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RESUMO

Diversas doengas de etiologia viral tém sido relatadas afetando a
tomaticultura em todo mundo causando importantes perdas qualitativas e
quantitativas. Dentre as principais doencas viréticas estdo as causadas pelo
género Tospovirus e pelo género Potyvirus. Os tospovirus (familia
Bunyaviridae) s@o responsaveis pela doenca conhecida como “vira-cabeca”
gque causa severas perdas anuais. Espécies desse género possuem
distribuicdo mundial e apresentam grande diversidade de espécies infectando
uma vasta gama de hospedeiros. O principal fator de resisténcia empregado
no melhoramento genético do tomateiro para resisténcia ampla a diferentes
espécies de tospovirus é o gene Sw-5. Plantas com este gene apresentam
reacoes de hipersensibilidade nas folhas inoculadas que restringem a
infeccdo viral sistémica. Porém, a ‘quebra’ deste gene de resisténcia ja foi
reportada em diferentes partes do mundo. Além dos tospovirus, espécies do
género Potyvirus representam uma constante ameaca a cultura do tomate.
Uma nova espécie de Potyvirus, o Pepper yellow mosaic virus (PepYMV), foi
identificada inicialmente em pimentdo, mas também €& capaz de afetar
tomateiros, hospedeiro no qual pode causar perdas de até 100%. Trabalhos
de buscas de fontes de resisténcia a PepYMV em tomate ja foram iniciadas,
mas o0 germoplasma explorado ainda representa um numero reduzido de
acessos. Esta tese apresenta a avaliacdo de colecdes de germoplasma
visando identificar novas fontes de resisténcia tanto a PepYMV quanto as
espécies neotropicais de Tospovirus. Além disso, foi desenvolvido um
marcador co-dominante para o gene Sw-5, capaz de identificar individuos
resistentes através de uma simples PCR. Foi também realizada uma analise
preliminar do componente de aviruléncia da interacdo Sw-5/Tomato spotted
wilt virus (TSWV) através do uso de construcbes contendo 0s genes
independentes de TSWYV, isolados BR-01 (avirulento ao gene Sw-5) e o
isolado GRAU (capaz de quebrar a resisténcia conferida por Sw-5), em uma
plataforma baseada em Nicotiana benthamiana transgénica expressando o
gene Sw-5. Em relacdo a identificacdo de novas fontes de resisténcia a
potyvirus e tospovirus (Capitulos 2 e 3, respectivamente), acessos de S.

habrochaites se mostraram como fontes promissoras de resisténcia a



PepYMV bem como a Potato virus Y (PVY). Por outro lado, acessos de S.
peruvianum confirmaram esta espécie como a principal fornecedora de
fatores de resisténcia a tospovirus. Observou-se que um acesso de S.
chilense, bem como uma selecdo de um acesso de S. lycopersicum,
apresentaram bons niveis de resisténcia/tolerancia as espécies de tospovirus
testadas. Ambas as analises foram comparadas com levantamentos
previamente realizados por outros grupos. O marcador especifico para Sw-5
(Capitulo 4) foi avaliado em uma ampla gama de acessos, apresentando um
perfil tnico capaz de distinguir acessos resistentes e suscetiveis em todas as
situacdes, comprovando sua eficiéncia como uma nova ferramenta para
sistemas de selecao assistida e, mesmo para potencial isolamento de alelos
ou analogos deste gene em tomate e outras solanaceas. A andlise do
componente de aviruléncia do TSWV (Capitulo 5) apontou que nenhum dos
genes virais avaliados (Nsm, os precursores das glicoproteinas, N e Nss)
parece estar envolvido, de maneira independente, com o processo de
inducdo do mecanismo de reconhecimento pelo gene Sw-5. Nenhum dos
genes testados induziu a reacéo tipica de hipersensibilidade caracteristica da
infeccdo causada por TSWV em genoétipos contendo esse gene de
resisténcia. A estratégia usada nesse estudo também demonstrou que o
modelo biologico representado por N. benthamiana transgénica, expressando
uma copia ativa do gene Sw-5, é adequada para o estudo de mecanismos
envolvidos com a resisténcia a tospovirus, assim como para o estudo da

superacao dessa resisténcia por isolados virulentos.



ABSTRACT

Many diseases of viral etiology have been identified affecting tomato
production worldwide, causing important qualitative and quantitative losses.
Among the main viral diseases, there are the ones caused by the genus
Tospovirus and the genus Potyvirus. The Tospovirus (family Bunyaviridae)
are responsible for the disease known as *“vira-cabeca”, causing severe
annual losses, mainly in horticultural crops. Species of this genus have a
worldwide distribution and a great number of species infecting a vast array of
hosts. The main resistance factor employed in tomato breeding for broad
spectrum resistance to different tospovirus species is the Sw-5 gene. Plants
that harbor this gene express hypersensitivity reactions that restrict the viral
systemic infection. However, the ‘breaking’ of this resistance gene has already
been reported in different parts of the world. Apart from tospoviruses, species
of the genus Potyvirus represent a constant threat to tomato culture. A new
species of this genus, Pepper yellow mosaic virus (PepYMV), was initially
identified in pepper but it is also capable of infecting tomatoes, causing up to
100% losses. The search for resistance sources for PepYMV on tomato have
already started, but the explored germplasm still represents a reduced
number of accessions. This thesis shows the evaluation of germplasm
collections seeking to identify new resistance sources to PepYMV and to the
neotropical species of tospoviruses. Beyond that, a co-dominant marker for
the Sw-5 gene was developed, capable of identifying resistant individuals
through a simple PCR. A preliminary analysis of the avirulence component of
the Sw-5/Tomato spotted wilt virus (TSWYV) interaction was also done, using
constructions containing independent TSWV genes, isolates BR-01 (avirulent
for the Sw-5 gene) and GRAU (capable of breaking the Sw-5 gene
resistance), using a platform based on transgenic Nicotiana benthamiana
expressing the Sw-5 gene. In relation to the identification of the new
resistance sources (Chapters 2 and 3, respectively), accessions of S.
habrochaites showed to be promising sources of resistance to both PepYMV
and Potato virus Y (PVY). On the other hand, accessions of S. peruvianum
confirmed this species as the main source of resistance factors to

tospoviruses. An accession of S. chilense and a selection of an accession of



S. lycopersicum, showed good resistance/tolerance levels to the tospovirus
species tested. Both analyses where compared to screenings that where
previously done. The Sw-5 specific marker (Chapter 4) was evaluated with a
broad array of accessions, showing a profile capable of identifying resistant
and susceptible accessions in all situations. Therefore, this marker represents
an efficient new tool for assisted selection systems and its future potential use
for isolation or detection of alleles or analogous genes in tomato and other
solanaceous species. The avirulence component analysis showed that none
of the viral genes that where evaluated (Nsm, the glycoprotein precursors, N
and Nss) seems to be related in an independent manner with the induction
process of the Sw-5 gene recognition mechanism. None of the genes tested
was able to induce typical hypersensitive reaction observed when tomato
genotypes containing this resistance gene are challenged by TSWV. The
strategy used in this study also demonstrated that the biological model
represented by transgenic N. benthamiana expressing an active copy of the
Sw-5 gene is suitable for analyzing the mechanisms involved in tospovirus
resistance. In addition, this system can also be used to investigate Sw-5-

resistance breaking isolates.



INTRODUCAO GERAL

O tomate foi recentemente agrupado no género Solanum (Peralta et
al., 2006) e € uma das hortalicas mais plantadas no mundo. No Brasil, 0
cultivo do tomate ocupa uma area de 56.275 hectares e obteve uma
producdo de 3.356.456 toneladas no ano de 2007. A area plantada, bem
como o grande volume dessa produc¢do, colocaram o pais na nona posicao
em se tratando da producdo mundial dessa hortalica, com a Regido Sudeste
sendo a maior produtora, com 43% do total produzido (CNPH, 2008).

Em 1753, Linnaeus descreveu trés espécies de individuos hoje
reconhecidos como tomates e os alocou no género Solanum (S. lycopersicum
L., S. peruvianum L. e S. pimpinellifolium L.). Philip Miller (1754) segregou o
novo género Lycopersicon para acomodar as espécies de Solanum com
frutos multi-loculares (Darwin et al., 2003). Os centros de origem sao as
regides andinas do Peru, Bolivia, Equador, Sul da Colémbia e llhas
Galapagos (Fontes & Silva, 2002; Darwin et al., 2003; Peralta et al., 2005).

Andlises de caracteristicas morfolégicas e moleculares demonstraram
que os tomates pertencem a um grupo extremamente proximo das batatas
(Spooner et al., 1993; Peralta & Spooner, 2001). Peralta et al. (2006), apos
analise dos dados acumulados nesse periodo, reagruparam o0s tomates no
género Solanum, baseando-se em analises de sequéncias de DNA e
caracteristicas morfologicas e de distribuigdo.

O tomateiro é originario da regidao Andina, que corresponde o0 norte do
Chile até o Equador. Foi introduzido na Espanha, a partir do México, no
século XVI, sendo que no século XVIII jA era largamente consumido em
varios paises europeus. Nos dias de hoje é considerado um alimento
universal (Giordano & Ribeiro, 2000).

Mais de duzentas doencas e disturbios fisiologicos foram relatados
afetando a tomaticultura em todo mundo e as causadas por virus merecem
destaque. Dentre as principais doencas viréticas que atacam o tomateiro
estdo as causadas por begomovirus, cucumovirus, tobamovirus e com
especial destaque para as causadas pelo género Tospovirus e pelo género
Potyvirus (de Avila, 1993).



Os tospovirus (familia Bunyaviridae) sdo responsaveis pela doenca
conhecida como “vira-cabeca-do-tomateiro” que causa perdas anuais em
cultivos de tomates de mesa e para processamento (de Avila, 1993). Esses
virus sdo transmitidos por tripes de maneira circulativa/propagativa (Wijkamp
et al., 1993). Espécies desse género possuem distribuicdo mundial e
apresentam grande diversidade de espécies virais infectando uma vasta
gama de hospedeiros. O Groundnut ringspot virus (GRSV) € a espécie de
tospovirus prevalente no Brasil em plantios de tomate e as plantas
suscetiveis geralmente apresentam sintomas de bronzeamento e/ou
manchas em anéis clorgticos nas folhas, necrose de peciolos, anéis
necroéticos em frutos, necrose generalizada e etc. (Lopes & de Avila, 2005).

O genoma dos tospovirus € formado por trés RNAs de fita simples
denominados RNAs L (senso negativo), M (ambisenso) e S (ambisenso) e a
proteina N que forma o nucleocapsideo viral (de Avila, 1993; Takeda et al.,
2002; Bucher et al., 2003; Snippe et al., 2007). As extremidades dos trés
RNAs sdo complementares entre si, formando uma estrutura pseudo-circular
mais estavel denominada “cabo de panela” (de Haan et al., 1989).

Em 1988, introduziu-se nas areas de plantio de tomate a cultivar
Stevens, derivada de cruzamentos com S. peruvianum, contendo o gene Sw-
5 que confere resisténcia ampla a tospovirus (Boiteux et al., 1993). Plantas
que possuem o0 gene Sw-5 restringem a infeccdo sistémica do virus e as
folhas inoculadas apresentam somente sintomas localizados, como lesdes
locais, por hipersensibilidade, caracteristicas de resisténcia conferida por
genes dominantes (Brommonschenkel et al., 2000). O gene Sw-5 pertence a
mesma classe de genes de resisténcia do gene Mi, 12, RPM1 e varios outros.
Essa classe de genes de resisténcia é denominada CC-(NB-ARC)-LRR, e
como caracteristica chave, apresenta regifes ricas no aminoacido leucina e
sitios altamente conservados de ligacdo de nucleotideos (Spassova et al.,
2001; Brommonschenkel et al., 2000).

Em 2003, Aramburu et al. reportaram a ocorréncia de um novo isolado
de Tomato spotted wilt virus (TSWV) capaz de quebrar a resisténcia de
plantas de tomate contendo o gene Sw-5 no nordeste da Espanha. Fato esse
confirmado em 2005, por Ciuffo et al. que relataram a ocorréncia de tal

isolado em regides produtoras de tomate da Italia. O isolado espanhol,



denominado GRAU, € o primeiro isolado de TSWV capaz de quebrar a
resisténcia conferida por Sw-5 e, aparentemente, se estabelecer nas areas
de cultivo.

Além dos tospovirus, espécies do género potyvirus representam uma
constante ameaca a cultura do tomate. Este género € considerado o maior e
mais importante género de virus de plantas (Hull, 2002). O Potato virus Y
(PVY), a espécie tipo, € um virus de grande importancia na cultura do
pimentdo e da pimenta (Nagai, 1968). No inicio da década de 70, a
introducéo de cultivares resistentes causou a diminuicdo da importancia deste
virus, apesar dessa resisténcia ser quebrada com frequéncia por novos
isolados (Nagai, 1983). O uso intenso dessas cultivares, levou a selecédo e
emergéncia de isolados virulentos considerados como variantes do PVY
capazes de suplantar esta resisténcia, como o PVY™. Essa estirpe foi
posteriormente caracterizada como sendo uma nova espécie de Potyvirus, 0
Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) que foi identificado inicialmente em
pimentdo mas também é capaz de afetar tomateiros (Inoue-Nagata et al.,
2002). Este potyvirus pode causar perdas de até 100%, como relatado em
regides produtoras do Espirito Santo, mais especificamente em plantios da
cultivar Alambra (de Avila et al, 2004; Maciel-Zambolim et al., 2004).

O genoma é formado por RNA fita simples senso positivo que codifica
uma poliproteina e € transmitido de maneira ndo-persistente por afideos (Hull,
2002). Plantas suscetiveis apresentam mosaico severo e deformacéao foliar,
sendo que, em plantas tolerantes € comum o desenvolvimento de mosaico
leve e amarelecimento de folhas novas. Os frutos ndo apresentam sintomas,
mas se tornam pouco desenvolvidos (Lopes & de Avila, 2005).

Até o momento ndo foram identificadas fontes de resisténcia em
tomate para o PepYMV. Alguns levantamentos ja foram realizados (Juhasz et
al., 2006), porém, sem conclusdes definitivas, apontando como possivel fonte
de resisténcia acessos selvagens da espécie Solanum habrochaites.

Visando aprofundar o conhecimento cientifico em relacdo a fontes de
resisténcia a Pepper yellow mosaic virus e as espécies de tospovirus que
agem nos neotrépicos infectando tomates, bem como analisar o0s

mecanismos da interacdo patégeno/hospedeira e o desenvolvimento de um



novo marcador para uso em melhoramento de tomateiros baseado no gene

Sw-5, esse trabalho tragou objetivos a serem alcangados.



Capitulo 1
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1. Caracteristicas da Cultura

O tomateiro é originario das Américas, mais precisamente da regiao
Andina, que corresponde o norte do Chile até o Equador. Foi introduzido na
Espanha, a partir do México, no século XVI, sendo que no século XVIII ja era
largamente consumido em varios paises europeus. Nos dias de hoje é
considerado um alimento universal. Seu fruto possui em sua composi¢ao
aproximadamente 93 a 95% de 4gua. Nos 5% a 7% restantes, encontram-se
compostos inorganicos, acidos organicos, acucares, solidos insoluveis em
alcool e outros compostos, merecendo destaque a alta concentracdo de
licopeno, que apresenta eficiéncia na prevencédo de cancer e fortalecimento
do sistema imunoldgico. Em relacdo as caracteristicas nutricionais, o tomate
apresenta vitaminas C, A e do complexo B, mesmo na pequena proporcao
total de matéria seca (Giordano & Ribeiro, 2000).

A temperatura minima para o cultivo esta entre 8° C e 11° C, sendo
que a temperatura 6tima para germinacdo estd entre 16° C e 29° C
(Geisenberg & Stewart, 1986). A planta suporta uma amplitude de 10° C a
34° C, sendo que a média ideal deve ser de 21° C, dando-se preferéncia para
o plantio em épocas ou em locais de pouca precipitacdo pluvial e baixa
umidade relativa do ar (Giordano & Silva, 2000). O solo deve ser profundo, de
facil drenagem, areno-argiloso, com teor de matéria organica em torno de 3%
e niveis adequados de nutrientes (Fontes, 2000).

O tomate foi recentemente agrupado no género Solanum (Peralta et
al., 2006) e € uma das hortalicas mais plantadas no mundo. Os principais
exportadores mundiais sdo Meéxico, Turquia, Estados Unidos, Uniao
Européia, Canada e China e os principais importadores sdo Estados Unidos,

Russia, Unido Européia e Canada (www.fas.usda.gov, em 14/08/2007). No

Brasil, o cultivo do tomate ocupa uma area de 56.275 hectares e obteve uma
producado de 3,3 milhdes de toneladas no ano de 2007. A area plantada, bem
como o grande volume dessa producao, colocaram o pais na nona posi¢ao
em se tratando da producdo mundial dessa hortalica, com a Regido Sudeste
sendo a maior produtora, com 43% do total produzido, colocando o tomate na
segunda colocacdo em se tratando da producdo de olericolas no pais,

ficando atras apenas da batata (Solanum tuberosum L.) (CNPH, 2008). Estes
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e outros fatos reforcam, ainda mais, a necessidade de tecnologias capazes
de melhorar a producdo por meio de novas cultivares resistentes a doencas e
de novas ferramentas moleculares, para facilitar a identificagcdo e
manipulacdo dos genes responsaveis por tais resisténcias.

Em 1753, Linnaeus descreveu trés espeécies de individuos hoje
reconhecidos como tomates e o0s alocou no género Solanum (S.
lycopersicum, S. peruvianum L. e S. pimpinellifolium). Philip Miller (1754), um
contemporaneo de Linnaeus, segregou 0 novo género Lycopersicon para
acomodar as espécies de Solanum com frutos multi-loculares, incluindo-se os
tomates, a batata (S. tuberosum L.) e diversas outras espécies (Darwin et al.,
2003). Os centros de diversidade sdo as regides andinas do Peru, Bolivia,
Equador, Sul da Colémbia e llhas Galapagos (Fontes & Silva, 2002; Darwin et
al., 2003; Peralta et al., 2005).

A classificagdo dos tomates dentro do género Lycopersicon foi mantida
por varios botanicos (modernos e classicos) e melhoristas, mas nem sempre
essa informacdo era unanime. O proprio Linnaeus (1753), em seu trabalho
original sobre a classificacdo dessa espécie, o0s incluiu como membros do
género Solanum e diversos taxonomistas reconheciam que os tomates
estavam classificados dentro do género Solanum e ndo no entédo segregado
género Lycopersicon (Fosberg, 1987; Child, 1990).

Andlises de caracteristicas morfologicas e moleculares, através do
estudo gendémico de cloroplastos, demonstraram que os tomates pertencem a
um grupo extremamente proximo das batatas (Spooner et al., 1993; Peralta &
Spooner, 2001). Peralta et al., (2006), apds anélise dos dados acumulados
nesse periodo, reagruparam os tomates no género Solanum, baseando-se
em analises de sequéncias de DNA e caracteristicas morfolégicas e de
distribuicdo. Atualmente, as espécies de tomate estdo alocadas no género
Solanum seccéo Lycopersicon, abrangendo 17 espécies (Tabela 1), sendo
gue a maioria destas é silvestre e ndo € utilizada na agricultura por produzir
frutos de pequeno porte, pubescentes ou de sabor desagradavel. Apesar
disso, algumas espécies sdo exploradas em programas de melhoramento
para a incorporacdo de caracteres de resisténcia a pragas ou de aspectos
nutritivos (Aragao et al., 2002; Gordillo et al., 2008).
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Tabela 1. Listagem de espécies de tomate e equivalentes no previamente reconhecido
género Lycopersicon e o modo de reproducao de cada espécie (modificado de Peralta et al.,

2006).
Nome da espécie Equivalente em Lycopersicon Reproducao*
Solanum lycopersicoides Lycopersicon lycopersicoides Al, al6gama
Dunal (Dunal em D.C.) A. Child ex

J.M.H. Shaw
Solanum sitiens .M. Lycopersicon sitiens (.M. Al, albgama
Johnst. Johnst.) J.M.H. Shaw
Solanum juglandifolium Lycopersicon ochranthum Al, albgama
Dunal (Dunal) J.M.H. Shaw
Solanum ochrantum Dunal  Lycopersicon juglandifolium Al, al6gama

Solanum pennelli Correll

Solanum habrochaites S.
Knapp & D.M. Spooner

Solanum chilense (Dunal)
Reiche

Solanum huaylasense
Peralta & S. Knapp

Solanum peruvianum L.

Solanum corneliomuelleri
J.F. Macbr

Solanum arcanum Peralta

Solanum chmeilewskii
(C.M. Rick, Kesicki, Fobes
& M. Holle) D.M. Spooner,
G.J. Anderson & R.K.
Jansen

Solanum neorickii D.M.
Spooner, G.J. Anderson &
R.K. Jansen

Solanum pimpinellifolium L.

Solanum lycopersicum L.

Solanum cheesmaniae (L.

(Dunal) J.M.H. Shaw

Lycopersicon pennelli (Correll)
D’Arcy

Lycopercion hirsutum Dunal
Lycopersicon chilense Dunal
Parte de Lycopersicon

peruvianum (L.) Miller

Lycopersicon peruvianum (L.)
Miller

Parte de Lycopersicon
peruvianum (L.) Miller;
também conhecida como L.
glandulosum C.F. Mull.

Parte de Lycopersicon
peruvianum (L.) Miller

Lycopersicon chmeilewskii

C.M. Rick, Kesicki, Fobes & M.

Holle

Lycopersicon parviflorum C.M.
Rick, Kesicki, Fobes & M.
Holle

Lycopersicon pimpinellifolium
(L.) Miller
Lycopersicon esculentum

Miller

Lycopersicon cheesmaniae L.

Usualmente Al, algumas AC

Tipicamente Al

Al, albgama

Tipicamente Al, alégama

Tipicamente Al, albgama

Tipicamente Al, albgama

Tipicamente Al, alégama,

raramente AC, autbgama,
alégama facultativa

AC, albgama facultativa

AC, altamente autégama

AC, autbgama, alogama
facultativa

AC, autdgama, alogama
facultativa

AC, exclusivamente
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Riley) Fosberg Riley autbgama

Solanum galapagense S.C. Parte de Lycopersicon AC, exclusivamente
Darwin & Peralta cheesmaniae L. Riley autégama

* Al = Auto-incompativel, AC = Auto-compativel

Mais de duzentas doencas e disturbios fisiologicos foram relatados
afetando a tomaticultura em todo mundo e as causadas por virus merecem
destaque. Dentre as principais doencas viréticas que atacam o tomateiro
estdo as causadas por begomovirus, cucumovirus, tobamovirus e com
especial destaque para as causadas pelo género Tospovirus e pelo género
Potyvirus (de Avila, 1993).

2. Tospovirus

Os Tospovirus sdo responsaveis pela doenca conhecida como
“spotted wilt", “peste negra” (Wiliams et al., 2001) e *“vira-cabeca-do-
tomateiro” (Silberschmidt, 1937) que causa perdas anuais em cultivos de
tomates (Solanum lycopersicum L.) de mesa e para processamento em todo
o mundo (Gordillo et al., 2008). Essas perdas superam a marca de 1 bilhdo
de dolares e Tomato spotted wilt virus (TSWV) figura entre os dez mais
importantes virus para a agricultura (Goldbach & Peters, 1994). Esses virus
fazem parte da familia Bunyaviridae, tipicamente formada por virus com
genoma de RNA tripartido, envelopado e que infectam animais (Goldbach &
Peters, 1996). Atualmente, 14 espécies de tospovirus sdo reconhecidas e
aprovadas pelo International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV),
sendo 8 estabelecidas e 11 tentativas (Fauquet et al., 2005) (Tabela 2).
Atualmente, o indice de 90% de identidade da seqUéncia da proteina do
nucleocapsideo (N) é utilizado como critério para se definir novas espécies de
tospovirus, apesar de que o relacionamento soroldgico, especificidade de

transmissao por vetores, sintomatologia e gama de hospedeiros também
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serem importantes fatores observados na definicdo de novas espécies deste
género (de Avila et al., 1993; Resende, 1995; Rosell6 et al., 1996).

Tabela 2. Espécies de Tospovirus, espécies de tripes vetores e distribuicdo
geogréfica dos mesmos (modificada de Mehraban, 2008).

Espécie de Tospovirus Vetor Distribuicdio geografica
Estabelecidas
Groundnut bud necrosis virus Thrips palmi, india, Sudeste da Asia

(GBNV)

Groundnut ring spot virus
(GRSV)

Impatiens necrotic spot virus
(INSV)

Peanut yellow spot virus (PYSV)

Tomato chlorotic spot virus
(TCSsV)

Tomato spotted wilt virus
(TSWV)

Watermelon silver mottle virus
(WSMoV)

Zucchini lethal chlorozis virus
(ZLcv)

Tentativas

Calla lily chlorotic spot virus
(CCsv)

Capsicum chlorosis virus
(CaCv)

Chrysanthemum stem necrosis
virus (CSNV)

Iris yellow spot virus (IYSV)

Melon severe mosaic virus
(MeSMV)

Melon yellow spot virus (MYSV)

Peanut chlorotic fan-spot virus
(PCFV)

Tomato fruit yellow ring virus
(TFYRV)

Tomato yellow ring virus
(TYRV)

Tomato zonate spot virus
(TZSV)

Watermelon bud necrosis virus
(WBNV)

Frankliniella schulzei

F. gemina, F. schultzei,
F. occidentalis

F. occidentalis

N&o conhecido

. occidentalis, F. intonsa,
. schultzei

mm

F. bispinosa, F. fusca,

F. cephalica, F. gemina,
F. intonsa, F. occidentalis,
F. schultzei, F. setosus,
T. tabaci

T. palmi

F. zucchini

T. palmi

Ceratothripoides claratris

F. occidentalis

T. tabaci

Nao conhecido

T. palmi

Scirtothrips dorsalis

T. tabaci

T. tabaci

Nao conhecido

T. palmi

América do Sul, Africa do Sul

EUA, Oeste e Sul da Europa

india, Tailandia

Ameérica do Sul

Mundial

Japéo, Taiwan

Brasil

Taiwan

Austrdlia, Tailandia

Brasil

Brasil, Israel, Holanda, EUA

México

Taiwan, Japéo

Taiwan

China

india
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As espécies que causam essa virose em tomate e que foram
identificadas no Brasil sdo: Tomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato
chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV) e
Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV) (Resende et al., 1996). Esses
virus sao transmitidos por tripes de maneira circulativa/propagativa e so pode
ser adquirido durante o primeiro e o segundo estagios larvais (Wijkamp et al.,
1995). Das 5000 espécies de tripes existentes, nove sdo consideradas
vetores virais (Mound, 1996). Tripes adultos ndo se tornam viruliferos, mesmo
apos periodos de alimentacdo prolongados em plantas infectadas (van de
Wetering et al., 1996). Adultos alados vivem por 30 a 45 dias, periodo pelo
qual podem transmitir 0 virus. Apds a aquisicéo, o virus chega até as células
epiteliais do intestino médio, onde se replica. A partir deste ponto, as
particulas virais vao até as glandulas salivares (Nagata et al., 1999). O GRSV
€ a espécie de tospovirus prevalente no Brasil devido a presenca do vetor
Frankliniella schultzei nas regides produtoras e a alta eficiéencia de
transmissao dessa espécie de tospovirus por essa espécie de tripes (Nagata
et al., 2004).

As particulas virais sdo esféricas e envolvidas por uma membrana
lipidica, denominada envelope, e associadas a essa membrana estdo as
glicoproteinas Gc e Gn, responsaveis pela interacdo do virus com seu vetor,
determinando a transmissao e a especificidade (Wijkamp et al., 1995; Uliman
et al.,, 2005). A parte interna da particula € composta pelo genoma viral
encapsidado pela proteina N e 10 a 20 cépias da RNA polimerase
dependente de RNA (van Poelwijk et al., 1993). O genoma dos tospovirus é
formado por trés RNAs de fita simples denominados RNAs L (senso
negativo), que sintetiza a polimerase dependente de RNA; M (ambisenso),
gue sintetiza as proteinas NSm (proteina de movimento responsavel pelo
transporte célula-a-célula) e precursores de Gc e Gn; e S (ambisenso), que
sintetiza a proteina NSs (supressora do silenciamento génico) e a proteina N
que forma o nucleocapsideo viral e €& envolvida na regulagcdo da
transcricao/replicacdo (de Avila, 1993; Takeda et al., 2002; Bucher et al.,
2003; Snippe et al, 2007). As extremidades dos trés RNAs sao
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complementares entre si, formando uma estrutura pseudo-circular mais

estavel denominada “cabo de panela” (de Haan et al., 1989) (Figura 1).

Froteina M

Wembrana originaria
do hospedeiro

Figura 1. Representacdo esquematica da particula de um
tospovirus. A membrana lipidica contém as glicoproteinas (Gn e
Gc). As trés estruturas localizadas na parte interna correspondem
as ribonucleoproteinas (RNPs), formadas por RNA viral
encapsidado pela proteina N e a polimerase (L) (adaptada de
Hogenhout et al., 2008).

As proteinas codificadas pelos RNAs M e S sao traduzidas a partir de
RNAs subgendmicos. Isso significa que, antes da traducdo, devem ocorrer a
transcricdo e o processamento de mRNAs. Para que esse processamento
ocorra, 0 virus recorre ao cap-snatching, que consiste na remocao de
pequenas sequéncias dos mMRNAs da hospedeira (caps), de
aproximadamente 12 a 18 nucleotideos, que correspondem ao sitio de
ligacdo dos ribossomos. Essas sequéncias sdo em seguida incorporadas aos
MRNAs virais, comprometendo grandemente a traducdo dos RNAs da
hospedeira (Kormelink et al., 1992) (Figura 2). Apos a entrada nas células, as
particulas perdem o envelope lipidico, possivelmente pela acdo de enzimas
presentes nos lisossomos, desagregando-se assim o0 nucleocapsideo. A
polimerase viral entdo transcreve os RNAs gendmicos, sintetizando-se 0s
RNAs mensageiros. Ap6s o0 processo de cap-snatching, os mRNAs séao
traduzidos, originando-se as proteinas estruturais e nao-estruturais que sao

posteriormente envelopadas no reticulo endoplasmatico e complexo de golgi.
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Essas particulas podem ser adquiridas ou transmitidas pelos vetores,
enquanto novos nucleocapsideos se deslocam para células adjacentes
através de estruturas tubulares nos plasmodesmas originarios da acdo da
proteina Nsm (Storms et al., 1995; Ribeiro et al., 2008).

Segmento L

L {3315 kDa)
il &
4 Transcrigéo
vRMA (8897 nt) 3’ 5
3 Replicacédo
veRMNA 5 —] — 3
Ge (46 kDa) + Gn (75 kDa) N (288 kDa)
pm{— 3 w3
4 Transcrigao Transcrigéo
vRMNA (4821 nt) 3 F5 vRMNA {2916 t) 33— 5’
3 Replicagéo 3 Replicagao
VRNA & [y VCRNA 57 -
¥ Transcricéo ¥ Transcricéo
L |mmy y{ }my
Nsm (33 6 kDa) Nss (53 4 kDa)
Segmento M Segmento S

Figura 2. Estratégia de expressao do genoma de tospovirus. VRNA = RNA sentido
viral; vcRNA = RNA sentido complementar; L = polimerase viral; Gc e Gn =
glicoproteinas; N = proteina do nucleocapsideo; Nsm = proteina de movimento;
Nss = proteina nao-estrutural. Os segmentos destacados na regido 5' de cada
transcrito representam a seqiiéncia cap adquirida durante o processo de cap-
shatching.

Plantas suscetiveis podem apresentar manchas cloroticas em folhas,
murchas, necroses de tecido, anéis cloroticos e necroéticos em frutos, necrose
apical, necrose generalizada e/ou bronzeamento (Figura 3). Infeccdes
ocorridas prematuramente em cultivares altamente suscetiveis podem levar
ao decaimento completo e morte da planta. Durante os periodos mais
guentes e secos do ano, perdas de maior amplitude séo observadas devido a
maior dispersdo e multiplicacdo dos vetores (Lopes & de Avila, 2005). Em
locais de clima ameno, o dano causado por tospovirus normalmente se

restringe a casas de vegetacéo (Soler et al., 2003).
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Figura 3. Sintomas tipicos de infeccdo por tospovirus em plantas de tomateiro. (A)
Sintomas avancados em folhas, peciolos e hastes. (B) Sintomas em frutos (Fonte:
Saidi & Warade, 2008).

O genoma dos tospovirus é muito sujeito a mutacdes devido a sua
constituicdo genética ser baseada em trés segmentos de RNA. Como este
nao possui um mecanismo de reparo (proof reading) durante a replicagao
viral, os indices de mutacéo séo elevados (Roossinck, 1997). Dessa forma, o
surgimento de isolados capazes de suplantar genes de resisténcia
estabelecidos é relativamente comum (Herrero et al., 2000). Em 2003,
Aramburu et al. reportaram a ocorréncia de um novo isolado de TSWV capaz
de quebrar a resisténcia de plantas de tomate contendo o gene Sw-5 no
nordeste da Espanha. Fato esse confirmado em 2005, por Ciuffo et al. que
relataram a ocorréncia de isolado similar em regides produtoras de tomate na
Itdlia. O isolado espanhol, denominado GRAU, é o primeiro isolado de TSWV
capaz de quebrar a resisténcia conferida por Sw-5 e, aparentemente, se
estabelecer nas areas de cultivo. Outro isolado, conhecido como JF1, ja havia
sido identificado infectando plantas que possuiam o gene Sw-5 (Thompson &
van Zijl, 1996), mas este ndo apresentou capacidade de disseminacdo para

outras areas de cultivo além do campo de origem.
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2.1. Resisténcia mediada pelo gene Sw-5 em tomate

Devido a importancia econbmica das perdas causadas por tospovirus,
a resisténcia genética tem sido o foco das pesquisas voltadas ao manejo
dessas viroses. Os primeiros estudos voltados a resisténcia a TSWV
demonstraram a existéncia de cinco genes de duas espécies de Solanum:
Solanum pimpinellifolium (Samuel et al., 1930) e S. lycopersicum (Holmes,
1948). Dois genes dominantes foram denominados Sw-12 e Sw-1° e trés
genes recessivos foram denominados sw-2, sw-3 e sw-4 (Finlay, 1953). Em
todos os casos, a resisténcia a tospovirus conferida por esses genes foi
rapidamente superada e nenhum outro trabalho foi desenvolvido
posteriormente. O gene Sw-5, primeiramente identificado em S. peruvianum,
demonstrou ser mais estavel e menos isolado-especifico, conferindo
resisténcia ampla a todos os tospovirus que infectam tomate (Stevens et al.,
1992; Rosell6 et al., 1998).

Em 1988, introduziu-se nas areas de plantio de tomate a cultivar
Stevens, derivada de cruzamentos com S. peruvianum, contendo o gene Sw-
5 conferindo resisténcia ampla a tospovirus (Boiteux et al., 1993). Plantas
gue expressam 0 gene Sw-5 restringem a infeccéo sistémica do virus e as
folhas inoculadas apresentam somente sintomas localizados, como lesbes
locais, causadas por reacdo de hipersensibilidade no sitio de inoculacéo,
caracteristicas de resisténcia conferida por genes dominantes
(Brommonschenkel et al., 2000). O gene Sw-5 pertence a mesma classe de
genes de resisténcia do gene Mi, que confere resisténcia a Meloidogyne spp.;
do gene 12, que confere resisténcia a Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici;
do gene RPM1, que confere resisténcia a Pseudomonas syringae pv.
maculicola em Arabidopsis sp. e varios outros. Essa classe de genes de
resisténcia € denominada NBS-LRR, familia de genes que contém regides
ricas no aminoacido leucina e sitios altamente conservados de ligacdo de
nucleotideos (Spassova et al., 2001; Brommonschenkel et al., 2000) (Tabela
3).
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Tabela 3. Classes de genes R caracterizados em varias espécies vegetais contendo
estruturas conservadas entre eles (adaptada de Hulbert et al., 2001).

Classe/Gene

Interacao (Hospedeira/Patdgeno)

Estrutura da proteina

1

L

M

N

P

RPP1
RPP5
RPS4

Bs2

Dm3
Gpa2/Rx1

12

Mi

Mla

Pib

Pi-ta

Prf

Rpl

RPM1
RPP8/HRT

RPP13
RPS2
RPS5
Rx2
Sw-5
Xal

Cf-2/5
Cf-4/9

Pto

Xa2l

HSlpro-l

RPW8

Linho/Melampsora lini
Linho/Melampsora lini
Tabaco/TMV
Linho/Melampsora lini
Arabidopsis/Peronospora
Arabidopsis/Peronospora
Arabidopsis/Peronospora
Pimenta/Xanthomonas
Alface/Bremia
Batata/Globodera
Batata/PVX (Rx1)
Tomate/Fusarium

Tomate/Meloidogyne/Macrosiphum

Cevada/Blumeria
Arroz/Magnaporthe
Arroz/Magnaporthe
Tomate/Pseudomonas
Milho/Puccinia
Arabidopsis/Pseudomonas
Arabidopsis/Peronospora
Arabidopsis/TCV (HRT)
Arabidopsis/Peronospora
Arabidopsis/Pseudomonas
Arabidopsis/Pseudomonas
Batata/PVX
Tomate/Tospovirus

Arroz/Xanthomonas

Tomate/Cladosporium

Tomate/Cladosporium

Tomate/Pseudomonas

Arroz/Xanthomonas

Beterraba/Heterodera

Arabidopsis/Erisyphe

TIR-NBS-LRR*
TIR-NBS-LRR
TIR-NBS-LRR
TIR-NBS-LRR
TIR-NBS-LRR
TIR-NBS-LRR
TIR-NBS-LRR
NBS-LRR
NBS-LRR
NBS-LRR

NBS-LRR
NBS-LRR
NBS-LRR
NBS-LRR
NBS-LRR
NBS-LRR
NBS-LRR
NBS-LRR
NBS-LRR

NBS-LRR
NBS-LRR
NBS-LRR
NBS-LRR
NBS-LRR
NBS-LRR

LRR-TM*
LRR-TM

Proteina quinase

LRR-TM-quinase

Unica

Unica
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7 Mio Cevada/Blumeria Proteina de membrana

8 Hml Milho/Cochliobolus Toxina reductase

* NBS = sitio de ligacdo de nucleotideos (nucleotide binding site); LRR = repeticfes ricas em
leucina (leucine-rich repeats); TIR = dominio homdlogo ao gene Toll de Drosophila e o
receptor Interleucina-1 de mamiferos; TM = dominio transmembrana (transmembrane
domain). Os dominios sédo listados a medida que surgem na proteina no sentido N a C

terminal.

Solanum peruvianum é considerado a melhor fonte de resisténcia a
tospovirus e varios acessos foram considerados resistentes ou imunes
(Paterson et al., 1989). Stevens et al. (1994) reportaram 8 acessos de S.
peruvianum com alta proporcao de plantas resistentes contra 3 isolados
de TSWV. Rosell6 et al. (1999) encontraram altos niveis de resisténcia em
seis acessos de S. peruvianum: PI-126935, PI-126944, CIAPAN-16,
CIAPAN-17 e PE-18. Todos 0s acessos apresentaram reacOes de
hipersensibilidade.

O gene Sw-5, mapeado no cromossomo 9, tem sido usado
amplamente no desenvolvimento de variedades de tomate hibridos. Esse
uso tem levado a uma queda consideravel nas perdas econdmicas
causadas pelos tospovirus. Apesar disso, essa resisténcia pode ser
sobrepujada por alta pressdo de in6culo ou ampla variagdo de
temperatura (amplitude térmica) (de Avila et al., 1993; Diez et al., 1995;
Rosello et al., 1997; Rosell et al., 1998).

A resisténcia conferida pelo gene Sw-5 ndo pode mais ser
considerada uma fonte duravel de resisténcia. Cho et al. (1996)
reportaram que certos isolados conseguiram quebrar essa resisténcia,
assim como, os reportados por Latham & Jones (1998) que foram
selecionados a partir de populacbes silvestres. Aramburu et al. (2002)
detectaram um isolado, denominado GRAU, que pode quebrar a
resisténcia conferida por Sw-5 em areas de plantio da Espanha. O
surgimento de diferentes isolados capazes de superar o gene de
resisténcia Sw-5 em varias partes do mundo onde se cultiva o tomate

representa uma ameaca para a exploracdo dessa hortalica,
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principalmente em areas onde os cultivos se difundiram gracas ao uso de
variedades que expressam este gene.

A interacdo entre o gene Sw-5 e 0s tospovirus no tomateiro pode
ser considerada como uma interagdo gene-a-gene, apesar de ainda néo
ter sido identificado o gene responsavel pela ativacdo do sistema de

reconhecimento.

2.3. Teoria gene-a-gene na interacao patégeno/hosp  edeiro

Os trabalhos de Flor (1971) introduziram os conceitos da teoria gene-
a-gene que, por definicdo, baseia-se na ocorréncia de genes de resisténcia
(R) em hospedeiros e elicitores - ou componentes - de aviruléncia (Avr) em
patogenos, gerando reacdes de hipersensibilidade que representam uma das
possiveis interagcdes negativas em um patossistema. Em relacdo a interacao
entre virus e plantas, genes que codificam a replicase, proteina de
movimento e a proteina do capsideo ja foram identificados como genes Avr
(Weber et al., 1993; Whitham et al., 1994; Bendahmane et al., 1995; Gilardi et
al., 1998; Brommonschenkel et al., 2000; Hoffmann et al., 2001; Spassova et
al.,, 2001; Lovato et al., 2008). Heath (1987; 1991) postulou que uma
interacdo gene-a-gene evolui como uma resposta a pressao de selecao sobre
o hospedeiro apds o estabelecimento de compatibilidade basica através da
producdo de fatores de patogenicidade pelo patdbgeno em questdo. Essa
presséo resulta na evolugdo de resisténcia baseada em hipersensibilidade
que é ativada por um produto do gene de aviruléncia depois da interacdo com
um receptor derivado de um gene R.

O mecanismo que explica mais precisamente as interacdes gene-a-
gene se baseia no reconhecimento do gene Avr do patdégeno por produtos do
gene R através da interacdo direta com a proteina derivada daquele gene, ou
pela interacdo com algum outro componente originario do mesmo
(Staskawicz et al., 1995). Para superar este mecanismo de reconhecimento,
pequenas alteracdes em aminoacidos que compdem esses genes virais, mas
gue ndo chegam a afetar significativamente o0 mecanismo de patogenicidade,
podem ocorrer. Essa quebra da resisténcia caracterizada por esse

mecanismo de reconhecimento ja foi comprovada em diversos cultivos de
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grande importancia econdmica e a caracterizacdo e 0 mapeamento de novos
genes R, principalmente para espécies cultivadas de Solanaceas, foi
realizado de maneira extensiva (Grube et al., 2000; Gebhardt et al., 2001).

A maioria da resisténcia amplamente utilizada em um contexto mundial
referente aos plantios comerciais € dominante e geralmente monogénica e
grande parte deste grupo, que chegou a ser caracterizado molecularmente,
confere resisténcia a bactérias ou fungos (Hammond-Kosack & Parker, 2003).
Essa resisténcia € caracterizada pela ocorréncia constante de reacdo de
hipersensibilidade (HR) no sitio de entrada do patdgeno macroscopicamente
observada como o surgimento de lesdes locais necroticas seguida de
absciséo foliar. As células mortas no sitio de infeccdo podem restringir o
movimento do patdégeno ou servem como reservatorio de compostos
antimicrobianos como fitoalexinas sintetizadas por células que circundam a
lesdo. Ocorre também a deposicdo de calose, lignina, glicoproteinas e o
acumulo de outras proteinas relacionadas com a patogénese, como 1,3-f3-
glucanases e quitinases, resultando na limitagdo da movimentagéao a curta e
a longa distancia por parte do virus (Collinge & Slusarenko, 1987; Keppler &
Baker, 1989; Bol et al., 1990; Bostock & Stermer, 1990). Xie & Chen (2000)
afirmaram que as reacbOes de hipersensibilidade ativadas por uma reacao
incompativel entre patégeno e hospedeiro tém caracteristicas comuns aos
processos apoptoticos em células animais. Algumas reacdes como a
fosforilacdo protéica e geracdo de ROS (reactive oxygen species), que
ocorrem em células animais em processos de apoptose foram verificados em
reacoes de hipersensibilidade em plantas (Apel & Hirt, 2004). As ROS
possuem atividade antimicrobiana e sdo capazes de reduzir a viabilidade do
patdgeno (Greenberg & Yao, 2004).

Na ultima década, varios genes de resisténcia e seus correspondentes
de aviruléncia virais foram clonados, por exemplo, os genes RTM1/RTM2 e
HRT em Arabidopsis, que conferem resisténcia a Tobbaco mosaic virus
(TMV) e Turnip crinckle virus (TCV), respectivamente (Cooley et al., 2000) e
0s genes Tm22 e Sw-5 em tomate, que conferem resisténcia a Tomato
mosaic virus (ToMV) e TSWV, respectivamente (Weber et al.,, 1993;

Brommonschenkel et al. 2000, Spassova et al., 2001).
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Pesquisas que visam compreender a interacdo entre genes de
resisténcia a TSWV e seu componente de aviruléncia foram realizados
anteriormente em alguns membros dessa classe de genes como Sw-5 e Tsw,
originario de Capsicum chinense e que também apresenta reacdo de
hipersensibilidade a infec¢éo por tospovirus (Hoffmann et al., 2001; Margaria
et al., 2007; Lovato et al., 2008). No caso do gene Tsw, a expressao do gene
de aviruléncia parece estar localizada no componente S, que contém o0s
genes NSs, que sintetiza uma proteina ndo estrutural e que esta envolvida
com a supresséo do silenciamento génico e N, que sintetiza a proteina do
capsideo (de Avila, 1993; Lovato et al., 2008). Para o gene Sw-5, Hoffmann
et al. (2001) verificou, através do uso de isolados recombinantes, que o gene
de aviruléncia desta interacdo esta localizado no componente M, que contém
o0 gene NSm, que sintetiza a proteina de movimento; e o precursor das
glicoproteinas Gc e Gn que recobrem o envelope lipidico e sao responsaveis
pela interacdo tospovirus/inseto vetor (Bandla et al., 1998).

A compreensao dessas interacbes pode levar ao desenvolvimento de
novas fontes de resisténcia, algo considerado de extrema importancia e
premente, pois a ocorréncia de isolados capazes de suprimir sua funcao ja
foram confirmadas em cultivos de tomate em diferentes paises (Thompson &
Van Zijl, 1996; Aramburu & Marti, 2003; Ciuffo et al., 2005;). Além disso,
podem contribuir para o entendimento dos processos de geracdo dos
isolados capazes de superar essa resisténcia no campo. A capacidade de
multiplicacéo no inseto vetor e a composi¢cao de seu genoma tripartido podem
potencialmente conferir aos virus da familia Bunyaviridae a geracao de novos
isolados, a partir de eventos de recombinacdo (reassortment) de segmentos
inteiros de seu genoma (Ullman et al., 1993; Wikamp et al. 1993).
Considerando esse potencial de adaptacdo, a possivel manipulacdo da
resisténcia para a criacdo de alternativas duraveis e especificas depende
essencialmente do entendimento das interacdes patégeno/hospedeira.

Para a observacao dessas interacdes, novas ferramentas devem ser
desenvolvidas. Lau et al. (2006) testaram a capacidade de reconhecimento
de fatores do patdgeno em plantas de tabaco selvagem da espécie Nicotiana
benthamiana transformadas com o gene Sw-5. Esse modelo bioldgico

mostrou-se funcional, apresentando o mesmo espectro de resisténcia do
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l6cus Sw-5 em tomate com reacdes de hipersensibilidade que contiveram 0s
in6culos de TCSV, GRSV e CSNV (de forma variavel) nos sitios de infecgéo,
apesar de ter se verificado a existéncia de polimorfismos que podem ter
levado a diferentes niveis de resisténcia. Spassova et al. (2001)
demonstraram a eficiéncia da plataforma transgénica baseada em Sw-5 ao
transformar plantas de Nicotiana tabacum com este l6cus. A partir dessa
plataforma, foi possivel demonstrar que a cépia Sw-5b do I6cus era suficiente
para conferir resisténcia a tospovirus e que Sw-5a parece contribuir para o
aumento do grau de resisténcia, apesar de ndo ser em uma intensidade
significativa.

Outro género de virus de grande importancia para o tomateiro é o
Potyvirus, do qual faz parte uma nova espécie identificada em 2002,
comprovadamente importante em plantios de tomate, principalmente na

regido serrana do Espirito Santo.

3. Pepper yellow mosaic virus

Os potyvirus sdo considerados o maior e mais importante género de
virus de plantas, com 20% das espécies conhecidas, apresentando
aproximadamente 200 espécies — 110 definitivas e 86 provaveis espécies
novas (Hull, 2002; Fauquet et al., 2005) e sdo capazes de infectar mais de
2.000 espécies de plantas (Berger et al., 2005). O potencial de dano desses
virus é considerado extremamente alto para a agricultura tornando a busca
por resisténcia a esses virus essencial para o manejo das culturas
suscetiveis a esses patdgenos (Shukla et al., 1988; Fauquet et al., 2005). O
Potato virus Y (PVY), a espécie tipo, € um virus de grande importancia na
cultura do pimentdo e da pimenta e desde a década de 60 é considerado
fator limitante da producéo no Brasil (Nagai, 1968). No inicio da década de
70, a introducéo de cultivares resistentes causou a diminui¢cdo da importancia
deste virus, apesar dessa resisténcia ser quebrada com freqiéncia por novos
isolados (Nagai, 1983). O uso intenso dessas cultivares levou a selegcéao e
emergéncia de isolados virulentos considerados variantes de PVY capazes

de suplantar esta resisténcia, como o PVY™, no inicio da década de 90. Essa
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estirpe, denominada dessa forma por infectar pimentdes da cultivar ‘Magda’,
emergiu como nova ameaca a plantios que apresentavam resisténcia a PVY
(Nagai, 1993) (Figura 4). Analises baseadas em ELISA direto e do genoma
correspondente a regido 3' UTR e da capa protéica, caracterizaram este
isolado como sendo uma nova espécie de potyvirus por apresentar baixa
relacdo filogenética com isolados tipicos de PVY. Essa nova espécie,
denominada Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) (Inoue-Nagata et al.,
2002), foi identificada também afetando cultivos de tomate causando perdas
de até 100%, como relatado em regides produtoras do Espirito Santo, mais
especificamente em plantios da cultivar Alambra (de Avila et al, 2004; Maciel-
Zambolim et al., 2004). Existem diferencas biolégicas e genbmicas entre
isolados de PepYMV de pimentdo e de tomate, que vao desde a gama de
hospedeiros até intensidade de sintomas e variabilidade de nucleotideos e
aminoacidos do gene da capa protéica (Cunha et al., 2004). Atualmente
esses isolados sdo causadores de sérios problemas, tanto em plantios de
tomate quanto de pimentdo (Inoue-Nagata et al., 2002).

Figura 4. Planta de pimenta (Capsicum sp.) apresentando
sintomas intensos de infeccéo por PepYMV.

Alguns levantamentos demonstraram que o0 PepYMV esta se
distribuindo por importantes regides produtoras de hortalicas no pais. Em
levantamento realizado por Palazzo et al. (2004), 23% de plantas com

sintomas de viroses apresentaram infeccédo por PepYMV. Levantamentos em

26



outros estados, como Minas Gerais (Ferreira et al.,, 2005) e no Distrito
Federal (Dianese et al., 2008), detectaram alta incidéncia de PepYMV em
plantios comerciais de tomate.

Como caracteristico para os potyvirus (Hull, 2002), o genoma &
formado por RNA fita simples senso positivo que codifica uma poliproteina de
aproximadamente 10 kb, com uma proteina codificada pelo virus (VPQ)
covalentemente ligada a extremidade 5 e uma calda poli-A na extremidade
3'. Apresenta uma particula filamentosa de 680 a 900 nm de comprimento e
11 a 13 nan6metros de diametro, aproximadamente (Figura 5). A poliproteina
€ clivada pela acdo de proteases produzidas pelo préprio virus ou pelo
hospedeiro. Essa clivagem resulta na liberacdo de sete proteinas
denominadas P1, helper component (HC-Pro), P3, inclusédo cilindrica (Cl),
inclusao nuclear A (Nla), incluséo nuclear b (NIb), proteina do capsideo (CP)
e duas pequenas proteinas denominadas 6K1 e 6K2 (Riechmann et al., 1992;
Berger et al.,, 2005) (Figura 6). Proteinas produzidas em excesso formam
inclusdes citoplasmaticas, principalmente do tipo cata-vento, gracas ao
acimulo da proteina Cl (Figura 7). O acumulo destas inclusdes,
citoplasmaticas ou nucleares, é uma das caracteristicas principais das

infec¢Bes causadas por potyvirus (Zerbini & Maciel-Zambolim, 1999).

Figura 5. Particulas  purificadas de  potyvirus  (Fonte:
http://www.dpvweb.net/intro/ al.gif em 11/03/2009).
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Figura 6. Mapa genbmico dos potyvirus. As barras mostram os sitios de clivagem. A barra
azul mostra a organizagdo dos genes virais. Os nimeros acima mostram o tamanho das
proteinas codificadas por cada gene. Abaixo da linha, 0s nomes das proteinas estruturais e a
funcéo de cada uma.

Figura 7. InclusGes em cata-vento formadas a partir do acumulo de
proteinas de potyvirus em células infectadas (Fonte: http://mcb.web.psi.ch/
teaching/ Virology/ PlantsPoeggeler 05 files/ slide0055 image071.jpg em
11/03/20009).

As proteinas CI, NIb, Nla, 6K2, P1, HC e P3 estéo relacionadas com a
replicacdo viral. A proteina do capsideo (CP) juntamente com HC-Pro estdo
intimamente ligadas ao processo de movimentacgdo viral célula-a-célula e a
longa distancia e, ainda, a transmissao por afideos (Revers et al., 1999).

Plantas suscetiveis apresentam mosaico severo e deformacéao foliar,
sendo que, em plantas tolerantes € comum o desenvolvimento de mosaico
leve e amarelecimento de folhas novas. Os frutos ndo apresentam sintomas,
mas se tornam pouco desenvolvidos (Lopes & de Avila, 2005). Em tomate, as
folnas apresentam mosqueado leve, até um mosaico forte que toma a
superficie foliar e causa grande reducdo na producdo (Inoue-Nagata et al.,
2002; Maciel-Zambolim et al., 2004). Sintomas em plantas indicadoras séao
bastante similares aqueles causados por PVY. Para se diferenciar isolados
de PVY e PepYMV, recomenda-se o0 uso de Datura metel. Essa indicadora

apresentara clareamento de nervuras, mosqueado e deformacao foliar
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guando infectada por PVY; e pontos necréticos que podem evoluir até a
morte da planta quando infectada por PepYMV (Inoue-Nagata & Resende,
2008).

Este virus é transmitido de maneira ndo-persistente por afideos, se
depositando no estile dos vetores (Hull, 2002) (Figura 8). Desse modo, pode
ser transmitido rapidamente ap0s a aquisicdo. Por essa razdo, o controle
através da erradicacdo de vetores é considerado bastante ineficiente (Nagai,
1993). O uso de defensivos agricolas acaba por estimular o nidmero de
picadas de prova do inseto, aumentando assim a eficiéncia da transmisséo
(Berger et al., 2005). Devido a ocorréncia constante de infecgbes mistas no
campo, a analise através de sorologia ou o desenvolvimento de novas
ferramentas moleculares para deteccdo deste novo virus se véem
necessarias. A simples analise de sintomas para se identificar infeccées por
PepYMV ndo sdo consideradas suficientes, pois 0s sintomas apresentados
por plantas infectadas por esse virus se confundem aqueles que surgem
devido a infec¢des por begomovirus (Dianese et al., 2008).

Figura 8. Afideos na face inferior de uma folha de tomateiro (Fonte:
http://www.ces.ncsu.edu/chatham/ag/SustAg/GSFgraphics/aphids.jpg em
11/03/ 2009).

Até o momento ndo foram identificadas fontes de resisténcia em
tomate para o PepYMV. Alguns levantamentos preliminares buscando
identificar acessos resistentes ao virus ja foram realizados (Juhasz et al.,
2006), porém, sem conclusdes definitivas, apontando como possivel fonte de
resisténcia acessos selvagens da espécie Solanum habrochaites.
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3.1 Resisténcia recessiva envolvida na interacao

potyvirus/hospedeira

Pelo fato deste virus ser transmitido de maneira ndo-persistente e nao-
circulativa, o manejo da doenca através de pulverizacbes de defensivos
visando a eliminacdo do vetor ndo resultam em efeitos positivos (Berger et
al.,, 2005). O uso de resisténcia genética torna-se a Unica alternativa
significativa, apesar de que métodos preventivos como uso de mudas sadias
e alocacado de plantios longe de lavouras com plantas velhas de pimentdo ou
tomate podem evitar grandes perdas (Lopes & de Avila, 2005).

A maioria dos genes de resisténcia disponiveis para melhoramento
genético do tomateiro sao originarios de espécies silvestres desse género
(Doganlar et al., 1997). A espécie de tomateiro selvagem Solanum
peruvianum é considerada uma das mais importantes doadoras de genes de
resisténcia e de caracteres agronémicos e nutricionais (Stevens et al., 1992).
Solanum habrochaites (antigo Lycopersicon hirsutum) também fornece genes
de resisténcia, mas, diferentemente do que é fornecida por S. peruvianum, é
do tipo recessiva (Parrella et al., 2002). Varios genes que conferem esse tipo
de resisténcia contra viroses ja foram identificados (Tabela 4), demonstrando
gue para esses patdgenos a resisténcia recessiva parece ser extremamente

comum (Fraser, 1990).
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Tabela 4. Genes recessivos de resisténcia a virus vegetais encontrados em acessos de

plantas cultivadas e selvagens (modificado de Maule et al., 2007).

Virus

Espécie Vegetal

Referéncias

Genes Naturais
pvrl, pvr2',
pvr2® + pvré

pot-1
sbm1l

mo1',mo1?
rym4/5

rymvl

nsv
Mutantes

elF4E1

elF(iso)4E

elF4E (cuml)

PVY, Tobacco etch virus (TEV),
Potato vein mottling virus (PVMV)
PVY, TEV

Pea seed borne mosaic virus
(PSbMV)

Lettuce mosaic virus (LMV)

Barley mild mosaic virus (BaMMV),
Barley yellow mosaic  virus
(BaYMV), Barley yellow mosaic
virus 2 (BaYMV-II)

Rice yellow mottle virus (RYMV)
Melon necrotic spot virus (MNSV)

Clover yellow vein virus (CYVV)
Turnip mosaic virus (TuMV), LMV,
TEV

CMV

Pimenta (Capsicum spp.)

Tomate (Solanum spp.)

Ervilha (Pisum sativum)

Alface (Lactuca sativa)
Cevada (Hordeum vulgare)

Arroz (Oryza sativa)
Meléao (Cucumis melo)

Arabidopsis thaliana

A. thaliana

A. thaliana

Ruffel et al., 2002; 2006
Kang et al., 2005

Ruffel et al., 2005
Gao et al., 2004

Nicaise et al., 2003
Stein et al., 2005;
Kanyuka et al., 2005

Albar et al., 2006
Nieto et al., 2006

Sato et al., 2005
Duprat et al., 2002 ;
Lellis et al., 2002
Yoshii et al., 2004
Yoshii et al., 2004

elF4G (cum2) CMV, Tobacco mosaic virus (TMV)  A. thaliana

Duas hipdteses sédo levantadas quando se analisa a resisténcia
fornecida por genes recessivos: a primeira aborda a possibilidade de que a
resisténcia seja passiva, a partir da falta ou da mutacdo de um fator do
hospedeiro, necesséario para a complementagcdo do ciclo de infeccéo; a
segunda se baseia em uma resisténcia ativa, capaz de produzir um inibidor
ou algum fator que reconhece moléculas produzidas pelo virus (Fraser, 1990;
Diaz-Pendon et al., 2004; Robaglia & Caranta, 2006).

Os virus sao diretamente dependentes de fatores do hospedeiro para
que sejam capazes de completar o ciclo de infec¢do. Estudos desses fatores
levaram a identificacdo de mutacées de componentes do chamado complexo
eucariotico de iniciacdo da traducdo (elF4E e elF4G) capazes de conferir
resisténcia a virus de RNA (Diaz-Pendon et al., 2004; Robaglia & Caranta,
2006). Foi verificada a interacdo direta desse fator com a proteina VPg de
PVY (Kang et al., 2005). A confirmacao da participacdo destes fatores no
desenvolvimento de resisténcia ndo € inesperado, pois todos 0s virus
precisam ser traduzidos para que o processo infectivo se inicie. Apesar disso,
a interferéncia de elF4E na movimentac&o do virus observada por Gao et al.

(2004), acabou por levantar davidas quanto a funcdo do fator de iniciacao
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durante a infeccao viral. Ainda ndo se sabe ao certo se este fator de iniciacao
age unicamente sobre a traducdo do RNA no inicio do ciclo de infec¢éo, ou

se possui uma funcdo chave em outras fases deste ciclo.

Escopo e objetivos da presente tese

Considerando o0 estudo desses dois modelos de interacao
patdgeno/hospedeira descritos acima, o presente trabalho teve como objetivo
geral aprofundar o conhecimento cientifico em relacéo a fontes de resisténcia
a Pepper yellow mosaic virus e as espécies de tospovirus que agem nos
neotropicos infectando tomates, bem como desenvolver um novo marcador
para uso em melhoramento de tomateiros baseado no gene Sw-5 e a analise

de mecanismos da interacdo patdgeno/hospedeira.
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1)

2)

3)

OBJETIVOS

Buscar novas fontes de resisténcia a Tospovirus e Pepper
yellow mosaic virus a partir do banco de germoplasma de

Solanum (seccao Lycopersicon) da Embrapa Hortalicas

Analisar a presenga do gene Sw-5 em diferentes acessos
cultivados e selvagens de Solanum (secc¢éo Lycopersicon) a
partir do desenvolvimento de um marcador especifico para

este gene

Analisar a interacdo TSWV/Sw-5 através do estudo do
componente de aviruléncia desta interacdo e componentes
virais envolvidos na superacdo da resisténcia regida pelo

gene Sw-5
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Capitulo 2

|ldentificacao de fontes de resisténcia multipla a
Pepper yellow mosaic virus e a Potato virus Y
em acessos de especies selvagens de  Solanum

(seccao Lycopersicon )*

*Parte deste capitulo foi publicada em uma versao modificada como:

DIANESE, E.C., RESENDE, R.O. & INOUE-NAGATA, A.K. Alta incidéncia de
Pepper yellow mosaic virus em tomateiro em regido produtora no Distrito
Federal. Tropical Plant Pathology 33:67-68. 2008.
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1) INTRODUCAO

A familia Potyviridae é considerada como um dos maiores grupos de
virus que afetam plantios pelo mundo, englobando 20% de todas as espécies
virais conhecidas infectando plantas. O género Potyvirus (familia Potyviridae)
possui aproximadamente 200 espécies, incluindo-se 110 definitivas e 86
provaveis espécies novas (Fauquet et al., 2005). O genoma dos membros da
familia Potyviridae tem aproximadamente 10 kb, sendo formado por um
ssRNA senso positivo, com uma proteina codificada pelo virus (VPQ)
covalentemente ligada a extremidade 5 e uma calda de poli-A na
extremidade 3'. Apresenta cerca de 680 a 900 nan6metros de comprimento e
11 a 13 nm de didmetro. E traduzido como uma poliproteina que é clivada em
polipeptideos menores a partir de proteases produzidas pelo préprio virus ou
pelo hospedeiro. O resultado desta clivagem é a liberacdo de sete proteinas
menores denominadas P1, helper component (HC), P3, inclusdo cilindrica
(Cl), inclusé@o nuclear A (Nla), inclusdo nuclear b (NIb), proteina do capsideo
(CP) e duas pequenas proteinas restantes denominadas 6K1 e 6K2
(Riechmann et al., 1992). O virus denominado Potato virus Y (PVY) é a
espécie tipo deste género, sendo capaz de infectar diversas solanaceas de
importancia econdmica incluindo batata, tomate e pimentdo. O potencial de
dano desse grupo é considerado extremamente elevado para a agricultura e
a busca por resisténcia é essencial para o0 manejo das culturas suscetiveis a
esses patogenos (Shukla et al., 1988; Fauquet et al., 2005).

Os potyvirus sao transmitidos por afideos de maneira ndo-circulativa,
se depositando no estilete dos vetores. Desse modo, pode ser transmitido em
apenas alguns segundos apos a aquisicdo em uma hospedeira infectada. Por
essa razdo, o controle através da erradicacdo dos vetores se demonstra
bastante ineficiente (Nagai, 1993). Neste contexto, a principal estratégia de
controle tem sido o emprego de cultivares de batata, tomate e pimentdo com
resisténcia genética (Nagai, 1993; Boiteux et al., 1996).

No Brasil, desde a década de 1960, as infeccbes por PVY tém sido
consideradas como o principal fator limitante na producéo, principalmente de
pimentdo (Nagai et al., 1968). No entanto, o cultivo do tomateiro também era

afetado por PVY, causando sintomas de ‘“risca”, mosaico e, para alguns
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isolados, a inducdo de necrose de apice ou “pinheirinho”. As epidemias de
PVY eram mais frequentes em regides do Estado de Sao Paulo onde haviam
cultivos simultaneos de pimentdo e tomate (Nagai, 1993). Por esta razdo o
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) iniciou um programa de
melhoramento de cultivares do tipo “Santa Cruz” visando incorporar
resisténcia ao “mosaico do tomateiro” ou “risca do tomateiro”, causada por
isolados de PVY (Nagai, 1993). A primeira cultivar de importancia liberada
pelo IAC (em 1969) foi ‘Angela’ (resultante do cruzamento interspecifico entre
‘Santa Cruz’ x S. pimpinellifolium ‘Pl 126410’) que combinava resisténcia a
“risca do tomateiro”, a murcha de Fusarium raca 1 (gene I-1), mancha de
Stemphylium e tolerancia a podridao apical dos frutos (Nagai, 1993).

No inicio da década de 90, um novo isolado de PVY (denominado
PVY™ por infectar pimentdes das variedade ‘Magda’) surgiu como uma nova
ameaca aos plantios de pimentdo que originalmente apresentava resisténcia
a potyvirus (Nagai, 1993). Analises baseadas em ELISA direto indicaram que
o isolado PVY™ tinha pouca ou nenhuma relagdo com isolados tipicos de
PVY. Verificacbes adicionais através de andlise da sequéncia do genoma
correspondente a regidao 3' UTR e da capa protéica demonstraram que esse
novo isolado representava uma nova espécie, denominada Pepper yellow
mosaic virus (PepYMV) (Inoue-Nagata et al.,, 2002). Foi verificado
posteriormente que essa espécie também infectava tomates, com registro de
perdas de até 100% em plantios de tomateiro na regiao serrana do Espirito
Santo (Maciel-Zambolim et al., 2004; de Avila et al., 2004).

Em tomate, PepYMV causa desde um mosqueado leve, até um
mosaico forte que toma toda a superficie foliar. Pode causar grande reducéo
na producgao, mas nado foram reportados sintomas em frutos (Inoue-Nagata et
al., 2002; Maciel-Zambolim et al., 2004). Os sintomas causados em plantas
indicadoras sdo extremamente similares aos causados por PVY. Para se
realizar a diferenciacdo dos isolados, recomenda-se o0 uso de Datura metel,
que apresenta clareamento de nervuras, mosqueado e deformacao foliar
guando infectado por PVY e pontos necréticos que podem evoluir até a morte
da planta quando infectada por PepYMV (Inoue-Nagata & Resende, 2008).

Pelo fato deste virus ser transmitido de maneira ndo-persistente e nao-

circulativa, manejar a doenca através de pulverizacbes que visem eliminar o
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vetor ndo resultam em efeitos positivos nos plantios. O uso de resisténcia
genética torna-se a Unica alternativa viavel e efetiva, tanto economicamente
guanto ecologicamente. Fontes de resisténcia ao PepYMV e outras espécies
de potyvirus tem sido relatadas na espécie selvagem S. habrochaites (= L.
hirsutum) (Juhasz et al., 2006). O objetivo deste trabalho foi expandir a
avaliacdo do germoplasma de Solanum (secc¢éo Lycopersicon) em busca de
fontes de resisténcia multipla a PepYMV e a PVY, as duas espécies de

Potyvirus mais importantes para o cultivo do tomateiro no Brasil.

2) MATERIAIS E METODOS

2.1) Obtencéo do isolado

Em Agosto de 2005 foi realizada uma coleta para se verificar a
presenca de PepYMV e outros virus em um dos principais polos olericolas do
Distrito Federal, o Taquara. Dois campos de producao foram visitados com
tomateiros de 30-40 dias (campo 1) e de 80-90 dias (campo 2) com varios
hibridos e materiais de polinizagcdo aberta. Cinglenta e quatro amostras
foliares coletadas foram analisadas através de observagdo de sintomas em
plantas indicadoras, pela técnica de PCR para deteccdo de begomovirus
utilizando os primers pALV1978 e pARc496 (Rojas et al., 1993) e ELISA para
0 cucumovirus Cucumber mosaic virus (CMV), os potyvirus Potato virus Y
(PVY) e Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) e os tospovirus Tomato
spotted wilt virus (TSWV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut
ringspot virus (GRSV) e Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV).

2.2) Selecédo de genotipos resistentes
2.2.1) Preparo das mudas
Cento e vinte acessos de tomate foram selecionados no banco de

germoplasma da Embrapa Hortalicas para os testes de resisténcia a

PepYMV. Destes, somente 24 acessos eram da espécie S. lycopersicum
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(entre hibridos e linhagens avancadas), sendo o0 experimento entao
composto, em sua maioria, por acessos selvagens. Em seguida, foram
semeados em bandejas de 128 pocos com substrato agricola (Plantmax®).
Cerca de 20 a 30 dias ap6s a germinacdo, quando as plantas apresentavam
pelo menos um par de folhas verdadeiras, as mudas foram transplantadas
para vasos de 3 litros com solo autoclavado. Para a montagem do
experimento foram plantadas trés plantas por vaso, trés vasos por acesso,

sendo que um dos vasos era considerado o controle negativo.

2.2.2) Manutencao e preparo do inéculo

Plantas indicadoras para o PepYMV foram polvilhadas com
carborundum (400 mesh) e inoculadas mecanicamente com o isolado 4284
(Dianese et al., 2008), cerca de 15 dias antes do transplante do material a ser
testado. As plantas usadas para multiplicagcdo e manutencéo do inéculo viral
foram: Nicotiana rustica, Capsicum annuum cv. Ikeda, Nicotiana benthamiana
e Solanum lycopersicum cv. Santa Clara e cv. Alambra. Folhas apresentando
sintomas claros, como deformacéo foliar e mosaico, foram coletadas e
maceradas em almofarizes previamente acondicionados no gelo, visando a
preservacdo da infectividade do virus até o momento da inoculagcdo. O
tampdo de inoculagdo continha fosfato de sédio (NaH,PO4H20) 0,01 M e
sulfito de sodio (Na,SO3) 1% (P/V) em agua destilada. A proporcgao de tecido
vegetal/tampéo usada foi de 1:10.

2.2.3) Inoculacgéo

Todos os acessos foram polvilhados com carborundum (400 mesh) e
todas as folhas foram inoculadas mecanicamente com a preparacgao feita a
partir de folhas sintomaticas das plantas suscetiveis usadas como indculo.
Em seguida, o experimento foi irrigado para se retirar 0 excesso de
carborundum e evitar a queima das folhas. Aproximadamente 48 horas
depois, foi realizada uma segunda inoculacdo seguindo 0 mesmo método.
Dessa forma reduziu-se significativamente o nivel de escape, como

recomendado por Boiteux & de Avila (1994).
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2.2.4) Purificacao do virus e preparo de anticorpos (IgG)

Particulas virais de PepYMV foram purificadas a partir de folhas
infectadas seguindo-se o método descrito por Zambolim (1984) com
modificacdes. Primeiramente, as folhas foram maceradas em tampéao borato
(acido borico 0,2 M pH 8.3, EDTA 10 mM, 0.15% de Mercapto-etanol) na
proporcao 1:5 em um liquidificador utilizado somente para esse proposito. Em
seguida, esse extrato foi coado com gaze previamente esterilizada. Ao
extrato adicionou-se 2% de Triton X-100 seguido de agitacdo lenta por 90
minutos. Apds esse periodo, 6% de PEG 6000 com 0.5% de NaCl foram
adicionados antes de mais 90 minutos de agitacao lenta. Uma centrifugagao
a 10.000 g por 20 minutos se seguiu, descartando-se o sobrenadante e
adicionando-se 20% do volume inicial de acido bérico 50 mM pH 8.3, uréia
0.5 M, EDTA 6 mM, 0.1% de mercapto-etanol em seguida. O pellet foi
ressuspendido nessa solugdo, a qual passou por mais um ciclo de
centrifugacéo a 5.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para
um novo tubo e um ciclo de centrifugacédo a 45.000 RPM por 60 minutos se
seguiu, descartando-se o0 sobrenadante logo ap6s o término do ciclo. Ao
precipitado adicionou-se acido bérico 50 mM pH 8.3 e deixou-se
ressuspender em agitacdo overnight. Uma centrifugacédo a 5.000 g por 10
minutos foi realizada e 2 mL do sobrenadante foram adicionados em um
gradiente isopicnico de CsCl (2 mL de CsCl por camada com as
concentracbes 1.3 g/mL, 1.5 g/mL e 1.7 g/mL), seguido de uma nova
centrifugacdo a 49.000 RPM por 6 horas. A fragcdo contendo as particulas
virais (banda translucida) foi coletada utilizando-se uma seringa, observando-
se a banda através de um feixe de luz direto. Mais uma centrifugacéo foi
realizada a 49.000 RPM por 60 minutos ao adicionar a banda coletada em
uma solucdo de tampado borato 50 mM para concentracdo das particulas
virais. O precipitado foi em seguida ressuspendido no mesmo tampéao borato
restante.

O virus purificado foi utilizado na imuniza¢do de coelhos comuns com
trés a quatro meses de idade através da utilizacdo de adjuvante completo e

incompleto na proporcédo 1:1 (adjuvante/purificacdo) via injecdo subcutanea.
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A coleta dos anti-soros iniciou-se 28 dias ap6s o inicio da imunizacdo dos
animais. O sangue foi recolhido de um pequeno corte longitudinal na veia
marginal de uma das orelhas, sendo em seguida colocado a 37° C por 45
minutos e, logo depois, deixado por duas horas em geladeira. O soro foi
recolhido e centrifugado a 2.000 g por 10 minutos e armazenado a -20° C.
Esse procedimento foi repetido uma vez por semana, até 4 semanas.

Para a purificacdo do anti-soro bruto, 1 mL do mesmo foi adicionado a
9 mL de &gua destilada e 10 mL de sulfato de aménio saturado em um tubo
de centrifuga e colocado em temperatura ambiente por 1 hora. Apés um ciclo
de centrifugacdo de 10.000 RPM por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi diluido em 1 mL de %2 PBS (para 1 litro de PBS 10X
adicionar: NaCl 1.4 M, KH,PO,4 0.02 M, Na,HPO, 0.08 M, KCI 0.02 M). Toda
a diluicao foi transferida para um tubo de dialise vedado de ambos os lados e
colocada em um recipiente com 2 litros de %2 PBS a -4° C overnight. O IgG foi
transferido para um tubo de 1,5 mL e diluido até 1,4 mg/mL, medido através
do uso de um espectrofotometro da marca Eppendorf Biophotometer. Aos
tubos foi adicionada, aproximadamente, 0,01 grama de azida sddica, seguido
de armazenamento em freezer a -20° C.

Para a preparagdo do conjugado, 2 litros de tampé&o Y2 PBS foram
preparados e tubos de didlise cortados no tamanho adequado foram fervidos
em agua destilada por 30 segundos para abertura dos poros. Duas mil
unidades da enzima fosfatase alcalina (Sigma) foram centrifugadas a 10.000
RPM por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado e 1 mL do IgG
previamente purificado foi adicionado ao tubo, ressuspendendo o pellet.
Transferiu-se essa suspensao para um tubo de dialise que, em seguida, foi
vedado com presilhas. Este tubo foi colocado em um becker contendo 100
mL de tampdo Y2 PBS, acrescentando-se a esse tampao 200 pl de
glutaraldeido 25% e colocando-o em agitacao leve, protegido da luz, por 4
horas a temperatura ambiente. Este tubo foi transferido para um novo becker
para ser dializado trés vezes em tampéao % PBS (um litro de tampao para
cada dialise). Apds este procedimento, 0,01 g de azida sédica e albumina
bovina, respectivamente, foram adicionadas ao conjugado antes do

armazenamento em geladeira a -4° C.
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2.2.4) Avaliacdo da resisténcia

Todos o0s acessos, incluindo-se o0s controles negativos, foram
avaliados através de DAS-ELISA (double antibody sandwich — Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) (Clark & Adams, 1977) seguindo-se o
protocolo: 200 yL de 1gG (1,4 pg/mL) diluido 1000 vezes em tampao de
revestimento carbonato de sédio, pH 9.6. Em seguida as placas foram
incubadas por uma noite a 4° C. Os préximos passos consistiram de: trés
lavagens com tampao PBS-TWEEN, adi¢do de 100 uL de amostras extraidas
em tampéo PBS-TWEEN aos poc¢os, incubagéo por 2 a 4 horas a 37° C, mais
trés lavagens com PBS-TWEEN seguidas da adicdo de 100 pL de IgG
conjugado diluido (1000 vezes) em PBS-TWEEN e incubacé&o por 2 a 4 horas
a 37° C. Para se executar o processo de revelacéo, as placas foram lavadas
trés vezes com PBS-TWEEN e em seguida foi adicionado 100 pL de
substrato da enzima fosfatase alcalina (1pg/mL) em tampé&o de dietanolamina
por poco e armazenadas em ambiente escuro. As leituras das placas foram

feitas em leitor de ELISA Labsystem Multiscan® Bichromatic a 405 nm.

3) RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1) Obtencéao do isolado

Todas as 30 amostras de tomateiro coletadas no campo 1
apresentaram resultados positivos em ELISA para PepYMV. Nenhuma delas
estava infectada por begomovirus, de acordo com os resultados obtidos via
PCR. Das 24 amostras coletadas no campo 2, 16 foram positivas para
PepYMV, 18 positivas para begomovirus e 11 apresentaram infec¢cdes mistas
(Tabela 1).
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Tabela 1. Relagdo de amostras coletadas em Taquara, DF, e resultados de ELISA para
potyvirus, tospovirus e cucumovirus e PCR para begomovirus. Os resultados de leitura para
ELISA (em vermelho) foram considerados positivos para PepYMV (valor duas vezes maior
que o obtido pelo controle negativo). O isolado 4284 foi selecionado para o uso nos testes de
resisténcia.

Amostras ELISA PCR Dot- ELISA ELISA ELISA ELISA ELISA
PepYMV  Gemini ELISA PVY TSWV TCSV GRSV CSNV
CMV

4258 0.016 - - - - - - -
4259 0.463 - - - - - - -
4260 0.109 - - - - - - -
4261 0.335 - - - - - - -
4262 0.280 - - - - - - -
4263 0.033 - - - - - - -
4264 0.212 - - - - - - -
4265 0.111 - - - - - - -
4266 0.147 - - - - - - -
4267 0.536 - - - - - - -
4268 0.111 - - - - - - -
4269 0.976 - - - - - - -
4270 0.043 - - - - - - -
4271 0.522 - - - - - - -
4272 0.890 - - - - - - -
4273 1.081 - - - - - - -
4274 0.295 - - - - - - -
4275 0.656 - - - - - - -
4276 1.394 - - + + - - -
4277 0.916 - - - - - - -
4278 1.321 - + - - - - -
4279 0.854 - - - - - - -
4280 0.940 - - - - - - -
4281 0.100 - - - - - - -
4282 1.438 - - - - - - -
4283 1.498 - - + - - - -
4284 1.527 - - - - - - -
4285 0.313 - - - - - - -
4286 1.586 - + + - - - -
4287 1.351 - - - - - - -
4288 1.046 - - - - - - -
4289 1.307 - - - - - - -
4290 1.429 - - - - - - -
4291 1.047 - - + - - - -
4292 1.757 - - - - - - -
4293 1.105 - - - - - - -
4294 0.124 - - - - - - -
4295 0.149 - - - - - - -
4296 1.075 - - - - - - -
4297 0.137 + - - - - - -
4298 0.043 - - - - - - -
4299 0.140 - - - - - - -
4300 0.030 + - - - - - -
4301 0.208 + - - - - - -
4302 0.199 + - - - - - -
4303 0.217 + - - - - - -
4304 0.112 - - - - - - -
4305 0.145 + - - - - - -
4306 0.037 + - - - - - -
4307 0.036 + - - - - - -
4308 0.099 + - - - - - -
4309 0.869 + - - - - - -
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4310 0.141 - - - - - - -

4311 0.128 + - - - - - -
4312 0.036 + - - - - - -
4313 0.988 + - - - - - -
4314 0.156 + - - - - - -
4315 0.125 + - - - - - -
4316 0.055 + - - - - - -
4317 0.058 + - - - - - -
4318 0.105 + - - - - - -
4319 0.248 - - - - - - -
4320 0.123 - - - - - - -
Tomate sadio 0.016 - - - - - - -
Tomate sadio 0.019 - - - - - - -
Pimentao sadio 0.018 - - - - - - -
Pimentao sadio 0.042 - - - - - - -

A alta incidéncia de PepYMV demonstra o0 aumento da incidéncia
deste virus em tomateiro. Os materiais comerciais de tomate utilizados
atualmente sao, aparentemente, todos suscetiveis a PepYMV. O potencial de
danos para a producdo de tomate causada por isolados de PepYMV,
conforme relatado em regides produtoras do Espirito Santo, € elevado (de
Avila et al., 2004; Maciel-Zambolim et al., 2003). Acredita-se que os isolados
de PepYMV estejam ocupando o nicho que antigamente era ocupado pelos
isolados de PVY, virus que era responsavel por perdas importantes em
culturas de tomateiro. A partir da introducdo de variedades resistentes
(Lourencéo et al., 2005), o PVY teve sua importancia diminuida, dando lugar
ao novo potyvirus identificado em 2002 infectando pimentdes e pimentas
(Inoue-Nagata et al., 2002). Os testes realizados em amostras coletadas
nesta regido durante os ultimos anos demonstram uma alta incidéncia de
begomovirus em tomateiro (Fernandes et al., 2008).

Acredita-se que a inexisténcia de amostras infectadas com
begomovirus no campo 1 foi devido ao estagio ainda precoce da cultura e
nao foram observadas moscas-brancas nesta lavoura. Ja& no campo 2, com
plantas mais velhas, a incidéncia de begomovirus foi elevada. O nimero de
amostras coletadas foi pequeno, mas a alta porcentagem de plantas
infectadas com isolados de PepYMV, um virus com grande potencial de dano
a cultura do tomate, reforca a necessidade de medidas de controle visando,
preferencialmente, a resisténcia a esse patdgeno. Os sintomas causados por
PepYMV e os causados por begomovirus muitas vezes se confundem (Figura
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1). Ressalta-se também que a identificacdo de infec¢cdes mistas em diversas
amostras de campo indica que a interagdo (sinergismo/antagonismo) entre
espécies virais pode constituir-se em um fator complicador na diagnose
desses patdégenos. Assim, a andlise de sintomas néo pode ser utilizada para
diagnose de modo confiavel, sendo necessaria a utilizacdo de métodos mais
precisos de deteccdo viral para monitoramento dos campos de cultivo de

tomateiro.

\

Figura 1. Sintomas de mosaico em planta de tomateiro infectado
com Pepper yellow mosaic virus em plantio da regido produtora da
Taquara/ D.F.

O isolado selecionado para ser usado posteriormente nas avaliagbes
de resisténcia foi o #4284, por ndo apresentar infeccbes mistas e causar
sintomas severos em plantas indicadoras (dados nao apresentados).
Posteriormente, o material vegetal infectado com este isolado foi

acondicionado a — 80° C para uso na fase de testes.

3.2) Avaliacao da resisténcia

A Tabela 2 apresenta os resultados dos experimentos de busca por
fontes de resisténcia em acessos de Solanum (secgdo Lycopersicon). Cento
e vinte acessos de tomate do banco de germoplasma da Embrapa/Hortalicas
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foram avaliados inicialmente para um isolado de PepYMV. A grande maioria
das plantas testadas ndo apresentou sintomas intensos, como 0s observados
em condi¢cdes de campo por Maciel-Zambolim et al. (2004) e de Avila et al.
(2004). Até mesmo nas plantas de tomate da cultivar ‘Alambra’ (usadas como
controle positivo) apresentaram sintomas suaves durante 0 experimento
(Figura 2). No entanto, o resultado da andlise via ELISA mostrou a presenca
do virus nessas plantas. A ocorréncia de infeccbes latentes também foram
observadas em acessos de S. lycopersicum utilizados em avaliacOes prévias
em busca de fontes de resisténcia ao PepYMV (Juhasz et al., 2006). Neste
experimento, foi observada infeccdo sem a exibicdo de sintomas tipicos em
52 acessos de S. lycopersicum, sendo a infeccado detectada apenas atraves
de ELISA indireto. Como indicado por Rowhani (1997), a ocorréncia de
sintomas virais pode ser influenciada pelas condicdes ambientais e/ou

caracteristicas intrinsecas do isolado e da variedade testada.

Tabela 2. Acessos testados para resisténcia a PepYMV. Os acessos em vermelho
apresentaram resisténcia, sem expressao de sintomas e resultado negativo em ELISA para
todas as plantas.

Nimero do Nome comum Espécie Resultado
Acesso em ELISA*
043 KADA S. lycopersicum 6/6
015 7472 S. lycopersicum 6/9
045 Anahu S. lycopersicum 2/6
046 Angela Hiper S. lycopersicum 6/6
095 Principe Gigante S. lycopersicum 6/6
101 Pl 306811-67-N-4 S. peruvianum 6/6
102 P1126408-6 S. peruvianum 4/6
200 Pl 732293-2V S. pimpinellifolium 6/6
201 LA444-1 S. peruvianum 1/9
202 Angela Gigante S. lycopersicum 2/6
277 Stakeless S. lycopersicum 1/6
374 Selection IMRA S. peruvianum 2/6
380 Angela Gigante S. lycopersicum 2/6
382 P1 732293 S. pimpinellifolium 4/6
402 P1 128659/80 S. peruvianum 1/6
409 LA716 S. pennellii 3/6
410 LA 1967 S. chilense 3/6
415 Pl 125436 S. pimpinellifolium 4/6
416 P1126445 S. habrochaites 0/9
417 Pl 126449 S. habrochaitesar. glabratum 1/6
418 Pl 126925 S. pimpinellifolium 3/6
419 Pl 126941 S. pimpinellifolium 3/6
420 P1127826 S. habrochaites 2/9
421 P1127827 S. habrochaites 0/8
423 P1 134417 S. habrochaitesar. glabratum 1/6
424 P1134418 S. habrochaitesar. glabratum 1/6
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457
597
602
610
769
780
781
782
783
785
786
787
789
790
796
797
798
800
925
928
931
933
936
938
939
946
947
948
956
970
979
980
1023
1024
1025
1026
1027
1028
1029
1030
1031
1032
1033
1034
1035
1036
1037
1038
1039
1040
1045
1114
1115
1116
1121
1122
1123
1124
1194
1195

Rey de Los Tempranos

WIR-2901

CGO6710
CG0O6709
CGO 6708
CGO 6707
CG0O6712
CGO 6713
CGO6714
LA 1341
LA 1342
LA1333
LA1616
LA1616
LA2067
LA1614
WYR3951
LA 1270
LA 1677
LA 111

LA 1113-1
LA 1113-2
TX407

TX 410
TX 412
1-78-7-1F5
Colusa
Mariana
Camila

Lutem

Tomate de casca
Cereja rubi/2
Cereja rubi/3
Cereja rubi/4
L.03683

L.03684

L.03707

L.03708
CG08200
CGO7650

VO LOLLOLOLOTOLOHNOLOOLOOOLOOLOOLOOLOLOLOOOLOOLOHOOOLOOOLOOLOLOOLOOLLOOLOLOOLOLOOOLOOOnnoW

. lycopersicum

. pimpinellifolium

. peruvianunvar. dentatum

. peruvianunvar. dentatum

. pimpinellifolium

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. habrochaites

. pimpinellifolium

. pimpinellifolium

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. pimpinellifolium
habrochaites

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianumvar.dentatum

. corneliomuelleri

. corneliomuelleri

. peruvianum

. lycopersicunX S. peruvianum
. lycopersicunX S. peruvianum
. lycopersicunX S. pimpinellifolium
. lycopersicum

. lycopersicunX S. peruvianum
. lycopersicunX S. peruvianum
. lycopersicum

. lycopersicumar. Amplipinnatum
. lycopersicumar. cerasiforme
. lycopersicumar. cerasiforme
. lycopersicumar. galeni

. lycopersicumar. galeni

. lycopersicumar. prussiforme
. lycopersicumar. pyriforme

. lycopersicumar. ribesiforme

. lycopersicumar. ribesiforme

. corneliomueller(S. peruvianurp)
. habrochaites

. peruvianum

. peruvianum

. pimpinellifolium.

. pimpinellifolium

. pimpinellifolium

. pimpinellifolium

hysalis sp.

. lycopersicumar. cerasiforme.
. lycopersicumar. cerasiforme.
. lycopersicumar. cerasiforme.
. habrochaites

. habrochaites

. pimpinellifolium

. pimpinellifolium

. peruvianum

. pimpinellifolium

5/6
2/6
3/6
4/6
1/9
2/6
2/6
4/6
3/6
3/6
5/6
2/9
3/6
6/6
3/3
1/6
0/9
2/6
3/6
0/6
3/5
3/6
5/6
4/5
1/4
0/9
2/6
1/6
4/6
5/6
2/6
1/6
3/6
3/6
1/4
4/6
4/6
3/6
5/6
5/5
4/6
3/6
0/9
1/6
2/6
2/6
0/6
2/6
2/6
3/6
6/6
3/6
1/6
2/6
0/6
0/6
5/6
1/6
2/6
4/6
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1238
1249
1277
1287
1288
1289
1290
1298
1434
1435
1436
1438
1439
1440
1444
1445
1452
1454
1456
1459
1461
1462
1463
1464
1465
1466
1467
1468
1469
1470
1471
1473
1555
1556

LA1963

LA372 (97L7524)

P1 128660
P1126445
P1247087
P1128650
P1126449
H 1548
LA0103
LA 0107

LAO0153 (P1126944)

LAO444
LA 0454
LA 1274
LA 1339
LA 1351
LA 1609
LA 1910
LA 1937
LA 1954
LA 1982
LA 1984
LA 2152
LA 2157
LA2163
LA2172
LA2185
LA2328
LA2553
LA2732
LA 2744
LA2981B
LA1792

LA2934/P1126430

[CRORORORORORONORONONONONONONONONONONONONONONORONONORONONORONONONON)

. chilense

. peruvianum
. peruvianum
. habrochaites
. habrochaites
. habrochaites
. habrochaitesar glabratum
. lycopersicum
. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianum

. peruvianunvar. humifusum
. peruvianum
. peruvianum
. peruvianum
. peruvianum
. peruvianum
. peruvianum
. peruvianum
. peruvianum
. pimpinellifolium
. pimpinellifolium

0/6
3/6
4/6
1/6
0/6
1/6
0/6
5/6
0/9
1/6
0/3
1/9
3/6
1/6
3/6
4/6
1/6
1/3
1/2
3/6
2/6
1/3
4/6
1/6
4/4
1/6
5/6
5/6
3/6
2/6
1/6
1/2
4/6
3/4

* O nimero de plantas reagentes em ELISA sobre nimero de plantas inoculadas
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Figura 2. Folha de tomateiro da cultivar ‘Alambra’,
positiva em ELISA para PepYMV, apresentando
sintomas suaves de mosaico.

Fontes de resisténcia caracterizadas por uma resposta semelhante a
imunidade (auséncia de sintomas e sorologia negativa) foram identificadas
nos seguintes acessos: S. habrochaites ‘PI-126445’; ‘P1-127827’; ‘WYR3951’;
‘L.03683' e ‘L.03684’; S. habrochaites var. glabratum ‘Pl-126449’; S.
peruvianum ‘LA-0103’; ‘LA-0153' e ‘LA-1616"; S. corneliomuelleri ‘CNPH
1033’; S. chilense ‘LA-1963’; S. pimpinellifolium ‘CNPH 1037’ e no acesso
‘CNPH Tx 407’, resultante de um cruzamento interespecifico (S. lycopersicum
x S. peruvianum). E interessante mencionar que as trés selecdes da cultivar
Angela, desenvolvida como resistente a PVY na década de 1960 (Nagai,

1993), apresentaram plantas positivas para a infec¢cédo por PepYMV.
3.3) Analise do espectro de resisténcia

Para se verificar o espectro da resisténcia para outros potyvirus, todos
0S acessos que apresentaram resultados negativos em ELISA para PepYMV

e o0 restante dos acessos da espécie S. habrochaites (Tabela 2) foram
inoculados com um isolado de PVY (Lopes 1). A Tabela 3 apresenta os
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resultados obtidos neste ensaio usando inoculacdo mecanica e avaliacao
através de DAS-ELISA. A selecdo ‘Angela Hiper’ (‘CNPH 0046’), ‘CNPH
1037’ (‘HBH-16") e S. habrochaites ‘CNPH 0928’ (WYR 3951’) e ‘CNPH 0421’
(Pl 127827) se mostraram extremamente suscetiveis, indicando a viabilidade
do inoculo.

Como verificado nesse experimento, somente dois acessos de S.
habrochaites, além de apresentarem resisténcia ao PepYMV, também
apresentaram resisténcia a esse isolado de PVY, nao apresentando sintomas
claros e acumulo viral em todos os individuos avaliados. Solanum
corneliomuelleri ‘*CNPH 1033’ foi um material interessante que justifica um
trabalho de selecdo visando confirmar seus niveis de resisténcia as duas
espécies de Potyvirus avaliadas. Solanum corneliomuelleri € uma espécie
autoincompativel/aldogama e o aparecimento de algumas plantas suscetiveis
pode ser reflexo da falta de homogeneidade genética dentro de acessos
desta espécie. Juhasz et al. (2006) testaram um grande numero de acessos
buscando fontes de resisténcia para PepYMV. O resultado obtido por este
grupo foi equivalente. Em todos os individuos testados, somente um acesso
de S. habrochaites apresentou resisténcia a PepYMV.

O experimento aqui apresentado identificou dois acessos selvagens de
S. habrochaites como potenciais fontes de resisténcia, ndo somente a
PepYMV, como também a PVY (acessos ‘CNPH 1121’ e ‘CNPH 1122’). A
resisténcia a ambos os virus pode ser condicionada pela presenca do gene
pot-1 (Ruffel et al., 2005) ou de um alelo deste gene, ja que S. habrochaites é

a fonte deste caractere de resisténcia.
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Tabela 3. Acessos de tomate inoculados com PVY para avaliagdo do espectro de
resisténcia a potyvirus. Todos os acessos de S. habrochaites testados anteriormente
foram adicionados nesse teste devido a possibilidade de apresentarem resisténcia a
PVY. Os acessos em vermelho foram os quais apresentaram resultado negativo em
ELISA para todas as plantas testadas.

Numero do acesso Nome comum Espécie Positivas éBPEL
046 Angela Hiper S. lycopersicum 5/6
290 4/6
416 Pl 126445 S. habrochaites 4/6
420 Pl 127826 S. habrochaites 1/6
421 Pl 127827 S. habrochaites 5/6
787 CGO 6714 S. habrochaites 1/6
798 LA 1616 S. peruvianum 2/6
928 WYR 3951 S. habrochaites 6/6
946 TX 407 S. peruvianum 5/6
1033 - S. corneliomuelleri 1/6
1037 - S. pimpinellifolium 6/6
1121 L 03683 S. habrochaites 0/6
1122 L 03684 S. habrochaites 0/6
1238 LA 1963 S. chilense 5/6
1287 Pl 126445 S. habrochaites 3/6
1288 Pl 247087 S. habrochaites 1/6

*Numero de plantas positivas em ELISA sobre niimero de plantas inoculadas.

Em conclusdo, os resultados obtidos no presente trabalho
confirmam a importancia de S. habrochaites como fonte de fatores de
resisténcia a multiplas espécies de Potyvirus. O presente trabalho também
corresponde ao primeiro relato da resisténcia genética a PepYMV em
acessos de outras espécies de Solanum (seccdo Lycopersicon), tais como
S. corneliomuelleri e S. peruvianum, o que provavelmente representa a
ampliacdo da base genética de fatores de resisténcia a espécies de
potyvirus. No ponto de vista do melhoramento genético, a identificacao de
acessos resistentes derivados de S. habrochaites e S. pimpinellifolium,
permitem cruzamentos sem barreiras e estudos genéticos da heranca da

resisténcia nestas espécies.
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Capitulo 3

ldentificacdo de fontes de resisténcia multipla em
germoplasma de Solanum (seccao Lycopersicon )

ao complexo de espécies neotropicais de

Tospovirus
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1) INTRODUCAO

A doenca de nome spotted wilt foi descrita pela primeira vez na
Australia em 1915 (Brittlebank, 1919). Samuel et al. (1930) conseguiram
demonstrar que a doenca era de etiologia viral e denominaram o0 agente
causal como Tomato spotted wilt virus (TSWV). No Brasil, o TSWV foi
descrito pela primeira vez por Silberschmidt (1937), causando a doenca entao
denominada “vira-cabeca” em fumo. Os tospovirus pertencem a familia
Bunyaviridae, formada por virus compostos por RNA senso negativo que
infectam, além de plantas, pequenos mamiferos, bem como primatas e
passaros e sao transmitidos principalmente por mosquitos, moscas ou
carrapatos. Essa familia é composta pelos géneros Orthobunyavirus,
Hantavirus, Phlebovirus e Tospovirus (Fauquet et al., 2005). A classificacéo
atual do género Tospovirus baseia-se principalmente na morfologia do virion,
na organizacdo do genoma e nas caracteristicas da transmissado por tripes.
J& em relacdo as espécies, sdo consideradas as caracteristicas bioldgicas,
como circulo de hospedeiros e espécies do vetor, e caracteristicas
moleculares, considerando-se como espécies distintas aquelas que
apresentarem identidade inferior a 90%, quando se compara a sequéncia de
aminoacidos da proteina N (de Avila et al., 1993; Resende, 1995; Rosell6 et
al., 1996).

As espécies do género Tospovirus infectam mais de 1000 espécies de
plantas, monocotiledoneas e dicotileddneas, pertencentes a mais de 82
familias botanicas, e € fator limitante da producdo de tabaco (Nicotiana
tabacum), amendoim (Arachis hypogaea), tomate (Solanum lycopersicum),
pimenta (Capsicum annuum) e varias espécies de plantas ornamentais
(Fauquet et al., 2005). Os sintomas causados pela infeccdo por tospovirus
sao diversos. Em hospedeiros nao-sisttmicos os sintomas se restringem a
lesbes locais, clorose e necrose. Ja em hospedeiros sistémicos sao
evidenciados 0s seguintes sintomas: paralisacdo do crescimento,
arroxeamento ou bronzeamento das folhas, manchas em anéis concéntricos,
deformacgéo foliar severa, clorose, mosqueado e necrose intensa. Plantas
com sintomas tipicos podem produzir frutos aparentemente sadios, porém, de

menor tamanho. Frutos atacados ainda ndo maduros frequentemente
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desenvolvem estrias e anéis necroticos irregulares. Quando maduros,
evidenciam-se aneéis concéntricos. O nivel de expressdo de sintomas pode
ser amplamente influenciado pela idade da planta, nimero de isolados
infectando a hospedeira e fatores ambientais, principalmente a temperatura
(Lopes & de Avila, 2005). Em locais de clima ameno, o dano causado por
tospovirus normalmente se restringe a casas de vegetacdo (Soler et al.,
2003). Este grupo de virus causa grandes danos a cultura de hortalicas, além
de ser uma grande ameaca a producdo de ornamentais (de Avila et al.,
1993). As perdas causadas por este virus em plantios de cultivares
suscetiveis de tomateiro pode atingir até 95% sob condigcbes ambientais
adequadas ao desenvolvimento da doenca (Giordano et al., 2000).

O género Tospovirus foi considerado inicialmente como monotipico,
sendo TSWV a Unica espécie descrita no género. No entanto, estudos de
caracterizacdo bioldgica e molecular de isolados de diversos continentes
indicaram a existéncia de um grande numero de novas espécies dentro deste
género (de Avila et al., 1992; Pozzer et al., 1996; Bezerra et al., 1999; Prins &
Goldbach, 1998). A lista crescente de espécies inclui até o presente momento
0s seguintes virus: TSWV, Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut
ringspot virus (GRSV), Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV),
Impatiens necrotic spot virus (INSV), Watermelon bud necrosis virus (WBNV),
Watermelon silver mottle virus (WSMoV), Groundnut bud necrosis virus
(GBNV), Groundnut chlorotic fan-spot virus (GCFSV), Groundnut yellow spot
virus (GYSV), Physalis severe mottle virus (PhySMV), Zucchini lethal
chlorosis virus (ZLCV) e lIris yellow spot virus (IYSV) (Fauquet et al., 2005).
Mais recentemente foram descritas as espécies Tomato fruit yellow ring virus
(TFYRV) (Winter et al., 2006); Calla lily chlorotic spot virus (CCSV) (Chen et
al., 2005), Tomato yellow ring virus (TYRV) (Mehraban et al., 2005) e Tomato
zonate spot virus (TZSV) (Dong et al., 2008).

TSWV, TCSV, GRSV e CSNV sdo as espeécies predominantes
infectando o tomateiro na América do Sul, estando disseminadas em todas as
regides produtoras do Brasil e da Argentina (Giordano et al., 2000; Williams et
al., 2001). Estes quatro virus compdem um grupamento de espécies que tém
como provavel centro de origem as regides neotropicais (Resende, 1995;

Fauquet et al., 2005). TSWV é atualmente cosmopolita (Prins & Goldbach,
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1998; Whitfield et al., 2005), GRSV tem sido reportado infectando soja na
Africa do Sul (Pietersen & Morris, 2002) e amendoim na Argentina (de Breuil
et al., 2007), enquanto TCSV e CSNV permanecem ainda, aparentemente,
endémicas no Continente Sul Americano (Bezerra et al., 1999).

Os tospovirus sao transmitidos por um grupo restrito de espécies de
tripes. Das 5000 espécies existentes, nove sdo consideradas vetores virais
(Mound, 1996). As espécies Frankliniella occidentalis, F. schultzei, Thrips
tabaci e T. palmi ja foram isoladas no Brasil (Nagata et al., 1999). Dentre
estas, F. schultzei foi considerado o vetor mais eficiente nas condi¢des
ambientais brasileiras. Este inseto € o principal transmissor de GRSV em
condi¢cdes naturais, o que pode explicar a prevaléncia desse virus nos
plantios de tomate do Brasil (Nagata et al., 2004). Os tripes adquirem o0 virus
no primeiro instar, quando as larvas se alimentam de folhas contaminadas,
caracterizando-se como uma transmissao do tipo circulativa-propagativa. O
ciclo de vida dos adultos alados varia de 30 a 45 dias, periodo pelo qual
podem transmitir o virus. Depois da aquisi¢cdo pelo tripes, o virus chega até
as células epiteliais do intestino médio, onde se replica. A partir deste ponto,
as particulas virais vao até as glandulas salivares (Nagata et al., 1999). As
glicoproteinas Gc e Gn foram identificadas como responsaveis pela interacdo
do virus com as células do intestino médio do inseto, bem como com a
circulacdo do mesmo dentro do corpo do vetor (Wijkamp et al., 1995). Apés a
transmissdo do virus para a célula de uma planta hospedeira, o virus €&
liberado de sua membrana e o nucleocapsideo adentra o citoplasma. Nessa
fase, o RNA viral é transcrito ou replicado pela RNA polimerase dependente
de RNA (Hull, 2002). O genoma dos tospovirus é sujeito a mutacdes devido a
sua constituicdo ser baseada em trés segmentos de RNA. Como este nao
possui um mecanismo de reparo (proof-reading) durante a replicagéo viral, 0s
indices de mutacdo podem ser elevados (Roossinck, 1994). Dessa forma, o
surgimento de novos isolados capazes de suplantar genes de resisténcia
estabelecidos é relativamente comum dentro de uma dada espécie (Herrero
et al., 2000). O controle deste vetor € dificil, pois métodos fisicos, quimicos e
biolégicos ndo sdo muito eficientes. Podem reduzir o dano causado pelos
insetos a um nivel economicamente viavel, mas néo o suficiente para evitar a

dispersdo da doenca. Desta forma, a busca por resisténcia genética se tornou
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a principal ferramenta para controle das tospoviroses, assim como para a
grande maioria dos virus que afetam plantios pelo mundo (Rosell6 et al.,
1996).

Através dos anos, varias fontes de resisténcia genética aos tospovirus
tém sido encontradas em avaliacbes de germoplasma de Solanum (seccéao
Lycopersicon) contra isolados de tospovirus (principalmente TSWV) oriundos
de regides geograficas distintas (Samuel et al., 1930; Kikuta & Frazier, 1946;
Holmes, 1948; Finlay, 1953; Nagai, 1975; Araujo et al., 1983; Paterson et al.,
1989; Maluf et al.,, 1991; Boiteux et al., 1993; Nagata et al., 1993; Nagai,
1993; Stevens et al., 1994; Lourencao et al., 1997; Canady et al., 2001; Scott
et al., 2005; Gordillo et al., 2008). As principais fontes de fatores de
resisténcia a tospovirus tém sido identificadas na espécie S. peruvianum.
Varios acessos foram identificados apresentando respostas do tipo imunidade
ou com reacoes de hipersensibilidade (Paterson et al., 1989; Stevens et al.,
1994; Roselld et al., 1999). O principal fator de resisténcia utilizado até o
presente momento € o gene Sw-5, que foi identificado em um acesso de S.
peruvianum (Stevens et al., 1992). Este gene, primeiramente introgredido na
cultivar sul-africana ‘Stevens’ (van Zijl et al., 1986), tém sido empregado em
grande escala nos principais programas de melhoramento genético do
tomateiro (Scott, 2008). Além de monogénico e dominante, demonstrou-se
muito estavel, conferindo resisténcia ampla a diferentes isolados e/ou
espécies de tospovirus que infectam o tomateiro (Stevens et al.,, 1992;
Boiteux & Giordano, 1993; Rosello et al., 1998; Brommonschenkel et al.,
2000). Cultivares contendo o gene Sw-5 muitas vezes ndo apresentam
sintomas de mosaico sistémico, apesar do surgimento de lesbes necroticas
locais nas folhas inoculadas, caracteristica de resisténcia regida por gene
dominante (Brommonschenkel et al.,, 2000). O gene Sw-5, mapeado no
cromossomo 9, tem sido amplamente usado no desenvolvimento de
variedades de tomate hibridas. Esse uso tem levado a uma queda
consideravel nas perdas econdmicas causadas pelos tospovirus.

No entanto, o gene Sw-5 apresenta algumas importantes limitacoes. A
expressdo da resisténcia pode ser negativamente afetada em condi¢bes de
alta pressao de inéculo ou em regides onde ocorrem drasticas flutuacdes de

temperaturas diurnas e noturnas (de Avila et al., 1993; Diez et al., 1995;
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Rosello et al., 1997; 1998). A expressao fenotipica da resisténcia controlada
pelo gene Sw-5 ndo apresenta penetrancia completa (Stevens et al., 1992).
Dessa forma, linhagens ou hibridos com este gene podem apresentar
percentuais variaveis de plantas com sintomas ao longo dos diferentes
estagios de desenvolvimento e condicdes ambientais. As consequéncias
mais severas desta caracteristica do gene Sw-5 é a presenca de sintomas e
severos danos cosméticos aos frutos verdes e maduros (de Haan et al.,
1996) ou até mesmo necrose sistémica da planta (Lourencéo et al., 1997).

Somado a isso, dados recentes indicam que a resisténcia conferida
pelo gene Sw-5 ndo pode mais ser considerada duravel. Ja existem diversos
relatos da ‘quebra’ da resisténcia do gene Sw-5 por alguns isolados e/ou
espécies de tospovirus a partir de populacdes naturais em regides da Europa
e Australia (Cho et al., 1996; Latham & Jones, 1998; McMichael et al., 2002;
Aramburu & Marti, 2003; Ciuffo et al., 2005). Aramburu & Marti (2003)
detectaram em a&reas de plantio da Espanha, um isolado de TSWV
(denominado GRAU) que pode quebrar a resisténcia conferida por Sw-5. Por
sua vez, McMichael et al. (2002) reportaram que isolados da espécie CaCV
conseguem também naturalmente ‘quebrar’ este gene de resisténcia.

O surgimento destes isolados virulentos ao gene Sw-5 demanda acfes
de pesquisa visando a busca por fontes alternativas de resisténcia as
diferentes espécies de tospovirus que infectam tomateiro. A identificacdo de
tais fontes € extremamente desejavel, especialmente no sentido de antecipar
problemas econémicos com a potencial emergéncia e predominancia de
novas estirpes, patotipos e espécies virais capazes de infectar plantas
contendo o gene Sw-5. Nesse contexto, o objetivo principal do presente
trabalho foi avaliar a reacdo de uma colecédo de acessos de tomate selvagens
e cultivados do género Solanum (seccao Lycopersicon) contra espeécies
neotropicais de tospovirus que infectam tomate, visando detectar novas
fontes de resisténcia com potencial para serem utilizadas em programas de

melhoramento classico.
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2) MATERIAIS E METODOS

2.2) Selecédo de genotipos resistentes

2.2.1) Preparo das mudas

Os acessos selecionados para os testes de resisténcia a tospovirus
fizeram parte de um grupo de 97 acessos de espécies selvagens e cultivadas
de Solanum (seccao Lycopersicon). Alguns acessos foram preliminarmente
avaliados para resisténcia a trés espécies de tospovirus (Boiteux et al., 2004).
Estes acessos foram incluidos no presente ensaio para a re-confirmacédo do
fendtipo de resisténcia. Em seguida, foram semeados em bandejas de 128
pocos com substrato agricola (Plantmax®). Cerca de 20 a 30 dias apos a
germinacao, quando as plantas apresentavam pelo menos um par de folhas
verdadeiras, as mudas foram transplantadas para vasos de 3 litros com solo
autoclavado. Para a montagem do experimento foram plantadas trés plantas
por vaso, trés vasos por acesso, sendo que um dos vasos era considerado o

controle negativo.

2.2.2) Isolados virais e preparo do inéculo

Os isolados de tospovirus utilizados nesse experimento foram
selecionados de amostras armazenadas em freezer a -80° C e previamente
verificadas através de ELISA para checar a contaminacdo por outros virus.
Estes isolados biologicamente identificados foram em seguida inoculados
mecanicamente em Datura stramonium, dez dias antes do uso nos acessos a
serem testados. Plantas apresentando sintomas intensos foram usadas como
extrato para inoculacdo mecéanica dos acessos em tampédo de inoculagéao
contendo fosfato de sodio (NaH,PO4H,0) 0,01 M e sulfito de sbédio (Na,SO3)
1% (P/V) em agua destilada. A proporcao de extrato/tampéao foi de 1:10. Os
isolados utilizados nesse experimento foram: TCSV (‘BR-03’), GRSV (‘AS-
05’), CSNV (‘Chr-1") e TSWV (‘BR-01").
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2.2.3) Inoculagéo dos genotipos

Todas as plantas dos acessos testados foram polvilhadas com
carborundum (400 mesh) e todas as folhas foram inoculadas mecanicamente
com tampdo fosfato de sédio e extrato de plantas de D. stramonium
sintomaticas. Em seguida, o experimento foi irrigado para se retirar o excesso
de carborundum e evitar a queima das folhas. Quarenta e oito horas depois
foi realizada uma segunda inoculagdo seguindo o mesmo método,
procurando-se reduzir significativamente o nivel de escape, como

recomendado por Boiteux & de Avila (1994).

2.2.4) Avaliacdo da reacdo de acessos de  Solanum (seccao
Lycopersicon ) a isolados de TCSV, GRSV, CSNV e TSWV

Os experimentos foram realizados em casas de vegetacdo da
Embrapa CNPH (Centro Nacional de Pesquisa de Hortalicas) em Brasilia-
D.F., com a temperatura variando entre 20° C e 40° C. Inicialmente, os
acessos foram testados com um isolado de GRSV, que € uma das espécies
predominantes no cultivo do tomateiro no Brasil. Todos 0os acessos nessa
primeira fase foram analisados a partir de 2 dias pés inoculagédo através da
observacdo de sintomas com a seguinte escala de notas: 1 = lesdes locais
sem sintomas sistémicos, 2 = lesdes locais e sintomas sistémicos suaves e 3
= suscetivel com sintomas sistémicos severos. Os acessos que
apresentaram nota 1, ou nota 2 para ambos 0s virus, no primeiro teste foram
re-inoculados com isolados de quatro espécies de tospovirus que ocorrem no
Brasil (TSWV, TCSV, CSNV e GRSV). A acumulacdo viral foi verificada
através de DAS-ELISA (double antibody sanduich — Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) (Clark & Adams, 1977) com anticorpos especificos
para cada espécie seguindo-se o protocolo: 200 yL de IgG (1,4 pg/mL)
diluido 1000 vezes em tampao de revestimento carbonato de sddio, pH 9,6.
Em seguida as placas foram incubadas por uma noite a 4° C. Os proximos
passos consistiram de: trés lavagens com tampédo PBS-TWEEN, adicdo de

100 pL de amostras extraidas em tampdo PBS-TWEEN aos pocos,
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incubacdo por 2 a 4 horas a 37° C, mais trés lavagens com PBS-TWEEN
seguidas da adicdo de 100 pL de IgG conjugado diluido (1000 vezes) em
PBS-TWEEN e incubacédo por 2 a 4 horas a 37° C. Para se executar o
processo de revelacéo, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-TWEEN
e em seguida foi adicionado 100 pL de substrato da enzima fosfatase alcalina
em tampao de dietanolamina (1 pg/mL) por poco e armazenadas em
ambiente escuro. As leituras das placas foram feitas em leitor de ELISA
Labsystem Multiscan® Bichromatic a 405 nm.

O grupo de plantas que nao apresentou sintomas ou resultados
positivos em ELISA foi novamente inoculado com GRSV e com isolados de
TCSV, TSWV e CSNV. Quinze dias ap0s a inoculagdo, um novo teste ELISA
foi realizado, como descrito anteriormente. Plantas sem sintomas foram
transferidas para vasos maiores e mantidas em casas de vegetacao para a

verificacdo de infeccéo sistémica latente.

3) RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1) Selecao de acessos resistentes

Noventa e sete acessos de diferentes espécies de Solanum (secgéo
Lycopersicon) foram testados inicialmente para resisténcia a GRSV, que é
uma das espécies mais importantes em termos econémicos na cultura do
tomateiro no Brasil (Nagata et al., 1999), via inoculacdo mecanica, para uma
filtragem do material a ser testado posteriormente para resisténcia multipla.
Os resultados obtidos por Gordillo et al. (2008) demonstram a efetividade da
combinacdo da técnica de inoculacdo mecanica e ELISA para a analise de
materiais resistentes, o que foi confirmado nos experimentos realizados neste
trabalho. O grupo com respostas promissoras ao GRSV apresentou acessos
assintomaticos, que mostraram somente reacao do tipo lesédo local necrotica
cerca de quatro dias apdés a inoculacdo ou sintomas fracos em poucos
individuos (Tabela 1).
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Tabela 1. Reacdo de acessos de Solanum (Seccdo Lycopersicon) com um isolado de
Groundnut ringspot virus (GRSV) via inoculacdo mecénica. Um subgrupo de acessos
(resistentes e suscetiveis) foi selecionado para comprovacado da resisténcia com isolados de
Tomato spotted wilt virus (TSWYV), Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV), Tomato
chlorotic spot virus (TCSV) e GRSV (marcados em vermelho).

Acesso Nome comum Espécie Plantas com Notas*
CNPH sintomas
/total
0043 Kada S. lycopersicum 06/06 3
0046 Angela Hiper S. lycopersicum 06/06 3
0067 De la Plata S. lycopersicum 05/05 3
0079 Silvestre de Piranga S. lycopersicumar. cerasiforme 02/05 3
0080 Silvestre de Araxa S. lycopersicumar. cerasiforme 03/05 3
0081 Silvestre de Felixlandia S. lycopersicumar. cerasiforme 05/05 3
0083 Silvestre Vit Sto Antdo  S. lycopersicummar. cerasiforme 05/05 3
0095 Principe Gigante S. lycopersicum 06/06 3
0101 Pl 306811-67-N-4 S. peruvianum 04/11 2
0199 Pl 732293 Nagai 1 S. lycopersicum S. pimpinellifolium 04/05 3
0200 P1 732293 Nagai 2 S. lycopersicum S. pimpinellifolium 05/05 3
0202 Angela Gigante 15100 S. lycopersicum 06/06 3
0353 Silvestre de Altamira S. lycopersicumar. cerasiforme 05/05 3
0357 Silvestre de Vitéria S. lycopersicumar. cerasiforme 04/04 3
0380 Angela Gigante S. lycopersicum 06/06 3
0382 P1 732293 Nagai 3 S. lycopersicum S. pimpinellifolium 05/05 3
0390 Silvestre do Para S. lycopersicummar. cerasiforme 04/05 3
0410 LA 1967 S. chilense 00/06 1
0416 Pl 126445 S. habrochaites 01/01 3
0419 Pl 126931 S. pimpinelifolium 06/06 3
0421 Pl 127827 S. habrochaites 02/05 2
0447 LA 258 S. lycopersicum 00/05 1
0448 Rick 3-71 S. lycopersicum 04/05 3
0449 LA 1663 S. lycopersicum 05/05 3
0457 Rey de Los Tempranos S. lycopersicum 07/11 3
0458 P1 279567 (P. Harbor)  S. lycopersicum 05/05 3
0513 IVT-3 S. lycopersicum x S. peruvianum 01/05 3
0610 Niva / USSR S. peruvianunvar. dentatum 03/06 3
0613 Quil-Quil S. lycopersicum 05/05 3
0633 Silvestre de Brasilia S. lycopersicummar. cerasiforme 03/05 3
0634 Silvestre de Calambal  S. lycopersicummar. cerasiforme 05/05 3
0635 Silvestre de Ipuéd S. lycopersicummar. cerasiforme 01/05 3
0768 Pearl Harbor S. lycopersicum 05/05 3
0769 VC8 Martinus S. pimpinellifolium 01/05 3
0782 CGO 6708 S. peruvianum 02/11 2
0783 CGO 6707 S. peruvianum 06/06 3
0785 CGO 6712 S. peruvianum 02/05 3
0786 CGO 6713 S. peruvianum 03/11 2
0787 CGO 6714 S. peruvianum 03/11 2
0789 LA 1341 S. pimpinellifolium 06/06 3
0798 LA 1616 S. peruvianum 06/06 3
0864 LS 121 Japan S. peruvianum 02/05 3
0919 Stevens S. lycopersicum 01/04 1
0931 LA 1270 S. peruvianum 01/06 1
0932 LA 1333 S. peruvianum 00/05 1
0933 LA 1677 S. peruvianum 00/11 1
0934 WYR 2020 S. peruvianunvar. dentatum 03/05 3
0935 WYR 3957 S. peruvianunvar. dentatum 05/05 3
0936 LA 111 S. peruvianunvar. dentatum 05/11 2
0937 LA 385 S. peruvianunvar. humifusum 00/05 1
0938 LA 1113-1 S. corneliomuelleri 04/11 2
0939 LA 1113-2 S. corneliomuelleri 04/11 2
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0940 LA 1113-3 S. peruvianunvar. glandulosum 02/05
0941 ID 8623 S. peruvianunvar. dentatum 03/05
0942 ID 8624 S. peruvianunvar. humifusum 01/05
0944 LA 1036 S. chmielewskii 05/05
0945 LA 1716 S. neorickii = L. parviflorum 05/05
0947 Tx 410 S. lycopersicum x S. peruvianum 00/05
0951 RLT lzuka S. lycopersicum 03/05
0955 Japan lzuka S. pimpinellifolium 02/05
0956 P1 732293 Nagai lzuka  S. lycopersicum x S. pimpinellifolium 00/05
0996 P1319.369 S. peruvianum 00/05
0997 P1390.715 S. peruvianum 01/05
0998 P1390.687 S. peruvianum 05/05
0999 P1118.784 S. peruvianum 01/05
1000 P1127.813 S. peruvianum 03/05
1034 HBH S. habrochaites 04/06
1035 HBH S. peruvianum 03/06
1036 HBH S. peruvianum 02/06
1155 (LA1969x Lignon) A7 S. lycopersicum x S. chilense 05/05
1156 (LA1969x Lignon) A49  S. lycopersicum x S. chilense 05/05
1157 (LA1969x Lignon) C23  S. lycopersicum x S. chilense 04/05
1194 CGO 8200 S. peruvianum 02/06
1195 CGO 7650 S. pimpinellifolium 06/06
1277 Pl 128660 S. peruvianum 04/06
1298 H 1548 S. lycopersicum 06/06
1435 LA 107 S. peruvianum 02/04
1436 LA 0153 S. peruvianum 00/05
1438 LA 0444 S. peruvianum 03/05
1440 LA 1274 S. peruvianum 02/05
1443 LA 1331 S. peruvianum 02/02
1444 LA 1339 S. peruvianum 02/05
1445 LA 1351 S. peruvianum 05/05
1452 LA 1609 S. peruvianum 00/05
1459 LA 1954 S. peruvianum 03/05
1462 LA 1984 S. peruvianum 02/05
1463 LA 2152 S. peruvianumvar. humifusum 00/05
1464 LA 2157 S. peruvianum 02/05
1465 LA 2163 S. peruvianum 04/05
1466 LA 2172 S. peruvianum 03/05
1467 LA 2185 S. peruvianum 05/05
1468 LA 2328 S. peruvianum 05/05
1470 LA 2732 S. peruvianum 01/05
1471 LA 2744 S. peruvianum 00/05
1472 LA 2964 S. peruvianum 00/05
1560 BHRS 1,2 S. lycopersicum 03/05
1737 ‘P1 203230’ (RLT) S. lycopersicum 00/08

P WRPRPFPWOWWWWWRWWRFRWWWWWERWWWWNWWWNWWWWwWwWwRrPRPWWERWWWwWwWw

* Notas: 1 = sem sintomas ou ocorréncia de lesdo local sem sintomas sistémicos; 2 = poucos sintomas locais ou
sistémicos; 3 = muitos sintomas sistémicos.

Diversos acessos apresentaram extrema suscetibilidade ao GRSV,
apresentando 100% de plantas com sintomas severos. Neste caso estao
guase todos os acessos de S. lycopersicum var. cerasiforme, uma variedade
de tomate silvestre de ocorréncia espontanea e altamente disseminanda no
Brasil e todas as variedades de tomate cultivado (S. lycopersicum) do grupo

varietal ‘Santa Cruz’ (ex. ‘Kada’, ‘Angela Hiper’, ‘Principe Gigante’ e selecdes
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de ‘Angela Gigante’). Estas variedades predominaram no Brasil da década de
1940 até 1990, ainda sendo atualmente plantadas em varias regifes no Brasil
(Melo et al., 2008). Esta alta suscetibilidade deste grupo varietal explica a
enorme importancia econdmica que a doenca “vira-cabeca” apresentava no
cultivo do tomate e o grande esfor¢co de pesquisa empregado durante este
periodo para controlar esta doenca via cultivares com resisténcia genética
(Nagai, 1975; 1993; Melo et al., 2008). Vinte e quatro acessos apresentaram
respostas que foram classificadas como resisténcia. A reacdo fenotipica de
alguns acessos foi caracterizada pela ocorréncia de lesdes necroéticas nas
folhas inoculadas (sem invaséao sistémica) (Figura 1). Alguns poucos acessos
apresentaram reagcdo semelhante a resposta imune (i.e. completa auséncia

de sintomas e nenhuma invaséo sistémica).

Figura 1. Acesso de tomate selvagem da espécie S. peruvianum
apresentando lesdo local necrética resultante de reacdo de
resisténcia apos inoculacdo com isolado BR-01 de Tomato spotted
wilt virus.

Os acessos considerados resistentes, apresentando poucos sintomas
ou plantas que apresentaram somente pontos necroéticos que nao evoluiram
para sintomas sistémicos, foram re-avaliados para comprovacdo do espectro
de resisténcia via inoculagdo mecanica com 0s seguintes isolados: TCSV
(‘BR-03’), GRSV (‘AS-05’), CSNV (‘Chr-1") e TSWV (‘BR-01"). A reacéo
destes acessos foi avaliada através de ELISA e observacdo de sintomas
(Tabela 2). Todos os controles suscetiveis exibiram sintomas sistémicos,
indicando a viabilidade do in6culo das quatro espécies, bem como
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representaram uma pressdo de indculo razoavelmente uniforme que
contribuiu para o experimento. Uma grande maioria dos acessos que
apresentou resisténcia no primeiro ensaio exibiu resposta similar neste
segundo ensaio, indicando uma resposta de resisténcia ao virus. No entanto,
alguns acessos ainda apresentaram alguns individuos expressando sintomas.
Estes resultados podem ser explicados pela questdo de penetrancia do(s)
gene(s) de resisténcia, ou podem ser justificados pela variacdo genética que
naturalmente ocorre dentro dos acessos, especialmente os da espécie S.
peruvianum. A grande maioria dos acessos com melhores niveis de
resisténcia foram detectados dentro da espécie S. peruvianum. Este
resultado era de certa forma esperado, uma vez que essa espécie é a fonte
do gene Sw-5, principal gene de resisténcia de amplo espectro utilizado nos
programas de melhoramento genético em todo o mundo (Stevens et al.,
1992).

Tabela 2. Reacéo de acessos de Solanum (sec¢éo Lycopersicon) previamente selecionados
inoculados mecanicamente com isolados de Groundnut ringspot virus (GRSV),
Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV), Tomato spotted wilt virus (TSWV) e Tomato

chlorotic spot virus (TCSV) analisados através de ELISA e/ou observacao de sintomas.

Acesso

CNPH Nome comum

Espécie

Resultado

GRSV CSNV TSWV TCSV
0101  PI 306811-67-N-4 S. peruvianum 00/16  00/20 00/16  00/16
0410 LA 1967 S. chilense 04/22  04/05 03/17  03/22
0421  PI1127827 S. habrochaites 00/22  00/06 06/22  01/17
0447 LA 258 S. lycopersicum 01/12 NA* 00/13 02/12
0782 CGO 6708 S. peruvianum 00/22  00/04 00/22  00/22
0786 CGO 6713 S. peruvianum 00/22  00/06 00/22  01/22
0787 CGO 6714 S. peruvianum 00/16  00/20 00/16  00/16
0931 LA 1270 S. peruvianum 00/14  01/06 00/15  00/18
0932 LA 1333 S. peruvianum 02/16 NA 01/16 01/14
0933 LA 1677 S. peruvianum 02/22  00/06 02/22  01/22
0936 LA 111 S. peruvianunvar. dentatum 02/19  00/03 00/19 01/18
0937 LA 385 S. peruvianunvar. humifusum 02/09 NA 00/03 01/08
0938 LA 1113-1 S. corneliomuelleri 00/14  00/06  01/22  01/22
0939 LA 1113-2 S. corneliomuelleri 01/15 00/06 01/22  02/21
0947 TX 410 (SA x LA 462) S. lycopersicum x S. peruvianum  01/08 NA 00/08 01/08
0956 Pl 732292 Nagai S. lycopersicum x S. pimpinellifolium00/14 NA 01/14  01/14
0996  PI 319369 S. pimpinellifolium 00/07 NA 00/16  00/16
1036  HBH S. peruvianum 00/22  00/06 00/22  00/21
1194  CGO 8200 S. peruvianum 00/22  00/06 00/22  00/22
1436 LA 136 S. peruvianum 00/03 NA 02/16 01/12
1452 LA 1937 S. peruvianum 00/11 NA 01/16 00/14
1463 LA 2152 S. peruvianunvar. humifusum 00/07 NA 02/09 01/05
1471 LA 2744 S. peruvianum 00/07 NA 00/09 00/04
1737  'P1 203230’ (RLT) S. lycopersicum 00/09 00/08 00/10 00/08

* NA = Nao avaliado.
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O acesso da espécie S. lycopersicum ‘CNPH 1737’ (uma selecdo
dentro do ‘Pl 203230’) ndo apresentou sintomas de infec¢cdo por nenhuma
das espécies de tospovirus utilizadas nesse dultimo teste, bem como
apresentou reagdo negativa em ELISA. E interessante mencionar que ‘Pl
203230’ € uma selecdo da variedade ‘Rey de los Tempranos’ obtida na
Australia. No entanto, dois outros acessos de ‘Rey de los tempranos (‘CNPH
0457 e ‘CNPH 0951") apresentaram reacdo de suscetibilidade ao GRSV
(Tabela 1). No segundo ensaio (Tabela 2), ‘Pl 203230 (‘CNPH 1737)
apresentou resposta de resisténcia para todos os isolados, indicando que o
processo de selecdo previamente efetuado neste acesso foi efetivo em fixar
fatores de resisténcia a espécies de tospovirus encontradas no Brasil
(Boiteux et al., 1993; Boiteux et al., 2004). E também interessante notar que
selecbes de diferentes origens da cultivar ‘Pearl Harbor (‘(CNPH 0768’ e
‘CNPH 0458 = ‘Pl 279567’), uma das primeiras fontes de resisténcia
identificadas para TSWV nos Estados Unidos (Kikuta & Fraazier, 1948),
mostraram-se suscetiveis ao isolado de GRSV (Tabela 1).

O acesso de S. chilense ‘LA 1967° também apresentou um
comportamento peculiar nos dois ensaios. Na primeira avaliacdo, obteve uma
nota baixa em relacdo a expressdo de sintomas induzidos por GRSV,
mostrando-se resistente. No entanto, no segundo ensaio, 0 resultado em
ELISA indicou um elevado acumulo do virus em tecidos infectados para todas
as especies de tospovirus inoculadas, indicando potencialmente um
mecanismo de tolerancia (sensu Cooper & Jones, 1993). Poucas plantas
deste acesso apresentaram sintomas ou reacdes em ELISA, o que
demonstra potencialmente uma nova fonte de resisténcia a esses virus e
selecdes dentro deste acesso poderao ser efetivas em aumentar a frequéncia
de plantas resistentes. Acessos de S. chilense ja foram reportados
anteriormente como fonte de resisténcia a tospovirus (Stevens et al., 1994).
Material derivado de S. chilense acesso ‘LA 1938’ apresentou resisténcia,
inclusive a um isolado havaiano de TSWV capaz de quebrar a resisténcia
conferida por Sw-5 e trabalhos relacionados com linhagens avancadas
derivadas de S. chilense indicam resultados bastante promissores (Canady et
al., 2001; Scott et al., 2005). E interessante mencionar que 0 acesso de S.
chilense ‘LA 1967’ é uma interessante fonte de genes de resisténcia a
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doencas, sendo detectados bons niveis de tolerancia a espécies de
Begomovirus bipartidos (Giordano et al., 1998; Santana et al.,, 2001) e
resisténcia do tipo imunidade ao fungo Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
raca 3 (Reis & Boiteux. 2007).

Os acessos ‘Pl 306811', ‘LA 1967, ‘Pl 127827’, ‘CGO 6708’, ‘CGO
6713, ‘CGO 6714’, ‘LA 1270, ‘LA 1677, ‘LA 111’, ‘LA 1113-2’, ‘'CNPH 1036’ e
‘CGO 8200’ (Tabela 2) vém sendo avaliados repetidas vezes para diferentes
isolados de Tospovirus desde 2003/2004. De fato, muitos destes acessos ja
haviam apresentado resultados positivos quando inoculados com TSWV,
TCSV e CSNV (Boiteux et al., 2004), indicando que os fatores de resisténcia
multipla a estas espécies virais podem ter sido fixados em alguns destes
acessos. Isso explica os resultados observados em que muitos deles
apresentaram uma frequéncia elevada de plantas resistentes, inclusive
alguns exibiram 100% de plantas sem sintomas e com reacdo negativa em
ELISA para as quatro espécies usadas como indculo (Tabela 2). Por essa
razdo, é bem provavel que outros materiais que exibiram resultados variaveis
no primeiro ensaio (segregando para plantas com e sem sintomas) podem
conter genes de resisténcia ainda nao identificados, uma vez que muitos dos
acessos avaliados sdo auto-incompativeis e com tendéncia a alogamia. Este
tipo de selecao cuidadosa pode ser efetiva especialmente dentro de acessos
de S. peruvianum, S. corneliomuelleri e S. chilense, permitindo o aumento
gradual da frequéncia de plantas resistentes.

O acesso ‘Pl 127827, uUnico da espécie S. habrochaites que
apresentou bons resultados na segunda fase de testes, pode ser considerado
um acesso promissor, apesar de que Lourencgdo et al. (1999) em analises de
resisténcia a tospovirus em Campinas (SP), Patos de Minas (MG) e Petrolina
(BA), observaram que linhagens derivadas desta espécie (parental ‘Pl
134417") apresentaram suscetibilidade préxima a dos controles suscetiveis
baseando-se unicamente em analises de sintomas, sem distincdo da espécie
de virus infectando tais individuos. Essa instabilidade da resisténcia deste
acesso ndo recomenda a indicacéo deste acesso para uso em programas de
melhoramento genético.

O ensaio reportado aqui € o primeiro que avalia um grupo grande de

acessos de Solanum (secc¢do Lycopersicon) para um numero tdo variado de
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espécies de Tospovirus. Gordillo et al. (2008) conduziram um dos ensaios
mais extensos em termos de busca por resisténcia a tospovirus, envolvendo
um grande numero de acessos da espécie S. peruvianum que foram
avaliados contra dois isolados da espécie TSWV (o isolado ‘TSWVE’,
coletado no Havai infectando plantas com o gene Sw-5 e ‘Anwa-1’, um
isolado australiano de menor viruléncia). E interessante contrastar o0s
resultados obtidos por Gordillo et al. (2008) e o ensaio reportado no presente
trabalho. Um dado marcante foi que Gordillo et al. (2008) ndo conseguiram
identificar nenhum acesso com 100% de plantas resistentes. O acesso S.
peruvianum ‘Pl 126946’ foi o que apresentou melhor performance com 80%
de plantas resistentes. Os acessos S. peruvianum ‘LA 1616’, ‘Pl 390687’ e ‘Pl
128660’ apresentaram reacdo de suscetibilidade nos dois trabalhos com
frequéncia de plantas suscetiveis variando entre 60% e 100%. No entanto, 0s
dados obtidos para os acessos S. peruvianum ‘Pl 306811’, ‘LA 1270’ e ‘LA
1677’ considerados resistentes para os isolados de espécies neotropicais,
foram considerados suscetiveis por Gordillo et al. (2008). Diferentemente do
que foi obtido por este grupo, os trés acessos apresentaram resisténcia em
todas as plantas testadas com os isolados empregados nos testes de
resisténcia aqui descritos, sendo que somente uma resisténcia parcial por
parte da populacéo de ‘LA 1677 pode ser observada pelo grupo americano
(50% da populacédo testada). Sugere-se que estes acessos possuam genes
ou variantes alélicas similares ao Sw-5 de tal forma que o perfil de viruléncia
dos isolados empregados (‘'TSWV6’ e ‘Anwa-1’) resultou em susceptibilidade.
Por outro lado, estes potenciais genes ou variantes alélicas similares ao Sw-5
mostraram-se efetivos contra os isolados das quatro espécies empregados
no presente estudo.

Nossos resultados confirmam que a espécie S. peruvianum é a fonte
mais importante de resisténcia contra distintas espécies de Tospovirus de
ampla distribuicdo nas regides neotropicais da América do Sul. Fontes de
resisténcia alternativas foram identificadas em acessos das espécies S.
chilense, S. corneliomuelleri e S. lycopersicum. A presenca de diversidade
genética para resisténcia a espécies de Tospovirus € de extremo interesse
para os programas de melhoramento, especialmente no caso do surgimento

de novos isolados, patétipos e/ou espécies com um perfil de viruléncia mais
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amplo. Além disso, esta diversidade genética na planta hospedeira podera
permitir que diferentes fatores de resisténcia possam ser “piramidados” em
cultivares de tomate e/ou servir de genes alternativos em casos
emergenciais.

A disseminacdo de isolados de tospovirus capazes de quebrar a
resisténcia controlada pelo gene Sw-5 ja tem sido reportada em diferentes
continentes (Cho et al., 1996; Latham & Jones, 1998; McMichael et al., 2002;
Aramburu & Marti, 2003; Ciuffo et al., 2005), provavelmente devido ao uso
mais extensivo deste gene em cultivares comerciais. A introducdo de novos
genes na populacdo de tomateiros comerciais permitiria a alternancia dos
fatores de resisténcia, contribuindo para reduzir a pressao de selecao para o
estabelecimento de novos isolados de Tospovirus. Os resultados aqui
apresentados servem de base para futuros programas de selecdo para a
busca de novos materiais de tomate com tendéncia a apresentar resisténcia

multipla a uma variedade de espécies dentro do género Tospovirus.
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Capitulo 4

Desenvolvimento de um  marcador co-
dominante para o gene Sw-5 (resisténcia a
Tospovirus ) para selecao assistida por
marcadores a partir de uma ampla gama de

acessos de tomate*

* Este capitulo foi submetido para publicacdo em uma versdao modificada

como.

DIANESE, E.C., FONSECA, M.E.N., GOLDBACH, R., KORMELINK, R.,
INOUE-NAGATA, A K., RESENDE, R.O. & BOITEUX, L.S. Development
of a co-dominant Sw-5 (Tospovirus resistance) marker for assisted-
selection and allele-specific landing in a wide range of tomato
accessions. Molecular Breeding (sob reviséo), 2009.
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1) INTRODUCAO

Espécies de virus do género Tospovirus (familia Bunyaviridae) séao
responsaveis pela doenca conhecida como “spotted wilt”, “peste negra”
(Williams et al., 2001) e “vira-cabec¢a-do-tomateiro” (Silberschmidt, 1937), que
causa severas perdas anuais em cultivares de tomates de mesa e para
processamento (Solanum lycopersicum L.) mundialmente (Gordillo et al.,
2008). Estes virus sdo transmitidos por tripes (Thysanoptera: Thripidae) de
maneira circulativa/ propagativa (Wijkamp et al., 1995). Plantas suscetiveis
apresentam manchas cloréticas em folhas, murcha, necroses de tecido, anéis
cloréticos e necréticos em frutos, necrose apical, necrose generalizada e/ou
bronzeamento. Infec¢bes ocorridas prematuramente em cultivares altamente
suscetiveis podem levar a decaimento completo e morte (Lopes & de Avila,
2005). Tomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV),
Groundnut ringspot virus (GRSV) e Chrysantemum stem necrosis virus
(CSNV) sao as quarto espécies prevalentes de Tospovirus em areas tropicais
e sub-tropicais da América do Sul (Giordano et al., 2000; Williams et al.,
2001).

Fontes de resisténcia genética a tospovirus tém sido descobertas em
Solanum (Secado Lycopersicon), selvagens e cultivados (Soler et al., 2003).
Espécies de tomate selvagens sdo consideradas as melhores fontes de
resisténcia, sendo que muitos acessos foram considerados tolerantes ou
imunes a isolados e espécies distintas (Paterson et al. 1989; Stevens et al.,
1994; Rosell6 et al.,, 1999; Lima et al., 2003; Gordillo et al., 2008). Até o
momento, os melhores niveis de resisténcia de amplo-espectro a tospovirus
sao conferidos pelo gene derivado de S. peruvianum, que foi introgredido no
cultivar “Stevens” (Stevens et al., 1992). Este complexo I6cus de resisténcia
foi nomeado Sw-5 e plantas que o expressam sdo capazes de restringir a
distribuicdo sistémica do virus, apresentando somente sintomas localizados
representados por lesdes locais causadas por reacdo de hipersensibilidade
(HR) (Stevens et al., 1992). O l6écus Sw-5 foi mapeado no braco longo do
cromossomo 9 e foi isolado através de clonagem posicional
(Brommonschenkel et al., 2000; Spassova et al.,, 2001). Além disso, foi

verificado que o fator de resisténcia a tospovirus reside em um complexo
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formado por cinco cépias do gene, denominadas Sw-5a a Sw-5e (Spassova
et al., 2001). A eficiéncia de cada copia em conferir resisténcia ainda ndo esta
totalmente esclarecida, mas anadlises individuais de cada cépia em plantas
transgénicas indicaram que a copia Sw-5b é essencial para a expressao do
fendtipo de resisténcia (Spassova et al., 2001). O Sw-5 pertence a mesma
classe de genes de resisténcia a que pertence o gene Mi, que confere
resisténcia a espécies de Meloidogyne; RPM1, que confere resisténcia a
Pseudomonas syringae pv. maculicola e varios outros. Essa classe de genes
€ denominada CC-(NB-ARC)-LRR, que contém repeticbes ricas no
aminoacido leucina e sitios de ligacdo de nucleotideos altamente
conservados (Hammond-Kossack & Kanyuka, 2007).

Devido a perdas econbmicas causadas por tospovirus em diferentes
areas de producédo ao redor do mundo, a resisténcia genética se tornou o
foco das pesquisas relacionadas com o manejo dessa doencga (Gordillo et al.,
2008). A natureza dominante do gene Sw-5 permitiu 0 amplo uso deste locus
no desenvolvimento de cultivares hibridos. Foi observado que cultivares
contendo o lécus Sw-5 apresentam resisténcia de amplo-espectro a
tospovirus, com alta estabilidade a isolados distintos de TSWV (Stevens et
al., 1992; Rosell6 et al., 1998) e também as espécies relacionadas GRSV e
TCSV (Boiteux & Giordano, 1993; Boiteux et al., 1993). A introducédo deste
l6cus em cultivares comerciais levou a uma consideravel reducao nas perdas
econbmicas causadas por tospovirus, mesmo esta resisténcia tendo sido
quebrada por alguns isolados e espécies (Cho et al., 1996; Latham & Jones
1998; McMichael et al., 2002; Aramburu et al., 2003; Ciuffo et al., 2005), sob
alta pressdo de inoculo e ampla variagdo de temperatura (Diez et al., 1995;
Rosello et al., 1997; Rosell6 et al., 1998).

A natureza complexa das espécies de Tospovirus podem levar a
ocorréncia de escapes em sistemas de selecdo em programas de
melhoramento. Esses virus sdo bem instaveis em extratos; a expressao de
sintomas € altamente influenciada por condicbes ambientais e 0 uso de
isolados “frescos” é necessario para evitar o acumulo de variantes defectivas
(mais atenuadas) dos isolados (Resende et al., 1992; Inoue-Nagata et al.,
1997; Nagata et al., 2000; Moritz et al., 2004). Dessa forma, sistemas de

selecdo em larga escala para resisténcia a tospovirus em tomates baseados
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no gene Sw-5 poderdo se beneficiar grandemente através do uso de
marcadores moleculares.

Até o momento, a maioria dos marcadores moleculares disponiveis
para 0 monitoramento da incorporacdo do locus Sw-5 em linhagens
suscetiveis sdo marcadores RAPD (Random amplified polymorphic DNA),
derivados de RAPD, RFLP (Restriction fragment length polymorphism) e
CAPS (Cleaved amplified polymorphic sequence) (Stevens et al., 1995;
Stevens et al., 1996; Chagué et al., 1996; Cho et al., 1997; Smiech et al.,
2000; Czech et al., 2003; Langella et al., 2004). Esses marcadores complexos
sdo proximamente ligados e podem ser ocasionalmente separados do gene
de interesse através de recombinacdo genética (eventos de crossing-over).
Neste caso, marcadores derivados do locus de resisténcia capazes de
diferenciar entre plantas suscetiveis e resistentes seriam ideais (Folkertsma
et al., 1999; Garland et al., 2005). Apesar das sequéncias derivadas do locus
Sw-5 estarem disponiveis em bancos de dados publicos, existem poucos
dados relacionados a marcadores moleculares derivados dos mesmos. O
trabalho publicado por Garland et al. (2005) é uma excec¢éo, em que se utiliza
de um marcador dominante derivado do lécus Sw-5 combinado com um
marcador CAPS ligado ao mesmo para a verificacdo de linhagens suscetiveis
e resistentes a tospovirus.

Neste capitulo foi avaliado um painel de primers para PCR que
englobam parte do lécus Sw-5 procurando-se estabelecer um sistema de
identificacdo especifico para essa regido gendmica. Posteriormente,
procurou-se validar este marcador através da avaliacdo de acessos de
tomate suscetiveis para o estabelecimento de sua capacidade para o
monitoramento da incorporacdo do gene Sw-5 em material genético de elite

utilizado em programas de melhoramento.
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2) MATERIAIS E METODOS

2.1) Desenho dos primers e sua localizacdo dentro do I6cus ~ Sw-5

Sete pares de primers capazes de amplificar fragmentos de
aproximadamente 400 a 575 pares de bases (pb) dentro do I6cus Sw-5 foram
desenhados (Tabela 1), baseados na sequéncia dos genes Sw-5a e Sw-5b
(acesso AY007366). Cada par de primers foi desenhado utilizando-se do
programa Lasergene’99 Package (DNAStar, Madison, WI). De acordo com
Spassova et al. (2001) o gene Sw-5 apresenta cinco coépias ao longo do
cromossomo 9, nomeadas Sw-5a até Sw-5e. A parte da sequéncia
selecionada para a amplificacdo englobou uma area de alta identidade entre
as copias Sw-5a e Sw-5b, cobrindo uma regido de mais de 3.000 pb. Esta
regido corresponde a uma sequéncia derivada de uma planta de tomate
resistente a TSWV (acesso AY007366) que, supostamente, expressa um

padréo diretamente relacionado com resisténcia a tospovirus.

Tabela 1. Cédigos, sequéncias e tamanho esperado dos amplicons de um painel de primers
derivado da seqiiéncia do I6cus Sw-5 (acesso AY007366).

Cddigo Sequéncia Tamanho do
Amplicon

‘Sw-5-1' F*= 5-TTTGGAGGTTTGGAGGAAGAAGAG-3’ 409 bp
R*= 5-TCATGTCCGACCCAATACCTAACT-3’

‘Sw-5-2' F=5-AATTAGGTTCTTGAAGCCCATCT-3’ 574 bp
R=5-TTCCGCATCAGCCAATAGTGT-3'

‘Sw-5-3' F=5-GAATCTGTTTATGAGTGCGACCTT-3 418 bp
R=5-ACACCCTCTTCTTCCTCCAAACCT-3’

‘Sw-5-4' F=5-TTTTGCAAGAACATCATCAGTA-3’ 538 bp
R= 5-GGCGAAAATCCCAACAAG-3

‘Sw-5-5' F=5-AGTCTCCAAACATTCCTGCTTCTC-3 416 bp
R=5-TTCTTTTGCCTGATTCCTTAGTCG-3’

‘Sw-5-6’ F=5-AATTCTTTCGGTTACAA-3’ 496 bp
R=5-CCGCCTCTGAATACAAAGTCGTCT-3

‘Sw-5-7’ F=5-TCGCAACGTAATAAAGTCCCACAT-3

R=5-ACATACTTCAACAACCTAAACTCC-3 436 bp

*F = Forward; R = Reverse
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2.2) Extracdo de DNA, ciclos de PCR e analise do ge | de agarose

O DNA gendmico foi purificado como descrito por Boiteux et al. (1999)
utilizando-se do método do tampao CTAB 2X modificado com passos extras
de purificacdo com solventes organicos. O DNA foi amplificado em reacdes
de PCR como a citada a sequir: aprox. 1 pug de DNA, 1 yL de tampéo para
PCR 10X (Invitrogen), 0,3 uL de MgCl, 50 mM, 0,7 puL de dNTP 2,5 mM, 100
ng de cada primer, 0,5 Unidades de Tagq DNA polimerase (Invitrogen) e agua
para um volume final de 10 pL. As reacdes foram amplificadas em um
termociclador Mastercycler (Eppendorf) seguindo-se o0 programa:
desnaturacdo a 94° C por 2 minutos, 29 ciclos compostos por 94° C por 30
segundos, 50° C por 1 minuto e 72° C por 30 segundos e extenséo final a 72°
C por 5 minutos. Todos os produtos de PCR foram aplicados em gel de

agarose 1% em tampao TBE.

2.3) Ensaios em casa de vegetacao utlizando-se de linhagens
guase-isogénicas para avaliar a associacdo entre o perfil de

PCR e aresisténcia a Tospovirus .

Plantas de S. lycopersicum da cultivar ‘Viradoro’ (resistente a TSWV
devido a presenca do l6cus Sw-5) (Giordano et al., 2000) e ‘IPA-5’ (linhagem
quase-isogénica de ‘Viradoro’, suscetivel a TSWV) foram utilizadas como
fontes de material genético para a avaliacdo do painel de primers. Os
acessos foram semeados em bandejas de isopor com 128 células,
preenchidas com substrato Plantmax® e mantidas em casa de vegetagao.
Inoculacdes mecanicas com o isolado BR-01 de TSWYV foram feitas em 20
plantas de cada linhagem, seguindo-se o0 método padronizado por Boiteux &
Giordano (1993). Vinte plantas da cultivar ‘Stevens’ (resistente a TSWV e
fonte do gene Sw-5) e 20 plantas da cultivar ‘Moneymaker’ (suscetivel a
TSWYV) também foram inoculadas. O DNA gendmico de plantas individuais de
cada linhagem foi amplificado para se verificar a eficiéncia desses primers

derivados do gene Sw-5 em revelar polimorfismos.
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2.4) Ensaios em campo com linhagens quase-isogénica s para
avaliar a associacdo entre o amplicon ‘Sw-5-2" e re  sisténcia a

tospovirus

Ensaios de campo foram conduzidos para confirmacdes adicionais em
relacdo aos resultados obtidos com o par de primers mais promissor para
selecdo assistida por marcadores (‘Sw-5-2’). A cultivar suscetivel ‘Santa
Clara’ (Nagai, 1993) e familias derivadas de retrocruzamentos (linhagens
BC5 quase-isogenicas resistentes a tospovirus), utilizando-se de ‘Santa
Clara’ como pai recorrente e uma linhagem desenvolvida no CNPH (Boiteux
et al., 1993) como doadora do I6cus Sw-5, foram simultaneamente analisadas
através dos marcadores moleculares e ensaios de campo com alta pressao
de inoculacdo de GRSV. O experimento foi conduzido na estagcao
experimental da Embrapa Hortalicas durante a estacdo seca (de maio a
agosto de 2008) em Brasilia/DF, Brasil. Os ensaios foram compostos por
‘Santa Clara’ (trés replicacdes de oito plantas cada) e 24 familias derivadas

de retrocruzamentos (oito plantas por cada familia).

2.5) Analise da sequéncia completa dos amplicons ob  tidos com o
par de primers ‘Sw-5-2’ de duas linhagens quase-isogénicas.

Produtos de PCR obtidos das cultivares ‘Viradoro’ e ‘IPA-5" foram
fracionadas em gel de agarose 1%. As bandas obtidas foram recortadas do
gel através do uso de luz UV e purificadas utilizando-se do QIlAquick Gel
Extraction kit (QIAGEN Inc., Valencia/CA). As bandas purificadas foram
clonadas no vetor pGEM-T Easy ® (Promega, Madison, WI, USA) e
sequenciadas com os primers SP6 e T7. A sequéncia obtida foi alinhada na
regido definida pelo par de primers ‘Sw-5-2’ através do método Clustal/W,

presente no programa Megalign (Lasergene, Madison, WI, USA).
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2.6) Sequenciamento direto dos amplicons ‘Sw-5-2 d e 14

acessos de tomate

Amplicons também foram obtidos utilizando-se do par de primers ‘Sw-
5-2' com DNA gendmico extraido de ‘Viradoro’ e ‘IPA-5’ e mais 12 acessos de
diferentes fundos genéticos (Figura 1). Todos os 14 acessos produziram
apenas um amplicon de tamanho variavel quando analisados através de
eletroforese. Nesse ensaio, todos os 14 acessos foram diretamente
sequenciados a partir dos produtos de PCR, utilizando-se dos primers ‘Sw-5-
2’ senso e anti-senso. A reacdo de sequenciamento foi feita seguindo-se o
protocolo do BigDye® terminator cycle sequencing versao 3.1 (Applied
Biosystems of Brazil, Sdo Paulo/SP) e 2 ul dos amplicons. O DNA foi
analisado em um sequenciador automatico ABI Prism 3100 (Applied
Biosystems of Brazil, Sdo Paulo/SP) no Laboratério de Analise Gendmica do
CNPH. A qualidade das sequéncias obtidas foi verificada através do
programa SegMan (Allex, 1999). As sequéncias dos 14 acessos foram
alinhadas através do método Clustal presente no programa Megalign
(Lasergene, Madison, WI, USA).
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600 bp ™

Figura 1. Perfil de amplificacdo de PCR em gel de agarose 1% (tamp&o TBE) obtido com os
primers ‘Sw-5-2'. Ensaios foram realizados utilizando-se de DNA gendmico extraido de 14
acessos de Solanum (secéo Lycopersicon). M = marcador 1 kb (Invitrogen); 1 = ‘Stevens’
(fonte do lécus de resisténcia a tospovirus Sw-5); 2 = ‘Viradoro’ (contém o l6cus Sw-5 e é
quase-isogénica a ‘IPA-5'); 3 = Solanum peruvianum ‘Pl 128660’ (descobriu-se como sendo
resistente a isolados de tospovirus nos E.U.A.); 4 = ‘Santa Clara R’ (linhagem avancada tipo
‘Santa Cruz’ com o lécus Sw-5 e quase-isogénica a ‘Santa Clara S’); 5 = linhagem avancada
derivada do hibrido ‘Nemonetta’ (suscetivel a tospovirus); 6 = ‘Ohio 8245’ (suscetivel); 7 =
‘Santa Clara S’ (cultivar tradicional do tipo Santa Cruz e altamente suscetivel); 8 =
‘Ponderosa’ (cultivar de mesa muito velho e obsoleto, suscetivel); 9 = ‘IPA-5' (tomate para
processamento, altamente suscetivel); 10 = linhagem avancgada derivada do hibrido ‘Densus’
(tomate de mesa longa-vida suscetivel); 11 = ‘Moneymaker’ (cultivar livre de introgressoes e
obsoleto, suscetivel); 12 = ‘CNPH Tx-577' (tomate cereja suscetivel); 13 = linhagem
avancada suscetivel derivada do hibrido ‘Alambra’ (tomate de mesa longa-vida); 14 =
linhagem avancada suscetivel derivada do hibrido ‘Netta’ (tomate de mesa longa-vida). O
primeiro grupo de padrdo de bandas de PCR (pocos 1 a 4 ) geraram um amplicon de aprox.
574 pb. O segundo grupo (pocos 5 e 6) apresentou um amplicon de aprox. 510 pb. O
terceiro grupo fenotipico (pocos 7 a 14 ) apresentou um amplicon de aprox. 464 pb.

3) RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o monitoramento de uma regido genémica responsavel por uma
determinada expressdo de um fenotipo, os marcadores denominados
“derivados do gene” ou “funcionais” (Varshney et al., 2005) representam uma
ferramenta robusta, ja que ndo ha riscos de separacdo acidental através de
eventos de recombinacdo genética (crossing-over) como reportado para
marcadores ligados ao gene. Até o momento, a identificacdo de marcadores
funcionais, especificos e co-dominantes derivados exclusivamente do l6cus
Sw-5 nado estdo publicamente disponiveis, apesar de que a totalidade deste
foi clonada e caracterizada (Brommonschenkel et al., 2000; Spassova et al.,
2001).
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No presente trabalho, foi avaliado um painel de sete pares de primers
(Tabela 1) derivados de informacdes de sequéncias do l6cus Sw-5, buscando
estabelecer um sistema de identificacdo eficiente para esta regido gendmica.
Os pares de primers ‘Sw-5-4" e ‘Sw-5-7" apresentaram um perfil de amplicons
complexos, sendo um monomarfico e o outro de polimorfismo de intensidade,
que eram bastante dificeis de se definir. Os perfis de amplicons complexos
(com vérias bandas monomorficas) podem indicar que esses primers nao sao
especificos ao locus Sw-5, com os amplicons obtidos possivelmente
correspondendo a genes relacionados a classe CC-(NB-ARC)-LRR. Essa
suposicdo nao foi corroborada por mais andlises experimentais. Os outros
pares de primers apresentaram nenhuma reacao sob as condicbes de PCR
empregadas (primers ‘Sw-5-1’, ‘Sw-5-3° e ‘Sw-5-6) ou um padrdo
monomorfico (‘Sw-5-5). Também para esses primers nenhuma outra anélise
foi realizada.

O par de primers ‘Sw-5-2’ foi 0 Unico capaz de revelar um padrao
polimorfico estavel entre as duas linhagens quase-isogénicas ‘Viradoro’ e
‘IPA-5’ (Figura 1, pocos 2 e 9). O perfil de PCR obtido com este par de
primers apresentou somente um amplicon, que foi capaz de descriminar de
maneira confidvel e estavel as cultivares ‘Stevens’ e ‘Moneymaker’ (Figura 1,
pocos 1 e 11). ‘Stevens’ (fonte do gene Sw-5) desenvolve uma reacéao de
resisténcia a TSWV (isolado BR-01) depois de inoculacdo mecanica sob
condicbes de casa de vegetacdo. Todas as plantas de ‘Moneymaker’ foram
consideradas suscetiveis neste ensaio. Além disso, o amplicon obtido com o
par de primers ‘Sw-5-2’ foi co-dominante, indicando a existéncia de delecdes
ou inserc¢des de cerca de 100 pares de bases (pb) nessa regiao.

AvaliacOes paralelas foram conduzidas através de PCR com os pares
de primers ‘Sw-5-2’ e analise de campo a inocula¢cdes com GRSV da cultivar
‘Santa Clara’ (“Santa Clara S”), como controle suscetivel, e suas familias
guase-isogénicas resultantes de retrocruzamentos contendo o lécus Sw-5
(“Santa Clara R”). Todas as 24 plantas nas trés parcelas de “Santa Clara S”
apresentaram sintomas severos de infec¢cao por GRSV (Figura 2) confirmada
através de ELISA com antisoro especifico (dados ndo apresentados). Estes
resultados indicaram uma pressao de inoculo adequada e uniforme através

do campo experimental. O marcador derivado de Sw-5 (um amplicon de
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aproximadamente 574 pb) foi observado em todas as 192 plantas das 24
familias de “Santa Clara R” quase-isogénicas (Figura 1, poco 4). No caso das
plantas suscetiveis de “Santa Clara S” foi observado um amplicon menor, de
aproximadamente 464 pb (Figura 1, poco 7). Uma quase completa correlagéao
foi observada entre o resultado do marcador derivado de Sw-5 e a resisténcia
a GRSV sob condi¢cdes de campo, exceto para duas plantas de “Santa Clara
R” que apresentaram necrose apical ou manchas em anel nos frutos. A
presenca de uma pequena fragdo de plantas suscetiveis € comumente
observada, mesmo em linhagens avancadas contendo o locus Sw-5 em
condi¢cbes de campo no Brasil (Boiteux & Giordano, 1993). Este resultado tem
sido mais justificado pela penetrancia incompleta do gene Sw-5 (Stevens et
al.,, 1992) do que pela ocorréncia de variantes do virus e/ou efeitos

ambientais na expressao génica.

Figura 2. Reacdo em ensaio de campo a infeccao por Groundnut ringspot virus (GRSV) de
(A) linhagem quase-isogénica ‘Santa Clara R’ (sem sintomas), que foi homozigota para o
amplicon resistente derivado de Sw-5 obtido apds ensaios de PCR utilizando o par de
primers ‘Sw-5-2' e (B) linhagem derivada de retrocruzamento ‘Santa Clara S’ (apresentando
necrose apical e nanismo devido a infeccdo por GRSV), que foi homozigota para o amplicon
suscetivel derivado de Sw-5 obtido apés ensaios de PCR utilizando o par de primers ‘Sw-5-
2'. Este par de primers foi desenvolvido para se combinar com sequéncias do locus Sw-5
(resisténcia a tospovirus) de tomate.

Ensaios de PCR também foram conduzidos com o par de primers ‘Sw-
5-2’ utilizando-se DNA genbmico extraido de uma colecdo de 14 acessos
sabidamente resistentes ou suscetiveis a isolados de tospovirus (Figura 1).

As analises indicaram trés “padrbes de migracdo de DNA”. O primeiro grupo,
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apresentando um amplicon de aprox. 575 pb, foi exibido por trés acessos
resistentes a tospovirus contendo o l6cus Sw-5 (‘Stevens’, ‘Viradoro’ e ‘Santa
Clara R’) e um S. peruvianum ‘Pl 128660’, que foi considerado resistente a
isolados de TSWV na Australia e Estados Unidos (Gordillo et al., 2008). O
segundo grupo apresentou um amplicon de aprox. 510 pb e correspondeu a
dois acessos suscetiveis (uma linhagem avancada derivada do hibrido
‘Nemonetta’ e a cultivar ‘Ohio 8245’). O terceiro grupo apresentou um
amplicon de aprox. 464 pb e foi composto pelas duas linhagens quase-
isogénicas ‘IPA-5' e ‘Santa Clara S’ e seis outros acessos e linhagens
avancadas derivadas de derivados de hibridos comerciais suscetiveis a
tospovirus (Figura 1). E importante mencionar que, em todas as situagdes,
plantas heterozigotas produziram amplicons com intensidade similar
permitindo, dessa forma, um sistema baseado em marcador co-dominante
confiavel, especialmente em géis com maior concentracao de agarose (1.4%
a 1.8%) (dados nao apresentados). Apesar disso, a presenca de mais de um
padrdo para acessos suscetiveis requer a comparagdo com amostras de
PCR derivadas de DNA extraido de fontes do I6cus Sw-5 ou uma estimativa
cuidadosa do tamanho do amplicon. Esse procedimento evitar4 erros na
classificagdo, como, por exemplo, a identificagdo de plantas “pseudo-
resistentes” de populacbes suscetiveis a tospovirus segregando para 0s
grupos 2 e 3 do padrédo de bandas. Além disso, a ocorréncia de novos
padrées de bandas para suscetibilidade podem surgir, caso as amostras
utilizadas sejam derivadas de acessos de tomate com fundos genéticos
diferentes daqueles empregados neste trabalho.

A analise completa das sequéncias dos amplicons ‘Sw-5-2" clonados
obtidos de ‘Viradoro’ (574 pb) e ‘IPA-5 (464 pb) indicou uma identidade total
de 81,7% com a presenca de delecdes e mutacbes de ponto, mas sem
nenhuma indicacdo de recombinagfes (Figura 3). A diferenca de 110 pb
observada nos ensaios de géis de agarose entre as linhagens quase-
isogénicas ‘Viradoro’/'IPA-5’ e ‘Santa Clara R’/'Santa Clara S’ foi causada por
duas grandes dele¢bes (83 pb no total) e outras de menor tamanho ou de
apenas um nucleotideo (31 pb no total). Vinte e sete mutagfes de ponto (21
transicOes e 6 transversdes) foram observadas nos amplicons derivados de
Sw-5 (Figura 3).
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10 20 30 40 50 60 70

AY007366 TTCCGCATCAGCCAATAGTGTTTGTTTAACACTCTGTTTGAATCATTGTTTTCCATTGTATTGTATCGT
IPA 5 TTCCGCATCAGCCAATAGTGTTTGTTTAACACT[MTGTTTGAATCATTGTTTTCCATTGTATTGTATC[TTTACCAT
Viradoro TTCCGCATCAGCCAATAGTGTTTGTTTAACACTCTGTTTGAATCATTGTTTTCCATTGTATTGTATCGT

80 90 100 110 120 130 140 150
AYOO7366[ACCTATAATGTTTGTTTTAATTATTACTTAAAATGTACTGTATTGTATTATTAAATTTCATTGTTATGTAACAAT
IPA5 |ACCTA[JAATGTTTGTTTTAATTATTACTJAAAAF - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - AT

Viradoro ACCTATAATGTTTGTTTTAATTATTACTTAAAATGTACTGTATTGTATTATTAAATTTCATTGTTATGTAACAAT

160 170 180 190 200 210 220
AY007366|GAAACCCTC- ATTTTATGGAACAATCGATTTGGTGTATGCCTATTGTTCCTTAATTTTTATTTATTTTTTCAATﬂ

IPA 5 GAA[GCCC[JC[CCATTTTATGGAACAACC[JATTTGGTGT[GT[- - YTATTGTT[MCTTAATTTTT[----- -|TTT[CCCAAT[C

Viradoro GAAACCCTC- ATTTTATGGAACAATCGATTTGGTGTATGCCTATTGTTCCTTAATTTTTATTTATTTTTTCAATT

230 240 250 260 270 280 290 300

AY007366 GTATCCTTAGATAATATTTCATATTACTATTTTTACCCTTTAATTCTATTAAAAAACTCATATCCTAAATAATTA
IPA' S ATATCCTTAGATAATATTTCATATTACTATTTT[JACCCTTTAATTCTAAT[JAAAACICTCATATCCTAAATAATTA
Viradoro GTATCCTTAGATAATATTTCATATTACTATTTTTACCCTTTAATTCTATTAAAAAACTCATATCCTAAATAATTA

310 320 330 340 350 360 370

AY007366[AGGATAT T TAGTAAATTTATAAATTATAATATAGTACGATACAGTICAAACTAAACAATAAAAATGTTATTAAACA
IPA5 |AGGATATTT[TATAAATTTATAAATTACAATA[----------]CAGTCAAACTAAACAATAAAAATATTATTAAACA
Viradoro AGGATATTTAGTAAATTTATAAATTATAATATAGTACGATACAGTCAAACTAAACAATAAAAATGTTATTAAACA

380 390 400 410 420 430 440 450

AY007366(ACATCAACCAATACAGCCTAACCATATATTGTATCTACCATACAATACATTATGAAACAATAGAGTACAAACAGA

IPA5 |ACATCAA[ACAAT[GT- - - -]TA[GCCATAT[GTTGTATCTA[TCATACTATACATTATGAA[ - - - - - JG[AGT[- - - - - - - - -
Viradoro ACATCAACCAATACAGCCTAACCATATATTGTATCTACCATACAATACATTATGAAACAATAGAGTACAAACAGA

460 470 480 490 500 510 520

AY007366[GT GTTAAAAGAAACATGTGTGTGGGCGAAAATCCCAACAAGTTTAGGGATGTTTTTATATATTTGAGCAAAGGTT
IPAB - - - - - - - - - o o-o-o---- TIAACAAGTTTAGGGATGTTTTTATATATTTGAGCAAAGGTT
Viradoro[GTGTTAAAAGAAACATGTGTGTGGGCGAAAATCCCAACAAGTTTAGGGATGTTTTTATATATTTGAGCAAAGGTT

530 540 550 560 570

AY007366[AA- - - TATGTATAACTTTTCAAAAGCATTAAGATGGGCTTCAAGAACCTAATT
IPA5 |AATAATATGTA[CAACTTTTCAAAAGCATTAAGATGGGCTTCAAGAACCTAATT
ViradorolAA- - - TATGTATAACTTTTCAAAAGCATTAAGATGGGCTTCAAGAACCTAATT

Figura 3. Compara¢cdo do segmento completo dos amplicons ‘Sw-5-2’ clonados obtidos de
DNA genbémico de Solanum lycopersicum das cultivares ‘Viradoro’ (574 pb) e ‘IPA-5' (464
pb). ‘Viradoro’ € uma cultivar para processamento resistente a espécies de tospovirus devido
a presenga do locus Sw-5 e ‘IPA-5' € uma linhagem quase-isogénica de ‘Viradoro’, que é
altamente suscetivel a tospovirus. O par de primers ‘Sw-5-2’ (flanqueando as sequéncias) é
derivado do tomate ‘Stevens’ (acesso AY007366) que é a fonte do I6cus Sw-5 introgredido
de S. peruvianum. A posicao dos nucleotideos da seqiiéncia original AY007366 que engloba
0 amplicon ‘Sw-5-2" vai dos nucleotideos 24591 a 25162.

Amplicons de ‘Viradoro’ e ‘IPA-5° também foram sequienciados
diretamente utilizando-se dos primers ‘Sw-5-2’ senso e anti-senso juntamente
com os amplicons obtidos de 12 outros acessos de tomate (Figura 1). Por
essa razao, a analise da sequéncia foi realizada com 522 dos 574 pb dos
amplicons (cerca de 91% de toda a sequéncia, excluindo-se o par de primers
‘Sw-5-2"). Os resultados indicaram que os amplicons sdo especificos para o
locus Sw-5 e as diferencas de tamanho ocorrem gracas a um numero de
inser¢des/delecdes nessa regido gendmica. Um numero de mutacdes de

ponto também foram observadas (Figura 4). As sequéncias das linhagens
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resistentes ‘Viradoro’ e ‘Santa Clara R’ foram 100% idénticas a de ‘Stevens’
para essa regiao genbémica.

E interessante notar que a regido genémica dentro do l6cus Sw-5 que
corresponde ao amplicon ‘Sw-5-2’ foi altamente conservada entre os dois loci
de S. peruvianum aqui analisados (os loci derivados de ‘Stevens’ e de ‘Pl
128660’). As sequéncias de ‘Stevens’ e ‘Pl 128660 sdo praticamente
iIdénticas com somente uma mutagao de ponto (T/C) na posicao 141 (Figura
4). Este nivel de conservacdo de nucleotideos € consideravelmente
surpreendente para uma espécie auto-incompativel e albgama como S.
peruvianum. Somente um grupo de acessos suscetiveis formados por ‘Santa
Clara S’, ‘IPA-5’, ‘CNPH Tx-557" e linhagens avancadas de ‘Densus’ e
‘Alambra’, tiveram 100% de identidade entre as sequéncias. Os outros
acessos suscetiveis apresentaram niveis de identidade variando de 87.9% a
99.8%. Obviamente, ndo é possivel até o presente momento especular que
essa colecédo de delecdes e mutagcbes de ponto estdo diretamente ligadas a
reacdo suscetivel dos acessos pertencentes aos grupos 2 e 3 dos padrdes de
bandas de DNA. Para isso, seria necessaria a geracao de mutacdes em
regides do locus Sw-5 correspondentes as observadas em acessos

suscetiveis para demonstrar os efeitos de perda de fungéo.
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Do ponto de vista da selecdo assistida por marcadores, um ensaio de
PCR confiavel, simples e r4pido para analisar a presenca do l6cus Sw-5 é
muito desejavel. Em melhoramento de tomate assistido por ferramentas
moleculares, marcadores ligados ao gene Sw-5 RFLP, RAPD, derivados de
RAPD e CAPS sao constantemente utilizados (Stevens et al., 1995; Stevens
et al., 1996; Chague et al., 1996; Cho et al., 1997; Smiech et al., 2000; Czech
et al.,, 2003; Langella et al., 2004). Essa colecdo de marcadores pode
ocasionalmente ser separada do lécus Sw-5 por eventos de crossing-over
durante o processo de melhoramento para a geracao de populacdes e/ou
incorporacdo deste clado em linhagens elite de tomate. Neste mérito, o
marcador co-dominante ‘Sw-5-2’ possui mais vantagens do que todos 0s
marcadores reportados até o momento.

O marcador aqui reportado também é considerado de uso mais
simples que o marcador derivado do l6cus Sw-5 desenvolvido por Garland et
al. (2005). Neste exemplo, a habilidade para discriminar plantas resistentes
homozigotas e heterozigotas depende da realizacdo de uma digestéao
enzimatica dos produtos de PCR. Além disso, € necessario o uso do
marcador CT220 como controle positivo para se identificar plantas suscetiveis
e falsos negativos (Garland et al., 2005).

Os resultados obtidos com o par de primers ‘Sw-5-2’ indicam uma
gama de aplicacdes para uma ferramenta robusta de selecdo para o
monitoramento da introgressdo do l6cus Sw-5 em acessos de tomate. Por
conseguir identificar claramente o l6cus, este marcador pode ser usado para
amplificar loci andlogos em outras fontes de resisténcia a tospovirus em
Solanum (sec¢&o Lycopersicon), buscando-se isolar alelos com caracteristicas
potencialmente distintas, incluindo-se estabilidade térmica, melhor expresséo
da resisténcia em frutos e resisténcia a isolados capazes de sobrepujar o Sw-
5. Outro uso possivel deste par de primers seria a busca por ortdlogos do
gene Sw-5 que podem estar presentes em outras espécies do género
Solanum, aumentando sua potencialidade e universalidade, sendo assim

usado em outros programas de melhoramento além de tomate.
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Capitulo 5

Analise de cinco genes de Tomato spotted wilt
virus como potenciais fatores de aviruléncia,

usando como modelo biolégico Nicotiana
benthamiana transgénica expressando uma

copia funcional do gene Sw-5 do tomateiro
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1) INTRODUCAO

Os trabalhos de Flor (1971) introduziram 0s conceitos da teoria gene-
a-gene, demonstrando que uma cultivar de linho é resistente a uma raca
fisiologica de Melampsora lini por conter um gene dominante de resisténcia
que corresponde a um gene dominante de aviruléncia no patégeno.

Em relacdo a interacdo entre virus e plantas, genes que codificam a
replicase, proteina de movimento e a proteina do capsideo ja foram
identificados como genes Avr (Weber et al., 1993; Whitham et al., 1994;
Bendahmane et al., 1995; Gilardi et al., 1998; Brommonschenkel et al., 2000;
Hoffmann et al., 2001; Spassova et al., 2001; Lovato et al., 2008).

Para superar este mecanismo de reconhecimento, mutagcdes em
aminoacidos que compdem esses genes virais, mas que ndo chegam a afetar
significativamente o mecanismo de patogenicidade, podem ocorrer. Essa
guebra da resisténcia caracterizada por esse mecanismo de reconhecimento
ja foi comprovada em diversos cultivos de grande importancia econémica e a
caracterizagdo e o mapeamento de novos genes R, principalmente para
espécies cultivadas de Solanaceas, foi realizado de maneira extensiva
(Grube et al., 2000; Gebhardt et al., 2001).

A maioria da resisténcia amplamente utilizada em um contexto
mundial, referente aos plantios comerciais, € dominante e geralmente
monogénica. Grande parte deste grupo, que chegou a ser caracterizado
molecularmente, confere resisténcia a bactérias ou fungos (Hammond-
Kosack & Parker, 2003). Essa resisténcia é caracterizada pela ocorréncia de
reacdo de hipersensibilidade (HR) no sitio de entrada do patdégeno
macroscopicamente observada como o surgimento de lesdes locais
necroticas seguida de abscisédo foliar (Heath, 2000). As células mortas no
sitio de infecgdo podem restringir o movimento do patégeno ou servem como
reservatorio de compostos antimicrobianos como fitoalexinas sintetizadas por
células que circundam a lesdo. Ocorre também a deposicdo de calose,
lignina, glicoproteinas e o acumulo de outras proteinas relacionadas com a
patogénese resultando na limitagdo da movimentacdo a curta e a longa
distancia por parte do virus (Collinge & Slusarenko, 1987; Keppler & Baker,
1989; Bol et al., 1990; Bostock & Stermer, 1990).
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Na ultima década, varios genes de resisténcia e seus correspondentes
de aviruléncia foram clonados, por exemplo, os genes RTM1/RTM2 e HRT
em Arabidopsis, que conferem resisténcia a Tobacco mosaic virus (TMV) e
Turnip crinckle virus (TCV), respectivamente (Cooley et al., 2000) e os genes
Tm-22 e Sw-5 em tomate, que conferem resisténcia a Tomato mosaic virus
(ToMV) e TSWV, respectivamente (Weber et al., 1993; Brommonschenkel et
al. 2000, Spassova et al., 2001; Lanfermeijer et al., 2003).

Dentre as familias de genes de resisténcia que causam reac¢fes de
hipersensibilidade a mais numerosa é a denominada NBS-LRR. Os genes de
resisténcia classificados dentro dessa familia possuem caracteristicas
comuns, de acordo com os dominios das proteinas sintetizadas (Van Bentem
et al., 2005). O dominio NBS (nucleotide binding site) corresponde a um sitio
de ligacdo de nucleotideos e o dominio LRR (leucine rich repeat) esta
envolvido na regulacao de atividade sinalizadora das proteinas de resisténcia,
localizando-se na regido C-terminal (Huang & Williamson, 2003). Ainda
ocorrem os dominios TIR ou CC (coiled-coil) na regido N-terminal (Dangl &
Jones, 2001; Matrtin et al. 2003).

O gene Sw-5 € membro da familia de genes CC-NBS-LRR. Este gene
confere resisténcia do tipo dominante de amplo espectro aos Tospovirus
(familia Bunyaviridae): Tomato spotted wilt virus (TSWV), Chrysantemum
stem necrosis virus (CSNV), Groundnut ringspot virus (GRSV) e Tomato
chlorotic spot virus (TCSV) e seu modo de acédo segue as descri¢coes
referentes a definicdo dos genes pertencentes a essa classe de genes R
(Boiteux & Giordano, 1993; Brommonschenkel et al., 2000; Spassova et al.,
2001). Pesquisas que visam compreender a interacdo entre genes de
resisténcia a TSWV e seu componente de aviruléncia foram realizados
anteriormente em alguns membros dessa classe de genes como Sw-5 e Tsw
(originario de Capsicum chinense) e que também apresenta reacdo de
hipersensibilidade a infeccdo por tospovirus (Boiteux & de Avila, 1994;
Boiteux, 1995; Hoffmann et al., 2001; Margaria et al., 2007; Lovato et al.,
2008). No caso do gene Tsw, a expressao do gene de aviruléncia parece
estar localizada no componente S, que contém os genes NSs, que sintetiza
uma proteina ndo estrutural e que esta envolvida com a supressao do

silenciamento génico e N, que sintetiza a proteina do capsideo (Lovato et al.,
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2008). Para o gene Sw-5, Hoffmann et al. (2001) verificaram, através do uso
de isolados recombinantes, que o gene de aviruléncia desta interacdo esta
localizado no componente M, que contém o gene NSm, que sintetiza a
proteina de movimento; e o precursor das glicoproteinas Gc e Gn que
recobrem o0 envelope lipidico e sdo responsaveis pela interacédo
tospovirus/inseto vetor (Bandla et al., 1998). Portanto, esses genes
apresentam-se como possiveis candidatos para o estudo dos mecanismos
envolvidos na interacdo de Sw-5 com os genes de tospovirus.

A compreensdo destes mecanismos pode contribuir para o
entendimento dos processos de geracao dos isolados capazes de superar a
resisténcia baseada em Sw-5 no campo, por exemplo. Isolados de TSWV
com a habilidade para superar a resisténcia conferida por este gene ja foram
relatados em cultivos de tomate resistentes da regido mediterranea e Africa
do Sul (Thompson & Van Zijl, 1996; Aramburu & Marti, 2003; Ciuffo et al.,
2005). A capacidade de multiplicagéo no inseto vetor e a composicao de seu
genoma tripartido podem potencialmente conferir aos virus da familia
Bunyaviridae a geracdo de novos isolados, a partir de eventos de
recombinacdo de segmentos inteiros de seu genoma (Hoffmann et al., 2001).
Considerando esse potencial de adaptacdo, a possivel manipulacdo da
resisténcia para a criacdo de alternativas duraveis e especificas depende
essencialmente do entendimento das interacdes patégeno/hospedeira.

Para a observacao dessas interacdes, novas ferramentas devem ser
desenvolvidas. Lau et al. (2006) testaram a capacidade de reconhecimento
de fatores do patdogeno em plantas de tabaco selvagem da espécie Nicotiana
benthamiana transformadas com o gene Sw-5. Esse modelo bioldgico
mostrou-se funcional, apresentando o mesmo espectro de resisténcia do
l6cus Sw-5 em tomate com reacdes de hipersensibilidade que impediram a
infeccdo sistémica dos indculos de TCSV, GRSV e CSNV (de forma variavel).
Spassova et al. (2001) demonstraram a eficiéncia da plataforma transgénica
baseada em Sw-5 ao transformar plantas de Nicotiana tabacum com este
l6cus. A partir dessa plataforma, foi possivel demonstrar que a copia Sw-5b
do I6cus era suficiente para conferir resisténcia a tospovirus.

No presente trabalho, a interacdo do gene Sw-5 com as proteinas

individuais de TSWYV (N, Nss, Nsm, Gc e Gn) foi estudada através do uso de
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um modelo biolégico baseado em plantas de N. benthamiana transgénicas
expressando a copia funcional do gene Sw-5. O entendimento dessas
interacdes visa fornecer subsidios para o estudo dos genes virais e dos
mecanismos envolvidos na quebra de resisténcia do gene Sw-5 no campo

por isolados de tospovirus.

2) MATERIAIS E METODOS

2.1) Construcéo de vetores para expressao transient e

Para a obtencdo das construgbes dos vetores contendo os genes N,
Nss e Nsm dos isolados BRO1 e GRAU (que supera a resisténcia do gene
Sw-5) de TSWYV, reagbes de RT-PCR utilizando-se primers especificos para
cada um dos genes foram realizadas. Primeiramente, o RNA total foi extraido
das folhas inoculadas e sistémicas usando Trizol (Invitrogen), seguindo-se as
recomendacdes do fabricante. Os protocolos de manipula¢gdes seguintes de
material genético extraido seguiram as recomendacfes de Sambrook et al.
(1989).

Em seguida, a sintese de cDNA para cada RNA purificado foi
realizada, utilizando-se de primers anti-senso (Tabela 1). A retro-transcrigao
se deu mediante o uso da transcriptase reversa MMLV-RT (Invitrogen)
adicionada a 100-500 ng de RNA, seguindo as recomendacoes do fabricante
para a sintese de cDNA. As rea¢fes foram entdo mantidas a 37° C por 1

hora.

Tabela 1. Lista de primers utilizados para a amplificacdo dos genes N, Nss e Nsm de TSWV
para a montagem das construcdes em PVX

Gene Primer Orientacdo Sequéncia

N NTSWV1 Senso 5 CCCATCGATATGTCTAAGGTTAAGCTC 3
NTSWV2 Anti-senso 5 CCCGTCGACTTCAAGCAAGTTCTGCGAG 3

Nss NssTSWV1 Senso 5 CCCCCATGGATCGATGTCTTCAAGTGTT 3
NsSSTSWV2 Anti-senso 5 CCCGTCGACTTATTTTGATCCTGAACG 3’

Nsm NsmTSWV1  Senso 5 CCCGTTTAAACATCGATATGTTGACTCTTTTCG 3’

NsmTSWV2  Anti-senso 5 CCCGTCGACACTATATTTCATCAAAG 3’
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Os primers utilizados anteriormente e os de sentido viral (Tabela 1)
foram aplicados em reacbes de PCR contendo os cDNAs previamente
sintetizados nas seguintes proporcdes: 2 pl de cDNA, 5ul de tampéao 10X
Platinum High-Fidelity DNA polymerase (Invitrogen), 4 pl de dNTP 2,5 mM,
0,8 ul de 50 mM MgCl,, 100 ng de cada primer, 0,25 U de Platinum High-
Fidelity DNA Polymerase (Invitrogen) e 4gua para um volume final de 50 pl.
Todas as reacdes foram realizadas em um termociclador Mastercycler
(Eppendorf) seguindo-se o programa: 5 minutos a 94° C para desnaturacéo e
30 ciclos de 94° C por 1 minuto, 55° C por 1 minuto e 72° C por 1 minuto.

Estes produtos de PCR foram clivados com as enzimas de restricao
Clal e Sall, fragmentados em gel de agarose 1% e purificados utilizando-se
um kit comercial (Sephaglass Band Prep Kit, Amersham/Bioscience) antes da
ligacdo em vetor PVX pgR107 (Jones et al., 1999) previamente digerido com
as mesmas enzimas. Esse vetor foi usado para a clonagem dos genes que
codificam as proteinas N, NSs e NSm, conforme esquematizado na Figura 1.
A orientacdo correta dos fragmentos no vetor foi verificada através de
sequenciamento automatico dos clones. Os plamideos recombinantes foram
mantidos em Escherichia coli cepa DH50 em meio contendo antibidtico
canamicina (50ug/mL) e purificado através do método da lise alcalina, sendo
subsequentemente usados para a transformacdo de Agrobacterium
tumefasciens cepa GV3101. Estas células bacterianas foram colocadas em
estufa a 28° C em placas contendo meio solido LB com antibiotico
canamicina na concentracdo citada anteriormente. Os clones foram
selecionados a partir de PCR de colonias utilizando-se dos primers

especificos e digestdo com as enzimas Clal e Sall.
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Figura 1. Representacdo esquematica das construcdes em pgR107 com trés
genes de Tomato spotted wilt virus (N, Nss e Nsm). LB = Borda esquerda de
Agrobacterium tumefaciens; 35S = promotor de transcricdo do Cauliflower
mosaic virus (CaMV); RdRp = RNA polimerase dependente de RNA do
Potato virus X (PVX); 25K, 12K e 8K = proteinas de movimento do PVX; CP
promoter = promotor do gene da capa protéica do PVX; CP = proteina da
capa do PVX; Nos = terminador de transcricdo do gene nopalina sintase; RB
= borda direita de A. tumefaciens.

Para a preparagdo das construcdes contendo os genes Gc e Gn de
TSWV BR-01, os precursores dessas glicoproteinas, previamente clonados
em pMON999 por Ribeiro et al. (2008), foram digeridos com a enzima BamHl,
ligados ao vetor de entrada pENTR2B previamente preparado seguindo-se a
recombinacdo em vetor de destino pK2GW?7 utilizando-se do Gateway®
Cloning Technology, de acordo com as instru¢cdes do fabricante (Invitrogen)
(Figura 2). Estes genes estavam ligados ao gene da proteina YFP (Yellow
Fluorescent Protein) usado como gene marcador. Para a verificacdo da
orientacdo dos insertos, realizou-se a digestdo das construcbes com a

enzima EcoRV.

90



EcoR |

Not |
EcoR V

Xho |

. Bam A (1266
i

Sm/SpR W EcoRir1516)

PENTR2B

\Aatil (3024

;@ 1£3030)
(A) (B) t\m il (3032)

L

REB

Cial (62861

Figura 2. Vetores do sistema Gateway® utilizados nesse experimento, pENTR2B (A) (vetor
de entrada) e pK2GW?7 (B)(vetor de destino). (A) T1 e T2 = seqiiéncias terminadoras da
transcricéo; attL1 e attL2 = sitios de recombinacdo especifica do vetor de entrada; ccdB =
gene toxico para selecdo negativa; Kanamycin = gene de resisténcia a canamicina; pUC ori
= gene de origem da replicacao para manutencéo do plasmideo; (B) LB = borda esquerda de
Agrobacterium tumefaciens; Kan = gene de resisténcia a canamicina; p35S = promotor 35S
do Cauliflower mosaic virus (CaMV); attR1 e attR2 = sitio de recombinacédo especifica do
vetor de destino; CmR-ccdB = gene téxico para selecdo negativa; T35S = terminador de
transcricdo; RB = borda direita de A. tumefaciens (modificada de http://tools.invitrogen.com/
content/sfs/manuals em 30/03/3009).

2.2) Utilizagdo de N. benthamiana transgénica em ensaios de expressao

transiente e efeito de proteinas virais

Plantas de N. benthamiana foram transformadas seguindo o método
adotado por Spassova et al. (2001) para a obtencédo de plantas de tabaco
capazes de expressar as cOpias do gene Sw-5b derivado de tomate da
cultivar ‘Stevens’. Para se comprovar a ocorréncia de reacdes de
hipersensibilidade nessas plantas induzidas por TSWV, inoculagbes foram
realizadas utilizando-se a espécie tipo TSWV, isolado BR-01 originario do
Brasil (de Avila et al., 1993); isolado GRAU, originario da Espanha (Aramburu
& Marti, 2003) e JF1, originario da Africa do Sul (Thompson & Van Zijl, 1996).
Os dois ultimos séo capazes de quebrar a resisténcia conferida por Sw-5 em
condicbes de campo. Todos os isolados foram mantidos em plantas de N.

benthamiana néo-transformadas e foram somente usados em até trés
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passagens via inoculagdo mecanica, evitando-se a possivel geracdo e o
acumulo de particulas defectivas interferentes que poderiam afetar os
resultados finais, atenuando os sintomas em plantas infectadas (Resende et
al., 1991).

Trinta plantas de N. benthamiana transformadas e trinta n&o-
transformadas foram inoculadas mecanicamente utilizando-se vinte plantas
para cada isolado. O extrato de N. benthamiana infectada foi diluido na
proporcdo 1:10 em tampdo 10 mM de fosfato de sédio pH 7.0 contendo 1%
de Na,SO;3. As plantas foram pulverizadas com carborundum e inoculadas
duas vezes em um intervalo de dois dias para se evitar escapes, seguido de
observacdo diaria de sintomas até o surgimento de reacdes locais de
hipersensibilidade ou sintomas sistémicos (cerca de 10 a 15 dias).

Os experimentos foram realizados em casas de vegetacao
climatizadas pertencentes ao conjunto de estufas UNIFARM, que faziam
parte da Universidade de Wageningen, Holanda. Todas as manipulacdes de
material transgénico seguiram as regras impostas pelas autoridades
holandesas (VROM/COGEM).

2.3) Expresséo transiente de construgdes contendo i ndividualmente os
genes N, Nss, Nsm, Gn e Gc de TSWV mediada por Agrobacterium

tumefasciens

A verificacdo do fator de aviruléncia da interacdo TSWV/Sw-5 foi
realizada através do ensaio de expressdo transiente por A. tumefasciens,
como descrito por Johansen & Carrington (2001). Todas as construcoes
foram transformadas em A. tumefasciens linhagem ‘GV3101’ em 3 mL de
meio liquido LB3 (para um litro: 10 gramas de triptona; 5 g de extrato de
levedura; 4 g de NaCl; 1 g de KCI; 3 g de MgS0,.7H,0) contendo antibidticos
apropriados para cada vetor (PVX: 100 pg/mL kanamicina; 20 mg/mL
tetraciclina / pK2GW?7: 250 pg/mL spectinomicina; 20 pug/mL rifampicina) e
foram mantidas overnight a 28° C sem iluminacao. Apés o periodo estipulado,
600 pl da cultura foram transferidos para 3 mL de meio de indugao (para um
litro: 10.5 g de K2HPO4; 4.5 g de KH2PO4; 1.0 g de (NH4)2S04; 0.5 g de
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citrato de sodio; 0.25 g de MgS0,4.7H,0; 0.2% (p/v) de glicose; 0.5% (p/v) de
glicerol; 150 pM de acetosiringona; MES 10 mM pH 5.6) e mantidas
novamente a 28° C overnight. O proximo passo foi centrifugacdo a 3300 RPM
e ressuspensdo em solucado MS (30 g/litro de sacarose e 40 g/litro de MS pH
5.7) contendo acetosiringona 150 pM e MES 10 mM e leitura em
espectrofotometro regulado para ODgg, diluindo-se a suspensao até
obtencao de leitura igual a 0.5. Esta foi usada para infiltracdo de plantas de
N. benthamiana no estagio de 5 a 6 folhas, sendo regadas cerca de duas
horas antes para a ocorréncia de abertura dos estdmatos para uma maior
eficiéncia durante o processo de infiltracdo. A infiltracdo das plantas foi
realizada com uma seringa de 10 mL sem a agulha, diretamente sobre a face
abaxial de todas as folhas. ApGs as infiltracbes, todas as plantas foram
mantidas em camaras com temperatura e iluminacao controladas.

Para a montagem do experimento, um lote de oito plantas para cada
vetor foi preparado (quatro transformadas e quatro n&o-transformadas),
sendo um lote para infiltracdo com as construcdes feitas com PVX e os genes
de TSWYV isolado BR-01, um segundo lote de plantas para infiltracdo com as
construcdes de PVX e genes de TSWYV isolado GRAU e um terceiro lote para
pK2GW7 contendo as glicoproteinas Gc e Gn do isolado BR-01. Duas
plantas foram separadas em cada lote para que uma fosse infiltrada somente
com vetores (PVX) e somente com a solugdo tampao usada na infiltracéo.

Foram realizadas pelo menos duas repeti¢cdes para cada infiltrag&o.

2.4) Analise da expressao transiente

A andlise da expressao das proteinas foi feita através de observacgéo
diaria de sintomas, buscando-se identificar reacdes de hipersensibilidade, e
através de Western blots das folhas inoculadas (para ambos os vetores) e
folhas sistémicas (somente para PVX) a partir de dois dias apds as
infiltracbes. Para comprovacao da integridade das construcdes, reacbes de
RT-PCR utilizando-se de primers especificos para cada gene (Tabela 2)
foram realizadas a partir de RNA total extraido das folhas inoculadas e das

folhas apicais néo-inoculadas (infeccdo sistémica) usando Trizol (Invitrogen),
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seguindo-se as recomendacdes do fabricante. As manipulacdes seguintes de
material genético extraido seguiram os protocolos descritos por Sambrook et
al. (1989).

Tabela 2. Primers especificos para regides dos genes N, Nss e Nsm de TSWV utilizados
para a verificacdo da presenca dos insertos em construcées de PVX infiltradas em plantas de
tabaco expressando o gene Sw-5.

Gene Primer Orientacdo Sequéncia

N JO60 Senso 5 CATGGATCCTGCAGAGCAATTGTGTCA 3
JO64 Anti-senso 5 CTTTGCTTTTCAGCACAGTGCA 3

Nss P035 Senso 5 GGGCAGGAGACAAAACC 3
HAF75 Anti-senso 5 CATATGTCTTCAAGTGTTTATGAGTCG 3

Nsm Zup051 Senso 5 GGGAATTCTTTTCGGTAACAAGAGGCC 3’
Zup023 Anti-senso 5 CCCTTCTGACTCTGTGATG 3’

Para a técnica de Western blot, extratos totais de proteinas das
amostras foram desnaturados através de aquecimento por 5 minutos a 95° C
e separados em gel SDS-PAGE descontinuo (Laemmli, 1970) e eletro-
transferidos para membranas de PVDF. Em seguida, as membranas foram
bloqueadas em 2% de leite em po diluido em PBS. Para a deteccdo das
proteinas de TSWV expressas pelos vetores PVX agroinfiltrados, essas
membranas passaram por um processo de incubacdo overnight com
anticorpos policlonais especificos (1 pg/mL) para cada proteina viral testada.
A visualizacao foi possivel através do uso de conjugados da enzima fosfatase
alcalina e 1gG anti-coelho (1 pg/mL), também diluidos em PBS, com posterior
adicao de substrato NBT/BCIP.
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3) RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1) Utilizacdo de N. benthamiana transgénica para ensaios de

expressdao transiente e efeito de proteinas virais

As plantas de N. bethamiana transformadas com o gene Sw-5
derivado de tomate foram avaliadas em relagdo a sua capacidade de gerar
reacoes de hipersensibilidade. Todas as plantas de N. benthamiana
apresentaram esse tipo de lesdo local quando inoculadas mecanicamente
com o isolado BR-01, cerca de dois dias pos-inoculacdo, sem apresentar
infeccdo sistémica (Figura 3). A inducdo de reacOes tipicas de
hipersensibilidade demonstrou que essas plantas expressam o tipo de
resisténcia caracteristica do gene Sw-5 e de outros genes da familia NBS-
LRR (Brommonschenkel et al., 2000; Spassova et al., 2001). A quebra dessa
resisténcia foi demonstrada através do uso dos isolados JF1, originario da
Africa do Sul e GRAU, originario da Espanha. Estes isolados foram
detectados em infeccOes de campo e ja tiveram sua capacidade de
superacdo da resisténcia mediada por Sw-5 previamente comprovada em
cultivares de tomate contendo este gene de resisténcia ampla a tospovirus
(Thompson & Van Zijl, 1996; Latham & Jones, 1998; Aramburu & Marti, 2003;
Ciuffo et al. 2005). Todas as plantas inoculadas com esses isolados
apresentaram sintomas tipicos de infeccdo local e sistémica causada por

tospovirus (Figura 4).
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Figura 3. Reacdo de hipersensibilidade observada em folhas
de Nicotiana benthamiana transformadas com o gene Sw-5b
de tomate apds inoculacdo mecénica com o isolado BR-01
de Tomato spotted wilt virus (TSWV).

Figura 4. Sintomas tipicos de infecg¢do sistémica causada
por Tomato spotted wilt virus (TSWV) em Nicotiana
benthamiana transgénica expressando o gene Sw-5b apoés
inoculacdo mecénica com o isolado JF1, capaz de quebrar a
resisténcia conferida por este gene.

Considerando que o modelo biolégico utilizando N. benthamiana
transgénica foi capaz de reproduzir com fidelidade as rea¢des que ocorrem
em condi¢Bes naturais, simulando a reacdo de tomates resistentes quando
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infectados por TSWV, estas plantas foram utilizadas nos experimentos
subsequentes de expressédo transiente. Nesses ensaios, foram testados os
genes de TSWV expressos de forma independente via constru¢gdes com o
vetor PVX pgR107 (genes N, NSs e NSm) ou vetor binario (genes Gn e Gc),
via agroinoculacoes.

A reproducédo dos sintomas esperados de hipersensibilidade quando o
isolado BR-01 foi inoculado, demonstrou a validacdo dessa plataforma para
estudos das interacBes entre genes de tospovirus e a resisténcia de
hospedeiros desses patdogenos. Modelo semelhante ja foi testado em plantas
transgénicas de fumo expressando diferentes coépias do gene Sw-5
(Spassova et al., 2001), ou todo o locus (Lau et al., 2006). Estes
experimentos demonstraram que as plantas transformadas foram resistentes
a infeccdo por espécies de tospovirus, assim como observado em variedades
de tomate contendo o l6cus de resisténcia. O modelo baseado em N.
benthamiana apresenta vantagens sobre outros, principalmente pela
facilidade de manipulacdo dessa espécie comprovadamente suscetivel a
infeccdo por varias espécies virais. Os resultados aqui apresentados com
esta plataforma contendo a cépia funcional de Sw-5 constituem uma
contribuicdo importante para o estudo de espécies de tospovirus e relacdes
com hospedeiros que podem vir a expressar este gene.

Considerando-se que algum dos genes em estudo nesse trabalho
fosse responsavel pela reacdo de aviruléncia, reacfes claras de
hipersensibilidade eram esperadas, devido a fidelidade do modelo em
reproduzir reacdes fenotipicas observadas em infec¢cbes naturais por

tospovirus.

3.2) Expresséao transiente de construgdes contendo i ndividualmente os
genes N, Nss, Nsm, Gn e Gc de TSWV mediada por Agrobacterium

tumefasciens

ApOs a comprovacdo do modelo baseado em N. benthamiana
transgénica como sistema bioldgico adequado para o estudo das interacdes
virus/hospedeiro, este foi utilizado em avaliacdes de varios genes de TSWV e

suas interagdes com o gene Sw-5. A inducdo da reacdo de hipersensibilidade
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foi testada através de agroinfiltracbes com as constru¢cdes de PVX com os
genes N, Nss e Nsm do isolado BR-01 e do isolado GRAU (que supera a
resisténcia mediada por Sw-5) e constru¢cdes com os genes Gc e Gn do
isolado BR-01 no vetor bindrio pK2GW?7. Nenhuma reacdo de
hipersensibilidade nas folhas das plantas de N. benthamiana transgénica
agroinfiltradas com as construcdes de PVX contendo os genes N e Nsm pode
ser detectada, observando-se somente sintomas tipicos de PVX (Figura 5).
No entanto, um aumento significativo na intensidade dos sintomas causados
por PVX pode ser observado nas plantas transgénicas de N. benthamiana
agroinfiltradas com as construcbes PVX+Nss (Figura 6). Isso sugere que
houve supressdo do mecanismo de silenciamento génico proporcionada pelo
gene Nss presente na construcdo. A expressao isolada do gene Nss mostrou-
se ativa, comprovando a funcdo supressora dessa proteina conforme
demonstrado em trabalhos anteriores (Takeda et al., 2002; Bucher et al.,
2003).

Esta supresséo parece favorecer uma maior capacidade de replicagao
do PVX, resultando em sintomas mais intensos e severos se comparados a
infeccdo apenas com este virus. Esta reacdo também foi observada por
Lovato et al. (2008) em experimentos relacionados com a identificacdo do
fator de aviruléncia da interacdo TSWV/gene Tsw em C. chinense, utilizando-

se do mesmo sistema baseado na expresséo de Nss via PVX.
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Figura 5. Plantas transgénicas de Nicotiana benthamiana
transformadas com o0 gene Sw-5 que confere resisténcia a
tospovirus, agroinfiltradas com construcdes do vetor PVX contendo o
gene N (PVX + N) (A) e o gene Nsm de Tomato spotted wilt virus
(TSWV) (PVX + Nsm) (B) apresentando somente sintomas tipicos de
infeccdo por PVX sem a ocorréncia de reacdes de
hipersensibilidade.

{
Y

Figura 6. Nicotiana benthamiana trangénica transformada com o gene
Sw-5 que confere resisténcia a tospovirus (A) e planta néo-
transformada (B) agroinfiltradas com constru¢cdes do vetor PVX
contendo a proteina Nss (PVX + Nss) de Tomato spotted wilt virus
(TSWYV). Observa-se a expresséo intensificada de sintomas de PVX
nos dois tipos de plantas.
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Considerando-se que o vetor PVX em algumas circunstancias pode
apresentar instabilidade na expressao de proteinas heterdlogas, eliminando o
gene recombinante (Ziegler et al., 2000; Uhde et al., 2005; Lacorte, 2006), a
presenca e a integridade dos insertos nas construcbes apls as
agroinfiltracbes foi analisada. O RNA de amostras das folhas inoculadas e
sistétmicas foi extraido e utilizado em reacdes de RT-PCR com primers
especificos para os genes N, Nss e Nsm. As analises das amplificacdes em
géis de agarose 1% mostraram a presenc¢a de bandas no tamanho esperado,
correspondentes ao controle positivo. Tanto em folhas inoculadas como em
folhas sistémicas houve amplificacdo dos genes virais inseridos no vetor
PVX, indicando que os insertos (genes de TSWYV isolado BR-01) foram
mantidos intactos quando agroinfiltrados nas plantas de N. benthamiana

analisadas (Figura 7).

M12345678C M12345678C M12345678C

Figura 7. Andlise da transcricao das construgdes PVX + gene N (A), PVX + Nsm (B) e PVX +
Nss (C) de Tomato spotted wilt virus (TSWV) em gel de agarose 1% via RT-PCR com
primers especificos para essas regides gendémicas. M = Marcador Lambda PST-I. Linhas de
corrida 1, 3, 5 e 7 = Folhas agroinfiltradas de plantas de N. benthamiana transgénicas.
Linhas de corrida 2, 4, 6 e 8 = Folhas sistémicas de N. benthamiana transgénicas. C =
Controle positivo — RNA de TSWYV isolado BR-01. As setas destacam as bandas nas alturas
esperadas para cada par de primers.

Além das andlises da integridade dos transcritos, a expressao das
proteinas dos genes dos isolados de TSWV usados no experimento foi
monitorada via Western Blots, utilizando-se anticorpos especificos para os
genes N, Nss e Nsm. Os resultados demonstraram que tanto em folhas

inoculadas quanto em folhas sistémicas (aproximadamente 10 dias poés-
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infiltracbes) os genes contidos nas construgcdes em PVX foram expressos
corretamente, excluindo-se o gene Nss do isolado GRAU (Figura 8). A néo-
expressdo do vetor PVX recombinante e/ou a expressdo em baixa
concentragdo contendo o gene Nss do isolado GRAU poderia indicar uma
instabilidade intrinseca a esse modelo que ja foi relatado para outras
proteinas virais utilizando-se o0 mesmo sistema de expressao (Ziegler et al.,
2000; Uhde et al, 2005; Lacorte, 2006). Plantas nao inoculadas
apresentaram resultados negativos para todos os antissoros testados (dados
nao mostrados).

~33,6 kDa

Figura 8. Analise em Western Blots da expresséo dos genes das proteinas N (A), Nsm (B) e
Nss (C) de Tomato spotted wilt virus (TSWV) em Nicotiana benthamiana infiltradas com

construgbes usando o vetor PVX. Linhas de corrida 1 e 2 = Isolado BR-01 em folha
agroinfiltrada (1) e sistémica (2) de N. benthamiana transgénica transformada com o gene de
resisténcia a tospovirus Sw-5; Linhas de corrida 3 e 4 = Isolado BR-01 em folha

agroinfiltrada (3) e sistémica (4) de N. benthamiana n&o-transgénica; Linhas de corrida 5 e
6 = Isolado GRAU em folha agroinfiltrada (5) e sistémica (6) de N. benthamiana transgénica;
C = TSWV - isolado BR-01. As setas apresentam o tamanho esperado em gel para cada
proteina.

Como observado nas inoculagbes com os genes N, Nss, Nsm e o
controle positivo correspondendo ao isolado BR-01 de TSWV, as construcfes

contendo isoladamente os genes Gc e Gn, também nédo induziram reacao
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visivel de hipersensibilidade nas plantas de N. benthamiana transgénicas,
mesmo quando ambas as construcfes foram infiltradas simultaneamente.
Hoffmann et al. (2001) verificaram através de isolados recombinantes que o
RNA M de TSWV pode conter o gene Avr da interagdo TSWV/Sw-5. No
entanto, Através dos resultados aqui relatados, o0 gene Nsm, e 0s precursores
das glicoproteinas, ambos codificados pelo RNA M, ndo foram capazes de
induzir isoladamente as reac0fes tipicas de hipersensibilidade. Os mesmos
resultados foram observados nas analises das proteinas N e Nss, codificadas
pelo RNA S.

Novas estratégias devem ser adotadas utilizando por exemplo,
combinacgdes das construcdes que foram produzidas neste trabalho, visando
avaliar o efeito aditivo desses genes na inducdo da reagao de
hipersensibilidade. Em relacdo as glicoproteinas, existe também a
necessidade de se testar a constru¢cado contendo o gene precursor de Gn e
Gc, reproduzindo o processo de clivagem que ocorre nas infeccbes naturais
de tospovirus.

Experimentos adicionais para a analise da complementacdo entre os
isolados que superam ou ndo a resisténcia do gene Sw-5 podem ser
futuramente realizados, visando-se determinar qual dos genes virais estaria

envolvido na quebra de resisténcia mediada por este gene em tomate.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A alta porcentagem de plantas infectadas com isolados de
PepYMV reforca a necessidade de medidas de controle
visando, preferencialmente, a resisténcia a esse patdgeno.
Em condi¢cdes de campo, os sintomas causados por PepYMV
e 0s causados por begomovirus muitas vezes se confundem.
Ressalta-se também que a identificagdo de infecgbes mistas
em diversas amostras de campo indica que a possivel
interacdo (sinergismo/antagonismo) entre espécies virais
pode constituir-se em um fator complicador na diagnose
desses patdgenos. Assim, a analise de sintomas apresenta
limitacbes para ser utilizada como técnica confiavel de
diagnose, sendo necessaria a utilizacdo de métodos mais
precisos de deteccédo viral para monitoramento dos campos
de cultivo de tomateiro.

A importancia de S. habrochaites como fonte de fatores de
resisténcia a multiplas espécies de Potyvirus foi confirmada.
O presente trabalho também corresponde ao primeiro relato
da resisténcia genética a PepYMV em acessos de outras
espécies de Solanum (seccdo Lycopersicon), tais como S.
corneliomuelleri e S. peruvianum. No ponto de vista do
melhoramento genético, a identificacdo de acessos
resistentes derivados de S. habrochaites e S.
pimpinellifolium, permitem cruzamentos sem barreiras
interespecificas e estudos genéticos da heranca da

resisténcia.

Foi confirmado que a espécie S. peruvianum é a fonte mais
importante de resisténcia contra distintas espécies de
Tospovirus que apresentam ampla distribuicdo nas regides
neotropicais da Ameérica do Sul. Fontes de resisténcia

alternativas foram identificadas em acessos das espécies S.
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chilense, S. corneliomuelleri e S. lycopersicum. A presenca
de diversidade genética para resisténcia a espécies de
tospovirus é de extremo interesse para 0s programas de
melhoramento, especialmente no caso do surgimento de
novos isolados, patotipos e/ou espécies com um perfil de
viruléncia mais amplo. Além disso, esta diversidade genética
na planta hospedeira podera permitir que diferentes fatores
de resisténcia possam ser “piramidados” em cultivares de
tomate e/ou servir como genes alternativos em casos

emergenciais.

O par de primers ‘Sw-5-2’ tem grande potencial de uso em
programas de selecdo assistida, especialmente pela sua
natureza co-dominante e por gerar um amplicon que
corresponde a prépria sequéncia génica, 0 que assegura uma
permanente associacdo fendtipo-gendtipo. Este par de
primers apresenta ainda uma vasta gama de aplicacdes
constituindo-se em uma ferramenta robusta de selecédo para
0 monitoramento da introgressao do lécus Sw-5 em acessos
de tomate. Por conseguir identificar claramente o I6cus, este
marcador pode ser usado para amplificar loci analogos em
outras fontes de resisténcia a tospovirus em Solanum
(seccdo Lycopersicon). Outro uso possivel deste par de
primers seria a busca por ortélogos do gene Sw-5 que podem
estar presentes em outras espécies do género Solanum,
aumentando sua potencialidade e universalidade, podendo
assim, ser usado em outros programas de melhoramento

além de tomate.

O modelo bioldgico utilizando-se N. benthamiana transgénica
expressando uma copia funcional do gene Sw-5, mostrou-se
eficiente no estudo de genes de aviruléncia do patégeno e
variantes virais capazes de superar genes de resisténcia. O

estabelecimento e validacdo desse modelo consiste em uma
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contribuicdo importante para o estudo das interacdes entre
genes de tospovirus e genes de resisténcia de hospedeiros

desses patdgenos.

O gene Nsm, os precursores das glicoproteinas (ambos
presentes no RNA M) e os genes N e Nss (codificados pelo
RNA S de TSWV) néo foram capazes de induzir o
mecanismo de reconhecimento das plantas que expressam o
gene Sw-5 quando presentes de maneira independente.
Novas estratégias devem ser adotadas utilizando, por
exemplo, combinagcdes das construcbes que foram
produzidas neste trabalho, visando avaliar o efeito
aditivo/combinado desses genes na inducdo da reacdo de
hipersensibilidade. Em relacdo as glicoproteinas, existe
também a necessidade de se testar a construgdo contendo o
precursor, reproduzindo o processo de clivagem que ocorre

nas infeccdes naturais de tospovirus.

Novos testes de resisténcia, tanto para os tospovirus quanto
para os potyvirus citados nessa tese, devem ser realizados
com 0s mesmos acessos em condicbes ambientais distintas,
principalmente em relacdo a amplitude de temperatura e seu
efeito na expressdo de sintomas da infecgdo, para a
comprovacédo dos resultados obtidos e estudo da estabilidade
da resisténcia. Além disso, permitiia a ampliacdo dos
resultados testando isolados virais provenientes de regides

geograficas distintas e acessos ainda néo avaliados.

O marcador especifico para o gene Sw-5 deve ser analisado
em um espectro mais amplo de acessos, permitindo estudar
a ocorréncia de padrdes de bandas variaveis associados a
genadtipos em heterozigose.
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Construcbes somente com vetores binarios devem ser
utilizadas na verificacdo do componente de aviruléncia da
interacdo Sw-5 / TSWYV, evitando-se assim, a expressao de
sintomas de PVX que podem influenciar na observagao das
reacoes de hipersensibilidade. Também deve ser observada
a interacdo das construcdes ja obtidas no vetor PVX pgR107
contendo o0s genes de TSWV em ensaios de
complementagéo, utilizando-se o isolado ‘BR-01' e os genes
independentes do isolado GRAU. Essa estratégia de estudo
via complementacdo pode fornecer dados bioldgicos para a
elucidacdo do gene viral envolvido na superagcdo da

resisténcia fornecida pelo gene Sw-5.
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RESUMO

Varias doengas ameagam a producdo de tomate, especialmente aquelas causadas por virus dos géneros Begomovirus, Tospovirus
¢ Potyvirus, Uma andlise de amestras foliares de tomateiro para detecgdio dos virus de maior importdneia no Distrite Federal foi realizada
utilizande-se as técnicas de PCR e DAS-ELISA. Em um total de 54 amostras avaliadas, o virus mais prevalente foi o Pepper yellow
miosaic virus, um potyvirus responsavel per sérias perdas em dreas de produgde de pimentde no Brasil. Este resultado reforga a crescente
importincia deste virus na produ¢do de tomate. Os sintomas causados por PepYMV s3o muito similares aqueles causados por begomovirus,
portanto € recomendada que uma téenica de deteccdo apropriada seja utilizada em adicdo 4 avaliacfio visual de sintomas.
Palavras chave: Solanum lycopersicum, hortalicas, diagnose.

ABSTRACT
High incidence of Pepper yellow mosaic virus in tomatoes in productive areas of Brazil's Federal District

Various diseases threaten tomato production; especially those caused by viruses of'the genera Begomovirus, Tospovirus and Poty virus.
A survey on the major viral diseases occurring on tomatoes in the Federal District was carried out using PCR and DAS-ELISA. Out of
54 evaluated samples, the most prevalent virus was Pepper yellow mosaic virus, a potyvirus responsible for heavy losses in sweetpepper
production in Brazil. This result highlights the increasing importance of this virus on the tomato crop. Since the symptoms caused by
PepYMV infection are similar to those caused by begomoviruses, the use of a proper detection technique is recommended in addition to

visual evaluation of symptoms.
Keywords: Solanum lycopersicum, vegetables, diagnosis.

O tomate (Solanum [ycopersicum) ¢ uma hortalica de
grande importdncia no mundo, sendo afetada por diversas
doengas causadas por virus (tospovirus, begomovirus,
tobamovirus e potyvirus). Este trabalho teve por objetivo
realizar um estudo dos principais virus que infectam
o tomateiro em um dos principais polos produtores de
olericolas do Distrito Federal, a regido de Taguara. Este
nicleo rural apresentou em 2006 a maior drea dedicada ao
cultivo de hortalicas da regido com 697,82 hectares, o que
corresponde a 24,8% da drea plantada com hortaligas do
Distrito Federal (Emater, 2006). A producio de tomate foi
de 2.674 toneladas, em uma drea de aproximadamente 34
hectares.

Em agosto de 20035, dois campos de produgio foram
visitados com tomateiros de 30-40 dias (campo 1) e de 80-90
dias (campo 2}, comvirios hibridos e materiais de polinizagio
aberta. As coletas foram realizadas de maneira tendenciosa,
buscando-se plantas de tomate com sintomas de mosaico,
clorose, bolhosidade ou amarelecimento (Figura 1). Apenas
dois produtores foram visitados, devido 4 contiguidade das
areas de produgdo e do provavel compartilhamento dos
principais patogenos presentes nas lavouras. As 54 amostras
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foliares coletadas foram analisadas pela técnica de PCR para
detecgdo de begomovirus utilizando os primers pALvI9TE e
pARc496 (Rojas er al, 1993) e ELISA para o cucumovirus
Cucumber mosaic virus (CMV), os potyvirus Potato virus
Y (PVY) e Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) e os
tospovirus Jomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato
chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus
(GRSV) e Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV). As
andlises foram realizadas no Laboratdrio de Virologia e de
Biologia Molecular da Embrapa Hortaligas.

Das 30 amostras coletadas no campo 1, todas
apresentaram infecgfio por isolados de PepY MV, confirmado
pelatécnicade DAS-ELISA. Nenhuma delas estavainfectada
com begomovirus. No campo 2 foram coletadas 24 amostras,
sendo que 16 foram positivas para infeccdo por PepYMV e
18 por begomovirus, Onze amostras analisadas do campo 2
apresentaram infeccio mista por PepYMV e begomovirus.
Foi detectada a presenga de PVY em quatro amostras, de
CMV em duas amostras e de TSWV em uma amostra. Os
virus TCSV, GRSV e CSNV ndo foram detectados.

A alta incidéncia de PepYMV demonstra o
aumento da incidéncia deste virus em tomateiro. Os
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FIG. 1 - Tomateiro infectado com Pepper yellow mosaic virus
apresentando sintoma de mesaico.

materiais comerciais de tomate utilizados atualmente sfo,
aparentemente, todos suscetiveis a PepYMV. O potencial
de danos para a producdo de tomate causada por isolados
de PepYMYV, conforme relatado em regides produtoras
do Espirito Santo, € alto (de Avila et af., 2004; Maciel-
Zambolim et al., 2003). Acredita-se que os isolados de
PepY MV estejam ocupando o nicho que antigamente era
ocupado pelos isolados de PVY, virus que era responsdvel
por perdas importantes em culturas de tomateiro. A partir
da introducdo de wvariedades resistentes (Lourencio
et al, 2005), o PVY teve sua importincia diminuida,
dando lugar ao novo potyvirus identificado em 2002
infectando pimentdes e pimentas (Inoue-Nagata ef al,,
2002). Os testes realizados em amostras coletadas nesta
regido durante os altimos anos demonstram uma alta
incidéncia dos begomovirus em tomateiro (Fernandes er
al., no prelo). Acredita-se que a inexisténcia de amostras
infectadas com begomovirus no campo | foil devido ao
estadio ainda precoce da cultura e a auséncia da mosca-
branca nesta lavoura. J4 no campo 2, com plantas mais
velhas, a incidéncia de begomovirus foi elevada. O
namero de amostras coletadas fol pequeno, mas a alta

porcentagem de plantas infectadas com isolados de
PepY MV, um virus com grande potencial de dano i cultura
do tomate, refor¢a a necessidade de medidas de controle
visando, preferencialmente, a resisténcia a esse patogeno.
Os sintomas causados por PepYMV e os causados por
begomovirus muitas vezes se confundem. Ressalta-
se também que a identificacio de infec¢es mistas
em diversas amostras de campo indica que a interacdo
(sinergismo/antagonismo) entre espécies virais pode
constituir-se em um fator complicador na diagnose desses
patogenos. Assim, a andlise de sintomas ndo pode ser
utilizada para diagnose de modo confiavel, sendo necessdria
a utilizagdo de métodos mais precisos de detecgfo viral para
monitoramento dos campos de cultive de tomateiro.
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Abstract — The best levels of broad-spectriimspovirugesistance in tomatoes are conferred by the
Sw-5locus. This locus contains at least five paralsgigenotedsw-5athroughSw-58, of whichSw-
5brepresents the actual resistance gene. Here wead®dla panel of seven PCR primer pairs
matching different sequences within a region spantheSw-5aandSw-5bgene cluster. Primer
efficiency evaluation was done employing tomatedinvith and without th8w-5locus. One primer
pair produced a single and co-dominant polymorptietween susceptible and resistantines.
Sequence analysis of these amplicons indicatedtibae were specific for the locus and differences
were due to insertions/deletions. This primer pais also evaluated in field assays and a collection
accessions known to be either susceptible or egdith tospoviruses. An almost complete correlation
was found between resistance under greenhouse¢belditions and the presence of the marker.
Therefore, this primer pair is a very useful toohiarker-assisted selection systems in a largeerahg
tomato accessions.

Keywords: Sw-5, Tospovirus, resistance, marker, PCR, selectio

Introduction

A number of related ospovirusspecies (family Bunyaviridae) are responsible
for the disease known as “spotted wilt”, “pesteraégWilliams et al. 2001), and
“vira-cabeca” (Silberschmidt 1937), that causessewannual yield losses of fresh-
market and processing tomato8&sl@num lycopersicuin) around the world
(Gordillo et al. 2008). These viruses are transmitted by thripyg&hoptera:
Thripidae) in a circulative-propagative manner (K&ippet al. 1995). Susceptible
plants show a wide range of symptoms, includingmdic ringspots on leaves,
petiole necrosis, chlorotic and necrotic rings mt$, apical necrosis and browning,
generalized necrosis, and wilting. Early infectadrhighly susceptible cultivars often
leads to complete decay and death (Lopes and da 2005). Tomato spotted wilt
virus (TSWV), Tomato chlorotic spot virusTCSV), Groundnut ringspot virus
(GRSV) andChrysanthemum stem necrosis Vi(GSNV) are the four prevalent



Tospovirusspecies infecting tomatoes in tropical and supital areas of South
America (Giordanet al.2000; Williamset al.2001).

Sources of genetic resistance to tospoviruses ieee found in domesticated
and wild Solanum(SectionLycopersicopaccessions (for review see Sai¢ial
2003). The wild tomato species are the best sowfoesistance with many
accessions being considered as either toleramroune to distinct tospovirus
isolates and species (Patersbral. 1989; Stevenst al. 1994; Rosell@t al. 1999;
Gordillo et al. 2008). So far, the best levels of broad-spectresistance to
tospoviruses are conferred by e-5gene fromS. peruvianumwhich was
introgressed into the tomato cultivar ‘Stevense{@nset al. 1992). Plants carrying
the Sw-5gene are able to restrict the systemic spreadeofitus, showing only
localized symptoms represented as local lesionsechlly a hypersensitive reaction
(Stevenset al. 1992). TheSwb gene is located on the telomeric region of timg lo
arm of chromosome 9 and it was isolated via pasdticloning (Brommonschenket
al. 2000; Spassowet al.2001). In addition, it was found that the tosposirasistance
factor resides within a complex cluster compriding linked gene copies, nam&av-
5athroughSw-5e(Spassovat al.2001). The efficiency of each copy in conferring
resistance to tospovirus species is not yet comlgletear, but separate analysis of
the copies in transgenic plants indicated thaBiebbis the single gene for the
expression of the resistance phenotype (Spast@la2001). TheSw-5belongs to
the same class of resistance genes allth@hich confers resistance heloidogyne
speciesRPM1(resistance gene Bseudomonas syringae. maculicold and many
others R-genes (Brommonscheng&ehl. 2000; Hammond-Kosack and Kanyuka
2007). This class of resistance genes is named\NBEARC)-LRR, containing
leucine-rich repeats and a highly conserved nuideditinding site (Hammond-
Kosack and Kanyuka 2007).

Due to the economic losses caused by tospovirasesainy areas of the world,
genetic resistance became the major research felaued to the disease management
(Gordillo et al. 2008). The dominant nature of tBev-5allowed a broad use of this
locus in the development of hybrid cultivars. Itsfaund that cultivars carrying the
Sw-5locus had broad-spectrum resistance with highlgtato distinct TSWV
isolates (Stevenst al. 1992; Rosell@t al. 1998) and also to the related tospovirus
species GRSV and TCSV (Boiteux and Giorda@83; Boiteuxet al 1993).
Therefore, the incorporation of this locus in comerad cultivars led to a considerable
reduction on economic losses caused by tospovireses though this resistance can
apparently be broken by some isolates and speClesef al. 1996; Lathan and Jones
1998; McMichaekt al 2002; Arambureet al. 2003; Ciuffoet al. 2005), under high
inoculum pressure, or drastic temperature varigfiiaz et al. 1995; Rosell@t al.
1997; Rosellét al. 1998).

The complex nature of theospovirusspecies might lead to the occurrence of
escapes (false resistant plants) in screeningragsbé breeding programs. These
viruses are quite unstable in sap; symptom exmessihighly influenced by
environmental conditions and the use of fresh tesl& required in order to avoid the
accumulation of defective (more attenuated) vasiafthe virus (Resends al.

1992; Nagat&t al. 2000; Moritzet al. 2004). Therefore, large-scale selection systems
for Tospovirugresistance in tomatoes basedSm5would greatly benefit by the use
of molecular markers.

Until now, the marker-assisted systems availabierfonitoring the
incorporation of th&w-5locus into susceptible lines are RFLP (restrictraigment
length polymorphism), RAPD (random amplified polymioic DNA), RAPD-



derived, and cleaved amplified polymorphic sequd@&&PS) markers (Steveers al.
1995; Stevenst al. 1996; Chaguét al. 1996; Cheet al. 1997; Smieclet al., 2000;
Czechet al. 2003; Langellaet al. 2004). These are closely linked markers, which
might occasionally be separated from the genetefest through genetic
recombination (crossing-over) events. In this acen markers derived from the
resistant locus itself, capable of differentiatamgong susceptible and resistant plants,
would be the ideal ones (Folkertsetaal. 1999; Garlanet al. 2005). Although
sequencesf theSw-5locus are available at public databases, thereeareeports of
molecular markers derived from them. The work reggbby Garlanet al. (2005) is
one of the few exceptions, where a dominant matkewed from thesw-5locus
combined with a closed linked CAPS marker were eygd to fingerprint tospovirus
susceptible and resistant lines.

Here we evaluated a panel of PCR primers spanrartgoptheSw-5locus
aiming to establish a fingerprinting system fosthgenomic region. The objectives of
this research were the following: (a) to develgpacific marker system for tfgawv-5
gene cluster that could be easily used in simple B€says; and (b) to validate this
system through the evaluation of near-isogenicslem@d by screening of a range of
accessions contrasting fdbospovirugreaction in order to establish their usefulness to
monitor the incorporation of tiew-5gene in elite tomato cultivars. In addition, we
also characterized (via sequence analysis) thengiemregion comprising the most
promising polymorphic amplicon in a set of tospasiresistant and susceptible
Solanum(SectionLycopersicoh accessions of distinct genetic backgrounds iermord
to evaluate how broad could be the applicatiorhisf genetic information in marker-
assisted tomato breeding programs.

Material and methods

Design of the primers and their location within the Sw-5 locus

Seven sets of primer pairs able to amplify fragre@ftapproximately 400 to
575 bp within theSw-5locus were designed (Table 1) based upon the segqu the
Sw-5aandSw-5bgenes (accession AY007366). Primer pairs werggdediusing the
Lasergene Package (Lasergene, Madison, WI). Aaogitdi Spassovet al.(2001)
the Sw-5gene has five copies along the chromosome 9, n&weshthroughSw-5e
The part of the sequence selected for amplificaglocompassed an area with high
identity between th8w-5aandSw-5bcopies, covering a region of approximately 3
kb. This region corresponds to the sequence of\@\-gesistant tomato plant
(accession AY007366), which supposedly expressesiplate directly related to
Tospovirugesistance.

DNA extraction, PCR cycles, and agarose-gel analysi s

Genomic DNA of tomato plants was purified as déxadi(Boiteuxet al.
1999) using a modified 2x CTAB buffer and additibparification steps with organic
solvents. PCR reactions were as follows: gag bf the DNA, 1uL of 10X PCR
buffer (Invitrogen), 0.31L of 50 mM MgCb, 0.7puL of 2.5 mM dNTP, 100 ng of each
primer, 0.5 Units of Taq DNA polymerase (Invitrogemd water in a final volume of
10 uL. The Mastercycler (Eppendorf) thermocycler progsteps were: denaturation



at 94C for 2 minutes, followed by 29 cycles of°@4for 30 seconds, 5C for 1
minute and 7 for 30 seconds and final extension &Zfr 5 minutes. PCR
products were resolved using 1% agarose gel in Qidter.

Greenhouse assays with near-isogenic lines to evalu ate the association
between primer product profile and tospovirus resis tance

Plants ofS. lycopersicuncultivars ‘Viradoro’ (resistant to TSWV due to the
presence of thBw-5locus) (Giordanet al 2000) and ‘IPA-5’ (near-isogenic line of
‘Viradoro’, susceptible to TSWV) were firstly usad DNA sources for evaluation of
the primer pair panel. The accessions were sovtyirofoam trays with 128 cells,
filled with sterile substrate Plantmaxand maintained in a greenhouse. Mechanical
inoculation with TSWV (BROL1 isolate) was done in@ants of each line following
standard procedures (Boiteux and Giordano, 1998)ilé8 mechanical greenhouse
inoculation assays were also done with 20 ‘Stev@esistant to TSWV and source of
the Sw-5gene) plants and 20 ‘Moneymaker’ (susceptible38VV) plants. Genomic
DNA samples were extracted from individual ‘Stevearad ‘Moneymaker’ plants and
were amplified to verify the efficiency of the setied set oSw-5derived primers in
revealing polymorphisms.

Field assays with near-isogenic lines to evaluatet  he association
between ‘Sw-5-2’ primer amplicon and tospovirus res istance

Field assays were also conducted for additiondiicoation of the most
promising primer pair for marker-assisted selec{i®w-5-2’). The susceptible
Brazilian cultivar ‘Santa Clara’ (Nagai 1993) arathcross-derived families (i.e.
BC5 near-isogenic tospovirus resistant lines) ushagta Clara’ as recurrent parent
and one inbred line produced at CNPH (Boitetial 1993) as donor of tHew-5
locus, were simultaneously analyzed via molecularkers and field tests with high
inoculation pressure of GRSV. The experiment waslaoted at the CNPH
experimental station during the dry season (Mayustg2008) in Brasilia-DF, Brazil.
Field plots were composed by ‘Santa Clara’ (theg#ications of eight plants each)
and 24 backcross families (eight plants per eactilya

Entire sequence analysis of the cloned amplicons ob tained with the
‘Sw-5-2" primer pair in two near-isogenic lines

PCR products obtained from the near-isogenic [ieadoro’ (carrying
the Sw-5 locus) and ‘IPA-5’ (susceptible to tospos) were size fractionated on
1.0 % agarose gel. The single individual bandsinetbifrom each line were
excised from the gel under UV light and purifiedngsQIAquick Gel extraction
kits (QIAGEN Inc., Valencia-CA). Purified bands wezloned into the pGEM-T
Easy® vector (Promeg#&jadison, WI, USA and sequenced using SP6 and T7
primers.The sequence obtained for these near-isogenicwees aligned in the
region defined by the ‘Sw-5-2" primer pair using tGlustal method available in
the Megalign program (Lasergene, Madison, WI, USA).

Direct sequencing of the ‘Sw-5-2' PCR amplicons fro  m 14 tomato
accessions

PCR amplicons were also obtained using the ‘Sw+i2ner pairwith



genomic DNA extracted from ‘Viradoro’ and ‘IPA-5drother 12 accessions of
distinct genetic backgrounds (Figure 1). All 14essions produced single
amplicons with varying sizes when analyzed by agugel electrophoresis. In
this assay, all the amplicons of the 14 accessi@me directly sequenced from the
PCR products using the ‘Sw-5-8rward and reverse primers. The sequencing
reaction was done using the protocol of the BigDyef®inator cycle sequencing
version 3.1 (Applied Biosystems of Brazil, S&o Bawith 2 1L of the amplicons
as template. DNA was analyzed in an automatic Af&n® sequencer model 3100
(Applied Biosystems of Brazil, S&do Paulo) at theRERs Genomic Analysis
Laboratory.The quality of the sequences obtained in the tlileewas screened
using the SegMan programAllex, 1999) The sequences obtained for the 14
accessions were aligned using the Clustal methaikde in the Megalign
program (Lasergene, Madison, WI, USA).

Results and Discussion

For monitoring of the genomic region encoding agiphenotype expression
the so-called gene-derived or functional markemr$¥ineyet al. 2005) represent
robust tools as there is no risk for accidentabsagon through genetic recombination
(crossing-over) events as reported for closelydth®NA markers. To date, the
identification of functional, specific, and co-darmant PCR markers derived
exclusively from theSw-5locus are not publicly available, even thougheahgre
locus has been already cloned and characterizexinfBonschenkedt al. 2000;
Spassovat al.2001).

In the present work, we evaluated a panel of s&&R primer pairs (Table 1)
derived from sequence information of tB&-5locus aiming to establish a useful
fingerprinting system for this genomic region. Tgremer pairs ‘Sw-5-4" and ‘Sw-5-
7’ displayed a complex amplicon profile with thestibeing monomorphic and the
latter exhibiting a profile of intensity polymorgm, which was very difficult to
score. The complex amplicon profiles (with sevenahomorphic bands) might
indicate that these primers were 8ot-5locus-specific, the obtained amplicons
possibly corresponding to related genes of the BB-ARC)-LRR class. This
assumption was not corroborated by further expertede@nalyses. The other primer
pairs displayed either no reaction at all underaiimployed PCR conditions (‘Sw-5-
1’, 'Sw-5-3" and ‘Sw-5-6’) or gave a monomorphictigain (‘Sw-5-5’). Also for these
primers no further testing was carried out.

The PCR primer pair ‘Sw-5-2" was the only one ableeveal a stable
polymorphic pattern between the two near-isogangsl|‘Viradoro’ and ‘IPA-5'(Fig.
1, lanes 2 and 9). The PCR profile obtained with pinimer pair was a single
amplicon, which also provided a stable and religliderimination of the cultivars
‘Stevens’ and ‘Moneymaker’ (Fig. 1, lanes 1 and. 13%evens’ (breeding source of
Sw-5 had a resistant reaction to TSWV (isolate ‘BR)@fter mechanical inoculation
under greenhouse conditions. All plants of ‘Monelgarawere found to be
susceptible to this virus in the greenhouse aseagddition, the amplicon obtained
with the primer ‘Sw-5-2" was found to be co-domitandicating the existence of
insertions and/or deletions (indels) of about 188dpairs (bp) in this region.

Parallel evaluation was conducted with both PCRysswiith the primer ‘Sw-
5-2" and reaction to GRSV using the cultivar ‘Sa@tara’ (‘Santa Clara S’) as
susceptible control and i&wv-5carrying backcross near-isogenic families (‘Santa
Clara R’ lines) at field conditions. All 24 plantsall three ‘Santa Clara S’ plots



displayed severe GRSV symptoms (Figure 2) withvthes infection being confirmed
by ELISA using a specific antiserum (data not shpwhese results indicated an
adequate and uniform inoculum pressure acrossxperienental field. Th&w-5
derived marker (an amplicon of ca. 574 bp) was eskin all 192 plants of the 24
near-isogenic ‘Santa Clara R’ families (Figureahd 4). On the other hand, all
susceptible ‘Santa Clara S’ plants displayed ordynaller amplicon of around 464 bp
(Figure 1, lane 7). An almost complete correlati@s observed between t8e-5
derived marker result and resistance to GRSV ufielerconditions, except for two
‘Santa Clara R’ plants that displayed either apneadrosis or ring spots on the fruits.
The presence of a small fraction of susceptiblatgles commonly observed even in
highly inbred lines carrying th®w-5locus under field conditions in Brazil (e.qg.
Boiteux and Giordano, 1993). This result has begaaeed by the incomplete
penetrance of thBw-5gene (Stevenst al, 1992) rather than by the occurrence of
distinct viral strains and/or environmental effeatsgene expression.

PCR assays were also conducted with primer pair5&vusing genomic
DNA extracted from a collection of 14 accessionswn to be either susceptible or
resistant to tospovirus isolates (Figure 1). Tinyses indicated three DNA patterns.
The first group, displaying an amplicon of ca. Bfbwas exhibited by three
tospovirus resistant accessions carrying3we5locus (‘Stevens’, ‘Viradoro’ and
‘Santa Clara R’) and or®. peruvianunPIl 128660’, which was found to be resistant
to TSWV isolates in Australia and USA (Gordi#b al 2008). The second group
displayed an amplicon of ca. 510 bp and encompassedusceptible accessions (an
inbred line derived from the hybrid ‘Nemonetta’ ahe cultivar ‘Ohio 8245’). The
third group displayed an amplicon of 464dpd was composed by the two near-
iIsogenic lines ‘IPA-5" and ‘Santa Clara S’ and stker tospovirus-susceptible
accessions and inbred lines derived from commehgtatids (Figure 1). It is
important to mention that, in all situations, hegous plants were able to produce
amplicons with quite similar intensity allowing ettefore, a reliable co-dominant
marker system, especially in gels with higher (1.&%) agarose concentration (data
not shown). However, the presence of more thargehpattern for the susceptible
accessions demands either the comparison with R@iRlss from DNA template
extracted from sourcex theSw-5locus or a careful estimation of the amplicon size
This procedure will avoid misclassification of “pg®-resistant” plants, for example,
in tospovirus susceptible populations segregatnghfe gel patterns 2 and 3. In
addition, it might be possible that novel suscdetgel patterns might occur in tomato
accessions with genetic background distinct froenatcessions employed here.

The complete sequence analysis of the cloned ‘Qvarplicons obtained
from ‘Viradoro’ (574 bp) and ‘IPA-5’ (464 bp) indadted an overall identity of 81.7 %
with the presence of indels and point mutationsyboth no indication of sequence
rearrangements (Figure 3). The estimated 110ffgreince observed in the agarose-
gel assays between the near isogenic lines ‘Vi@ddtA-5" and ‘Santa Clara
R’/'Santa Clara S’ were caused by two large deteti@3 bp in total) plus eight
single nucleotides or small deletions (31 bp ialjpwhich were compensated in size
by two insertions in the susceptible lines. Twesgyen point mutations (21
transitions and six transversions) were observexgaihe analyze8w-5derived
amplicons (Figure 3).

Amplicons of ‘Viradoro’ and ‘IPA-5’ were also dirg sequenced using the
‘Sw-5-2" forward and reverse primers together with amplicons obtained with 12
other tomato accessions (FigureHA9Jr this reason, th&equence analysis was done
with only 522 out of the 574 bp PCR amplicons (al#i%b6 of the entire sequence,



which did not include the ‘Sw-5-2’ primer pair). &nesults indicated that the
amplicons are specific for ti&w-5locus and the differences in their sizes are due t
number of insertions/deletions in this genomic @agiA number of point mutations
were also observed (Figure 4). The sequences oé#lisant lines ‘Viradoro’ and
‘Santa Clara R’ were 100% identical to that of \&tes’ for this genomic region. It is
interesting to note that the genomic region withi@Sw-5locus corresponding to the
‘Sw-5-2" amplicon was highly conserved across the $. peruvianuntoci analyzed
here (i.e. the ‘Stevens’-derived locus and thelZ8660’-derived locus). The
sequences of ‘Stevens’ and ‘Pl 128660’ are alnatesitical with only a single point
transition mutation (T/C) in the position 141 (Figut). This level of nucleotide
conservation is somewhat surprising for a self4inpatible and allogamous species
such asS. peruvianumOnly one group of tospovirus-susceptible accessiormed

by ‘Santa Clara S’, ‘IPA-5’, ‘CNPH Tx-557" and irdxl lines from ‘Densus’ and
‘Alambra’, shared 100% sequence identity. The oslusceptible accessions had
identity levels ranging from 87.9 to 99.8%. Obvilyud is not yet possible to
speculate that this collection of indels and paintations are directly linked to
susceptible reaction of accessions belonging t& R pattern groups two and three.
For that, it would be necessary to generate mursiiio the regions of théw-5locus
corresponding to that observed in the susceptitdessions in order to demonstrate
their loss-of-function effects.

From the marker-assisted selection point of vieveliable, fast, and simple
PCR assay to screen for the presence obtdlocus is highly desirable. RFLP,
RAPD, RAPD-derived and CAPS markers linked to$e5locus have been
employed for marker-assisted selection in tomagedhng (Stevenst al. 1995;
Stevenset al. 1996; Chaguét al. 1996; Cheet al. 1997; Smieclet al. 2000; Czeclet
al. 2003;Langellaet al 2009. This collection of markers might occasionally be
separated from th8w-5locus by crossing-over events during the breednogess of
generating populations and/or incorporating thisegeluster into elite tomato lines. In
this regard, the ‘Sw-5-2’ co-dominant marker systemore advantageous than all
closely linked markers reported thus far.

The marker system reported here is also much sirttpdae theSw-5locus-
derived marker reported by Garlaedal. (2005). In this example, the ability to
discriminate heterozygous from homozygous resigikamtts depends on performing a
restriction digestion of the PCR products. In additit is required the use of the
closely linked CT220 marker as a positive contnobider to discriminate susceptible
plants from false negative PCR reactions (Garktral. 2005).

Altogether, the results obtained with the primair fSw-5-2’ indicate an array
of applications as a robust selection tool to nwrtlheSw-5locus introgression in
tomato accessions. Since this marker is able tofsgaly target the locus, it might
be useful to amplify analogous loci in other toSpas resistance sources$wmlanum
(sectionLycopersicoh aiming to isolate alleles with potentially disttn
characteristics, including thermal stability, be#&pression of the resistance in fruits,
and resistance to isolates able to overcom&wé& Another possible use of this
primer set would be chromosome landingSm-5gene orthologues that might be
present in other species of the geBotanumenhancing its scope as a universal
marker that would be useful not only for tomatodatieg programs.
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Table 1.Codes, sequences, and expected PCR amplicon siagsamel of primer pairs derived from
the tomatoSw-5locus sequence (accession AY 007366). Bae5gene is known to confer broad-
spectrum resistance Tmspovirus

Primer pair Primer pair Amplicon
code sequence size

F= 5-TTTGGAGGTTTGGAGGAAGAAGAG-3’
‘Sw-5-1’ R= 5-TCATGTCCGACCCAATACCTAACT-3’ 409 bp

F= 5-AATTAGGTTCTTGAAGCCCATCT-3’
‘Sw-5-2’ R= 5-TTCCGCATCAGCCAATAGTGT-3’ 574 bp

F=5-GAATCTGTTTATGAGTGCGACCTT-3'

‘Sw-5-3’ R= 5-ACACCCTCTTCTTCCTCCAAACCT-3’ 418 bp
F= 5-TTTTGCAAGAACATCATCAGTA-3’
‘Sw-5-4’ R= 5-GGCGAAAATCCCAACAAG-3’ 538 bp

F= 5-AGTCTCCAAACATTCCTGCTTCTC-3’
‘Sw-5-5’ R=5-TTCTTTTGCCTGATTCCTTAGTCG-3’ 416 bp

F= 5-AATTCTTTCGGTTACAA-3’
‘Sw-5-6’ R=5-CCGCCTCTGAATACAAAGTCGTCT-3’ 496 bp

F= 5-TCGCAACGTAATAAAGTCCCACAT-3’
‘Sw-5-7 R= 5-ACATACTTCAACAACCTAAACTCC-3’ 436 bp
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Fig. 1 — PCR amplification profile (in 1% agarose gel in TBEffer) obtained with the ‘Sw-5-2’
primer pair. PCR assays were carried out usingm@aplate genomic DNA extracted from $élanum
(sectionLycopersicop accessionsM = 1 kb ladder (Invitrogen}t= ‘Stevens’ (breeding source of the
Sw-5Tospovirusresistance locusP= ‘Viradoro’ (contains theSw-5locus and it is near-isogenic to
‘IPA-5"); 3 = Solanum peruvianunPl 128660 (found to be resistant to tospovirgslates in the
USA); 4 = ‘Santa Clara R’ (Santa Cruz type inbred line wiitaSw-5locus and near-isogenic to ‘Santa
Clara S’);5= inbred line derived from the hybrid ‘NemoNettauéceptible to tospovirus; = ‘Ohio
8245’ (susceptible to tospovirus);= ‘Santa Clara S’ (Traditional Brazilian Santa £type cultivar
and highly susceptible to tospovirus); = ‘Ponderosa’ (very old obsolete fresh-tomato icaltt
susceptible to tospovirusy;= ‘IPA-5' (processing type highly susceptible tspovirus);10 = inbred
line derived from the hybrid ‘Densus’ (long-shelifel type susceptible to tospovirusitl=
‘Moneymaker’ (introgression-free obsolete tomatoscaptible cultivar); 12= ‘CNPH Tx-577’
(susceptible cherry tomato typd)3= susceptible inbred line derived from the hybidambra’ (long-
shelf life type);14 = susceptible inbred line derived from the hybNetta’ (long-shelf life type). The
first ‘Sw-5-2" PCR pattern groudanes 1-4 generated an amplicon of ca. 574 bp. The secomapg
(lanes 5-§ displayed an amplicon of ca. 510 bp. The thirdmtype grouplénes 7-14 displayed an
amplicon of ca. 464 bp.
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Fig. 2 —Field reaction taGroundnut ringspot viruGRSV) of @) ‘Santa Clara R’ near-isogenic line
(without GRSV symptoms), which was homozygous fer tesistanSw-5derived amplicon obtained
after PCR assays using the ‘Sw-5-2’ primer pair é8)d'Santa Clara S’ near-isogenic backcross line
(displaying apical necrosis and stunting due to @R&ection), which was homozygous for the
susceptibleSw-5derived amplicon obtained after PCR assays udieg'$w-5-2' primer pair. This

primer pair was designed to match sequences abthatoSw-5(tospovirus resistance) locus.



10 20 30 40 50 60 70
AY007366 [T TCCGCATCAGCCAATAGTGTTTGTTTAACACTCTGTTTGAATCATTGTITTTCCATTGTATTGTATCGTTACCAT
IPA5 |[TTCCGCATCAGCCAATAGTGTTTGTTTAACACT[MTGTTTGAATCATTGTTTTCCATTGTATTGTATC[TTTACCAT
ViradoroTTCCGCATCAGCCAATAGTGTTTGTTTAACACTCTGTTTGAATCATTGTTTTCCATTGTATTGTATCGTTACCAT

80 90 100 110 120 130 140 150
AY007366[ACCTATAATGT TTGTTTTAATTATTACTTAAAATGTACTGTATTGTIATTATTAAATTTCATTGITATGTAACAAT
IPA5 |ACCTA[CAATGTTTGTTTTAATTATTACTJAAAA[ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -~ AT
Viradoro ACCTATAATGTTTGTTTTAATTATTACTTAAAATGTACTGTATTGTATTATTAAATTTCATTGTITATGTAACAAT

160 170 180 190 200 210 220

AY007366[GAAACCCTC- ATTTTATGGAACAATCGATTTGGTGTATGCCTATTGTTCCTTAATTTTTATTTATTTITTTCAATT
IPA 5 GAA[GCCCICIC[CJATTTTATGGAACAA[CC|ATTTGGTGTGT[- - JTATTGTTTCTTAATTTTT TTT[CCICAATIC
Viradoro| GAAACCCTC- ATTTTATGGAACAATCGATTTGGTGTATGCCTATTGTTCCTTAATTTTTATTTATTTTTTICAATT

230 240 250 260 270 280 290 300
AY007366 [GTATCCTTAGATAATATTTCATATTACTATTTTTACCCTTTAATTCTATTAAAAAACTCATATCCTAAATAATTA
IPA5 ATATCCTTAGATAATATTTCATATTACTATTTTJACCCTTTAATTCTA[AT[CAAAACJCTCATATCCTAAATAATTA
Viradoro[GTATCCTTAGATAATATTTCATATTACTATTTTTACCCTTTAATTCTATTAAAAAACTCATATCCTAAATAATTA

310 320 330 340 350 360 370

AY007366[AGGATATT TAGTAAAT T TATAAATTATAATATAGTIACGATACAGTCAAACTAAACAATAAAAATGTTATTAAACA
IPA5 |AGGATATTTTATAAATTTATAAATTACAATAL -------- - |]CAGTCAAACTAAACAATAAAAATAITTATTAAACA
Viradoro AGGATATTTAGTAAATTTATAAATTATAATATAGTACGATACAGTCAAACTAAACAATAAAAATGTTATTAAACA

380 390 400 410 420 430 440 450
AY007366[ACATCAACCAATACAGCCTAACCATATATTGTATCTACCATACAATACATTATGAAACAATAGAGTACAAACAGA
IPA 5 ACATCAA[A/CAAT[GT- - - -]TA[GCCATAT[GTTGTATCTA[TCATACTIATACATTATGAA[--- - - -]JG[GT[- - - - - - - - -
Viradoro/ACATCAACCAATACAGCCTAACCATATATTGTATCTACCATACAATACATTATGAAACAATAGAGTACAAACAGA

460 470 480 490 500 510 520
AY007366 [GT GT TAAAAGAAACATGTGTGTGGGCGAAAATCCCAACAAGTTTAGGGATGTTTTTATATATTTGAGCAAAGGTT
IPAS - = = = = - =« - s e e e TIAACAAGTTTAGGGATGTTTTTATATATTTGAGCAAAGGTT
Viradoro[GTGTTAAAAGAAACATGTGTGTGGGCGAAAATCCCAACAAGTTTAGGGATGTTTTTATATATTTGAGCAAAGGTT
530 540 550 560 570
AY007366[AA- - - TATGTATAACTTTTCAAAAGCATTAAGATGGGCTTCAAGAACCTAATT
IPA5 |AATAATATGTA[CAACTTTTCAAAAGCATTAAGATGGGCTTCAAGAACCTAATT
Viradoro|/AA- - - TATGTATAACTTTTCAAAAGCATTAAGATGGGCTTCAAGAACCTAATT

Fig. 3 —Sequence comparison of the entire segment ofldmed ‘Sw-5-2" PCR amplicons obtained
from Solanum lycopersicuriradoro’ (574 bp) and ‘IPA-5" (464 bp) genomicNA. ‘Viradoro’ is a
processing type cultivar resistant to tospoviruscggs due to the presence of Sw-5locus and ‘IPA-

5’ is a near-isogenic line of ‘Viradoro’, which Fghly susceptible to tospoviruses. The primer pair
‘Sw-5-2’ (flanking the sequences) is derived frdm tomato ‘Stevens’ (GenBank AY 007366) that is
the source of th&w-5locus introgressed fror8. peruvianumThe nucleotide position of the original
AY 007366 sequence encompassing the ‘Sw-5-2’ amplianged from 24591 to 25162. The ‘Sw-5-2’
primer pair sequences (5-AATTAGGTTCTTGAAGCCCATCT-3 and 5'-
TCATGTCCGACCCAATACCTAACT-3) are flanking the sequees.
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