parte de uma grande regido intergénica que contém a origem de
replicacdo e os diferentes promotores da sintese de RNA polimerease Il virais
(FONTES et al., 1994b; PILARTZ & JESKE, 2003). Dentro da regido comum localiza-se
uma sequéncia de nove nucleotideos (5’-TAAATATTAC-3’) conservada entre todos os
geminivirus, onde se localiza o dominio funcional da origem de replicagdo (OROZCO &
HANLEY-BOWDOIN, 1996). Este nonanucleotideo € clivado durante o inicio da
replicacao viral e se localiza num contexto de 30 nucleotideos capazes de formar uma
estrutura em forma de grampo. Embora a sequéncia de 30 nucleotideos varie entre
espécies de geminivirus, a estrutura em forma de grampo esta sempre presente, sendo
assim considerada um elemento conservado estruturalmente (FARIA & ZERBINI,
2000). A partir desta regiao intergénica divergem os genes virais, no sentido viral e
complementar (HOWARTH et al.,, 1985). A transcricdo € bidirecional tanto no
componente A, quanto no componente B (FARIA et al., 2000).

No DNA A, apresenta uma ORF, AV2, no sentido viral, a qual corresponde ao
gene cp codificando a proteina capsidial (CP) e trés ORF’'s (AC1, AC2 e AC3) no
sentido complementar correspondentes aos genes rep, trap e ren , as quais codificam
respectivamente para a proteina associada a replicagao (REP), a proteina ativadora da
transcricao (TrAP) e a proteina que amplifica a replicagdo do genoma viral (REN)
(HARRISON & ROBINSON, 1999 ; FARIA & ZERBINI, 2000).

A capa protéica (CP) desempenha fungbes relacionadas com a protegdo do
genoma contra degradacdo, aquisicao e transmissédo do virus pelos insetos vetores,
infectividade e movimento sistémico (GUEVARA-GONZALEZ et al., 1999). A CP é
essencial para a transmissdo e determina da especificidade do inseto vetor (HOFER et
al., 1997). A importadncia da capa protéica na transmissdo dos geminivirus foi
demonstrada em experimentos envolvendo a troca do gene cp de um virus transmitido
por mosca-branca (ACMV) pelo correspondente do BCTV transmitido por cigarrinhas;
observou-se uma mudanga na especificidade do vetor, o ACMV passou a ser
transmitido por cigarrinha (BRIDDON et al., 1996; KARNOPP et al., 2001). Também

tem sido proposto que CP é necessaria para o movimento sistémico de geminivirus
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bipartidos em hospedeiros os quais o virus n&o esta bem adaptado (SINESTERRA et
al., 1999).

A proteina REP é uma enzima que apresenta propriedades de ligagao a acidos
nucléicos e de endonuclease (FONTES et al., 1994a) Apesar de ndo ser uma DNA
polimerase, REP €& a unica proteina essencial para a replicagdo do genoma viral
(HANLEY-BOWDOIN et al., 1990). A replicagcao do DNA viral é realizada por enzimas
do hospedeiro. A fungdo de REP é se ligar ao sitio de iniciagdo da replicagao viral e
cortar uma das fitas de DNA, iniciando o processo (LAUFS et al., 1995). O sitio de
ligacao para REP esta localizado na regido comum (RC), sendo requerido ndo s6 para
o reconhecimento da origem de replicagdo, mas também para a regulacéo negativa da
transcricdo do gene rep (EAGLE et al., 1994). Uma outra funcao da proteina REP ¢é a
de induzir, indiretamente, a expressao de proteinas responsaveis pela sintese de DNA
do hospedeiro em células totalmente diferenciadas, criando um ambiente que permite
uma eficiente replicacao viral (NAGAR et al., 1995).

A proteina TRAP é um fator de transcricdo, que atua in trans nos promotores dos
genes de sentido viral (cp e ns). Portanto os transcritos correspondentes a estes genes
s sao observados na célula apos a expressao de TrAP . O produto do gene ren € um
fator de amplificacdo da replicagdo viral. Embora ndo seja essencial para que a
replicacdo ocorra, na presenca da proteina REN o acumulo de DNA viral € muito maior
(FARIA & ZERBINI, 2000).

O componente B possui duas ORF’s: uma no sentido viral (BV1 correspondendo
ao gene ns) que codifica para a proteina que controla o trafico nuclear (Ns — “nuclear
shuttle”) e outra no sentido complementar (BC1 correspondendo ao gene mp) que
codifica para a proteina que controla o movimento célula-a-célula (Mp “moviment
protein”) (PALMER e RYBICKI, 1998). A proteina Ns é necessaria para o trafego
intracelular de DNA viral do nucleo para o citoplasma, enquanto a Mp esta envolvida no
movimento do DNA viral célula-a-célula.

Os isolados que apresentam apenas um componente ndo possuem DNA B e
suas ORFs sdo denominadas, respectivamente, V1, V2, C1, C2, C3 e C4. Apesar de
nao apresentarem DNA B, estes virus nado apresentam comprometimento do

movimento nem da infectividade. Nestes casos, os produtos das ORFs V1 e C4 sao
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responsaveis pelo movimento e desenvolvimento de sintomas (FARIA & ZERBINI,
2000; ZERBINI et al., 2002).

2.2.3. Transmisséao natural dos geminivirus

Os Geminivirus ndo sao transmitidos via sementes ou por contato manual.
Portanto, a unica forma de dispersao desses virus na natureza, ocorre via vetor (DHAR
& SINGH, 1995). Os vetores de geminivirus sao insetos sugadores classificados na
ordem Hemiptera, subordem Homoptera, incluindo as moscas-brancas (Aleyrodidae) e
as cigarrinhas (Cicadellidae e Auchenorrhynca) (LAZAROWITZ et al.,, 1992; VILLAS
BOAS et al., 1997). No caso dos begomovirus, a transmissdo é realizada por mosca-
branca (Bemisia tabaci), que se trata de uma espécie cosmopolita, cujo centro de
origem supde-se ser o Oriente ou o Paquist&o, tendo sido introduzida na Europa, Africa
e Américas, pelo homem, através de material vegetal (BROWN & BIRD, 1992 ; MELO,
1992). A mosca-branca € encontrada geralmente nos trépicos e subtropicos e em todos
os continentes (FRANCA et al., 2000). Sua distribuicdo esta estreitamente relacionada
a expansdo da monocultura da maioria das espécies cultivadas, as condi¢bes dos
sistemas agricolas moderno, ao aumento da utilizagdo de agrotoxicos e, principalmente,
a grande facilidade em se adaptar aos diversos hospedeiros (BROWN et al., 1993).

Moscas-brancas séo insetos diminutos, medindo de 1 a 2mm, sendo as fémeas
maiores (NATESHAN et al.,, 1996). Os adultos da mosca-branca tém o dorso de cor
amarelo palido e asas brancas (Figura 2). Como suas asas cobrem quase todo o corpo,
a cor predominante é o branco, dai ser erroneamente denominada de mosca-branca
(FRANCA et al., 2000). Seu ciclo de vida compreende quatro fases (ovo, ninfa, pupa e
adulto) e sofre influéncia das condi¢des climaticas e ambientais, principalmente pela
temperatura, umidade relativa do ar e planta hospedeira (NAVA-CAMBEROS et al.,
2001). Quanto mais quente e seco o clima, menor é a duracao entre a fase de ovo e a
de adulto. Numa temperatura de 25°C, o ciclo dura 27 dias e este periodo aumenta
quatro vezes numa temperatura de 14°C. As fémeas podem ovipositar de 130 a 300
ovos, durante o ciclo dependendo da planta hospedeira e temperatura. (FRANCA, et al.,
2000; GUTIERREZ & FERRARI, 2002). A mosca-branca pode produzir até quinze
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geracdes por ano, em uma ou mais espécies hospedeiras (FERREIRA & AVIDOS,
1998).

Figura 2. Inseto adulto de Bemisia tabaci

A mosca-branca é considerada uma das mais importantes pragas da agricultura
(OLIVEIRA et al., 2001), e de acordo com SHUSTER et al. (1996), o complexo Bemisia
spp. pode transmitir cerca de 44 viroses as plantas cultivadas.

Até por volta de 1991 era conhecido no Brasil apenas o biétipo A de B. tabaci,
quando entdo ocorreu a introdugdo do bidtipo B. Inicialmente acreditou-se que esse
bidtipo representasse uma nova espécie, que foi denominada B. argentifolli.
Posteriormente, a analise de sequéncias de aloenzimas e DNA, complementados por
avaliagdes morfolégicas e ensaios de cruzamento e comportamento de acasalamento
intra e interespecifico demonstraram que as diferengas entre essas duas espécies nao
eram claras o bastante para uma distingdo precisa (BELLOWS et al. 1994; FRANCA et
al., 1996).

De acordo com BEDFORD et al. (1994), as fémeas do biotipo B de Bemisia
tabaci apresentam maiores taxas de oviposicdo, mortalidade baixa em novos

hospedeiros e gama de hospedeiros maior que o biétipo A. Essas caracteristicas fazem
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com que o bidtipo B predomine em regides onde anteriormente predominava o biotipo
A. Apesar da introdugéo dessa variante do inseto no Brasil ser recente (FERNANDES,
2001), o bidtipo B tem se dispersado nos campos rapidamente, sendo considerada a
espécie de mosca branca que comumente devasta os cultivos agricolas na varias
regides geograficas do pais (VILLAS-BOAS et al., 1999).

A modalidade de transmissao de begomovirus por moscas brancas, € do tipo
circulativa ndo propagativa (BRONW, 1997; GHANIM et al., 1998; MORIN et al., 1999).
Nesta o virus circula na hemolinfa, mas nao replica no vetor, envolvendo a passagem
de particulas virais do intestino para a hemolinfa do inseto, da hemolinfa para as
glandulas salivares e destas para outras plantas. Apenas para o caso do TYLCV
existem evidéncias de replicacéo viral no inseto (GHANIM et al., 1998). Ainda n&o ha
evidéncias de transmiss&o transovariana de Begomovirus (FARIA et al., 2000).

Nas relagdes do vetor-virus, ha uma possivel correlacdo entre a duragcdo do
periodo de aquisicdo e o de inoculacdo com a probabilidade de transmissdo. Um
periodo latente, ainda que curto, ocorre apds a alimentacdo de aquisicdo até o vetor
torna-se capaz de inocular novas plantas (KARNOPP, 2001). O periodo de retengéo ou
persisténcia do virus no vetor é relativamente longo, algumas semanas ou por toda vida
do inseto, ja que este permanece virulifero depois das ecdises. As caracteristicas da
transmissdo desses virus sdo muito semelhantes, exceto talvez no que se refere ao
periodo de persisténcia. Os virus sao adquiridos pelos insetos em periodos tao curtos
quanto 10 minutos, mas a probabilidade de transmissdo aumenta com o aumento dos
tempos de alimentacéo na fonte de virus, até 24h. Igual periodo minimo de inoculagéo
é suficiente, mas, a probabilidade de transmissdo € maior com tempos mais
prolongados de alimentagéo nas plantas-teste (LIU et al., 1997a; COSTA, 1998b).

Segundo SANTOS et al. (2003), a relagdo entre os Begomovirus € a mosca
branca, incluindo diversas caracteristicas de transmissdo do virus pelo vetor, como
periodo de aquisi¢do, de inoculagéo, de laténcia, de retengdo, passagem transovariana,
entre outros, ja foram estudados em alguns paises, envolvendo begomovirus de
curcubitaceas, como Squash leaf curl virus (SLCV) (COHEN et al., 1989), de algodao
como o Cotton leaf curl virus (CLCuV) (NATESHAN et al.,, 1996) e de tomate,
pricipalmente o Tomato yellow leaf curl virus (PICO et al., 1996; GHANIM et al., 1998;
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MUNIAPPA et al, 2000). Os estudos mostraram que estas caracteristicas de
transmissdo variam de acordo com a estirpe viral envolvida, a regido geografica e as

condi¢des de cada pesquisa.

2.2.4. Replicacao do genoma dos geminivirus

A replicagdo do genoma dos Begomovirus ocorre no nucleo das células
infectadas e depende totalmente do sistema enzimatico de seu hospedeiro. Segundo
LAUFS et al. (1995), o processo de replicacao (Figura 3) pode ser dividido nos trés

seguintes passos:

/ Degradacao da

capa protéica

-ni

S =
-
Montagem das _

\ particulas ll CItOplay

Figura 3. Representacdo esquematica da replicagcdo do genoma de um Begomovirus

dentro da célula hospedeira.

O inseto vetor ao se alimentar, deposita as particulas virais (dsDNA) nas células
floematicas do hospedeiro. A presenca das particulas virais ativa o sistema enzimatico
do hospedeiro que libera enzimas (proteases) as quais degradam a capa protéica

expondo o genoma viral. O genoma viral sera transportado até o nucleo com auxilio da
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proteina de trafego nuclear (Ns). No nucleo ocorre o primeiro passo do processo que €
a sintese de uma fita complementar de DNA, gerando um intermediario de fita dupla,
denominado “forma replicativa” (RF), utilizando um mecanismo de circulo rolante
semelhante ao utilizado pelos bacteriofagos ®X174 e M13 (STANLEY, 1995). Esse
processo deve ser realizado por enzimas do hospedeiro, ja que 0s virions ndo possuem
proteinas com funcéo de polimerase de DNA. O RF serve como molde para a sintese
dos mRNAs virais, e esta presente em células infectadas em concentragcao superior a
do proprio DNA gendmico. Os mRNAs possuem um poli-A, 0 que sugere que a
transcricdo € mediada pela RNA polimerase |l do hospedeiro. Quatro mRNAs sé&o
sintetizados a partir do componente A. Trés desses mMRNAs possuem sequéncia
complementar a do DNA genémico, e um mRNA possui sequéncia equivalente a do
DNA gendmico, Ou seja, as duas fitas do RF servem como molde para a transcricdo. O
mesmo ocorre com o componente B do genoma, a partir do qual dois mRNAs sao
gerados, um a partir de cada fita de DNA do RF. No segundo passo a fita complementar
de DNA serve molde para a sintese de varias cépias do DNA genémico, que forma uma
longa fita simples de DNA linear contendo varios genomas unitarios (concatémero). O
terceiro passo é a clivagem do concatdbmero, gerando mondmeros (DNA’s gendmicos)
que serao ligados gerando moléculas circulares de ssDNA correspondentes ao genoma
viral, as quais por sua vez serao encapsulados formando os virions (TIMMERMANS et
al.,, 1994 ; LAUFS et al., 1995).

Os Begomovirus, como os outros fitovirus, infectam células vegetais
diferenciadas, nas quais ndo ocorre nova sintese de DNA. Entretanto, utilizam enzimas
envolvidas na replicagcédo do DNA da planta. Dessa forma, o virus deve ser capaz de
ativar a transcricdo dos genes do hospedeiro envolvidos na sintese dessas proteinas,
que nao estéo presentes em células diferenciadas (FARIA & ZERBINI, 2000).

Uma outra etapa do ciclo infeccioso, relacionada com a manifestagcdo dos
sintomas é o movimento célula-a-célula. Plantas transgénicas expressando a proteina
MP de Begomovirus freqlientemente apresentam sintomas de infecgdo viral.
Provavelmente, a atividade da proteina MP leva a um total desarranjo do transporte
intercelular, via plasmodesmata, que normalmente ocorre na célula, levando ao

surgimento dos sintomas da infec¢do (ZERBINI et. al., 2002).
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2.2.5. Movimento dos geminivirus na planta

O movimento dos fitovirus no interior da planta ocorre tanto célula a célula,
normalmente via plasmodesmas, quanto a longa distancia, através do sistema vascular.
Os virus chegam as células mediante transmisséo pelo inseto vetor e replicam e
transcrevem seu genoma no nucleo. Como os Begomovirus se multiplicam no nucleo
da célula e ndo no citoplasma, esses virus necessitam de uma etapa adicional de
transporte, para efetivar a sua entrada e saida do nucleo celular (PALMER & RYBICKI,
1998). Os MRNA'’s e o DNA viral atravessam o envelope nuclear para que 0os processos
de traducdo e empacotamento ocorram no citoplasma. O transporte através do
envelope nuclear é um processo mediado pela proteina NS, a qual leva DNA viral do
citoplasma para o nucleo e vice-versa. Provavelmente essa passagem se da através
dos poros da membrana nuclear, utilizando as vias normais de importagao /exportagcao
de proteinas celulares, RNAs e ribonucleoproteinas (CARRINGTON et al., 1996).

Uma vez que novas particulas virais sao formadas na célula inicialmente
infectada, o virus necessita atingir outras células localizadas nas proximidades do sitio
inicial da infecgcdo, bem como células localizadas em tecidos mais distantes (PICO et
al., 1996). O transporte do DNA viral para as células adjacentes é realizado via
plasmodesmas e mediado pela proteina MP que aumenta o limite de exclusdo do
citoplasma e potencializa o movimento de dsDNA célula a célula (NOUEIRY, et al.,
1994 ; ZERBINI et al.,, 2002). A velocidade de disseminagdo do virus através do
movimento célula a célula é lenta, sendo da ordem de 1 mm por dia, que corresponde
de 8 a 10 células de parénquima. A passagem do virus através do plasmodesma
normalmente é feita na forma de particula integra, apesar de ja ter sido observado a
migragdo somente do acido nucléico no caso de alguns virus alongados (BERGAMIM-
FILHO, 1995).

O movimento viral a longa distancia & passivo acompanhando o fluxo de
fotoassimilados através do sistema vascular. Segundo LUCAS & GIBERTSON (1994).
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A grande maioria dos virus € transportada via floema, na forma de particula completa,
atingindo, a partir do ponto de penetragdo, primeiramente as raizes, em seguida as
folhas jovens e posteriormente a planta toda, caracterizando uma infecgdo sistémica
(JEFFREY et al., 1996). A velocidade de transporte do virus neste caso € rapida, sendo
de 10 a 100 vezes superior quando comparada com o movimento célula a célula. A
entrada do virus na via de transporte a longa distancia é critica para o estabelecimento
da infeccdo sistémica, e a falta de capacidade do virus para entrar no floema pode
resultar em sintomas leves ou atenuados, e até mesmo resisténcia do hospedeiro a
infeccao sistémica (FARIA & ZERBINI, 2000).

2.2.6. Mecanismos de variabilidade genética em geminivirus

Os Geminivirus sao considerados um grupo emergente de virus de plantas,
devido ao grande aumento na incidéncia e importancia econémica das doengas por
eles causadas nos ultimos 20 anos (POLSTON & ANDERSON, 1997). Esse aumento &,
em parte, decorrente da grande variabilidade genética encontrada entre as espécies e
estirpes de geminivirus, resultado da alta taxa de recombinacéo entre esses virus, o
que lhes confere uma extraordinaria capacidade de adaptacdo a novos hospedeiros
(FARIA & ZERBINI, 2000). Os geminivirus apresentam uma elevada taxa de evolugéo,
0 que nao seria de se esperar ja que virus com genoma composto de RNA, séo
incapazes de corrigir a incorporagao incorreta de nucleotideos, resultando em uma alta
taxa de mutagdes fixas na populagdo. Uma vez que a replicagdo do genoma viral é
realizada pela maquinaria celular do hospedeiro, € improvavel que simples mutagdes
pontuais causadas por erros da DNA polimerase sejam responsaveis pela diversidade
genética dos geminivirus (FERNANDES, 2001). Embora a fixagdo de mutagdes ocorra
com menor freqliéncia para os geminivirus, a alta taxa de recombinagdo compensa
esse fato, resultando na grande variabilidade genética verificada para esse grupo de
fitovirus (FARIA & ZERBINI, 2000).

No caso dos Begomovirus, a existéncia de dois componentes gendmicos
promove um mecanismo alternativo, conhecido como pseudo-recombinacéo, pelo qual

a troca de material genético pode ocorrer sem necessidade de recombinacgao
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intermolecular, ocorrendo apenas troca de componentes entre dois virus (FARIA et al,
1994 : FARIA & ZERBINI, 2000).

A recombinacdo e a pseudo-recombinacdo sdo possibilitadas pela ocorréncia
frequente de infecgdes mistas (LAZAROWITZ, 1991; HARRISON & ROBINSON, 1999;
ROYE et al.,, 1999). Além disso, sequéncias de begomovirus podem se integrar no
genoma da planta, inclusive nas células germinativas, possibilitando sua transmisséo
vertical e, consequentemente, criando oportunidades para a ocorréncia de outros
eventos de recombinagdo (BEJARANO et al, 1996 ; ASHBY et al., 1997).

A ocorréncia natural de pseudorecombinantes no campo foi verificada no México,
em plantas de tomate infectadas pelo Tomato leaf crumple virus (TLCrV)
(PAPLOMATTAS et al., 1994).

Em Uganda, a analise plantas de mandioca naturalmente infectadas demonstrou
diferentes combinagdes de DNA-A e DNA-B de begomovirus (PITA et al., 2001). Os
resultados sugeriram a ocorréncia natural de pseudorecombinantes inter e
intraespecificos e um aumento na complexidade do mosaico dourado ocorrendo em
mandioca neste pais, resultando epidemia severa. Infecgdes mistas de African cassava
mosaic virus (ACMV-UG) e East african cassava mosaic virus (ECMV-UG) também
foram detectadas. As amostras com infec¢gbes mistas sempre mostraram sintomas mais
severos, sugerindo a interagdo sinergistica entre o ACMV-UG e EAMV-UG. A
estimativa da quantidade de DNA viral em plantas naturalmente infectadas demonstrou
que em infeccbes mistas a quantidade de DNA de cada um desses virus era maior do
que a quantidade de DNA viral em infeccoes isoladas. Os resultados também
demonstraram claramente que o mosaico dourado da mandioca pode ser causado pelo
pseudorecombinante formado pelo DNA-A do EACMV-UG2 e o DNA B do EACMV-
UG3.

Pseudorecombinantes viaveis tém sido construidos in vitro usando clones de
componentes A e B de virus diferentes, porém relacionados entre si (GILBERTSON et
al., 1993b). Pseudorecombinantes formados a partir da mistura de componentes de
dois isolados distintos de BGMV mostraram-se infecciosos. Quando inoculada, a
mistura formada a partir do DNA-A do isolado da Guatemala (BGMV-PR/GA) e o DNA B

do isolado da Republica Dominicana (BGMV-PR/DR) foi capaz de desenvolver os
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sintomas apresentados pelo tipo selvagem, enquanto o pseudorecombinante entre o
DNA-A de BGMV-PR/DR e DNA-B de BGMV-PR/GA induziu o desenvolvimento de
sintomas atenuados e tardios. Estes resultados demonstram que os begomovirus com
regidbes comuns suficientemente similares podem formar pseudorecombinantes
infecciosos (FARIA & ZERBINI, 2000). Portanto, ressaltam que os
pseudorecombinantes reciprocos apresentam diferencas na eficiéncia de replicacéo e
infeccao sistémica (FARIA et al., 1994).

A recombinagéao constitui 0 segundo mecanismo de variabilidade em geminivirus.
Nestes é relevante a participacdo do inseto vetor, com a transmissédo simultdnea de
dois virus (TIMMERMANS et al., 1994). A anadlise filogenética de componentes
completos e ORF’s individualizadas de geminivirus ja caracterizados, realizada por
RYBICKI (1994) sugere que a origem de muitas espécies desse virus se deve a
eventos de recombinagdao. Um exemplo é o BCTV, que aparentemente resultou de
recombinagdo entre um Mastrevirus ancestral (contribuindo com o gene da proteina
capsidial) e um Begomovirus (contribuindo com o gene codificador da proteina

associada a replicacao).

2.3. Geminivirus em Phaseolus spp.

O mosaico dourado do feijoeiro, causado pelo Bean golden mosaic virus
(BGMV), foi inicialmente descrito por Costa em 1961 como uma doenga que,
inicialmente, nao teria importancia econdémica, ocorrendo no estado de S&o Paulo
(COSTA, 1965). No inicio dos anos 70, as plantagdes de feijoeiro nos estados de Sao
Paulo, Parana e Minas Gerais foram severamente atingidas pela doenga. Esse fato foi
atribuido ao avango da cultura de soja e outras culturas hospedeiras da mosca branca
(FARIA et al., 1994). Essa doenga esta hoje disseminada por todas as areas de
produtoras de feijao do Brasil e em outros paises das Ameéricas, tais como Cuba,
Republica Dominicana, Porto Rico, Jamaica, Estados Unidos, México, Belize,
Guatemala, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama, Venezuela e
Coldémbia (BLAIR et al., 1995 ; ARAGAO & FARIA, 2004).
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No Brasil, em condi¢cdes de campo, as perdas ficam em torno de 40 a 85%,
podendo chegar a 100% (GALVEZ & MORALES, 1989), portanto a incidéncia da
doencga e a extensao das perdas variam dependendo da populagao do inseto vetor, da
cultivar, do estagio das plantas quando infectadas, do isolado do virus e das condigdes
ambientais (GARRIDO-RAMIREZ et al., 2000 ; ARAGAO & FARIA, 2004).

COSTA (1976) relatou como hospedeiros do BGMV-BR apenas Phaseolus
vulgaris L., P. lunatus L., P. accutifollius Gray, P. longepe-dunculatus Mart., P.
polystachyus (L). Britt, Stern & Pagg. e Macroptilium lathyroides L. (Phaseolus
lathyroides L.), informando que s&do espécies bastante suscetiveis das quais o vetor
adquire o virus facilmente. Além do BGMV, outras espécies de Begomovirus causam
mosaico dourado em Phaseolus spp.,assim como, o Bean golden yellow mosaic virus
(BGYMV), Lima bean golden mosaic virus (LBGMV) e Macroptilium golden mosaic virus
(MaGMV).

O manejo de geminiviroses é dificil. Medidas como o controle quimico do inseto
vetor (mosca branca) visando a eliminagdo ou a reducdo das fontes do virus, vém
sendo utilizadas. Portanto este tipo de controle é dificultado devido a constante
migragcdo de grandes populagbes do inseto de lavouras mais velhas para as mais
novas, e também pela rapida resisténcia adquirida aos inseticidas (FARIA et al., 2000).
Uma outra medida usada € o controle cultural, com a eliminacdo de hospedeiros
alternativos, que funcionam como reservatorios do virus, além da execucéo do plantio
em periodos menos favoraveis ao inseto vetor. Porém estas estratégias ndo tém
demonstrado ser efetivas para controlar as doengas causadas por geminivirus.

A obtencédo de imunidade ao virus através do melhoramento para resisténcia
varietal seria a medida de controle mais adequada e a unica realisticamente eficiente
(ARAGAO & FARIA, 2004). Fontes de imunidade ou elevados graus de resisténcia tém
sido buscadas nos bancos de germoplasma de feijdo. Em cerca de 15.000 acessos de
germoplasma de Phaseolus vulgaris e alguns de P. lunatus, P. accutifolius e P.
coccineus, em El Salvador, Costa Rica, Guatemala, México e Brasil, encontrou-se
apenas niveis baixos e moderados de resisténcia ou tolerancia a@ doenca (GALVEZ &
MORALES, 1989 ; FARIA & MAXWELL, 1999). Trabalhos desenvolvidos pela Embrapa

Arroz e Feijdo levaram & recomendacdo da variedade Onix, de grdo preto, sob
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moderada incidéncia precoce de BGMV. No Instituto Agronébmico do Parana (IAPAR),
foram desenvolvidas as cultivares IAPAR 57, IAPAR 65 e IAPAR 72 (grupo carioca),
apresentando expressao reduzida de mosaico e de deformagédo das vagens, sob alta
incidéncia de BGMV (BIANCHINI, 1999; FARIA et al., 2000).

Os programas de melhoramento que visam obter resisténcia as geminiviroses no
Brasil, baseiam-se na resisténcia derivada do patogeno, utilizando estratégias como a
protecdo mediada pela capa protéica (CP), a qual ndo tem apresentado resultados
satisfatorios. Provavelmente isso se deve ao fato da CP nao ser essencial a infeccao e
ao desenvolvimento de sintomas em plantas infectadas por geminivirus (ARAGAO &
FARIA, 2004). No uso de RNA antisenso do gene rep (FARIA & MAXWELL, 1999).
Acredita-se que este mecanismo age a nivel traducional, de forma direta ou indireta,
podendo ser em nivel nuclear, onde a hibridacdo RNA-antisenso e mRNA interferindo
no processamento do pré mRNA ou ainda no transporte do mRNA para o citoplasma.
Esse duplex formado seria reconhecido pela RNase H, e subsequentemente, o mRNA
degradado. No nivel citoplasmatico, a interacdo RNA antisenso e mRNA pode interfirir
na ligacdo de fatores de iniciagdo de traducdo ou inibir diretamente a tradugcédo do
mRNA pelos ribossomos (ARAGAO & FARIA, 2004). Embora os resultados destas
estratégias terem sido animadores, ainda ocorre replicagdo viral na planta. Outra
estratégia utilizada € o uso de mutantes do gene da proteina associada a replicagéo
viral (REP). A técnica envolve a criagdo de uma proteina REP né&o funcional que
interfere com a ligagao do tipo normal de REP produzido pelo virus. A mutagénese da
proteina REP em BGMV mostrou que a mutagdo no motivo de ligagao e transferéncia
de nucleosideo trifosfato s&o letais (Transdominéancia letal) (HANSON et al., 1995).
Desta forma foram obtidas plantas transgénicas de feijao contendo mutagdo no gene
rep, que aparentemente inibiu completamente a replicacdo do virus, conferindo
completa resisténcia. A cultivar de feijago comum Olathe Pinto, denominada M1-4,
resultante desta técnica, apresentou menor incidéncia da doencga. Esta variedade de
feijoeiro resistente ao mosaico dourado esta sendo avaliada quanto a seguranca
alimentar e ambiental nos laboratérios da Rede Embrapa de Biosseguranga (LIMA &
FARIA, 2005).
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3. METODOLOGIA

3.1. Local de execucao

O experimento foi realizado no Laboratério de Fitopatologia do Departamento de
Fitotecnia e Fitossanidade do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de

Alagoas, no periodo de marco de 2004 a margo de 2006.

3.2. Coletas das plantas testadas para infeccdo por

Begomovirus

Amostras de plantas de fava (Phaseolus lunatus L.) apresentando sintomas
indicativos de infecgdo por geminivirus, como mosaico, nanismo e deformacgao foliar
(Figura 4 A e B), foram coletadas em diferentes municipios dos estados de Alagoas e
Pernambuco. Foram também coletadas plantas de feijdo-de-pombinha (Macroptilium

lathyroides L., sinonimia Phaseolus lathyroides L.) e Macroptilium sp. (invasoras da
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familia Fabaceae) que apresentaram sintomas de infeccdo semelhante e se

encontravam proximas aos campos cultivo de fava (Figura 4C).

Figura 4. Plantas de fava e Macroptilium lathyroides exibindo sintomas provocados por
begomovirus, coletadas nos municipios de Arapiraca e Unido dos Palmares,

respectivamente. A — vista de uma area de producédo de fava com alta incidéncia da
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doenca. B — detalhe de uma planta de fava infectada apresentando sintomas severos
de mosaico. C — planta de M. lathyroides apresentando sintomas severos de mosaico.
Em algumas situagdes as plantas foram inteiramente removidas do campo e
transferidas para vasos plasticos contendo solo esterilizado, para manutencdo dos
isolados e estudos posteriores. As amostras (Tabela 1) foram encaminhadas ao
Laboratério de Fitopatologia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Alagoas e Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria - IPA, para fins de

identificacao e diagndstico.

Tabela 1. Amostras das plantas com sintomas de infeccdo por geminivirus e os

respectivos municipios de procedéncia.

n° Amostra Procedéncia

1 Fava UFAL Maceio — AL

2 Fava Recife Recife - PE

3 Fava R. L. (Ano l) Rio Largo — AL

4 Fava R. L. (Ano Il) Rio Largo — AL

5 Fava Maceio Maceio — AL

6 Fava S. Miguel Séao Miguel dos Campos — AL
7 Fava Atalaia Atalaia — AL

8 Fava Arapiraca Arapiraca — AL

9 Fava Pilar Pilar — AL

10 Fava Estrela Estrela de Alagoas — AL
11 Fava Belém Belém — AL

12 Fava Mundau Santana do Mundau — AL
13 Fava Unido Uni&do dos Palmares — AL
14 Macroptilium lathyroides Palmeira Palmeira dos indios — AL
15  Macroptilium lathyroides Mundau Santana do Mundau — AL
16 Macroptilium lathyroides Unido Unido dos Palmares — AL
17 Macroptilium spp. Unido Unido dos Palmares — AL
18 Rhyncosia phaseoloides Maragogi Marogogi — AL
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19 Rhyncosia phaseoloides Barra Barra de S&o Miguel — AL
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3.3. Caracterizacao molecular dos isolados

3.3.1. Extracdo do DNA total

DNA total foi extraido das amostras coletadas utilizando-se o protocolo descrito
por FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1996), com algumas modificacbes. Foram
utilizadas 200 mg de tecido foliar fresco macerado em 1 mL de tamp&o CTAB 4%
(CTAB 4%, NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, Tris-HCI 100 mM, pH = 8), PVP 1%, pB-
mercaptoetanol 2%, em almofariz de porcelana. O macerado foi transferido para tubos
de microcentrifuga, ressuspendido no vortex e incubado em banho-maria a 65°C por 20
minutos. Os tubos foram agitados a cada dez minutos. Apos este tempo 0s mesmos
foram retirados do banho-maria e deixados em repouso até resfriar o macerado de
tecido vegetal. Em seguida, foram adicionados 600 puL de CIA (cloroférmio: alcool-
isoamilico) 24:1 (v/v) e os tubos contendo o macerado foram agitados em vortex por 2
minutos e centrifugados por 7 minutos a 13.400 rpm, a fim de separa a fase organica da
fase aquosa. Apds a centrifugacao 400 uL da fase aquosa foi transferida para tubos
novos e adicionado 40uL de uma solucéo de ressuspensao (CTAB 10%, NaCl 1,4). Os
tubos foram agitados por 2 minutos e adicionados novamente 600 uL de CIA/24:1, apds
agitacao, o material foi centrifugado por 7 minutos a 13.400 rpm. A solu¢do aquosa foi
transferida para novos tubos aos quais foi adicionado o mesmo volume de isopropanol
gelado, para formacgéao do pellet de DNA. Posteriormente, os tubos foram centrifugados
a 7500 rpm por 5 minutos. Apés centrifugacao, o sobrenadante foi descartado. O pellet
foi entdo lavado 2 vezes com etanol 70% e posto para secar em temperatura ambiente.
O pellet foi ressuspendido em 30 uL de TE + RNAse e colocado em banho-maria por 30
minutos a 38 °C. Para quantificagdo do DNA, foram utilizados 2 uL do DNA total em gel
de agarose a 0,8 % e submetido a eletroforese a 3 V/cm por 1:30 hora, posteriormente
o gel foi corado com brometo de etideo (0,5 ug/ml). A concentracdo de DNA das
amostras foi estimada mediante comparagées com solu¢gdes de DNA do fago 1ambda

com concentragdes conhecidas (2,5ng/uL, 5,0 ng/uL, 10 ng/uL e 20 ng/uL).
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3.3.2. Deteccdo de geminivirus em plantas de fava e Macroptilium spp.

por meio da reacdo da polimerase em cadeia (PCR)

Para confirmagdo da presenga de geminivirus nas amostras coletadas, foi
realizada a amplificacdo de segmentos especificos do genoma viral, via PCR. Cerca de
30 ng do DNA extraido foi utilizado como molde em reagcbes contendo os pares de
oligonucleotideos PAL1v1978/par1C496 ou PBL1v2040/PCRc1 visando a amplificagéo
de segmentos dos componentes A ou B do genoma dos begomovirus (ROJAS et al.,

1993). As sequéncias desses oligonucleotideos podem ser observadas na Tabela 1.

Tabela 2. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados na amplificagdo de fragmentos

do genoma do begomovirus caracterizado no presente estudo.

Oligonucleotideo Sequéncia (5’ - 3) Tamanho aproximado do
produto de PCR
PAL1v1978 gcatctgcacatygtcttycengt 1,2 Kb
par1C496 attactgcaggccttyctrtacatrgg
PBL1v2040 gctctgcagcartgrtckatcttccataca 0,6 kb
PCRc1 ctagctgcatatttacrarwatgcca

N=AT,CouG Y=CouT,R=AouG;K=GouT, W=AouT.

Os oligonucleotideos PAL1v1978/par1C496 direcionam a amplificagdo de um
fragmento de aproximadamente 1,2 kb do DNA A, compreendendo a regido comum e
as extremidades amino-terminal dos genes Rep e Cp (Figura 5). Por sua vez, os
oligonucleotideos PBL1v2040/PCRc1 direcionam a amplificacdo de um fragmento de
aproximadamente 0,6 kb do DNA B, compreendendo a regido comum e as
extremidades amino-terminal dos genes ns e mp. Tanto PAL1v1978/par1C496 quanto
PBL1v2040/PCRc1 geram o sitio da endonuclease de restricao Pst |, em ambas as

extremidades do fragmento amplificado, fato que facilita o processo de clonagem.



Figura 5. Regides de anelamento dos primers utilizados na detecgdo dos Begomovirus .

O controle positivo da PCR consistiu em plasmideos contendo fragmentos do
DNA A e B do genoma do Tomato Golden Mosaic Virus (TGMV), caracterizado por
MELLO (2002). No controle negativo, o DNA molde foi extraido de plantulas sadias.

A PCR foi realizada em um volume de 30 pul, contendo tampéao 10 x (Tris-HCI 100
mM, pH 8,3 e KCI 500 mM), MgCl, 75 mM, mistura de dNTPs a 4 mM, 10 uM de cada
oligonucleotideo, 1 unidade de Taq polimerase e 30ng de DNA e agua ultrapura estéril
suficiente para atingir volume final de 30 ul. As reagdes de amplificagdo foram
conduzidas em termociclador Eppendorf modelo Mastercycler Personal, programado
para 30 ciclos de desnaturagdao a um minuto a 94°C, anelamento por um minuto a 50°C
e extensdo por dois minutos a 72°C. Ao término dos ciclos, as reacdes foram
submetidas a um periodo adicional de polimerizagédo por 10 minutos a 72°C. A
amplificacdo foi confirmada através de eletroforese em gel de agarose 0,8 % corado

com brometo de etideo, conforme item 3.3.1.
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3.4. Analise da diversidade genética via PCR-RFLP

Para detectar a variabilidade genética dos diferentes isolados de begomovirus,
os produtos de PCR obtidos foram clivados com diferentes endonucleases de restricao
(Tabela 3).

Tabela 3. Enzimas utilizadas nas digestbes dos produtos de PCR do Componente A

dos begomovirus, seus respectivos sitios de clivagem e temperatura de incubacgao.

Enzima Sitio de clivagem Tampéo Temperatura
BamHI 5 -G V¥GATCC C-3 REACT 3 37°C
3-C CTAGG 4 G-%
EcoRl 5-G¢r AATT C-3 REACT 3 37°C
3-C TTAA4 G-5%
Hinfl 5-GvANT C-3 REACT 2 37°C
3-C TNAAG-5
Pstl 5-C CTGACy G -3 REACT 2 37°C
3-G+ GACTG C -¥%
Pvull 5 —-CAG YCTG -3 REACT 6 37°C
3—-GTC 4GAT -5
Rsal 5-Tv CG A-3 REACT 1 37°C
3-A GCAT-5
Taql 5 - GT AC -3 REACT 2 65°C
3- CG 4ATG- 5%
Xbal 5-TVCTAGA A-3 REACT A 37°C
3—-A GATCT4T-5%




SILVA, S. J. C. Detecgéo, caracterizagdo molecular e diversidade genética de Begomovirus que infectam fava (Paseoulus........

As reacdes de clivagem consistiram de: 20 U da enzima, 2 uL do respectivo
tampéao 10X, 200 ng do produto de PCR e 8 uL de agua ultrapura (Mili Q). As reagoes
foram incubadas a 37 °C overnight, com excecdo das clivagens com Tagl, que foram
incubadas a 65 °C por 6 horas. Os produtos das clivagens foram analisados por meio
de eletroforese em géis de agarose (1,5%) corado com brometo de etideo conforme
item 3.3.1.

3.4.1. Relacionamento filogenético dos isolados virais

através dos padrdes de restricdo PCR-RFLP

Para analisar o relacionamento filogenético entre os isolados virais foi feita uma
matriz de similaridade, a partir dos padrées de clivagem obtidos pela restricdo dos
fragmentos com as enzimas (Pstl, Rsal, Hinfl e Taqgl). Utilizou-se o programa Freetree,
sendo a distancia estatistica calculada pelo coeficiente de Jaccard. A partir dos dados
gerados na matriz, foi construida uma arvore filogenética pelo método UPGMA e

bootstrap de 1000 repeticbes através do programa Treeview.

3.5. Sequenciamento parcial dos isolados virais

Com base no padrao de bandas geradas pela clivagem dos fragmentos de PCR
com endonucleases de restricdo (PCR-RFLP), foram selecionados trés isolados, Fava
Maceid, Fava Recife e Fava Unido dos Palmares para fins de caracterizagao molecular.
Foram sequenciados os fragmentos amplificados por PCR dos trés isolados, sendo
necessario inicialmente proceder a purificagdo do produto da amplificagao, utilizando-se
o Kit GFX PCR DNA e Gel Band Purification Kit. Os fragmentos purificados foram
quantificados em gel de agarose 2% empregando-se o Low DNA Mass Ladder
(Invitrogen) como referéncia.

A reagao para sequenciamento foi efetuada num termociclador MJ Research,
modelo PTC 200, no Centro de Estudos do Genoma Humano, da Universidade de S&o
Paulo (USP). A composicao da reacao foi a seguinte: produto de PCR 2 uL (25-30 ng),
premix de sequénciamento 4 uL, primer 5 uM 0,6ul, agua milliQ 3,4 yL, totalizando 10
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uL. O fragmento foi sequenciado de ambas as extremidades, utilizando-se os
oligonucleotideos PAL1v1978 e PAR1c496, separadamente, em um aparelho
MegaBace 1000 (GE Healthcare).

3.5.1. Comparacao da sequéncia obtida com outras

sequéncias depositadas no Genbank

As sequéncias obtidas de uma regiao do componente A com aproximadamente
1,2 Kb que compreende a regido comum e as extremidades 5’ dos genes Rep e Cp
foram editadas e comparadas com outras sequéncias depositadas no GenBank,
utilizando-se o programa Blastn.

3.5.2. Andlise filogenética entre os isolados sequenciados

As sequéncias dos isolados fava Maceid, fava Recife e fava Unido dos Palmares
foram salvas no formato Fasta e comparadas, duas a duas, mediante alinhamento no
programa DNAMAN versdo 4.0. Com o alinhamento das sequéncias foi obtida a

porcentagem de identidade entre os isolados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Deteccao de begomovirus via PCR

Detectou-se a presenca de begomovirus em 17 das 19 amostras de DNA
extraido de plantas de fava, Macroptilium spp. e Rhyncosia phaseoloides nos diferentes
municipios dos Estados de Alagoas e Pernambuco (Figura 6). As exceg¢des foram as
amostras 18 (Rhyncosia phaseoloides Maragogi) e 19 (Rhyncosia phaseoloides Barra),
para as quais ndo se observou nenhum produto de amplificagdo. Nesses casos é
possivel que os sintomas observados sejam decorrentes da infec¢gao por outros virus,
uma vez que sintomas de mosaico, amarelecimento e deformacé&o do limbo foliar
podem ser ocasionados por muitos virus diferentes (ZERBINI et al., 2002). Os sintomas
também podem ter sido causados por fatores abidticos, como por exemplo, deficiéncia
nutricional ou fitotoxidez.

O par de oligonucleotideos PAL1v1978/par1C496 direcionou a amplificagao de
um fragmento com aproximadamente 1,2 kb, a partir do DNA-A, enquanto que na
presenca dos primers PBL1v2040/PCRc1 foi amplificado um fragmento com

aproximadamente 0,6 kb, a partir do DNA-B (Figura 6). Tais resultados sugerem que
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geminivirus com genoma bipartido, portanto pertencente ao género Begomovirus (VAN
REGENMORTEL et al., 2000), estavam infetando as plantas avaliadas.

Outro dado que corrobora essa hipotese foi a observagdo em campo da
constante associagdo da mosca-branca (Bemisia tabaci) as plantas sintomaticas, uma
vez que este inseto transmite apenas geminivirus pertencentes ao género Begomovirus
(FARIA & ZERBINI, 2000). Em alguns casos os produtos de amplificagao apresentaram
tamanhos ligeiramente diferentes, sugerindo a ocorréncia de variagdes genéticas entre
os isolados estudados. Essas variagdes foram mais evidentes para os produtos de PCR
amplificados a partir do DNA-B (Figura 6). Resultados similares foram obtidos por
outros autores para begomovirus de plantas cultivadas (KARNOPP, 2001;
AMBROZEVICIUS et al. 2002; FERNANDES, 2001; LOPES, 2005) ou de plantas
invasoras (LISTIK, 2004).

KB =r+#4u12+ 8o 5w G« 7a#84 T 0+19- 12 13 14151617
e — —— — if-av-la- - — Ma_(;rgp-
A

KB - + 2 oA NO OO FIU PSSO 2T 16 17

Macrotf).

Figura 6. Produtos de PCR amplificados a partir do DNA-A (A) ou do DNA-B (B) de
plantas de fava e de Macroptilium. KB = 1 Kb DNA Plus Ladder. - e + = controles
negativo e positivo, respectivamente. As linhas 1 a 13 correspondem as amostras fava

e as linhas 14 a 17 as amostras de Macroptilium spp., conforme Tabela 1.
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No presente trabalho foi constatada a presenca de begomovirus em quatro
amostras de Macroptilium spp (Figura 6). Essas invasoras tém sido frequentemente
associadas aos cultivos de feijao, tomate, caupi, entre outros e ha muitos relatos de sua
infeccdo natural por begomovirus (COSTA, 1976; LIMA et al. 2000; LIMA et al., 2001a;
LIMA et al, 2001b; IDRIS et al. 2003; LISTIK, 2004). No entanto poucos trabalhos foram
conduzidos para investigar se os begomovirus de Macroptilium spp. podem ser
transmitidos para plantas cultivadas, podendo ser citados as pesquisas de BIRD &
MARAMOROSCH (1978) e de COSTA & BROWN (1991). Em ambas as situagdes foi
confirmado que o virus de Macroptilium sp. podia ser transmitido por mosca-branca e
causar doenca no feijoeiro. Contudo, ndo ha dados sobre esse aspecto no Brasil.

O papel de outras plantas invasoras como reservatorio de begomovirus tem sido
estudado em alguns casos. Por exemplo, COSTA (1965) relatou que o Euphorbia
mosaic virus (isolado de Euphorbia prunifolia) podia ser transmitido para o feijoeiro,
utilizando-se o inseto vetor. Posteriormente COSTA (1975), relatou que o Abutilon
mosaic virus (AbMV), era transmitido por mosca-branca de Sida spp. para o feijoeiro.
FRISCHIMUTH et al (1997) demonstraram que, em condigbes experimentais, o Sida
golden mosaic virus (SiGMV) pode ser transmitido por moscas-brancas para plantas de
feijoeiro. CONTRIM et al. (2004), determinaram que 10% das amostras de tomateiro
com sintomas de mosaico coletadas na regidao Centro-Oeste de Sao Paulo estavam
infectadas com Sida mosaic virus (SiMov).

A demonstracado de que plantas invasoras estdo funcionando como hospedeiros
alternativos para Begomovirus que infectam plantas cultivadas podera fazer com que
uma das medidas de controle para geminiviroses seja a eliminagdo desses
hospedeiros. Desta forma, seria importante determinar se os begomovirus obtidos de
Macroptilium spp. sdo capazes infectar plantas de fava ou de outras Fabaceae

cultivadas, através de testes de transmissao utilizando a mosca-branca.
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4.2. Andlise da diversidade genética de Begomovirus através
de PCR-RFLP

Os fragmentos de PCR de 1,2 kb, gerados a partir do DNA-A dos isolados
estudados, foram clivados com diferentes enzimas de restricdo, a fim de detectar
polimorfismos. Quando foram utilizadas as enzimas BamHI, EcoRI, Pvull e Xbal o
tamanho do fragmento de DNA nao foi alterado, demonstrando a inexisténcia de
qualquer sitio de reconhecimento para essas enzimas, ou que esses sitios estariam
localizados na(s) extremidade(s) da sequéncia e assim, a alteracdo no tamanho seria
tdo pequena que nao foi percebida no gel de agarose. Para as demais enzimas, foi
observado um ou mais sitios de clivagem na maioria dos isolados (Figura 7).

A clivagem dos fragmentos de PCR com a enzima Pstl resultou em dois padrbes
de bandas distintos. Um padrao, observado para 12 dos 17 isolados testados exibiu
uma banda unica que aparentemente ndo sofreu clivagem, pois manteve seu tamanho
original. No outro padrdo de bandas, exibido pelos isolados 5, 7, 12 e 17 foi observado
um unico fragmento com tamanho estimado em 600 pb. Esse resultado pode ser
explicado pelo fato de o sitio de reconhecimento da enzima se localizar proximamente
ao meio da sequéncia, resultando em dois fragmentos de tamanhos semelhantes, os
quais se sobrepbem durante a eletroforese (Figura 7). O isolado M. lathyroides de
Unido dos Palmares (amostra 16) apresentou duas bandas, uma com
aproximadamente 1,2 kb e a outra com cerca 0,6 kb. Isso pode ser conseqliéncia de
dois fatos distintos. Primeiro a ocorréncia de uma infeccdo mista ou entdo a ocorréncia
de digestao parcial.

Relatos de infecgbes mistas por Begomovirus tém sido frequentes tanto para o
caso de plantas cultivadas quanto para plantas invasoras. Por exemplo, FARIA &
MAXWELL (1999) relatam a infecgao simultdnea de uma planta de feijoeiro com o
BGMV e com o Abutilon mosaic virus. A presenca de mais de um isolado numa mesma
planta € um fator que colabora com a alta variabilidade genética de Begomovirus, uma
vez que ha a possibilidade do surgimento de pseudo-recombinantes (isolados com

genoma formado pela combinagdo do DNA-A de um isolado e DNA-B de outro isolado
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ou vice-versa) ou mesmo recombinantes verdadeiros (troca de material genético do
mesmo componente gendmico).

A respeito dos pseudo-recombinantes GARRIDO-RAMIREZ et al. (2000)
relataram sua ocorréncia em plantas de feijoeiro naturalmente infectadas por
Begomovirus. Esse fendbmeno pode ser facilimente demonstrado, sequénciando-se a
regiao comum dos dois componentes do genoma, que normalmente apresenta
identidade superior a 95 %. Adicionalmente, varios pseudo-recombinantes viaveis tém
sido obtidos em condi¢gdes de laboratorio. Esses pseudo-recombinantes sao muito
importantes para experimentos que tém por objetivo esclarecer o papel de sequéncias
especificas do genoma viral (HOFFER et al., 1997; LIU et al., 1997; BROWN et al.,
2002; GARRIDO-RAMIREZ et al., 2000).

Por outro lado, o surgimento, em condigbes de campo, de novas espécies de
Begomovirus mediante recombinagdo entre espécies previamente conhecidas ja foi
demonstrado em situagbes envolvendo uma planta invasora — Ageratum sp.,
(Asteraceae) (SAUDERS et al., 2001) e uma planta cultivada — a mandioca (ZHOU et
al., 1997). Em ambas as situagdes os autores concluem que os recombinantes s&o

melhores adaptados que as espécies ancestrais.

KB 1 2 3 4 SENCES/ARCEORNIORNIN PSS RIASNIS 16 17

Fava Macrop.

1KB
0,5KB

Figura 7. Padrbes de restricdo obtidos com a clivagem dos produtos de PCR dos

diferentes isolados de begomovirus com a enzima Pstl. KB = marcador de peso
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molecular (1KB Plus DNA ladder). As linhas 1 a 17 correspondem as amostras de fava

e Macroptilium spp., conforme Tabela 1.

A clivagem dos produtos de PCR com a enzima Rsal resultou em varios padrdes
de restricdo (Figura 8). O isolado M. lathyroides de Santana do Mundau (amostra 15) foi
0 Unico que nado apresentou sitio de clivagem para esta enzima. As amostras 1, 2, 3, 4,
6, 8,9, 10, 11, 12, 14, 16 e 17 exibiram uma banda de cerca de 800 pb e trés bandas
de baixo peso molecular. As amostras 5 e 7 apresentaram uma banda de
aproximadamente 400 pb (provavelmente resultante da superposicdo de dois
fragmentos de tamanhos similares) e trés pequenos fragmentos, semelhantes aos
observados nas demais amostras. A amostra 13 pode representar uma infecgao mista,
pois o somatorio dos fragmentos excede o tamanho original do produto de PCR (Figura
8).

Rl 12 0 L 1 T 15 o 17 T
?r,. .

Fava Macrop.

.o

Figura 8. Padrbes de restricdo obtidos com a clivagem dos produtos de PCR dos
diferentes isolados de begomovirus com a enzima Rsal. KB = marcador de peso
molecular (1KB Plus DNA Ladder). As linhas 1 a 17 correspondem as amostras de fava

e Macroptilium spp., conforme Tabela 1.

Pelo menos sete padrdes de bandas foram obtidos com a clivagem dos

fragmentos de PCR com a enzima Hinf | (Figura 9). A maior parte das amostras (10 das
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17) testadas apresentaram duas bandas, uma de 650 pb e outra de 450 pb (Figura 9).
Os isolados de Macroptilium spp. (amostras 15, 16 e 17) apresentaram padrbes

distintos dos isolados de fava.

KB ‘1" *2* 392 "5 "6 “7 9% 40 44 97 48 94 4b 46 47

Fava \V/E=Teifo] o}

Figura 9. Padrbes de restricdo obtidos com a clivagem dos produtos de PCR dos
diferentes isolados de begomovirus com a enzima Hinfl. KB = marcador de peso
molecular (1KB Plus DNA Ladder). As linhas 1 a 17 correspondem as amostras de fava

e Macroptilium spp., conforme Tabela 1.

A digestao dos fragmentos de PCR com a enzima Taq |, também gerou padrdes
de bandas distintos. O padrdao mais comum, encontrado em oito das amostras
avaliadas, foi representado por duas bandas principais com aproximadamente 600 e
400 pb e outras bandas menores (Figura 10). Dois isolados de Macroptilium spp.
provenientes do municipio de Unido dos Palmares (linhas 16 e 17), mostraram padrdes
idénticos entre si e diferentes dos demais. Por outro lado, os isolados de Macroptilium
sp. de Palmeira dos indios e de Santana do Mundau (linhas 14 e 15) apresentaram

padrées mais similares a isolados de fava que aos outros isolados de Macroptilium.
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18R T 20 NS ST T 15 16 17

Fava Macrop.

Taql

Figura 10. Padrées de restricdo obtidos com a clivagem dos produtos de PCR dos
diferentes isolados de begomovirus com a enzima Taql. KB = marcador de peso
molecular (1KB Plus DNA Ladder). As linhas 1 a 17 correspondem as amostras de fava
e Macroptilium spp., conforme Tabela 1.

4.2.1. Relacionamento filogenético entre os isolados atraveés
dos padrdes de restricao PCR-RFLP

Os diferentes padrdes de clivagem obtidos a partir da restrigdo dos fragmentos
de PCR com as enzimas Pstl, Rsal, Hinfl e Taql foram utilizados para gerar uma matriz
de similaridade entre os isolados de begomovirus através do programa FreeTree.
(Figura 11). Para elaboragdo dessa matriz foi atribuido o valor 1 para a presenga da

banda e o valor 0 para a auséncia.
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Figura 11. Matriz de similaridade entre os isolados de begomovirus gerada a partir dos

diferentes perfis de bandas dos fragmentos de PCR-RFLP.

Como verificado na Figura 11, a similaridade entre os isolados de begomovirus
variou entre 18,1% a 100%. Foi observada 100% de similaridade entre as amostras
fava UFAL, fava Rio Largo-l, fava Rio Largo-ll, fava S&do Miguel dos Campos, fava
Arapiraca, fava Estrela de Alagoas, e também com um isolado de M. lathyroides
proveniente de Palmeira dos indios, sugerindo que possivelmente estas amostras foram
infectadas por um virus da mesma espécie.

As amostras fava Recife, fava Santana do Mundau e fava Unido dos Palmares,
foram menos similares (22% e 66%) quando comparadas com o restante das amostras

de fava. Quando se comparou a amostra de fava Recife com fava Maceio, fava Atalaia
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e fava Santana do Mundau foram obtidas similaridade de apenas 22%, demonstrando
gue esses isolados podem ser muito diferentes entre si.

Baixos graus de similaridade, respectivamente 18,1% e 30%, foram obtidos para
amostras de fava Santana do Mundau e M. lathyroides Santana do Mundau e fava
Unido dos Palmares e Macroptilium sp. Unido dos Palmares. O que ndo era de se
esperar, uma vez que as amostras pertencem ao mesmo municipio e foram coletadas
em areas muito proximas. Portanto, isso pode ser explicado pelo fato de begomovirus
diferentes estarem infectando essas plantas. O mesmo ndo ocorreu quando foram
comparadas as amostras de fava e M. lathyroides, ambas provenientes do municipio de
Uni&do dos Palmares, onde a similaridade foi de 66%.

As amostras de Macroptilium sp. Unido dos Palmares e M. lathyroides Santana
do Mundau, apresentaram as menores similaridades, em média 33% e 44%,
respectivamente, sendo consideradas as mais divergentes dentre as amostras
estudadas.

Duas hipoteses podem explicar a baixa similaridade encontrada entre os
isolados presentes nesse estudo; a primeira € que virus de espécies diferentes estao
infectando essas amostras. A outra € a existéncia de variabilidade genética entre esses
isolados pode ser atribuida a insergdes, substituicbes e/ou delegbes de pequenas
regides genémicas compreendidas entre os sitios de restricdo das enzimas utilizadas,
impossibilitando o reconhecimento das mesmas.

Quando néo se dispdem de sequéncias do genoma, a clivagem de produtos de
PCR com endonucleases de restricado (PCR-RFLP) tem sido muito utilizada para
estimar a diversidade genética de Begomovirus (AMBROZEVICIUS, 2000;
FERNANDES et al., 2001; LISTIK, 2004) e de outros fitopatdgenos. No entanto essa
técnica permite que apenas o sitio de reconhecimento da enzima seja analisado.
Portanto, qualquer alteragao fora dessa regido nao pode ser determinada. PCR-RFLP
também apresenta a limitacdo de n&o indicar a espécie do virus envolvido, fornece
apenas uma nocao da variabilidade dos isolados. O sequenciamento total os parcial do
genoma € o procedimento mais recomendado para estudos de diversidade e para
identificagao ao nivel de espécie (PADIDAM et al., 1995).
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A partir da matriz de similaridade foi gerada uma arvore filogenética com a
finalidade de agrupar as amostras através de seu relacionamento filogenético. A
topologia da arvore variou de acordo com as similaridades obtidas entre os isolados de
begomovirus, podendo ser observado cinco clados distintos (Figura 12). O clado A com
10 isolados consistiu de amostras que apresentaram graus de similaridade entre 55 e
100%.

Os isolados de fava e M. lathyroides oriundos do municipio de Unido dos
Palmares, mais relacionados entre si, constituiram o clado B, provavelmente por
pertencerem a mesma espécie. O clado C, foi composto pelas amostras fava Atalaia,
fava Macei6 e fava Santana do Mundau, que apresentaram as menores similaridades
(<50%) com as demais amostras de fava. Os clados D e E foram ocupados cada um
por uma unica amostra, M. lathyroides Santana do Mundau e Macroptilium sp. Uniao
dos Palmares, respectivamente, por apresentar as menores similaridades com as

demais amostras.
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Figura 12. Arvore filogenética mostrando relagbes entre os begomovirus baseadas na
similaridade dos perfis de bandas de PCR-RFLP.
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4.3. Sequenciamento parcial dos isolados virais

Os produtos de PCR correspondentes aos isolados fava Maceio, fava Recife e
fava Unido dos Palmares foram sequenciados, nos dois sentidos. Contudo, as
sequéncias escolhidas para caracterizagao dos isolados foram aquelas obtidas com o
primer PAR1c496, por apresentarem melhor qualidade. O tamanho dos fragmentos
variou entre 1037 a 1112 nucleotideos, sendo que em varias posi¢cdes nao foi possivel
determinar com seguranga a base correspondente. Nesses casos, a posi¢cao foi
representada pela letra N (Figura 13).

Analisando-se as sequéncias obtidas verifica-se a presengca de elementos
envolvidos na replicagdo do genoma viral (Figura 13). Esses elementos s&o
conservados no genoma de begomovirus e localizam-se na regido comum.
Particularmente importante € o nonanucleotideo GTAATATTA, presente em todos os
geminivirus que infectam dicotiledéneas, com exce¢ao do Mungobean yellow mosaic
virus — MYMV (ARGUELLO-ASTORGA et al., 1994). Essa seqliéncia é clivada pela
proteina REP, sendo esse evento imprescindivel para o inicio da replicagao viral, por
meio do mecanismo de circulo rolante (LAUFS et al., 1995). O nonanucleotideo €&
flanqueado, em ambas as extremidades, por sequéncias complementares de 11
nucleotideos. Em conjunto, o nonanucleotideo e as sequéncias que o flanqueiam
formam uma estrutura em forma de grampo (“harpin”), sendo que o nonanucleotideo
corresponde a alga, enquanto as sequéncias complementares a haste (LAUFS et al.,
1995). Contudo, ao contrario de muitos begomovirus caracterizados (LAUFS et al.,
1995; FERNANDES, 2001; KARNOPP, 2001) as sequéncias flanqueadoras nao séo
perfeitamente complementares.

Localizado proximamente a regido que forma o “harpin” encontra-se a sequéncia
“TATA box” (Figura 13), que corresponde ao elemento de ligacdo da DNA polimerase

da planta durante o inicio da replicagdo (ALBERTS et al., 1996).
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Fava Macei6

TGCAGCTTNGACCACGTCTGCGGCTTTTGTGTNTCTCGAGCCATTNTCCACGTAACTGTGGAGAATAATNTGGNG
CGAGCGGCTAAGTGCTTAGCCGATATCCTGCCATGTGGCGCACTATGGGGCATCACGCGTTGAACCATTGTGAA
GTTCAAAGCAGGTTGTGAGGTGTCGAATTGTAAATATATAAGCCGGGTTGAGGTCAACTATGAGGGGCCAAGTTA
GGAGAGAAATAAATAAGTTCGACACGAACTGGTATTGATTTGGCACAGTCCGAATAACTTGACTATATAATCTTAA
ATTAACGAGGCAGGCCCATGAGGCCCAATAAGAGATGTACCCCAAAGAAAATCGGGACGGCATCCGGTAATATT
ATAACGGATGGCTACACGTGTCCCTTAAGCCCTTAGGAACTTATACTATATATTGTCCCCATTACCCCAATTCATA
AGGACATTTTTGAGCGAGAGCTCAATCGGGGTACACACGNCTTATTTACAAGTATGCCACCATCTGAAGCGTTTC
GAAATAAGGCGCTAAGAATTATTTCCTACAGCATTTCCACAAGTGCTCCATTACAAAAGAGTGTGCACTTGAGCAA
CTTCAACACATAGAAACACCCGGTCAACAAGAAATACATCGACATCTGCAAGAGAAGTTTCAACGCATAATGGGG
AACCACCATCTGCTTGCACATTATNCAATTCCACAGGAAAGTTCCAGGTGCACGAATTGCAGATTCTCCGAGCTC
AAGACATCCAAAACTCTACCGTCTTCCATGCCAATTAATAACCAGGGGCTGGGCACACAATNCATCNCCCCTGGA
CNGGTGCACAGGTCCCTAACATCCGAAGAAACGGACGGGGACATACCATCCGAAATGGGGGGACACCATCCAA
AGCCGCAGGAAAGAANCGGTAAAAGGAGGTGCGAACAACGCCATGGAGCGCTCAANGCCGACACGNTCTCCCA
GAAGAACACAGNCNATCAACAGAAACGCGGAAGTNTCCCCANAAACACCCACCCANGGAAAATTACACAGGCAG
AAGGCNCCCGCACCCCATCANAGGC

Fava Recife
GCATGANTACCATCAGCGGCTGTTGTATTTAGACCCATTACACCACGAGGAGAAAAATTAGTAGAAGCGGCTAAT
ATTCTGGAGCGATACCAGCCATGGTGGCGCCATTGAGCATCACGCTTAGGCATTTTGAATTAAAGGATATGGTCA
AGTTCTACATTAAATTTATAGTTTAGTAAAGAACTTGGACACCAAGTTCAAAATTAACTAAACCCACAAGTACTAAA
GTCATTGGTCAGCAGACATCACTTTCCTTTAATTCAAATAAAGAACGGCCCAAGAGGCCCAAAAAGAATGGGCCT
TAAAAAAAATCGCGCGGCCATCCGGTAATATTATAGCGGATGGCCGCCACGTGTCGACAGATCCTTAAAGAACT
TCTTACTATATATGGGCACCATTACACCGATTCATAGAGACTTTTGAACGAGAGCTCAATCGGGGTACACCCTCTT
ATTTACAAATATGCCACCACCAAAGCGTTTTAAAATAAACGCAAAGAACTATTTCCTGACATACCCACAATGTTCAA
TTACAAAAGAGAGTGCAATTGAACAACTTCAAAACCTACAAACACCAGTGAACAAGAAATACATCAGAATTTGCAG
GGAAATTTCATGCAAANATGGGGAAACCCACNATCTACATTGCTCTTATTCAAATTCCCAAGGCAAATGTTCCCAA
TGCACAAATTTGCCAGAATTGTTCGACTCAAAAATNCAAACAACCTCTTCCGGTCTCCCATGCCCATATTACCAGG
AAGGCAAAATCATCCCCTCTGGAAGGTCCACAAGTCCCTACCATCGCAGAAAAGACCGGGTGAACTCACTGNAA
ANGGGGTCACTTCACAACGTCGACGGGAGAACTGGTCAAAAGGAGGCAACAAACACGGCGANTGGANGCGGGA
CCCGAAGACTNAANGCGTTTCAAAAAGAANCGGATAATCAGAGACAAGGGAAGTCCTCACACAAAANCCNGACC
GGAAAAACAAAAGGCGACAGAGCCCGACTCCTCAAGCAAAAAAGGAATGGGGCG

Fava Unido dos Palmares
GCTGTGACCACTCAGCGGCTTATTGTACTCGACCCATTTCCACTACGTGGAGAATATTGGTCGAGCGGCTAATCT
TGGCCGTACCTGCCATGTGGCGCCATGGGGCATCGCGCTTGAACCATTTTGAGTTAAAGAGGTTGTGAGTTCTA
ATTGTAAATTTATAGTCGTTAGTCAACTTGAGGGTCAAGTTGGAAAAAATAAATAGGCTCGCCACAACGGTGTTGA
TTGGACAGTCCAACTAACTTGACTTTAATTTAAATTACAAAAGAGGCCCGATGAGGCCCAATAAAAGATATACTCC
CAAAAAATCGGGACGCGGCATCCGGTAATATTATAGCGGATGGCCTACACGTGTCCCTTAAGCCCTTAGGAACT
TATACTATATATTGTCCCCTTTAACCCAATTCATAGAGACTTATGAGCGAGAGCTCAATCGGGGTACACTCACTTA
TTTAACAAGTATGCCAACACCGAAGCGTTTTAAGATAAGCGCTAAGAATTATTTTCCTCACATTTCCACAATGCTCC
CATTACCAAACAGAGTGTGCACTTGAGCAACTTCAACACATAACAAAACACCCCGGTCAAAAAGNAAATAACATCC
AGGAAACTCTGGCACGAGAAATTGCACGAACNAAATGGGGGAACCAAAATCCTGCNATGCCCTTTAATTCTCAAT
TCGAAGCGAAAGTTCCCAGTGCACAAATTGGAAGATTCTTTCAGACTCCNAAGATCCATCACAATTCAAATGCCC
CGGTGCTTCCCCAATGGCCCAATTAATTAACACGAAGTGCCANAAAGTCAANACCCCCTCGGACTGGGCCCAAN
GTNCCCTCAACNTCNCCAGGAAAAAGGGACCGCGGGGGAATCACCAGACCGACAATGGGGGGGGGTATACACA
ATCNAACGCGAANAAACATTGCGTCAACAGAAGGGCGAAACAAGCACATAGAAGGTCGGCATCAAATGAACGGA
AAGGGNACTATAAGAAAACAACNCCACGAGAAAATAATAAGAAGAAACANGNGGGAAAATAGTTCCAAAAGTAAA
CACCCACCTAAAAGGGAAATATTACCGCGCACGAGCNGAGTCTAGAGCCACCCCCACATCA

Figura 13. Seqliéncias das extremidades 5" dos genes Rep e Cp e da regido comum do DNA-A
dos trés isolados de begomovirus caracterizados nesse estudo (Fava Maceid, Fava Recife e
Fava Unido dos Palmares). As posigbes indicadas pela letra N podem indicar qualquer uma das
bases A, G, C ou T. O “TATA Box” encontra-se em verde e a seqiiéncia que forma o “harpin”

esta em amarelo e azul, sendo o nonanucleotideo, ao centro, destacado em azul.
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4.3.1. Analise filogenética dos isolados sequenciados

As sequéncias de nucleotideos dos produtos de PCR correspondentes as
extremidades 5 dos genes Rep e Cp e a regiao comum do DNA-A dos trés isolados
caracterizados nesse estudo, foram comparadas com outras sequéncias depositadas
no banco de dados do NCBI, através do programa BLASTn (nucleotideo x nucleotideo).
Como observado na Figura 14, os trés isolados caracterizados mostraram maiores
identidades com um mesmo isolado do Bean golden mosaic virus, proveniente do
estado de Goias e caracterizado por FARIA & MAXWELL (1990). Tal isolado é
apontado por esses mesmos autores como o representante tipo da espécie no Brasil.

Outras sequéncias de elevadas identidades foram encontradas para
begomovirus que infectam plantas cultivadas como feijao caupi, tomate e batata e

plantas invasoras como Sida micrantha, Macroptilium sp. e Abutilon sp. (Figura 14).
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Figura 14. Sequéncias depositadas no NCBI que apresentaram maiores identidades
com as sequéncias dos isolados caracterizados nesse estudo. A, B e C = isolados fava

Maceid, fava Recife e fava Uniao dos Palmares, respectivamente.
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A comparacédo das sequéncias nucleotidicas dos isolados Fava Maceio, Fava
Recife e Fava Unido dos Palmares com as sequéncias depositadas no NCBI permitiu a
classificagdo dos mesmos na espécie Bean golden mosaic virus, uma vez que de
acordo com as recomendacgdes do ICTV (International Committee for Taxonomy of
viruses) isolados de Begomovirus que apresentam sequéncias de nucleotideos com
identidade igual ou superior a 90% devem ser agrupados na mesma espécie
(PADIDAM et al., 1995; VAN REGENMORTEL et al., 2000; FAUQUET et al., 2001).

O presente trabalho constitui no primeiro relato de infeccéo de fava pelo BGMV
nos estados de Alagoas e Pernambuco. Em Alagoas LOPES et al. (2004) ja haviam
comunicado a ocorréncia de infecgdo de fava por geminivirus, contudo os autores se
restringiram a identificacdo ao nivel de género, no caso Begomovirus. Contudo, o
BGMV é um virus muito comum na cultura do feijoeiro no Brasil, tendo sido relatado no
estados de Sao Paulo, Goias, Parana, Minas Gerais, Bahia e Mato Grosso (FARIA &
MAXWELL, 1999).

Comparagdes dois a dois revelaram altos niveis de identidades entre os isolados
caracterizados nesse estudo e entre esses isolados e o BGMV, conforme ilustrado na
Tabela 4. As identidades variaram de 90 a 94,4 %, indicando que todos os isolados s&o
estirpes de uma mesma espécie (BGMV). FARIA & MAXWELL (1999) estudaram os
begomovirus que infectam o feijoeiro no Brasil. Analisando vinte isolados provenientes
de seis estados brasileiros concluiram que todos se tratavam do BGMV e que de um

modo geral a identidade entre eles era superior a 95%.

Tabela 4. ldentidades (%) entre os isolados de fava geradas pelo alinhamento das

sequUéncias nucleotidicas no programa DNAMAN.

Isolados Fava Maceio6 Fava Recife Fava Uniao BGMV
Fava Macei6 100 % 90,3 % 94.4 % 92.0 %
Fava Recife 90,3 % 100 % 92,0 % 93,0 %

Fava Unido 94.4 % 92,0 % 100% 90 %
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Apesar das tentativas nao foi possivel obter seqliéncias com qualidade dos
isolados provenientes de Macroptilium spp. para compara-los com os isolados de fava.
No entanto, a partir dos padrdes de restricdo € provavel que pelo menos dois desses
isolados (Macroptilium Santana do Mundau e Macroptilium Unido dos Palmares)
pertencam a uma espécie distinta do BGMV. Os dados obtidos por IDRES et al. (2003)
reforcam essa hipotese, pois sequenciando dois begomovirus de Macroptilium da
Flérida e de Porto Rico os autores verificaram baixas identidades entre esses isolados e
também entre esses isolados e o BGMV (de 76 a 81 %). Concluiram entdo que se
tratavam de novas espécies e propuseram os nomes Macroptilium yellow mosaic
Florida virus (MaYMFV) e Macroptilium yellow mosaic Puerto Rico virus (MaYMPRYV),
respectivamente.

Os dados do presente trabalho vém confirmar os trabalhos de FARIA &
MAXWELL (1999), que ressaltam a ampla distribuigdo do BGMV no Brasil. Contudo,
esses autores trabalharam com o feijoeiro e no presente trabalho a hospedeira
investigada foi a fava. Porém ambas as hospedeiras sdo muito relacionadas,
classificando-se inclusive no mesmo género (Phaseolus). A ampla disseminagado do
BGMV em plantas de fava no estado de Alagoas e, no Brasil de um modo geral, pode
ser explicada pela alta capacidade de dispersao do inseto vetor, o qual pode ser
transportado de uma area para outra pelo vento AMBROZEVICIUS et al. (2002).
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5. CONCLUSOES

Os dados obtidos permitiram concluir que:

Os Begomovirus estdo amplamente distribuidos em plantas de fava (Phaseolus

lunatus) no estado de Alagoas;

Os dados de PCR-RFLP sugerem que infecgbes mistas estejam ocorrendo em

algumas amostras estudadas nesse trabalho;

Dentre os isolados que infectam Macroptilium spp. incluidos no estudo é

provavel que alguns pertengam a espécie BGMV e portanto, possam infectar a fava;

As andlises com as endonucleases de restricdo revelaram alta diversidade

genética entre os begomovirus, sendo separados cinco clados distintos;

Com base na sequéncia de DNA foi possivel identificar o begomovirus
infectando plantas de fava como Bean golden mosaic virus (BGMV), um virus muito

comum na cultura do feijoeiro;

Este € o primeiro relato de Bean golden mosaic virus infectando plantas de fava

nos estados de Alagoas e Pernambuco;
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