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RESUMO

Um virus isolado em Guaratinguetd, SP, de tomateiro
(Lycoporsicon esculentum) ‘ SantaClara’ com sintomas caracteristicos
devirose, foi estudado por meio deplantasindicadorase dehospedeiras
diferenciais pertencentes a linhagens homozigotas de tomateiro,
ensaios de estabilidade in vitro, purificacdo, contrastagdo negativa,
testes sorol6gicos de ELISA-PTA e imunomicroscopia el etronica,
utilizando-se anti-soros contradiferentesvirusdo género Tobamovirus.
Oisoladoinfetou plantas de espécies de amarantaceas, quenopodiaceas
e solanécesas. Plantas de Chenopodium amaranticolor reagiram com
sintomaslocaise sistémicos; Nicotiana sylvestrise N. rustica reagiram
com lesBeslocaisealinhagem homozigotadetomateiro Tm-2 mostrou-
seimuneao virus. Nas preparacdes purificadas de contrastago negetiva,
foram ohservadas particul asrigidas e al ongadas com cercade 300 nm.
Oisoladofai identificado como um tobamovirus, com anti-soroscontra

0 Tomato mosaic virus (ToMV) e Tobacco mosaic virus (TMV). As
hospedeirasdiferenciaisindicaram setratar de ToMV. Por meiode RT-
PCR, com oligonuclectideos parao gene dacapaprotéicade espéciesdo
género Tobamovirus do subgrupo 1, amplificaram-se fragmentos com
850 pb que foram clonados e seguenciados. A similaridade de
nucleotideos e aminoacidos deduzidos variou entre 85 € 91% quando a
seqiiénciado ToMV-SPfoi comparadacom outras sequénciasde ToMV,
75 e 83% quando comparada com as do TMV e 67 e 72% quando
comparada com a do Odontoglossum ringspot virus (ORSV). As
comparagies com outras espécies detobamovirus apresentaram val ores
desimilaridadeinferioresa65%. Confirmou-seaidentidade dosvirus
como sendo uma nova estirpe do ToM V.

Palavras-chave adicionais: Tobamovirus, hospedeiras
diferenciai's, sorologia, seqiienciamento.

ABSTRACT

Characterization of a new Tomato mosaic virus strain isolated
from tomato in the State of Sdo Paulo, Brazil

Tomato (Lycoporsicon esculentum) plants* SantaClara’ from
the city of Guaratinguetd in the State of Sao Paulo, Brazil, show
typical virus symptomsin this study. The evaluation was carried out
by using indicator plants and differential tomato genotypes with
resistance factors of Tm-1, Tm-2 and Tm-22; virus stability in sap;
purification; and negative staining, PTA-ELISA and ISEM. The
isolates infected plants from several species of Amaranthaceae,
Chenopodiaceae and Solanaceae. Chenopodiumamaranticolor plants
reacted with local and systemic symptoms; Nicotiana sylvestris
and N. rustica reacted with local |esionsand thetomato Tm-2 showed
immunity. Rod-shaped particles about 300 nm were observed in

negatively stained preparations. Theisolate reacted against Tomato
mosaic virus (ToMV) and Tobacco mosaic virus (TMV) antisera.
Based on host plants, the isolate was identified as tToMV and by
the tomato genotype response, but it could be not identified as the
Oor | TOMV strain. In order to confirm the identity of the virus,
RT-PCR was performed with specific primers for the tobamovirus
coat protein gene and the amplified DNA was cloned and sequenced.
The nucleotides and deduced aminoacids showed 85 and 91%
similarity when compared to ToMV sequences, 75 and 83%
similarity with those of TMV, and 67 and 72%, with Odontoglossun
ringspot virus (ORSV). For other tobamovirus species, thesimilarity
values were lower than 65%. The virus was confirmed as a new
ToMV strain.

INTRODUCAO

Dentre os fitovirus ja relatados causando perdas
significativas naculturado tomateiro (Lycopericon esculentum
Mill.), destacam-se 0s pertencentes aos géneros Cucumovir us,
Luteovirus, Potexvirus, Potyvirus, Tobamovirus e Tospovirus
(Blancard, 1996; Fariaet al., 2000; Colariccio et al., 2001). Do
género Tobamovirus, familia Tombusviridae, fazem parte os
virus com forma de bastonetes rigidos com 300 nm de
comprimento, simetriahelicoidal, constituidosde RNA defita
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simples com cercade 6.400 nucleotideos e quatro fases abertas
deleitura(ORF). Osvirusdeste género apresentam distribuicao
mundial em regides de clima temperado e tropical (Van
Regenmortel et al., 2000), séo transmitidos por contato
mecanico, decorrente das praticas culturais, podendo
permanecer em residuosvegetai s, no solo e naéguapor longos
periodos, ndo havendo, até o0 momento, vetores conhecidos.
Também podem ser transmitidos por sementes, infestando a
superficie do tegumento, mucilagem externa, testa e
endosperma, ndo sendo transmitidos por polen. Possuem ampla
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gama de hospedeiras, tendo sido relatados em nove familias
botanicas (Brunt et al., 1996).

Dezessete espécies constituem o género Tobamovirus
(Van Regenmortel et al., 2000; Antignus et al., 2001). Atual-
mente, 0 género Tobamovirus estadividido em trés subgrupos,
sendo o TOMV pertencente ao subgrupo 1, juntamente com o
TMYV, Tobacco mild green mosaic virus (TMGMV),
Odontoglossum ringspot virus (ORSV) e Pepper mild mottle
virus (PMMoV). Esta classificagéo € feita em funcéo de
parametros como origem de montagem daparticula, niUmero de
nucleotideos presentes entre duas diferentes ORFs, andlise
filogenética e hospedeiras, sendo o subgrupo 1 denominado
subgrupo das solanaceas, o 2 das cruciferas e 0 3 das
cucurbitaceas, tendo como membro-tipo o TMV, o Turnipe
vein-clearing virus(TVCV) e o Cucumber green mottlemosaic
virus (CGMMV), respectivamente (Lartey et al., 1996).

No Brasil, hasomenterelatosdaocorrénciade espécies
do género Tobamovirus pertencentes ao subgrupo 1: 0 TMV
infetando tomateiro, Nicotiana tabacum L., Petunia sp. e
Zinnia sp.; o ToMV infetando tomateiro; o ORSV em
Cymbidium sp.; e mais recentemente o PMMoV infetando
pimenta (Capsicum baccatumL.) e piment&o (C. annuumL.)
(Caner etal., 1990; Bastoset al., 1999; Alexandre et al ., 2000;
Maritan & Gaspar, 2001; Kaobori et al., 2001; Moreiraet al.,
2001; Eiraset al., 2003). Asprimeiras descricdesdo ToMV, no
Brasil, foram feitas por Costa et al. (1971), Fernandes et al.
(1983) e Caner et al. (1990), tendo sido feita, neste Ultimorelato,
a descricdo de uma estirpe severa causando quebra da
producdo em tomateiros na Regi&o de Conchal, SP.

O presente trabalho teve como finalidade a caracte-
rizacdo de um isolado de tobamovirus em tomateiros ‘ Santa
Clara’, por meio de andlises ao microscopio eletrénico de
transmisséo, da caracterizagdo bioldgica da espécie e estirpe
utilizando hospedeiras diferenciais, purificacao, producéo de
anti-soro, testes sorol égicos e moleculares.

MATERIAL EMETODOS

Fonteemanutencdodovirus

Tomateiros ‘ Santa Clara’ com sintomas sistémicos
semelhantes a infecg@o causada pelo ToMV, tais como
afilamento, distor¢éo e bolhas nos foliolos, foram coletados
no municipio de Guaratinguetd, Vale do Paraiba-SP.

Visando amanutencéo dafonte devirus, extrato vegeta
obtido desses tomateiros foi empregado nainoculagdo meca-
nica em plantas de N. tabacum ‘White Burley’ e tomateiro
‘SantaClara , as quaisforam mantidas em casa de vegetaco.
Além disso, tanto o material original quanto as plantas
inocul adas foram armazenadas em cloreto de célcio a—20°C.

GamadeHospederas

O extrato vegetal empregado nos ensaios deinoculagéo
mecénica para a determinagdo da gama de hospedeiras foi
preparado pela homogenizacdo de folhas de N. tabacum
‘White Burley’ infetadas, em presenca de soluc&o de sulfito
de sddio 0,5%, pH 6,0 naproporcao de 1:5 (g:ml), adicionando-
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se carborundum (400 mesh) como abrasivo. Apdsainocul agéo,
as plantas foram mantidas em casa de vegetacdo para a
observacdo dos sintomas. Foram inocul adas mecanicamente
plantas de 27 espécies vegetais e variedades pertencentes a
nove familias boténicas: Gomphrena globosa L.
(Amaranthaceae), Chenopodium quinoa Willd., C. murale L.
(Chenopodiaceae), Sonchus oleraceos L. (Compositae),
CucumissativusL ., Citrulluslunatus Schrad. (Cucurbitaceae),
Glicine max (L.) Merrill., Vigna unguiculata L. (Fabaceae),
Hybiscus esculentus L. (Malvaceae), Passiflora edulis Sims.
(Passifloraceae), CapsicumannuumL. ‘Reinger’, C. bacatum
L. ‘Dedo de Moca, Datura metel L., D. stramonium L., L.
esculentum‘ Galicho’, * Jumbo’ e SantaClara’, N. clevelandii
Gray., N. debneyi Domin., N. glutinosa L., N. tabacum* Samsun’,
‘Samsun NN, *“TNN’, *Turkish’, * Xanthii’ e ‘White Burley’
(Solanaceae), Plantago tomentosa Lam. (Plantaginaceae) e
Tetragonia expansa L. (Tetragoniaceae). Na auséncia de
sintomas, foram feitos testes de recuperacdo do virus por
mei 0 dainocul acdo mecanicaem plantasde N. tabacum‘ White
Burley’, afimde severificar aocorrénciadelaténcia.

Plantas de C. amaranticolor, N. sylvestris Speg &
Comes., N. rustica L., petunia (Petunia hybrida Vilm.),
diferenciaisparaTMV eToMV, elinhagensdetomateiro* Tm-
1', homozigoto resistente ao ToMV, ‘Tm-2' e ‘Tm-2% homo-
zigotosresistentesao TMV 1e2 e’ SantaClara suscetivel ao
ToMYV, foram inoculadas com oisolado e mantidasem casade
vegetagdo paraidentificacdo do virus por meio damanifestagéo
de sintomas.

Purificagdodovirus

Folhasinfetadas de N. tabacum ‘White Burley’ foram
utilizadas no processo de purificagdo. Empregou-se o método
descrito por Caner et al. (1990), com modificactes pelaadicdo
de2,5% de polietilenoglicol (PEG) €0,1 M deNaCl ao volume
final do sobrenadante, sob agitacdo em banho de gelo nas
fasesdeclarificacdo eprecipitacdo. A preparacdo semipurificada
do virus foi submetida a gradiente de densidade linear de
sacarose (10-40%), o qual foi ultracentrifugado a80.000 g por
2,5h. A bandaresultantefoi recol hidae submetidaaumanova
ultracentrifugac&o nas mesmas condic¢des anteriores. Ao final
do processo, foi realizadaleiturade absorbanciaem espectro-
fotdbmetro (Shimadzu UV-160A) nos comprimentos de onda
entre 200 e 300 nm. A concentragdo do virus na preparacao
purificadafoi estimadacom base no valor 3 do coeficiente de
extingdo dos tobamovirus. A porcentagem de &cido
ribonucléico (RNA) presente nas particulasviraisfoi estimada
pelaleitura de absorbancia (A, /A.,), segundo aformula de
Gibbs& Harrison (1976).

Producdodeanti-soro

Trés injecOes da preparacdo purificada (6 mg/ml) do
isolado ToMV -SP, sendo aprimeiraemul sionadaem adjuvante
completo de Freund (1:1) e asdemaisem adjuvante incompl eto,
foram aplicadas no linfonodo de um coelho da raca Nova
Zelandia a cada 15 dias. Uma semana apds a ultima injegéo,
promoveram-se a sangria e a separacdo do anti-soro, que foi
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titulado por meio de ELISA-PTA, aiquotado emantido a—20°C.

Testes sorol6gicos

Utilizou-se0 EL ISA-PTA paraaidentificagdo soroldgica
do virus, empregando-se anti-soros contra a capa protéica de
quatro espécies de tobamovirus: TOMV-SP, TMV-Pet isolado
de petunia, Frangipani mosaic virus(FrMV) e Ribgrassmosaic
virus (RGMV). Além disso, realizou-se ELISA-PTA
confrontandoo TMV eo ToMV com osrespectivos anti-soros
nasdilui¢es 1:4.000 e 1:13.000, paraverificar o relacionamento
sorol 6gico e aespecificidade dos anti-soros produzidos contra
0ToMV-SPeo TMV-Pet. Apdsasreacbesimuno-enziméticas,
foram realizadas leituras de absorbancia (A ) em leitor
BioRad model 0 3550.

Para os testes de imunomicroscopia eletronica,
empregaram-se AS-ToOMV-SP e AS-TMV-Pet utilizados no
ELISA. Paravisualizar particulas virais decoradas pel os anti-
SOros ao microscopio eletronico de transmissao Phillips EM
208 empregou-se extrato foliar de N. tabacum* White Burley”
experimentalmente infetadascom ToMV-SPe TMV-Pet.

405 nm:

ExtracdodeRNAstotais

Paraaextracdo deRNAstotais, 1 g deamostrasfoliares
detomateiro infetado peloisolado ToMV-SPfoi submetido ao
procedimento descrito por Eiras et al. (2001). Amostras de
RNAs totais de folhas de tomateiro sadias também foram
extraidas para servirem como controles negativos.

RT-PCR

A RT-PCR seguiudeacordo com Alexandreet al. (2000),
partindo-se de 1 ug de RNAs totais extraidos e utilizando-se
oligonucleotideos iniciadores que flanqueiam a ORF da capa
protéica(FiguralA), desenhados por meio do alinhamento de
diferentes espécies de Tobamovirus ja seqlenciadas. Para a
PCR, foi utilizado o termociclador Programmable Thermal
Controller - PTC100 (MJResearch), e osreagentesdo kit Tag
DNA Polymerase recombinant (Gibco BRL), seguindo as
recomendacdes do fabricante. As condic¢bes para a PCR
constaram de uma desnaturaggo inicial a 94 °C por 5 min,
seguidade 35 ciclosa94°C por 45, 55°C por 1mine 72 °C por
1,5min, comumaextensdofinal de10mina72°C. Osfragmentos
deDNA amplificadosforam visualizadosem gel deagarose 1,0
% (p/v) corado com brometo de etideo sob luz ultraviol eta.

Clonagem

Os produtosamplificadosviaRT-PCR foram eluidosdo
gel deagarose, utilizando-se o kit “ Concert Rapid Gel Extraction
System” (Life Technologies). Em seguida, foram ligados em
pGEM-T vector (Promega) e utilizados paraatransformacéo de
células competentes de Escherichia coli (DH5-0). Todos esses
procedimentos seguiram as recomendacfes dos respectivos
fabricanteseindicagbes contidasem Sambrook et al. (1989).

Seglienciamento

Os produtos amplificados via RT-PCR foram
sequienciados pelatécnicadereacdo determinacdo em cadeia,
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utilizando-se 0 seqiienciador automético ABI 377 eo “kit ABI
PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit- Ampli Tag DNA Polymerase” (Perkin Elmer) seguindo as
recomendacfes do fabricante. O alinhamento das seqliéncias
obtidas nos dois sentidos foi feito com o auxilio do programa
Sequencer 3.1 (Gene Codes Corporation) e as comparagoes,
com as seqiiéncias existentesno GenBank, foram feitas através
do programa“Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST)
do “National Center for Biotechnology Information” (NCBI),
disponivel no endereco http://www.ncbi.nlm.nih.gov.

Asseqiiéncias foram ainhadas (Clustal X) com outras
seqiiéncias de isolados de ToMV, TMV e ORSV depositadas
no GenBank, sendo obtido um dendrograma (TreeView 1.5)
das seguiéncias de nucleotideos. A seqliéncia de nucleotideos
obtidanestetrabalho foi depositadano GenBank com o cadigo
deacesso AF411922.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados obtidos revelaram uma gama de
hospedeiras semelhante aquela descrita na literatura para
tobamovirus. Entretanto, algumas hospedeiras empregadas
como diferenciaisreagiram com sintomasdiferentesdoscitados
(Brunt et al., 1996). Chenopodiumamaranticol or desenvolveu
sintomas sistémicos semelhantes aos causados pelo RGMV,
porém P. tomentosa reagiu com lesdes locai's necréticas ndo
descritas para este Ultimo, enquanto N. rustica, N. sylvestrise
P. hybrida, reagiram com lesBes locais caracteristicas para o

A
Capa
5 Proteica 3
| |
| |
B | 850 pb |

FIG. 1- A) desenho esquemético dasregides deanel amento dosoligonu-
cleotideos iniciadores e o produto esperado com 850 pares de bases
(pb) daamplificagéo via RT-PCR do Tomato mosaic virus (ToMV);
B) andlise em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo do
isolado ToMV-SP, amplificado viaRT-PCR, apartir de RNAstotais
extraidos de foliolos de tomateiro infetados. TOMV representa os
fragmentos de DNA com 850 pb; S representa RT-PCR de RNAs
totaisextraidos defoliolosdetomateiro sadios; M - 1kb DNA ladder;
M’ - 100 pb DNA ladder (Gibco-BRL).
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ToMV, conforme descrito por Hollings & Huttinga (1976).
Capsicumbaccatum'‘ Dedo de Mocga hospedeirasistémicado
PMMoV (Brunt et al., 1996), reagiu com|lesdes|ocaisnecrdticas
(Tabelal). Gomphrena globosa reagiu com sintomas necroéticos
locaise sistémicos; T. expansa e P. edulisreagiram com lesdes
locais cloréticas e necréticas, respectivamente. As demais
espécies reagiram com sintomas tipicos aos induzidos por
tobamovirus, exceto as espécies pertencentes as familias
Compositae, Cucurbitaceae, Fabaceae e Malvaceae que ndo
manifestaram sintomas.

Este isolado manifestou, ainda, sintomas tipicos de
mosaico, bolhas, distor¢éo, afilamento e necrose foliar nas
linhagens de tomateiro homozigotas com genes deresisténcia
Tm-1, Tm-22enacultivar ‘ SantaClara . Tomateirosdalinhagem
Tm-22 também apresentaram subdesenvolvimento e super-
brotamento, enquanto os tomateiros da linhagem Tm-2 néo
manifestaram sintomas (Tabela 1). Os testes de recuperacéo
em N. tabacum*White Burley’ foram negativosparaas plantas
assintomaticas. Os resultados possibilitaram a identificacéo,
nestematerial, deumaestirpeintermediariado ToMV, entreas
estirpes 0 e 1, que se designou de TOMV-SP. A ocorrénciade
estirpes intermediérias ja havia sido relatada nos Estados
Unidospor Fletcher & Mcneill (1971), que observaram apredo-
minanciadaestirpe 1 eaocorrénciade estirpesintermediarias
as estirpes 0 e 1 em 14% dos isolados de ToMV por eles
estudados. No Brasil, levantamentos realizados por Bastos et
al.(1999), em quatro municipios paulistas, revelaram a
predominanciadaestirpe 1, aocorrénciadaestirpe 0 e nenhum
relato de estirpes intermediérias. Porém, neste trabalho e em
avaliagOes posterioresrealizadas com tomateiros provenientes
da Regido do Vae do Paraiba e Indaiatuba, SP, portanto em
outrasregides do estado, verificou-se novamente, aocorréncia
daestirpeintermedidriado TOMV (Moreiraet al., 2000).

TABELA 1- Resultado dainoculag&o com oisolado do Tomato mosaic
virus (ToMV), proveniente de Guaratingueta (ToMV-SP) em plantas
hospedeirasdiferenciaisutilizadas naidentificaco dasespéciesdo género
Tobamovirus e linhagens homozigotas de tomateiro (Lycopersicon
esculentum) empregadas para aidentificacdo das estirpes do virus

Familia Espécie Sintoma  Sintoma
Local* Sistémico**
Chenopodiaceae Chenopodium amaranticolor PC, PN PC, PN
Plantaginaceae  Plantago tomentosa PN -
Solanaceae Capsicum baccatum LN -
Nicotiana rustica LN -
N. sylvestris LN -
Petunia hybrida LN -
Lycopersicon esculentum
Tm -1 PC,PN PC,PN
Tm -2 - -
Tm2 2 AF,B,DF, AF,B,DF,
LN LN,N, M, S
Santa Clara AF, B, DF, AF, B, DF,
LN LN,N,M, S

*LN — lesdo necrética; PC — pontos cloréticos; PN — pontos necroticos.
**AF — afilamento foliar; B — bolhas, DF — deformag&o foliar; M —
mosaico; N — nanismo; S - superbrotamento
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No Estado de S&o Paulo, cerca de 80% das cultivares
plantadas provém de tomateiros do grupo ‘Santa Cruz’,
principalmenteacultivar SantaClara, que predominadevido a
resisténcia dos frutos a0 manuseio, transporte e tradicéo de
consumo. Assim, éimportante ressaltar asuscetibilidade desta
cultivar as diferentes estirpes de ToMV, na qual ocorrem
sintomas mais severos do que os causados pelas estirpes de
TMYV descritasno Brasil.

Pelas propriedadesfisicas, 0 TOMV-SP apresentou PIT
de74°C, PFD de10*eL IV de 180 diasatemperaturaambiente,
resultados que se mostraram semelhantes aos descritos para
ostobamovirus (Brunt et al., 1996). Napreparacéo purificada,
aconcentracdo do virusfoi de 3,95 mg/ml, eforam observadas
particulas com cercade 300 nm de comprimento em contrastacdo
negativa, tipicas de tobamovirus. O anti-soro produzido (AS-
ToMV-SP) a partir desta preparagéo apresentou um titulo de
1:13.000emELISA-PTA.

OToMV-SPreagiucomToMV eTMV emELISA-PTA e
em imunomicroscopia eletronica de transmissao, na qual
observaram-se particul asrigidas fortemente decoradas com o
AS-ToMV-SP(Figura2) eAS-TMV-Pet. Mas, ndo reagiu com
os anti-sorosparaas espécies FrMV e RGMV, confirmando os
resultados obtidos nas plantas indicadoras.

Confrontando antigenos e anti-soros dos isolados
ToMV-SP e TMV-Pet ndo foi possivel diferenciar sorologi-
camenteo ToMV de TMV, umavez queosva oresdeabsorbancia
dareac8o cruzadaforamde0,737 0,687, respectivamente. Caner
et al. (1990) e Duarte et al. (2002) ja haviam verificado a
necess dade de utilizar anticorpos monoclonais paradiferenciar
sorologicamente estas espécies.

Foram obtidosfragmentosde DNA com 850 pb (Figura
1B), sequenciados (Figura 3) e comparados com outros
depositados no GenBank. A similaridade de nucleotideos e
aminoé&cidosdeduzidosvariou entre 85 e 91% quando comparada
com outras sequiénciasde ToMV, 75e83% como TMV e67 e
72% com o0 ORSV (Tabela 2). As comparagBes com outras
egpéciesdo género Tobamovirus apresentaram valoresdesimila-
ridadeinferioresa65% confirmando aidentidade do viruscomo

ﬁ’..ﬁ#‘ \
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= ' "
. el -+ L3 |

FIG. 2 - Micrografia eletronica de imunomicroscopia de particulas
tipicasdetobamovirusde tomateiro (Lycopersicon esculentum) ‘ Santa
Clara, proveniente de Guaratingueta, utilizando 0o AS- ToOMV-SP. A
barra corresponde a 100 nm.

605



S.R. Moreiraet al.

ATG TCT TAC GCT ATT ACT TCT CCG TCA CAA TTC GTG TTT TTGTCA 45
M S Y A I T S P S Q F \Y% F L S

TCA GCA TGG GCC GAC CCT GTA GAA TTA ATA AAT ATT TGT ACT AAT 90
S A w A D P \Y% E L I N I c T N

TCG TTA GGT AAC CAG TTT CAA ACA CAA CAA GCA AGG ACT ACT GTT 135
CAA CAG CAG TTC AGC GAG GTG TGG ARA CCT TTC CCT CAA AGT ACT 180

GTC AGG TTC CCT GAC ATT GTA TTT AAG GTG TAT AGG TAT AAT GCG 225
v R F P D I v F K v Y R Y N A

GTT ATA GAT CCT CTA ATT ACT GCA TTG CTG GGA ACT TTC GAT ACT 270
I P T F

AGA AAT AGA ATA ATA GAG GTA GAA AAT CAG CAA AGC CCG ACT ACA 315
R N R I I E \Y% E N Q Q S P

GCC GAA ACA TTG GAT GCC ACT CGC AGA GTG GAC GAT GCT ACG GTT 360
E T L D A T R R \Y% D D A

GCG ATC AGG TCC GCT ATT AAT AAT TTA GTT AAT GAA TTG GTA AGA 405
I R S A I N N L \% N E L v R

GGA ACA GGT TTC TAC AAC CAG AGT ACT TTT GAA AGT ATG TCT GGG 450
G T G F Y N Q S T F E S M S G

TTG GCC TGG ACT TCT GCG CCA GCG TCC TAA 480
L A w T S A P A S *

FIG. 3 - Seqiiénciade nucleotideos (linhasuperior) e de aminoéacidos
deduzidos (linhainferior) do gene da capa protéica (CP) do Tomato
mosaic virusisolado de tomateiro (Lycopersicon esculentum) ‘ Santa
Clara (ToMV-SP). Os nuclectideos estdo numerados a partir da
extremidade 5. O asterisco (*) indicao cddon de parada da ORF da
CP; O nimero de acesso da sequiénciano Genbank é AF411922.

TABELA 2 - Similaridade (%) de nucleotideos (abaixo dadiagonal) e
aminoécidos deduzidos (acimadadiagonal) entre diferentes espécies
eisolados detobamovirus. Asseqiiéncias utilizadas nas comparacoes
estdo depositadas no GenBank

-9 9

w7 5 a a2 a
Isolado” 2 2 2 >I >I >I ’

> 3 2

2 % % 2 3 5 #

F R B R = = Q
ToMV-SP - 91 91 83 83 81 72
ToMV-I 85 - 99 8 81 81 72
ToMV-1 85 99 - 81 81 81 72
TMV-pet 76 74 74 - 97 95 170
TMV-L 76 74 74 96 - 98 170
TMV-D 75 73 73 95 98 - 68
ORSV 67 66 66 63 63 62 -

*ToMV-SP - isolado de tomateiro caracterizado neste trabalho
(AF411922); ToMV-I isolado de Impatiens sp. (AY063743); ToMV-1
(AJ011934); TMV-pet - isolado de Petunia sp. (AY029262); TMV-L
(X02144); TMV-D (X70884); ORSV (AF033848). *Entre parénteses
estdo os codigos de acesso no GenBank.

sendo 0 ToMV, estando estes val ores de acordo com os obtidos
por outros autores (Lartey et al., 1996).

No dendrograma, 0 ToMV -SP estaisolado em um ramo,
porém, compartilhando um mesmo ancestral com outrosisolados
deToMV eTMV (Figura4). Ohno et al. (1984) sugeriram que o
TMV (estirpe comum e de tomate) provinha de um ancestral
comum. Andlises filogenéticas da ORF da capa protéica de
espécies do género Tobamovirusindicam aproximidade entre
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ORSV

TMV- (]

TMV-pet

—— TMV-DT2

ToMV-SP

TMV-K1

— TMV-Tom

r ToMV-I

- TMV-L

ToMV-S1

ToMV-2

ToMV-1
0.1

FIG. 4- Dendrograma (Treeview 1.5) obtido por meio do alinhamento
(Clustal X) de nuclectideos de espéci es de tobamovirus do subgrupo
1 depositados no GenBank: ORSV (AF033848); TMV-tomato
(AF126505); TMV-Pet (AY 029262); TMV-DT2 (X 70884); ToOMV-
SP (AF411922); TMV-K1 (AJ243571); TMV-tom (AF103779);
ToMV-1 (AY063743); TMV-L (X02144); ToMV-S1 (Z98201);
ToMV-2 (AJ32845); ToMV-1 (AJ011934). A barra significa 0,1
substitui¢des de nucleotideos por sitio.

ToMV e TMV, o quedificultaadiferenciacdo destas pelo uso
de anti-soros policlonais (Lartey et al., 1996). Gibbs (1999)
também observou que as espécies do subgrupo 1 compartilham
deum mesmo ancestral comum.

A corretaidentificagdo de virusinfetando tomateiros é
importante pois esta € uma das hortalicas mais cultivadas no
mundo. O Brasil estaentre osnove maiores produtores (Duarte
et al., 2002) e o estado de S&o Paul o é responsavel por cercade
33% daproducéo naciona (IEA, 2000). Paratanto, ademanda
anual de sementes € de aproximadamente 80 ton. Deste total,
cercade 40% éimportada, principalmente dos Estados Unidos
(Nascimento et al., 1994), representando uma possivel entrada
de novas estirpes de tobamovirus, transmitidos por sementes.
Colariccio et al. (2002), empregando sorologia, detectaram o
ToMV-SP em sementes de linhagens homozigotas (Tm-22)
experimentalmenteinfetadas.

Neste trabalho, observou-se que somente a linhagem

Fitopatol. bras. 28(6), nov - dez 2003



Caracterizagdo de uma nova estirpe do Tomato mosaic virus em...

com o aelo Tm-2, em homozigose, apresentou resisténciaao
ToMV -SP, sugerindo que os tomateiros em homozigose (Tm-
2/Tm-2) seriam os mai s recomendados para o desenvolvimento
de cultivares resistentes a essa estirpe. Estes dados fornecem
subsidios para estratégias de controle e adequacéo dos
programas de mel horamento genético, visto que ostobamovirus
do subgrupo 1 tém suaprovéave origem nasAméricas, emregides
daBolivia, Brasil e Peru, havendo, portanto, umamaior presséo
deindculo, principalmente devido a existénciade espéciesde
Nicotiana jadescritas como originérias destas mesmas regi 6es
e hospedeiras naturais destes tobamovirus (Gibbs, 1999).
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