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     RESUMO 
  

Uma Abordagem Biológica e Molecular de Estudos do Zucchini lethal 

chlorosis virus (ZLCV), Uma Espécie Diferenciada do Grupo Americano de 
Tospovirus. 
  

 O gênero Tospovirus pertence à família Bunyaviridae que tem como 

espécie tipo Tomato spotted wilt virus (TSWV). Espécies deste gênero possuem 

grande relevância para as hortaliças, principalmente, para as culturas do tomate e 

do pimentão, nas quais causam perdas significativas. Além de TSWV, várias 

outras espécies de Tospovirus causam perdas de impacto na produção agrícola no 

País, como Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV) que infecta abobrinha-da-

moita, melancia e melão, Groundnut ringspot virus (GRSV) em tomate, pimentão 

e alface, Tomato chlorotic spot virus (TCSV) em tomate e pimentão, 

Chrysanthemum stem necrosis virus (CNSV) em plantas ornamentais e Iris yellow 

spot virus (IYSV) em cebola. Estas espécies apresentam um espectro de 

hospedeiras de tamanho relevante. A doença tipo é chamada de “vira-cabeça” e 

está entre os principais problemas fitossanitários em variedades destes grupos de 

plantas. Em cucurbitáceas a doença é denominada de amarelo letal da abobrinha-

da-moita. 

 O Zucchini lethal chlorosis virus é uma espécie que foi descrita 

apenas no Brasil, principalmente nas regiões produtoras de cucurbitáceas dos 

Estados de São Paulo e de Tocantins, infectando, especialmente, abobrinha-da-

moita, melão e melancia. Em relação às demais espécies do gênero Tospovirus, 

ZLCV é a única que demonstra uma restrição em relação ao espectro de 

hospedeiras, fato este que pode estar envolvido com a proteína de movimento 

viral (NSm) e a proteína supressora de silenciamento gênico (NSs). Estes pontos 

reforçam o principal objetivo do presente trabalho que é a caracterização da 

proteína supressora de silenciamento NSs e um comparativo molecular desta com 

as demais NSs caracterizadas até o momento dentro do gênero e dentro da família 

do vírus. Além desse aspecto, ZLCV vem demonstrando um aumento de 

incidência infectando cucurbitáceas, ficando atrás apenas de Papaya ringspot 

virus (PRSV-W) e Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV). Diante dessa 

problemática surgem mais dois objetivos no trabalho, o entendimento mais amplo 
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em relação ao espectro de hospedeiras do vírus e o desenvolvimento de um anti-

soro eficiente para a diagnose do vírus.      

 Para a caracterização molecular da NSs do ZLCV, foi utilizado um 

primer (Oligonucleotídeo) degenerado sentido senso que se anelou após o códon 

iniciador e um antisenso, que se anelou na região hairpin (em formato de grampo) 

do segmento S do genoma viral. Esta combinação resultou na amplificação de um 

fragmento de aproximadamente 2.000 pb da NSs do vírus e parte da região 

intergênica do segmento S, faltando apenas um pequeno fragmento para o 

sequenciamento total da NSs. Foi desenhado então outro primer antisenso que se 

anelou no início do genoma e que em combinação com o primer J13 que se anela 

na região consenso de todos os segmentos do genoma de vírus deste gênero, foi 

obtido o restante da sequência. Comparando-se a NSs do ZLCV com segmentos 

correspondentes das demais espécies do grupo Americano e do grupo Euro-

Asiático obteve-se identidade máxima de 73,2% com TSWV.  

 Com base na análise de identidade e na análise filogenética da 

proteína NSs de Tospovirus foi levantada a hipótese de que a restrição do círculo 

de hospedeiras do ZLCV poderia estar relacionada com a diferenciação de regiões 

da proteína NSs que tenham relação com a supressão do silenciamento. O que 

poderia estar causando a sua restrição em relação à infecção de novas hospedeiras. 

A demais é sugerida a utilização das proteínas NSs como um valor adicional na 

classificação das espécies do gênero Tospovirus.  

 Para a produção do anti-soro foram imunizados dois coelhos. O 

anticorpo produzido apresentou reação cruzada com TCSV e GRSV, entretanto, 

em uma concentração de 1:500 foi possível diagnosticar a presença do ZLCV na 

planta e a ausência de reação cruzada. No círculo de hospedeiras foram testadas 

23 diferentes cultivares de cucurbitáceas (um aumento relevante em relação aos 

outros ensaios já feitos de espectro de hospedeiras do vírus), além de plantas 

pertencentes a outras famílias como Solanaceae, Convolvulaceae, 

Amaranthaceae, Fabaceae e Chenopodiaceae. Foi identificada por sorologia e/ou 

reação da polimerase em cadeia (PCR) a presença do ZLCV em um número 

pequeno de plantas o que não representa uma co-evolução do vírus para à 

infecção de hospedeiras alternativas.  

 O ensaio sorológico contribuirá para otimizar a diagnose viral, 

considerando que ZLCV vem ocorrendo em maior incidência em plantações de 
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cucurbitáceas. O ensaio biológico e o ensaio molecular geraram informações que 

contribuíram ao melhor entendimento da relação patógeno x hospedeira, 

considerando-se que ZLCV é uma espécie dentro do gênero Tospovirus que 

apresenta restrição em relação a plantas hospedeiras. O entendimento dos eventos 

que induzem a essa restrição podem, de alguma forma, ser empregados na 

determinação de medidas a serem empregadas no controle das espécies de 

Tospovirus. 
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ABSTRACT 

 
Biological and Molecular Studies Approaches to Zucchini lethal chlorosis 

virus (ZLCV) Investigation, A Differentiated Species of the American Group 
of Tospovirus 
  

 The genus Tospovirus belongs to the Bunyaviridae family and has 

Tomato spotted wilt virus (TSWV) as type species. Species within this genus are 

of great relevance to vegetable crops, especially, on tomatoes and peppers on 

which these viruses can cause severe economical losses. In addition to TSWV, 

there are other Topovirus species which have an impact on vegetable production 

in the country, such as Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV) infecting cucurbits, 

especially squash, Groundnut ringspot virus (GRSV) on tomato, pepper and 

lettuce, Tomato chlorotic spot virus (TCSV) on tomato and pepper, 

Chrysanthemum stem necrosis virus (CNSV) on ornamental plants and Iris yellow 

spot virus (IYSV) on onion. The disease caused by these viruses is commonly 

called a “top distortion of tomato plant”, being among the major diseases on 

various groups of plants. In cucurbitaceous the disease is known as lethal 

yellowing of squash. 

 Zucchini lethal chlorosis virus has been detected and characterized 

only in Brazil, mainly in cucurbit producing areas of the State of São Paulo and 

State of Tocantins. This virus infects squash, melon and watermelon crops. 

Comparing to other Tospovirus species found in Brazil, ZLCV is reported to 

infect just a few plant species, which may be related to the viral movement protein 

(NSm) and/ or to the gene silencing suppressor protein (NSs). From this premise, 

the main objective of this work was to perform the molecular characterization of 

the NSs, putative silencing suppressor protein and also to perform a comparative 

analysis with other NSs proteins characterized until now within the genus 

Tospovirus and within the Bunyaviridae family. Also, considering that ZLCV 

incidence in cucurbit species has increased in the last years, the present work 

includes an investigation on the host range of ZLCV and also the development of 

an antiserum to be used in the ZLCV detection. 

 ` To obtain the sequence of ZLCV NSs to perform the molecular 

characterization, a pair of primers was used in an RT-PCR reaction. A forward 
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degenerate primer was designed which annealed after the start codon onto the 

viral sequence and a reverse primer (UHP) that annealed onto the "hairpin" region 

of the genome sequence of the S RNA segment. That primer combination 

amplified a 2000 bp fragment which corresponded to the NSs partial sequence and 

part of the intergenic region of the S segment. In order to obtain the complete NSs 

sequence including the C-terminal sequence of S RNA, another reverse primer 

was designed to anneal onto the 5´ end region of the NSs sequence. The reverse 

primer in combination with J13 primer (anneal onto the consensus region present  

in all three segments of the viral genome within the genus) made it possible to 

amplify the remaining fragment and complete the NSs sequence. Comparative 

analysis of nucleotide and amino acid sequences of the NSs ZLCV with the 

corresponding sequences of other tospovirus clustered in the American and in the 

Asian groups indicated a maximum identity of 73.2% with TSWV NSs sequence. 

  Based on the identity and on the phylogenetic analysis of the NSs and 

NSm proteins of tospoviruses it was hypothesized that the restriction of the host 

range of ZLCV may be related to the gene silencing suppressor protein (NSs) and 

viral movement protein (NSm) influencing virus/ host interactions. Analysis of 

amino acid sequences of the NSm protein showed that ZLCV and INSV differ 

most from other species in the American group. In addition, larger identity value 

of 71% was observed between ZLCV and of CSNV NSm proteins. Considering 

that, it is likely that non-structural proteins of tospoviruses may be associated to 

virus pathogenicity and having some influence on the size of its host range. 

Beyond the hypothesis suggested the use of NSs proteins as an additional 

parameter in the classification of the genus Tospovirus. 

 Antiserum production was carried out using two rabbits. By dot-

ELISA, the ZLCV antibodies cross-reacted with TCSV and GRSV and at 1:500 

dilution it was possible to detect just ZLCV presence in infected plants. To 

investigate the host range of ZLCV, 23 cucurbit plants including different 

cultivars and species, and also species from Solanaceae, Convolvulaceae, 

Amaranthaceae, Fabaceae and Chenopodiaceae families were tested in this 

assay. Virus detection on inoculated plants was done by serology and by PCR and 

the results indicated ZLCV presence in just a few plant species and/or cultivars, 

indicating no evolution in virus infection of new hosts, therefore confirming the 

restrict host range nature of the ZLCV. 
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  Considering that ZLCV has been occurring in an increasing incidence 

in cucurbit crops, within the last years, the antiserum produced in this work will 

contribute to a better viral diagnosis. The biological and the molecular data 

generated will contribute to a better understanding of host pathogen interaction, 

considering that ZLCV has a restricted host range when compared to other 

Tospovirus species. These data all together will help to understand the host range 

restriction of this Tospovirus species which may be useful to search for strategies 

virus control. 
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    INTRODUÇÃO GERAL 
 

 A família Bunyaviridae apresenta 5 gêneros: Nairovirus, 

Orthobunyavirus, Phlebovirus, Hantavirus, Tospovirus e um possível tentativo 

gênero denominado Tenuivirus. Dentro da família o único que é patogênico a 

plantas é o gênero Tospovirus. As espécies desse gênero são causadoras da doença 

“vira-cabeça-do-tomateiro” e caracteriza-se por apresentar RNA sentido negativo 

fita simples (ssRNA-), estratégia de replicação ambisenso, genoma tripartido com 

segmentos L, M e S, grande, médio e pequeno respectivamente (Bishop, 1986; De 

Haan et al., 1990; Elliott, 1990, Goldbach & Peters, 1996; Mohamed et al., 1973)

  O segmento L é responsável por codificar a RNA polimerase viral, 

necessária para a replicação do vírus (Peters et al., 1991). O segmento M codifica 

as glicoproteínas G1 e G2 que se associam a membrana lipídica que envolve a 

partícula viral. Além de codificar as glicoproteínas, este segmento também é 

responsável por codificar uma proteína não estrutural, envolvida no movimento 

do vírus célula a célula, a NSm. O segmento S codifica a proteína N do 

nucleocapsídeo (Elliott, 1989, 1990) e uma proteína não estrutural que está ligada 

a supressão do silenciamento gênico, a NSs (Takeda et al., 2002).  

 Dentro do gênero Tospovirus existem várias espécies que afetam 

cucurbitáceas. A família Cucurbitaceae apresenta cerca de 80 gêneros e mais de 

800 espécies, dentre essas, várias são de grande valor econômico. No Brasil, as 

espécies com maior representação econômica pertencem aos gêneros Cucurbita 

(moranga, abóbora e abobrinha), Cucumis (melão e pepino), Citrullus (melancia) 

e Suchium (chuchu) e grande maioria delas são infectadas por vírus pertencentes 

ao gênero Tospovirus (Robbinson & Decker-Walters, 1997). Entre essas espécies 

encontra-se uma caracterizada apenas no Brasil, Zucchini lethal chlorosis virus 

(ZLCV), cuja incidência é observada em grandes áreas cultivadas de abobrinha 

com as plantas apresentando sintomas de desnutrição e perda da produtividade de 

frutos comercializáveis (Bezerra et al., 1999; Rezende et al., 1995, 1996, 1997; 

Giampan et al., 2007). Este vírus se espalhou do Estado de São Paulo para as 

áreas centrais de Brasil, aumentando sua importância como causador de perdas 

econômicas em cucurbitáceas (Nagata et al., 1998, Giampan et al., 2007).   
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 ZLCV apresenta partículas esféricas envelopadas, de 

aproximadamente 80 a 90 nm de diâmetro. Seu genoma de RNA contém três 

segmentos com tamanhos correspondentes ao do TSWV. A identidade da 

sequência de aminoácidos deduzidos do gene da proteína do nucleocapsídeo do 

ZLCV com a de outros Tospovirus tem uma variação de 20 a aproximadamente 

80% (Bezerra et al., 1999 & Resende et al., 1996). 

 A incidência do ZLCV pode ser constatada nos trabalhos de Rezende 

et al. (1995, 1997), que relatam a ocorrência de viroses em vários Estados do 

Brasil. Foi avaliado a ampla incidência do ZLCV em plantações de abobrinha no 

estado se São Paulo em cerca de 50,6% (média) das áreas cultivadas. Em outro 

trabalho que avaliou a incidência de cinco espécies virais em cucurbitáceas 

produzidas em regiões agrícolas do Estado de São Paulo, demonstrou a 

prevalência de Papaya ringspot virus tipo W (PRSV-W) e do Zucchini yellow 

mosaic virus (ZYMV), com 49,1% e 24,8% respectivamente, seguidos por ZLCV 

com 7,8% (Yuki et al., 2000). Em um estudo posterior sobre a distribuição viral 

no estado do Mato Grosso do Sul verificaram que os vírus mais incidentes foram 

PRSV-W, ZLCV e ZYMV com incidência média de 63,4%; 56,1% e 41,4% 

respectivamente (Stangarlin et al., 2001). Também, foi observada sua presença no 

Distrito Federal atacando a cultura de pepino (Nagata et al., 1998). Nesses 

estudos, verificou-se a sintomatologia apresentada pela infecção do vírus, os 

sintomas observados foram clorose e necrose sistêmica em folhas, enrolamento da 

folha apical, redução do limbo foliar, má formação dos frutos, escurecimento da 

casca e nanismo da planta (Giampan et al., 2007).    

 A sorologia é bastante difundida para a diagnose de vírus. Na 

virologia vegetal utiliza-se de alguns testes para a diagnose viral como, por 

exemplo, o teste ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), Dot Blotting e 

Western Blotting. No gênero Tospovirus, a produção de anti-soro para a detecção 

das espécies virais é feito com base na proteína do nucleocapsídeo viral (proteína 

N), que após a purificação, é empregada na imunização de animais como ratos ou 

coelhos para a produção de anticorpos específicos. Dentro do gênero, devido a 

identidade das proteínas do nucleocapsídeo viral, observam-se reações cruzadas 

entre algumas espécies de Tospovirus do grupo Americano (Dados não 

mostrados), mas com a utilização da técnica de ELISA é possível distinguir bem 

as espécies de Tospovirus (De Ávila et al., 1993; Bezerra et al., 1999). A 
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sorologia ainda é considerada um método mais barato para a diagnose viral em 

larga escala quando comparada a diagnose molecular. Levando em conta que as 

enzimas utilizadas para detecção molecular são extremamente caras, em 

contrapartida os reagentes para a detecção sorológica não são caros tanto quanto.

  Devido ao aumento da incidência do ZLCV em cucurbitáceas, 

principalmente em regiões com extensas áreas de cultivo como o estado de 

Tocantins (Dr. Raimundo Aguiar - UFT, comunicação pessoal) torna-se essencial 

a obtenção de um anti-soro eficiente para a diagnose do vírus, além disso, a 

disponibilização de uma ferramenta sorológica poderá contribuir em estudos mais 

aprofundados da interação vírus/hospedeiras. Através do estudo amplo do 

espectro de hospedeiras do vírus, permitirá um entendimento sobre a capacidade 

do vírus de infectar ou não novas hospedeiras, fator determinante na 

epidemiologia viral e definição de estratégias de controle, além de um 

entendimento inicial da estabilidade ou variabilidade biológica do vírus com base 

na manutenção ou aumento do espectro de plantas hospedeiras. 

 Um aspecto biológico peculiar do ZLCV é seu restrito espectro de 

hospedeiras. Suas hospedeiras naturais são as cucurbitáceas, sendo que, 

experimentalmente outras poucas famílias botânicas são infectadas pelo vírus 

(Bezerra et al., 1999, Rezende et al., 1995, 1997, Resende et al., 1996, Giampan et 

al., 2007). Um fator que limita sua infecção em outras espécies de plantas pode 

está relacionado a proteínas de movimento NSm e/ou a proteína NSs ligada ao 

processo de supressão do mecanismo de silenciamento gênico. 

  O silenciamento gênico refere-se a uma série de mecanismos 

bioquímicos por meio dos quais a expressão de um ou mais genes é regulada 

negativamente, ou seja, regulação da super-expressão de um gene. Por sua forma 

de ação, o silenciamento gênico pós-transcricional acaba sendo uma ferramenta de 

defesa da planta contra infecção viral. Muitos estudos estão sendo feitos com a 

construção de plantas transgênicas que carregam segmentos de vírus que são 

capazes, após uma infecção viral, de desencadear o processo de silenciamento 

gênico. Como, por exemplo, o trabalho de Hassani-Mehraban et al. (2009), no 

qual a construção de uma fita cassete quimérica de 5 espécies de Tospovirus com 

posterior agroinoculação em Nicotiana benthamiana foi capaz de produzir um 

transgene que conferiu resistência ampla a diferentes espécies de Tospovirus. A 

mesma capacidade que a planta tem de evitar a infecção viral, o vírus tem de 
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burlar o mecanismo de defesa da planta. A supressão do silenciamento gênico é 

uma forma pela qual o vírus tem de suprimir a defesa da planta. 

 O mecanismo de supressão do silenciamento gênico nas infecções 

causadas por Tospovirus é incitado por uma proteína não estrutural do vírus, a 

NSs codificada a partir do segmento S do genoma viral. Muitos trabalhos estão 

sendo realizados visando o entendimento da atuação da NSs na supressão do 

silenciamento gênico, através de táticas de co-inoculação de uma estirpe viral 

infectiva e outra não infectiva, avaliando a supressão do silenciamento pela estirpe 

não infectiva (Hassani-Mehraban et al., 2009). Outras estratégias de estudo 

envolvem a construção de vetores que expressam a proteína supressora do 

silenciamento gênico, onde foi observada a eficiência da proteína NSs na quebra 

da resistência da hospedeira (Hassani-Mehraban et al., 2009). 

 No gênero Tospovirus, alguns trabalhos buscaram o entendimento da 

relação filogenética, de identidade e a presença de domínios proteicos “protein 

motifs” entre as espécies do gênero (Silva et al., 2001; Nagata et al., 2007, Pappu 

et al., 2000) considerando várias proteínas virais como a N, NSm e G e regiões 

intergênicas (IGR). Uma análise filogenética semelhante de identidade da proteína 

NSs, que potencialmente possui uma atuação crucial na infecção dos Tospovirus, 

torna-se relevante no âmbito da classificação taxonômica do gênero como 

observado nos trabalhos de Nagata et al., (2007) e Silva et al., (2001) para as 

proteínas NSm e G. A comparação entre as proteínas NSs pode atuar como 

características adicionais na classificação de espécies do gênero com base na sua 

análise filogenética.  

A geração de conhecimento científico sobre a atuação da proteína 

supressora de silenciamento (NSs) no processo de infecção viral e sua potencial 

ação na interação patógeno/hospedeira poderá favorecer o entendimento dos 

mecanismos de virulência do patógeno, bem como, dos mecanismos de defesa das 

hospedeiras. Esses dados analisados conjuntamente podem ser usados para 

elucidar o processo evolutivo das espécies de Tospovirus em diferentes regiões 

geográficas do mundo, além de possibilitar a geração de tecnologia para o 

controle desses fitopatógenos. 
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    REVISÃO DE LITERATURA 

 
 

1 - A Família Cucurbitaceae 
 

  Cucurbitaceae é historicamente uma das famílias botânicas mais 

importantes utilizadas para a produção de alimentos, fibras e fitoterápicos 

(Montes et al., 2002, Cardoso 2003). Constitui-se de plantas dicotiledôneas que 

reúne cerca de 80 gêneros e mais de 800 espécies, dentre as quais, várias são 

domesticadas e apresentam importância para o homem tais como abóbora, melão, 

melancia, pepino e abobrinha. 

  A produção mundial das principais culturas de cucurbitáceas 

(melancia, pepinos, abóboras e melões) representam 20 % da produção total de 

produtos olerículas do mundo. A melancia é a principal cultura cucurbitácea no 

mundo com cerca de 40% da produção mundial de cucurbitáceas, seguida do 

pepino com 27%, melão 20% e abóbora com 12% (Robinson et al., 1999). 

  No Brasil, as espécies mais representativas economicamente 

pertencem ao gênero Cucurbita (abóbora, abobrinha e moranga), Cucumis 

(Pepino, melão e maxixe), Citrullus (melancia), Sechium (chuchu) e Lagenaria 

(cabaça caxi). Lopes (1991). Os principais pólos produtores de cucurbitáceas no 

Brasil são as regiões Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste; o Nordeste é responsável 

pela grande produção nacional de melancia que é a principal cucurbitácea 

produzida no país que possui um rendimento médio de produção de 21.286 

quilogramas por hectare, dado obtido entre os anos de 2005-2009 (IBGE, 2011). 

  Essas culturas são afetadas por inúmeras doenças principalmente de 

natureza viral. É observada a infecção de inúmeras espécies de cucurbitáceas no 

Brasil e os principais vírus observados foram Squash mosaic virus, SqMV (Lima 

& Amaral, 1985); Cucumber mosaic virus, CMV (Cupertino et al., 1988); Papaya 

ringspot virus, PRSV (Lima et al., 1996), Watermelon mosaic virus-2, WMV-2 

(Sá & Kitajima, 1991) e Zucchini yellow mosaic virus, ZYMV (Lima et al., 1996). 

  Mas recentemente Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV) tem 

chamado atenção dos produtores pela sua alta incidência e perdas de produção 

principalmente nas regiões de São Paulo e Tocantins (Dr. Raimundo Aguiar – 

UFT, Dr. Jorge Rezende - ESALQ, comunicação pessoal). Diversos estudos de 
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incidência viral em áreas produtoras no Brasil demonstram o aumento da 

incidência do ZLCV no país (Rezende et al., 1995, 1997; Yuki et al., 2000; 

Nagata et al., 1998) e estudos também demonstram perdas de produção de frutos 

comercializáveis pela infecção do ZLCV (Giampan et al., 2009). 

 

2 - O Gênero Tospovirus 
  
 A família Bunyaviridae apresenta 5 gêneros: Nairovirus, 

Orthobunyavirus, Phlebovirus, Hantavirus, Tospovirus e um possível tentativo 

gênero denominado, Tenuivirus. O gênero Tospovirus é o único gênero da família 

Bunyaviridae que inclui espécies de vírus capazes de infectar plantas. Os vírus são 

geralmente esféricos ou pleomórficos de 80-120 nm de diâmetro possui um 

envelope lipídico, o qual se associa com as glicoproteínas virais de 

aproximadamente 5nm. Composição do vírion é de 5% de ácido nucléico, 70% de 

proteína, 5% de carboidratos e 20% de lipídios.  

 Seu genoma consiste de três segmentos de RNA de fita simples 

denominados de S RNA (small), M RNA (medium) e L RNA (large) que 

codificam cinco fases abertas de leitura (open reading frames - ORFs). Tanto o M 

RNA quanto o S RNA possuem duas ORFs em orientação ambisenso separados 

por uma região intergênica (IRG). A ORF da fita viral no sentido senso do M 

RNA codifica uma proteína não-estrutural (NSm) envolvida no movimento 

celular viral à curta distância (célula à célula). Já o ORF da fita viral 

complementar codifica a proteína percursora das glicoproteínas Gn e Gc, 

localizadas na membrana da partícula viral e que são importantes para a 

transmissão desses vírus por tripes de modo circulativo e propagativo (Wijkamp et 

al. 1993). A ORF da fita viral senso do S RNA codifica a proteína não-estrutural 

NSs identificada como supressora de silenciamento gênico e a ORF da fita 

complementar codifica a proteína N que da origem  ao nucleocapsídeo viral. O 

segmento L tem a polaridade completamente negativa e contém uma ORF na fita 

viral complementar que codifica para uma RNA polimerase dependente de RNA 

(de Haan et al., 1991), como pode ser visualizado na figura 1. Esta proteína está 

envolvida em várias atividades enzimáticas como a de transcriptase, nuclease e 

replicase (Adkins et al., 1995; Van Knippenberg et al., 2002; Chapman et al., 

2003). O terminal 5´ do RNA viral (AGAGCAAU...) é conservado e 
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Segmento S Segmento M 

complementar ao terminal 3´(UCUCGUUA...), formando assim uma estrutura 

pseudocircular, não covalentemente fechada, chamada de “panhandle 

structure”(“estrutura em cabo de panela”). 
 

 

 

 

 

  

 

 As etapas de infecção de bunyavírus animais ocorrem no citoplasma, 

sendo compostas de vários estágios: interação de uma ou mais proteínas 

integradas ao envelope viral com receptores do hospedeiro; entrada por endocitose 

e desencapsidação, fusão da membrana viral com a membrana endossomal; 

transcrição primária e síntese de mRNA do segmento L utilizando da maquinaria 

da célula; tradução do mRNA dos segmentos L e S por ribossomos livres no 

citossol; tradução do segmento M e glicosilação das proteínas do envelope; co-

tradução e clivagem do precursor da Gn e Gc; síntese e encapsidação do genoma 

viral; replicação do genoma; transcrição secundária (espécie com genoma 

ambisenso); morfogêneses incluindo acumulação de Gc e Gn no complexo de 

Golgi, glicosilação dos terminais, aquisição e modificação da membrana do 

hospedeiro e por fim, fusão da vesícula citoplasmática com a membrana 

plasmática e liberação das partículas virais maduras (Fauquet et al., 2005). (Estas 

etapas estão presentes em vírus da família Bunyaviridae em Tospovirus há 

similaridade em alguns pontos) 

 Atualmente, o gênero Tospovirus compreende oito espécies 

oficialmente reconhecidas pelo International Committee on Taxonomy of Viruses 

(ICTV) e onze espécies tentativas (Fauquet et al., 2005). As espécies aceitas são: 

Groundnut bud necrosis virus (GBNV), Groundnut ringspot virus (GRSV), 

Groundnut yellow spot virus (GYSV), Impatiens necrotic spot virus (INSV), 

Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Tomato spotted wilt virus (TSWV), 

Watermelon silver mottle virus (WSMoV), e Zucchini lethal chlorosis virus 

(ZLCV) e onze espécies tentativas, entre as mais representativas: Capsicum 

Figura1- Organização dos segmentos genômicos de Tospovirus. Linhas escuras acompanhadas 3‟e 

5‟representam as sequências genômicas do vírus. Os mRNAs são demonstrados abaixo, • representa o 

início 5‟de cada ORF. O produto gênico com seu tamanho (kDa) é representado pelos retângulos 

sólidos (modificado de Elliott, 1996).   

Segmento L 



14 
 

chlorosis virus (CaCV), Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV), Iris yellow 

spot virus (IYSV), Groundnut chlorotic fan-spot virus (GCFSV), Physalis severe 

mottle virus (PhySMV) e Watermelon bud necrosis virus (WBNV).  

 A principal característica na demarcação das espécies foi definida 

baseada na percentagem de identidade de aminoácidos da proteína N. Valores 

abaixo de 90% demarcam uma diferente espécie (Goldbach & Kuo, 1996). Além 

dessa característica molecular, outros fatores biológicos tais como sorologia, 

círculo de hospedeiros e espécies de tripes vetor e eficiência de transmissão são 

importantes critérios na classificação dos Tospovirus.  

 Os Tospovirus, com base no alinhamento múltiplo dos aminoácidos 

da proteína N e NSm, observando a homologia presente nas sequências, foram 

tentativamente divididos em dois grandes grupos (figura 2), os Tospovirus do 

grupo Americano e os Tospovirus do grupo Euro-Asiático. Dentro do grupo 

Americano encontram-se TSWV, INSV, GRSV, TCSV, CSNV, ZLCV e Peanut 

yellow spot vírus (PYSV).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 2- Árvores filogenéticas das espécies de Tospovirus baseado nas sequências de aminoácidos que 
codificam as proteína N e NSm. Fonte: Silva et al., 2001. Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV), 
Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV), Tomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato chlorotic spot virus 
(TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV), Impatiens necrotic spot virus (INSV), Iris yellow spot virus 
(IYSV), Melon yellow spot virus (MYSV), Watermelon silver mottle virus (WSMoV), Groundnut bud 
necrosis virus (GBNV) e Peanut yellow spot virus (PYSV). 
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 O grupo Euro-Asiático é composto por Iris yellow spot virus (IYSV), 

WSMV, GBNV e WBNV. A semelhança entre as árvores filogenéticas derivadas 

das proteínas NSm e N sugere que ambas as proteínas podem refletir a evolução 

das espécies de Tospovirus em diferentes regiões geográficas (Silva et al., 2001).   

 Em relação ao vetor tripes, os Tospovirus apresentam um tipo de 

relação circulativa e propagativa (Wijkamp et al., 1993), as partículas virais são 

adquiridas no primeiro instar larval do inseto durante a alimentação em plantas 

hospedeiras infectadas e é transmitido pelas larvas e/ou tripes adultos virulíferos 

quando se alimentam de hospedeiras sadias (Van de Wetering et al., 1996). Cerca 

de 520 espécies de tripes ordenadas em 139 gêneros e seis famílias são conhecidas 

no Brasil (Monteiro et al., 2001). Cinco espécies são encontradas no Brasil, entre 

elas: Frankliniella occidentalis Pergande, Frankliniella schultzei Trybom, 

Frankliniella zucchini (Nakahara & Monteiro, 1999), Thrips tabaci Lindeman e 

Thrips palmi Karny. As principais espécies de tripes vetores mais encontradas no 

Brasil são: F.occidentalis e F. schultzei, (Nagata et al., 1999). 

 A típica expressão de sintomas desenvolvidos pelas espécies do 

gênero Tospovirus são necroses nos pecíolos, anéis necróticos em frutos e anéis 

cloróticos e bronzeamento nas folhas, diminuição na produção de frutos, nanismo 

da planta, o encarquilhamento da folha, o qual é evidente nos sintomas causados 

por ZLCV. O espectro de hospedeiras das espécies do gênero é bastante amplo 

como exemplo, TSWV infecta mais de 950 espécies de plantas compreendendo 

mais de 70 famílias botânicas, sendo disseminado em todos os continentes (Peters 

1998). Avaliando o grupo Americano, a maioria dos vírus apresentam um círculo 

de hospedeiras amplo abrangendo várias famílias botânicas, exceto ZLCV e 

INSV, que apresentam uma restrição nesse aspecto. ZLCV infecta, basicamente, 

cucurbitáceas e algumas solanáceas (Bezerra et al, 1999). 
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3 - Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV), Aspectos Gerais. 

 
 O vírus Zucchini lethal chlorosis virus como espécie membro 

pertencente ao gênero Tospovirus apresenta características estruturais semelhantes 

àquelas das outras espécies do gênero, como partícula esférica envelopada de 

aproximadamente 80 a 90 nm em diâmetro, seu genoma é tri-segmentado 

(segmentos L, M e S). Possui, no entanto, algumas características peculiares como 

círculo de hospedeiras restrito (Bezerra et al., 1999, Resende et al 1997 e Rezende 

et al., 1995) e é transmitido exclusivamente pela espécie reconhecida 

recentemente de tripes proposta como Frankliniella zucchini.       
 O Tospovirus ZLCV provavelmente foi relatado no Brasil nos anos 

70 e 80, mas ainda não identificado como ZLCV, em relatos de incidência de 

infecção viral em cucurbitáceas (Kitajima & Costa, 1972; Cupertino et al., 1984 e 

Silveira Jr. et al., 1985), sendo a doença caracterizada neste período como 

infecção por TSWV. Estudo posterior de Resende et al., (1996) avaliaram por 

método sorológico e DAS-ELISA, que em 60 amostras de diferentes culturas com 

sintomas típicos de Tospovirus, provenientes de seis estados distintos, 46% eram 

TSWV, 36% TCSV, 12% GRSV e 10 % das amostras testadas não demonstraram 

qualquer reação com os anti-soros utilizados. Com base nesses resultados, 

produziu-se anti-soros específicos para os isolados distintos e foi possível 

constatar a existência de três novos sorogrupos, que potencialmente, 

representavam três novas espécies do gênero Tospovirus. Dois desses isolados 

(Chry 1 e BR-11t) posteriormente foram caracterizados como CSNV e ZLCV, 

respectivamente (Bezerra et al., 1997). 

 A nova espécie ZLCV foi caracterizada com base na análise de 

identidade da sequência de nucleotídeos e aminoácidos da proteína N, pela reação 

sorológica, espectro de hospedeiras e vetor transmissor. Na análise da identidade 

da sequência de aminoácidos da proteína N, observou-se maior identidade do 

ZLCV com CSNV 80% seguida por GRSV 75%, TCSV 73%, TSWV 72% e 

menor identidade com Peanut yellow spot virus (PYSV) 20%. No aspecto 

sorológico, com base em anticorpos policlonais, não foi observada nenhuma 

reação cruzada significativa.  

 Sobre o vetor transmissor, no trabalho de Bezerra et al., (1999), não 

foi identificado à espécie de tripes responsável pela transmissão do ZLCV, 
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utilizando-se as espécies de tripes mais comum no Brasil. No entanto, Nakahara & 

Monteiro (1999), identificaram uma nova espécie denominada de Frankliniella 

zucchini e através de testes de transmissão desenvolvidos pelo Dr. Jorge Rezende 

da ESALQ (Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz), (comunicação 

pessoal) em regiões de produção de cucurbitáceas em Piracicaba-SP, 

demonstraram F. zucchini como sendo o agente responsável pela transmissão do 

ZLCV.  

 Os estudos biológicos com a nova espécie demonstraram que o 

espectro de hospedeiras do ZLCV é restrito em comparação com o observado nos 

demais Tospovirus, ZLCV apenas infectou solanáceas causando lesões clorótica 

em Nicotiana benthamiana e Nicotiana occidentalis, além de mosaico e redução 

de crescimento em N. bebthamiana. Também foi observada a infecção de 

Gomphrena globosa desenvolvendo lesão clorótica e sintomas sistêmicos. Em 

cucurbitáceas, principalmente em melancia (Citrullus lanatus), o ZLCV causou 

sintomas de clareamento de nervuras, mosaico, deformação da folha, chegando 

até a morte da planta. Em melão (Cumumis sativus), o vírus induziu clareamento 

das nervuras e mosaico e em abobrinha (Cucurbita pepo e Cucurbita melo) 

causou sintomas como mosaico, redução de crescimento, deformação foliar e 

morte da planta. Resende et al., (1996) em ensaios de casa de vegetação, 

verificaram que ZLCV infectou membros da família Amaranthaceae, Solanaceae 

e Cucurbitaceae relatando uma nova hospedeira, Capsicum annuum e Capsicum 

chinensis PI 159236. Já Rezende et al. (1995) testaram a transmissão do ZLCV 

para 21 espécies de plantas através de inoculação mecânica e observaram 

sintomas locais em Nicotiana tabacum “TNN”, N. tabacum “Turkish” e Datura 

stramonium. Em testes complementares com cucurbitáceas não foi identificado a 

presença do ZLCV em variedades de melancias e abóbora, tais como melancia 

“Charleston Gray”, Abobora “Menina Brasileira” e Abóbora Híbrida 

“Tetsukabuto” (Rezende et al., 1997). 

  Os sintomas mais evidentes em cucurbitáceas apresentados pela 

infecção com ZLCV podem incluir clorose e necrose sistêmica em folhas, 

enrolamento da folha apical, redução do limbo foliar, malformação dos frutos, 

escurecimento da casca e nanismo da planta (Giampan et al., 2007). 

 A reação de diferentes espécies de cucurbitáceas a infecção natural 

por ZLCV foi avaliada em experimentos conduzidos na ESALQ, onde foram 
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utilizadas diferentes cultivares de cucurbitáceas: Menina Brasileira, Moranga 

Exposição, Abóbora Híbrida do tipo “Tetsukabuto”, Abóbora Rasteira, Pepino 

Safira, Abóbora Híbrida da Moita “Caserta”, Melancia “Crimson Sweet”, e 

Maxixe do Norte. A Abobrinha Híbrida e a abobrinha da Moita “Caserta” 

demonstraram alta suscetibilidade. Maxixe do Norte, Melancia “Crimson Sweet” 

e Abóbora Rasteira apresentaram uma baixa suscetibilidade, enquanto Moranga 

exposição, não apresentou nenhuma planta infectada. Esses resultados foram 

observados tanto em infecção natural como em inoculação mecânica, surgindo, 

dessa forma, a primeira fonte de resistência para ZLCV (Giampan et al., 2007). 

 Os danos provocados às culturas de cucurbitáceas por ZLCV vêm 

aumentando após sua caracterização até os dias de hoje, como foi relatado por 

Giampan et al., (2009), os quais avaliaram os danos sobre a produção de frutos 

comercializáveis de Abobrinha da Moita “Caserta”. Observou-se a redução de 

78% da produção de frutos com 42 dias após a emergência da planta. Rezende et 

al., (1997) também já havia relatado o efeito danoso do ZLCV sobre Cucurbita 

pepo cv. “Caserta”. Devido aos danos observados no campo, o ZLCV demonstra 

ser um Tospovirus de importância significativa para várias espécies de 

cucurbitáceas. 

 A variação da incidência do ZLCV pode ser constatada nos trabalhos 

de Rezende et al., (1995, 1997), que relatam a ocorrência de viroses em 

cucurbitáceas em vários estados do Brasil. Esses autores observaram uma ampla 

incidência do ZLCV em plantações de abobrinha no Estado de São Paulo com 

ocorrência em cerca de 50,6 % das áreas avaliadas. Em outro trabalho, onde foi 

avaliada a incidência de cinco espécies virais em cucurbitáceas produzidas em 

regiões agrícolas do Estado de São Paulo, demonstrou-se a prevalência de Papaya 

ringspot virus tipo W (PRSV-W). Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV), com 

49,1% e 24,8% respectivamente, seguido por ZLCV com 7,8% (Yuki et al., 

2000).  

  Em um estudo posterior de incidência viral no estado do Mato Grosso 

do Sul verificaram que os vírus mais predominantes foram PRSV-W, ZLCV e 

ZYMV com incidência média de 63,4%; 56,1% e 41,4% respectivamente 

(Stangarlin et al., 2001), ZLCV também foi detectado no Distrito Federal 

infectando a cultura de pepino (Nagata et al., 1998). 
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  A distribuição geográfica do ZLCV no maior estado produtor de 

cucurbitáceas no Brasil está demonstrada na figura 3 (Yuki et al., 2000. Com 

adaptações). Essa figura foi obtida do trabalho de Yuki et al., (2000), os quais 

avaliaram a incidência e distribuição de 5 espécies virais (CMV, PRSV-W, 

WMV2, ZLCV e ZYMV) no maior estado produtor de cucurbitáceas. Das 40 

regiões observadas foi encontrado vírus que infectam cucurbitáceas em 38 

regiões, sendo que ZLCV, a sua presença foi observada em 21 das 40 regiões 

produtoras de cucurbitáceas, ficando atrás de PRSW-W e ZYMV, vírus com 

maior incidência e distribuição, respectivamente. 

   

 

 
  

 
       

  

              

 
 

 
 

 

 
 
 
Figura 3 - Mapa do estado de São Paulo indicando a distribuição do ZLCV em espécies de 
cucurbitáceas em 21 de 40 regiões produtoras. 1 Andradina; 2 Araçatuba; 3 Araraquara; 4 Assis; 5 
Avaré; 6 Barretos; 7 Bauru; 8 Botucatu; 9 Bragança Paulista; 10 Campinas; 11 Catanduva; 12 
Dracena; 13 Fernandópolis; 14 Franca; 15 General Salgado; 16 Guaratingueta; 17 Itapetininga; 18 
Itapeva; 19 Jaboticabal; 20 Jales; 21 Jaú; 22 Limeira; 23 Lins; 24 Marília; 25 Mogi das Cruzes; 26 
Mogi Mirim; 27 Orlândia; 28 Ourinhos; 29 Pindamonhangaba; 30 Piracicaba; 31 Presidente 
Prudente; 32 Presidente Venceslau; 33 Registro; 34 Ribeirão Preto; 35 São João da Boa Vista; 36 
São José do Rio Preto; 37 São Paulo; 38 Sorocaba; 39 Tupã; e 40 Votuporanga.  
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 A caracterização molecular do ZLCV, até o momento, apenas as 

proteínas estruturais N (Bezerra et al., 1999), glicoproteínas Gn e Gc (Nagata et 

al., 2007) e a proteína não estrutural NSm (Silva et al., 2001) estão totalmente 

caracterizadas, faltando apenas a proteína supressora de silenciamento gênico NSs 

e a polimerase viral, proteína L, para a total caracterização molecular da espécie.  

Gn, Gc e a NSm são candidatas como parâmetro adicional para a classificação de 

espécies do gênero Tospovirus, devido a semelhança entre as árvores filogenéticas 

geradas na comparação dessas proteínas entre as espécies virias que formam os 

grupos Americano e Euro-Asiático de Tospovirus. (Silva et al., 2000, Nagata et 

al., 2007). 

 

     4 - Aspectos Sorológicos do Gênero Tospovirus 
             

 Inicialmente a distinção entre as espécies no gênero Tospovirus era 

feita com base na reação sorológica (De Ávila et al., 1993 A), atualmente esta 

distinção é feita principalmente com base na identidade de aminoácidos da 

proteínas do nucleocapsídeo viral (De Ávila et al., 1993 B). Características 

fenotípicas, citopatológicas, composição do nucleocapsídeo, tamanho do 

segmento de RNA são gênero específicas, ou seja, possíveis de serem utilizadas 

para separar gêneros, não podendo ser usadas para definir espécies dentro do 

gênero (De Ávila et al., 1993). Trabalhos como de Wang (1990) usou a sorologia 

para comparar e separar 30 isolados de TSWV através de técnicas de ELISA. 

Dekker et al., (1989), também empregaram da mesma ferramenta para estudar a 

relação sorológica entre isolados de TSWV, utilizando de cinco diferentes 

procedimentos de ELISA. Com base nas diferenças antigênicas entre as proteínas 

do nucleocapsídeo de diferentes vírus, usando de anti-soros monoclonais e 

policlonais, foi propostos o agrupamento dos Tospovirus em sorogrupos e 

sorotipos (De Ávila et al., 1990).  

 De Ávila (1992) estudando diversos isolados de várias origens 

geográficas, caracterizou espécies de Tospovirus com base no seu aspecto 

sorológico. Em relação aos sorogrupos, o vírus TSWV, isolado BR-01 foi 

adicionado ao sorogrupo I, os atuais Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e 

Groundnut ringspot virus (GRSV), denominados inicialmente isolados BR-03 e 

SA-5 respectivamente, foram adicionados ao sorogrupo II e INSV ao sorogrupo 
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III (De Ávila et al., 1993). GBNV, WBNV e WSMV estão alocados no sorogrupo 

IV. Durante as comparações sorológicas é possível identificar uma reação 

sorológica cruzada entre o sorogrupo I e II, o que não ocorre em relação ao 

sorogrupo III. Neste trabalho, a ausência de reação cruzada entre a proteína N do 

isolado NL-07 (sorogrupo III) com os isolados BR-01 (sorogrupo I) e SA-5 

(sorogrupo II) sugeriram uma larga divergência entre as proteínas do 

nucleocapsídeo desses vírus, dando suporte para considera-los espécies diferentes 

(De Ávila et al., 1993). 

  No sorogrupo II, existem dois sorotipos, os isolados BR-03 e SA-05, 

mas devido à proximidade entre os isolados só foi possível a distinção entre as 

espécies com base na análise molecular da proteína N dos vírus. As glicoproteínas 

também podem ser utilizadas para a diferenciação com base em anti-soros 

monoclonais (Adam et al., 1993), contudo, no trabalho do Ávila et al., (1993), foi 

possível constatar com a técnica de “immunogold decoration of the virus 

particles” que as glicoproteínas são mais conservadas do que a proteína do 

nucleocapsídeo nos Tospovirus, similar conclusão foi obtida por Law et al., 

(1991). Outros trabalhos realizados concluíram a distinção sorológica das espécies 

agrupadas em sorogrupos. Esses resultados demonstram que a proteína do 

nucleocapsídeo não é extremamente conservada e, portanto, servindo como base 

molecular para a diferenciação molecular das espécies virais no gênero 

Tospovirus. 

 Os vírus CSNV e ZLCV (isolados Chry 1, BR-09z que são CSNV e 

ZLCV respectivamente) com base no estudo de reação cruzada utilizando 

anticorpos policlonais contra GRSV, TCSV, TSWV e isolado BR-11t 

demonstraram uma leve reação cruzada com os vírus do sorogrupo I e II, através 

do método de DAS-ELISA e Western Blotting, porém, não significativa, desta 

forma, foram classificados como dois novos sorogrupos (Resende et al., 1996).  

 Para a diagnose viral, resultados sorológicos são confiáveis de 

acordo com De Ávila et al., (1993), pelo fato de não ter sido observado mudança 

nos resultados sorológicos, após várias passagens de diferentes vírus por 

inoculação mecânica. Levando em conta esses aspectos, a sorologia continua 

sendo uma ferramenta de grande valia para a diagnose de Tospovirus, tendo como 

vantagem, o custo benefício, sendo uma técnica bem mais econômica que a 

diagnose molecular. Entretanto, apresenta como desvantagem, não ser tão sensível 
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como as técnicas moleculares e também pelo fato, dentre os Tospovirus, de existir 

reação cruzada observada entre algumas espécies dentro do gênero, como foi 

observado entre ZLCV com GRSV e TCSV e de GRSV com TSWV, TCSV e 

ZLCV (dados não apresentados).  

 

5 - Proteína Supressora de Silenciamento Gênico em Tospovirus, NSs. 
 

 A proteína NSs tospoviral localiza-se no segmento S do genoma viral. 

Sua ORF apresenta aproximadamente 1400 pb variando em tamanho em poucos 

nucleotídeos de acordo com a espécie. A proteína, contém aproximadamente 468 

aminoácidos e um peso molecular de aproximadamente 52 kD. Na família 

Bunyaviridae, os gêneros que apresentam a ORF correspondente a proteína 

supressora do silenciamento são Orthobunyavirus (NSs de orientação senso com 

peso molecular de 11 kD) e Phlebovirus (de orientação ambisenso com peso 

molécula de 32 kD). Os gêneros Hantavirus e Nairovirus não apresentam no seu 

genoma a ORF correspondente a proteína NSs (Fauquet et al., 2005). 

 O fenômeno de silenciamento gênico de RNA foi primeiramente 

identificado por dois pesquisadores (Napoli et al., 1990; Van Der Krol et al., 

1990) com a construção de planta transgênica de petúnia, cujas flores 

demonstravam uma coloração mais intensa.  A estratégia tinha como base, super-

expressar o gene da chalcone sintase (CHS). A metodologia constituiu-se na 

introdução de uma cópia desse gene na planta para intensificar a coloração das 

flores, contudo, o resultado obtido foi inesperado, ao invés do aumento da 

expressão de antocianinas, caracterizando um aumento da coloração das flores, 

houve a diminuição da sua coloração, ou seja, a falta do pigmento. Com a análise 

molecular das plantas, observou-se que a introdução da cópia gênica havia 

bloqueado a biossíntese do pigmento. O fenômeno foi chamado de co-supressão, 

pois a introdução de um gene transgênico levou ao silenciamento do próprio gene 

endógeno. 

  Estudos posteriores demonstraram que a presença de moléculas de 

dsRNA (RNA dupla fita) era o precursor para desencadear o processo de 

silenciamento gênico (Guo & Kemphues, 1995).  

  O processo de silenciamento gênico refere-se a uma série de 

mecanismos por meio do qual a expressão de um ou mais genes é regulada 
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negativamente, ou seja, regulação da super-expressão de um gene. A expressão é 

regulada pelo silenciamento gênico via atuação da enzima DICER, processo no 

qual, RNAs dupla fita (dsRNA) são degradados formando pequenos RNAs 

interferentes de 21-26nt (siRNA) que servem de precursor para atuação do 

complexo RISC que age degradando RNAs homólogos aos que deram origem aos 

dsRNAS (Fire et al., 1999).  

 Pela sua forma de ação, o silenciamento gênico constitui-se também, 

em uma ferramenta de defesa da planta contra infecções virais.  Muitos estudos 

estão sendo feitos com a construção de plantas transgênicas que carregam 

segmentos de vírus que são capazes, após uma infecção viral, de desencadear o 

processo de silenciamento gênico. Como, por exemplo, o trabalho de Hassani-

Mehraban et al., (2009) que construíram uma fita cassete quimérica com 

sequências genômicas de 5 espécies de Tospovirus e agro-infectaram em 

Nicotiana benthamiana, o qual foi observado resistência ampla a diferentes 

espécies de Tospovirus. 

  A mesma “capacidade‟‟ que a planta tem de evitar a infecção viral, o 

vírus tem de burlar o mecanismo de defesa da planta. A supressão do 

silenciamento gênico é uma forma pela qual o vírus tem de suprimir a defesa da 

planta. A primeira evidência da NSs de Tospovirus como proteína supressora do 

silenciamento gênico foi obtida com a construção de um transgene (vetor) 

expressando GFP e a NSs de TSWV. Através da agroinoculação simultânea das 

duas construções mencionadas em N. benthamiana, foi possível suprimir o 

silenciamento da expressão de GFP e interferir no acúmulo de siRNA. Este 

resultado sugeriu que a NSs interfere principalmente com a etapa que inclui a 

formação de RNAs dupla fita durante o processo de silenciamento gênico em 

plantas (Takeda et al., 2002).   

 O mecanismo de supressão de silenciamento gênico tem como base 

vias de atuação, sendo que uma via de atuação já está bem elucidada: a inibição 

do metabolismo de RNA interferentes (RNAi), com o sequestro de RNAi 

bloqueando sua atuação (Fire et al., 1999). Diversos trabalhos estão sendo 

realizados visando o entendimento da atuação da NSs na supressão do 

silenciamento gênico, através de táticas de co-inoculação de um isolado viral 

infectivo e outra não infectivo (Hassani-Mehraban et al., 2009). Também, estudo 

dos mecanismos de silenciamento vem sendo conduzidos, através da construção 
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de vetores que expressam a proteína supressora do silenciamento gênico, sendo 

estes co-inoculados com a estirpe viral, na qual é avaliada a atuação da proteína 

NSs (Hassani-Mehraban et al., 2009). 

 Além dos Tospovirus, outros vírus de planta também apresentam 

proteínas que agem na supressão do processo de silenciamento gênico pós 

transcricional. A proteína 2b de Cucumber mosaic virus (CMV), proteína 19k 

(p19) de Tomato bushy stunt virus (TBSV), HC-Pro de Tobacco etch virus 
(TEV), são exemplos efetivos da ação de proteínas supressoras de silenciamento 

gênico (Brigneti et al., 1998, Li et al., 2002).   
 
6 - Filogenia, Identidade e Análise de Domínios Protéicos do Gênero 

Tospovirus. 
 
  A filogenia com base na identidade de sequências é comumente 

utilizada para levantar hipóteses de relação evolutiva, ou seja, determinar as 

relações ancestrais entre espécies conhecidas. Diversos métodos foram 

desenvolvidos para deduzir filogênese como, por exemplo, teste Neighbor-

joining, Parcimônia Máxima, Verossimilhança, Interferência Bayesiana, entre 

outros.  

   A definição de vários grupos taxonômicos é sugerida com base na 

análise filogenética do seu genoma, no âmbito da virologia é comumente 

observada à relação filogenética, tendo como base para as análises, as proteínas 

mais conservadas, como por exemplo, a proteína do nucleocapsídeo viral. Na 

família Bunyaviridae, as espécies do gênero Tospovirus foram agrupadas com 

base em análises filogenéticas da sequencia de aminoácidos da proteína N e NSm. 

A principal característica na demarcação das espécies está na porcentagem de 

identidade de aminoácidos da proteína N. Valores abaixo de 90% demarcam uma 

diferente espécie (Goldbach & Kuo, 1996), contudo, com base na análise 

filogenética levando em conta a identidade de aminoácidos das proteínas NSm e 

Gn, Gc, estas foram sugeridas como um adicional na classificação das espécies do 

gênero Tospovirus (Silva et al., 2001; Nagata et al., 2007). 

  Silva et al., (2001) com a construção de árvores filogenéticas (figura 

2), diferenciou as espécies do gênero Tospovirus em dois grandes grupos, o grupo 
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Americano e o grupo Euro-Asiático, tendo como base para a análise, o 

alinhamento dos aminoácidos da proteína N e da proteína NSm. O resultado 

obtido com avaliação filogenética e de identidade dos aminoácidos, em um 

comparativo entre as proteína N e NSm, foi proposto que a proteína de 

movimento dos Tospovirus poderia ser utilizada como um fator adicional para a 

classificação taxonômica, levando em conta a separação de espécies do gênero 

Tospovirus. A porcentagem de identidade de aminoácidos da NSm, observada no 

trabalho, variou do máximo de identidade de 96.7% entre GRSV e TCSV e o 

mínimo de identidade de 34% entre ZLCV e IYSV. 

  Análise semelhante foi realizada tendo como base as sequências de 

aminoácidos das glicoproteínas dos Tospovirus (Nagata et al., 2007). Foi montada 

uma árvore filogenética (Figura 4) com o alinhamento das sequências de 

aminoácidos das glicoproteína das espécies de Tospovirus conhecidas e observou-

se uma relação filogenética muito parecida com a mesma análise feita por Silva et 

al., (2001) com as proteínas NSm e N. A árvore montada, também agrupou as 

espécies de Tospovirus em dois grandes grupos: Americano e Euro-Asiático. 

Como no trabalho de Silva et al., (2001), também foi proposto que as 

glicoproteínas poderiam ser usadas como um fator adicional para a separação de 

espécies dentro do gênero Tospovirus. Os dados apresentados pela porcentagem 

de identidade da proteína G foi muito parecido com a identidade observada na 

NSm. Os valores obtidos para G mostraram que a maior identidade foi 

identificada entre GRSV e TCSV (96%) e a menor identidade entre ZLCV e 

IYSV (35%).  

  Análises de nucleotídeos da região intergênica (IGR) do segmento S e 

M demonstraram uma porcentagem de identidade dessas regiões no segmento S, 

entre diferentes espécies, de 42 a 57%, enquanto que para isolados da mesma 

espécie foi de 79 a 99%. Para a região IGR do segmento M, o valor observado 

entre espécies diferentes foi de 46 a 59% e entre isolados de 84 a 98%. Estes 

dados indicaram que a divergência de sequência observada na região IGR é 

semelhante à identidade observada no gene do nucleocapsídeo, em nível de inter e 

intra-espécies (Pappu et al., 2000).        
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Figura 4: Árvore filogenética baseada em sequências de aminoácidos precursores da proteína G. 

Fonte Nagata et al., (2007). Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV), Zucchini lethal 

chlorosis virus (ZLCV), Tomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV), 

Groundnut ringspot virus (GRSV), Impatiens necrotic spot virus (INSV), Iris yellow spot virus 

(IYSV), Melon yellow spot virus (MYSV), Capsicum chlorosis virus (CaCV), Gloxinia 

Tospovirus (GTV), Watermelon silver mottle virus (WSMoV), e Groundnut bud necrosis virus 

(GBNV). 
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        OBJETIVOS GERAIS 
 

 O presente trabalho teve como objetivo geral aprofundar o 

conhecimento biológico e molecular da espécie Zucchini lethal chlorosis virus, 

que ocorre exclusivamente no Brasil, infectando preferencialmente cucurbitáceas. 

O trabalho visou refazer o espectro de hospedeiras do ZLCV com a ampliação do 

número de espécies testadas principalmente dentro das famílias Cucurbitaceae e 

Solanaceae, buscando, dessa forma, um entendimento mais amplo da diversidade 

e/ou estabilidade genética do ZLCV. No aspecto molecular visou a caracterização 

da proteína NSs, supressora de silenciamento gênico que pode está 

potencialmente envolvida na interação vírus/hospedeiro. Visou ainda, a produção 

de um anti-soro policlonal para a detecção em larga escala do vírus. 

 

       OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 Avaliar o espectro de plantas hospedeiras do ZLCV em espécies de seis 

famílias botânicas,  

 Produzir anti-soro contra a proteína do nucleocapsídeo do ZLCV,  

 Avaliar a especificidade do anti-soro com outras espécies de Tospovirus do 

grupo Americano (TSWV, TCSV e GRSV), 

 Sequenciar e caracterizar a proteína NSs do ZLCV,  

 Analisar a identidade de aminoácidos da proteína NSs do ZLCV com os 

demais Tospovirus,  

 Avaliar a filogenia dos Tospovirus com base na proteína NSs, 

 Analisar comparativamente os domínios da proteína NSs dos Tospovirus e 

sua relação com outras proteínas não estruturais de dois gêneros da família 

Bunyaviridae: Orthobunyavirus e Phlebovirus que também apresentam no 

seu genoma a ORF NSs. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
 

     1 - Estudos Biológicos  

 
     1.1 - Obtenção do Isolado do ZLCV 

 
  O isolado do ZLCV foi gentilmente concedido pelo Professor Jorge 

Marques Rezende da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ) 

Piracicaba, SP.  Na obtenção do isolado, plantas de Abobrinha da Moita “Caserta” 

naturalmente infectadas com ZLCV foram coletadas em áreas produtoras do 

estado de São Paulo, onde o vírus apresenta alta incidência. A transmissão do 

vírus para plantas sadias de Cucurbita pepo cv. “Caserta” foi feita por tripes, em 

casa de vegetação e após a manifestação de sintomas sistêmico na planta, 

amostras foram testadas em DAS-ELISA (Double antibody sandwich - “Enzime 

Linked Immunosorbent Assay”) de acordo com protocolo de Clark & Adams 

(1997). Foram utilizados anticorpos policlonais contra os Tospovirus TSWV, 

GRSV, TCSV, CNSV e ZLCV, contra os Potyvirus ZYMV, PRSV-W, PVY, 

WMV II e contra o Cucumovirus CMV. Para a verificação apenas da presença do 

ZLCV na planta infectada. 

  
     1.2 - Manutenção e Multiplicação do Isolado do ZLCV 

 
    Inicialmente foi tentado propagar o isolado do ZLCV na sua 

hospedeira natural, a abobrinha da moita “Caserta”, mas devido dificuldades de 

infecção do vírus, este foi multiplicado e mantido em plantas de Datura 

stramonium e Nicotiana benthamiana em casa de vegetação da Embrapa 

Hortaliças, DF. Extrato de plantas de C. pepo cv. “Caserta” sintomáticas 

infectadas com ZLCV foi preparado pela maceração de folhas em tampão de 

inoculação (fosfato de sódio 0,01M + sulfito de sódio 1%, pH ajustado para 7,0), e 

mecanicamente inoculado em plantas previamente polvilhadas com carbureto de 

silício (400 mesh) como abrasivo (De Ávila et al., 1993). A inoculação do isolado 

para novas plantas foi realizado a cada três semanas para sua manutenção em casa 

de vegetação. Amostras de folhas sintomáticas de Datura stramonium foram 

estocadas no freezer -80°C para a preservação do isolado do ZLCV. 
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 1.3 - Espectro de Plantas Hospedeiras 

 
 O estudo do círculo de plantas hospedeiras do ZLCV foi conduzido 

em ensaio realizado sob condições controladas, em casa de vegetação. No 

experimento foram avaliadas 23 diferentes plantas de cucurbitáceas (variando entre 

espécies e cultivares) e 18 diferentes plantas de solanáceas (também variando entre 

espécies e cultivares), além de espécies de plantas de mais quatro famílias botânicas 

(tabela 1). Foi dado ênfase maior nessas duas primeiras famílias botânicas devido a 

restrição do vírus em infectar outras família de plantas (Bezerra et al., 1999; Rezende 

et al., 1995, 1997; Resende et al., 1996) ·. 

 Para cada cultivar avaliada, foram preparadas 12 vasos de 300 ml de 

capacidade contendo solo autoclavado (120 °C/ 1 hora) e duas plantas por vaso. 

Vinte plantas (= 10 vasos) foram inoculadas com o vírus e quatro plantas (= 2 vasos) 

foram mantidas como controle negativo, sendo inoculadas apenas com tampão. 

Como controle positivo utilizou-se D. stramonium e N. benthamiana, sensíveis ao 

ZLCV. O inóculo foi preparado a partir de plantas de N. benthamiana infectadas com 

ZLCV. 

 As plantas-testes foram inoculadas em duas etapas para garantir 

maior eficiência de inoculação, sendo a primeira no estádio cotiledonar, cinco dias 

após a emergência e a segunda, quatro dias após a primeira inoculação. O inóculo foi 

preparado na proporção de 1 grama de folha infectada para 10 ml de tampão de 

inoculação (fosfato de sódio 0,01M + sulfito de sódio 1%; pH 7,0), antes da 

inoculação as plantas foram polvilhadas com carbureto de sílica (400 mesh) como 

abrasivo (De Ávila et al., 1993). 

 A expressão de sintomas nas plantas inoculadas foi avaliado 

inicialmente 15 dias após segunda inoculação. Os sintomas avaliados foram: Reação 

de Hipersensibilidade (RH), Lesão clorótica (LC), lesão necrótica (LN), mosaico 

(M), clorose (C), deformação foliar (DF), morte da planta (MP), redução do 

crescimento (RC), clareamento de nervuras (CN), embolhamento foliar (EB), 

encarquilhamento foliar (EF), necrose foliar (NF) e sem sintomas (...). 
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Cucurbitaceae Solanaceae Fabaceae Chenopodiaceae Amaranthaceae Convolvulaceae

Cucurbita  spp. Cv.  "Casca Grossa" Datura stramonium Phaseolus sp. Chenopodium amaranticolor Gomphrena globosa Ipomoea setosa 

Citrullus lanatus  Cv. ''Rajada'' Solanum lycopersicum Phaseolus  BT2 Chenopodium quinoa 

Cucurbita  spp. Cv. "Moranga Exposição" Nicotiana tabacum ' 'TNN'' Phaseolus  Adzuk Beta vulgaris 

Cucurbita pepo Cv. ''Caserta''/ ''Clarinda'' Nicotiana tabacum ''Turkish'' Phaseolus  Caupi 

Cucumis sativus  Cv. ''Caipira'' Nicotiana benthamiana Vigna faber

C. pepo  Cv. "Menina Brasileira pecoce" Nicotiana glutinosa Pisum sativum 

Citrullus lanatus  Cv. "Congo" Nicotiana rustica 

Cucurbita  spp. Cv. Híbrida Nicotiana tabacum

Cucumis sativus Cv.  "Verde Comprido" Nicandra physalodes 

Cucumis sativus  Cv. "Sugar Baby" Physalis occidentalis 

Cucurbita spp. Cv. "Manina Creme" Capsicum chinense PI 159236 

Cucurbita  spp. Cv. "Bahiana Tropical" C. annum  Cv. “Vermelho Gigante” Vermelho Gigante

Cucumis anguria  Cv. do Norte S. lycopersicum  Cv.  Coração de Boi

C. pepo  Cv. "Menina Brasileira" C. annum  Cv. "Doce Comprida"

C. pepo Cv."Tronco Verde Redonda" C. annum  Cv. "Italiano Amarelo Gigante"

Cucumis melo  Cv. Imperial 45 C. annum  Cv. "Cambuá Chapéu de Bispo "

Cucumis sativus  Cv. Safira S. lycopersicum  Cv. "Cereja Carolina" 

Cucumis melo Cv.  "Eldorado" C. annum Cv. "Yolo Wonder"

Citrullus lanatus Cv.  "Charleston Gray" Solanum gilo  Cv. "Redondo Morro Grande"

Citrullus lanatus  Cv. "Crimson Sweet" Abelmoschus esculentus  "Santa Cruz 47 chifre de viado"

Cucurbita  spp. Cv. "Nova caravela"

Cucumis sativus  Cv. "Caipira Esmeralda"

C. pepo  Cv. "Goianinha"

C. pepo  Cv. "Moranga exposição"

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

  

 

  

  

 

 

 

 Para detecção do ZLCV nas plantas inoculadas, amostras foram 

testadas em Dot-ELISA, 30 dias após a segunda inoculação, utilizando-se do anti-

soro produzido no presente trabalho.   As amostras que reagiram ao anti-soro 

(dados não apresentados) e que apresentavam sintomas (Anexo Figura 17) 

extraiu-se RNA total que foi utilizado para a confirmação da presença do vírus 

através da reação da transcrição reversa e da reação em cadeia de polimerase (RT-

PCR). Na reação utilizou-se o par de primers ZLCV P1 (5‟-

TCAACCCATAAGCCTGAACC - 3‟) e ZLCV P2- (5‟ - 

TGTTGCTTTGCTGACTCA - 3‟) que são complementares as posições 614-638 e 

274-291 nt, respectivamente) e amplificaram um fragmento de 350 pb (Giampan 

et al., 2007). 

   

    
 

     
 

Tabela 1- Plantas utilizadas para o círculo de hospedeiras de Zucchini lethal clorosis virus. ZLCV foi 

inoculado em espécies de plantas de 6 famílias botânicas e os sintomas foram inicialmente avaliados 15 

dias após a Inoculação.  

Plantas avaliadas 
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     2 - Estudos Sorológicos 

 
     2.1 - Multiplicação do Inóculo para Purificação Viral 

 

 Para a multiplicação do ZLCV foram inoculadas mecanicamente 100 

plantas de Nicotiana benthamiana, em casa de vegetação da Embrapa Hortaliças, 

DF.  

     

    2.2 - Purificação Viral 

 
 A purificação dos nucleocapsídeos virais do ZLCV foi feita a partir 

de folhas de N. benthamiana infectadas com ZLCV, seguindo o método descrito 

por De Ávila (1990), Huguenot (1990), com modificações. Cinquenta gramas de 

folhas exibindo sintomas do ZLCV foram coletadas, posteriormente trituradas em 

liquidificador com tampão de extração gelado (0.1M Tris-HCL, 0.01M NA2SO3 e 

0.01M EDTA, ajustado para pH 8,0) na proporção de 1 grama de folha para 8 ml 

de tampão. As folhas foram trituradas por 30 segundos em velocidade moderada, 

até ficarem com consistência pastosa. 

 Em seguida, a amostra triturada foi filtrada em gaze para reter os 

fragmentos maiores de folhas. O líquido obtido, após a filtração, foi colocado em 

tubos falcon de 50 ml estéreis previamente resfriados a 4 °C, os tubos foram 

balanceados e centrifugados (centrífuga eppendorf 5810) a 3.000 rpm por 10 

minutos. O sobrenadante foi coletado em becker de 500 ml previamente resfriado 

a 4 °C, posteriormente, distribuído em tubos de ultra centrífuga e submetidos a 

ultracentrifugação (Rotor tipo 25, Beckman) a 25.000 rpm por 30 minutos a 4 °C.  

 O pellet obtido foi ressuspendido em tampão de ressuspensão (0.01M 

Tris-HCL, 0.01M NA2SO3, 0.01M EDTA, pH ajustado para 7,9, posteriormente 

adicionou-se 1% de Nonidet P-40 SIGMA) na proporção de 4 ml de tampão por 

grama de folha. Utilizou-se um bastão de vidro para facilitar a ressuspensão do 

pellet que foi retirado do tubo pelas bordas (região com maior concentração viral) 

e coletados em becker resfriado. A suspensão foi submetida a homogeneização e 

em seguida, mantida em agitador magnético, por 30 minutos em câmara fria. 

 Logo após, o material foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos 

a 4 °C e o sobrenadante foi submetido a colchão de sacarose 30% (o colchão foi 
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preparado em tampão de ressuspensão em tubos de ultra centrífuga, 30% do 

volume dos tubos foram preenchidos com o tampão de sacarose e o restante do 

tubo foi adicionado o sobrenadante coletado). A centrifugação foi a 28.000 rpm 

(Rotor SW 28, Beckman) por 120 minutos a 4 °C.  O pellet obtido foi 

ressuspendido em 2 ml de tampão 0.01M de citrato ajustado ao pH 6,0 

homogeneizado a baixa velocidade em becker de 50 ml em agitador magnético em 

câmara fria, overnight. 

 A suspensão viral foi submetida a um gradiente (10%, 20%, 30% e 

40% de sacarose) preparado em tampão citrato. A suspensão viral foi adicionada 

em tubo de ultra centrífuga, primeiramente foi preparado o gradiente em dois 

tubos, e logo em seguida, foi adicionado 1 ml da suspensão viral em cada tubo 

com o gradiente já estabelecido. Logo após, os tubos foram balanceados e 

condicionados a rotação de 45.000 rpm (Rotor tipo 45 Ti, Beckman) por 60 

minutos. Após a ultracentrifugação, o pellet obtido (partículas virais) foi 

ressuspendido em 1 ml de tampão citrato e armazenado em freezer -80 °C. 

 

    

  2.3 - Eletroforese (SDS-PAGE) 
 

 A proteína N resultante da purificação foi analisada em gel de 

poliacrilamida, em eletroforese. O gel de poliacrilamida foi preparado de acordo 

Sambrook et al., (1989). Foi adicionado, no espaço entre as placas, o gel 

separador 12% (30% de acrilamida e bis-acrilamida; 1,5M Tris-HCl, pH 8,8; 10% 

SDS; 10% persulfato de amônio; 10 µl TEMED e o volume final de 10 ml 

completado com água destilada), após sua polimerização foi adicionado o gel 

concentrador 5% (30% de acrilamida e bis-acrilamida; 1,0M Tris-HCl pH 6,8; 

10% SDS; 10% persulfato de amônio; 10µl TEMED e o volume final de 4 ml 

completado com água destilada).  

 Após a polimerização do gel e retirada do pente, as placas foram 

fixadas em cuba vertical. Utilizou-se tampão Tris-Glicina 1X (25 mM Tris-HCl; 

250 mM glicina pH 8,3; 0,1% SDS). Nos poços do gel foi gotejada solução azul 

de bromofenol como indicador da frente de corrida e para melhor visualização dos 

poços. Amostras foram preparadas a partir das suspensões virais obtidas na 

purificação, em tampão de desnaturação 2X (50 mM Tris-HCl, pH 6,8; 100 mM 
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DTT; 2% SDS; 0,1% BPB; 10% glicerol) na proporção 1:1. As amostras foram 

fervidas em banho-maria por 5 minutos a 95 °C e posteriormente 10 µl de cada 

amostra foi aplicado no gel. A ordem de aplicação das amostras do ZLCV no gel 

foi primeiramente, a ressuspensão obtida após o colchão de sacarose 30%, 

ressuspensão obtida após o gradiente de sacarose em duplicata e marcador de peso 

molecular de proteína LMW (Low Molecular Weight, BioRad). 

 A cuba foi conectada a uma fonte estabilizadora de eletroforese, 

fixando-se a voltagem de 100 V em amperagem de 50 mA por aproximadamente 

40 minutos. O gel foi retirado do aparato e imergido em solução Azul Brilhante de 

Comassie (0,25 g de Azul Brilhante de Comassie; 125 ml de metanol; 25 ml ácido 

acético; 100 ml de água Milli-Q), após 30 minutos em agitador magnético sob 

baixa rotação e passado para solução descorante (70 ml álcool etílico, 15 ml ácido 

acético e o volume final de 100 ml completado com água destilada) onde ficou 

descorando, a temperatura ambiente, até a total visualização das bandas. 

 

 
 2.4 - Imunização de Coelhos para Produção de Anti-soro  

 
 Dois coelhos foram imunizados com a suspensão viral para a 

produção de imunoglobulinas G contra a proteína do nucleocapsídeo do ZLCV. A 

amostra viral foi dividia em 6 alíquotas, sendo três amostras a serem aplicadas por 

coelho. A primeira alíquota de 125 µl foi emulsificada com 125 µl de adjuvante 

incompleto de Freund (Adjuvant incomplet Freund, Difco laboratorie U.S.A) e 

transferida para um seringa de 5 ml e injetada subcultaneamente, em três pontos 

da região dorsal dos coelhos.  

 A segunda e terceira aplicações da amostra foram realizadas 15 e 30 

dias após a primeira, quando foram injetados 300 µl e 169 µl da amostra, 

respectivamente, emulsificada em igual volume de adjuvante completo de Freund. 

Junto com a terceira imunização realizou-se a primeira sangria dos coelhos. A 

sangria foi feita na região dorsal da orelha após a limpeza com álcool, xileno para 

aumentar a dilatação das veias e vaselina para facilitar a coleta do sangue. A 

aplicação de um leve corte da artéria da orelha propiciou a coleta de cerca de 3 ml 

de sangue do (coelho A) e cerca de 15 ml do (coelho B). 
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 Após a primeira sangria mais três sangrias foram realizadas, para 

estas, em intervalos de 15 dias da sangria anterior para a posterior. A partir da 

primeira sangria 15 ml de sangue foi coletado de cada coelho para purificação das 

proteínas totais. 

 

 
2.5 - Semi-purificação de Anticorpo  
  

 A purificação das proteínas totais foi realizada para as quatro 

sangrias, imediatamente após as coletas. O sangue em tubo falcon de 15 ml foi 

incubado em estufa a 37 °C por 1 hora em seguida, centrifugado a 10.000 rpm por 

10 minutos para precipitação de elementos figurados (hemácias, leucócitos e 

plaquetas), o plasma obtido foi armazenado em freezer -20 °C. 

 Para a purificação das proteínas totais, 1 ml do soro bruto (plasma) 

foi diluído em 10 ml de água destilada e em seguida, foi adicionado sulfato de 

amônio saturado (1M), para precipitação das proteínas totais. Após 1 hora, a 

solução saturada foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 minuto. O pellet foi 

ressuspendido em 1 ml de ½ PBS (NaCl 1,40M; KH2PO4 0,02M Na2HPO4. 

12H2O 0,08M; KCL 0,02M pH ajustado para 7.4), e dializado em membrana de 

diálise overnight em 2 L de ½ PBS.  

 Após dessalinização, a concentração das proteínas da solução foi 

medida em espectro-fotômetro e ajustada para 1,5 mg de proteína por ml ½ PBS, 

em um valor de absorbância de A260 nm. 

 

2.5.1 - Adsorção do Anti-soro 

 
 Para evitar reações inespecíficas do anticorpo com proteínas da 

planta foi realizada a adsorção do anti-soro produzido apenas pelo coelho B (para 

o coelho A não foi necessário). Um mililitro do plasma e igual volume de extrato 

macerado de folhas de N. benthamiana sadias foram misturados e a mistura 

mantida a temperatura ambiente por 1 hora, seguido por centrifugação a 12.000 

rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi coletado e acrescido 9 ml de água 

destilada e mais 5 ml de sulfato de amônio saturado e mantido a temperatura 

ambiente por 1 hora protegido da luz. Logo após, a mistura foi centrifugada por 
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30 minutos a 5.000 rpm; o sobrenadante foi coletado sendo acrescido de 5 ml de 

sulfato de amônio saturado e mantido a temperatura ambiente por 1 hora, sendo 

centrifugado por 30 minutos a 5.000 rpm. O sobrenadante obtido foi 

ressuspendido em 1 ml de ½ PBS e dialisado, em membrana, em 2 L de ½ PBS, 

overnight. No dia seguinte, a concentração foi ajustada como descrito no item 2.5. 

 

2.6 - Validação do Anti-soro por Dot-ELISA 
 

 O anti-soro produzido foi testado contra extrato de plantas infectadas 

com ZLCV e também com outros Tospovirus como TSWV, GRSV e TCSV, em 

Dot-ELISA. Plantas de N. benthamiana ou Datura stramonium mecanicamente 

inoculadas com cada um dos vírus foram mantidas em casa de vegetação na 

Embrapa Hortaliças. Folhas infectadas e sintomáticas foram coletadas para cada 

vírus e utilizadas no preparo do antígeno, em tampão ½ PBS. Foram preparadas 

três diluições 1:10, 1:100 e 1:500 em ½ PBS e 5 µl de cada amostra foi depositado 

em membrana de nitrocelulose (membrana Vs em éster de celulose 0,025 µm de 

poro e 25 mm de diâmetro - Millipore). Como controle foi utilizado extrato de 

folhas preparado nas mesmas diluições a partir de plantas de N. benthamiana ou 

D. stramonium. 

 Adicionalmente, os controles positivos e negativos de cada vírus 

foram depositados em membrana a parte (Figura 10 B) seguindo o mesmo 

esquema demonstrado acima. As membranas foram secas a temperatura ambiente 

por 30 minutos e em seguida imersas em tampão de bloqueio (0,4 mg de leite em 

pó desnatado para 20 ml de ½ PBS) em placa de Petri, sob agitação a 50 rpm por 

2 horas. Adicionou-se a placa, o anti-soro produzido contra ZLCV na 

concentração de 1,5 mg/ml (concentração final na solução de 1 µg/ml) e azida 

sódica para evitar o crescimento de microrganismos no tampão de bloqueio. A 

membrana foi mantida sob agitação a 50 rpm, overnight. 

 As membranas passaram por três lavagens de três minutos cada em 

tampão ½ PBS para retirar o excesso de leite e de IgG. Em seguida, as membranas 

foram mantidas em conjugado geral com fosfatase alcalina (anti-rabbit IgG 

Sigma) na proporção de 1 µl de conjugado para 30 ml de ½ PBS e foram deixadas 

sob agitação a 50 rpm por 2 horas. Seguiram-se três lavagens, como descrito 

anteriormente e transferidas para tampão de revelação (NaCl 100 mM; Tris-HCl 
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100 mM; MgCl2 (6H2O) 5 mM; pH ajustado para 9,5) acrescido de 5-bromo-4-

cloro-3-indolyl phosphatase (BCIP; SIGMA No. B-8503) e de nitro-blue-

tetrazolium (NBT; SIGMA No. N-6876) a concentração final de 0,05 mg/ml e 0,1 

mg/ml, respectivamente. Após aproximadamente 5 minutos sob agitação, as 

amostras positivas nas membranas iniciaram a sensibilização e as membranas 

foram então transferidas para ½ PBS para a eliminação do excesso de tampão de 

revelação. As membranas, após secas, foram digitalizadas em scanner HP. 

 
3 - Estudos Moleculares 

 
3.1 - Extração de RNA Total 

 
 A extração de RNA total foi feita a partir de folhas de N. 

benthamiana sintomáticas. Adotou-se o procedimento descrito por Chomczynski 

& Sacchi (1987), com modificações. O total de 100 mg de folha foi macerado em 

nitrogênio líquido, em tubos tipo eppendorf de 1,5 ml de capacidade, com auxílio 

de pistilo. Logo em seguida, foi adicionado 1 ml de TRIzol® (Invitrogen™) e o 

tubo mantido em agitador por 1 minuto e depois a temperatura ambiente por 5 

minutos. Foram adicionados 200 µl de clorofórmio gelado e a mistura agitada em 

vórtex por 2 minutos, seguido de centrifugação a 12.000 rpm em microcentrífuga 

(Eppendorf) por 15 minutos. Ao sobrenadante (600 µl) coletado em um novo 

tubo, livre de Rnase, foi adicionado isopropanol (420 µl) para precipitação do 

RNA e o tubo incubado por 5 minutos em gelo. A mistura foi submetida à 

centrifugação por 12.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante descartado. O 

pellet foi lavado em 600 µl de álcool 70% gelado e centrifugado por 5 minutos a 

4.000 rpm. O pellet foi seco por 30 minutos a temperatura ambiente e então, 

ressuspendido em 30 µl de água Milli-Q. 

 Amostras de RNA total de folhas de N. benthamiana sadias, também 

foram extraídas para servir como controle negativo nos ensaios.  
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3.2 - Extração de RNA Viral 

 
 Uma alíquota de 250 µl da ressuspensão obtida na purificação viral, 

após o colchão de sacarose 30%, foi utilizada para a extração de RNA viral com 

TRIzol® LS Reagent. A alíquota foi adicionado 750 µl de TRIzol® LS Reagent. A 

mistura foi homogeneizada, incubada por 5 minutos a temperatura ambiente para 

permitir a completa dissociação do nucleocapsídeo e acrescida de 200 µl de 

clorofórmio. A mistura foi agitada vigorosamente em vórtex por 15 segundos e 

incubada por 10 minutos em temperatura ambiente. A amostra foi centrifugada 

por 12.000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante coletado e transferido para um 

tubo novo livre de Rnase. O RNA total foi precipitado pela adição de 500 µl de 

isopropanol, incubado por 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugado a 

12.000 g por 10 minutos a 4° C. O pellet obtido foi lavado em 1 ml de álcool 75% 

e em seguida foi centrifugado a 4.000 rpm por 5 minutos. Após, seco a 

temperatura ambiente por 30 minutos, o RNA foi ressuspendido em 30 µl de água 

Milli-Q. 

 

3.3 - Transcrição Reversa (RT) e Reação em Cadeia de Polimerase (PCR)  
 

 Para as reações da RT-PCR foram adotados vários protocolos 

visando amplificar a sequência do gene da NSs do segmento S RNA do genoma 

do ZLCV.  

 Foram utilizados dois primers antisenso na obtenção de cDNA, UHP 

(5‟ - CACTGGATCCTTTTGTTTTTGTTTTTTG - 3‟) desenhado para anelar na 

região intergênica (IGR) denominada “hairpin” do segmento S e ZLCV NSs 

TERM 2 (5‟- GGTATAGTTGAAGCTGCTTTTGCT - 3‟) desenhado segundo 

sequência do primeiro clone obtido da NSs do ZLCV, no presente trabalho. O 

anelamento do oligonucleotídeo TERM 2 ocorre na posição 177-153 da sequência 

da NSs do ZLCV.  

 O cDNA foi obtido utilizando-se RNA total como molde no caso do 

oligonucleotídeo UHP e RNA viral para TERM 2. Na reação de transcrição 

reversa utilizou-se a enzima Super scriptTM III First-Strand (InvitrogenTM), de 

acordo com as instruções do fabricante. (1µl de primer 10 µM; 1 µl de dNTP 10 
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CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment (NSs) 

 

 

TSWV            ATGTCTTCAAGTGTTTATGAGTCGATCATTCAGACAAGAGCTTCAGTCTGGGGATCAACT 60 

INSV            ATGTCTAGTGCAATGTATGAAACAATTATCAAATCGAAGTCCTCAATCTGGGGAACAACA 60 

                ******       * *****  * ** **  *  * *   * *** ******** ****  

 

TSWV            GCATCTGGTAAAGCTGTTGTAGATTCTTACTGGATTCATGAACTTGGTACTGGTTCTCAA 120 

INSV            TCTTCGGGTAAAGCAGTAGTAGATAGTTATTGGATTCATGATCAATCTTCCGGAAAGAAG 120 

                 * ** ******** ** ******  *** *********** *    * * **     *  

mM; 5 µl de RNA total ou viral e volume completado com 6 µl de água Milli-Q. 

misturado gentilmente e incubado a 65 °C por 5 minutos, posteriormente 1 minuto 

no gelo. Adicionado 4 µl de 5X First-Strand buffer; 1 µl de DTT 0,1M; 1 µl de 

Rnase Out e 1 µl de Super Script III. A amostra foi misturada e incubada a 25 °C 

por 5 minutos. Transferida para termociclador e incubada por 55 °C por 1 hora e a 

enzima foi inativada a temperatura de 70 °C por 15 minutos).  

 Para a PCR, foram utilizadas as seguintes combinações de primers: 

ZLCV NSs D (5‟- GGGAWCAACWKCWTCKGGTAA - 3‟) sentido senso. Este 

foi desenhado com base no alinhamento das sequências da NSs de TSWV BR 20 

(número de acesso do GenBank: DQ915947.1) e de INSV (número de acesso do 

GenBank: GQ336989.1) (Figura 5). Procurou-se identificar a região mais 

conservada do início da sequência, utilizando-se do software CLUSTALW 2.0.12 

no alinhamento das sequências. O primer ZLCV NSs D foi utilizado em 

combinação com o oligonucleotídeo UHP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 Para a amplificação da extremidade 5‟ da sequência da NSs, 

empregou-se a combinação de primers J13 (5‟ - CCCGGATCCAGAGCAAT - 
3‟) (Cortez et al., 2000), sentido senso. J13 contém 8 nt terminais conservados 

(em negrito), presentes em todos os RNAs de Tospovirus e o primer ZLCV NSs 

TERM 2, anti-senso como demonstrado na Figura 7. 

 Para a PCR, foi utilizado o termociclador “Programmable Thermal 

Controller - PTC100” (MJ Research), e os reagentes do “kit Taq DNA 

Polymerase, recombinant” (Gibco BRL), seguindo as recomendações do 

fabricante (cDNA 2 µl; 10X PCR buffer 2,5 µl; 50 mM MgCl2 1,5 µl; 10µM 

primer 0,5 µl; 10 mM dNTP 0,5 µl; enzima Taq DNA 0,2 µl; volume final de 25 

Figura 5: Alinhamento das sequências de nucleotídeos da NSs de TSWV BR 20 e de INSV. Os 

nucleotídeos em amarelo indicam a região de onde foi desenhado o primer ZLCV NSs D. Para o 

alinhamento utilizou-se o programa CLUSTALX 2.0.12. 
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Segmento S 2.9 Kb

NSs

N

ATG TAG

NSs D UHP

ZLCV NSs TERM 2

J13

ZLCV NSs
ATG TAG

µl ajustado com água Milli-Q). As condições da PCR foram: desnaturação inicial 

a 94° C por 5 minutos, seguido de 34 ciclos a 94° C por 1 minuto para dissociação 

das fitas, anelamento (primers D/UHP, 55° C; primers J13/NSs TERM 2, 53° C) 

por 45 segundos e 1 minuto a 72° C para extensão, a extensão final foi a 72° C por 

10 minutos. Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de 

agarose 1,0% corado em solução de brometo de etídeo (0,5µg/mL) sob luz 

ultravioleta (Sambrook et al., 1989).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

 
 

3.4 - Purificação de DNA 
 
 O DNA amplificado por PCR e no tamanho esperado foi excisado do 

gel com auxílio de um bisturi e purificado com o kit GFXTM PCR DNA and Gel 

Band Purification Kit (GE Healthcare), de acordo com as recomendações do 

fabricante. 

 

 
 

Figura 6: Representação esquemática de amplificação da NSs do ZLCV. Barra em marrom claro ao centro 

representa o segmento S de 2.9 kb, barras escuras (acima do terço inferior) com formato de flecha 

representam as ORF da NSs e N de TSWV (modelo representativo da NSs); as setas azuis representam os 

primers utilizados para amplificação da sequência, linha azul indica o primeiro segmento da NSs do ZLCV 

amplificado com a combinação de primers NSs D/ UHP; linha vermelha representa o restante da sequência 

amplificada com os primers J13/ ZLCV NSs TERM 2; a barra escura grossa representa a ORF da NSs 

obtida com amplificação por RT-PCR; ATG e TAG representam códon de iniciação  e códon de terminação 

respectivamente.  
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3.5 - Preparação de Células Competentes (DH5-α) 
 

 O preparo de células competentes foi feito seguindo recomendações 

de Sambrook et al., (1989). Colônia de E. coli cultivada em meio de cultura Luria-

Bertani - LB (Sambrook et al., 1989; Peptona 1,0% (p/v); extrato de levedura 

0,5% (p/v); NaCl 1,0% (p/v), Ágar 1,4% (p/v); pH 7,0) foi repicada para tubos 

falcon de 15 ml contendo 3 ml de meio  LB líquido (Peptona 1,0% (p/v); extrato 

de levedura 0,5% (p/v); NaCl 1,0% (p/v); pH 7,0) e incubado overnight a 37° C 

em rotação 200 rpm em agitador. Um mililitro desta cultura foi transferido para 

frasco elermeyer de 400 ml contendo 100 ml de Super Optimal Broth (SOB: 

Triptona, 20 g; extrato de levedura, 5 g; NaCl, 0,584g; 250 mM KCl; pH 7,0; 2 M 

MgCl2) pré aquecido e o frasco incubado a 37° C, até atingir a densidade optica 

(OD600) entre 0,4 e 0,6. A cultura foi então transferida para tubos que foram 

mantidos no gelo por 30 minutos e, em seguida, centrifugados a 4.000 rpm por 17 

minutos a 4° C. O pellet obtido foi ressuspendido em 400 ml de água destilada 

autoclavada. Seguiu-se nova centrifugação a 4.000 rpm por 22 minutos a 4° C e o 

pellet resultante foi ressuspendido em 200 ml de glicerol 10% resfriado. Após 

centrifugação a 4.000 rpm por 22 minutos a 4° C, o pellet foi ressuspendido em 10 

ml de glicerol 10% resfriado. Última centrifugação de 4.000 rpm por 22 minutos 

foi processada e o pellet obtido foi ressuspendido em 1 ml de glicerol 10% 

resfriado. Alíquotas de 40 µl foram transferidas para eppendorfs de 1,5 ml e 

estocados em freezer -80 °C.  

 

3.6 - Clonagem do Gene NSs e Seleção de Recombinantes 
 
 Os produtos amplificados via RT-PCR foram eluídos do gel de 

agarose utilizando o kit GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE 

Healthcare) e utilizados na reação de ligação em plasmídeo vetor a ser 

transformado em Escherichia coli DH5-α.  

 O produto de RT-PCR foi ligado ao vetor pGEM-T easy (Promega), 

segundo recomendações do fabricante. A reação de ligação (tampão, 2,5 µl; DNA, 

1,5 µl; vetor pGEM-T easy, 0,5 µl (50 ng); T4 DNA Ligase, 0,5 µl), foi realizada 

a temperatura ambiente por 1 hora. Logo em seguida, a ligação foi dialisada em 
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membrana de diálise (Millipore membrane filters 0,025 µm VWSP nitrocellulose) 

por 15 minutos a temperatura ambiente.  

 A transformação em E. coli foi feita em eletroporador (Gene Pulser 

II -Bio Rad). Adicionou-se 2 µl da reação de ligação a 40 µl de células DH5-α 

eletro-competentes, em tubo de plástico tipo eppendorf de 1,5 ml. Após breve 

mistura, a reação foi transferida para cuveta específica (Gene Pulser Curvette - 

BioRad). A cuveta foi acoplada ao eletroporador e submetida às seguintes 

condições: capacitância de 25 µF; resistência mínima de 200 Ω e máxima de 700 

Ω; voltagem de 1,80 KV. Em seguida, adicionou-se 1 ml de meio LB líquido ao 

tubo que foi incubado a 37° C, com agitação de 100 rpm por 1 hora.  

 A suspensão bacteriana (100 µl/placa) foi depositada em placas de 

petri contendo meio de cultura Luria-Bertani-ágar acrescido de ampicilina (50 

µg/ml), X-Gal (20 mg/ml) e IPTG (0,1 M). Estes últimos foram acrescentados e 

espalhados com auxílio de alça Drigalski, após a secagem do meio. As placas 

foram vedadas com parafilme e mantidas em estufa a 37° C, overnight.   

 Para a seleção dos recombinantes, cinco colônias brancas foram 

coletadas individualmente de cada transformação, com auxílio de palitos estéreis e 

repicadas para tubos contendo 5 ml de meio LB acrescido de ampicilina (diluição 

de 1:1000). Colônias azuis também foram selecionadas como controle. Os tubos 

foram mantidos sob agitação de 250 rpm overnight a 37° C. Os procedimentos 

seguiram as recomendações dos respectivos fabricantes e indicações contidas em 

Sambrook et al. (1989).   

 A extração do DNA plasmidial foi realizada utilizando-se o 

PureLinkTM Quick Plasmid Miniprepi Kit (InvitrogenTM) de acordo com as 

indicações do fabricante. Observado a presença do plasmídeo bacteriano em gel 

de agarose 1,0%, após a miniprepi, o DNA plasmidial foi submetido à digestão 

enzimática com a enzima EcoRI (InvitrogenTM). Observado em gel de agarose a 

presença dos insertos com seus tamanhos correspondentes, o DNA plasmidial foi 

aliquotado, 12 µl em eppendorf de 1,5 ml e estocados no freezer -20 °C para 

posterior sequenciamento.  
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3.7 - Sequenciamento 
 

 Os clones (ZLCV NSs 2000 pb e ZLCV NSs 250 pb) foram enviados 

para sequenciamento. O sequenciamento foi realizado nos dois sentidos de leitura, 

senso e antisenso, utilizando-se os primers do vetor pGEM T Easy, T7 e SP6. O 

sequenciamento foi feito pela técnica de reação de terminação em cadeia (Sanger 

et al., 1977), pela empresa Macrogem na Coréia do Sul. 

 
3.8 - Análise das Sequências 

 
 Na análise das sequencias utilizou-se o programa Vector NTI 11 

(InvintrogenTM). Os cromatogramas das sequências foram analisados no software 

Trev version 1.9 (http://www.mrc-lmb.cam.ac.uk/pubseq/) e a comparação das 

sequências obtidas para NSs com as demais sequências depositadas no GenBank 

foi feita por meio do Nucleotide Blast do site do National Center for 

Biotechnology Information NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Altschul et 

al., 1990). 

 Análise de identidade entre as sequências de aminoácidos da NSs das 

espécies de gênero Tospovirus foi realizada com auxílio da ferramenta DNAMAN 

version 7 Lynnon Corporation (2009). 

 O alinhamento das sequências da NSs foi feita com o programa 

ClustalW do site da European Molecular Biology Laboratory (EMBL) - European 

Bioinformatics Institute (EBI) (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), (Chena et 

al., 2003). Múltiplos alinhamentos de sequências de aminoácidos gerados pelo 

ClustalW foram usados para a análise filogenética com o software MEGA 

Version 4.0.2 (Tamura et al., 2007). A árvore filogenética foi construída usando 

máxima parcimônia, método modelo com „Branch & Bound‟, padrão de 

parâmetros de 1.000 repetições em análises de bootstrap. 

 Box-Shade foi a ferramenta utilizado para visualização dos 

alinhamentos (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html)  

 A análise de domínios da sequência foi desenvolvida usando o 

Prosite (http://expasy.ch/prosite), (Gattiker et al., 2002). 

      
  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html
http://expasy.ch/prosite
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     RESULTADOS 
 
1 - Estudos Biológicos  
 
1.1 - Confirmação da Ausência de Infecção Mista 
 
 Após a inoculação mecânica do ZLCV em plantas de N. 

Benthamiana, a partir de folhas sintomáticas com ZLCV, foi feito DAS-ELISA 

para certificação da ausência de infecção mista na amostra proveniente do campo.  

 

  

   

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

   

 

 

 

 Observa-se pelos resultados obtidos nos testes sorológicos, a ausência 

de TSWV, TCSV, GRSV, Potato virus Y (PVY), Papaya ringspot virus - type 

watermelon (PRSV-W), Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV), Watermelon 

mosaic virus (WMV II) e Cucumber mosaic virus (CMV), nas plantas de N. 

benthamiana inoculadas com ZLCV visando a multiplicação do inóculo do vírus 

Gráfico 1 – Resultado do teste DAS-ELISA usando anti-soro policlonal contra os vírus ZLCV, TSWV, TCSV, 
GRSV, PVY, PRSV, ZYMV, WMVII e CMV. Extrato foliar proveniente de N. benthamiana inoculada com ZLCV 
na diluição de 10-5. Colunas em azul representam amostra de extrato foliar de N. benthamiana inoculada com ZLCV. 
Colunas em vermelho representam extrato foliar de diferentes hospedeiras (N. benthamiana, D. stramonium, “TNN”, 

N. rustica, “Sansum”, C. pepo) inoculadas com ZLCV, TSWV, TCSV, GRSV, PVY, PRSV, ZYMV, WMVII e 
CMV na diluição de 10-5 (controles positivos). Colunas em verde representam extrato foliar de plantas não inoculadas 
(controles negativos). Eixo X = valor de absorbância 405nm. Eixo Y = amostras virais e seus respectivos anti-soros 
utilizados para avaliar a presença ou ausências dos vírus na amostra de planta inoculada com ZLCV. 
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(Gráfico 1). Para esses vírus, os valores de absorbância dos controles negativos 

em relação aos valores de absorbância das amostras testadas são inferiores, ou 

seja, estão pelo menos duas vezes menores. No teste utilizado, a amostra pode ser 

considerada positiva, se o valor da absorbância da amostra analisada for pelo 

menos duas vezes maior em relação ao valor de absorbância do controle negativo 

ou ainda ter a mesma proporção do controle positivo. Estes resultados indicam 

que nas plantas inoculadas com ZLCV, não foram detectados TSWV, TCSV, 

GRSV, PVY, PRSV, ZYMV, WMV II e nem CMV, assegurando assim a pureza 

do isolado. Para o ZLCV observa-se pelo Gráfico 1 que os valores de absorbância 

obtidos para a amostra (>0,4) e aquele obtido para o controle positivo (2,0) foram 

muito superiores ao valor obtido para o controle negativo.  

 

1.2 - Círculo de Hospedeiras 

 
  A confirmação da presença de apenas ZLCV nas plantas de N. 

benthamiana inoculadas indicaram que estas poderiam ser utilizadas como fonte 

de inóculo para o experimento. No estudo do círculo de plantas hospedeiras foram 

testadas espécies das seguintes famílias botânicas: Cucurbitaceae, Solanaceae, 

Fabaceae, Chenopodiaceae, Amaranthaceae, Convolvulaceae. A presença de 

sintomas sistêmicos foi observada inicialmente após 15 dias da segunda 

inoculação em apenas 12 hospedeiras diferentes do total de plantas testadas. 

Apenas uma hospedeira apresentou sintomas locais (Tabela 2), os sintomas locais 

(reação de hipersensibilidade) foram observados inicialmente no primeiro dia 

após a primeira inoculação. Os sintomas foram avaliados semanalmente até o final 

do ciclo de vida das plantas. 

  As hospedeiras sintomáticas (Anexo, Figura 17) exibiram uma 

diversidade de sintomas como de hipersensibilidade, lesão clorótica, mosaico, 

clorose, deformação foliar, morte da planta, redução de crescimento, clareamento 

de nervuras, embolhamento foliar, encarquilhamento foliar e necrose foliar. Os 

sintomas apresentados e suas respectivas hospedeiras estão demonstrados na 

tabela 2. 

  As plantas que não apresentaram sintomas foram submetidas ao teste 

Dot-ELISA para a confirmação da ausência do vírus ou sua presença.  Não foi 
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observado a presença do vírus em nenhuma planta assintomática (dados não 

apresentados). 

  Das plantas sintomáticas foram fotografadas as folhas e avaliados os 

tipos de sintomas expressados por ZLCV nessas hospedeiras (Anexo, Figura 17). 

Fez-se PCR com primers específicos para a detecção do ZLCV nas plantas 

sintomáticas (Giampan et al., 2009) e o produto da reação foi avaliado em gel de 

agarose 0,8%, a presença do vírus foi confirmada pela amplificação da sequência 

da proteína N com o aparecimento de bandas de aproximadamente 350 pb  (Figura 

7).     
  

Figura 7 – Amplificação de região da sequência do SRNA (N) visualizada em 
gel de agarose 1,0%. Confirmação da presença do ZLCV nas plantas 
sintomáticas avaliadas no círculo de hospedeiras. 1: Pepino verde comprido, 2: 
Pepino safira, 3: Pepino caipira esmeralda, 4: Melancia “Crimson Sweet”, 5: 
Cucurbita pepo cv. “Caserta”, 6: Datura stramonium, 7: Nicotiana tabacum 
“TNN”, 8: Nicotiana tabacum “Sansum”, 9: Nicotiana benthamiana,  10: 
Pimenta Doce Comprida, 11: Capsicum chinenses PI 159236, 12: Gomphrena 
globosa. (-) = controle negativo. M: marcador 1kb DNA ladder (Promega). 



46 
 

  
   

 

 Sintomas 
Hospedeiras Local Sistêmico 
Cucurbitaceae   
Cucurbita spp. Cv.  "Casca Grossa"       ...       ... 
Citrullus lanatus Cv. ''Rajada'' ... ... 
Cucumis sativus Cv. ''Caipira'' ... ... 
Citrullus lanatus Cv. "Congo" ... ... 
Cucurbita spp. Cv. Híbrida ... ... 
Cucumis sativus Cv. "Verde Comprido" ... M, EF, NF, MP 
Cucumis sativus Cv. "Sugar Baby" ... ... 
Cucurbita spp. Cv. "Manina Creme" ... ... 
Cucurbita spp. Cv. "Bahiana Tropical" ... ... 
Cucumis anguria Cv. do Norte ... ... 
C. pepo Cv. "Menina Brasileira" ... ... 
C. pepo Cv."Tronco Verde Redonda" ... ... 
Cucumis melo Cv.” Imperial 45” ... ... 
Cucumis sativus Cv. “Safira” ... M, NF, MP 
Cucumis melo Cv. "Eldorado" ... M, DF, NF, MP 
Citrullus lanatus Cv. "Charleston Gray" ... ... 
C. pepo Cv. “Goianinha” ... ... 
Cucurbita spp. Cv. "Nova caravela" ... ... 
Cucumis sativus Cv. "Caipira Esmeralda" ... M, EF, NF, MP 
Citrullus lanatus Cv. "Crimson Sweet" ... C, DF, NF, MP 
C. pepo Cv. "Menina Brasileira pecoce" ... ... 
C. pepo Cv. "Moranga exposição" ... ... 
C pepo Cv. ''Caserta'' ... M, MP, EF 
Solanaceae ... ... 
Datura stramonium ... LC, CN. 
Solanum lycopersicum ... ... 
Nicotiana tabacum ''TNN'' ... DF, EB, RC, LC 
Nicotiana tabacum ''Turkish'' ... ... 
Nicotiana tabacum “Sansum” ... EB, LN, DF 
Nicotiana benthamiana ... RC, EF, NF, 

MP  
Nicotiana glutinosa ... ... 
Nicotiana rustica RH ... 
Nicandra physaloides ... ... 
Physalis occidentalis ... ... 
Capsicum chinense PI 159236 ... EB, EF 
Capsicum annuum ... ... 
Capsicum annum Cv. “Vermelho Gigante” ... ... 
Solanum lycopersicum Cv. “Coração de Boi” ... ... 
C. annum Cv. "Doce Comprida" ... DF, C  
C. annum Cv. "Italiano Amarelo Gigante" ... ... 
C. annum Cv. "Cambuá Chapéu de Bispo " ... ... 
Solanum gilo Cv. "Redondo Morro Grande" ... ... 
Fabaceae ... ... 
Phaseolus sp. ... ... 
Phaseolus BT2 ... ... 
Phaseolus Adzuk ... ... 
Pisum sativum "Grão Luciana" ... ... 
Vigna faber ... ... 
Chenopodiaceae ... ... 
Chenopodium amaranticolor ... ... 
Chenopodium quinoa ... ... 
Beta vulgaris ... ... 
Amaranthaceae ... ... 
Gomphrena globosa ... RC, LC, DF 
Convolvulaceae ... ... 
Ipomoea setosa ... ... 

Tabela 2 - Círculo de plantas hospedeiras do ZLCV determinado via inoculação mecânica em diversas espécies 
de plantas. Os sintomas sistêmicos foram inicialmente avaliados após 15 dias da segunda inoculação. 

Sintomas avaliados: Reação de hipersensibilidade (RH), lesão clorótica (LC), lesão necrótica (LN), mosaico 
(M), clorose (C), deformação foliar (DF), morte da planta (MP), redução do crescimento (RC), clareamento 
de nervuras (CN), embolhamento (EB), encarquilhamento foliar (EF), necrose foliar (NF) e sem sintomas 
(...). 
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2 - Estudos Sorológicos 
 

   A qualidade da purificação do ZLCV, feita de acordo com De Ávila et 

al,. (1990), foi avaliada em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), aplicando-se a 

amostra viral obtida após o gradiente de sacarose (Figura 8 (1)) e amostra coletada 

após colchão de sacarose (Figura 8 (2)). O peso molecular da proteína do 

nucleocapsídeo dos Tospovirus é de aproximadamente 29 kD, o mesmo peso 

molecular observado nas amostras virais no gel (Figura 8)  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

  Dois coelhos foram imunizados com os extratos purificados e 

analisados conforme descrito no material e métodos. As sangrias foram realizadas, 

e a concentração de imunoglobulinas totais foi determinada em espectrofotômetro. 

Posteriormente, foi realizado o ensaio de Dot-ELISA para a validação do anti-soro 

produzido. Na purificação das imunoglobulinas, tanto para o anti-soro do coelho 

A, quanto para o coelho B, foi feita a adsorção. No entanto, para o coelho A, 

verificou-se posteriormente, não haver a necessidade de tal procedimento, pois, 

para este anti-soro, não foi observado reação com extrato de planta sadia, 

entretanto a adsorção foi feita apenas para comparação. Em contraste, para o 

coelho B, observou-se no anti-soro obtido uma sensibilização com o controle 

Figura 8 - Análise do peso molecular da proteína do nucleocapsídeo do ZLCV a partir de 

extratos purificados via análise em gel de poliacrilamida. LMW (marcador de peso 

molecular (BioRad)), 1 - aplicação em duplicata da suspensão viral após o gradiente de 

sacarose, 2- amostra viral após o colchão de sacarose, 30kD e 29kD peso molecular de 

banda do marcador e nucleocapsídeo do ZLCV, respectivamente. 
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negativo, demonstrando, dessa forma, reação deste segundo anti-soro com 

proteínas da planta. Após a adsorção dos anti-soros novamente foi realizado o 

teste de Dot-ELISA com os mesmos. Como esperado, houve uma leve diminuição 

da reação do anticorpo com o antígeno, e a reação inespecífica foi totalmente 

eliminada como pode se visualizado na Figura 9: 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

   

    

 

 

  Um ensaio para avaliar a especificidade do anti-soro do ZLCV em 

relação aos demais Tospovirus também foi feito. As espécies utilizadas para 

avaliação foram: TSWV, GRSV e TCSV e o anti-soro utilizado foi o produzido 

pelo coelho A, pois demonstrou-se um anti-soro melhor em comparação ao anti-

soro produzido pelo coelho B, não tendo a necessidade de se fazer adsorção e por 

sensibilizar de forma mais evidente a membrana (Dados não apresentados). Como 

demonstrado na figura abaixo, o anti-soro construído para ZLCV, apresentou 

reação cruzada com os vírus TCSV e GRSV. Observa-se reação cruzada até a 

diluição de 1:100, na diluição de 1:500 a reação não foi observada, no entanto, o 

anti-soro do ZLCV, nas três diluições, reagiu sensibilizando o ponto no qual foi 

aplicado a amostra viral. Demonstrando que na diluição de 1:500 foi possível 

diferenciar por Dot-ELISA, ZLCV das outras espécies de Tospovirus avaliadas no 

presente estudo. 

 

  

Figura 9 - Dot-ELISA para validação do anti-soro contra ZLCV. S/= sem e C/ com. 

(+) = controle positivo, amostra foliar macerada inoculada com ZLCV e (-) = controle 

negativo, amostra foliar macerada sem a presença de vírus. 1:10 = concentração do 

extrato foliar macerado (1 µl do extrato macerado em 10µl de ½ PBS). 
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Figura 10: A- Ensaio Dot-ELISA para avaliar especificidade do anti-soro do ZLCV com os 

Tospovirus TSWV, GRSV e TCSV. B- Dot-ELISA com os anti-soros do  TSWV, GRSV e 

TCSV para avaliar a presença dos respectivos vírus nas amostras de plantas utilizadas para o 

ensaio. (-) = controle negativo (plantas com ausência de vírus). 

Anti-TSWV 

Anti-GRSV 

Anti-TCSV 
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3 - Estudos Moleculares 

 

  Para obtenção do gene da proteína NSs do ZLCV, a partir de folhas de 

N. benthamiana sintomáticas foi extraído o RNA total. A transcrição reversa foi 

processada com os primer UHP e posteriormente, a PCR foi realizada com a 

combinação dos primers ZLCV NSs D e UHP. O produto amplificado foi de 

aproximadamente 2000 pb (Figura 11) 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  O produto de aproximadamente 2000 bp obtido foi clonado em vetor 

pGEM-T easy (Promega), posteriormente, confirmada a presença do inserto, este 

foi sequenciado. Com a sequência obtida, foi analisada a sua identidade no banco 

de dados do NCBI, através do BLAST e confirmado como sendo parte da ORF da 

proteína NSs do ZLCV pela identidade obtida de 73.2% com a NSs do TSWV. 

  Como a região N-terminal da NSs do ZLCV não foi amplificada com 

a combinação anteriormente utilizada de primers (ZLCV NSs D e UHP), uma 

nova PCR com os primers (ZLCV NSs TERM 2 e J13) foi realizada, na qual se 

obteve um produto amplificado de aproximadamente 250 pb (Figura 12) 

  

Figura 11: Amplificação do gene da proteína NSs do ZLCV 
visualizado em gel de agarose 0,8%. =NSs do ZLCV, (-) = 
Controle negativo, RNA total de folhas de N. benthamiana 
ausente de vírus. Marcador 1kb Plus DNA Ladder (InvitrogenTM) 



51 
 

NSsMarcador

ORF NSs 
1404 pb

2kb 

249pb

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

  Este foi clonado em vetor pGEM-T easy (Promega) e posteriormente 

sequenciado. A sequência obtida foi adicionada a porção anterior determinada da 

ORF, o qual resultou na sequência completa do gene da proteína NSs do ZLCV. 

(sequência de nucleotídeos da NSs do ZLCV em Anexo, Figura 16 A).  

  A sequência total obtida apresentou tamanho de 2177 pb. A análise da 

ORF no programa Vector NTI 11 (InvitrogenTM) demonstrou que a proteína NSs 

do ZLCV possui um tamanho de 1404 pb, tendo ATG (na posição 97 pb) como 

códon de iniciação e TAG (na posição 1500 pb) como códon de terminação 

 

  

Figura 13 - Representação esquemática de amplificação do gene da NSs do ZLCV contendo além da ORF 

parte da região intergênica (IGR) em vermelho. Barra em marrom claro representa todo o segmento S de 

2.9 kb. Barra escura com formato de flecha representa a ORF da NSs, as setas pretas representam a 

combinação dos primers ZLCV NSs D e UHP utilizados para amplificação da sequência representada pelo 

pontilhado preto. As setas vermelhas representam a combinação de primers J13 e ZLCV NSs TERM 2 para 

a amplificação do N terminal da sequência que contém o start códon, sequência representada pelo 

pontilhado vermelho. Números em parênteses representam a percentual de anelamento dos primers na 

sequência.   

Figura 12- Amplificação por PCR da porção N 
terminal do gene NSs analisada em gel de agarose 
0,8%. Marcador 1kb Plus DNA Ladder 
(InvitrogemTM). 

300pb 250pb 

IGR 
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Espécies ZLCV  CSNV  TSWV  GRSV  TCSV  INSV  IYSV  WBNV  WSMV  GTV   CaCV  MYSV  GBNV   

 

ZLCV     100% 

CSNV     69.0% 100% 

TSWV     73.2% 81.6% 100% 

GRSV     69.6% 74.7% 81.8% 100% 

TCSV     72.3% 75.2% 82.5% 88.4% 100% 

INSV     54.1% 55.6% 56.8% 55.7% 52.8% 100% 

IYSV     21.2% 21.0% 20.5% 22.3% 21.9% 20.9% 100% 

WBNV     17.3% 18.5% 18.5% 18.2% 19.2% 19.2% 46.0% 100% 

WSMV     18.7% 20.8% 20.6% 19.6% 21.0% 21.0% 48.7% 77.7% 100% 

GTV      20.1% 20.4% 21.0% 20.3% 21.0% 20.6% 50.8% 73.1% 78.4% 100% 

CaCV     18.7% 20.4% 20.3% 19.4% 21.0% 20.6% 50.8% 74.7% 80.4% 89.1% 100% 

MYSV     18.3% 19.9% 19.4% 18.1% 19.8% 19.5% 40.7% 43.5% 49.7% 47.2% 47.6% 100% 

GBNV     18.9% 21.3% 20.6% 20.6% 22.0% 20.3% 49.0% 78.6% 84.5% 81.1% 82.2% 49.2% 100% 

 

3.1 - Análise de Identidade da Proteína NSs do ZLCV Dentro do Gênero 

Tospovirus 
 

  Empregando-se o programa Vector NTI 11 (InvitrogenTM) foi obtida a 

sequência traduzida da ORF NSs do ZLCV (Anexo, Figura 16 B), que apresenta 

peso molecular de aproximadamente 53kD, tamanho de 468 aminoácidos. Foi 

avaliada a identidade da NSs com as principais espécies do gênero Tospovirus, 

utilizando-se da ferramenta Protein Blast, obteve-se o valor de identidade de 

aminoácidos entre as proteínas NSs das principais espécies do gênero Tospovirus 

(Tabela 3). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

    

   

   

  As maiores identidades observadas entre as proteínas NSs foi de 

88.4% entre GRSV e TCSV e entre GTV e CaCV de 89.1%. A maior identidade 

observada da NSs do ZLCV foi com TSWV de 73.2%. A menor identidade foi de 

18.1% entre GRSV e MYSV e entre ZLCV e WBNV com uma porcentagem de 

identidade de 17,3%. No grupo Americano (CSNV, TCSV, GRSV, TSWV, 

ZLCV e INSV), observa-se que a menor identidade é obtida na comparação entre 

Tabela 3 - Análise comparativa das identidadesa (%) de aminoácidos da proteína NSs (supressora de silenciamento 

gênico) entre espécies do gênero Tospovirus. 

GRSV (Groundnut ring spot virus); TCSV (Tomato chlorotic spot virus); CSNV (Chrysanthemum stem necrosis 
virus); TSWV (Tomato spotted wilt virus); ZLCV (Zucchini lethal chlorosis virus); INSV (Impatiens necrotic spot 
virus); WBNV (Watermelon bud necrosis virus); GBNV(Groundnut bud necrosis virus); WSMV(Watermelon silver 
mottle virus); IYSV (Brazilian isolate of Iris yellow spot virus); CaCV (Gloxinia Tospovirus); GTV (Watermelon 
silver mottle virus); MYSV (Melon yellow spot virus).  
a Porcentagem de identidade entre sequências de aminoácidos de proteínas NSs foram obtidas utilizando o software 
DNAMAM version 7 Lynnon Corporation, 2009. 
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TCSV e INSV de 52.8%. Quando a NSs do ZLCV é comparada, a menor 

identidade observada foi de 54.1% também com INSV. ZLCV é um vírus que 

possui restrição em nível de infecção de hospedeiras, a sua maior identidade foi de 

73.2% com TSWV é observada uma diferença de aminoácidos de 26.8%. Em um 

comparativo, TSWV que é um vírus que apresenta uma gama de hospedeiras 

ampla, a sua maior identidade foi com TCSV de 82.5% apresentando uma 

diferença de 17.5%. É nitidamente observada uma diferença significativa de 

aminoácidos de uma proteína que provavelmente apresenta relação com sua 

patogenicidade entre um vírus que apresenta baixa amplitude em infecção de 

hospedeiras (ZLCV) e um vírus que apresenta uma amplitude grande na infecção 

de hospedeiras (TSWV). 
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3.2 - Análise Filogenética com Base na Proteína NSs 

 
  O alinhamento das sequências de aminoácidos das proteínas NSs foi 

feito com auxílio do programa ClustaW2 (Chenna et al., 2003) e o múltiplo 

alinhamento das sequências gerado foi usado para a construção da árvore 

filogenética com o auxílio do software MEGA Version 4.0.2 (Tamura et al., 

2007). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  A árvore filogenética derivada das sequências de aminoácidos das 

proteínas NSs das espécies de Tospovirus claramente demonstra a divisão dos 

Tospovirus em dois grupos bem definidos, o grupo Americano que é constituído 

por CSNV, TCSV, GRSV, TSWV, ZLCV e INSV e o grupo Asiático com 

GBNV, WBNV, WSMV, GTV, CaCV, MYSV e IYSV.  

   

  Observa-se que dentro do grupo Americano, INSV é o mais distante 

dos demais vírus. O ponto de divergência que origina o ramo de INSV é distinto 

Grupo Americano 

Grupo Euro-Asiático 

Figura 14- Árvore filogenética de espécies de Tospovirus baseado na proteína NSs. Os números próximos 
das linhas indicam a frequência dos grupos após análise de bootstrap (1.000 repetições). A árvore 
filogenética foi construída usando o método de parcimônia máxima com modelo „branch & bound‟ com 

parâmetros padrão de 1.000 repetições em análise bootstrap. 
GRSV, Groundnut ring spot virus (Sequência não depositada); TCSV, Tomato chlorotic spot virus 
(Sequência não depositada); CSNV, Chrysanthemum stem necrosis virus (Genbank: AB600873. 1); TSWV, 
Tomato spotted wilt virus (Genbank: DQ915948. 1; ZLCV, Zucchini lethal chlorosis virus (Sequência não 
depositada); INSV, Impatiens necrotic spot virus (Genbank: FN400772. 1); WBNV, Watermelon bud 
necrosis virus (Genbank: ADB19865. 1); GBNV, Groundnut bud necrosis virus (Genbank: NP619700. 1); 
WSMV, Watermelon silver mottle virus (Genbank: NP620770. 1); IYSV, Brazilian isolate of Iris yellow 
spot virus (Genbank AF001387. 1); CaCV, Gloxinia Tospovirus (Genbank: ABC86906. 1); GTV, 
Watermelon silver mottle virus (Genbank: AAC15500. 1); MYSV, Melon yellow spot virus (Genbank: 
BAG82845. 1).  
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dos demais. Quando observado o grupo formado por CSNV, GRSV, TCSV, 

TSWV e ZLCV, este é o mais distante, sendo a ponto de divergência que origina 

o ramo do ZLCV distinto daquele que origina a ramificação dos demais vírus, ou 

seja, os ancestrais parecem estar mais distantes. Com base na análise de 

identidade de aminoácidos é observada a maior proximidade do ZLCV com 

TSWV. 

  A filogenia derivada do alinhamento múltiplo das proteínas NSs dos 

vírus do grupo Euro-Asiático demonstrou ser semelhante com a observada para 

grupo Americano. Como no grupo Americano, dois vírus demonstram ser mais 

distantes, no caso, IYSV e MYSV, sendo que entre os dois, MYSV é mais 

distante das demais espécies. INSV e IYSV são os extremos, ou seja, as espécies 

mais distintas dos dois grupos gerados. A mesma semelhança é observada entre 

ZLCV e MYSV, depois de INSV e IYSV são os vírus mais distantes dos demais 

vírus dos seus respectivos grupos. A mesma relação de proximidade entre GRSV 

e TCSV é observada entre CaCV e GTV. 

 
3.3 - Diversidade de Sequência da Proteína Supressora de Silenciamento 

Gênico (NSs) dos Tospovirus. 
 
  Múltiplo alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína NSs 

revelou a presença de várias regiões conservadas (Anexo, Figura 15) observadas 

tanto na porção N-terminal como na região central da ORF e na porção C-terminal 

da sequência de aminoácidos. É Claramente observado, em alguns pontos das 

sequências das proteínas NSs analisadas, a diferenciação no grau de conservação 

de aminoácidos entre o grupo Americano e Euro-Asiático (Figura 15, regiões 

marcadas em escuro e/ou cinza em partes da sequência. Parte em cinza demonstra 

uma parcial conservação de aminoácidos entre as espécies, parte em preto 

representa uma total conservação entre as espécies). 

  Com auxílio da ferramenta Expasy Prosite (Gattiker et al., 2002) 

puderam ser observados alguns domínios na sequência. Os mais conservados são: 

1- N-myristoylation , 2- Casein kinase II phosphorylation, 3- Tyrosine kinase 

phosphorylation, 4-Protein kinase C phosphorylation, 5- ATP/GTP-binding site 

motif A (P-loop), 6- N-glycosylation . Os três primeiros são os mais conservados 

em relação aos grupos, estando presentes, tanto nas espécies virais do grupo 
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Americano e Euro-Asiático, como nas proteínas NSs em espécies de outros dois 

gêneros da família Bunyaviridae: Orthobunyavirus e Phlebovirus (dados não 

apresentados). A região do alinhamento que apresenta maior convergência de 

aminoácidos, entre os dois grupos, encontra-se entre os aminoácidos 396 a 410 

(região sublinhada em vermelho), região esta, que está localizada na extremidade 

C-terminal das sequências de aminoácidos alinhadas (Anexo, Figura 15). 

 

 

     DISCUSSÃO 

  

 Como observado nos demais trabalhos de círculo de hospedeiras que 

foram realizados para ZLCV, ficou evidente a restrição de infecção do vírus às 

famílias botânicas de cucurbitáceas e solanáceas. Com o intuito de avaliar a 

diversidade de isolados e/ou estabilidade biológica da espécie viral em relação às 

hospedeiras, no presente trabalho, foi feito um novo espectro de hospedeiras 

incluindo um número significativamente maior de hospedeiras de cucurbitáceas e 

solanáceas. Como demonstrado na Tabela 2, ZLCV manteve seu círculo de 

infecção restrito a poucas espécies hospedeiras, sugerindo dessa forma, a 

estabilidade genética do vírus. Todavia, ensaios avaliando a variabilidade da 

sequência do RNA S do vírus devem ser realizados para a confirmação da 

estabilidade genética do vírus. ZLCV causou infecção sistêmica em Nicotiana 

tabacum “sansum”, Datura stramonium, Nicotiana tabacum “TNN” e Gomphrena 

globosa que até o momento, estavam relatadas como hospedeiras de infecção 

local (Rezende et al., 1995, 1997; Bezerra et al., 1999). Também foi observada a 

infecção de duas novas cultivares de pepino: Pepino Verde Comprido e pepino 

Caipira Esmeralda e uma cultivar nova de pimenta: Pimenta Doce Comprida. Em 

Nicotiana rustica foi verificado apenas o aparecimento de lesões de 

hipersensibilidade. A temperatura é um fator que também está envolvido na 

capacidade do vírus infectar a planta e da planta apresentar sintomas, todavia, no 

presente estudo, a temperatura talvez não tenha influenciado nessa questão, pois 

para a conclusão total do espectro de hospedeiras, 4 círculos foram feitos (dados 

não mostrados) em diferentes épocas do ano, no qual há variações significativas 

de temperatura. O resultado demonstrado no presente trabalho deve ser 

interpretado com cautela, pois é constatado de acordo com Resende et al., (1996), 
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que após poucas passagens mecânicas do vírus, dificilmente ele infecta 

hospedeiras da família cucurbitácea devido ao fato da perda da infectividade 

observada nos Tospovirus (Resende et al., 1992).   

 Sobre o aspecto sorológico, outros anti-soros policlonais contra a 

proteína N do ZLCV já foram produzidos. O trabalho de Resende et al., (1996) 

avaliou a reação cruzada do anti-soro com as espécies TSWV, TCSV, GRSV, 

INSV. Os autores observaram uma leve reação cruzada com as espécies GRSV, 

no entanto, considerada uma reação não significativa. Já no trabalho de Bezerra et 

al., (1999) não foi observada reação cruzada do anti-soro contra a proteína N do 

ZLCV com os vírus TSWV, TCSV, GRSV, INSV, IYSV-BR e CNSV. O anti-

soro produzido contra ZLCV por Bezerra et al., (1999) foi utilizado no presente 

trabalho para a detecção do ZLCV em plantas de cucurbitáceas e em teste de 

reação cruzada. Através de Dot-ELISA e DAS-ELISA foi observada uma forte 

reação com os vírus GRSV, TSWV e TCSV, além da necessidade de uma 

titulação alta do vírus na planta para a sua detecção (Observação pessoal não 

demonstrada). Os resultados de reação cruzada observados nesta dissertação 

foram diferentes daqueles descritos por Bezerra et al. (1999) no trabalho 

publicado sobre a caracterização do ZLCV e CSNV. Devido a esta divergência e 

observado o aumento da incidência do ZLCV em plantações de cucurbitáceas (Dr. 

Jorge Rezende - ESALQ e Dr. Raimundo Aguiar - UFT, comunicação pessoal) 

tornou-se necessário a produção de um anti-soro para a detecção do ZLCV, foi 

proposto neste trabalho à produção de um novo anti-soro contra a proteína do 

nucleocapsídeo do ZLCV. 

 O novo anti-soro produzido apresentou uma reação cruzada forte 

com GRSV e menos intensa com TCSV nas diluições 1:10 e 1:100. No entanto, 

com TSWV não houve reação alguma, dado esse que difere dos resultados de 

sorologia feitos com outros anti-soros já produzidos para ZLCV em relação à 

reação cruzada com outras espécies de Tospovirus. No trabalho de Resende et al., 

(1996) não foi demonstrado reação significativa do anti-soro produzido a partir do 

isolado BR-09z com os demais Tospovirus avaliados, já com o anti-soro 

produzido neste trabalho, essa reação com GRSV foi considerada significativa, 

observada visualmente através de membranas de Dot-ELISA. Por problemas 

técnicos não foi possível comparar os resultados em DAS-ELISA para avaliar de 



58 
 

forma mais ampla os resultados de reação cruzada entre os anti-soros, no entanto, 

por Dot-ELISA (Figura 11) foi possível visualizar essa reação. 

 Conforme relatado, no trabalho de Bezerra et al., (1999), os dados 

apresentados foram distintos aos dados obtidos neste trabalho. Observamos reação 

cruzada do novo anti-soro com GRSV e TCSV, enquanto, Bezerra e 

colaboradores (1999) não observaram reação alguma entre todos os Tospovirus 

avaliados. Levantamos uma hipótese que talvez possa explicar essa questão: os 

epítopos da proteína N que serviram como base para produção de 

imunoglobulinas do anticorpo produzido anteriormente podem ter sido originados 

de regiões diferentes da proteína N daqueles usados para a produção do novo anti-

soro. 

 O Genoma do ZLCV consiste de três segmentos de RNA como nos 

demais Tospovirus, segmentos S, M e L. O segmento M, responsável pela 

expressão da proteína de movimento viral (NSm) e as glicoproteínas (Gn, Gc) 

associadas a membrana lipídica do vírus, foi totalmente caracterizado (Nagata et 

al., 2007 & Silva et al., 2001). O segmento L responsável pela tradução da 

polimerase viral até o momento não foi sequenciado. Para o segmento S, a ORF 

da proteína N já foi caracterizada (Bezerra et al., 1999) e o gene da proteína NSs 

do ZLCV até o momento não havia sido caracterizado.  

 No presente trabalho a elucidação da sequência de nucleotídeos do 

gene da NSs responsável pela codificação da proteína supressora de silenciamento 

gênico foi concluída. Dentro do gênero Tospovirus, a grande maioria das espécies 

pertencentes, o segmento S já foi caracterizado. Alguns trabalhos avaliaram a 

filogenia entre as espécies do gênero Tospovirus com base em suas proteínas (N, 

NSm e G). Silva et al., (1999) com base na sequência de aminoácidos da proteína 

N e NSm, avaliaram a filogenia existente entre as espécies do gênero Tospovirus e 

constatou a existência de dois grupos distintos (grupo Americano e Euro-

Asiático). Nagata (2007) e colaboradores, com base nas sequências de aminoácido 

das glicoproteínas dos Tospovirus, também observaram a separação das espécies 

em dois grupos. Para chegarem a esta conclusão, os dois trabalhos levaram em 

conta, não apenas, as análises de aminoácidos, mas também, a prevalência 

geográfica das espécies de Tospovirus. 

 No presente estudo, os dados de filogenia da NSs corroboraram com 

a análise feita com base na N, NSm e G. Na árvore filogenética da NSs (Figura 
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14) também é observado a evidente separação dos Tospovirus em dois grupos, 

Americano e Euro-Asiático. Um dado interessante pode ser observado nas árvores 

filogenéticas das proteínas N, G, NSm e NSs. Quando a análise é feita com as 

proteínas estruturais (N e G), CSNV e ZLCV estão mais próximos e quando a 

mesma análise é feita com base nas proteínas não estruturais NSm e NSs, esses 

vírus se separam e nitidamente ZLCV se mantém mais distante da maioria dos 

vírus do grupo Americano. Essa análise filogenética parece corroborar com a 

diferença biológica observada para o ZLCV, considerando-se a premissa, de que 

as proteínas não estruturais do vírus têm relação com a sua patogenicidade e sua 

interação com o hospedeiro. ZLCV apresenta uma gama de hospedeiras mais 

restrita que a maioria das outras espécies do grupo americano. Dessa forma, 

potencialmente, variações na sequência de aminoácidos dessas proteínas poderiam 

influir na relação do ZLCV com seus hospedeiros e/ou na sua patogenicidade. 

 Molecularmente é observado, através da identidade de aminoácidos 

da NSs (Tabela 3) e NSm (Silva et al., 1999) do ZLCV com demais Tospovirus, 

uma diferença mais significativa do ZLCV em relação aos demais vírus, a maior 

identidade observada com base na NSs foi de 73.2% com TSWV e com a NSm foi 

de 71% com CSNV. Tomando como comparação TSWV, observa-se, com base 

nas proteínas não estruturais, a maior identidade foi de 85,5% de TSWV com 

CSNV (análise feita com a NSm) e 82.5% de TSWV com TCSV (análise feita 

com a NSs). Uma diferença de mais de 10% é observada entre ZLCV e TSWV 

nas análises mencionadas acima. 

 Levanto em conta esse análise molecular poderíamos sugerir a 

hipótese que a restrição observada em relação às hospedeiras do ZLCV tem 

ligação com a divergência de aminoácidos observada dessas proteínas do ZLCV 

com as demais espécies do grupo Americano. No entanto, é necessária uma 

abordagem biológica com a construção de vetores expressando essas proteínas em 

planta para observar, se de fato, há uma relação convergente entre a base 

molecular e biológica.  

 Outra hipótese sugerida é que o vírus pode está, evolutivamente, se 

especializando na infecção de um grupo de hospedeiras. INSV é outro vírus do 

grupo Americano, no qual é observada uma restrição em nível de infecção de 

diferentes famílias botânicas, sendo observada uma restrição do vírus, a infecção 

de plantas ornamentais. Como em ZLCV, em INSV também é observado uma 
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variação em nível de aminoácidos das proteínas não estruturais, dessa forma, as 

modificações observadas no conjunto de aminoácido das proteínas não estruturais 

dos dois vírus, também podem estar ligadas a uma especificidade desses vírus em 

infectar um grupo restrito de plantas hospedeiras. 

 No gênero Tospovirus, a principal característica na demarcação das 

espécies é baseada na percentagem de identidade de aminoácidos da proteína N. 

Valores abaixo de 90% demarcam uma diferente espécie (Goldbach & Kuo, 

1996). Também é avaliado como critério de classificação das espécies a 

especificidade do vetor, eficiência de transmissão do vetor, espectro de 

hospedeiras e a relação sorológica com base na proteína do nucleocapisídeo viral 

(N). Nos trabalhos de Silva et al., (1999); Nagata et al., (2007) e Lovato et al., 

(2004), os autores apontam que a classificação dos Tospovirus pode abranger 

outros parâmetros, tais como a comparação de sequência de aminoácidos das 

proteínas NSm e G e também da região intergênica (Pappu et al., 2000). Nessa 

dissertação é proposta também, a utilização das sequências de aminoácidos da 

proteína NSs como um fator adicional para a classificação taxonômica do gênero 

Tospovirus.   

 Sobre a análise de domínios em relação às proteínas supressoras de 

silenciamento gênico, alguns trabalhos estão sendo desenvolvidos na busca de 

motivos das proteínas que tem relação com a supressão do silenciamento gênico. 

Recentemente foi descoberto o domínio putative Zn-Finger, está inserido em uma 

família proteica que possui atividade supressora (Chiba et al., 2005). Em membros 

do gênero Potyvirus, na proteína HC-Pro, foi observado a presença do domínio 

Zn-Finger que tem a capacidade, no processo de silenciamento gênico, de se ligar 

aos siRNAs formando complexos, e dessa forma impossibilitando a associação 

dos siRNAs ao complexo RISC (Valli et al., 2007). Ensaios com mutantes da 

proteína 2b de Cucumber mosaic virus (CMV) demonstraram que alterações em 

motivos de fosforilação da proteína não alteraram a sua interação com as proteínas 

AGO (González et al., 2010). 

 Em relação aos Tospovirus, até o momento, não foram desenvolvidos 

ensaios que avaliem a relação de domínios conservados da sequência de 

aminoácidos da NSs com o processo de supressão de silenciamento gênico. Neste 

trabalho, através da análise da sequência primária de peptídeo identificamos, por 

homologia de domínios específicos, sítios conservados nas sequências de 
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aminoácidos das proteínas NSs de Tospovirus (Anexo, Figura 15). Um total de 

seis domínios conservados nas sequências de proteínas foram observados, sendo 

que desses seis, três (N-miristoilação, tirosina kinase fosforilação e caseína kinase 

II fosforilação) se mantém presentes, tanto em espécies pertencentes ao grupo 

Americano, quando em espécies do grupo Euro-Asiático. Além disso, esses 

domínios também estão presentes nas proteínas NSs em espécies pertencentes a 

outros 2 gêneros (Orthobunyavirus e Phlebovirus) da família Bunyaviridae.  

 Dos três domínios, o N-miristoilação foi observado em todas as 

espécies virais da família Bunyaviridae avaliadas (dados não apresentados).  A 

miristoilação do N-terminal de proteínas em eucariotos é a transferência de uma 

cadeia lipídica (o miristato) pela enzima coA-miristoil : proteína Nmiristoil 

transferase (NMT) para o aminoácido glicina do terminal-N de uma determinada 

sequência na proteína. Evidências experimentais mostram que esta reação de 

transferência promove a associação de proteínas específicas entre si, como 

também com domínios na membrana, incluindo uma variedade de cascatas de 

transdução de sinal (Farazi, et al., 2001). 

 Além dessas regiões, no C-terminal das sequências primárias de 

aminoácidos das proteínas NSs alinhadas, foi observado um conjunto de 23 

aminoácidos (Figura 15, região sublinhada em vermelho) que na sua maioria se 

mantém conservados, tanto nos Tospovirus do grupo Americano como nos 

Tospovirus do grupo Euro-Asiático. Devida a grande conservação dessa região 

(única região do conjunto de aminoácidos que se observa altamente conservada 

nos dois grupos) levantamos a hipótese que provavelmente esta região possa ter 

alguma relação com o processo de silenciamento gênico, contudo, essa questão é 

apenas uma hipótese.   

 Para a confirmação desta função e da relação dessas regiões que se 

apresentam mais conservadas na sequência primária de aminoácidos com o 

processo de supressão de silenciamento gênico e também com a possível restrição 

em relação à infecção de plantas hospedeiras. Ensaios com vetores contendo a 

NSs mutada devem ser conduzidos, para avaliar a real função desses domínios 

com o processo de supressão do silenciamento gênico. E ensaios biológicos, como 

a co-inoculação de uma espécie de Tospovirus que tenha um amplo círculo de 

plantas hospedeiras com vetores expressando esses domínios da proteína NSs do 

ZLCV, para uma avaliação da relação da proteína NSs com restrição e/ou 
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amplitude de espécies de plantas hospedeiras também devem ser conduzidos. Os 

resultados obtidos com esses tipos de ensaios podem ser aplicados no controle de 

espécies de Tospovirus.  

 

    

    PERSPECTIVAS 
 

 Com a caracterização da proteína NSs do ZLCV e também com a 

caracterização das proteínas NSs de TCSV e GRSV (Dados ainda não publicados) 

e com as demais proteínas não estruturais (NSm e NSs), já caracterizadas dos 

principais Tospovirus brasileiros (TSWV, TCSV, GRSV, CSNV e ZLCV). Novos 

estudos mais aprofundados podem ser desenvolvidos levando em consideração a 

relação patógeno/hospedeira.  

 Estudos estes que podem abordar fatores envolvidos na supressão do 

silenciamento gênico, movimento viral célula a célula e sistêmico, tanto em 

plantas hospedeiras, plantas suscetíveis, inseto vetor e também em protoplastos. 

Os resultados adquiridos com esse tipo de estudo, podem auxiliar no 

desenvolvimento de estratégias de controle viral durante o processo de infecção. 

A elucidação da atuação dessas proteínas em etapas detalhadas, tanto no processo 

de movimento célula a célula e sistêmico (NSm) como no processo de supressão 

de silenciamento gênico (NSs) pode gerar conhecimento teórico que pode ser 

aplicado na produção de ferramentas químicas, biológicas e moleculares além da 

possível criação de plantas transgênicas resistentes a infecção viral. Favorecendo 

dessa forma, o aumento da produção agrícola no país, já que é relatado que as 

espécies virais do gênero Tospovirus estão entre os principais agentes causadores 

de doenças em plantas comercializáveis no mundo.  

.     
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TCSV         1 ---------------------------------------------MSTSVYESIIQTKAS 

INSV         1 ---------------------------------------------MSSAMYETIIKSKSS 

GRSV         1 MVDLQAAANSLVIPGSRAIVSFFILNRTSTSKSQNCNKHKSTRATMSSGVYESIIQTKAS 

TSWV         1 ---------------------------------------------MSSSVYESIIQTRAS 

CSNV         1 ---------------------------------------------MSLSVYDSIIQTKAS 

ZLCV         1 ---------------------------------------------MSSSMYDSIIQAKAS 

IYSV         1 ---------------------------------------------MSTVRTTAVDFLSN- 

GTV          1 ---------------------------------------------MSSVKSAASEFVKS- 

CaCV         1 ---------------------------------------------MSTAKSAASEFVKS- 

WBNV         1 ---------------------------------------------MSTALSVASEFVIS- 

GBNV         1 ---------------------------------------------MSTARSAASEFVKS- 

WSMV         1 ---------------------------------------------MSTAKNAASEFIKS- 

MYSV         1 ---------------------------------------------MANAYLTAVGYVKA- 

consensus    1                                              *....  .. ...   

 

 

TCSV        16 VWGSTASGKSIVDSYWIYEFATGSPLVQTQLYSDSRSKSSFGY--TSRIGDIPVVEEEIL 

INSV        16 IWGTTSSGKAVVDSYWIHDQSSGKKLVEAQLYSDSRSKTSFCY--TGKVGFLPTEEKEII 

GRSV        61 VWGSTASGKSIVDSYWIYEFPTGSPLVQTQLYSDSRSKSSFGY--TSKVGDIPAVEEEIL 

TSWV        16 VWGSTASGKAVVDSYWIHELGTGSQLVQTQLYSDSRSKSSFGY--TAKVGDLPCEEEEIL 

CSNV        16 VWGSTASGKSVVDSYWIHELETGSSLVQTQLYSDSRSKSSFSY--TTRVGDLPCEEKEIF 

ZLCV        16 VLGSTSSGKSVVDSYWIHNYTNGASLIQTQLYSDSRSKSSFNY--TSKVGDLPNEEREIL 

IYSV        15 -YGISCDSRSSNDCYRVFS-GNGKILMDVSMHSTIGIKPAFSVGNLGRNEDIKANEAEMI 

GTV         15 -YGT-RDNRAINDCYSVFN-GEGVNFPNLFMHNNAGTKSAFSINDLGRNEDIKIHEAEII 

CaCV        15 -YGT-RDNRAINDCYSVFS-GEGVNFLSLFMHNNAGIKSAFSINDLGRNEDVKIHEAEVI 

WBNV        15 -YVT-GDDVPPDDCCSIFS-GEGANFLDLFMHNIAGMKSAFNISYLYLNDDITIHEPEDI 

GBNV        15 -YGT-RDNRAINDCYSVFS-GEGVNFLNLFMHNNAGIKSAFSINDLGRNEDIKIHEAEVI 

WSMV        15 -YGT-RDNRAVNDCYSVFT-GEGVNFLNLFMHNNAGIKSAFSINDLGRNEDVKIHEAEVV 

MYSV        15 -YGS-KDKKAVNDCYAVFD-GEGKNILNLFMHSNSGVKSAFSINELGRNEDMKIQEAETL 

consensus   61  .... . ... *.. ..  . * ..... ... ...*..*..  ....... . * *.. 

 

 

TCSV        74 SQNLHVPIFDDIDFSININDSLLVLSVCSNTVNTNGVKHQGHLKVLSLAQLHPIEP---- 

INSV        74 SENVFVPIFDDIDLNFSFSGDVVEILVRSNTTNTNGVKHQGHLKVLSSQLLRMFEE---- 

GRSV       119 SQNVHIPVFDDIDFSISINDSFLAISACSNTVNTNGVKHQGHLKVLSLAQLHPFEP---- 

TSWV        74 SQHVYIPIFDDIDFSINIDNSVLALSVCSNTVNANGVKHQGHLKVLSPAQLHSIES---- 

CSNV        74 SQHVYIPVFDDIDFNISIDDSFLVMSVCSNTVNTNGVKHQGHLKVLSPAQLYSIGS---- 

ZLCV        74 SQNAFIPIFDDIDFCITIDDESLDLSICSNTVNTNGVKHQGHLKVLSSAQLDPIEH---- 

IYSV        73 DEYHNYDVFNKFGLDISFCNHFMEISVKKPSLKNYETKFQMHNQIFEPSTQLLRQGMG-- 

GTV         72 DTCHDYNYFEKFGLDITFCEHEMSLVVRKPGIKNTGCKFSMHNQIFNPNSGTLSIAPR-- 

CaCV        72 DTCHDYNYFEKFGLDITFCEHEMRLVVKKPGIKNTGCKFSMHNQIFNPNNDTLSIVPT-- 

WBNV        72 ESCHDYHYFEKFGLDITFCEHEMSLIVRKPGVKNTGCKFAMHNQTFNPNSDVLDLAPR-- 

GBNV        72 DSCHDYHYFEKFGLDIIFCEHEMSLVVGKPGVKNTGCKFTMHNQIFNPNSDTLALTPG-- 

WSMV        72 DSCHDYHYFEKFGLDITFCEHEMNLIVRKPGVKNTGCKFTMHNQIFNPNSNILNMTPG-- 

MYSV        72 TTLHDQKFFNHFGLDVIFCGHVLNVIVRKHNVSNIGCKFSQHNLIFCPNEETLDFTPTDK 

consensus  121 .  .   .*............ . ..... .. . . *.. *. .. ..   .        

                  
 

TCSV       130 --VMSRSDIVSRFRLQEEDITPNDKYIDAANKGSLSCVKEHTYKVEMNHNQALGKVNVLS 

INSV       130 --QIAVPEITSRFGLKESDIFPPNNFIEAANKGSLSCVKEVLFDVKYSNNQSMGKVSVLS 

GRSV       175 --VMSRSEIASRFRLQEEDIIPDDKYISAANKGSLSCVKEHTYKVEMSYNQALGKVNVLS 

TSWV       130 --IMNRSDITDRFQLQEKDIIPNDKYIEAANKGSLSCVKEHTYKIEICYNQALGKVNVLS 

CSNV       130 --IMSISDITDRFQLQEKDIIPNDRYIEAANKGSLSCVKESTYEVKMCHNQALGKVNVLS 

ZLCV       130 --LMSRSDISSRFHLKEEDIIPKDRYIEAANRGSLSCVKEQTYEVKVCHNQALGKVNVLS 

IYSV       131 --KMTESDFYTYSNLSKDEIYPNEWFVSEAKRKNFFIADVSGFSLDYG-FSVMGKTTSYW 

GTV        130 --MVLEEGFHEKSKIKPNELLPSDWCLDECWKNNFYIATNGNFALDYG-FSVMGKTTSYW 

CaCV       130 --TIQEEVFHEKSKIRSNDLLPSDWCLDEFWKNNFYIATNGEFSLDYG-FSVMGKTTSYW 

WBNV       130 --TISEDIFYEKSKIRPSGMAPSGWCLDECRENNFYIAANGKLALDYG-FSVMGKTTSYW 

GBNV       130 --TVSENEFYEKIKIRSNGLLPSGWYQDECCKNNFYIATNGDLTLDYG-FSVMGKTTSYW 

WSMV       130 --TISEDAFYDRSKIASSGLLPSGWCLDECYKNNFYIATNGDLTLDYG-FSVMGKTTSYW 

MYSV       132 GLSLSEEEFFKATKISSEDFHPQGWCVEECKKNRFTVAETSCLELNYG-SPIMGKTVAYW 

consensus  181    ... .. .. ..   ...* ....... .  ....    . ....   ..**.. .. 

`    ANEXO 
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TCSV       188 PNRNVHEWLYSFKPN--FNQIESNNRTVNSLAVKSLLMATENNIMPNSQAFVKASTDSHF 

INSV       188 PTRSVHEWLYTLKPV--FNQSQTNNRTVNTLAVKSLAMSATSDLMSDTHSFVRLNNNKPF 

GRSV       233 PNRNVHEWLYSFKPN--FNQIESNNRTVNSLAVKSLLMATENNIMPNSQAFVEASTDSHF 

TSWV       188 PNRNVHEWLYSFKPN--FNQVESNNRTVNSLAVKSLLMSAENNIMPNSQAFVKASTDSHF 

CSNV       188 PNRNVHEWLYSFKPN--FNQVESNNRTVNSLAVKSLLLSAET----TSCQTLKLCKASLI 

ZLCV       188 PNRNVHECLYSFKPN--FNQVESNNRTVNSLAIKSLLMSVKNEIMPNSQAFASISTDADF 

IYSV       188 KENMDKTSLISVKQKSMNNPSVPTNRLLSASTIKAIEIASNIACNKSTVLAVKQDLSFDL 

GTV        187 RENISREKILSFKHKSLPDNTVPTNRSSSTSIVKGIQLGSELAPETTIILSCKQDLDVDL 

CaCV       187 RENISREKILSFKHKSLPDNTVPTNRLLSTSIVKGIQLGSELAPETTVILSCKQNLDIDL 

WBNV       187 RENMSREKILSVKQKSLPDNTVPTNRLLSTSTVKGIQLGSELASDTTVILSLKQNLNTNL 

GBNV       187 RESISREKILSVKQKCLPDNTVPTNRLLSTSTVKGIQLGSELAPDTTVILSLKQNLNVDL 

WSMV       187 RESMSREKILSVKQKCFFDNTVPTNRLLSTSIVKGIQIGSELASDTTVILSCKQNLNIDL 

MYSV       191 RENISGEKLVTVKPKCINVPTALPNRLLPSSTVKAIQIGSELAKQATVVLSARQSLKQDL 

consensus  241 .. . .. ....*..  ....   **.. .. .*.. ......   ........ .  .. 

 

 

TCSV       246 KLS--LWLRVPKVLKQIAIQKLFKVAGDETGKIFYLSIACIPNHNSVETALNVTVICKHQ 

INSV       246 KIS--LWMRIPKIMKSNTYSRFFTLSDESSPKEYYISIQCLPNHNNVETALNITLISKPL 

GRSV       291 RLS--LWLRIPKVLKQIAIQKLFRFAGDETGKSFYLSIACIPNHNSVETALNVTVICKHQ 

TSWV       246 KLS--LWLRVPKVLKQVSIQKLFKVAGDETNKTFYLSIACIPNHNSVETALNITVICKHQ 

CSNV       242 LISSDPLVKIPKVLKQFLAKTILN-AGDETNKEFYLSIACIPNHNSVETALNITVICKHQ 

ZLCV       246 KVN--FWLRIPRVLKQVNFQKLFKIAEDTSNKDFYLSIACIPSHSSVETALNVTIICKHL 

IYSV       248 KTQ--FRISFPGEYNETAIARTFLINQGMKGQYICIYAKTVMDKSNERTTLILKIVTQNR 

GTV        247 KSQ--YRISFHGIQEEGAFARTFCIPFENKSRMICFYAKTVADNSNERTTLIIKIVTKTV 

CaCV       247 KSQ--YRISFHGIQEEGAFTRTFCIPFENKSRIICFYAKTVADNSNERTTLIIKVVTKTI 

WBNV       247 KSQ--YPNSFHGIPEEGAFTRTFCVLFENKSRMICMYAKTVADNSNERTTIIIKVATKTV 

GBNV       247 KSQ--YRVSFHGIQEEGAFARTFCVPFENKSRMICLYAKTVVDNSNERTTLIIKVVTKTI 

WSMV       247 KSQ--YRISFHGIQEEGAFARTFCVPFENKSRMISFYAKTVADNSNERTTLIIKVVTKTV 

MYSV       251 KSQ--YRVTFPGVLEDLAYSRSYLVPFGSENRIIRFDSRTISDRENEQTTLILKTSTKTI 

consensus  301 ...  . ....... . .. ... .  .   ... .  ... ..... *......... . 

 

 

TCSV       304 LP-----VPKSKAPFELSLIFSDLKEPYSTVHDPSYPQRIVHALLETHTSFAQTLSNKLQ 

INSV       304 LE-----STPSSSDHKIEMNFSDLKEPYNVIHDMSYPQRIVHSLLEIHTELAQTICDSVQ 

GRSV       349 LP-----IPKSKAPFELSMIFSDLKEPYNTVHDPSYPQRIVHALLETHTSFAQVLCNKLQ 

TSWV       304 LP-----IRKCKAPFELSMMFSDLKEPYNIVHDPSYPQRIVHALLETHTSFAQVLCNNLQ 

CSNV       301 LP-----IPKIKAPFELSMMFSDLKEPYNIVHDPSYPQRIVHGLLETHISFAQTLSNNLQ 

ZLCV       304 KP-----TPEILSFFELKMAFSDLKEPYSAVHDPSYSHRIAHALLETHTSFAQSLCDKLQ 

IYSV       306 PGSYNSTLLPKNHSDCRKVVGASFGIVEQKSTDPNYNKIIANELLSVHTNFALKISKILK 

GTV        305 DS--HLMIPKKNHINCNKFVGARIGLVDFGDSDPNYNQMIVKELLGVHTQFALNLSRTLK 

CaCV       305 DS--HLMIPIRNHINCSRLVGARIGLVDFCDADPNYNQMIVKELLGVHTQFAMNLSGALK 

WBNV       305 DF--HLVIPIRNHINCMRKIGARIGLVDLCDADPNYNQMIVKELLSVHTQFAIKLSEVIK 

GBNV       305 ES--HLVIPIRNHINCVKKIGARIGLVDSIESDPNYNQMIVKELLGVHTQFAINLSLVIK 

WSMV       305 DS--HLVIPIRNHVNCEMKIGARVGLVDFCDSDPNYNQLIVKNLLSVHTQFTINLSEVIQ 

MYSV       309 ES--NFTNRAQEHKNCIKSIGERLGLVDFVVSEPNYSQIIASDFLRLQTVLSLRVSKHFK 

consensus  361        ..   .  ......  .....  . ...* ..*.. .* ... ... ..  .. 

 

 

TCSV       359 EDVIIYTLNSTKLVPAKLDVGERTLNYNEDASKKKYFLSKTLECLPMTVQTMSYLDSIQI 

INSV       359 QDIIVFTINEPDLKPKKFELGKKTLNYSEDGYGRKYFLSQTLKSLPRNSQTMSYLDSIQM 

GRSV       404 GDVIIYTINSPELTPAKLDLGERTLNYSEDASKKRYFLSKTLECLPVNVQTMSYLDSIQI 

TSWV       359 EDVIIYTLNNLELTPGKLDLGERTLNYSEDAYKRKYFLSKTLECLPSNTQTMSYLNSIQI 

CSNV       356 EDVIIYSLNNHELTPAKLDLGDRTLNYSEDAYKRKYFLSKTLDCLPVNTQTMSYLDSIQI 

ZLCV       359 EDVIIYSLNNHELFPMKLDVGGRTLNYSEDAYKRKYFISETLECLPANMQTISYLESIQI 

IYSV       366 KPVIVYKTYDKELLPKKVEIDGRTFNYQEDIDGNIYFLSTTLAILPVSVSVLSYLDSASP 

GTV        363 KPIIVFKMYDKELINGHVEVSGRVLNYQVDAEGNVYFLSKTLEVLPRSLSTLSYLNSVAP 

CaCV       363 KPIIVFKMYDKELINGHVEVSGRVLNYQVDADGNIYFLSKTLEVLPRSLSTLSYLNSVAP 

WBNV       363 KPIIVFKMYDKELTYSHVNVLGRILNYQTDIEGNVYFLSKTLEVLPKSLSTLSYLGSIAP 

GBNV       363 KPIIVFKMYDIELNNNHIDVYGRILNYQTDAEGNAYFLSKTLEVLPKSLSTLSYLGSIAP 

WSMV       363 KPVIVFKMYDKELHNDYTEVSGRILNYQVDSEGNIYFLSKTLEVLPKSLSTLSYLGSIAP 

MYSV       367 KPVIVYKLYDKETELKKVKIDGKFVSYNEDSEGNVYVLNKTLDLFPKSNSSFMYLSKTMS 

consensus  421 ...*......... . .... .....*..*.... *....**...*.......** ..   
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TCSV       419 PSWKMDFAKGEIRISPQAASSSI-------------------------- 

INSV       419 PDWKFDYAAGEIKISPRSEDVLKAISKLDLN------------------ 

GRSV       464 PSWKIDFARGEIRISPQSTPIARSLLKLDLSKIKEKKSLIWETSSYDLE 

TSWV       419 PSWKIDFARGEIKISPQSISVAKSLLKLDLSGIKKKESKVKEAYASGSK 

CSNV       416 PSWKVDFARGEIKISPQSISVAKSLLALDLSGIGKKKSKAPAGSQPEPK 

ZLCV       419 PSWKIDFARGEIKISPRSPSFLKWLVKLDIDEIGRRRPRFSEAHKSGSK 

IYSV       426 SCWKESKGLGHFTVEELQ------------------------------- 

GTV        423 IVWKESLEHQHFIVELQ-------------------------------- 

CaCV       423 TLWKESLEHQHFIVELK-------------------------------- 

WBNV       423 TQWRECLEHRHFVVTAN-------------------------------- 

GBNV       423 IQWEESLEHQHFIVKPE-------------------------------- 

WSMV       423 IQWKECLEHQHFVVKAE-------------------------------- 

MYSV       427 PFWKEFPFEQHLVVDYNEFSERYLNSSSDSEEEPSTSSAPSTS------ 

consensus  481 . *..  ..... ....                                 

 

  

Figura 15- Alinhamento múltiplo de aminoácidos das proteínas NSs de Tospovirus. Cada cor referente a cada 
nome condiz com a cor de cada marcação na figura.  ATP/GTP-binding site motif A (P-loop), Casein kinase II 
phosphorylation, N-myristoylation, Tyrosine Kinase Phosphorylation, Protein Kinase C Phosphorylation, N-
glycosylation .  Aminoácidos no C-terminal sublinhados em vermelho representam região consenso entre o grupo 
Americano e Euro-Asiático. Regiões marcadas em escuro representam conservação dos aminoácidos entre as 
espécies de Tospovirus. Regiões marcadas em cinza representam conservação de alguns aminoácidos entre as 
espécies virais. 
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atgtcttcaagcatgtatgactctatcatccaggcaaaagcttcagtcttgggatcaacatcttcgggtaagtctgttgta

gattcttattggatccacaactacacaaatggtgcttctttaattcaaactcaattatattctgattcaaggagcaaaagca

gcttcaactatacctcaaaagtgggtgatctccctaatgaagagagagagatcctctctcaaaatgctttcatccctatttt

tgatgatatagatttctgtatcaccattgatgatgagtctttagatctttcaatctgctccaacactgttaacactaatggagt

gaagcatcagggacaccttaaagtcctttcatctgcacaacttgatcccatcgagcatctgatgagccgatctgacattt

cttctagatttcatctgaaagaagaggatataatacctaaggacaggtacatagaagcagctaacagaggctctctttct

tgtgtcaaggagcagacttatgaagttaaagtctgccacaaccaagctttagggaaagtgaatgttctttctcctaacag

aaatgttcatgaatgcctatacagcttcaaacccaacttcaatcaagttgagagcaacaacaggactgtaaattctcttg

caattaaatcacttcttatgtctgtcaaaaatgagataatgcctaactctcaggcttttgctagcatttcgactgatgctgatt

tcaaagtgaatttttggctgagaatacccagggtcctgaaacaagttaatttccagaaattattcaaaattgctgaagaca

cctcaaacaaagatttttatctgtcaattgcttgtatccctagccacagcagtgttgaaactgctttaaatgtaacgattattt

gcaagcatttgaaaccgactccagagattttgtctttttttgagctcaaaatggccttttctgacttgaaggaaccatacag

tgctgttcatgatccttcatattcccatagaattgcccatgcactgcttgaaactcacacatcctttgcacaatctctttgtg

ataagcttcaggaagatgttataatttattctttaaacaaccatgagctgtttccaatgaagctggatgttggtggaagaa

ctttaaactactctgaagatgcttataaaaggaaatattttatctcagaaactctagaatgccttcctgctaacatgcagac

tatatcttatttggagagcattcaaattccctcatggaaaattgattttgccagaggagaaattaagatttctccaaggtctc

cttcctttttgaagtggttggtaaagcttgatattgatgaaataggcaggaggaggccaaggttttctgaagcacacaaa

tctggttcgaaatag 

 

 

 

MSSSMYDSIIQAKASVLGSTSSGKSVVDSYWIHNYTNGASLIQTQLYSDSR

SKSSFNYTSKVGDLPNEEREILSQNAFIPIFDDIDFCITIDDESLDLSICSNTV

NTNGVKHQGHLKVLSSAQLDPIEHLMSRSDISSRFHLKEEDIIPKDRYIEAA

NRGSLSCVKEQTYEVKVCHNQALGKVNVLSPNRNVHECLYSFKPNFNQV

ESNNRTVNSLAIKSLLMSVKNEIMPNSQAFASISTDADFKVNFWLRIPRVL

KQVNFQKLFKIAEDTSNKDFYLSIACIPSHSSVETALNVTIICKHLKPTPEIL

SFFELKMAFSDLKEPYSAVHDPSYSHRIAHALLETHTSFAQSLCDKLQEDV

IIYSLNNHELFPMKLDVGGRTLNYSEDAYKRKYFISETLECLPANMQTISY

LESIQIPSWKIDFARGEIKISPRSPSFLKWLVKLDIDEIGRRRPRFSEAHKSGS

K* 

 

 

A 

B 

FIGURA 16 – A Sequências de nucleotídeos da ORF NSs do ZLCV, B – 
Sequências de aminoácidos da ORF NSs do ZLCV. 
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Figura 17 - Círculo de plantas hospedeiras. Plantas inoculadas com ZLCV 

sintomáticas, os sintomas foram avaliados inicialmente após 15 dias da segunda 

inoculação.    
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A = N. tabacum “TNN” (DF, EB, RC e LC); B = N. tabacum “Sansun” (EB, LN e DF); C = N. 
rustica (RH); D = D. stramonium (LC e CN); E = C. pepo cv. “Caserta” (M, MP e EF); F = 
Pimenta doce comprida (DF e C); G = Pepino caipira (M, EF, NF e MP); H = Melancia “Crimson 
Sweet” (C, DF, NF e MP); I = Pepino Safira (M, NF e MP); J = Pepino Verde Comprido (M, EF, 
NF e MP); K = Gomphrena globosa (RC, LC e DF); L = N. benthamiana (RC, EF, NF e MP).  
(RH) Reação de hipersensibilidade (LC), lesão necrótica (LN), mosaico (M), clorose (C), 
deformação foliar (DF), morte da planta (MP), redução do crescimento (RC), clareamento de 
nervuras (CN), embolhamento foliar (EB), encarquilhamento foliar (EF), necrose foliar (NF). 
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