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RESUMO GERAL

SOUZA, Juliana Osse de. Andlise da diversidade de begomovirus em tomateiros
(Solanum lycopersicum) da regido Nordeste do Brasil. 2014. 101p. Dissertacdo (Mestrado

em Fitopatologia) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF.

O tomateiro (Solanum lycopersicum) é uma cultura de grande importancia econémica,
em todo o mundo, incluindo o Brasil. O cultivo é realizado em todo o Brasil, mas sua
producdo estd concentrada nos estados da regido centro-sul, sendo Goias o maior estado
produtor, tanto em area quanto em volume de producdo. Apesar da importancia da regido
centro-sul para a tomaticultura, a regido Nordeste possui uma expressiva area de cultivo,
todavia esta regido apresenta uma baixa produtividade. Dentre os problemas fitossanitarios
gue atingem o tomateiro podem-se citar doencas causadas por fungos, bactérias, nematoides e
virus, as viroses mais importantes estdo o complexo de espécies do género Tospovirus que
causam o vira-cabeca do tomateiro, 0 mosaico do tomateiro causado pelo Tomato mosaic
virus, os potyvirus Potato virus Y e Pepper yellow mosaic virus, o crinivirus Tomato chlorosis
virus e o mosaico dourado do tomateiro, causado por varias espécies do género Begomovirus.
Esses virus sdo transmitidos por aleirodideos (moscas-brancas) e causam a doenca mais seria
do tomateiro na atualidade. Os virus do género Begomovirus séo caracterizados por particula
icosaédrica geminada e possuir DNA circular de fita simples. O seu genoma é constituido de
apenas um componente (monopartido) ou dois componentes conhecidos como DNA-A e
DNA-B (bipartido). A identificacdo do virus € baseada na analise e compara¢do do genoma
do DNA-A dos isolados. As espécies de begomovirus apresentam uma distribuicdo geogréfica
bem definida, em geral, os monopartidos séo encontrados no Velho Mundo e os bipartidos séo
encontrados no Novo Mundo. No Brasil foram relatadas onze espécies de begomovirus
infectando tomateiro, além delas existem mais, pelo menos, seis espécies ainda em processo
de caracterizacdo. As espécies de begomovirus em tomateiros relatadas no Brasil sdo
encontradas apenas no pais e todas sdo bipartidas. Dentro do Brasil, hd uma aparente
distribuicdo diferenciada de espécies. Sabe-se que o Tomato severe rugose virus (TOSRV) é
predominante na regido centro-sul, por outro lado o Tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV)
parece ser predominante na regido Nordeste. O estudo de diversidade e distribuicdo dos
begomovirus ainda é deficiente para a regido nordeste brasileira.

O controle de virus € complexo, mas técnicas de prevencdo da entrada dos virus no

campo sao altamente eficientes. Contudo, uma vez que, o virus estdo instalados na lavoura, a

vii



unica forma de acabar com a infeccédo viral é através da eliminagdo das plantas, técnica essa,
muitas vezes invidvel para o produtor. A resisténcia sistémica adquirida induzida por produtos
quimicos € uma realidade no combate a infecgdes por fungos e bactérias, entretanto o efeito
desses produtos na prevencdo de infeccdes virais é pouco conhecido.

Baseado nessas demandas de pesquisa, 0s objetivos desse trabalho foram avaliar a
diversidade de espécies de begomovirus em tomateiros, a partir de amostras coletadas entre os
anos de 2009 e 2011 em diversos estados da regido Nordeste do Brasil e norte de Minas
Gerais, realizar a caracterizacdo molecular das espécies encontradas e avaliar o efeito de oito
produtos comercializados como indutores de resisténcia as infeccdes causadas pelos virus das
espécies: Tomato mosaic virus (ToMV) e Tomato sppoted wilt virus (TSWV). Um total de 28
amostras foram avaliadas dos estados de Pernambuco, Bahia, Ceard e Minas Gerais. A
primeira andlise constituiu na comparacdo do padrdo de restricdo de produtos amplificados
por circulo rolante (especificos para DNA circular). Por meio dessa analise, dez padrdes
distintos foram identificados e dezesseis amostras selecionadas para a clonagem do genoma
viral. Vinte e dois clones de DNA-A foram obtidos, todos de Tomato mottle leaf curl virus.
Na analise filogenética os virus foram separados em dois grupos, um formado por isolados
provenientes dos estados da Bahia e Pernambuco e outro composto por isolados coletados no
Ceard, o isolado coletado em Minas Gerais, se agrupou junto com os isolados da Bahia e
Pernambuco. Conclui-se, portanto, que Tomato mottle leaf curl virus ainda predomina nos
estados localizados na regido da caatinga brasileira. Como resultado da avaliacdo do efeito de
indutores de resisténcia, verificou-se que nenhum dos oito produtos comercializados
apresentou efeito de reducdo de taxa de infeccdo, retardamento de aparecimento de sintomas
ou diminuicdo da severidade de sintomas ap6s a inoculagdo mecanica com os virus ToMV e
TSWV. Concluiu-se que, para as condi¢fes avaliadas no ensaio, 0 uso desses produtos nao é

recomendado para 0 manejo de virus como ToMV e TSWV.

Palavras-chave: caatinga, geminivirus, inducao de resisténcia, TMoLCV, ToMV, TSWV.

Orientadora — Dra. Alice Kazuko Inoue Nagata — Embrapa CNPH
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GENERAL ABSTRACT

Souza, Juliana Osse de. Diversity of begomoviruses in tomato plants cultivated in the
north-east part of Brazil. 2014. 101 p. Dissertation (Master in Plant Pathology) —

Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brazil

Tomato plants are one of the most important crop in the world and in Brazil. The
cultivation is done throughout the country, but its production is concentrated in the states of
the south-central regions. Prominent among those is Goiés the largest tomato producing state,
on both cultivated area and in raw production. Despite the importance of the south-central
region for tomatoes production, the North-East region has also a significant growing area, but
a low yield. Among the phytosanitary issues that affect tomatoes, it is listed those caused by
fungi, bacteria, nematodes and viruses. Within, the most important viruses there are the
species complex of the Tospovirus genus that cause the tomato spotted wilt disease, the
tomato mosaic caused by Tomato mosaic virus, the potyviruses Potato virus Y e Pepper
yellow mosaic virus, the crinivirus Tomato chlorosis virus and the tomato golden mosaic
disease, caused by several species of the genus Begomovirus. These viruses are transmitted by
whiteflies and are the source of some of the most serious disease of tomatoes today. The
viruses of the Begomovirus genus are characterized by icosahedral twinned particles and
possess a single stranded DNA. Its genome consists of only one component (monopartite) or
two components known as DNA-A and DNA-B (bipartite). The identification of the viruses is
based on the analysis and comparison of DNA-A genome of the isolates. The begomoviruses
species have a distinct geographic distribution, in general, the monopartites are found in the
Old World and the bipartites are found in the New World. In Brazil eleven begomovirus
species infecting tomatoes plants were reported and from those there are at least six species
still in the characterization process. The begomovirus species in tomato plants reported in
Brazil are found only in Brazil and all of them are bipartites. Within Brazil, there is an
apparent species differential distribution. It is known that the Tomato severe rugose virus
(ToSRV) is prevalent in south-central region, on the other hand the Tomato mottle leaf curl
virus (TMoLCV) seems to be prevalent in North-East region. The diversity study and
distribution of begomoviruses is poorly done for the Brazilian North-East region isolates.

The viruses control is complex, but prevention techniques of viruses entering in the
field are highly efficient. However, once the viruses are established in the field, the only way

to stop the viral infection is through the roguing technique that is often impractical for the
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grower. The systemic acquired resistance induced by chemical products is a reality in the
fight against fungi and bacteria, however, the effect of these products in the prevention of
viral infections is poorly understood.

Based on these research demands, the objective of this study was to evaluate the
species diversity of the begomoviruses in tomatoes plant, from samples collected from 2009
to 2011 in various states of the North-East region of Brazil and northern Minas Gerais, and to
perform molecular characterization of the found species. Also evaluate of the effect of eight
products sold as resistance inducers to viral infection: Tomato mosaic virus (ToMV) and
Tomato spotted wilt virus (TSWV). A total of twenty eight samples were evaluated from the
states of Pernambuco, Bahia, Cear4 and Minas Gerais. The first analysis consisted of the
comparison of the restriction profile of the amplified products by rolling circle (specific to
circle DNA). From this analysis, ten distinct restriction profiles were identified and sixteen
samples were selected for cloning of viral genome. Twenty two DNA-A clones were
obtained, all of them of the Tomato mottle leaf curl virus. In the phylogenetic analysis the
isolates were separated into two groups, one comprising isolates from Bahia and Pernambuco
states and another composed by isolates collected in Ceara state, the isolated from Minas
Gerais was grouped together with Bahia and Pernambuco isolates. Therefore, it is concluded
that Tomato mottle leaf curl virus still prevails in states located in Brazilian caatinga region.
As a result of the evaluating the effect of resistance inducers, it was found that none of the
eight market products was effective in reducing the infection rate, delay to the onset of
symptoms or decrease in severity symptoms after mechanical inoculation with the viruses
ToMV and TSWV. It was concluded that to the conditions assessed in the trial, the use of

these products is not recommended for the management of viruses as ToMV and TSWV.

Keywords: caatinga, geminiviruses, inducing resistance, TMoLCV, ToMV, TSWV.

Supervisor: Alice Kazuko Inoue Nagata — Embrapa CNPH



INTRODUCAO GERAL

O tomateiro (Solanum lycopersicum) é uma hortalica da familia das Solanaceas de
grande importancia econémica mundial e anualmente sdo produzidas mais de 159 milhdes de
toneladas dessa hortalica em todo o mundo (FAO, 2013). O Brasil € um grande produtor de
tomate. Ocupa o oitavo lugar em relacdo a producdo mundial, produzindo em média mais de
4,4 milhGes de toneladas por ano. Entretanto sua produtividade é relativamente mais baixa:
61,79 ton/ha, enquanto que o pais com maior produtividade do mundo é a Holanda com
478,85 ton/ha (FAO, 2013).

Essa grande discrepancia das produtividades entre Brasil e Holanda se deve na maioria
dos casos as praticas de conducdo da cultura que sdo bem diferentes. Por exemplo, na
Holanda a producdo de tomateiro é feita em grande parte em estufas de vidro, com o uso de
substratos especificos, enquanto que no Brasil a maior parte da producdo de tomateiro se da
em campo aberto (Meijaard, 1992, IBGE, 2006, FAO, 2013).

Dentro do Brasil também ocorrem diferencas entre produtividades, porém nao tdo
discrepantes quanto Brasil e Holanda, mas diferentes. Segundo dados do Levantamento
Sistematico da Producao Agricola (IBGE, 2013), o estado de Goias é o maior estado produtor
de tomate no Brasil, sua area representa 27% da area total de producdo de tomateiro no Brasil.
O Nordeste brasileiro produz tomate em uma area equivalente a 23% da area nacional,
semelhante a area de Goiéds. No entanto a producdo anual de Goias gira em torno de 1,4
milhdes de toneladas, enquanto que a do Nordeste gira em torno de 633 mil toneladas. Essa
diferenca deve-se a discrepancia da produtividade, ja que em Goias a produtividade foi 78,8
ton/ ha e no Nordeste esta foi de aproximadamente 42,1 ton/ha (IBGE, 2013).

A baixa produtividade do Nordeste deve-se em grande parte a fatores como baixo uso

de tecnologias, menor apoio da assisténcia técnica, maior ocorréncia de pragas e despreparo



dos produtores rurais (Vidal, 2010). Por outro lado, no estado de Goias hd o predominio de
grandes propriedades rurais com alto uso de tecnologia.

No entanto, apesar das diferencas entre as regifes, sem ddvida, um dos fatores
preponderantes para a baixa da produtividade brasileira é a alta incidéncia de insetos-pragas e
doencas. Doencgas causadas por fungos, bactérias, virus e nematoides sdo muito importantes
em campos de producdo em todo o Brasil.

Dentre as doencgas, aquelas causadas por virus destacam-se pela complexidade do seu
controle. Diversas viroses de importancia econémica ocorrem no pais: mosaico dourado do
tomateiro causado por diversas espécies de begomovirus, mosaico do tomateiro, causado pelo
Tomato mosaic virus, vira-cabeca do tomateiro causado por diversas espécies do género
Tospovirus, o crinivirus Tomato chlorosis virus, o potyvirus Potato virus Y e Pepper yellow
mosaic virus estdo entre as viroses mais importantes (Lopes and Avila, 2005, Cunha et al.,
2001, Barbosa et al., 2008, Fernandes et al., 1983). Atualmente a virose de maior ocorréncia
em campos de tomateiro de todo o Brasil € 0 mosaico dourado do tomateiro, causado por
begomovirus.

Begomovirus apresentam uma grande variabilidade. No Brasil sdo descritas onze
espécies de begomovirus que infectam tomateiro (Flores et al., 1960, Matyis et al., 1975,
Fernandes et al., 2006, Ribeiro et al., 2003, Calegario et al., 2007, Fernandes et al., 2008,
Castillo-Urquiza et al., 2008, Albuquerque et al., 2012b). Além dessas onze espécies existem
pelo menos mais sete novas espécies propostas e a serem caracterizadas (Ribeiro et al., 2003,
Ambrozevicius et al., 2002, Inoue-Nagata et al., 2006, Fernandes et al., 2008, Albuquerque et
al., 2012b).

As espécies de begomovirus encontradas no Brasil ndo sdo relatadas em outros paises.
Isso sugere que essas espécies sdo nativas. Provavelmente ja estavam presentes em plantas

voluntérias e foram transferidos para as plantas cultivadas pelo vetor Bemisia tabaci biotipo B



quando da sua introducéo no Brasil, estimada para o inicio da década de 90. (Lourencdo and
Nagai, 1994, Rocha et al., 2013).

Estudar a diversidade genética de begomovirus permite compreender a dindmica do
surgimento, adaptacdo de novas espécies, estirpes ou isolados. Entender esses temas é
fundamental para se elaborar recomendacGes adequadas e eficientes de manejo da doenca
para servir de suporte para os programas de melhoramento com o objetivo de desenvolver
materiais com resisténcia ampla e duravel.

Além da diversidade de espécies virais encontradas em tomateiro e a alta incidéncia de
diferentes viroses, 0 maior problema que os agricultores possuem em relagcdo as viroses € o
seu controle, pois ndo existe como eliminar as viroses sem causar danos as proprias plantas.

Novos produtos, chamados de indutores de resisténcia tém sido lancados no mercado e
possuem uma alta eficiéncia para controlar doencgas causadas por outros patdgenos, como
fungos e bactérias. Como a resisténcia sistémica adquirida (RSA) é uma resposta natural da
planta a infeccdo por patdgenos, induzir essa RSA em plantas que possam se infectar por
virus é uma alternativa promissora para o controle de viroses, se ndo controle, uma reducédo da

infeccdo por virus e com isso diminuicdo nas perdas causadas por Viroses.



OBJETIVO GERAL
Estudar a diversidade genética de virus do género Begomovirus, a partir de amostras de
tomateiro expressando sintomas tipicos da doenca coletadas entre os anos de 2009 e 2011 em
diferentes estados da regido Nordeste do Brasil e norte de Minas Gerais, bem como realizar a
caracterizacdo bioldgica e molecular dos isolados encontrados nas amostras. Além de avaliar
o efeito de produtos vendidos como indutores de resisténcia as infec¢es causadas pelos virus:

Tomato mosaic virus (ToMV) e Tomato spotted wilt virus (TSWV).

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Os objetivos especificos do trabalho para andlise de diversidade das amostras de
tomateiro coletadas entre os anos de 2009 e 2011 foram:
— Analisar a diversidade pela diferenca no polimorfismo de restricdo de DNA viral
amplificado por circulo rolante (RCA/RFLP);
— Selecionar as amostras mais divergentes entre os perfis de restrigéo;
— Clonar, sequenciar e identificar o DNA-A nas amostras;
— Analisar a relagdo entre os virus através da analise filogenética e andlise de

recombinacdo;

Os objetivos especificos do trabalho para a avaliacdo do efeito de indutores de
resisténcia a infeccéo viral foram:
— Aplicar produtos indutores de resisténcia encontrados no mercado, antes e
depois da inoculagédo de duas espécies virais;
— Inocular mecanicamente ToMV e TSWV;
— Avaliar o tempo para o aparecimento de sintomas em comparagdo com O

controle de aplicacdo com agua;



— Avaliar a severidade dos sintomas em comparagdo com o controle de aplicacao
com agua;

— Avaliar diferengas entre os tratamentos com diferentes produtos.



cAPiTULO 1

REVISAO DE LITERATURA



1. Cultura do tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicum) € uma dicotiledénea da familia das Solanaceas,
cujo centro primario de origem é um estreito territorio limitado pela Cordilheira dos Andes,
oceano Pacifico, norte do Chile e do Equador na América do Sul, onde se encontra seu maior
centro de diversidade (Filgueira, 2008).

Como a temperatura em sua regido de origem é mais amena, com médias entre 15 e
19°C, e altitudes maiores de 1.000 metros, o tomateiro se desenvolve melhor nessas
condicdes, porém a planta pode se desenvolver em diferentes climas, como tropical de
altitude, subtropical e temperado, sendo, portanto, possivel o seu cultivo em varias partes do
mundo (Filgueira, 2008, Silva et al., 2006).

E recomendavel que se plante o tomateiro em épocas nas quais a precipitacio e a
umidade relativa do ar sejam mais baixas, para evitar a alta incidéncia de doencas que sao
favorecidas pela alta umidade. O tomateiro é uma planta com grandes exigéncias nutricionais,
a correcdo do solo é essencial e € importante evitar o plantio em solo com alta retencdo de
agua e suscetivel ao encharcamento (Filgueira, 2008, Silva et al., 2006).

A conducdo e manejo da cultura sdo variaveis e a caracteristica mais importante para
definir o tipo de conducdo e o seu manejo é o habito de crescimento. Este é em geral dividido
em duas categorias, de crescimento determinado e de crescimento indeterminado.

No tipo de crescimento determinado, a planta tem crescimento limitado e com a
emissdo dos botbes florais ha uma reducdo no seu crescimento. Esse tipo € conhecido
popularmente como tomateiro rasteiro e sua producdo é destinada principalmente para o
processamento agroindustrial. Em geral, a colheita é mecanizada (Filgueira, 2008, Clemente
and Boiteux, 2012).

Ja no tipo de crescimento indeterminado, a planta continua o seu crescimento mesmo

apos o aparecimento e desenvolvimento dos primeiros botbes florais, portanto, em uma



mesma planta podem existir frutos maduros e botbes florais ainda se abrindo. Neste caso, a
colheita tem de ser parcelada, podendo ser feita até mais de uma vez por semana. A fase de
colheita pode durar até quatro meses dependendo do tipo de manejo empregado. A planta de
tomateiro deve ser conduzida com estacas ou fitilho e amarradas. Nesse tipo de conducéo
podem existir dois tipos de manejo diferenciado, em campo aberto e em estufas (Filgueira,
2008, Shankara Naika, 2006).

O tomateiro é uma das hortalicas mais cultivadas no mundo inteiro. O principal
produtor de tomate é a China tanto em area colhida, quanto em volume de producéo (Fig. 1).
Entretanto, a produtividade chinesa € baixa, com 49,27 ton/ha, colocando-a em 47° lugar. A
producdo brasileira comporta-se de forma semelhante. O Brasil ocupa o 13° lugar em area
colhida e 8° em producéo (Fig. 1 e 2), porém é o 18° em produtividade, com uma média de
61,79 ton/ha, bastante inferior a Holanda, primeira colocada, com produtividade superior a

400 ton/ha (Fig. 3) (FAO, 2013).
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Figura 1. Ordem dos treze primeiros paises do mundo em area plantada em hectares de tomateiro. Fonte: FAO (2013).
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Figura 2. Ordem dos doze primeiros paises do mundo produtores de tomateiros em relagdo a produgdo em toneladas. Fonte:
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Figura 3. Rendimento em toneladas por hectare dos doze primeiros paises do mundo em produtividade de tomateiro. Fonte:

FAO (2013).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE (2006), a producédo de
tomateiro em cultivo de forma estaqueada foi de 929.962 ton, enquanto que a producdo em
tomateiro rasteiro foi de 374.893 ton. No levantamento sistematico da producdo agricola do
ano de 2013, os principais estados produtores em relagdo a area plantada sdo: Goias (17.662
ha), S&o Paulo (10.160 ha) e Minas Gerais (7.186 ha). Com relagdo a producdo, Goias
também lidera com 1.392.016 ton, seguido por Sdo Paulo com 675.196 ton e em terceiro lugar

Minas Gerais com 473.323 ton. Em termos de produtividade a situacdo muda um pouco,



sendo que Goias (78,81 ton/ha) continua em primeiro lugar, mas em segundo vem o Distrito

Federal (77,67 ton/ha) e em terceiro lugar Santa Catarina (68,72 ton/ha) (IBGE, 2013).

2. Cultivo de tomateiro no Nordeste do Brasil

Na regido Nordeste do Brasil o tomateiro é cultivado principalmente por pequenos
produtores rurais, sendo por isso uma cultura de grande importancia socioecondmica para a
regido (Vidal, 2010). Os principais estados produtores de tomate sdo: Ceara, Bahia e
Pernambuco. A média de produtividade gira em torno de 42,18 ton/ha, ou seja, 35% inferior a
média nacional de 63, 21 ton/ha (IBGE, 2013). Esses dados demonstram que o cultivo do
tomateiro no Nordeste precisa ser melhorado para alcancar as médias nacionais.

No estado do Ceard a producdo gira em torno de 279.009 ton, enquanto que O
rendimento € de 46,1 ton/ha (IBGE, 2013). J& na Bahia a producdo estd em torno de 239.967
ton e o rendimento em 43,5 t/ha e no estado de Pernambuco a producgéo € de 79.564 ton e 0
rendimento em torno de 38 ton/ha. De acordo com esses dados, podemos notar que, apesar do
Ceara ser o maior estado produtor dentro da regido Nordeste, ainda assim, é bem inferior ao
da média nacional, sendo que sua producdo representa aproximadamente 6% da producao
nacional de tomate.

No inicio da década de 1990, o cultivo de tomateiro para processamento industrial era
concentrado na Regido Nordeste, sendo que os estado de Pernambuco, Bahia e Paraiba
detinham as maiores areas produtoras brasileiras (Clemente and Boiteux, 2012). Atualmente
esta producdo estd concentrada nas regides Centro-Oeste e Sudeste, o0s estados de Goias, Sdo
Paulo e Minas Gerais sdo 0s principais estados produtores de tomate para processamento
industrial (IBGE, 2006).

Esse deslocamento de areas de cultivos juntamente com empresas processadoras de
tomate, se deu devido a varios problemas fitossanitarios decorrentes da monocultura intensiva

de tomateiro. Os principais problemas fitossanitarios foram viroses, como as tospoviroses e as
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geminiviroses, esta transmitida por mosca-branca (Bemisia tabaci), aquelas transmitidas por
diversas especies de tripes, o que culminou em uma maior debilidade das plantas permitindo
uma alta infestacdo da traca-do-tomateiro (Tuta absoluta) tomasse conta (Clemente and
Boiteux, 2012). Muitas empresas fecharam as fabricas e abandonaram a regido, no entanto a
partir do ano de 2009, pequenas areas de plantios de tomateiro com destino de processamento
industrial foram retomadas (Clemente and Boiteux, 2012).

Atualmente existem trés empresas de processamento industrial de tomate instalados na
regido Nordeste, entre elas, Asa industria e comércio Ltda., localizada no municipio de Belo
Jardim, interior de Pernambuco; Tambadl inddstria alimenticia, localizada no municipio de
Custddia, estado de Pernambuco; Popular Alimentos, em Arapiraca, estado de Alagoas.
Considerando a similaridade climatica, pode-se incluir duas fabricas localizadas no norte de
Minas Gerais: Best Pulp, localizada no municipio de Janaiba e Karambi, no municipio de

Itacarambi.

3. Doencas no Tomateiro
A cultura do tomateiro é caracterizada por ter um manejo fitossanitario dificil, na qual
varios patégenos como fungos, bactérias, nematoides e virus sdo de expressiva importancia.
Entre as doencas flngicas que causam perdas econdmicas podemos citar:
— Requeima, cujo agente causal é Phytophthora infestans;
— Pinta Preta, também conhecida como Mancha de Alternaria, seu agente causal é
Alternaria spp.;
— Septoriose ou Mancha de Septoria, causado por Septoria lycopersici;
— Oidio, cujos agentes causais podem ser: Leveilulla taurica ou Oidium
lycopersici;

— Mofo branco, causado por Sclerotinia sclerotiorum ou S. minor.
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Além de doengas como Murcha de Fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici) e
Murcha de Verticilium (Verticilium dahliae, V. albo-atrum) (Kimati et al., 2005, Lopes and
Avila, 2005).

Ja em doencas bacterianas importantes para a cultura do tomateiro podemos citar:

— Mancha bacteriana (Xanthomonas spp.);

— Pinta bacteriana (Pseudomonas syringae pv. tomato);

— Murcha bacteriana (Ralstonia solanacearum);

— Talo oco (Pectobacterium carotovorum);

— Cancro bacteriano (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis) (Kimati et
al., 2005, Lopes and Quezado-Soares, 1997).

Um patégeno importante, que pode inviabilizar a producdo de tomateiro em uma
determinada area, conhecido como Nematoide das Galhas, € problematico no Brasil pela
dificuldade no seu controle e pela diversidade de espécies dentro do género Meloidogyne
(Kimati et al., 2005, Lopes and Avila, 2005).

As doencas causadas por virus serdo detalhadas a seguir.

4.Virus em tomateiro

As viroses estdo entre as doencgas de maior importancia, pois, além de seu dificil manejo
e controle, estdo espalhadas por todos os campos de producdo, tanto de tomateiro de mesa
quanto de tomateiro para industria.

Entre os principais virus e com maior importancia econémica que infectam o tomateiro
estdo os géneros: Tobamovirus, suas especies (Tomato mosaic virus - ToMV e Tobacco
mosaic virus - TMV) causam o mosaico do tomateiro; Tospovirus, entre suas espécies podem
se citar Tomato spotted wilt virus - TSWV, Tomato chlorotic spot virus - TCSV e Groundnut

ringspot virus - GRSV, que causam a doenca do complexo do vira-cabega-do-tomateiro;
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Potyvirus, cuja espéecie Potato virus Y (PVY) causa a risca do tomateiro e o Pepper yellow
mosaic virus (PepYMV), doenca conhecida como mosaico amarelo do pimentdo; Crinivirus,
cuja espécie Tomato chlorosis virus (ToCV), foi relatada em 2008 no Brasil e sua incidéncia €
alta nos estados da regido Sudeste e Centro-Oeste; Begomovirus, com inumeras espécies
relatadas infectando o tomateiro no Brasil (Lopes and Avila, 2005, Cunha et al., 2001,
Barbosa et al., 2008, Fernandes et al., 1983).

Essa dissertacdo tem como tema o estudo da diversidade de begomovirus, que
pertencem a familia Geminiviridae, bem como a avaliacdo de produtos com potencial de
inducdo de resisténcia em um tospovirus e a um tobamovirus. Sera a seguir apresentada uma
revisao mais aprofundada para os geminivirus e uma mais sucinta para 0s tospovirus e

tobamovirus.

5. Familia Geminiviridae

A familia Geminiviridae esta entre as familias de virus que causam as doencas mais
devastadoras para a agricultura. Causam grandes perdas nos campos de producdo e
juntamente com a familia Potyviridae sdo as maiores e mais importantes familias de virus de
plantas (Gibbs and Ohshima, 2010, Scholthof et al., 2011). Os geminivirus infectam tanto as
monocotileddneas, como o milho, quanto as dicotiledéneas, como tomate, feijdo, mandioca,
algodéo, etc. Ao longo de mais de 20 anos, epidemias de geminiviroses tém surgido em todo
0 mundo, mas elas ocorrem principalmente nas regides tropicais e subtropicais (Fondong,
2013).

Os primeiros relatos sobre doencas causadas por geminivirus em tomateiro no Brasil
datam da déecada de 60, quando Flores e colaboradores (1960), descreveram uma doenca com
as caracteristicas do virus do mosaico dourado do tomateiro. Porém somente na década de

1980 que surgiu 0 nome da espécie Tomato golden mosaic virus (TGMV) (Elmer et al.,
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1988a, Matyis et al., 1975) espécie esta pertencente ao género Begomovirus. Outras espécies,
ndo tdo bem descritas, foram citadas por Costa (1976). No entanto, apesar de relatos antigos,
este grupo demorou a ser reconhecido devido a problemas, tais como instabilidade das
particulas virais e auséncia de transmissao mecanica, e somente no final da década de 70 a
familia foi reconhecida pelo International Committee on Taxonomy of Viruses — ICTV
(Matthews, 1979).

O nome da familia se da devido a arquitetura da particula, ou seja, a forma do capsideo,
que se assemelha a dois icosaedros incompletos unidos. Mumford (Mumford, 1974)
conseguiu fazer a purificacdo da particula do Curly top virus (CTV), atualmente conhecido
como Beet curly top virus (BCTV), pertencente ao género Curtovirus, e em observacdo em
microscopio eletrénico notou que o formato da particula era geminado. Ele, porém, nédo
afirmou que esse seria 0 formato definitivo da particula e justificou que possivelmente seria
um artefato do método utilizado na purificacdo viral que ndo permitiu a separacdo completa
das particulas. A partir deste momento, varios autores fizeram a purificacdo viral de diversos
geminivirus, inclusive como Bock e colaboradores (1974) que fizeram o isolamento de
particulas de Maize streak virus, espécie, hoje, pertencente ao género Mastrevirus. Porém,
apenas em 1992 os pesquisadores Lazarowitz e Shepherd (1992) confirmaram ser a particula
realmente geminada.

Os virus desse grupo, além da particula geminada, possuem genoma de DNA circular de
fita simples (ssDNA), cujo tamanho varia entre 2,5 a 3,0 kb, monopartido ou bipartido, ou
seja, podem possuir um ou dois componentes gendmicos, chamados de DNA-A e DNA-B.
Quando o virus possui dois componentes gendmicos, ambos sdo necessarios a infeccdo
(Francki et al., 1980, Howarth et al., 1985, King et al., 2011, Hamilton et al., 1983, Goodman
et al., 1980, Howarth and Goodman, 1982). Ha algumas excecdes, em que 0 DNA-A de virus

bipartidos sdo capazes de infectar sistemicamente alguns hospedeiros, como o Tomato
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chlorotic mottle virus (ToCMoV) que é capaz de infectar Nicotiana benthamiana (Galvao et
al., 2003). Os virions sdo compostos apenas por uma copia do ssSDNA e uma proteina
estrutural: capa proteica (Francki et al., 1980).

Atualmente, a familia é dividida em sete géneros: Begomovirus, Curtovirus,
Mastrevirus, Topocuvirus, Becurtovirus, Eragrovirus e Turncurtovirus, sendo que os trés
ultimos géneros foram incluidos em 2013 a familia (ICTV, 2013).

Os virus dos géneros Becurtovirus, Curtovirus, Eragrovirus, Mastrevirus, Topocuvirus
e Turncurtovirus possuem genoma monopartido, enquanto apenas o género Begomovirus
possui virus com genoma monopartido ou bipartido.

O género Begomovirus sempre foi 0 mais numeroso em relacdo as espécies da familia
Geminiviridae, e nos Gltimos anos esse numero cresceu ainda mais. Em 1999 o género
possuia setenta e seis espécies (Van Regenmortel et al., 2000), em 2005 esse nUmero cresceu
para cento e dezessete (ICTV, 2013) e atualmente sdo cento e noventa e duas espécies aceitas
pelo ICTV (ICTV, 2013). Esse alto crescimento a partir do inicio dos anos 2000 o se deve ao
fato, das técnicas para a descoberta de novas espécies e géneros estarem mais acessiveis,
ferramentas de deteccdo e de sequenciamento estarem cada vez mais baratas e mais simples
de se executar. Além do mais, técnicas de clonagem, estdo otimizadas e baratas e, além disso,
novas técnicas foram otimizadas como RCA (amplificacdo por circulo rolante) (Inoue-Nagata

et al., 2004), PCR (reacdo em cadeia da polimerase) e Deep sequecing.

5.1 Taxonomia da familia Geminiviridae
O Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV, Iternational Committee on
Taxonomy of Viruses) foi criado em 1966, com o intuito de organizar e regular a taxonomia

dos virus até entdo relatados (ICTV, 2013).
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Apbs o isolamento de particulas virais de virus do grupo dos geminivirus em 1973,
varios estudos se seguiram. Em 1979, os geminivirus foram incluidos, como um grupo, no
terceiro relatorio do ICTV. Nesse relatorio, quatro espécies haviam sido aceitas: Bean golden
mosaic virus (BGMV), Cassava latent virus (CLV), Chloris striate mosaic virus (CSMV) e
Maize streak virus (MSV), sem a divisdo em grupos (Matthews, 1979).

Em 1991, no quinto relatério divulgado pelo ICTV, foram criados trés subgrupos: |1 com
MSV como espécie-tipo, Il, cuja espécie-tipo era Beet curly top virus (BCTV); e Ill, o qual a
espécie-tipo relacionada foi BGMV (Francki et al., 1991).

O grupo foi elevado a categoria de familia em 1995 e os subgrupos foram elevados a
categoria de géneros, também chamados de géneros I, 1l e Ill. Os géneros receberam 0s
nomes de Mastrevirus, Curtovirus e Begomovirus, respectivamente, apenas no ano 2000 no
sétimo relatorio elaborado pelo ICTV (Murphy et al., 1995).

O quarto género a ser aprovado pelo ICTV foi o Topocuvirus, cuja espéecie-tipo Tomato
pseudo curly-top virus (TPCTV), foi descrita pelos pesquisadores McDaniel e Tsai (1990).
Mais tarde Briddon e colaboradores (1996) afirmaram que o TPCTV era fruto de
recombinacdo entre virus do género Curtovirus e Begomovirus, porém sua ORF V2 possui
maior identidade com virus do género Mastrevirus. Apenas no ano de 1999 o TPCTV foi
aceito como membro de um novo género e seu registro foi realizado no oitavo relatério do
ICTV (Fauquet and Stanley, 2003). Até entdo, a familia Geminiviridae era dividida em quatro
géneros e, os critérios para distincdo entre 0s géneros eram baseados em organizacao
gendmica, inseto vetor, gama de hospedeiros e sequéncias relacionadas. Espécies pertencentes
ao género Mastrevirus tém um unico componente gendmico que codifica quatro proteinas,
infectam monocotiledéneas (com duas excecbes) e sdo transmitidas por cigarrinha. Ja
especies pertencentes ao género Topocuvirus, devem ter um componente genémico que

codifica seis proteinas, infectar dicotiled6neas e ser transmitido por membracideos. Membros
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do género Curtovirus tém um componente genémico, que codifica sete proteinas, infectam
dicotiledbneas e sdo transmitidos por cigarrinhas. JA& os membros do género Begomovirus
apresentam um ou dois componentes gendémicos, infectam dicotileddneas e sdo transmitidos
por mosca-branca (Fauquet and Stanley, 2003).

Yazdi e colaboradores (2008) descreveram um novo virus encontrado no Ird infectando
beterraba. Na ocasido 0s autores propuseram o nome para o Vvirus de Beet curly top Iran virus
(BCTIV). Esse virus foi classificado dentro do género Curtovirus, mesmo apresentando
diferencas com 0s demais curtovirus. Sua organizacdo gendmica sugeriu que seja fruto de
recombinacéo entre espécies do género Curtovirus com espécies do género Mastrevirus.

Heydarnejad e colaboradores (2013) realizaram os postulados de Koch, a caracterizacao
bioldgica e molecular de BCTIV e chegaram a conclusdo que seria mais adequado classifica-
lo em um novo género.

O novo género foi chamado de Becurtovirus e além do BCTIV outra espécie esta
incluida dentro desse mesmo género: Spinach curly top Arizona virus (SCTAV), que
apresenta identidade de nts de 77% com o BCTIV e idéntica organizacao genémica.

A diferenca entre esses novos becurtovirus e os demais membros da familia
Geminiviridae, reside no sitio do inicio da replicacdo, onde a proteina Rep se liga ao DNA e
com isso a replicacdo tem inicio. Em geral, nos geminivirus a sequéncia de nucleotideos dessa
regido €: TAATATT/AC. Entretanto, as novas espécies apresentam uma sequéncia distinta
correspondente a: TAAGATT/CC, com uma troca de nucleotideo de um “T” por um “G” na
quarta posi¢do e um “A” por um “C” na penultima posi¢ao. Outra diferenca observada € a
presenca de duas regides intergénicas, uma entre o gene da capa proteica e da rep e outra logo
apos a capa proteica.

Varsani e colaboradores (2009) encontraram outra espécie de virus divergente das

outras espécies de geminivirus até entdo descritas. Esta espécie foi encontrada infectando um
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tipo de capim (Eragrostis curvula) na Africa do Sul. Tal qual o BCTIV, essa nova espécie,
denominada de Eragrostis curvula streak virus (ECSV), possui duas regides intergénicas e o
nonanucleotideo distinto da origem de replicacdo dos geminivirus, mas igual ao do BCTIV.

Nesse trabalho, os autores sugeriram que um novo género fosse criado e que fosse
chamado de Ecuvirus. Além disso, eles discutem que o ancestral comum entre 0s geminivirus
se parecia com o ECSV, porém ndo conseguem afirmar com certeza se o ancestral dos
geminivirus infectava plantas mono ou dicotileddneas, apesar do ECSV infectar
monocotileddneas (Varsani et al., 2009).

Briddon e colaboradores (2010) relataram a descoberta de outra espécie divergente dos
demais geminivirus. O virus chamado de Turnip curly top virus (TCTV), isolado em folhas de
nabo no Ird, possui organizacdo genémica e inseto vetor distintos dos curtovirus (Razavinejad
etal., 2013).

Devido a descoberta de trés espécies virais distintas o ICTV em 2013 aprovou a cria¢ao
de trés novos géneros:

— Becurtovirus, cuja espécie tipo é Beet curly top Iran virus e com mais um
membro, 0 SCTAV;,

— Eragrovirus, o qual a espécie-tipo designada foi Eragrostis curvula streak
virus;

—  Turncurtovirus, Turnip curly top virus foi designada como espécie-tipo.

Apesar da criacdo desses trés novos géneros em 2013, j& estdo sendo descobertas novas
espéecies que ndo se enquadram em nenhum dos sete géneros existentes dentro da familia,

como é o caso do Euphorbia caput-medusae latente virus (EcmLV) (Bernardo et al., 2013).
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5.1.1 Criterios para classificacdo na familia Geminiviridae

Atualmente, para classificar taxonomicamente um isolado viral existem critérios que
foram propostos pelo grupo de estudos de geminivirus (ICTV) e relatados por Fauquet e
colaboradores (2008).

Nesse trabalho, aléem dos niveis taxondmicos de géneros e espécies considera-se 0S
conceitos de estirpes e variantes. Por defini¢ao “estirpes sdo melhores representadas por virus
pertencentes as mesmas espécies e tendo diferencas bioldgicas, soroldgicas e moleculares
estaveis e herdaveis” (Fauquet et al., 2008). Por outro lado define-se “variante como algo que
seja pouco diferente da norma” (Fauquet et al., 2008).

Para se classificar em géneros distintos usa-se entre 18 e 42% de identidade de
nucleotideos, do genoma completo para os monopartidos e do DNA-A em bipartidos, entre
espécies observa-se uma porcentagem de identidade de nucleotideos (nts) entre 38 e 89%
(Fauquet et al., 2008).

Para o género Begomovirus quando a porcentagem de identidade é alta pode haver
dificuldade na classificacdo de um novo isolado. Para tanto, Fauquet e colaboradores (2008)
sugerem dois passos:

1) Comparar a sequéncia de nts do novo isolado com todas as sequéncias
representativas de espécies conhecidas, se:
(@) Identidade de nts do novo isolado for menor que 88%, enquandra-se em
uma nova espécie.
(b) Identidade de nts for entre 88 e 89%, considera-se tentativamente uma
espécie proxima.
(c) Identidade de nts maior de 89% considera-se isolado da mesma espécie.
2) Comparar a sequéncia do novo isolado com todas as sequéncias de estirpes e

variantes representativas conhecidas da espécie identificada, se:
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(@) ldentidade de nts menor que 93% considera-se uma nova estirpe da
mesma espécie.

(b) Identidade de nts maior que 94% classifica-se como uma variante
daquela estirpe da espécie.

Para que a comparacdo da porcentagem de identidade de nucleotideos seja uniforme, os
mesmos autores sugerem que o programa ClustalV (DNAStar, Lasergene, Wisconsin, EUA)
seja utilizado para o pareamento e comparacdo das sequéncias. Recentemente, o grupo de
estudos realizou um estudo avaliando os critérios taxonémicos dentro da familia e uma nova

regra sera proposta (F. Murilo Zerbini, comunicacgéo pessoal).

5.2 Begomovirus

Os virus do género Begomovirus infectam mais de 100 espécies de dicotileddneas, entre
elas as culturas de tomate, soja, feijdo e algoddo, muito importantes para 0 agronegocio
brasileiro. Os begomovirus causam grandes perdas e sdo de dificil controle (Varma and
Malathi, 2003).

Os begomovirus sdo transmitidos pelo aleirodideo Bemisia tabaci conhecido
popularmente como mosca-branca, de maneira persistente, circulativa, porém ainda ha
controvérsias se 0 virus se replica ou ndo no corpo do inseto vetor (Hunter et al., 1998).
Primeiros relatos da existéncia da mosca-branca aqui no Brasil foram feitos por Bondar
(Bondar, 1928), no estado da Bahia. A partir dos anos de 1990 surtos populacionais de mosca-
branca surgiram no estado de Sdo Paulo em diversas regides, em diversas culturas, que até
entdo ndo eram encontradas, como por exemplo, tomateiro, abobora, berinjela, feijao, soja,
brécolis e plantas ornamentais. Lourencéo e Nagai (1994) realizaram estudos para descobrir 0
motivo desses surtos populacionais e descobriram entéo que até os anos de 1990 predominava

o bidtipo “A” da B. tabaci que permanecia em baixos niveis populacionais, porém nos anos
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de 1990 houve a introdugdo do bidtipo “B”, que é mais polifago ¢ se reproduz mais
rapidamente. Provavelmente a introdu¢ao do bidtipo “B” se deu pelo transito de plantas
ornamentais.

Acreditava-se, nessa época, que existia apenas uma espécie de B. tabaci que colonizava
uma grande quantidade de hospedeiras e que transmitia uma enorme quantidade de virus de
plantas inclusive os geminivirus e o que as diferenciava era o biétipo (Lourencdo and Nagai,
1994).

A diferenciacdo de bidtipos de B. tabaci pode ser feita por diversos critérios como uso
de ferramentas moleculares e fisioldgicas, diferencas na gama de hospedeiros ou
especializacdo de hospedeiros, grau de fecundidade, diferencas na eficiéncia da transmissao
de virus e habilidade de causar fitotoxidez (Brown, 2000).

Atualmente acredita-se que ndo sdo diferentes bidtipos, mas sim diferentes espécies de
mosca-branca que transmitem os begomovirus (Dinsdale et al., 2010, De Barro et al., 2011).
Para diferenciacdo de espécies, Dinsdale e colaboradores (2010) propuseram que a
comparacdo das sequéncias de nts de B. tabaci deve ser feita de acordo com o gene que
codifica a citocromo oxidase mitocondrial.

Os autores alinharam e compararam das sequéncias presentes no GenBank mais as
sequéncias que eles obtiveram e concluiram que existem vinte e quatro espécies e que elas se
subdividem em onze grupos genéticos entre eles (Dinsdale et al., 2010):

1. Middle East-Asia Minor (MEAMI) relacionado com os bidtipos “B” e
“B2”:

2. Mediterranean species (MED) relacionado com os bidtipos: “Q”, “J” e “L”;

3. New World species relacionado com os biodtipos “A”, “C”, “D”, “F”,

Jatropha, “N”, “R” e Sida.
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Alemandri e colaboradores (2012), mais recentemente, relataram a existéncia de mais
duas espécies de mosca-branca na Argentina, uma pertencente ao grupo New World e a outra
espécie pertencente a um novo grupo genético, que os autores denominaram de New World 2.

Marubayashi e colaboradores (2013) realizaram uma pesquisa entre as espécies de
mosca-branca presente nos estados de S&o Paulo e Mato Grosso entre os anos de 2008 e 2011.
Nesse trabalho os autores encontraram espécies presentes nos seguintes grupos: MEAM1,

New World 1 e New World 2.

5.2.1 Organizacdo gendmica dos begomovirus

O genoma dos begomovirus pode ser mono (Fig.4) ou bipartido (Fig.5) e, em alguns
casos possui também DNAs satélites. Cada componente genémico tem entre 2,5 e 2,6 kb de
tamanho.

O genoma monopartido é encontrado principalmente em paises do Velho Mundo, como
paises pertencentes & Europa, Asia e Africa. Ja4 os virus com genoma bipartido estdo
amplamente distribuidos entre Velho e Novo Mundo (King et al., 2011).

Em alguns casos, virus monopartidos sdo acompanhados de moléculas de DNA
satélites, chamados de alfa ou beta. Satélites sdo definidos como virus ou acidos nucleicos que
dependem de um virus auxiliar para sua replicacdo, mas nao tem uma regido de sequéncia de
nts com alta homologia aquela do virus auxiliar e € dispensavel para sua proliferacdo (Fauquet
et al., 2005). O satélite codifica uma Unica proteina estrutural para encapsidar seu material
genético (Briddon and Stanley, 2006).

O primeiro satélite caracterizado foi isolado por Saunders e colaboradores (2000) que
isolaram um DNA do Ageratum yellow vein virus (AYVV), que foi chamado de betasatellite.
Mais tarde, um outro tipo de DNA foi isolado de Cotton leaf curl Multan virus (CLCuMV) e

chamado inicialmente de DNA-1 e atualmente como alfasatellite, com metade do tamanho de
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um begomovirus (aproximadamente 1370 nts) e codificando uma proteina semelhante a Rep
(Briddon and Stanley, 2006). A partir de entdo varios satélites associados a begomovirus
monopartidos foram encontrados.

As funcdes dos DNAs satélites ainda ndo estdo muito claras, dependem a quais
begomovirus os satélites estdo ligados, porém parecem estar associados com aumento da
viruléncia do patogeno e supressao do silenciamento génico da planta (Briddon and Stanley,
2006).

Begomovirus que possuem betasatellites sdo capazes de infectar as plantas hospedeiras
na auséncia dos satélites, porém com uma leve producdo de sintomas ou sintomas nao
caracteristicos da doenca, além do baixo titulo viral. Tais evidéncias sugerem que 0S
betasatellites tém papel na patogenicidade do virus (Saunders et al., 2000, Briddon et al.,
2001). Além disso, Mansoor e colaboradores (2003) demonstraram que diferentes
begomovirus interagindo com o0 mesmo satélite sdo capazes de produzir sintomas idénticos,
provando, com isso, que além do papel na patogenicidade os satélites estdo envolvidos na
expressdo de sintomas. Cui e colaboradores (2005) mostraram que a proteina BC1 codificada
pelo B satélite esta envolvida na supressdo do silenciamento génico. Portanto, pode-se
concluir que os DNAs satélites tém pelo menos trés fungdes: patogenicidade, expressdo de

sintomas e supressdo do silenciamento génico.

DNA-A
C1 : V1
(Rep) Monopartite (CP)

C2 (TrAP)

N

C3 (REn)

Figura 4. Representagdo esquematica da organizagdo gendmica de um begomovirus monopartido. Fonte: King et al. (2011).
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Por outro lado, o genoma bipartido é composto pelo DNA-A e DNA-B, que codificam
de 6 a 8 ORFs. O DNA-A e DNA-B possuem uma regido conservada de alta identidade de
nucleotideos de aproximadamente 200 bases, denominada de regido comum (RC) (Hamilton
et al., 1984). A RC estéa relacionada com a replicacdo (Revington et al., 1989, Lazarowitz and
Shepherd, 1992) e a transcricdo (Hanley-Bowdoin et al., 1988, Sunter et al., 1989). Dentro
dessa regido ha uma sequéncia que forma uma estrutura muito estavel, em formato de grampo
de cabelo, onde se localiza a origem de replicacdo dos geminivirus. Heyraud e colaboradores
(1993) demonstraram que o nonanucleotideo (TAATATT/AC), presente nessa estrutura em
forma de grampo de cabelo, é um alvo da proteina Rep para o inicio da replicacéo.

Inicialmente Hamilton e colaboradores (1983) demonstraram que ndo € possivel haver
infeccdo e producéo de sintomas sem a presenca do DNA-A e do DNA-B, porém, mais tarde,
mostrou-se que o DNA-A tem a capacidade de se replicar e produzir particulas virais
independentemente (Rogers et al., 1986), porém necessita do DNA-B para localizacdo celular
e movimento sistémico na planta (Revington et al., 1989).

O DNA-A no sentido viral codifica, em geral, 2 ORFs: AV1 e a AV2, ja no sentido

complementar viral codifica 4 ORFs: AC1, AC2, AC3 e AC4.

CRA CRB
AV2 (MP)
y3
ACH DNA-A AV BC1 DNA-B BV1
(Rep) (CP) (MP) (NSP)
AC2 (TrAP)
AC3 (REn)

Figura 5. Representacdo esquematica da organizacdo gendmica de um begomovirus bipartido. Fonte: King et al. (2011) .

A ORF AC1 ou C1 (ou AL1) codifica a proteina associada a replicacdo, chamada de
Rep, sendo sua sequéncia, posicao e fungdo conservada entre os geminivirus. Ela é essencial

para o mecanismo de replicacdo por circulo rolante e para a expressao génica. Sua traducéo é
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precoce, a partir de sua sintese a Rep faz a separacdo do ssDNA do virus da sua fita
complementar, para esta servir de molde e se iniciar a replicacdo do genoma viral (Fontes et
al., 1992). A Rep cliva o DNA imediatamente depois do residuo de timina na extremidade 3’
do nonanucleotideo (Hanley-Bowdoin et al., 1990).

A ORF AC2/C2 codifica a proteina ativadora da transcricdo, TrAP. E uma proteina
multifuncional, estd envolvida na ativacdo génica (Sunter and Bisaro, 1992, Sunter and
Bisaro, 1997), na patogenicidade do virus (Noris et al., 1996) e na supressdo do silenciamento
génico (Trinks et al., 2005). A TrAP ativa a transcricao dos genes que codificam a proteina da
capa proteica (CP) e a proteina de movimento (MP) (Sunter and Bisaro, 1991, Groning et al.,
1994, Sunter et al., 1990).

A ORF AC3/C3 codifica a proteina que intensifica a replicacdo, a Ren (Xie et al.,
1995). Essa proteina, apesar de ndo ser essencial para replicacdo viral, ela aumenta a
acumulacdo de DNA viral na célula e ajuda no desenvolvimento de sintomas (Elmer et al.,
1988b, Etessami et al., 1991, Sunter et al., 1990).

A ORF AC4/C4 esta totalmente dentro da ORF AC1, porém em outra fase. E a ORF
menos conservada dentro dos begomovirus e possui diferentes funcdes para os begomovirus
mono e bipartidos. Para virus monopartidos, a proteina pode estar envolvida no
desenvolvimento de sintomas e movimento viral (Jupin et al., 1994). Para os virus bipartidos,
esta envolvida no movimento viral, mas néo é essencial para a infec¢do. A sua habilidade na
supressdo do silenciamento de RNA é conservada em varias espécies de virus mono e
bipartidos (Vanitharani et al., 2004, Gopal et al., 2007).

A ORF AV1/V1 codifica o gene da capa proteica (CP), um gene de traducéo tardia e a
unica proteina estrutural para particulas de geminivirus. Aléem da fungdo de proteger o
material genético a CP esta associada a outras fungdes como, transmissédo pelo inseto vetor

(Briddon et al., 1990), transporte do ndcleo para o citoplasma e depois do citoplasma para a
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parede celular em begomovirus monopartido (Unseld et al., 2001), e infeccdo sistémica em
TYLCV (Noris et al., 1998). Padidam e colaboradores (1996) estudando as fungdes da CP em
Tomato leaf curl virus — india (ToLCV) provaram que a CP desse virus influencia na
acumulacao de ssDNA e dsDNA na célula da hospedeira, mostrando com isso a influéncia da
CP na replicacdo viral. Essa proteina contem regifes que sdo altamente conservadas, e
também variaveis, sendo util para fazer inferéncias filogenéticas com caracteristicas bioticas e
geograficas (Brown et al., 2001)

A ORF AV2/V2 tem seu codon de iniciacdo localizado antes da ORF AV1/V1. Essa
ORF ¢é somente observada em begomovirus do Velho Mundo. A funcdo da proteina
codificada por essa ORF permanece sem estar totalmente esclarecida, mas existem alguns
estudos que tentam elucidar sua funcdo. Rigden e colaboradores (1993) afirmaram que ela
estd envolvida na replicacdo viral. H& hipdteses também de sua funcdo estar ligada a
supressdo do silenciamento génico (Zrachya et al., 2007, Piroux et al., 2007, Gopal et al.,
2007).

Por outro lado, o DNA-B no sentido viral codifica uma ORF (BV1) e no sentido
complementar viral uma segunda ORF (BC1).

A ORF BV1 codifica a proteina de transporte nuclear (NSP, nuclear shuttle protein),
sendo necessaria para o trafego de ssSDNA viral entre o nucleo e o citoplasma celular (Noueiry
et al., 1994, Pascal et al., 1994). Ela forma um complexo com o DNA viral para a realizagédo
do transporte (Rojas et al., 1998). Quando um mutante, defectivo para a NSP é produzido, a
CP pode substituir algumas fungées da NSP (Ingham et al., 1995). Como a CP e a NSP
compartilham pelo menos uma funcéo, especula-se que essas duas proteinas tenham uma
origem evolucionaria em comum (Kikuno et al., 1984).

A proteina do movimento (MP, movement protein) pode ser codificada pela ORF BC1

em begomovirus bipartidos ou pela ORF V2 em begomovirus monopartidos, porém essas
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duas ORFs ndo possuem identidade na sequéncia de nucleotideos (Boulton et al., 1991,
Etessami et al., 1988). A MP ¢ necessaria para 0 movimento tanto a longa distancia quanto a
curta distancia dentro da hospedeira (Frischmuth et al., 1993). Atualmente, acredita-se que
junto com a NSP a MP forma um complexo: MP — DNA — NSP e com isso fazer o transporte

célula-a-célula (Hehnle et al., 2004).

5.2.2 Diversidade de begomovirus em tomateiro no Brasil

Atualmente, o género Begomovirus, possui 192 espécies aceitas pelo ICTV (ICTV,
2013). Um fato interessante é que quase todas as espécies de begomovirus descritas nas
Ameéricas nunca foram isoladas em outros continentes. Tal evidéncia sugere que 0s
begomovirus sejam nativos dos continentes das Ameéricas, sendo que provavelmente os
ancestrais dos virus descritos atualmente eram encontrados infectando plantas nao cultivadas.
Com a introducdo do bioétipo B da mosca-branca e sua rapida adaptacdo para infectar plantas
cultivadas tornaram-se muito importantes em campos de producdo (Rocha et al., 2013).

Um exemplo de excecdo € o Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) que evidéncias
sugerem que foi introduzido na América Central, mais especificamente na Republica
Dominicana no inicio da década de 1990, por meio de mudas de tomateiro infectadas com o
virus proveniente de Israel (Nakhla et al., 1994). No Brasil sdo descritas 11 espécies de
Begomovirus que infectam tomateiro. S&o elas:

— Tomato golden mosaic virus — TGMV (Flores et al., 1960, Matyis et al., 1975);
— Tomato rugose mosaic virus — TORMV (Fernandes et al., 2006);

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

— Tomato yellow spot virus — ToYSV (Calegario et al., 2007);

— Tomato severe rugose virus — ToSRV (Fernandes et al., 2008);

— Tomato mild mosaic virus — ToMIMV (Castillo-Urquiza et al., 2008);
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— Tomato yellow vein streak virus — ToYVSV (Albuquerque et al., 2012b);
— Tomato mottle leaf curl virus — TMoLCV (Ribeiro et al., 2003);

— Tomato common mosaic virus — ToCmMYV (Castillo-Urquiza et al., 2008);
— Tomato interveinal chlorosis virus (TolCV) (Albuquerque et al., 2012b);
— Tomato golden vein virus (TGVV) (Albuquerque et al., 2012b).

Dos begomovirus anteriormente citados seis sdo aceitas pelo ICTV como definitivos:
TGMV, ToRMV, ToCMoV, ToYSV, ToSRV e ToYVSV. As outras permanecem como
espécies tentativas. Pelo menos mais sete novas espécies ndo totalmente caracterizadas sao
descritas no Brasil (Ribeiro et al., 2003, Ambrozevicius et al., 2002, Inoue-Nagata et al.,
2006).

Espécies de begomovirus tipicamente observadas em plantas ndo cultivadas, como Sida
mottle virus — SiMoV e Sida micrantha mosaic virus — SIMMYV, séo encontradas também, em

tomateiro (Cotrim et al., 2007).

5.2.3 Ciclo de infecgdo

O ciclo de infeccdo dos begomovirus se inicia quando uma mosca-branca, carregando as
particulas virais, se alimenta em uma folha sadia, da seiva transportada no floema e insere 0s
virions através do estilete para células adjacentes ao floema (Hanley-Bowdoin et al., 2013).

Dentro da célula hospedeira, o material genético do virus é desencapsidado com a
liberacdo do material genético que é encaminhado para dentro do ndcleo. Dentro do nucleo a
replicacdo ocorre em trés fases: iniciacdo, elongacédo e terminacdo (Hanley-Bowdoin et al.,
2013).

O intermediario de fita dupla é sintetizado para dar inicio a replicacdo (Donson et al.,

1984, Saunders et al., 1992). O dsDNA é transcrito e a proteina Rep é sintetizada, essa
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proteina inicia a replicacdo viral por uma combinagdo de dois mecanismos: replicacdo por
circulo rolante e replicacdo dependente de recombinacéo (Jeske et al., 2001).

A Rep catalisa tanto a iniciacdo quanto a terminacéo pela clivagem da forma replicativa,
em lugares conservados e especificos no genoma do virus (Laufs et al., 1995). A etapa da
elongacdo é altamente dependente de fatores da hospedeira, pois 0 virus para se replicar
necessita das enzimas polimerase de DNA do hospedeiro (Hanley-Bowdoin et al., 2004).

O movimento viral, de dentro do nucleo para o citoplasma e do citoplasma para células
vizinhas, ocorre por meio de duas principais proteinas, NSP e MP, para begomovirus
bipartidos (Krenz et al., 2012).

Existem alguns modelos possiveis que descrevem o movimento viral dentro da célula e
célula a célula, um deles afirma que a proteina NSP facilita o transporte do DNA viral de
dentro do nucleo para o citoplasma, sendo substituida pela MP que é responsavel pelo
movimento célula-a-célula pelo aumento do limite de excluséo dos plasmodesmas (Noueiry et
al.,, 1994). Por outro lado, um segundo modelo afirma que as duas proteinas agem
conjuntamente nos dois tipos de transporte, nele a NSP forma um complexo com 0o DNA e a
MP media tanto o transporte desse completo do nucleo para o citoplasma, quanto o transporte
para células adjacentes, via tubulos derivados do reticulo endoplasmatico (Lazarowitz and
Beachy, 1999).

Para o ciclo se iniciar novamente, a mosca-branca ao se alimentar de células do floema
infectadas, adquire os virions, estes entram no canal salivar do inseto, passam para o intestino,
onde entra na hemolinfa e passa para as glandulas salivares para serem transmitidos
novamente as plantas sadias (Ghanim et al., 2001). As interacfes entre B. tabaci — virus
depende da espécie viral, do biétipo do vetor e dos endossimbiontes presentes no corpo do

inseto (Gottlieb et al., 2010).
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5.2.4 Recombinacéo, pseudorecombinacéo e mutacéo

Acredita-se que 0s geminivirus evoluiram a partir de replicons de ssDNA
extracromossomal de antigos procariotos ou eucariotos primitivos, sendo que tais DNAS se
replicavam pelo mecanismo de circulo rolante e para que o ciclo de replicacdo se concluisse
eles sintetizavam um intermediario de dsDNA. Uma evidéncia que comprova essa teoria é
que a Rep dos geminivirus é muito parecida com a Rep de procariotos atuais (Rojas et al.,
2005).

Foi proposto que os geminivirus surgiram a partir da recombinacdo entre um gene da
proteina CP de um virus de ssRNA com arquitetura de particula icosaédrica e um gene da
proteina Rep de um plasmideo bacteriano de ssDNA (Krupovic et al., 2009). Estudos
realizados nos ultimos anos demonstram que a alta variabilidade dos geminivirus pode ser
explicada pela alta taxa de ocorréncia de recombinacdo, pseudorecombinacdo e mutacdo no
genoma viral.

Os tipos de recombinagdo que ocorrem em begomovirus foram revisados por Martin e
colaboradores (2011) e foram assim classificados:

— Recombinacdo homologa na qual sequéncias dentro de um genoma sdo
substituidas por sequéncias homologas de outro genoma;

— Recombinacdo ndo-homologa na qual regibes do genoma sdo reordenadas,
duplicadas, suprimidas ou sao inseridas no genoma da célula hospedeira;

— Rearranjo ou Pseudorecombinacdo na qual ha a troca de um componente
genbmico inteiro, no caso de begomovirus bipartidos, entres espécies ou
isolados.

Existem trés principais fatores que contribuem para a ocorréncia de recombinacao
dentro da familia Geminiviridae: a alta incidéncia de infeccbes mistas, altos niveis de

replicacéo viral e o surgimento do biotipo B da B. tabaci que permitiu um grande aumento na

30



gama de hospedeiras do inseto vetor e com isso aumentou a quantidade de hospedeiras que 0s
begomovirus podem infectar (Padidam et al., 1999).

Padidam e colaboradores (1999) avaliaram a importancia da recombinacdo dentro da
familia Geminiviridae, pela avaliagdo no programa GENECONV de todas as sequéncias
disponiveis no GenBank, na época. Entre suas conclusdes, perceberam que se avaliadas
posicBes distintas no genoma a posicdo relativa das espécies dentro do género muda, essa
observacao sugere que existe uma significante recombinacéo entre os geminivirus.

Analisando a arvore filogenética de todos os géneros aceitos na familia até entdo
(Begomovirus, Curtovirus e Mastrevirus), 0s mesmo autores observaram que 0S Virus se
separavam filogeneticamente e que dentro dos géneros dos begomovirus havia uma separagédo
geografica clara entre Asia, Africa e América (Padidam et al., 1999). A recombinac&o ocorre
ao longo de todo o genoma e os fragmentos recombinantes variam entre 32 e 2391 nts, 0s
fragmentos recombinantes sdo menores no género Mastrevirus e ela € menos significante, em
Begomovirus ocorrem mais recombinacfes do que nos demais géneros, e dentro deste ha
maior indice de recombinacio na Asia (Padidam et al., 1999).

A recombinacdo entre os géneros Curtovirus e Begomovirus e entre diferentes posicdes
nos begomovirus ocorre predominantemente na extremidade 5’ terminal do gene Rep,
sugerindo que estes eventos sdo antigos e aconteceram antes da separacdo geogréafica
(Padidam et al., 1999). Foi proposto que 0s curtovirus surgiram a partir de uma recombinacéo
entre um begomovirus e um mastrevirus (Stanley et al., 1986), mas que essa recombinacdo foi
tdo antiga que ndo aparecera nas analises de Padidam e colaboradores (1999).

A familia Geminiviridae conta com sete géneros atualmente e os quatro géneros que
foram aceitos pelo ICTV:

— Topocuvirus: recombinante entre curtovirus e begomovirus (Briddon et al.,

1996);
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— Becurtovirus: recombinante entre curtovirus e mastrevirus (Yazdi et al., 2008);

— Eragrovirus: um ancestral que deu origem a begomovirus, curtovirus,
mastrevirus e topocuvirus;

— Turncurtovirus: virus bem divergentes dos demais que tem maior similaridade
com 0s curtovirus.

O programa RDP (Recombination Detection Program) foi criado por Martin e Rybicki
(2000) para detectar eventos de recombinacdo presentes em alinhamentos de uma grande
quantidade de sequéncias, através de diversos programas, e para avaliar a confiabilidade do
evento de recombinacdo através do valor de P.

Hou e Gilbertson (1996) forneceram as primeiras evidéncias de que a
pseudorecombinacdo € importante para a variabilidade, evolugdo e aumento de
patogenicidade de begomovirus bipartidos. Mais recentemente, Andrade e colaboradores
(2006) mostraram que é possivel haver pseudorecombinacdo entre diferentes espécies de
begomovirus infectando tomateiro no Brasil e, como existem diversas espécies no campo €
possivel que a pseudorecombinacgdo ocorra e que seja importante para evolugdo e surgimento
de espécies mais adaptadas.

Duffy e Holmes (2008) estudaram a velocidade com que o begomovirus monopartido
TYLCV evolui e chegaram a conclusdo que tal begomovirus evolui por mutacdo em taxas tao
altas quanto a evolucdo de virus de RNA. Os autores calcularam a taxa de substituicdo de
nucleotideos por local por ano e observaram que as maiores taxas de mutacdo sao observadas
no gene que codifica a CP e a regido intergénica, refletindo a rapida dindmica mutacional e a
frequente evolucgéo adaptativa.

Os dados obtidos por Rocha e colaboradores (2013), analisando begomovirus brasileiros
bipartidos, mostraram altas taxas de substituicGes de nucleotideos por local por ano e que as

regides do genoma que apresentam maiores taxas sdo da regido intergénica e do gene da CP,
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corroboram com os dados obtidos por Duffy e Holmes (2008) para um begomovirus

monopartido presente no velho mundo.

5.2.5. Resisténcia Genética

Dentre os métodos de controle de begomovirus na cultura do tomateiro, um dos mais
recomendados € aquele baseado na resisténcia genética. A busca por genes de resisténcia é
normalmente realizada em espécies selvagens de Solanum (Pilowsky and Cohen, 1974,
Lapidot et al., 2000). A transferéncia da resisténcia por meio de genes de acessos de espécies
selvagens para as cultivares é a principal ferramenta dos programas de melhoramento
(Lapidot et al., 2000).

A busca por resisténcia genética a begomovirus data do inicio dos anos 1970 em Israel,
qguando Pilowsky e Cohen (1974) procuraram por fontes de resisténcia a Tomato yellow leaf
curl virus (TYLCV) em espécies silvestres do género Solanum. Os autores citam as seguintes
espécies como fontes de resisténcia, S. pimpinellifolium, S. peruvianum e S. chilense.

Acessos de todas as trés espécies possuem niveis de resisténcia a TYLCV, porém, S.
peruvianum e S. chilense sdo muito distintos de S. lycopersicum (espécie de tomateiro
cultivado) o que dificulta sobremaneira o0 cruzamento entre estas espécies e a geracdo de
sementes viaveis. Dessa forma, Pilowsky & Cohen (1974) escolheram S. pinpinellifolium para
realizar os cruzamentos em seu programa de melhoramento. Eles demostraram que a
resisténcia a TYLCV era dominante incompleta e governada por um Unico gene. Mais tarde
outras espécies silvestres de Solanum foram relatadas como fontes de resisténcia como S.
habrochaites e S. cheesmaniae (Ji et al., 2007Db).

O primeiro gene de resisténcia mapeado foi o Ty-1, que foi originario de S. chilense e
foi reportado estar localizado no cromossomo seis de tomate (Zamir et al., 1994). Sua agéo

esta ligada a inibigdo do movimento célula-a-célula viral (Zamir et al., 1994).

33



Outro gene encontrado em S. habrochaites f. glabratum nos anos 1990 foi mais tarde
denominado de Ty-2, sendo mapeado e relacionado ao cromossomo 11 de tomate (Kalloo and
Banerjee, 1990, Hanson et al., 2000, Ji et al., 2007b, Hanson et al., 2006).

Recentemente, outro gene presente no cromossomo seis, introgredido a partir de S.
chilense, foi encontrado e chamado de Ty-3 (Ji et al., 2007a). Ji e colaboradores (2007a)
mostraram que os genes do Ty-1 e Ty-3 ndo sdo alélicos e Ty-3 pode conferir resisténcia a
begomovirus bipartidos. Porém mais tarde, Verlaan e colaboradores (2011) demonstraram que
Ty-1 e Ty-3 podiam se sobrepor no cromossomo seis e, serem alélicos. Verlaan e
colaboradores (2013) provaram a suspeita de 2011 e concluiram que além de serem alélicos
Ty-1 e Ty-3 sdo responsaveis por codificar uma polimerase dependente de RNA-polimerase.

Ji e colaboradores (2009) mapearam outro gene de resisténciaa TYLCV o Ty-4, que foi
introgredido em S. lycopersicum a partir de S chilense, assim como o Ty-3. Diferentemente do
Ty-3, 0s autores provaram que o gene Ty-4 esta presente no cromossomo trés. Vale ressaltar
que o gene Ty-4 ndo confere resisténcia a todos os isolados de TYLCV presentes na Europa,
Africa e Asia (Ji et al., 2009).

O gene de resisténcia Ty-5 foi introgredido em S. lycopersicum a partir de S.
peruvianum e mapeado no cromossomo 4 (Anbinder et al., 2009). Recentemente, Hutton e
colaboradores (2012) mapearam um outro gene, de carater recessivo e no cromossomo 4, foi
denominado de ty-5; e provaram que o ty-5 é um alelo de Ty-5.

No Brasil um gene recessivo de resisténcia, chamado de tcm-1, foi relatado em 2005,
com heranga monogénica recessiva e € derivado de S. lycopersicum cv. “Tyking” (Giordano
et al., 2005). Plantas com esse gene apresentam resisténcia a isolados de ToCMoV, e também
a outras espécies de begomovirus brasileiros bipartidos (Pereira-Carvalho et al., 2010).

Segundo Aguilera e colaboradores (2011) as cultivares comerciais que possuem

moderada resisténcia a begomovirus brasileiros, no Brasil, sdo portadoras do gene Ty-1
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(Aguilera et al., 2011). Esses autores encontraram ainda, acessos presentes no banco de
germoplasma de hortalicas da Universidade Federal de Vigosa, com os genes Ty-2 e Ty-3,
com caracteristicas de interesse para programas de melhoramento brasileiros. Existem no
mercado muitas opc¢des de hibridos com moderada resisténcia a begomovirus, por exemplo
Dominador, Gladiador, Ellen, Carina TY, Colossus, Portinari, etc. Esses hibridos apresentam
crescimento indeterminado e sdo voltados para o mercado fresco. Para tomateiro de
crescimento determinado, o hibrido TY2006 apresenta resisténcia semelhante e é cultivado
em algumas regides para mercado fresco. A partir de 2014, o hibrido BRS Sena, de

crescimento determinado e aptiddo de processamento, estara disponivel no mercado.

6. Tospovirus

Os tospovirus foram primeiramente descritos em 1915 infectando tomates na Australia
causando a doenca conhecida como “spotted wilt” ou vira-cabeca do tomateiro (Brittlebanck,
1919). Por volta da década de 1930, verificou-se que o virus era transmitido por tripes, sendo
que epidemias dessa doenca foram relatadas em vérias partes do mundo (Samuel et al., 1930,
Pittman, 1972).

O Tospovirus é um género pertencente a familia Bunyaviridae, que possui outros quatro
géneros Hantavirus, Nairovirus, Orthobunyavirus e Phlebovirus. O género dos tospovirus é o
unico género dentro da familia capaz de infectar plantas, enquanto os virus de outros géneros
infectam animais (ICTV, 2013).

O género possui oito espécies aceitas pelo ICTV, sdo elas: Groundnut bud necrosis
virus — PBNV, Groundnut ringspot virus — GRSV, Impatiens necrotic spot virus — INSV,
Tomato chlorotic spot virus — TCSV, Tomato spotted wilt virus — TSWV (espécie-tipo),

Watermelon silver mottle virus — WSMoV e Zucchini lethal chlorosis virus — ZLCV (ICTV,
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2013). Existem ainda onze espécies de tospovirus que sdo espécies tentativas, ainda néo
incorparadas pelo ICTV (Pappu et al., 2009).

De acordo com a organizacao genémica dos tospovirus ele foi inserido dentro da familia
Bunyaviridae no quinto relatorio divulgado pelo ICTV (Francki et al., 1991). O virus possui
um envelope de lipideos contendo dois tipos de glicoproteinas e dentro do envelope ha trés
segmentos de ssSRNA chamados de S, M e L protegidos pela proteina do nucleocapsideo e

com algumas copias da proteina L (Fig. 6) (van Poelwijk et al., 1993).
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Figura 6. Representacdo esquematica da organizagdo gendmica dos trés segmentos dos tospovirus. Fonte: ViralZone

(2013b).

O segmento L possui sentido negativo e codifica a proteina L, uma polimerase de RNA
dependente de RNA (van Poelwijk et al., 1993).

O segmento M, que codifica proteinas em ambos os sentidos, negativo e positivo,
codifica as duas glicoproteinas (proteinas estruturais) no sentido complementar viral e no
sentido viral a proteina ndo estrutural NSm que esta relacionada ao movimento célula-a-célula
(Storms et al., 1995).

O segmento S no sentido viral codifica a proteina NSs responsavel pela supressao do
silenciamento génico e no sentido complementar viral codifica a proteina estrutural N do
nucleocapsideo (de Haan et al., 1990, Kormelink et al., 1991).

Até o inicio da década de 1990 acreditava-se que em todas as regibes do mundo o

género fosse monotipico, ou seja, até entdo s6 TSWV tinha sido descrito (Pappu et al., 2009).
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Porém, Avila e colaboradores (1990) realizaram experimentos para, através do método
de ELISA, conseguir separar vinte isolados diferentes de TSWV em serotipos e serogrupos.
Eles testaram anticorpos mono e policlonais produzidos a partir das glicoproteinas e da
proteina N e obtiveram um método mais eficiente que era capaz de separar em dois
serogrupos e trés serotipos os vinte isolados. A partir de entdo, com o aprimoramento da
técnica de ELISA, foi possivel a separacao de isolados de TSWV em espécies diferentes.

Com isso, Law e Moyer (1990) descreveram o INSV infectando o hibrido New Guinea
de Impatiens sp., que apresentava diferencas sorolégicas na proteina do nucleocapsideo (N)
com o TSWV.

Os tospovirus sdo transmitidos por varias espécies de tripes, de maneira propagativa-
circulativa (Mound, 1996, Ullman et al., 1997). Diferentes espécies de tripes tém diferentes
eficiéncias de transmissdo, sendo dependente da espécie de tospovirus que eles transmitem
(Wijkamp et al., 1995). Existem mais de cinco mil espécies de tripes e mais ou menos dez
espeécies foram descritas como capazes de transmitir os tospovirus. As principais espécies que
atuam como vetoras de tospovirus pertencem aos géneros Thrips e Frankliniella.

Tanto o adulto quanto as larvas de tripes sdo capazes de se alimentar em plantas
infectadas com tospovirus, porém é apenas nos instares iniciais do estadio larval que o inseto
¢ capaz de adquirir o virus. A transmissdo acontece apenas nos estadios finais da fase larval e
durante toda a vida adulta, sendo que a transmissdo acontece ap6s um periodo minimo de
laténcia do virus no corpo do inseto (Wijkamp et al., 1996, Ullman et al., 1997).

Os sintomas de infec¢cdo com os tospovirus variam conforme a hospedeira, porém, 0s
sintomas mais comumente associados a tospovirose sdo: aneis cloroticos ou necroticos nas
folhas e frutos; mosaico, deformacéo foliar, necrose e nanismo (Sherwood et al., 2009).

Para o controle de infeccbes virais causadas por tospovirus é essencial realizar um

manejo integrado, usando praticas como uso de materiais com resisténcia aos tospovirus;

37



controle do inseto-vetor; uso do “mulching” refletivo, para desorientar o tripes; plantio em
épocas desfavoraveis ao vetor; e realizar o roguing (Kimati et al., 2005).

No Brasil, alem do TSWV, descrito nos anos de 1940, existem mais tospovirus
presentes: TCSV (Tomato chlorotic spot virus) (De Avila et al., 1990), GRSV (Groundnut
ringspot virus) (De Avila et al., 1990), I1YSV (Iris yellow spot virus) (Pozzer et al., 1999),
CSNV (Chrysanthemum stem necrosis virus) (Bezerra et al., 1999) e ZLCV (Zucchini lethal
chlorosis virus) (Bezerra et al., 1999).

Em tomateiro no Brasil, a doenca do vira-cabeca esta distribuida amplamente em todas
as areas produtores de tomateiro no territério nacional, e ocorrem surtos frequentes que
causam grandes perdas (Lopes and Avila, 2005). Os tospovirus que foram encontradas

infectando tomateiro sdo: TSWV, TCSV, GRSV e CSNV (Lopes and Avila, 2005).

7. Tobamovirus

O virus que causa 0 mosaico do fumo, o Tobacco mosaic virus (TMV), € muito
importante em campos de producdo de fumo, principalmente nos Estados Unidos. O TMV foi
0 primeiro virus a ser descoberto, Adolf Mayer chamou a doenca de mosaico do fumo no final
do século XIX (Mayer, 1886). Foi também o primeiro virus a ser purificado e suas particulas
observadas em microscépio eletrénico (Stanley, 1935).

O TMV é a espécie-tipo do género Tobamovirus, que esta classificado dentro da familia
Virgaviridae (ICTV, 2013). A familia Virgaviridae possui cinco géneros: Furovirus,
Hordeivirus, Pecluvirus, Pomovirus e Tobamovirus. O género Tobamovirus é o maior género
da familia e possui 33 espécies (ICTV, 2013).

Os tobamovirus séo caracterizados por apresentar particula alongada e rigida composta

por uma fita simples de RNA sentido positivo. O RNA do TMV codifica pelo menos quatro
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proteinas: capa proteica (CP), duas proteinas relacionadas a replicacdo e a proteina do

movimento (MP) (Fig. 7) (Zaitlin, 1999).
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Figura 7. Representacdo esquematica da organizacdo gendmica e dos RNAs subgendmicos dos tobamovirus. Fonte:
ViralZone (2013a).

Uma espécie de virus dentro desse género que causa uma doenga importante no
tomateiro € o Tomato mosaic virus (TOMV). Esse virus causa em tomateiro sintomas que se
iniciam com areas verde-claras entre as nervuras das folhas e evoluem para mosaico nas
folhas, com éareas verde-escuras e verde-claras, reducdo do crescimento, deformacdo e
reducdo na gquantidade de frutos, quando em infeccdo severa os frutos por dentro ficam com
coloracdo marrom (Kimati et al., 2005).

Essa espécie viral ndo possui vetor, porém pode ser facilmente transmitida
mecanicamente, por sementes e apresenta alta estabilidade, podendo sobreviver por longos
periodos em restos de cultura no solo (Scholthof, 2005)

Medidas de controle para a doenca se baseiam na prevencdo, principalmente medidas
sanitarias. Nao existe, também, nenhum produto de acdo preventiva que proteja a planta da
infeccdo viral. Portanto, medidas como: remover plantas infectadas do campo, inclusive a
raiz; lavar bem as maos antes dos tratos culturais; evitar plantios onde existiam plantas
infectadas; evitar fumar durante a manipulacdo das plantas; lavagem e desinfecgéo regular das
ferramentas; usar sementes sadias; pulverizacao de solugdo com leite (Kimati et al., 2005).

Uma doenga com sintomas similares aos causados por TMV foi descrita em tomateiro
no inicio da década de 1970 no Brasil (Costa et al., 1971). Foi a partir de entdo que o ToMV

foi descrito por varios autores em diversas localidades do Brasil (Fernandes et al., 1983,
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Caner et al., 1990). Algumas estirpes diferentes de ToMV ja foram relatadas no pais (Bastos
etal., 1999).

Apesar da maioria das cultivares de tomateiro plantadas no Brasil possuirem resisténcia
a tobamovirus, surtos ocasionais podem ocorrer em decorréncia do plantio de sementes

infectadas e praticas culturais inadequadas (Lopes and Avila, 2005).

8. Controle de viroses em tomateiro

O controle de doencas de plantas visa, principalmente, o aumento da qualidade e
quantidade dos produtos agricolas a serem produzidos apés a infeccdo por um determinado
patdgeno (Agrios, 2005). Os métodos de controle que devem ser empregados dependem
substancialmente de uma série de fatores, incluindo tipo de patdgeno, a hospedeira, interacdo
patdgeno-hospedeira, entre outras variaveis (Agrios, 2005).

Especialmente para doencas causadas por virus, as plantas sdo tratadas individualmente,
diferentemente do que acontece com outros patdgenos, para 0s quais se tratam as populacdes
de plantas. No caso de virus, é possivel que a eliminacdo de uma planta possa resultar
prevencdo de infecces secundarias.

Para a sistematizacdo dos métodos de controle Whetzel e colaboradores (1925),
Whetzel (1929) e mais tarde Marchionatto (1949), complementando Whetzel, propuseram os
principios gerais de controle, que se baseiam nas relacfes entre patdgeno-hospedeiro-
ambiente, ou seja, no triangulo da doenca. S&o eles: evasdo, regulacédo, excluséo, erradicacéo,
terapia, protecdo e imunizacéo.

O principio da evasao se baseia na prevencdo da doenca por meio da fuga ao patdogeno
ou as condi¢des ambientais favoraveis ao patdgeno. No caso de viroses pode-se evitar 0
plantio em épocas que estejam mais favoraveis a disseminagdo do vetor ou em localizagdes

geograficas que possuam uma alta populacao do vetor (Kimati et al., 1995).
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O principio da exclusdo se baseia na prevencdo da entrada de um patégeno em uma
determinada area. Para viroses esse método € muito importante, pois, uma vez que um virus
entra em uma area, sua eliminagéo é muito dificil. Entdo a promoc¢éo de medidas que evitem a
entrada do virus a uma determinada area € extremamente importante (Kimati et al., 1995).
Medidas quarentenarias sdo exemplos de a¢des que podem ser tomadas em nivel nacional,
estadual ou municipal, porém a exclusdo pode ser aplicada também em nivel de propriedade
pelo agricultor (Kimati et al., 1995).

O principio da erradicacdo objetiva eliminar a doenca da area onde ela esta presente. A
identificacdo precoce da presenca da doenca no campo de producéo é essencial para o sucesso
da medida, sendo que uma vez que uma planta infectada por um determinado virus é
eliminada, a infeccéo de outras plantas € evitada (Kimati et al., 1995). Outras medidas como
eliminacdo de restos culturais, eliminacdo de hospedeiros alternativos, tratamento de sementes
e rotacdo de culturas, sdo altamente eficientes para o controle de viroses ou pelo menos para
atrasar o inicio da infeccdo, com a diminuicdo da fonte de in6culo para o plantio seguinte
(Kimati et al., 1995).

O principio da regulacdo toma medidas que modificam o ambiente para desfavorecer o
patdgeno (Kimati et al., 1995).

O principio da protecdo visa a prevencdo do contato direto do patégeno com a
hospedeira, por meio da aplicacdo de fungicidas, por exemplo, para viroses esse principio ndo
é aplicado (Kimati et al., 1995).

O principio da imunizagdo representa as medidas mais eficientes para o controle de
viroses, como, o desenvolvimento de plantas tolerantes, resistentes ou imunes, por meio de
métodos naturais, como melhoramento genético convencional, ou artificiais, como a
transgenia (Kimati et al., 1995). Além disso, pode se citar a imunizagdo quimica, em que a

imunizacdo da planta é garantida pela aplicacdo de produtos quimicos, um exemplo
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amplamente utilizado é a substancia quimica Acibenzolar-S-metil, eficiente contra fungos e
bactérias. A chamada imunizagdo biologica € caracterizada pela protecdo cruzada ou pré-
imunizacdo. Um exemplo muito comum no Brasil € a utilizacdo do liméo galego previamente
inoculado com uma estirpe fraca do virus da tristeza do citros, que protege a planta contra
estirpes mais agressivas do mesmo virus (Kimati et al., 1995).

Finalmente, o principio da terapia se baseia na recuperacdo da planta e eliminacdo do
patdgeno apos a infeccdo estar estabelecida, sdo exemplos da aplicacdo desse método o uso de

fungicidas e bactericidas, além do tratamento térmico (Kimati et al., 1995).

9. Inducdo de resisténcia sistémica adquirida

Como uma forma de sobreviver ao ataque de patogenos, as plantas desenvolveram
mecanismos de defesa para se protegerem da infec¢do. A resisténcia sistémica adquirida
(RSA) € uma das formas de impedir o desenvolvimento de uma infeccdo causada pelo
patdgeno.

A RSA é desencadeada pela hospedeira ap6s a invasdo por um patdgeno. Sabe-se que
uma planta ndo desencadeia a RSA ap6s um ferimento ou estresse osmotico, ou seja, s6 ha
RSA com a presenca de um patdgeno (Ryals et al., 1994).

A RSA € um tipo de defesa da planta de amplo espectro e de longa duracdo, podendo
perdurar até 20 dias na planta (Luna et al., 2012). Esta se diferencia de mecanismos de defesas
pré-existentes como barreiras fisicas, mas também é diferente de mecanismos induziveis,
como a reposta de hipersensibilidade, por exemplo (Ryals et al., 1994).

Hormdnios como o &cido salicilico e acido jasmonico estdo envolvidos na via de
sinalizacdo e desencadeamento da RSA e atuam de diferentes formas na planta (Spoel et al.,
2003, Koornneef and Pieterse, 2008). Para a resposta na inducdo da RSA ha a acumulacéo do

acido salicilico na planta (Lawton et al., 1996).
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Desde meados da década de 1960 é conhecida a inducdo de RSA por virus em plantas
de fumo (Ross, 1961). Em meados da década de 1990 as vias utilizadas pela planta na inducao
de resisténcia comecaram a serem estudadas, com isso plantas transgénicas super-expressando
ou inibindo certas vias foram produzidas (Lawton et al., 1996). A partir de entdo, compostos
quimicos, capazes de induzir a RSA foram sintetizados e aplicados nas plantas com a
finalidade de induzir a RSA. Hoje existem no mercado alguns produtos que s&o
comercializados como fertilizantes com acdo de inducdo de resisténcia. Os principais serdo
abordados a seguir.

O primeiro grupo de compostos a serem sintetizados foram os Benzothiadiazoles, que
mostraram serem indutores de RSA e ativadores de genes que codificam as proteinas
relacionadas a patogenicidade (PR) (Lawton et al., 1996, Ruess et al., 1996).

O composto do grupo dos Benzothiadiazoles que é atualmente mais utilizado é o
Acibenzolar-S-Metil (ASM), lancado pela Bayer nos EUA em 1999 com o nome de
Actigard®, no Brasil é vendido pela Syngenta, com o nome de Bion®.

A época em que 0 ASM comecou a ser comercializado, varios estudos forma realizados
testando o efeito em diversos patdgenos em diversas culturas, como brassicas, milho, trigo,
fumo, péssego e pepino (Ishii et al., 1999, Benhamou and Belanger, 1998, Gorlach et al.,
1996, Jensen et al., 1998, Morris et al., 1998, Campbell and Wilson, 1999).

Atualmente é conhecida a inducdo de RSA pelo ASM a patdgenos como fungos e
bactérias, porém existem dlvidas se esses compostos podem induzir resisténcia contra
infeccédo por virus (Ishii et al., 1999).

Existem alguns estudos que testaram o efeito do ASM, por exemplo, a infeccdo por
TSWV em fumo e obtiveram resultados positivos na indugdo da RSA (Pappu et al., 2000,

Csinos et al., 2001, Mandal et al., 2008); a infeccdo por tobamovirus (TMV e ToMV) em
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tomateiro e pimentdo (Madhusudhan et al., 2008); a infeccdo por Cucumber mosaic virus
(CMV) em tomateiro (Anfoka, 2000).

Um outro grupo de compostos sdo as estrobirulinas sdo uma classe de fungicidas de
amplo espectro, que contém componentes sintéticos que protegem as plantas, cujo modo de
acao € a inibicdo da respiracdo mitocondrial (Sauter et al., 1999). Além dos efeitos
antifangicos as estrobirulinas, principalmente a piraclostrobina, mostraram ser indutores de
efeitos fisiologicos nas plantas, como aumento da resisténcia da planta contra o ataque de
patdgenos, as plantas tratadas com piraclostrobina aparentaram estar mais saudaveis do que
plantas ndo tratadas (Koehle et al., 2002). Adicionalmente, plantas de trigo tratadas com
piraclostrobina exibiram um aumento de produtividade em comparacdo com plantas nao
tratadas (Koehle et al., 2002).

Herms e colaboradores (2002) também demonstraram um efeito positivo em que plantas
de fumo cv. Xanthi pré-tratadas com piraclostrobina aumentaram a resisténcia contra TMV,
pela reducdo no tamanho das lesdes causadas pelo virus.

Acadian é um fertilizante foliar constituido pelo extrato da alga Ascophyllum nodosum e
é considerado como um bioestimulante para plantas (Brown, 2004). O extrato de alga pode
ser uma fonte natural de citocinina, um horménio da planta (Reiber and Neuman, 1999,
Zhang and Schmidt, 2000). Fernandes (2009) testou a eficiéncia de Acadian em lavoura de
café irrigado e concluiu que o produto promoveu um aumento de produtividade, ajudou a
controlar a ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix) no primeiro ano, por outro lado a
reducdo na quantidade de doenca néo foi estatisticamente significativa.

Adhevir’s é um fertilizante que aplicado na planta preventivamente, pode auxiliar a
recuperacdo do estado de estresse e aumentar sua produtividade (Centro, 2010). Em plantas

infectadas por virus transmitidos pela mosca-branca, verificou-se que mesmo apoés a infeccéo
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viral esta continue seu desenvolvimento e produtividade com a sua aplicacdo (Biochem,
2012).

Aminonutri € um fertilizante foliar organomineral, que promove o crescimento
vegetativo, melhora o desenvolvimento de raizes, ramos e folhas novas, melhora a absorc¢éo e
translocacdo de nutrientes e contribui para a maior tolerancia da planta as condi¢des adversas
(Rural, 2014).

Megafol, além de ser um fertilizante foliar produzido a base de extratos vegetais, é
também um ativador do crescimento das plantas ap0ds a planta sofrer algum estresse ambiental
(Valagro, 2009).

Orobor N1 é um fertilizante foliar sua base é feita de extratos citricos e pode ser
utilizado juntamente com inseticida, fungicidas ou bactericidas, em todas as culturas
(Agricola, 2008).

Protton é um fertilizante foliar misto, disponibiliza fésforo e potassio rapidamente para
as plantas, permitindo com isso uma rapida recuperacao das plantas depois de sofrer estresses

bioticos e abidticos (Plantytec, 2009).
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ANALISE DE DIVERSIDADE DE BEGOMOVIRUS EM TOMATEIROS (Solanum
lycopersicum) DA REGIAO NORDESTE DO BRASIL

RESUMO

A begomovirose é uma das principais doencas que limitam a produgdo de tomate no
Brasil. Os principais sintomas sdo clareamento de nervuras, manchas cloréticas, clorose
internerval, mosaico, deformacéo foliar e nanismo. Os begomovirus sdo virus com particulas
geminadas e genoma constituido de uma ou duas fitas simples de DNA. Foram relatadas mais
de 20 espécies de begomovirus infectando tomateiro no Brasil, porém na regido Nordeste ha
pouca informacdo sobre as espécies presentes. Para a identificacdo de um begomovirus, €
necessaria a determinacdo da sequéncia do genoma (ou somente do DNA-A para bipartido). O
presente trabalho teve como objetivo analisar a diversidade de begomovirus infectando
tomateiro no Nordeste brasileiro. Para tanto, folhas de tomateiro (Solanum lycopersicum) com
sintomas de infecgdo por begomovirus foram coletadas entre os anos de 2009 e 2011 nos
estados da Bahia, Ceard, Pernambuco e norte de Minas Gerais (considerado como parte do
Nordeste, caracterizado pelo bioma Caatinga). O DNA total foi extraido e o PCR com primers
universais foi realizado para a confirmacdo da infeccéo. Inicialmente 28 amostras de DNA
total foram submetidas a analise de diversidade com a técnica de RCA/RFLP. Um total de 10
perfis de restricdo diferentes foi observado, uma a duas amostras foram selecionadas de cada
perfil de restricdo. O DNA-A de cada amostra foi clonado e analisado. Todas as sequéncias
obtidas foram classificadas como Tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV). Na anélise
filogenética os isolados de TMoLCV agruparam-se em dois grupos principais, conhecidos
como estirpe PE e DF. Os isolados analisados no presente trabalho, todos da estirpe PE,
formaram trés grupos, um composto por isolados coletados na Bahia e Pernambuco, outro
composto por isolados coletados no Cearad e o terceiro com um isolado da Bahia e um de
Minas Gerais. Conclui-se que isolados de TMoLCV predominam nas regides amostradas e
que ha uma alta diversidade intraespecifica com a presenca de pelo menos duas estirpes (DF e

PE) e trés variantes dentro da estirpe PE.

Palavras-chave: caatinga, geminivirus, TMoLCV.
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DIVERSITY OF TOMATO BEGOMOVIRUSES IN TOMATO PLANTS
CULTIVATED IN THE NORTH-EAST PART OF BRAZIL

ABSTRACT

The begomovirus disease is one of the major limiting factors for the tomato (Solanum
lycopersicum) production in Brazil. The main symptoms are veinal clearing, chlorotic spot,
interveinal chlorosis, mosaic, leaf distortion and stunting. The begomoviruses are viruses with
twinned particles and the genome consists of one (monopartite) to two (bipartite) single
stranded DNA. More than twenty begomovirus species were reported infecting tomato plants
in Brazil, but in the North-East region there is little information about the present species. For
a begomovirus identification it is necessary to analyze the complete genome sequence (or
only the DNA-A for bipartite ones). This study aimed to analyze the begomovirus diversity in
tomato plants present in the north-east part of Brazil. Tomato leaves with symptoms of
begomovirus infection were collected from the years 2009 to 2011in the states of Bahia,
Ceara, Pernambuco and Minas Gerais (considered as part of the North-East, characterized by
the Caatinga biome). Total DNA was extracted, and PCR was performed with universal
primers to confirm the infection. Initially, twenty eight total DNA samples were submitted to
diversity analysis with the RCA/RFLP technique. A total of ten different restriction profiles
was observed, and one to two samples were selected for each restriction profile. The DNA-A
of each sample was cloned and analyzed. All the viruses were classified as isolates of Tomato
mottle leaf curl virus (TMoLCV). In a phylogenetic analysis, two groups were observed,
known as DF and PE strains. The isolates collected in this study formed three groups within
the PE strain grouping, one with isolates collected in Bahia and Pernambuco, the other with
isolates from Ceard, and the third with one isolate from Minas Gerais and one from Bahia. It
was concluded that TMoLCV isolates is prevalent in the sampled regions and that the intra-
specific diversity is high with the presence of at least two strains (DF and PE) and three
variants within the PE strain.

Keywords: caatinga, geminiviruses, TMoLCV.
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1. INTRODUCAO

Os begomovirus sdo relatados no Brasil desde a década de 1950/1960 (Flores et al.,
1960, Costa, 1955), entretanto até a década de 1990 surtos ocasionais ocorriam, porém no
inicio da decada de 1990 houve a introducdo de um novo bidtipo do inseto vetor o aleirodideo
Bemisia tabaci, conhecido popularmente como mosca-branca (Lourencdo and Nagai, 1994).
O biotipo anteriormente presente no Brasil era o “A”, a partir de 1990 o bidtipo “B” mais
polifago e com uma alta taxa reprodutiva passou a predominar no territorio brasileiro, com
isso as begomoviroses ganharam importancia em diversos tipos de cultura, por exemplo, em
feijdo e em tomate (Lourencdo and Nagai, 1994).

Em tomateiro no Brasil, sdo relatadas apenas espécies bipartidas e somente encontradas
em territorio brasileiro. Especula-se que os begomovirus presentes aqui tém origem em
plantas nativas e que com a introdu¢do do bidtipo “B” esses virus foram transferidos e
adaptados para plantas cultivadas (Rocha et al., 2013).

Atualmente sdo descritas onze espécies que infectam tomateiro. Tomato golden mosaic
virus — TGMV (Flores et al., 1960, Matyis et al., 1975), Tomato rugose mosaic virus —
ToRMV (Fernandes et al., 2006), Tomato chlorotic mottle virus — ToCMoV (Ribeiro et al.,
2007), Tomato yellow spot virus — ToYSV (Calegario et al., 2007), Tomato severe rugose
virus — ToSRV (Fernandes et al., 2008), Tomato mild mosaic virus — ToMIMV (Castillo-
Urquiza et al., 2008), Tomato yellow vein streak virus — ToYVSV (Albuquerque et al.,
2012b), Tomato mottle leaf curl virus — TMoLCV (Ribeiro et al., 2003), Tomato common
mosaic virus — ToCmMV (Castillo-Urquiza et al., 2008), Tomato interveinal chlorosis virus
(ToICV) (Albuquerque et al., 2012b) e Tomato golden vein virus (TGVV) (Albuquerque et

al., 2012h).
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Além das espécies citadas anteriormente existem pelo menos mais sete novas espécies
ndo totalmente caracterizadas no Brasil (Ribeiro et al., 2003, Ambrozevicius et al., 2002,
Inoue-Nagata et al., 2006).

A distribuicdo espacial das espécies de begomovirus € parcialmente conhecida (Rocha
et al., 2013). O ToSRV predomina na regido centro-sul (Naito, 2012, Fernandes et al., 2008,
Rocha et al., 2013), enquanto que o0 TMoLCV foi encontrado em maior predominancia na
regido Nordeste nos anos de 1994 a 1999 e 2002 a 2004 (Ribeiro et al., 2003, Fernandes et al.,
2008, Albuquerque et al., 2012b).

Estudar a diversidade genética de begomovirus permite compreender a dindmica do
surgimento, adaptacdo de novas espécies, estirpes ou isolados. Entender esses temas é
fundamental para se elaborar recomendag6es adequadas e eficientes de manejo da doenca e
para servir de suporte para os programas de melhoramento com o objetivo de desenvolver
materiais com resisténcia ampla e durdvel. Por isso, o objetivo do trabalho foi estudar a
diversidade de espécies de begomovirus em tomateiros da regido Nordeste do Brasil e

caracterizar molecularmente as espécies encontradas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras de trabalho

Vinte e oito amostras de DNA total foram selecionadas a partir da colecdo de
begomovirus da Embrapa Hortalicas, mantidas em forma de DNA total a -20°C. Essas
amostras foram coletadas entre os anos de 2009 e 2011 nos estados: Bahia, Ceara,
Pernambuco e norte de Minas Gerais (divisa com a Bahia, e, nesse trabalho, considerada
como regido com caracteristica tipica do Nordeste), com respectivamente 20, 4, 2 e 2
amostras de cada estado. As amostras foram coletadas de tomateiro com diferentes idades,
apresentando tipicos sintomas de begomovirus, como clorose internerval, enrolamento e
deformacdo foliar. A quantidade reduzida de amostras reflete a baixa incidéncia de plantas

com sintomas nas areas visitadas.

2.2 Amplificacdo do DNA circular viral por circulo rolante-polimorfismo dos
comprimentos dos fragmentos e restricdo do DNA viral (RCA/RFLP)

O DNA total foi submetido a RCA (Inoue-Nagata et al., 2004) para aumentar a
guantidade de moléculas de DNA fita circular, com a utilizacdo da enzima phi-29 DNA
polimerase (New England BioLabs — NEB, Ipswich, MA, EUA). A reacdo foi conduzida
como descreve Inoue-Nagata e colaboradores (2004) e foi mantida a 30°C por 20 horas. O
produto da reagdo foi digerido com a enzima de restricdio Msp | para analisar o perfil de

restricdo do DNA viral gendmico de begomovirus de cada amostra.

2.3 Escolha das amostras
Os produtos de DNA foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%, preparado

em tampdo TBE 0,5X (Tris-borato EDTA), corado com brometo de etideo e visualizado em
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transiluminador de luz ultravioleta. A partir da analise do perfil de digestdo e migracdo dos
fragmentos de DNA, foram selecionadas uma a duas amostras de cada tipo de perfil de

restricao, totalizando dezesseis amostras

2.4 Selecdo das enzimas de restricdo para clonagem

Para a clonagem do genoma completo das 16 amostras selecionadas, foram avaliadas 17
enzimas de restricdo (Accl, Apal, BamHI, BssHII, Clal, EcoRI, EcoRV, Hincll, HindllI,
Kpnl, Pstl, Sacl, Sall, Smal, Spel, Xbal e Xhol). Foram escolhidas as enzimas capazes de
clivar o DNA-A e DNA-B em um Unico ponto, gerando um fragmento de tamanho
aproximado de 2,6 kb. Apds a digestdo do DNA foi realizada a eletroforese com gel de

agarose 1% para a avaliacdo da migracdo dos fragmentos de DNA, preparado em TBE 0,5X.

2.5 Digestao com a enzima selecionada

Apbs a selecdo da enzima especifica para clonagem do begomovirus presente em cada
amostra, foi feita uma digestdo em maior volume para a etapa de clonagem, uma reacdo de
100 pL no total. Essa reacdo foi realizada para as 16 amostras selecionadas.

Em seguida, o volume total do DNA digerido foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 0,8% e corado com brometo de etideo. Os fragmentos de DNA de aproximadamente
2,6 kb correspondentes ao DNA viral foram excisados e 0 DNA separado da agarose com a
utilizacdo do kit Illustra™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), seguindo as

instrucdes do fabricante.

2.6 Preparacao do vetor pBlueScript
Paralelamente a escolha das enzimas e digestdo das amostras, foi feita a preparacao do

vetor pBlueScript SK+ (pBS, Stratagene, La Jolla, CA, EUA) para clonagem. Inicialmente foi
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realizada RCA com um volume total de 500 pL para o vetor pBS (ca. 100 ng/uL). O DNA
amplificado por RCA foi digerido com as enzimas escolhidas para cada amostra e cada reacao
conduzida com um total de ca. 10ug do vetor. Apds a digestdo do vetor, este foi
desfosforilado (CIP, NEB) e precipitado de acordo com os procedimentos descritos por

Sambrook e colaboradores (1989).

2.7 Ligacao, Transformacéo e Clonagem

A ligacdo entre o inserto e o vetor foi realizada utilizando, a proporcdo de vetor e
inserto de 1:3 (vetor:inserto) com a enzima T4 DNA ligase (NEB) A reacdo foi incubada a
16°C por 12 horas. O volume total da amostra foi submetido a dialise, para a retirada do sal,
utilizando a membrana de nitrocelulose para didlise de 0,45um. Em seguida, os 10 pL da
reacdo foram adicionados a 50 pL de células competentes de Escherichia coli DH5a, para a
transformacéo por eletroporacdo. A extracdo do DNA plasmidial foi realizada de acordo com
Sambrook e colaboradores (1989). Para confirmacdo da presenca do inserto foi realizada uma
digestdo, em todas as amostras, com as respectivas enzimas de restricdo utilizadas no
processo de clonagem, resultando em dois fragmentos de DNA em gel submetido a
eletroforese, um correspondente ao vetor e outro correspondente ao inserto. Esses clones
foram entdo, submetidos a digestdo com a enzima de restricdo Mspl, e aqueles com perfis de
restricdo distintos foram selecionados. O DNA plasmidial dos clones selecionados foi
purificado com kit Illustra™ PlasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), seguindo as

instrucdes do fabricante.

2.8 Sequenciamento e analise das sequéncias
O DNA purificado foi enviado a empresa Macrogen Inc. (Coréia do Sul) para a

determinacéo da sequéncia de nucleotideos do inserto utilizando primers do vetor e do inserto,
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por primer walking. As sequéncias foram analisadas preliminarmente por BLASTn do

National Center of Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para

confirmacdo da clonagem do DNA genémico de begomovirus. Contigs foram produzidos a
partir do pacote Staden4 (Staden et al., 2003). O desenho de primers para se obter a sequéncia
completa do DNA-A ou B foi feito no programa Oligo Analyzer (Integrated DNA
Technologies) e sintetizado na Macrogen Inc.

Apds obtidas as sequéncias completas de todos os isolados, estas foram alinhadas no
programa MEGAS5 (Tamura et al.,, 2011), com o uso do método Muscle. As arvores
filogenéticas foram construidas de acordo com o método de Neighbor-Joining, utilizando-se
trés mil repetigdes “bootstraps”, das sequéncias completas obtidas nesse estudo e as

sequéncias de isolados mais proximos as sequéncias encontradas nesse trabalho.
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3.1. Amostras do trabalho

3. RESULTADOS

Um total de 28 amostras de DNA total, da colecdo de begomovirus da Embrapa

Hortalicas, foi usada no inicio para avaliacdo do polimorfismo de restricao.

Na Tabela 1

encontram-se a identificacdo das amostras, data e local de coleta e outras observacdes

relacionadas a amostra.

Tabela 1. Vinte e oito amostras de DNA total, extraido de folhas de tomateiro expressando tipicos sintomas de begomovirus

da colegdo de begomovirus da Embrapa Hortaligas.

Amostra Data Local Observacgdes
8038  25/05/2009 Ceara
8062  25/05/2009  Ceara
8093  25/05/2009 Ceara
8094  25/05/2009  Ceara
9217  22/10/2009  Jaiba - MG
9220  22/10/2009  Jaiba - MG
12098  17/09/2010  Jaboatdo dos Guararapes - PE
12099  17/09/2010  Jaboatdo dos Guararapes - PE
12934  14/02/2011  Bahia
12935  14/02/2011 Bahia
12958  14/02/2011 Bahia - Ibicoara cv. Siloute
12959  14/02/2011  Babhia - Ibicoara cv. Siloute
12977  14/02/2011 Bahia - Ibicoara cv. Granadero
12978 14/02/2011 Bahia - Seabra cv. Ellen
12979  14/02/2011 Bahia - Seabra cv. Ellen
12988  14/02/2011 Bahia - Canarana
13011  14/02/2011  Bahia - Lapédo
13012  14/02/2011  Bahia - Lapéo
13033  14/02/2011  Babhia - Irecé
13034  14/02/2011 Bahia - Irecé
13176  22/03/2011  Bahia
13182  22/03/2011 Bahia
13198  22/03/2011  Bahia
13226  22/03/2011  Bahia
13227  22/03/2011 Bahia
13228  22/03/2011 Bahia cv. Dominador
13230 22/03/2011  Bahia
13231  22/03/2011 Bahia
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3.2 Amplificacdo do DNA circular viral por circulo rolante-polimorfismo dos
comprimentos dos fragmentos e restricdo do DNA viral (RCA/RFLP)
A partir do DNA total amplificado por RCA e posterior digestdo com a enzima Mspl, 0s

fragmentos foram visualizados em gel de agarose (Fig. 8).
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Figura 8. Gel de agarose 1% com o polimorfismo de restricdo das vinte e oito amostras iniciais do trabalho com o
produto da digestdo do RCA a partir de DNA total de folhas de tomateiro expressando tipicos sintomas de
begomovirus com a enzima de restricdo Mspl. Marcador: 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
3.3. Escolha das amostras
A partir da digestdo com Mspl foram obtidos dez perfis de restricdo diferentes (Fig. 9).
De cada perfil, quando foi possivel, foram escolhidas duas amostras. Cada perfil e suas
amostras estdo identificados com uma seta na coloracdo correspondente. Dezesseis amostras

foram selecionadas para clonagem do genoma.
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Figura 9. Gel de agarose 1% da digestdo com Mspl de DNA total, extraido de folhas de tomateiro expressnando tipicos
sintomas de begomovirus amplificado por RCA. Os perfis diferentes estdo destacados por retangulos e as amostras
selecionadas apontadas pelas setas. Marcador: 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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3.4. Selecdo das enzimas de restricdo para clonagem

Para cada begomovirus a ser clonado, dezessete enzimas foram testadas. Trés foram

selecionadas como sendo capazes de clivar o DNA-A e o DNA-B em um Gnico ponto gerando

um fragmento de 2,6 kb (Tabela 2). Apds a selecdo das enzimas, cada DNA foi digerido com

a enzima selecionada, separada por gel de agarose e os fragmentos correspondentes ao DNA

genémico foram eluidos e clonados em vetor pBlueScript.

Tabela 2. Dezesseis amostras selecionadas para clonagem do genoma completo do begomovirus e as enzimas de restricdo que

foram capazes de cliva-las em um Unico ponto gerando um fragmento de 2,6 kb.

Amostras Estado

8062

8093

8094

9220

12098
12958
12959
12978
13011
13012
13033
13034
13182
13226
13227
13231

CE
CE
CE
MG
PE
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA
BA

Kpn i
Kpn |
Kpn |
Kpn 1

Kpn |
Kpn |

Enzima

Clal
Clal

Clal
Clal

Apal

Apal
Apal
Apal
Apal
Apal
Apal

3.5. Montagem das sequéncias

Os insertos foram sequenciados por primer walking na Macrogen Inc. (Coréia do Sul).

Primers universais do vetor foram utilizados para o primeiro sequenciamento. As amostras

foram nomeadas de acordo com o nimero na colecdo de begomovirus e o clone escolhido

para o sequenciamento, por exemplo, 8093-6 correspondente a amostra 8093 clone 6.
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A partir do momento em que as primeiras sequéncias foram recebidas, montou-se
contigs de cada clone no programa Staden4 (Staden et al., 2003) e desenhou-se primers
especificos para a continuacao das sequéncias (Tabela 3).

Foram obtidas vinte e duas sequéncias do DNA-A completo, sendo todas classificadas

como Tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV).

Tabela 3. Primers internos desenhados a partir das primeiras sequéncias obtidas no sequenciamento dos clones para o

sequenciamento do genoma viral completo.

Nome Primer

ToMoLCA790FF AGA GGT TCT GGA AGG TC
ToMoLCA120R GGC TTT GAG GACCACTTC
ToMoLCV701R  CGT TCT TCA CCG TGG CA
ToMoLCV2556F GGT ACA ATATAT ACT AGAAGTC
ToMoLCV701R  CGT TCT TCA CCG TGG CA

ToMoLCV2101F GCT GACCTCCTCTAGTTG

3.6. Analise das sequéncias

Como foi observado que todas as amostras continham o DNA-A de virus classificados
como isolados de TMoLCV, o DNA-A do clone 12098-1 foi selecionado para comparagédo
com todas as sequéncias disponiveis, essa sequéncia foi selecionada, porque ela possuia uma
identidade de nucleotideos média entre todas as sequéncias obtidas nesse trabalho. Essa
sequéncia apresentou 94,6 a 99,1% de identidade com as sequéncias dos isolados de
TMoLCV da regido Nordeste. Quando comparadas as sequéncias de TMoLCV de isolados
provenientes do Distrito Federal e Goias a porcentagem de nts foi inferior a 93% (Tabela 4).
As espécies de begomovirus mais proximas foram Tomato interveinal chlorosis virus e

Tomato chlorotic mottle virus, com aproximadamente 82% de identidade de sequéncia.
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Tabela 4. Comparagdo entre porcentagem de nucleotideos da sequéncia 12098-1 com as sequéncias de virus presentes no

GenBank mais proximamente relacionadas.

TMoLCV_BR:Jai56:08_KC706616.1 99,1%
TMoLCV_BR:Jai13:08_KC706615.1 99,1%
TMoLCV_PEBR:Juaz2586:04 JF803250.1 97,9%
TMoLCV_PEBR:Bez2665:04_JF803251.1 94,6%
TMoLCV_DFBR:Turv2904:04_JF803249.1 92,1%
TMoLCV_DFBR:PA2143:04 JF803247.1 92,0%
TMoLCV_DFBR:PADFM:04_JF803246.1 92,0%
TMoLCV_DFBR:Turv2911:04_JF803248.1 92,0%
TolVCV_PE[BR:Mdc2681:04]_JF803252.1 82,0%
ToCMoV_BR:Fl0210:08_KC706560.1 82,0%
PSLDV_BR:LNS2:Pas:01_FJ972767.1 81,0%
ToGLDV _HM357456.2 81,0%
CdTAMV_AM10_HM357461.3 81,0%

*Tomato golden leaf distortion virus (ToGLDV).

Na comparacao entre as vinte e duas sequéncias foram obtidas porcentagens de nts que
variaram entre 92,14 e 99,9%. As sequéncias mais divergentes foram aquelas provenientes de
clones das amostras (8093 e 8094) coletadas no estado Ceara no ano de 2009, cujas
identidades de nts foram iguais ou inferiores a 95,48% (Tabela 5).

Por outro lado as sequéncias mais proximas foram aquelas coletadas no estado da Bahia
no ano de 2011. A identidade de nts foi de 99,6% com isolados da mesma localidade e com
isolados  provenientes de Minas Gerais TMoLCV_BR:Jai56:08 KC706616.1 e

TMoLCV_BR:Jai13:08_KC706615.1 (Tabela 5).
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Tabela 5. Tabela que representa a distancia entre as sequéncias das amostras do trabalho e as sequéncias mais préoximas em porcentagem de identidade da sequéncia de nucleotideos, cores em

tons mais escuros representam porcentagem de identidade de nucleotideos mais alta, enquanto cores em tons mais claros representam porcentagem de identidade de nucleotideos mais baixas.

TolVCV_JF803252.1

ToCMoV_NC_003664.1 87,03

PSLDV_NC_012786.1 74,80] 76,41

ToGLDV_HM357456.2 75,63| 76,07] 73,00

CdTAmV_HM357461.3 74,37] 75,98| 73,01 74,58

TBYMoV_KC791691.1 66,51| 65,52| 66,49] 65,46| 64,85

RhRGMV_HM236370.1 75,22| 74,96| 71,26] 73,89] 79,96] 67,25

8093-6 77,44] 78,51| 78,62| 78,04| 75,65| 69,46] 75,03

8093-7 77,55| 78,56| 78,51 78,04| 75,66 69,39] 74,92

8094-1 77,29| 78,24| 78,35| 77,77| 75,44| 69,33| 74,75

8094-7 77,34] 78,30| 78,41| 77,83| 75,50f 69,39] 74,81

9220-1 78,15] 79,13| 78,62| 77,59] 76,15| 69,35] 74,94 95,64] 95,69| 95,56

12098-1 77,65| 77,44] 77,65| 77,12| 75,78| 68,65| 74,99| 93,62| 93,62| 93,53

12098-3 77,64| 77,49| 77,65] 77,12| 75,89| 68,65| 74,99] 93,61| 93,62| 93,53

12958-5 77,95| 77,97| 77,69| 77,14| 74,96| 68,72| 74,63| 92,65| 92,64| 92,42

12978-1 77,70] 79,22| 78,47 77,78| 76,17| 68,75| 74,83 95,43| 95,43| 95,26 93,40

13011-2 78,13| 77,95| 77,89| 77,60] 75,61| 69,63| 74,12| 93,85| 93,85| 93,85| 93,89| 94,98| 95,73| 95,73| 95,65/ 95,11

13012-1 78,58| 78,40| 77,85 77,71| 75,85| 69,56] 74,83| 93,93| 93,98| 93,93| 93,98| 95,15| 95,81| 95,81 96,46| 95,29

13012-3 78,75] 78,35] 77,90| 77,88] 75,90| 69,63] 74,88] 93,98| 94,02| 93,98| 94,02| 95,20| 95,85| 95,85| 96,42| 95,33

13033-7e 78,35| 78,01| 77,83| 77,72| 75,08| 68,66| 74,87| 93,08] 93,12| 92,90| 92,95| 94,41| 96,08| 96,08] 95,90| 94,67| 95,81| 96,54| 96,58

13034-6e 78,14| 77,82| 78,10| 77,61| 75,79| 69,10] 75,29] 93,71| 93,71| 93,62| 93,66| 95,38 94,12 95,38] 96,07] 96,33| 96,37

13182-1 77,58| 77,48| 77,63 77,22| 75,55| 68,86] 75,11| 93,48| 93,48| 93,39| 93,44| 95,68 93,45 94,99 95,85| 95,94 95,98| 96,20

13182-4 77,64] 77,49| 77,68 77,06] 75,61| 68,93| 75,17| 93,44| 93,44| 93,35| 93,40| 95,64 93,41) 94,94| 95,81| 95,90f 95,94| 96,16

13226-1 77,86] 77,54| 77,80 77,17] 75,72| 68,87] 75,11| 93,70] 93,71| 93,62| 93,66] 95,89 93,59] 95,20| 95,90| 95,98 96,02| 96,33

13226-5 77,97| 77,59| 77,91) 77,22| 75,72| 68,99] 75,16] 93,75| 93,75| 93,66| 93,71| 95,94 93,63 95,25| 95,94| 96,02 96,07| 96,29

13226-7 77,96| 77,65| 77,85| 77,28] 75,77| 68,99] 75,22| 93,79] 93,79| 93,71| 93,75| 95,98 93,68| 95,29] 95,98] 96,07| 96,11[ 96,33

13227-5 78,03| 77,77] 77,91) 77,22| 75,73| 68,99] 75,18| 93,71 93,71| 93,62 93,66] 95,81 93,68) 95,12| 96,07| 96,07 96,11| 96,25

13231-1 77,85| 77,48| 77,64| 77,01| 75,56| 68,99] 75,23| 93,53| 93,53| 93,44| 93,49| 95,81 93,59] 95,16/ 95,90| 95,98| 96,03 96,20

13231-3 77,85] 77,54| 77,64] 77,01] 75,56| 69,00] 75,12 93,53| 93,53| 93,44| 93,49] 95,81 93,59] 95,16 95,90| 95,98 96,03] 96,20

TMoLCV_DFBR:PADFM:04_JF803246.1 77,80] 79,24] 79,15| 77,36] 75,70| 69,49| 74,85| 93,27| 93,27| 93,14| 93,18| 93,50| 92,10| 92,10| 93,59| 93,45 93,00 93,72 93,76| 93,08| 92,86 92,41| 92,37 92,55| 92,59| 92,64| 92,64| 92,46| 92,46
TMoLCV_DFBR:PA2143:04_JF803247.1 77,96] 79,45| 79,20] 77,52| 75,86] 69,42| 74,90| 93,32| 93,32| 93,10] 93,14| 93,54| 92,14| 92,14 93,64| 93,49| 93,05 93,76] 93,81| 93,13]| 92,91| 92,36] 92,32| 92,50{ 92,55| 92,59| 92,59| 92,41| 92,41
TMoLCV_DFBR:Turv2911:04_JF803248.1 78,05] 79,39| 79,30| 77,41 75,85| 69,54| 74,61| 93,45| 93,45| 93,23| 93,27| 93,63] 92,19] 92,19] 93,63| 93,45 93,00 93,72 93,76| 93,13| 92,86 92,41| 92,37| 92,55| 92,59| 92,64| 92,64| 92,46| 92,46
TMoLCV_BRIJai5608_KC706616.1 77,59| 77,34| 77,92) 77,28 75,72| 68,86] 75,18| 93,79] 93,79| 93,71| 93,75| 95,98 93,77] 95,29 95,98| 96,07 96,11| 96,33

TMoLCV_BR:Jai13:08_KC706615.1 78,18| 77,94| 78,14 77,60] 76,06| 69,28] 75,46] 93,75| 93,75| 93,66 93,71| 95,94 93,72) 95,25| 96,03| 96,11 96,16] 96,38

TMoLCV_PE_BR_Bez266504_JF803251.1 78,11| 78,11| 77,84| 77,74| 75,40| 68,56] 74,41| 93,30| 93,30| 93,08| 93,13| 93,40| 94,82| 94,82| 94,12| 93,26] 94,51| 94,77| 94,82| 94,55| 94,99| 94,86| 94,82| 94,99 95,03| 95,08| 95,08| 94,95| 94,95
TMoLCV_PEBR:Juaz2586:04_JF803250.1 78,24] 77,61| 78,08| 78,01] 76,13| 68,93] 75,69] 93,75| 93,79| 93,66| 93,70] 95,76 94,12) 95,33 95,77 96,11] 96,15

TMoLCV_DFBR:Turv2904:04_JF803249.1 77,89] 79,28| 79,30 77,51 75,84| 69,47| 74,76] 93,32| 93,32| 93,10| 93,14| 93,49] 92,23]| 92,23| 93,59| 93,49| 93,05| 93,76 93,80] 93,08| 92,91| 92,45| 92,41| 92,59 92,63| 92,68] 92,68| 92,50 92,50

92,50

92,55

92,59

92,50

92,55

92,59

93,22

93,27

93,22

92,54

92,59

92,59

95,08] 95,12
95,21
92,63] 92,64] 93,27] 92,63
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3.7. Analise filogenética

Para a analise filogenética foram escolhidas todas as sequéncias completas de TMoLCV
disponiveis em banco de dados publico e uma sequéncia representativa das espécies mais
proximas determinadas pela analise de BLAST: Passionfruit severe leaf distortion virus
(PSLDV), Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato golden leaf distortion virus
(ToGLDV), Tomato interveinal chlorosis virus (TolCV), Chino del tomate Amazonas virus
(CdTAmMV), Rhynchosia rugose golden mosaic virus (RhRGMV) e Tomato bright yellow

mottle virus (TBYMoV) (Tabela 6).

Tabela 6. Sequéncias de virus presentes no GenBank que foram escolhidas para o alinhamento e posterior construcéo da

arvore filogenética, com seus acrdnimos e nimeros de acesso no GenBank.

Nome Acronimo NuUmero de acesso
Tomato mottle leaf curl virus_BR:Jai56:08 TMolLCV 706616.1
Tomato mottle leaf curl virus_BR:Jail13:08 TMolLCV 706615.1
Tomato mottle leaf curl virus_ PEBR:Bez2665:04 TMolLCV 803251.1
Tomato mottle leaf curl virus_PEBR:Juaz2586:04 TMolLCV 803250.1
Tomato mottle leaf curl virus_ DFBR:PA2143:04 TMolLCV 803247.1
Tomato mottle leaf curl virus_ DFBR:PADFM:04 TMolLCV 803246.1
Tomato mottle leaf curl virus_ DFBR:Turv2911:04  TMoLCV 803248.1
Tomato mottle leaf curl virus_ DFBR:Turv2904:.04  TMoLCV 803249.1
Tomato chlorotic mottle virus ToCMoV 003664.1
Tomato interveinal chlorosis virus TolCV 803252.1
Tomato golden leaf distortion virus ToGLCV 357456.2
Tomato bright yellow mottle virus TBYMoV 791691.1
Passionfruit severe leaf distortion virus PSLDV 012786.1
Chino del tomate Amazonas virus CdTAMV 357461.3
Rhynchosia rugose golden mosaic virus RhRGMYV 236370.1

A arvore filogenética foi construida pelo método de Neighbor-Joining (Saitou and Nei,
1987) (Fig. 10). Dois grupos podem ser claramente reconhecidos na arvore filogenética, o
primeiro grupo compreende os isolados coletados no Nordeste e Minas Gerais e 0 segundo de
isolados do Distrito Federal e Goias. Esses grupos sao classificados como estirpe PE e DF,
respectivamente (Albuquerque et al., 2012b). Todas as sequéncias obtidas nesse trabalho

foram agrupadas junto com aquelas da estirpe PE. Dentro dessa ramificacédo, trés subgrupos
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podem ser reconhecidos, o primeiro, maior, com a maioria dos isolados e incluindo os
isolados da Bahia e Pernambuco, juntamente com sequéncias depositadas anteriormente
provenientes de Minas Gerais (KC706616; KC706615; ambos coletados em Jaiba). O
segundo grupo é formado por quatro sequéncias isoladas de duas amostras, coletadas no
Ceara. As sequéncias apresentam pouca variacao entre si, mas se mostraram bem distintos dos
demais. Finalmente, o terceiro grupo é formado apenas por duas sequéncias de um isolado
coletado em Jaiba (MG) e outro em Seabra (BA). O grupo é fortemente suportado com um

valor de bootstrap de 66.

6913226-5
6%13226-7
13226-1
991132311 BA
99'13231-3
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94" 131824
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g |~ TMoLCV BR:Jai13:08 KC706615.1
130346e | BA
TMoLCV PEBR:Juaz2586:04 JF803250.1
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130121
9¢ 13012-3
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Figura 10. Arvore filogenética construida pelo método de Neighbor-Joining, a partir de um alinhamento feito no MUSCLE.
Cada sequéncia é identificada com o acrénimo e o nimero de acesso. Consultar a Tabela 6 para a identificacdo dos
acrénimos.
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4. DISCUSSAO

As espécies de begomovirus de tomateiro encontradas no Brasil, ndo foram encontradas
em nenhum outro lugar no mundo. Essa evidéncia sugere que os begomovirus brasileiros
sejam nativos do Brasil e que eles tenham evoluido em plantas silvestres (Rocha et al., 2013).
Os begomovirus de tomateiro brasileiros sdo todos bipartidos, apesar de que houve um relato
de um isolado de Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) ser infectivo somente com o
DNA-A (Galvao et al., 2003).

Por outro lado, begomovirus monopartidos podem ser encontrados em outras espécies
de plantas, como € o caso da batateira doce (Ipomea batatas), cujos virus sdo conhecidos
como “sweepovirus” e estdo presentes tanto no velho, quanto no novo mundo (Lozano et al.,
2009, Paprotka et al., 2010, Albuquerque et al., 2011, Albuquerqgue et al., 2012a).

Até o presente momento, apenas 0 DNA-A de Tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV)
é relatado (Ribeiro et al., 2003, Fernandes et al., 2008, Albuguerque et al., 2012b). O virus
apresenta caracteristicas tipicas de um begomovirus bipartido. Ribeiro e colaboradores (2003)
foram os primeiros a relatar os isolados desse virus, que foram encontrados em amostras de
tomateiro coletadas entre os anos de 1994 e 1999. Além de TMoLCV, os autores encontraram
outro begomovirus 0 ToCMoV em plantios localizados na regidao Nordeste do Brasil.

Mais recentemente, Fernandes e colaboradores (2008) realizaram um estudo de
diversidade e prevaléncia de begomovirus em tomateiro, com amostragens em diferentes
localidades do Brasil, entre os anos de 2002 e 2004. Nos estados da regido Nordeste,
TMoLCV, Tomato severe rugose virus (TOSRV) e uma nova espécie de virus foram
encontrados no estado de Pernambuco, enquanto que no estado da Bahia o0s autores
encontraram apenas TMoLCV para tomate de consumo fresco. O TMoLCV néao foi

exclusivamente isolado do Nordeste, mas também no estado de Goids nessas amostragens.
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Em levantamentos posteriores, Albuquerque e colaboradores (2012b) descreveram a
subdiviséo de isolados de TMoLCV em duas estirpes: TMoLCV-DF e TMoLCV-PE. Neste
trabalho os autores afirmam que o TMoLCV-DF é um recombinante entre isolados de
ToCMoV (menor parental) e TMoLCV-PE (maior parental), através da analise da arvore
filogenética. Os autores, observaram que TMoLCV, TolCV e ToCMoV séo filogeneticamente
muito proximos e provavelmente possuem um ancestral comum no Nordeste.

Os isolados encontrados neste trabalho possuem maiores diferencas no percentual de
identidade de nts quando se compara isolados de diferentes estados, por exemplo, isolados
provenientes do Ceard possuem uma identidade de nucleotideos maxima de 95,64% quando
comparados com isolados da Bahia, por outro lado se comparados entre si, os isolados do
Ceard, apresentam uma identidade superior a 99,5%. O mesmo acontece para isolados de
outros estados, porém a variabilidade entre os isolados da Bahia € um pouco maior; quando
comparados entre si o percentual de identidades de nts varia de 93,6 a 99,96%. Se
observarmos o isolado de Minas Gerais ele compartilha uma identidade de nts maxima de
97,06% com isolados da Bahia e se comparados com isolados do Ceara é 95,6%, ou seja, ele
estd mais proximamente relacionado com isolados da Bahia do que isolados do Ceara. Para
isolados de Pernambuco, entre si eles compartilham uma identidade de nts de 99,84%, entre
isolados do Ceara 93,62% e entre isolados de Pernambuco e Bahia entre 93,40 e 99,85% de
identidade de nts.

No nosso estudo, as sequéncias de TMoLCV foram mais proximamente relacionadas
com a estirpe TMoLCV-PE, do que a estirpe TMoLCV-DF. As duas estirpes de TMoLCV
supostamente apresentam um ancestral em comum e € provavel que esse ancestral estava
presente no Nordeste brasileiro. Com a migracdo do virus para a regido centro-sul, houve a

possibilidade de recombinagdo com outros virus que pode ter culminado com o surgimento de
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isolados da estirpe TMoLCV-DF, que provavelmente se mostrou mais adaptado que a estirpe
TMoLCV-PE nessa regido.

Ao contréario de ToSRV que apresenta uma baixa variabilidade genética entre isolados,
(Naito, 2012), TMoLCV apresenta uma alta variabilidade genética que variou entre 92,2 e
99,9%. O ToSRV predomina no centro-sul do Brasil (Fernandes et al., 2008, Albuquerque et
al., 2012b) e sua baixa variabilidade genética pode significar um maior periodo de co-
evolucdo do virus com o tomateiro e uma alta adaptacdo as condi¢des de cultivo e vetor no
centro-sul, enquanto que TMoLCV, que possui alta variabilidade genética, pode estar em fase
de adaptacéo e evolucdo dentro das condi¢cdes do Nordeste.

Entre as dezesseis amostras analisadas em quatro estados: Bahia, Ceara, Minas Gerais e
Pernambuco, apenas o TMoLCV foi encontrado, enquanto que em trabalhos anteriores foi
possivel isolar ToCMoV e TolCV (Ribeiro et al., 2003, Albuquerque et al., 2012b).
Provavelmente os isolados de TMoLCV encontrados estdo muito mais adaptados as
condicdes de cultivo da regido Nordeste do que isolados os isolados de ToCMoV e TolCV,
pois nas amostras analisadas s6 se encontrou TMoLCV, apesar do espaco amostral ser
pequeno. Ndo ha duavidas que os isolados de TMoLCV sdo amplamente distribuidos no
Nordeste brasileiro e de ToSRV no centro-sul, sendo as causas para tal fendbmeno ainda
desconhecidas.

Isolados coletados em Minas Gerais sdo mais parecidos com isolados do Nordeste do
que com isolados coletados em outras regiGes de Minas Gerais em que predominam espécies
como ToSRV, ToCMoV, Tomato commom mosaic virus (ToCmMYV), Tomato yellow vein
streak virus (ToYVSV) (Rocha et al., 2013). Portanto, a inclusdo de amostras do norte de
Minas Gerais nessa analise parece ter sido acertada e demonstra a similaridade de condicdes

de cultivo nessas regides.
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No presente trabalho, ndo conseguimos isolar o DNA-B de TMoLCV, apesar de sua
organizacdo genémica ser de um tipico begomovirus bipartido com a auséncia da ORF AV2.
Entretanto em 2011 foi isolado no Peru o virus Tomato leaf deformartion virus (ToLDeV) que
tem organizacdo gendmica tipica de um begomovirus bipartido e foi demonstrado ser um
begomovirus monopartido (Marquez-Martin et al., 2011, Melgarejo et al., 2013).

Testes preliminares por PCR (primers CRC2 e pBL1v 2039 (Rojas et al., 1993)) nas
dezesseis amostras demonstrou a presenca de DNA correspondente ao DNA-B. Espera-se que
TMoLCYV seja bipartido, entdo esforgos estdo sendo feitos para a clonagem do componente B
e para a construcdo de clones infecciosos para a caracterizacdo bioldgica desse importante

begomovirus.
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5. CONCLUSOES

De acordo com o trabalho realizado, entre os anos de 2009 e 2011, Tomato mottle leaf
curl virus (TMoLCV) foi a Unica espécie de begomovirus detectada regido Nordeste do pais.
Os isolados obtidos nesse trabalho possuem uma alta variabilidade genética, podendo ser

divididos em pelo menos duas estirpes e trés grupos (variantes) de TMoLCV.
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AVALIACAO DO EFEITO DE INDUTORES DE RESISTENCIA NA
SUSCPTIBILIDADE A INFECCAO DE TOMATEIRO (Solanum lycopersicum) POR
VIRUS

RESUMO

Entre as doengas que ocorrem em tomateiro, as viroses sdo um dos principais
problemas. Doencas, como o0 do vira-cabeca causado por, Tomato spotted wilt virus (TSWV)
e outros tospovirus e o mosaico do tomateiro Tomato mosaic virus (ToMV) destacam-se pela
severidade dos sintomas e complexidade de manejo. Devido a grande dificuldade no controle
de viroses, 0 uso da inducdo de resisténcia sistémica adquirida (RSA) seria uma alternativa
muito atraente no combate a infec¢do por virus. Existem produtos comerciais que promovem
a RSA contra varios patdgenos. Visando a avaliacdo da estratégia de combate da infeccdo por
virus pela RSA, o objetivo do trabalho foi testar produtos comercializados como indutores de
resisténcia contra a infec¢do por: TSWV e ToMV. O ensaio foi conduzido em casa de
vegetacdo na Embrapa Hortalicas, com duas repeticdes nos anos de 2012 e 2013. No primeiro
ano, a resisténcia de plantas de tomateiro ao TSWV e ToMV foi avaliada apds aplicacGes
foliares de: Adhevir’s, Aminonutri, Megafol, Protton, Acibenzolar-S-metil, Piraclostrobina ou
agua. No segundo ano, somente ToMV foi inoculado, plantas de tomateiro, foram avaliadas
com aplicacdes dos mesmos produtos, sendo que foram acrescidos Acadian e Orobor N1.
Para cada produto foram feitos trés tratamentos: ToMV, TSWV e sem inoculacdo, em quatro
repetices. O aparecimento de sintomas foi avaliado a partir do primeiro dia ap6s a inoculacdo
e se deu a cada dois dias. Verificou-se que nenhum tratamento reduziu o nimero de plantas
infectadas ou a intensidade de sintomas observados. Concluiu-se que o uso de indutores de
resisténcia ndo resultou em reducdo de susceptibilidade das plantas em ensaios controlados

com inoculacdo artificial.

Palavras-chave: inducéo de resisténcia, TSWV, TOMV.
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EVALUATION OF THE EFFECT OF RESISTANCE INDUCING PRODUCTS ON
THE TOMATO SUSCEPTIBILITY TO VIRAL INFECTION

ABSTRACT

Among the tomato diseases, those caused by viruses are one of the major problems.
Diseases such as the spotted wilt caused by Tomato spotted wilt virus (TSWV) and other
tospoviruses, and the tomato mosaic caused by Tomato mosaic virus (ToMV) are well-known
because of the strong symptom severity and the complexity of their management. Due to the
great difficulty in controlling viruses, the use of the systemic acquired resistance (SAR)
property would be a very attractive alternative to fight against a viral infection. There are
some commercial products that promote the SAR against various pathogens. Aiming at the
evaluation of the use of SAR against viruses, the objective of this study was to test products
reported to induce resistance to infection against TSWV and ToMV. The test was performed
in the greenhouse at Embrapa Vegetables, with two repetitions in the years 2012 and 2013. In
the first year, the resistance of tomato plants against TSWV and ToMV was evaluated after
the leaf application with: Adhevir’s, Aminonutri, Megafol, Protton, Acibenzolar-S-methyl,
Pyraclostrobin and water. In the second year, tomato plants were evaluated after applications
of the same products, and additionally with Acadian and Orobor N1. For each product three
treatments were done: ToMV, TSWYV and mock inoculation, in four replications. The onset of
symptoms was evaluated from the first day after inoculation and after that each two days. It
was found that any treatment neither reduced the number of infected plants nor the symptom
severity. It was concluded that the use of resistance inducers did not result in susceptibility

decrease in plants in the controlled assays with artificial inoculation.

Keywords: inducing resistance, ToMV, TSWV.
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1. INTRODUCAO

As viroses sao importantes patdgenos na agricultura, além de sua alta incidéncia e
severidade o controle de viroses de plantas é uma questdo que had muito vem preocupando 0s
agricultores. Métodos de controle baseados na evasdo, exclusdo, erradicacao e imunizacao sao
os mais eficientes no controle das viroses, principalmente métodos que evitem a entrada do
patdgeno ou sua eliminacdo completa no campo. Além disso, o uso da imunizacao € a tatica
mais importante como a producao de plantas resistentes (Kimati et al., 1995).

A inducdo de resisténcia sistémica adquiria (RSA) é um mecanismo que as plantas
desenvolveram para se protegerem da infec¢cdo por patdgenos. A RSA é apenas desencadeada
apos a invasdo do patdgeno, ou seja, apds um estresse bidtico, sendo que estresses abioticos
ndo estimulam a RSA (Ryals et al., 1994). A RSA é um tipo de defesa da planta que € de
amplo espectro e de longa duracdo, podendo durar até 20 dias na planta (Luna et al., 2012).

Os virus podem induzir a RSA, sendo que essa atividade desencadeada por infeccdo
viral é conhecida desde meados da década de 1960, quando se verificou que Tobacco mosaic
virus (TMV) desencadeava RSA em folhas de fumo (Ross, 1961).

O grupo de compostos dos Benzothiadiazoles foram os primeiros produtos quimicos a
serem produzidos que eram capazes de desencadear a RSA, sendo demonstrado que além de
induzirem a RSA sdo ativadores de genes que codificam as proteinas relacionadas a
patogenicidade (PR) (Lawton et al., 1996, Ruess et al., 1996).

Atualmente o principal produto do grupo dos Benzothiadiazoles é Acibenzolar-S-Metil
(ASM), lancado pela Bayer nos EUA em 1999 com o nome de Actigard® e no Brasil é
vendido pela Syngenta, com o nome de Bion®.

A época em que 0 ASM comecou a ser comercializado, varios estudos foram realizados

testando diversos patogenos e diversas culturas, como brassicas, milho, trigo, fumo, péssego e
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pepino (Ishii et al., 1999, Benhamou and Belanger, 1998, Gorlach et al., 1996, Jensen et al.,
1998, Morris et al., 1998, Campbell and Wilson, 1999).

Atualmente é conhecida a inducdo de RSA pelo ASM a patdgenos como fungos e
bactérias, porém existem dividas se esses compostos podem induzir resisténcia contra
infeccdo por virus (Ishii et al., 1999).

Existem alguns estudos que testaram o efeito do ASM, por exemplo, a infeccdo por
TSWV em fumo e obtiveram resultados positivos na inducdo da RSA (Pappu et al., 2000,
Csinos et al., 2001, Mandal et al., 2008); a infeccdo por tobamovirus (TMV e ToMV) em
tomateiro e pimentdo (Madhusudhan et al., 2008); a infeccdo por Cucumber mosaic virus
(CMV) em tomateiro (Anfoka, 2000).

Além do ASM as estrobirulinas sdo relatadas como indutores de RSA. Elas representam
uma classe de fungicidas de amplo espectro, que contém componentes sintéticos que
protegem as plantas e cujo modo de acéo € a inibi¢do da respiragdo mitocondrial (Sauter et al.,
1999). Uma estrobirulina, a piraclostrobina, mostrou induzir efeitos fisioldgicos nas plantas,
como aumento da resisténcia da planta contra o ataque de patogenos (Koehle et al., 2002).

Herms e colaboradores (2002) afirmaram também que plantas de fumo cv. Xanthi pre-
tratadas com piraclostrobina aumentaram a resisténcia contra TMV, pela reducdo no tamanho
das lesbes causadas pelo virus.

O estudo da RSA induzida por produtos quimicos e que conferem resisténcia a viroses é
uma alternativa promissora para o controle de doencas causadas por virus. Assim, 0 objetivo
desse trabalho foi determinar os possiveis efeitos na aplicacdo de produtos comerciais com

possivel efeito de inducgéo de resisténcia e teste para avaliacdo da infecgéo viral.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Estudo em casa de vegetacdo, primeiro ano

O ensaio de casa de vegetacdo, do primeiro ano, foi conduzido no Centro Nacional de
Pesquisa em Hortalicas (CNPH) — Embrapa Hortalicas, Brasilia/DF, durante o0 ano de 2012.
Inicialmente foram utilizados vinte e um vasos de cinco litros contendo solo esterilizado. A
semeadura foi realizada no dia 25 de julho com sementes de tomate cv. Viradoro e o
transplantio realizado apos oito dias, quando as mudas possuiam duas folhas cotiledonares,
com trés replicatas em cada vaso. Para cada tratamento (produto/virus) foram feitas trés

repeticdes, ou seja, nove plantas por tratamento.

2.2 Estudo em casa de vegetacdo segundo ano

O segundo ensaio em casa de vegetacdo foi conduzido na Embrapa Hortalicas,
Brasilia/DF, durante 0 ano de 2013. Neste ano, duzentas e dezesseis mudas da cultivar AP533
foram adquiridas de viveiro especializado e o transplatio foi realizado no dia 26 de margo. As
mudas, na época do transplatio, possuiam vinte e cinco dias de plantio e foram transplantadas
em cento e oito vasos de cinco litros contendo solo esterilizado. Neste ano, foram feitas

quatro repeti¢cdes por tratamento em um vaso de cinco litros.

2.3 Fonte de in6culo
As fontes de inoculo foram obtidas a partir de plantas infectadas com TSWV ou ToMV,
positivas para esses dois virus separadamente, pelo método de ELISA, e foram mantidas em

Nicotiana rustica e N. tabacum var. TNN, respectivamente.
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2.4 Produtos e doses

No ano de 2012 foram aplicados seis produtos comercializados no mercado como

indutores de resisténcia (Fig. 11): Aminonutri®, Adhevir’s®, Megafol®, Protton®, o

fungicida Comet® e o ativador de plantas Bion® (Acibenzolar-S-metilico - ASM) (Tabela 7;

Tabela 8). No ensaio de 2013 além dos produtos aplicados no ano anterior foram acrescidos

mais dois produtos: Orobor N1® e Acadian® (Tabela 8, Tabela 9, Fig. 11). As doses

recomendadas pelos fabricantes foram utilizadas. Aos tratamentos, foi adicionada uma

testemunha com aplicacdo somente de agua.

Tabela 7. Dose em mililitros de produto em um litro de agua, ou em gramas de produtos em um litro de agua, dos produtos

pulverizados no ensaio em casa de vegetacdo ano de 2012.

Produtos

Dose

Adhevir's
Aminonutri

Bion

Comet

Megafol
Protto

BR
n

2 mL de produto / 1 L de agua
2 mL de produto / 1 L de agua
0,05 g de produto / 1 L de 4gua
0,4 mL de produto / 1 L de &gua
2 mL de produto / 1 L de agua
1 mL de produto / 1 L de agua

Tabela 8. Quantidade de cada componente presente em cada um dos produtos utilizados no trabalho tanto para o ano de 2012,

quanto para o0 ano de 2013.

Produtos [N (g/L) P05 (g/L)K,0 (g/L)B (g/L)Ca (g/L) S (g/L) Mg (g/L)C organico (g/L)Piraclostrobina ASM
Acadian wRR Rk GLAB RRE Rk kex e 69,6 o ok
Adhvir's ok ek %12 60 12 12 60 o il
Aminonutri] 112,5 25 12,5 Hxx ol ol el 106,3 falead ok
Bion okl ek falaled falaled falalel falaed bl bl il 500 g/Kg
Comet Fkk Fxx Fxx Fxx okl falaied Fxk Fxk 250 g/L falalel
Megafol 366  xv 97,6  xxx  wEx wxx ek 109,8 woxx woxx
Orobor 1% faleed falaed 0,2%  *** el lalelel el ol ol
Protton *Ex 1141 163 RRX mak kx e orx e i

91



Tabela 9. Doses em mililitros de produto em um litro de 4gua, ou em gramas de produtos em um litro de agua, dos produtos

pulverizados no ensaio em casa de vegetacdo ano de 2013.

Produtos Dose
Acadian | 2,5 mL de produto / 1 L de &gua
Adhevir's 2 mL de produto / 1 L de agua
Aminonutri | 2 mL de produto / 1 L de agua
Bion 0,05 g de produto / 1 L de agua
Comet 0,2 mL de produto / 1 L de &gua
Megafol BR | 2 mL de produto / 1 L de agua
Orobor N1 | 2 mL de produto / 1 L de agua
Protton 0,5 mL de produto / 1 L de 4gua

2.5 Aplicacbes

A primeira aplicacdo dos produtos foi realizada uma semana apds o transplantio e a
segunda aplicacdo uma semana ap0s a primeira, a partir de entdo as aplicacBes foram
quinzenais. As pulverizacGes foram feitas por meio de pulverizadores de méo com capacidade
de um litro de calda. No ano de 2012 foram realizadas trés aplicacbes de produtos, enquanto

no ano de 2013 foram realizadas quatro aplicacdes.

2.6 Inoculacao

A inoculacdo mecanica dos isolados virais foi realizada cinco dias ap6s a segunda
pulverizacdo de produtos com a aplicacdo de extrato foliar em tampéo fosfato 0,02M pH?7,
acrescido de sulfito de sodio 0,02M em plantas previamente polvilhadas com carborundum. A
maceracao de extrato foliar se deu na seguinte proporcdo: um grama de extrato foliar por dez
mililitros de tampé&o fosfato. No ano de 2012 os virus ToMV e TSWYV foram inoculados, ja no

ano de 2013 somente o virus ToMV foi inoculado.

2.7 Avaliacdo dos sintomas

A avaliacdo de sintomas foi realizada a cada dois dias a partir da inoculagéo.
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Figura 11. Foto com a imagem da embalagem de todos os produtos comerciais utilizados em nos anos de 2012 e 2013 no
trabalho.
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3. RESULTADOS

3.1 Avaliacéo dos sintomas

No ano de 2012 os primeiro sintomas de ToMV em todos o0s tratamentos comecaram a
aparecer seis dias apds a inoculacdo, sintomas como mosaico, com alternancia de coloracéo
verde clara com verde escura. Para os tratamentos com TSWYV, o0s sintomas se iniciaram
também com seis dias apds a inoculagdo, porém menos severos do que com ToMV e com 0
aparecimento de grande quantidade de lesdo necrotica local, sem distingdo de tratamentos,
inclusive o controle com agua (Tabela 10).

No ensaio do ano 2013 com inoculacdo de ToMV, os sintomas comegaram a aparecer
como um mosaico leve nas folhas e um leve enrolamento foliar nas folhas jovens, dez dias
apos a inoculacdo. Com doze dias ap6s a inoculacdo os sintomas estavam espalhados
sistemicamente em todas as folhas de todas as plantas em todos os tratamentos (Tabela 11).

Em ambos os anos, a partir do dia da inoculagdo nenhum dos produtos aplicados
resultou na reducdo do numero de plantas infectadas. Todas as plantas inoculadas foram
infectadas pelos dois virus em todos os tratamentos (Tabela 10 e 11). Ndo houve tampouco
variacdo na época de aparecimento e intensidade dos sintomas, quando comparado com o
controle de aplicacdo com agua, sugerindo que nas condicdes de inoculacdo do trabalho os
produtos ndo exerceram efeito na suscetibilidade das plantas a infeccdo por TSWV e ToMV

nas condicdes avaliadas.
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Tabela 10. Resultado da infecgdo viral em cada uma das plantas avaliadas no trabalho, treze dias ap6s a inoculagdo no ensaio

em casa de vegetacdo ano 2012.

13 dias ap6s a inoculagao
TSWV ToMV
Planta 1| Planta 2| Planta 3| Planta 1| Planta 2| Planta 3
Adhvir's + + + + + +
Aminonutri + + + + + +
Bion + + + + + +
Comet + + + + + +
Megafol + + + + + +
Protton + + + + + +
Agua + + + + + +

Tabela 11. Resultado da infeccéo viral, em cada uma das plantas avaliadas no trabalho, doze dias apds a inoculagdo no ensaio

em casa de vegetacdo ano 2013.

12 dias ap6s a inoculagado
ToMV
Planta 1] Planta 2| Planta 3| Planta 4
Acadian + + + +
Adhvir's + + + +
Aminonutri + + + +
Bion + + + +
Comet + + + +
Megafol + + + +
Orobor + + + +
Protton + + + +
Agua + + + +
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4. DISCUSSAO

Estudos de campo com plantas de fumo e o uso de ASM combinado com imidacloprid
realizados no estado da Georgia nos Estados Unidos nos anos de 1997 e 1999 mostraram a
reducdo da incidéncia de TSWV nessas plantas (Pappu et al., 2000, Csinos et al., 2001).
Porém, o uso do ASM resultou em efeito fitotdxico que culminou em uma redugdo no
tamanho das plantas. Alguns anos depois, Madal e colaboradores (2008) em estudo em casa
de vegetacdo com inoculacdo de TSWV em fumo avaliou o efeito de ASM, imidacloprid e
acido giberélico (para aumento do tamanho das plantas). Neste ensaio 0s autores observaram
qgue houve reducdo no numero de lesdes locais, na porcentagem de plantas com infeccao
sistémica e reducdo nos valores de absorbancia no teste de ELISA.

Ao contrario dos autores citados anteriormente, no presente trabalho nédo foi possivel
verificar a inducdo de RSA por nenhum dos produtos utilizados. O método de inoculagédo
mecanica € muito drastico, uma vez que o titulo viral na inoculacdo mecanica é muito alto,
trabalhos que testam a eficiéncia de alguns dos mesmos produtos, usam inoculacdo natural ou
por vetor. E possivel que em condicBes de inoculacdo natural em campo os resultados sejam
diferentes. Apds o uso de ASM ndo houve sintoma de fitotoxidez, porém a aplicacdo de
Comet e Protton produziu uma resposta de fitotoxidez severa no ano de 2012. Devido a isso a
dose desses produtos foi reduzida pela metade no segundo ano. Mesmo com a reducéo, 0
produto Comet continuou induzindo fitotoxidez as plantulas.

Devido a exemplos de sucesso no uso de indutores de resisténcia para evitar doencas
virais, pensou-se em avaliar produtos disponiveis no mercado brasileiro. Oito produtos foram
avaliados, mas nenhum mostrou resultados satisfatorios, portanto com o método de avaliacdo
utilizado neste ensaio nédo foi possivel comprovar a eficiéncia desses produtos como indutores

de resisténcia a virus.
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5. CONCLUSAO

Nas condicGes do trabalho, em casa de vegetacdo e com inoculagdo mecanica, nos anos

2012 e 2013, os produtos ndo se mostraram eficientes para a inducdo de RSA contra a

infeccdo por TSWV e ToMV em plantas de tomateiro.
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CONCLUSOES GERAIS

No Brasil, os begomovirus sdo importantes patdgenos para o tomateiro, sendo uma das
principais causas de perdas nas lavouras. Até o inicio da década de 1990, epidemias de
begomoviroses eram esporadicas e pouco importantes. Todavia, com a introdugdo de um novo
bidtipo do inseto vetor, a mosca-branca B. tabaci biétipo B, as begomoviroses tornaram-se
muito mais importantes e significativas, inUmeras espécies foram relatadas — provavelmente
resultado de transferéncia de plantas silvestres e daninhas e adaptacdo em plantas cultivadas
sob condicdes climaticas e de cultivo favoraveis.

Na regido Nordeste, na década de 80, as areas de producdo de tomate foram
abandonadas, desencadeadas pelo incontrolavel ataque de pragas, como moscas-brancas,
tracas, tospovirus e begomovirus. As areas de producdo de tomate para processamento
industrial foram, entdo, transferidas para a regido centro-sul. Decorridos mais de vinte anos da
introducdo do bio6tipo B no Brasil, o principal estado produtor de tomate é o Goiéas, cujos
produtores mesmo possuindo um alto nivel tecnoldgico, sofrem com a begomovirose. No
Nordeste, as areas de cultivo foram reduzidas, mas a begomovirose ainda causa problemas.

O estudo de diversidade de begomovirus ajuda-nos a entender a dindmica da sua
adaptacdo e evolucdo. Essas informacdes contribuem para o desenvolvimento de técnicas,
mais eficientes de prevencdo da infeccdo por begomovirus, baseadas na eliminacdo de
hospedeiros alternativos, por exemplo. A grande contribuicdo € vista no suporte a programas
de melhoramento de tomateiro, para a geracdo de materiais com uma resisténcia ampla e
durével.

Os resultados conduzem a conclusao de que o TMoLCV, predomina na regido Nordeste
e existe uma alta variabilidade entre os isolados coletados. Esse panorama € distinto do

observado na regido centro-sul em que o ToSRV predomina, mas com uma baixa
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variabilidade entre isolados. As perguntas que pairam no ar e permanecem sem resposta sao
por que existe essa diferenca no virus predominante e por que da variabilidade alta em
TMoLCV?

Apesar do genoma de TMoLCV ser tipicamente de um begomovirus bipartido, ndo foi
possivel clonar o DNA-B. esforcos foram realizados sem sucesso (dados ndo mostrados), mas
esforcos mais intensos serdo enviados, juntamente com construcdo de clones infecciosos para
viabilizar a caracterizacao bioldgica.

O controle de viroses € sabidamente complexa e a busca por alternativas eficientes de
controle é uma prioridade. O uso de indutores de resisténcia foi vislumbrado como uma
alternativa que necessitava ser avaliada.

Infelizmente, ndo foi obtido nenhum indicativo de que os produtos, ora comercializados
como potenciais indutores de resisténcia, apresentem algum efeito positivo nessas avaliacdes
em plantas de tomateiro contra a infeccdo por TSWV e ToMV. E possivel que novas

tentativas, com inoculacgdes naturais, sejam realizadas.
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