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AVALIACAO DA DIVERSIDADE DE BEGOMOVIRUS EM TOMATEIRO EM TRES

POLOS DE PRODUCAO DE TOMATE PARA PROCESSAMENTO DO BRASIL

Resumo - Ao longo de muitos anos, a producdo de tomate sofreu grandes perdas,
chegando a até 100% em algumas areas no Nordeste brasileiro. Esses problemas resultaram
na transferéncia do centro de producdo de tomate destinado a industria ao Centro-Oeste do
pais, onde se encontra a maioria das fabricas processadoras atualmente. Um dos fatores que
contribuiu fortemente para o desastre econdmico na producdo de tomate do Nordeste foi a
ocorréncia da begomovirose, causada por virus transmitidos por moscas-brancas. Tais virus
foram caracterizados pela primeira vez (em tomateiro) em meados da década de 70 e
comegaram a causar grandes danos a partir da década de 90, coincidindo com a introducgéo do
bidtipo B de Bemisia tabaci. Desde entéo, diversos trabalhos tém sido publicados tratando de
assuntos como diversidade, caracterizacdo, determinacdo da gama de hospedeiros, interacfes
entre planta e patdgeno assim como patégeno e vetor, evolucdo, predominancia,
epidemiologia, dentre outros. O presente trabalho teve por objetivo analisar a diversidade de
begomovirus presentes em tomateiros destinados ao processamento industrial em trés regides
produtoras do Brasil: Luziania (GO), Morrinhos (GO) e Ribeirdo Preto (SP). As amostras
foram coletadas no ano de 2008 de plantas que apresentavam sintomas como mosaico,
deformacdo foliar e clorose internerval. O DNA total foi extraido das amostras e a presenca
de begomovirus foi detectada por PCR utilizando-se os primers universais pAL1v1978 e
pAR1c496. Apos a confirmacdo, uma andlise do perfil de RCA-RFLP foi realizada para a
avaliacdo preliminar da diversidade através da observacdo dos padrdes de restricdo. Houve
uma maior diversidade de perfis em S8o Paulo, seguido de Morrinhos e Luziania. Os
diferentes padrées foram selecionados e os fragmentos de DNA-A viral foram clonados,

totalizando 104 clones do componente A gendmico sendo, 33 de Ribeirdo Preto, 35 de
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Luziénia e 36 de Morrinhos. Todas as sequéncias obtidas apresentaram elevada identidade
com o Tomato severe rugose virus (ToSRV), indicando sua prevaléncia em todas as regides
estudadas. A identidade entre isolados coletados na mesma regido variou de 99,2 a 100% para
as trés regides. A maior diferenca, embora pequena, foi observada entre isolados de Luziania
quando comparada com isolados de Morrinhos e Ribeirdo Preto. Na andlise filogenética, os
isolados de S&o Paulo ficaram fortemente agrupados, enquanto os de Luziania e Morrinhos
formaram sub-grupos menores misturados entre si. Os resultados indicam que o0s virus
molecularmente identificados como isolados de ToSRV apresentam alta semelhanca entre si,
sendo que os isolados de SP aparentemente evoluem independentemente dos isolados de GO,
provavelmente desencadeado pela distancia que separa as regides produtoras dos dois estados.
Apesar disso, pdde-se observar diferencas entre os isolados caracterizados nesse trabalho com
aqueles caracterizados em anos anteriores, mostrando que ocorreram mutacdes especificas
que foram preservadas em novos isolados, ja que as sequéncias cadastradas em bancos de
dados publicos permaneceram agrupadas entre si e com alguns isolados de Ribeirdo Preto,
enquanto os isolados desse estudo agruparam-se entre si. A maioria das mutacOes
nucleotidicas que ocorreram foram de purina para purina e de pirimidina para pirimidina e a
maior parte delas ocorreu na rep e na cp, indicando que tais ORFs possam ser hotspots de
mutacdo no ToSRV. O presente estudo mostra que o ToSRV é um dos principais
begomovirus a ser enfocado em programas de melhoramento genético de tomateiros para fins

de processamento.

Palavras-chave: geminivirus, begomovirus, diversidade, tomate, TOSRV, predominancia.

Orientadora: Alice Kazuko Inoue Nagata (UnB; Embrapa Hortalicas — CNPH)



BEGOMOVIRUS’ DIVERSITY AVALIATION IN TOMATO FROM THREE BRAZIL’S

TOMATO PRODUCTION CLUSTERS DESTINED FOR PROCESSING

Abstract - Over many years, tomato production had suffered huge losses, sometimes
reaching up to 100% losses in some areas in northeastern Brazil. These problems promoted
the transference of the processing tomato production center to the midwest region of Brazil,
where the majority of the processing industries is present nowadays. One of the factors that
strongly contributed to this economic disaster on the northeast tomato production was the
occurrence of begomoviruses, caused by whitefly-transmitted viruses. Such viruses were
characterized for the first time (in tomato) in the mid 70’s and they began to cause
considerable damage from the 90’s on, coinciding with the introduction of the B biotype of
Bemisia tabaci. Since then, several studies have been published addressing issues such as
diversity, characterization, determination of the host range, plant-pathogen and pathogen-
vector interactions, evolution, prevalence, epidemiology, among others. The present work
aimed at the analysis of the begomovirus diversity present in tomato plants destined to
processing from three production areas of Brazil: Luziania (GO), Morrinhos (GO) and
Ribeirdo Preto (SP). The samples were collected in 2008 from plants with symptoms such as
mosaic, leaf distortion and interveinal chlorosis. The DNA was extracted from the samples
and the presence of begomoviruses was detected by PCR using the universal primers
pAL1v1978 and pAR1c496. After the confirmation, RCA-RFLP was carried out to enable a
preliminary analyzes of the diversity through the comparison of their digestion patterns. The
diversity was higher in Sdo Paulo, followed by Morrinhos and Luziania. The different
patterns were selected and the begomoviruses cloned, in a total of 104 DNA-A clones (33
from Ribeirdo Preto, 35 from Luziénia and 36 from Morrinhos). All the obtained sequences

shared a high identity with Tomato severe rugose virus (ToSRV), indicating its prevalence in
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all studied regions. The identity of the isolates collected in the same region ranged from 99.2
to 100% in all three regions. The major difference, although small, was observed among
Luziania’s isolates when compared with Morrinhos’ and Ribeirdo Preto’s isolates.
Furthermore, the phylogenetic tree showed a grouping of the Sdo Paulo’s samples, while
Luziania’s and Morrinho’s samples were clustered together. The results indicate that the
viruses molecularly identified as ToSRV share high similarity between each other, and that
the isolates from SP apparently evolved independently from the GO isolates, probably due to
the distance that separates the production areas of both states. Nevertheless, it could be
observed some differences when they were compared with viruses from the same species that
were characterized previously, showing that there was some particular mutations that were
preserved, since the sequences from the databases were clustered with some Ribeirdo Preto’s
isolates, while the others formed another group. The majority of the nucleotide mutations was
observed from purine to purine and from pyrimidine to pyrimidine bases and mostly were in
the rep and cp regions, indicating that those ORFs may be hotspots of mutation in the ToSRV
genome. The present study shows that the ToSRV is one of the major begomoviruses to be

focused in breeding programs of tomatoes for processing.

Key-words: geminivirus, begomovirus, diversity, tomato, TOSRV, prevalence.

Supervisor: Alice Kazuko Inoue Nagata (UnB; Embrapa Vegetables — CNPH)



1. INTRODUCAO

Dentre os virus que afetam a cultura do tomateiro, encontram-se 0s begomovirus. Séo
virus pertencentes a familia Geminiviridae, conhecidos por suas particulas icosaédricas
incompletas e geminadas, cujo genoma é composto de DNA de fita simples circular. Os virus
desse género sdo transmitidos pelo aleirodideo Bemisia tabaci e a rapida emergéncia de tais
virus provavelmente ocorreu devido a introdugdo do bidtipo B, conhecido por ser muito
polifago e apto a colonizar diferentes hospedeiros, incluindo o tomateiro. Os begomovirus do
novo mundo sao bipartidos (isto é, contém o DNA-A e DNA-B) e possuem ORFs tanto no
sentido viral quanto no viral-complementar que codificam proteinas de replicacdo, fator de
transcricdo, amplificacdo da replicacdo e capa protéica no DNA-A e ORFs que codificam
proteinas responsaveis pelo movimento célula-a-celula do virus e transporte do DNA através
do envelope nuclear no DNA-B. Em relacdo a classificacdo taxondmica, o Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) estabeleceu uma série de critérios taxondmicos,
sendo que o principal deles consiste na analise da comparacgéo entre 0 DNA-A dos isolados.
Por esse critério, a identidade nucleotidica inferior a 89% de um isolado representa uma
espécie distinta em relacdo ao outro. Ao longo dos anos, varias espécies de begomovirus
foram descritas no Brasil, e trabalhos anteriores sugerem que a predominancia de uma espécie
sobre uma outra varia de acordo com a regido do pais. No entanto, ainda sdo escassas as
informac0es a cerca da diversidade e variacdo intra-especifica dos begomovirus que infectam
0 tomateiro no Brasil. E importante que haja a realizacio de estudos de diversidade a fim de
dar suporte aos programas de melhoramento e aos estudos de evolucdo e epidemiologia

molecular.



2. OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo principal, o estudo da diversidade dos virus do género
Begomovirus em tomateiros destinados ao processamento industrial das regides de Morrinhos
(GO), Luziania (GO) e Ribeirdo Preto (SP), localizados nos dois maiores estados produtores

de tomate do tipo rasteiro do Brasil.



3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos desse trabalho foram:

- Realizar a diagnose de begomovirus nas amostras coletadas;

- Extrair o DNA viral de folhas de tomateiro que apresentavam sintomas de

begomovirose, coletadas em trés regides produtoras;

- Analisar o perfil de RCA-RFLP para a verificagdo preliminar de diversidade dos

begomovirus;

- Utilizar o padrdo de bandas para identificacdo da espécie de virus presente nas

amostras;

- Selecionar as amostras mais divergentes e clonar o DNA-A dos begomovirus

presentes nas amostras das trés regides em estudo;

- Sequenciar completamente o0 DNA-A dessas amostras;

- Analisar a relacdo entre essas amostras através da construcéo de arvore filogenética e

observacdo de mutacdes e padrbes existentes entre as amostras.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. A cultura do tomate

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) pertence a familia Solanaceae e tem sua
origem na Bolivia, Equador e Peru e chegou a Europa através do México, onde foi cultivado,
sendo que no século XVIII, o tomate j& era consumido em diversos paises europeus (da Silva

& Giordano, 2000).

O tomateiro é uma das hortalicas mais cultivadas no Brasil, tendo como fatores
positivos, sua resisténcia ao transporte e sua baixa perecibilidade, além de ser uma hortalica
muito versatil em termos de utilizacdo tanto in natura como industrializada, o que justifica

sua grande popularidade (Espinoza, 1991 & Gualberto et al., 2002).

A cadeia de producdo de tomate rasteiro € uma das mais importantes para o
agronegocio no pais. Alem da prépria producdo de tomate em si, essa cultura também
movimenta industrias relacionadas a embalagens, insumos, equipamentos de irrigacdo e
maquinas agricolas (Fig. 1). Assim, a cultura do tomate para processamento industrial, torna-
se uma das principais fontes de renda regional (Melo & Vilela, 2004). As industrias
processadoras podem ser caracterizadas como de primeiro processamento ou segundo
processamento. As de primeiro processamento sao responsaveis pela manipulacdo da matéria-
prima bruta, para obter produtos semi-industrializados como a polpa concentrada ou
cubeteados. Esses produtos sdo entdo destinados as industrias de segundo processamento, que
transforma essa matéria-prima bruta em produtos mais sofisticados com maior valor
agregado, como extratos, purés, molhos e catchups, que se destinam ao consumidor (Nuevo,

1994).



Embalagens

Aditivos

Coadjuvantes —

Equipamentos

Mercado
Sementes Setor de Setor de Consumidor
Fertilizantes Setor Primeiro Segundo Final e
Defensivos > Agricola Processam. — Processam. —> Exportagéo
Méquinas e ‘
Equipamentos
>
Instituicbes Mercados:
Industrial
Setor de apoio Institucional
Transporte, Consumlidor Final
Energla, Exportacéo
Armazenagem
(a frio, convencional)

Figura 1: Fluxograma de Nuevo (1994) da cadeira produtora de tomate rasteiro e as inddstrias relacionadas que

sua producéo envolve.

O cultivo do tomate destinado ao processamento industrial no Brasil comegou no
inicio do século XX, no Municipio de Pesqueira — PE. A partir da década de 50, com a
instalacdo de industrias processadoras em Sao Paulo, o cultivo dessa hortalica foi ampliado
para outras regides (da Silva & Giordano, 2000). Na década de 80, as industrias processadoras
eram predominantemente localizadas no Nordeste e no Estado de S&o Paulo. Com o decorrer
dos anos, a producdo de tomate rasteiro aumentou significativamente, devido ao éxito da
producdo dessa hortalica no Centro-Oeste (Goids e Minas Gerais) e também pela melhoria
tecnoldgica na producdo do Estado de Séo Paulo. A producdo no Nordeste sofreu com a traca

do tomateiro e com a introducdo do biétipo B de Bemisia tabaci, além da falta de tecnologia



presente nos outros Estados produtores (Camargo et al., 2006). Desde 1990, a cultura vem se
expandindo na regido Centro-Oeste devido as caracteristicas edafo-climéticas dessa regido,

que favorecem o cultivo do tomate rasteiro (Melo & Vilela, 2005).

No ano de 2010, a producéo de tomate rasteiro no Brasil foi de 1.796.000 toneladas,
chegando a quinta colocacdo na producdo mundial de tomate para processamento, atrds
apenas da Italia, Espanha, Califérnia e China (WPTC, 2011). Dados da producdo de tomate
no Brasil, no ano de 2010, mostram que Goias, S&o Paulo e Minas Gerais possuem as maiores
areas plantadas e quantidades produzidas dessa hortalica. O Estado de Goias atingiu uma
producdo de 1.377.322 toneladas, seguido de Sdo Paulo com 647.793 toneladas e Minas

Gerais com 492.323 toneladas (IBGE).

Para o desenvolvimento deste trabalho, trés regifes produtoras foram selecionadas,
duas em GO (Morrinhos e Luziania) e uma em SP (Ribeirdo Preto). O Municipio de Luziania
foi responsavel pela producdo de 54.250 toneladas de tomate rasteiro, enquanto Morrinhos
produziu 199.800 toneladas e Ribeirdo Preto 1.658 toneladas no ano de 2010 (Fig.2).

Ano 2010 Ribeirdao Preto Luziania Morrinhos

Quantidade produzida 1658 54250 199800 toneladas
Valor da producao 2338 29970 mil reais

Area plantada 26 2220 hectares
Area colhida 26 775 2220 hectares
Rendimento médio 70000 90000 Kg/ha

Figura 2: Dados de producdo de tomate rasteiro no ano de 2010 dos trés municipios em estudo. Fonte: IBGE.

Na época da coleta das amostras, a mosca-branca (vetor dos begomovirus) nem
sempre estava presente nos campos de Luziania e o problema com begomovirus era
esporadico. Atualmente o quadro ¢ diferente. J& em Morrinhos, a mosca-branca esta sempre
presente e 0 problema com esses virus € muito grande. Em Ribeirdo Preto, o vetor nem
sempre estd presente e ha begomovirus nas plantas de tomate, mas ndo chega a ser um

problema.
10



4.2. Familia Geminiviridae

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), os virus da
familia Geminiviridae sdo conhecidos por apresentarem genoma composto de DNA fita
simples circular, que varia de 2,5 a 3,0 kb, encapsidado em particulas icosaédricas geminadas
(Lazarowitz, 1992). No ano de 1974 foi relatado que as particulas dos virus relacionados ao
maize streak e beet curl top disease sdo de morfologia geminada e quasi-isométricas (Bock et
al., 1974; Mumford, 1974). Trés anos depois foi demonstrado que os genomas do Maize
streak virus (MSV) e Bean golden mosaic virus (BGMV) sdo constituidos de DNA fita
simples circular (Harrison et al., 1977; Goodman, 1977). Os trabalhos posteriores de Haber et
al. (1981), Bisaro et al. (1982) e Hamilton et al. (1982) demonstraram que para alguns desses
virus (BGMV e TGMV) o genoma é dividido em dois componentes. No ano seguinte, em
1983, 0 ACMV foi caracterizado e demonstrado o seu genoma bipartido (Stanley, 1983;
Stanley & Gay, 1983). Logo em seguida, 0s genomas de outros virus (monopartidos) também
foram caracterizados: MSV, BCTV e TPCTV (Howell, 1984; Mullineaux et al., 1984; Stanley

et al., 1986; Briddon et al., 1996).

A familia Geminiviridae é composta por quatro géneros, que sao divididos de acordo
com a organizagdo genémica, inseto vetor e gama de hospedeiras. Esses virus podem possuir
genoma monopartido ou bipartido. Os quatro géneros que compdem a familia Geminiviridae

sdo Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus e Begomovirus (Stanley et al., 2005).

Género Mastrevirus: a espécie tipo é o Maize streak virus. Os critérios de demarcacéo
de espécie nesse género consistem da identidade da sequéncia nucleotidica com valor <75%
como o limiar para o estabelecimento de uma nova espécie; propriedades biologicas do virus;
trans-replicacdo de componentes gendmicos; caracteristicas da proteina capsidial; espécie do

vetor; gama de hospedeiras e fenotipo dos sintomas. Os virus desse género possuem genoma

11



monopartido e sdo transmitidos por cigarrinhas a monocotiledéneas em sua grande maioria

(revisado por Fauquet et al., 2003; Stanley et al., 2005).

Género Curtovirus: a espécie tipo é o Beet curly top virus. Os critérios taxondmicos
para esse género sdo 0s mesmos dos mastrevirus, com a unica diferenca no valor de
identidade utilizado para a demarcagdo de nova espécie. Para os curtovirus, o valor é <89%.
Os curtovirus sdo monopartidos também sdo transmitidos por cigarrinhas a dicotileddneas

(revisado por Fauquet et al., 2003; Stanley et al., 2005).

Geénero Topocuvirus: a espécie tipo € o Tomato pseudo-curly top virus. Os critérios
sdo 0s mesmos dos curtovirus e atualmente esse género possui apenas uma espécie, de
genoma monopartido. O inseto-vetor € um membracideo (Micrutalis malleifera), que
transmite o virus para plantas dicotiledéneas (revisado por Fauquet et al., 2003; Stanley et al.,

2005).

Género Begomovirus: A espécie tipo desse género é o Bean golden yellow mosaic
virus. Os critérios adotados para a demarcacdo de espécie nesse género sao: o numero de
componentes gendmicos; organizacdo gendmica; identidade nucleotidica <89% sugere nova
espécie; propriedades bioldgicas do virus; trans-replicacdo de componentes genémicos;
capacidade de gerar pseudorecombinantes viaveis; caracteristicas da proteina do capsideo;
gama de hospedeiras e fenotipo dos sintomas. Esses virus podem ter genoma monopartido ou
bipartido e seu inseto-vetor é o aleirodideo (popularmente conhecido como mosca-branca)

Bemisia tabaci (revisado por Fauquet et al., 2003; Stanley et al., 2005).
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4.3. Introducdo de estirpe e variante como niveis taxonémicos para

begomovirus

Em 2000, foram publicadas sugestdes e diretrizes de padronizagdo da nomenclatura
para 0s novos geminivirus identificados (Fauquet et al., 2000). Com relagdo a demarcacdo de
espécies, em 2003 foi estabelecido pelo ICTV o valor de 89% de identidade nucleotidica para
0 genoma completo do DNA-A, como o limiar para que seja estabelecida uma nova espécie
no género Begomovirus (Fauquet et al., 2003). Com o passar dos anos, diversas espécies
foram sendo descritas e o fato de que esses virus sofrem constante recombinacéo, fez com que
novos virus, levemente diferentes das espécies descritas, fossem sendo relatados. Os
especialistas no género acharam necessaria a criagdo de novos niveis taxondémicos a fim de
uma melhor compreensao no estudo desses virus, e por isso comegaram a adotar “estirpe” e
“variante” como niveis taxonOmicos abaixo de espécie (Fauquet & Stanley, 2005). No
trabalho publicado em 2008 por Fauquet e colaboradores, foram propostos critérios de
demarcacdo para estirpe e variante. Para isso, foi feita a comparacdo do genoma completo
(DNA-A) de 672 isolados. Nessa analise, foram observados dois picos entre os valores de 85
a 100% de identidade, resultando na demarcacao dos valores de 85 a 93% como estirpes e de
94 a 100% como variantes. As estirpes podem diferir em temos de biologia, sorologia ou
molecularmente. Ja as variantes podem diferir levemente no genoma, eficiéncia de

transmissao ou sintomas.

A nomenclatura dos begomovirus quanto ao nome da espécie é feita da seguinte
maneira: Nome da hospedeira + nome do sintoma + “virus”. O nome da espécie deve estar
em italico e com a primeira letra da primeira palavra em maidsculo. Um exemplo é Tomato
yellow leaf curl virus. Cada virus tem seu acronimo, e nesse caso seria TYLCV. Apesar de
existir essa regra, os estudiosos desse género de virus visualizaram a necessidade de uma

complementacdo aos nomes dos virus devido ao grande nimero de espécies, estirpes e
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variantes que comecaram a ser relatadas. O que ficou sugerido no trabalho de Fauquet et al.
(2008) foi que os pesquisadores passassem a dotar a seguinte nomenclatura: Nome da
espécie, descritor de estirpe (sintoma, hospedeira, local ou uma letra) + [descritor de
variante (pais:local:[hospedeira]:ano)]. Um exemplo é East African cassava mosaic virus,

Tanzania [Tanzania:Yellow vein].

No nono relatério publicado pelo ICTV, foram reconhecidas cerca de 214 espécies de
geminivirus, sendo que mais de 190 pertencem ao género Begomovirus. J& existem mais de

100 espécies com o genoma completo disponivel no banco de dados. (Brown et al., 2011).

4.4, Caracteristicas gendmicas dos begomovirus

Quanto a organizacdo gendmica, 0s mastrevirus sdo os mais diferentes dentro da
familia Geminiviridae (revisado por Palmer & Rybicky, 1998). Ja os curtovirus, topocuvirus e
begomovirus sugerem uma origem evoluciondria comum e mais recente por possuirem
organizacdo gendmica parecida, diferindo apenas em alguns genes e fungbes dos mesmos

(Stanley et al., 2005).

Os begomovirus do Novo Mundo possuem genoma bipartido (DNA-A e DNA-B). O
DNA-A é responsavel pela replicacdo, regulacdo da expressdo de genes, supressdo do
silenciamento e encapsidacdo, enquanto o DNA-B codifica proteinas responsaveis pela
movimentacdo do virus célula a célula, determinacdo da gama de hospedeiras e
desenvolvimento de sintomas (revisado por Rojas et al., 2005). Os dois componentes
gendbmicos possuem cerca de 2.600 bases cada e ndo possuem homologia entre si, com a
excecdo de uma pequena regido de 200 bases, chamada de regido comum, que é altamente
conservada em cada espécie (Harrison, 1985). O DNA-A possui cinco ORFs: AV1 (codifica a

proteina cp), AC1 (proteina rep), AC2 (proteina trap), AC3 (proteina ren) e AC4. A rep é
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responsavel pela replicacdo do genoma viral. Sua funcéo é se ligar ao sitio de iniciacdo da
replicacdo (na regido comum) e separar uma das fitas de DNA da forma replicativa (fita
dupla), iniciando assim o processo. A AC4 é responsavel por contrariar a resposta da
hospedeira a expressdo da rep. Ja a proteina trap, € um fator de transcricdo que atua in trans
nos genes cp e nsp, além de atuar na supressdo do silenciamento génico, enquanto a proteina
ren é responsavel por amplificar a replicacdo viral. A cp € a proteina capsidial, que é essencial
para que haja a transmissdo do virus pelo seu vetor. Com relagdo ao DNA-B, duas ORFs estéo
presentes: BC1 (codifica a proteina mp) e BV1 (proteina nsp). A proteina mp possui funcao de
movimentacdo do virus célula-a-célula, enquanto a nsp promove a movimentacdo do DNA
viral através do envelope nuclear, fase que é necessaria para que haja a infeccdo sistémica
(Fig. 3). Com relacdo aos begomovirus que possuem apenas uma molécula de DNA, a
proteina responsavel pela movimentacdo do virus, esta presente juntamente com as outras

descritas no DNA-A dos bipartidos (reviséo por Rojas et al., 2005).

Os begomovirus bipartidos necessitam da presenca tanto do DNA-A quanto do DNA-
B para que seja estabelecida a infeccdo (Hamilton et al., 1983; Stanley, 1983), apesar de ja
existirem estudos sobre a capacidade do DNA-A sozinho estabelecer uma infecgédo sistémica,

como por exemplo o Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) (Galvéo et al., 2003).

q CR < CR
Acs 4 / \
DNA-B
AC1 4
(Rep) ' BV1
BC1 e " (NSP)
(MP) V-

AC2 (TrAP)

Figura 3: Exemplo de organizacdo gendmica de um begomovirus bipartido. Rojas et al., 2005.
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4.5. Replicacdo dos begomovirus

A replicacdo dos begomovirus ocorre no ndcleo da célula hospedeira e se da pelo
mecanismo de circulo rolante (Saunders et al, 1991; Stenger et al., 1991), em que um
pequeno primer de RNA da inicio a sintese de uma fita complementar ao DNA viral,
formando um intermediario de fita dupla (Donson et al., 1984; Saunders et al., 1992). Esse
intermediario acumula-se em grandes concentracfes na célula infectada e atua como molde
para a sintese de mRNAs virais. Para a sintese desses mMRNAs, ambas as fitas da forma
replicativa sdo utilizadas, assim gerando trés mRNAs com sequéncias complementares ao
DNA-A e um com sequéncia igual ao DNA-A. O mesmo ocorre no DNA-B, com um mRNA
de sequéncia complementar e um com sequéncia igual ao DNA-B. A replicacdo se inicia com
a sintese da fita complementar ao genoma viral (forma replicativa). Entdo ha a interacdo da
proteina rep com o loop altamente conservado da regido comum. Nos geminivirus essa
sequéncia € TAATATTAC (Laufs et al., 1995; Heyraud-Nitschke et al., 1995; Stanley, 1995).
Tal sequéncia nucleotidica forma a origem de replicagdo juntamente com iterons. Os iterons
sdo altamente especificos a rep, participando assim da iniciacdo da replicacdo e controle da
expressdo dos genes no sentido complementar (revisio por Hanley-Bowdoin et al., 1999). E
essa especificidade da regido do iteron com a proteina rep que faz com que a rep de um virus
seja incompativel com a origem de replicacdo de outro virus. O DNA-A é bastante
recombinogénico, o que possibilita a propensdo ao surgimento de recombinantes que 0s
begomovirus possuem. Isso é possivel, pois 0 DNA-A tende a doar sua origem de replicacao a
outros componentes (Roberts & Stanley, 1994; Hou & Gilbertson, 1996; Stanley et al., 1997;
Saunders & Stanley, 1999; Saunders et al., 2002). Apds a interacdo da proteina rep com o
sitio de iniciacdo da replicacdo, novas fitas de DNA viral sdo sintetizadas por um processo
chamado de circulo rolante. Nesse processo, a fita complementar € utilizada como molde para

a formacdo de uma longa fita simples de DNA contendo véarias unidades gendmicas
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(concatamero). Essa longa fita é entdo clivada gerando monémeros, que sdo encapsidados. O
DNA-A se replica independentemente do DNA-B, mas para que o virus seja infeccioso, €
necessaria a presenca de ambos (Gutierrez, 1999; Gutierrez, 2000; revisado por Zerbini Jr. et

al., 2002).

A replicacdo desses virus reverte a célula vegetal a um estado de divisdo celular.
Normalmente os virus infectam células vegetais ja diferenciadas, ou seja, que ndo estdo em
processo de sintese de DNA. Esses patdgenos, porém, necessitam de proteinas da hospedeira
para completar sua replicacdo. Com esse objetivo, sdo capazes de ativar a transcricdo dos
genes da hospedeira que estdo envolvidos na sintese das proteinas que necessitam. Esse
processo resulta em consequéncias graves para a planta, justificando assim, os sintomas
severos causados por esses virus. Outro fator relacionado a expressdo de sintomas, € a
movimentacdo celula a célula do virus, que leva a um desarranjo do transporte intercelular,
levando ao surgimento de sintomas da infeccdo (Faria & Zerbini, 2000; revisado por Zerbini

Jr. et al., 2002).

4.6. Um breve historico dos geminivirus

Ao contrario do que é observado para virus animal, a maioria dos virus de plantas
possui genoma composto por RNA. Isso sugere que tais virus necessitaram de uma série de
modificacdes para driblar as dificuldades impostas a um virus com genoma composto por
DNA. Das familias formadas por virus que infectam plantas, apenas trés possuem DNA como
material genético: Caulimoviridae, Nanoviridae e Geminiviridae. Um fato interessante a ser
observado € que 0s nanovirus e o0s geminivirus possuem DNA fita simples e genoma
multipartido, enguanto os caulimovirus possuem DNA fita dupla e genoma monopartido,

assim como 0s demais virus de procariotos, invertebrados e vertebrados, o que sugere uma
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evolugdo para adaptacdo com relacdo ao fato de possuirem apenas uma fita (Rojas et al.,

2005).

Dentre os virus que infectam plantas, os geminivirus sdo bem caracterizados, isso
devido ao pequeno tamanho de seu genoma; a sua replicacdo ser baseada em DNA de fita
dupla, que permite facil manipulacdo no processo de clonagem; e ao desenvolvimento de

métodos de inoculacdo ndo-dependentes de vetor (Rojas et al., 2005).

Os relatos de doencas causadas por virus em plantas sdo muito antigos. A primeira
descricdo esta em um poema japonés do século VIII. Nele, é descrito o sintoma causado por
um virus que hoje sabe-se ser um geminivirus (Saunders et al., 2003). A partir de 1900
doencas causadas por virus da familia Geminiviridae comegaram a chamar a atencéo, uma vez
que estavam levando a grandes perdas em diversas culturas (Kheyr-Pour et al., 1991; Navot et
al., 1992; Dry et al., 1993; Bedford et al., 1994; Rochester et al., 1994; Konate et al., 1995;
Padidam et al., 1995; Bezerra et al.,1997). O estudo desses virus, porém, nao era amplo, pois
0 pequeno tamanho, o fato de ficarem restritos ao floema e a dificuldade em purificar sua
particula a partir de tecidos de plantas infectadas restringiam seu conhecimento. Nessa época,
0s virus dessa familia comecavam a ser relacionados com a presenca dos insetos no campo.
As grandes perdas causadas por esses virus levaram a esfor¢cos que resultaram na

caracterizacao do primeiro geminivirus, no final dos anos 70 (Matyis et al., 1975).

Fatores que foram cruciais para a emergéncia de geminiviroses foram o aumento da
populacdo e da distribuicdo dos insetos vetores, a dependéncia da monocultura e o transito de
plantas entre as diferentes regibes do mundo. Atualmente, os geminivirus afetam grandes
culturas como feijdo, algodao, mandioca, curcubitaceas, milho, pimenta e tomate (Rojas et al.,

2005).
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Os geminivirus sdo responsaveis por grandes perdas na producdo de diversas culturas.
Um exemplo de geminivirus que ¢ um grande causador de prejuizo é o African cassava
mosaic virus (ACMV). A Africa é o maior produtor mundial de mandioca e um dos patogenos
mais amplamente distribuidos no pais é o ACMV. Esse virus, pertencente ao género
Begomovirus, foi descrito pela primeira vez em 1894 e, desde entdo, passou a ocorrer também
em outros lugares como Madagascar, Zanzibar, india, Seychelles e Java. Esse ¢ um dos
agentes causais da doenca do mosaico da mandioca (Cassava mosaic desease - CMD). O
vetor desse virus € a mosca-branca, que também coloniza plantas de algodéo, tabaco e batata-
doce. A partir de 1920, o ACMV passou a causar grandes perdas no Leste da Africa e com o
decorrer dos anos também no Oeste e Norte do pais. Em 1987 o virus ja estava presente em
todas as areas onde se cultivava a mandioca, com incidéncia maior que 80% em todas elas

(Fauquet & Fargette, 1990 & Pita et al., 2001).

O curtovirus Beet curly top virus (BCTV), pertence ao género Curtovirus e € um dos
grandes problemas no Ocidente dos Estados Unidos, podendo causar doenca em cerca de 300
espécies de 44 familias boténicas, afetando o cultivo de beterraba sacarina, pimenta,
curcubitaceas, espinafre, feijao e tomate (Soto & Gilbertson, 2003). No inicio do século XX,
esse virus desestabilizou a viabilidade da producéo de beterraba sacarina nos Estados Unidos
devido a grandes perdas na producdo. Apesar de ja terem sido desenvolvidas cultivares com
maior tolerancia ou resisténcia parcial, o BCTV ainda traz dificuldades para o cultivo de

diversas culturas (Stenger & McMahon, 1997).

Maize streak disease (MSD) é uma geminivirose causada por um complexo viral que
tem o Maize streak virus (MSV) como agente causal (género Mastrevirus) e € uma das
doencas mais importantes na Africa e ilhas vizinhas, afetando a cultura do milho, que é a mais
importante da regido. A producdo persistentemente baixa e as epidemias causadas por esse

virus prejudicam a saude e desenvolvimento social da populacdo africana. Atualmente, ja
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foram descritas 11 estirpes de MSV (MSV-A ao MSV-K) (Owor et al., 2007 & Monjane et
al., 2011). Desses, apenas 0 MSV-A ¢ capaz de infectar o milho. A estirpe “A” tem cinco
subtipos que sdo distribuidos diferentemente ao longo do continente africano. Mesmo com o
uso de genotipos de milho resistentes ainda é dificil o controle dessa doenca (Owor et al.,

2007 & Monjane et al., 2011).

Em 1965 foi reportado pela primeira vez por Costa, o begomovirus Bean golden
mosaic virus (BGMV), que se tornou o principal causador de danos no cultivo do feijoeiro no
Brasil. As perdas chegaram a 100%, prejudicando tanto a producéo quanto a qualidade dos

gréos (Faria & Maxwell, 1999).

Outro virus bastante disseminado da familia Geminiviridae ¢ o Tomato yellow leaf
curl virus (TYLCV), um geminivirus monopartido também transmitido pela mosca-branca e
pertencente ao género Begomovirus (Lapidot et al., 1997 & Moriones & Navas-Castillo,
2000). O TYLCV afetava o tomateiro na década de 60 no Oriente Médio e, a partir da década
de 70, grandes perdas comecaram a ser registradas devido a esse virus, levando a perdas que
chegavam a 100% da producdo. Ao final dessa década, o TYLCV estava presente em todas as
areas produtoras de tomate do Oriente Médio. J& na década de 80, foi relatada a presenca de
doenca TYLCV-like no Sudeste da Asia, assim como a Africa Oriental e Ocidental. O
TYLCV também foi introduzido ao Oeste da bacia do Mediterraneo, além de novas areas
como Ird, Uzbequistdo, China e ilhas do Caribe, pela primeira vez no Novo Mundo. A
propagacao desses virus (assim como outros virus) seguiu a propagacao de seu vetor (Bemisia
tabaci biotipo B) pelo mundo. Nas diferentes regies do mundo, varios geminivirus estdo
presentes e em cada local, hd& um prevalente. Alguns outros exemplos de geminivirus ja
descritos sdo0 Tomato leaf curl virus (TLCV) na india e Australia, Tomato golden mosaic
virus (TGMV) no Brasil, Tomato mottle virus (TMoV) na Fldrida, dentre outros (Czosnek &

Laterrot, 1997).
20



Com relagdo aos begomovirus em tomateiro, antes da introducdo do bidtipo B de
Bemisia tabaci, poucos casos de begomoviroses eram relatados. No inicio da década de 60 foi
relatada pela primeira vez a ocorréncia de uma doenca causada por geminivirus em tomateiro
(Flores et al., 1960). Alguns anos depois, soube-se que esse virus era 0 Tomato golden mosaic
virus (TGMV) e na mesma época, na Venezuela, foi reportado outro virus dessa mesma
familia (Geminiviridae), o Tomato yellow mosaic virus (TYMV), também afetando a cultura
do tomate (Matyis et al., 1975 & Debrot & Dao, 1963). J& na década de 70, no México, um
novo virus chamado de Chino del tomate virus (CdTV) era responsavel por perdas na
producdo de tomate (Brown & Nelson, 1988). Esses eram os Unicos descritos nas Americas
até meados da década de 80, quando comecaram a surgir mais relatos de geminiviroses

(Polston & Anderson, 1997).

4.7. Histdrico de begomovirus no Brasil

A cultura do tomate é afetada principalmente por virus dos géneros Begomovirus,
Potyvirus, Tospovirus, Tobamovirus e Cucumovirus (Arnaud et al., 2007). Os begomovirus
sdo considerados virus emergentes por sua incidéncia cada vez maior e pela severidade nas
doencas que causam no grande namero de espécies cultivadas que sdo capazes de infectar
(Ambrozevicius et al.; 2002). Existem diversas definicdes para virus emergentes. Alguns
definem como: virus que aparecem pela primeira vez numa populacdo ou gue ja existiram
anteriormente e estdo rapidamente aumentando em incidéncia e distribuicdo geografica (pela
Organizacdo de Saude Mundial ~-WHOQO). Outra defini¢do utilizada é como virus que mudou
Ou apareceu recentemente e passou a ocupar e se espalhar em um novo nicho (Rojas &
Gilbertson, 2008). Normalmente, utiliza-se o termo “virus emergentes” para os que ja

existiam anteriormente e passaram a ser encontrados com maior freqiiéncia em um
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determinado nicho devido a mudangas no ambiente, no genoma, no hospedeiro ou no vetor

(Hanssen et al., 2010).

O primeiro relato de begomovirose em cultivo comercial no Brasil foi no ano de 1965
em feijdo comum. A esse virus, foi dado o nome de Bean golden mosaic virus (BGMV)
(Costa, 1965). No caso do feijoeiro, a diversidade dos begomovirus encontrados é muito baixa
(Faria & Maxwell, 1999), o que contrasta com o quadro do tomateiro, onde ha uma elevada
diversidade desses mesmos virus (Ribeiro et al., 2003). Como esse foi 0 primeiro virus desse

género, foi dele que derivou o nome Begomovirus.

Foi na década de 1960, no estado de S&o Paulo, que foi relatada pela primeira vez uma
doenca causada por um virus do género Begomovius em tomateiro, levando a expressdo de
sintomas como 0 mosaico-dourado e clorose infecciosa (Flores et al., 1960). A identificacio
desse virus foi feita mais tarde, no ano de 1975, por Matyis e colaboradores que identificaram

tal virus como sendo o Tomato golden mosaic virus (TGMV) (Matyis et al., 1975).

O agente transmissor desses virus, até o inicio da década de 1990, era o aleirodideo
Bemisia tabaci bidtipo A. Até entdo, a incidéncia dessas doencas ndo causava alarde
econémico (Ribeiro et al., 2003). Em meados da década de 90, comecou a aumentar 0 niUmero
de relatos de tais doencas e a introducéo de um novo bioétipo de mosca-branca (Bemisia tabaci
bidtipo B) foi a causa da grande disseminacao desses virus. O bi6tipo B coloniza muito mais
eficientemente o tomateiro e possui um habito alimentar polifago (Bedford et al., 1994), o que
favoreceu sua rapida disseminacdo geografica, causando grandes perdas em Minas Gerais,
Sdo Paulo, Distrito Federal e também no Nordeste (Giordano et al., 2005). A incidéncia
desses virus em tomate ndo era alarmante até o ano de 1994, quando surtos desses virus foram
novamente relatados em tomateiros de diversos Estados do Brasil, incluindo Distrito Federal,

Minas Gerais, Sdo Paulo, Pernambuco e Bahia (revisado por Faria et al., 2000). Foi no inicio

22



dos anos 90 também que foi relatada a presencga do bi6tipo B da mosca-branca em S&o Paulo
e, posteriormente, em outros Estados, em culturas economicamente importantes (Franca et al.,
1996; Lourencdo & Nagai, 1994). O novo biotipo introduzido no Brasil foi um dos
responsaveis também pelo abandono da tomaticultura intensiva na regido do Submédio do
Vale Sdo Francisco que até os anos de 1997 e 1998 se localizava o principal produtor de
tomate para processamento industrial (Cotrim et al., 2007). Nessa regido foi observado, no
ano de 1996, pela primeira vez, o aparecimento de plantas de tomate com sintomas de
begomoviroses. No ano seguinte houve um grande aumento na incidéncia dessas viroses na
regido do Submédio do Vale Séo Francisco afetando ndo somente a cultura do tomate, como
também de feijdo, curcubitaceas, pimentdo, algoddo e mandioca em regides tropicais e
subtropicais do mundo (Lima & Haji, 1998; Polston & Anderson, 1997). Ja em 1998, foi
detectada a presenca desses virus também em regides produtoras de Pernambuco e Bahia
(Lima et al., 2001). Juntamente com o crescimento das populacfes de mosca-branca, foi
sendo observado o aumento do nimero de espécies de virus encontradas nos tomateiros
(Ribeiro et al., 2003). Antes da introducdo do biotipo B, o Unico begomovirus relatado
causando prejuizos em tomateiro era 0 Tomato golden mosaic virus (TGMV) (Matyis et al.,
1975). Esse quadro foi drasticamente mudado em consequéncia do estabelecimento desse
novo bidtipo no pais. Houve um grande aumento no nimero de espécies de begomovirus,
alem do aumento em sua prevaléncia e severidade na cultura do tomate, alcancando

proporcoes epidémicas (Ribeiro et al., 2007).

Ja foram encontradas fontes de resisténcia a alguns begomovirus, e hibridos de
tomateiro tém sido colocados no mercado para a producdo de tomates para consumo in
natura. J& com relacdo ao tomate para processamento industrial, ainda ha pouca oferta de
hibridos resistentes, e 0 aumento da incidéncia desses virus nos anos de 2002-2003 nos

tomateiros para o segmento de industria levou a grandes perdas no Sudeste, Centro-Oeste e
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Nordeste, chegando a até 100% de plantas infectadas em Pernambuco e na Bahia (Giordano et

al., 2005).

Um fator interessante observado foi a grande diversidade de begomovirus infectando o
tomateiro (Ribeiro et al., 2003) comparada com a baixa diversidade desses mesmos virus
infectando Phaseolus (Faria & Maxwell, 1999). Nesse ultimo caso, a explicacdo que se sugere
é a co-evolugdo ao longo de vérios anos tanto do hospedeiro quanto do virus, levando a uma
selecdo de espécies virais mais adaptadas, 0 que seria responsavel por essa baixa diversidade
(Ribeiro et al., 2003). Além disso, a prevaléncia de um virus pode estar relacionada também a
maior eficiéncia de transmissdo desse virus pelo inseto vetor, se comparado aos outros virus

(Rocha et al., 2010).

Diversos estudos de diversidade de begomovirus em tomateiro ja foram realizados em
diferentes regibes do Brasil no decorrer de varios anos. No estado de Sao Paulo, os virus mais
encontrados em tomateiro eram Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) e Tomato rugose
mosaic virus (ToORMV) (Cotrim et al., 2007). O trabalho de Fernandes e colaboradores
(2008), realizado com amostras de tomateiro, para consumo in natura, dos anos de 2002 a
2004 em varios estados do Brasil, mostrou a prevaléncia do ToSRV juntamente com
ToYVSV. No nordeste do Brasil, o primeiro begomovirus a ser isolado foi o Tomato chlorotic

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

Até o0 ano de 2012, ja foram descritas mais de 50 espécies de geminivirus que infectam

o tomateiro, a maioria sendo do género Begomovirus (Brown et al., 2011).
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4.8. Infecgdo mista e recombinacéo

Sabe-se que a ocorréncia de infeccdo mista € muito observada em campo. Estudos
demonstram que a presenca de dois virus numa mesma planta pode levar a um fenémeno
conhecido como dominéancia negativa, que ocorre quando as proteinas de um virus que sao
menos eficientes que as de outro virus na interacdo com fatores da hospedeira, levam a uma
diminuicdo da eficiéncia da interacdo das proteinas virais mais eficientes (Herskowitz, 1987).
Esse fenbmeno é utilizado em estudos para gerar plantas transgénicas resistentes (Antignus et

al., 2004; Duan et al., 1997; Hou et al., 2000; Noris et al., 1996; Shivaprasad et al., 2006).

O tempo que os sintomas demoram a aparecer apés a inoculagdo do virus, assim como
a severidade dos sintomas, indicam a maior ou menor adaptacao do virus a uma determinada
hospedeira (Morra & Petty, 2000; Rothenstein et al., 2007). Com rela¢do aos sintomas, a
variacdo de severidade pode ser resultado de niveis diferentes de supressdo da defesa da
planta (Fontes et al., 2004; Vanitharani et al., 2004). O fator responsavel por essa adaptacéo é
a interacdo entre as proteinas virais e da hospedeira (Morra & Petty, 2000; Rothenstein et al.,
2007). A eficiéncia da interacdo de proteinas virais com fatores do hospedeiro reflete a
eficiéncia do estabelecimento da infeccdo sistémica. E essa eficiéncia que promove a
melhoria na replicacdo, movimento célula-a-célula e/ou a supressdo do silenciamento da
planta hospedeira. Quando as proteinas virais ndo sdo eficientes nessa interacdo, o nivel de
acumulo de DNA viral é muito baixo, refletindo a baixa adaptacdo do virus aquela hospedeira

(Petty et al., 1995).

Diversos estudos ja relataram o sinergismo e interferéncia entre geminivirus e virus de
outros géneros e familias. Alguns exemplos de sinergismo ja descritos sdo como as
geminiviroses que afetam a mandioca, que provocam uma melhoria na supressdo do

silenciamento (Fondong et al., 2000; Pita et al., 2001; Vanitharani et al., 2004). Com relacdo
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a interferéncia negativa, infeccdes duplas entre o begomovirus Abutilon mosaic virus (AbMV)
e 0s tobamovirus Tobacco mosaic virus (TMV) e Tomato mosaic virus (ToMV), levaram a
reducdo do acumulo de DNA do AbMV em Nicotiana benthamiana (Pohl & Wege, 2007).
Nos geminivirus, o sinergismo que pode ser representado pelo aumento na severidade dos
sintomas, ndo necessariamente leva ao maior acimulo de DNA viral. Esse fato foi observado

por Morilla et al. (2004) com os virus TYLCV e TYLCSV.

Alguns geminivirus ficam restritos aos tecidos vasculares (Hoefert, 1987; Horns &
Jeske, 1991; Morilla et al., 2004; Rojas et al., 2001; Wang et al., 1996), diferentemente de
outros que podem infectar células do meséfilo foliar (Morra & Petty, 2000; Rushing et al.,
1987; Sudarshana et al., 1998; Wang et al., 1996; Wege et al., 2000). A capacidade de ir aléem
dos tecidos vasculares indica uma melhor adaptagdo do virus a sua hospedeira e geralmente
leva a maior severidade nos sintomas (Morra & Petty, 2000; Petty & Qin, 2001; Wege et al.,

2000; revisado por Rojas et al., 2005).

No trabalho de Alves-Junior et al. (2009) foi observado, atraves de hibridizacdo in
situ, que o ToYSV estava presente tanto em células associadas ao floema quanto em células
do mesdfilo, enquanto o TORMV ficou restrito ao floema, em infec¢do simples. Alem disso,
foi observado também que comparado ao TORMV, o ToYSV tem maior taxa de replicacéo.
Esses dois fatos poderiam explicar o maior acumulo e severidade dos sintomas causados pelo
ToYSV. O mesmo foi feito com infec¢do mista entre esses dois virus em N. benthamiana e
foi observada a presenca do TORMV nas células do mesofilo, indicando assim que a presenca
do ToYSV permite que o TORMV saia do floema, além de passar a ter um maior acumulo
mesmo sem aumentar a taxa de replicacdo. Além desse trabalho, 0 mesmo ja foi demonstrado
em infeccdo mista entre TGMV (infecta células do meséfilo) e BGMV ou ACMV (restritos
ao floema), onde tanto 0 BGMV quanto o ACMV passaram a ser observados em células do

mesofilo (Morra & Petty, 2000; Wege et al., 2001). Esse fenbmeno é observado também entre
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geminivirus e virus de outros géneros, como TMV (Carr & Kim, 1983) e CMV (Wege &
Siegmund, 2007). Esses estudos levam a crer que os fatores virais responsaveis pela
movimentacao sejam menos especificos que os relacionados a replicacdo (Alves-Junior et al.,

2009).

Foi a introducdo do biétipo B de Bemisia tabaci que levou ao aumento drastico de
casos de begomoviroses no mundo inteiro, afetando diversas plantas incluindo culturas de
grande importéncia econdmica (Rybicki & Pietersen, 1999; Chatchawankanphanich &
Maxwell, 2002; Ribeiro et al., 2003; Stanley et al., 2005; Stonor et al., 2003). Para que sejam
realizados estudos sobre evolucdo e adaptacdo genética, € necessario 0 acompanhamento de
uma introducdo recente desses virus em uma dada area (Sanchez-Campos et al., 1999;
Séanchez-Campos et al., 2002). Na Espanha, a entrada dos begomovirus foi bem
acompanhada, onde o primeiro relato foi do Tomato yellow leaf curl Sardinia virus
(TYLCSV) e seguida pela introducdo do Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV),
possibilitando a interacdo entre esses dois virus e adaptacdo a diferentes hospedeiros (Navas-

Castillo et al., 1999; Monci et al., 2002; Morilla et al., 2003; Morilla et al., 2005).

Os parasitas recém-introduzidos em um determinado local necessitam evoluir
rapidamente para contornar a perda de variacdo genética que normalmente é causada pelo
efeito fundador e para se adaptar ao novo ambiente. A evolucdo é guiada pela migracao,
deriva genética, mutacdo, recombinacdo e selecdo natural (Charlesworth & Charlesworth,
2003). Nos virus, a diversidade genética pode ser obtida por meio da mutagédo, recombinacao,
reassortment e aquisicdo de gene de novo. Esses fatores podem ou ndo gerar mutacdes
favoraveis evolutivamente e o impacto dessas mudancas pode variar nos niveis de espécies,
géneros e familias (Keese & Gibbs, 1993; Morse, 1994; Gibbs et al., 1995; Holland, 1998). A

recombinacdo € uma estratégia muito utilizada pelos begomovirus (Chatchawankanphanich &
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Maxwell, 2002; Monci et al., 2002; Padidam et al., 1999; Pita et al., 2001; Preiss & Jeske,

2003; Sanz et al., 2000; Zhou et al., 1997).

A recombinagdo pode levar a alteragdes gendmicas que influenciam tanto a replicacéo
do virus quanto o movimento e acimulo do mesmo. Essas alteracdes podem levar a
diferenciacdo na gama de hospedeiras e desenvolvimento de sintomas que o virus causa
(Santos et al., 2004). Fatores como a mutagdo, recombinagdo e reassortment levam ao
surgimento de novas variantes virais. Se forem positivas para o virus, essas mutacdes
rapidamente se multiplicam na populacéo viral. O surgimento de novas estirpes, assim como
de novas espécies, compromete a eficacia das estratégias de controle atualmente utilizadas
(Moya et al., 2004). Alguns trabalhos identificando geminivirus recombinantes ja foram
descritos, como exemplo em mandioca na Africa, algoddo no Paquistdo, pimenta no México e
tomate na Ameérica Central (Deng et al., 1997; Zhou et al., 1997; Zhou et al., 1998; Torres-
Pachecho et al., 1993; Umaharam et al., 1998). Cotton leaf curl disease (CLCuV) no
Paquistdo, causou grandes perdas na producdo de algodao durante os anos 90 (Hameed et al.,
1994; Harrison et al., 1997); Em Trinidad e Tobago, PYMV-TT se espalhou em tomateiros
(Umaharan et al., 1998); um novo Cassava mosaic virus (EACMV-UG) também surgiu
devastando plantacdes de mandioca em Uganda (Deng et al., 1997; Zhou et al., 1997); e na
Espanha e Italia, 0 TYLCSV levou a perdas tanto em condi¢des de campo como em casa de
vegetacdo (Noris et al., 1994). Todos esses virus sdo frutos de recombinacdo e mostram a
importancia da recombinacdo na emergéncia de novos virus. Estudos baseados em sequéncias
parciais foram também realizados com amostras dos anos de 1994 a 1999 e vérias espécies
foram identificadas, inclusive novas espécies, que poderiam ter sido originadas a partir de
recombinacdo e pseudorecombinacdo de espécies do Brasil, devido ao fato de ocorrer

frequentemente infeccdes mistas (Ribeiro et al., 2003).
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Um outro fator importante na emergéncia de epidemias sdo as plantas nativas, que
atuam como reservatorios e fontes desses virus (Hull, 2002). O trabalho de Garcia-Andrés et
al. (2006) evidenciou a importancia das espécies invasoras, uma vez que foram encontradas
diversas espécies de begomovirus em plantas de Solanum nigrum também ocorrendo em
infeccbes mistas. Além disso, também foi mostrada a presenca de um novo virus de natureza
recombinante e propriedades patogénicas distintas de outras espécies ja relatadas. A
recombinacdo é capaz de alterar o fitness e a patogenicidade de um virus, fatores que possuem
importante papel na evolucéo e epidemiologia desses virus (Fernandez-Cuartero et al., 1994;
Gibbs & Weiller, 1999; Monci et al., 2002; Pita et al., 2001; Stenger et al., 1994; Zhou et al.,
1997). Ja foi relatada a presenca de alguns virus como Sida micrantha mosaic virus (SIMMV)
em tomate e dos virus Tomato severe rugose virus (ToSRV) e Tomato yellow vein streak
virus (ToYVSV) em pimentdo, evidenciando que esses virus podem ter hospedeiras
alternativas (Rocha et al., 2010). Barbosa et al. (2009) também identificaram a presenca do

ToSRV em Nicandra physaloides.

Supde-se que a falta de um vetor agressivo o suficiente estivesse mantendo 0s
begomovirus nas plantas daninhas e, apds a introducdo do biotipo B, essa grande diversidade
contida nessas plantas pdde ser transferida para plantas de tomate, possibilitando assim o
surgimento de novas espécies pela interacdo de espécies ja existentes (Ambrozevicius et al.;

2002).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Coleta de amostras e extracdo de DNA viral

Foram coletadas no ano de 2008 folhas de tomateiro rasteiro apresentando sintomas de
infeccdo viral (mosaico, deformacdo foliar e clorose internerval) em trés regides produtoras:
Morrinhos (GO), Luziania (GO) e Ribeirdo Preto (SP) (Fig. 4). As amostras somaram 210,
sendo 42 de Luziania, 48 de Morrinhos e 120 de Ribeirdo Preto. Nos campos onde as
amostras foram coletadas, ndo era cultivado tomateiro com resisténcia a geminivirus. A
extracdo de DNA total foi feita a partir das amostras através do método CTAB (Doyle &

Doyle, 1987).

Figura 4: Amostras coletadas de tomateiros apresentando sintomas caracteristicos de infec¢do por begomovirus

(mosaico, deformacéo foliar e clorose internerval).
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5.2. Confirmacéo da infecgdo por begomovirus

O DNA total extraido das folhas com sintomas foi submetido a reacdo de
polimerizacdo em cadeia (PCR) utilizando-se os primers degenerados universais para
begomovirus pAL1v1978 e pAR1c496 (Rojas et al., 1993). A confirmagdo da amplificacdo
de fragmentos de DNA especificos de begomovirus foi feita por meio de eletroforese em gel

de agarose a 1% em TBE 0,5x.

5.3. Amplificacdo por Circulo Rolante (RCA)

A amplificagdo por circulo rolante foi utilizada, de modo a amplificar o genoma
completo do virus a partir de uma pequena quantidade inicial de DNA. Para isso, foi feita uma
reacdo com 0,5 puL de DNA total, 1,0 uL de tampéo 10x, 1 pL de BSA 100x, 1 uL de dNTP
10 mM, 1 pL de primer 50 mM (haxanucleotideo randémico), 0,1 puL de enzima phi-29 DNA
polymerase (NEB, 10.000 U/mL) e 5,4 pL de agua miliQ autoclavada, para uma reacgéo final
de 10 pL. As amostras foram incubadas a 30 °C overnight. Esse processo foi feito com as 210
amostras coletadas. A confirmacdo da amplificacdo foi feita por eletroforese, como descrito

anteriormente.

5.4. Visualizacdo de padrao de bandas com Mspl

Com 1 pL do produto da RCA, foi feita uma reacdo de digestdo utilizando-se uma
enzima de corte frequente (Mspl) para uma avaliacdo preliminar da diversidade de virus
encontrados nas amostras. Supde-se que virus diferentes geram padrées diferentes de bandas.
Juntamente com 1 pL do produto da RCA, foi acrescentado 1 pL do tampdo 10x, 0,2 yL da

enzima Mspl (NEB, 20.000 U/mL) e 7,8 uL de agua miliQ autoclavada, totalizando 210
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digestdes de 10 pL cada. As reacdes foram mantidas a 37°C overnight e a avaliacdo da

digestéo foi feita por eletroforese.

5.5. Selecdo de enzimas para clonagem por Southern Blot e

Hibridizacéo

Para as 60 amostras selecionadas para clonagem do genoma, foi feita a selecdo de
enzimas, onde foram testadas quatro enzimas diferentes (BamHI, EcoRlI, Sacl e Xbal). Para
isso, foram feitas quatro digestOes para cada amostra, utilizando-se as enzimas citadas. Cada
reacao de digestdo com 1 pL do produto da RCA da amostra, 1 pL do tampédo 10x indicado
pelo fabricante, 0,2 puL da enzima (NEB, 10.000 U/mL) e 7,8 pL de agua miliQ autoclavada,

totalizando 10 pL de reacdo que foi incubada a 37°C overnight.

Em seguida, foi feita a eletroforese para a confirmacdo da digestdo e o gel foi
submetido a um processo de desnaturacdo e neutralizacdo. Primeiramente, o gel foi colocado
em uma solugdo de desnaturacdo (1,5 M NaCl + 0,5 N NaOH) por 45 minutos e depois em
uma solucéo de neutralizacdo (1,5 M NaCl + 0,5 ~ 1 M Tris-HCI, pH 7,4) por 30 minutos. Em
seguida, foi montado o sistema de transferéncia por capilaridade. Para isso, foi colocada uma
solugdo SSC 20x (175,3g NaCl + 88,29 citrato de sddio para 1L) em uma vasilha e um
suporte nessa solucdo. Sobre o suporte, uma folha de papel-filtro com as duas extremidades
em contato com a solucdo SSC 20x e, sobre ela, mais uma folha de papel-filtro do tamanho do
gel. O gel foi entdo colocado por cima do papel-filtro e a membrana de nailon cortada
exatamente do tamanho do gel e previamente equilibrada com SSC 2x foi colocada em sobre
0 gel. Sobre a membrana (Hybond N+, GE Healthcare), foi colocada mais uma folha de

papel-filtro do tamanho do gel. Em volta desse sistema, foi colocado papel filme (PVC) para
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vedar o sistema. Sobre o sistema montado, previamente descrito, varias folhas de papel

absorvente e um peso foram colocados. O sistema foi deixado dessa forma overnight.

No dia seguinte a membrana foi retirada do sistema e submetida ao processo de
hibridizag&o. Primeiramente, a membrana foi colocada em um tubo de vidro com 25 mL de
tampdo Church (0,25 M tampao fosfato de sddio, pH 7,2, 1ImM EDTA, 1 % BSA, 7 % SDS)
por 1 hora a 68°C. O tampéo Church entdo foi retirado do tubo e em 10 mL desse tampéo,
foram adicionados 50 uL da sonda para DNA-A desnaturada. A sonda é o produto de PCR
com primers para capa protéica de ToSRV (50uL tampdo 10x, 40uL MgCl,, 20uL dNTP,
5uL primer Cpl (CCCGTCGACATGYCTAAGMGKGAKGCCCC), 5uL primer Cp2
(CCCCTGCAGAACTTCCAAGTCTGGACG), 5uL Tag DNA polimerase, ca. 5ng DNA
total de planta infectada com isolado de ToSRV, 365uL agua miliQ autoclavada, 2,5uL DIG-
dUTP - Roche) no mesmo programa utilizado para PCR de geminivirus utilizado na deteccéo.
Os 10 mL de tampdo com a sonda, foram colocados novamente no tubo junto com a
membrana e deixados a 68°C overnight. Em seguida, o tamp&o com a sonda foi retirado do
tubo e armazenado a -20°C para o proximo uso e a membrana foi lavada duas vezes com SSC
2X (20 mL SSC 20x, 200 pL SDS 10% para 200 mL) durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, mais duas lavagens com SSC 0,5x (5 mL SSC20x, 200 pL SDS
10% para 200 mL) foram realizadas. Cada lavagem por 15 minutos a 68°C. Ap0s descartada a
solucéo, foram colocados 50 mL do tampdo de bloqueamento (0,5 g de agente bloqueador, 50
mL PBS Tween 1x) por 1 hora a temperatura ambiente. O tampdo de bloqueamento foi entéo
coletado e, em 10 mL do mesmo, foi adicionado 1 pL de anti-digoxigenina AP (150U/ul,
Roche) e deixado em contato com a membrana por 1 hora a temperatura ambiente. Decorrido
esse tempo, a membrana foi lavada por trés vezes com 15 mL de PBS Tween a temperatura

ambiente por 10 minutos cada lavagem. A reacao foi visualizada por colorimetria.
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Apos a revelacdo, foram escolhidas as enzimas que digeriam o DNA-A viral em um
Unico ponto, ou seja, apresentavam uma Unica banda na hibridizacdo. Para cada amostra,

quatro enzimas foram testadas e uma enzima foi selecionada para clonagem.

5.6. Digestédo com enzima selecionada

Depois de selecionada a enzima, foi feita uma digestdo de maior volume. Para tal,
foram adicionados 20 pL do produto da RCA da amostra, 6 pL do tampdo 10x indicado pelo
fabricante e 1,2 pL da enzima selecionada em 32,8 pL de dgua miliQ autoclavada, totalizando
60 pL de reacdo. Os microtubos foram deixados em estufa a 37°C overnight. Esse processo

foi feito com as 60 amostras.

5.7. Eluicéo de banda e purificacdo

Foi feita a eletroforese com as digestdes e as bandas de interesse (de 2,6 Kb) foram
eluidas do gel e purificadas utilizando-se o kit da GE Healthcare (Illustra™ PCR DNA and
Gel Band Purification Kit), seguindo as instrucdes do fabricante. A confirmacdo e

quantificacdo foram feitas por meio de eletroforese em gel de agarose a 1%.

5.8. Preparacao do vetor pBlueScript (pBS)

Foi feito RCA do vetor, da mesma forma descrita anteriormente, para 100 pL total de
reacdo. O produto da RCA foi entdo digerido com as quatro enzimas selecionadas, cada
reacdo com 20 L do produto da RCA e 60 pL total de reacdo, assim como foi feito com as

amostras. As digestdes foram entdo confirmadas por eletroforese.
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Foi adicionado 1:10 do volume da digestdo, de acetato de sédio 3M, pH5,2, e 2
volumes da digestédo de etanol 100%. As reagdes foram deixadas a -80°C por 1 hora e 0s
microtubos foram entdo centrifugados por 15 minutos a uma velocidade de 12.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet lavado duas vezes com 300 uL de etanol 70% gelado e
centrifugado por 2 minutos a 12.000 rpm. Todo o sobrenadante foi retirado e os tubos foram
deixados a temperatura ambiente por cerca de 30 minutos. O pellet foi entdo ressuspendido

em 50 uL de dgua miliQ autoclavada.

A desfosforilagdo do vetor evita que o vetor se ligue novamente sem o inserto,
aumentando a probabilidade de uma ligacdo efetiva entre vetor e inserto. Para isso, foram
adicionados aos 50 pL da reacdo resultante da precipitacdo, 10 pL do tampédo 10x CIP, 1 pL
da enzima CIP (NEB, 10.000 U/mL) e 39 pL de agua miliQ autoclavada. A reagédo foi
deixada a 37°C por 15 minutos, adicionou-se mais 1 pL da enzima CIP e ent&o a reacdo foi
deixada a 55°C por 45 minutos. Decorridos os 45 minutos, foi adicionado 1 pL de EDTA

5mM, pH 8,0, e a reacéo foi incubada por 10 minutos a 75°C.

Na reacdo resultante, adicionou-se 200 pL de agua miliQ autoclavada e 300 pL de
fenol. O microtubo foi entdo submetido a vigorosa agitacdo por 1 minuto e submetido a
centrifugacao por 5 minutos a 12.000 rpm. A fase superior formada foi retirada e colocada em
um novo microtubo e adicionou-se a ela 300 pL de fenol:cloroférmio. O tubo foi agitado por
1 minuto e centrifugado por 5 minutos a 12.000 rpm. Novamente a fase superior foi
transferida para um novo tubo e adicionado a ela, 300 pL de cloroférmio. Agitou-se o tubo
por 1 minuto e o mesmo foi centrifugado por mais 10 minutos a 12.000 rpm. A fase superior
foi colocada em novo tubo e o processo de precipitacdo com etanol foi repetido,
ressuspendendo o pellet final em 20 pL de agua miliQ autoclavada. A confirmacdo e

quantificacdo foram feitas por meio de eletroforese em gel de agarose 1%.
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5.9. Ligacdo

Tendo o vetor e o inserto preparados, foi feita a ligacdo entre eles. Todas as ligagdes

foram feitas seguindo a proporgéo:

ng vetor x tamanho do inserto x 3

ng inserto =
tamanho do vetor

Para a ligacdo, foi feita uma reacéo de 10 pL total com a quantidade equivalente a 100
ng de vetor, a quantidade equivalente a 260 ng de inserto, 1 pL do tamp&o 10x indicado pelo
fabricante e 1 puL da enzima T4 DNA ligase (NEB, 400.000 U/mL). As reagdes foram

incubadas a 16°C overnight.

5.10. Precipitacdo com N-butanol

A precipitacdo foi feita para que os sais fossem retirados da amostra e néo
prejudicassem a eletroporacdo. Aos 10 pL de ligacdo, foram adicionados 40 pL de agua miliQ
autoclavada e 500 pL de N-butanol. A reacdo foi homogeneizada e centrifugada por 10
minutos a velocidade maxima. O sobrenadante formado foi descartado e os tubos deixados em
gelo por cerca de 5 minutos para retirada do excesso de N-butanol que escorre das paredes do

tubo. O pellet seco foi entdo ressuspendido em 4 pL de dgua miliQ autoclavada.

5.11. Transformacao

A transformacdo foi feita por eletroporacdo, realizando-se um choque elétrico nas

bactérias, assim desestabilizando suas membranas e permitindo a entrada do vetor com o
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inserto e fazendo com que eles também se multipliguem juntamente com as células
bacterianas. Para isso, 2 pL da ligacdo precipitada com N-butanol foram adicionados aos 50
ML de célula competente (Escherichia coli) DH5a. Os 50 pL juntamente com os 2 uL de
ligacdo foram ent&o transferidos para cubetas de eletroporacdo (BIORAD). O choque foi dado
(1.700 volts) e foi acrescentado 1 mL de meio LB liquido a cubeta, misturando delicadamente
todo o conteddo. O meio (juntamente com as bactérias) foi transferido da cubeta para
microtubo e deixado a 37°C em agitacdo de 900 rpm por 1 hora. Decorrido esse tempo, 0s
microtubos foram centrifugados a 3.000 rpm por 2 minutos e retirou-se 800 pL do
sobrenadante, ressuspendendo o pellet nos 200 pL restantes. Os 200 pL foram plaqueados
em placas contendo ampicilina, X-Gal e IPTG. As placas foram incubadas em estufa 37°C

overnight.

5.12. Extracdo de DNA plasmidial

As colbnias brancas foram selecionadas, pois indicam que o vetor esta ligado ao
inserto, uma vez que o inserto € ligado ao sitio de clonagem multipla do vetor, que interrompe

0 gene LacZ, responsavel por deixar a coldnia azul na presenca do substrato.

As colbnias brancas foram retiradas da placa com palito de dente autoclavado e
riscadas em uma nova placa contendo meio LB agar (com ampicilina) e numeradas. As placas
foram incubadas em estufa a 37°C overnight. O palito que foi usado para riscar cada colbnia,
foi colocado em tubo plastico de 15 mL com 5mL de meio LB liquido contendo ampicilina e
deixado em agitacdo (160 rpm) a 37°C overnight. Foram escolhidas 4 coldnias de cada

transformacéo.

Com os 5 mL de meio liquido, foi feita a extracdo de DNA plasmidial. As bactérias

foram precipitadas com centrifugacé@o por 2 minutos a 12.000 rpm. O pellet formado foi entdo
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ressuspendido em 100 pL de solugdo TEG (50mM de glucose, 25 mM de Tris, pH 8,0, 10
mM de EDTA, pH 8,0) e acrescentados 200 uL de solucéo de desnaturacéo (200 pL de 0,2 N
NaOH, 1 mL de SDS 10% para 10 mL total). O microtubo foi invertido para homogeneizar a
amostra e mantido em gelo por 5 minutos. Decorrido esse tempo, foram adicionados 150 pL
de solucdo de acetato de potassio (60 mL acetato de potéssio 5M + 11,5 mL de acido acético
glacial + 28,5 mL de &gua) e os tubos foram novamente invertidos e mantidos em gelo por 3
minutos e depois centrifugados a 12.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido
para um novo microtubo e adicionou-se 100 pL de cloroférmio. O tubo foi invertido por 1
minuto e centrifugado por 5 minutos a 12.000 rpm. A fase superior formada foi transferida
para um novo microtubo e acrescentou-se 900 pL de etanol 100%. Os tubos foram mantidos a
-20°C por 1 hora e depois centrifugados por 5 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi entdo lavado com 200 uL de etanol 70% gelado e centrifugado a
12.000 rpm por 2 minutos. Todo o sobrenadante foi descartado e o pellet depois de seco
ressuspendido em 50 pL de agua miliQ autoclavada. Esse processo foi feito com as 4 col6nias
de cada amostra, resultando em 240 extrac6es de DNA plasmidial. A extracdo foi confirmada

por eletroforese.

5.13. Confirmacéao de clonagem e padréo de bandas

Apos a confirmacao, foi feita a digestdo do DNA plasmidial com as enzimas utilizadas
na clonagem de cada amostra e com uma enzima de corte frequente (Mspl) para a
visualizacdo de diversidade de padrdes para escolher quais amostras seriam sequenciadas.
Para isso, foram feitas reac6es de digestdo, conforme ja descritas, com 10 uL de reacdo final
tanto para a enzima selecionada, quanto para Mspl. A confirmacdo da digestdo foi feita por

eletroforese. As amostras que apresentaram as bandas do vetor e do inserto (3,0 Kb e 2,6 Kb
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respectivamente) nas digestdes com as enzimas que foram clonadas e apresentavam padrdes

diferentes na digestdo com Mspl, foram selecionadas para sequenciamento.

5.14. Sequenciamento

Das amostras selecionadas para sequenciamento, foi feita novamente a extracdo de
DNA plasmidial, dessa vez com kit para obtengdo de DNA de maior pureza. O kit usado foi 0
da GE Healthcare (Illustra™ PlasmidPrep Mini Spin Kit), seguindo as instrugdes do
fabricante. Foram mandadas para sequenciamento na Coréia do Sul 104 clones, e foram
completamente sequenciados por primer walking (MACROGEN). As sequéncias foram
analisadas utilizando-se o Staden Package (Staden et al., 2003) e as sequéncias foram
comparadas com as j& depositadas no banco de dados com o auxilio do BLAST (Altschul et

al., 1997).

5.15. Alinhamento

As sequéncias foram fechadas e alinhadas pelo Muscle utilizando-se o programa MEGADS.
Juntamente com as sequéncias dos clones obtidos, foram colocadas sequéncias de ToSRV
(DNA-A) retiradas do banco de dados (GenBank). As sequéncias utilizadas foram: ToSRV
isolado MG[BR:Ind2857:04] (JF803262.1); ToSRV isolado MG[BR:Pip1696:03]
(JF803260.1); ToSRV isolado DF[BR:PADFM:04] (JF803263.1); ToSRV isolado
MG[BR:Pip1792:03] (JF803261.1); ToSRV isolado Pi-1 (HQ606467.1); ToSRV DNA-A
(NC_009607.1); ToSRV estirpe Petrolina de Goias (DQ207749.1); ToSRV DNA-A
(AY029750.1); ToSRV estirpe Sumaré (EU086591.2); ToSRV estirpe PJU-Sdo Paulo

(F1824808.1).
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Apos o alinhamento, foi feita uma comparacgdo entre a diferenca de identidade entre os
clones de cada regido dentro de cada regido, entre regides diferentes e entre os clones com as
sequéncias de ToSRV do banco de dados. Além disso, foram construidas arvores filogenéticas
também com o MEGAS utilizando-se os métodos fenéticos, cladisticos e probabilisticos
disponiveis a fim de comparar o agrupamento entre os diferentes parametros. Para a
continuidade das andlises, foi levada em conta somente a &rvore gerada por neighbor-joining.

Foram observadas as mutagdes de nucleotideos ao longo das sequéncias alinhadas.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para realizar o estudo sobre a diversidade de begomovirus em tomateiro rasteiro nas
regides de Luzidnia, Morrinhos e Ribeirdo Preto, foi feita uma analise preliminar por RCA-
RFLP e em seguida, foram selecionadas amostras de cada regido para a clonagem. O DNA-A
das amostras selecionadas foi sequenciado e em seguida foram feitas comparac6es entre seus

genomas através da construcdo de arvore filogenética e alinhamento de sequéncias.

6.1. RCA-RFLP para observacéo do padrédo de bandas

A analise de perfil de digestdo com a enzima de corte frequente (Mspl) de produto de
RCA foi realizada em diversas amostras que foram coletadas em campo apresentando
sintomas variaveis e que estavam positivas em teste PCR para detec¢do de begomovirus.
Foram 42 amostras de Luziania, 48 de Morrinhos e 120 de Ribeirdo Preto. Em Luziénia,
foram observados trés padrdes diferentes, enquanto em Morrinhos, quatro, e Ribeirdo Preto
14 perfis (Fig.5). O maior numero de padrbes em Ribeirdo Preto pode ser apenas em
consequéncia do maior nimero de amostras analisadas. Os perfis que ocorreram em maior
frequéncia foram os mesmos em todas as regides, enquanto aqueles perfis diferentes

observados em Ribeirdo Preto ocorreram apenas uma ou duas vezes.
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Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 1%. Produto de RCA digerido com enzima Mspl. As setas brancas
indicam alguns dos diferentes padrdes observados. Marcador 1 kb plus (Invitrogen). A: padrdes observados em

Luziania; B: padrdes observados em Morrinhos; C: padrdes observados em Ribeirdo Preto.

Além de observar os padrdes, também foi feito um padrdo de restricdo que seria
esperado da digestdo com Mspl do DNA-A de ToSRV (o virus mais amplamente distribuido
no Brasil, GenBank: DQ207749.1 ). O mesmo foi feito com o0 DNA-B do ToSRV (NCBI
reference sequence: NC_009612.1). O resultado para essas digestdes virtuais foram trés
bandas para 0 DNA-A: 1.816, 672 e 105 nucleotideos. Ja para o DNA-B, foram duas bandas:

1.572 e 999 nucleotideos.
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Considerando as bandas esperadas, foi feita a compara¢do com o padrédo de bandas
obtido nas amostras testadas. Na maioria delas, foram observadas bandas tanto do DNA-A
quanto do DNA-B de ToSRV (Fig. 6-A). Em alguns casos, pode-se observar algumas bandas
ndo especificas de nenhum dos dois segmentos genémicos (Fig. 6-B) ou até ndo pdde ser

observada alguma banda do DNA-A (Fig. 6-C).

Esperado
A B

— b
DD O
O o

i

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando alguns dos padrdes de banda obtidos pela digestdo com
Mspl. Quadrados vermelhos indicam bandas esperadas para 0 DNA-A e quadrados azuis para 0 DNA-B. A:
Amostras mostrando padrdo esperado tanto para DNA-A quanto para o B; B: Amostras apresentando somente
uma ou nenhuma banda esperada; C: Perfil contendo apenas uma das bandas do DNA-A. A direita, o exemplo
dos padrdes esperados para 0 DNA-A e DNA-B. Marcador 1 kb plus (Invitrogen).

Quando analisadas separadamente, trés dos quatro (75%) perfis presentes nas amostras
de Morrinhos apresentaram as duas bandas esperadas para 0 DNA-A de ToSRV. Dos trés
perfis de Luziania, um (33,3%) apresentou as bandas esperadas para 0 DNA-A de ToSRV e
em Sdo Paulo, seis (42,85%). Apesar de serem esperadas trés bandas, o menor fragmento (105
nucleotideos) ndo aparece no gel. O perfil de RCA-RFLP foi utilizado como um método de
observacdo da diversidade inicial das amostras, uma vez que a proposta do trabalho foi
observar a diversidade de begomovirus nas trés regides. Com isso, pode-se ter uma selecao de
DNAs com algumas caracteristicas diferenciadas.
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Em estudos recentes, pode-se perceber que a incidéncia do Tomato severe rugose virus
(ToSRV) tém aumentado em diversas areas do Brasil, se tornando um dos virus mais
prevalentes (Fernandes et al., 2008 ). A comparagéo feita com o padrdo esperado tanto para o
DNA-A quanto para o DNA-B mostrou que a maioria das amostras continha as bandas
previstas desse virus, sugerindo uma maior prevaléncia de ToSRV nas trés regiGes estudadas.
Além disso, essa analise mostra que é possivel obter uma visdo preliminar da identificacdo
dos begomovirus sem a necessidade de realizar o sequenciamento de nucleotideos, tendo
como base 0 RCA-RFLP e comparando-se com padrdes esperados para espécies de virus ja
conhecidas. Um outro ponto positivo na utilizacdo do RCA-RFLP é a possibilidade de
identificacdo de infec¢cbes mistas, através do numero de bandas e da soma de seus
nucleotideos, além dos inibidores presentes no DNA total extraido da planta inibir menos a

reacdo de RCA em comparacédo ao PCR.

Com relacdo as bandas inespecificas, o que pode ter ocorrido € uma modificacdo de
alguns nucleotideos, como mutacéo, adicdo ou delecdo de alguns deles, fazendo com que
algum sitio de Mspl fosse modificado e resultando em bandas de tamanhos diferentes. Em
alguns casos p6de-se observar que a soma de duas bandas inespecificas formavam o tamanho

da banda que seria esperada.

Apos a realizacdo da digestdo com enzima de corte frequente (Mspl), foram escolhidas
20 amostras de Luziania, 19 de Morrinhos e 20 de Ribeirdo Preto que contivessem todos 0s
diferentes padrdes de banda observados. Com essas 59 amostras, foi realizado o processo de

clonagem.
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6.2. Hibridizacéo

As 60 amostras selecionadas foram digeridas com as enzimas BamHI, EcoRl, Sacl e
Xbal. Foi possivel observar que para a maioria das amostras, as quatro enzimas foram capazes
de digerir o DNA-A (Fig. 7) gerando fragmentos de tamanho aproximado do genoma. A
selecdo da enzima foi feita tendo-se por base a presenca de uma Unica banda na hibridizacdo e

a intensidade da banda apresentada.

Figura 7: Exemplo de membrana da hibridizacdo com revelacdo por colorimetria utilizando NBT e BCIP.
Membrana com produto de RCA digerido com as 4 enzimas testadas (BamHI, EcoRl, Sacl e Xbal) e hibridizada
com sonda para DNA-A de begomovirus. Observa-se a presenca de uma Unica banda nas quatro primeiras

amostras e duas bandas na Gltima amostra (setas).

Na hibridizacéo, foi utilizada uma sonda para 0 DNA-A (capa protéica). Em algumas
amostras, ndo foram visualizadas bandas do DNA-A de tamanho esperado do genoma, em
outras, duas bandas estavam presentes (Fig. 7), mostrando que diferentes populaces de

DNA-A podem estar presentes na amostra
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6.3. Clonagem

Apos a digestdo com a enzima escolhida, foi feita a eluicdo de banda do inserto (Fig.
8A) e a desfosforilagdo do vetor pBS (Fig. 8B) e em seguida, a ligacdo entre os dois,

resultando na construgéo ilustrada na Figura 9.

A LKb B 1 Kb
Plus Plus

3.000

2.000 —> 2.600 3.000 «—

Figura 8: A: Gel de eletroforese em agarose a 1% mostrando a migracdo de fragmentos de DNA de
begomovirus prontos para a ligagdo ao vetor pBS. Marcador 1 kb plus (Invitrogen); B: Gel de eletroforese em
agarose a 1% mostrando vetor pBS desfosforiladoapds digestdo com as quatro enzimas usadas no teste de

selecdo de enzimas para a clonagem do DNA-A de begomovirus. 1: BamHI; 2: EcoRl; 3: Sacl; 4: Xbal.

Marcador 1 kb plus (Invitrogen).

Figura 9: llustracdo demonstrando a construcéo obtida com a ligagdo do vetor pBS, de aproximadamente 3Kb,

com o DNA-A viral, de cerca de 2,6 Kb.
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A construgdo foi entdo transformada em célula competente e clonada. As coldnias
brancas selecionadas foram submetidas & extracdo de DNA plasmidial e esse DNA foi
digerido com a enzima que foi clonado para a confirmacdo de que o inserto estava presente

(Fig. 10). Apds a confirmacéo, as amostras foram sequenciadas.

1 Kb
Plus

PBS

3.000 «— — s mserto

2.000 «—

Figura 10: Gel de agarose 1% mostrando o DNA plasmidial digerido com a enzima selecionada apresentando
tanto a banda do vetor pBS (3.000 nucleotideos) quanto a banda do inserto (DNA-A de begomovirus de

aproximadamente 2.600 nucleotideos). Marcador 1 kb plus (Invitrogen).

Foram enviados para sequenciamento, 59 amostras totalizando 104 clones, sendo 35
de Luziania, 36 de Morrinhos e 33 de Ribeirdo Preto. A Tabela 1 mostra o nimero de

amostras clonadas com cada enzima.

47



Tabela 1: Ndmero de amostras e clones de DNA-A de begomovirus enviados para seqiienciamento na Coréia do
Sul e nimero de amostras clonadas com cada enzima.

Regido N2 de amostras N2de clones BamHI EcoRl Sacl Xbal
Luziania 20 35 9 4 0 7
Morrinhos 19 36 2 13 0 4
Ribeirdo Preto 20 33 3 8 1 8
Total 59 104

Para todos os isolados sequenciados, observou-se elevada identidade nucleotidica com
sequéncia do DNA-A de Tomato severe rugose virus (ToSRV). Quando as sequéncias foram
comparadas com sequéncias de ToSRV depositadas no banco de dados, a identidade minima
observada foi de 97,6%. Ja quando comparadas as sequéncias de cada regido entre si, 0S
valores obtidos foram de 99,2% para Luziania, 99,5% para Morrinhos e 99,5% para Ribeirdo
Preto (Tabela 2).

Tabela 2: Variacdo da diferenca nucleotidica entre as sequéncias quando comparadas com sequéncias de

ToSRV ja depositadas no banco de dados (citadas no material e métodos), quando comparadas entre si dentro da

mesma regido e comparadas com as outras regides.

Variagdo da diferenca

Comparacdo nucleotidica (%)
Lu x TOSRV 0,007 - 0,034
Mo x ToSRV 0,008 - 0,020
RP x ToSRV 0,006 - 0,031
Lu x Lu 0,000 - 0,018
Mo x Mo 0,000 -0,015
RP x RP 0,000 - 0,015
Lux RP 0,006 - 0,020
Lu x Mo 0,002 - 0,019
RP x Mo 0,006 - 0,017

Legenda: Lu: Luziania; Mo: Morrinhos; RP: Ribeirdo Preto;
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A prevaléncia do ToSRV nos clones sequenciados ja era esperada devido a anéalise
preliminar atraves do RCA-RFLP realizado e pela comparagdo com o padrdo esperado para o
ToSRV. A porcentagem de 100% foi inesperada, visto que em trabalhos realizados em anos
anteriores, obteve-se a prevaléncia de outros begomovirus assim como a presencga de outras
espécies ocorrendo no mesmo campo. No ano de 2000, o virus prevalente em Araguari,
Inidanépolis e Uberlandia era o0 Tomato rugose mosaic virus (ToORMV) (Fernandes, 2001). J&
em 2002 e 2003, nos campos de cultivo de tomate industrial de Goias, Distrito Federal e
Minas Gerais, 0 virus prevalente era 0 Tomato severe rugose virus (ToSRV), ocorrendo
também o Tomato golden vein virus (TGVV) (Fernandes et al., 2008). Em 2002 também em
Minas Gerais foi detectado o Tomato chlorotic mottle virus (ToCMV) (Ambrozevicius et al.,
2002) e em 2003 e 2004, o Tomato yellow vein streak virus (TYVSV) em S&o Paulo (Cotrim
et al., 2007). Tendo esses dados como comparacdo, esperava-se que houvesse alguma
diversidade nas amostras em estudo. Assim, supde-se que o ToSRV é atualmente o virus
prevalente e que seja 0 mais adaptado ao tomateiro e por isso foi detectado em 100% das
amostras. Sua elevada adaptacdo é resultado da capacidade desse virus de infectar outras
plantas, como plantas daninhas e outras plantas cultivadas (Barbosa et al., 2009 & Rocha et
al., 2012), alem de ter uma maior eficiéncia de transmissdo quando comparado a outro virus
como o TGVV (dados ndo publicados). Esses fatores influenciam diretamente na permanéncia
do ToSRV em campo mesmo durante o0 vazio sanitario. O vazio foi implementado através da
Instrucdo Normatina n° 24 em 15.04.2003 pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento, a fim de controlar os begomovirus em campos de producéo de tomate rasteiro
através da auséncia do tomateiro em campo durante 60 a 120 dias consecutivos. Na auséncia
do tomateiro, o ToSRV pode manter-se em campo em outras hospedeiras, como citado

anteriormente.
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Um outro fator que pode influenciar a selacdo dessa espécie de begomovirus sdo as
técnicas de cultivo do tomateiro para processamento industrial. Os tomateiros sdo plantados
em larga escala e normalmente sdo cultivares que ndo possuem nenhuma resisténcia a
begomovirus. Os tomates para indltria precisam de resisténcia a bacteriose, além de
geminivirus e precisam manter caracteristicas como brix, viscosidade, porte da planta e cor.
(Inoue-Nagata et al., 2009). Um exemplo de cultivar resistente é a cultivar Redencdo, com
resisténcia a geminivirus e tospovirus (Ferraz et al., 2003). Ainda sdo poucas cultivares
resistentes disponiveis para tomate rasteiro, sendo que a maioria dos campos sdo compostos
de tomateiros sem resisténcia a esses virus. Como o cultivo do tomateiro para processamento
industrial vem mantendo as mesmas técnicas de cultivo, supde-se que ocorreu a selecdo do

ToSRV.

Ap6s o alinhamento das sequéncias, foram construidas diferentes arvores
filogenéticas, utilizando-se os diversos parametros disponiveis com metodos fenéticos,
cladisticos e probabilisticos (dados ndo mostrados). Para todas as arvores geradas, observou-
se 0 mesmo padrdo de agrupamento dos isolados sequenciados. Os isolados de Ribeirdo Preto
formam clados separados, diferentemente dos isolados de Luziania e Morrinhos, onde se pode
perceber que ha uma mistura entre as sequéncias das duas regifes na formacdo dos clados.
Uma vez que todas as arvores apresentaram padrées semelhantes, foi escolhido o método de
neighbor joining (Fig. 11), que normalmente é o mais utilizado, para prosseguir com o

restante das analises.

Os clones de Ribeirdo Preto (Fig. 11) estavam presentes em dois agrupamentos, onde
um grupo ficou junto com as sequéncias de ToSRV do banco de dados, enquanto outro grupo
ficou separado do restante. Os clones de Morrinhos e Luziania agruparam entre si, mas foi
possivel observar um subagrupamento separando cada micro-regido. O padrdo de distribuicéo

observado na arvore filogenética sugere que houve uma introducao Unica do ToSRV nas areas
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de Morrinhos e Luzidnia, e provavelmente evoluem independentemente, o que pode ser
visualizado pelos subgrupos formados. Esse relacionamento mais proximo pode ser resultado
da pequena distancia que separa as duas areas (cerca de 250 Km). J& os isolados de Ribeirdo
Preto, apresentam uma maior diferenca em termos de genoma, possivelmente devido ao fato
dessas areas de producdo serem geograficamente mais distantes uma das outras regibes (Fig.

11).

Com relacdo as mutacGes de ponto observadas apds o alinhamento das sequéncias,
pOde-se perceber que a maioria delas ocorreu dentro das ORFs da rep e da cp (dados nao
mostrados), indicando que essas ORFs possam ser hotspots de mutacdo no ToSRV. Outro
fator observado foi que a maioria das mutagdes nucleotidicas observadas foram de purina para
purina (A e G) e de pirimidina para pirimidina (T e C). Esse tipo de mutacdo ocorre com

maior frequéncia devido a semelhancga quimica entre esses nucleotideos.

Estudos apontam que a taxa de substituicdo nucleotidica nos begomovirus é
equivalente a taxa em virus de RNA. Duffy & Holmes (2009), publicaram um trabalho onde
foi comprovada a elevada taxa de mutacdo do EACMYV. Um trabalho semelhante foi feito
com TYLCV (Duffy & Holmes, 2008). Além disso, 0s geminivirus evoluem mais
rapidamente que alguns virus de planta compostos de RNA, como tobamovirus e crinivirus

(Rodriguez-Cerezo et al., 1991 & Marco & Aranda, 2005).

Em 2007, foi publicado um trabalho mosrando que a maior fregéncia de recombinacao
em begomovirus do Sul e Sudeste da Asia, ocorre na porcdo N-terminal da proteina rep
(Prasanna & Rai, 2007) enquanto quase ndo ocorre recombinacdo na cp. Nao foram realizados
estudos de recombinacdo nesse trabalho, apenas a observacdo da frequéncia de mutacdo

pontual, indicando que a rep e a cp sdo hotspots de mutacdo pontual no ToSRV.
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Figura 12: Arvore filogenética gerada por neigbor-joining com os 104 clones de DNA-A isolados de
begomovirus de tomateiros desse estudo e 10 sequéncias de ToSRV dos bancos de dados. As letras a frente dos
ndmeros indicam sua procedéncia. S: Séo Paulo (em verde); L: Luzidnia (em rosa); M: Morrinhos (em azul). As
sequéncias de ToSRV utilizadas possuem ndmeros de acesso e origem: MGAY029750.1, MGBR:Ind2857:04,
MGBR:Pip1696:03 e MGBR:Pip1792:03 de tomate em MG; DFBR:PADFM:04 e Pi-1 de tomate do DF;
Petro5291125 e PetroDQ207749.1 de pimenta de Petrolina de Goias; SumareEU086591.2 de Nicandra

physaloides em Sumaré; PJUFJ824808.1 de pimentdo em PJU-S&o Paulo.

7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com esse trabalho, foi possivel observar a relacdo entre o padrdo RCA-RFLP e a espécie
de begomovirus presente na amostra. Muitos padrdes continham as bandas especificas do
DNA-A de ToSRV e algumas do DNA-B do mesmo, mostrando assim, que é possivel ter uma
nocdo de diversidade antes do sequenciamento. Isso facilita a selecdo de amostras a serem
clonadas, tornando o trabalho mais rapido e menos dispendioso financeiramente. Além disso,
pOde-se ter uma nocdo da predomindncia do Tomato severe rugose virus em alguns dos
campos destinados a producdo de tomate rasteiro nos estados de Goias e Sdo Paulo. O fato de
ndo haver um unico isolado de outra espécie indica a prevaléncia desse virus em relacdo a
outros do mesmo género. Uma razdo para tal fato pode ser a capacidade do ToSRV de infectar
plantas daninhas (por exemplo em Nicandra physaloides, Barbosa et al., 2009), podendo
assim se manter ao longo de todo o0 ano em campo e manter uma fonte mesmo estando em
periodo de vazio sanitario. O vazio sanitario foi implementado em Goias objetivando a
diminuicdo da incidéncia de begomovirus em tomateiro. O fato do ToSRV conseguir se
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estabelecer em plantas alternativas seria uma forma de driblar essa interven¢do humana. Além
disso, 0 vazio sanitario foi implementado apenas para tomate rasteiro. O tomate para o
segmento de mesa ndo segue as mesmas regras, fazendo com que as moscas-brancas possam
migrar das regides sem tomateiros para aquelas que apresentam cultivo de tomateiros. Um
outro fator que propicia a permanéncia do virus mesmo na auséncia do tomateiro, é o cultivo
de outras plantas hospedeiras da mosca-branca e virus, permitindo que o virus mantenha-se
em campo. Em S&o Paulo, o vazio sanitario ndo € obrigatério, porém ¢é realizado pelos
produtores de tomate para processamento de forma generalizada nos meses de chuva.
Portanto, a aparente predominancia de isolados de ToSRV em SP e GO pode ser
tentativamente explicada pela alta adaptacdo desse virus ao tomateiro e ao sistema de
producdo adotado atualmente pelos produtores de tomate brasileiros e pelas caracteristicas
particulares desse virus quanto a sua sobrevivéncia e dispersdo nas lavouras de tomateiro.

Essas caracteristicas ainda estéo por ser determinadas.

Sabendo-se que o ToSRV é o virus prevalente nos campos de tomate destinados ao
processamento industrial, recomenda-se focar estudos de desenvolvimento de cultivares
resistentes a esse virus. Isso facilita o direcionamento, uma vez que existem muitas espéecies
de begomovirus. Os dados gerados nesse trabalho também podem ser utilizados para a

realizacdo de estudos de evolucao e epidemiologia.
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