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RESUMO

As lavouras de tomateiro sdo altamente afetadas por doengas causadas pelos virus do género
Begomovirus que tém causado um grande impacto nas principais regides produtoras devido a
falta de métodos de controle eficientes. Os begomovirus apresentam alta variabilidade
genética, favorecendo o surgimento de novas variantes com potencial de causar prejuizos
drasticos. Em uma visita de rotina a uma lavoura de tomateiro rasteiro em Luzidnia, Goias,
uma planta de tomateiro (cv. AP533, suscetivel a infeccdo por begomovirus) chamou a
atencdo por apresentar sintomas severos, caracterizado por folhas com manchas cloroticas e
deformagao foliar. Um novo begomovirus foi identificado nesta planta a partir da anélise com
a tecnologia Nanopore. A sequéncia do genoma completo foi determinada e confirmada por
sequenciamento Sanger. O DNA-A do novo begomovirus, tentativamente nomeada como
tomato begomovirus MoLDi (ToMoLDiV), apresentou maior identidade de nucleotideos com
tomato golden leaf distortion virus (81,65%; ToGLDV; acesso HM357456), confirmando o
isolado como potencial novo membro do género. A organiza¢do gendmica ¢ tipica de um
begomovirus do novo mundo. A sequéncia conservada do nonanucleotideo geminiviral e os
sitios de ligagdo da Rep (iterons) foram identificados em ambos os segmentos.
Filogeneticamente, o ToMoLDiV estd mais proximo aos begomovirus ToGLDV, tomato
mosaic severe dwarf virus (ToMSDV) e tomato interveinal chlorosis virus 2 (TolCV2). A
agroinoculagdo do clone dimérico do componente DNA-A (C16A) resultou na detec¢do do
DNA-A em 12 de 103 plantas das espécies Solanum lycopersicum cv. Santa Clara e cv. Lanai,
Nicotiana tabacum cv. Samsun, N. rustica € Nicandra physaloides. Entretanto, ndo foram
observados sintomas nessas plantas, indicando que o clone infeccioso do DNA-B serd
necessario para o cumprimento dos postulados de Koch. O virus ToMoLDiV foi encontrado
em uma lavoura onde j& foi registrada a ocorréncia dos begomovirus tomato severe rugose
virus (ToSRV) e TolCV2, evidenciando uma rica diversidade de espécies de begomovirus
nessa regido produtora. O surgimento de novas variantes de begomovirus também pode ser
favorecido pelas altas populagdes de moscas-brancas Bemisia tabaci que persistem nos
campos devido ao desenvolvimento de resisténcia aos principios quimicos utilizados para seu
controle. Muitos grupos de pesquisa tém investigado métodos alternativos de manejo desses
insetos € 0 RNA interferente (RNAi) tem mostrado seu potencial no controle dessas pragas,
apesar da atividade de RNases inespecificas. Aqui, avaliamos os efeitos em moscas-brancas
da ingestdo de dsRNAs (fita dupla de RNA) contra os genes que codificam as proteinas
Loquacious (LOQ), HSP70, Distroglicana (DIS), Tuberina (TUBE) e Laminina (LAMI). Foi

verificado que a expressdo de Loquacious e HSP70 ¢ maior em estddios ninfais da mosca-



branca, porém, como a realiza¢do de ensaios de alimentacdo em dieta artificial com ninfas ¢
invidvel, manteve-se a avaliacdo do silenciamento de todos os genes em adultos. Os
bioensaios utilizando dsRNA de tomato mosaic virus (ToMV) comercial (controle negativo)
confirmaram a presenca de compostos toxicos as moscas-brancas nos lotes de dsRNAs
comerciais, entdo optou-se por avaliar o silenciamento dos genes-alvo com administragdo de
dsRNAs produzidos in vitro no laboratorio. Os ensaios foram realizados basicamente com
uma solucdo de sacarose (SAC) a 30% como dieta artificial. Nos testes com a ingestdo de
dsLOQ-B, dsTUBE, dsDIS, dsLAMI e dsHSP70-B, nenhum tratamento resultou em taxas de
letalidade relevantes em relagdo aos controles. Porém, uma diferenga significativa entre as
curvas de sobrevivéncia dos tratamentos dsLAMI em relagdo a dsToMV foi observada,
indicando possivel efeito negativo da ingestdo de dsSLAMI. A quantificacdo da expressao de
Laminina nas moscas-brancas ap6s 120 horas de ensaio mostrou uma expressdao em dsLAMI
significativamente mais baixa em relagdo ao tratamento SAC. Apesar da tendéncia a
letalidade observada apds a ingestdo de dsLAMI, o uso dos dsRNAs contra os genes-alvo
avaliados com abordagens mais complexas, como a expressdo em plantas transgénicas, ainda
ndo ¢ indicado. Foi verificada baixa de letalidade apds a ingestao de dsHSP70-B, ao contrario
dos ensaios ja relatados. Portanto, serd necessaria a avaliagdo da degradacao do dsRNA no
intestino das moscas-brancas e do uso dos dsRNAs para genes-alvo associados a dsRNAs
contra as RNases responsaveis pela degradagdo, para aumentar a eficiéncia do silenciamento

visando induzir maior letalidade nas moscas-brancas.
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ABSTRACT

Tomato crops are highly affected by diseases caused by viruses of the genus Begomovirus,
which cause great impacts on the major tomato producing regions due to the lack of efficient
control methods. Begomoviruses present a high genetic variability that favours the emergence
of new variants with the potential to cause drastic damages. In a routine visit to a processing
tomato field in Luzidnia, Goids, a tomato plant cv. AP533 (susceptible to begomovirus
infections) presented severe symptoms characterized by chlorotic spots and leaf deformation.
A new begomovirus was identified in this plant by sequence analysis using the Nanopore
technology. The complete genome sequence was determined and confirmed by Sanger
sequencing. The DNA-A of the new begomovirus, tentatively named as tomato begomovirus
MoLDi (ToMoLDiV), showed the highest nucleotide identity with tomato golden leaf
distortion virus (81.65%; ToGLDV; accession HM357456), confirming the isolate as a
potential new member of the genus. The genomic organization is typical of a New World
begomovirus. The conserved geminiviral nonanucleotide sequence and Rep binding sites
(iterons) were identified in both segments. Phylogenetically, ToMoLDiV is closer to the
begomoviruses ToGLDV, tomato mosaic severe dwarf virus (ToMSDV) and tomato
interveinal chlorosis virus 2 (TolCV2). Agroinoculation of the dimeric clone of the DNA-A
component (C16A) resulted in the detection of DNA-A in 12 of 103 plants, including
Solanum lycopersicum cv. Santa Clara and cv. Lanai, Nicotiana tabacum cv. Samsun, N.
rustica and Nicandra physaloides. However, no symptoms were observed in the plants, thus
the infectious clone of DNA-B will be necessary to fulfil Koch's postulates. The ToMoLDiV
virus was found in a field where the occurrence of begomoviruses tomato severe rugose virus
(ToSRV) and ToICV2 has been recorded, indicating a rich diversity of begomoviruses in this
producing region. The emergence of these new variants can also be favoured by the high
populations of Bemisia tabaci whiteflies that persist in the fields due to the development of
resistance to the chemical compounds used for their control. Several research groups have
investigated alternative methods of handling these insects and RNA interference (RNA1i) has
shown its potential for pest control, despite the activity of nonspecific RNases. Here, we
evaluated the effects of dSRNA ingestion in whiteflies against genes encoding Loquacious
(LOQ), HSP70, Dystroglycan (DIS), Tuberin (TUBE) and Laminin (LAMI) proteins. We
verified that the expression of Loquacious and HSP70 is higher in whitefly nymphal stages,
however, as performing feeding trials in artificial diet with nymphs is not feasible, the
evaluation of the silencing effect of the two genes in adults was carried out instead. Bioassays

using commercial dSRNA of tomato mosaic virus (ToMV) (negative control), demonstrated



the presence of toxic compounds to whiteflies in commercial dsSRNA batches, so it was
decided to evaluate the target gene silencing with the administration of dsSRNAs produced in
the laboratory. Tests were carried out with a 30% sucrose solution (SAC) as artificial diet. In
tests with ingestion of dsLOQ-B, dsTUBE, dsDIS, dsLAMI and dsHSP70-B, no treatment
resulted in relevant lethality rates compared to controls. However, significant differences
between the survival curves of the dsSLAMI treatment in relation to dsToMV was observed,
indicating a possible negative effect of dsSLAMI ingestion. The quantification of Laminin
expression in whiteflies after 120 hours of testing showed a significantly lower expression in
dsLAMI compared to the SAC treatment. Despite the trend towards lethality observed after
ingestion of dsSLAMI, the use of dsRNAs against target genes evaluated with more complex
approaches, such as expression in transgenic plants, is still not indicated. Low lethality was
observed after ingestion of dsHSP70-B, as opposed to already reported assays. Consequently,
it will be necessary to evaluate the degradation of dsRNA in the intestine of whiteflies and the
use of dsRNAs for target genes associated with dsSRNAs against the RNases responsible for
degradation, to increase the efficiency of silencing in order to induce greater lethality in

whiteflies.

Key words: control, dSRNA, new begomovirus, tomato, whitefly.
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INTRODUCAO GERAL

A tomaticultura ¢ um setor de destaque no Brasil, que distribui mais renda nas lavouras
do que a maioria das outras culturas (Boteon et al. 2020). Combater as doengas que afetam a
cultura ¢ essencial para obtencdo de safras de boa qualidade e quantidade, porém controlar as
doengas causadas pelos begomovirus tem sido uma tarefa dificil para os produtores. Os virus
do género Begomovirus (familia Geminiviridae) sdo transmitidos pelas moscas-brancas
Bemisia tabaci e causam sintomas em tomateiro que incluem principalmente clorose
internerval, rugosidade, distor¢do foliar e mosaico (Bergamin-Filho et al. 2016).

Até a década de 1990 os begomovirus apresentavam baixa incidéncia nas lavouras de
tomate (Ribeiro et al. 1998), porém surtos de begomoviroses que desencadearam prejuizos
econdmicos iniciaram-se com a entrada e dispersdo da espécie B. tabaci MEAMI1 (Lourencao
e Nagai 1994; Ribeiro et al. 1998; Gilbertson et al. 2015). A alta polifagia e adaptabilidade de
MEAMI1 a cultura do tomateiro, associadas as altas taxas de variabilidade genética dos
begomovirus, resultaram em um aumento acentuado no nimero de espécies infectando
tomateiros (Padidam et al. 1999; Lima et al. 2017; Trindade et al. 2019; Inoue-Nagata et al.
2016).

Atualmente, pelo menos 27 espécies de begomovirus ja foram relatadas infectando
tomateiro no Brasil, o nimero ¢ alto ¢ continua crescendo. A alta incidéncia dos virus e as
densas populagdes de moscas-brancas que prevalecem devido a dificuldade do seu controle,
garantem um potencial evolutivo que facilita o surgimento de novas variantes que podem
desencadear mais prejuizos para a safra de tomate (Seal et al. 2006). Os levantamentos que
monitoram as espécies de begomovirus presentes nos campos de produgdo sdo essenciais para
identificar precocemente o surgimento de novas espécies e fornecer informagdes para o
desenvolvimento de medidas de controle duraveis e eficientes.

Os danos causados pelos begomovirus sdo amenizados com o uso de cultivares com
genes provenientes de espécies selvagens de Solanum, que fornecem altos niveis de
resisténcia e/ou tolerancia (Verlaan et al. 2013; Boiteux et al. 2007). Embora seja uma boa
estratégia, existem relatos de quebra da resisténcia em campo ou em casos de infec¢gdes mistas
(Voorburg et al. 2020; Butterbach et al. 2014; Michelson et al. 1994).

As medidas de controle que visem reduzir as populacdes de moscas-brancas também
sdo essenciais para impedir a disseminacdo dos virus nas lavouras (Escriu et al. 2003). A
implementagdo de organismos para controle biologico apresentou avangos com uso de

agentes predadores, parasitoides e fungos (Anwar et al. 2018; Sani et al. 2020; Wang et al.
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2019). Entretanto, muito trabalho ainda deverd ser feito para que esses agentes de biocontrole
sejam amplamente usados, sendo necessario avaliar o seu uso em programas de manejo
integrado, estabelecendo compatibilidade com o controle quimico (Perring et al. 2018).

A aplicacdo de inseticidas ¢ a principal medida de controle utilizada no momento para
reduzir as populagdes de moscas-brancas, porém o produtor também precisa monitorar a
populagdo para definir o momento, o principio ativo e o limite certo dos produtos que devem
ser aplicados (Rojas et al. 2018). O uso excessivo e inadequado desses produtos quimicos ja
trouxe consequéncias que incluem contaminagdo ambiental, efeitos em organismos ndo alvos
e surgimento de populagdes altamente resistentes (Whitehorn et al. 2012; Horowitz et al.
2020; Naveen et al. 2017).

Os problemas que resultam na ineficiéncia do controle do patossistema mosca-branca e
begomovirus t€ém mobilizado grupos de pesquisa no mundo inteiro na busca por alternativas
diferentes que possam ser implementadas. E urgente a necessidade de novas abordagens
eficientes e especificas que reduzam o impacto dos produtos quimicos na natureza e se
somem aos programas de controle.

O RNA interferente (RNAi) ¢ um mecanismo que suprime a expressdo de um gene
através do reconhecimento e clivagem do seu RNA mensageiro (mRNA - Fire et al. 1998). O
reconhecimento e a clivagem de um RNA fita dupla (double-stranded RNA — dsRNA) pela
proteina Dicer marcam o inicio do processo. Os fragmentos gerados com 20 a 25 nucleotideos
sdo incorporados por um complexo multi-proteico de silenciamento induzido por RNA
(RNA-induced silencing complex — RISC) e atuam como guias para degradacdo de mRNAs
com sequéncia complementar (Scott et al. 2013; Suhag et al. 2020).

A propriedade de silenciar um mRNA especifico impedindo a produgdo da proteina
codificada por ele tornou o mecanismo de RNAi especialmente 1til para o controle de insetos-
praga como a mosca-branca (Shelby et al. 2020). A letalidade causada pela entrega de
dsRNAs para o silenciamento de genes de proteinas com fungdes essenciais no organismo das
moscas-brancas atraiu diversos grupos de pesquisa (Ghanim et al. 2007; Upadhyay et al.
2011; Thakur et al. 2014; Asokan et al. 2015; Shim et al. 2015; Malik et al. 2016; Raza et al.
2016; Ibrahim et al. 2017; Luo et al. 2017; Vyas et al. 2017; Grover et al. 2018; Eakteiman et
al. 2018; Bar et al. 2019; Kanakala et al. 2019).

A confirmagao da ativagdo do mecanismo através da absor¢do de dsSRNAs ingeridos em
moscas-brancas permitiu o desenvolvimento de variadas abordagens de entrega que incluem a
expressdo dessas moléculas em plantas ou a administragdo em dietas artificiais contendo

dsRNAs produzidos in vitro (Upadhyay et al. 2011; Ibrahim et al. 2017; Malik et al. 2016). A
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reducdo dos custos para a producdo do dsRNA in vitro, que ocorreu nos ultimos anos,
estabeleceu a administragdo desses dsSRNAs em dietas artificiais como uma abordagem util
para o rastreamento e sele¢do de genes-alvo promissores (Cagliari et al. 2018; Palli 2014).

Alguns genes ja foram testados, mas os problemas enfrentados para o controle das
populacdes de moscas-brancas nas lavouras de tomate e a alta disponibilidade de dados
gendmicos desse inseto possibilitam o rastreamento de novos alvos promissores que poderao
futuramente ser implementados em escala de campo com uso de abordagens mais complexas
(expressdo em plantas transgénicas, por exemplo).

A ineficiéncia das medidas de controle atualmente disponiveis mantém densas
populagdes de moscas-brancas nos campos disseminando os begomovirus e isso facilita a
ocorréncia de mecanismos de variacdo genética desses virus e favorece o surgimento de novas
espécies (Seal et al. 2006).

Com o objetivo de amenizar os impactos do patossistema begomovirus e mosca-branca
na tomaticultura, descrevemos uma potencial nova espécie do género Begomovirus que estava
infectando um tomate no estado de Goias e verificamos os efeitos da administragao de
dsRNAs contra genes-alvo que foram selecionados para causar efeitos negativos em moscas-

brancas.
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OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi caracterizar molecularmente um novo virus membro do
género Begomovirus, encontrado infectando uma planta de tomate coletada em Luzidnia
(GO), e identificar possiveis alvos para silenciamento génico visando o controle de moscas-

brancas, o inseto vetor dos begomovirus.
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Revisao bibliografica
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Cultura do tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicum) pertence a ordem Solanales, familia Solanaceae. A
sua origem inclui uma regido andina, desde o Equador até o norte do Chile, e sua
domesticacdo parece ter ocorrido no México (Alvarenga 2013).

O tomateiro chegou ao Brasil no final do século XIX trazido por imigrantes europeus,
mas sua difusdo e consumo iniciaram-se por volta de 1930 (Alvarenga 2013). Atualmente, o
tomateiro ¢ cultivado em todas as regides brasileiras e ¢ a hortalica mais popular na refei¢ao
do brasileiro (Buso et al. 2005). Em 2019, o Brasil foi responséavel pela producao de quase 4
milhdes de toneladas de tomate das mais de 180 milhdes de toneladas produzidas
mundialmente (Faostat 2021).

A preferéncia no consumo do tomate iniciou-se devido as caracteristicas como
aparéncia, sabor, aroma e textura. Hoje sabe-se da sua importancia na dieta humana por ser
rico em compostos com propriedades anticancerigenas e antioxidantes (Alvarenga e Coelho
2013). O tomate ¢ considerado um dos produtos do agronegodcio de hortalicas mais
importantes, tanto em nivel nacional como mundial. Em contrapartida, ¢ uma cultura
altamente afetada por doencas que sdo frequentemente consideradas os principais fatores

limitantes do seu cultivo (Brahimi et al. 2017; Liu e Wang 2020).

Doencas em tomateiro

Os periodos chuvosos sdo os mais favordveis a ocorréncia de doencas de origens
fungica e bacteriana, enquanto as doencgas virais se disseminam em épocas mais propicias a
disseminagdo dos vetores, em sua maioria insetos (Inoue-Nagata 2013). As doengas virodticas
tém se tornado preocupantes devido a agravantes como a inexisténcia de produtos quimicos
que combatam o virus apos a infec¢do, o aumento da incidéncia das viroses nas lavouras e os
prejuizos econdmicos que acarretam por conta da baixa eficicia do seu controle em relacao
aos outros patdgenos de plantas (Inoue-Nagata 2013; Sastry e Zitter 2014).

As viroses que ocorrem podem variar de acordo com o tipo, a época e a regido de
cultivo. O tomateiro estaqueado ¢ geralmente cultivado proximo a areas com outras plantas
solanéceas, entdo ha incidéncia variavel de virus dos géneros Orthotospovirus, Potyvirus,
Cucumovirus, Tobamovirus, Crinivirus, Tymovirus € Begomovirus, ja o tomate rasteiro ¢é
normalmente cultivado em 4&reas amplas e mais isoladas, e a principal doenga ¢ a
begomovirose (Inoue-Nagata 2013). A cultura do tomateiro pode ser afetada por varias

espécies de begomovirus. Os sintomas tipicos dessa doenga, como mosaico, clorose
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internerval e das nervuras, deformacdo foliar e nanismo resultam na producdo de frutos
menores e em menor quantidade (Mituti et al. 2019; Bergamin-Filho et al. 2016).

No Brasil, a primeira doenca causada por begomovirus relatada em tomate foi o
mosaico dourado, causado pelo tomato golden mosaic virus (Flores et al. 1960). Este era o
unico begomovirus detectado nas lavouras, ainda que em baixa incidéncia e importancia,
porém na década de 90 este cenario mudou. Concomitantemente a entrada da espécie Bemisia
tabaci Middle East Asia Minor 1 (MEAM1) no pais surgiu um complexo de begomovirus em
tomateiro que teve um impacto dramatico para a tomaticultura brasileira (Inoue-nagata et al.
2016). Desde entdo, diversas novas espécies foram descritas e altas taxas de infec¢do
comegaram a ser observadas. As begomoviroses se disseminaram causando drésticas reducdes
de produtividade, principalmente em casos de infeccdo precoce € em tomateiro de
crescimento determinado, onde perdas de 100% foram observadas (Bergamin-Filho et al.
2016).

Considerando a importancia da cultura do tomateiro em todo o mundo e os problemas
que as doengas ocasionadas por begomovirus causam aos produtores, estudos que gerem
informagdes que podem ser utilizadas na tomada de decisdo sobre as medidas de controle sao

muito importantes (Seal et al. 2006).

O género Begomovirus

A familia Geminiviridae inclui virus fitopatogé€nicos que infectam uma ampla gama de
hospedeiros, sendo transmitidos por insetos como cigarrinhas, moscas-brancas e pulgdes
(Zerbini et al. 2017). Esses virus possuem particulas virais ndo envelopadas, compostas por
subunidades da capa proteica que formam dois icosaedros incompletos unidos, conferindo um
aspecto geminado as particulas (Lazarowitz 1992; Hesketh et al. 2018; Xu, Zhang, et al.
2019). Seu genoma, composto de DNA circular fita simples cujo tamanho pode variar entre
2,5 e 3,2 kilobases (kb), pode ser monopartido, quando apresenta apenas um componente
(DNA-A) ou bipartido, quando apresenta dois componentes genomicos (DNA-A e DNA-B)
(Varsani et al. 2017; Harrison 1985).

Atualmente, os geminivirus estdo divididos em nove géneros definidos de acordo com o
grupo de hospedeiros, o tipo de vetor, organizagdo do genoma e as relagdes filogenéticas. Os
virus dos géneros Becurtovirus, Capulavirus, Curtovirus, Eragrovirus, Grablovirus,
Mastrevirus, Topocuvirus e Turncurtovirus possuem genoma monopartido, sendo que apenas
os virus do género Begomovirus possuem genoma monopartido ou bipartido (Brown et al.

2015; Varsani et al. 2017; Zerbini et al. 2017).
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Baseado em estudos filogenéticos e caracteristicas do genoma, os begomovirus podem
ser divididos em begomovirus do Velho Mundo (Europa, Africa e Asia) ¢ Novo Mundo
(Américas) (Briddon et al. 2010). No Velho Mundo, a maioria dos begomovirus encontrados
sd0 monopartidos, muitas vezes associados a DNAs alfa e betassatélites (Zhou 2013). Nas
américas, a maior parte ¢ bipartido, porém ha excecdes como tomato mottle leaf curl virus
(ToMoLCV), o tomato leaf deformation virus (ToLDeV) e o tomato leaf curl purple vein
virus (TOLCPVV) (Melgarejo et al. 2013; Vu et al. 2015; Macedo et al. 2018).

O DNA genomico dos begomovirus monopartidos ¢ homoélogo ao DNA-A dos
bipartidos. No sentido viral (positivo), sdo codificadas as ORFs V1 (AV1 em bipartidos) e V2
(presente apenas em monopartidos e bipartidos do Velho Mundo), que codificam a capa
proteica (CP) e a proteina de movimento (Priyadarshini et al. 2011). Sabe-se ainda que a
proteina codificada por V2 pode atuar também na supressdo do silenciamento génico (Zhang
etal. 2012).

No sentido complementar (negativo), a ORF C/, codifica a proteina Rep (replication-
associated protein), responsavel pela clivagem do sitio de iniciagdo da replicacdo e pela
replicagdo viral. A ORF C2 codifica a Trap (transcriptional activator protein), necessaria
para ativar a expressdo da CP e de NSP (proteina de transporte nuclear codificada pelo DNA-
B) (Sunter et al. 2001). A ORF (3 codifica a REn, responsavel pela intensificagdo da
replicacdo, ou seja, pelo aumento do acimulo de DNA viral (Sunter et al. 1990), e a C4, que
estd inserida na C1 em fase de leitura diferente, codifica proteina que pode determinar a
severidade dos sintomas, atuar no movimento do virus na planta e auxiliar na supressdo de
silenciamento génico pos-transcricional (Vanitharani et al. 2004; Gopal et al. 2007).

O DNA-B dos bipartidos contém apenas duas ORFs, BVI no sentido positivo e BCI no
sentido negativo, que codificam a proteina de transporte nuclear (nuclear shuttle protein -
NSP) e a proteina de movimento (movement protein — MP). A NSP atua no trafego
intracelular do DNA viral do nucleo, local de replicagdo do virus, para o citoplasma (Noueiry
et al. 1994). A MP ¢ responsavel pelo movimento viral célula-a-célula, aumentando o limite
de exclusdo dos plasmodesmos (Sanderfoot e Lazarowitz 1996; Hanley-Bowdoin et al. 2013).

O DNA-A e o DNA-B dos begomovirus bipartidos compartilham uma regido altamente
conservada com aproximadamente 200 nucleotideos, localizada na regido intergénica
(intergenic region — IR) e conhecida como regido comum (common region — CR). A regido
comum contém uma origem de replicacdo (ori), que inclui uma estrutura altamente
conservada em forma de “grampo” contendo uma sequéncia de nonanucleotideos invariante

TAATATTAC (Lazarowitz 1992; Xu, Qian, et al. 2019).
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A amplificagdo do DNA genomico dos begomovirus ocorre por replicacao de circulo-
rolante (rolling-circle replication; Jeske et al. 2001). A proteina Rep liga-se especificamente a
ori viral e introduz um corte na sequéncia de nonanucleotideos conservada para possibilitar o
inicio da sintese do DNA pela polimerase da hospedeira (Orozco e Hanley-Bowdoin 1996;
Gutierrez 1999). O reconhecimento da ori viral pela Rep ¢ mediado por elementos essenciais
de sequéncia curta localizados préximos ao TATA box, conhecidos como “iterons” (Londofio
et al. 2010). A Rep contém um dominio de reconhecimento especifico de iteron e essa ligagao
Rep-iteron ¢ essencial para a replicagdo do virus e evita a replicacdo de componentes nao-
cognatos que limitam o rearranjo do genoma (Lazarowitz 1992; Xu, Qian, et al. 2019).

Além dos componentes gendmicos DNA-A e DNA-B, recentemente foi descoberto que
existem DNAs satélites associados a alguns begomovirus monopartidos e bipartidos.
Atualmente esses satélites estdo divididos em trés tipos: alfassatélites, betassatélites e
deltassatélites (Kumar et al. 2017, 2015; ICTV 2021). Os alfassatélites possuem cerca de
1.350 nucleotideos, codificam uma proteina Rep e possuem uma regido rica em adenina e
uma estrutura em forma de “grampo” contendo a sequéncia TAGTATTAC. Essas moléculas
se autorreplicam na planta hospedeira mas precisam do seu virus auxiliar para movimento e
transmissao pelo inseto-vetor (Zhou 2013; Briddon et al. 2018).

Os betassatélites possuem cerca de 1.360 nucleotideos ¢ ndo compartilham identidade
de nucleotideos com o genoma de seu virus auxiliar, mas necessitam do mesmo para sua
replicagdo, encapsidagdo, movimento célula a célula e a longa distancia, bem como para
transmissdo pelo vetor (Gnanasekaran et al. 2019). Essa molécula também possui uma
estrutura em forma de “grampo” com a sequéncia TAAGTATTAC e uma ORF unica que
codifica a proteina BC1, que desempenha papel na indugdo de sintomas em certos hospedeiros
e na supressao de silenciamento génico transcricional e pds-transcricional (Gopal et al. 2007;
Rosario et al. 2016; Gnanasekaran et al. 2019).

Os deltassatélites possuem um genoma menor, com cerca de 700 nucleotideos que ndo
codificam nenhuma proteina. S3o completamente dependentes do seu virus auxiliar para
replicagdo, movimentacdo e transmissdo (Dry et al. 1997; Fiallo-Olivé et al. 2012). Sua
presenca ja foi associada a um menor acimulo de begomovirus e/ou expressdo atenuada de
sintomas (Hassan et al. 2016).

A transmissdo dos begomovirus no campo ocorre através do seu inseto-vetor, a mosca-
branca, sendo possivel a transmissdo via enxertia ¢ mecanicamente, de algumas espécies que
notadamente sdo capazes de infectar células do parénquima da planta (Morin et al. 1999;

Ghanim et al. 2001; Patil et al. 2017).
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A transmissdo pela mosca-branca ocorre de forma circulativa ndo-propagativa (Morin et
al. 1999; Ghanim et al. 2001). Em linhas gerais, a mosca-branca ingere as particulas virais
com seu estilete enquanto se alimenta no floema de plantas infectadas (Figura 1). Tais
particulas sdo transportadas através do canal alimentar, pelo es6fago, e alcangam o intestino.
A partir da camara de filtro e do intestino médio, as particulas sdo deslocadas para a
hemolinfa e alcancam as glandulas salivares primarias (GSPs), onde se acumulam.
Posteriormente, o virus ¢ liberado com a saliva ao longo do canal salivar para o floema da
planta (Morin et al. 2000; Ghanim et al. 2001).

O comportamento dos begomovirus no vetor ndo foi completamente elucidado. Um
estudo pioneiro confirmou a transmissdo transovariana de tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV) por sete espécies de B. tabaci, com a capacidade de transmissdo variando de acordo
com a espécie do vetor, e o estadio adulto ndo ¢ atingido (Guo et al. 2019; Ghanim et al.
1998). Outro trabalho avaliou o potencial de transmissdo transovariana dos begomovirus em
B. tabaci MEAM1 e MED e verificou que o tomato yellow leaf curl Sardinia virus
(TYLCSV) pode ser detectado em ovos e ninfas e, em menor extensdo, nos adultos da

primeira geracdo (Bosco et al. 2004).
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Figura 1. Esquema do caminho percorrido pelas particulas dos begomovirus no corpo das
moscas-brancas. As particulas vermelhas representam os begomovirus, que normalmente sao
virus restritos ao floema (p), local onde as moscas-brancas alimentam-se a partir da suc¢do da
seiva utilizando o estilete. A endocitose para a internalizagdo do virus comega a ocorrer na
camara de filtro (fc), localizada no intestino médio (mg), onde também ocorre a interagao das
particulas com a proteina HSP70 (particulas verdes). Apos alcancar a hemolinfa, o virus
interage com as proteinas GroEL (particulas azuis), produzidas pelos endossimbiontes
presentes nos bacteriocitos (bc), depois entra nas glandulas salivares primarias (psg) por
endocitose e € secretado na saliva (Ghanim 2014). e=esdfago.
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Em relagdo a replicagdo do virus no vetor, existem relatos de transcri¢do e replicagdo do
begomovirus tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) em insetos submetidos a condigdes de
estresse (Pakkianathan et al. 2015). Outros trabalhos demonstram que nao ha replicagdo do
virus no vetor apos a aquisicdo (Sanchez-Campos et al. 2016). Apesar da controvérsia, um
trabalho posterior indicou que a maioria dos begomovirus fica associada ao intestino e a
camara de filtro na mosca-branca, e, no caso do TYLCV, pode ser transcrito e replicado
nesses tecidos, porém a ativagdo de uma resposta imune do inseto provoca inibigdo de
replicagdo e eliminagdo do virus (Czosnek et al. 2017).

Durante o processo de alimentacdo das moscas-brancas, os begomovirus sdo adquiridos
em periodos curtos (aproximadamente 10 minutos) e o periodo de laténcia do virus no vetor
pode variar de quatro a 21 h (Costa 1998). A espécie do inseto, idade, género e a concentracao
de virus na planta sdo fatores que influenciam a cinética do acumulo de virus e a capacidade
de transmissdo do virus as plantas (Czosnek et al., 2017).

O género Begomovirus possui mais de 400 espécies descritas (ICTV, 2021), muitas
delas com grande importancia como patdgenos vegetais por infectar uma ampla gama de
plantas cultivadas, causando doengas que acarretam prejuizos econdmicos. As culturas
afetadas incluem feijao, algodao, cucurbitaceas, quiabo, mamao, pimentdo, tomate, mandioca,
dentre outras (Rojas et al. 2018). As plantas infectadas mostram sintomas que podem incluir
nanismo, distor¢do foliar, mosaico ou mosqueado, clorose das nervuras ou internerval e
amarelecimento (Inoue-nagata et al. 2016). A presenga e/ou severidade de sintomas variam de

acordo com fatores que incluem a espécie ou estirpe viral e a planta hospedeira.

Begomoviroses em tomateiro

O tomateiro ¢ infectado pelo maior numero de espécies do género Begomovirus do que
qualquer outra cultura (aproximadamente 90 espécies; Rojas et al. 2018). No Brasil, os
primeiros relatos da detec¢do de begomovirus foram em plantas ndo-cultivadas (Costa e
Bennett 1950; Costa e Carvalho 1955) e hoje esse ¢ considerado o grupo de virus mais
importante para a cultura do tomateiro, devido a sua alta incidéncia e as dificuldades para o
seu controle (Inoue-nagata et al. 2016).

O primeiro registro de begomovirus em tomateiro no Brasil foi em 1960, em plantas
infectadas por tomato golden mosaic virus (Flores et al. 1960; Matyis et al. 1975), mas a
doenga do mosaico dourado ndo era relevante devido a sua baixa incidéncia. Até meados de
1990, poucas espécies novas foram detectadas e ndo havia relatos de danos de importancia

econdmica, porém essa realidade mudou a partir da entrada e disseminagdo de B. tabaci
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MEAMI no pais, que foi seguida pelo surgimento de diversas espécies na cultura (Calegario
et al. 2007; Fernandes et al. 2006; Ribeiro et al. 2007; Firmino et al. 2009). Atualmente, sdo
pelo menos 27 espécies de begomovirus relatadas nas lavouras de tomateiro do pais (Tabela
1).

Diversos estudos ja demonstraram a alta variabilidade genética dos begomovirus, que
contribuiu para esse crescimento acentuado na diversidade de espécies. A variabilidade
genética nas populagdes virais ocorre por mutagdo, recombinagdo ou pseudo-recombinacio e
nos begomovirus esses mecanismos ocorrem com frequéncia, com taxas de substituicdo tao
altas quanto aquelas de virus com genoma de RNA, facilitando o surgimento de novas
variantes (Padidam et al. 1999; Seal et al. 2006; Lima et al. 2017; Claverie et al. 2018).

Outro fator que contribuiu para esse aumento acentuado na diversidade de espécies foi a
alta adaptabilidade ao tomateiro de B. tabaci MEAMI1 (Lourencao e Nagai 1994; Ribeiro et
al. 1998; Gilbertson et al. 2015). Acredita-se que antes da entrada e disseminacdo de
MEAMI1, predominavam as espécies B. tabaci New World 1 (NW1) e B. tabaci New World 2
(NW2), correspondentes ao biotipo A, que ndo colonizavam o tomateiro com eficiéncia
(Bedford et al. 1994). As moscas-brancas do grupo NW foram quase extintas apos a
disseminagdo de MEAMI, uma espécie altamente polifaga, que transmite virus com alta
eficiéncia (Barbosa et al. 2014; Gilbertson et al. 2015; Inoue-nagata et al. 2016).

A dissemina¢do da mosca-branca MEAMI1 aumentou as interagdes entre as espécies de
begomovirus provenientes de diferentes plantas hospedeiras e também contribuiu para o
aumento da variabilidade genética e da diversidade de espécies de begomovirus em tomateiro
(Rodrigues e Silva 2018; Trindade et al. 2019; Garcia-Arenal e Zerbini 2019). Os dados da
incidéncia das espécies de begomovirus em tomateiro e em espécies selvagens ou plantas
daninhas fortalecem a hipdtese da origem das espécies em hospedeiros silvestres locais e
posterior migracao e adaptacdo ao tomateiro devido a ampla gama de hospedeiras de B. tabaci
MEAMI1 (Barbosa et al. 2009; Roshan et al. 2018; M.F. Duarte et al. 2021; Garcia-Arenal ¢
Zerbini 2019; Barreto et al. 2013).

A espécie B. tabaci Mediterranean (MED); bidtipo Q) foi introduzida no pais e esta se
disseminando, visto que foi relatada em diversos estados (da Fonseca Barbosa et al. 2015; de
Moraes et al. 2017, 2018; Borges et al. 2019; Bello et al. 2020; Rodrigues et al. 2021). MED
apresenta alta resisténcia a inseticidas, adaptacdo a ambientes fechados como estufas e casas-
de-vegetacdo e alta eficiéncia de transmissdo de TYLCV, o que vem gerando preocupagdes
aos pesquisadores e produtores (Horowitz e Ishaaya 2014; Horowitz et al. 2005; Li et al.

2010).
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Tabela 1. Lista das espécies de begomovirus relatadas ou descritas nos campos de tomateiro
do Brasil.

Begomovirus (acronimo) Referéncia
Tomato golden mosaic virus (TGMV) Flores et al. 1960
Tomato yellow vein streak virus (ToYVSYV) Faria et al., 1997
Sida micrantha mosaic virus (SIMMYV) Jovel et al. 2004
Tomato rugose mosaic virus (ToRMYV) Fernandes et al., 2006
Tomato yellow spot virus (ToYSV) Andrade et al., 2006

Sida mottle virus (SiMoV)
Tomato severe rugose virus (ToSRV)

Cotrim et al., 2007

Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) Ribeiro et al., 2007

Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV) Fernandes et al., 2008
Tomato leaf distortion virus (ToLDV)

Tomato mild mosaic virus (ToMMV) Castillo-Urquiza et al., 2008
Tomato common mosaic virus (ToCmMYV)

Sida yellow net virus (SiYNV) Tavares et al., 2012

Tomato interveinal chlorosis virus (ToICV)

— Albuquerque et al., 2012
Tomato golden vein virus (TGVV)

Euphorbia yellow mosaic virus (EuYMV) Barreto et al., 2013

Tomato leaf deformation virus (ToLDeV) Melgarejo et al., 2013
Chino del tomate Amazonas virus (CdTAV)
Tomato rugose yellow leaf curl virus (TRYLCV)
Tomato leaf curl purple vein virus (ToLCPVV) Macedo et al., 2018
Tomato interveinal chorosis virus 2 (ToICV2) Rego-Machado et al., 2019
Tomato chlorotic leaf curl virus (ToCLCV) Quadros et al., 2019

Sida common mosaic virus (SiCMV)

Tomato golden leaf spot virus (ToGLSV)
Tomato bright yellow mosaic virus (ToBYMYV)
Tomato bright yellow mottle virus (ToBYMoV) NCBI 2021*
Tomato golden leaf distortion virus (ToGLDV)

Adams et al. 2014

M F Duarte, Fonseca, et al. 2021

*Sequéncias depositadas no GenBank.

Assim como ocorreu com MEAMI, a entrada e disseminacdo de MED podem gerar
mudangas na composi¢do de espécies de begomovirus nas lavouras. MED pode colonizar
diferentes hospedeiras, o que facilita a transferéncia de espécies de uma hospedeira a outra.
Essa interacdo entre as espécies favorece a ocorréncia de eventos de mutacao, recombinacao e
pseudo-recombinacdo. Tudo isso contribui para a geracdo de novas variantes que podem ter
capacidade de superar genes de resisténcia ja utilizados e desencadear prejuizos para a

producao.



Embora o histérico de diversidade revele um aumento do numero de espécies
identificadas, atualmente a maioria dos begomovirus apresenta pouca importancia economica
pelos seus sintomas mais leves e sua baixa incidéncia (Inoue-Nagata et al. 2016). No atual
cenario, considerando a severidade dos sintomas e a incidéncia na maioria das regides
produtoras, ToSRV e ToMoLCV sdo considerados os begomovirus mais importantes
economicamente (Souza et al. 2020). Os sintomas causados por ToSRV sdo severos, sua
incidéncia ¢ alta (podendo chegar a 100% em alguns casos) e as perdas de produgdo podem
chegar a cerca de 80% (Fernandes et al. 2008; Barbosa et al. 2011; Macedo et al. 2015;
Lemos et al. 2010).

O ToMoLCV também pode induzir sintomas mais severos se comparados a outros
begomovirus do pais e tem maior predomindncia em regides mais quentes, tendo alta
importancia principalmente nas regides Nordeste e centro-sul do Brasil. Porém, diversos
levantamentos realizados indicaram sua prevaléncia também na regido Centro-Oeste (Ferro et
al. 2017; Macedo et al. 2018; Mituti et al. 2019).

Nos ultimos anos, diversos trabalhos mostraram que os begomovirus detectados com
frequéncia ha cerca de 20 anos, como TGVV e ToRMV, diminuiram suas incidéncias até
desaparecerem ou ficarem restritos a pequenas regides (Souza et al., 2020). Em contraste,
begomovirus que anteriormente apresentavam menor incidéncia, como ToSRV e ToMoLCV,
se disseminaram até chegar ao ponto de serem detectadas na grande maioria das areas
produtoras (Mituti et al. 2019; Souza et al. 2020; M F Duarte et al. 2021).

As mudangas na composicdo de espécies de begomovirus em tomateiro ao longo dos
anos vém sendo foco de diversos estudos. A maior acessibilidade a técnicas de
sequenciamento em larga escala intensificou o avanco desses estudos e a grande quantidade
de informagdes de sequéncias geradas tornam a identificacdo e descoberta de espécies mais
rapida e precisa (Villamor et al. 2019).

A baixa incidéncia ou desaparecimento de algumas espécies e prevaléncia de outras foi
atribuida, em parte, a variacdes na eficiéncia de transmissdo do vetor MEAMI, visto que
Macedo et al. (2015) constataram uma baixa eficiéncia de transmissao de TGVV em contraste
com a alta eficiéncia de transmissdao de ToSRV. Adicionalmente, a interagdo entre o virus ¢ a
sua hospedeira também define a adaptacdo e permanéncia do virus em uma cultura, essa
interagdo ¢ responsavel por uma maior ou menor aptidao viral, que ¢ a capacidade de um virus
de produzir progénies infecciosas em um determinado ambiente (Wargo e Kurath 2012;
Péréfarres et al. 2014). Quanto maior o acumulo de DNA viral ap6s certo periodo de tempo,

maior a aptiddo viral e a adaptabilidade do virus a hospedeira (Cervera e Elena 2016).
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Junto com a permanéncia de espécies mais adaptadas que se disseminam nos campos,
observa-se que o numero de espécies novas relatadas em tomateiro ¢ alto e continua
crescendo. Como o controle do virus e do vetor ¢ complicado e muitas vezes ineficiente, os
virus conseguem manter altos titulos e alta incidéncia, o que garante um grande potencial
evolutivo que pode gera novas variantes conforme mutagdes favoraveis sdo acumuladas (Seal
et al. 20006).

Considerando a alta variabilidade das populacdes de begomovirus associadas as culturas
de tomate e a ampla area em que o fruto ¢ cultivado no pais e no mundo, devido a sua
importancia, o monitoramento frequente dos begomovirus nos campos ¢ essencial para
verificar e identificar precocemente o surgimento de novas variantes, fornecendo informagdes
preliminares que podem contribuir na prevencao de surtos que causem danos devastadores nas

lavouras.

O inseto-vetor B. tabaci

A mosca-branca (B. tabaci) foi descrita pela primeira vez na Grécia em 1889, quando
foi nomeada Aleyrodes tabaci. Atualmente, pertence a ordem Hemiptera, sub-ordem
Sternorryncha, familia Aleyrodidae (Byrne e Bellows 1991). Seu ciclo de vida consiste em
seis estadios que incluem ovo, ninfa de primeiro, segundo, terceiro e quarto instares e adulto
(Figura 2; Walker et al., 2010).

Na fase adulta, esses insetos apresentam de 1-2 mm de comprimento, coloragdo amarelo
clara, com dois pares de asas cobertas por uma pulveruléncia branca. Sua reproducdo sexuada
gera proles compostas por machos e fémeas e sua reproducdo assexuada, por partenogénese,
gera apenas machos a partir de ovos ndo fecundados (Byrne e Bellows 1991; Villas Boas et

al. 1997, Villas-Boas e Castelo-Branco 2009).
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Ovos
(10 dias)

Adulto
(16 dias) 1° instar
(5 dias)

4° instar

ot
(7 dias) 2° instar

(4 dias)

3¢ instar
(4 dias)

Figura 2. Fases de desenvolvimento da mosca-branca (B. tabaci) em tomateiro, MEAM1
(bidtipo B). Fotos dos ovos, de todos os estadios ninfais e o adulto com a durag¢do aproximada
de cada fase em dias.

As moscas-brancas causam danos diretos durante sua alimentagao, através da succ¢ao da
seiva do floema, quando injeta toxinas na planta que podem causar problemas no crescimento
e desenvolvimento de folhas e frutos. Como exemplos dessas anomalias, cita-se o
prateamento de folhas em plantas de abobora e o amadurecimento irregular dos frutos de
tomate (Brown et al. 1995; Villas-Boas e Castelo-Branco 2009). O aumento da densidade de
ninfas e adultos por folha leva a uma redu¢ao no rendimento dos frutos (Gusmao et al. 2006).

Danos indiretos também s3o causados pela liberacdo de secre¢do agucarada,
denominada “honeydew”, que favorece a proliferacio de fungos denominados fumagina
(Capnodium sp.), reduzindo assim a captagdo de luz e capacidade fotossintética da planta
(Oliveira et al. 2001). Porém, o principal dano ¢ provocado pela transmissdo de virus
fitopatogénicos pertencentes aos géneros Crinivirus, Carlavirus, Ipomovirus, Torradovirus,
Polerovirus, Cytorhabdovirus e Begomovirus (Navas-Castillo et al. 2011; Gilbertson et al.
2015; Inoue-Nagata et al. 2016; Ghosh et al. 2019; Pinheiro-Lima et al. 2020).

No Brasil, as principais culturas infestadas pela mosca-branca incluem o tomate, o
feijdo, o meldo e a batata, nas quais a transmissdo de viroses ¢ expressiva, além do algodao,
da soja, abobora, melancia, videira e diversas hortalicas e ornamentais, nas quais os ataques

tém sido cada vez mais intensos (Lourencdo et al. 2015; Inoue-Nagata et al. 2016).
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Em termos taxondmicos, diferentes populagdes de moscas-brancas eram classificadas
anteriormente em bidtipos, que sdo morfologicamente indistinguiveis, mas ecologicamente e
geneticamente distintos. A partir de uma analise molecular do gene mitocondrial citocromo ¢
oxidase I (mtCOI) que mostrou correlagdo entre este gene e caracteres bioldgicos, as
diferentes populacdes de B. tabaci foram reclassificadas em um complexo com pelo menos 44
espécies biologicas cripticas (De Barro et al. 2011; Lee et al. 2013; Kanakala e Ghanim
2019).

Esse inseto comecou a ganhar destaque como praga global a partir da disseminagdo
mundial de MEAMI, uma das principais espécies, principalmente através do comércio de
plantas ornamentais (Lima et al. 2000; Morales e Anderson 2001; Dalton 2006; Morales
2007; Kriticos et al. 2020). As espécies de B. tabaci MEAMI1 e MED estdo distribuidas
mundialmente em regides com as mais diversas condi¢des climaticas, ambas apresentam alta
adaptabilidade e ampla gama de hospedeiras e se reproduzem rapidamente, sendo
consideradas mais invasivas e prejudiciais que outras espécies de B. tabaci (Dinsdale et al.
2010; Perring et al. 2018).

No Brasil hé relatos de moscas-brancas desde a década de 1920 e atualmente ja foram
reportadas as espécies NW1 e NW2 (bidtipo A), MEAMI (bidtipo B) e MED (bidtipo Q)
(Bondar 1928; Rodrigues et al. 2021). Até a década de 1980, acredita-se que no Brasil
predominavam as espécies B. tabaci NW1 e B. tabaci NW2, consideradas nativas das
Américas. Na década de 1990, MEAMI chegou ao Brasil e se disseminou rapidamente,
substituindo gradualmente as populacdes de B. fabaci NW (Lourencao e Nagai 1994;
Marubayashi et al. 2013; Barbosa et al. 2014). Embora a NW tenha sido detectada no pais em
plantas daninhas e em soja nos estados de Sao Paulo e Rio Grande do Sul, MEAMI ¢ a
predominante em campos de tomate estritamente intensivos e comerciais sob uso massivo de
pesticidas (Gilbertson et al. 2015; de Moraes et al. 2018).

Um estudo que avaliou as espécies de moscas-brancas presentes no Distrito Federal
indicou que a compra de plantas ornamentais infestadas provenientes de outras regides vem
contribuindo para a disseminagdo da mosca-branca MED, que foi detectada em lojas de
jardinagem em areas urbanas e cultivos proximos (Rodrigues et al. 2021). As populagdes de
moscas-brancas MED estabelecidas nessas areas tendem a migrar gradualmente para
propriedades de grande porte com areas de cultivo mais amplas.

Na cultura de tomate, mudangas na composi¢do de espécies podem ocorrer justamente
devido a essa diferenca na eficiéncia de transmissdo dos begomovirus de acordo com a

espécie de mosca-branca (Fiallo-Olivé et al. 2020). Como B. tabaci MED ¢ bem adaptada a
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outras hospedeiras, como o pimentdo, pode ocorrer a transferéncia de begomovirus para os
cultivos de tomate e tais espécies podem ter um potencial de causar danos por quebra de
resisténcia e adaptagdo a cultura (Muiiz e Nombela 2001).

Todos esses fatores contribuem para que esses insetos sejam considerados pragas
globais altamente invasivas e prejudiciais e, visto que as perdas econdmicas causadas por eles
sdo estimadas em cerca de cem milhdes de doélares anualmente, o seu controle ¢ essencial para
garantir safras com produtivas e de boa qualidade (De Barro et al. 2011; Horowitz et al.

2020).

O controle dos begomovirus e da mosca-branca em tomateiro

Para amenizar os danos causados pelas begomoviroses sdo necessarias medidas de
controle que procuram reduzir o indculo do virus e a populacdo do inseto-vetor por meios
bioldgicos, quimicos, culturais e fisicos, € pelo cultivo de variedades com algum grau de
resisténcia ou tolerancia (Bergamin-Filho et al. 2020).

As plantas resistentes/tolerantes possuem genes de resisténcia dominantes ou recessivos
(Kumar et al. 2017). Esses genes sdo provenientes de espécies selvagens de Solanum e foram
introgredidos nas principais variedades comerciais, mostrando-se eficientes contra diferentes
espécies de begomovirus monopartidos e bipartidos (Verlaan et al. 2013). Economicamente, o
uso de cultivares resistentes do hospedeiro ¢ uma boa estratégia, sustentdvel e de baixo
impacto relativo no meio ambiente (Yao et al. 2017). Dos varios genes caracterizados até o
momento em tomate, destacam-se os genes alélicos 7y-1 e Ty-3. Tais genes fornecem altos
niveis de resisténcia ou tolerancia, logo, as plantas resistentes infectadas manifestam sintomas
leves e apresentam uma recuperagdo conforme a planta se desenvolve (Verlaan et al. 2013;
Boiteux et al. 2007).

A introgressao de 7y-1 e Ty-3 em tomateiro cultivado vem sendo o principal foco dos
programas de melhoramento, porém ha relatos de ineficacia da resisténcia mediada por 7y-1
no campo e em casos de infec¢cdes mistas (Yan et al. 2021; Voorburg et al. 2020; Butterbach
et al. 2014; Michelson et al. 1994). Além disso, a detec¢do de recombinantes de begomovirus
reforcou suspeitas que o gene de resisténcia da hospedeira possa estar funcionando como um
fator de selecdo nas populagdes virais (Panno et al. 2018; Granier et al. 2019). Embora a
diferenga na diversidade viral em cultivos com plantas resistentes e suscetiveis ainda nao
tenha sido amplamente estudada e esclarecida, estudos preliminares verificaram maior

diversidade viral em amostras de plantas suscetiveis e maior quantidade de mutagdes, novas
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espécies e agentes subvirais em isolados provenientes de cultivares resistentes (Reis et al.
2020).

Os estudos sobre a evolugdo dos virus de plantas também apoiam o uso de medidas de
controle para reduzir as populacdes de vetores, pois modelos epidemiologicos sugerem que
uma alta densidade de vetores pode favorecer a evolugdo de maior viruléncia nas populagdes
de virus (Escriu et al. 2003; Seal et al. 2006). O manejo das moscas-brancas tornou-se entao
essencial para evitar a disseminacdo das begomoviroses nos campos de cultivo e ele ¢
realizado principalmente com uso de inseticidas (Rojas et al. 2018; Bergamin-Filho et al.
2020, 2016).

O inseticida utilizado para reduzir as populagdes do inseto vetor B. tabaci deve agir
rapidamente, matando o vetor antes que ele consiga transmitir o virus. Em geral, sdo
utilizados inseticidas sistémicos tais como neonicotindides ou uma diamida disponibilizada
recentemente, cyazypyr (Gilbertson et al. 2011; Rojas et al. 2018). Essa estratégia ¢ mais
eficaz e segura quando esta incluida em um programa de manejo integrado que também vise o
monitoramento das populagdes de moscas-brancas, direcionando a decisdo sobre 0 momento
certo e o tipo de produto que deve ser aplicado, além de um limite para as aplicagdes de
inseticidas (Rojas et al. 2018).

O uso inadequado dos produtos quimicos pode provocar contaminacdo ambiental e
efeitos em organismos ndo-alvos (Whitehorn et al. 2012). O manejo baseado apenas na
aplicagdo de inseticidas ¢ ineficaz e contribuiu para o surgimento de populacdes resistentes
aos inseticidas. Ja se observou alto grau de resisténcia a diversas classes de inseticidas por
populacdes de moscas-brancas, inclusive das principais espécies, MEAM1 e MED (Horowitz
et al. 2004, 2020; Naveen et al. 2017; Dangelo et al. 2018). Adicionalmente, no Brasil as
pulverizacdes de inseticidas tém falhado na maior parte das areas de produgdo porque os
compostos sdo incapazes de reduzir a disseminacdo primadria, causada por moscas-brancas
viruliferas provenientes de fontes externas de inoculo (Gouvéa et al. 2017; Bergamin-Filho et
al. 2020).

O controle bioldgico pode ser implementado para combater o inseto vetor, alguns
agentes de biocontrole podem atingir altas taxas de parasitismo e predacdo, principalmente em
cultivos protegidos. Os principais agentes utilizados sdo predadores, parasitdides e fungos
(Chen et al. 2015; Sani et al. 2020). A busca por isolados de fungos entomopatogénicos tem
sido o alvo de muitos grupos de estudos. Os fungos Clonostachys rosea e Cordyceps

fumosorosea, por exemplo, tém alta capacidade parasitaria em moscas-brancas B. tabaci,
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indicando eficiéncia e potencial para o controle (Anwar et al. 2018; Maina et al. 2018; Huang
et al. 2009; X. Wang et al. 2019).

Ha também perspectivas quanto a utilizagdo de insetos e acaros predadores para
implementagdo de biocontrole de moscas-brancas. O primeiro passo nesse caso ¢ a
identificagdo de espécies predadoras para desenvolvimento das diretrizes de criagdo e
liberagdo desses agentes (Moro et al. 2021). O &caro predador Amblydromalus limonicus,
vespas parasitdides Encarsia formosa e E. sophia, e a joaninha predadora Harmonia axyridis
sdo alguns dos organismos que apresentaram eficacia promissora para o uso como agente de
biocontrole de moscas-brancas (Lee e Zhang 2018; Tan et al. 2016).

Embora um grande ntimero de artrépodes predadores, parasitoides e espécies de fungos
sejam conhecidos por atacar moscas-brancas em uma variedade de sistemas agricolas em todo
o mundo, poucos foram estudados e avaliados para uso em programas de manejo integrado
(Perring et al. 2018). Umas das dificuldades ¢ estabelecer a compatibilidade entre o controle
quimico e o bioldgico, permitindo um manejo integrado com produtos quimicos seletivos que
sejam inofensivos aos organismos nao-alvo (Wang et al. 2019). Assim, muito trabalho sera
necessario antes que o controle bioldgico assuma um papel mais dominante nos sistemas de
manejo de pragas para B. tabaci nas lavouras afetadas (Perring et al. 2018).

Outras medidas de controle devem ser implementadas como a sele¢do de datas e locais
apropriados para plantio e o cultivo protegido em casas de vegetagdo (Rojas et al. 2018).
Desde 2003, devido a alta incidéncia begomoviroses nas lavouras, foi implementada uma
medida legislativa de vazio sanitario, em que se proibe o cultivo de tomate para
processamento durante dois meses no ano (Inoue-Nagata et al. 2016).

Apesar dos esforcos, as begomoviroses persistem nas lavouras provocando doengas que
acarretam em prejuizos. E essencial a implementagio de um programa de manejo integrado de
pragas, que consiste na utilizacdo de diversos métodos concomitantes para o controle das
principais doencas e pragas; para tanto, sdo necessarias novas abordagens que atuem de
formas diferentes e possam somar dentro do programa de controle. Para reduzir os danos
ambientais causados pelo uso excessivo e indiscriminado de produtos quimicos, ¢ necessaria a
disponibilizagdo de novas estratégias.

Muitos grupos de pesquisa t€ém empregado esforcos para desenvolver métodos
alternativos de controle de moscas-brancas, baseados em técnicas moleculares modernas, para
um controle eficiente e especifico. Os avangos da biotecnologia apontam para a possibilidade
de produgdo de tecnologias inovadoras e especificas, ajudando assim a reduzir os impactos

negativos do uso de produtos quimicos. No cendrio atual de alta complexidade do controle do
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patossistema begomovirus e mosca-branca nos cultivos de tomate nas ultimas décadas, ¢
urgente a oferta de novas opgdes de controle.

Nos ultimos anos, o0 RNA interferente (RNA1), um mecanismo natural de defesa celular
em eucariotos, mostrou seu potencial como nova tecnologia para o controle de pragas de
culturas importantes (Raza et al. 2016; Ibrahim et al. 2017). O mecanismo consiste
basicamente no silenciamento da expressdo de genes essenciais através da administragdo de
RNA fita dupla sequéncia-especifico (Asokan et al. 2015; Malik et al. 2016; Ibrahim et al.

2017; Suhag et al. 2020). Os avancos dessa abordagem serdo discutidos em seguida.

O uso do silenciamento génico no controle de B. tabaci

O mecanismo de RNA interferente (RNAi) consiste na reducdo da expressdo génica
através da clivagem do RNA mensageiro (mRNA) alvo, desencadeada de maneira sequéncia-
especifica por uma molécula de RNA fita dupla (dsRNA) (Fire et al. 1998). Apds o
reconhecimento pela Dicer, pertencente ao grupo da RNase III, o dsRNA ¢ clivado em
fragmentos de 20 a 25 bp (sSRNAs). Tais fragmentos sdo incorporados a um complexo multi-
proteico de silenciamento induzido por RNA (RNA-induced silencing complex — RISC) e o
componente catalitico do RISC, semelhante a8 RNase H de uma proteina Argonauta, cliva
moléculas de RNA mensageiro (mRNA) alvo com sequéncia complementar ao sSRNA “guia”
incorporado (Scott et al. 2013; Suhag et al. 2020).

O RNAi ¢ um processo natural de regulagdo génica e defesa antiviral de células
eucarioticas e desde a sua descoberta ¢ usado como ferramenta para elucidar a fungdo de
genes e conferir resisténcia contra virus e insetos em plantas (Upadhyay et al. 2013; Vogel et
al. 2019). Esse processo trouxe uma nova perspectiva para o manejo de insetos-praga através
do controle da expressdo de genes visando causar mortalidade em insetos (Huvenne e
Smagghe 2010; Vogel et al. 2019).

Uma resposta de RNAI sistémica e intensa ¢ pré-requisito para o controle de pragas
utilizando dsRNAs. A resposta com carater sist€émico permite que a administragdo dos
dsRNAs resulte na geragdo de uma resposta pelo corpo todo enquanto a resposta intensa reduz
a expressao dos genes a niveis significativamente menores (Upadhyay et al. 2013; Vogel et al.
2019).

Desde a elucidagdo do mecanismo de RNAI nos eucariotos, avangos importantes foram
realizados no manejo de algumas pragas como lepidopteros e coledpteros (Baum et al. 2007;
Mao et al. 2007; Gillet et al. 2017). E importante destacar o SmartStax da Bayer, o milho que

controla Diabrotica virgifera virgifera expressando dsRNAs contra Snf7 (essencial no trafego
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de proteinas) que foi aprovado em diversos paises (Estados Unidos, Canada, Japao, México),
incluindo o Brasil, o que representou um grande passo para o uso da tecnologia RNAi em
campo (Bachman et al. 2013; Head et al. 2017; ISAAA 2021).

A acdo do mecanismo de RNAi na degradagdo especifica de RNA também foi
confirmada em dipteros e em hemipteros, incluindo os pulgdes Myzus persicae e Aphis
glycines, e a mosca-branca Bemisia tabaci (Lin et al. 2014; Shakesby et al. 2009; Mao e Zeng
2014; Murphy et al. 2016; Yan et al. 2020). A maquinaria de RNAi em B. fabaci ¢ completa e
em seu genoma encontram-se genes com sequéncias homoélogas as encontradas em outros
insetos que codificam para Dicer2, Argonauta2, R2D2, Loquacious e Sidl, proteinas que
estdo associadas ao funcionamento do mecanismo (Upadhyay et al. 2013). Analises da
expressdo dessas proteinas em diferentes fases de desenvolvimento de B. tabaci indicaram
niveis de expressdo altos e comparaveis aos niveis de transcritos de Actina. A abundancia de
transcritos indica uma alta resposta RNA1 na mosca-branca (Upadhyay et al. 2013; Tian et al.
2019).

Os sRNAs gerados pela Dicer podem ser divididos em trés grupos: os pequenos RNAs
de interferéncia (small interfering RNAs — siRNAs), derivados de moléculas de dsSRNAs que
fornecem defesa contra virus e elementos transponiveis, os microRNAs (miRNAs),
envolvidos na regulacdo da expressdo génica, ¢ os RNAs de interacdo piwi (piRNAs),
associados a todas essas fung¢des citadas anteriormente (Asgari 2013; Suhag et al. 2020). Os
piRNAs possuem um tamanho pouco maior que os demais, que varia de 26 a 31 nucleotideos,
e, além das diferencas na biogénese, foi sugerida uma associa¢do com a transmissao de virus
(Shamimuzzaman et al. 2019).

A especificidade da sequéncia e a possibilidade tedrica de silenciar qualquer gene
"letal" ndo conservado, tornam o RNAi um candidato ideal para posterior aplicagdo como um
inseticida espécie-especifico (Vogel et al. 2019). No caso das moscas-brancas, soma-se a alta
disponibilidade de dados gendmicos e transcriptdomicos, o que facilita a escolha de alvos
potenciais ndo redundantes (Scott et al. 2013; Suhag et al. 2020).

Até o momento, visando controlar as populagdes de moscas-brancas, had relatos de
silenciamento de genes que codificam proteinas como actina, translocase ADP/ATP, alfa
tubulina, proteina ribossomal L9, glutationa S-transferase, heat shock protein 70, ciclofilina
B, acetilcolinesterase, receptor de ecdisona, v-ATPase, aquaporina, sucrase, alfa glucosidase,
distrofina, hormoénio esterase juvenil, dentre outros (Ghanim et al. 2007; Upadhyay et al.

2011; Thakur et al. 2014; Asokan et al. 2015; Shim et al. 2015; Malik et al. 2016; Raza et al.
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2016; Ibrahim et al. 2017; Luo et al. 2017; Vyas et al. 2017; Grover et al. 2018; Eakteiman et
al. 2018; Bar et al. 2019; Kanakala et al. 2019).

Dentre os alvos ja testados, destaca-se o silenciamento da Acetilcolinesterase (AChE) e
do Receptor de Ecdisona (EcR), que causaram 98 e 100% de mortalidade em moscas-brancas,
apos 4 e 9 dias de alimentagdo, respectivamente. As moscas-brancas alimentaram-se em
plantas contendo dsRNAs expressos utilizando tobacco rattle virus-induced gene silencing
(TRV-VIGS) (Malik et al. 2016). A expressdo transiente de dsRNAs utilizando TRV-VIGS
consiste na inser¢ao da sequéncia do dsSRNA do gene alvo nos dois sentidos, no componente
gendmico RNA2 (Malik et al., 2016). Apos a infec¢do da planta com o virus recombinante,
quando este se espalha sistemicamente, ha a formacdo do dsRNA na fase de replicagcdo do
virus. Essa ¢ uma alternativa rapida para regular negativamente um gene sem a necessidade de
transgenia (Liu et al. 2002).

A capacidade de expressar o0 dSRNA em plantas transgénicas ¢ uma abordagem eficaz e
de importancia econdmica (Malik et al., 2016). O silenciamento do gene da v-ATPase através
da expressdo de dsRNA em plantas transgénicas também mostrou efeitos, com taxas de
mortalidade que variaram de 84 a 95% apds 5 dias, além da redugdo no niimero de ovos em
alface (Ibrahim et al., 2017).

A entrega do dsRNA para moscas-brancas foi bem estabelecida através de injecdo, ou
por via oral utilizando dietas artificiais, expressdo dos dsRNAs em plantas, ou absor¢do
através das raizes de plantulas de tomate (Ghanim et al. 2007; Asokan et al. 2015; Malik et al.
2016; Vyas et al. 2017; Arora et al. 2021; Bar et al. 2019). A entrega através da expressao do
dsRNA no fungo entomopatogénico Cordyceps fumosorosea (antes conhecido como Isaria
fumosorosea)também foi bem sucedida na indug¢do do silenciamento génico na hospedeira
(Chen et al. 2015).

Abordagens ndo transgénicas que envolvem a administracdo de dsRNAs sintetizados in
vitro estdo bem estabelecidas em experimentos laboratoriais e sendo consideradas para escala
de campo devido a possibilidade de produ¢do de grandes quantidades de dSRNAs (Luan et al.
2013; Gogoi et al. 2017). As técnicas que ndo introduzem mudangas hereditarias no genoma
das plantas t€ém maior aceitacdo publica e a absor¢do topica também ¢ ecologicamente
favoravel porque o dsRNA nao persiste por muito tempo nas folhas (Cagliari et al. 2019).

A sintese in vitro representa um método de baixo custo para produzir as grandes
quantidades de dsSRNAs que podem ser necessarias para o manejo de pragas, visto que o custo
de produ¢do de dsRNAs caiu de aproximadamente 12.500 dolares por grama em 2008 para

menos de 60 dolares em 2018, e ha expectativas de mais redugdes dos pregos nos proximos
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anos (Palli 2014; Cagliari et al. 2018). A empresa Genolution (Coréia do Sul), por exemplo,
possui um setor denominado AgroRNA que produz e comercializa dsSRNAs em quantidades
que variam de 1 grama a 1 quilograma (http://genolution.co.kr/agrorna/ service-overview/), de
acordo com a preferéncia do cliente.

Alternativamente, pode-se optar por kits comerciais que contém todos os reagentes
necessarios para a producdo e purificacdo de dsRNAs (exceto iniciadores € DNA do gene-
alvo). O MEGAscript RNAIi Kit (Thermo Fisher Scientific), por exemplo, realiza a sintese em
reacdo de transcricdo com a enzima T7 RNA polimerase e promete a obtengdo de 50 a 100 pg
de dsRNAs em uma dtnica reacdo (https://www.thermofisher.com/order/catalog/
product/AM1626#/AM1626).

O sucesso do controle de pragas utilizando RNAi ¢ significativamente dependente da
selecdo do gene a ser silenciado, o alvo ideal deve ser transcrito (Scott et al. 2013). Além
disso, o desenho do dsRNA deve ser escolhido em regides do RNA mensageiro pouco
conservadas entre espécies, para manter a especificidade (Vogel et al. 2019).

A selecao do gene-alvo apropriado ¢ realizada de acordo com o papel da proteina nos
processos essenciais a sobrevivéncia, como neurotransmissdo, osmorregulacdo, tolerancia
térmica, metabolismo, dentre outros (Shelby et al. 2020). O efeito desejado frequentemente
considerado para o controle de pragas ¢ a letalidade apo6s reducdo dos transcritos do gene-
alvo, porém o silenciamento de alvos que causem efeitos subletais vem sendo considerados
pois oferecem um caminho que desacelera a evolugdo de resisténcia, diminui as preocupagdes
relacionadas a organismos nao-alvo e facilita a combina¢do do RNAi com outras abordagens
que podem aumentar a eficacia e diminuir os custos do controle (Shelby et al. 2020).

Considerando a eficacia da entrega de dsRNAs produzidos in vitro as moscas-brancas
por via oral e a ampla variedade de genes-alvo que ainda podem ser testados, alguns genes
foram escolhidos para o silenciamento através da ingestdo de dsRNAs homodlogos. Foram
selecionados os genes que codificam as proteinas Distroglicana, Laminina, Tuberina e
Loquacious.

A Distroglicana foi escolhida porque faz parte de um complexo conhecido como dys-
glicoproteico (Figura 3), que estabelece uma ligacdo entre a Laminina e a Distrofina e outras
proteinas que compde o complexo, localizadas no citosol (Straub et al. 1997). Esse complexo
liga a fibra muscular a matriz extracelular e tem um papel importante na contragdo muscular
(Ehmsen et al. 2002; Bar et al. 2019).

Ainda visando desestabilizar o complexo dys-glicoproteico, o gene da Laminina foi

selecionado. Essa proteina, localizada na matriz extracelular, forma uma rede proteica que
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organiza a propria forma¢ao da matriz extracelular e ¢ composta por trés subunidades, alfa,
beta e gama (Hutter et al. 2000). Ela ¢ fundamental no desenvolvimento embrionario e tem
um papel importante em processos de diferenciacdo, migracdo e adesdo celular. Ela controla o
crescimento celular e ¢ um fator de sobrevivéncia para alguns tipos celulares (Sénchez-

Sanchez et al. 2017; Li et al. 2003).
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Figura 3. Localizagdo da Laminina (laminin 2) na matriz extracelular e da Distroglicana (o-
dystroglycan e B-dystroglycan), no sarcolema, formando o complexo dys-glicoproteico na
célula muscular (Nakamura 2015).

O gene da Tuberina também foi escolhido para o silenciamento porque esta proteina age
como uma GAP especifica inativadora de Rheb, que ¢ responsavel pela ativacdo de TORCI.
TORC1 ¢ um complexo de proteinas que regula a produgdo de recursos necessarios para o
crescimento e a proliferacdo das células (Saxton e Sabatini 2017). A agdo da Tuberina,
também conhecida como TSC2, impede a ativacdo de TORCI, limitando entdo o crescimento
e a proliferacdo celular, sendo entdo classificada como uma supressora tumoral.

O papel essencial da proteina Loquacious na biogénese de miRNAs através da interagao
com a proteina Dicer-1 motivou a escolha do seu gene como um alvo para o silenciamento.
Nos insetos, os miRNAs estdo envolvidos na regulagcdo de processos como o metabolismo, o
desenvolvimento, apoptose e resposta imune inata (Lucas e Raikhel 2013). Loquacious tem o
papel de estimular e direcionar o processamento de miRNAs que atuam como guias na
regulagdo da expressdo génica em nivel pos-transcricional (Saito et al. 2005; Zhou et al.

2009).
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Apoés anos de pesquisas, nota-se que muitos aspectos essenciais para o sucesso do
controle de moscas-brancas utilizando o RNAI estdo sendo esclarecidos. As variagdes que
ocorrem de acordo com a importancia dos genes, o método de entrega e até mesmo em
diferentes populagdes de insetos da mesma espécie direcionam os estudos futuros a avaliagao
de multiplos genes para o rastreamento de diversos alvos eficientes (Scott et al. 2013; Shelby

et al. 2020).
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CAPITULO 2

Tomato begomovirus MoL.Di, um novo begomovirus
bipartido que infecta tomateiro no Brasil
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INTRODUCAO

A cultura do tomateiro é considerada uma das mais importantes no agronegocio de
hortali¢as, mas ¢ altamente afetada por doengas que limitam sua producdo (Brahimi et al.
2017; Liu e Wang 2020). As doencas de etiologia viral estdo entre as mais preocupantes
devido a alta incidéncia, severidade dos sintomas e a inexisténcia de produtos que possam
reestabelecer a planta apos a infec¢do (Inoue-Nagata 2013; Sastry e Zitter 2014).

Os virus do género Begomovirus emergiram como importantes patogenos de plantas em
regides tropicais e subtropicais do mundo e sdo considerados o grupo de virus mais
prejudicial para a producdo de tomate no Brasil. Os sintomas em plantas infectadas incluem
nanismo, distor¢do foliar, mosaico ou mosqueado, clorose das nervuras ou internerval e
amarelecimento (Inoue-Nagata et al. 2016; Bergamin-Filho et al. 2020).

E bem conhecido que os begomovirus tém alta taxa de variabilidade genética tanto
dentro quanto entre as espécies (Padidam et al. 1999; Duffy e Holmes 2009). Os mecanismos
de mutacdo, recombinacdo e pseudo-recombinagdo ocorrem com frequéncia, sendo as taxas
de substitui¢do tdo altas quanto aquelas de virus com genoma de RNA, facilitando o
surgimento de novas variantes (Padidam et al. 1999; Seal et al. 2006; Lima et al. 2017,
Claverie et al. 2018). Desta maneira, os geminivirus em geral formam um conjunto de
genomas mutantes e recombinantes, resultando em rapida evolucdo adaptativa e surgimento
de novas variantes e espécies que podem infectar diferentes hospedeiras, causar novas
doengas ou superar genes de resisténcia (Domingo et al. 2012; Lima et al. 2017; Sénchez-
Campos et al. 2018).

A transmissdo das begomoviroses ocorre através do inseto-vetor, a mosca-branca, de
forma circulativa e ndo-propagativa (Morin et al. 1999). O vetor adquire as particulas virais
durante o processo de alimentacdo e as transfere para outras plantas apdés um periodo de
laténcia, que pode variar de 4 a 21 h (Costa 1998).

A partir da anélise do gene mitocondrial citocromo c oxidase I (mtCOI), as moscas-
brancas B. tabaci sdo classificadas em um complexo com pelo menos 44 espécies cripticas
(Kanakala e Ghanim 2019). A eficiéncia de transmissdo dos begomovirus varia de acordo
com a espécie do virus e da mosca-branca (Macedo et al. 2015; Fiallo-Olivé et al. 2020).

No Brasil, ja foram reportadas as espécies B. tabaci NW1 e NW2 (bidtipo A), MEAM1
(biotipo B) e MED (biotipo Q; Bondar 1928; Rodrigues et al. 2021). Até a década de 1980,
apenas NWI1 e NW2 estavam presentes; a entrada e disseminacdo da espécie B. tabaci
MEAMI1 ocorreu na década de 1990 e foi acompanhada por um aumento acentuado na

detec¢do e descricdo de espécies de begomovirus ao longo dos anos (Lourencao e Nagai
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1994; Calegario et al. 2007; Fernandes et al. 2006; Ribeiro et al. 2007; Firmino et al. 2009;
Marubayashi et al. 2013; Barbosa et al. 2014).

A espécie B. tabaci MEAM1 apresenta maior adaptabilidade em tomateiro, ampla gama
de hospedeiras e alta eficiéncia de transmissdo dos begomovirus quando comparada as
espécies que predominavam anteriormente no Brasil, do grupo NW (Lourencao e Nagai 1994;
Ribeiro et al. 1998; Gilbertson et al. 2015). O aumento da incidéncia de begomoviroses que
acompanhou a entrada de MEAMI1 causou prejuizos drasticos aos produtores de tomate
(Gilbertson et al. 2015).

Recentemente, ocorreu a introdugdo de MED e sua disseminagao esta sendo observada a
partir dos relatos que vém ocorrendo em diversos estados do Brasil (da Fonseca Barbosa et al.
2015; de Moraes et al. 2017, 2018; Borges et al. 2019; Bello et al. 2020; Rodrigues et al.
2021). A disseminacdo de MED deixou produtores e pesquisadores alertas devido a sua alta
resisténcia aos inseticidas neonicotinoides, sua adapta¢do a ambientes fechados como estufas
e casas-de-vegetacdo e sua alta eficiéncia de transmissdo de tomato yellow leaf curl virus
(Horowitz et al. 2005; Li et al. 2010; Horowitz e Ishaaya 2014).

Devido a alta variabilidade genética, o nimero de espécies no género Begomovirus €
alto, com mais de 400 espécies descritas (ICTV 2021). No tomateiro, a disseminagdo de
moscas-brancas que transmitem os begomovirus com alta eficiéncia (MEAMI1 e MED)
resultou em um aumento tdo acentuado na diversidade que atualmente o tomateiro ¢ infectado
pelo maior nimero de espécies do género Begomovirus do que qualquer outra cultura (Rojas
et al. 2018; Liu e Wang 2020). No Brasil, sdo pelo menos 27 espécies de begomovirus
relatados nos campos de producdo (Tabela 1).

Adicionalmente, a maior acessibilidade a técnicas de sequenciamento em larga escala
intensificou o avango dos estudos relacionados a diversidade de espécies de begomovirus na
cultura de tomate, a grande quantidade de informacgdes facilitou a descoberta e identificacao
de novas espécies de forma mais rapida e precisa (Villamor et al. 2019).

O surgimento e evolucdao de novas espécies de begomovirus nas lavouras de tomateiro,
tanto monopartidas quanto bipartidas, tém sido continuamente observados. Neste estudo,
descrevemos uma nova espécie de begomovirus bipartido descoberta em lavouras de tomate

no estado de Goias, Brasil.
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METODOLOGIA
Coleta e processamento da amostra

A amostra de tomateiro foi coletada em abril de 2020, durante uma visita a um campo
de cultivo de tomateiro para processamento localizado em Luziania, no estado de Goias,
Brasil (16°18°50.8” S, 47°42°35.2” O). A planta, da cultivar AP533, que apresentava
sintomas fortes de distor¢ao foliar, manchas cloréticas, clareamento de nervuras, mosqueado e
mosaico (Figura 4), foi coletada e nomeada MoLDi. O DNA total foi extraido usando o
método CTAB (Doyle e Doyle 1990) e o DNA circular viral foi amplificado por rolling-circle
amplification (RCA, New England Biolabs — NEB) e digerido com a enzima de restri¢ao
Mspl (NEB).

Figura 4. Planta de tomateiro (cv. AP533) coletada em Luziania, Goids, Brasil, apresentando
sintomas de mosqueado, distor¢do foliar, pontos clordticos, clareamento de nervuras e
enrolamento foliar.

Sequenciamento com a tecnologia Nanopore

Para o sequenciamento completo do genoma desse potencial begomovirus, aliquotas do
produto do RCA foram individualmente e parcialmente digeridas com as enzimas de restricao
Pstl, Bglll, Ncol e EcoRI (NEB). Cada digestdo foi purificada com Invisorb Fragment
CleanUp Kit (Stratec Molecular), conforme as orientacdes do fabricante, e os purificados
foram agrupados para formar amostra Unica para sequenciamento utilizando Ligation
Sequencing Kit (SQK-LSK109 — Oxford Nanopore Technologies, Inglaterra). O DNA
digerido foi tratado com NEBNext® Ultra™ II End Repair/dA-Tailing Module (NEB), ligado
a adaptadores AMX com NEB Blunt/TA ligation Master Mix (NEB). A biblioteca de DNAs

ligados a adaptadores foi entdo purificada com AMPure beads (Beckman Coulter, Estados
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Unidos) e carregado em um Flongle flow cell (FLO-FLG106 — Oxford Nanopore
Technologies) em um sequenciador MinlON Mk1B (Oxford Nanopore Technologies).

Os arquivos brutos FAST5 foram traduzidos em bases em modo de alta precisdo
utilizando o Guppy (versdo 4.4.2). Os esbogos dos genomas foram gerados com TideHunter
(Gao et al. 2019) e melhorados com Medaka v1.2.3 (Oxford Nanopore Technologies). Os
contigs obtidos foram transferidos para programa Geneious 8.0.5 (Biomatters, Ltd.) e

analisados por algoritmo BLAST.

Analises das caracteristicas moleculares e filogenéticas do novo virus

As sequéncias obtidas do DNA-A e do DNA-B foram avaliadas no Open Reading
Frame Finder tool (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) com o objetivo de identificar
open reading frames (ORFs) presentes nos componentes.

Uma andlise BLASTn foi realizada e as sequéncias das 12 espécies virais mais
proximas do DNA-A e do DNA-B foram selecionadas separadamente e alinhadas com
MUSCLE no programa MEGA X (Kumar et al. 2018). Os alinhamentos foram utilizados em
andlises de identidade par a par utilizando Sequence Demarcation Tool (SDT — Muhire et al.
2014) e em analises filogenéticas no programa MEGA X, para constru¢do de arvores pelo

método da maxima-verossimilhanga.

Obtencio dos clones do DNA-A e do DNA-B

Para a clonagem do DNA-A, o produto do RCA da amostra MoLDi foi digerido
parcialmente com enzima de digestdio EcoRI (NEB). O fragmento com ~5,2 kb,
correspondente ao dimero do virus, foi cortado do gel de agarose a 1% e purificado com
Invisorb Fragment CleanUp Kit (Stratec Molecular). A ligagdo do fragmento purificado no
vetor bindrio pCAMBIAO0380 (Cambia Laboratory, Austrdlia) foi realizada com T4 DNA
Ligase (Invitrogen), conforme as recomendacdes do fabricante. A ligacao foi dialisada em
membrana de didlise (Sigma Aldrich) e transformada em Escherichia coli cepa DH10p por
choque térmico. O DNA plasmidial dos clones foi extraido de acordo com Sambrook et al.
(1989) e digerido com EcoRI para confirmar a presenga do inserto.

Para a clonagem do DNA-B, o produto do RCA da amostra MoLDi foi digerido com
enzima de digestdo Bglll (Pharmacia Biotech). O fragmento de aproximadamente 2,6 kb foi
cortado do gel de agarose a 1% e purificado com Invisorb Fragment CleanUp Kit (Stratec
Molecular). Uma reagdo contendo 6,8 puL do fragmento purificado, 0,4 uL de dATP (2,5
mM), 1 uL de tampdo da 7aqg DNA Polimerase (Invitrogen), 1 uL. de Tag DNA Polimerase
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(Invitrogen) e 0,8 pL de MgCl, (50 mM) foi ajustada para o volume de 10 pL e incubada a 70
°C por uma hora para adenilagdo das extremidades do fragmento. A ligagdo do fragmento
purificado e adenilado no vetor pGEM-T easy (Promega) foi realizada com T4 DNA Ligase
(Invitrogen), conforme as recomendacdes do fabricante. A ligacdo foi transformada em
Escherichia coli cepa DHI0B por choque térmico. Os clones tiveram seu DNA plasmidial
extraido de acordo com o protocolo de Sambrook et al. (1989).

O DNA-plasmidial de dois clones diméricos do DNA-A e um clone do DNAB foram
sequenciados pelo método de Sanger na Macrogen (Seoul, Coréia do Sul). Os clones do
DNA-A foram sequenciados com os iniciadores Cam380-6500F, Cam380-90Re, 1022F,
2344R e 1565F. O clone do DNA-B foi sequenciado com os iniciadores SP6, T7 e 997F
(Tabela 2).

Tabela 2. Iniciadores utilizados para o sequenciamento por Sanger do produto do RCA, e dos
clones do DNA-A e do DNA-B de tomato begomovirus MoLDi (ToMoLDiV).

Nome Sequéncia (5°-3’)
Cam380-6500F | AGCTGTTGGCTGGCTGGTG
Cam380-90R GGCAACAGGATTCAATCTT

1022F TTCAAAATGTCTAAGCGGGCTG
2344R GCAAGAGTGGGCTGATGATTAC
1565F AGAAGCTGTCACTGAACTCGTC
997F AACGCCTGTTAGAAAACGATGTC

Para a preparacdo de um clone infeccioso, o plasmideo C16A, composto pelo dimero do
DNA-A, foi transformado em Agrobacterium tumefaciens (cepa GV3101) por eletroporagao

em um eletroporador Micropulser (Bio-Rad).

Agroinoculacio de plantas com clone C16A

Alguns ensaios iniciais de infectividade foram conduzidos apenas com o clone do
DNA-A, a partir de agroinoculacdo da constru¢ao dimérica em diversas espécies de plantas.

Para agroinoculagdo, o clone foi cultivado em 25 mL de LB liquido contendo 20 uM de
acetoseringona, 100 uM de estreptomicina e 50 uM de canamicina sob agita¢do, a 28 °C, por
16 h. No dia seguinte, a cultura foi centrifugada (5.000 x g por 15 min.), ressuspensa em
tampao de agroinoculagdo (10 mM de MgCL,, 10 mM MES-K, pH 5,6 ¢ 100 uM de
acetoseringona) e incubada a temperatura ambiente, por aproximadamente 3 h. A

agroinoculagdo foi realizada na parte abaxial das folhas com o auxilio de seringa de 1 mL.
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Foram realizados trés ensaios, no primeiro (agroinoculacdo 1) foram inoculadas
Solanum lycopersicum (tomate) cv. Santa Clara, Nicotiana tabacum cv. Samsun, Nicotiana
rustica, Datura stramonium, Datura metel, Nicandra physaloides, Chenopodium
amaranticolor, Physalis pubescens e Capsicum chinense P1159236.

Na agroinocula¢do 2 foram inoculadas plantas de S. /ycopersicum (tomate) cv. Heinz
9553, N. rustica, D. stramonium, N. physaloides, C. amaranticolor, C. quinoa, P. pubescens,
C. annuum cv. lIkeda, C. chinense P1159236 ¢ N. tabacum cv. Xanthi e Turkish.

Na agroinoculagdo 3, foram inoculadas S. /ycopersicum (tomate) cv. Santa Clara, Heinz
9553, Lanai e Sena, D. metel, N. physaloides e C. annuum cv. lkeda.

Uma cultura de 4. tumefaciens com vetor pPCAMBIA0380 vazio foi agroinoculada em
plantas como controle negativo. Um clone infeccioso de tomato mottle leaf curl virus
(ToMoLCV) em pCAMBIA0380 (Souza et al., ndo publicado), j& usado anteriormente, foi
agroinoculado como controle positivo.

As plantas agroinoculadas foram mantidas em uma camara de crescimento livre de
moscas-brancas, com o fotoperiodo de 16h:8h ¢ temperaturas entre 26 ¢ 30° C. Apos 12 dias,
as folhas apicais foram coletadas e o DNA total foi extraido para testes de deteccdo por PCR
com os primers degenerados PAR1c496 ¢ PAL1v1978 (Rojas et al. 1993), que amplificam
um fragmento de ~1.1 kb do DNA-A. Os DNAs das amostras positivas por PCR foram
amplificados por RCA e digeridos com Mspl para analise do perfil de digestdo em gel de

agarose a 1%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao longo dos anos, o complexo de espécies de begomovirus nas lavouras de tomate
vem sendo monitorado. Novas espécies estdo sendo detectadas frequentemente e sendo
descritas (Souza et al. 2020). A alta variabilidade genética dos begomovirus e a disseminagao
de vetores que os transmitem com alta eficiéncia favorece o surgimento de novas espécies.
Neste trabalho, uma visita a um campo de cultivo em Luzidnia e a coleta de uma planta de
tomate sintomatica resultou na descoberta e descricdo da nova espécie tomato begomovirus
MoLDi (ToMoLDiV).

Na planta de tomateiro (cv. AP533) coletada em Luzidnia, um DNA circular foi
detectado a partir de sua amplificacdo por RCA e digestdo com enzima de restri¢ao. O perfil
de restricdo da amostra apresentou quatro fragmentos de ~1.4, 0,9, 0,7 e¢ 0,5 kb, totalizando
~3.5 kb, em gel de agarose a 1% (Figura 5), indicando uma possivel infeccdo por

begomovirus com genoma bipartido.

Figura 5. Perfil obtido a partir da digestdo do produto do RCA da amostra MoLDi com
enzima de restricdo Mspl. M=marcador 1kb plus DNA Ladder (Invitrogen); l=amostra
MoLDi.

A partir do sequenciamento com a tecnologia Nanopore, contigs com alta identidade de
nucleotideos com DNA-A e DNA-B de begomovirus foram detectados e as sequéncias do
genoma completo de um potencial novo begomovirus foram identificadas. A confirmacao das
sequéncias foi realizada a partir do sequenciamento pela técnica de Sanger, onde foram
obtidas mais trés sequéncias: duas provenientes do sequenciamento do produto do RCA da
amostra MoLDi e do sequenciamento do clone C16A (DNA-A), e uma proveniente do
sequenciamento do clone BG14B (DNA-B).

A sequéncia do DNA-A obtida em sequenciamento por Nanopore e as sequéncias do
produto de RCA e do clone C16A, apresentaram alta identidade entre elas com apenas 0-2
nucleotideos diferentes. A sequéncia do clone C16A (depositada no GenBank no acesso

MW561191) tem 2.596 nucleotideos e foi utilizada nas andlises posteriores. A sequéncia do
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DNA-B proveniente do sequenciamento por Nanopore ¢ do clone BG14B, sequenciado pelo
método Sanger, apresentou sequéncia idéntica com 2.578 nucleotideos (GenBank
MW650837).

A analise da identidade de nucleotideos par a par feita no SDT (Figura 6) mostrou que o
genoma completo do DNA-A tem maior identidade com tomato golden leaf distortion virus
(81,65%; ToGLDV; acesso HM357456), enquanto o DNA-B compartilha a maior identidade,
de 82,57%, com tomato interveinal chlorosis virus-2 (ToICV2; acesso MK087039). Logo,
visto que o critério de demarcacdo de espécies no género Begomovirus ¢ de 91% de
identidade do DNA-A, concluimos que este isolado ¢ um novo membro do género, e o virus

foi tentativamente nomeado como tomato begomovirus MoLDi, com o acronimo ToMoLDiV.

ToMoLDIV Painwise identity (%) | MN518739_PepBLY Pairwise idertity (%)
KJ742421_SiMBov2 100 | HMS585442_SiMBovA 100
Y15034_PYMPV NC_037611_PawMV o
KJ174333_JMV 97 NC_040185_PawV
KY196218_ToMoLCV % MN508215_SbBMV o
KC706550_ToCMoV/ HMI585436_SoMBoV o
JF803253_TolCV 92 EF417916_ToYVSV
HM357456_ToGLDV %0 MN928613_TGW 88
MK087038_TolCv2 o DQ336352_ToMLCV o
MN518735_PepBLV ToMoLDiV
HM585435_SoMBoV 8 MK087039_TolCV2 83
MK423208_ToVCLDV 82 MT215018_ToMSDV ©
MN147863 ToMSDV N381822_TRYLCV

79 4

7

pBLV

HM585435_SoMBoV
pBLV

HM585442_SiMBoV1

74

NC_040185_PavMV
MN508215_SbBMV
HM585436_SoMBoV
EF417916_ToYVSV
DQ336352_ToMLCV
MT215018_ToMSDV

MK087038_TolCV2

KC706550_ToCMoV
MN518735_Pe
MK423208_ToVCLDV
MN147863_ToMSDV
JIN381822_TRYLCV

JF803253_TolCV

MN928613_TGVV

Y15034_PYMPV
KJ174333_JMV
KY196218_ToMoLCV
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Figura 6. Matrizes de identidade par a par dos genomas do DNA-A (A) e DNA-B (B) de
ToMoLDiV com os 12 virus mais proximos (identificados por andlise BLASTn) inferidas
usando a ferramenta de demarcacdo de espécies SDT. Os nomes completos dos virus sio
encontrados em: https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/ssdna-viruses/w/
geminiviridae/479/member-species-begomovirus.

A organizagdo genOmica observada ¢ essencialmente idéntica a de um begomovirus
bipartido do novo mundo, com o0 DNA-A contendo a ORF da CP no sentido viral e as ORFs
da Rep, TrAP, REn e AC4 no sentido anti-viral, ¢ o DNA-B contendo a ORF da NSP no
sentido viral, e da MP no sentido anti-viral.

A sequéncia conservada do nonanucleotideo geminiviral (5’-TAATATTAC-3") foi
detectada em ambos os componentes, na estrutura estavel denominada stem-loop, que marca o
sitio de clivagem do DNA para o inicio da replicacdo. Além disso, os provaveis sitios de

ligacdo da Rep (iterons) que ficam préximos ao TATA box, foram identificados em ambos os
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segmentos com as sequéncias TGTAA e TGTAC, sugerindo fortemente que os dois
componentes pertencem a mesma espécie viral.

Esses possiveis iterons foram observados em dois isolados de tomato mottle leaf curl
virus, enquanto outros isolados de begomovirus que sdo mais proximos de ToMoLDiV
apresentam outras sequéncias (Figura 7). O dominio relacionado ao iteron, FQLN, estava
presente na sequéncia de aminoacidos da proteina Rep e sdo idénticos ao observado em

isolados de ToMoLCV (AY049217, AY049215).

ToMoLDiV DNA-A GGTACAATTT..... AAAATGTAA-CTTGTACC-CA-TTTATAGA
ToMoLDiV DNA-B GGTACAATTT..... GAAATGTAA-CTTGTACC-CA-TTTATAGA
ToMoLCV_AY049217 GGTACAAGAA..... AAAATGTAA-CATGTACCAACA--TATAGA
ToMoLCV_AY049215 GGTACAAGAA..... AAAATGTAA-CATGTACCAA--TATATAGA
ToGLDV_HM357456 TACCCCGATT..... AATCGGTGTAAAGGGGTACAA-TATATACT
PepBLV_MN518735 TCTCCAATTG..... GAATTGGAG-ACTGGAGTACAATTTATACA
ToVCLDeV_MK423208 TCTCCAATTG..... GAATTGGAG-ACTGGAGTACAATATATACA
ToMoLCV_KY196218 GGTACCGGTT..... AATCGGTAGAACGGTACCCCAATATATACT
ToICV2_MK087039 GCTACCGATT..... AAACGGTAGT-TGGTAG-CTCTTATATAGT

Figura 7. Alinhamento da regido contendo TATA box (sublinhado) no DNA-A e DNA-B de
ToMoLDiV (negrito), e virus proximos com o nimero de acesso: tomato mottle leaf curl
virus (ToMoLCV), tomato golden leaf distortion (ToGLDV), pepper blistering leaf virus
(PepBLYV), tomato vein clearing leaf deformation virus (ToVCLDeV) e tomato interveinal
chlorosis-2 (ToICV2). As possiveis sequéncias dos iterons estdo agrupadas e real¢adas.

Nas andlises filogenéticas com o método da maxima-verossimilhanga, as arvores
filogenéticas foram geradas com 3.000 replicagdes de bootstrap, usando o modelo general
time-reversible para 0 DNA-A e o modelo Hasegawa-Kishino-Yano para o DNA-B. Apesar
da sequéncia do DNA-A ser mais préxima de ToOGLDV, na arvore filogenética ela agrupou-se
com tomato mosaic severe dwarf virus (ToMSDV; acesso MN147863; Figura 8a). Ja o DNA-
B agrupou-se com tomato interveinal chlorosis virus 2 (ToICV2; acesso MKO087039), no
mesmo clado com ToMSDV (acesso MT215018; Figura 8b).

Os resultados indicaram que o ToMoLDiV estd intimamente relacionado e mais
proximo aos begomovirus ToGLDV, ToMSDV e TolCV2. Sendo que o ultimo também foi
descrito a partir de uma amostra coletada na mesma regido, em 2015 (Rego-Machado et al.

2019).
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Figura 8. Arvores filogenéticas nio enraizadas de ToMoLDiV e os begomovirus mais
proximos geradas com o método da méaxima verossimilhanga (3.000 réplicas), realizado em
Mega X (Kumar et al. 2018) usando os modelos general time-reversible (a, DNA-A) e
Hasegawa-Kishino-Yano (b, DNA-B). Os valores de bootstrap estdo incluidos e os nomes
completos dos virus sdo encontrados em: https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online
report/ssdna-viruses/w/geminiviridae/479/member-species-bego movirus. Barra=substitui-
¢des por sitio.

O clone dimérico do DNA-A, C16A, foi inoculado em 103 plantas de 11 espécies
diferentes. Nenhuma planta apresentou sintomas claros de infeccdo viral, no entanto, a
extracdo do DNA e a PCR com os iniciadores degenerados PAR1c496 e PAL1v1978
confirmaram que o genoma viral movimentou-se sistemicamente em 12 das 103 plantas que
foram inoculadas, sendo uma de S. /ycopersicum cv. Santa Clara, trés de S. lycopersicum cv.
Lanai, trés de N. tabacum cv. Samsun, quatro de N. rustica e uma N. physaloides (Tabela 3).

A digestdo com a enzima de restricdo Mspl do produto de RCA das amostras positivas
para PCR resultou em trés fragmentos de DNA em gel de agarose a 1%, com tamanhos de ~
1,5 e 0,7 kb. A soma dos fragmentos observados ¢ de ~ 2,6 kb, correspondente ao tamanho
aproximado do DNA-A de ToMoLDiV. Isso sugere que o DNA-A pode ser infectivo para
algumas plantas, apesar de ndo induzir sintomas.

Na localidade onde a amostra foi coletada, o tomateiro para processamento ¢
continuamente plantado, pelo menos uma vez por ano. Além do ToMoLDiV e do TolCV2,
observa-se na area também a presenca do ToSRV (dados ndo mostrados), o begomovirus mais
amplamente disperso no Brasil (Mituti et al. 2019; Souza et al. 2020). Esses dados sugerem a
rica diversidade de espécies presentes nessa regido agricola, o que potencialmente promove a

emergéncia de novos begomovirus.
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Tabela 3. Deteccdo do DNA-A do begomovirus por PCR com iniciadores degenerados, 12
dias ap6s a inoculagdo do clone dimérico C16A em plantas de 11 espécies.

Espécie 1Agr01n20cul:¢\g:ao3 Total
C. amaranticolor 0/3 0/4 NA 0/7
C. annuum cv. lkeda NA 0/4 0/4 0/8
C. chinense cv. P1159236 0/3 0/4 NA 0/7
C. quinoa NA 0/4 NA 0/4
D. metel 0/3 NA 0/4 0/7
D. stramonium 0/3 0/4 NA 0/7
N. physaloides 1/3 0/4 0/4 1/11
N. rustica 3/3 1/4 NA 4/7
N. tabacum cv. Samsun 3/3 NA NA 3/3
N. tabacum cv. Xanthi NA 0/4 NA 0/4
N. tabacum cv. Turkish NA 0/4 NA 0/4
P. pubescens 0/3 0/3 NA 0/6
S. lycopersicum cv. Heinz 9553 NA 0/3 0/4 0/7
S. lycopersicum cv. Lanai NA NA 3/7 3/7
S. lycopersicum cv. Santa Clara 1/6 NA 0/4 1/10
S. lycopersicum cv. Sena NA NA 0/4 0/4

Total 12/103

O isolado de ToMoLDiV foi encontrado em uma cultivar suscetivel a begomoviroses
(AP533), logo, ndo ¢ conhecido se infecta ou causa sintomas em cultivares com genes de
resisténcia a begomovirus. A partir dos experimentos de agroinoculagdo do clone dimérico do
DNA-A, ndo foi possivel observar sintomas claros, apesar de o genoma viral ter sido
encontrado em algumas plantas. O clone dimérico do DNA-B ¢ necessario para que os
postulados de Koch sejam cumpridos, e sua clonagem estd em andamento para a realiza¢ao da
caracterizacdo bioldgica.

Na cultura do tomate, t€ém sido observadas mudancas significativas na composi¢do de
espécies de begomovirus. Independente das causas dessas mudangas, o constante
monitoramento das espécies conhecidas e a caracterizagdo das espécies novas nas lavouras ¢
muito importante. As novas espécies que emergem podem apresentar resisténcia aos genes
utilizados atualmente, podendo assim causar perdas dréasticas. Pensando nisso, os
levantamentos sdo essenciais para ajudar a desenvolver e manter cultivares resistentes
duraveis e eficientes.

Parte desse capitulo foi publicada na revista Archives of Virology, o texto completo da
publicacdo nomeada ‘“Nanopore sequencing of tomato mottle leaf distortion virus, a new

bipartite begomovirus infecting tomato in Brazil” encontra-se no anexo 1.
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CONCLUSOES

Foi descoberta uma nova espécie de begomovirus com genoma bipartido infectando um
tomateiro da cultivar suscetivel AP533 em lavoura de Luziania, no estado de Goias, € 0 nome
tomato begomovirus MoLDi (ToMoLDiV) foi proposto.

As andlises da amostra MoLDi confirmam a rica diversidade de espécies de
begomovirus que foi observada também em outras amostras provenientes da mesma regiao
produtora, onde ja foi descrita a espécie ToICV2, intimamente relacionada ao ToMoLDiV.

O DNA-A de ToMoLDiV aparentemente ¢ infectivo, porém nao induziu sintomas nas
espécies de plantas avaliadas, apos a agroinoculag@o do clone C16A.

E muito importante o monitoramento das espécies de begomovirus na regido produtora
de Luziania-GO, visto que o tomateiro para processamento ¢ plantado todos os anos € os
trabalhos anteriores ja indicaram alta diversidade e frequéncia no surgimento de novas

espécies.
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CAPITULO 3

Controle de B. tabaci, o inseto-vetor dos begomovirus,
utilizando RNA interferente (RNAI)
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INTRODUCAO

A mosca-branca Bemisia tabaci foi listada como uma das 100 espécies exodticas e
invasores mais importantes (Barbosa et al. 2014; van der Weijden et al. 2007). As moscas-
brancas causam sérios danos na cultura do tomateiro e sdo especialmente danosas devido a
sua capacidade de transmitir virus fitopatogénicos, principalmente os begomovirus (Kanakala
¢ Ghanim 2019).

A intensificacdo da atividade agricola e outros fatores, como o aumento da &rea
plantada com monoculturas e irrigacdo, o uso excessivo de pesticidas e fertilizantes e o
transporte de plantas e produtos vegetais pelo mundo, levaram a um aumento das populacdes
de B. tabaci, favorecendo sua disseminagdo e a consequente transmissdo de begomovirus. Ha
uma interacdo intima entre o virus, a mosca-branca e a planta; por exemplo, as populacdes de
moscas-brancas que se alimentam em plantas infectadas por begomovirus podem ter
fecundidade aumentada, causando um “feedback positivo” continuo, resultando em aumento
da incidéncia do virus e da infestacdo de populacdes de vetores (Seal et al. 2006).

O surgimento de variantes mais adaptadas de begomovirus e populacdes de moscas-
brancas mais eficientes na colonizac¢do de diferentes hospedeiras e transmissao de viroses sao
consequéncias coevolutivas inevitaveis auxiliadas pela interacdo entre virus, mosca-branca e
hospedeira; logo, variados métodos de manejo precisam ser empregados para controlar os
problemas causados por esse patossistema (Seal et al. 2000).

Um dos pilares do manejo ¢ focado na redugao das populagdes de moscas-brancas, isso
porque a diversidade genética aumenta em uma populagdo mais densa, o que pode resultar em
uma pressdo de selecdo que influenciard a diversidade dos begomovirus e favorecera o
surgimento de novas espécies (Colvin et al. 2004; Escriu et al. 2003; Seal et al. 2006).

Diversas medidas para o manejo da mosca-branca podem ser adotadas de forma
integrada. Entretanto, o controle quimico tem sido a principal forma de controle aplicada,
principalmente em cultivos abertos (Brito et al. 2009; Perring et al. 2018). Nos tltimos anos,
as populagdes de moscas-brancas t€ém demonstrado resisténcia aos produtos utilizados, com
relatos de gendtipos resistentes a mais de 60 principios ativos (Mota-Sanchez e Wise, 2021;
Horowitz et al., 2020). No Brasil, ja foram reportados altos niveis de resisténcia aos diversos
inseticidas usados com frequéncia, inclusive neonicotindides (Dangelo et al. 2018; Silva et al.
2009).

Esses problemas dificultam o controle efetivo das populagdes de moscas-brancas e

realcam a necessidade de integracdo de diferentes ferramentas de controle, aumentando as
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chances de desenvolvimento de programas de manejo econdmicos e sustentaveis (Perring et
al. 2018).

O mecanismo do RNAi ¢ um processo natural de regulacdo génica e defesa antiviral das
células eucaridticas que vem sendo utilizado no controle de pragas através do uso da molécula
de dsRNA com sequéncia-especifica ao gene-alvo para desencadear o mecanismo e silenciar
genes essenciais a sobrevivéncia de algum organismo (Scott et al. 2013; Upadhyay et al.
2013).

A descoberta do mecanismo de RNAi abriu um horizonte de opg¢des para o controle de
diversas pragas como lepidopteros, coledpteros, dipteros e hemipteros, sendo o seu uso para
este fim investigado ao longo dos anos (Gillet et al. 2017; Baum et al. 2007; Mao et al. 2007,
Yan et al. 2020; Mao e Zeng 2014; Murphy et al. 2016).

A resposta RNAi também foi confirmada em B. fabaci, e andlises do seu transcritoma
indicaram altos niveis de expressdo de proteinas associadas ao mecanismo (Upadhyay et al.
2013; Tian et al. 2019). Os trabalhos mostram a eficiéncia do silenciamento de varios genes
na mortalidade de moscas-brancas, e muitas op¢des relacionadas ao modo de entrega dos
dsRNAs especificos (Grover et al. 2018; Eakteiman et al. 2018; Shim et al. 2015; Vyas et al.
2017; Malik et al. 2016; Luan et al. 2013; Asokan et al. 2015; Raza et al. 2016; Yang et al.
2017; Thakur et al. 2014; Jain et al. 2019).

A tecnologia do RNAI tem sido associada a utilizagdo de plantas transgénicas, porém
abordagens ndo transgénicas com entrega de dsRNAs produzidos in vitro vém sendo
investigadas gragas a possibilidade de producdo de grandes quantidades de dsSRNA (Suhag et
al. 2020). O sucesso do silenciamento de genes-alvo a partir da alimentagdo de insetos com
dieta artificial contendo dsRNAs sintetizados in vitro trouxe facilidade e agilidade aos estudos
que tém o objetivo de verificar ou comparar fatores que influenciam a eficacia da resposta
RNAI, como organismo, genes-alvo, dosagens, dentre outros (Whyard et al. 2009; Terenius et
al. 2011; Scott et al. 2013; Vogel et al. 2019).

A aplicacdo do dsRNA produzido in vitro para o controle de moscas-brancas exige
pureza da molécula (Suhag et al. 2020). Atualmente ¢ possivel adquirir o dsSRNA ou sintetiza-
lo em laboratério com a utilizagdo de kits disponiveis no mercado. Em moscas-brancas,
dsRNAs sintetizados in vitro entregues em dietas artificiais ja foram usados com sucesso para
o silenciamento de proteinas como V-ATPase A, ribossomal protein 9 (RPL9) (Upadhyay et
al. 2011), glutathione S-transferase (Asokan et al. 2015), aquaporina, sucrase (Luo et al.

2017), dentre outras.

74



A alta disponibilidade de informagdes genéticas das moscas-brancas gera uma ampla
gama de opgdes de possiveis alvos. Os experimentos aqui descritos foram realizados com o
objetivo de rastrear e selecionar genes-alvo para avaliacdo dos efeitos do seu silenciamento
através da administracdo de dsRNAs sintetizados in vitro e entregues por via oral em dieta
artificial, antes da implementacdo da tecnologia com técnicas mais complexas e voltadas ao

uso em campo, como plantas transgénicas.
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METODOLOGIA
Selecao dos genes para a producio de dsRNAs

Os genes foram selecionados através de pesquisa na literatura em trabalhos cientificos
de andlises da expressdo génica de moscas-brancas. Foram selecionadas proteinas com
indicativo de expressdo abundante, que ao serem reduzidas poderiam levar a mortalidade de
moscas-brancas devido as suas funcdes (Geng et al. 2018; Wang et al. 2011; Kaur et al. 2017;
Wang et al. 2010).

As sequéncias dos RNAs mensageiros (mRNAs) de Loquacious (gene ID Bta01704),
Tuberina (gene ID Bta08468), Distroglicana (gene ID Bta00881), Laminina (gene ID
Bta05890) e HSP70 (gene ID Btal1631) de B. tabaci MEAM1 foram obtidas em um banco de
dados de genoma de moscas-brancas coletadas na Carolina do Norte, nos Estados Unidos
(Chen et al. 2016; Whitefly genome database 2021).

Os dsRNAs foram desenhados utilizando recurso computacional para o desenho
otimizado de dsRNAs - o servico online e-RNAi (www.dkfz.de; Horn e Boutros 2010). A
partir da sequéncia de mRNA, o e-RNAi gera diversas opgoes de dSRNAs com os respectivos
iniciadores usados para a sintese por transcri¢do in vitro. As sequéncias e os tamanhos dos
dsRNAs sao definidos de acordo com algoritmos que calculam a eficiéncia dos dsRNAs a
partir dos possiveis siRNAs gerados por ele. Foram escolhidos dois dsSRNA para Loquacious,
dois dsRNAs para HSP70 e um para cada um dos demais genes.

A escolha dos dsRNAs considerou pesquisas que mostraram que tamanhos entre 200 e
500 pares de bases sdo 6timos para a maioria dos insetos (Vogel et al. 2019). Os dsRNAs
escolhidos foram avaliados no programa si-Fi2l (Liick et al. 2019) e por BLASTn para
verificar a existéncia de efeitos fora do alvo, as moscas-brancas.

O programa si-Fi2l verifica efeitos fora do alvo através da divisdo da sequéncia de
dsRNA em pequenos RNAs, que sdo utilizados para sondar um banco de dados de sequéncias
de mRNAs na busca por sequéncias correspondentes (Liick et al. 2019). A andlises foram
executadas com o modo de alta sensibilidade, que usa parametros menos rigorosos na busca
por semelhangas entre sequéncias, projetado para localizar um nimero méximo de potenciais
efeitos fora do alvo.

Na analise BLASTn foi utilizado o algoritmo MEGABLAST descontinuo, que
identifica sequéncias de nucleotideos semelhantes, mas ndo idénticas, a partir da divisdo da
sequéncias em subsequéncias curtas. Os parametros dessa andlise sdo mais indicados para

verificar alinhamentos com sequéncias relacionadas a outros organismos (NCBI 2021).
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Obtencao dos dsRNAs

O dsRNA de tomato mosaic virus - ToMV (denominado dsToMV, 456 nucleotideos;
Rego-Machado et al., 2020), o dsLOQ-A e o dsHSP70-A foram sintetizados pela empresa
Genolution (Seul, Coréia do Sul; http://genolution.co.kr/agrorna/ordering/) e diluidos em agua
(tratada com 0,1% de DEPC e autoclavada) no laboratério. Inicialmente, no bioensaio 1 os
dsRNAs foram utilizados sem nenhum tratamento. Para os bioensaios 2 € 3, o dsToMV
sintetizado pela Genolution foi previamente precipitado com acetato de sodio e etanol, ou
dialisado com membrana de dialise (Sigma Aldrich) em agua tratada com DEPC por 16 h, ou
purificado com MEGAscript RNAi Kit (Life Technologies). Adicionalmente, devido a um
problema de alta mortalidade no controle dos bioensaios 1 ¢ 2, dsToMV foi sintetizado com
este kit para realizagdo do bioensaio 3. Para a sintese de dsToMV, dsLOQ-B, dsHSP70-B,
dsTUBE, dsLAMI e dsDIS com o kit comercial, inicialmente foram produzidos os fragmentos
de cDNA a partir do dsRNA de ToMV comercial (100 ng) e do RNA extraido de ~100
moscas-brancas da espécie MEAMI1, coletadas na criacdo da Embrapa Hortaligas (Gama-DF).

Para a extragdo do RNA, a amostra de moscas-brancas foi macerada em 250 pL de
Trizol (Thermo Fisher Scientific) e foram adicionados 25 pL de solucdo cloroférmio:etanol
absoluto (24:1). A mistura foi agitada vigorosamente, resfriada no gelo por 5 min e submetida
a centrifugagdo por 15 min a 4°C (13.000g). Apos a centrifugagdo, 100 a 120 pL do
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e foi adicionado um volume de
isopropanol. Foi realizada outra centrifugacdo a 13.000 g por 30 min, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi lavado com 500 pL de etanol 70% gelado sob centrifugacao a
13.000 g por 5 min. O &lcool foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 20 puL. de
H,O DEPC autoclavada. O tubo foi incubado a 65 °C por 5 min para facilitar a ressuspensio.
Os RNAs foram tratados com DNase RQI RNase-free (Promega), conforme as
recomendacoes do fabricante.

Os cDNAs foram amplificados por transcrigdo reversa com M-MLV Reverse
Transcriptase (Invitrogen) utilizando o iniciador dsToMV-R (Tabela 4) e iniciador
randomico. Os cDNAs foram amplificados em reacdo de PCR com Platinum High Fidelity
Tag DNA Polimerase (Invitrogen) e os iniciadores especificos, sem a regido do promotor T7
(Tabela 4). Os fragmentos de cada gene-alvo e de ToMV foram ligados em pGEM-T-Easy
(Promega) utilizando DNA Ligase (Invitrogen). A ligagdo foi dialisada com membrana de
dialise (Merck Millipore) e transformada em E. coli (DH10B) por eletroporacao. Os DNAs
plasmidiais foram extraidos utilizando protocolo descrito em Sambrook et al. (1989) e dois

clones de cada gene foram sequenciados para confirmacdo da correta clonagem na empresa
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Macrogen (Coréia do Sul). Apoés a confirmagao da clonagem, o plasmideo de um clone por
gene foi utilizado para producdo dos amplicons com iniciadores que adicionaram o sitio de
iniciacdo de transcricdo T7 na extremidade 5’ (Tabela 4) em reacdo de PCR com Tag DNA
Polimerase (Invitrogen).

Posteriormente, foram realizadas as reagdes de transcri¢do in vitro com o MEGAscript
T7 Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific). Cada uma das duas fitas de RNA foi
produzida separadamente e posteriormente misturadas, incubadas a 75 °C por 5 min e
esfriadas a temperatura ambiente para o anelamento das duas fitas complementares. Os
dsRNAs foram purificados utilizando Purelink RNA Mini Kit (Life Technologies), conforme

o protocolo do fabricante, e verificados em gel de agarose a 1%.

Tabela 4. Sequéncias dos iniciadores utilizados para a produ¢do de dsRNAs de ToMV e das
proteinas Loquacious, Tuberina, Distroglicana, Laminina ¢ HSP70. As letras minusculas
representam a sequéncia do promotor T7.

Nome Sequéncia (5’-3’)
T7dsToMV-F taatacgactcactatagggagaTACTCAATCACTTCTCCATCGCA
T7dsToMV-R taatacgactcactatagggagaGGTCCAGACCAACCCAGAC
dsToMV-F TACTCAATCACTTCTCCATCGCA
dsToMV-R GGTCCAGACCAACCCAGAC
T7Loq823F taatacgactcactatagggagaCTGATTCAGAGACTGTCCCGTT
T7Loql020R taatacgactcactatagggagaT TGAAGAAAAGCGAAGAAGTCC
Log823F CTGATTCAGAGACTGTCCCGTT
Loql1020R TTGAAGAAAAGCGAAGAAGTCC

T7Lami6312-F

taatacgactcactatagggagaTCAAACCAGTTGGCTCCTATTT

T7Lami6681-R

taatacgactcactatagggagaGGCTTTCTTCATCAATGTTTCC

Lami6312-F TCAAACCAGTTGGCTCCTATTT
Lami6681-R GGCTTTCTTCATCAATGTTTCC
T7Tubl1654F taatacgactcactatagggagaAAACAGAAGCAGCAGACATCAA
T7Tubl1854R taatacgactcactatagggagaGCGAAGGAAACATTCAAAAATC
Tub1654F AAACAGAAGCAGCAGACATCAA
Tub1854R GCGAAGGAAACATTCAAAAATC
T7Dis629F taatacgactcactatagggaga AGGTGTACCGTCTGAACAGGATA
T7Dis876R taatacgactcactatagggagaCAGCAAGATTTTTAATTGACGCT
Dis629F AGGTGTACCGTCTGAACAGGATA
Dis876R CAGCAAGATTTTTAATTGACGCT

T7dsHSP70-475-F

taatacgactcactatagggaga ACACAAAACAACCCCTTTTGTC

T7dsHSP70-773-R

taatacgactcactatagggagaCCCATTGAACACATCTCATCTC

dsHSP70-475-F

ACACAAAACAACCCCTTTTGTC

dsHSP70-773-R

CCCATTGAACACATCTCATCTC
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Coleta de moscas-brancas em diferentes fases de desenvolvimento para quantificaciao de
Loquacious e HSP70

Trés plantas de tomateiro (cv. Santa Clara) foram mantidas por 48 h no compartimento
de criacdo de moscas-brancas para oviposi¢cdo. As moscas-brancas adultas foram retiradas das
plantas e essas plantas foram transferidas para gaiolas de organza, que foram colocadas em
uma camara de crescimento mantida a temperaturas entre 26 ¢ 30 °C e fotoperiodo de 16 h.
Apos a eclosdo das ninfas, ~30 individuos do 1° ao 4° instares, € ~15 adultos foram coletados.
De cada planta de tomateiro foi retirada uma réplica bioldgica por fase de desenvolvimento.
Os individuos coletados foram imediatamente transferidos para microtubos de 1,5 mL
contendo 20 pL de Trizol (Thermo Fisher Scientific). Um pistilo foi usado para macerar as
amostras € o RNA total foi armazenado em freezer a -80 °C. O RNA foi extraido conforme
protocolo descrito anteriormente.

Bioensaios de alimentaciao em dieta artificial contendo dsRNAs

Todos os bioensaios foram realizados em tubos de polietileno de 50 mL com fundo
removido e fechado com tecido organza preso com um elastico. A parte superior do tubo foi
moldada em uma chama e coberta com duas peliculas de parafilme (Parafilm M), contendo a
dieta artificial entre elas. A paredes dos tubos foram cobertas com papel aluminio para induzir

o deslocamento das moscas-brancas em dire¢do a dieta (Figura 9).

Figura 9. Moscas-brancas se alimentando em solu¢do contendo dieta artificial em um dos
lados do tubo de polietileno coberto com papel aluminio.

Foram utilizadas moscas-brancas MEAMI1 provenientes da criacdo, mantidas em couve
na Embrapa Hortali¢as. Antes da realizacdo dos experimentos, algumas folhas de couve eram

destacadas e os adultos retirados. O peciolo das folhas foi inserido em recipiente limpo
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contendo agua e esses recipientes colocados em gaiolas mantidas em camara de crescimento
com temperaturas entre 26 °C e 30 °C e fotoperiodo de 16 h.

Os adultos com 1 a 5 dias de idade ap6s eclosdo foram utilizados nos experimentos. As
moscas-brancas foram transferidas para um recipiente escuro e aspiradas com um sugador
com uma ponteira fechada com organza na abertura maior e cortada na ponta menor. Apos a
transferéncia dos insetos para o tubo, estes eram mantidos em incubadoras a 28 °C.

Em todos os bioensaios as moscas-brancas mortas eram contadas e retiradas do fundo
do tubo a cada 24 h e, ao final, os individuos vivos também eram contabilizados para as
analises. Nos bioensaios 1, 2 e 3 a avaliacdo foi realizada até 48 h e nos ensaios seguintes até
120 h de experimento.

Inicialmente, foram realizados trés bioensaios com o objetivo de definir a dieta artificial
mais adequada, bem como comprovar a inocuidade do controle negativo, dsToMV, as
moscas-brancas. Cada bioensaio foi realizado em trés repeticdes por tratamento e ~30
moscas-brancas por repeticdo. No bioensaio 1, foram utilizados dsToMV, dsLOQ-A e
dsHSP70-A sintetizados pela Genolution na concentragdo de 1 pg/pL de dieta artificial (Dadd
e Mittler 1966). No bioensaio 2, apenas dsToMV em diferentes concentragdes preparadas de
duas formas, precipitado e dialisado, foi utilizado. Para realizacdo do bioensaio 3, a dieta foi
trocada por solucdo de sacarose a 30% e foram usadas diferentes concentragdes de dsToMV
(ndo precipitado, precipitado, purificado e sintetizado com kit comercial).

Uma vez definido o conteudo da dieta artificial mais adequado a realizagdo dos ensaios
e o controle negativo, foram utilizados dsRNAs para os genes-alvo sintetizados com kit
comercial na concentracdo de 0,5 pg/pL de solugdo de sacarose a 30% nos bioensaios
seguintes. Os dsRNAs para o silenciamento de Loquacious e HSP70 utilizados foram dsLOQ-
B e dsHSP70-B. Tratamentos controle com sacarose ¢ com dsToMV foram incluidos. A
contagem e retirada de moscas-brancas mortas e a substitui¢ao da dieta foi realizada a cada 24
h; ao final as moscas-brancas vivas foram contabilizadas para as analises.

Para avaliar os efeitos da ingestdo dos dsRNAs contra as proteinas-alvo, foram
realizados oito novos bioensaios que contabilizaram seis repeti¢des com dsLOQ-B, dsHSP70-
B e dsTUBE, nove repeticdes com dsDIS e doze repeti¢des com dsLAMI. Em cada repeti¢ao

foram usadas ~50 moscas-brancas.

Coleta de moscas-brancas para quantificacio da expressdo de Laminina
Ao final do experimento com dsRNA para o gene-alvo da Laminina (120 h),

aproximadamente 20 moscas-brancas vivas foram coletadas separadamente de 8 repeticdes
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dos tratamentos SAC e dsLAMI. As moscas-brancas foram transferidas para microtubos de
1,5 mL contendo 20 pL de Trizol (Thermo Fisher Scientific) e um pistilo foi usado para
macerar as amostras, que foram armazenadas em freezer a -80 °C logo em seguida. O RNA
das amostras foi extraido utilizando Purelink RNA Mini Kit (Life Technologies) e o reagente

Trizol (Thermo Fisher Scientific) conforme protocolo indicado pelo fabricante.

RT-PCR quantitativo para verificar niveis de expressao de Loquacious, HSP70 e Lami
nina em moscas-brancas

Os RNAs extraidos das amostras de diferentes fases de desenvolvimentos das moscas-
brancas e dos ensaios de dsLAMI foram tratados com DNase RQ1 RNase-free (Promega) e
utilizados para sintese dos cDNAs com iniciadores randomicos com a enzima M-MLV
Reverse Transcriptase (Sigma-Aldrich). Ambas as reacdes foram realizadas conforme as
orientacdes dos respectivos fabricantes.

O gene da Actina foi utilizado como controle endégeno com os iniciadores Actina-F e R
(Li et al. 2013). Os iniciadores especificos para Loquacious, HSP70 e Laminina (Tabela 5)
foram desenhados com auxilio das ferramentas PrimerQuest e OligoAnalyzer (Integrated
DNA Technologies), e cada par foi avaliado quanto a sua eficiéncia de amplificacdo em

reagOes com as diluigdes 10", 102 107 e 10™.

Tabela 5. Sequéncias dos iniciadores utilizados para verificar os niveis de expressdo das
proteinas Loquacious, HSP70 e Laminina por RT-PCR quantitativo.

Nome Sequéncia (5’-3°)
Actina-F TCTTCCAGCCATCCTTCTTG
Actina-R CGGTGATTTCCTTCTGCATT
Lami2972F TCGTGTACCCTTGTGTTTCTG
Lami3143R TCCATATTTTCCACGCCCTC
Loq529F TGCCTGGTGATGCCAGAAAT
Log653R TGTGGTAATCCCTCCTCGGT
HSP70-115F CCTTCCTACGTGGCCTTCAC
HSP70-229R TCTTCCAGCCATCCTTCTTG

A quantificagdo foi realizada em ensaios utilizando QuantiNova SYBR Green PCR kit
(Qiagen). As reagdes foram incubadas a 95 °C por 2 min e submetidas a 40 ciclos de 95 °C
por 5 s e 60 °C por 15 s no termociclador CFX96 Thermal Cycler (Bio-Rad). Para cada
réplica bioldgica foram realizadas trés réplicas técnicas. Os valores de cycle threshold (Ct)
mensurados foram normalizados em relagdo ao controle endogeno, e os niveis de expressao

-AACt
2 C

foram obtidos utilizando o método . Para a quantificagdo de Loquacious ¢ HSP70 nos

81



estadios de desenvolvimento, amostra do 1°-2° estadio ninfal foi utilizada como referéncia. A
expressdo de Laminina nos bioensaios com dsLAMI foi quantificada utilizando amostra do

tratamento de dieta artificial com sacarose (SAC) como referéncia.

Testes estatisticos e analise de sobrevivéncia

Para comparar a letalidade entre os tratamentos foram aplicados testes de comparagdes
multiplas de Tukey, que também foi utilizado na andalise de expressdo da Laminina. Analises
de sobrevivéncia e comparagdes entre pares com o método Holm-Sidak foram realizadas nos
ensaios das proteinas selecionadas como alvo (Loquacious, HSP70, Tuberina, Distroglicana e
Laminina). Os graficos e as analises foram obtidos com os programas Microsoft Excel 2011

(Microsoft Corporation) e Prism 9 (GraphPad Software).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Selecdo dos genes para silenciamento por RNAIi

Os genes-alvo que codificam as proteinas Loquacious, HSP70, Distroglicana (a e f3),
Tuberina e Laminina (sub-unidade o) foram selecionados para verificagdo dos efeitos da
alimentacdo de moscas-brancas com dsRNAs complementares a regides de suas sequéncias.

A “heat shock protein” (HSP70) tem fun¢do de protecdo contra choque térmico e de
chaperona; seu silenciamento em moscas-brancas foi realizado em ensaios que indicaram
letalidade média a alta devido a intolerancia a flutuacdes de temperatura, principalmente
quando os insetos sdo submetidos a temperaturas mais altas (Shim et al. 2015; Vyas et al.
2017; Li e Wan 2011). Os dsRNAs contra HSP70 foram desenhados e testados como um
indicador da ativagdo efetiva do mecanismo de RNAIi nas moscas-brancas.

A proteina Loquacious processa pré-miRNAs em miRNAs, estimulando a regulagao da
expressdo génica pos-transcricional que mantém os processos ligados ao metabolismo e ao
desenvolvimento dos insetos (Lucas e Raikhel 2013). O seu silenciamento em Drosophila
causou reducdo do tempo de vida e deterioracdo de tecido cerebral no inicio da idade adulta
(Liu et al. 2012).

A Tuberina ¢é classificada como supressora tumoral e regula o crescimento e a
proliferacdo das células (Saxton e Sabatini 2017). Sua supressdo em Drosophila causou
crescimento excessivo e aumento no tamanho das células (March e Bentley 2006; Tapon et al.
2001).

As proteinas Distroglicana e Laminina fazem parte do complexo conhecido como dys-
glicoproteico, sua estabilidade mantém funcdes essenciais do sistema muscular (Ehmsen et al.
2002). Ha relatos de degeneragdo muscular progressiva em larvas e adultos de Drosophila e
de inibicdo da emergéncia de adultos de moscas-brancas ap6s a desestabilizagdo do complexo
dys-glicoproteico pelo silenciamento da Distrofina (Bar et al. 2019; Taghli-Lamallem et al.
2008).

A partir das pesquisas em banco de dados e em publicagdes cientificas, estas proteinas
foram selecionadas como potencialmente promissoras para o controle de moscas-brancas. Os
dsRNAs de Loquacious e HSP70 selecionados no e-RNAi tém 496 (dsLOQ-A), 198 (dsLOQ-
B), 467 (dsHSP70-A) e 299 (dsHSP70-B) nucleotideos, enquanto dsTUBE, dsDISTRO e
dsLAMI tém 200, 248 e 300 nucleotideos, respectivamente. As analises com o programa si-
Fi21 e por BLASTn verificaram que ndo ha identidade de nucleotideos dos dsRNAs

escolhidos com mRNAs de outros organismos presentes nos bancos de dados (GenBank —
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NCBI), indicando que ndo existem efeitos relacionados a silenciamento desses genes em

organismos nao-alvos cujas sequéncias de referéncia estdo disponibilizadas.

Niveis de expressio de Loquacious e HSP70 em ninfas e adultos de moscas-brancas

A verificagdo dos niveis de expressdo dos genes-alvo selecionados nas fases de
desenvolvimento do inseto que se deseja controlar indica em qual fase o gene ¢ mais expresso
e tem maiores chances de causar letalidade quando silenciado.

Os genes Loquacious e HSP70 foram os primeiros a serem utilizados, entdo sua
quantifica¢do nas fases de desenvolvimento de B. fabaci foi realizada. Inicialmente, os testes
de eficiéncia de amplificacdo para RT-qPCR realizados com os respectivos pares de
iniciadores (Tabela 5) indicaram eficiéncias de 96% (Loquacious), 96% (HSP70) e 103%
(Actina), entdo os iniciadores sdo adequados para a realizacdo da quantificagdo relativa da
expressao de genes.

Os niveis de expressdo de Loquacious foram mais altos nos estddios ninfais,
apresentando um aumento do 1°-2° para 3° instar. Uma queda brusca foi observada a partir do
4° instar e na fase adulta em relagdo as fases ninfais (Figura 10). Tian et al. (2019) relataram
niveis de expressdo de Loquacious muito proximos nos estadios ninfais, mas ndo observaram
diminui¢do bruscas no 4° instar. Aqui, os adultos mantiveram a baixa expressdo apresentada
pelas ninfas de 4° instar. Como a diferenciagdo do sexo dos individuos ndo foi realizada na
nossa amostragem, ¢ possivel que a queda da expressao na fase adulta tenha sido causada pela
coleta de mais fémeas, j4 que os machos apresentam um aumento no nivel de expressao de
Loquacious na fase adulta em relacdo aos estadios ninfais (Tian et al. 2019).

A expressdo de HSP70 foi maior em 1°-2° instar do estadio ninfal, com um decaimento
a partir do 3° instar que persistiu até a fase adulta (Figura 10). Os niveis de expressdo de
HSP70 apresentam uma forte associacdo com as temperaturas as quais as moscas-brancas sao
submetidas e com o sexo dos individuos avaliados (Lii e Wan 2011). O decaimento dos niveis
de expressdo de HSP70 observados aqui podem ser explicados pelas temperaturas amenas,
entre 26 ¢ 30 °C, utilizadas na criagdo das moscas-brancas que foram coletadas. A expressdo
de HSP70 aumenta significativamente quando as moscas-brancas s3o submetidas a
temperaturas de 35 ° a 44 °C (Lii e Wan 2011).

Em contraste com os trabalhos ja publicados, esse ensaio indicou que os dois genes nao
seriam alvos promissores de silenciamento com o objetivo de controlar moscas-brancas
adultas ou ninfas, no caso de HSP70. Os resultados indicam que a melhor fase alvo seria a

ninfal para estes dois genes. Entretanto, sabe-se que conduzir bioensaios de alimentagcdo em
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dieta artificial com ninfas ¢ inviavel, devido a natureza séssil das ninfas. Muitos trabalhos
relatam a letalidade do silenciamento de HSP70 em adultos, e ainda nao ha relatos dos efeitos
do silenciamento de Loquacious em nenhuma fase de vida das moscas-brancas, assim,
decidiu-se pela continuidade da avaliacdo da ingestdo de dsRNAs contra esses genes
utilizando moscas-brancas na fase adulta. Dessa forma, foi possivel concluir que existe uma
expressdo diferencial de cada gene nas diferentes fases do inseto e isso precisa ser
considerado na analise dos resultados. O nivel de expressdo ndo foi avaliado para os demais

genes.
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Figura 10. Expressdo relativa dos genes para as proteinas Loquacious (barras cinzas) e HSP70
(barras vermelhas) em amostras do 1°-2°, 3° e 4° instares ¢ em adultos de mosca-branca.
Gene-alvo foi normalizado em relagdo ao gene da Actina e quantificado utilizando método 2
A Os valores sdo médias + erro padrio da média. A expressdo dos genes esta representada
utilizando como referéncia amostra 1°-2° instar.

Bioensaio 1 - Teste inicial com dsRNAs comerciais

No primeiro bioensaio foram investigados os efeitos da ingestdo de dsRNAs contra as
proteinas Loquacious e HSP70. Também foi avaliado o efeito da ingestdo de dieta contendo
os dsRNAs contra estas duas proteinas simultaneamente (tratamento dsHL). A moscas-
brancas foram alimentadas com dsRNAs sintetizados na empresa Genolution, que foram
diluidos em H,O DEPC autoclavada e adicionados a dieta artificial. O dsToMV foi
administrado para verificar a especificidade dos dsRNAs contra as proteinas-alvo

selecionadas.
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Apods 48 h de alimentagdo, foi observada uma taxa de letalidade de 23% no controle
contendo apenas dieta artificial (DA; Tabela 6). Esse valor é aceitavel, considerando que a
realizagdo dos procedimentos de transferéncia do inseto das plantas para os tubos ¢ altamente
estressante para as moscas-brancas. A alimentacdo com dsLOQ-A e de dsHSP70-A,
separadamente, causaram taxas de letalidade de 54 e 78%, e o uso dos dois dsRNAs
(tratamento dsHL) provocou um aumento na taxa de letalidade, que foi de ~95%.

Houve diferenca significativa entre os tratamentos dsHSP70-A e dsHL em relagdo a DA
(p<0,007 e p=0,0009), porém no tratamento DA, foi observada também diferenca em relagao
ao dsToMV (p<0,05). O tratamento dsToMV apresentou uma taxa de letalidade (64%) mais
proxima a observada nos tratamentos com os genes-alvo, dsLOQ-A, dsHSP70-A e dsHL, que

ndo apresentaram diferenga significativa em relacdo ao tratamento dsToMV.

Tabela 6. Taxas de letalidade de moscas-brancas no bioensaio 1 apds 48 h de alimentagdo em
dieta contendo dsRNAs adquiridos comercialmente.

Tratamento N° de mortas N° Letalidade
(48h) Total (%)
DA 27 117 23 a B*
BIOENSAIO | gsToMV 90 140 64b A
1 dsHSP-A 105 135 78b A
dsLOQ-A 77 143 54aA
dsHL 143 150 95b A

*As letras indicam as diferencas significativas com p<0,05 de acordo com teste de
comparagdes multiplas de Tukey. As letras mintsculas indicam diferenca em relacdo ao
tratamento DA e as maitsculas em relagdo a dsToMV.

A baixa taxa de letalidade obtida no controle contendo apenas dieta artificial indicou ser
um método util para a conducdo do experimento e manipulagdo das moscas-brancas. Foram
observadas taxas de letalidade elevadas (54, 78 e 95%) apds 48 h de alimentagdo das moscas-
brancas com dsRNAs para os genes-alvo Loquacious e HSP70, tanto separados (dsLOQ-A e
dsHSP70-A) quanto juntos (dsHL).

Como dsRNA de ToMV ¢ um dsRNA homoélogo a parte do genoma do virus
fitopatogénico tomato mosaic virus, era esperado que seu uso na alimentacdo apresentasse um
baixo efeito nas moscas-brancas, porém foi observada uma taxa de 64% de letalidade. A alta
taxa apresentada em dsToMV colocou em duvida as razdes da alta letalidade nos tratamentos
com os genes-alvo, se seria devido ao silenciamento ou devido a presenga de compostos

toxicos na suspensdo de dsRNA.
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Considerando a alta taxa de letalidade de dsToMV no bioensaio 1, o dSRNA comercial

de ToMV foi purificado para utilizagdo no bioensaio 2.

Bioensaio 2 - Purificacdo de dsToMYV por precipitacio com acetato de sodio ou dialise

O bioensaio 2 foi conduzido para verificar a hipdtese da presenca de compostos toxicos
nos dsRNA sintetizados pela empresa. Para isso, o dsToMV foi precipitado com acetato de
sodio e etanol e, em outro tratamento, dialisado em membrana de didlise em 4gua tratada com
DEPC. O dsToMV precipitado foi utilizado em duas concentragdes, de 0,3 e 0,5 pg/uL
(tratamentos P-0,3 e P-0,5) e dsToMV o dialisado foi utilizado a 1 pg/uL (tratamento D-1).

Foi observada letalidade de 39% no tratamento P-0,3, porém o aumento da
concentragdo do dsRNA para 0,5 pg/uL resultou em maior letalidade em P-0,5 (61%; Tabela
7). A letalidade de moscas-brancas em D-1 foi de 52%, menor do que a observada no
tratamento com a mesma concentracdo de dsToMV ndo precipitado (NP-1, do bioensaio 1).

Nao houve diferengas significativas entre os tratamentos.

Tabela 7. Taxas de letalidade de moscas-brancas no bioensaio 2 apds 48 h de alimentagdo em
dieta artificial contendo dsToMV adquirido comercialmente precipitado ou dialisado.

Tratamento N’ de mortas N° Letalidade
(48h) Total (%)
DA 145 408 36 a*
BIOENSAIO **NP-| 90 140 64 a
2 P-0,3 65 166 393
P-0,5 28 46 61 a
D-1 27 52 2a

*As letras indicam diferencgas significativas com p<0,05 de acordo com teste de comparagdes
multiplas de Tukey;

**0 tratamento NP-1 foi realizado no bioensaio 1, mas seus resultados estdo incluidos aqui
para fim de comparagao.

A maior letalidade de acordo com o aumento da concentragdo de dsToMV precipitado
observada nos tratamentos P-0,3 e P-0,5 indica que o processo de precipitagdo com acetato de
sodio ndo foi capaz de remover possiveis impurezas do dSRNA comercial. Visto que a taxa de
letalidade observada em P-0,5 foi bem préoxima da obtida com o uso do dsRNA ndo
precipitado em maior concentracdo (tratamento NP-1), esse processo de precipitacao

aparentemente foi ineficaz.
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A letalidade observada no tratamento D-1 indicou que o processo de dialise
possivelmente também ndo teve eficdcia na remocdo de moléculas toxicas. Apesar de D-1
apresentar menor letalidade (52%) comparada & mesma concentragdo do dsToMV nao
precipitado (NP-1), a taxa de letalidade ainda ndo ¢ a desejavel para controle com dsRNAs
inespecificos em experimentos de alimenta¢do em dieta artificial de moscas-brancas.

O tratamento DA apresentou maior letalidade (36%) do que a observada no bioensaio
anterior (23%). O aumento pode estar apenas relacionado a manipulagdo dos insetos ou pode
ser um alerta para possivel rejeicdo da mosca-branca a dieta artificial utilizada.

O objetivo do experimento de verificar a presenca de compostos toxicos nas solucdes de
dsRNAs ndo foi alcancado com a purificagdo por precipitacdo ou por didlise. A taxa de
letalidade de dsToMV continuou alta e a do controle com dieta artificial aumentou, por isso, o
bioensaio 3 foi realizado com o mesmo objetivo, porém com outros métodos de purificacao
empregados, com sintese de dsToMV com kit comercial e dieta artificial composta por

solugdo de sacarose a 30%.

Bioensaio 3 - Troca de dieta, purificacio e sintese de dsToMV com kit comercial

Com a realizagdo de precipitagdo e dialise do dsSRNA nao foi possivel diminuir as taxas
de letalidade de dsToMV e verificar presenca de compostos toxicos para as moscas-brancas.
No bioensaio 3 foi utilizada outra dieta composta por solu¢do de sacarose a 30% e duas
concentragdes de dsToMV ndo precipitado (1 pug/uL e 0,4 pg/pl), e 0,4 ug/ul de dsRNA
precipitado foram testadas para verificar a continuidade da alta letalidade mesmo com a troca
de dieta. Além disso, o MEGAscript RNAI Kit (Life Technologies) foi utilizado para purificar
0 dsToMV comercial e para sintetizar um novo dsToMV, com a mesma sequéncia.

A utilizacdo de 1 pg de dsToMV (comercial) ndo precipitado por pL de solugdo de
sacarose 30% (tratamento NP-1) apresentou taxa de letalidade de 78% (Tabela 8). O
tratamento com dsRNA ndo precipitado NP-0,4, e dsToMV precipitado, P-0,4, resultaram em
48 e 34% de letalidade, respectivamente. O dsToMV purificado com o0 MEGAscript RNA kit
(C-0,4) apresentou menor letalidade de moscas-brancas, de 26%, do que o dsToMV
sintetizado com o mesmo kit (Kit-0,4), que causou letalidade de 31%. O controle com solugao
de sacarose a 30% (SAC) apresentou 29% de taxa de letalidade.

A utilizagdo do dsToMV ndo precipitado (NP-1) continuou apresentando alta taxa de
letalidade (78%) com o uso de sacarose a 30% como dieta. Esse foi o Unico tratamento que
apresentou diferenga significativa em relagdo ao controle SAC (p<0,05). Conforme o

esperado, a utilizagdo de uma concentragdo menor em NP-0,4 resultou em letalidade
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ligeiramente mais baixa (48%). Esses dados e a baixa letalidade observada no controle (SAC)
descartam suspeitas de efeitos toxicos nas moscas-brancas devido as diferentes dietas e ndo a
solucao de dsRNA comercial.

Tabela 8. Taxas de letalidade no bioensaio 3, apds 48 h de alimentacdo das moscas-brancas
em solucdo de sacarose a 30% contendo dsToMV nao precipitado, precipitado, purificado e
sintetizado com MEGAscript RNAI kit.

Tratamento N° de mortas N° Letalidade
(48h) Total (%)
SAC 72 329 29 a*
BIOENSAIO NP-1 63 81 78 b
3 NP-0,4 44 9 54
P-0,4 25 73 34 a
€-04 25 97 262
Kit-0,4 26 84 31 a

*As letras indicam diferencgas significativas com p<0,05 de acordo com teste de comparagdes
multiplas de Tukey.

O uso de dsRNA precipitado na concentracdo de 0,4 ug/uL com sacarose (P-0,4) nesse
bioensaio apresentou letalidade mais baixa (34%). De acordo com esses experimentos e
outros testes pilotos nao incluidos, o processo de precipitagdo em alguns casos pode ser eficaz
e retirar impurezas, causando menor letalidade como ocorreu aqui. Em contrapartida, apés a
realizacdo de varias precipitacdes com resultados variaveis, foi observado que maior pureza
estava relacionada a obtencao de menor concentracdo do dsRNA ao final do procedimento.

Os tratamentos com dsToMV purificado e sintetizado com kit (C-0,4 e Kit-0,4)
apresentaram as menores taxas de letalidade, principalmente o purificado C-0,4, que
apresentou letalidade de 26% (Tabela 8), bem préxima a obtida no controle SAC. Apesar do
resultado com baixa letalidade, a purificagdo do dsRNA comercial com os produtos o
MEGAscript RNAI kit foi acompanhada pela perda de grande parte das moléculas. A perda
da alta concentragdo associada ao alto custo dos reagentes inviabiliza o uso dessa estratégia de
obtencdao de dsRNAs para experimentos de alimentacdo em dieta artificial que visam rastrear
e testar o efeito do silenciamento de diversos genes.

As taxas de letalidade em tratamentos controle com dsRNAs inespecificos em outros
trabalhos publicados sdo relatadas em torno de 25% apds cinco dias de alimentagdo
(Upadhyay et al. 2011; Asokan et al. 2015; Wang et al. 2017). Como o dsToMV ndo possui
sequéncias homologas conhecidas nas moscas-brancas, logo, as taxas de letalidade devem ser

proximas a esse valor, ndo ultrapassando a causada pela manipulacdo. Aqui, observamos que
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o dsRNA comercial contém moléculas toxicas a moscas-brancas, pois causaram letalidade de
64% (com DA) e de 78% (com SAC), entdo uma etapa de purificagdo do dsRNA ¢ requerida
para uso em bioensaios de alimentacdo em dieta artificial com esses insetos.

Apos os trés experimentos, concluimos que a purificacdo do dsRNA comercial, apesar
de reduzir a quantidade da molécula letal as moscas-brancas, tem eficacia variavel quando
feita por precipitagdo ou com os kits comerciais, podendo resultar em perda de reagentes e
materiais que tem custos elevados, ja que a taxa de recuperagdo de dsRNA (comercial) no
processo foi baixa (dados ndo mostrados).

O objetivo da proxima e principal etapa destes experimentos foi selecionar e avaliar os
efeitos do silenciamento de diversos genes, visando rastrear proteinas-alvo que tém potencial
para serem utilizadas no manejo da mosca-branca. Considerando os resultados obtidos nesses
bioensaios e 0s nossos objetivos, optamos por trabalhar com a produ¢do dos dsRNAs com kit

comercial - MEGAscript T7 Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific).

Efeitos da ingestao de dsSRNAs homologos aos genes selecionados

Apods os testes iniciais para definir a melhor estratégia de sintese e purificacdo de
dsRNAs, foram realizados experimentos para o silenciamento dos genes para as proteinas
selecionadas Loquacious, HSP70, Tuberina, Distroglicana e Laminina. No bioensaio 1, ndo
foi possivel avaliar os efeitos de dsLOQ-A e dsHSP70-A devido aos compostos presentes nos
dsRNAs comerciais que sdao toxicos as moscas-brancas, por isso as proteinas Loquacious e
HSP70 voltaram a ser testadas, porém com dsRNAs com sequéncias diferentes (dsLOQ-B e
dsHSP70-B). Como as moscas-brancas apresentaram baixa taxa de letalidade em resposta a
dieta composta por solucdo de sacarose a 30%, prosseguiu-se com ouso dessa dieta nos
experimentos com os genes-alvo.

A alimentacdo de moscas-brancas com o dsLOQ-B causou 13% de letalidade apos 5
dias. Foram observadas diferencas significativas entre as taxas de letalidade de dsToMV e
dsLOQ-B em relagdo a SAC (Figura 11B) e diferengas nas curvas de sobrevivéncia dos
tratamentos dsLOQ-B e SAC (Figura 11A), porém tais diferencas estdo relacionadas a maior
letalidade observada no controle SAC (27%) em relagdo aos demais tratamentos. A
administracao de 0,5 pg/ul de dsRNA contra o gene Loquacious em moscas-brancas por 120
h ndo provocou alta letalidade.

O tratamento com o uso de dsRNA contra a tuberina (dsTUBE) causou 24% de
letalidade em moscas-brancas apds 5 dias. Nao foram observadas diferencas significativas

entre as taxas de letalidade dos tratamentos (Figura 11D). A andlise das curvas de
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sobrevivéncia indicou diferenga entre os tratamentos dsTUBE e dsToMV (Figura 11C), que
apresentou 10% de taxa de letalidade. Assim como ocorreu no experimento com dsLOQ-B,
essa diferenga encontrada estd ligada a letalidade ligeiramente maior obtida no controle SAC
(25%), visto que também foi indicada diferenca significativa entre as curvas de sobrevivéncia
de SAC e dsToMV (Figura 11C). Isso indica que a alimenta¢do das moscas-brancas com 0,5

ng/ul de dsTUBE nao causou efeitos relevantes de letalidade.
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Figura 11. Curvas de sobrevivéncia log rank comparando efeitos da administracdo de sacarose
(SAC), dsToMV e dsRNAs contra o gene Loquacious (A) e Tuberina (C). Taxas de letalidade
obtidas ap6s 120 h de alimentacio com dsLOQ-B (B) e com dsTUBE (D). Estao
representadas as médias com o erro padrdo da média, e as diferencas significativas indicadas
com asteriscos, de acordo com teste de comparagdes multiplas de Tukey (em B e D).

As proteinas Distroglicana e Laminina fazem parte do complexo dys-glicoproteico que
liga a fibra muscular a matriz extracelular (Ehmsen et al. 2002). Trabalhos anteriores
relataram efeitos negativos em moscas-brancas apos o silenciamento da Distrofina, outra

proteina que faz parte desse complexo (Bar et al. 2019). Aqui, ap6s cinco dias de ingestdo de
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dsDIS visando silenciar Distroglicana, foi obtida taxa de letalidade de 20%. Nao foram
observadas diferencas significativas entre as taxas de letalidade e entre as curvas de
sobrevivéncia dos tratamentos controle com dsDIS (Figura 12A,B), indicando que a
alimentacdo com dsDIS também ndo causou efeitos relevantes nas moscas-brancas.

O uso de dsLAMI, também realizado com o objetivo de desestabilizar o complexo dys-
glicoproteico, resultou em 30% de letalidade em moscas-brancas. Nao foi encontrada
diferenca significativa entre a taxa de letalidade de dsLAMI em relagdo aos controles
dsToMV e SAC (Figura 12D), porém as comparacdes realizadas na analise de sobrevivéncia
indicaram diferenga significativa entre as curvas dos tratamentos dsLAMI e dsToMV, que

apresentou 19% de letalidade (Figura 12C).
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Figura 12. Curvas de sobrevivéncia log rank comparando efeitos da administracdo de sacarose
(SAC), dsToMV e dsRNAs contra a proteina Distroglicana (A) e Laminina (C). Taxas de
letalidade obtidas ap6s 120 h de alimentacdo com dsDIS (B) e com dsLAMI (D). Estao
representadas as médias com o erro padrdo da média e as diferengas significativas indicadas
com asteriscos, de acordo com teste de comparagdes multiplas de Tukey (em B e D).
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O uso de dsRNA contra a proteina Laminina apresentou os efeitos mais relevantes
dentre todas as proteinas-alvo selecionadas, por isso, os niveis de expressdo de Laminina nos
tratamentos realizados foram avaliados com o objetivo de verificar o silenciamento da
proteina nas moscas-brancas ap6s 120 h ingerindo continuamente dsLAMI.

Conforme o esperado, foi verificado que os niveis de expressdo de Laminina estavam
significativamente mais baixos em moscas-brancas alimentadas com dsRNAs do que no
tratamento controle, SAC (Figura 13). As moscas-brancas de dsLAMI expressaram
aproximadamente 45% menos o gene-alvo. A expressao em dsToMV também foi alta, porém

ndo apresentou diferenga significativa em relagdo a dsLAMI.
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Figura 13. Expressdo relativa do gene da proteina Laminina em adultos de mosca-branca apds
120 h de alimenta¢do com SAC, dsToMV ou dsLAMI. Gene-alvo foi normalizado em relagao
ao gene da Actina e quantificado utilizando método 2**“'. Os valores sdo médias + erro
padrdo da média. A expressdo dos genes esta representada utilizando como referéncia a
expressao na amostra SAC.

A avaliagdo da expressdo de Laminina nos insetos alimentados com dsLAMI indicou
que ha uma baixa deteccdo de RNA especifico de Laminina nos insetos, quando comparado
com moscas-brancas que ndo se alimentaram com o dsLAMI. Isso indica que a administragao
de dsRNAs induz o silenciamento génico e esta ¢ uma técnica promissora que necessita de
alguns ajustes no método.

Apo6s 120 h de alimentagdo em dieta contendo 0,5 pug/ul de dsHSP70-B, apenas 18%
das moscas-brancas morreram (Figura 14B). As comparagdes realizadas na andlise de
sobrevivéncia indicaram diferengas estatisticamente significativas entre os trés tratamentos
dsHSP70-B, dsToMV e SAC (Figura 14A), porém esse resultado ndo ¢ relevante e foi
resultado da letalidade mais alta apresentada em SAC, de 27% (Figura 14B). O silenciamento

do gene da proteina HSP70 ja foi relatado por alguns trabalhos como letal as moscas-brancas
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(Li e Wan 2011; Shim et al. 2015; Vyas et al. 2017), porém em nossos resultados essa

letalidade ndo foi observada.
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Figura 14. Curvas de sobrevivéncia log rank comparando efeitos da administragdo de sacarose
(SAC), dsToMV e dsRNAs contra a proteina HSP90 (A). Taxas de letalidade obtidas apos
120 h de alimentacdo com dsHSP70-B (B). Estao representadas as médias com o erro padrao
da média, e as diferengas significativas indicadas com asteriscos, de acordo com teste de
comparagdes multiplas de Tukey (em B e D).

Os efeitos da administracio de dsRNA contra os genes para as proteinas-alvo
Loquacious, Distroglicana, Tuberina e HSP70 foram de baixas taxas de letalidade, com
curvas de sobrevivéncia similares aquelas dos controles negativos, sem evidenciar os efeitos
negativos esperados.

A proteina Loquacious tem um papel importante na biogénese dos miRNAs,
importantes na regulagdo de processos essenciais no organismo dos insetos. A auséncia de
efeitos negativos apds seu silenciamento pode ter sido causada pela continuidade da expressao
de outras proteinas capazes de processar pré-miRNAs, como por exemplo a proteina
Argonauta-1 (Saito et al. 2005). Outra justificativa para o resultado seria a expressdo mais
elevada da proteina Loquacious em ninfas do que em adultos (Figura 10); portanto, estdo
sendo consideradas outras estratégias para realizacdo de experimentos que investiguem o0s
efeitos do silenciamento desse gene em ninfas.

Bar et al. (2019) entregaram dsRNAs a ninfas que estavam se desenvolvendo em folhas
de tomate a partir da inser¢do das raizes das plantulas em solu¢do contendo dsRNAs. Essa ¢
uma alternativa que pode ser empregada para a avaliagdo dos efeitos da ingestdo de dsLOQ,
dsDIS e dsTUBE por moscas-branca desde os primeiros estadios ninfais.

A auséncia dos efeitos esperados no tratamento dsHSP70-B (Lii e Wan 2011; Shim et
al. 2015; Vyas et al. 2017) pode ter ocorrido devido aos niveis de expressdo dessa proteina ser
mais baixo em adultos (Figura 10), como ocorreu em Loquacious, ou devido a expressao

compensatoria de um homologo. A alta expressdo de HSP70 ¢ essencial para a prote¢do
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contra o calor ¢ o experimento foi realizado em temperaturas de 26 a 30 °C, logo, a auséncia
de estresse térmico também pode ter contribuido para os resultados obtidos aqui.

A Dbaixa letalidade dos insetos apos ingestio de dsHSP70-B e dos outros dsRNAs
também pode indicar a ocorréncia de degradacdo dos dsRNAs por RNases no intestino das
moscas-brancas. Shim et al. (2015) observaram taxas de letalidade maiores que 40% apds o
silenciamento de HSP70 em moscas-brancas ap6s 120 h de alimentagdo. Apesar de muitos
autores relatarem a administragdo de dsSRNAs “sem prote¢ao” e sucesso no silenciamento com
a estratégia (Lii e Wan 2011; Vyas et al. 2017; Grover et al. 2018; Upadhyay et al. 2011),
outros vém alertando quanto a limitacdo imposta por essa degradacdo inespecifica dos
dsRNAs que leva ao decaimento da eficiéncia de silenciamento dos genes-alvo (Luo et al.
2017; Wang et al. 2016).

J& foram sugeridas op¢des para contornar o problema de degradagdo, como por exemplo
a conjugacdo dos dsRNAs a nanoparticulas antes da administracdo as moscas-brancas por via
oral. A conjugacdo com “Carbon quantum dots” (CQD) resultou em protecdo contra a
degradagdo por nucleases do intestino e aumentou a eficiéncia de silenciamento de diversos
genes-alvo. A eficiéncia de silenciamento de HSP40 em relagdo ao controle, por exemplo, foi
de 61,7% utilizando apenas dsHSP40 para 99,4% administrando dsRNAs conjugados com
CQD contra HSP40 e RNases (Kaur et al. 2020).

Outra opg¢ao ¢ a administragdo concomitante de dSRNAs contra os genes que codificam
as nucleases intestinais responsaveis pela degradacdo. Essa estratégia foi testada e também
reduziu a degradacdo nao especifica do dsSRNA e aumentou a eficacia do mecanismo de RNAi
em moscas-brancas (Luo et al. 2017). O uso de varios dsRNAs pode ser uma estratégia
potencial para prolongar a eficacia do controle, visto que as moscas-brancas ja sao conhecidas
pela vulnerabilidade a mutacdes genéticas e desenvolvimento de resisténcia (Grover et al.
2018).

Devido ao papel das proteinas Distroglicana e Tuberina, considera-se que baixa
letalidade observada ap6s a alimentacdo das moscas-brancas com dsDIS e dsTUBE pode ter
ocorrido devido a baixa eficiéncia do silenciamento por conta de fatores como a dose de
dsRNAs utilizada e/ou degradacdo dos dsRNAs no intestino. Ensaios que verifiquem a
expressdo dessas proteinas apos a ingestdo dos dsRNAs e a degradacdo desses dsSRNAs no
intestino serdo necessarios para maiores conclusdes sobre as taxas de letalidade observadas.

O uso do dsLAMI, apesar de apresentar letalidade abaixo da desejada, indicou alguma
tendéncia a letalidade nas andlises das curvas de sobrevivéncia. Embora tenha sido obtido um

resultado mais promissor com a ingestao de dsLAMI, nenhum dos dsRNAs causaram taxas de
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letalidade elevadas que justifiquem o avanco do seu uso para abordagens de entrega mais
complexas. Entretanto, a hipotese de degradacdo dos dsRNAs indicada pelos resultados
obtidos no tratamento dsHSP70-B sera investigada, pois pode estar atuando como principal
fator limitante para obtengdo de letalidades mais altas.

Para isso, serdo realizados ensaios com dsLAMI e o emprego de dsRNAs contra a
principal RNase que atua no lumen do intestino. O silenciamento da RNase visa reduzir a
degradagdo dos dsRNAs e aumentar a eficiéncia do silenciamento dos genes-alvo, para
verificar se os efeitos negativos serdo mais intensos e se resultardo em maiores taxas de
letalidade.

A técnica utilizada para a entrega dos dsRNAs as moscas-brancas, utilizando tubos com
membranas de parafilmes contendo a dieta artificial ¢ relativamente simples de ser executada,
entretanto alguns cuidados devem ser considerados para sua realizagdo. A correta
manipulacdo para a montagem inicial dos tubos e para a troca da dieta ¢ um fator que define o
sucesso do experimento. Adicionalmente, as mesmas dificuldades encontradas por Upadhyay
et al. (2011) para a manutencao de um niimero fixo de insetos por repeticdo foram enfrentadas
aqui.

Tomados os cuidados necessarios, 0 uso do dsRNA produzido in vitro com kit proprio
mostrou-se um método efetivo para a regulacdo da expressdo génica. Aqui, a ingestdo de
dsLAMI foi capaz de reduzir a expressdo génica da Laminina. A estratégia também foi
eficiente para indicar que a concentracdo de dsLOQ, dsDIS, dsTUBE e dsHSP70 “sem
protecdo” utilizada ndo foi eficiente e devem ser feitas mudangas na concentra¢do, na
composicdo ou nos estadios da mosca-branca avaliados. E importante frisar que a auséncia de
letalidade com o silenciamento de um gene selecionado também ¢ um resultado importante
para guiar os passos seguintes dos estudos relacionados ao controle das moscas-brancas

utilizando a tecnologia RNA..
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CONCLUSOES

Os niveis de expressdo da proteina Loquacious em moscas-brancas é maior até o 3°
estadio ninfal e hd decaimento a partir do 4°, indicando o estadio ninfal como mais adequado
para o silenciamento deste gene visando o controle do inseto.

A expressdo da proteina HSP70 decresce a partir do 3° estadio ninfal de moscas-brancas
criadas em temperaturas entre 26 e 30 °C, indicando que os estadios iniciais (1° e 2°) sdo alvos
mais adequados para o silenciamento deste gene visando causar a letalidade das moscas-
brancas.

O dsRNA comercial adquirido continha compostos toxicos as moscas-brancas e
precisou ser purificado antes do uso em bioensaios de entrega por via oral em dieta artificial.

A purificacdo de dsSRNAs comerciais tem eficiéncia variavel e pode gerar desperdicios e
custos adicionais devido a baixa taxa de recuperacdo de moléculas de dsRNA apods os
procedimentos.

O uso de dieta de solu¢dao de sacarose a 30% e de kits comerciais para a sintese do
dsRNA em laboratério ¢ a estratégia mais adequada para realizagdo de experimentos de
entrega de dsRNA por via oral em dieta artificial as moscas-brancas.

A administragdo de 0,5 pg/uL de dsRNAs contra os genes para as proteinas Loquacious,
Distroglicana, Tuberina e HSP70 por 120 h ndo causou efeitos letais ou interferéncias na
curva de sobrevivéncia dos insetos.

A baixas taxas de letalidade observadas podem estar relacionadas a baixa expressdao dos
genes em adultos, dose insuficiente para desencadear o mecanismo de RNAi ou degradagao
dos dsRNAs no intestino causando baixa eficiéncia de silenciamento.

A expressdo da Laminina decaiu no tratamento com ingestdo de dsLAMI e causou a
letalidade mais alta dentre os genes utilizados nesse trabalho, com diferenca significativa na
andlise de sobrevivéncia em relacdo a dsToMV. Aparentemente ha tendéncia de letalidade
como consequéncia de seu silenciamento, porém a eficiéncia pode ndo ter sido suficiente para
causar efeitos maiores, necessitando de doses mais altas de dsSRNAs ou técnicas que protejam
o dsLAMI contra a degradag@o no intestino.

A utilizacdo de alimentagdo em dieta artificial se mostrou como um método adequado
para o rastreamento de genes-alvo e, feitas as correcdes necessarias para diminuir a
degradagdo do dsRNA, estudos futuros com a Laminina, o gene mais promissor, serao

realizados para a obtengdo de maior eficiéncia de silenciamento.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os surtos de viroses nos campos de cultivo de tomateiro, causados pelas moscas-
brancas e os begomovirus transmitidos por elas, e as dificuldades para conter os prejuizos
decorrentes enfatizam a importancia das pesquisas relacionadas a esse patossistema. O
levantamento das espécies de begomovirus presentes nos campos de produgdo gera
informagdes essenciais que irdo auxiliar na detec¢do precoce de novas variantes e espécies.

A descricdo precoce de novas espécies ou variantes permite a verificacdo prévia de
caracteristicas do isolado que envolvem quebra de resisténcia dos genes utilizados, sintomas e
danos causados em cultivares resistentes, suscetiveis e/ou em outras espécies de plantas,
eficiéncia de transmissdo pelo vetor, dentre outros. O conhecimento dessas caracteristicas
contribui para o desenvolvimento e a implementacdo de medidas de controle duraveis e
eficientes.

A descricdo do tomato begomovirus MoLDi foi realizada nesse trabalho; algumas
caracteristicas moleculares ja foram verificadas a partir do seu genoma completo obtido por
sequenciamento com Tecnologia Nanopore e por Sanger. Para prosseguir com os estudos que
visam verificar seu potencial de impacto na cultura de tomate, o clone infeccioso do seu
DNA-A ja foi obtido e a construgdo do clone infeccioso do DNA-B estd em andamento. A
descoberta de ToMoLDiV confirma o aumento do surgimento de novas espécies que ¢
observado nessa cultura nos ultimos anos.

O manejo dos begomovirus envolve o controle adequado das moscas-brancas, sendo
essencial evitar densas populagdes com alta diversidade genética, que favorecem o
desenvolvimento de resisténcia aos produtos quimicos utilizados e o surgimento de novas
espécies de begomovirus, devido a continuidade da disseminagdo desses virus nos campos.

O surgimento de populagdes do inseto-vetor resistentes aos principios ativos utilizados
estd associado ao uso inadequado desses produtos quimicos. A ineficacia das técnicas atuais
para o controle das moscas-brancas serviu como um incentivo para os estudos que investigam
o uso do RNAIi para o controle dessas pragas. Pesquisas que buscam novos genes-alvo
potenciais permitirdo avangos necessarios para a posterior implementagdo dessa técnica no
campo.

No presente trabalho, a estratégia de entrega a moscas-brancas adultas de um dsRNA
sintetizado in vitro contido em uma dieta artificial foi utilizada para observar os efeitos de
letalidade apds a ingestdo de dsRNAs para o silenciamento dos genes das proteinas

Loquacious, Distroglicana, Tuberina, HSP70 e Laminina. Conforme observado em outros
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trabalhos cientificos presentes na literatura, foi verificado que essa abordagem ¢ adequada
para a rastreamento dos genes-alvo candidatos.

Um potencial maior foi observado no uso de dsLAMI, sintetizado para silenciar a
proteina Laminina. Sua ingestdo causou menor expressdo do gene da Laminina em relagdo ao
controle, uma letalidade de 30% e diferengas significativas entre a curva de sobrevivéncia do
tratamento alimentado com dsLAMI e o com o dsRNA controle, dsToMV.

Para continuidade dos estudos, o primeiro passo sera a verificagdo da degradagdo
inespecifica dos dsRNAs dentro do intestino dos insetos. Isso foi relatado como a principal
limitacdo para o sucesso do uso do RNAIi para o controle das moscas-brancas, devido a baixa
absor¢do de moléculas de dsRNAs que diminui significativamente a eficiéncia do
silenciamento.

Também serd realizada a administracdo dos dsRNAs para o silenciamento dos genes em
outros estadios de vida do inseto. A maior expressdo das proteinas Loquacious e HSP70 em
estadios ninfais do inseto reforca a necessidade do emprego de uma abordagem que permita a
troca da fase de desenvolvimento alvo. A quantificacdo da expressdo dos demais genes nas
diferentes fases de desenvolvimento também serd realizada para direcionar a continuidade ou
nao do uso dos seus dsRNAs para o controle das moscas-brancas.

Todos os resultados obtidos aqui contribuem para os avangos na busca pelo controle dos
begomovirus e das moscas-brancas que afetam o cultivo de tomate no pais e no mundo. Nao
foi possivel obter conclusdes que justifiquem o uso desses dsSRNAs com abordagens mais
avangadas como a expressdo em plantas, porém a continuidade das investigagdes iniciadas ird
gerar conhecimento capaz de contribuir futuramente para a tdo esperada implementagdo da

tecnologia RNAI para o controle das moscas-brancas no campo.
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Abstract

During a survey in a tomato field in Luziania (Goias State, Brazil), a single plant presenting
mottling, chlorotic spots, and leaf distortion was found. A new bipartite begomoviru
sequence was identified by the Nanopore sequence technology, and confirmed by Sanger
sequencing. The highest nucleotide identity match of the DNA-A component (2596 bases)
was 81.64% with tomato golden leaf deformation virus (HM357456). Due to the current
species demarcation criterion of 91% of nucleotide identity for DNA-A, we propose a new
member of the genus Begomovirus, named tomato mottle leaf distortion virus.

Viruses of the genus Begomovirus (family Geminiviridae) have emerged as important plant
pathogens in tropical and subtropical regions [1]. Begomoviruses have small, circular,
singlestranded DNA genomes and are vectored by whiteflies of the Bemisia tabaci species
complex. Their genome is arranged either in two components, referred to as DNA-A and
DNA-B, or in a single DNA-A component [2]. Begomoviruses have a wide diversity due to
high mutation [3] and recombination frequencies [4]. Notably, tomato plants are hosts to
several begomoviruses in Brazil, and the emergence of new species has been continuously
observed [5]. Here, we describe the sequence of a new bipartite begomovirus discovered
infecting tomato in Brazil.

During a survey in a processing tomato field in Luziania, Goias state, Brazil (16°18°50.8” S,
47°42°35.2” W) in April 2020, a tomato plant (cv. AP533) with severe symptoms of mottling,
leaf distortion, chlorotic spots, vein clearing, and leaf rolling (Fig. 1a) was observed. This
isolate was named #22682 isolate. Total DNA was extracted [6], and the viral circular DNA
was amplified using rolling-circle amplification (RCA, New England Biolabs — NEB,
Ipswich, USA). The RCA product was then partially digested with Pstl, Bglll, Ncol, and
EcoRI (NEB), pooled and sequenced using the Ligation Sequencing Kit (SQK-LSK109)
(Oxford Nanopore Technologies - ONT, Oxford, UK). Briefly, the digested DNA was treated
with NEBNext Ultra™ II End Repair/dA-Tailing Module (NEB), ligated to AMX sequencing
adapter with NEB Blunt/TA ligation Master Mix (NEB), and loaded onto the Flongle flowcell
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(FLO-FLG106) on a MinlON Mk1B (ONT). Raw FASTS files were base-called under high
accuracy mode (Guppy 4.4.2). Draft genomes were generated with TideHunter [7] and
polished with Medaka v1.2.3 (https://github.com/nanoporetech/medaka). The contigs were
transferred to Geneious 8.1.9 software (Biomatters Ltd. Auckland, New Zealand) and
analyzed using the BLAST algorithm. Contigs presenting high identity with DNA-A and -B
of begomoviruses were detected, and the full genome sequence of a potential new bipartite
begomovirus was identified. To confirm it, both DNA-A and —B were Sanger sequenced. The
DNA-A sequence was obtained from the direct sequencing of the RCA product, and from two
dimeric clones in pCAMBIA(0380 (Cambia Laboratory, Canberra, Australia), cloned after
partial digestion with Ncol (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). The DNA-B sequence
was obtained from a ligation of the RCA product digested with BglIl (NEB), adenylated with
Taq DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific), and cloned into pGEM-T Easy (Promega,
Madson, USA).

The assembled DNA-A genomes from the RCA product, two dimeric clones in pCambia, and
the Nanopore sequence contig were highly similar with 0-2 nucleotides mismatch. The clone
BG14 containing the DNA-B fragment was 100% identical to the Nanopore sequence. The
sequence of the DNA-A clone 16 (GenBank MW561191) was 2596 nt-long, while the DNA-
B was 2578 nt-long (GenBank MW650837). The genome organization was typical of
bipartite New World begomoviruses (Fig. 1b; DNA-A: CP, Rep, TrAP, REn, AC4; DNA-B:
NSP, MP). The conserved geminiviral nonanucleotide sequence (TAATATTAC) was
detected in both components, and they shared a common region of 180 nt with 98.33%
identity. Furthermore, upstream the TATA box, the putative Rep binding sites TGTAA and
TGTAC were identified in both segments, strongly suggesting that they are cognate DNA
segments. These putative core iteron sequences were observed in two tomato mottle leaf curl
virus (ToMoLCV) sequences, whereas other ToMoLCV isolates and the closest
begomoviruses contained other iteron-like sequences (Supplementary Fig. S1). The putative
iteron related domain FQLN was present in the amino acid sequence of the Rep protein,
identical to those observed in some isolates of ToMoLCV (AY049217, AY049215).

An SDT analysis [8] of the DNA-A showed the highest genome-wide identity of 81.64% with
tomato golden leaf distortion virus (ToGLDV, HM357456), while the DNA-B shared 82.57%

identity with tomato interveinal chlorosis virus-2 (TolCV2, MK087039) (Supplementary Fig.

S2). Since the current species demarcation criterion of Begomovirus is 91% nucleotide
identity of the DNA-A, we conclude that this isolate is a new member of the genus, and the
name tomato mottle leaf distortion virus (ToMoLDiV) is proposed. Although ToMoLDiV
DNA-A sequence is closer to ToGLDV, it clustered in a phylogenetic tree with tomato
mosaic severe dwarf virus (ToMSDV) (Fig. 2a). The DNA-B clustered with TolCV2 (Figure
2b) in the same branch with TOMSDV. ToMoLDiV is thus closely related to ToGLDV,
ToMSDYV, and ToICV2.
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Fig. 1 a. Tomato plant (cv. AP533) showing mottling, leaf distortion, chlorotic spots, vein
clearing, and leaf rolling symptoms collected in Luziania, Goias state, Brazil. b. Genome of
ToMoLDiV containing two segments, and coding 5 ORFs in DNA-A and 2 ORFs in DNA-B.
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Fig. 2 Phylogenetic unrooted trees of ToMoLDiV and the closest begomoviruses generated
with the maximum likelihood method (3000 replications), performed in Mega X [9] using the
general time-reversible (a, DNA-A), and Hasegawa-Kishino-Yano (b, DNA-B) models, after
aligning with MUSCLE [10]. The bootstrap values are shown at the nodes. The complete
virus names are found in: https://talk.ictvonline.org/ictvreports/ictv_online report/ssdnaviru
ses/w/geminiviridae/479/member-species-begomovirus. Bar = substitutions per site.
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