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INTRODUCAO GERAL

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é uma das principais hortalicas cultivadas no
mundo. A espécie esta classificada dentro da familia Solanaceae, género Solanum, secéo
Lycopersicon (Peralta et al., 2005). O seu centro de origem abrange as ilhas Galapagos
(Darwin et al., 2003; Peralta et al., 2005), Chile, Peru, Bolivia, Equador e Colémbia
(Esquinas-Alcdzar & Vinals, 1995; Fontes & Silva, 2002). Atualmente, o tomateiro é
cultivado em quase todos os paises (Fontes & Silva, 2002).

No Brasil, a tomaticultura tem grande importancia econémica. De acordo com 0s
ultimos dados disponibilizados pela FAOSTAT (2015), o pais ocupa a oitava posi¢cdo no
ranking mundial, produzindo aproximadamente 4,1 milhGes de toneladas por safra. Os
principais estados produtores sdo: Goias, com 23,89% da producdo nacional, seguido de Sé&o
Paulo (19,78%), Minas Gerais (15,72%), Bahia (6,72%) e Parana (6,70%) (IBGE, 2015).

O cultivo do tomate em grande parte das regides brasileiras e ao longo de quase todo o
ano possibilita o desenvolvimento de varias pragas e doencas, tanto em lavouras destinadas a
industria, quanto para consumo in natura (Souza & Reis, 2003). InUmeras viroses sao
relatadas na cultura, com incidéncia variando conforme a época, a regido, o tipo de cultivo e,
principalmente, a multiplicacdo e disseminacdo dos vetores (Inoue-Nagata, 2013). A
begomovirose € uma das principais doencas virais do tomateiro, causando grandes perdas de
producdo em varias partes do mundo, especialmente em regides tropicais e subtropicais
(Bock, 1982; Varma & Malathi, 2003; Seal et al., 2006).

Os begomovirus, familia Geminiviridade, caracterizam-se pela presenca de uma
(monopartidos) ou duas (bipartidos) moléculas de DNA circular fita simples. Cada uma das
moléculas ¢é encapsidada por uma proteina estrutural que forma dois icosaedros incompletos
unidos, o que confere o aspecto geminado das particulas (Lazarowitz & Shepherd, 1992).

Estes virus sdo divididos em dois grupos de acordo com a organizagdo gendmica, diversidade



genética e distribuicdo geogréafica: linhagens do Velho Mundo e do Novo Mundo (Nawaz-ul-
Rehman & Fauquet, 2009). Os begomovirus com genoma monopartido sd@o encontrados
principalmente em paises do Velho Mundo, enquanto os bipartidos estdo distribuidos entre o
Velho e 0 Novo Mundo (King et al., 2011).

O primeiro relato formal de begomovirus infectando tomateiro no Brasil foi em 1960
(Flores et al., 1960). Em 1990, com a introducdo do bidtipo B do seu inseto-vetor Bemisia
tabaci (mosca-branca), houve um aumento significativo na incidéncia de begomovirose no
pais e, sobretudo, na diversidade destes virus (Ribeiro et al., 1998; Fernandes et al., 2008).
Atualmente, 14 espécies de begomovirus isoladas de tomateiro no Brasil sdo consideradas
definitivas pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (Flores et al., 1960; Matyis et
al., 1975; Faria et al., 1997; Ribeiro et al., 2003; Fernandes et al., 2006; Calegario et al.,
2007; Cotrim et al., 2007; Ribeiro et al., 2007; Castillo-Urquiza et al., 2008; Fernandes et al.,
2008; Albuquerque et al., 2012).

Como o controle quimico da mosca-branca apresenta baixa eficiéncia e tem onerado o
custo de producdo da cultura, o uso de plantas resistentes tem sido a estratégia mais eficiente
e pratica para minimizar as perdas causadas pelos begomovirus (Boiteux et al., 2012),
tornando-se uma das principais formas de manejo utilizada no pais. Diante deste cenario,
estudos sobre a diversidade de begomovirus em tomateiros com e sem resisténcia sao
importantes para servir de suporte aos programas de melhoramento genético. Estes estudos
podem fornecer dados sobre as variantes virais presentes em cultivares resistentes no campo
e, consequentemente, disponibilizar informacg6es essenciais sobre a durabilidade e eficiéncia

dos genes de resisténcia.



OBJETIVO GERAL

Estudar a diversidade genémica de begomovirus em amostras de tomateiro rasteiro das
cultivares Heinz-9553 (suscetivel a begomovirose) e BRS Sena (resistente a begomovirose)

coletadas em Goiés, principal estado produtor de tomate do pais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparar a intensidade dos sintomas causados pela infec¢do por begomovirus em plantas
das cultivares Heinz-9553 e BRS Sena.

- Verificar se RCA/RFLP é uma técnica util e confiavel para o estudo preliminar da
diversidade de begomovirus.

- Analisar quais espécies de begomovirus estdo presentes em plantas de Heinz-9553 e BRS
Sena, determinando a espécie predominante em cada cultivar.

- Comparar a proximidade entre os isolados de cada espécie identificada a partir da
porcentagem de identidade de nucleotideos entre eles.

- Estudar a variagcdo genética dentro das espécies de cada cultivar pela anélise do nimero de
mutacdes causadas por insercdo, delecdo e substituicdo de nucleotideos.

- Avaliar a relacdo filogenética das espécies identificadas.



cAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA



1. CULTURA DO TOMATE

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) esta classificado na familia Solanaceae, género
Solanum e secdo Lycopersicum (Peralta et al., 2005). Esta espécie tem como centro de
origem as ilhas Galapagos (Darwin et al., 2003; Peralta et al., 2005), norte do Chile, regides
andinas do Peru, Bolivia, Equador e sul da Colémbia (Esquinas-Alcazar & Vinals, 1995;
Fontes & Silva, 2002). Contudo, a domesticacdo do tomateiro deu-se no México, considerado
0 seu centro secundario de origem. No Brasil, foi introduzido por imigrantes europeus no final
do século XIX, tornando-se uma das principais hortalicas em importancia, com amplo cultivo
em varios estados brasileiros (Filgueira, 2003; Alvarenga, 2013).

Devido as condi¢cdes ambientais em sua regido de origem, como altitudes superiores a
1.000 metros, temperaturas médias variando de 15°C a 19°C e baixa precipitacdo
pluviométrica, o tomateiro adapta-se melhor ao cultivo em clima tropical de altitude,
subtropical ou temperado, embora seja capaz de florescer e frutificar em condic6es climaticas
variaveis. Logo, o seu plantio é possivel em diferentes regides do mundo (Silva et al., 2006).

O manejo da cultura é diversificado, podendo ser utilizados diferentes tratos culturais
que sao escolhidos, sobretudo, de acordo com o habito de crescimento das plantas, o qual é
dividido em dois tipos principais: determinado e indeterminado. No primeiro, as plantas
possuem desenvolvimento limitado pela emissdo de uma inflorescéncia terminal (Filgueira,
2003; Clemente et al., 2013). A frutificacdo ocorre em um periodo relativamente concentrado,
dentro de duas ou trés semanas (Naika et al., 2006) e, em geral, a colheita é mecanizada
(Jacinto et al., 2012). Estes tomateiros sdo conhecidos popularmente como rasteiros, sendo a
sua producdo destinada principalmente a agroindudstria (Nascimento et al., 2012), apesar de
existir o cultivo de tomate para consumo fresco produzido em tomateiros de crescimento

determinado.



Quanto aos tomateiros com habito de crescimento indeterminado, as plantas continuam
se desenvolvendo apos a emissdo dos bot6es florais, sendo necessarios o tutoramento e a poda
(Naika et al., 2006; Clemente et al., 2013). Como € possivel encontrar frutos com diferentes
estadios de maturacdo em uma mesma planta, a colheita manual ocorre de forma parcelada,
podendo ser prolongada por 50 a 90 dias. Nesta categoria estdo inseridas as cultivares
destinadas a producédo de frutos para mesa (Filgueira, 2003).

Os diferentes habitos de crescimento dos tomateiros possibilitaram a formacéo de duas
cadeias produtivas envolvendo a cultura: o segmento de industria (para processamento) e de
mesa (para consumo in natura). Estas cadeias tém forte relevancia econdmica no
agronegocio, além de serem importantes fontes geradoras de emprego (ABCSEM, 2008).
Segundo o Censo Agropecuario do IBGE (2006), a quantidade de tomate estaqueado
produzido no Brasil é de 929.962 toneladas, enquanto a de rasteiro é de 374.893 toneladas.
Embora a maior parte da colheita nacional seja de tomate para mesa, a producdo para
industria vem se destacando, com uma expansdo marcante nos Ultimos anos, provavelmente
devido a industrializacdo em larga escala (Matos & Moretti, 2012).

A producdo mundial de tomate aumentou ao longo dos anos. De acordo com os Gltimos
dados disponibilizados pela FAOSTAT (2015), a safra de 2013 foi superior a 163 milhdes de
toneladas, com area cultivada total de 4,69 milhdes de hectares e produtividade de 34,7 t/ha.
O maior pais produtor de tomate é a China (30,89% da producio mundial), seguida pela india
(11,11%), Estados Unidos (7,66%), Turquia (7,20%) e Egito (5,20%) (Fig. 1). O Brasil ocupa
a oitava posicédo (2,55%) (Fig. 1). Em relacdo a area plantada, os paises que se destacam sdo
China (20,83% da &rea cultivada no mundo), India (18,62%), Turquia (6,58%), Nigéria
(5,75%) e Egito (4,50%), enquanto o Brasil é o 15° colocado (Fig. 2). Entretanto, a
produtividade brasileira foi de 66,8 t/ha em 2013, valor 92,50% superior & media mundial

(FAOSTAT, 2015).
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Figura 1. Produgdo (em toneladas) dos dez maiores paises produtores de tomate
do mundo. Fonte: FAOSTAT (2015).
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Figura 2. Total de area plantada (em hectares) dos principais paises produtores
de tomate do mundo. Fonte: FAOSTAT (2015).

A producédo de tomate no Brasil também cresceu nos ultimos anos, apesar de algumas
oscilagbes de um ano para outro. Comparando a producéo entre as safras de 2005 e 2014,
houve aumento de 24,27%. Este acréscimo deve-se a ampliacdo da area cultivada, que foi
expandida para 65.146 ha em 2014, valor 7,43% maior que a area plantada em 2005 (60.639
ha) (Fig. 3). As principais regides produtoras do pais sdo Sudeste e Centro-Oeste,

respectivamente, com producdo superior a 1 milhdo de toneladas, seguidas das regides



Nordeste (672 mil toneladas), Sul (590 mil toneladas) e Norte (12 mil toneladas), como

observado na Figura 4A (IBGE, 2015).
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Figura 3. Total de area plantada e producdo de tomate no Brasil entre os anos de 2005 a 2014.
Fonte: IBGE (2015).
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Figura 4. Producgdo de tomate (em toneladas) (A) nas regides brasileiras e (B) nos principais estados
produtores do pais. Fonte: IBGE (2015).

Em 2014, o maior estado brasileiro produtor de tomate foi o Goias, com 23,89% da
producéo nacional, seguido de S&do Paulo (19,78%), Minas Gerais (15,72%), Bahia (6,72%) e
Parana (6,70%) (Fig. 4B). Estes estados também se destacam por possuirem as maiores areas
de cultivo: Goias (11.653 ha), Sdo Paulo (11.303 ha), Minas Gerais (9.311 ha), Bahia

(6.447 ha) e Parana (4.782 ha) (IBGE, 2015).



2. DOENCAS DO TOMATEIRO

O tomateiro é uma hortalica muito sucetivel a ocorréncia de problemas fitossanitarios,
cujos agentes sao de natureza diversa (Filgueira, 2003). Segundo Reis & Lopes (2012), mais
de 100 doencas ja foram relatadas na cultura, algumas delas capazes de reduzir
significativamente a produtividade ou de afetar a qualidade do fruto. Estas doengas podem
limitar a tomaticultura em determinadas épocas de cultivo ou em regides especificas do pais,
devido a falta de controle ou pela elevacdo do custo de producdo com a aplicacdo de
agrotoxicos (Lopes & Avila, 2005).

As doencas podem ser transmissiveis, ou seja, causadas por fungos, bactérias,
nematoides ou virus, ou nao-transmissiveis, também conhecidas como distarbios fisiol6gicos
(Lopes et al., 2000; Reis & Lopes, 2012). No tomateiro, a frequéncia e intensidade das
doencas transmissiveis sdo fortemente influenciadas por diferentes fatores, tais como: forma
de implantacdo e conducdo da lavoura, cultivar plantada, qualidade da semente, localizacdo da
area plantada, estado nutricional das plantas, entre outros (Lopes & Avila, 2005).

As doencas de origem fungica sdo numerosas e frequentes na cultura do tomate,
levando ao uso intenso de fungicidas. Dentre estas doencas, destacam-se: requeima (cujo
agente etioldgico € Phytophthora infestans), pinta-preta (Alternaria spp.), septoriose (Septoria
lycopersici), mancha-de-estenfilio (Stemphylium spp.), oidio (Pseudoidium neolycopersici e
Oidiopsis haplophylli), murcha-de-fusario (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici), murcha-
de-verticilio (Verticillium albo-atrum e V. dahliae) e mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum e
S. minor) (Tokeshi & Carvalho, 1980; Lopes et al., 2005; Reis & Lopes, 2012; Vale et al.,
2013).

As doencas bacterianas, apesar de serem menos numerosas, também podem causar
grandes perdas na producdo. As mais frequentes sdo: mancha-bacteriana (Xanthomonas spp.),

pinta-bacteriana (Pseudomonas syringae pv. tomato), murcha-bacteriana (Ralstonia



solanacearum), cancro-bacteriano (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis) e talo-
oco (Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum) (Tokeshi & Carvalho, 1980; Lopes &
Quezado-Duval, 2005; Quezado-Duval & Lopes, 2012; Vale et al., 2013).

Com relacdo as doencgas causadas por nematoides, os patdgenos que se destacam
pertencem ao género Meloidogyne, conhecidos como nematoides-das-galhas. Neste género,
quatro espécies sdo mais comumente encontradas no pais (M. incognita, M. javanica, M.
arenaria e M. enterolobii), sendo responsaveis por danos expressivos na tomaticultura
(Charchar & Lopes, 2005; Pinheiro & Pereira, 2012; Vale et al., 2013).

Como os virus pertencem ao grupo de patdgenos-alvo deste trabalho, as doencas de

origem viral serdo detalhadas a seguir.

2.1. Viroses do Tomateiro

Os virus causam inumeras doencas em tomateiro, com incidéncia variando conforme a
época, a regido, o tipo de cultivo e, principalmente, a multiplicacdo e disseminacdo dos
vetores. Em geral, as principais doencas que ocorrem em tomateiros rasteiros sdo
begomovirose, crinivirose e tospovirose. Em tomateiros estaqueados a ocorréncia € variavel,
sendo observadas begomovirose, crinivirose, tospovirose, potyvirose, cucumovirose e
tobamovirose (Inoue-Nagata, 2013; Macedo et al., 2014). Recentemente, um tymovirus tem
sido relatado em lavouras de tomateiro estaqueado (Oliveira et al., 2013). Muitas destas
viroses causam perdas significativas na producdo de tomate, sendo amplamente distribuidas
no pais.

A seguir, serd apresentada uma revisdo sucinta dos virus citados acima, com enfoque
maior a familia Geminiviridae, onde estdo classificados os membros do género Begomovirus,

tema principal deste trabalho.
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2.1.1. Género Tospovirus

Os virus que causam a tospovirose, doenga também conhecida como vira-cabeca-do-
tomateiro, pertencem ao género Tospovirus, familia Bunyaviridae (ICTV, 2015). Estes virus
possuem particulas esféricas e envelopadas, com genoma constituido por trés moléculas de
RNA fitas simples, senso negativo ou ambisenso (German et al., 1992; Fauquet et al., 2005).
No Brasil, ha ocorréncia de seis espécies de tospovirus, mas somente quatro foram relatadas
infectando o tomateiro: Tomato spotted wilt virus (TSWV), Groundnut ringspot virus
(GRSV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV) e Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV)
(Nagata et al., 1995; Avila et al., 1996; Resende et al., 1996; Bezerra et al., 1999).

A transmissdo natural dos tospovirus ocorre de maneira circulativa-propagativa por
insetos conhecidos como tripes, pertencentes a ordem Thysanoptera (Wijkamp et al., 1993).
Os principais géneros de tripes transmissores sdo Frankliniella e Thrips (Riley et al., 2011). O
vetor adquire o virus nos estadios larvais e a transmissdo € observada somente no final do
estddio de segundo instar, sendo realizada com maior eficiéncia pelos adultos viruliferos
(Wetering et al., 1996; Moritz et al., 2004). Estes virus também podem ser transmitidos
mecanicamente (Pozzer et al., 1996).

Os sintomas causados pela infec¢do por diferentes espécies de tospovirus em tomateiro
sdo muito semelhantes. Dentre estes sintomas, 0s principais sdo arqueamento do apice da
planta, arroxeamento ou bronzeamento das folhas, mosaico, anéis cloréticos ou necréticos em
folhas e frutos, necrose de peciolos e folhas, deformacdo foliar, nanismo e morte da planta

(German et al., 1992; Pozzer et al., 1996).

2.1.2. Género Potyvirus
O genoma dos potyvirus, familia Potyviridae, é constituido por uma Gnica molécula de

RNA fita simples, senso positivo, encapsidada em particulas alongadas e flexuosas (Shukla et
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al., 1994; Fauquet et al., 2005). A transmissdo natural destes virus ocorre de maneira nao-
circulativa por diversas espécies de afideos, podendo ser também facilmente transmitidos
mecanicamente (Costa et al., 1960; Hollings & Brunt, 1981).

O Potato virus Y (PVY), agente causal da risca do tomateiro, foi por muito tempo
considerado o potyvirus de maior importancia na cultura (Zerbini & Maciel-Zambolin, 1999).
Entretanto, com o desenvolvimento de tomateiros resistentes ao PV, este virus deixou de se
destacar nas lavouras, dando lugar um novo potyvirus, o Pepper yellow mosaic virus
(PepYMV), o qual foi inicialmente identificado em pimentdo (Inoue-Nagata et al., 2002) e,
posteriormente, em tomate (Avila et al., 2004; Dianese et al., 2008).

Os membros da familia Potyviridae podem causar diferentes sintomas, que incluem
desde mosqueado, mosaico, clorose, necrose, deformacdes foliares, deformacdes nos frutos
ou até mesmo infeccdes latentes (Shukla et al., 1994). Em tomateiro, os sintomas tipicos sdo
escurecimento ou necrose das nervuras (na parte abaxial das folhas), deformacdo foliar,

manchas cloroticas, mosqueado ou mosaico (Inoue-Nagata et al., 2005).

2.1.3. Género Cucumovirus

Os cucumovirus séo classificados dentro da familia Bromoviridae (ICTV, 2015). Estes
virus possuem particulas icosaédricas, com genoma constituido por trés moléculas de RNA
fitas simples, senso positivo, encapsidadas separadamente (Palukaitis et al., 1992; Fauquet et
al., 2005). A principal espécie do género € Cucumber mosaic virus (CMV), agente causal da
doenca chamada de mosaico do pepino. O CMV foi inicialmente detectado no Brasil em
cultivo de banana no estado de S&o Paulo (Silberschmidt & Nobrega, 1941) e, posteriormente,
passou a ser relatado em outras espécies vegetais (Duarte et al., 1994; Colariccio et al., 1996;

Araujo et al., 2001; Frangioni et al., 2001).
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A transmissdo natural de CMV ocorre por meio de espécies de afideos-vetores, sendo a
relacdo virus-vetor do tipo ndo-circulativa, podendo ser também transmitido mecanicamente
(Chen & Francki, 1990; Nault, 1997; Costa, 1998). Em tomateiro, 0s principais sintomas de
CMV sao mosqueamento e deformacédo do limbo foliar, com a formacdo de folhas afiladas,

conhecidas como “cordao de sapato” (Inoue-Nagata et al., 2005).

2.1.4. Género Tobamovirus

Os tobamovirus, familia Virgaviridae, possuem particulas cilindricas, alongadas e
rigidas, com genoma constituido por uma molécula de RNA fitas simples, senso positivo
(Lewandowski & Dawson, 1994; Fauquet et al., 2005). Estes virus sdo eficientemente
transmitidos por contato mecanico decorrente do atrito entre plantas, manuseio humano,
ferramentas ou utensilios usados nos tratos culturais (Zaitilin & Israel, 1975). Também podem
ser transmitidos por sementes, consideradas a principal fonte de disseminacdo dos
tobamovirus a longa distancia (Demski, 1981; Erkan & Delen, 1985). Nao ha, até o0 momento,
vetores conhecidos para estes virus.

A espécie de tobamovirus mais importante na cultura do tomate € Tomato mosaic virus
(ToMV). Os principais sintomas foliares de ToMV em tomateiro sdo mosaico e deformacdo,
com folhas finas e alongadas. Os frutos geralmente apresentam deformacao, manchas verdes e

necrose, além de aspermia (Jones et al., 1991; Inoue-Nagata et al., 2005).

2.1.5. Género Crinivirus

Os membros do género Crinivirus pertencem a familia Closteroviridae (ICTV, 2015).
Estes virus possuem particulas longas e flexuosas, com genoma bipartido consistido de duas
moléculas de RNA fitas simples, senso positivo (Fauquet et al., 2005). Duas espécies de

crinivirus ja foram relatadas infectando tomateiros, Tomato infectious chlorosis virus (TICV)
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(Duffus et al., 1994) e Tomato chlorosis virus (ToCV) (Wisler et al., 1998), mas apenas
ToCV tem ocorréncia no Brasil. O primeiro relato de ToCV no pais foi em 2008, no estado de
Sdo Paulo (Barbosa et al., 2008), sendo posteriormente detectado em outros estados
brasileiros (Barbosa et al., 2011).

A transmissdo de ToCV depende exclusivamente do seu inseto-vetor, a mosca-branca.
Trés espécies de moscas-brancas sdo vetores deste virus: Bemisia tabaci, Trialeurodes
vaporariorum e T. abutiloneus, esta Gltima ainda ndo encontrada no pais (Wintermantel &
Wisler, 2006; Barbosa et al., 2008). A relacdo virus-vetor é do tipo semi-persistente
(Wintermantel & Wisler, 2006).

Infec¢cbes causadas por TICV e ToCV em tomateiro sdo dificeis de serem distinguidas
com base na sintomatologia, apesar dos sintomas de ToCV serem ligeiramente menos severos
do que os de TICV em algumas cultivares (Wisler et al., 1998). Os sintomas sao manchas
cloréticas internervais que aparecem primeiro nas folhas inferiores e avancam
progressivamente para as folhas superiores, podendo ocorrer também enrolamento foliar. Nao
h& desenvolvimento de sintomas evidentes em frutos (Wisler et al., 1998; Barbosa et al.,

2008).

2.1.6. Género Tymovirus

Os virions dos tymovirus, familia Tymoviridae, sdo isométricos, com genoma
monopartido, composto por uma unica molécula de RNA fita simples, senso positivo (Koenig
& Lesemann, 1981; Fauquet et al., 2005). O primeiro tymovirus relatado no Brasil foi
detectado em berinjela (Kitajima, 1965). Nos anos seguintes, novos isolados foram
encontrados em outras espécies vegetais (Crestani et al., 1986; Ribeiro et al., 1996;),

incluindo o tomate (Colariccio et al., 2008; Batista et al., 2012). Recentemente, um novo
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tymovirus foi isolado de tomateiros no estado de Santa Catarina, tentativamente designado
como Tomato blistering mosaic virus (ToBMV) (Oliveira et al., 2013).

Estes virus séo facilmente transmitidos mecanicamente. A transmissdo natural ocorre
por espécies de coledpteros vetores e, eventualmente, através de sementes (Koenig &
Lesemann, 1981; Martelli et al., 2002). Os principais sintomas causados pelos tymovirus em
tomateiros sao mosaico ou mosqueado, necrose branca, faixa das nervuras, clareamento de

nervuras e bolhosidade (Batista et al., 2012; Oliveira et al., 2013).

3. FAMILIA GEMINIVIRIDAE

Existem varias especulacdes sobre a origem dos geminivirus. Entretanto, a que ganhou
maior aceitacdo sugere que estes virus evoluiram a partir de bacteriéfagos ou de plasmideos
bacterianos (Koonin & llyina, 1992). Replicons extracromossomais de DNA fita simples
(ssDNA) circular presentes em procariotos ou eucariotos primitivos, que se replicavam por
meio do mecanismo de circulo rolante, podem estar envolvidos no processo de evolugédo
destes virus. Esta teoria baseia-se, entre outros fatores, na natureza da proteina Rep dos
geminivirus, por ser muito parecida com a Rep de procariotos e replicons de DNA
(Frischmuth et al., 1990).

O nome da familia Geminiviridae foi criado com base na morfologia geminada das
particulas virais, que possuem aproximadamente 18 x 30 nm. Estes virus caracterizam-se pela
presenca de uma (monopartidos) ou duas (bipartidos) moléculas de ssDNA circular. As
moléculas (2500 a 3000 nucleotideos) sdo encapsidadas separadamente por uma proteina
estrutural que forma dois icosaedros incompletos unidos, atribuindo o aspecto geminado das
particulas (Lazarowitz & Shepherd, 1992).

Os geminivirus estdo entre os principais virus de planta, sendo capazes de infectar tanto

monocotileddneas, quanto dicotiledéneas, incluindo diversas espécies economicamente
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importantes (Scholthof et al., 2011). Estes virus sdo responsaveis por grandes perdas de
producdo em varias partes do mundo, especialmente em regides tropicais e subtropicais

(Bock, 1982; Varma & Malathi, 2003).

3.1. Aspectos Taxondmicos da Familia Geminiviridae

O Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, International Committee on
Taxonomy of Viruses), incialmente nhomeado como Comité Internacional de Nomenclatura
dos Virus, foi criado em 1966, objetivando organizar a classificacdo e nomenclatura dos virus
(ICTV, 2015). Em 1979, no terceiro relatorio do ICTV, os geminivirus foram incluidos pela
primeira vez em um grupo, a época constituido por quatro espécies: Bean golden mosaic virus
(BGMV), Cassava latent virus (CLV), Chloris striate mosaic virus (CSMV) e Maize streak
virus (MSV) (Matthews, 1979). Em 1982, a espécie Tomato golden mosaic virus (TGMV)
também foi incluida (Matthews, 1982).

Em 1991, no quinto relatério do ICTV, o grupo foi divido em trés subgrupos (I, 11 e 111),
cada um com uma espécie-tipo: MSV, Beet curly top virus (BCTV) e BGMV,
respectivamente (Francki et al., 1991). Os geminivirus foram finalmente incluidos na
categoria de familia no sexto relatorio, em 1995. Além disso, os subgrupos anteriores (I, Il e
I11) passaram a ser classificados como géneros (Murphy et al., 1995), mas somente em 2000
foram nomeados como Mastrevirus, Curtovirus e Begomovirus, respectivamente
(Regenmortel et al., 2000). Em 2005, no oitavo relatério, o género Topocuvirus foi incluido a
familia Geminiviridae (Fauquet et al., 2005).

Atualmente, a familia é constituida por sete géneros: Begomovirus, Curtovirus,
Mastrevirus, Topocuvirus, Becurtovirus, Eragrovirus e Turncurtovirus, os trés ultimos aceitos
pelo ICTV em 2012 (Varsani et al., 2014; ICTV, 2015). Os critérios utilizados na

classificacdo dos quatro primeiros géneros da familia (Begomovirus, Curtovirus, Mastrevirus,
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Topocuvirus) foram organizacdo genémica, inseto vetor e gama de hospedeiras (Fauquet &
Stanley, 2003; Brow et al., 2012).

Os curtovirus, especie-tipo Beet curly top virus (BCTV), possuem apenas um
componente gendémico com sete open reading frames (ORFs) e sdo transmitidos por
cigarrinhas a plantas dicotiledoneas. Os mastrevirus, espécie-tipo Maize streak virus (MSV),
também sdo monopartidos e transmitidos por cigarrinhas, porém, possuem quatro ORFs e
infectam predominantemente monocotiledoneas. O género Topocuvirus € constituido por
apenas uma espécie, Tomato pseudo-curly top virus (TPCTV), que possui genoma
monopartido (com seis ORFs) e é transmitida por membracideos a plantas dicotiledéneas. Ja
0s begomovirus, espécie-tipo Bean golden yellow mosaic virus (BGYMYV), possuem um ou
dois componentes gendmicos, infectam dicotileddneas e sdo transmitidos por moscas-brancas
(Fauquet et al., 2000; Fauquet & Stanley, 2003).

Acredita-se que estes virus evoluiram de um ancestral comum (Rybicki, 1994).
Comparando o0s mastrevirus com 0s curtovirus e begomovirus, 0s primeiros sdo mais
divergentes entre si e, portanto, parecem ter evoluido por um periodo de tempo mais longo.
Posteriormente, a partir do mesmo ancestral, divergéncias evolutivas resultaram no
surgimento dos curtovirus e begomovirus. Depois de estabelecidos os trés géneros, processos
de especiacdo deram origem a diferentes espécies (Rybicki, 1994; Faria & Zerbini, 2000).

O género Becurtovirus, recentemente aceito pelo ICTV dentro da familia
Geminiviridae, possui dois membros: Beet curly top Iran virus (BCTIV), a espécie-tipo, e
Spinach curly top Arizona virus (SCTAV) (ICTV, 2015). A diferenga entre os becurtovirus e
as outras especies presentes dentro da familia esta no sitio de origem da replicagdo. Nos
demais geminivirus, a sequéncia de nucleotideos desta regido € TAATATT/AC, mas BCTIV
e SCTAV possuem uma sequéncia distinta (TAAGATT/CC) (Yazdi et al., 2008). Outra

caracteristica do género € a presenca de duas regides intergénicas que separam as ORFs do
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sentido viral e complementar (Yazdi et al., 2008; Heydarnejad et al., 2013). Estes virus
infectam plantas dicotileddneas (Varsani et al., 2014). BCTIV € transmitido por cigarrinha
(Abhari et al., 2005).

O género Eragrovirus, também incluido a familia recentemente, possui uma Unica
espécie, Eragrostis curvula streak virus (ECSV), que foi encontrada infectando capim
(Eragrostis curvula). Assim como os becurtovirus, ECSV possui duas regides intergénicas
separando as ORFs do sentido viral e complementar e o nonanucleotideo com a sequéncia
TAAGATT/CC (Varsani et al., 2009). Ainda ndo se conhece o vetor de eragrovirus.

Outro género incluido a familia foi o Turncurtovirus, que também possui apenas uma
espécie, Turnip curly top virus (TCTV). Analises das sequéncias virais de diferentes isolados
deste virus mostraram que a espécie € parecida as do género Curtovirus, com um arranjo no
sentido-complementar do genoma semelhante, consistindo em quatro ORFs, embora tenham
apresentado baixa identidade. Contudo, ha diferencas no sentido-viral, existindo apenas duas
ORFs (curtovirus possuem trés ORFs) (Briddon et al., 2010). TCTV ¢é transmitido por
cigarrinha a plantas dicotiledéneas (Varsani et al., 2014).

Apesar da recente aprovacdo dos trés novos géneros a familia Geminiviridae, novas
espécies, que nao se adéguam a nenhum dos sete géneros mencionados, estdo sendo
descobertas (Bernardo et al., 2013; Liang et al., 2015; Lu et al., 2015; Ma et al., 2015).
Bernardo e colaboradores (2013), por exemplo, identificaram e caracterizaram uma nova
espécie encontrada em Euphorbia caput-medusae, tentativamente chamada de Euphorbia
caput-medusae latent virus (EcmLV). Segundo os autores, EcmLV é claramente um
geminivirus, mas com organizacdo gendomica altamente divergente, motivo pelo qual
propuseram a sua colocagdo dentro de um novo género, tentativamente nomeado como

Capulavirus.
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Pesquisadores que compdem o grupo de estudos de geminivirus do ICTV publicaram
critérios para a classificacdo taxonémica de isolados dentro da familia (Fauquet et al., 2008).
Em nivel de género, usa-se 42% de identidade de nucleotideos do genoma completo dos virus
monopartidos ou do DNA-A de bipartidos, e em nivel de espécie, 89% de identidade. Para
classificar todos os isolados de geminivirus de forma semelhante e, portanto, obter uma
classificacdo homogénea, foram propostas as seguintes diretrizes, levando em consideracéo os
conceitos de espécie, estirpe e variante (utilizando o programa ClustalV, DNAStar): (a) se a
identidade de nucleotideos do novo isolado for < 88%, considera-se uma nova espécie; (b) se
a identidade de nucleotideos for entre 88 - 89%, considera-se tentativamente uma espécie
préxima; (c) se a identidade de nucleotideos for > 89%, considera-se um isolado da mesma
espécie; (d) se a identidade de nucleotideos for < 93%, considera-se uma nova estirpe da
espécie; (e) se a identidade de nucleotideos for > 94%, considera-se como uma variante
daquela estirpe da espécie (Fauquet et al., 2008).

Um novo grupo de estudos, que avaliou especificamente genomas de begomovirus,
publicou recentemente outros parametros para a delimitacdo de novas espécies e estirpes
(Brown et al., 2015). Neste trabalho, a identidade de nucleotideos de 91% e 94% sao
consideradas como limiares de demarcacdo para begomovirus pertencentes a diferentes
espécies e estirpes, respectivamente, mediante 0s seguintes critérios (utilizando o programa
SDT v1.2) (Brown et al., 2015):

(@) O novo isolado deve ser classificado como pertencente a espécie que inclui qualquer
isolado com o qual partilha > 91% de identidade de nucleotideos do genoma completo
(begomovirus monopartidos) ou DNA-A (begomovirus bipartidos), mesmo que tenha < 91%

de identidade com todos os outros isolados desta mesma espécie.
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(b) O novo isolado deve ser classificado como pertencente a estirpe que inclui qualquer
isolado com o qual partilha > 94% de identidade de nucleotideos, mesmo que tenha < 94% de

identidade com todos os outros isolados desta mesma estirpe.

3.2. Género Begomovirus

Os begomovirus infectam diversas espécies de dicotiledoneas, incluindo vérias culturas
economicamente importantes, como tomate, feijdo, algoddo e soja. Assim, estes virus
representam uma ameagca a agricultura, pois podem causar doencas severas, particularmente
nos tropicos e subtrépicos, mas também em regiGes temperadas, onde tém prejudicado a
producdo de hortalicas em estufas nos ultimos anos (Varma & Malathi, 2003).

O primeiro relato formal de begomovirus infectando tomateiro no Brasil foi em 1960,
guando se registrou a ocorréncia de plantas com sintomas de “mosaico dourado” e “clorose
infecciosa” em Sdo Paulo (Flores et al., 1960). Posteriormente, Tomato golden mosaic virus
(TGMV) foi a espécie de begomovirus caracterizada como sendo o agente causal destas
doencas, transmitida pela mosca-branca Bemisia tabaci (Matyis et al., 1975).

Apbs a deteccdo inicial de TGMV em 1960, houve poucos relatos de begomovirus
infectando tomateiros no Brasil nos anos seguintes, possivelmente porque o bidtipo A de B.
tabaci, o Unico gue ocorria no pais, ndo colonizava plantas de tomate com eficiéncia (Bedford
et al., 1994). Entretanto, a incidéncia de doencas causadas por estes virus cresceu rapidamente
a partir da década de 90. O aumento de begomovirose foi justificado pela introducdo de um
novo bidtipo de B. tabaci no pais, o bidtipo B, capaz de colonizar plantas daninhas e
silvestres, transferindo virus nativos destas plantas para o tomateiro (Ribeiro et al., 1998;
Ribeiro et al., 2003; Fernandes et al., 2008).

Simultaneamente a proliferacdo do bidtipo B de B. tabaci a partir do inicio da década de

1990, relatos de sintomas tipicos de begomovirose em tomateiro passaram a ocorrer em
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diversas regides produtoras do pais, como no Distrito Federal (Ribeiro et al., 1994), em Minas
Gerais (Rezende et al., 1996; Zerbini et al., 1996), no submédio do S&o Francisco (Bezerra et
al., 1997) e em Séo Paulo (Faria et al., 1997).

Atualmente, os begomovirus sao divididos em dois grupos de acordo com a diversidade
genética, organizacdo gendmica e distribuicdo geogréafica: linhagens do Velho Mundo e do
Novo Mundo (Nawaz-ul-Rehman & Fauquet, 2009). Os virus com genoma monopartido séo
encontrados principalmente em paises do Velho Mundo, enquanto os bipartidos estdo
distribuidos entre 0 Velho e o0 Novo Mundo (King et al., 2011), sugerindo que a evolucéo do
genoma bipartido provavelmente ocorreu antes da deriva continental (Rojas et al., 2005). Em
geral, os begomovirus descritos nas Américas nao sao isolados em outros continentes (Rocha
et al., 2013), indicando que estes virus sao nativos e seus provaveis ancestrais sao plantas ndo

cultivadas.

3.2.1. Diversidade de Begomovirus em Tomateiro no Brasil

O género Begomovirus sempre foi o mais numeroso da familia Geminiviridae e contém,
atualmente, 288 espécies (ICTV, 2015). O primeiro begomovirus isolado de tomateiro no
Brasil foi Tomato golden mosaic virus (TGMV) (Matyis et al., 1975), detectado inicialmente
em 1960 (Flores et al., 1960). Em 1996, uma nova espécie encontrada em tomateiro foi
proposta, nomeada como Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) (Faria et al., 1997).
Com a introducéo do biétipo B de B. tabaci no pais na década de 90, o nUmero de novas
especies cresceu rapidamente (Ribeiro et al., 1998). A analise de isolados encontrados em
tomateiros coletados entre 1994 e 1999 em diferentes estados brasileiros resultou na detecgédo
de sete possiveis novas espécies (Ribeiro et al., 2003).

Em amostras de tomateiro e ervas daninhas coletadas na regido Sudeste do pais nos

anos de 2005 e 2007, mais seis novas espécies de begomovirus foram identificadas (Castillo-
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Urquiza et al., 2008). Fernandes e colaboradores (2008), estudando isolados obtidos a partir
de diferentes regides do Brasil, concluiram que trés espécies de begomovirus eram
predominantes, Tomato severe rugose virus (ToOSRV), Tomato golden vein virus (TGVV) e
Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV), sendo que TGVV e ToMoLCV ainda néo
constavam no grupo de espécies ja descritas (Ribeiro et al., 2003; Castillo-Urquiza et al.,
2008).

Atualmente, 14 espécies de begomovirus isoladas de tomateiro no Brasil séo
consideradas definitivas pelo ICTV: Tomato golden mosaic virus (TGMV), Tomato mottle
leaf curl virus (ToMoLCV), Tomato rugose mosaic virus (TORMV), Tomato chlorotic mottle
virus (ToCMoV), Tomato yellow spot virus (ToYSV), Tomato severe rugose virus (TOSRV),
Tomato common mosaic virus (ToCmMYV), Tomato leaf distortion virus (ToLDV), Tomato
mild mosaic virus (ToMiMV), Tomato golden vein virus (TGVV), Tomato yellow vein streak
virus (ToYVSV), Chino del tomate Amazonas virus (CdTAV), Sida micrantha mosaic virus
(SiMMV) e Sida mottle virus (SiMoV) (Flores et al., 1960; Matyis et al., 1975; Faria et al.,
1997; Ribeiro et al., 2003; Fernandes et al., 2006; Calegario et al., 2007; Cotrim et al., 2007,
Ribeiro et al., 2007; Castillo-Urquiza et al., 2008; Fernandes et al., 2008; Albuquerque et al.,
2012). Ha outras espécies relatadas no pais que ainda ndo foram totalmente caracterizadas
(Ambrozevicius et al., 2002; Inoue-Nagata et al., 2006).

Mundialmente, “tomato yellow leaf curl disease” (TYLC) é a principal begomovirose
do tomateiro, sendo um fator limitante para a tomaticultura em vérias regides. Esta doenca é
causada por um complexo de espécies de Begomovirus, cuja principal € Tomato yellow leaf
curl virus (TYLCV) (Moriones & Navas-Castillo, 2000). Até o momento ndo ha relatos da

ocorréncia de TYLCV no Brasil.
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3.2.2. Organizacao Gendmica dos Begomovirus

A maioria dos begomovirus possui genoma bipartido, isto é, constituido por duas
moléculas de DNA (DNA-A e DNA-B), cada uma com aproximadamente 2500 a 2600
nucleotideos (Lazarowitz & Shepherd, 1992). De um modo geral, o DNA-A codifica as
proteinas necessarias para a replicacdo e encapsidacdo do genoma viral, enquanto o DNA-B
contém os genes relacionados com o movimento do virus na planta (Palmer & Rybicki, 1998;
Rojas et al., 2005).

Incialmente acreditava-se que ambos 0s componentes gendmicos eram essenciais para a
ocorréncia de infeccdo sisttmica (Hamilton et al., 1983). Contudo, tem-se demonstrado que €
possivel haver infeccdo com apenas o DNA-A de begomovirus bipartidos. Galvdo e
colaboradores (2003) constataram a infeccdo sistémica pelo DNA-A de ToCMoV em
Nicotiana benthamiana na auséncia do DNA-B. Posteriormente, Fontenelle e colaboradores
(2007) demonstraram que este mesmo virus é capaz de infectar sistemicamente outras
hospedeiras, incluindo o tomateiro, com apenas a presenca do DNA-A.

Os dois componentes gendmicos (DNA-A e DNA-B) compartilham identidade de
sequéncias apenas em uma regido intergénica de aproximadamente 200 nucleotideos,
chamada regido comum (RC), que é altamente conservada entre DNA-A e DNA-B (Hamilton
et al., 1984). A RC contém elementos importantes para a replicacdo e transcricdo do genoma
viral (Revington et al., 1989; Lazarowitz & Shepherd, 1992; Arguello-Astorga et al., 1994;).
Dentro da RC h& uma sequéncia de 30 nucleotideos capaz de formar uma estrutura estavel em
forma de grampo (stem-loop). Nesta estrutura encontra-se um nonanucleotideo (5°-
TAATATT/AC-3’) onde esta inserido o sitio de iniciacdo da replicacdo (Heyraud et al.,
1993) (Fig. 5). A partir da RC o0s genes divergem no sentido viral e complementar

(Lazarowitz & Shepherd, 1992).
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O DNA-A de begomovirus bipartidos € homoélogo ao genoma dos monopartidos. No
sentido viral, existem duas ORF’s (V1 e V2), enquanto no sentido complementar ha quatro
ORF’s (C1, C2, C3 e C4) (Fig. 5). A ORF V1 (ou AV em begomovirus bipartidos) codifica
a capa proteica (CP, coat protein), proteina estrutural dos geminivirus. A CP, além de
proteger o genoma viral, também é essencial para a especificidade da transmisséo pelo inseto-
vetor (Briddon et al., 1990). Existem controvérsias quanto a funcdo da CP no movimento
sistémico dos begomovirus. Ensaios experimentais com TGMV demonstraram que a CP néo
€ necessaria para a ocorréncia de infeccdo sisttmica (Gardiner et al., 1988). Em contrapartida,
Fontenelle e colaboradores (2007) observaram que o movimento sistémico do DNA-A de
ToCMoV ¢ dependente da CP quando o DNA-B esta ausente. Em outro experimento, com
TYLCV, também foi concluido que a CP é essencial para o virus infectar sistemicamente a
planta (Noris et al., 1998). Em begomovirus monopartidos, a CP também desempenha funcéo

no transporte intracelular (Unseld et al., 2001).

TAATATT VAC
AV _—r
RC
AC1 BC1
(Rep) AV1 (MP) BV1
(cp) DNA-B (NSP)
A\'
(TrAP) o
AC3
(REn)

Figura 5. Representacdo esquematica da organizacdo gendmica de um begomovirus bipartido.
Os circulos representam o genoma viral e cada seta corresponde a uma regido genémica
contendo o gene completo. As siglas dentro dos parénteses representam o produto génico: CP,
coat protein; Rep, replication-associated protein; Trap, transcriptional activator protein; Ren,
replication enhancer protein; MP, movement protein; NSP, nuclear shuttle protein. V2* é a ORF
encontrada apenas em begomovirus monopartidos do Velho Mundo. RC corresponde a regido
comum, onde estd inserido o nonanucleotideo com o sitio de iniciacdo da replicacdo
(representado pelo simbolo |). llustragdo: Fernandes (2010).
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A ORF V2 é encontrada somente em begomovirus monopartidos do Velho Mundo. A
funcdo da proteina codificada por esta ORF ainda nao foi bem elucidada, mas acredita-se que
esteja envolvida no movimento do virus na planta (Padidam et al., 1996). Além disso, existem
evidéncias de que o produto génico de V2 esteja relacionado a supressdo de silenciamento
génico (Zrachya et al., 2007; Glick et al., 2008; Zhang et al., 2012).

A proteina codificada pela ORF C1 (AC1 ou AL1 em begomovirus bipartidos), a Rep
(replication-associated protein), é essencial para a replicacdo viral, apresentando posicao e
funcdo conservadas entre os geminivirus (Hanley-Bowdoin et al., 1999; Faria & Zerbini,
2000). A principal funcéo da Rep é se ligar ao sitio de iniciacdo da replicacdo e clivar o DNA,
iniciando o processo replicativo (Fontes et al., 1992). Com excecdo da Rep, as proteinas
necessarias para a replicacdo do virus sdo originarias da célula vegetal infectada. Assim, outra
funcdo da Rep € induzir a expressdo de proteinas responsaveis pela sintese de DNA da
hospedeira, criando condicGes favoraveis a replicacdo viral (Nagar et al., 1995; Gutierrez,
2002).

A ORF C2 (AC2 ou AL2) codifica a proteina ativadora de transcri¢cdo, a Trap
(transcriptional activator protein), necessaria para ativar a expressdao da CP e NSP (Sunter
et al., 1990; Sunter & Bisaro, 1991; Groning et al., 1994). A Trap pode também esta
relacionada com a inaticacdo de kinases, que sdo enzimas associadas ao sistema de defesa da
hospedeira (Wang et al., 2003). Esta proteina atua ainda como supressora de silenciamento
génico (Trinks et al., 2005) e na patogenicidade do virus (Sunter et al., 2001).

REn (replication enhancer protein) é a proteina codificada pela ORF C3 (AC3 ou
AL3), cuja funcdo é intensificar a replicacdo, tornando-a mais eficiente. Embora a presenca
desta proteina ndo seja essencial para que a replicacdo ocorra, a sua expressao aumenta o
acimulo do DNA viral (Sunter et al., 1990). O mecanismo de acdo da REn ainda €

desconhecido, mas acredita-se que ela pode aumentar a afinidade da Rep a origem de
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replicacdo (Hanley-Bowdoin et al., 1999) ou que estabiliza o complexo de replicacdo formado
pela Rep e fatores acessorios da hospedeira (Settlage et al., 1996). Experimentos com
mutacdes nesta proteina resultaram em atenuacdo de sintomas nas plantas (Elmer et al., 1988;
Etessami et al., 1991).

A ORF C4 (AC4 ou AL4), a menos conservada entre 0s begomovirus, esta inserida
dentro da C1, mas em uma fase de leitura diferente. Em begomovirus monopartidos, esta ORF
pode determinar a severidade dos sintomas e atuar no movimento do virus na planta (Jupin
et al., 1994; Rigden et al., 1994). Em bipartidos, ndo é essencial a infectividade (Fontenelle
et al., 2007). Outra funcéo da C4 ¢é na supressao de silenciamento génico pés-transcricional,
tanto em virus monopartidos, quanto em bipartidos (Vanitharani et al., 2004; Gopal et al.,
2007).

O DNA-B dos begomovirus bipartidos contém apenas duas ORFs, uma no sentido viral
(BV1) e outra no sentido complementar (BC1) (Fig. 5). As duas codificam proteinas
responsaveis pelo movimento do virus na planta (NSP e MP, respectivamente). A NSP
(nuclear shuttle protein), proteina de transporte nuclear, atua no trafego intracelular do DNA
viral do nicleo, local de replicacdo dos virus, para o citoplasma (Noueiry et al., 1994). Em
begomovirus monopartidos, o transporte intracelular € realizado pela CP (Unseld et al., 2001).
A proteina de movimento (MP, movement protein) € codificada pela ORF BCl em
begomovirus bipartidos ou pela V2 em monopartidos, embora as duas ORFs ndo
compartilhem identidade de sequéncias (Etessami et al., 1988). Esta proteina € responsavel
pelo movimento viral célula-a-célula, aumentando o limite de exclusdo dos plasmodesmos
(Noueiry et al., 1994).

Alguns begomovirus monopartidos sdo encontrados associados a moléculas satélites,
chamadas de alfa e beta. Estas moléculas podem ser definidas como virus satélites, quando

codificam sua propria capa proteica, ou acidos nucleicos satélites, quando séo encapsidados
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pela capa proteica de um virus auxiliar (Fauquet et al., 2005). Os betasatéelites possuem
aproximadamente a metade do tamanho do genoma de seus virus auxiliares, mas apresentam
pouca ou nenhuma similaridade de sequéncia com estes virus e precisam deles para sua
replicacdo e movimento na planta (Briddon et al., 2003). Ja os alfasatélites, inicialmente
chamados de DNA-1, conseguem se autorreplicar na planta hospedeira, porém, também
necessitam dos virus auxiliares para o seu movimento (Saunders & Stanley, 1999). As
moléculas satélites podem interferir, em diferentes graus, na replicacdo e patogenicidade dos
virus, expressao de sintomas (Saunders et al., 2000; Mansoor et al., 2003; Nawaz-Ul-Rehman

& Fauquet, 2009) e supressao de silenciamento génico (Cui et al., 2005).

3.2.3. Replicagdo dos Begomovirus na Planta Hospedeira

Os begomovirus, assim como todos 0s outros geminivirus, se replicam no nucleo da
célula hospedeira através do mecanismo de circulo rolante (RCR, rolling circle replication)
(Hanley-Bowdoin et al., 1999). Os virions penetram nas células da planta durante o processo
de alimentacdo do inseto-vetor virulifero. Dentro da célula, o material genético é
encaminhado ao ndcleo. N&o se sabe, ao certo, se 0 virus move-se para o nlcleo encapsado
ou desencapsidado, mas acredita-se que a CP esta envolvida neste processo, interagindo com
a cadeia de transporte da hospedeira (Gafni & Epel, 2002).

Dentro do ndcleo, a partir do ssDNA é formado um DNA fita dupla (dsDNA)
intermediario, conhecido como forma replicativa (RF, replicative form), o qual atua como
molde para a replicacéo e transcricdo do genoma viral (Donson et al., 1984). Como a Rep néo
desempenha a funcdo de DNA polimerase, esta atividade é proporcionada exclusivamente por
enzimas da hospedeira (Laufs et al., 1995; Hanley-Bowdoin et al., 2004). Logo, a sintese da
RF e de novas moléculas de ssDNA depende do sistema enzimatico da planta (Faria &

Zerbini, 2000).
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A replicacdo, via RCA, inicia-se quando a proteina Rep cliva uma das fitas do dsDNA
na origem de replicacdo. As novas moléculas de sSDNA podem ser utilizadas de duas formas:
pela maquinaria da hospedeira, sendo convertidas em moléculas de dsDNA; ou, em um
estadio mais tardio (apds a expressdo das proteinas CP e NSP), podem ser encapsidadas e
transportadas para o citoplasma da célula (Jeske et al., 2001).

Com a producédo das proteinas NSP e MP, inicia-se 0 movimento do virus na planta.
Estas proteinas possibilitam o trafego viral do nucleo para o citoplasma (atraves dos poros da
membrana nuclear) e do citoplasma para as ceélulas adjacentes (via plasmodesmos),
respectivamente (Carrington et al., 1996; Sanderfoot & Lazarowitz, 1996). O movimento
sistémico do virus (isto €, a longa distancia) ocorre via floema. O mecanismo pelo qual o
virus chega ao floema ainda ndo foi bem elucidado. Acredita-se que a CP esta envolvida nesta
etapa do movimento viral em alguns casos: 0 movimento sistémico CP-independente ocorre
em hospedeiras que o virus é bem adaptado, enquanto o0 movimento sisttmico CP-dependente

ocorre em relacdes de pouca adaptacdo entre virus e hospedeira (Pooma et al., 1996).

3.2.4. Variabilidade Genética dos Begomovirus

Os begomovirus emergiram, e continuam emergindo, como um grave problema a
producdo agricola nacional e internacional. O aumento no nimero de infec¢bes por estes virus
é decorrente, em parte, da grande variabilidade genética encontrada entre espécies e estirpes,
conferindo-lhes alta capacidade de adaptacéo a novas hospedeiras e a diferentes condic¢des do
ambiente (Faria & Zerbini, 2000). Os mecanismos que proporcionam a variabilidade genética
dos begomovirus sdo mutacéo, recombinacgéo e pseudorecombinacéo.

Taxas de mutacdo sdo geralmente mais altas em virus de RNA, uma vez que, ao
contrario da DNA polimerase, a RNA polimerase é incapaz de corrigir erros de leitura durante

a replicagéo (Jenkins et al., 2002; Malpica et al., 2002). No entanto, alguns trabalhos mostram
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que a rapida evolucdo dos begomovirus pode ser viabilizada pelo mecanismo de mutacéo.
Duffy e Holmes (2008) analisaram diversas sequéncias genémicas de TYLCV e constataram
que a taxa média de mutacdo no genoma viral é tdo alta quanto & dos virus de RNA (10
substituicdes/sitio/ano), com os maiores valores no gene que codifica a CP e na regido
intergénica. Ge e colaboradores (2007), estudando clones infecciosos de Tomato yellow leaf
curl China virus (TYLCCV), detectaram taxas de 10 substituicBes/sitio/ano na regido
intergénica e no gene da Rep.

A recombinacdo, que consiste na troca de fragmentos do material genético entre
genomas, € considerada o principal mecanismo de variabilidade dos geminivirus (Zhou et al.,
1997; Padidam et al., 1999), sendo responsavel pelo surgimento de espécies importantes em
diferentes partes do mundo (Zhou et al., 1997; Monci et al., 2002; Garcia-Andres et al.,
2006). Por este mecanismo, os virus adquirem novas informacGes genéticas que podem
possibilitar a sua rapida adaptacdo e evolucao (Padidam et al., 1999).

Existem alguns fatores principais que contribuem para a ocorréncia dos eventos de
recombinacdo entre espécies de begomovirus. Estes fatores sdo: as infeccdes mistas
(Umaharan et al., 1998); os altos niveis de replicacdo viral, com a producdo de um grande
namero de cdpias de dsSDNA (Kanevski et al., 1992; Accotto et al., 1993); e o bidtipo B de B.
tabaci, que possui um amplo circulo de hospedeiras (Bedford et al., 1994), possibilitando a
infeccdo viral de novas espécies vegetais.

Os sitios “preferenciais” de recombinagdo no genoma viral sdo chamados de hot spots.
Alguns estudos mostram que existem trés hot spots de recombinagdo nos begomovirus,
localizados na regido intergénica, na ORF AC1 e na interface AV1/AC3 (Garcia-Andres et
al., 2007; Lefeuvre et al., 2007a; Lefeuvre et al., 2007b; Lefeuvre et al., 2009). Inoue-Nagata
e colaboradores (2006), analisando sequéncias da regido intergénica, por¢do 5’ do gene

associado a Rep e da CP, constataram a emergéncia de novas espécies via recombinacéo entre
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isolados de begomovirus brasileiros. Também no Brasil, Galvdo e colaboradores (2003)
demonstraram que uma variante de ToCMoV (ToCMoV-[MG-Bt]) surgiu como resultado de
um evento de recombinacgéo entre espécies (ToCMoV-[BA-Sel] e TORMV).

A presenca de DNA-A e DNA-B nos begomovirus bipartidos viabiliza a ocorréncia do
mecanismo de pseudorecombinacdo (ou rearranjo), que consiste na troca de um componente
gendmico inteiro entre espécies ou isolados (Stanley et al., 1985). Em 2006, Andrade e
colaboradores demonstraram que € possivel ocorrer eventos de pseudorecombinacdo entre
espécies de begomovirus, como entre 0 DNA-A de ToYSV e o0 DNA-B de Tomato crinkle
leaf yellows virus (TCrLYV), fato que pode proporcionar o surgimento de espécies mais

adaptadas.

3.2.5. Transmissdo Natural dos Begomovirus

A transmissdo natural dos begomovirus ocorre exclusivamente pelo inseto-vetor, a
mosca-branca Bemisia tabaci (Hemiptera: Aleyrodidae) (Costa, 1998). Até o inicio da década
de 1990, o bidtipo A de B. tabaci era predominante no Brasil, quando foi relatada a
introducdo do biotipo B, possivelmente atraves de plantas ornamentais (Lourencdo & Nagai,
1994; Franca et al., 1996). O bio6tipo B, comparado ao A, é mais polifago, possui alta
capacidade reprodutiva, maior facilidade de adaptacéo e elevada taxa de dispersdo, tornando-
se facilmente predominante nas areas onde é introduzido (Bedford et al., 1994).

Antigamente, acreditava-se na existéncia de uma Unica espécie de B. tabaci, sendo esta
diferenciada em biotipos. Contudo, estudos recentes utilizando o gene mitocondrial citocromo
oxidase | demonstraram que B. tabaci ndo é composta por biotipos, mas sim por um
complexo de espécies (Dinsdale et al., 2010; Barro et al., 2011). Estas espécies se subdividem

em 11 grupos genéticos, dentre eles: Middle East-Asia Minor 1 (MEAML1), Mediterranean
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(MED), New World (NW) e New World 2 (NW2). MEAML inclui o bidtipo B, o de maior
distribuicdo mundial e predominante no Brasil (Dinsdale et al., 2010; Alemandri et al., 2012).

A transmissdo dos begomovirus por mosca-branca é do tipo persistente-circulativa
(Cohen & Nitzany, 1996; Morin et al., 1999). Neste tipo de relacdo, as particulas virais
presentes na seiva do floema de plantas infectadas séo ingeridas atraves do estilete do vetor
durante a sua alimentacdo e transportadas pelo esdfago até alcancarem o intestino. Estas
particulas sdo deslocadas para a hemolinfa pela parede da camara de filtro e do intestino,
passando a interagir com proteinas produzidas por endossimbiontes presentes no corpo do
inseto (Morin et al., 2000). Apds alcancarem as glandulas salivares acessorias, as particulas
sdo translocadas para o ducto salivar, a partir do qual sdo excretadas com a saliva durante a
alimentacédo do inseto (Hunter et al., 1998; Ghanim et al., 2001).

Os parametros de aquisicdo, retencdo e inoculacdo viral podem variar conforme a
espécie. Porém, em geral, os virus sdo adquiridos pelas moscas-brancas em periodos curtos,
como em 10 min, sendo que a probabilidade de transmissdo é maior com o aumento do tempo
de alimentacdo na planta infectada. Igualmente, a probabilidade de transmissdo também é
maior com tempos mais prolongados de alimentacdo. O periodo de laténcia do virus no vetor
pode variar de 4 a 21 horas (Costa, 1998).

Ha controvérsias quanto a hipdtese de que os begomovirus se replicam no corpo da
mosca-branca. No entanto, Pakkianathan e colaboradores (2015), apds experimentos com
TYLCV, concluiram que o virus consegue se replicar no inseto quando este é submetido a
condicdes de estresse. Segundo 0s autores, em condi¢des normais, a mosca-branca é capaz de
prevenir a acumulacéo viral utilizando o seu sistema imune, através de um mecanismo ainda

nao conhecido.
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3.2.6. Resisténcia Genética no Controle de Begomovirose

O uso de cultivares com resisténcia genética € a estratégia mais efetiva para minimizar
as perdas causadas por doencas virais. No caso especifico dos begomovirus, o controle
quimico da mosca-branca geralmente néo é eficiente, devido, principalmente, a migracao de
grandes populacdes do inseto de lavouras mais velhas para lavouras mais novas e a
possibilidade do vetor se tornar resistente aos inseticidas (Gerling, 1990), dificultando ainda
mais o controle da begomovirose.

Os programas de melhoramento de S. lycopersicum baseiam-se especialmente na busca
por genes/alelos de resisténcia em espécies selvagens de Solanum (Pilowsky & Cohen, 1974;
Lapidot et al., 2000; Boiteux et al., 2012). Pesquisas destinadas a busca por fontes de
resisténcia a begomovirus comecaram por volta de 1970 (Pilowsky & Cohen, 1974). Desde
entdo, varias espécies selvagens de tomateiro foram estudadas como potenciais fontes de
resisténcia, tais como: S. pimpinellifolium, S. peruvianum, S. chilense, S. habrochaites e S.
cheesmaniae (Pilowsky & Cohen, 1974; Ji et al., 2007b). A partir de estudos com estas
espécies, um amplo conjunto de genes/loci de resisténcia foi caracterizado e/ou mapeado (Ty-
1, Ty-2, Ty-3, Ty-4, Ty-5, Ty-6, ty-5, tcm-1 e tgr-1).

O gene Ty-1 é um dos mais estudados atualmente e tem se mostrado eficiente contra
diferentes espécies de begomovirus monopartidos e bipartidos (Zamir et al., 1994; Scott et al.,
1996; Santana et al., 2001; Boiteux et al., 2007). Este gene foi introgredido na espécie
comercial de tomate através do cruzamento interespecifico com S. chilense, conferindo
resisténcia com dominancia parcial. Sua expressao fenotipica de tolerancia é potencializada
em linhagens homozigotas (Zamir et al., 1994). A acdo de Ty-1, cuja localizacdo é no
cromossomo 6, esta relacionada com a inibigdo do movimento viral, sendo mais eficiente em

condicdes de baixa pressdo de indculo (Michelson et al., 1994; Zamir et al., 1994).
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O gene Ty-2 foi obtido de S. habrochaites, localizado ao longo do cromossomo 11
(Kalloo & Banerjee, 1990; Hanson et al., 2000; Hanson et al., 2006). Ty-3 foi identificado no
cromossomo 6 de S. chilense, sendo alélico a Ty-1 (Ji et al., 2007a; Verlaan et al., 2013). Ty-4
também foi obtido a partir de S. chilense, mas diferente de Ty-1 e Ty-3, estd presente no
cromossomo 3 (Ji et al., 2009). Ty-5 foi introgredido em S. lycopersicum a partir de S.
peruvianum e mapeado no cromossomo 4 (Anbinder et al., 2009). Ty-6 foi recentemente
identificado no cromossomo 10 de S. chilense (Hutton & Scott, 2013). Outros genes, de
natureza recessiva, também tém sido descritos como fontes de resisténcia a geminivirus: ty-5,
alélico a Ty-5 (Hutton et al., 2012), tcm-1 (Giordano et al., 2005) e tgr-1 (Bian et al., 2007).

E importante destacar que estes genes ndo conferem imunidade as plantas, isto &,
proporcionam apenas resisténcia parcial/tolerancia. No Brasil, existem varias opcbes de
hibridos destinados ao mercado fresco com resisténcia a begomovirus, como Dominador,
Ellen, Portinari, Colossus, entre outros. Quanto aos tomateiros destinados a industria, o
desenvolvimento de hibridos é recente e, portanto, ainda ha poucas op¢es, as quais tém sido

utilizadas somente nos ultimos anos (TY 2006 e BRS Sena, por exemplo).
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DIVERSIDADE GENOMICA DE BEGOMOVIRUS EM TOMATEIROS
COM E SEM RESISTENCIA A BEGOMOVIROSE

RESUMO

O tomateiro (Solanum lycopersicum) € uma das principais hortalicas cultivadas no mundo.
Entre as doengas que ocorrem nesta cultura, as viroses destacam-se pela dificuldade do seu
controle. A begomovirose € uma das principais doencas virais do tomateiro, com alta
incidéncia nas areas produtoras do pais. O uso de plantas resistentes & a estratégia mais
eficiente e de baixo custo para minimizar as perdas causadas pelos begomovirus. Contudo, 0
crescente plantio de cultivares com resisténcia pode resultar na selecdo de isolados virais
especificos, acelerar a alteracdo da composicdo populacional dos begomovirus e culminar na
quebra da resisténcia. Como ainda ndo ha informacGes se essa sele¢do realmente ocorre nas
condicdes brasileiras, este trabalho foi desenvolvido objetivando analisar e comparar as
espécies de begomovirus presentes em amostras de tomateiro rasteiro das cultivares Heinz-
9553 (suscetivel a begomovirose) e BRS Sena (resistente a begomovirose) coletadas em
Luziania-GO, além de avaliar a diversidade genémica dentro de cada espécie encontrada.
Verificou-se que nas plantas de BRS Sena a severidade da doenca é menor e 0s sintomas sao
pouco evidentes. A diversidade de begomovirus nas amostras foi incialmente analisada
através da técnica de RCA/RFLP e os resultados obtidos foram confirmados por PCR
especifica e clonagem. Duas espécies de begomovirus foram detectadas em ambas as
cultivares estudadas, Tomato severe rugose virus (TOSRV) e Tomato mottle leaf curl virus
(ToMoLCV), sendo ToSRV a mais predominante. Comparagdes entre as sequéncias
mostraram que isolados virais (TOSRV ou ToMoLCV) obtidos de uma mesma planta séo
mais proximos, enquanto que isolados obtidos de cultivares diferentes s&o mais distantes. Nos
dados de variacdo genética, avaliados pela ocorréncia de mutacfes nos isolados de cada

espeécie, constatou-se a presenca de insercdes e delecdes de nucleotideos apenas em regides
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intergénicas/ndo-codificantes do genoma de ToSRV e ToMoLCV. Mutagdes causadas por
substituicdo de nucleotideos foram observadas ao longo das ORFs do genoma de ambas as
espéecies. Um maior numero de mutagdes por substituicdo ocorreu nas sequéncias do DNA-A
de ToSRV e ToMoLCV obtidas de plantas resistentes. As ORFs AC1 (Rep) e AV1 (CP) das
duas espécies de begomovirus apresentaram maior nimero de substituicdes de nucleotideos.
Quanto as analises filogenéticas, verificou-se que 0s begomovirus se agrupam com base na
localizagdo geografica. O conjunto dos resultados indica que, possivelmente, os isolados
virais obtidos da cultivar resistente estdo passando por um processo inicial de variacdo
genética decorrente da pressdo seletiva imposta pelo uso de plantas resistentes. Contudo, para
confirmar esta hipotese, novas andlises precisam ser realizadas em populacdes maiores de

ToSRV e ToMoLCV.

Palavras-chave: Geminivirus, adaptacdo viral, pressao seletiva.
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GENOME DIVERSITY OF BEGOMOVIRUSES IN TOMATOES WITH AND
WITHOUT BEGOMOVIRUS RESISTANCE

ABSTRACT

Tomato plant (Solanum lycopersicum) is one of the main vegetables grown in the world.
Among the diseases that affect this culture, virus infections are particularly important due to
the difficulty in their control. From these, a begomovirus disease is one of the major diseases
of tomato plants, occurring in high incidence in the growing areas of the country. The use of
resistant plants is the most efficient and cost-effective strategy to minimize losses caused by
begomoviruses. However, an increasing cultivation of resistant cultivars may result in
selection of specific viral isolates, accelerate changes in the begomovirus population
composition, and lead to the breakdown of resistance. Since it is not known whether this
selection actually occurs in our conditions, the aim of this work was to analyze and compare
the begomovirus species present in processing tomato plants on two cultivars, Heinz-9553
(susceptible to begomovirus infection) and BRS Sena (resistant to begomovirus infection)
collected in Luziania-GO, and to evaluate the genome diversity within each species. It was
observed that infected BRS Sena plants are less severely infected, and symptoms are mild.
The diversity of begomoviruses in the samples was initially analyzed by RCA/RFLP and the
results were confirmed by species-specific PCR and cloning. Two begomovirus species were
detected in both cultivars, Tomato severe rugose virus (TOSRV) and Tomato mottle leaf curl
virus (ToMoLCV), being ToSRV the most prevalent. Based on sequence comparisons, it was
observed that the viral isolates (ToSRV or ToMoLCV) are closer when isolated from the
same plant, whereas isolates from different cultivars are more distant. In the genetic variation
analyses, measured by mutation occurrence in the isolates of each species, the presence of
nucleotide insertions and deletions was only found in intergenic/non-coding regions of both

ToSRV and ToMoLCV genome, while mutations caused by nucleotide substitution were
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observed throughout the ORFs in the genome of both species. A higher number of
substitutions was found in DNA-A sequences of ToSRV and ToMoLCV from resistant plants.
Most of the nucleotide substitutions were seen in AC1 (Rep) and AV1 (CP) ORFs of the two
begomoviruses. Following phylogenetic analysis, it was clear that the begomoviruses are
grouped together based on their geographical origin. The results indicate that most possibly
viral isolates present in a resistant cultivar are going through an initial process of genetic
variation due to the selective pressure imposed by the use of resistant plants. However, to
confirm this hypothesis, further analyses are needed on larger populations of ToSRV and

ToMoLCV.

Keywords: Geminivirus, viral adaptation, selective pressure.
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1. INTRODUCAO

Os begomovirus, membros da familia Geminiviridae, infectam uma ampla variedade de
plantas economicamente importantes, sendo responsaveis pela ocorréncia de doencas em
varias partes do mundo, principalmente nos trépicos e subtrépicos (Bock, 1982; Varma &
Malathi, 2003). Estes virus sdo relatados em tomateiro no Brasil desde a década de 1960
(Flores et al., 1960). Contudo, somente a partir de 1990, com a introducéo de um novo biotipo
do inseto-vetor Bemisia tabaci (mosca-branca), o biotipo B, houve um aumento drastico no
naumero de doencas causadas pelos begomovirus no pais (Lourencdo & Nagai, 1994).

A hipotese mais aceita para explicar as epidemias de begomovirose em tomateiros no
Brasil considera que os virus foram transferidos de plantas nativas para os tomateiros apds a
introducdo e disseminacdo do bidtipo B de B. tabaci, o qual é mais polifago que o biétipo A
(Bedford et al., 1994; Rocha et al., 2013). Em geral, 0os begomovirus presentes nas Americas
sdo bipartidos e ndo sdo isolados em outros continentes (Rocha et al., 2013), indicando que
estes virus sao realmente nativos, sendo as plantas nao cultivadas suas provaveis hospedeiras
originais.

Atualmente, sdo descritas 14 espécies de begomovirus que infectam tomateiro no pais:
Tomato golden mosaic virus (TGMV), Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV), Tomato
rugose mosaic virus (ToORMV), Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato yellow
spot virus (ToYSV), Tomato severe rugose virus (ToSRV), Tomato common mosaic Virus
(ToCmMV), Tomato leaf distortion virus (ToLDV), Tomato mild mosaic virus (ToOMiMV),
Tomato golden vein virus (TGVV), Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV), Chino del
tomate Amazonas virus (CdTAV), Sida micrantha mosaic virus (SIMMYV) e Sida mottle virus
(SiMoV) (Flores et al., 1960; Matyis et al., 1975; Faria et al., 1997; Ribeiro et al., 2003;
Fernandes et al., 2006; Calegario et al., 2007; Cotrim et al., 2007; Ribeiro et al., 2007,

Castillo-Urquiza et al., 2008; Fernandes et al., 2008; Albuquerque et al., 2012).
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E possivel que exista um padrio de distribuicio geografica dos begomovirus
encontrados no Brasil. TOSRV parece ser predominante na regido Centro-Sul (Fernandes
et al., 2008; Naito, 2012; Rocha et al., 2013), enquanto que ToMoLCV predomina na regido
Nordeste (Fernandes et al., 2008; Souza, 2014), sendo também comumente encontrado na
regido Centro-Oeste (Albuquerque et al., 2012). Estes trabalhos, que avaliaram a diversidade
de begomovirus, sdo importantes e devem ser realizados periodicamente, considerando que
estes virus possuem uma alta taxa de variabilidade (Lima et al., 2013), resultando em
flutuacGes genéticas constantes e elevada possibilidade de surgimento de novas espécies.

As informacGes geradas pelos estudos de diversidade viral sdo fundamentais para
orientar os programas de melhoramento genético e possibilitar o entendimento dos
mecanismos evolutivos associados com o aparecimento de novas espécies, estirpes ou
variantes. O crescente plantio de cultivares com resisténcia no pais pode oferecer um
componente a mais para a selecdo de isolados virais especificos, acelerar a alteracdo da
composicdo populacional dos begomovirus e culminar na quebra da resisténcia. Contudo,
ainda ndo existem dados que mostrem se essa selecdo realmente ocorre nas condicdes
brasileiras. Baseado neste déficit de informacdes, o presente trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de analisar e comparar as espécies de begomovirus presentes em duas cultivares de
tomateiros rasteiros, com e sem resisténcia a begomovirose, bem como estudar a diversidade

gendmica dentro de cada espéecie encontrada.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta das Amostras
Um total de 117 amostras foliares de tomateiro rasteiro foi coletado (com 90 dias de
idade apds o plantio) em uma lavoura com irrigacdo por pivo central da Fazenda Village,

localizada no municipio de Luziania, estado de Goias (16°26°05,5” e 47°36°07,7”). Deste
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total, 45 amostras foram obtidas de plantas sintomaticas da cultivar Heinz-9553 (H-9553,
suscetivel a begomovirose) e 72 da BRS Sena (resistente a begomovirose). As duas cultivares
estavam plantadas lado a lado, separadas por aproximadamente 50 cm de distancia. Todas as
amostras foram coletadas em plantas que apresentavam sintomas semelhantes aquelas
causados pela infec¢do por begomovirus. Porém, como os sintomas em BRS Sena sdo suaves

e menos frequentes, coletou-se um maior numero de amostras desta cultivar.

2.2. Extracao do DNA Total

O DNA total das folhas foi extraido usando o método CTAB (cetyl trimethyl
ammonium bromide), conforme Doyle & Doyle (1991), com algumas adaptacdes.
Aproximadamente 100 mg de tecido foliar foi macerado em tubos de microcentrifugas de
2 mL contendo cinco esferas metalicas de 1 mm de diametro (para auxiliar na maceracéo) e
750 uL do tampdo CTAB (2% CTAB, 100 mM de Tris-HCI/pH 8, 20 mM de EDTA e 50 mM
de NaCl), com adi¢ao de 0,2% de PB-mercaptoetanol. As amostras foram maceradas em
agitador (Precellys - Bertin Technologies) programado para dois ciclos de 30 seg a 1.500 rpm
e, posteriormente, incubadas a 65°C por 15 min. Em seguida, adicionou-se 750 pL de clorofil
(cloroférmio:alcool isoamilico - 24:1) aos tubos, os quais foram vigorosamente agitados e
centrifugados por 10 min a 10.000 rpm. Aproximadamente 600 uL do sobrenadante foram
transferidos para um microtubo de 1,5 mL contendo 400 pL de isopropanol. Os tubos foram
agitados levemente, mantidos em temperatura ambiente por 5 minutos para precipitacdo do
DNA e, entdo, centrifugados por 10 min a 13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
pellet foi lavado com 400 pL de etanol 70% gelado a 13.000 rpm por 5 min. Apos as
lavagens, o pellet foi seco em temperatura ambiente por 30 min e ressuspendido com 300 pL
de agua Milli-Q. Os tubos, contendo o DNA total extraido, foram armazenados a -20°C para

as andlises posteriores.
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2.3. Deteccéo de Begomovirus por PCR

O DNA total extraido das folhas coletadas foi utilizado para confirmacéo das infec¢bes
por reacdes de PCR (polymerase chain reaction) usando primers degenerados universais para
begomovirus: pAL1v1978 e pAR1c496 (Rojas et al., 1993). Cada reacdo de PCR foi realizada
em um volume final de 10 pL, contendo 1 pL de DNA total, 1 pL de tampéo da enzima Taq
DNA polimerase (10X, Invitrogen), 0,8 pL de MgCl, (50 mM, Invitrogen), 0,4 uL de dNTP’s
(2,5 mM cada, GE Healthcare), 0,1 pL de cada primer (10 uM), 0,1 yL da enzima Taq DNA
polimerase (5 U/UL, Invitrogen) e 6,5 uL de agua Milli-Q.

O DNA viral foi amplificado em termociclador programado para 35 ciclos de
desnaturacdo, anelamento e extensao, nas seguintes condicdes: 94°C por 5 min, 55°C por 1
min e 72°C por 1 min 30 seg, respectivamente, finalizando a reacdo a 72°C por 5 min. Os
produtos da PCR foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1% preparado com
Tris-borato-EDTA (TBE, 0,5X). O marcador molecular utilizado foi 1Kb Plus DNA Ladder

(Invitrogen).

2.4. Amplificacdo do DNA Viral por Circulo Rolante e Avaliacdo do Polimorfismo no
Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RCA/RFLP)

O DNA total das amostras positivas nas reacées de PCR foi submetido a amplificacédo
por circulo rolante (RCA, rolling circle amplification). Esta técnica possibilita a amplificacdo
de genomas circulares, como o DNA-A e DNA-B dos begomovirus (Inoue-Nagata et al.,
2004). Cada reacdo de RCA foi realizada com 0,5 uL de DNA total, 1 pL de tampédo da
enzima Phi-29 DNA polimerase (10X, NEB), 1 uL de BSA (100X, NEB), 1 uL de dNTP’s
(10 mM, GE Healthcare), 2,5 puL de primer hexanucleotidio randémico (10 uM), 0,15 uL da
enzima Phi-29 DNA polimerase (10.000 U/mL, NEB) e 3,85 pL de agua Milli-Q. A reagéo

foi incubada a 30°C por 24 h. Apos este periodo, a enzima foi inativada a 65°C por 10 min.
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Para analisar o perfil de restricdo dos isolados de begomovirus presentes nas amostras, o
DNA amplificado por RCA foi digerido com a enzima de restricdo Mspl. A reacdo da
digestdo, cujo volume final foi de 10 pL, consistiu de 1 puL de DNA viral amplificado
(concentracdo de aproximadamente 100 ng/uL), 1 pL de tampdo da enzima (10X, NEB),
0,2 pL da enzima (20.000 U/mL, NEB) e 7,8 uL de agua Milli-Q. A reacdo foi incubada a
37°C por 12 h. Os fragmentos de DNA resultantes da digestdo foram separados em gel de
agarose a 1% preparado com TBE 0,5X. O marcador molecular utilizado foi 1Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen). A analise do gel baseou-se nos diferentes perfis de restricdo. A partir
destas analises, foram selecionadas uma a duas amostras de cada perfil, pertencentes tanto aos
tomateiros suscetiveis, quanto aos resistentes. Posteriormente, as amostras selecionadas foram

clonadas.

2.5. Selecdo das Enzimas de Restricdo para Clonagem

Para a clonagem dos genomas virais completos presentes nas amostras escolhidas, o
DNA amplificado por RCA foi digerido com cinco enzimas de restricdo: Kpnl, Apal, BamHI,
Clal e EcoRI (20.000 U/mL, NEB). As rea¢des foram realizadas seguindo o mesmo protocolo
descrito no item anterior (item 2.4.) e os produtos das digestdes foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose a 1% preparado com TBE 0,5X. Em seguida, o gel contendo 0s
fragmentos de DNA foi utilizado para hibridizacdo por Southern blot, conforme protocolo
descrito por Sambrook e colaboradores (1989). Utilizou-se sondas ndo radioativas especificas
para 0 DNA-A e DNA-B de begomovirus. Estas sondas foram sintetizadas por PCR (Santana
et al., 2007) usando os primers CP1 (CCCGTCGACATGYCTAAGMGKGAKGCCCC) e
CP2 (CCCCTGCAGAACTTCCAAGTCTGGACG) para o DNA-A, B1l150F
(CATGTAATGGNGTWTATG) e B1850R (AAAGACCCDATWCCNTGG) para 0 DNA-B,

e como molde utilizou-se um isolado de ToSRV. Apo6s a analise dos resultados da
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hibridizacdo, foram escolhidas as enzimas capazes de clivar os dois componentes gendmicos
dos begomovirus (DNA-A e DNA-B) em um Unico ponto, gerando um fragmento de

aproximadamente 2,6 kb.

2.6. Clonagem

As enzimas de restricdo selecionadas foram utilizadas para realizar uma nova digestéo
com volume final de 40 pL, contendo 4 uL de DNA amplificado por RCA (concentragéo de
aproximadamente 100 ng/uL), 4 uL de tampdo da enzima, 0,8 pL da enzima e 31,2 pL de
agua Milli-Q. A reacdo foi mantida a 37°C por 12 h. O volume total da reacdo foi aplicado em
gel de agarose a 0,8% preparado com TBE 0,5X. Os fragmentos virais de interesse (insertos)
foram extraidos do gel e purificados com o kit Illustra PCR DNA and Gel Band Purification
(GE Healthcare), seguindo as instrucdes do fabricante.

O vetor pBlueScript SK+ (Stratagene), ap0s ter sido digerido com as mesmas enzimas
de restricdo utilizadas para digestdo dos insertos, foi desfosforilado e precipitado conforme
protocolo descrito por Sambrook e colaboradores (1989). Em seguida, procedeu-se a etapa de
ligacdo vetor-inserto, considerando a propor¢éo 1:5 (vetor:inserto), na presenca da enzima T4
DNA ligase (400 U/mL, NEB) e do seu tampdo (NEB). As reacGes de ligacdo foram
incubadas a 16°C por 12 h e, apés este periodo, foram dialisadas em agua Milli-Q.
Posteriormente, 5 uL de cada reacdo foram adicionados a 50 L de células competentes de
Escherichia coli DH5a para transformacdo por eletroporacdo. As células transformadas foram
plaqueadas e incubadas a 37°C por 12 h.

A extracdo do DNA plasmidial das células transformadas foi realizada de acordo com
Sambrook e colaboradores (1989). Confirmou-se a presenca dos insertos através da digestao
com as respectivas enzimas de restricdo utilizadas no processo de clonagem, resultando em

dois fragmentos analisados em gel de agarore, um correspondente ao vetor (tamanho de 3 kb)
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e 0 outro ao inserto (aproximadamente 2,6 kb). Os clones que continham os insertos foram,
entdo, digeridos com a enzima Mspl, e aqueles com perfis de restricdo distintos foram
selecionados e submetidos a purificacdo plasmidial com o kit Illustra PlasmidPrep Mini Spin
Kit (GE Healthcare), seguindo as instrucdes do fabricante. As col6nias contendo os clones

foram preservadas em glicerol e armazenadas a -80°C (Sambrook et al., 1989).

2.7. Sequenciamento e Analise das Sequéncias

O processo de sequenciamento foi realizado pela empresa Macrogen (Coréia do Sul).
Um par de primers do vetor (M13F e M13R) e dois primers internos, desenhados para o
DNA-A e DNA-B de cada espécie encontrada, foram suficientes para obtencao de sequéncias
completas de ambos os componentes genémicos dos begomovirus presentes nas amostras. Os
primers internos foram desenhados com o programa Oligo Analyzer (Integrated DNA
Technologies) e sintetizados pela Macrogen.

Os contigs foram montados e analisados no programa Geneious 9.0.5 (Biomatters Ltd).
Todas as sequéncias foram submetidas a pesquisa BLASTn (Altschul et al., 1997) para
comparacdo com espécies de begomovirus depositadas nos bancos de dados publicos.
Multiplos alinhamentos e comparac6es das sequéncias foram feitos com os programas Mega
6.0 (Tamura et al., 2013) e SDT v1.2 (Muhire et al., 2014), respectivamente. As arvores
filogenéticas foram construidas no Geneious 9.0.5 pelo método de Neighbor-Joining, com

3000 repeticdes de bootstrap.

3. RESULTADOS

3.1. Deteccéo de Amostras Positivas a Begomovirus por PCR
Para a realizacdo deste trabalho, 45 amostras foliares de tomateiros da cultivar H-9553

(suscetivel a begomovirose) e 72 de BRS Sena (resistente a begomovirose) foram coletadas
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em Luziania-GO. Todas as amostras obtidas estavam sintomaticas, porém, os sintomas eram
mais severos e evidentes nas plantas suscetiveis, com presenca de clorose internerval,
bolhosidade, deformacéo foliar e nanismo (Fig. 1 A e B), enquanto que nas plantas resistentes
observou-se apenas clareamento de nervuras, pequenas manchas cloroticas e uma leve
bolhosidade (Fig. 1 C e D).

Do total de 117 amostras coletadas, 44 de H-9553 (98%) e 56 de BRS Sena (78%)
foram positivas na reacdo de PCR com 0s primers universais para begomovirus pAL1v1978 e
pAR1c496 (Rojas et al., 1993). Estas amostras positivas foram submetidas as técnicas de

RCA e RFLP e, posteriormente, foram clonadas.

Figura 1. Folhas de tomateiro da cultivar Heinz-9553 (A-B) e BRS Sena (C-D)
com sintomas de clorose internerval, bolhosidade, deformacéo foliar e nanismo,
causados pela infeccdo por begomovirus.

3.2. Analise Preliminar dos Begomovirus por RCA/RFLP
Utilizou-se 20 amostras de cada cultivar, selecionadas ao acaso, do grupo que
apresentou resultado positivo na deteccdo de begomovirus por PCR. As amostras restantes

foram misturadas (pool) separadamente, isto é, fez-se um pool de H-9553 e outro de BRS
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Sena. O DNA viral das amostras selecionadas e dos dois pools foi amplificado por RCA e, em
sequida, digerido com a enzima de restricdo Mspl para analise do tamanho estimado dos
genomas de begomovirus presentes nas plantas e dos perfis de restricdo, os quais foram
comparados com perfis de espécies conhecidas.

Através do somatorio estimado dos fragmentos de DNA digeridos, que variou de 2,7 a
8,7 kb (Fig. 2A e 2B), é possivel inferir a presenca de um ou mais isolados virais nas
amostras. Assim, acredita-se que a maioria das plantas estava infectada com apenas um
begomovirus, pois o0 genoma completo destes virus possui aproximadamente 5 Kb,
correspondente a ~ 2,5 kb do DNA-A e ~ 2,5 do DNA-B. As amostras com tamanho
mensurado em 2,7 kb provavelmente possuem um unico componente genémico viral (DNA-
A), engquanto aquelas com somatdrio superior a 7 kb possivelmente estdo infectadas com mais

de um isolado de begomovirus de uma mesma espécie ou de espécies diferentes.
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Figura 2. Géis de eletroforese dos produtos obtidos pela amplificagéo por circulo
rolante (RCA) e polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP)
com a enzima de restricdo Mspl, presentes em amostras de tomateiros da cultivar
BRS Sena (A) e Heinz-9553 (B). Perfis de restricdo distintos estdo indicados por
diferentes cores. Os somatérios estimados dos genomas (em kb) estdo indicados
abaixo da coluna de cada amostra. As amostras selecionadas para clonagem estdo
destacadas em vermelho. M: marcador 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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Sete perfis de restricdo distintos foram observados apos a digestdo (destacados em
cores), alguns mais frequentes, ocorrendo tanto nas plantas suscetiveis, quanto nas resistentes
(Fig. 2A e 2B). Em contrapartida, dois perfis (cores verde e rosa claro) foram observados
exclusivamente em plantas de H-9553 (Fig. 2B), enquanto outros dois (cores laranja e rosa
escuro) foram visualizados apenas nas amostras de BRS Sena (Fig. 2A). O padrdo de bandas
destacado em azul na Figura 2 foi o predominante, aparecendo em 27 plantas de ambas as
cultivares. Acredita-se que este padréo seja da espécie Tomato severe rugose virus (ToSRV),
pois 0 nimero e tamanho dos fragmentos gerados s@o caracteristicos desta espécie.

Quanto ao perfil de restricdo obtido nos dois pools, este também foi identificado em
amostras isoladas (Fig. 2A e 2B), sugerindo que ndo ha, entre os materiais misturados,
nenhum begomovirus diferente daqueles presentes nas amostras analisadas separadamente.
Uma a duas amostras de cada padrdo de bandas foram selecionadas para serem clonadas,

totalizando 12 amostras, as quais estdo destacadas em vermelho na Figura 2.

3.3. Analise da Hibridizacao por Southern Blot

Para cada perfil de restricdo viral, o DNA amplificado por RCA das amostras
correspondentes foi digerido com cindo enzimas de restricdo (Kpnl, Apal, BamHI, Clal e
EcoRlI) e os produtos da digestdo foram hibridizados por Southern blot, utilizando sondas néo
radioativas especificas para 0 DNA-A e o DNA-B de begomovirus (molde de ToSRV). Com
a analise dos resultados da hibridizagdo, foram selecionadas duas enzimas, Apal e BamHI,
por serem capazes de clivar o DNA-A e o DNA-B em um Unico ponto, gerando um fragmento
de aproximadamente 2,6 kb (Fig. 3A e 3B).

Conforme anteriormente mencionado, nas amostras com somatorio do genoma viral
estimado em 2,7 kb, que na Figura 3 correspondem ao perfil de restricdo de numero 4, os

fragmentos resultantes da digestdo com as enzimas de restricdo ndo hibridizaram com a sonda
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especifica para 0 DNA-B (Fig. 3B), corroborando a afirmativa prévia de que nestas amostras
provavelmente ha isolados de begomovirus que possuem apenas um componente genémico
(DNA-A).

O DNA das 12 amostras selecionadas foi digerido com as enzimas de restricao
escolhidas (Apal ou BamHI) e separado em gel de agarose. Por fim, os fragmentos de

interesse foram eluidos do gel e clonados em vetor pBlueScript.
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Figura 3. Membranas de hibridizacdo por Southern blot realizado com sondas especificas para o (A) DNA-A e
(B) DNA-B de begomovirus, hibridizando produtos obtidos pela amplificacdo por circulo rolante (RCA) e
polimorfismo no comprimento de fragmentos de restri¢do (RFLP) com diferentes enzimas de restricdo: (1) Kpnl,
(2) Apal, (3) BamHI, (4) Clal e (5) EcoRl. Os perfis de restrigdo 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 correspondem as amostras 90,
93, 23, 12, 88, 87 e 79, respectivamente. ND: DNA viral amplificado por RCA, mas ndo digerido com as
enzimas de restricdo. C-: controle negativo.

3.4. Begomovirus Identificados por Clonagem
Um par de primers universais do vetor (M13F e M13R) foi utilizado para a

determinacdo das sequéncias dos insertos. Posteriormente, dois primers internos, um do
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DNA-A e outro do DNA-B de cada espécie encontrada, foram desenhados para completar as
sequéncias de ambos 0s componentes gendmicos dos begomovirus presentes nas amostras.

Ao total, 31 clones foram sequenciados, porém, seis foram desconsiderados, pois nao
foi possivel obter seus genomas completos. Este problema ocorreu devido a presenca de dois
sitios de restricdo da enzima Apal nas amostras, gerando mais de um fragmento, sendo um
deles muito pequeno (aproximadamente 40 nucleotideos), motivo pelo qual ndo foi
visualizado no gel de agarose. Portanto, foram analisados 25 clones, 8 de tomateiros
resistentes e 17 de tomateiros suscetiveis (Tabela 1). O numero total de clones obtidos da
cultivar suscetivel foi superior ao da resistente devido a maior quantidade de padrGes de
bandas [resultantes da digestdo com a enzima de restricdo Mspl] nas plantas suscetiveis, uma
vez que este foi o critério utilizado para selecdo das amostras.

Anadlises BLASTn resultaram na identificacdo de clones correspondentes a duas
espécies: Tomato severe rugose virus (ToOSRV) e Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV).
Quinze sequéncias sdo de ToSRV (8 do DNA-A e 7 do DNA-B), enquanto 10 sdo do DNA-A
de TOMoLCV (Tabela 1).

A obtencéo de clones de ToSRV e ToMoLCV a partir de uma mesma amostra (Tabela
1) confirma a hipdtese anterior de que ha mais de um isolado viral nas plantas que
apresentaram o somatorio estimado dos fragmentos provenientes da digestdo com a enzima de
restricdo Mspl superior a 7 kb. Reacdes de PCR com primers especificos para as espécies
ToSRV (AAGGCGACGTCTTTGGAAGG e CTCAGCGGCCTTGTTATATTT) e
ToMoLCV (CATCTTCRTGKAATTCTCTGG e TGGACCACARAGTAAAAGAC)
confirmaram a ocorréncia de infecgdes mistas em quatro amostras da cultivar H-9553
(suscetivel) que foram utilizadas para clonagem: 80, 83, 87 e 88. Na PCR, ToSRV foi
detectado em todas as amostras clonadas, com excecdo da 11 e 12, onde detectou-se somente

ToMoLCV. Este ultimo virus, por sua vez, foi encontrado em seis amostras: 11 e 12 (cultivar
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resistente) em infeccdo simples, 80, 83, 87 e 88 (cultivar suscetivel) em infeccdo mista.

Apesar de inimeras tentativas, nenhum clone correspondente ao DNA-B de ToMoLCV foi

obtido.

Tabela 1. Clones correspondentes a isolados de Tomato severe rugose virus (TOSRV) e Tomato
mottle leaf curl virus (ToMoLCV), com seus respectivos componentes gendmicos, obtidos a
partir de amostras de tomateiros da cultivar BRS Sena (resistente a begomovirose) e Heinz-9553
(suscetivel a begomovirose) coletadas no municipio de Luzidnia-GO. Clones nomeados de

acordo com o nimero da amostra seguido pelo nimero do clone.

Clone Ca_rétgr c_llea Enzima ) Genoma
Resisténcia Clonagem (nt)
ToSRV/DNA-A
06-036 R BamHI 2.593
06-204 R BamHI 2.594
23-043 R BamHI 2.591
79-217 S BamHI 2.593
79-255 S BamHI 2.593
83-215 S BamHI 2.592
90-221 S BamHI 2.593
90-226 S BamHI 2.593
ToSRV/DNA-B
06-278 R Apal 2.570
23-109 R Apal 2.570
79-292 S Apal 2.569
88-116 S Apal 2.569
90-082 S Apal 2.570
93-095 S Apal 2.569
93-096 S Apal 2.569
ToMoLCV/DNA-A
11-158 R Apal 2.632
11-160 R Apal 2.632
12-156 R Apal 2.632
80-143 S Apal 2.630
80-174 S Apal 2.630
83-125 S Apal 2.631
87-132 S Apal 2.630
87-165 S Apal 2.630
87-166 S Apal 2.630
88-120 S Apal 2.631

®Amostras de tomateiros resistente (R) ou suscetivel (S) a begomovirose.

®Enzimas de restricdo utilizadas para a clonagem.

3.5. Analise das Sequéncias Virais

Avaliou-se a identidade de nucleotideos das sequéncias identificadas entre si e destas

com sequéncias representativas de ToSRV e ToMoLCV retiradas do GenBank (Anexo 1).
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Sequéncias referentes ao componente gendmico DNA-A de ToSRV apresentaram identidade
entre 98,03 a 99,96%, sendo que os isolados mais proximos foram 06-036 e 06-204, bem
como 90-221 e 90-226, ambos com 99,96% de identidade; e os mais distantes foram 06-036 e

83-215 (98,03%) (Fig. 4).
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Figura 4. Matriz colorida representativa da porcentagem de identidade de nucleotideos entre as sequéncias
completas do DNA-A de Tomato severe rugose virus (ToSRV) obtidas neste trabalho e as sequéncias de ToSRV
retiradas dos bancos de dados publicos, nomeadas conforme seus respectivos nimeros de acesso, seguidos da
sigla do estado onde a amostra foi coletada. Consultar Anexo 1 para identificacdo dos isolados.

Ao comparar a identidade das sequéncias do DNA-A de ToSRV deste trabalho com
aquelas retiradas dos bancos de dados, as porcentagens mais altas foram de 99,30% (79-255 e
JX415196) e 99,34% (79-217 e JX415196) (Fig. 4). Esta sequéncia do GenBank (JX415196)
é proveniente de um isolado de ToSRV de Luziania-GO, local onde foram coletadas as
amostras utilizadas nesta pesquisa. As menores porcentagens de identidade foram de 96,87%
(06-036 e KC004074) e 96,91% (06-204 e KC004074) (Fig. 4). O virus correspondente ao

namero de acesso KC004074 ¢ oriundo de Alagoas.

73



Quanto ao DNA-B de ToSRV, a identidade de nucleotideos entre as sequéncias também
foi alta. O maior valor observado foi de 99,99% (93-095 e 93-096), e 0os menores foram
98,71% (79-292 e 88-116, 90-082 e 88-116) e 98,79% (23-109 e 88-116) (Fig. 5).
Comparando as sequéncias obtidas com outras dos bancos de dados, as porcentagens de
identidade variaram de 97,11% a 98,05%. O isolado dos bancos de dados mais préximo aos
do trabalho foi NC009612, proveniente de Petrolina de Goias-GO, e 0s mais distantes foram

KC706622 e KC706626, ambos de Minas Gerais (Fig. 5).
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Figura 5. Matriz colorida representativa da porcentagem de identidade de nucleotideos entre as sequéncias
completas do DNA-B de Tomato severe rugose virus (ToOSRV) obtidas neste trabalho e as sequéncias de ToSRV
retiradas dos bancos de dados publicos, nomeadas conforme seus respectivos niimeros de acesso, seguidos da
sigla do estado onde a amostra foi coletada. Consultar Anexo 1 para identificagdo dos isolados.

A identidade mais alta entre as sequéncias da espécie ToMoLCV foi de 99,99% (80-143
e 80-174), enquanto a mais baixa foi de 98,51% (11-160 e 80-143, 12-156 e 80-143, 11-160 e
80-174, 12-156 e 80-174) (Fig. 6). De todos os dados referentes a identidade de nucleotideos

encontrados neste trabalho, os menores valores foram resultantes da comparagdo entre as
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sequéncias de ToMoLCV obtidas e algumas dos bancos de dados. Neste caso, as menores
porcentagens foram de 92,04% (80-143 e JF803248, 80-174 e JF803248) e 92,08% (11-160 e
JF803246, 12-156 e JF803246) (Fig. 6). Os numeros de acesso JF803248 e JF803246 sdo de
sequéncias virais do Goias e Distrito Federal, respectivamente. A maior porcentagem de

identidade foi de 98,93% (83-125 e KC706616 - isolado de Minas Gerais) (Fig. 6).
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Figura 6. Matriz colorida representativa da porcentagem de identidade de nucleotideos entre as sequéncias
completas do DNA-A de Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV) obtidas neste trabalho e as sequéncias de
ToMoLCV retiradas dos bancos de dados publicos, nomeadas conforme seus respectivos nimeros de acesso,
seguidos da sigla do estado onde a amostra foi coletada. Consultar Anexo 1 para identificacdo dos isolados.

3.6. Estrutura Genética das Populagdes Virais

Os isolados encontrados nas plantas suscetiveis e resistentes a begomovirose foram
avaliados quanto a presenca de mutacGes (insercdo, delecdo e substituicdo), bem como a
posicdo dessas mutacdes e suas consequentes alteragcdes nas sequéncias de aminoacidos. Para
tanto, todas as sequéncias virais foram alinhadas e suas open reading frames (ORFs) foram

analisadas no programa Geneious 9.0.5.
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Os dois virus identificados (ToSRV e ToMoLCV) apresentaram uma organizagdo
gendmica tipica dos begomovirus do Novo Mundo, com cinco ORFs no componente DNA-A
e duas ORFs no DNA-B, apesar do DNA-B de ToMoLCV néo ter sido encontrado. Conforme
mostrado na Tabela 1 (item 3.4.), os segmentos genémicos de ToSRV e ToMoLCV possuem
numeros variaveis de tamanho do genoma. Esta variacdo deve-se a presenca de insercdes ou
delecbes de nucleotideos (indels) nas sequéncias. No entanto, todos os indels estdo
localizados em regifes intergénicas/ndo-codificantes (dados ndo mostrados). Em
contrapartida, varias mutacdes causadas por substituicbes foram observadas em diferentes
ORFs de ambas as espécies.

A presenca de substituicdes de nucleotideos ndo significa, necessariamente, que ha
alteracdes nas sequéncias de aminoacidos. Algumas mutacdes sdo silenciosas e néo
modificam o produto génico, enquanto outras sdo ndo-silenciosas e, como resultado, alteram
as sequéncias de aminoacidos. De um modo geral, as mutacbes silenciosas em ToSRV e
ToMoLCV, incluindo os clones obtidos de plantas resistentes e suscetiveis, ocorreram com
maior frequéncia que as ndo-silenciosas (Tabelas 2, 3 e 4).

Analisando o nimero total de mutacdes por substituicdo (silenciosas e ndo-silenciosas),
a maior quantidade foi encontrada nos virus obtidos a partir de plantas resistentes.
Comparando as médias, foram localizadas 32 e 13 mutagdes nas sequéncias do DNA-A de
ToSRV das cultivares resistente e suscetivel, respectivamente (Tabela 2). De forma similar,
detectou-se 17 e 12 mutagdes, respectivamente, no DNA-A de ToMoLCV (Tabela 4). A Gnica
excecao ocorreu com as sequéncias do DNA-B de ToSRV, em que 0 numero médio total de
substitui¢des foi maior nos virus da cultivar suscetivel (Tabela 3).

No componente gendmico DNA-A de ToSRV, a ORF que codifica a Rep (AC1) foi a
que apresentou maior numero total de mutacbes (silenciosas e ndo-silenciosas), tanto nos

isolados da cultivar resistente (54 substituigdes), quanto nos da suscetivel (23 substituicdes)
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(Tabela 2). Todas as mutacdes nado-silenciosas encontradas no trabalho resultaram em
alteracdes das sequéncias de aminoacidos, exceto uma substituicdo localizada na ORF AC1
(Rep) de duas sequéncias de ToSRV, onde foram formados novos stop codons, eliminando

nove nucleotideos da extremidade 3.

Tabela 2. Nimero de mutages silenciosas (S) e ndo-silenciosas (NS) causadas por substituigdes de nucleotideos
nas sequéncias do componente gendmico DNA-A de Tomato severe rugose virus, obtidas a partir de plantas
resistentes (cultivar BRS Sena) e suscetiveis (Heinz-9553) a begomovirose. As mutagdes foram analisadas em
cada ORF: AV1, AC1, AC2, AC3 e AC4. As siglas dentro dos parénteses representam o produto génico.

AV1(CP) AC1(Rep) AC2(Trap) AC3(Ren) AC4 Total

Clone """\ s NS| S NS|S NS|S NS[S NS

TOMATEIROS RESISTENTES

06-036 6 4 9 9 1 0 2 0 0 3 |18 16
06-204 6 3 11 9 1 0 2 0 0 3 120 15
23-043 4 1 11 S) 0 0 1 0 0 5 |16 11
Total 16 8 31 23 2 0 5 0 0 11 | 54 42
Média 18 14
TOMATEIROS SUSCETIVEIS

79-217 2 1 0 2 0 1 0 2 0 1 2 7

79-255 2 0 0 1 0 2 0 3 0 1 2 7

83-215 4 0 6 1 1 2 2 1 0 2 13 6

90-221 2 0 4 2 3 0 2 1 0 0 11 3

90-226 2 0 4 3 3 0 2 1 0 0 11 4

Total 12 1 14 9 7 5 6 8 0 4 39 27
Média 8 5

Tabela 3. Numero de mutagdes silenciosas (S) e ndo-silenciosas (NS) causadas por
substituicdes de nucleotideos nas sequéncias do componente gendémico DNA-B de
Tomato severe rugose virus, obtidas a partir de plantas resistentes (cultivar BRS Sena) e
suscetiveis (Heinz-9553) a begomovirose. As mutagOes foram analisadas em cada ORF:
BV1 e BCL1. As siglas dentro dos parénteses representam o produto génico.

Clone BV1 (NSP) BC1 (MP) Total

S NS | S NS | S NS
TOMATEIROS RESISTENTES
06-278 0 0 0 0 0 0
23-109 0 0 2 0 2 0
Total 0 0 2 0 2 0
Média 1 0
TOMATEIROS SUSCETIVEIS
79-292 3 3 0 0 3 3
88-116 2 2 1 1 3 3
90-082 0 0 3 2 3 2
93-095 4 3 1 0 5 3
93-096 4 3 1 0 5 3
Total 13 11 6 3 19 14
Média 4 3
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Tabela 4. Nimero de mutaces silenciosas (S) e ndo-silenciosas (NS) causadas por substituigdes de nucleotideos
nas sequéncias do componente genémico DNA-A de Tomato mottle leaf curl virus, obtidas a partir de plantas
resistentes (cultivar BRS Sena) e suscetiveis (Heinz-9553) a begomovirose. As muta¢des foram analisadas em
cada ORF: AV1, AC1, AC2, AC3 e AC4. As siglas dentro dos parénteses representam o produto génico.

AV1(CP) ACl(Rep) AC2(Trap) AC3(Ren) AC4 Total

Clone —"""NsT's Ns|sS NS | S NS|S NS[S NS

TOMATEIROS RESISTENTES

11-158 5 2 2 4 0 0 0 1 1 1 8 8
11-160 5 3 2 4 0 1 0 2 1 1 8 11
12-156 5 2 3 4 0 0 0 1 1 1 9 8
Total 15 7 7 12 0 1 0 4 3 3 25 27
Média 8 9
TOMATEIROS SUSCETIVEIS

80-143 1 1 3 5 1 1 0 0 0 0 5 7
80-174 1 1 3 5 1 1 0 0 0 0 5 7
83-125 5 0 2 0 2 0 1 1 0 0 10 1
87-132 1 1 4 3 1 1 1 0 0 0 7 5
87-165 1 1 3 3 1 1 1 1 0 0 6 6
87-166 1 2 3 3 1 1 1 0 0 0 6 6
88-120 5 0 2 0 2 0 2 1 0 0 11 1
Total 15 6 20 19 9 5 6 3 0 0 50 33
Média 7 5

No DNA-A de ToSRV também foi observada uma grande quantidade de mutacdes na
CP (AV1) (24 e 13 substituicGes totais em plantas resistentes e suscetiveis, respectivamente)
(Tabela 2). Na cultivar resistente, as ORFs do DNA-A com menos mutagdes foram AC2
(Trap) e AC3 (Ren), enquanto na suscetivel foi o AC4 (Tabela 2). No DNA-B, foram
localizadas mais mutacdes em BV1 (NSP) das sequéncias de plantas suscetiveis (24
substituicdes totais). Inversamente, ndo foi observada nenhuma mutagdo nesta mesma ORF
(BV1) dos isolados de plantas resistentes (Tabela 3).

As andlises de TOMoLCV levaram aos mesmos resultados encontrados para 0 DNA-A
de ToSRV. Detectou-se uma maior quantidade de mutacdes (silenciosas e ndo-silenciosas) na
Rep (AC1l) e CP (AV1), tanto em plantas resistentes (19 e 22 substituigdes totais,
respectivamente), quanto em suscetiveis (39 e 21 substituiches totais, respectivamente)
(Tabela 4). O menor numero de mutagdes foi igualmente observado nas ORFs AC2 (Trap) e

AC3 (Ren) (cultivar resistente) e na AC4 (cultivar suscetivel). Nesta Gltima ORF (AC4),
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nenhuma substituicdo de nucleotideos foi identificada nas sequéncias virais obtidas a partir de

plantas suscetiveis (Tabela 4).

3.7. Analise Filogenética

Os virus foram analisados quanto as suas relacoes filogenéticas de acordo com a espécie
e segmento (DNA-A e DNA-B). As arvores foram construidas pelo método Neighbor-
Joining, com 3000 repeticbes de bootstrap e modelo Tamura-Nei, incluindo todas as
sequéncias completas de TOSRV e ToMoLCV disponiveis nos bancos de dados (Anexo 1). As
espécies Tomato rugose mosaic virus (ToORMV) e Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV)
foram utilizadas como outgroup para a construcdo das arvores de ToSRV e ToMoLCV,
respectivamente.

Em todas as arvores, os isolados obtidos neste trabalho ficaram agrupados em ramos
claramente distintos, suportados por altos valores de bootstrap. Na arvore construida com as
sequéncias do componente gendmico DNA-A de ToSRV, oito clados principais formaram-se
com base na localizacdo geografica dos virus, os quais foram obtidos em Alagoas, Distrito
Federal, Goias, Sdo Paulo e Minas Gerais (Fig. 7). Corroborando a analise de comparacédo da
identidade de nucleotideos, os virus de Alagoas formaram o clado mais distante de todos os
demais (Fig. 7).

Apenas uma sequéncia do DNA-A de ToSRV (nimero de acesso é JX415196), cuja
origem também € da regido de Goias, agrupou-se com as sequéncias desta pesquisa (Fig. 7).
Internamente, os isolados do trabalho formaram pequenos subgrupos de acordo com as
amostras de onde foram retirados, isto €, aqueles obtidos a partir de uma mesma planta
(indicados pelo mesmo nimero da amostra) se aproximaram, havendo, ainda, o agrupamento
das sequéncias obtidas de plantas resistentes (06-036, 06-204 e 23-043) em um mesmo

subrramo (Fig. 7).
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Figura 7. Arvore filogenética composta por sequéncias completas do DNA-A de Tomato severe rugose virus
(ToSRV) obtidas neste trabalho (destacadas em negrito) e sequéncias de ToSRV retiradas dos bancos de dados,
nomeadas conforme seus respectivos nimeros de acesso (consultar Anexo 1 para identificacdo dos isolados).
Arvore construida pelo método Neighbor-Joining, com 3000 repeti¢des de bootstrap e modelo Tamura-Nei. A
espécie Tomato rugose mosaic virus (ToRMV) foi utilizada como outgroup. Uma barra vertical agrupa as
sequéncias oriundas do mesmo estado (sigla).
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Assim como ocorreu com as sequéncias do DNA-A de ToSRV, as do DNA-B também
foram agrupadas com base na localizacdo geografica (Goias, Minas Gerais e S&o Paulo) (Fig.
8). Além disso, os isolados obtidos no trabalho igualmente agruparam-se em um clado

independente, estando fortemente suportado pelo valor de bootstrap igual a 100 (Fig. 8).
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Figura 8. Arvore filogenética composta por sequéncias completas do DNA-B de Tomato severe rugose virus
(ToSRV) obtidas neste trabalho (destacadas em negrito) e sequéncias de ToSRV retiradas dos bancos de dados,
nomeadas conforme seus respectivos numeros de acesso (consultar Anexo 1 para identificacdo dos isolados).
Arvore construida pelo método Neighbor-Joining, com 3000 repeti¢cdes de bootstrap e modelo Tamura-Nei. A
espécie Tomato rugose mosaic virus (ToRMV) foi utilizada como outgroup. Uma barra vertical agrupa as
sequéncias oriundas do mesmo estado (sigla).

A arvore construida com as sequéncias de ToMoLCV gerou dois clados principais. O
primeiro é constituido por isolados do Distrito Federal e Goias, e o segundo por isolados de
Pernambuco, Bahia e Minas Gerais (Fig. 9). Curiosamente, no segundo clado, em um ramo
destacado dos demais (com valor de bootstrap de 100), estdo presentes as sequéncias deste

trabalho. Neste ramo, o0s clones obtidos a partir de uma mesma amostra formaram subgrupos,

sendo um deles constituido apenas por clones de plantas resistentes (11-158, 11-160 e 12-
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156). Todos os clados da arvore de ToMoLCV estdo suportados por altos valores de

bootstrap (Fig. 9).
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Figura 9. Arvore filogenética composta por sequéncias completas do DNA-A de Tomato mottle leaf curl virus
(ToMoLCV) obtidas neste trabalho (destacadas em negrito) e sequéncias de ToMoLCV retiradas dos bancos de
dados, nomeadas conforme seus respectivos nimeros de acesso (consultar Anexo 1 para identificagdo dos
isolados). Arvore construida pelo método Neighbor-Joining, com 3000 repeticdes de bootstrap e modelo
Tamura-Nei. A espécie Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) foi utilizada como outgroup. Uma barra
vertical agrupa as sequéncias oriundas do mesmo estado (sigla).

4. DISCUSSAO

4.1. Diferengas nos Sintomas Begomovirose em Tomateiros Suscetiveis x Resistentes
Cultivares de tomateiros consideradas resistentes a begomovirose possuem graus

diversos de resisténcia/tolerancia, porem, nenhuma apresenta imunidade. Logo, 0s virus

infectam a hospedeira, mas a replicagéo e translocacgéo viral geralmente ocorrem com baixa

eficiéncia, resultando na producéo de sintomas atenuados e/ou tardios (Rom et al., 1993; Pico

82



et al., 1996; Nizio et al., 2008). Neste trabalho, as observacdes no campo possibilitaram a
confirmacéo clara da maior severidade dos sintomas na cultivar suscetivel (H-9553), quando
comparada com a cultivar resistente (BRS Sena) (Fig. 1).

Os tipos de sintomas visualizados nas plantas do pivd onde se coletou as amostras
variaram entre clorose internerval, clareamento de nervuras, bolhosidade, deformacéo foliar e
nanismo (Fig. 1). Entretanto, ndo foi possivel relacionar a presenca de um ou mais destes
sintomas com as infeccbes [simples ou mista] causadas pelas espécies de begomovirus

encontradas (ToSRV e ToMoLCV).

4.2. Técnica de RCA/RFLP Possibilita a Anélise Prévia dos Isolados Virais

O uso do método de amplificacdo por circulo rolante (RCA, rolling circle amplification)
tem facilitado imensamente o processo de clonagem dos geminivirus. As principais vantagens
desta técnica sdo a possibilidade de clonagem a partir de pequenas quantidades de DNA viral
e a reducdo da incorporacao de erros que frequentemente ocorrem durante a PCR, devido ao
uso de enzimas que ndo possuem atividade proof-reading (Inoue-Nagata et al., 2004).

Para a observacdo inicial da diversidade de begomovirus, utilizou-se a técnica de
RCA/RFLP. Analises dos perfis de restricdo com a enzima de corte frequente Mspl e o
somatorio estimado dos fragmentos de DNA possibilitaram o diagnostico prévio da
quantidade de isolados virais em cada amostra (Fig. 2). Além disso, através da comparagdo
entre os padrbes de banda encontrados e o padrdo caracteristico da espécie ToSRV, foi
possivel inferir que esta espéecie esta presente na maioria plantas coletadas. Todos os dados
inicialmente obtidos por RCA/RFLC foram corroborados por PCR especifica e clonagem.
Outros estudos também demonstram que RCA/RFLP é uma tecnica simples e confiavel para a
deteccdo e caracterizacdo preliminar de isolados virais (Haible et al., 2006; Rocha et al.,

2010; Wyant et al., 2011).
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4.3. InfeccBes Simples Causadas por ToSRV sdo Predominantes

Com os resultados iniciais baseados nos perfis de restricdo, confirmados pelos ensaios
de PCR com primers especificos e clonagem, concluiu-se que ToSRV esta presente em maior
frequéncia do que ToMoLCV tanto em plantas da cultivar resistente, quanto em suscetivel.
Estas espécies (TOSRV e ToMoLCV), juntamente com Tomato golden vein virus (TGVV),
foram relatadas como os begomovirus mais prevalentes e de maior importancia econémica
para a cultura do tomate no Brasil, sendo detectadas em diferentes regides do pais (Fernandes
et al., 2008; Albuquerque et al., 2012).

E importante destacar que TGVV, embora j4 tenha sido relatado no estado de Goias
(Fernandes et al., 2008; Albuquergue et al., 2012), ndo foi encontrado no presente trabalho. A
auséncia do virus pode ser explicada pela reducdo da sua incidéncia no campo, sendo mais
facil, portanto, detectar os virus de maior incidéncia; ou, por motivo desconhecido, a espécie
ndo esta mais presente em algumas areas produtoras. Acredita-se que a segunda alternativa
seja a mais coerente, pois em resultados de sequenciamento massal por NGS (Next
Generation Sequencing) de varias amostras de tomateiros da mesma regido onde foi feita a
amostragem deste trabalho (Luziania-GO), TGVV também néo foi encontrado (Camila Régo,
resultados ndo publicados).

Recentemente, Macedo e colaboradores (2015) constataram que a porcentagem de
infeccdo por ToSRV em plantas de tomate inoculadas pelo vetor B. tabaci é superior a taxa de
infecgdo por TGVV. Os autores concluiram que a eficiéncia de transmissdo mais elevada de
ToSRV por mosca-branca nas condi¢Ges agricolas de cultivo no Brasil pode estar
contribuindo para a predominancia desta espécie no campo.

Neste trabalho, verificou-se que as infecgdes simples causadas por ToSRV ou
ToMoLCV foram mais frequentes (64% das amostras), havendo poucos casos de plantas com

infeccdo mista (36%). Enquanto ToSRV foi o Gnico begomovirus presente em varias plantas
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das duas cultivares (71%), infeccGes simples por ToMoLCV foram detectadas em apenas
duas amostras (29%), ambas de plantas resistentes. O fato de ToMoLCV ter sido encontrado
isoladamente apenas na cultivar resistente provavelmente trata-se de uma casualidade, pois
em ensaios de agroinoculacdo também realizados com tomateiros de H-9553 e BRS Sena, um
clone infeccioso deste virus causou infecgdes simples nas plantas suscetiveis e resistentes
(Camila Régo, resultados ndo publicados).

As poucas infeccGes mistas (36%) foram detectadas exclusivamente na cultivar
suscetivel. Sabe-se que a ocorréncia deste tipo de infeccdo € comum no campo e que, muito
frequentemente, os virus presentes em uma mesma planta se interagem. Porém, se esta
interacdo é de competicao, apenas um deles torna-se o predominante (Roossinck, 2005). Além
da competitividade, a auséncia de infeccbes mistas na cultivar resistente pode também estar
relacionada ao sistema de defesa da hospedeira, dificultando a sobrevivéncia de espécies
menos adaptadas. O mecanismo de resisténcia do gene Ty-1, por exemplo, baseia-se na
interferéncia da acdo de proteinas que controlam o movimento dos virus, limitando-os a folha
onde foram inoculados e, consequentemente, garantindo a baixa acumulacgéo viral (Michelson
etal., 1994; Zamir et al., 1994).

A alta incidéncia de ToSRV em cultivos de tomate (como observado neste trabalho;
Fernandes et al., 2008; Rocha et al., 2013) provavelmente esta relacionada a eficiéncia de
colonizagdo do virus (além da eficiéncia de transmissdo pelo vetor), indicando que esta
espécie é bem adaptada ao tomateiro. Portanto, supondo que uma infeccdo mista artificial por
ToSRV e ToMoLCV em cultivares de tomate com e sem resisténcia seja monitorada
temporalmente, espera-se que, a longo prazo, ToSRV se adapte melhor as hospedeiras, de tal
forma que a infeccdo simples por ToSRV torne-se predominante; embora, eventos de
recombinacdo e mutacdo, frequentes em espécies de begomovirus, possam interferir na

adaptacdo de ambas as espécies.
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4.4. Evidéncias Indicam que ToMoLCV e um Begomovirus Monopartido

Os resultados baseados nos perfis de restricdo indicaram que em algumas amostras (10,
11, 12 e 13), cujo somatorio estimado do genoma viral foi de aproximadamente 2,7 kb, ha
somente um componente gendémico de begomovirus (Fig. 2). Estes dados iniciais foram
reforcados com o ensaio de Southern blot, em que os fragmentos de DNA resultantes da
digestdo com diferentes enzimas de restricdo hibridizaram eficientemente com a sonda
especifica para 0 DNA-A (Fig. 3A), mas ndo houve hibridizacdo com a sonda para 0 DNA-B
(Fig. 3B, perfil de restricdo 4). Além disso, apesar de inimeros esforcos, nenhum clone do
DNA-B de ToMoLCV foi obtido. De forma similar, Souza (2014) sequenciou 22 clones deste
mesmo virus, todos do componente gendmico DNA-A. Este conjunto de dados indica que
ToMoLCV é monopartido.

Recentemente, um begomovirus monopartido nativo do Novo Mundo, nomeado como
Tomato leaf deformation virus (ToLDeV), foi descoberto infectando tomateiros no Peru
(Mérquez-Martin et al., 2011; Melgarejo et al., 2013). Existem indicios de que isolados de
ToMoLCV coletados no Nordeste brasileiro sdo monopartidos (Gilbertson et al., 2015).
Testes com clones infecciosos do DNA-A do virus mostraram que ele é capaz de infectar
tomate e feijao eficientemente, sem a presenca de DNA-B (Vu et al., 2015).

Apesar das evidéncias mencionadas, Albuquerque et al. (2012) conseguiram obter o
DNA-B de um isolado de ToMoLCV do Distrito Federal. Portanto, existe a hip6tese de que o
DNA-B estava presente nas lavouras, mas, por motivo ainda desconhecido, foi extinto. A
organizacdo gendmica de ToMoLCV, tipica de um begomovirus bipartido (com auséncia da

ORF V2), pode justificar esta hipotese.

4.5. Uso de Plantas Resistentes Interfere na Proximidade entre Isolados de Begomovirus
As analises da identidade de nucleotideos entre as sequéncias revelaram que os isolados

dentro cada espécie (ToSRV e ToMoLCV) sdo muito proximos. Contudo, apesar desta
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proximidade, foi possivel verificar que eles se agruparam de acordo com suas origens. De um
modo geral, as maiores porcentagens de identidade foram entre clones obtidos de uma mesma
planta/amostra. Por exemplo, 99,96% de identidade entre 06-036 e 06-204 (sequéncias do
DNA-A de ToSRV), 99,99% entre 93-095 e 93-096 (DNA-B de ToSRV) e 99,99% entre 80-
143 e 80-174 (DNA-A de ToMoLCV) (Fig. 4, 5 e 6). Estes dados indicam que os clones
encontrados sdo resultantes da replicacdo de uma populacao viral inicial de baixa diversidade
genémica em cada planta.

Em contrapartida, as menores porcentagens de identidade geralmente ocorreram entre
clones de cultivares diferentes (um da resistente e outro da suscetivel), tais como: 98,03% de
identidade entre 06-036 e 83-215 (ToSRV-A), 98,79% entre 23-109 e 88-116 (ToSRV-B) e
98,51% entre 11-160 e 80-143 (ToMoLCV-A) (Fig. 4, 5 e 6). Isso sugere que, embora 0S
isolados sejam muito parecidos, as pequenas diferencas que os separam podem ser resultantes
de uma pressdo seletiva inicial imposta pelo uso de plantas resistentes.

Comparando a identidade de nucleotideos das sequéncias do trabalho com outras
externas, verificou-se que 0s virus encontrados na cultivar H-9553 (suscetivel) sdo geralmente
mais proximos aos dos bancos de dados (99,34% de identidade com sequéncias de TOSRV-A,
98,05% ToSRV-B e 98,93% ToMoLCV-A), enquanto aqueles da cultivar BRS Sena
(resistente) sdo mais distantes (96,87% ToSRV-A, 97,11% ToSRV-B e 92,08% ToMoLCV-
A) (Fig. 4,5¢e6).

O uso de hibridos de tomate rasteiro com resisténcia a begomovirose ¢ uma atividade
recente no Brasil, com crescimento significativo apenas nos ultimos cinco anos (comunicagdo
pessoal de produtores de diferentes regides do pais). Portanto, acredita-se que a maior parte
das sequéncias de ToOSRV e ToMoLCV depositadas nos bancos de dados sejam provenientes
de cultivares suscetiveis, justificando a maior proximidade com os isolados do trabalho

obtidos a partir de plantas de H-9553.
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4.6. Begomovirus de Plantas Resistentes Possuem Maior Variacdo Genética

Populacdes virais sdao geneticamente heterogéneas. Em todos 0s organismos vivos, a
reproducdo [replicacdo, no caso dos virus] pode dar origem a uma prole geneticamente
diferente dos seus parentais, sendo chamada de mutante ou variante. A frequéncia com que
estas variacbes genéticas ocorrem em uma populacdo é alterada com o tempo, sendo este
processo chamado de evolucdo (Garcia-Arenal et al., 2003). Uma importante fonte de
variacdo genética dos virus sdo as mutacdes (Drake et al., 1998).

Neste trabalho, varias mutacdes (insercdo, delecdo e substituicdo) foram observadas ao
longo dos componentes gendmicos de ToSRV e ToMoLCV, com ocorréncia aleatéria. Todas
as insercdes e delecBes foram localizadas em regides intergénicas, incluindo a regido comum,
que é um fragmento de aproximadamente 200 nucleotideos compartilhado com alta
identidade entre 0 DNA-A e DNA-B dos begomovirus. Estas regides intergénicas ndo
codificam nenhuma proteina e, portanto, ndo interferem no produto génico.

Mutagdes causadas por substituicbes foram detectadas nas ORFs de ToSRV e
ToMoLCV. Alguns trabalhos mostram que a substituicdo de nucleotideos é um dos principais
mecanismos de mutacdo que ocorrem nos geminivirus, podendo interferir diretamente na sua
evolucdo (Duffy & Holmes, 2008; Walt et al., 2008; Duffy & Holmes, 2009). De um modo
geral, a maior parte das mutacBGes por substituicdo observadas nas sequéncias de ToSRV e
ToMoLCYV sdo silenciosas (Tabelas 2, 3 e 4).

As médias do numero total de substituices (silenciosas e ndo-silenciosas) foram
superiores nos isolados de ToSRV e ToMoLCV da cultivar resistente (Tabelas 2 e 4), com
excecdo de algumas poucas sequéncias do DNA-B de ToSRV (Tabela 3). Tal fato indica que
a gquantidade de mutacGes virais pode ser influenciada pelo uso de plantas resistentes. De
acordo com Garcia-Arenal e colaboradores (2001), o processo de selecdo, muito utilizado

para explicar e evolucdo dos virus, esta associado com diferentes fatores do ciclo replicativo
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viral que funcionam como “pressdes de sele¢dao”, como a planta hospedeira, por exemplo.
Assim, a maior quantidade de variacbes genéticas observada nos isolados da cultivar
resistente possivelmente € resultante de uma adaptacéo inicial dos virus as condi¢Ges impostas
pela hospedeira.

Comparando a quantidade de mutacGes entre os componentes genémicos DNA-A e
DNA-B de ToSRV, o DNA-A foi mais variavel (Tabelas 2 e 3). Inversamente, Rocha e
colaboradores (2013), analisando a estrutura genética de vérias espécies de begomovirus
(Blainvillea yellow spot virus (BIYSV), Tomato chlorotic mottle virus (ToCmMV), Tomato
common mosaic virus (ToCMoV), Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) e ToSRV)
detectaram que o DNA-B de todos os virus apresenta maior nimero de variaces que 0 DNA-
A. Sequéncias adicionais de ambos os componentes genémicos de ToSRV precisam ser
incluidas as analises para a obtencdo de dados mais consistentes.

Ao comparar 0o DNA-A de ToSRV e o de ToMoLCV, novamente 0 DNA-A de ToSRV
destacou-se por apresentar maior nimero de mutacdes (Tabelas 2 e 4). Nestas duas especies,
as ORFs que codificam as proteinas Rep e CP foram as mais variaveis (Tabelas 2 e 4). AC1
(Rep) e AV1(CP) sdo geralmente as principais ORFs dos begomovirus analisadas em estudos
de variabilidade genética e, com frequéncia, estdo associadas a eventos de recombinacéo e/ou

mutacdo (Silva et al., 2011; Silva et al., 2012; Lima et al., 2013).

4.7. PopulacBes de Begomovirus se Agrupam com Base na Localizacdo Geografica

Nas analises filogenéticas, os virus claramente agruparam-se com base na localizacao
geografica (Fig. 7, 8 e 9). Segundo Brown e colaboradores (2012), a filogenia dos geminivirus
como um todo ¢ altamente estruturada pela distribuicdo geografica dos virus que compdem a

familia. Esta ideia também € corroborada pelo trabalho de Rocha e colaboradores (2013), no
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qual isolados de diferentes espécies de begomovirus foram agrupados de acordo com os locais
de amostragem.

Embora a maior parte dos resultados deste trabalho tenham sido consistentes com a
hipdtese de subdivisdo geografica dos begomovirus, uma exce¢do ocorreu com a espécie
ToMoLCV. Esperava-se, incialmente, que os isolados de ToMoLCV fossem mais proximos
daqueles registrados no Distrito Federal e Goias, porém, eles agruparam-se no clado de Minas
Gerais, Bahia e Pernambuco (Fig. 9). As sequéncias de ToMoLCV de Minas Gerais
depositadas no banco de dados sdo originarias do municipio de Jaiba, o qual esta localizado
no extremo Norte do estado, justificando o fato destes virus serem mais parecidos com os do
Nordeste e mais distantes aos do Centro-Oeste.

Albuquergue e colaboradores (2012) sequenciaram seis clones de ToMoLCV obtidos de
tomateiros e os separam em dois grupos: ToMoLCV-DF (provenientes do Distrito Federal e
Goias) e ToMoLCV-PE (Pernambuco e Bahia). Segundo estes autores, ToMoLCV-DF sao
recombinantes entre ToMoLCV-PE-[BR:Bez2665:04] e Tomato chlorotic mottle virus
(ToCMoV)-[BR:Bet1:96]. Logo, os isolados de ToMoLCV provavelmente possuem um
ancestral em comum nativo do Nordeste brasileiro e, ap6s a migracdo do virus para a regiao
Centro-Oeste do pais, eventos de recombinacdo deram origem a novas estirpes (ToMoLCV-
DF). No entanto, baseado nas analises filogenéticas do presente trabalho, pode-se deduzir que
estas novas estirpes recombinantes possivelmente ndo se adaptaram as condi¢des do ambiente

e foram suprimidas, deixando de ser encontradas no campo.

5. CONCLUSOES
¢ Plantas com resisténcia parcial/tolerancia a begomovirose ndo sdo imunes e, portanto,
ndo impedem que os virus causem a infeccdo. Entretanto, a severidade da doenca em plantas

resistentes € menor e 0s sintomas sao pouco evidentes.
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e RCA/RFPL é uma técnica muito atil em trabalhos com begomovirus, pois seus
resultados possibilitam a anélise prévia da diversidade dos isolados.

e Duas espécies de begomovirus foram encontradas nas cultivares estudadas: ToSRV e
ToMoLCV. ToSRYV ¢ a espécie predominante em ambas as cultivares.

e A ocorréncia de infec¢bes simples por ToOSRV ou ToMoLCV séo mais frequentes que
as infeccOes mistas.

e O DNA-B de ToMoLCV né&o foi encontrado e evidéncias indicam que esta espécie é
0 primeiro begomovirus monopartido nativo do Novo Mundo relatado no Brasil.

e Isolados de ToSRV e ToMoLCV obtidos de uma mesma planta sdo mais proximos,
enguanto isolados obtidos de cultivares diferentes sdo mais distantes.

e Sequéncias de ToSRV e ToMoLCV encontradas em plantas suscetiveis sdo mais
proximas das sequéncias depositadas nos bancos de dados.

e Mutacgdes causadas por insercdo e delecdo de nucleotideos foram observadas apenas
em regides intergénicas/nao-codificantes do genoma de ToSRV e ToMoLCV.

e Mutacdes silenciosas causadas por substituicdo de nucleotideos nas ORFs de ToSRV
e ToMoLCV foram mais frequentes que as ndo-silenciosas.

e Um maior nimero de mutagdes por substituicdo ocorreu nas sequéncias do DNA-A
de ToSRV e ToMoLCV obtidas de plantas resistentes.

e As ORFs AC1 (Rep) e AV1 (CP) de ToSRV e ToMoLCV possuem maior nimero de
substituicdes de nucleotideos.

¢ Os isolados de begomovirus agrupam-se com base na localizagdo geogréfica.

6. CONSIDERACOES FINAIS
As informacOes geradas pelos estudos de diversidade viral sdo fundamentais para o

entendimento dos mecanismos evolutivos associados com o aparecimento de novas espécies,
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estirpes ou variantes. Apesar de ja existir um consideravel nimero de pesquisas publicadas
sobre a diversidade de begomovirus em tomateiros no Brasil, o presente trabalho diferencia-se
dos demais por ter analisado esta diversidade entre cultivares resistente e suscetivel.

Sabe-se que a utilizacdo de hibridos de tomate rasteiro com resisténcia parcial a
begomovirose esta se tornando uma pratica cada vez mais frequente no pais. O conhecimento
sobre as espécies de begomovirus que infectam esses hibridos e o quanto essas espécies se
diversificam geneticamente séo ferramentas importantes para os programas de melhoramento
genético, pois dados sobre as variantes virais presentes em plantas resistentes no campo
podem fornecer informacgfes essenciais sobre a durabilidade e eficiéncia dos genes de
resisténcia.

Os resultados deste trabalho mostram que os isolados de ToOSRV e ToMoLCV obtidos
da cultivar resistente sdo geneticamente mais variaveis que aqueles encontrados na cultivar
suscetivel. Uma vez que estes virus foram coletados na mesma area, estando sob as mesmas
condi¢cdes do ambiente, a hospedeira é 0 unico fator que explica porque parte dos isolados
possui maior variacdo genética. Logo, existe a possibilidade destes virus estarem passando
por um processo inicial de alteracdes decorrente da pressao seletiva imposta pela resisténcia
das plantas hospedeiras. Vale a pena salientar que, historicamente, o uso de cultivar resistente
na area amostral ndo é significativo, restringindo-se a poucos hectares dentro de pivos
predominantemente plantados com materiais suscetiveis.

Diante desta hipotese de que 0s virus estdo sofrendo uma pressao seletiva devido ao uso
de plantas resistentes, surge uma nova pergunta: em longo prazo, a utilizacdo de cultivares
com resisténcia pode resultar em mudangas na composi¢do das populacGes de begomovirus
no campo? Para assumir a hipotese como verdadeira e responder a esta pergunta, serd

necessario ampliar a populacdo de estudo. Além disso, pretende-se realizar ensaios de
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evolucdo dirigida, os quais irdo gerar (produzir) respostas mais precisas sobre as possiveis

mudancas populacionais dos begomovirus em longo prazo.
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Anexo 1. Sequéncias virais do DNA-A e DNA-B de Tomato severe rugose virus (ToSRV) e do DNA-A de Tomato
mottle leaf curl virus (ToMoLCV) que foram utilizadas nos alinhamentos e construcdo de arvores filogenéticas,
disponiveis em bancos de dados. Cada sequéncia estd informada quanto ao nome do isolado, hospedeira, local de
coleta da amostra e nimero de acesso.

Isolado Hospedeira Origem do Isolado Acesso

ToSRV/DNA-A

BR:G0O:Goi1646:03  Nicandra physaloides Goianapolis - GO JX415188
BR:768Cro3a:08 Crotalaria juncea Luziania - GO JX415190
BR:768Tom8h:08 Solanum lycopersicum Luziania - GO JX415193
BR:780Tom3:08 Solanum lycopersicum Luziania - GO JX415196
BR:1646Nic1:08 Nicandra physaloides Goianapolis - GO JX415197
BR:1646Tom4a:08  Solanum lycopersicum Goianépolis - GO JX415198
BR:1646Tom4b:08  Solanum lycopersicum Goianapolis - GO JX415199
BR:3539Tom8a:09  Solanum lycopersicum Acrelna - GO JX415201
BR:3539Tom8b:09  Solanum lycopersicum Acretina - GO JX415202
BR:Vic01:09 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865615
BR:Vic02:09 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865616
BR:Vic03:09 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865617
BR:Vic04:09 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865618
BR:Vic05:09 Solanum lycopersicum Vicosa - MG JX865619
BR:Vic06:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865620
BR:Vic07:10 Solanum lycopersicum Vicosa - MG JX865621
BR:Vic08:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865622
BR:Vic09:10 Solanum lycopersicum Vicosa - MG JX865623
BR:Vic010:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865624
BR:Vic11:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865625
BR:Vic12:09 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865626
BR:Vic13:09 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865627
BR:Vic14:09 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865628
BR:Vic15:09 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865629
BR:Vic17:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865630
BR:Vic18:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865631
BR:Vic19:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865632
BR:Vic20:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865633
BR:Vic21:09 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865634
BR:Vic22:09 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865635
BR:Vic23:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865636
BR:Vic24:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865637
BR:Vic25:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865638
BR:Vic26:09 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865639
BR:Vic27:09 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865640
BR:Vic28:09 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865641
BR:Vic29:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865642
BR:Vic30:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865643
BR:Vic31:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865644
BR:Vic32:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865645
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Isolado Hospedeira Origem do Isolado Acesso
BR:Vic33:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865646
BR:Vic34:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865647
BR:Vic35:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865648
BR:Vic36:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865649
BR:Vic40:10 Solanum lycopersicum Vigosa - MG JX865650
BR:Jai125:08 Solanum lycopersicum Jaiba - MG KC004068
BR:Jail127:08 Solanum lycopersicum Jaiba - MG KC004069
BR:Fl0165:08 Solanum lycopersicum  Olho d’Agua das Flores - AL~ KC004070
BR:Fl0202:08 Solanum lycopersicum  Olho d’Agua das Flores - AL KC004071
BR:Fl0203:08 Solanum lycopersicum  Olho d’Agua das Flores - AL~ KC004072
BR:Fl0206:08 Solanum lycopersicum  Olho d’Agua das Flores - AL KC004073
BR:Fl0208:08 Solanum lycopersicum  Olho d’Agua das Flores - AL~ KC004074
BR:Car214:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC004075
BR:Car218.1:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC004076
BR:Car219.10:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC004077
BR:Car220:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC004078
BR:Car224:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC004079
BR:Car226.3:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC004080
BR:Car227:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC004081
BR:Car228:08 Sida sp. Carandai - MG KC004082
BR:Car230:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC004083
BR:Car232:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC004084
BR:Car233:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC004085
BR:Car235:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC004086
BR:Car236.1:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC004087
BR:Car237.6:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC004088
BR:Car238:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC004089
BR:Vic25:10 Sida sp. Vigosa - MG KC004090
BR:Car218.3:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC706617
BR:Car221:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC706618
BR:Car226.5:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC706619
BR:Car237:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC706620
BR:Pip1696:03 Solanum lycopersicum Distrito Federal - DF JF803260
BR:Pip1792:03 Solanum lycopersicum Distrito Federal - DF JF803261
BR:Ind2857:04 Solanum lycopersicum Indiara - GO JF803262
BR:PADFM:04 Solanum lycopersicum Distrito Federal - DF JF803263
Baccatum-9 Capsicum baccatum Petrolina de Goias - GO NC009607
Sumare Nicandra physaloides Sumaré - SP EU086591
Pi-1 Solanum lycopersicum Piracicaba - SP HQ606467
ToSRV/DNA-B
BR:Car217.6:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC706621
BR:Car223:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC706622
BR:Car234.5:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC706623
BR:Car237:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC706624
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Isolado Hospedeira Origem do Isolado Acesso
BR:Car235:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC706625
BR:Car237.6:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC706626
BR:Car238:08 Solanum lycopersicum Carandai - MG KC706627
Sumare Nicandra physaloides Sumare - SP GU358449
Pi-1 Solanum lycopersicum Piracicaba - SP HQ606468
Baccatum-9 Capsicum baccatum Petrolina de Goias - GO NC009612
ToMoLCV/DNA-A
BR:PADFM:04 Solanum lycopersicum PAD DF - DF JF803246
BR:PA2143:04 Solanum lycopersicum Paranoa - DF JF803247
BR:Turv2911:04 Solanum lycopersicum Turvania - GO JF803248
BR:Turv2904:04 Solanum lycopersicum Turvania - GO JF803249
BR:Juaz2586:04 Solanum lycopersicum Juazeiro - BA JF803250
BR:Bez2665:04 Solanum lycopersicum Bezerros - PE JF803251
BR:Jai13:08 Solanum lycopersicum Jaiba - MG KC706615
BR:Jai56:08 Solanum lycopersicum Jaiba - MG KC706616
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