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RESUMO - Os Begomovirus fazem parte de uma familia numerosa de fitovirus denominada
Geminiviridae. Eles infectam ampla gama de hospedeiras, incluindo muitas espécies
cultivadas, como tomate (Lycopersicon esculentum), feijao (Phaseolus vulgaris), pimentao
(Capsicum annuum), caupi (Vigna unguiculata), mandioca (Manihot esculenta) etc., além de
plantas invasoras de varias espécies. Em alguns casos, plantas invasoras podem funcionar
como reservatorios desses virus para plantas cultivadas, mediante transmissao pelo inseto-
vetor. No presente trabalho, plantas invasoras com sintomas de mosaico amarelo, deformacao
do limbo foliar e reducao do crescimento foram avaliadas no tocante a presenca de Begomovirus
mediante a técnica de PCR, empregando-se oligonucleotideos universais para deteccao desses
virus. Foram avaliadas 11 amostras, correspondendo a 10 espécies, coletadas em municipios
dos Estados de Alagoas, Pernambuco e Bahia. Algumas, como Herissantia crispa, Waltheria
indica e Triumfetta semitriloba, sao relatadas pela primeira vez como espécies hospedeiras de
Begomovirus. Para estimar a variabilidade genética dos Begomovirus detectados, o produto de
amplificacao dos diversos isolados foi clivado com as enzimas de restricao EcoRI, Hinfl e Tagl.
Confirmando resultados obtidos para plantas cultivadas por outros grupos de pesquisa, foram
observados padroes distintos de clivagem para os isolados estudados, evidenciando a grande
variabilidade genética desses virus.
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ABSTRACT - Genus Begomovirus belong to the family Geminiviridae. Begomovirus is associated
with a wide range of hosts, including many cultivated species such as tomato (Lycopersicon
esculentum), dry beans (Phaseolus vulgaris), pepper (Capsicum annuum), cowpea
(Vigna unguiculata), cassava (Manihot esculenta), etc., besides many weed species. It has
been demonstrated that in some cases weeds act as virus reservoirs for cultivated plants. In the
present worlk, weed samples presenting yellow mosaic, foliar malformation and size reduction
were tested by PCR for infection by Begomovirus, using specific degenerate oligonucleotides.
Eleven samples corresponding to 10 plant species were collected in the countryside towns in the
states of Alagoas, Pernambuco and Bahia. Some plant species such as Herissantia crispa,
Waltheria indica and Triumfetta semitriloba are reported for the first time as hosts for
Begomovirus. To estimate the genetic diversity of the detected Begomovirus, the amplified
products of several isolates were cleaved with each three restriction enzymes, EcoRI, Hinfl, and
Tagql. Different patterns were observed for the studied isolates, pointing out to a great genetic
diversity for these viruses.
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INTRODUCAO

Os Begomovirus estao classificados na
familia Geminiviridae e constituem atualmente
um dos principais problemas fitossanita-
rios de muitas culturas agricolas em todo o
mundo. Perdas significativas, em decorréncia
da incidéncia das geminiviroses, tém sido
relatadas, entre outros, em plantios de tomate,
feijao, caupi, mandioca, pimentdo e algodao
(Faria et al., 2000; Morales & Anderson,
2001).

Os Begomovirus caracterizam-se por
apresentar “particulas geminadas” com mor-
fologia icosaédrica e genoma composto, na
maioria das vezes, por duas moléculas de DNA
circular de fita simples (Lazarowitz, 1992),
denominadas DNA-A e DNA-B, cada uma com
aproximadamente 2.500 nucleotideos. Outras
caracteristicas importantes sao dicotiledoneas
em suas gamas de hospedeiras e “moscas-bran-
cas”, como seu inseto-vetor (Bemisia tabaci)
(Faria et al., 2000).

As geminiviroses vém sendo relatadas no
Brasil desde a década de 1930. No entanto,
apenas no inicio da década de 1980 se torna-
ram economicamente importantes, causando
perdas elevadas em culturas de varias espécies
de plantas cultivadas. Aparentemente, o
aumento da incidéncia das viroses ocasio-
nadas por Begomovirus esta relacionado ao
surgimento e a disseminacao de um novo
biotipo (biétipo B) da “mosca-branca” (Faria
et al., 2000). O biotipo B transmite os virus
mais eficientemente e apresenta uma gama de
hospedeiros mais ampla que o biotipo A. Além
disso, populacoes do biotipo B resistentes a
inseticidas sao mais rapidamente selecionadas
que no biotipo A (Faria et al., 2000). Esses
fatos dificultam sobremaneira o controle das
“moscas-brancas” e, consequientemente, das
doencgas causadas por Begomovirus.

Além de plantas cultivadas, muitas espécies
de plantas invasoras tém sido relatadas como
hospedeiras de Begomovirus em varios paises,
inclusive no Brasil. As espécies relatadas geral-
mente pertencem a Malvaceae, Euphorbiaceae
e Fabaceae (Morales & Anderson, 2001).
Alguns estudos demonstraram casos em que
Begomovirus provenientes de plantas invasoras
podem ser transmitidos para espécies culti-
vadas através do inseto-vetor ou mediante
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inoculacao via extrato vegetal tamponado
(Frischmuth et al., 1997; Faria et al., 2000;
Morales & Anderson, 2001). Dados con-
vincentes indicam que plantas invasoras
podem funcionar como fontes de inéculo de
Begomovirus para plantas cultivadas e que a
erradicacao dessas plantas das areas de cultivo
deve ser uma medida adotada visando a
reducao da incidéncia dessas viroses.

No Brasil, ja se realizaram estudos objeti-
vando caracterizar molecularmente isolados de
geminivirus que infectam plantas cultivadas,
sobretudo o feijoeiro e o tomateiro (Faria &
Maxwell, 1999; Ribeiro et al., 1998; Cotrim
et al., 2004). Os resultados desses estudos
revelam enorme variabilidade genética entre
os isolados. Resultados prévios indicam que,
a exemplo do que ocorre com plantas cultiva-
das, a variabilidade € muito grande entre os
Begomovirus que infectam plantas invasoras
(Ambrozevicius et al., 2002; Callegario et al.,
2004).

A caracterizacao de Begomovirus que
infectam plantas invasoras € a etapa inicial para
se chegar a importantes informacdes sobre
aspectos ecologicos e evolutivos a respeito
desses virus. Podera também contribuir para
elucidar se esses isolados podem infectar
plantas cultivadas de importancia para a regiao
Nordeste, como tomate, feijao, pimentao e
caupi. O presente trabalho teve como objetivos
verificar a ocorréncia de Begomovirus em diver -
sas espécies de plantas invasoras provenientes
dos Estados de Alagoas, Pernambuco e Bahia
e estudar a variabilidade genética dos isolados
detectados mediante PCR-RFLP (Polymerase
Chain Reaction — Restriction Fragment Length
Polymorphism).

MATERIAL E METODOS

Amostras de plantas invasoras apresen-
tando mosaico amarelo, deformacao do limbo
foliar e reducao do crescimento (Figura 1)
foram coletadas em municipios de Alagoas,
Bahia e Pernambuco (Tabela 1). De modo geral,
foram coletados ramos férteis com folhas
novas. Os ramos férteis foram enviados aos
Laboratérios de Botanica da Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria -
IPA, Recife, PE, ou da Universidade Federal de
Alagoas — UFAL, Maceio, AL, para identificaciao
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botanica. Amostras de tecidos foliares jovens
foram levadas ao Laboratorio de Fitopatologia
da UFAL, para extracdo de DNA. Foram cole-
tadas 11 amostras, de marco de 2003 a julho
de 2004.

As extracdes de DNA de plantas possivel-
mente infectadas por geminivirus foram realiza-
das segundo método descrito por Ferreira &
Grattapaglia (1995). Aproximadamente 30 ng

Sida rhombifolia

Cnidoscolus urens

Waltheria indica

do DNA extraido foram utilizados como molde
para o teste de PCR contendo os pares de
oligonucleotideos PAL1v1978/par1C496 ou
PBL1v2040/PCRcl, visando amplificar, res-
pectivamente, regides especificas do DNA-A e
DNA-B do genoma dos Begomovirus (Rojas
et al., 1993). O controle positivo da PCR con-
sistiu em reagdes de amplificacdo contendo
plasmideos com fragmentos do DNA A e B do
genoma do Sida golden mosaic virus,

%

Cleome affinis

Figura 1 - Sintomas de mosaico provocados por Begomovirus em algumas plantas invasoras estudadas neste trabalho.

Tabela 1 - Procedéncia das plantas invasoras infectadas com Begomovirus utilizadas neste estudo

Nome popular Nome cientifico Familia Procedéncia
Malva-guaxuma Sida rhombifolia L. Malvaceae Rio Largo — AL
Mela-bode Herissantia crispa (L.) Brizicky Malvaceae Maceié — AL
Mela-veludo Sidastrum micranthum (St.-Hil.) Fryxel Malvaceae Maceié — AL
Carrapicho Triumfetta semitriloba Jacq. Sterculiaceae Tamandaré — PE
Malva S. spinosa L. Malvaceae Macei6 — AL
Mussambé Cleome affinis D.C. Capparaceae Maceié — AL
Mussambé C. affinis D.C. Capparaceae Recife — PE
Malva-sedosa Waltheria indica L. Sterculiaceae Maceié — AL
Feijao-de-rolinha Macroptillium lathyroides (L.) Urban Fabaceae Juazeiro — BA
Carrapicho Desmodium sp. Fabaceae Macei6 — AL
Cansancido Cnidoscolus urens (L.) Arthur Euphorbiaceae Marechal Deodoro — AL
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caracterizado por Lima et al. (2002) como DNA
molde. Como controle negativo, o DNA molde
foi extraido de plantas jovens sadias de
algumas espécies estudadas. As condicoes das
reacdes foram as mesmas utilizadas por Rojas
et al. (1993).

Para estimar a diversidade genética, os
produtos amplificados a partir do DNA-A dos
diversos isolados foram clivados a seguir com
as enzimas de restricao EcoRI, Hinf 1 e Tagql.
As misturas para a clivagem dos fragmentos
constituiram-se de 20 U da enzima, 2 ulL do
respectivo tampao 10 X, aproximadamente 200
ng do produto de PCR (5 ul) e agua estéril
suficiente para 20 puL. As misturas foram
incubadas durante duas horas a 37 °C (EcoRI
e Rsal) ou a 65 °C (Taql).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras foliares com mosaico
amarelo, deformacao do limbo foliar e reducao
do crescimento apresentavam-se infectadas
com Begomovirus, visto que fragmentos de
amplificacdo com tamanhos esperados foram
observados apenas nas amostras contendo
DNA de plantas sintomaticas e ndao nos contro-
les assintomaticos. Quando utilizados os
oligonucleotideos PAL1v1978/par1C496, um
fragmento de aproximadamente 1,2 kb foi
amplificado nas amostras com DNA de plantas
sintomaticas (dados nao mostrados), ao passo
que PBL1v2040/PCRcl direcionaram, confor-
me esperado, a amplificacdo de um fragmento
de cerca de 0,6 kb (dados nao mostrados). Os
pares de oligonucleotideos PAL1v1978/
parlC496 e PBL1v2040/PCRcl sao “degene-
rados” (Rojas et al., 1993) e considerados
universais para a deteccao de Begomovirus de
genoma bipartido.

As 10 espécies de plantas invasoras cons-
tatadas como hospedeiras de Begomovirus
neste trabalho estao distribuidas em cinco
familias botanicas. H. crispa, W. indica,
T. semitriloba e Demodium sp. ainda nao
haviam sido relatadas como hospedeiras des-
ses virus no Brasil e no mundo. Contudo, em
espécies como M. latyroides, S. rhombifolia,
E. heterophylla, Cleome spp., B. rhomboidea e
C. urens (sinonimia Jatropha urens), a infeccao
por Begomovirus tem sido freqiientemente
relatada. Esses resultados ampliam ainda mais
as gamas de hospedeiras conhecidas para
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Begomovirus, consideradas como das mais
amplas entre os fitovirus e que até entao
incluiam aproximadamente 120 espécies
de plantas de diversas familias botanicas
(van Regenmortel et al., 2000).

No Brasil, desde a década de 1940 vém
sendo relatadas infeccoes de plantas invasoras
por geminivirus. Contudo, a importancia des-
sas plantas como reservatorios de virus que
infectam plantas cultivadas nao tem recebido
muita atencao. Costa & Carvalho (1960)
relataram que o Abutilon mosaic virus (que
ocorria em malvaceas) e o Euphorbia mosaic
virus (EuMV) (obtido de Euphorbia prunifolia)
podiam ser transmitidos para o tomateiro,
utilizando-se o inseto-vetor. Em condicoes
experimentais, Frischmuth et al. (1997)
demonstraram que o Sida golden mosaic virus
(SiGMV) pode ser transmitido por “moscas-
brancas” para feijoeiros. Pesquisa recente
conduzida por Cotrim et al. (2004) determinou
que cerca de 10% das amostras de tomateiros
com sintomas de mosaico coletadas na regiao
Centro-Oeste do Estado de Sao Paulo estavam
infectadas com o Sida mottle virus (SiMoV),
enquanto Callegario et al. (2004), em Minas
Gerais, verificaram infeccao natural do toma-
teiro com um isolado do Sida micrantha mosaic
virus (SimMV).

No presente trabalho, a clivagem com
diferentes endonucleases dos produtos de PCR
amplificados a partir do DNA-A dos isolados
de Begomovirus revelou grande diversidade
entre os isolados estudados (Figura 2). A cliva-
gem com EcoRI resultou no mesmo perfil de
bandas para os dois isolados de C. affinis
provenientes de Macei6 e Recife (Figura 24). O
mesmo padrao também foi observado para
os fragmentos dos isolados de M. latyroides,
S. spinosa e W. indica (Figura 2A).

Os resultados obtidos na clivagem com
Taql sdao consistentes com os obtidos com a
endonuclease EcoRI, indicando haver varia-
bilidade entre os isolados estudados (Figura 2B).
Os fragmentos de alguns isolados (M. latyroides,
C. affinis/Maceio e C. affinis/Recife) aparente-
mente nao apresentam o sitio de reconheci-
mento para Tagl, pois o produto de PCR nao
teve seu tamanho alterado apés a incubacao
com a enzima (Figura 2B). Constatou-se nova-
mente a similaridade entre os dois isolados de
C. affinis.
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Figura 2 - Fragmentos de DNA visualizados em gel de agarose apds digestdo com diferentes enzimas de restri¢do dos produtos
amplificados a partir do DNA-A de Begomovirus. A, B e C = clivagens com EcoRl, Taql e Hinfl, respectivamente; M = 1 kb
DNA ladder; 1 = Desmodium sp.; 2 = Macroptillium lathiroides; 3 = Sidastrum micrantum; 4 = Herissantia crispa; 5 = Sida
spinosa; 6 = Triumfetta semitriloba; 7 = Cleome affinis/Recife; 8 = C. affinis/Maceid; 9 = Sida rhombifolia; 10 = Cnidoscolus

urens; € 11 = Waltheria indica.

A clivagem dos produtos de PCR dos
diversos isolados com Hinfl corrobora o estreito
relacionamento entre os dois isolados prove-
nientes de C. affinis, os quais mais uma vez
exibiram o mesmo padrao de bandas (Figura
2C). Nos demais isolados foram observados
padroes de restricao tnicos, constituidos de
duas ou trés bandas, o que indica existir, res-
pectivamente, um ou dois sitios de clivagem
para Hinfl no produto de amplificacao (Figura
2C). A excecao foi o isolado de W. indica/Maceio,
aparentemente sem qualquer sitio de clivagem
para essa enzima.

Quando nao se dispde de seqiéncias do
genoma, a clivagem de produtos de PCR com
endonucleases de restricao (PCR-RFLP) tem
sido muito utilizada para estimar a diversidade
genética de Begomovirus (Ambrozevicius et al.,
2000; Fernandes, 2002; Rojas et al., 1993) e
de outros fitopatégenos. No entanto, essa técni-
ca considera apenas o sitio de reconhecimento
da enzima — uma sequiéncia de quatro ou seis
bases, dependendo da enzima. Dessa forma,
permanece indetectada qualquer alteracao fora
dessa regiao. O seqiienciamento total ou par-
cial do genoma dos isolados estudados seria
muito mais informativo.

Em conjunto, os padrdes de clivagem
gerados com as trés enzimas de restricao
evidenciam a grande variabilidade genética
entre os isolados de Begomovirus provenientes
de plantas invasoras, pois praticamente cada
isolado apresentou padrao proprio. A alta
variabilidade genética dos Begomovirus se
reflete no grande niimero de espécies descritas

(van Regenmortel et al., 2000), o que, na
pratica, dificulta a adocao das medidas de
controle, de eliminacao de hospedeiras alter-
nativas e a utilizacao de variedades resistentes,
esta a medida considerada a mais adequada
para o controle de fitoviroses.
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