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RESUMO GERAL

A cultura de tomate no Brasil é uma das mais importantes do ponto de vista
econémico e social. Estudos publicados pela FAO em 2011 posicionam o Brasil no
oitavo lugar do ranking mundial de producdo. O cultivo de tomateiro no Brasil é feito em
diferentes estados e durante grande parte dos meses do ano, favorecendo a ocorréncia de
diferentes doencas de importancia econémica, dentre elas, destacam-se aquelas causadas

por espécies do género Begomovirus.

O género Begomovirus encontra-se composto por espécies com particulas
geminadas formadas por dois icosaedros incompletos e acido nucleico do tipo ssDNA
encapsidado em um componente ou dois componentes gendmicos (DNA A e B),
denominadas de monopartidas ou bipartidas, respectivamente. Até o presente momento
no Brasil, em tomateiro, ndo foram relatadas espécies de begomovirus de genoma
monopartido. Espécies de Begomovirus sao transmitidas com grande eficiéncia pelo vetor

Bemisia tabaci.

Para controle das doencas causadas por espécies de Begomovirus esforcos vém
sendo concentrados no desenvolvimento de materiais elite através da introgressdo de
genes de resisténcia, muitas vezes, provenientes de acessos selvagens do género Solanum.
Um exemplo é a linhagem LAM 144R que contém o gene dominante Ty-1 caracterizado

por conferir resisténcia a diferentes espéecies de Begomovirus.

Neste trabalho a linhagem LAM 144R foi avaliada com o objetivo de elucidar os
mecanismos virais da resisténcia conferida pelo Ty-1 e a amplitude da resisténcia deste

gene frente as espécies de Begomovirus bipartidos encontrados no Brasil: Tomato



chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato rugose mosaic virus (TORMV), Tomato severe

rugose virus (ToOSRV) e Tomato yellow vein streak virus (TOYVSV).

A avaliacdo da replicacdo viral foi realizada mediante experimentos de
agroinfiltacdo do componente A de ToCMoV na linhagem resistente LAM 144R e na
isolinha suscetivel LAM 144S. A quantificacdo da carga viral foi realizada por PCR
quantitativa em tempo real (QPCR), usando primers especificos para capa proteica (CP1).
Os dados foram analisados pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis. O titulo viral foi
significativamente menor nas plantas da isolinha LAM 144R em comparacdo com LAM
144S, mostrando uma quantidade duas vezes menor de carga viral na linhagem resistente

no décimo dia apos a infiltracéo.

Para avaliar o efeito deste gene no movimento a longa distancia de Tomato
chlorotic mottle virus (ToCMoV) na linhagem LAM 144R duplas enxertias foram
realizadas. Plantas LAM 144S (suscetivel) foram inoculadas com ToCMoV. Duplas
enxertias foram realizadas utilizando como enxerto segmentos de LAM 144R ou
LAM144S e como sobre-enxerto, LAM 144S. Amostras foram coletadas em diferentes
tempos apds as enxertias e a deteccdo de ToCMoV por PCR e Southern blot mostraram
uma restricdo no movimento viral a longa distancia quando foram usadas as plantas LAM

144R contendo o gene Ty-1 como enxerto

Para o estudo da amplitude da resisténcia conferida pelo gene Ty-1 na linhagem
LAM 144R, plantas foram inoculadas via biobalistica com DNA das quatro espécies de
Begomovirus mencionadas acima. Como controle positivo utilizou-se plantas de LAM
144S. As avaliagdes de sintomas foram realizadas aos 21 e 40 dias ap0s inoculagédo (dai)
e a acumulacdo viral foi avaliada aos 30 (dai) mediante Southern Blot usando sondas para

0 componente A de Begomovirus. Como resultado as plantas de LAM 144R inoculadas



com ToCMoV apresentaram sintomas leves e baixa acumulagdo viral. Para ToSRV
observou-se auséncia de sintomas ou sintomas leves e baixa acumulacdo viral. Para
ToRMV poucas plantas apresentaram sintomas leves e ndo foi detectada acumulacéo
viral. Para ToYVSV observou-se sintomas leves em algumas plantas, um baixa

acumulacdo viral em cinco delas e uma forte acumulacdo em duas amostras.

Os resultados encontrados neste estudo demonstram que LAM 144R pode ser
considerada promissora para uso em programas de melhoramento no desenvolvimento de

diferentes cultivares comerciais.



GENERAL ABSTRACT

The tomato crop in Brazil is important economically and socially. FAO placed,
Brazil in the 8" position in the world rank of tomato production. Tomatoes in Brazil are
grown in different states and during most months of the year, what favors the appearance

of different diseases of economic importance, such as those caused by begomoviruses.

Begomoviruses are transmitted very efficiently by the vector Bemisia tabaci.
The genome can be either monopartite or bipartite (DNA A and DNA B). So far, only

bipartite tomato begomoviruses have been reported in Brazil.

To control diseases caused by begomovirus include the development of elite
materials through introgression of resistance genes from wild Solanum accessions. An
example is the line LAM 144R that contains the dominant gene Ty-1 which confer

resistance to different Begomovirus species.

This line LAM 144R was here evaluated in order to elucidate the mechanisms of
viral resistance conferred by Ty-1. The breadth of this resistance was tested by
inoculation with four bipartite Begomovirus-especies found in Brazil: Tomato chlorotic
mottle virus (ToCMoV), Tomato rugose mosaic virus (TORMV), Tomato severe rugose
virus (ToSRV), and Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV). As positive control
LAM 144S were used plants. Symptoms were scored at 21 and 40 days after inoculation
(dai) and viral accumulation was evaluated at 30 (dai) by Southern blot. As a result LAM
144R mild symptoms and low or no viral accumulation was observed with ToCMoV,

ToSRV, ToRMV and ToYVSV.



The evaluation of virus replication was carried out by agronfiltration
experiments of ToOCMoV DNA-A in the resistance LAM 144R and susceptible LAM
144S isolines. Quantification of the viral load was performed by quantitative polymerase
chain reaction (QPCR) using primers specific for coat protein (CP1). Data were analyzed
by nonparametric Kruskal-Wallis test. The viral titer was significantly lower in plants
LAM 144R compared to the isoline LAM 144S, showing 2 times lower viral load in the

resistant lineage ten days after agroinfiltration.

To avaluate the effect of this gene on the long-distance movement of Tomato
chlorotic mottel virus , in near isogening lines LAM 144R and LAM 144S, double grafts
were performed. Plants LAM 144S (susceptible) were inoculated with ToCMoV. Double
grafts were performed using graft segments of LAM 144R and LAM 144S and as
overgraft, LAM 144S plants. Samples were collected at different times after grafting and
ToCMoV was detected by PCR, Southern blot, and tissue blott showing a restriction in
long-distance viral movement when plants LAM 144R containing the Ty-1 gene was used

as graft.

The results of this study demonstrate that LAM 144R can be considered
promising for the use in breeding programs for the development of new resistent

cultivars.

The evaluation of virus replication was carried out by agronfiltration of
ToCMoV DNA-A in the resistant LAM 144R and susceptible LAM 144S isolines.
Quantification of viral load was performed by quantitative polymerase chain reaction
(QPCR) wusing primers specific for the coat protein (CP1). Data was analyzed by

nonparametric Kruskal-Wallis test. The viral titer was significantly lower in plants LAM



144R compared to the LAM 144S, showing 2 times lower viral load in the resistant line

at tenth day after agroinfiltration.

To evaluate the effect of this gene on the long-distance movement of Tomato
chlorotic mottle virus (ToCMoV) in the near isogenig lines LAM 144R and LAM 144S,
double grafts were performed. Plants LAM 144S (susceptible) were inoculated with
ToCMoV. Double grafts were performed using as grafts LAM 144R or LAM 144S
segments and as overgrafts, LAM 144S plants. Samples were collected at different times
ToCMoV was detected by PCR and Southern blot showing a restriction in long-distance

viral movement when plants LAM 144R containing the Ty-1 gene was used as grafts.

The results of this study demonstrate that LAM 144-R can be considered
promising for the use in breeding programs for the development of new resistent cultivars

to different Begomovirus species.



INTRODUCAO GERAL

O cultivo de tomate (Solanum lycopersicum) apresenta grande importancia no
Brasil e no Mundo. No Brasil, oitavo produtor mundial (FAO 2011), destaca-se a
importancia socio-econdmica desta olericola como fonte geradora de empregos e por ser
uma cadeia agro-industrial competitiva e eficiente concentrando a maior producdo em

Goias, Sao Paulo e Minas Gerais.

Varios patdgenos acometem a cultura, dentre eles merece destaque espécies
virais que distribuidas em diferentes géneros como Potyvirus, Tospovirus, Tobamovirus,
Crinivirus e Begomovirus causam infeccdes simples ou mistas e conduzem forte e
drasticamente para a oneracdo dos custos da lavoura e na maioria das vezes a grandes
perdas. Dentre estas diferentes espécies virais tem crescido nos altimos anos a

importancia de espécies classificadas no género Begomovirus.

Espécies de Begomovirus (familia Geminiviridae) apresentam ssSDNA
encapsidado em particulas geminadas e podem apresentar um ou dois componentes
genémicos (DNA A e B), sendo denominadas monopartidas ou bipartidas,
respectivamente. No componente DNA-A encontram-se informacdes para replicacdo e
encapsidacao das particulas virais e no componente DNA-B informag6es para movimento
viral no interior da planta. Até o presente momento no Brasil, em tomateiro, todas as

espécies relatadas apresentam genoma bipartido.

No Mundo as epidemias em decorréncia de doencas causadas por espécies de
Begomovirus tém sido apontadas como as principais causas de perdas econdmicas em
lavouras de tomate. No Brasil 0 aumento da incidéncia e severidade das doencas causadas

por espécies de Begomovirus, bem como aumento na diversidade destas espécies tem sido



atribuido em grande parte a introducdo no pais do bidtipo B do inseto vetor Bemisia

tabaci na década de 1990.

Ao se alimentar em uma planta infectada, o vetor adquire o virus. A relagédo
estabelecida entre virus e inseto vetor € do tipo circulativa ndo propagativa. Desta
maneira, 0 virus adquirido, apos circular pelo corpo do vetor (sem se replicar), atinge as
glandulas salivares para entdo ser transmitido. Apos a entrada do virus na célula da
planta, mediado pelo vetor, para 0 sucesso de uma infeccdo viral € preciso que se
cumpram o0s processos de decapsidacdo, replicacdo/expressdo de genoma e movimento

viral no interior da planta.

A replicacdo de espécies de Begomovirus ocorre no nucleo das células
companheiras e parenquimaticas que compdem o tecido vascular juntamente com 0s
elementos de tubo crivado e o movimento viral a partir das células inicialmente
infectadas é feito via plasmodesmas (movimento a curta distancia) e floema (movimento

sistémico).

As barreiras interpostas pelas membranas nuclear e citoplasmatica devem ser
ultrapassadas para garantir o sucesso da infecgdo viral. Assim, espécies de Begomovirus
com genoma bipartido realizam o movimento do DNA dentro da planta com o auxilio de
trés proteinas, uma delas, codificada pelo componente A (CP — capa proteica) e as outras
duas codificadas pelo componente B denominadas proteina de movimento (MP) e a

nuclear shuttle protein (NSP).

Atualmente um complexo de espécies de Begomovirus bipartidos encontra-se
distribuido em diferentes regides produtoras de tomate no Brasil, dentre elas se econtram

Tomato yellow vein streak virus (TYVSV), Tomato severe rugose virus (TOSRV),



Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato rugose mosaic virus (TORMV) e

Tomato yellow spot virus (ToYSV).

Devido a grande diversidade de espécies de Begomovirus existentes no pais e as
dificuldades inerentes ao sucesso do controle do inseto vetor a opcdo mais atraente € o
desenvolvimento de variedades com atributos de resisténcia ampla, estavel e duravel ao
virus e/ou vetor. Esfor¢os vém sendo concentrados no desenvolvimento de materiais elite
através da introgressdo de genes de resisténcia provenientes de acessos selvagens do
género Solanum (Solanum pimpinellifolium, Solanum habrochaites, Solanum peruvianum

e Solanum chilense) para posterior piramidizacdo de diferentes genes nestes materiais.

Em tomate ja foram relatados oito genes de resisténcia a espécies do género

Begomovirus: Ty-1, Ty-2, Ty-3, Ty-4, Ty-5, tcm-1, tgr-1 e ty-5.

O gene Ty-1, introgredido a partir de Solanum chilense e mapeado no
cromossomo 6, foi 0 primeiro a ser caracterizado e € um dos mais usados nos programas
de melhoramento, conferindo resisténcia a espécies de Begomovirus monopartidos e
bipartidos, entretanto para estes a informacao é escassa com respeito a caracterizacdo da
resisténcia sobre 0s processos virais que ocorrem para o desenvolvimento da infeccdo

viral.

Recentemente foram obtidas na Embrapa Hortalicas, linhagens quase isogénicas
de tomateiro provenientes do mesmo programa de melhoramento para introgresséo do
loco Ty-1. Estas linhagens foram obtidas por SSD (Single seed descendent ou
descendente de uma Unica semente) sendo denominadas LAM 144R (resistente, Ty-1/Ty-

1) e LAM 144S (suscetivel, ty-1/ty-1).

A interferéncia em uma ou mais etapas do ciclo viral e os mecanismos de
resisténcia envolvento a interagdo LAM 144R/begomovirus ainda ndo foram elucidadas.
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Nesse contexto, este trabalho teve como objetivos contribuir para esclarecer os
mecanismos de resisténcia conferida pelo gene Ty-1 na LAM 144R, bem como avaliar a

amplitude da resisténcia de Ty-1 nesta linhagem.
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HIPOTESES
A resisténcia conferida pelo gene Ty-1 presente na linhagem LAM 144R

restringe 0 movimento e/ou a replicacdo por um isolado viral de Tomato chlorotic mottle
virus - ToCMoV.

A resisténcia conferida pelo Ty-1 é uma resisténcia ampla a espécies de
Begomovirus bipartidos do Brasil.

OBJETIVO GERAL
Caracterizar e analisar a resisténcia conferida pelo gene Ty-1 na linhagem LAM
144R, contra ToCMoV em comparagdo com sua isolinhagem suscetivel LAM 144S e a
amplitude da resisténcia a Tomato yellow vein streak virus (TYVSV), Tomato severe
rugose virus (ToSRV), Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato rugose mosaic
virus (ToRMV) e Tomato yellow spot virus (ToYSV)

OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Determinar a amplitude da resisténcia conferida pelo Ty-1 presente na
linhagem resistente LAM 144R

- Estudar alguns dos mecanismos envolvidos na resisténcia da linhagem LAM

144R ao begomovirus bipartido Tomato chlorotic mottle virus.
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1. CULTURA DO TOMATEIRO

O tomate (Solanum lycopersicum) pertence a familia Solanaceae e tem como
centro de origem a zona andina e ilhas Galapagos (Darwin et al., 2003, Peralta et al.,
2005), Chile, Peru, Bolivia, Equador e Colébmbia (Fontes and Silva, 2002, Esquinas
Alcézar and Nuez, 1995). Largamente cultivado e consumido em todo o mundo, o tomate
é considerado uma das principais hortalicas tipo fruto entre as olericolas, podendo ser
usado tanto para consumo in natura como destinado ao processamento industrial. O
cultivo de tomate apresenta uma elevada importancia econémica e social no Brasil por ser
uma grande fonte de emprego devido a méo de obra que é requerida no processo de

cultivo e comercializagdo (Espinosa, 1991, ABSEM, 2010).

A planta pode apresentar crescimento determinado ou indeterminado atingindo
até 2,5 m. A espécie cultivada é uma planta herbacea, enquanto outras ocorrem na forma
de moita, sendo assim, para 0 consumo in natura, a planta é cultivada com tutoramento,
enguanto que o tomate para consumo industrial é cultivado sem tutoramento e é
denominado rasteiro. Em consequéncia deste tipo de comportamento, variedades de
tomate sdo melhoradas visando o local e a forma de cultivo, além da sua finalidade para o

consumo (de Camargo Filho et al., 1994).

A producdo de tomate durante 0 ano é determinada pelas exigéncias climaticas
da cultura, uma vez que o tomateiro é suscetivel a geada e ndo produz bem sob calor
intenso, caracteristicas estas apresentadas também por outras solandceas e plantas de
clima subtropical (do Espirito Santo, 2003, de Camargo Filho et al., 1994). A producdo
na estacdo mais quente do ano é realizada nas regides altas e o cultivo para colheita no
inverno e primavera é feito em regifes ndo sujeitas a geadas. Assim, as caracteristicas

regionais climaticas, socio-econdmicas e a proximidade do mercado determinaram
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diferentes épocas de cultivo de tomate por microrregido homogénea (de Camargo Filho et

al., 1994).

Em 1753 Linnaeus classificou o tomate no género Solanum. No ano seguinte,
Miller reclassificou o tomate no género Lycopersicum e Peralta et al. (2005) adotaram a
classificacdo inicial proposta por Linnaeus e consideraram como caracteristicas para esta
re-classificacdo a possibilidade de cruzamento facil com Solanum lycopersicum e
caracteristicas morfoldgicas e moleculares que confirmaram que os tomates fazem partir
de um grupo préximo as batatas, abrangendo 17 espécies (Tabela 1) (Peralta et al., 2005,

Peralta et al., 2006).

O Brasil ocupa a oitava posicdo no ranking mundial da producdo de tomate
(FAO, 2011), e o seu cultivo é um dos mais importantes no Pais, destacando-se como o
principal produtor o estado de Goias (maior produtor da regido Centro-Oeste) seguido por
Sdo Paulo em segundo lugar e Minas Gerais em terceiro lugar (IBGE, 2013). Atualmente
sdo cultivados 60.872 hectares de tomate, com uma producdo anual de 3.769.959

toneladas e com uma produtividade média de 61.933 t/ha (IBGE, 2013).

O cultivo do tomateiro em quase todas as regides brasileiras € realizado
praticamente o ano todo propicia condi¢des favoraveis ao desenvolvimento de pragas e

patdgenos (Inoue-Nagata et al., 2009, Souza and Reis, 2003).
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Tabela 1. Relacdo das espéecies de tomate classsificadas no género Solanum
(classificacdo atual) e equivalentes classificados anteriormente no género Lycopersicon,
bem como o0 modo de reproducédo de cada espécie. Extraido e modificado de Peralta et al

(2006).

Nome da espécie Equivalente em Lycopersicon Reproducao

Tipicamente
autoincompativel, aldgama,
raramente autocompativel,
autdégama, alégama

Parte de Lycopersicon

Solanum arcanum Peralta ) )
peruvianum (L.) Miller

facultativa
Solanum cheesmaniae (L.  Lycopersicon cheesmaniae L. Autocompativel,
Riley) Fosberg Riley exclusivamente autbgama

Solanum chilense (Dunal i . . . .
Reiche ( ) Lycopersicon chilense Dunal ~ Autoincompativel, albgama

Solanum chmeilewskii

(C.M. Rick, Kesicki, Lycopersicon chmeilewskii ~ Autocompativel, alégama
Fobes & M. Holle) D.M.  C.M. Rick, Kesicki, Fobes & facultativa
Spooner, G.J. Anderson & M. Holle

R.K. Jansen
Parte de Lycopersicon Tipicamente
Solanum corneliomuelleri peruvianum (L.) Miller; autoincompativel, alégama
J.F. Macbr também conhecida como L.

glandulosum C.F. Miill.

Solanum galapagense S.C. Parte de Lycopersicon Autocompativel,
Darwin & Peralta cheesmaniae L. Riley exclusivamente autdgama
Solanum habrochaites S. . . Tipicamente
Lycopercion hirsutum Dunal . .
Knapp & D.M. Spooner autoincompativel
Solanum huaylasense Parte de Lycopersicon Tipicamente
Peralta & S. Knapp peruvianum (L.) Miller autoincompativel, alogama
Solanum juglandifolium Lycopersicon ochranthum ~ Autoincompativel, alégama
Dunal (Dunal) J.M.H. Shaw

.. Lycopersicon lycopersicoides ; , ’
lanum | r ’ Autoincompativel, aldgama
Solanum lycopersicoides 1 'em b.C.) A. Child ex

Dunal J.M.H. Shaw
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. Lycopersicon esculentum Autocompativel, autbgama,
Solanum lycopersicum L.

Miller alégama facultativa
Solanum neorickii D.M. Lycopersicon parviflorum Autocompativel. altamente
Spooner, G.J. Anderson & C.M. Rick, Kesicki, Fobes & P ’

R.K. Jansen M. Holle autogama

Lycopersicon juglandifolium

lanum ochrantum Dunal
Solanum ochrantum Duna (Dunal) J.M.H. Shaw

Autoincompativel, alogama

Usualmente
autoincompativel, algumas
autocompativeis

Lycopersicon pennelli

Solanum pennelli Correll (Correll) D" Arcy

. Lycopersicon peruvianum Tipicamente
Solanum peruvianum L. . . o
(L.) Miller autoincompativeis, aldbgama
o . Autocoampativeis,
Solanum pimpinellifolium Lycopersicon , ,
L impinellifolium (L.) Miller autogama, alogama
' PImp ' facultativa
Solanum sitiens .M. _ N ) o
Johnst. Lycopersicon sitiens (I.M. Autoincompativels,
Johnst.) J.M.H. Shaw alégama
2. ALGUNS VIRUS DE IMPORTANCIA ECONOMICA INFECTANDO

TOMATEIRO NO BRASIL

2.1 Género Tospovirus

Espécies classificadas no género Tospovirus (familia Bunyaviridae) séao
conhecidas por causarem a “spotted wilt”, “peste negra” (Williams et al., 2001) e “vira-
cabeca-do-tomateiro” (Silberschmidt, 1937). Na natureza, a transmissdo de espécies
classificadas no género Tospovirus é feita por vetores classificados na ordem

Thysanoptera (géneros Trips e Frankliniella). Espécies de Tospovirus também sdo
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transmitidas por inoculacdo mecanica e ndo se conhece a transmissao pelas sementes

(Wijkamp et al., 1995, Wijkamp and Peters, 1993, Wijkamp et al., 1993).

Espécies de Tospovirus apresentam RNA fita simples (sSRNA) caracterizadas
por apresentarem um genoma tripartido (denominados L, M e S) cujas extremidades sdo
complementares entre si, formando uma estrutura conhecida como “cabo de panela”(De
Haan et al., 1989). O componente L é senso negativo e codifica a polimerase dependente
de RNA, enquanto os componentes M e S sdo ambisenso. O componente M abriga os
genes das proteinas NSm (proteina de movimento responsavel pelo transporte célula-a-
célula) e precursores das glicoproteinas Gc e Gn. O componente S codifica a proteina
NSs (supressora do silenciamento génico) (Takeda et al., 2002) e a proteina N que forma
0 nucleocapsideo viral e esta envolvida na regulacéo da transcricdo/replicacdo (Snippe et

al., 2007).

No Brasil, ja foram identificadas quatro espécies de Tospovirus infectado
tomate: Tomato spotted wilt virus (TSWV) (de Avila et al., 2004, Colariccio et al., 2000,
Nagata et al., 1995), Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus
(GRSV) (Colariccio et al., 2001a, Nagata et al., 1995) e Chrysanthemum stem necrosis
virus (CSNV) (de Avila et al., 2004, Colariccio et al., 2000, Nagata et al., 1995) e, de
acordo com Scholthof (2011), TSWV esta dentre as dez mais importantes espécies de

virus para a agricultura.

Atualmente, o género Tospovirus é composto por 23 espécies, sendo oito
consideradas como definitivas e quinze delas permanecem ainda como espécies tentativas
(Plyusnin et al., 2011). O critério considerado para definir novas espécies refere-se ao

indice de 90% de identidade da sequéncia da proteina do nucleocapsideo (N), embora
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outras caracteristicas como relagdo soroldgica, sintomatologia, gama de hospedeiras e

transmisséo, também sejam importantes (Plyusnin et al., 2011).

Para o controle da doenca, 0 desenvolvimento de cultivares resistentes ao virus é
a opcdo mais promissora. Neste contexto, genes de resisténcia ao TSWV (dois
dominantes: Sw-1a e Sw-1b e trés recessivos: sw-2, sw-3 e sw-4) (Finlay, 1953) foram
identificados e a resisténcia conferida por eles ja foi superada. Outro gene de resisténcia
foi identificado e denominado Sw-5 (Stevens et al., 1991, Meshi et al., 1989). Anos mais
tarde, pesquisadores reportaram a superacdo da resisténcia conferida pelo Sw-5 em
plantas de tomate no nordeste da Espanha (Aramburu and Marti, 2003) e Italia (Ciuffo et

al., 2005).

2.2 Género Potyvirus

Espécies de Potyvirus (familia Potyviridae) caracterizam-se por apresentarem
particulas alongadas e flexuosas (680- 900 x 11-13 nm) e sdo transmitidas por afideos,
(em uma relacdo ndo circulativa ndo persistente). O genoma viral é do tipo RNA fita
simples, sentido positivo que codifica uma poliproteina apresentando uma proteina
codificada pelo virus (VPg) ligada covalentemente a extremidade 5~ do genoma viral e
uma cauda poli-A na extremidade 3"(Riechmann et al., 1992, Adams et al., 2011a). A
poliproteina é clivada por proteinas com funcdo de proteases resultando na liberacdo das

varias proteinas que serdo usadas pelo virus durante o ciclo de infeccéo viral.

A proteina capsidial (CP) juntamente com HC-Pro estdo ligadas ao processo de
movimento viral a curta e a longa distancia e, também a transmissdo de espécies por
vetores, os afideos (Cronin et al., 1995). Além disto, HC-Pro atua suprimindo o

mecanismo de silenciamento génico da planta (Kasschau et al., 2003, Mallory et al.,
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2001) e outras proteinas, como NIb, Nla, Cl, 6K2, P1, HC e P3 estdo relacionadas com a

replicacdo viral.

O género Potyvirus é considerado o segundo maior género de virus de plantas
(em ndmero de espécies), com 175 espeécies classificadas das quais 143 espécies sdo
definitivas e 32 sdo provaveis espécies novas. Espécies de Potyvirus sdo capazes de
infectar mais de 2.000 espécies de plantas (Adams et al.,, 2011a) e encontram-se

amplamente distribuidas pelo Mundo.

No Brasil duas espécies de Potyvirus ja foram descritas infectando tomateiro,
Potato virus Y (PVY) agente causal da risca do tomateiro (Zerbini and Zambolim, 1999)
e Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) (Maciel-Zambolim et al., 2004) que no

tomateiro induz principalmente sintoma de mosaico (Dianese et al., 2008).

Como medidas de controle vém sendo desenvolvidos estudos em busca de
cultivares resistentes, como método de controle mais eficiente (Dianese et al., 2008,
Lourencdo et al., 2005, Juhasz et al.). Resisténcia a PepYMV foi identificada em S.
habrochaites e S. peruvianun (Parrella et al., 2002, Stevens et al., 1991), enquanto
resisténcia simultanea aos dois virus foi detectada apenas S. habrochaites. De acordo com
Le Gall et al (2011) esta resisténcia simultanea pode estar associada ao gene pot-1 ou um

alelo deste gene.

2.3 Género Tobamovirus

Espécies do género Tobamovirus (familia Virgaviridae) apresentam particulas
alongadas e rigidas (300-310 x 18 nm de didmetro), RNA de fita simples, sentido positivo
e genoma com 6.3 kb, que codifica uma Unica proteina estrutural (17 kDa) e trés
proteinas ndo estruturais, duas delas requeridas para a replicacdo viral e uma terceira para

0 movimento viral célula-a-célula e a longa distancia (Adams et al., 2011b). As espécies
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de Tobamovirus ndo possuem vetores, entretanto sdo transmitidas por sementes, contato

mecanico e praticas culturais (Moreira et al., 2003, Lanfermeijer et al., 2005).

No género Tobamovirus encontram-se classificadas 31 espécies sendo 25
definitivas e 6 tentativas (Adams et al., 2011b). As espécies caracterizam-se por sua
elevada producdo de particulas virais que localizam-se no citoplasma formando

agregados amorfos ou cristalinos (Conti et al., 2001).

Espécies de Tobamovirus encontradas infectando tomateiro s@&o o Tomato
mosaic virus (ToMV) e o Tobacco mosaic virus (TMV), sendo esta Gltima, a espécie tipo
do género. No tomateiro, estes virus causam frequentemente infeccdo latente, mas
estirpes severas podem induzir mosaico suave alternado com bolhosidades, rugosidades,
reducdo do limbo foliar (também conhecido como corddo de sapato) e epinastia dos

foliolos (Fletcher, 1992, Moreira et al., 2003, Lanfermeijer et al., 2005)

O controle baseia-se principalmente no uso de sementes livres de virus,
eliminacdo de restos de culturas anteriores e cuidados durante operagdes culturais

(Colariccio, 2005).

Em tomate foram reportados os genes Tm, Tm-2 e Tm-2-2 (provenientes de S.
habrochaites e S. peruvianum) que conferem resisténcia a ToMV e TMV. Plantas com
estes genes, além do uso em programas de melhoramento sdo utilizadas também para a

diferenciacdo de pat6tipos virais (Lanfermeijer et al., 2005).

2.4 Género Crinivirus

Espécies classificadas no género Crinivirus apresentam particulas alongadas e
flexuosas. Crinivirus sdo os unicos membros da familia Closteroviridae que apresentam
genoma de RNA bipartido (exce¢édo para Potato yellow vein virus - PYVV com genoma
tripartido) (Klaassen et al., 1995, Livieratos et al., 2004, Martelli et al., 2011)
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Dependendo da espécie viral a transmissdo pode ser feita por Bemisia tabaci e/ou

Trialeurodes vaporariorum.

Até o presente momento, no género Crinivirus encontram-se classificadas 14

especies sendo 12 definitivas e 2 tentativas (Martelli et al., 2011).

No Brasil, o Tomato chlorosis virus - ToCV € o unico virus pertencente ao
género Crinivirus relatado na cultura do tomate até 0 momento (Barbosa et al., 2008).
Cada componente genémico encontra-se encapsidado separadamente e ambos séo
necessarios para a infeccdo (Martelli et al., 2002). O RNA 1 é organizado em quatro
“open reading frames” (ORFs) e codifica proteinas envolvidas na replicagéo incluindo a
RNA polimerase dependente de RNA (RdRp). No RNA2 encontram-se as ORFs
HSP70h, CP e CPm (King et al., 2011), sendo a CP a encarregada de encapsidar a maior
parte do genoma viral, enquanto a CPm esta associada a encapsidacdo do extremo 5°

terminal do genoma viral (Wintermantel et al., 2005).

Em estudos desenvolvidos no Brasil, na busca de fontes de resisténcia para
controle de ToCV, resposta de tolerancia foi observada na linhagem LAM 148 originada
de S. lycopersicum (Pereira-Carvalho et al., 2011). Na Espanha, as linhagens 821-13-1
(provenientes de Solanum lycopersicum x Solanum peruvianum acesso LA 0444) e 802-
11-1 (proveniente do acesso LA1028 (S. chmielewskii), mostraram uma resisténcia em
condic@es de infeccdo natural e condi¢des controladas de inoculagdo (Garcia-Cano et al.,

2010).
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3.  FAMILIA GEMINIVIRIDAE

A familia Geminiviridae esta representada segundo o ICTV 2011 por quatro
géneros: Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus e Begomovirus, ndo entanto publicacbes
recentes cofirmaram a adicdo de trés géneros novos dentro da familia, denominados
Becurtovirus (Hernandez-Zepeda et al., 2013), Eragrovirus e Turncurtovirus (Adams et
al., 2013) clasificados devido as ferramentas moleculares atualmente disponiveis. O
acido nucléico viral é do tipo DNA fita simples, com transcricdo bidirecional e
sobreposicdo de ORFs, 0 que propicia uma maior eficiéncia em conteddo de informacéo

genética (Rojas et al., 2005).

O acido nucléico ¢é encapsidado em uma particula geminada formada por dois
icosaedros incompletos. Os virus pertencentes a esta familia podem apresentar genoma
composto por uma ou duas moléculas de DNA, sendo denominados monopartidos ou
bipartidos, respectivamente (Brown et al., 2011). Os membros desta familia encontram-se
dentro do grupo dos menores virus conhecidos até agora e sua transmisséo é feita por
meio de insetos vetores das familias Aleyrodidae, Ciccadellidae e Membracidae (Briddon

and Stanley, 2009, Brown et al., 2011).

3.1 Géneros da familia Geminiviridae

Embora 7 géneros sejam classificados na familia Geminiviridae (Hernandez-
Zepeda et al., 2013):(Adams et al., 2013) neste trabalho consideraremos a posi¢do
adotada de acordo com o ultimo relatorio do Comité Internacional de Taxonomia de
Virus que apresenta quatro géneros classificados na familia Geminiviridae. Estes géneros
sdo: Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus e Begomovirus, podem ser separados de
acordo com caracteristicas de organizacdo gendmica, gama de hospedeiras, inseto vetor e

relacdes filogenéticas (Brown et al., 2011), considerar os outros géneros aqui tambem!
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Dos quatro géneros acima listados, apenas espécies classificadas no género Begomovirus
podem apresentar dois componentes genémicos (bipartido) (Figura 1.) e os demais
apresentam apenas um componente genémico (monopartido). Todas as espécies virais
classificadas nos diferentes géneros infectam dicotiledéneas. Todos 0s vetores das
espéecies classificadas em géneros de Geminiviridae estdo classificados na ordem

Hemiptera (Brown et al., 2011).

Espécies do género Mastrevirus sdo transmitidas por cigarrinhas e infectam
basicamente espécies de monocotileddneas. Neste género encontram-se espécies de virus
de importancia agronémica como o Wheat dwarf virus (WDV) atingindo a culturas de
trigo e 0o Maize streak virus (MSV) a cultura do milho. Espécies classificadas em
Curtovirus sdo transmitidas também por cigarrinhas. Dentro deste género a principal
espécie de importancia econémica é Beet curly top virus (BCTV), infectando Beta
vulgaris, Solanum lycopersicum e Solanum tuberosum. A espécie Tomato pseudo-curly
top virus (TPCTV) € a Unica representante do género Topocuvirus e é transmitida por
membracideos (familia: Membracidae), enquanto espécies do género Begomovirus séo
transmitidas por aleirodideos (familia: Aleyrodidae) (Briddon and Stanley, 2009, Brown

etal., 2011).
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Figura 1. Representacdo dos componentes do genoma viral de Begomovirus,
DNA-A e DNA-B. As setas azuis representam as ORFs (“open reading frames”)
codificadas no sentido viral e as setas vermelhas as ORF's codificadas no sentido
complementar. Os nomes das proteinas codificadas encontram-se dentro de parénteses.
No DNA-A, no sentido viral encontram-se 0s genes: AV1 que corresponde ao gene cp e
codifica a proteina capsidial (CP) e no sentido complementar encontra-se a AC1
correspondente ao gene da rep, a AC2 correspondente ao gene trap e AC3
correspondente ao gene ren as quais codificam: a proteina associada a replicacdo (Rep),
ativadora da transcricdo (TrAP) e a proteina potenciadora da replicagdo viral (REn),
respectivamente. O DNA B possui duas ORFs, uma em sentido viral (BV1)
correspondendo ao gene nsp que codifica uma proteina que controla 0 movimento
intracelular e outra no sentido complementar (BC1) correspondente ao gene mp e que
codifica a proteina responsavel pelo movimento. A ORF AV2 encontra-se ausente em
Begomovirus do Novo Mundo. A regido comum entre as regides codantes esta

representada em roxo. Esquema baseado em Fernandes (2011).

3.1.1 Geénero Mastrevirus
Espécie tipo: Maize streak virus

Espécies de Mastrevirus apresentam genoma monopartido, circular, DNA fita

simples, com um tamanho aproximado de 2.6 a 2.8 kb codificando dois genes no sentido
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complementar: C1 que codifica a RepA e C2 que codifica a Rep e dois no sentido viral:
V2 que codifica a proteina de movimento (MP) que atua também como uma proteina de
transporte nuclear e V1 que codifica a capa protéica CP (Brown et al., 2011, Fauquet and

Stanley, 2005).

Espécies classificadas no género Mastrevirus codificam duas proteinas de
replicacdo viral a RepA e a Rep, e utilizam splicing ou clivagem transcricional. As
proteinas codificadas a partir do mRNA clivado, codificadas por C1 e C2 estdo
envolvidas na replicacdo viral e codificam uma proteina iniciadora da replicacdo. O
genoma apresenta a regido intergénica denominada neste caso regido intergénica maior

(LIR) e uma regido intergénica menor (SIR) (Brown et al., 2011, Wright et al., 1997).

A porcentagem de identidade para a separacdo de espécies no género
Mastrevirus é de 75% da sequéncia nucleotidica do genoma completo, entretanto existem
estudos que propdem uma nova porcentagem de identidade para a classificacdo de

isolados e espécies (Brown et al., 2011, Mubhire et al., 2013).

Até o presente momento 21 espécies fazem parte deste género, sendo 14

espécies definitivas e 7 tentativas (Brown et al., 2011).

Espécies classificadas no género apresentam uma gama de hospedeiras restrita
limitada a membros da familia Poaceae (monocotiledéneas) com apenas trés excecdes:
Tobacco yellow dwarf virus (TbYDV), Bean yellow dwarf virus (BeYDV) e a espécie
tentativa Chickpea chlorotic dwarf virus (CpCDV) que infectam algumas espécies das

familias Solanaceae e Fabaceae (Brown et al., 2011, Palmer and Rybicki, 1998).

A transmissdo de Mastrevirus na natureza e feita por cigarrinhas como

Cicadulina mbila (Ordem: Hemiptera e familia Cicadellidae) e a relagdo estabelecida
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entre inseto e virus € do tipo circulativa ndo propagativa. Normalmente as espécies nao

sdo transmitidas por inoculacdo mecanica (Brown et al., 2011).
3.1.2  Género Curtovirus
Espécie tipo: Beet curly top virus (BCTV)

Os virus pertencentes a este género caracterizam-se pelo genoma monopartido
com um tamanho de 2,9 a 3,0 kb. Curtovirus infectam uma ampla variedade de plantas
dicotiledoneas. O genoma ¢ composto por seis ou sete “open reading frames” ORFs,
sendo trés no sentido viral: V1 que codifica a CP responsavel pela encapsidacéo,
protecdo, movimento viral e transmissdo pelo vetor; V2 que codifica a proteina de
movimento (MP) e V3 envolvida na regulacdo dos niveis de ssDNA e dsDNA. No
sentido complementar encontram-se quatro ORFs: C1 que codifica a proteina associada a
replicacdo (Rep), requerida para o inicio da replicacdo; C2 que atua como fator de
patogenicidade em alguns hospedeiros; C3 que codifica a proteina potencializadora da
replicacdo (Ren - replication enhancer protein) e que pode estar ausente em algumas
espécies como em Horseradish curly top virus (HrCTV) e C4, uma importante proteina,
relacionada com a determinacdo da sintomatologia e também participa na regulacdo do
ciclo celular da hospedeira (Brown et al., 2011, Briddon and Markham, 2001, Stenger,

2002)

A porcentagem de identidade dentro deste género para a separacdo de espécies é
de 89% de identidade da sequéncia completa de nucleotideos de acordo com ICTV
(2011). Até o presente momento oito espécies foram classificadas em Curtovirus, sendo

sete espécies definitivas e uma tentativa (Brown et al., 2011).

A gama de hospedeiras é bastante ampla entre as dicotileddneas e a espécie tipo
infecta aproximadamente 300 especies distribuidas em 44 familias botanicas. Sua
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transmisséo é feita por cigarrinhas como Circulifer tenellus (ordem: Hemiptera e familia
Cicadellidae) e a relacdo estabelecida entre virus e vetor é do tipo circulativa e nédo

propagativa (Brown et al., 2011, Chen, 2008, Soto and Gilbertson, 2003).
3.1.3  Género Topocuvirus
Espécie tipo: Tomato pseudo-curly top virus.

Este género € monotipico e 0 genoma do Tomato pseudo-curly top virus
(TPCTV) encontra-se constituido por um Unico componente de DNA circular, de 2,8 kb.
O genoma, que codifica seis proteinas assemelha-se a0 genoma de Begomovirus
monopartidos. A capa proteica € mais estreitamente relacionada com os membros do

género Curtovirus gque sdo transmitidos por cigarrinha (Brown et al., 2011).

A gama de hospedeiras de TPCTV encontra-se restrita a espécies de
dicotileddneas, incluindo ervas daninhas como Solanum nigrum, Datura stramonium e
Stellaria media, além de plantas cultivadas como o tomate e o feijao (Phaseolus
vulgaris). Na natureza a transmisséo viral é realizada através do membracideo Micrutalis

malleifera (ordem: Hemiptera e familia: Membracidae) (Brown et al., 2011).

4.  GENERO Begomovirus
Espécie tipo: Bean golden yellow mosaic virus
O género Begomovirus € considerado o maior e um dos mais importantes
géneros de virus de plantas. O género abriga espécies com genoma monopartido
distribuidas no “Velho Mundo”(Brown et al., 2011) com uma unica exce¢do no “Novo
Mundo”, o Sweet potato leaf curly virus (SPLCV) reportada recentemente infectando
plantas de batata no Brasil (S&o Paulo- SP, Rio Grande do Sul-RS, Pernambuco-PE e

Paraiba- PB) e também em outros paises além do Peru (Albuquerque et al., 2011, Fuentes
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and Salazar, 2003, Paprotka et al., 2010). No Brasil até o presente momento infectando
tomate foram encontradas apenas espécies de Begomovirus bipartidos (que apresentam
uma ampla distribuicéo tanto no hemisfério oriental como ocidental) (Brown et al., 2011,

Inoue-Nagata et al., 2004).

Na natureza a transmissao € feita para plantas dicotiledéneas por meio de insetos
aleirodideos popularmente conhecidos como mosca-branca, cuja espécie é Bemisia tabaci
(ordem: Hemiptera e familia Aleyrodidae). A relacdo estabelecida entre virus e inseto

vetor € do tipo circulativa ndo propagativa (Brown et al., 2011).

No Brasil, o primeiro relato de begomovirus em tomateiro foi feito ainda na
década de 1960 (Costa, 1975, Flores et al., 1960), sendo denominado Tomato golden
mosaic virus (TGMV) (Maytis et al., 1975). Este virus ndo apresentou maior importancia
para o cultivo de tomate na época e somente em 1998 foi novamente relatado, porém em

cultivos no Rio de Janeiro (Alfenas et al., 1998).

A partir da década de 90 observou-se um aumento na incidéncia e severidade das
doencas causadas por begomovirus, inicialmente no estado de Sdo Paulo, sendo este
aumento atribuido ao incremento populacional de Bemisia tabaci biotipo B (Lourencéo
and Nagai, 1994), que entrou no Brasil provavelmente no inicio desta década e se
disseminou rapidamente em varias regifes do pais incluindo areas importantes de
producdo de tomate (Lourencdo and Nagai, 1994, Melo, 1992). O bidtipo B apresenta
diferencas quando comparado ao bi6tipo que prevalecia anteriormente no Brasil, 0
biotipo A. O biotipo B é muito mais polifago, alem de apresentar maior fecundidade e
capacidade de disperséo, devido ao alto grdo de adaptabilidade que apresenta (De Barro,
1995, Brown, 2007, Costa, 1975). Devido a este aumento na incidéncia e severidade das

doencas causadas por espécies de Begomovirus, bem como o relato de novas espécies a
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partir de 1994, esforcos tém sido concentrados em estudos de identificacdo e diversidade

de espécies de Begomovirus na cultura de tomate no pais.

Vaérias espéecies de Begomovirus tém sido reportadas em tomate no Distrito
Federal, dentre elas podem ser citadas: Tomato golden vein virus (TGVV) (Ferreira et al.,
2007), Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV) (Franco et al., 2007), Tomato rugose
mosaic virus (ToRMV), Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV), Tomato severe
rugose virus (ToSRV), Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato chlorotic vein

virus (ToCVV) e Okra mottle virus (OMoV) (Fernandes, 2010).

Em estados da regido Nordeste ja foram relatadas as espécies ToCMoV, Tomato
golden mottle virus (ToGMoV), ToMoLCV, ToSRVe Tomato golden mosaic virus

(Ribeiro et al., 2003; Fernandes 2010).

Em levantamentos realizados em plantios no Sudeste do pais, foram encontrados
ToCMoV, ToYVSV e ToRMV (Colariccio et al., 2001b, Faria et al., 1997, Souza-Dias et
al., 1996, Ambrozevicius et al., 2002). Para a mesma regido, Fernandes (2010) reportou o
ToRMV, ToSRV, ToYVSV, OMoV, Sida mottle virus (SiMoV), Tomato leaf distortion
virus (ToLDV), Tomato golden mottle virus, Euphorbia yellow mosaic virus (EuYMV),
Tomato common mosaic virus (ToCMV), Tomato yellow spot virus (ToYSV) (Andrade

et al., 2007, Calegario et al., 2007).

De acordo com ICTV (2011) até o presente momento 276 espécies fazem parte

deste género, sendo 190 espécies definitivas e 86 tentativas (Brown et al., 2011).

4.1 Organizagao gendmica dos virus classificados no género Begomovirus

O genoma da maioria dos begomovirus € bipartido e os componentes genémicos

(DNA A e DNA B) séo encapsidados separadamente por uma unica proteina estrutural e
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as particulas sdo formadas por dois icosaedros incompletos com cerca de 18-30 nm
(Brown et al., 2011, Lazarowitz and Shepherd, 1992). O tamanho dos componentes varia
de 2,5 — 2,8 kb, ndo havendo identidade de sequéncias, exceto por uma regido comum
(RC) de aproximadamente 200pb de onde divergem os genes em ambos sentidos (viral e
complementar). Em uma mesma espécie a identidade da RC encontra-entre 77% e 100%,

porém esta regido é divergente entre virus de diferentes espécies (Ribeiro et al., 2003).

Dentro da regido comum encontram-se sequéncias essenciais que atuam como
pontos de reconhecimento de processos comuns para ambos 0S genomas como a
replicacdo, inicio da transcri¢do e encapsidacdo viral (Lazarowitz and Shepherd, 1992).
Uma caracteristica notavel na regido intergénica € uma repeticdo invertida conservada
que € capaz de formar um grampo que deixa exposto uma sequéncia de nove nucleotideos
TAATATTAC (identificada como o ponto de iniciacdo da replicacdo e onde ocorre o
corte do DNA durante 0 mesmo processo) (Briddon and Stanley, 2009, Heyraud et al.,

1993a, Heyraud et al., 1993b).

Alguns begomovirus monopartidos tém um ou mais tipos de moléculas satélites
que sdo pequenas moléculas de ssDNA com aproximadamente a metade do tamanho da
molécula viral e encontram-se divididas em dois grupos, os a-satélites e os f-satelites
(Briddon and Stanley, 2006 ). Satélites do tipo a-satelites ndo contém sequéncias virais,
com a excecdo da regido intergénica nao codificante que é requerida para a replicagdo. Os
[-satelites sdo amplamente diversos e apresentam uma estrutura conservada que codifica
um produto conhecido como BCI1, o qual ¢ determinante da patogenicidade, atua como
supressor de SGPT (Silenciamento génico pos-transcricional), e possivelmente encontra-
se envolvido no movimento viral (Briddon and Stanley, 2006 , Cui et al., 2005, Saunders

et al., 2004 ). Ainda ndo se sabe com muita clareza o papel destes satélites, porém alguns
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estudos tém relacionado estes satélites com a modulacdo da viruléncia pela supresséo do
silenciamento génico da planta hospedeira, auxiliando assim espécies virais que nao
conseguem contrapor o sistema de defesa da planta hospedeira (Brown et al., 2011, Rojas

et al., 2005).

4.1.1 Organizacdo genomica do DNA-A: genes, produtos génicos, estrutura e

funcéo

O componente A ou DNA-A de begomovirus pode conter de 5 a 6 “open reading
frames” (ORFs) codificando proteinas essenciais para os processos de replicacdo,
transcricdo e encapsidacdo viral (Figural). No sentido viral encontram-se duas ORFs:
AV1 e AV2 (ausente nos begomovirus do Novo Mundo e que tem sido relacionada com o
movimento viral) e no sentido complementar encontram-se quatro ORFs que sdo AC1,

AC2, AC3, AC4 (Brown et al., 2011, Ha et al., 2008).

AV1 codifica proteina capsidial (CP), com fun¢bes de protecdo da informacéo
genética viral, direcionamento nuclear e exportacdo nuclear de DNA. Em espécies de
Begomovirus monopartidos trabalhos evidenciam que a capa proteica encarrega-se de
mediar o0 movimento sistémico viral na planta e com os niveis de acumulacdo de sSDNA
nas células da hospedeira (Harrison et al., 2002, Azzam et al., 1994, Briddon et al., 1990,
Hofer et al.,, 1997). Além disto, a CP é necessaria também para a transmissao e
especificidade do virus pelo vetor Bemisia tabaci (Briddon et al., 1990, Hofer et al.,
1997) e no processo circulativo pela hemolinfa através das paredes do intestino do inseto
vetor (Morin et al., 2000, Morin et al., 1999). A CP se liga a proteinas (homologas a
GroEL) produzidas por endossimbiontes e que tem como fungdo proteger as particulas

virais da degradagdo (Morin et al., 2000, Morin et al., 1999).
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O gene AV2 (“pre-coat”) esta presente apenas nos Begomovirus do “Velho

Mundo”, ¢ atua no movimento do virus na planta (Padidam et al., 1996).

No sentido complementar quatro genes sdo transcritos. O primeiro deles
corresponde a ORF ACL1 (gene rep) que codifica a proteina Rep. A replicacdo dos
Begomovirus, realiza-se por meio do mecanismo de amplificagdo em circulo rolante
(ACR), estritamente dependente da proteina Rep. A Rep ndo € uma proteina homologa a
nenhuma enzima polimerase conhecida. O virus necessita da enzima polimerase do
hospedeiro para a sintese de DNA (Koonin and llyina, 1992). A funcdo da Rep consiste
em se ligar ao interon de iniciacdo da replicacdo viral (sequéncia TAATATT | AC) presente
na regido comum, e cortar uma das fitas de DNA, iniciando o processo (Laufs et al.,
1995). Outra funcdo importante da Rep consiste na autoregulacéo, visto que ela reprime
sua propria sintese em nivel transcricional e atua como reguladora pos-transcricional de

genes de expressdo tardia (Sunter et al., 1993, Laufs et al., 1995, Gafni and Epel, 2002).

Dentro da proteina Rep foram identificados alguns motivos ou regides
conservadas denominados de I, GSP, Il e Il1l. O motivo | (LFTY) é indispensavel para
que ocorra a ligacdo especifica ao dsDNA (DNA de fita dupla). O motif 1l (HLH)
encarrega-se de coordenar os ions metalicos que podem estar envolvidos na conformacéo
da proteina e conformacéo da proteina e da clivagem do DNA. O motif GSP, descoberto
recentemente, encontra-se relacionado com o desenvolvimento da infeccdo. O GRS
encontra-se localizado entre o motif I e 111. O motif 111 (YxxxKD/E) € um ponto catalitico
que contem triosina para a realizacdo da clivagem do DNA, no residuo hidroxila e
encontra-se formando um enlace covalente com o grupo fosforil da extremidade 5" da
cadeia clivada de DNA (Nash et al., 2011, Gutierrez, 1999, Orozco and Hanley-Bowdoin,

1998). Estudos recentes mostram que a Rep interfere na maquinaria de metilacdo do
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DNA da planta suprimindo o sistema de silenciamento génico transcricional. (Rodriguez-

Negrete et al., 2013)

A proteina TrAp (Transcriptional Activador Protein) AL2 ou AC2, de
aproximadamente 15kDa tem como funcdo transativar a expressdo dos genes AV1 (que
codifica a proteina de movimento CP) e BV1 (que codifica a “nuclear shuttle nprotein”
proteina de movimento nuclear NSP) (Hormuzdi and Bisaro, 1995, Gutierrez, 1999,

Sunter and Bisaro, 1991).

A proteina REn (Replication enhancer) de aproximadamente 16kDa, contida na
ORF AC3, é considerada como um fator potencializador da replicacdo viral. Apesar de
ndo ser indispensavel para que a replicacdo ocorra, alguns estudos tém demonstrado que a
mutacdo neste gene conduz a uma menor acumulacéo viral nas plantas infectadas (Sunter

etal., 1990, Stanley et al., 1992, Castillo et al., 2003).

4.1.2 Organizacdo gendmica do DNA-B: genes, produtos génicos, estrutura e

funcéo

O componente B dos begomovirus apresenta duas ORFs: BV1 e BC1 que
codificam proteinas relacionadas ao movimento do virus no interior da planta. As
proteinas codificadas por estas ORFs atuam de maneira coordenada para facilitar o
movimento viral de célula a célula e dentro da célula (do nicleo para o citoplasma)

(Noueiry et al., 1994, Sanderfoot and Lazarowitz, 1995, Frischmuth et al., 2007).

A BV1 é transcrita no sentido viral e corresponde ao gene que codifica a
proteina NSP “nuclear shuttle protein” encarregada de transportar moléculas de ssDNA e
dsDNA viral do nicleo até o citoplasma. A BC1 transcrita no sentido complementar

codifica a proteina de movimento MP encarregada do transportar de sSSDNA ou dsDNA
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célula a célula através do aumento do limite de exclusdo dos plasmodesmas (Noueiry et

al., 1994, Sanderfoot et al., 1996, Ward and Lazarowitz, 1999, Frischmuth et al., 2007).

4.2 Transmissdo natural dos Begomovirus

Um dos critérios para a classificagdo dos géneros dentro da familia

Geminiviridae refere-se ao inseto vetor.

Espécies de Begomovirus sdo transmitidas por Bemisia tabaci que encontra-se
classificada em diferentes biotipos, os quais foram denominados com letras, baseando-se
em analises morfoldgicas, estudos de gama de hospedeiras, adaptabilidade a-hospedeira,
inducdo de reacOes fitotoxicas, resisténcia a inseticidas, padrées de banda e anélises de
RAPD-PCR e AFLP (Cervera et al., 2000, De Barro et al., 2005, De Barro et al., 2000),
no entanto estudos recentes afirmam que o Bemisia tabaci é um complexo grupo
composto por 11 grupos de alto nivel bem definidos que contém pelo menos 24 espécies

morfologicamente indistinguiveis (De Barro et al., 2011).

As culturas afetadas por espécies de Begomovirus encontram-se distribuidas em
regidbes de clima tropical, subtropical, e mediterraneo e compreendem culturas
importantes como mandioca (Manihot esculenta) (Serubombwe et al., 2008), algod&o
(Gossypium spp) (Chowda Reddy et al., 2005), feijdo caupi (Vigna unguiculata)
(Rouhibakhsh and Malathi, 2005), cucurbitéceas, cruciferas, tabaco (Nicotiana tabacum)
(Moran et al., 2006), tomate (Solanum lycopersicum) (Albuquerque et al., 2004), batata

(Solanum tuberosum) (Robert et al., 1986), dentre outras.

No Brasil umas das culturas mais importantes afetadas pelas doencas causadas
por especies de Begomovirus é a cultura do tomate. A partir da década de 90 um aumento
na incidéncia e severidade das doencas causadas por Begomovirus foi observado. Tal fato

coincidiu com a introducdo no pais do bidtipo B de Bemisia tabaci (Lourencdo and
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Nagai, 1994, Melo, 1992). De acordo com De (De Barro, 1995, Jones, 2003) e a
disseminacdo de espécies virais em areas onde antes ndo eram reportadas, deve-se a

ampla gama de hospedeiros deste biotipo do vetor.

Bemisia tabaci alimentam-se no estadio de ninfa e fase adulta pela insercéo de
seu estilete dentro da folha penetrando no floema e retirando a seiva elaborada onde
encontram-se as particulas virais. Desta forma o virus é adquirido pelo inseto vetor. As
particulas sdo levadas do intestino médio e sdo distribuidas na hemolinfa e
posteriormente atingem as glandulas salivares o que foi catalogado como uma relagéo
circulativa (Ohnesorge and Bejarano, 2009, Morin et al., 2000, Markham et al., 2006,

Zeidan and Czosnek, 1994, De Barro, 1995).

Estudos realizados com afideos, Potato leafroll virus e Buchnera apontaram a
importancia deste endossimbionte na transmissdo de virus (Ishikawa, 1984). Proteinas
homologas a GroEL produzida pela bactéria endossimbionte (Buchnera) de afideo,
também sdo produzidas por endossimbiontes de Bemisia tabaci. Estas proteinas tém
afinidade pela capa protéica viral e atuam protegendo as particulas virais da degradacéo
na hemolinfa do inseto (Morin et al., 2000, Morin et al., 1999). Todas as espécies de
mosca-branca abrigam o endossimbionte priméario Candidatus “Portiera aleyrodidarum”
(Thao and Baumann, 2004). Véarios endossimbiontes sdo reportados em populacbes de
Bemisia tabaci ao redor do mundo incluindo Candidatus ‘Hamiltonella defense’
(Enterobacteriaceae); Wolbachia, Arsenophonus, Cardinium (Bacteroidetes); Fritschea
bemisiae (Simkaniaceae) e Rickettsia (Baumann, 2005, Gottlieb et al., 2006, Li et al.,
2007, Nirgianaki et al., 2003, Thao and Baumann, 2004, Weeks and Breeuwer, 2003).

Endossimbiontes apresentam uma variedade de efeitos nas suas hospedeiras como por
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exemplo Hamiltonella aumenta a eficiéncia de Bemisia tabaci como vetora de virus

(Gottlieb et al., 2010).

4.3 Replicacdo dos Begomovirus na planta hospedeira

A habilidade de replicar seu acido nucléico em altos niveis em células que
normalmente tem restritas limitacGes na producédo de novas moléculas de acido nucléico é

uma das caracteristicas importante dos virus.

Espécies de Begomovirus possuem genomas pequenos que codificam poucas
proteinas, porém o ciclo de replicacdo é realizado usando na sua maioria as proteinas de
replicacdo de DNA da hospedeira. A estratégia usada pelos Begomovirus para sua

replicacdo pode-se dividir em diferentes estadios (Figura 1.1).

O primeiro estagio é a sintese de um DNA de fita dupla (dsDNA) a partir do
DNA de fita simples (ssDNA). Esta fita dupla de DNA é conhecida como a forma
replicativa (RF) e é uma forma intermediaria, que posteriormente, servird como molde
para a transcricdo viral e para a elaboragdo de novas fitas de DNA fita simples pelo
mecanismo de amplificacdo em circulo rolante (ACR) (Gutierrez, 1999, Bisaro, 1996).
Para dar inicio ao processo, a Rep se liga a uma sequéncia especifica na regido comum
(Orozco and Hanley-Bowdoin, 1998) que é constituida por duas sequéncias repetidas
denominadas “iterons”. Apos a ligacdo da Rep e o estabelecimento do complexo Rep,
Ren e os fatores da hospedeira, a Rep cliva a cadeia de ssDNA dando o inicio a
replicacéo (Gutierrez, 2000, Koonin and Ilyina, 1992). A Rep se liga ao DNA por meio
de uma ligagéo fosfodiéster no terminal 5°, enquanto que o terminal 3"-OH é usado como

um iniciador para a sintese de uma nova fita de DNA. A Rep caracteriza-se ainda por ter
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uma atividade de “Nicking-Closing” similar as topoisomerases (Bisaro, 1996). A sintese

de DNA ¢ realizada por proteinas de replicacdo da hospedeira.

O segundo estagio da replicagdo pelo mecanismo ACR consiste na geracao
adicional de dsDNA circular. Este estagio € iniciado pela Rep que tem como funcéo
cortar a fita dupla de DNA em uma sequéncia especifica, seguido pelo corte da ligacao
fosfodiéster (Figura 1.2). A extremidade 3 -OH é usada como um primer para a sintese
de uma nova fita “plus” (fita a partir da qual serdo codificadas as ORFs no sentido viral
podendo ser ssSDNA ou dsDNA ) desde uma fita “minus” (fita a partir da qual serdo
codificadas as ORFs no sentido complementar, encontrada apenas em dsDNA. No inicio
do ciclo de replicacdo, o ssSDNA circularizado é usado como molde para a sintese de
DNA complementar ou fita negativa, resultando na amplificacdo de RF (Bisaro, 1996,

Gutierrez, 1999).

O terceiro estagio € a sintese de ssDNA a partir de dsDNA gue acontece no final
do ciclo de replicacdo e é responsavel pela acumulacdo de genomas virais para a

encapsidacdo (Fontes et al., 1994, Bisaro, 1996, Gutierrez, 1999).

A transcricdo viral de proteinas ocorre a partir da forma intermediaria de
dsDNA, bem como para a replicacéo viral adicional (Gutierrez, 1999, Hanley-Bowdoin et

al., 1990).
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Figura 1. 1. llustracdo do ciclo replicativo de espécies da familia Geminiviridae,
dividida em trés estagios. Estagio 1. conversao de ssDNA em um covalente circular de
forma replicativa (FR) ou dsDNA. Estégio 2: replicacdo pelo mecanismo de amplificacdo
em circulo rolante para a geracdo de FR. Estdgio 3: producdo de ssDNA para

encapsidacao. Baseado em Gutierrez (1999).

4.4 Movimento viral

A méaxima expressdo da infeccdo viral em uma planta hospedeira suscetivel ao
virus depende do transporte viral no interior da planta. A partir da célula inicialmente
infectada, existem duas formas de transporte viral conhecidas: movimento a curta
distancia de celula-a-célula (via plasmodesma) e a longa distancia via sistema vascular da

planta (Carrington et al., 1996, Vuorinen et al., 2011).

Espécies de Begomovirus bipartidos realizam o movimento do DNA dentro da

planta por meio de trés proteinas, uma delas, codificada pelo componente A (CP) e as
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outras duas codificadas pelo componente B (Figura 1) denominadas proteina de
movimento (MP) e a nuclear shuttle protein (NSP) (Hehnle et al., 2004). Em
begomovirus monopartidos a CP é essencial para a dispersdo viral, no entanto em
begomovirus bipartidos, a CP ndo é necessaria para 0 movimento sistémico viral, tendo
em vista, que a sua funcdo pode ser exercida pela NSP, entretanto, em estudos onde a
NSP sofreu mutacdes, a CP pode auxiliar no movimento sistémico viral (Gafni and Epel,

2002, Guevara-Gonzalez et al., 1999, Ward et al., 1997).
4.4.1 Movimento a curta distancia (intra e intercelular)

A replicacdo de virus da familia Geminiviridae é realizada no ndcleo da ceélula,
entretanto estes virus precisam superar duas fronteiras para conseguir atingir toda a
planta: a membrana nuclear e a membrana citoplasmatica. Para superar estas barreiras,
membros da familia Geminiviridae contam com duas proteinas importantes codificadas a
partir de seus dois componentes gendmicos: a CP (onde ja foram identificados sinais de
localizagdo celular que interagem com importinas o para a importacdo da particula viral
pelos poros nucleares) e a NSP que é o veiculo de transporte do nicleo para o citoplasma
(Guerra-Peraza et al., 2005, Hallan and Gafni, 2001, Kunik et al., 2002, Sanderfoot et al.,
1996). Cada proteina tem a capacidade de ligar-se ao ssDNA e/ou dsDNA de modo

sequéncia-independente (Lazarowitz and Beachy, 1999).

O movimento de virus bipartidos é independente da CP (em algumas
hospedeiras) indicando que o movimento pode realizar-se entre as células em forma de

acido nucléico (Niehl and Heinlein, 2011).

Estudos realizados demonstraram que a MP presente nos begomovirus bipartidos
se liga a DNA, mas ndo a RNA e o tipo de ligacdo € dependente da forma em que se

encontra 0 DNA (ssDNA ou dsDNA) e do tamanho da molécula. Acredita-se que uma
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interacdo entre a MP e a NSP seja necessaria para fazer a transferéncia do DNA que se
encontra formando um complexo com o NSP depois de sair do nucleo, complexo este,
que € movimentado através dos plasmodesmas (Sanderfoot and Lazarowitz, 1996,
Noueiry et al., 1994). Estudo desenvolvido com o begomovirus Squash leaf curl virus
(SgLCV) em abobora mostrou a localizacdo da MP em estruturas especializadas tubulares
derivadas do reticulo endoplasmatico (RE). Estas estruturas tubulares encontram-se
atravessando os plasmodesmas, 0 que sugere a participacdo da MP na alteracdo da

estrutura do plasmodesma e o movimento viral através deles (Ward et al., 1997).

A interacdo de NSP e MP, dependendo do virus de estudo, pode formar
complexo com dsDNA ou ssDNA e além disto a interacdo de MP pode realizar-se apenas
com o DNA ou com o complexo DNA-NSP (Niehl and Heinlein, 2011, Gilbertson et al.,

2003, Noueiry et al., 1994).
4.4.2  Movimento a longa distancia

A replicacdo da maioria dos begomovirus € realizada em células companheiras e
células parenquimaticas do floema que se encontram adjacentes aos elementos de tubo
crivado. Embora a interface celular entre os componentes dos vasos constituam o
principal obstaculo no blogueio da entrada dos virus nos elementos de tubo crivado e
interfira na mobilidade viral a longa distancia. Os virus contam com mecanismos que
permitem superar este tipo de barreira (Sanderfoot and Lazarowitz, 1996, Vuorinen et al.,

2011).

Carboidratos elaborados nas células do mesdfilo sdo transportados por meio dos
elementos de tubos crivados para outras partes onde sdo usados para 0 crescimento e
desenvolvimento da planta. O movimento dos fotoassimilados é feito a partir dos tecidos

denominados fonte de fotoassimilados, que sdo as partes desenvolvidas e
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fisiologicamente mais “velhas” e que geram este tipo de produtos por meio da
fotossintese, até as partes mais novas denominadas dreno. As folhas receptoras que se
encontram em processo de desenvolvimento e que ainda ndo podem gerar os produtos
fotoassimilados, possuem plasmodesmas mais dilatados em comparagdo com o0s
plasmodesmas de folhas ja desenvolvidas na sua totalidade. O destino final dos
fotoassimilados também define a direcdo para onde serem transportados 0s virus

(Turgeon, 1989, Crawford and Zambryski, 2001).

Poucos plasmodesmas conectam as células do parénquima vascular com o
complexo formado entre as células companheiras e os elementos de tubo crivados,
proporcionando uma rota simplastica para o carregamento de carboidratos nos elementos
de tubo crivado. A rota simplastica € normalmente usada para o carregamento de
macromoléculas, tais como particulas virais para floema em muitos tipos de plantas

(Davidson et al., 2011, Vuorinen et al., 2011).

4.5 Genes de Resisténcia a Begomovirus no Tomate

Devido a diversidade de espécies de Begomovirus infectando tomateiros e as
desvantagens apresentadas pelo controle do inseto vetor, a melhor opg¢éo para o controle
desses patdgenos tem sido o uso de cultivares resistentes. Dessa forma, as principais
estratégias do melhoramento tém sido a busca de fontes com amplo espectro de
resisténcia e/ou a ‘piramidizag¢do’ de diferentes genes de resisténcia em linhagemgens
elite. Vérias fontes de resisténcia a Begomovirus ja foram identificadas em espécies
selvagens do género Solanum (Ferreira et al., 1999, Giordano et al., 1998, Pilowsky and
Cohen, 2000, Santana et al., 2001a), dentro das quais foram identificados varios genes, 0s

quais podem ser introgredidos em cultivares comerciais.
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Os genes de resisténcia Ty-1, Ty-2, Ty-3, Ty-4, Ty-5, tcm-1 e tgr-1 sdo
genes/‘loci’ que ja foram identificados e podem ser empregados em programas de

melhoramento para resisténcia a Begomovirus (Tabela 1.1).
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Tabela 1. 1. Fontes de resisténcia a espécies de Begomovirus do ‘complexo viral TYLCD’, seguindo a antiga nomenclatura do

género
Espécie Acesso Modo de Heranca Referéncia
(Czosnek et al., 1993, Kunik et
al., 1994, Zakay et al., 1991,
LA 1969 Zamir et al., 1994)
LA 1938
LA 1959
LA1960
Monogénica. Dominancia parcial
LA1961
(gene Ty-1)
Lycopersicon chilense LA 1963
(Yassin et al., 1989)
LA 1968
LA 2762
LA 2774
LA 2779
LA 1932
Ty-3eTy-4 (Ji et al., 2007, Ji and Scott,
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2006, Pietersen and Smith,

Lycopersicon

peruvianum

2002)

LA 1971 -

(Pico et al., 1999)
LA 2884 -
FLAG53 tgr-1 (Bian et al., 2007)
LA 452 -
LA 462 -
LA 1333 -

(Kasrawi et al., 1988)

LA 1373 -
LA 1274 -

f. humifusum LA 385

P1-126935 Poligénica (5 genes). Recessiva (Pilowsky and Cohen, 1990)
3407 - (Hassan et al., 1982)
78-1556 -
(Kasrawi et al., 1988)
81-2274 -
P1-127831 - (Zamir et al., 1994)
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CMV sel. INRA

Dominéancia Parcial

(Kasrawi et al., 1988, Zamir et

P1-127831 - al., 1994)
TY172 Ty-5 (Anbinder et al., 2009)
Fla. 8753
ty-5 (Hutton et al., 2012)
Fla. 344
LA 121 Monogénico. Dominancia incompleta (Hassan et a|_’ 1982’ P||owsky
Poligénico. Parcialmente recessivo and Cohen, 1990)
LA 373 Poligénico. Parcialmente recessivo (Hassan et al., 1982, Kasrawi et
al., 1988)
LA 1579 Monogénico. Dominante
Lycopersicon pimpinellifolium LA1589 Monogénico. Dominante (Hassan et al., 1982)
LA 1690 Monogénico. Dominante
Hirsute-INRA i (Kasrawi et al., 1988, Kasrawi,
LA 1478 : 1989)
69- 187

Monogénico. Dominante

(Zamir et al., 1994)
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75-298

Monogénico. Dominante

LA 1335 -
(Channarayappa et al., 1992)
P1 19532 -
Lycopersicon _
) _ LA 1401 Recessivo (Hassan et al., 1982)
cheesmani ssp. minor
(Channarayappa et al., 1992,
LA 386 Poligénico. Dominante Hassan et al., 1984, Kasrawi et
al., 1988)
LA1352 -
LA1691 (Hassan et al., 1982)

Lycopersicon

hirsutum

f. glabratum LA1624

LA 1393 -

f. glabratum LA
1252

(Kasrawi et al., 1988)

LA 1777 -

(Channarayappa et al., 1992)

H2-INRA

Recessiva

(Czosnek et al., 1993, Kasrawi
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and Mansour, 1994, Kunik et al.,
1994, Zamir et al., 1994)

LA 771418

f. glabratum LA407

(Cohen and Antignus, 1994)

Pl 34418
P1-390658 (Channarayappa et al., 1992)
P1-390659 (Channarayappa et al., 1992)

f. glabratum B6013

Ty-2

(Hanson et al., 2006)

Modificado de: (Marin, 2004, Pereira- Carvalho, 2009, Garcia-Cano, 2008).
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E importante definir a terminologia envolvida na resposta da planta ao
patdgeno, para isto, neste trabalho foram adotados os conceitos definidos por Cooper e
Jones (1983), onde os termos resisténcia e suscetibilidade s&o usados para descrever a
resposta da planta ao patdgeno e tolerancia e sensibilidade a resposta da planta a

doenca (Figura 1.2) (Cooper and Jones, 1983.).

RESPOSTA DA PLANTA A INFECCAO VIRAL

P4 N

Hospedeira (Se infecta) Nao hospedeira
Planta pode ser infectada Planta nio pode ser infectada
RESPOSTA DA SUSCETIVEL RESISTENTE
PLANTA AO VIRUS virus replica e invade facilmente Infecgio, replicagido ou invasio
estdo restritas
RESPOSTA DA SENSIVEL TOLERANTE
PLANTA A DOENCA plantas com sintomas graves plantas com sintomas leves ou niao
perceptiveis

Figura 1.2 Conceitos referentes a resposta da planta ao virus e a doenca

segundo Cooper & Jones (1983).

Dentre os genes de resisténcia encontrados existem alguns de carécter
dominante e outros de carater recessivo, introgredidos a partir de diferentes acessos
selvagens do género Solanum (Tabela 1.1) para a especie cultivada Solanum
lycopersicum. Os genes dominantes j& estudados conferindo resisténcia a diferentes
begomovirus sdo: Ty-1, Ty-2, Ty-3 Ty-4 e Ty-5, inicialmente relatados por conferir
resisténcia a Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), um importante begomovirus de
genoma monopartido que tem causado perdas em diferentes regides do mundo. Estudos
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desenvolvidos tém demonstrado que alguns desses genes, como o Ty-1, conferem
resisténcia a espécies de bipartidos como por exemplo, aqueles introgredidos a partir
de Solanum chilense (Tabela 1.1) a Tomato rugose mosaic virus (TORMV) e Tomato
yellow vein streak virus (ToYVSV), dentre outros (Boiteux et al., 2007; Pereira-
Carvalho et al ., 2009) e o Ty-3 a Tomato mottle virus (ToMoV) (Ji and Scott, 2006; Ji
et al., 2007). O Ty-4 é eficaz contra multiplos (até sete) begomovirus bipartidos que ja

foram identificados na Guatemala (Nakhla et al., 2004).

Dentre 0s genes recessivos podem ser citados: tcm-1, tgr-1 e o ty-5
(descoberto recentemente). Estes genes conferem resisténcia a TYLCV e a diferentes
variantes virais e ao Tomato leaf curl virus (TLCV) (Garcia-Cano et al., 2008, Bian et
al., 2007, Hutton et al., 2012, Laterrot, 1995). O tcm-1 confere resisténcia a bipartidos
como o Tomato chlorotic mottle virus (Giordano et al., 2005), Tomato rugose mosaic
virus (TORMV) (Pereira-Carvalho et al ., 2010) e também a monopartidos (Garcia-

Cano et al., 2008).

O Ty-1 foi o primero gene em ser caracterizado, mapeado e ja vem sendo
utilizado em hibridos comerciais no Brasil como forma de controle contra as doencas
causadas por espécies de virus pertencentes ao género Begomovirus (Pereira-Carvalho,

2009).
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CAPITULO 2. ESTUDO DA REPLICACAO E MOVIMENTO VIRAL NA
LINHAGEM DE TOMATEIRO RESISTENTE L AM 144R FRENTE AO

Tomato chlorotic mottle virus - ToCMoV.
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RESUMO

O tomate (Solanum lycopersicum) é umas das culturas mais importantes do
Brasil, posicionando o pais no oitavo lugar do ranking mundial de producéo segundo
estadisticas da FAO 2011. O cultivo do tomate em quase todas as regides brasileiras e
praticamente o ano todo propicia condi¢des favoraveis ao desenvolvimento de pragas e
patdgenos, destacando-se espécies pertencentes ao género Begomovirus. Espécies de
Begomovirus podem apresentar um ou dois componentes genémicos sendo
denominadas de monopartidas ou bipartidas, respectivamente. No Brasil até o presente
momento existem relatos apenas de Begomovirus bipartidos infectando o tomateiro. O

vetor das espécies do género Begomovirus é a mosca-branca Bemisia tabaci.

Apbs a introducdo do bidtipo B de Bemisia tabaci houve um aumento na
incidéncia das doencas causadas por espécies de Begomovirus em tomate. Além disto,
novas espécies vém sendo relatadas desde entdo. Pesquisas vém sendo direcionadas
para 0 desenvolvimento de variedades resistentes ao virus e/ou vetor como estratégia
de controle. Em tomate ja foram relatados oito genes de resisténcia a espécies do
género Begomovirus. Estes genes foram denominados: Ty-1, Ty-2, Ty-3, Ty-4, Ty-5,
tcm-1, tgr-1 e ty-5. Dentre eles Ty-1 foi o primeiro a ser caracterizado e a maioria das

cultivares comerciais resistentes possui Ty-1.

Neste trabalho ensaios foram realizados para determinar possiveis
mecanismos que possam estar envolvidos na resisténcia conferida pelo gene Ty-1
presente em uma linhagem resistente denominada LAM 144R, frente a uma das

espécies virais do complexo de espécies de begomovirus importantes para o pais:
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Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV). Para isto foram desenvolvidos experimentos

visando avaliar a replicacdo e 0 movimento sistémico.

Para avaliar a replicacdo viral de ToCMoV na linhagem resistente LAM 144R
em comparagdo com a isolinha LAM 144S plantas foram agroinoculadas com o
componente A de ToCMoV via Agrobacterium tumefaciens. As coletas foram
realizadas aos 0, 2, 6 e 10 dias ap6s inoculacgdo (dai). A quantificacdo da carga viral foi
realizada mediante reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (qPCR), usando
primers especificos para capa proteica (CP1). Os dados foram analisados pelo teste ndo
paramétrico Kruskal-Wallis e mostraram uma menor acumulacéo viral na linhagem

resistente em comparagdo com a suscetivel aos 10 dai.

Para analisar o movimento sistémico, plantas LAM 144S (suscetivel) foram
inoculadas com ToCMoV. Duplas enxertias foram realizadas utilizando como enxerto
segmentos de LAM 144R ou LAM144S e como sobre-enxerto, LAM 144S. Amostras
foram coletadas em diferentes tempos apds as enxertias e a deteccdo de ToCMoV por
PCR e Southern blot mostraram uma restricdo no movimento viral a longa distancia

quando foram usadas as plantas LAM 144R contendo o gene Ty-1 como enxerto
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ABSTRACT

In Brazil the introduction of the B biotype of Bemisia tabaci lead to an
increase in incidence and severity of diseases caused by species of Begomovirus in
tomato. In addition, new virus species have been reported since then. Research studies
have been directed to the development of resistant varieties to the virus and/or the
vector as control strategy. Eight resistance genes to different species of Begomovirus
have been reported In tomato. They are named genes Ty-1, Ty-2, Ty-3, Ty-4 Ty-5, tcm-
1 tgr-1 and ty-5. The gene Ty-1 was the first to be characterizated and introduced in

most of the commercial tomato cultivars.

In this study, viral replication and system movement were analysed to
determine possible mechanisms that may be involved in the resistance conferred by Ty-
1 gene present in the line LAM 144R, against Tomato chlorotic mottle virus

(ToCMoV).

To evaluate viral replication, resistant LAM 144R and susceptible LAM 144S
plants were agroinfiltrated with ToCMoV DNA-A. Samples were collected at 0, 2, 6
and 10 dai. Quantification of viral load was performed by quantitative polymerase
chain reaction (qPCR). The data were analyzed by the nonparametric Kruskal-Wallis
test and showed lower viral accumulation in the resistant line compared to the

susceptible at 10 dai.

To analyze the system movement, susceptible LAM 144S plants were
inoculated with ToCMoV. Double grafts were performed using as grafts LAM 144R or
LAM 144S segments and as overgrafts, LAM 144S susceptible plants. Samples were
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collected from the overgrafts at different times and ToCMoV was detected by PCR and
Southern blot, showing a restriction in long-distance viral movement when plants LAM

144R containing the Ty-1 gene were used as grafts.

Keywords: Begomovirus, bipartite, resistance, tomato, biolistic
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1. INTRODUCAO

O tomate [Solanum lycopersicum L. = Lycopersicum esculentum Mill.]
(Peralta et al., 2005) € uma das hortalicas mais importantes, posicionando o Brasil no
oitavo lugar no ranking mundial de producdo (FAO, 2011). Epidemias causadas por
espéecies de Begomovirus (familia Geminiviridae) no Brasil e no mundo tém sido
apontadas como causas de perdas econémicas para a cultura do tomateiro (Varma and

Malathi, 2003 , Seal et al., 2006, Giordano et al., 2005, Pereira- Carvalho, 2009).

Espécies de Begomovirus apresentam acido nucléico do tipo DNA de fita
simples circular encapsidado separadamente em um ou dois componentes gendmicos,
sendo denominadas de monopartidas (apenas um componente gendmico) ou bipartidas
(dois componentes gendmicos, DNA-A e DNA-B) e sdo transmitidas de maneira
eficiente pelo vetor Bemisia tabaci (familia Aleyrodidae) (Bedford et al., 2008,

Briddon and Stanley, 2009, Brown et al., 2011, Jeske, 2009).

No Brasil até o presente momento todas as espécies infectando tomateiro
apresentam dois componentes gendémicos, dentre estas espécies destacam-se Tomato
yellow vein streak virus (TYVSV) (Colariccio et al., 2007, Cotrim et al., 2007, Faria et
al., 1997, Castillo-Urquiza et al., 2008, Fernandes, 2010), Tomato severe rugose virus
(ToSRV) (Fernandes, 2010, Ribeiro et al., 2003, Rocha et al., 2010, Souza-Dias et al.,
2008), Tomato chlorotic mosaic virus (ToCMoV) (Ambrozevicius et al., 2002,
Fernandes, 2010, Ribeiro et al., 2002, Ribeiro et al., 2007) e Tomato rugose mosaic
virus (ToRMV) (Colariccio et al., 2006, Fernandes et al., 2006, Fernandes, 2010,

Ribeiro et al., 2003).
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Infeccdes causadas por Begomovirus normalmente restringem-se a células do
floema (p. ex. Bean golden mosaic virus - BGMV em feijoeiro) e a replicacdo ocorre
nas células companheiras e parenquimaéticas que encontram-se formando o tecido
vascular juntamente com os elementos de tubo crivado. Estas células e tecidos
representam obstaculos a entrada viral no tecido vascular, entretanto os virus contam
com mecanismos para superar estas barreiras (Sanderfoot and Lazarowitz, 1996,

Vuorinen et al., 2011).

Por outro lado para que a infeccdo sistémica ocorra é preciso que 0 virus
alcance os tubos crivados que o transportara a outras partes da planta. Para a grande
maioria dos virus 0 movimento € feito seguindo o fluxo de fotoassimilados (via
floema), embora em alguns casos como para Southern bean mosaic virus - SBMV (e

outros Sobemovirus) o movimento seja realizado via xilema (Hull, 2002).

No componente A de Begomovirus com genoma bipartido encontram-se 0s
genes que codificam as proteinas envolvidas nos processos de repliclacdo (Rep, REn),
transcricdo (TrAP) e encapcidacdo (CP) do DNA viral. A replicacéo viral realiza-se no
ndcleo das células infectadas mediante um DNA de fita dupla denominado DNA
intermediario ou forma replicativa por replicacdo por circulo rolante. A atividade da
DNA polimerase-DNA dependente € proporcionada pela célula hospedeira (Bisaro,

1996, Gutierrez, 1999).

O componente B dos begomovirus codifica genes relacionados com o
movimento viral intracelular, como a proteina de transporte nuclear (NSP) e

intercelular promovido pela proteina de movimentno (MP). De uma forma bastante
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simplificada, a NSP transporta 0 DNA viral do nucleo para o citoplasma. O complexo
NSP-DNA liga-se a MP. A proteina NSP retorna ao ndcleo e o DNA viral é
direcionado ao plasmodesma e 0 movimento é feito pelo aumento do tamano do limite
de exclussao dos plasmodesmas proporcionado pela MP. Em espécies de Begomovirus
monopartidos estudos desenvolvidos demonstram que a capa protéica (CP) media o

movimento sistémico viral na planta (Harrison et al., 2002, Padidam et al., 1996).

Conforme mencionado, o0 sucesso de uma infeccdo viral depende da
replicacéo, expressdo do genoma e movimento viral no interior da planta. Entretanto,
estudos desenvolvidos sobre fatores codificados pela planta que impegam um ou mais
destes processos fazendo com que a infecgdo ndo ocorra, tem sido relacionados com a

presenca de genes especificos, denominados genes de resisténcia.

Alguns genes de resisténcia tém sido identificados, descritos e introgredidos
em cultivares comerciais de tomateiro. Dentre estes genes cita-se 0 Ty-1 como sendo o
primeiro gene de resisténcia a Begomovirus (monopartidos e bipartidos) a ser
caracterizado conferindo resisténcia aos isolados do complexo de espécies de
Begomovirus do Velho Mundo TYLCD (Tomato yellow leaf curl disease), em especial
Tomato yellow leaf curl virus — TYLCV (Michelson et al., 1994) e Novo Mundo
(Blawid et al., 2010a, Pereira- Carvalho, 2009). Para begomovirus bipartidos do Novo
Mundo h& pouca informacdo referente a caracterizacdo da resiténcia no que se refere
aos processos virais que ocorrem para 0 desenvolvimento da infecgdo viral. Neste
contexto, o objetivo deste capitulo foi avaliar os processos de replicacdo e movimento
viral a longa distancia em uma linhagem resistente de tomateiro desenvolvida pelo

programa de Melhoramento da Embrapa Hortalicas — CNPH e denominada LAM
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144R, homozigota para Ty-1 (Ty-1/Ty-1) frente & uma importante espécie do complexo
de espécies de Begomovirus bipartidos que infectam tomateiro no Brasil, Tomato

chlorotic mottle virus (ToCMoV).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizagcdo dos ensaios.

Os ensaios foram realizados em condicbes de casa de vegetacdo e no
Laboratdrio de Interacdo Molecular Planta-Praga 111 (LPPIII) na Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia - Cenargen - Distrito Federal.

2.2. Origem do isolados virais

O isolado viral de ToCMoV utilizado foi proveniente da colecdo de virus do
laboratério LPPIIl da Embrapa Cenargen, mantido a -80°C em estoque de glicerol a

20% produzidos e mantidos sob os cuidados da Dra. Simone Ribeiro (Ribeiro, 2006)

2.3 Isolados virais para agroinfiltracéo
O clone infeccioso de ToCMoV-[BA-Sel] contendo 1.8 copias do DNA-A

(pPCAMBIA-ToCMoV-DNA-A) foi obtido e introduzido em Agrobacterium

tumefaciens para a agroinflitragdo de acordo com Ribeiro (2006).

2.4 Preparo do clone viral para inoculacéo via Biobalistica
Os clones de DNA-A e DNA-B de ToCMoV — [BA-Sel] foram preparados

por meio de digestdo enzimatica com a enzima de restricdo Kpn-1 (DNA-A) e Hind- 111
(DNA-B) como descrito por Ribeiro et al. (2007). A ligagéo intramolecular foi feita

utilizando a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) e mantida a 16°C por 20 horas. O
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resultado da digestéo e ligacdo foi visualizado em gel de agarose 1% em TAE 1X

corado com brometo de etideo (Ribeiro, 2006).

2.5 Material vegetal
As isolinhas de tomateiro LAM 144R (material resistente) e LAM 144S

(material suscetivel) estudadas foram geradas a partir de um hibrido denominado Ellen
(Ty-1/ty-1) pelo uso da técnica SSD (Single Seed Descendent ou descendente de uma
Unica semente) pelo pesquisador Leonardo Silva Boiteux (Embrapa Hortaligas). A
técnica SSD consiste no avanco de geracdes, ap0s cruzamento, coletando-se uma
semente por planta a partir da F, até a Fs ou Fg, sem efetuar selecdo nas geracoes
iniciais de autofecundacdes, para aumento de homozigose nos descendentes e obtengéo

de linhagens (Cubero, 2003).

2.6 Acumulo diferencial de Tomato chlorotic mottle virus - ToCMoV na
linhagem resistente LAM 144R (Ty-1) e suscetivel LAM 144S
quantificado via qPCR.

A replicagdo de um Tomato chlorotic mottle virus em LAM 144R e LAM
144S foi avaliada através da agroinfiltracdo do DNA-A clonado em vetor binério e a

quantificacéo foi realizada por qPCR descrito segundo Mason et al (2008).
2.6.1  Agroinfiltragéo

Trinta e cinco plantas da linhagem LAM 144R e 35 plantas da linhagem LAM
144S foram agroinfiltradas. Foram preparados 50 mL de meio LB (10g/L de Triptona,
5 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de NaCl) acrescido com canamicina (50 mg/mL)

inoculado com aproximadamente 2 uL da solugdo bacteriana de A. tumefaciens
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transformadas com pCAMBIA-ToCMoV-DNA-A  (Ribeiro, 2006). As células
bacterianas foram colocadas em estufa por 18h a 28° C com agitagdo continua e a
densidade 6tica (ODggo) ajustada com MES, MS (meio Murashige & Skoong de sigma)

e acetoseringona (10 mg/uL) para 0,5 (600 nm).

A agroinfiltracdo foi realizada usando um sistema de vacto (VIANA et al.,
2012), onde as porgdes foliares das plantas foram submersas na solucéo bacteriana, e
submetidas a pressao de vacuo. A pressdo foi liberada rapidamente, certificando-se que
todo o meséfilo das folhas (especialmente os primeros folhas verdadeiras) estivesse
completamente infiltrado. Em seguida as plantas de tomate foram cobertas com sacos

plasticos e mantidas na cAmara Umida até finalizar o experimento.
2.6.2 Extracio de DNA.

O DNA total foi extraido utilizando o método CTAB (Doyle and Doyle,
1987), com algumas modificacdes. Uma folha coletada por planta foi colocada em
tubos de 1,5mL e trituradas em nitrogénio liquido. Posteriormente procedeu-se a nova
maceracdo apds adicdo de 800 uL de tampdo CTAB (2%CTAB, 100mM Tris HCI pH
8,0, 50mM NaCl e 0,2 % de 2-B-Mercaptoetanol). A seguir adicionou-se 400 uL de
clorofil (cloroférmio:alcool isoamilico, 24:1). Agitou-se vigorosamente utilizando
vortex e as amostras foram incubadas a 54°C por 10min em agitagcdo constante. Em
seguida os tubos foram submetidos a centrifugacdo por 10min a 13.000 rpm. O
sobrenadante (700 uL) foi transferido a um novo tubo e adicionou-se 1,2X de
isopropanol. Os tubos foram agitados manualmente por inversdo e a seguir foram

centrifugados a 13.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
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precipitado obtido foi lavado com 500uL etanol 70% e seco a temperatura ambiente.
Para ressuspenséo do pellet, 50uL da solu¢cdo TE-RNAse (0,1mM de EDTA, 10mM de
Tris-HCI e 0,01ug/ul de RNAse) foram adicionados.

A quantificacdo de DNA total foi realizada no espectrofotometro Nanodrop
(Spectophotometer, ND-100, Thermo) e as amostras foram posteriormente diluidas

para 2.24ng/puL com TE (Mason et al., 2008)
2.6.3 Reacdo quantitativa em cadeia da Polimerase (QPCR)

A replicagdo viral foi avaliada por meio da quantificacdo absoluta das
moléculas virais por qPCR.e o reagente Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-
UDG with ROX (Invitrogen) que atua como fluoréforo que se associa com a molécula
de DNA interagindo com a estrutura secundaria do DNA de dupla fita acoplando-se
energeticamente aos acidos nucleicos que o conformam de modo que aumenta

significativamente a sua taxa de emissao fluorescente.

As coletas foram realizadas nos tempos 0, 2, 6 e 10 dias apo6s infiltragdo (dai)
e 0 DNA extraido de cada amostra como descrito no item 2.6.2 deste capitulo. Para o
experimento foram coletadas 66 amostras sendo 33 provenientes de LAM 144R e 33
de LAM 144S para o tempo zero. Logo em seguida, foram coletadas 11 amostras para
cada tempo das plantas LAM 144R e 11 amostras para cada tempo da linha LAM
144S. A curva de calibracdo foi feita a partir de DNA plasmidial contendo o
componente A do Tomato chlorotic mottle virus. Elaborou-se uma dilui¢do a 100ng/pL

0 que equivale a uma quantidade de 7.79x10° moléculas/uL com DNA de plantas
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sadias de tomate, e posteriormente fez-se dilui¢bes seriadas até alcancar o valor de 7.79

x10. Para a obtencéo dos valores anteriores levou-se em conta o seguinte célculo:

Moléculas/pL = (A * (6.022 *10%%)) / 660MW * (B)
A: concentracdo do plasmideo que contém o genoma viral.

B: é o tamanho do plasmideo contendo a sequéncia de interesse (neste caso

ToCMoV Componente A).

6.022x10%%: nimero de Avogadro

660: Peso molecular de um par de bases.

Aplicando-se os valores reais a formula:

Moléculas/pL = (10*108g/uL) * (6.022 *10%)) / 660MW * (11713pb)
Moléculas/pL = 7.79*10° equivalente a 100ng/ pL

As reacOes foram realizadas em triplicata em um volume final de 10 pL,
contendo 1 pl. de DNA (2.24pg/uL), 1.0 uL de cada primer utilizado a 10 uM para
uma concentracao final de 1uM (CP1-F e CPIR), 2.0 uLL de H20 milli-Q autoclavada e

5.0uL do mix Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG with ROX

(Invitrogen).

As condicOes térmicas de ciclagem foram estdo divididas em diferentes
estagios: Holding stage de 50°C por 2 minutos e 95°C por 10 minutos. Cycling stage
de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minunto (40 veces). Melt curva stage de 95°C

por 15 segundos, 60°C por 1 minuto, 95°C por 15 segundos e 60°C por 15 segundos.
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Este ciclo tem a duragdo de aproximadamente 2 horas utilizando-se o 7500 Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems). Os primers utilizados foram CP1 forward (5'
TGTCACATCAGAGACGCACA 3) e CP1 reverse
(5’ACAGGCCCATGTACAGGAAG 3) que foram desenhados anteriormente

utilizando o programa Primer 3 (Blawid et al., 2011).

As andlises estatisticas foram elaboradas pelo uso de teste ndo paramétrico
Kruskal- Wallis, ja que a grande variacdo nos dados ndo permitiu a utilizacdo de
modelos paramétricos. No caso da comparagdo dos genotipos considerando os tempos
de coleta, 0 modelo binomial negativo ajustou-se bem os dados. As analises foram
desenvolvidas no programa de linguagem estatistica R, de livro acesso. (Wolfe and

Hollander, 1973, McCullagh and Nelder, 1989).

2.7 Avaliacdo do movimento a longa distancia de Tomato chlorotic mottle
virus — ToCMoV em LAM 144R e LAM 144S.

2.7.1 Inoculacéo viral por biobalistica

Mudas de aproximadamente trés semanas de idade, com duas folhas
verdadeiras foram usadas para inoculagdo via bombardeamento. Foram utilizadas seis

plantas de cada gendtipo e duas repeti¢des biologicas.

Duplas enxertias foram realizadas (Figura 2) para o estudo do movimento
viral a longa distancia de acordo com Garcia-Cano et al (2010). Inicialmente plantas da
linhagem suscetivel LAM 144S foram inoculadas por biobalistica com 2.5 ug do DNA
de cada componente de ToCMoV por preparacdo (Ribeiro, 2006). O aparelho utilizado

encontra-se ilustrado na Figura 3 do Capitulo 3 e a metodologia utilizada foi a mesma
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descrita por Aragdo et al (1998). Doze plantas confirmadas como positivas (por tissue
blot e PCR (Polymerase Chain Reaction) foram usadas como porta-enxerto para seis
plantas resistentes (LAM 144R) e seis suscetiveis (LAM 144S). Amostras das folhas
apicais das plantas enxertadas foram coletadas aos 5, 10 e 15 dias ap6s a primeira
enxertia e no 15° dia foi feita uma segunda enxertia com plantas LAM144S suscetiveis
(sobre-enxerto), das quais foram tomadas amostras das folhas apicais aos 5, 10, 15, 20
e 61 dias depois da enxertia (de acordo com metodologia realizada em ensaios

preliminares).

Aos 61 dias ap6s segunda enxertia realizou-se uma hibridizagdo por tissue
blot do porta-enxerto, enxerto e sobre-enxerto (Figura 2.1). Este ensaio foi realizado

duas vezes.

Figura 2. Etapas do procedimento da dupla enxertia. A. Um corte em bisel é
feito no enxerto B. Um corte tipo fenda € feito no porta-enxerto. C. Juncéo do enxerto
e porta-enxerto. D. Um grampo é colocado para estabilidade e suporte para cicatrizagéo
dos tecidos e as plantas sdo levadas para um ambiente com camara Umida. E. Plantas
enxertadas e F. Plantas sdo mantidas em cdmara Umida que proporciona um ambiente
favoravel para a recuperacao e cicatrizacao dos tecidos.
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2.7.2 Tissue blot

A técnica de tissue blot foi utilizada para detecgdo viral. Cortes do caule das
plantas avaliadas foram cuidadosamente pressionadas sobre a membrana de nailon
(Amersham GE Hybond —N+) (Figura 2.1). .Antes da hibridizacdo a membrana foi
tratada com NaOH 0.2N por 5 minutos, Tris-HCI 1M pH 7.4 por 5 minutos, SSC2x por
5 minutos e finalmente duas lavagens com etanol 95%, sendo cada uma delas com uma
duracdo de 5 minutos e deixada para secar a temperatura ambiente (Brasileiro and

Carneiro, 1998).

Figura 2.1. Etapas do procedimento do tissue blott realizado aos 61dias ap6s
inoculagdo (dai) A. corte do sobre-enxerto de forma reta acima do grampo que o
segura. B-C. impressdo do sobre-enxerto sobre a membrana de néailon. D. corte do
enxerto no meio dos dois grampos e, E-F. impressdo na membrana de nailon. G.
elaboracdo do tissue blot do porta-enxerto. Realiza-se um corte abaixo do primeiro

grampo e H. impressdo na membrana de néilon.

Para a deteccdo viral, foram utilizadas sondas radioativas. O molde utilizado

foi uma mistura de fragmentos do DNA-A de ToCMoV e ToRMV obtidos por PCR
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com os primer PAL1v1978/PARc715 (Rojas et al., 1993) As sondas foram preparadas
utilizando o kit Rediprime II Labeling System (GE healthcare) ¢ a>’PdCTP, de acordo
com as instrucbes do fabricante. A hibridizacdo foi feita com tampdo Church
modificado a 55°C e as lavagens com SSC 2X, SDS 0,1% e SSC 1X, SDS 0,1% na
mesma temperatura. As membranas foram expostas no Imaging plate BAS-MS
(FujiFilm) e analisadas em um equipamento Bio Imaging Analyser FLA 3000

(FujiFilm) (Blawid et al., 2010b, Fontenele et al., 2010).
2.7.3  Extracéo de DNA total das amostras coletadas

Amostras foliares foram coletadas da quarta folha do &pice para baixo do
porta-enxerto e sobre-enxerto aos 5,10,15 e 5,10,15,20 dias apds inoculacdo e enxertia
(dai), respectivamente. DNA total foi extraido das amostras utilizando o método CTAB
(Doyle and Doyle, 1987) conforme descrito no item 2.6.2.. A quantificacdo de DNA
total foi realizada no espectrofotdometro Nanodrop (Spectophotometer, ND-100,
Thermo) e as amostras foram posteriormente diluidas a 100ng/uL com TE-RNAse. As

amostras foram armazenadas em freezer -20 °C até o uso.
2.7.4  Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a deteccdo do ToCMoV nas diferentes amostras coletadas, um fragmento
do DNA-A viral foi amplificado através de PCR utilizando os ‘primers’ (10uM):
‘pPAL1v1978’ (5’-GCATCTGCAGGCCCAACTYGTCTTTYCCNGT-3?) e
‘PARCc715* (5’- GATTTCTGCAGTTDATRTTYTCRTCCATCCA-3") (Rojas et al.,
1993). As reagdes de amplificagdo foram feitas em um volume total de 25 pL contendo

2.5ul de Tampédo 10X da enzima Taqg DNA Polymerase (100 mM Tris-HCI, pH 8,3 e
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500 mM KCIl, Invitrogen), 2.5 pL de MgCl; (50 mM, Invitrogen), 0.35 pL dNTPs (2,5
mM, Invitrogen), 0.35 pL de cada primer PALv1978/PARc715 (10uM), 0.15 pL da

enzima Taq DNA Polimerase (5U/uL, Invitrogen), agua MiliQ e 100ng de DNA,

As reagdes foram amplificadas usando termociclador Master Cycler
(Eppendorf). As condigdes foram: temperatura inicial de 94°C durante 5 minutos e
posteriormente 35 ciclos sendo cada um deles de 94°C por 30 segundos
(desnaturacdo); 55°C por 1 minuto (anelamento) e 72°C por 3 minutos (extensdo).

Ap0s os 35 ciclos procedeu-se uma etapa final de extensdo a 72°C durante 7 minutos.
2.7.5  Southern blot

Dois microlitros do produto da PCR foram separados por eletroforese em um
gel de agarose a 1%. A seguir tratou-se o gel com tampéo de desnaturacdo (1.5M de
NaCl e 0.5M de NaOH) e incubacdo a temperatura ambiente por 30 minutos em
agitacdo constante. Apos lavar o gel em &gua procedeu-se a neutralizacdo com tampéo
(1.5 NaCl e 0.5M Tris pH. 7.5) e incubacdo por 30 minutos a temperatura ambiente em
agitacdo constante. Repetiu-se o procedimento de lavar o gel em &gua e os &cidos
nucleicos foram transferidos por capilaridade para membrana de nailon (Amersham
Hybond —N+). Como tampdo de transferéncia foi utilizado SSC 20X pH 7-8 ( 3M de

NaCl; Citrato Trissodico 0,3M).

Para a deteccdo viral, foram utilizadas sondas radioativas. O molde utilizado
foi uma mistura de fragmentos do DNA-A de ToCMoV e ToRMV obtidos por PCR

com os primer PAL1v1978/PARc715. A sonda utilizada, condi¢bes de hibridizacéo,
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lavagem, exposicdo e obtencdo da imagem foram realizadas como descrito no item

2.7.2.
3. RESULTADOS
3.1 Replicacéo viral

A avaliagdo comparativa da replicacdo viral (LAM 144R e LAM 1445S) foi
feita através de quantificacdo por gPCR. As curvas padrdo foram obtidas por anélise de
regressdo linear do valor Threshold Cycle (Ct) de cada uma das seis diluicdes padroes
realizadas em triplicata sobre o logaritmo da quantidade total de DNA presente em
cada amostra. A quantificacdo absoluta da carga viral de ToCMoV nas plantas
infectadas foi determinada nas amostras coletadas nos diferentes tempos (0, 2, 6 e 10
dai) e pelo uso da equacgéo de regresséo linear, foram interpoladas para cada amostra
experimental a partir da curva padrdo, a qual € obtida a partir de DNA gendmico de
concentracfes conhecidas para a espécie viral em estudo, com um R2 = 0,999, e uma

eficiéncia de 98.379% mostrando um alto coeficiente de correlagdo (Figura 2.2).

Anélises estatisticas dos resultados obtidos foram realizadas pelo teste nao
paramétrico Kruskal-Wallis, devido a grande variabilidade nos dados Os resultados
obtidos mostraram que nos tempos 0, 2 e 6 dai, os valores obidos de carga viral ndo
mostraram diferencas significativas, no entanto aos 10dpi, foi possivel observar uma
diferenca significativa entre o numero de moléculas apresentada pela linhagem
resistente em comparacao a linhagem suscetivel, com mais de duas vezes 0 nimero de

moléeculas (Figura 2.3).
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Figura 2.2. Curva padréo obtida para a quantificacdo absoluta de Tomato chlorotic mottle virus - TOCMoV-A. Os pontos vermelhos
indicam a correlacdo entre os valores de Threshold Cycle (Ct) e a quantidade de moléculas virais de ToOCMoV-A (Quantity) das dilugdes
seriadas com concentragdes conhecidas ajustados no padréo linear .Os pontos verdes indican a correlagdos entre os valores de Threshold

Cycle (Ct) e a quantidade de moléculas virais de TOCMoV-A das amostras de estudo ajustadasa no padréo linear.
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Figura 2.3. Quantidade média de moléculas de ToCMoV-A * Desvio padrao segundo o tempo de coleta. Letras diferentes indicam

que os gendtipos diferem significativamente (P<0.05) segundo os contrastes obtidos no modelo binomial negativo.
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3.2 Avaliacdo do movimento sistémico do virus Tomato chlorotic mottle virus -
ToCMoV, conferido pelo gene Ty-1 na linhagem LAM 144R.

Com a finalidade de avaliar o efeito da resisténcia conferida pelo gene Ty-1 na
linhagem LAM 144R sobre 0 mecanismo de movimento sitémico de ToCMoV, duplas
enxertias foram realizadas em porta-enxertos inoculados com o clone infeccioso de
ToCMoV (componente A e B) por meio de biobalistica. A confirmacdo de uma infeccédo
viral positiva para a escolha dos porta-enxertos foi feita por PCR do DNA total extraido
dos foliolos apicais e a reconfirmacdo do resultado foi observada por meio de tissue blot

do caule no momento em que foi feita a primeira enxertia (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Deteccéo de Tomato chlorotic mottle virus - ToCMoV inoculado via
biobalistica em plantas suscetiveis LAM 144S usadas como porta-enxerto em
experimentos de dupla enxertia. A. Tissue blot de 12 plantas (2, 5, 6, 7, 10, 11, 9, 12, 15,
16, 18 e 19) aos 15 dias apos a inoculacdo (dai) B. Gel de agarose a 1% de fragmentos
obtidos por PCR com primers PALv1978/PARCc715 das plantas inoculadas. PCR feita aos
13 dai. MM = Marcador molecular 1Kb plus (Invitrogen).
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O DNA das amostras coletadas aos 5, 10 e 15 dias ap0s a primeira enxertia
(dape) (LAM 144R e LAM 144S) e aos 5, 10, 15 e 20 dias ap6s a segunda enxertia (dase)
(LAM 1445S) foi usado em reacGes de PCR usando com os primers PALv1978/PARc715
para deteccdo viral e o Southern blot realizado do gel do produto da PCR de forma
comparativa. Os resultados observados mostraram que aos 5 dape ndo foi possivel
detectar ToCMoV por PCR nem através do Southern blot em amostras dos enxertos
constituidos por plantas LAM 144R ou LAM 144S, nem nos sobre-enxertos contituidos

por plantas LAM 144S (Figura 2.5).

Aos 10 dape e 10 dase detectou-se a presenca de ToCMoV por PCR e Southern
blot, nas amostras coletadas das plantas com enxertos LAM 144S e seus sobre-enxertos
LAM 144S, mas ndo nas amostras das plantas constituidas por enxertos LAM 144R nem

em seus sobre-enxertos LAM 144S (Figura 2.5).

A PCR das amostras coletadas 15dape do enxerto LAM 144S e seu sobre-
enxerto LAM 144S detectou a presenca de virus, por meio de bandas e com maior
intensidade que aquelas observadas aos 10 dape e 10 dase, entretanto a presenca de virus
nas amostras do enxerto LAM 144R sO foi detectada por meio do Southern Blot,
mostrando uma maior sensibilidade de deteccdo que a PCR. As amostras coletadas aos 15
dase do sobre-enxerto LAM 144S ndo mostraram resultados positivos na PCR nem no

Southern blot, com uma Unica excecdo apresentada na amostra 18 (Figura 2.5).

As amostras tomadas aos 20 dase do sobre-enxerto LAM 144S provenientes de
plantas enxertadas com LAM 144S mostraram resultados positivos para ToCMoV tanto
na PCR como no Southern blot. Em contrapartida as amostras do sobre-enxerto LAM
144S de plantas enxertadas com LAM 144R apresentaram bandas com intensidades

menores (amostra 9 e 12) ou auséncia delas (Amostras 15, 16 e 19) na PCR e no southern
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blot, com exce¢do da amostra 18 que teve um comportamento similar ao controle (Figura

2.5).

As avaliacOes de deteccdo viral aos 61 dape foram realizados por tissue blot do
porta-enxerto, enxerto e sobre-enxerto e o0s resultados mostraram uma restrigdo no
movimento viral a longa distancia quando foram usadas as plantas LAM 144R, e também
uma sinal de hibridizacdo de menor intensidade (observada no Southern blot) nas plantas

suscetiveis enxertadas sobre enxertos resistentes (Figura 2.5 e Figura 2.6).
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Figura 2.5. Experimento de dupla enxertia usando como porta-enxerto plantas
LAM 144S infectadas com ToCMoV, plantas sadias LAM 144S como sobre-enxerto e
plantas LAM 144S (2,5,6,7,10 e 11) e LAM 144R (9,12,15,16,18 e 19) como enxerto.
Plantas foram analisadas por PCR com primers especificos para o componente A de
begomovirus e Southern blot do gel do ensaio da PCR de amostras de folhas apicais do
enxerto aos 5, 10 e 15 dias apés a enxertia (dape) e do porta-enxerto 5, 10, 15 e 20 dias

apos a segunda enxertia (dase) (segundo experimento).
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Figura 2.6. Experimento de dupla enxertia com plantas LAM 144S infectadas
com ToCMoV como porta-enxertos. Plantas LAM 144S como sobre-enxerto e A. Plantas
LAM 144S e B. LAM 144R, como enxerto. Avaliacdo realizada 61 dias ap6s da segunda

enxertia por tissue blott do caule do porta-enxerto, enxerto e sobre-enxerto.

4. DISCUSSAO

A infeccéo sistémica de uma planta depende de sucesso em etapas importantes
como replicacdo e movimento viral (a curta e a longa distancia) no interior da planta
(Carrington et al., 1996, Vuorinen et al., 2011).

De acordo com Niehl & Heinlein (2011) o processo de infec¢do viral €
dependente do balanco estabelecido entre os fatores que sdo codificados pela hospedeira

75



e aqueles que sdo codificados pelos virus. As interacGes sdo bem complexas e a infeccéo

sistémica muitas vezes é limitada a certa gama de hospedeiras.

As doencas causadas por espécies virais pertencentes ao género Begomovirus
destacam-se por serem responsaveis por causarem grandes perdas econdmicas (Seal et al.,

2006, Varma and Malathi, 2003).

Uma das opcBes mais promissoras para controle das doencas causadas por
espéecies e Begomovirus é o desenvolvimento de materiais genéticos com resisténcia

ampla, duradoura e estavel seja por melhoramento classico ou transgenia.

Diferentes genes de resisténcia de carater dominante e recessivo tém sido
encontrados em acessos selvagens de espéecies proximas a espécie cultivada Solanum
lycopercicum. Varios destes genes ja foram mapeados e o primeiro a ser caracterizado e
mapeado foi denominado Ty-1. O gene Ty-1 introgredido a partir de Solanum chilense,
confere resisténcia a espécies de Begomovirus monopartidos do Velho Mundo como o
TYLCV e também bipartidos do Novo Mundo como o Tomato yellow vein streak virus,
Tomato rugose mosaic virus (ToORMV), Tomato severe rugose virus (ToSRV) e Tomato
chlorotic mottle virus (ToCMoV) como foi demonstrado no capitulo 3 do presente
trabalho, entre outras espécies virais (Blawid et al., 2010a, Boiteux et al., 2007, Perez de

Castro et al., 2007, Zamir et al., 1994).

Para este estudo avaliou-se a resisténcia conferida pelo gene Ty-1 sobre os
mecanismos de replicacdo e movimento viral a longa distancia de ToCMoV na linhagem

resistente LAM 144R em comparacdo com a linhagem suscetivel LAM 144S.

A replicacdo dos Begomovirus ocorre no nucleo das celulas infectadas e inicia-se
logo apo6s a introducdo das particulas virais pelo inseto vetor Bemisia tabaci e
decapsidagdo da particula viral. O virus se movimenta através do poro nuclear e da
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parede celular com a finalidade de atingir células vizinhas e posteriormente aos tecidos
vasculares. Para isto, espécies do género Begomovirus codificam as proteinas de

movimento MP e NSP (componente B).

A proteina NSP tem como funcgéo servir como veiculo de transporte do DNA
viral desde o nucleo até o citoplasma e do citoplasma para o ndcleo (Guerra-Peraza et al.,
2005, Hallan and Gafni, 2001, Kunik et al., 2002, Sanderfoot et al., 1996). A Mp também
atua nestes processos de movimento intracelular do ndcleo até o citoplasma e
citoplasma/ndcleo e além disto, a proteina capsidial (CP), codificada a partir do
componente A do DNA dos Begomovirus também esta relacionada ao movimento destas
espécies virais na planta. Estudos realizados tém demonstrado que dentro da estrutura da
CP, existem sinais de localizacdo celular que interagem com importinas o para a
importacdo da particula viral pelos poros nucleares (Lange et al., 2007, Yaakov et al.,

2011).

Neste trabalho, a primeira e importante etapa do ciclo de infeccéo viral, referente
a replicacdo viral foi estudada mediante agroinfiltracdo apenas do componente A de
ToCMoV em plantas da linhagem resistente LAM 144 R e suscetivel LAM 144S. A

quantificacéo foi feita aos 0, 2, 6 e 10 dias ap0s as agroinfiltracGes por gPCR.

A técnica de PCR em tempo real é amplamente usada para auxiliar na
quantificacdo de uma sequéncia alvo de DNA e tem sido muito utilizada para estudos de
quantificacdo de begomovirus em plantas e em vetores como, o Tomato yellow leaf curl —

Sardinia virus (TYLCSV), em tomateiro e em Bemisia tabaci (Mason et al., 2008).

Os resultados obtidos para replicacdo viral demonstraram que ndo houve uma
diferenga significativa na carga viral das amostras coletadas aos 0, 2 e 6 dai, no entanto

aos 10 dai, o titulo viral foi significativamente menor nas plantas da linhagem LAM 144R
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em comparacdo com o LAM 144S, mostrando uma quantidade duas vezes menor de
carga viral na linhagem resistente (Figura 2.3). Estes resultados indicam que até os 6 dias
apos a inoculacdo a replicacdo viral na linhagem resistente apresenta-se similar a
replicacdo na linhagem suscetivel, entretanto aos 10 dias j& & possivel observar um
grande diferenca na carga viral indicando que o mecanismo de resisténcia conferido pelo
gene Ty-1 presente em LAM 144R encontra-se atuando. O tempo exato em que o
mecanismo de restricdo da replicagdo e/ou acumulo do DNA viral é desencadeado
poderia ser avaliado em estudos futuros através de coletas entre os tempos 6 e 10. Além
disto, seria interessante também analisar o comportamento da resisténcia conferida pelo

gene apds o tempo 10.

Além do desvio padréo significativo encontrado entre as duas isolinhas, também
observou-se um alto desvio entre as amostras da linha LAM 144R que pode ser devido a
diferencas na carga viral (durante a agroinfiltracdo com Agrobacterium tumefaciens)
inoculada e pelo fato de ndo se ter a garantia de incorporacdo plasmidial apds a

inoculacéo.

Na literatura outros genes tém sido relacionados a interféncia na replicacao viral.
Como exemplo podemos citar além do gene resesivo sbm-1 em Pisum sativa conferindo
resisténcia a especie de Potyvirus (Johansen et al., 2001), também encontramos o0 Rx-1 e
Rx-2 em batata contra o Potato virus X (Bendahmane et al., 1997) e Tm-1 em tomate

contra o Tobacco mosaic virus (Fraser and Loughlin, 1980).

Estudos realizados levando-se em consideragdo genes recessivos e resisténcia a
espécies de Begomovirus em tomate foram realizados por Almeida (2013) e Bian et al
(2007) demonstrando também a atuacdo dos genes tcm-1 e tgr-1 na restricdo replicacdo

viral.
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Avaliacdes de protoplastos de LAM 144R e LAM 144S inoculados com
ToCMoV-DNA-A poderiam também confirmar os resultados aqui encontrados com
relacdo a menor replicacdo viral no material resistente. O uso apenas do componente A de
ToCMoV na agroinfiltracdo deve-se ao fato de que a informacéo genética presente neste
componente é responsavel pela replicacdo viral e no componente B os produtos das
‘ORFs’ tém funcdo no movimento viral, entretanto os resultados aqui obtidos néo
permitem excluir alguma possivel interferéncia proveniente de restricGes no movimento a
curta distancia, tendo em vista principalmente que na literatura, embora raros, encontram-
se dois trabalhos mencionando o movimento viral apds a inoculacdo apenas do
componente A, do ToCMoV-[MG-Bt]-DNA-A, obtendo como resultado uma infeccédo
sistémica na auséncia do componente B em plantas de Nicotiana benthamiana, Solanum
lycopersicun e Chenoppdium quinoa (Fontenelle et al., 2007, Galvdo et al., 2003).
Anteriormente, entretanto, ndo foi observada a movimentacdo sistémica do ToCMoV-
[BA-Se-1]-DNA-A (estirpe utilizada neste trabalho) quando inoculado por biobalistica na

auséncia do DNA-B (Ribeiro et al., 2007).

De um modo geral o movimento de um determinado virus a curta distancia é
bem lento, da ordem de 1 mm por dia e é realizado de uma célula a outra através de

plasmodesmas (Carrington et al., 1996, Oparka et al., 1996, Roberts and Oparka, 2003).

Para determinar o papel de Ty-1 no movimento a curta distancia outros estudos
poderdo ser conduzidos. Como por exemplo estudos de infeccdo com os dois
componentes de maneira localizada em uma Unica folha e amostragem em regifes

adjacentes ao ponto de inoculagdo da mesma folha.
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Por outro lado para que a infeccao sistémica ocorra é preciso que o virus alcance
os tecidos vasculares. Para a grande maioria dos virus o0 movimento é feito seguindo o

fluxo de fotoassimilados.

Para determinar a o papel de Ty-1 no movimento sistémico ensaios foram
realizados através de duplas enxertias conforme ja realizado anteriormente por Garcia-

cano et al (2010), Bian et al (2007), entre outros.

Os resultados obtidos no experimento do movimento sistémico mostraram uma
restricdo do movimento viral através de diferencas exibidas pelas plantas das linhagens
LAM 144R e LAM 144S. As diferencas foram avaliadas tendo em conta o tempo de
deteccdo e a intensidade da sinal de hibridizacdo viral de forma diferencial diferencial

entre as duas linhagems, no enxerto e sobre-enxerto .

Nas plantas que continham o enxerto correspondente a linhagem LAM 144R,
houve um atraso na deteccdo da infecdo viral, que foi possivel ser verificada apenas no
Southern blot dos produtos da PCR até o 10 dape e dase e com uma intencidade de sinal
visualmente mais baixa no em comparacdo com as plantas com enxerto correspondente &

linhagem LAM 144S.

Este resultado indica uma provavel restricdo do movimento sitémico inferida
pelo gene Ty-1 desde o enxerto LAM 144R e a sensibilidade das técnicas usadas. Os
resultados observados também mostraram uma maior sensibilade da ténica de Southern

blot em comparacdo com a PCR (Figura 2.5)

Os dados das duas repeticfes dos experimentos sdo concordantes quanto ao

comportamento das linhagems avaliadas.

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam o que ja foi observado na

linhagem 52 de tomateiro com o ‘locus’ Ty-1 frente a Tomato yellow leaf curly virus
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(TYLCV) (Michelson et al., 1994). Outros exemplos de resisténcia também relacionada a
restricdo do movimento viral a longa distancia pode ser encontrada em linhagens de
milho resistentes a Maize dwarf mosaic virus - MDMV (Lei and Agrios, 1986), e de

tomateiro contendo o gene tgr-1, conferindo resisténcia a TLCV (Bian et al., 2007).

O mecanismo pelo qual o Ty-1 confere este tipo de resisténcia (restricdo da
replicacdo e movimento sisémico) ainda ndo foi elucidado, no entanto estudos
desenvolvidos recentemente por Verlaam et al (2013), mostram que o gene Ty-1 codifica
uma RNA-polimerase dependente de RNA, pertencenete ao grupo Y, que possivelmente
pode estar envolvida no processo de silenciamento génico, promovendo a geracdo de
siRNAs que dirigem principalmente a metilacgio de DNA e, assim, estimular o
silenciamento transcricional do genoma de DNA dos geminivirus. Segundo Verlaam et al
(2013), se esta hipdtese for verdadeira, isto poderia explicar porque estes genes ndo
conferem resisténcia (parcial) a maioria dos outros virus de plantas, que abrigam um
genoma de RNA e, assim, ndo podem ser silenciados transcricionalmente pelo siRNA

dirigido via metilacdo do DNA.

5.  CONCLUSAO

Com os resultados obtidos pode-se concluir que a resisténcia conferida pelo gene
Ty-1 na linhagem LAM 144R ao begomovirus bipartido Tomato chlorotic mottle virus
(ToCMoV), encontra-se relacionada com a restricdo da replicacdo e do sistémico dentro
da hospedeira, 0 que torna esta linhagem atraente para uso em programas de

melhoramento.
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CAPITULO 3. AMPLITUDE DA RESISTENCIA CONFERIDA PELO
GENE TY-1 PRESENTE NA LINHAGEM LAM 144R A DIFERENTES
ESPECIES DE BEGOMOVIRUS BIPARTIDOS
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RESUMO

Diferentes espécies virais afetam o cultivo do tomateiro, dentre elas merece
destaque as especies de Begomovirus. No Brasil até o presente momento todas as
especies de Begomovirus infectando o tomateiro apresentam dois componentes
genémicos (DNA A e DNA B), sendo denominadas bipartidas. A melhor opcéo para o
controle das espécies de Begomovirus e outros patdgenos vem sendo o uso de cultivares
resistentes através do desenvolvimento de linhagems/hibridos com genes de resisténcia
que permitam ao cultivar superar o efeito do virus favorecendo a producdo. Resisténcia
ampla, duravel e estavel sdo alguns requisitos dos programas de melhoramento no
desenvolvimento de materiais resistentes, e a resposta para a amplitude da resisténcia é

obtida ap0s avaliacGes frente a varias espécies virais.

Neste trabalho, para o estudo da resisténcia conferida pelo gene Ty-1 na isolinha
LAM 144R (resistente), plantas LAM 144R e plantas LAM 144S (suscetivel) foram
inoculadas via biobalistica com quatro espécies de Begomovirus bipartidos: Tomato
chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato rugose mosaic virus (TORMV), Tomato severe
rugose virus (ToSRV) e Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV). As avaliacdes
foram feitas pela observacdo de sintomas verificacdo da acumulacdo viral por Southern

Blot.

As plantas LAM 144R inoculadas com ToCMoV apresentaram resposta
caracterizada pela auséncia de sintomas e pelo baixo ou indetectavel acimulo de DNA
viral. Para ToSRV observou-se auséncia de sintomas ou sintomas leves e um baixo
acumulo viral. Para TORMV poucas plantas apresentaram resposta caracterizada por
sintomas leves e ndo foi detectada acumulagdo viral. A resposta observada nas plantas
inoculadas com TYVSV foi caracterizada por sintomas leves em algumas plantas, e uma
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diminuicdo da acumulacdo viral. Todas as plantas LAM 144S apresentaram sintomas
severos e uma notavel acumulacdo de DNA viral, em resposta a infecdo com os diferentes

virus estudados.

Palavra-chave: Begomovirus, bipartidos, resisténcia, tomate, biobalistica
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ABSTRACT

Different viral species affect tomatoes, among them a large number of
Begomovirus species. Until now, in Brazil, all Begomovirus species infecting tomato are
bipartite, having two genomic components, DNA A and DNA B. The best option for the
control of Begomovirus and other pathogens has been the use of resistant cultivars
obtained by developing lines/ hybrids with resistance genes which enable the cultivar to
overcome the virus effect, thus favoring production. Broad, durable and stable resistance

Is an ideal objective of breeding programs aiming the production of resistant cultivars.

To better understand the mechanism of the resistance conferred by the gene Ty-1
in the resistant LAM 144R line, Thus, plants of LAM 144R and the near isogenic
susceptible line LAM 144S were inoculated, with four bipartite Begomovirus species:
Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato rugose mosaic virus (TORMV),
Tomato severe rugose virus (ToSRV) and Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) by
biolistics. The assessment of the resistance was made by observing disease symptoms and

viral DNA accumulation using Southern blot.

LAM 144R plants inoculated with ToCMoV showed absence of symptoms and
low or undetectable viral DNA accumulation. In plants bombarded with ToSRV, there
was absence or mild symptoms and low viral accumulation. Few plants showed mild
symptoms in response to TORMV, and viral accumulation was not detected. In plants
inoculated with TYVSV mild symptoms were present in some plants that showed
reduced viral accumulation. All LAM 144S plants showed severe symptoms and a

remarkable accumulation of viral DNA in response to infection with all viruses studied.

Keywords: Begomovirus, bipartite, resistance, tomato, biolistic
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1. INTRODUCAO

O tomate [Solanum lycopersicum L. = Lycopersicum esculentum Mill],
classificado na familia Solanaceae, género Solanum secdo Lycopersicon (Peralta et al.,
2005), é uma das olericolas mais consumida em todo 0 mundo podendo ser utilizado para
consumo in natura ou destinado ao processamento industrial. No Brasil destaca-se sua
importancia tanto pela area cultivada como pela importancia socio-econémica
caracterizando-se como fonte geradora de empregos e por ser uma cadeia agro-industrial
competitiva e eficiente (de Melo and Vilela, 2005). O Brasil ocupa a oitava posi¢cao no
ranking mundial da producdo de tomate (FAO, 2011) e o seu cultivo é um dos mais
importantes no Pais, destacando-se regides produtores como Goias como 0 maior

produtor do Centro-Oeste seguido por Sdo Paulo e Minas Gerais (IBGE, 2013).

O cultivo do tomateiro praticamente o ano todo tem propiciado condicGes
favoraveis a varios patdgenos, destacando-se as espécies do género Begomovirus (familia
Geminiviridae), que constituem sérios problemas interferindo na produtividade do
tomateiro e diversas outras culturas no Brasil e no Mundo (Polston and Anderson, 1999,
Morales and Anderson, 2001, Giordano et al., 2005, Varma and Malathi, 2003, Seal et al.,

2006, Monci et al., 2002, Briddon, 2003).

Espécies classificados no género Begomovirus sdo transmitidos na natureza pelo
vetor Bemisia tabaci (B. tabaci bidtipo B = B. argentifolii) (Franca et al., 1996, Bellows
et al., 1994, De Barro et al., 2011), vulgarmente conhecido como mosca-branca, e podem
apresentar 0 genoma mono ou bi-segmentados. No caso dos begomovirus bipartidos, no
DNA-A encontram-se informacdes para replicacdo e encapsidacdo das particulas virais,

enguanto no componente B as informagdes referem-se ao movimento viral a curta e longa
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distancia, bem como desenvolvimento de sintomas e gama de hospedeiras (Timmermans

et al., 1994, Palmer and Rybicki, 1998).

O complexo de espécies de Begomovirus monopartidos, conhecido como
‘Tomato yellow leaf curl disease’ (TYLCD) ¢ considerado o principal fator limitante para
a producdo de tomate em diversos paises (Hanssen et al., 2010, Kasrawi et al., 1988,
Laterrot, 1995, Pilowsky and Cohen, 2000, Zakay et al., 1991) mas até o momento,
nenhum dos virus componentes deste complexo foi identificado no Brasil infectando
tomateiro (Inoue-Nagata et al., 2004) e para esta cultura todos os virus identificados sdo

endémicos e possuem genoma bipartido.

No Brasil, o primeiro relato de Begomovirus em tomateiro foi feito ainda na
década de 1970 (Costa, 1975), sendo denominado como Tomato golden mosaic virus
(TGMV) (Maytis et al., 1975). Este virus ndo apresentou maior importancia para o
cultivo de tomate na época e somente em 1998 foi novamente relatado, porém em
cultivos no Rio de Janeiro (Alfenas et al.,, 1998). O aumento na incidéncia de
Begomovirus em tomate no pais ocorreu a partir da entrada do bidtipo B de B. tabaci no
pais (Lourencdo and Nagai, 1994, Melo, 1992). .Nos anos que se seguiram foram feitos
relatos de begomovirus infectando tomate no Distrito Federal (Ribeiro et al., 1994),
Minas Gerais (Rezende et al., 1996, Zerbini et al., 1996), novamente em Sdo Paulo (Faria
et al., 1997) e Rio de Janeiro (Galvéo et al., 2003) e no Nordeste (Bezerra et al., 1996,
Faria et al., 2000, Ribeiro et al., 1996). Vérias espécies novas foram propostas e descritas
sugerindo uma alta diversidade genética de Begomovirus no pais (Ambrozevicius et al.,
2002, Ribeiro et al., 2003). Dentre estas espécies podemos citar Tomato rugose mosaic
virus - TORMV (Fernandes et al., 2006); Tomato chorotic mottle virus - ToCMoV

(Ribeiro et al., 2002, Ribeiro et al., 2007), Tomato yellow spot virus - ToYSV (Calegario

87



et al., 2007), Tomato yellow vein streak virus - TYVSV e Tomato severe rugose Vvirus -
ToSRV (Fernandes et al., 2008). Além destas, outras espécies também foram descritas
(Ambrozevicius et al., 2002, Ribeiro et al., 2003, Inoue-Nagata et al., 2006, Fernandes-
Acioli et al., 2011, Fernanedes-Acioli et al., 2011, Albuquerque et al., 2012, Rocha et al.,

2012.)

Devido a grande diversidade de espécies de Begomovirus existentes no pais,
medidas de controle devem ser adotadas em conjunto visando reducédo do indculo viral no
campo bem como a populacdo do inseto vetor. O uso de produtos quimicos para o
controle do inseto vetor onera e polui o ambiente e pode conduzir ao rapido

desenvolvimento de resisténcia por parte dos vetores (Horowitz and Ishaaya, 1995).

Neste contexto, a melhor opcdo para o controle das doencas causadas por
espécies de Begomovirus seria 0 uso de cultivares resistentes ao virus e/ou ao vetor.
Vérios programas de melhoramento tém sido baseados na introgressdo de genes de
resisténcia presentes em espécies de Solanum para a espécie cultivada S. lycopersicum.
Resisténcia de plantas de tomate ao inseto vetor ja foi relatada (Toscano et al., 2002,
Muigai et al., 2003). Varios niveis de resisténcia inicialmente ao TYLCV e também aos
isolados brasileiros foram encontrados em Solanum pimpinellifolium, Solanum
habrochaites, Solanum peruvianum e Solanum chilense (Ferreira et al., 1999, Pico et al.,
1999, Pico et al., 1996, Pilowsky and Cohen, 2000, Pereira- Carvalho, 2009, Santana et

al., 2001b).

Estabilidade, durabilidade e resisténcia ampla sdo alguns atributos para
resisténcia de plantas a virus e a outros patdgenos. Dessa forma, as principais estratégias
do melhoramento tém sido a busca de fontes com estas caracteristicas e/ou a

‘piramidizacao’ de diferentes genes de resisténcia em linhagens elite.
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Alguns genes responsaveis por conferir resisténcia a espécies de Begomovirus
tém sido descritos como o Ty-1, Ty-2, Ty-3, Ty-4, Ty-5, tcm-1, tgr-1 e ty-5 (Anbinder et
al., 2009, Bian et al., 2007, Giordano et al., 2005, Hanson et al., 2006, Hanson et al.,
2000, Ji et al., 2007, Ji and Scott, 2006, Ji et al., 2009, Laterrot, 1995, Maxwell, 2009,
Nakhla et al., 2004, Zamir et al., 1994).

O loco Ty-1 foi introgredido na espécie cultivada atraves de cruzamentos com S.
chilense, e mapeado no cromossomo 6 de tomate (Michelson et al., 1994, Zamir et al.,
1994). Acessos dentro de Solanum chilense apresentam alto nivel de resisténcia a varios
isolados de Begomovirus de Israel, Franca, Florida e Américas (Zakay et al., 1991). O
gene Ty-1 caracteriza-se por apresentar dominancia parcial e ampla resisténcia a espécies
de Begomovirus e 0 seu produto génico parece relacionar-se com a proteina de
movimento viral (célula-a-célula), sendo mais eficiente em condi¢fes de baixa pressdo de
indculo (Michelson et al., 1994, Zamir et al., 1994, Laterrot, 1995), entretanto estudos
recentes mostram que o Ty-1 codifica para uma RNA polimerase dependente de RNA
gue pode estar envolvida no silenciamento génico transcricional (Verlaan et al., 2013).

Recentemente foram obtidas na Embrapa Hortalicas, linhagens quase isogénicas
de tomateiro provenientes do mesmo programa de melhoramento para introgressdo do
loco Ty-1. Essas linhagens foram obtidas por SSD (Single seed descendent ou
descendente de uma Unica semente) sendo denominadas LAM 144R (resistente, Ty-1/Ty-

1) e LAM 144S (suscetivel, ty-1/ty-1).

A piramidizacdo destes diferentes genes de resisténcia em uma linhagem ou
cultivar é uma estratégia bastante atrativa que permite acumular um conjunto de genes em
um unico gendtipo na tentativa de obter uma resisténcia duravel (Vidavski et al., 2008).
Outras caracteristicas a serem consideradas referem-se a amplitude e estabilidade ja

mencionadas anteriormente.
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Assim, diante da importancia da cultura do tomate e da problematica enfrentada
com espécies de Begomovirus no cultivo do tomate, o objetivo principal do trabalho
descrito neste capitulo foi a avaliacdo da amplitude da resisténcia encontrada na

isolinhagem LAM 144R frente a quatro espécies de begomovirus bipartidos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizacdo dos ensaios.

Os ensaios foram conduzidos em condicdes de casa de vegetacdo e no
Laboratorio de Interacdo Molecular Planta-Praga 11 (LPPIII) na Embrapa Recursos

Genéticos e Biotecnologia - Distrito Federal.

2.2 Origem dos isolados virais

Todos os isolados virais utilizados foram provenientes da colecdo de virus do
LPPIIl da Embrapa CENARGEN (produzidos e mantidos sob os cuidados da Dra.
Simone da Graca Ribeiro). Foram utilizados clones infecciosos de quatro begomovirus
(Tomato severe rugose virus - ToSRV, Tomato yellow vein streak virus - ToYVSV,
Tomato rugose mosaic virus - TORMV e Tomato chlorotic mottle virus - ToCMoV)
.(Ribeiro et al., 2003, Ribeiro et al., 2006, Ribeiro, 2006). Estes clones estdo sendo

mantidos em glicerol 20% (-80C), em Escherichia coli XL1- blue.

2.3 Material vegetal de estudo - linhagem avaliada
Plantas de LAM 144R e LAM 144S foram geradas a partir de um hibrido

denominado Ellen (Ty-1/ty-1) pelo uso da técnica SSD (Single Seed Descendent ou
descendente de uma Unica semente) pelo pesquisador Leonardo Silva Boiteux (Embrapa
Hortalicas). Esta técnica consiste no avancgo de geragdes, apds cruzamento, coletando-se

uma semente por planta a partir da F, ate a Fs ou Fg, sem efetuar selecdo nas geracgoes
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iniciais de autofecundacdes, para aumento de homozigoze nos descendentes e obtengéo

de linhagens (Cubero, 2003).

2.4 Inoculacéo viral pelo mecanismo de Biobalistica.

De onze a quatorze plantas de LAM 144R e LAM 144S foram inoculadas com
quatro espécies diferentes de Begomovirus: Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV),
Tomato rugose mosaic virus (TORMV), Tomato severe rugose virus (TOSRV) e Tomato
yellow vein streak virus (ToYVSV) (Ribeiro et al., 2003, Ribeiro et al., 2006, Ribeiro,
2006) via biobalistica com 0.18ug de DNA de cada componente viral por planta (Blawid
et al., 2010a, Fontenele et al., 2010). Como controles negativos foram utilizadas plantas
resistentes e suscetiveis ndo inoculadas. Um aparelho que utiliza gas hélio sob alta

presséo foi utilizado (Figura 2) seguindo a metodologia descrita por Aragéo et al (1995).

Figura 3. Aparelho de biobalistica utilizado para a inoculacdo de plantas com
Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato rugose mosaic virus (ToRMV),
Tomato severe rugose virus (TOSRV) e Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV).
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2.5 Avaliacéo dos sintomas

As avaliacOes de sintomas nas plantas inoculadas foram realizadas aos 21 e 41

dias apds a inoculacéo (dai).

2.6 Avaliacao da acumulacdo de ToCMoV mediante Southern blot
2.6.1 Extracdo de DNA total das amostras coletadas

A acumulacdo viral foi verificada aos 30 dai por Southern blot. Amostras foram
coletadas da quarta folha aos 30 dai e 0 DNA total foi extraido utilizando o método
CTAB (Doyle and Doyle, 1987), com algumas modificacdes. Folhas coletadas foram
colocadas em micro tubos (1,5mL) e trituradas em Nitrogénio liquido. Posteriormente
procedeu-se a nova maceracdo apds adicdo de 800uL de tampdo CTAB (2%CTAB,
100mM Tris HCI pH 8,0, 50mM NaCl e 0,2 % de 2-p-Mercaptoetanol). A seguir
adicionou-se 400uL de clorofil (cloroférmio:alcool isoamilico, 24:1). Agitou-se
vigorosamente utilizando vortex e as amostras foram incubadas a 54°C por 10min em
agitacdo constante. Em seguida os tubos foram submetidos a centrifugagdo por 10min a
13.000 rpm. O sobrenadante (700 uL) foi transferido a um tubo novo e adicionou-se 1,2X
de isopropanol. Os tubos foram agitados manualmente por inversdo e a seguir foram
centrifugados a 13.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado obtido foi lavado com 500 uL etanol 70% e seco a temperatura ambiente.
Para ressuspensao do pellet, 50 uL da solu¢cdo TE-RNAse (0,1mM de EDTA, 10mM de
Tris-HCI e 0,01ug/ul de RNAse) foram adicionados. As amostras foram armazenadas a

uma temperatura de -20 até o uso.
2.6.2  Southern blot
O DNA total extraido foi quantificado em Nanodrop (Spectophotometer, ND-

100 da Thermo). Quinze microgramas de DNA total foram separados por eletroforese em
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um gel de agarose a 1% . A seguir tratou-se o gel com tampéo de desnaturacao (1.5M de
NaCl e 0.5M de NaOH) e incubou-se a temperatura ambiente por 30 minutos em agitacao
constante. Apos lavar o gel em agua procedeu-se a neutralizacdo com tampéo (1.5 NaCl e
0.5M Tris pH. 7.5) e incubacdo por 30 minutos a temperatura ambiente em agitacéo
constante. Repetiu-se o procedimento de lavar o gel em agua e os acidos nucleicos foram
transferidos por capilaridade para membrana de nailon (GE Hybond —N+). Como tampéo

de transferéncia foi utilizado SSC 20X pH 7-8 (3 M de NaCl; 3M Citrato Trissédico).

Para a deteccdo viral, foram utilizadas sondas radioativas. O molde utilizado foi
uma mistura de fragmentos do DNA-A de ToCMoV e ToRMV obtidos por PCR com 0s
primer PAL1v1978/PARCc715. As sondas foram preparadas utilizando o kit Rediprime |1
Labeling System (GE healthcare) e o**PdCTP, de acordo com as instrugdes do fabricante.
A hibridizacédo foi feita com tampdo Church modificado a 55°C e as lavagens com SSC
2X, SDS 0,1% e SSC 1X, SDS 0,1% na mesma temperatura. As membranas foram
expostas em uma Imaging e plate BAS-MS (FujiFilm) e analisadas em um equipamento

Bio Imaging Analyser FLA 3000 (FujiFilm).
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3. RESULTADOS

3.1 Avaliacdo de sintomas de plantas infectadas com as diferentes espécies de
Begomovirus

Das onze plantas LAM 144R inoculadas com ToCMoV nenhum sintoma foi
observado aos 21 dai (Figura 3.1 e Tabela 3). Sintomas leves foram observados aos 41
dai (Figura 3.1C e Tabela 3). Observou-se uma baixa acumulacdo viral em algumas
plantas (8) em comparacdo com suscetivel LAM 144S (suscetivel) (Figura 3.5). As
plantas ndo inoculadas permaneceram assintomaticas até o final do ensaio. Todas as
plantas da linhagem LAM 144S apresentaram sintomas aos 21 dai (Figura 3.1 e Tabela
3.) e 0s sintomas permaneceram até os 41 dai, periodo da ultima avaliacdo (Figura 3.1C

e Tabela 3.). Foi observada uma alta acumulacdo de DNA viral (Figura 3.5).

Das quatorze plantas de LAM 144R inoculadas com ToRMV, uma planta
morreu, trés (8,10 e 13) apresentaram sintomas muito leves aos 21 e 41 dai (Figura 3.2A,
Figura 3.2C e Tabela 3) e ndo foi detectada acumulacéo viral aos 30 dai (Figura 3.6).
Trés das quatorze plantas LAM 144S morreram. Oito plantas apresentaram sintomas aos
21 (Figura 3.2B e Tabela 3) e 41dai (Figura 3.2D e Tabela 3) e apresentaram alta

acumulacdo viral (Figura 3.7).

Uma das quatorze plantas de LAM 144R inoculadas com ToSRV morreu, quatro
apresentaram sintomas leves, quase imperceptiveis aos 21 e 41 dai (Figura 3.3A e
Tabela 3) (Figura 3.3C e Tabela 3). Uma leve acumulacdo viral foi observada em 11
plantas (Figura 3.7). As plantas ndo inoculadas permaneceram assintomaticas até o final
do ensaio. Uma das quatorze plantas da linhagem LAM 144S morreu e treze
apresentaram sintomas caracteristicos de mosaico aos 21 e 41 dai (Figura 3.3B e Tabela
3) (Figura 3.3D e Tabela 3) e alta acumulagéo viral observada no Southern blot (Figura

3.7).
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Cinco das quatorze plantas de LAM 144R inoculadas com ToYVSV
apresentaram sintomas ténues (leve amarelecimento) aos 21 dai (Figura 3.4 e Tabela 3)
e sete apresentaram sintomas leves aos 41 dai (Figura 3.4C e Tabela 3). A acumulacéo
viral foi observada em seis destas plantas, sendo que duas delas apresentaram acumulacgéo
igual a acumulacdo viral observada nas plantas suscetiveis (Figura 3.8). As plantas ndo
inoculadas permaneceram assintomaticas até o final do ensaio. Doze das quatorze plantas
da linhagem LAM 144S apresentaram sintomas aos 21 e 41 dai (Figura 3.4B e Figura

3.4D, Tabela 3) e forte acumulacéo viral (Figura 3.8).

95



Tabela 3. Avaliacdo aos 21 e 41 dias ap6s a inoculagdo e estudo de acumulo viral aos 30 dai nas linhagens LAM 144R e LAM
144S frente a infeccdo com as espécies de Begomovirus bipartido: Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato rugose mosaic virus
(ToORMYV), Tomato severe rugose virus (ToSRV) e Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV).

ToCMoV ToRMV ToSRV ToYVSV

PS/PI  PS/PI PIF/PI PS/PI PS/PI PIF/PI PS/PI PS/PI PIF/PI PS/PI PS/PI PIF/PI
21dpi  41dpi 30dpi 21dpi 41dpi 30dpi 21dpi 41dpi 30dpi 21dpi 41dpi 30dpi

Linhagem

LAM 144S | 11/11 11/11 11/11 08/11* 08/11 8/11 13/14 13/14 13/14 12/14 12/14 12/14

LAM 144R 0/11 8/11 8/11 3/13* 3/13 2/13 4/13* 4/13 11/13 5/14 7/14 6/14

* Uma ou mais plantas mortas

PS: Plantas sintométicas — avaliacio visual

PI: Plantas inoculadas via biobalistica

PIF: Plantas infectadas confirmadas mediante Southern blot
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Figura 3. 1. A-D. Sintomas apresentados por isolinhas de tomateiro resistente
(LAM 144R) e suscetivel (LAM 144S) inoculadas com Tomato chlorotic mottle virus -
ToCMoV via biobalistica. LAM 144R aos 21 dias ap0s inoculacdo (dai) (A) e 41 dai (C).
LAM 144S aos 21 dai (B) e 41 dai (D).

Figura 3. 2. A-D Sintomas apresentados por isolinhas de tomateiro resistente
(LAM 144R) e suscetivel (LAM 144S) inoculadas com Tomato rugose mosaic virus -
ToRMV via biobalistica. LAM 144R aos 21 dias ap6s inoculacdo (dai) (A) e 41 dai (C).
LAM 144S aos 21 dai (B) e 41 dai (D).
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Figura 3. 3. A-D Sintomas apresentados por isolinhas de tomateiro resistente
(LAM 144R) e suscetivel (LAM 144S) inoculadas com Tomato severe rugose virus -
ToSRV via biobalistica. LAM 144R aos 21 dias ap6s inoculacéo (dai) (A) e 41 dai (C).
LAM 144S aos 21 dai (B) e 41 dai (D).

Figura 3.4. A-D Sintomas apresentados por isolinhas de tomateiro resistente
(LAM 144R) e suscetivel (LAM 144S) Tomato yellow vein streak virus - ToOYVSV via
biobalistica. LAM 144R aos 21 dias ap6s inoculagédo (dai) (A) e 41 dai (C). LAM 144S
aos 21 dai (B) e 41 dai (D).
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Figura 3.5. Andlise por Southern blot do acimulo de DNA-A de Tomato
chlorotic mottle virus - TOCMoV em plantas de LAM 144R (resistentes) e LAM 144S
(suscetiveis) aos 30 dias apos a inocula¢do. OC: Open circular DNA, SS: single strand
DNA.

Figura 3.6. Analise por Southern blot do acimulo de DNA-A de Tomato rugose
mosaic virus - TORMV em plantas de LAM 144R (resistentes) e LAM 144S (suscetiveis)
aos 30 dias ap6s a inoculacdo. OC: Open circular DNA, SS: single strand DNA
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Figura 3.7. Andlise por Southern blot do acimulo de DNA-A de Tomato severe
rugose virus — ToOSRV em plantas de LAM 144R (resistentes) e LAM 1448S (suscetiveis)
aos 30 dias ap6s a inoculacdo. OC: Open circular DNA, SS: single strand DNA.
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Figura 3. 8. Anélise por Southern blot do acimulo de DNA-A de Tomato
yellow vein streak virus ToYVSV em plantas de LAM 144R (resistentes) e LAM 144S

(suscetiveis) aos 30 dias apos a inoculacdo. OC: Open circular DNA, SS: single strand

DNA.
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4. DISCUSSAO

As doengas causadas por espécies de Begomovirus sdo as mais importantes
doencas virais que afetam a cultura do tomateiro e devido as dificuldades inerentes ao
controle do vetor Bemisia tabaci, pesquisadores tem concentrado na busca de cultivares
resistentes como a melhor forma de controle (Boiteux et al., 2012, Costa, 1974, de
Castro-Nizio et al., 2008, Fontenele et al., 2010, Horowitz and Ishaaya, 1995, Hurtado et

al., 2012, Pereira- Carvalho, 2009, Pilowsky and Cohen, 1990).

A busca de resiténcia em acessos selvagens de tomate conduziu a descoberta de
genes responsaveis pela resisténcia a espécies virais classificadas no género
Begomovirus. Marcadores moleculares para varios destes genes ja estdo disponiveis e
alguns deles ja foram relatados e usados para identificacdo dos mesmos em acessos
selvagens de tomate como Ty-1, Ty-2 e Ty-3 (de Castro-Nizio et al., 2008, Vieira et al.,

2011, Vieira et al., 2010).

Na literatura varios exemplos de genes sdo descritos com resisténcia dominante
para varias espécies virais que causam doencas em plantas como, por exemplo, o Ty-1
introgredido de S. chilense em cultivares comerciais, como uma medida de controle pela
resisténcia que confere a diferentes espécies do género Begomovirus. O uso em
programas de melhoramento genético em diferentes paises como Franca, Israel, Italia,
Flérida e as Américas caracteriza este gene como uma fonte importante para o controle
das doencas causadas por espécies de Begomovirus no Mundo (Zakay et al., 1991, Scott
et al., 1995). O mapeamento do gene foi realizado no cromossoma 6 e estudos (Zamir et
al., 1994) recentes mostraram que o Ty-3 é considerado como alélico ao Ty-1 (Verlaan et

al., 2013). Ty-1 localiza-se proximo a outros genes de resisténcia para outros patégenos
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como o gene Mi que confere resisténcia a espécies de Meloidogine (Perez de Castro et al.,

2007, Pereira-Carvalho et al., 2010).

Em praticamente todos os casos detectou-se DNA viral nos diferentes acessos,
entretanto os niveis de acumulacéo viral foram mais baixos e os sintomas mais leves em
acessos provenientes de S. hirsutum e S. chilense de onde provém Ty-1 (Zakay et al.,

1991).

Para o estudo da amplitude da resisténcia conferida pelo gene Ty-1 frente a
begomovirus presentes no Brasil, neste trabalho avaliou-se o acimulo viral atraves de
Southern blot e a manifestacdo de sintomas em plantas das isolinhas LAM 144R e LAM

144S inoculadas com os virus: ToCMoV, ToRMV, ToSRV e TYVSV.

Os resultados obtidos mostraram que em geral a LAM 144R apresentou uma
resposta caracterizada por uma baixa acumulacédo viral e sintomas ausentes ou leves em

comparagdo com a linhagem LAM 144S suscetivel para todos os virus avaliados.

A auséncia ou presenca leve e muitas vezes quase imperceptivel dos sintomas
nas plantas da linhagem LAM 144R inoculadas com os diferentes virus estudados pode
ser atribuida a tolerancia conferida pelo gene Ty-1 que se encontra de forma homozigota,
bem como diferentes pressdes de indculo e caracteristicas intrinsecas de cada espécie

viral.

Estudos anteriores demonstraram que a presenca do alelo na forma homozigota
suscetivel (ty-1/ty-1) e homozigota resistente (Ty-1/Ty-1) tem uma influéncia nos
sintomas e no grau de infeccdo. De acordo com Boiteux et al (2007a), em condicdes de
homozigose suscetivel, em torno de 95% das plantas estudadas mostraram infeccdo viral
e sintomas caracteristicos, enquanto que em condicdes de heterozigose, observou-se uma
porcentagem de 35% de plantas infectadas e manifestando sintomas. Foi observado
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também que em todos esses ensaios, a expressdo dos sintomas nos gendtipos
heterozigotos para o loco Ty-1 foi mais suave quando comparado aos genotipos
suscetiveis (Boiteux et al., 2007). Contudo ao comparar 0s resultados obtidos entre
linhagems homozigotas resistentes e hibridos, foi demonstrado que o0s genotipos
heterozigotos para o loco Ty-1 exibem sintomas mais brandos que os suscetiveis, porém,
mais acentuados do que os homozigotos resistentes. Assim, mesmo algumas plantas
homozigotas para o loco Ty-1 exibiram sintomas de infeccdo sistémica (de Castro-Nizio

et al., 2008), concordando com nossos resultados.

Nos resultados obtidos no Southern blot, a auséncia de bandas em algumas
amostras de plantas pertencentes a isolinha suscetivel LAM 144S (Figura 3.6 amostras 4,
5 e 9; Figura 3.7 amostra 8; Figura 3.8 amostras 3 e 12) concordam com a auséncia de
sintomas caracteristicos pela infeccdo aos 21 dai e 41dai, que pode ser devido a um

eventual escape de inoculacao.

Algumas exce¢des onde o acumulo viral em amostras da isolinha resistente foi
quase igual ou maior que na isolinha suscetivel, foi observada na amostra 8 e 14
inoculadas com TYVSV (Figura 3.8) sendo concordante com os sintomas observados.
Devido ao pouco numero de plantas (duas) que mostraram este resultado, este efeito pode
ter sido em consequéncia de uma maior pressao de inodculo nestas plantas pois os disparos
efetuados pelo equipamento podem nao ter sido unifomes e mais particulas com o DNA
viral podem ter atingido essas plantas podendo interferir na eficiéncia da resiténcia. Um
maior numero de plantas positivas na avaliacdo de sintomas da isolinha LAM 144R foi
observado com respeito as inoculagbes realizadas com ToCMoV e ToSRV, o0 que
também pode refletir uma resisténcia menos eficiente a esses begomovirus nas condigdes

experimentais nas quais desenvolveu-se o trabalho. No entanto é importante ter em conta
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que de forma comparativa o acumulo viral foi menor em relacdo as plantas da linhagem

suscetivel.

Os melhores resultados de tolerancia e acumulacdo viral foram observados nas
plantas da linha LAM 144R inoculadas como ToRMV (Figura 3.6), seguida por TOSRV
(Figura 3.7). Alguns resultados na literatura concordam com 0S NOSSOS € outros séo
discrepantes como por exemplo, os resultados de estudos desenvolvidos com a linhagem
TY52 contendo o Ty-1, onde a resposta observada foi uma baixa toleréncia a infeccao
com ToSRV (Hurtado et al., 2012). No entanto, este fato pode ser devido a alguma
caracteristica bioldgica distinta entre os isolados de ToSRV utilizados, visto que 0s
isolados utilizados nos dois trabalhos ndo foram o mesmo. A inoculacdo do isolado

utilizado por Hurtado et al. (2012) na isolinha LAM 144R poderia esclarecer esse ponto.

Em geral os resultados obtidos concordam com publicacdes anteriores, onde
foram estudadas linhagens contendo o gene Ty-1 (Fontenele et al., 2010, Blawid et al.,
2010b, Blawid et al., 2010a), podendo assim concluir que o loco Ty-1 confere uma
resisténcia de amplo espectro na linhagem LAM 144R, nas condi¢Bes experimentais
testadas, posicionando-a como uma fonte potencial para a geracéo de cultivares de tomate

de mesa comercial, resistente a diferentes espécies virais do género Begomovirus.

5. CONCLUSOES.

A linhagem LAM 144R como esperado, mostrou-se resistente em comparagéo
com a linhagem LAM 144S, frente & infecg@o por diferentes espécies virais pertencentes
ao género Begomovirus. A resisténcia manifestou-se em uma auséncia de sintomas ou

sintomas leves, e uma baixa acumulacdo viral a uma ampla gama de espécies de
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Begomovirus, o que torna esta linhagem atraente para uso em programas de

melhoramento.
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CONCLUSOES GERAIS

e A linha LAM 144R que apresenta o gene Ty-1 apresenta uma ampla
resisténcia refletida em uma auséncia de sintomas ou sintomas leves, e uma baixa
acumulacdo viral a uma gama de espécies de Begomovirus constituida por ToCMoV,

ToRMV, ToSRV e TYVSV.

o A resisténcia conferida pelo gene Ty-1 na linhagem LAM 144R encontra-se
relacionada com a restricdo da replicagdo e movimento sisttémico dentro da hospedeira

frente a infeccdo com ToCMoV.

¢O presente trabalho representou importantes resultados indicando uma
promissora fonte de resisténcia contra importantes espécies do complexo de Begomovirus

bipartidos presentes na cultura do tomateiro no Brasil.
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PERSPECTIVAS

o Avaliar a replicacéo viral durante amostragem realizadas a partir do dia 6° ao
10° dpi e apos o 10° dpi.

o Realizar o sequenciamento e estudo da expressdo génica do gene Ty-1 na
isolinha LAM 144R.
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