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regido ‘Core CP’ englobando um segmento do gene codificador da capa protéica que ¢é
amplificada pelo par de ‘primers’ AV494/AC1048 (Brown et al., 2001) e o segmento
gendmico analisado (SGA) no presente trabalho correspondendo a regido amplificada pelos
‘primers’ BegoAForl/BegoARevl (Ha et al., 2006). O bloco RIG representa a regido
intergénica que CoNtém a regido COMUM ....c..ocveiueiieeeieeseeresteeseeseese e te e e e eresreseesreseeneeseens

Figura 3 — Diagrama do DNA-B linearizado de espécies de Begomovirus de genoma bipartido. A
régua indica a ordem numérica dos nucleotideos compreendidos entre a origem de
replicacdo e o final do genoma viral. As ORFs BV1 e BC1 estdo representadas por barras
vermelhas. As barras em azul representam a regido amplificada pelo par de ‘primers’
universais: PBL1v2040/PCRcl- PBLPCR (Rojas et al. 1993). A regido PBLPCR foi
caracterizada via sequenciamento no presente trabalho. O bloco ‘Intergenic’ representa a
regido intergénica que contém a regifio COMUIM .......couiiiriieiirieirieeeei e s
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correspondente a espécie viral. Os isolados de tomateiro foram analisados via
sequenciamento de um segmento de aproximadamente 1060 pares da base do DNA-A. Cada
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CLUSTAL W do programa Megalign (Lasergene, Madison-WI). A arvore filogenética foi
construida usando analise de parcimdnia do programa PAUP e a consisténcia de cada ramo
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comparagdo com um subgrupo de isolados obtidos no presente levantamento: AbMV,
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CAPITULO 3 - Caracterizacdo de variantes de sequéncia de Tomato yellow spot virus
infectando Leonurus sibiricus (Lamiaceae) no Brasil

Figura 1 — Plantas de Leonurus sibiricus coletadas ao lado de um campo de producdo de tomateiro
em Marilandia do Sul (PR) exibindo sintomas tipicos de infec¢do por espécies de
BEOOMOVITUS ...ttt bbb bbbttt e en e

Tabela 1 — Lista de 13 isolados de Begomovirus obtidos de plantas de Leonurus sibiricus [local e
data de coleta (més/ano), espécie viral, nivel de identidade BLASTn (%) e nimero de
acesso no GenBank] que foram caracterizados para um segmento em torno de 1070 pares da
base do DNA-A e seus niveis de identidade com espécies virais cujas sequéncias foram
depositadas N0 GENBANK .......ccccviieiie ittt st sreste e e e et e e sre st eneeeereene

Tabela 2 — Lista de 10 isolados de Begomovirus obtidos de plantas de Leonurus sibiricus [local,
data de coleta (més/ano), espécie viral, nivel de identidade BLASTn e nimero de acesso no
GenBank] que foram caracterizados para um segmento de cerca de 500 pares da base do
DNA-B e seus niveis de identidade com espécies virais cujas sequéncias foram depositadas
NO GENBANK ...ttt e ettt bttt e bt e e e s e s e be st ene e st erenreenens

Figura 2 — Diagrama do DNA-A linearizado de espécies de Begomovirus de genoma bipartido. A
régua indica a ordem numérica dos nucleotideos compreendidos entre a origem de
replicacéo e o final do genoma viral. As ORFs AV1 (CP), AC1, AC2, AC3 e AC4 estdo
representadas por barras vermelhas. As barras em azul representam as regides amplificadas
por trés pares de ‘primers’ universais: PALv1978/PARc496 — PALPAR (Rojas et al. 1993);
regido ‘Core CP’ englobando um segmento do gene codificador da capa protéica que ¢
amplificada pelo par de ‘primers’ AV494/AC1048 (Brown et al., 2001) e o segmento
gendmico analisado (SGA) no presente trabalho correspondendo a regido amplificada pelos
‘primers’ BegoAForl/BegoARevl (Ha et al., 2006). O bloco RIG representa a regido
intergénica que CONtem a regido COMUM ....cc.ccveiueiiieceeeseetesteie et e reeresre st e resee e e s s resreeeseenes

Figura 3 — Diagrama do DNA-B linearizado de espécies de Begomovirus de genoma bipartido. A
régua indica a ordem numérica dos nucleotideos compreendidos entre a origem de
replicacéo e o final do genoma viral. As ORFs BV1 e BC1 estdo representadas por barras
vermelhas. As barras em azul representam a regido amplificada pelo par de ‘primers’
universais: PBL1v2040/PCRcl- PBLPCR (Rojas et al. 1993). A regido PBLPCR foi
caracterizada via sequenciamento no presente trabalho. O bloco ‘Intergenic’ representa a
regido intergénica que coNtém a regido COMUIM .......coiieiueeiieeiieeieseeste e et e e nae e seeas

Figura 4 — Matriz de identidade genética obtida entre os isolados virais utilizando-se a informacéao
de uma sequéncia comum de cerca de 1070 pares de base de um segmento do DNA-A
amplificado com o par de ‘primers’ BegoAForl/BegoARev1 (Ha et al., 2006). Dez isolados
de Begomovirus obtidos de plantas de Leonurus sibiricus (PR-012, PR-013, PR-014, PR-
028, PR-029, PR-033, PR-034, PR-035, PR-049 e PR-087) foram comparados entre si e
com isolados de Tomato yellow spot virus — ToYSV (GenBank FJ538207) registrado em
feijoeiro na Argentina; isolado ToYSV (NC_007726 = DQ336350), originalmente descrito
em tomateiro em Minas Gerais; um isolado de Sida micrantha mosaic virus (EU908733) e
um isolado de Sida mottle virus (SiMoV) (AY09055). A fracdo acima da diagonal superior
representa a percentagem de identidade entre os isolados. A fracdo abaixo da diagonal
representa a percentagem de diVEIGENCIA ..........evieiiiiiicer e e

Figura 5 — Arvore filogenética utilizando o programa CLUSTAL-W (Megalign/ Lasergene) obtida
entre os isolados virais utilizando-se a informagdo de uma sequéncia comum de cerca de
1070 pares de base de um segmento do DNA-A amplificado com o par de ‘primers’
BegoAForl/BegoARevl (Ha et al., 2006). Dez isolados de Begomovirus obtidos de plantas
de Leonurus sibiricus (PR-012, PR-013, PR-014, PR-034, PR-029, PR-033, PR-028, PR-
035, PR-049 e PR-087) foram comparados entre si e com isolados de Tomato yellow spot
virus — ToYSV (GenBank FJ538207) registrado em feijoeiro na Argentina; isolado ToYSV
(NC_007726 = DQ336350), originalmente descrito em tomateiro em Minas Gerais; um
isolado de Sida micrantha mosaic virus (EU908733) e um isolado de Sida mottle virus
(SiMoV) (AY09055). A barra abaixo indica 0 numero de substituicbes observadas nas
AIfEreNteS SEQUENCIAS ...c.vvireieirietiiee et ettt ettt

Figura 6 — Matriz de identidade genética obtida entre os isolados virais utilizando-se a informagéao
de uma sequéncia comum de cerca de 550 pares de base de um segmento do DNA-B
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amplificado com o par de ‘primers’ universais: PBL1v2040/PCRc1- PBLPCR (Rojas et al.,
1993). Dez isolados de Begomovirus obtidos de plantas de Leonurus sibiricus (PR-012, PR-
013, PR-014, PR-029, PR-033, PR-034, PR-049, PR-087 e PR-088) foram comparados
entre si e com isolados de Sida micrantha mosaic virus (GenBank FN557523) e o isolado
Tomato yellow spot virus (NC_007726 = DQ336350) reportado em tomateiro em Minas
Gerais, Brasil. A fracdo acima da diagonal superior representa a percentagem de identidade
entre os isolados. A fracdo abaixo da diagonal representa a percentagem de divergéncia

Figura 7 — Arvore filogenética utilizando o programa CLUSTAL-W (Megalign / Lasergene)
obtida utilizando-se a informacdo de uma sequéncia comum de cerca de 500 pares de base
de um segmento do DNA-B amplificado com o par de ‘primers’ universais:
PBL1v2040/PCRc1- PBLPCR (Rojas et al. 1993). Dez isolados de Begomovirus obtidos de
plantas de Leonurus sibiricus (PR-12, PR-13, PR-14, PR-29, PR-33, PR-34, PR-49, PR-87 e
PR-88) foram comparados entre si e com isolados de Sida micrantha mosaic virus
(GenBank FN557523) e Tomato yellow spot virus (NC_007726 = DQ336350) reportado
em tomateiro em Minas Gerais, Brasil. A barra abaixo indica o nimero de substituicGes
verificadas nas diferentes SEQUENCIAS .......cccvivvreiuerieieiisie s siee et ettt re st eene s

Figura 8 — Alinhamento de uma sequéncia comum de cerca de 1070 pares de base de um segmento
do DNA-A amplificado com o par de ‘primers’ BegoAForl/BegoARev1 (Ha et al., 2006)
de quatro isolados de Begomovirus de Leonurus sibiricus (PR-012, PR-013, PR-014, PR-
034, PR-029, PR-033, PR-028, PR-035, PR-049 e PR-087) usando o algoritimo CLUSTAL
W (Megalign program-Lasergene). Os isolados foram comparados entre si e com isolados
de Tomato yellow spot virus — ToYSV (GenBank FJ538207) registrado em feijoeiro na
Argentina; um isolado de ToYSV (DQ336350), descrito em tomateiro em Minas Gerais €
com isolados de Sida micrantha mosaic virus (EU908733) e Sida mottle virus (SiMoV)
(AY09055) ....oooorrereeeeeeesseesesis s s s see s s s e saes s es s ens s

CAPITULO 4 - Caracterizagdo de um complexo de espécies de Begomovirus de genoma
bipartido infectando plantas do género Cleome (Capparaceae) no Brasil

Tabela 1 — Lista de 32 isolados de isolados de Begomovirus obtidos de plantas do género Cleome
(isolado, local, data de coleta, espécie viral com o nivel de identidade mais alto usando o
algoritmo BLASTnN ) que foram caracterizados para um segmento de cerca de 1100 pares da
base do DNA-A e seus niveis de identidade com espécies virais cujas sequéncias foram
depositadas no GenBank € 0 respectivo NUMEro de 8CESSO .......cververveerirrereenieriereseareseeseeseens

Tabela 2 — Lista de 36 isolados (isolado, local, data de coleta, espécie viral, nivel de identidade
BLASTnN e nimero de acesso no GenBank) de Begomovirus obtidos de plantas do género
Cleome que foram caracterizados via sequenciamento de um segmento de cerca de 550
pares da base do DNA-B. Niveis de identidade com espécies virais cujas sequéncias foram
depositadas no GenBank sd0 eXpressos em Percentage ........ccvevveveererieessreseeseesieesseseeeeseeens

Figura 1 — (A) Plantas de Cleome affinis exibindo sintomas de infec¢do pelo isolado TO-003
[obtido no municipio de Alvorada (TO)] ap6s transmissdo controlada com moscas-brancas
viruliferas em condicGes de casa de vegetacdo. Plantas apresentaram sintomas iniciais de
clorose e redugdo de tamanho dos foliolos 20 dias ap6s infestagdo com moscas-brancas
viruriferas; (B) Sintomas de Begomovirus de um isolado de plantas do género Cleome (GO-
432) obtido na regido urbana de Cavalcante, Estado de G0i&s (GO) ........ccceevervenivienseninne.

Figura 2 — Amplificagdo via PCR de um segmento do DNA-A e amplifica¢do via PCR de um
segmento do DNA-B de 23 isolados obtidos de plantas do género Cleome (sojinha) no
Estado do Amazonas (AM), Bahia (BA), Goias (GO), Mato Grosso (MT), Pernambuco (PE)
e Estado do Tocantins (TO). O padrdo de amplicons obtido com um segmento do DNA-B
do isolado GO-443 apresenta sinais de potencial infecGdo Mista ........ccocoeevvveneeiieicccenen,

Figura 3 — Arvore filogenética baseada em um alinhamento multiplo de sequéncias de cerca de
1100 pares de bases correspondendo a um segmento do DNA-A flanqueado pelo par de
‘primers’ universais (BegoAForl / BegoARevl). Estes ‘primers’ foram desenhados para
anelar com regides conservadas presentes na regido 5’-terminal do gene AV1 (CP) e na
regido 3’-terminal do gene AC1 (Rep). Foram escolhidos 28 isolados de Cleome para
analise (para os detalhes de cada isolado ver Tabela 1). O alinhamento foi feito pelo
método CLUSTAL-W do programa Megalign (Lasergene, Madison-WI). A arvore

82

83

98

99

100

101

102

xii



filogenética foi construida usando andlise de parcimdnia do programa PAUP e a
consisténcia de cada ramo da arvore foi determinada pelo método Bootstrap com 2000
repeticdes (valores de suporte sdo indicados em cada ramo da arvore). Os seguintes virus
foram utilizados para comparacdo com um subgrupo de isolados obtidos no presente
levantamento: AbMV, Abutilon mosaic virus (GenBank accession number NC_001928);
ACMV, African cassava mosaic virus (NC_001467); BCTV, Beet curly top virus
(NC_001412) = outgroup; BDMV, Bean dwarf mosaic virus (NC_001931); BGYMV,
Bean golden yellow mosaic virus (NC_001439); CdTV, Chino del tomate virus
(NC_003830); MSV, Maize streak virus (NC_001346); PHYVV, Pepper huasteco yellow
vein virus (NC_001359); PYMV, Potato yellow mosaic virus (NC_001934); SGMV, Sida
golden mosaic virus (NC_002046); SGMCRYV, Sida golden mosaic Costa Rica virus
(NC_004657); SGMHoV, Sida golden mosaic Honduras virus (NC_004659); SiMoV, Sida
mottle virus (NC_004637; isolate Al, AJ557450); SiYMV, Sida yellow mosaic virus
(NC_004639); SimMV, Sida micrantha mosaic virus (NC_005330 e AJ557450,); SqLCV,
Squash leaf curl virus (NC_001936); TGMV, Tomato golden mosaic virus (NC_001507);
ToCMoV, Tomato chlorotic mottle virus (MG-Btl e AY090557); ToSRV, Tomato severe
rugose virus (Petrolina, DQ207749, Sumaré, EU086591 e Piraju-PRJ, FJ 824808);
ToRMV, Tomato rugose mosaic virus — [Ube] (AF291705 = NC_002555); ToMoV,
Tomato mottle virus (NC_001938); TYLCV, Tomato yellow leaf curl virus (NC_004005);
TYLCSV, Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (NC_003828); ToGMV, Tomato golden
mottle virus (AF132852 e DQ520943); SoyBMV, Soybean blistering mosaic virus isolado
NOA (EF016486); ToYVS, Tomato yellow vein streak virus isolado Ba-3 (EF417915);
ToLDV, Tomato leaf distortion virus isolado BR:Coi3:07 (EU710749); SYLCV, Sida
yellow leaf curl virus isolado BR:Coi3:07 (EU710750); TCMV, Tomato common mosaic
virus isolate BR:Co0i22:07(EU710754); TYSV, Tomato yellow spot virus from Argentina
(FJ538207); EYMV, Euphorbia yellow mosaic virus (FJ619507); SimMV, Sida micrantha
mosaic virus strain BR:Sag3:Soy:08 (FJ686693); OMYV, Okra mottle virus strain
BR:Sag8:Soy:08 (FJ686695); ToYSV, Tomato vyellow spot virus from tomato
(NC_D0TT726) ..ottt sttt sae ettt ettt sb bbb s b e st et e e et st et et e ebe st st re s
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RESUMO

Até o inicio da década de 1990 as begomoviroses apresentavam ocorréncia esporadica e
sem importancia econdmica no tomateiro (Solanum lycopersicum L.). No entanto, um
complexo de espécies de Begomovirus foi identificado no Brasil apos a introdugdo no
pais de Bemisia tabaci biétipo B. Um elevado grau de relacionamento genético tem sido
observado entre algumas espécies de Begomovirus reportadas em tomateiro e aquelas
registradas em plantas invasoras associadas com o cultivo desta hortalica. Desta forma,
existem fortes evidéncias de transferéncia natural de segmentos gendmicos entre as
espécies virais presentes nestas diferentes plantas hospedeiras. O cultivo de tomateiro
para consumo in natura no Brasil € conduzido em uma grande amplitude de condicbes
agroclimaticas incluindo a regido Amazébnica, a Zona da Mata e o Semi-arido
nordestino, a regido do ‘Cerrado’ (no Centro-Oeste) e, principalmente, as condic¢oes
subtropicais do Sudeste e Sul do pais. O objetivo deste trabalho foi prospectar e
caracterizar a variabilidade genética das espécies de Begomovirus registradas na cultura
do tomateiro para consumo in natura no Brasil (no periodo entre 2001 e 2010) e em
duas plantas daninhas dos géneros Cleome (presente em regiGes de clima quente) e
Leonurus (presente em regides subtropicais). Os isolados foram caracterizados via PCR
com primers universais para segmentos conservados do DNA-A e DNA-B e via
sequenciamento de um segmento do DNA-A. Estes ‘primers’ foram desenhados para
anelar com sequencias conservadas presentes na regiao 5’-terminal do gene AV1 (CP) e
na regido 3’-terminal do gene AC1 (Rep), englobando uma regido com 1100 pares de
base. Duzentas e cinquenta e duas amostras foliares de tomateiro foram coletadas nas
principais areas produtoras nas cinco regides do Brasil. Os resultados indicaram que
todos os isolados de tomateiro apresentam genoma bipartido, ndo havendo ainda
nenhum registro de espécies de genoma monopartido. EXxiste uma aparente
regionalizacdo das espécies virais, com algumas sendo predominantes em condicdes de
clima mais quente e outras em condi¢des de clima subtropical. As espécies Tomato
golden mosaic virus (descrita antes do ingresso do biotipo B no Brasil) e Tomato yellow
spot virus ndo foram detectadas neste levantamento. Sete potenciais novas espécies,
ainda ndo descritas anteriormente, estdo emergindo no pais, sendo que algumas ja
apresentam ampla distribuicdo geogréfica enquanto que outras ainda vém se mantendo

de maneira endémica. Existem algumas estirpes que estdo divergindo dos isolados das
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espécies originais a ponto de representarem potenciais novas espécies. Estirpes de
espécies de Begomovirus reportadas inicialmente em outras plantas cultivadas e/ou
plantas daninhas estdo aparentemente se adaptando e infectando tomateiro. No género
Cleome foi identificado um complexo de isolados contendo pelo menos trés novas
espécies filogeneticamente relacionadas com virus presentes infectando plantas do
género Sida (Malvaceae) e com a espécie Tomato yellow spot virus (ToYSV). Os
isolados de L. sibiricus apresentaram elevada identidade (95,1 a 97,1%) com estirpes de
ToYSV (previamente descritas infectando tomateiro e feijoeiro). Desta forma, L.
sibiricus € uma hospedeira de isolados de begomovirus que apresentam estreita relacéo
genética com espécies infectando plantas cultivadas no Brasil. De modo geral, os
resultados obtidos confirmam a extraordinaria variabilidade de Begomovirus de genoma
bipartido do Novo Mundo e o complexo cenario que ainda permanece na etiologia das
begomoviroses do tomateiro. Este estudo ainda reforca a importancia das plantas
daninhas e nativas da flora como fontes de material genético viral necessario para a
emergéncia de novas espécies com diferentes caracteristicas bioldgicas, ecoldgicas e

moleculares.
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ABSTRACT

In Brazil, the begomoviruses in tomatoes (Solanum lycopersicum L.) were minor
diseases up to the 1990°s. However, an extremely diverse complex of Begomovirus
species has arised after the introduction into the country of the whitefly Bemisia tabaci
biotype B. The high degree of relationship of some tomato and weed-infecting
begomoviruses suggests a natural transfer of genetic material among these viral isolates.
In Brazil, fresh-market tomatoes are grown under a wide array of agroclimatic
conditions ranging from warm and humid equatorial area in the Amazon River Basin to
the semi-arid Northeast region. It is also cultivated in the dry and mild climates of the
Brazilian Savannah (“Cerrado”) in Center-West region and mainly in the subtropical
mild climates of Southeast and South regions. The main objective of the present work
was to evaluate the nation-wide genetic variability of Begomovirus species infecting
fresh-market tomatoes during the years 2001 and 2010 and also in two genera of weed
plants: Cleome (present in warm regions) and Leonurus (present in subtropical areas).
This survey was done via PCR with universal primers targeting conserved regions of
both DNA-A and DNA-B components and via sequencing analysis of a PCR amplicon
of 1100 base pairs encompassing a region of the DNA-A component between the 5’-end
of the AV1 (CP) gene and the 3’-end of the AC1 (Rep) gene. Two-hundred-fifty two
leaf samples were collected in the main tomato production areas in all Five Brazilian
regions. All isolates had bipartite genome with no report of monopartite species. Some
viral species formely described in Brazil were not detected in this survey, including
Tomato golden mosaic virus (described before the entrace of the biotype B) and Tomato
yellow spot virus. There is a geographic distribution of some viral species displayed a
regional pattern, with one group of species being prevalent in warm conditions and
other group being prevalent in subtropical areas. Seven potential new viral species are
emerging in tomatoes, with some of them already showing a wide geographic
distribution, whereas others are yet endemic and restricted to some specific areas. A
group of strains are diverging from the original viral species and many isolates might
represent new species according to the current taxonomic rules. Strains of Begomovirus
species originally reported on other cultivated plant species and weeds are also moving
into tomatoes. A complex of at least three viral species was characterized in the genus

Cleome with species genetically related to Tomato yellow spot virus (ToYSV) and with
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viruses reported infecting the genus Sida (Malvaceae). Leonurus sibiricus isolates
displayed high identity levels (from 95.1 a 97.1%) with ToYSV strains previously
reported infecting tomatoes and beans. Therefore, L. sibiricus is an alternative host of
viral species closely related to viruses able to infect cultivated crops in Brazil. In
general, the results indicated the extraordinary diversity of the bipartite Begomovirus
species from the New World area. The scenario of tomato-infecting begomoviruses
remains extremely diverse in Brazil, difficulting the precise diagnosis of particular
members within this species complex. The present study also reinforces the importance
of native flora and weed species as sources of viral genetic material necessary for the
intense upsurge of new species with distinct biological, ecological, and molecular

properties.
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INTRODUCAO GERAL

No Brasil, a cultura do tomateiro para mesa ou para consumo in natura
(Solanum lycopersicum L., familia Solanaceae) € uma importante fonte de emprego em
todos os segmentos de sua cadeia produtiva (ABCSEM, 2009). O Brasil apresenta uma
grande diversidade de sistemas de cultivo do tomateiro para consumo in natura
variando desde pequenos produtores de base familiar até grandes fazendas com
estrutura empresarial. A area cultivada tem variado, nos ultimos anos, entre 38 e 42 mil
hectares (Tavares, 2002; ABCSEM, 2009). Atualmente, a producdo de tomate para
mesa distribui-se entre as regides Sudeste (59,3%), Centro-Oeste (7,1%), Sul (18,2%),
Nordeste (15,1%) e Norte (0,3%). O rendimento da cultura do tomateiro de mesa no
Brasil apresentou significativo incremento desde o final da década de 1980, atribuido a
introducao de hibridos (mais produtivos e com maior nimero de genes de resisténcia) e
a adocdo de novas tecnologias de producdo (Boiteux et al., 2008). Como resultado, a
tomaticultura brasileira tem apresentado um crescimento acima da média mundial.
Segundo dados da FAO, a Europa e nos Estados Unidos apresentaram crescimento
médio de 30% e 45%, respectivamente, enquanto a producao brasileira quase duplicou
em 20 anos. O Brasil ocupa atualmente o posto de 8° maior produtor de tomate do
mundo (FAO, 2010).

Por sua vez, a cadeia produtiva do tomateiro para processamento industrial tem
passado por profundas modificacdes e fases de reorganizacdo de sua base logistica
desde o inicio da década de 1990. Como resultado, foi observado uma mudanca na
distribuicdo geografica das areas de cultivo. Em 1990, o pdlo de producdo de
Pernambuco, Bahia e Paraiba ocupava 12,5 mil hectares enquanto Sdo Paulo ocupava
8,3 mil hectares e a regido do “Cerrado” (Goias e Minas Gerais) 6,4 mil hectares. NOS
ultimos anos, a area de producdo do tomate para processamento tem permanecido,
historicamente, entre 15 e 17 mil hectares, estando concentrada nos Estados de Goias
(60,9%), Sédo Paulo (20,6%) e Minas Gerais (18,5%).

Dentre as inumeras doencas que afetam o tomateiro, aquelas causadas por
begomovirus tém sido as mais limitantes a producdo comercial de tomate em diversas
regides tropicais e subtropicais em todo o mundo (Polston & Anderson, 1997; Moriones
& Navas-Castillo, 2000). Os virus pertencentes ao género Begomovirus (familia
Geminiviridae) sdo caracterizados por infectarem plantas dicotiledéneas, apresentarem

particulas icosaédricas geminadas, com genoma composto por uma ou duas moléculas
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de DNA circular (componentes DNA-A e DNA-B), de fita simples, covalentemente
fechada e com aproximadamente 2600 bases cada (Lazarowitz, 1992). Estes virus sdo
transmitidos por um complexo de bidtipos da mosca-branca Bemisia tabaci
(Homoptera: Aleyrodidae) (Stanley et al., 2005). Mais de uma centena de diferentes
espécies/estirpes de begomovirus ja foram relatadas infectando naturalmente o
tomateiro no mundo (Jones, 2003; Fauquet et al., 2008). Perdas significativas de
producdo vém sendo registradas desde as decadas 1970/1980 em diferentes regides
produtoras de tomate na Europa, Asia e Américas (Polston & Anderson, 1997).

A ocorréncia de begomovirus em tomateiro no Brasil pode ser dividida em duas
fases. Até o inicio da década de 1990 as begomoviroses eram de ocorréncia esporadica e
sem importancia econdémica. Por esta razdo, nenhum esforco de melhoramento genético
para resisténcia a begomovirus foi estabelecido, estando todo o trabalho concentrado na
busca por resisténcia a tospovirus e potyvirus (para revisdo ver Boiteux et al., 2008).
Nesta primeira fase, os relatos de infec¢bes por begomovirus foram feitos entre as
décadas de 1960 e 1970 (Flores et al., 1960; Costa, 1974; Costa et al.,1975; Matyis et
al.,1975). No entanto, na década de 1990, um complexo extremamente diverso de
begomovirus emergiu no Brasil, coincidindo com a introducéo e dispersdo do bidtipo B
do vetor B. tabaci no pais (Ambrozevicius et al., 2002). Este complexo viral tem sido
devastador na producdo de tomate, sendo considerado o principal fator limitante na
producdo dessa hortalica no Brasil (Tavares, 2002; Fernandes et al., 2008). Os sintomas
tipicos de infeccdo viral incluem nanismo, clorose restrita as nervuras, mosaico amarelo,
clorose generalizada, mosqueado, rugosidade e enrolamento das folhas.

O primeiro registro formal de uma epidemia de begomovirus associada com a
presenca da mosca-branca B. tabaci bidtipo B foi feito em 1993 em Brasilia-DF
(Ribeiro et al., 1994). Em seguida, um novo begomovirus, denominado Tomato yellow
vein streak virus (ToYVSV) foi relatado no Estado de Séo Paulo (Faria et al., 1997). O
habito alimentar polifago de B. tabaci bidtipo B favoreceu sua rapida disseminagdo e
epidemias de begomoviroses passaram a ser observadas em muitas areas produtoras de
tomateiro no Brasil (Ribeiro et al., 1998). Posteriormente as begomoviroses foram
observadas em lavouras de tomateiro nos Estados de Minas Gerais, Bahia, Pernambuco,
Paraiba, Rio de Janeiro, Goias e Ceara (Ribeiro et al., 2003). O biotipo B coloniza o
tomateiro e outras solanaceas com alta eficiéncia. Este inseto também coloniza um
grande nimero de espécies de plantas dicotiledéneas presente na vegetacdo espontanea

e na maioria da ervas daninhas associadas com a cultura do tomateiro (Lourengdo &
2



Nagai, 1994; Brown et al., 1995; Ambrozevicius et al., 2002). O controle quimico do
virus é dificil uma vez que a transmissdo pela mosca branca é do tipo circulativa
(Czosnek et al., 2002; Lapidot & Friedmann, 2002). Quando a infeccdo € precoce, as
perdas podem ser elevadas (Giordano et al., 2005). No Submédio do Vale Séao
Francisco, as infeccdes por geminivirus em tomateiro causaram perdas estimadas em até
100% em algumas &reas (Lima & Haji, 1998).

Alguns dos estudos mais abrangentes de prospeccdo da diversidade dos
begomovirus no Brasil utilizaram a combinacdo das técnicas de PCR (com primers
universais) e 0 sequenciamento parcial do genoma desses virus (Ribeiro et al., 2003).
No entanto, estudos recentes tém fortalecido cada vez mais a nogédo de que a sequéncia
completa do genoma (principalmente do componente DNA-A) € indispensavel para uma
definicdo mais precisa das espécies (Fauquet et al., 2005). Uma intensa recombinacéo
de segmentos gendmicos ocorre naturalmente neste género viral. Desta forma, dois
isolados podem ser idénticos ou muito similares em um dado segmento gendmico, mas
representar um recombinante para as outras regides. Esta caracteristica pode levar a
conclus@es incorretas sobre o verdadeiro status taxondmico de isolados caracterizados
apenas para um determinado segmento do genoma viral (Fauquet et al., 2005).

Até o presente, foram caracterizadas cinco espécies definitivas de begomovirus
infectando tomateiro no Brasil [Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato
golden mosaic virus (TGMV), Tomato rugose mosaic virus (ToORMV), Tomato severe
rugose virus (ToSRV) e Tomato yellow spot virus (ToOYSV)]. Além disso, 12 espécies
tentativas foram descritas [Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV), Tomato yellow
mosaic virus (ToYMV), Tomato severe mosaic virus (ToSMV), Tomato mottle leaf curl
virus (ToMoLCV), Tomato infectious yellows virus (TolYV), Tomato golden vein
virus (ToGVV), Tomato crinkle virus (ToCrV), Tomato crinkle yellow leaf virus
(ToCYLV), Tomato chlorotic vein virus (ToCIVV), Tomato mild mosaic virus
(ToMIMV), Tomato common mosaic virus (ToCmMYV) e Tomato leaf distortion virus
(ToLDV)] (Calegario et al., 2007; Cotrim et al., 2007; Ribeiro et al., 2007; Castillo-
Urquiza et al., 2008; Fauquet et al., 2008; Fernandes et al., 2008; Albuquergue et al.,
2010).

Plantas daninhas, plantas da flora nativa e plantas de ocorréncia espontanea tém
merecido, mais recentemente, estudos detalhados, uma vez que estas plantas podem
servir como potenciais reservatorios de varias espécies de Begomovirus e, assim, atuar

como hospedeiros adequados para recombinagdo e emergéncia de novas espécies virais.
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Como muitas plantas daninhas sdo perenes ou semi-perenes, elas podem manter
populagdes virais entre as estacbes de cultivo, permitindo a permanéncia e/ou fixacao de
isolados virais em condic¢des naturais.

Espécies de plantas invasoras das familias Malvaceae, Sterculiaceae,
Capparaceae, Fabaceae, Euphorbiaceae (Ambrozevicius et al., 2002; Assuncao et al.,
2006) e mais recentemente Amaranthaceae e Asteraceae (Arnaud et al., 2007; Castillo-
Urquiza et al., 2008) tém sido relatadas como hospedeiras alternativas de begomovirus
em varias regides produtoras e/ou geograficas e representam, supostamente, fontes
permanentes de inoculo dos virus que podem ser transmitidos (via mosca-branca) para o
tomateiro e outras espécies cultivadas (Assuncao et al., 2006). Além disso, estas plantas
podem estar potencialmente associadas a emergéncia de novas espécies de Begomovirus
em condigdes naturais (Ambrozevicius et al., 2002; Lima et al., 2002).

Uma das epidemias virais de destaque no Brasil envolve a ocorréncia natural de
espécies de Begomovirus em plantas do género Sida e Sidastrum (familia Malvaceae).
Estas plantas sdo encontradas com sintomas de infeccdo de begomovirus em
virtualmente todo o pais, tendo este patossistema uma amplitude geografica e ecoldgica
sem paralelo dentro do género Begomovirus no Brasil (Jovel et al., 2007). Espécies do
género Sida também estdo amplamente distribuidas pela América Latina e outras
regides tropicais e subtropicais do mundo, onde servem como hospedeiras alternativas
para diversos geminivirus de importancia econdmica. Além disso, elas estdo
frequentemente associadas com varias culturas horticolas tipicamente afetadas por
geminiviroses, incluindo o tomateiro (Jovel et al., 2007).

Neste contexto, estudar os aspectos da diversidade genética de Begomovirus no
tomateiro e em plantas naturalmente ou agriculturalmente associadas com o seu cultivo
é de suma relevancia. Este conhecimento pode ajudar no controle das doencas gerando
informacgdes sobre espécies virais predominantes, hospedeiras alternativas relevantes e

amplitude geografica de ocorréncia.



CAPITULO 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. ACULTURA DO TOMATEIRO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € uma planta faner6gama, angiosperma
e dicotiledénea (Rick & Butler, 1956). Esta espécie é endémica da regido ocidental da
América do Sul, sendo nativa das regifes dos Andes e também em faixas litoraneas que
englobam o Chile, Bolivia, Peru e Equador. Esta hortalica foi amplamente cultivada e
consumida pelos povos pré-colombianos. O tomateiro cultivado foi, muito
provavelmente, levado da regido ocupada pelos Incas até a regido do sul do México,
dominada pelos Aztecas (Pazinato & Galhardo, 1997). O México, em especial as
regides de Puebla e Vera Cruz, é considerado o provavel centro de domesticagcdo do
tomateiro (Jenkins, 1948; Monaco, 1964). Levada para a Europa pelos colonizadores
espanhois, a tomaticultura gradativamente espalhou-se pelos diferentes paises daquele
continente. Um fato curioso é que, durante um longo tempo, o tomateiro foi considerado
como uma planta de uso medicinal ou ornamental. A utilizagdo como alimento foi
difundida apenas dois séculos depois do tomateiro ser levado para a Europa (Gardé &
Gardé, 1993). Posteriormente, o habito de cultivo do tomateiro para consumo humano
foi gradativamente se difundindo, tendo hoje uma utilizacdo global (Fontes & Silva,
2002).

A cadeia produtiva de tomate tem forte relevancia econémica no agronegdcio
brasileiro, movimentado R$ 2 bilhdes por ano (aproximadamente 16% do PIB do
segmento de hortalicas). Na safra 2006, foram colhidas cerca de 2,2 milhdes de
toneladas de tomate de mesa em uma area aproximada de 41,7 mil hectares, com
rendimento de 50,7 t/ha. O tomate de mesa representa 66,5% da produgdo e ocupa
73,7% da éarea total. O restante da producdo e da area cultivada corresponde ao tomate
utilizado como matéria-prima para processamento industrial. Um levantamento recente
indicou um total de 55 mil hectares ocupados com o cultivo de tomateiro para consumo
in natura e para processamento no pais (ABCSEM, 2009). A producdo nacional em
2007 foi de 3.200.846 toneladas, sendo que aproximadamente 65% sé&o cultivados para
0 consumo in natura e 35% produzidos para processamento industrial (AGRIANUAL,
2007).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Faner%C3%B3gama
http://pt.wikipedia.org/wiki/Angiosperma
http://pt.wikipedia.org/wiki/Monocotiled%C3%B4nea
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pr%C3%A9-colombiano

1.1 Tomate para consumo in natura no Brasil

No Brasil, a cultura do tomateiro para mesa ou para consumo in natura tem sido
uma importante fonte de emprego ao longo de toda sua cadeia produtiva (representando
uma oferta de servicos para cerca de 300 mil pessoas) (ABCSEM, 2008). O cultivo do
tomate para consumo in natura é, normalmente, conduzido em sistema estaqueado ou
tutorado, gerando uma intensa demanda por mao-de-obra que se inicia na fase de pré-
plantio, passando pelos diversos tratos culturais, colheita e acondicionamento de frutos
em caixas, carregamento, transporte e abastecimento de armazéns de classificacdo e
embalagem (Boiteux et al., 2008). No ambito da cadeia produtiva, a cultura movimenta
diversos setores, incluindo as empresas produtoras de insumos, empresas de maquinas e
equipamentos agricolas, centrais de abastecimento, atacadistas, feiras-livres, redes de
supermercados até atingir o mercado consumidor (Boiteux et al., 2008).

Com um crescimento acima da média mundial, o Brasil € atualmente o 8° maior
produtor de tomate do mundo (FAO, 2010). Segundo dados da FAO, enquanto na
Europa e nos Estados Unidos o crescimento médio foi de 30% e 45%, respectivamente,
a producdo brasileira de tomate quase duplicou em 20 anos. A posicdo do pais foi
conquistada devido ao aumento de produtividade. O rendimento da cultura do tomateiro
de mesa no Brasil apresentou significativo incremento desde o final da década de 1980,
atribuido a introducéo de hibridos e a adocdo de novas tecnologias de producdo. Dados
recentes sobre a produtividade brasileira apontam valores em torno de 59 t/ha (cerca de
5 kg/planta ou 245 caixas/mil pés de tomate). Alguns produtores mais tecnificados tém
alcancado rendimento superior a 100 t/ha (9 kg por planta ou mais de 400 caixas/ 1000
plantas) (ABCSEM, 2009). Produtores de tomate em estufa (média de 350 m?) tém
alcancado rendimentos expressivos, acima de 500 caixas de 22 kg. O custo de producéo
do tomate é um dos maiores em toda a atividade agricola e apresenta grande
variabilidade, ficando entre R$ 30 mil e R$ 55 mil por cada hectare plantado,
dependendo do pacote tecnoldgico utilizado (ABCSEM, 2009).

A producéo de tomate para mesa distribui-se entre as regides Sudeste (59,3%),
Centro-Oeste (7,1%), Sul (18,2%), Nordeste (15,1%) e Norte (0,3%). Minas Gerais
(20%), Séo Paulo (19,1%), Rio de Janeiro (9,7%), Bahia (9%), Parana (8,2%), Goias
(6,3%) Santa Catarina (6%) e Rio Grande do Sul (4%) sdo os principais Estados
produtores (Boiteux et al., 2008; ABCSEM, 2009). O incremento de areas de cultivo

com lavouras de médio a grande porte, administradas por produtores com estrutura
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empresarial e com forte adocdo de tecnologia também resultou em um impacto positivo
na produtividade da cultura (Boiteux et al., 2008).

O Brasil apresenta uma grande diversidade de sistemas de cultivo de tomate para
consumo in natura ocupando historicamente entre 38 a 42 mil hectares (Tavares, 2002;
ABCSEM, 2009). O atual consumo per capita do tomate estd em torno 18 kg/ano, o que
representa um incremento de consumo acima de 35% nos ultimos 10 anos. O consumo
de tomate estd concentrado nos grandes centros urbanos, onde a estrutura de atacado e
de varejo oferta diferentes tipologias de tomate para os consumidores. Os tomates para
consumo in natura podem ser divididos em diferentes grupos varietais, de acordo com o
formato de seus frutos e sua finalidade de uso. Os segmentos varietais de maior
importancia no pais sdo: (1) Salada Indeterminado e Determinado; (2) ‘Santa Cruz’; (3)
Italiano/Saladete; e (4) ‘Cereja’ (ABCSEM, 2009). Os tomates do grupo ‘Santa Cruz’
(de formato oblongo) sdo tradicionais na culinéria brasileira, sendo utilizados em
saladas e molhos. Os tomates do grupo ‘Caqui’ (de formato redondo) sdo utilizados em
saladas e lanches e os tomates do grupo ‘Saladete’ ou ‘Italiano’ (de formato tipicamente
alongado) sdo utilizados principalmente para molhos, podendo ainda fazer parte de
saladas. O grupo varietal ‘Cereja’ (de tamanho pequeno) é utilizado como aperitivo e
em saladas.

Atualmente existe a preocupacdo com a qualidade, sabor e apresentacdo do
produto, aspectos percebidos e valorizados pelo consumidor. O tomate também
apresenta um enorme impacto alimentar sendo uma das mais importantes fontes de
vitamina C, pré-vitamina A (beta-caroteno) e antioxidantes (principalmente o licopeno e
outros carotenoides), compondo a dieta de diferentes classes sociais em todas as regides
do Brasil (Boiteux et al., 2008; Melo et al., 2009). Em torno de 84% da area cultivada
atualmente emprega hibridos F1, tendo estas sementes maior valor de revenda
(ABCSEM, 2009). O mercado de sementes de tomate para mesa é estimado em US$ 12
milhdes, representando em torno de 27% do total das sementes de hortaligas

comercializadas no Brasil (Boiteux et al., 2008; Melo et al., 2009).

1.2 Tomate para processamento industrial no Brasil

A cadeia agro-industrial brasileira de tomate para processamento industrial é,
atualmente, eficiente e competitiva (Melo & Vilela, 2005). A incorporagdo vigorosa de

avancgos tecnologicos fez a produtividade aumentar de 35 t/ha na década de 1990 para
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uma media atual proxima a 80 t/ha. Em 2005, a producdo brasileira de tomate para
processamento alcancou 1,24 milhdes de toneladas, em uma area de 16 mil hectares
(produtividade 77,5 t/ha). A produgdo em 2006 foi de 1.160.000 toneladas em uma érea
de 14.900 hectares (produtividade 77,8 t/ha) (Melo et al., 2008).

Desde o inicio da década de 1990, a distribuicdo geogréafica das areas de cultivo
do tomateiro para processamento industrial sofreu profunda modificagdo. Em 1990, o
polo de producdo de Pernambuco, Bahia e Paraiba ocupava 12500 hectares, enquanto
Sdo Paulo ocupava 8300 hectares e a regido do “Cerrado” (Goias ¢ Minas Gerais) 6400
hectares. Atualmente a producdo do tomateiro para processamento concentra-se nos
Estados de Goiéas (60,9%), Sdo Paulo (20,6%) e Minas Gerais (18,5%). A participagdo
do Nordeste reduziu drasticamente ap0s sucessivos problemas gerenciais combinados
problemas de manejo da cultura verificados a partir do final da década de 1980.
Problemas causados inicialmente pela traca-do-tomateiro (Tuta absoluta), seguido de
epidemias de Tospovirus e, mais recentemente, pela infestacdo pela mosca-branca
(Bemisia tabaci biétipo B) e a contaminagdo por espécies de Begomovirus levaram o
setor a um colapso das empresas processadoras que fecharam suas fabricas e
abandonaram a regido (Melo et al., 2008). A partir do ano 2000/2001 as areas de cultivo
para processamento no Nordeste ndo conseguiram ultrapassar a marca dos 2000
hectares. Atualmente, a area plantada com tomate industrial no Nordeste gira em torno
de 400 ha. No Nordeste, uma parte significativa das areas de processamento industrial
migrou para producdo visando consumo in natura. O cultivo predominante é do tipo
ndo tutorado (segmento mesa rasteiro) que ocupa, na atualidade, cerca de 2000 ha.

A partir de 1997 o ‘Cerrado’ brasileiro consolidou sua lideranca em termos de
area plantada e produtividade, permanecendo em um patamar superior aos 10000 ha
apos 1999. Os dados de 2008 indicaram gque o tomate para processamento tem 62% de
sua area em Goias, 20%, em S&o Paulo e 16%, em Minas Gerais (Melo et al., 2008). As
lavouras do ‘Cerrado’ brasileiro sdo, em sua quase totalidade, de grande porte e
administradas por produtores com estrutura empresarial e com forte adocdo de
tecnologia e providos de assisténcia técnica fornecida pelas agroinddstrias. O resultado
disso € o aumento do numero de lavouras atingindo niveis de produtividade acima de
120t/ha de tomate na regido (Melo et al., 2008).



2. VIRUS E VIROSES DE IMPORTANCIA ECONOMICA INFECTANDO
TOMATEIRO NO BRASIL

Os virus mais comuns na cultura do tomateiro no Brasil pertencem aos géneros
Begomovirus, Potyvirus, Cucumovirus, Tospovirus e Tobamovirus (Resende &
Cupertino, 1996; Faria et al., 2000).

2.1 Tospovirus

A doenga vira-cabeca do tomateiro € causada por vérias espécies de tospovirus,
da familia Bunyaviridae. Dentre elas, seis ocorrem no Brasil, mas somente quatro foram
reportadas infectando o tomateiro: Tomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato chlorotic
spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV) e Chrysanthemum stem necrosis
virus (CSNV). As espécies TSWV, TCSV, GRSV e CSNV possuem um amplo circulo
de hospedeiros, abrangendo mais de mil espécies botanicas, principalmente nas familias
Solanaceae e Compositae (Nagata et al., 1995; Avila et al., 1998). No Brasil, as
espécies de tripes, Frankliniella occidentalis e F. shultzei sdo importantes vetores
dessas espécies de tospovirus (Mound, 1996). Uma particularidade da transmissao do
virus pelo tripes € que o vetor somente pode adquirir o virus na fase de larva, tornando-
se posteriormente apto a transmiti-lo por toda a sua vida. Outra particularidade na
transmissdo € que também o virus se multiplica no vetor; portanto, a relacdo de
transmissdao é do tipo circulativa/propagativa. Os sintomas observados em plantas
doentes sdo: arroxeamento ou bronzeamento das folhas, ponteiro virado para baixo,
reducdo geral do porte da planta e lesdes necréticas nas hastes. Quando maduros, 0s
frutos de tomate apresentam lesdes anelares concéntricas. Existem atualmente no
mercado muitas variedades de tomate para mesa e para processamento com resisténcia
aos tospovirus, todas portadoras do gene/locus de resisténcia Sw-5 (Matos et al., 2003;
Dianese et al., 2010).

2.2 Tobamovirus

A virose do mosaico-do-fumo, causada pelo TMV (Tobacco mosaic virus) e a
virose mosaico-do-tomateiro, causada pelo ToMV (Tomato mosaic virus), infectam

diversas plantas cultivadas. No tomateiro, esses virus causam frequentemente infecgédo
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latente (sem sintomas), mas estirpes severas podem induzir mosaico suave alternado
com embolhamento foliar. No campo, a transmissao desses virus é exclusivamente
mecanica, por meio do contato direto entre plantas e méaos dos lavradores. Outra forma
de transmissdo muito eficiente é por meio de sementes contaminadas (Jones et al.,
1991). Os sintomas do ToMV no tomateiro sd@o: mosaico foliar; machas enbranquicadas
nos frutos, enrolamento, reducéo e afilamento de foliolos, além de apresentar aspecto
bolhoso nas folhas e aspermia nos frutos (Jones et al., 1991).

2.3 Potyvirus

Duas espécies de potyvirus foram descritas infectando o tomateiro no Brasil:
estirpes do virus Y da batata (Potato virus Y — PVY) e 0 mosaico amarelo causado pelo
Pepper yellow mosaic virus (PepYMYV) descrito inicialmente em Capsicum (Inoue-
Nagata et al., 2002). A transmissdo desses virus se d& por meio de varias espécies de
pulgbes ou afideos através de picadas de prova (transmissdo ndo persistente); portanto, a
transmissdo do virus ocorre em curtos periodos de tempo. O sintoma do PVY no
tomateiro manifesta-se como mosaico e necrose generalizada das nervuras das folhas,
ficando a planta com aparéncia de “Pinheirinho de Natal”. No tomateiro PepYMYV induz

mosaico e deformacéo foliar (Dianese et al., 2008).

2.4 Luteovirus

As doengas conhecidas como “Topo-amarelo” ¢ ‘“Amarelo-baixeiro” S&0
causadas por virus de um mesmo grupo (Luteovirus), ao qual também pertence o virus-
do-enrolamento-da-folha da batata. A doenca topo-amarelo caracteriza-se pela presenca
de foliolos pequenos, com bordas amareladas e enroladas para cima, assemelhando-se a
pequenas colheres. As plantas com amarelo-baixeiro apresentam as folhas de baixo
geralmente amareladas e clordticas. A transmissdo é exclusivamente por pulgdo, que,
uma vez tendo adquirido o virus, pode transmiti-lo por toda a vida, de modo persistente
(Maia et al., 2000).
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2.5 Begomovirus e as begomoviroses

No Brasil, sem ddvida, geminivirus sdo os patdgenos que mais causam danos
econémicos a cultura do tomate (Ribeiro et al., 2003). No inicio da década de 1990, a
introducdo da mosca-branca (Bemisia tabaci biotipo B) na regido de Campinas (SP)
resultou em mudancgas bruscas no sistema de producdo e no panorama varietal do
tomateiro no Brasil (Melo, 1992; Lourencdo & Nagai, 1994; Franga et al., 1996). O
habito alimentar polifago de B. tabaci biétipo B favoreceu sua rapida disseminacdo em
todas as areas produtoras de tomate. O bidtipo B é um eficiente vetor de geminiviroses
ou begomoviroses (virus do género Begomovirus) e primeiras epidemias foram
verificadas ja a partir de 1993 no Brasil central (Ribeiro et al., 1994). Em geral, 0s
sintomas manifestam-se como clorose das nervuras, a partir da base da folha, seguido de
mosaico amarelo, rugosidade e até mesmo enrolamento das folhas. Quando a infeccdo é
precoce, as perdas sdo totais e o controle é muito dificil, em razdo da alta populacéo de
mosca branca presente no campo. A transmissdo do virus pela mosca branca € do tipo
persistente ou circulativa, isto é, uma vez adquirido o virus, a mosca passa a transmiti-lo
por toda a sua vida. Perdas de producdo de até 60% podem ocorrer em cultivares

sucetiveis (Giordano et al., 2005).

3. FAMILIA GEMINIVIRIDAE

3.1 Géneros da Familia Geminiviridae

Os Geminivirus sdo caracterizados, basicamente, pela morfologia da particula do
virion, que é geminada, com aproximadamente 18-30 nm de tamanho e pela a natureza
do seu material genético, consistindo em uma (monopartidos) ou duas (bipartidos)
moléculas de DNA circular de fita simples (ssDNA). Cada componente genémico, com
aproximadamente 2,5 a 3,0 kb em extensao, € encapsidado separadamente em particulas
compostas por 22 capsdmeros pentaméricos, com a aparéncia de dois icosaedros
incompletos, o que confere o aspecto geminado as particulas virais (Gutierrez, 1999).
Geminivirus ndo sdo transmitidos pela semente ou por contato manual. A dispersédo
natural destes virus ocorre via insetos vetores (Dhar & Singh, 1995). A transmissdo é do
tipo persistente, circulativa envolvendo a passagem de particulas virais do intestino para

a hemolinfa do inseto, da hemolinfa para as glandulas salivares e da saliva para outras
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plantas. Os vetores de geminivirus sdo insetos sugadores classificados na ordem
Homoptera, e incluem as moscas-brancas (Homoptera: Aleyrodidae) e cigarrinhas
(Homoptera: Cicadellidae e Homoptera: Auchenorrhyncha) (Lazarowitz, 1992). Os
begomovirus sdo transmitidos pela mosca-branca Bemisia tabaci (Faria & Zerbini,
2000). A organizagdo gendmica, 0 inseto vetor (mosca-branca, cigarrinha ou
membracideo) e o circulo de hospedeiros (mono ou dicotiledéneas) dos geminivirus
permitem que eles sejam divididos em quatro géneros: Mastrevirus, Curtovirus,

Topocuvirus e Begomovirus (Fauquet et al., 2000).

3.1.1 Osvirus pertencentes ao género Mastrevirus

Maize streak virus (MSV) € a espécie-tipo deste género viral. Outros
representantes sdo o Wheat dwarf virus (WDV) ou Digitaria streak virus (DSV). Estes
virus apresentam genoma monopartido, sendo transmitidos por cigarrinhas (Homoptera:
Ciccadelidae) para a maioria das plantas monocotiledoneas. No entanto, algumas
espécies também foram identificadas infectando hospedeiras dicotiled6neas, tais como
Tobacco yellow dwarf virus (TYDV) e Bean yellow dwarf virus (BeYDV) (Gutierrez et
al., 2004). Estes virus sdo economicamente mais importantes no “velho mundo”

especialmente na Africa, Europa e Asia (Rojas et al., 2005).

3.1.2 Osvirus pertencentes ao género Curtovirus

Beet curly top virus (BCTV) é a espécie-tipo deste género. Este grupo de virus
apresenta genoma circular monopartido, sendo transmitidos por cigarrinhas
(Homoptera: Ciccadelidae), A distribuicdo geografica deste género é ampla, sendo
encontrados tanto no ”"Novo Mundo” quanto no “Velho Mundo”. Este género ¢
composto por cinco espécies caracterizadas: Beet curly top virus (BCTV), Beet mild
curly top virus (BMCTYV), Beet severe curly top virus (BSCTV), Horseradish curly top
virus (HrCTV) e Spinach curly top virus (SpCTV) (Fauquet & Stanley, 2005). O
sintoma tipico deste grupo € o encrespamento apical (“curly top disease”), sendo,
momentaneamente, registrados apenas infectando plantas dicotiledéneas (Fauquet &
Stanley, 2005).

3.1.3 Osvirus pertencentes ao género Topocuvirus
Tomato pseudo-curly top virus (TPCTV), sendo um género monotipico. O

genoma € circular, monopartido, sendo que o virus é transmitido entre hospedeiras
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dicotileddneas por membracideos (Homoptera: Auchenorryncha). Analises do genoma
de TPCTV revelaram caracteristicas tipicas de dois géneros distintos (Mastrevirus e
Begomovirus), representando, desta forma, um recombinante natural (Briddon et al.,
1996).

3.1.4 Os virus pertencentes ao género Begomovirus

Este é o género mais numeroso dentro da familia Geminiviradae. Mais de 80%
dos geminivirus conhecidos pertencem ao género Begomovirus (Stanley et al., 2005). O
género Begomovirus apresenta espécies tanto genoma monopartido quanto bipartido,
sdo transmitidos por bidtipos da mosca-branca B. tabaci (Homoptera: Aleyrodidae) e
infetam uma ampla gama de dicotiledoneas tanto no “novo” quanto no “velho mundo”
(Rojas et al., 2005). A espécie tipo do género é o Bean golden yellow mosaic virus,
BGYMYV (Fauquet et al., 2000). Outros membros frequentemente usados em estudos de
replicacdo de DNA s&o African cassava mosaic virus (ACMV), Tomato golden mosaic
virus (TGMV), Squash leaf curl virus (SqLCV) and Tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV). Eles apresentam 0 genoma mais complexo entre todos 0s geminivirus
descritos (Gutierrez, 1999). Comparacbes nas sequéncias nucleotidicas desempenham
um papel fundamental como ferramenta na determinacdo taxonémica das espécies. A
estrutura gendémica do DNA-A tem sido utilizada e considerada como a informagéo
mais relevante para uma analise taxonémica, especialmente devido ao fato que algumas
espécies virais possuem apenas este componente gendmico. O DNA-B € mais variavel e
pode, ocasionalmente, ser intercambiado entre algumas espécies de Begomovirus,
dificultando determinacgdes taxondmicas utilizando exclusivamente informagdes deste
componente gendmico. O alto indice de recombinacdo entre espécies de begomovirus
invalida a utilizacdo de pequenos fragmentos de DNA-A para comparacdo, sendo
recomendado para tal a informacao obtida a partir do genoma completo deste segmento
(Fauquet et al., 2008).

3.2 Organizagdo genémica das espécies de Begomovirus

O genoma de um Begomovirus tipico € formado por duas moléculas de DNA
circular de fita simples (DNA-A e DNA-B), cada uma com aproximadamente 2600
bases, encapsidadas por uma Unica proteina estrutural que se arranja na forma de 22

capsomeros, formando dois icosaedros incompletos com cerca de 18-30 nm
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(Lazarowitz, 1992; Briddon & Markham, 2000). Os dois componentes ndo possuem
homologia de sequéncia, exceto por uma regido intergénica de aproximadamente 200
nucleotideos denominada regido comum (RC), que ¢ altamente conservada entre os dois
componentes de uma determinada espécie viral (acima de 90% de homologia) (Stanley
& Gay, 1983; Lazarowitz, 1992). O componente DNA-A é responsavel pela replicacédo
e encapsidamento do genoma viral, enquanto o componente DNA-B contém os genes
requeridos para 0 movimento célula-a-célula e a longa distancia, gama de hospedeiros e
desenvolvimento de sintomas (Timmermans et al., 1994; Palmer & Rybicki, 1998). A
transcricao é bidirecional tanto no componente DNA-A quanto no componente DNA-B
e ambos 0s componentes sdo necessarios para a infeccdo sistémica em plantas
(Timmermans et al., 1994). O esquema da organizacdo genémica de um Begomovirus

bipartido esta ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 — Representacdo esquematica do genoma de um begomovirus de genoma
bipartido. Os circulos representam o genoma viral, dividido em dois componentes,
DNA-A e DNA-B. Cada seta representa a regido gendmica contendo o gene completo.
A transcri¢do é bidirecional nos dois componentes. As setas azuis sdo as ORFs com
transcrigdo no sentido viral (“virion sense”) e as setas vermelhas indicam as ORFs com
transcrigdo no sentido complementar (“‘complementary-sense”). A sigla dentro dos
paréntesis representa a sinonimia do gene e/ou do produto génico correspondente. A
regido comum (RC) esté representanda pela caixa de cor verde. A sequéncia dentro da
RC ¢ conservada para todos os membros da familia Geminiviridae. Dentro da RC
localiza-se um “stem-loop motif” com sequéncia altamente conservada de nove
nucleotideos (5’-TAATATTYAC-3), contendo o sitio que é clivado pela proteina Rep
(representado pelo simbolo |) para iniciar a replicagdo do DNA (= dominio funcional da
origem de replicacdo). A seta em azul clara (sentido viral) representa AV2* que é uma
ORF presente apenas em espécies de Begomovirus de genoma monopartido da Europa,
Asia e Africa (“Velho Mundo”).
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3.2.1 Organizacdo genémica do DNA-A: genes, produtos génicos,

estrutura e funcgéo.

O DNA-A de virus bipartido é similar em termos de organiza¢do gendmica com
0s begomovirus de genoma monopartido (Czosnek et al., 2002). O DNA-A possui
quatro “open reading frames” — “ORFs” (AC1, AC2, AC3 e AV1). A ORF AV], no
sentido viral, corresponde ao gene cp codificando a proteina capsidial (CP = “coat
protein”). As ORFs ACI1, AC2 e AC3, no sentido complementar, correspondem aos
genes rep, trap e ren, as quais codificam respectivamente para a proteina associada a
replicacdo (Rep = “replication-associated protein™), a proteina ativadora da transcricao
(TrAP = “transactivating protein”) e a proteina amplificadora da replicacdo do genoma
viral (Ren = “replication-enhancer protein”) (Palmer & Rybicki, 1998; Harrison &
Robinson, 1999; Faria & Zerbini, 2000).

A capa protéica (CP) desempenha fungbes relacionadas com a protecdo do
genoma contra degradacgdo, aquisicdo e transmissdo do virus pelos insetos vetores,
infectividade e movimento sistémico (Guevara-Gonzélez et al., 1999). A CP ¢
necessaria a alguns geminivirus para a infeccdo sistémica de seus hospedeiros, e
dispensavel para a maioria dos outros (Qin et al., 1998). Embora a CP ndo seja
necessaria para 0 movimento célula-a-célula ou a longa distancia, é essencial para a
transmissdo do virus pelo inseto vetor (Gardiner et al., 1988; Azzam et al., 1994).
Entretanto, quando se propaga um geminivirus via inoculacdo mecéanica, mutantes
incapazes de sintetizar CP ndo sdo selecionados, mesmo que a propagacdo ocorra por
varias geracOes, sugerindo que a CP provavelmente possui alguma funcéo adicional
ainda ndo determinada (Faria et al., 2000). A importancia da capa protéica na
transmissdo dos virus foi demonstrada em experimentos envolvendo a troca do gene cp
do ACMV, um begomovirus transmitido por mosca-branca, pelo correspondente do
BCTV, um curtovirus transmitido por cigarrinha; observou-se uma alteracdo na
especificidade do vetor, onde 0 ACMYV passou a ser transmitido por cigarrinha (Briddon
et al., 1990). No caso de begomovirus monopartido (TYLCV), a CP funcional é
essencial para a infeccdo sistémica do hospedeiro e para a transmissdo pelo vetor (Noris
etal., 1998).

A proteina Rep é conservada em sequéncia, posicdo e funcdo, sendo essencial
para a replicacdo viral (Hanley-Bowdoin et al., 1999; Faria & Zerbini, 2000; Fauquet et
al., 2008). A sintese de DNA propriamente dita deve ser realizada por enzimas do

hospedeiro. A funcdo da Rep é se ligar ao sitio de iniciacdo da replicacdo viral e cortar
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uma das fitas de DNA, iniciando o processo (Laufs et al., 1995). A proteina Rep é uma
proteina multifuncional, que atua na regulacéo da replicacéo e transcricdo do DNA viral
(Eagle et al., 1994; Sunter et al., 1993). O sitio de ligacdo para Rep esté localizado na
regidao comum (RC), sendo requerido ndo sO para o reconhecimento da origem de
replicacdo, mas também para regulacdo negativa da transcri¢cdo do gene rep (Eagle et
al., 1994). Outra funcdo da proteina Rep € induzir indiretamente a expressdo de
proteinas responsaveis pela sintese de DNA do hospedeiro em células totalmente
diferenciadas, criando um ambiente que permite a replicacdo viral de forma eficiente
(Nagar et al.,1995).

A ORF AV2 (“precoat”), presente somente em begomovirus do “Velho Mundo”,
esta associada ao movimento sistémico dos virus. Plantas de Nicotiana benthamiana
inoculadas com DNA infeccioso do TYLCV contendo mutacdes no gene avl
desenvolveram sintomas atenuados e apresentaram baixo acumulo de DNA viral, tanto
de fita simples quanto de fita dupla. Porém, protoplastos inoculados com essa mesma
construcdo apresentaram acumulo normal de DNA viral, sugerindo que AV2 esta
envolvida no movimento sistémico do virus (Padidam et al., 1996).

A proteina TrAP é um fator de transcricdo, que atua in trans no promotor de
genes de sentido viral (cp e ns) (Sunter & Bisaro, 1991). Na presenca de TrAP, a
expressdo do promotor da proteina capsidial é aumentada em cerca de 60 a 90 vezes. A
TrAP também parece atuar como supressora de silenciamento génico (Hanley-Bowdoin
etal., 1999).

A proteina REn é um fator de amplificacdo da replicacdo viral encontrado
apenas nos begomovirus e curtovirus. Embora néo seja essencial para que a replicacao
ocorra, 0 acimulo de DNA viral é muito maior quando esta proteina estd presente
(Sunter et al., 1990). A REn ¢é direcionada para o nucleo e esta envolvida na regulacao
da replicacdo interagindo com a Rep e provavelmente desempenha um papel no
reconhecimento da origem de replicagdo. Settlage et al. (1996) sugerem que Ren
estabiliza o complexo de replicacdo formado por Rep e fatores do hospedeiro, mas o seu
mecanismo de atuacgdo ainda ndo foi elucidado completamente.

A ORF AC4 se encontra inserida dentro do gene rep, mas é codificada em uma
fase de leitura distinta. Ela esta envolvida na determinacdo da gama de hospedeiras, na
severidade de sintomas e no movimento viral (Jupin et al., 1994; Rigden et al., 1994).
Além disso, a AC4 esta relacionada a resposta da hospedeira a Rep viral (Fauquet et al.,

2005).
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3.2.2 Organizacdo gendémica do DNA-B: genes, produtos génicos,

estrutura e funcgéo.

O DNA-B possui duas ORFs (BCl1 e BV1). A BV1, no sentido viral,
corresponde ao gene ns, que codifica para a proteina que controla o trafego nuclear
(NSP = “nuclear shuttle protein”). A BC1, no sentido complementar, corresponde ao
gene mp, que codifica para a proteina que controla 0 movimento célula-a-célula (MP =
“movement protein”) (Palmer & Rybicki, 1998). Para que o DNA dos begomovirus se
movimente célula-a-célula ha necessidade da interacdo entre as proteinas NSP e MP. A
proteina NSP € necessaria para o trafego intracelular do DNA viral do nucleo para o
citoplasma, enquanto a MP esta envolvida no movimento do DNA viral célula-a-célula,
via plasmodesmas. A proteina MP move-se extensivamente célula-a-célula,
provavelmente aumentando o limite de exclusdo dos plasmodesmas e assim
potencializando o movimento de DNA célula-a-célula (Noueiry et al., 1994; Pascal et
al., 1994).

3.2.3 Regido Comum (RC)

Entre as unidades de transcricdo AC1 e AV1 reside uma regido intergénica de
cerca de 300 nucleotideos, que contem elementos cruciais para a replicacdo e
transcricdo do genoma viral, tendo uma organizagdo genOmica do tipo interativa
(Arguello-Astorga et al., 1994). Na RC estdo localizadas a origem de replicacdo e 0s
promotores da sintese dos MRNAS virais (Lazarowitz, 1992; Fontes et al., 1994; Pilartz
& Jeske, 2003). Dentro da regido comum localiza-se uma sequéncia de nove
nucleotideos (5’-TAATATTYAC-3’) altamente conservada entre todos geminivirus,
contendo o sitio de iniciacao da replicagdo (] ), onde se localiza o dominio funcional da
origem de replicacéo (Stanley et al, 1995; Orozco & Hanley-Bowdoin et al., 1996). Este
nonanucleotideo, localizado num contexto de 30 nucleotideos capazes de formar uma
estrutura em forma de grampo (“stem-loop”), é clivado durante o inicio da replica¢do
viral, a qual ocorre pelo mecanismo de circulo rolante. Embora a sequéncia de 30
nucleotideos apresente variacdes entre diferentes espécies de geminivirus, a estrutura
em forma de grampo estad sempre presente, sendo esta estrutura considerada como um
elemento estruturalmente conservado (“structurally-conserved element”, SCE) (Faria &
Zerbini, 2000). A partir dessa regido intergénica divergem 0s genes virais, no sentido
viral e complementar (Howart et al., 1985). A transcricdo é bidirecional tanto no

componente A, quanto no componente B (Faria et al., 2000).
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3.2.4 Organizacdo gendémica de espécies de Begomovirus com genoma
monopartido
Os isolados de genoma monopartido (que apresentam apenas um componente)
ndo possuem DNA-B e suas ORFs sdo denominadas, respectivamente, V1, V2, C1, C2,
C3 e C4. Apesar de ndo apresentarem DNA-B, estes virus ndo apresentam
comprometimento do movimento dentro do hospedeiro e na infectividade. Nestes casos,
os produtos das ORFs V1 e C4 sdo responsaveis pelo movimento e desenvolvimento de
sintomas (Faria & Zerbini, 2000). Um sumario sobre as funcdes de genes e proteinas de

espécies de Begomovirus ¢ apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Sumaria sobre localizacdo genémica e funcdo dos genes e proteinas de
espécies de Begomovirus com genoma bipartido (modificada de Rojas, 2004).

ORF/Genoma \ Proteina/Gene \

Funcéo

DNA-A

Transmissdo mediada por mosca-branca e montagem da

AR e particula (virion). Movimento da particula viral via
: - interacdes com rede de transporte celular do hospedeiro.
ST UL, (cp) Codifica uma proteina de 30 kDa.
ACL Iniciador da replicacdo do DNA viral durante o estadio de
Rep amplificagdo via circulo rolante (‘rolling-circle’). A Rep é
(Sentido responsavel pela reacdo de iniciacdo que envolve uma
complementar) (rep) clivagem (|) dentro do nonanucleotideo conservado (5’-
P TAATATT |AC-3’). Maior proteina viral (41 kDa).
AC2 Codifica uma proteina de 15.7 kDa com localizagéo nuclear
TrAP que contribui para a patogenicidade viral. Ativador
(Sentido transcricional para genes com sentido viral; supressor de
complementar) (trap) silenciamento génico pos-transcricional (mediado por
P RNA) bem como outras respostas de defesa do hospedeiro.
AC3 RENn
Intensifica a replicag&o viral (“replication enhancer
(Sentido (ren) protein”).
complementar)
ACA Controla reacdo do tipo hipersensivel iniciada pela Rep.
Pode afetar circulo de hospedeiras e severidade de
(Sentido sintomas. Proteina de 11 kDa. Em begomovirus
monopartidos: envolvida junto com AV2 no movimento
S EEIE - célulaf)a—célula. :
DNA-B
BVl NSP Transporte do DNA viral entre o nicleo e o citoplasma;
(Sentido viral) (ns) define circulo de hospedeiras do virus.
Bl MP Modula o movimento célula-célula do virus; esta associado
(Sentido com as caracteristicas de patogenicidade do virus. Altera a
(mp) eficiéncia da aquisicéo do virus pelo vetor.

complementar)
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3.3 Demarcacdo de espécies, estirpes (“strains”) e variantes de sequéncia de

Begomovirus

Foi recentemente publicada uma detalhada revisdo do status de demarcacdo de
espeécies, estirpes e variantes de geminivirus bem como a descri¢do de 672 isolados de
begomovirus (Fauquet et al., 2008). Este conjunto de novos critérios propde que quando
a identidade entre duas sequéncias correspondendo ao genoma completo do componente
DNA-A for menor que 88% o isolado em questdo pertence a uma nova especie viral. Se
o alinhamento apresentar niveis de identidade entre 88 ou 89%, o isolado pertence
tentativamente a espécie mais relacionada. Por sua vez, quando a identidade
nucleotidica entre as sequéncias for maior que 89%, o isolado em questdo pertence
definitivamente a espécie usada para comparagdo. Com relacdo a classificacdo ao nivel
intra-espécifico, as proposices sdo as seguintes: identidade de sequencia abaixo de
93% caracteriza nova estirpe (‘strain’) dentro da espécie, enquanto niveis de identidade
acima de 94% caracterizam uma variante de sequéncia daquela estirpe. Como
consequéncia desta nova demarcacdo, alguns isolados foram classificados como
estirpes, enquanto outros, previamente classificados como estirpes, foram elevados ao

nivel de espécie (Fauquet et al., 2008).

3.4 Transmissao natural dos geminivirus

A mosca-branca (Bemisia tabaci) é uma espécie cosmopolita, sendo provavel
centro de origem o Paquistdo. E provavel que tenha sido introduzido pela a¢do humana
na Europa, Africa e Américas, através de material vegetal infestado (Brown & Bird,
1992; Melo, 1992). A mosca-branca € encontrada geralmente nos tropicos e subtropicos
e em todos os continentes (Franca et al., 2000). Sua distribuicdo esta estreitamente
relacionada a expansdo da monocultura da maioria das espécies cultivadas, as condi¢Bes
dos sistemas agricolas modernos, ao aumento da utilizacdo de agrotdxicos e
principalmente, a grande facilidade em se adaptar aos diversos hospedeiros (Brown,
1994).

No Brasil, o bidtipo A de B. tabaci era predominante até 1990/1991, quando foi
relatada a introducdo do biétipo B, provavelmente via plantas ornamentais importadas
dos EUA (Lourencdo & Nagai, 1994; Franca et al., 1996). As fémeas do bidtipo B de B.

tabaci possuem taxas maiores de ovoposicdo, alta capacidade reprodutiva, baixa
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mortalidade em novos hospedeiros e uma gama de hospedeiros muito mais ampla em
comparagdo com o bidtipo A, incluindo o tomateiro e outras solandceas. Essas
caracteristicas indicam uma grande capacidade de adaptacédo e elevada taxa de dispersdo
deste biotipo, que geralmente desloca populacbes do bidtipo A tornando-se
predominante nas areas onde € introduzido (Bedford et al., 1994).

A transmissdo de begomovirus por mosca-branca é do tipo circulativa (Brown,
1997; Rubinstein & Czosnek, 1997; Ghanin et al., 1998; Morin et al., 1999), onde as
particulas virais presentes na seiva do floema de plantas infectadas sdo ingeridas através
do estile e transportadas pelo esdfago. As particulas virais sdo transportadas atraves da
parede do intestino para a hemocele, alcangando as glandulas salivares. O virus é entdo
translocado pelo ducto da gléandula salivar e, finalmente, excretados juntamente com a
saliva durante a alimentacdo (Ghanin et al., 2001).

Parametros de aquisicdo, retencdo e transmissdo de um isolado de Tomato leaf
curl virus (ToLCV) pela mosca-branca foram investigados em Bangalore, India.
Moscas-brancas solitarias foram capazes de adquirir ToLCV-Ban4 de plantas de tomate
infectadas e transmitir o virus para plantas teste de tomate, mas cinco insetos foram
necessarios para atingir 100% de transmissdo. Os periodos de acesso de aquisicao
(PAA) e inoculagdo (PAI) minimos foram de 10 e 20 minutos, respectivamente. Um
periodo latente de 6 horas foi requerido para B. tabaci infectar plantas teste de tomate
eficientemente. Apds 24 horas do PAA, os insetos reteram sua abilidade de infectar
plantas teste de tomate por 12 dias, mas ndo por toda sua vida (Muniyappa et al., 2000).
Estudos da interacdo de um begomovirus isolado de tomateiro no estado de Goias com
B. tabaci biétipo B revelaram que houve a passagem transestadial em 100% dos adultos
testados que transmitiram o virus em 33% dos casos. Evidenciou-se ainda, a
transmisséo a progénie pela deteccdo do virus em ovos, ninfas e adultos provenientes de
fémeas viruliferas, contudo, a transmissdo do virus pelos adultos ndo foi observada.
Estes resultados sugerem que a interagdo virus-vetor é estabelecida desde a fase inicial
do desenvolvimento do inseto (Santos et al., 2003). O surgimento de novas espécies de
begomovirus infectando o tomateiro deve-se a distribuicéo do biétipo B de B. tabaci por

areas cada vez maiores ao longo das Américas (Polston & Anderson, 1997).
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3.5 Replicacdo dos geminivirus na planta hospedeira

A replicagdo de todos os membros da familia Geminiviridae ocorre no nucleo da
célula hospedeira infectada via 0 mecanismo de circulo rolante (Hanley-Bowdoin et al.,
1999). Em linhas gerais, 0 DNA de fita simples (ssDNA) é convertido em DNA de fita
dupla concatamericos (dsDNA intermediério, conhecido como forma replicativa — RF).
Os dsDNA intermediarios sdo posteriormente convertidos em fragmentos de DNA de
tamanho equivalente ao genoma viral. Os dsDNA intermediarios sdo transcritos no
nucleo da células infectadas. Esta estratégia semelhante a utilizada pelos bacteriofagos
@X174 e M13 (Saunders et al., 1991; Stanley, 1995).

O ciclo replicativo dos geminivirus pode ser subdividido em diversos estadios
funcionalmente distintos, caracterizados por eventos especificos. Ao se alimentar, o
inseto vetor deposita as particulas virais (dASDNA), provavelmente sem a CP, nas células
floematicas do hospedeiro (Lazarowitz, 1992). A presenca das particulas virais ativa o
sistema enzimatico do hospedeiro, que libera as proteases, as quais degradam a capa
protéica, expondo o genoma viral. O genoma viral é transportado até o nucleo das
células do hospedeiro com o auxilio da proteina de trafego nuclear (NS). Uma vez
dentro do ndcleo, a amplificacdo do genoma viral, que envolve um processo eficiente de
replicacdo do DNA, ocorre em trés estadios distintos (Saunders et al., 1991; Stanley,
1995).

O primeiro estadio do ciclo infectivo envolve a conversdo do ssDNA gendmico
circular em um intermediario de dsDNA “supercoiled” circular covalentemente fechado,
denominado forma replicativa | (RFI) (Gutierrez, 1999). Durante esse estadio, o SSDNA
é convertido em um produto de dsDNA que se associa a histonas celulares formando
mini cromossomos virais (Pilartz & Jeske, 1992). Esta parte do ciclo replicativo é
completada com participacdo exclusiva das proteinas das células infectadas desde que o
dsDNA é o molde transcricionalmente ativo (Gutierrez, 2000).

O segundo estadio consiste da utilizacdo do dsDNA como molde para a
amplificagdo do sSDNA pelo mecanismo do circulo rolante, no qual a proteina viral Rep
é absolutamente necessaria (Gutierrez, 1999; 2000). A Rep ¢ a proteina responsavel pela
reacdo de iniciacdo que envolve a introducdo de um corte () dentro do nonanucleotideo
conservado (5’-TAATATTVAC-3") em todos os geminivirus, localizado no “loop” da

estrutura em forma de grampo presente na regido intergénica. Apés o estadio inicial, os
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fatores necessarios para completar a fase de circulo rolante sdo de origem celular
(Gutierrez, 2000). O ultimo estadio é a producdo e a encapsidacdo do sSDNA genémico
circular maduro em particulas virais (Gutierrez, 1999).

O geminivirus mais estudado quanto a replicacdo é o TGMV. Este virus codifica
a Rep e a REn, duas proteinas que atuam na replicacdo. A regido comum do TGMV
inclui repeticdes em ordem direta de sequéncias especificas de cinco nucleotideos, onde
se liga a Rep. Apds a ligagdo da Rep ao DNA viral e estabilizagdo do complexo
formado por Rep, REn e fatores do hospedeiro, a proteina Rep executa a clivagem do
nonanucleotideo localizado na SCE (Faria & Zerbini, 2000). Estudos utilizando plantas
transgénicas expressando Rep de TGMV confirmaram que o efeito de acumulagéo de
um fator de processividade na replicacdo do DNA vegetal é mediado por Rep. Isto
implica que Rep induz a replicacdo do DNA em células que normalmente ndo poderiam
realizar sintese de DNA (Palmer & Rybicki, 1998).

3.6 Mecanismos de geracdo de diversidade genética em Begomovirus

Os geminivirus sdo considerados um grupo emergente de virus de plantas,
devido a alta incidéncia e severidade das doencas causadas por eles nas ultimas trés
décadas, em regibes tropicais e subtropicais do mundo (Polston & Anderson, 1997;
Morales & Anderson, 2001; Briddon et al.,2003). Em parte, esse aumento de epidemias
nas lavouras deve-se a grande variabilidade genética encontrada entre espécies e
estirpes de geminivirus, resultado da alta taxa de recombinacédo entre esses virus (Faria
& Zerbini, 2000). A notavel geracdo de diversidade genética em populagdes virais
fornece novas oportunidades para a adaptacdo a novas hospedeiras e mudancas das
condicdes ambientais. Essa diversidade genética é gerada através de diferentes
mecanismos: mutacgdes, recombinacdes e pseudo-recombinacbes (Monci et al., 2002). A
variabilidade genética em begomovirus ocorre por meio de mecanismos de acao que
possibilitam o surgimento de novas estirpes e até mesmo, de novas espécies (Padidam et
al., 1999).

3.6.1 Mutacdes
MutagOes sdo diferentes tipos de modificagbes que ocorrem nos genes
resultando em modificacGes hereditarias com perda e/ou ganho ou mesmo com

inalteracdo (mutacéo silenciosa) de uma caracteristica fenotipica. Em Begomovirus, isso
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acontece muito provavelmente por causa da ndo correcdo de erros de leitura durante a
replicagdo (“proof-reading”). Este reparo de erros durante a replicacdo é realizada pela
DNA polimerase (Roossinck, 1997).

3.6.2 Recombinacao

A recombinacdo € considerada o principal mecanismo gerador de variabilidade
genética nos geminivirus e, consequentemente, maior a capacidade de evolugdo e
adaptacdo a novos hospedeiros (Zhou et al., 1997; Padidam et al.,, 1999). Na
recombinacdo segmentos de uma fita nucleotidica se incorporam a fita de outro
componente durante a replicagéo. Ela pode ocorrer ndo somente entre variantes de um
mesmo virus, mas também entre virus da mesma espécie e de mesmo género, resultando
no rapido surgimento de variantes virais (Seal et al., 2006). As infeccdes mistas,
comuns em geminiviroses, os altos niveis de replicacdo atingidos com a forma
replicativa de dsDNA e o aumento da gama de hospedeiros com a emergéncia do
biétipo B da mosca-branca sdo alguns dos fatores que podem contribuir
significativamente para a recombinacdo. Por recombinacdo, os virus podem adquirir
novas informacgdes genéticas de outros virus ou até mesmo das plantas hospedeiras,
facilitando sua rapida evolucdo (Padidam et al., 1999). A funcdo primaria da
recombinacdo pode ser a de repassar SSDNA defectivos que sdo originados através de
mutacdes, resultando em recombinantes que podem vir a ser prevalentes em populacfes

onde a recombinacao resultou em vantagem adaptativa (Seal et al., 2006).

3.6.3 Pseudo-recominagéo

A existéncia de dois componentes genémicos na maioria dos begomovirus
possibilita um mecanismo alternativo para obtencdo de variabilidade genética, a troca de
componentes entre virus distintos (pseudo-recombinacdo) (Stanley et al., 1985).
Embora diferentes espécies de begomovirus possuam organizacdo gendmica similar, a
producdo de pseudo-recombinantes viaveis exige uma interacdo altamente especifica da
proteina Rep com a regido em torno da origem de replicacdo. O DNA-A e DNA-B de
um mesmo virus apresentam reduzidos niveis de identidade de sequencia, sendo a Unica
excecdo a regido comum [‘common region’ (CR)] que apresenta niveis de identidade
superiores a 90% ao longo dos seus 200 pares de base. A CR possui a origem de
replicacdo (ori) e diversos outros motivos necessarios para a replicacdo do DNA viral.

Pelos menos dois fatores sdo primordiais para garantir a viabilidade de pseudo-
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recombiantes: (1) conservacao da sequencia dos iterons (Arguello-Astorga et al., 1994)
e (2) a conservacdo estrutural da proteina Rep nos aminoacidos envolvidos no
pareamento com o iterons (Arguello-Astorga & Ruiz-Medrano, 2001).0Os iterons séo
duas sequéncias repetidas em tandem localizadas proximas da ori. Estes elementos sdo
fundamentais, pois representam sitios de ligacdo virus-especificos para a Rep
correspondente (cognata) iniciar o processo de replicagdo viral. Por esta razdo, a
especificidade da interacdo Rep-iteron é o principal fator determinante na formacéo de
psedorecombinates viaveis. Da mesma forma, os produtos dos genes codificados pelo
componente DNA-B (MP e NS) devem ser capazes de mediar o movimento do DNA-A
heter6logo, e esta habilidade parece ser dependente da origem geogréafica dos virus
(Novo ou Velho Mundo) (Frischmuth et al.,, 2000). A viabilidade do pseudo-
recombinante indica que fatores envolvidos na replicacdo e movimentacdo sdo
intercambidveis e a eficiencia na formacdo de pseudo-recombinantes viaveis indica
também proximidades filogenéticas. Neste caso, tanto as sequéncias da RC quanto do
gene rep devem ser altamente conservadas (Schaffer et al.,1995). As diferencas
observadas de viabilidade e eficiéncia de replicacdo entre pseudo-recombinantes
reciprocos indicam que a pseudo-recombinacdo entre begomovirus é um fenémeno
complexo que envolve interacBes entre fatores do virus e do hospedeiro.

Cassava mosaic disease (CMD) €é a doenga mais importante da mandioca na
Africa. Anélises de plantas de mandioca naturalmente infectadas, coletadas de
plantacdes em diferentes areas geograficas do pais, revelaram varios arranjos de DNA-
A e DNA-B dos virus de Uganda [African cassava mosaic virus (ACMV) e East
African cassava mosaic virus (EACMV)]. Estes dados sugerem a ocorréncia natural de
pseudo-recombinacdes inter- e intra-especificas e um padrdo de CMD mais complexo
do que o relatado anteriormente. O DNA-A de EACMV-UG2, que contém um
fragmento recombinante entre ACMV e EACMV-UG1 no gene da capa protéica, foi
amplamente distribuido no pais e estd sempre associado com o DNA-B de uma nova
estirpe viral isolada em Uganda, a EACMV-UG3, que provavelmente resultou de outro
evento de recombinacdo natural. Este pseudo-recombinante é considerado o agente
causal de CMD em Uganda (Pita et al.,2001).

Tomato yellow spot virus (ToYSV) é filogeneticamente proximo aos virus de
Sida sp. (SiMoV, SImMV e SiYMV). Estudos para determinar a viabilidade de pseudo-
recombinantes formados entre componentes de DNA de ToYSV e outros begomovirus

que infectam tomate e plantas daninhas no Brasil revelaram que ToYSV foi capaz de
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formar pseudo-recombinantes vidveis com virus de tomate, mas ndo com o0s virus de
Sida sp., apesar de ser filogeneticamente mais proximos a estes. Um pseudo-
recombinante infeccioso formado entre 0 DNA-A de ToYSV e o DNA-B de tomato
crinkle leaf yellows virus (TCrLYV) induziu sintomas severos em Nicotiana
benthamiana. Isto foi atribuido, em parte, ao fato de que a origem de replicacdo de
ambos 0s componentes possuiam sequéncias idénticas (iterons) de ligacdo com a Rep.
Entretanto, este ndo foi o caso de outro pseudo-recombinante infeccioso formado entre
0 DNA-A de tomato golden mosaic virus (TGMV) e o DNA-B de ToYSV, que
possuiam diferentes sequéncias de ligacdo com a Rep. Estes resultados reforcaram a
nocdo de que a formagdo de um pseudo-recombinante ndo pode ser explicada apenas
com base na relagdo filogenética e nas sequéncias conservadas de iterons e sugere que a
proteina Rep de TGMV pode ser mais versatil em termos de reconhecimento de
componentes de DNA heterdlogos do que as de ToYSV (Andrade et al., 2006).

No sul da Espanha, Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (TYLCSV) e Tomato
yellow leaf curl virus (TYLCV) sdo duas espécies distintas de begomovirus que
coexitem no campo e contribuem para a epidemia do “tomato yellow leaf curl disease”
(TYLCD). Um recombinante natural entre TYLCSV e TYLCV foi detectado e a anélise
de seu genoma demonstrou que os sitios de recombinacdo estdo localizados na regido
intergénica. Esse recombinante exibiu um novo fendtipo patogénico que pode
proporciona-lo uma vantagem seletiva sobre 0s gendtipos parentais, uma vez gque esse

recombinante prevalece na regido onde foi detectado (Monci et al.,2002).

3.6.4 DNA Satélites

Plantas de algodao afetadas pela “Cotton leaf curl disease” foram encontradas
contendo o componente de DNA-A, mas desprovidas do componente de DNA-B (Liu et
al., 1998; Mansoor et al., 1999). Entretanto, algumas plantas teste experimentalmente
infectadas e outras plantas de algoddo naturalmente infectadas apresentavam, junto com
0 DNA-A, moléculas de DNA circular de fita simples, com cerca de 1,4 kb e
derivavadas do DNA-A ap0s diferentes combinacdes de delecdo, inversao, duplicacao e
rearranjo de sequéncias (Liu et al., 1998; Sanz et al., 2000). Essas moléculas defectivas
se assemelham a um componente gendmico de nanovirus que codificam uma proteina
associada a replicacdo (Rep). Porém, essas moléculas foram encapsidadas na capa
protéica dos begomovirus e foram transmitidas, juntamente com o DNA-A, via enxertia

e via B. tabaci (Mansoor et al., 1999).
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4. GENERO BEGOMOVIRUS NO BRASIL

4.1 Importéancia econdémica

Os geminivirus transmitidos por mosca branca (B. tabaci) tém causado sérios
prejuizos em culturas como tomate, feijdo, cucurbitaceas, piment&o, algoddo e mandioca
em regides tropicais e subtropicais de todo o mundo, constituindo-se em fator limitante
a producdo. Na década de 1960 foram observados sintomas de begomoviroses em feijdo
comum (Phaseolus vulgaris L.) no Brasil (Costa, 1965). Foi demonstrado que o Bean
golden mosaic virus (BGMV-Br) era transmitido pela mosca-branca B. tabaci.
Inicialmente essa doenga causou pequenas perdas nas lavouras de feijdo. Com o
crescimento da area plantada com soja no pais observou-se aumento populacional do
inseto vetor de geminivirus. Como conseqléncia, nos anos 1970 essa doenca tornou-se
fator limitante para a producéo de feijdo no Brasil (Faria, 1994).

Em tomateiro, perdas significativas vém sendo registradas desde os anos 1980
em paises do continente americano, onde cerca de 20 diferentes geminivirus ja foram
relatados (Polston & Anderson, 1997). No Brasil, o primeiro relato de geminivirus em
tomateiro foi feito em 1960 (Flores et al., 1960), sendo identificado mais tarde como
Tomato golden mosaic virus (TGMV). Os begomovirus que infectam tomateiro no
Brasil encontram-se distribuidos nas principais regides produtoras do Centro-Oeste,
Sudeste e Nordeste do Brasil desde a década de 1990, quando causaram Sérios
prejuizos, com subsequente comprometimento da indUstria de processamento de tomate
(Faria et al., 2000). A incidéncia de doencas causadas por begomovirus em tomate
cresceu dramaticamente nos Gltimos anos. Os primeiros relatos de infeccdes por
begomovirus em tomateiro no pais datam da década de 1960 (Flores et al.,1960; Costa
et al.,1975; Matyis et al.,1975). Entretanto, no final da década de 1980 e inicio de 1990,
um complexo extremamente diverso de begomovirus emergiu no Brasil, coincidindo
com a introducdo e dispersdo de um novo bidtipo do vetor mosca-branca, Bemisia
tabaci bidtipo B (Ambrozevicius et al., 2002), que de maneira circulativa transmite o
virus para plantas dicotiledéneas (Jones, 2003). Atualmente, este complexo apresenta
cinco espécies conhecidas [Tomato golden mosaic virus (TGMV), Tomato rugose
mosaic virus (ToRMV), Tomato severe rugose virus (ToSRV), Tomato chlorotic mottle
virus (ToCMoV) e Tomato yellow spot virus (ToYSV)] (Fauquet et al., 2008) e ainda

envolve, pelo menos, outras doze espécies tentativas e um numero de formas
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recombinantes circulantes desses virus, que ainda ndo foram completamente
caracterizadas (Ribeiro et al., 2003; Ribeiro et al., 2007; Andrade et al., 2006; Calegario
et al., 2007; Castillo-Urquiza et al., 2008) (Tabela 2). Este complexo viral tem sido
devastador em tomate e a situacdo tem progressivamente deteriorado ao ponto onde ja é
considerado o maior fator limitante na producdo dessa cultura no Brasil (Fernandes et
al., 2008).
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Tabela 2. Lista de espécies e isolados de Begomovirus caracterizados a nivel molecular

infectando tomateiro (Solanum lycopersicum L.) no Brasil. Os nomes das espécies estdo

escritos em negrito e italico; os nomes dos isolados e o0s sindbnimos estdo logo abaixo

dos nomes das espécies. Os numeros de acesso das sequéncias e as abreviacOes

assinaladas tambem estdo listados (Fauquet et al., 2008).

. " . Acesso no -
VIRUS (Espécies validadas) GenBank Acrénimo
Sida micrantha mosaic virus
Sida micrantha mosaic virus-[Brazil:A2B2] AJ557451 SimMV
Sida micrantha mosaic virus-[Brazil:B1]

Sida mottle virus
Sida mottle virus-Micrantha [Brazil:A1B3] AJ557450 SiMoV
Sida mottle virus-Rhombifolia [Brazil:Vicosal:1999] AY090555
Tomato chlorotic mottle virus
Tomato chlorotic mottle virus-Bahia [Brazil:Seabral:1996] AF490004 ToCMoV
oCMo

Tomato chlorotic mottle virus-Minas Gerais [Brazil:Betim1:1996] AY090557
Tomato chlorotic mottle virus-Minas Gerais [Brazil:lgarapel:1996] DQ336353
Tomato golden mosaic virus
Tomato golden mosaic virus-[Brazil:Common;1984] K02029 TGMV
Tomato golden mosaic virus-[Brazil:Yellow Vein]
Tomato rugose mosaic virus

o ) ) AF291705 ToRMV
Tomato rugose mosaic virus-[Brazil:Uberlandia 1:1996]
Tomato severe rugose virus DQ207749 ToSRV
Tomato severe rugose virus-[Brazil:Petrolina de Goias 1:Pepper:2003]
Tomato yellow spot virus

) DQ336350 ToYSV
Tomato yellow spot virus-[Brazil:Bicas 2:1999]

. 2t . AcCesso no Af
VIRUS (Espécies tentativas) GenBank Acronimo
Tomato chlorotic vein virus-[Brazil:Brasilia 1:1994] AY049205 ToCIVV
Tomato crinkle yellow leaf virus-[Brazil:Vicosa 3:1999] AY090556 ToCYLV
Tomato crinkle virus-[Brazil:Pesqueira 3:1998] AY049218 ToCrV
Tomato golden vein virus-[Brazil: Anapolis 1:2003] AYT751742 ToGVV
Tomato infectious yellows virus-[Brazil:Bicas 1:1999] AY 049208 TolYV
Tomato mottle leaf curl virus-[Brazil:Mossoro 1:1999] AY 049227 ToMoLCV
Tomato severe mosaic virus-[Brazil:lgarape’2:1999] AY049207 ToSMV
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Tomato yellow mosaic virus
Tomato yellow mosaic virus-[Brazil:1] - ToYMV

Tomato yellow mosaic virus-[Brazil:2]

Tomato yellow vein streak virus- [Brazil:Campinas2:1995] LLJJZS%%T; ToYVSV
Tomato yellow vein streak virus (Tomato yellow vein streak virus-Brazil) ldg%%igz ToYVSV
Tomato common mosaic virus EU710754 ToCmMV
Tomato leaf distortion virus EU710749 ToLDV

4.2 Diversidade de Begomovirus em tomateiro no Brasil

Os trabalhos pioneiros envolvendo a caracterizagcdo de geminivirus de tomateiro,
outras plantas cultivas e plantas daninhas transmitidos por mosca-branca no Brasil foi
feita pela equipe do Dr. Alvaro Santos Costa no Instituto Agronémico de Campinas
(IAC) (Costa, 1976; Souza-Dias & Kitajima, 1998). O primeiro registro formal de
doencas do tomateiro causadas por espécies do género Begomovirus no Brasil foi o
relato da ocorréncia de plantas apresentando sintomas do tipo “mosaico dourado” e
“clorose infecciosa”, transmitidos pela mosca-branca Bemisia tabaci no estado de S&o
Paulo na década de 1960 (Flores et al., 1960). Posteriormente, o virus relatado foi
purificado e Tomato golden mosaic virus (TGMV) foi a espécie de Begomovirus
caracterizada como sendo o0 agente causal destas doencgas (Matyis et al., 1975) e que
também era transmitido mecanicamente (Costa et al., 1975).

4.2.1 Pesquisa sobre a diversidade de espécies de Begomovirus no Brasil
apos 1990

No Brasil, mais de uma década passou sem que fosse relatada a presenca de
geminivirus em tomate. Em 1994, detectou-se geminivirus em tomateiro nos campos
experimentais do CNPH e em dois Nucleos Rurais no Distrito Federal (Ribeiro et al,
1994). Durante o periodo foi observada pela primeira vez o relato de B. tabaci biétipo B
(também chamada B. argentifolii) associada a tomateiros no Brasil (Ribeiro et al.,
1994). Um dos focos iniciais de pesquisa nesta fase foi caracterizar a diversidade de
espécies de geminivirus do tomateiro no Brasil objetivando encontrar, posteriormente,
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fontes de resisténcia estaveis, duraveis e de amplo espectro. Esse trabalho pioneiro foi
desenvolvido por consorcio de pesquisa estabelecida entre Embrapa Hortalicas,
Universidade de Brasilia (UnB) e mais tarde envolveu também a Universidade Federal
de Vicosa (UFV).

A répida dispersdo do bidtipo B de mosca-branca e sua ampla gama de
hospedeiros pode ter contribuido para a transferéncia natural das novas espécies de
begomovirus de plantas daninhas e de espécies nativas de solanaceas para o tomate
cultivado, deste modo, resultando no crescimento significativo do nimero de novas
espécies de begomovirus infectando tomate (Fernandes et al.,2008). Todas as espécies
brasileiras descritas até o presente momento possuem genoma bipartido (dois
componentes de DNA), diferentes das espécies predominantes no continente europeu.
Esses levantamentos indicaram a presenca de cerca de dez espécies de Begomovirus e
dezenas de recombinantes distribuidos nas diferentes regides produtoras de tomate
(Ribeiro et al., 2003; Inoue-Nagata et al., 2006).

Tecnologias de deteccdo de geminivirus em plantas infectadas e nas moscas
foram desenvolvidas utilizando a técnica de hibridizagao e/ou PCR (“polymerase chain

reaction”) utilizando primers universais (Figuras 2 e 3).
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Figura 2 — Diagrama do DNA-A linearizado de espécies de Begomovirus de genoma
bipartido. A régua indica a ordem numérica dos nucleotideos compreendidos entre a
origem de replicagéo e o final do genoma viral. As ORFs AV1 (CP), AC1, AC2, AC3 e
AC4 estdo representadas por barras vermelhas. As barras em azul representam as
regides amplificadas por trés pares de ‘primers’ universais: PALvI978/PARc496 —
PALPAR (Rojas et al. 1993); regido ‘Core CP’ englobando um segmento do gene
codificador da capa protéica que é amplificada pelo par de ‘primers’ AV494/AC1048
(Brown et al., 2001) e o segmento genémico analisado (SGA) no presente trabalho
correspondendo a regido amplificada pelos ‘primers’ BegoAForl/BegoARevl (Ha et

al., 2006). O bloco RIG representa a regido intergénica que contém a regido comum.
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|-:{;LC\,;C* —}} H— _‘C;L‘E;H‘:—
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Figura 3 — Diagrama do DNA-B linearizado de espécies de Begomovirus de genoma
bipartido. A régua indica a ordem numérica dos nucleotideos compreendidos entre a
origem de replicacdo e o final do genoma viral. As ORFs BV1 e BC1l estdo
representadas por barras vermelhas. As barras em azul representam a regido amplificada
pelo par de ‘primers’ universais: PBL1v2040/PCRc1- PBLPCR (Rojas et al., 1993). A
regido PBLPCR foi caracterizada via sequenciamento no presente trabalho. O bloco

‘Intergenic’ representa a regido intergénica que contém a regido comum.
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No estado de Sao Paulo, um novo geminivirus, denominado Tomato yellow vein
streak virus (TYLCV), foi descrito por Faria et al. (1997). No Submédio do Vale Séo
Francisco, infeccBes por geminivirus em tomateiro causaram perdas estimadas em até
100% em algumas areas (Lima & Haji, 1998). Atualmente, a doenca foi observada em
lavouras de tomate nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Bahia, Pernambuco, Rio de
Janeiro, Goiés, Ceara e no Distrito Federal, com perdas na producdo estimadas entre 40
e 100% (Ribeiro et al., 2003). Em estudos de deteccdo no Centro-Oeste do Estado de
Sdo Paulo, verificou-se que cerca de 10% das amostras de tomateiro coletadas com
sintomas de mosaico estavam infectadas com um isolado de Sida mottle virus (SiMoV)
(Cotrim et al., 2007). Calegario et al. (2004) verificaram em Minas Gerais infec¢do

natural de tomateiro com um isolado do Sida micrantha mosaic virus (SimMV).

4.2.2 Natureza da diversidade genética de Begomovirus reportados no

Brasil

Cinco isolados de begomovirus foram coletados de tomateiros na regido do
cinturdo verde de Brasilia — DF. Estes isolados foram amplificados, via PCR com
primers universais, clonados e sequenciados. Posteriormente, as sequéncias foram
depositadas no GenBank. Analises filogenéticas utilizando BLASTn indicaram que trés
isolados (PA-05, 34 e Ta4) eram mais relacionados com o Tomato yellow vein streak
virus (ToYVSV) e que o nivel de identidade entre eles variou entre 95 e 97%, sugerindo
que sdo variantes de uma mesma espécie. Os outros dois isolados (DFM e DF-BR3)
mostraram-se mais relacionados com o Tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV). A
comparag¢ao das regides 5’ da CP e da Rep e da regido intergénica inteira dos isolados
PA-05, DFM e DF-BR3 com outras espécies de begomovirus brasileiros indicaram que
DF-BR3 apresenta 95% de identidade com PA-05 na regido CP, 91% na regido
intergénica e apenas 74% de identidade com PA-05 na regido da Rep. Esta observacdo,
assim como o fato de ambos os isolados terem sido obtidos na mesma regido geografica,
sugere que tanto DF-BR3 como PA-05 podem ser recombinantes. A analise de
recombinacéo indicou que o isolado DF-BR3 seria uma quimera englobando diferentes
segmentos virais e evidencia que este mecanismo genético pode estar contribuindo de
maneira significante para a formagdo do complexo de espécies de begomovirus
bipartidos de tomateiro no Brasil (Inoue-Nagata et al., 2006). A evolucéo dos virus de
planta é afetada por diversos fatores, incluindo as interagdes virus-vetor e virus-
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hospedeiro. Como resultado, existe uma oportunidade muito maior para um virus
recombinante emergir com um novo conjunto de caracteristicas bioldgicas (Padidam et
al., 1999). Neste contexto, a alta taxa de recombinacao pode estar contribuindo para: (1)
a recente emergéncia de novas doencas; (2) variabilidade na expressdo de sintoma; (3)
para expandir (ou contrair) o circulo de plantas hospedeiras e (4) expandir ou
regionalizar geograficamente e ecologicamente as epidemias de cada potencial nova

espécie viral.

4.3 Begomovirus em plantas invasoras no Brasil

Plantas daninhas tém sido relatadas como hospedeiras alternativas de
begomovirus em varias regifes e, supostamente, constituem fonte potencial do virus
para o tomateiro, podendo ainda estar associadas a emergéncia de novas espécies de
virus desse género no campo (Ambrozevicius et al., 2002; Lima et al., 2002).

Espécies de plantas invasoras das familias Malvaceae [Sida rhobifolia L.,
Herissantia crispa (L.), Sidastrum micranthum (St.-Hil.) Fryxel e S. spinosa L.],
Sterculiaceae (Waltheria indica L. e Triumfetta semitriloba Jacg.), Capparaceae
(Cleome affinis D.C.), Fabaceae [Macroptillium lathyroides (L.) Urban e Desmodium
sp.] e Euphorbiaceae [Cnidoscolus urens (L.) Arthur] tém sido relatadas como
hospedeiras de begomovirus no Brasil, constituindo importantes fontes de indculo dos
virus que podem ser transmitidos para espécies cultivadas (Assuncéo et al., 2006).

Recentemente, Arnaud et al. (2007) detectaram a presenca de begomovirus em
espécies de plantas invasoras das familias Amaranthaceae (Amaranthus spinosus L. e
A. viridis L.) e Asteraceae (Ageratum conyzoides L. e Bidens pilosa L.) na Serra do
Ipiapaba, Ceara. As quatro espécies referidas sdo encontradas com frequéncia nas
lavouras de tomateiro e nelas, comumente, observa-se a presenca da mosca branca em
suas folhas, demonstrando a movimentacdo do inseto entre as espécies de plantas
daninhas e o tomateiro.

Plantas daninhas tém chamado a atencdo de pesquisadores porque servem como
reservatorios para varios geminivirus e, assim, atuam como hospedeiros adequados para
recombinacdo. Como muitas daninhas sdo perenes, estas plantas podem manter
populagdes virais entre as estacfes de cultivo. Em varios aspectos, plantas daninhas do

género Sida sdo interessantes quando consideradas no contexto de epidemias virais.
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Elas s@o amplamente distribuidas pela América Latina e outras regides tropicais e
subtropicais do mundo, onde servem como hospedeiras para diversos geminivirus.
Além disso, elas estdo frequentemente associadas com vérias culturas horticolas
tipicamente afetadas por geminiviroses (Jovel et al., 2007).

Plantas de Sida s@8o um dos maiores reservatorios naturais de begomovirus
(Jovel et al.,, 2004; Zerbini et al., 2005). Por véarias décadas, um mosaico
frequentemente associado a plantas de Sida foi considerado ser causado por uma estirpe
brasileira de Abutilon mosaic virus (AbMV). Por estudos de infec¢do e comparacao de
sequéncias, foi demonstrado que o Sida micrantha mosaic esta associado a pelo menos
dois begomovirus distintos do AbMV, sendo denominado “Sida micrantha mosaic-
associated viruses” (SimMV). Esses resultados indicam que uma co-infeccdo de
begomovirus pode persistir por décadas mantendo sua integridade gendémica,
produzindo um reservatdrio de geminivirus parcialmente recombinados, porém distintos
(Jovel et al., 2004).

A diversidade genética entre geminivirus associados com trés daninhas comuns
na Jamaica foi estudada e geminivirus bipartidos foram encontrados em Sida spp.,
Macroptilium lathyroides e Wissadula amplissima. Os geminivirus encontrados em Sida
spp. e M. lathyroides foram idénticos e designados Sida golden mosaic geminivirus
(SidGMV-JA), enquanto o geminivirus encontrado em W. amplissima foi
suficientemente distinto para ser designado Wissadula golden mosaic geminivirus
(WGMV). Foi observado que SidGMV-JA era mais parecido com potato yellow mosaic
geminivirus (PYMV) e proposto que SidGMV-JA e PYMV definiam um novo grupo de
geminivirus, sugerindo que os geminivirus infectando daninhas na Jamaica séo distintos
dos geminivirus que infectam lavouras (Roye et al., 1997).

Seis novas espécies de begomovirus, trés em tomate e trés infectando daninhas
frequentemente associadas com lavouras de tomate foram reportadas no sudeste do
Brasil. Os recursos gendmicos indicaram que as seis novas espécies sdo tipicas de
begomovirus bipartidos do “Novo Mundo”. No entanto, os virus pertencentes a duas das
novas espécies ndo se agrupam com os Vvirus brasileiros na arvore filogenética. Essas
espécies podem representar uma linhagem distinta de begomovirus do “Novo Mundo”,
encontrados no Brasil pela primeira vez (Castillo-Urquiza et al., 2008). A erradicagédo
dessas plantas das areas de cultivo deve ser uma medida adotada visando a redugéo da

incidéncia desses virus (Assuncéo et al., 2006).
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HIPOTESES

Fatores ambientais peculiares das diferentes regiGes podem condicionar o

estabelecimento de novos patossistemas, especificos para regido.

Fatores ambientais peculiares podem afetar processos evolutivos comumente

reportados em Begomovirus (ex. recombinacao entre distintos genomas virais).

Espécies de plantas endémicas das diferentes regifes podem representar novas

fontes naturais (importantes reservatorios) de espécies de Begomovirus.

Espécies virais endémicas das diferentes regiGes podem ser transmitidas e
identificadas infectando espécies cultivadas.
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OBJETIVOS DA DISSERTACAO

O principal objetivo deste trabalho foi:

Prospectar e caracterizar a diversidade genética, gendmica, geografica e
temporal dos begomovirus que infectam naturalmente o tomateiro e plantas
daninhas dos géneros Cleome (de regides quentes) e Leonurus (de clima

subtropical), incluindo uma descricdo mais detalhada de:

» patossistemas conhecidos;
» potenciais novos virus em hospedeiras conhecidas;
» potenciais novos virus em novas hospedeiras;

» novas hospedeiras de viroses conhecidas.
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CAPITULO 2

Diversidade de isolados de Begomovirus obtidos em plantas de
tomateiro para consumo in natura no Brasil: Panorama de espécies
virais em uma década de surtos epidémicos (2001-2010)
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RESUMO

O cultivo de tomateiro para consumo in natura no Brasil é conduzido em uma grande
amplitude de condic¢des agroclimaticas, incluindo a regido Amazonica (zona equatorial
quente e Umida), o Semi-arido nordestino, regides de clima seco e ameno no Cerrado
brasileiro (no Centro-Oeste) e, principalmente, nas condigdes subtropicais do Sudeste e
Sul do pais. Até o inicio da década de 1990 as begomoviroses eram de ocorréncia
esporadica e sem importancia econémica. No entanto, na década de 1990, um complexo
extremamente diverso de begomovirus emergiu no Brasil, coincidindo com a introducgéo
e dispersdo de um novo biétipo do vetor mosca-branca, Bemisia tabaci biétipo B. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade genética das espécies de Begomovirus
registradas com énfase na cultura do tomateiro para consumo in natura em todas as
regides do Brasil (no periodo entre 2001 e 2010) e comparar com estudos realizados
anteriormente. Os isolados foram caracterizados via PCR com primers universais para
segmentos conservados do DNA-A e DNA-B e via sequenciamento de um segmento de
1100 pares de base do DNA-A. Estes ‘primers’ foram desenhados para anelar com
regides conservadas presentes na regidao 5’-terminal do gene AV1 (CP) e na regido da
regido do 3’-terminal do gene AC1 (Rep). Duzentas e cinquenta duas amostras foliares
(isolados) de tomateiro foram coletadas nas principais areas produtoras de tomate para
consumo in natura nos seguintes estados e regides do Brasil: Norte (Tocantins-TO),
Nordeste (Bahia-BA, Ceara-CE e Pernambuco-PE), Sul (Parana-PR, Rio Grande do
Sul-RS e Santa Catarina-SC), Sudeste (Espirito Santo-ES, Minas Gerais-MG, Rio de
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Janeiro-RJ e S&o Paulo-SP) e Centro-Oeste (Distrito Federal-DF e Goias-GO). Como
esperado, o resultado da diversidade no agroecosistema do tomateiro para consumo in
natura se mostrou muito mais varidvel que o reportado para tomate para processamento.
Os resultados indicaram que todos os isolados sdo de genoma bipartido, ndo havendo
ainda nenhum registro de espécies com genoma monopartido. As espécies Tomato
golden mosaic virus (descrita antes do ingresso do bi6tipo B no Brasil) e Tomato yellow
spot virus ndo foram detectadas neste levantamento. Existe uma aparente regionalizagédo
das espécies, com algumas sendo prevalentes em condi¢des de clima mais quente e
outras em condi¢des de clima subtropical. Sete potenciais novas especies virais estdo
emergindo, sendo que algumas ja& apresentam ampla distribuicdo geografica enquanto
outras ainda vém se mantendo de maneira endémica. Existem algumas estirpes que
estdo divergindo dos isolados das espécies originais a ponto de representarem
‘quasispecies’ ou mesmo potenciais novas espécies. Estirpes de espécies de
Begomovirus reportadas inicialmente em plantas cultivadas e/ou plantas daninhas estdo
aparentemente se adaptado e infectando tomateiro, mas em frequéncia ainda muito
baixa. Esta colecdo de isolados virais representa uma importante ferramenta para
estudos adicionais de variabilidade intra-especifica e mecanismos evolucionarios de
espécies de Begomovirus e para utilizagdo em programas de melhoramento genético
desta cultura.

Palavras-chave: tomate, Begomovirus, diversidade, PCR.

ABSTRACT

Diversity of Begomovirus isolates from fresh-market tomatoes in Brazil: Survey of
viral species in a decade of disease outbreaks (2001-2010) — In Brazil, fresh-market
tomatoes are grown under a wide array of agroclimatic conditions ranging from warm
and humid equatorial area in the Amazon River Basin to the semi-arid Northeast region.
It is also cultivated in the dry and mild climates of the Brazilian Savannah (cerrado) in
Center-West region and the subtropical mild climates of Southeast and South regions.
The begomoviruses were minor diseases up to the 1990°s. However, an extremely
diverse complex of Begomovirus species has arised after the introduction into the
country of the whitefly Bemisia tabaci biotype B. This variability was identified in
nation-wide surveys between the years 1994 and 1999 and in several recent State-wide

surveys and/or in processing tomatoes areas in Central Brazil. The main objective of the
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present work was to evaluate the nation-wide genetic diversity of Begomovirus species
infecting fresh-market tomato crops during the years 2001 and 2010. This survey was
done via PCR with universal primers targeting conserved regions of both DNA-A and
DNA-B components and via sequencing analysis of a PCR amplicon of 1100 base pairs
encompassing a region of the DNA-A component between the 5’-end of the AV1 (CP)
gene and the 3’-end of the AC1 (Rep) gene. Two-hundred-fifty two leaf samples were
collected in the main production areas and small growers fields in the following
Brazilian regions: North (Tocantins-TO), North-East (Bahia-BA, Ceara-CE and
Pernambuco-PE), South (Parana-PR, Rio Grande do Sul-RS and Santa Catarina-SC),
South-East (Espirito Santo-ES, Minas Gerais-MG, Rio de Janeiro-RJ and S&o Paulo-SP)
and Central Brazil (Federal District-DF and Goias-GO). As expected, the diversity of
tomato-infecting Begomovirus species is higher than that observed in processing
tomatoes. All isolates were bipartite genome with no report of monopartite species.
Some viral species formerly described in Brazil were not detected in this survey
including Tomato golden mosaic virus (described before the entrance of the biotype B)
and Tomato yellow spot virus. There is a regional distribution of some species, with
some of them being prevalent in warm conditions and others prevalent in subtropical
areas. Seven potential new viral species are emerging, with some of them already
showing a wide geographic distribution whereas others are yet endemic to some restrict
areas. Some strains are diverging from the original viral species and many isolates are
‘quasispecies’ or even equivalent to new species according to the current taxonomic
rules. Strains of Begomovirus species originally reported on other cultivated plant
species and weeds are also moving to tomatoes yet at very low frequency. This virus
collection also represents an important tool for breeding tomatoes for resistance and for
additional studies of intra-specific variability and evolutionary mechanisms of the genus
Begomovirus.

Keywords: tomato, Begomovirus, diversity, PCR.

INTRODUCAO

No Brasil, a cultura do tomateiro (Solanum lycopersicum L., familia Solanaceae)
para mesa ou para consumo in natura tem sido uma importante fonte de emprego ao
longo de toda sua cadeia produtiva (ABCSEM, 2009). O Brasil apresenta uma grande

diversidade de sistemas de cultivo do tomateiro para consumo in natura variando desde
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pequenos produtores de base familiar até grandes fazendas com estrutura empresarial. A
area cultivada tem variado, nos ultimos anos, entre 38 e 40 mil hectares (Tavares, 2002;
ABCSEM, 2009). A producéo de tomate para mesa distribui-se entre as regides Sudeste
(59%), Centro-Oeste (7%), Sul (19%), Nordeste (14,7%) e Norte (0,3%). Os principais
Estados produtores sdo Minas Gerais (20%), Sdo Paulo (19,1%), Rio de Janeiro (9,7%),
Bahia (9%), Parana (9%) e Goias (6,3%) Santa Catarina (6%) e Rio Grande do Sul (4%)
(Boiteux et al., 2008; ABCSEM, 2009).

Dentre as inumeras doencas que afetam o tomateiro, aquelas causadas por
begomovirus tém sido limitantes a producdo comercial de tomate em diversas regides
tropicais e subtropicais em todo o mundo (Polston & Anderson, 1997; Moriones &
Navas-Castillo, 2000; Rojas & Gilbertson, 2008). Os virus pertencentes ao género
Begomovirus (familia Geminiviridae) sdo caracterizados por infectarem plantas
dicotileddneas, apresentarem particulas icosaédricas geminadas, com genoma composto
por uma ou duas moléculas (componentes) de DNA circular de fita simples (DNA-A e
DNA-B), cada uma com aproximadamente 2600 bases (Lazarowitz, 1992), sendo
transmitidas por moscas-brancas do complexo Bemisia tabaci (Homoptera:
Aleyrodidae) (Fauqguet et al., 2008). Mais de uma centena de diferentes espécies/estirpes
de begomovirus ja foram relatadas infectando naturalmente o tomateiro no mundo
(Jones, 2003; Fauquet et al., 2008). Perdas significativas de producdo vém sendo
registradas desde as décadas 1970/1980 em diferentes regides produtoras de tomate na
Europa, Asia e Américas (Polston & Anderson, 1997).

A ocorréncia de begomovirus em tomateiro no Brasil pode ser dividida em duas
fases. Até o inicio da década de 1990 as begomoviroses eram de ocorréncia esporadica e
sem importancia econdmica. Nesta primeira fase, os primeiros relatos de infeccdes por
begomovirus foram feitos entre as décadas de 1960 e 1970 (Flores et al.,1960; Costa,
1974; Costa et al.,1975; Matyis et al.,1975). Estes estudos resultaram na identificacdo
de Tomato golden mosaic virus (TGMV), que foi a primeira espécie de Begomovirus de
tomateiro a ter o seu genoma bipartido completamente caracterizado e a infectividade
dos dois componentes (DNA-A e DNA-B) demonstrada (Hamilton et al., 1984).

No entanto, na década de 1990, um complexo extremamente diverso de
begomovirus emergiu no Brasil, coincidindo com a introducdo e dispersdo de um novo
bidtipo do vetor mosca-branca, B. tabaci bidtipo B (Lourencdo & Nagai, 1994; Franca
et al., 1996; Ambrozevicius et al., 2002). Este complexo viral tem sido devastador na

producdo de tomate, sendo considerado o principal fator limitante na producgédo dessa
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hortalica no Brasil (Fernandes et al., 2008). Os sintomas tipicos de infec¢cdo viral
incluem clorose das nervuras, mosaico amarelo, clorose, rugosidade e enrolamento das
folhas. Quando a infec¢do é precoce, as perdas podem ser totais e o controle quimico do
virus é dificil, uma vez que a transmissdo pela mosca branca é do tipo circulativa
(Lapidot & Friedmann, 2002). Perdas de producéo entre 60-78% tém sido registrada em
hibridos suscetiveis (Giordano et al., 2005; Pereira-Carvalho, 2009).

O primeiro registro formal de uma epidemia de begomovirus transmitida pela
mosca-branca B. tabaci biotipo B foi feito em 1993 com isolados virais obtidos em
Brasilia-DF (Ribeiro et al., 1994). O héabito alimentar polifago de B. tabaci bi6tipo B
favoreceu sua rapida disseminacdo e epidemias de begomoviroses passaram a ser
observadas em muitas areas produtoras de tomateiro no Brasil (Ribeiro et al., 1998;
Ribeiro et al., 2003). Em seguida, um novo begomovirus, denominado Tomato yellow
vein streak virus (ToYVSV), foi caracterizado inicialmente em tomateiro no Estado de
Sdo Paulo (Faria et al., 1997; Colariccio et al., 2007) e posteriormente causando
“mosaico deformante da batata” no Rio Grande do Sul (Albuquerque et al., 2010). Até o
presente, foram caracterizadas cinco espécies definitivas de begomovirus em tomateiro
no Brasil [Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato golden mosaic virus
(TGMV), Tomato rugose mosaic virus (ToORMV), Tomato severe rugose virus (ToSRV)
e Tomato yellow spot virus (ToYSV)] e ainda mais doze espécies tentativas [Tomato
yellow vein streak virus (ToYVSV), Tomato yellow mosaic virus (ToYMV), Tomato
severe mosaic virus (ToSMV), Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV), Tomato
infectious yellows virus (TolYV), Tomato golden vein virus (ToGVV), Tomato crinkle
virus (ToCrV), Tomato crinkle yellow leaf virus (ToCYLV), Tomato chlorotic vein
virus (ToCIVV), Tomato mild mosaic virus (ToMIMV), Tomato common mosaic Vvirus
(ToCmMV) e Tomato leaf distortion virus (ToLDV)] (Ribeiro et al., 2003; Andrade et
al., 2006; Inoue-Nagata et al., 2006; Calegario et al., 2007; Cotrim et al., 2007; Ribeiro
et al., 2007; Castillo-Urquiza et al., 2008; Fauquet et al., 2008; Fernandes et al., 2008).
A infeccdo natural de tomateiro com isolados da espécie Sida mottle virus (SiMoV) e
Sida micrantha mosaic virus (SimMV) também foi registrada em Minas Gerais e Sdo
Paulo (Calegario et al., 2004; Cotrim et al., 2007).

Esta variabilidade de espécies de Begomovirus foi catalogada em diferentes
trabalhos de levantamento tanto de ambito nacional como de &mbito regional. O
primeiro grande levantamento nacional foi conduzido por Ribeiro et al. (2003) com o

sequenciamento parcial de 23 isolados coletados entre 1994 e 1999 em diferentes
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regides produtoras do Distrito Federal (um isolado), do Nordeste (11 isolados de PE, um
do RN, trés da PB e trés da BA) e do Sudeste (quatro isolados de MG e um isolado do
RJ). Neste estudo, pelo menos sete espécies novas foram descritas pela primeira vez no
pais. Quatro foram de ocorréncia restrita ao Sudeste [entre elas a espécie Tomato rugose
mosaic virus (ToRMV)], duas foram identificadas exclusivamente na regido Nordeste e
uma denominada de Tomato chlorotic mottle virus (ToCMV) foi encontrada em ambas
as regides (Ribeiro et al., 2003; Ribeiro et al., 2007). Um subgrupo destas sete
potenciais espécies foi posteriormente caracterizado e confirmado que representavam
novos virus (Andrade et al., 2006; Inoue-Nagata et al., 2006; Calegario et al., 2007;
Cotrim et al., 2007; Fauquet et al., 2008). Outro importante estudo investigando a
diversidade de espécies de Begomovirus em tomateiro foi conduzido com 138 isolados
coletados entre os anos de 2004 e 2005 principalmente em tomateiro para
processamento no Brasil Central, incluindo o Distrito Federal-DF (103 isolados); PE
(15 isolados); SP (seis isolados); BA (seis isolados); GO (cinco isolados) e MG (dois
isolados) (Fernandes et al., 2008). Neste estudo foram identificadas as seguintes
espécies: Tomato severe rugose virus (61% dos isolados), Tomato golden vein virus
(29,8%), Tomato mottle leaf curl virus (7,1%), Tomato yellow vein streak virus (0,7%)
e duas potenciais novas espécies (1,4% dos isolados) (Fernandes et al., 2008).

Diversos levantamentos e trabalhos de caracterizacdo regional de isolados de
Begomovirus de tomateiro foram conduzidos. Uma analise foi realizada na regido
Sudeste com 137 isolados coletados durante o de 1999 nos municipios de Sdo Fidélis-
RJ, Varzéa Alegre-ES, lgarapé-MG, Mateus Leme-MG, Bicas-MG e Serra Azul-MG.
Neste estudo, Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) foi predominante em MG e
uma outra espécie ndo caracterizada predominou no RJ e ES. Quatro potenciais novas
espéecies foram detectadas na regido amostrada (Ambrozevicius et al., 2002). Neste
periodo, nenhum isolado foi encontrado em Paty do Alferes-RJ (Ambrozevicius et al.,
2002). No Distrito Federal, cinco novos isolados foram caracterizados: um apresentou
95% de identidade com Tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV); trés representaram
um potencial nova espécie [88% de identidade com o Tomato yellow vein streak virus
(ToYVSV)] e um isolado apresentou 77% de identidade com TMoLCV, sendo um
recombinante com isolados desta potencial nova espécie (Inoue-Nagata et al., 2006).

Outro trabalho caracterizou 16 isolados coletados em lavouras de tomateiro do
Centro-Oeste do Estado de S&o Paulo entre os anos 2003 e 2004 (Cotrim et al., 2007).

As especies predominantes foram ToSRV (50%) e ToYVSV e uma potenciais nova
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especies ndo completamente caracterizada (Cotrim et al., 2007). A curiosidade € que
foram encontrados isolados de Sida micrantha mosaic virus (SimMV) e Sida mottle
virus (SiMoV) originalmente descritos em plantas daninhas (Calegario et al., 2004).
Mais recentemente foi conduzida a caracterizacdo de 115 isolados obtidos em Paty do
Alferes (RJ) coletados em 2005 e 17 isolados obtidos em Coimbra (MG) em 2007.
Neste estudo, a espécie ToYVSV foi predominante no RJ (22 de 39 amostras) seguida
de Tomato common mosaic virus (ToCmMV) (19/39) e SImMV (3/39). Em MG, todos
0os nove isolados foram de ToCmMV (Castillo-Urquiza, 2008). Ao todo foram
identificadas trés novas espeécies infectando tomateiro: ToCmMYV, Tomato mild mosaic
virus (ToMIMV), e Tomato leaf distortion virus (ToLDV) (Castillo-Urquiza et al.,
2008). Levantamentos também foram conduzidos no Ceara, onde a infeccdo por
Begomovirus foi verificada via PCR com ‘primers’ universais, porém sem descricdo de
espéecies (Arnaud et al.,, 2007) e na regido serrana do Espirito Santo, onde ndo foi
detectada a presenca de Begomovirus em um levantamento feito em 2003 na regido
Serrana do Estado (Avila et al., 2004).

A cultura do tomate para consumo in natura é, normalmente, conduzido de
maneira fragmentaria, em pequenas propriedades, em uma grande amplitude de
agroecosistemas, utilizando plantas estaqueadas ou tutoradas, com diferentes sistemas
de conducdo e de manejo da cultura. Neste cenario, possiveis novas espécies ainda nao
analisadas podem estar ocorrendo nas diferentes regides produtoras do pais. O objetivo
do presente trabalho foi catalogar diversidade genética e a predominéancia e distribuicdo
geogréfica de espécies de begomovirus presentes em regies produtoras tradicionais de
tomate para consumo in natura e também em pequenos nucleos Rurais no Distrito

Federal e mais 12 Estados do Brasil durante o periodo de quase uma década.

MATERIAIS E METODOS

Isolados — Duzentas e cinquenta duas amostras foliares de tomateiro foram coletadas
entre 2001 e 2010, nas principais areas produtoras de tomate para consumo in natura e
também para processamento nos seguintes estados e regibes do Brasil: Norte
(Tocantins-TO), Nordeste (Bahia-BA, Ceara-CE e Pernambuco-PE), Sul (Parana-PR,
Rio Grande do Sul-RS e Santa Catarina-SC), Sudeste (Minas Gerais-MG, Espirito
Santo-ES, Rio de Janeiro-RJ e Sdo Paulo-SP) e Centro-Oeste (Distrito Federal-DF e
Goids-GO). Foram coletadas plantas exibindo sintomas tipicos de infeccdo por
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Begomovirus incluindo, nanismo, clorose (amarelecimento), distorcdo foliar,

clareamento de nervuras e mosaico (Figura 1).

Purificacdo e estimativa da concentracdo do DNA total de tecidos infectados de
tomateiro — A purificacdo de DNA total de tecido de tomate foi feita usando o método
CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) seguindo o protocolo padrdo com algumas
adaptacdes implementadas por Boiteux et al. (1999). A concentracdo do DNA
purificado foi estimada em gel de agarose 1% (p/v) a partir de uma solugdo do marcador
de quantidade contendo o fago A (lambda) na concentracdo de 10ng/uL. Todos os
materiais foram diluidos para a concentracdo final de 20 ng/uL em TE (Tris 0,01M;
EDTA 0,001M; pH 7,0).

Amplificacdo via PCR de segmentos genémicos dos DNA-A e DNA-B dos isolados
virais — Segmentos dos DNA-A e DNA-B viral foram amplificados via reacdo em
cadeia da polimerase ou “Polymerase chain reaction” (PCR). A PCR foi realizada em
termocicladores do tipo PCR System 9700 (Applied Biosystems). Os reagentes usados
na mistura de 20 pL foram: 2 pL de tampéao 10X (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH
8.3), 1,2 uL MgCl; 50mM; 2 pL dNTPs (2,5uM cada); 0,5 pL de cada primer (10 uM
cada); 0,32 pL Tagq DNA Polymerase (5u/pl), todos da Invitrogen® Life Technologies; 2
pL de DNA molde (20ug/uL) e 11,48 uL de agua MilliQ. Os pares de ‘primers’
universais utilizados foram: ‘BegoAForl’ / ‘BegoARev1’ (Figura 2) para um segmento
do DNA-A (Ha et al., 2006) ¢ ‘PBL1v2040’ / ‘PCRcl’ (Figura 3) para um segmento do
DNA-B (Rojas et al., 1993). O perfil de amplificacdo consistiu de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 4 minutos, anelamento dos primers a 50°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 3 minutos, terminando em 7 minutos a 72°C. Os produtos de
amplificacdo (amplicons) foram analisados em géis de agarose 1% (p/v), corados com

brometo de etideo e visualizados sob luz ultravioleta (Ambrozevicius et al., 2002).

Reacfes de sequenciamento dos amplicons obtidos — Os amplicons para um
segmento do DNA-A obtidos com os par de primers BegoAForl / BegoARevl (Ha et
al., 2006) foram diretamente sequenciados utilizando o protocolo BigDye™ Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit version 3.1 (Applied Biosystems). O
sequénciamento foi realizado em um sequenciador ABI PRIM 3100 da Embrapa
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Hortalicas (CNPH), utilizando o kit ABI Prism BigDye version 3.0 chemistry da Applied
Biosystems e os iniciadores de sintese “1” senso e “1R” anti-senso, utilizados
individualmente na amplificagdo de cada amostra, a fim de obter, através do consenso,

um fragmento de maior tamanho possivel.

Anédlise das sequéncias — Sequéncias consenso foram obtidas usando o programa
SegMan (DNAStar) e as sequéncias nucleotidicas foram analisadas usando EditSeq
(DNAStar). A qualidade das sequéncias foi avaliada através do programa SeqMan
(Lasergene, Madison,WI) e a sequencias de baixa qualidade foram removidas (Allex,
1999). As sequéncias correspondentes ao fragmento do genoma dos diferentes isolados
virais foram obtidas a partir do consenso dos fragmentos sequenciados com 0s
iniciadores senso e anti senso utilizando-se o programa SeqMan (Lasergene)® DNAStar.
As sequéncias foram comparadas com as disponiveis no banco de dados do GenBank
pelo programa BLASTN, na pégina eletronica do National Center for Biotechnology
Information — NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) e analisadas para niveis de identidade,
usando o algoritmo BLASTN. As identidades nucleotidicas foram calculadas usando o
algoritimo CLUSTAL W, com o programa MegAlign (DNASTAR). O alinhamento das
sequéncias foi realizado por meio do software Megalign (Lasergene,Madison, WI),
utilizando-se o método Clustal W com as seguintes condi¢Bes: “gap penalty” e “gap

length penalty ” = 10.

Anédlise Filogenética — A anéalise de parcimdnia foi conduzida usando o programa
PAUP 4.0 (Phylogenetic Analysis Using Parsimony version 3.1), através da busca
heuristica. Foi utilizado o indice de suporte bootstrap com 2000 repeti¢cdes. Associaches
que tiveram valores de bootstrap menores do que 50% ndo foram mostradas nas
arvores. O grau de homoplasia foi avaliado pelo indice de consisténcia. Todos 0s
espacos (“gaps”) gerados no alinhamento foram considerados na construgdo das

arvores.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as 252 amostras foram analisadas para a presenca de begomovirus via PCR com
primers universais tanto para 0 DNA-A quanto para 0 DNA-B (Ha et al., 2006; Rojas et

al., 1993). Amplicons positivos (indicativo de infeccdo por begomovirus) foram
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observados nas amostras para os dois componentes, indicando a presenca exclusiva de
isolados de Begomovirus de genoma bipartido. Este conjunto de amostras caracterizadas
no presente trabalho foi coletado em 12 estados brasileiros mais o Distrito Federal,
englobando areas tradicionais de cultivo de tomate para consumo in natura no Brasil
com também em novos polos de producdo desta hortalica (Tabela 1).
Consequentemente foram avaliadas neste estudo, amostras representativas do sistema de
producdo de tomate para consumo in natura. O par de ‘primers’ universais (BegoAForl
/ BegoARev1) foi utilizado para amplificar um segmento de 1100 pares de base do
DNA-A utilizado para analise de sequencia e identificacdo dos isolados. Estes ‘primers’
foram desenhados para anelar com regides conservadas presentes na regido 5’-terminal

do gene AV1 (CP) e na regido 3’-terminal do gene AC1 (Rep) (Figura 2).

Diversidade na regido Norte — A sequéncia de 1100 pares de base do DNA-A dos
isolados TO-045 e TO-046 (coletados em Gurupi-TQO) indicaram niveis de identidade
de 83% com um segmento do Tomato yellow spot virus, registrado infectando feijoeiro
na Argentina (GenBank FJ538207). Andlise de sequéncia do DNA-A dos isolados
TO-083 e TO-088 (coletados em Araguaina) indicou niveis de identidade de 83% com
um segmento do DNA-A correspondendo da espécie Sida yellow leaf curl virus
(EU710750), observado infectando plantas de Sida rhombifolia em Coimbra-MG
(Castillo-Urquiza et al., 2008). A analise de sequéncia dos isolados TO-090, TO-093,
TO-094 e TO-095 (Aragominas), indicou niveis de identidade entre 83 e 84% com um
segmento do DNA-A da espécie Okra mottle virus (FJ686695). Isolados deste virus
foram observado associados com a cultura da soja em Santo Antdnio de Goias-GO
(Fernandes et al., 2009). Ja o isolado TO-092 (Aragominas) indicou niveis de
identidade 83% com um segmento do DNA-A da espécie Tomato leaf distortion virus
(EU710749), recentemente descrita infectando plantas de tomateiro em Paty do Alferes-
RJ (Castillo-Urquiza et al., 2008). Estes resultados sugerem que de acordo com 0s
atuais critérios taxondmicos (Fauquet et al., 2008), estes isolados representam
potenciais novas espécies de Begomovirus, sendo que duas delas, estdo aparentemente
endémicas no Estado do Tocantins (Tabelas 1 e 2). Porem, a confirmacao definitiva so
podera ser efetuada pelo sequenciamento completo do componente DNA-A do genoma
viral. O cultivo do tomateiro tem ocupado um papel de destaque em diversos
municipios do Estado do Tocantins. No Brasil, epidemias de Begomovirus foram

relatadas imediatamente ap0s a introducdo do bidtipo B em varias regides do Brasil
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(Lourencdo & Nagai, 1994; Franca et al., 1996; Ribeiro et al., 1994). O habito alimentar
polifago do biotipo B favoreceu sua rapida disseminacdo em todas as areas produtoras
de tomate e outras solanaceas, incluindo o Estado do Tocantins. A infeccdo por espécies
de Begomovirus, cujo vetor € a mosca-branca (B. tabaci), €, atualmente, um dos
principais problemas fitossanitarios do tomateiro no Estado. No entanto, ainda néo
existe relato sobre a caracterizacdo das espécies de Begomovirus predominantes na
regido. Este trabalho € o primeiro a caracterizar a diversidade de espécies e isolados de
begomovirus infectando tomateiro em diferentes regides produtoras no Estado de

Tocantins.

Diversidade na regido Nordeste — A analise de sequéncia de quatro isolados da Bahia
(BA) indicou niveis de identidade que variaram entre 83 e 84% com um segmento do
DNA-A correspondendo a capa protéica do Okra mottle virus (FJ686695) e outros dois
isolados analisados apresentaram niveis de identidade de 83% com um segmento do
DNA-A correspondendo a capa protéica do Tomato leaf distortion virus (EU710749).
Isolados com similaridade genética com estes dois virus também foram registrados no
presente levantamento no Estado do Tocantins (Tabela 1). Nos isolados do Ceara
(CE), osbervou-se uma grande diversidade de espécies infectando tomateiro. Das 12
sequéncias analisadas, trés apresentaram niveis de identidade variando entre 83 e 84%
com um segmento do DNA-A do Okra mottle virus (FJ686695), também registrado no
Estado do Tocantins. Cinco isolados apresentaram niveis de identidade variando entre
91 e 100% com um segmento do DNA-A do Tomato mottle leaf curl virus (AY049225),
dois apresentaram identidade de 82 e 83% com um segmento do DNA-A de Tomato
golden mottle virus (AF132852), um isolado apresentou 83% de identidade com um
segmento do DNA-A de Tomato chlorotic mottle virus-Crumple (AY090557) e o
isolado CE-005 apresentou identidade de 82% com um segmento do DNA-A
correspondendo a capa protéica de uma estirpe de Sumaré-SP de Tomato severe rugose
virus (EU086591). Nos isolados de Pernambuco (PE), das quatro sequéncias
analisadas, todas apresentaram espécies distintas de begomovirus infectando tomateiro.
O isolado PE-011 indicou niveis de identidade 88% com um segmento do DNA-A
correspondendo a capa protéica do Tomato chlorotic mottle virus (AY049213); o
isoldado PE-013 indicou niveis de identidade 87% com um segmento do DNA-A de
Tomato chlorotic mottle virus-Crumple (AY090557); o isoldado PE-040 indicou niveis

de identidade 97% com um segmento do DNA-A de Sida micrantha mosaic virus -
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[Brazil:okra] (EU908733), observado infectando plantas de quiabo (Abelmoschus
esculentus) e o isolado PE-042 apresentou identidade de 98% com um segmento do
DNA-A correspondendo a capa protéica de uma estirpe de Sumaré-SP de Tomato severe
rugose virus (EU086591).

Diversidade na regido Sudeste — A andlise de sequéncia do DNA-A dos
isolados MG-011, MG-012 e MG-016 de Minas Gerais (MG) indicou niveis de
identidade variando entre 90 e 94% com um segmento do DNA-A correspondendo a
capa protéica do Tomato rugose mosaic virus-[Ube] (AF291705), observado em plantas
de tomate no Tridngulo Mineiro-MG. A anélise de sequéncia do DNA-A dos isolados
MG-013 e MG-028 indicaram niveis de identidade de 96 e 99% respectivamente, com
um segmento do DNA-A correspondendo a capa protéica do Tomato severe rugose
virus - PJU-SP (FJ824808), observado infectando pimentdo (Capsicum annuum) em
Sao Paulo-SP. J4 a anélise de sequéncia do DNA-A do isolado MG-015 indicou niveis
de identidade de 86% com um segmento do DNA-A de Tomato yellow vein streak virus
(EF417915), observado infectando plantas de batata no Rio Grande do Sul-RS
(Albuquerqgue et al., 2010). Por sua vez, 11 isolados apresentaram niveis de identidade
de 94% com um segmento do DNA-A de um isolado de Monte Mor-SP de Tomato
yellow vein streak virus (EF459696), observado em plantas de tomate. O isolado
MG-029 apresentou niveis de identidade de 88% com uma estirpe de Petrolina de
Tomato severe rugose virus (DQ207749). A analise de sequéncia de dois isolados do
Espirito Santo (ES) indicou niveis de identidade de 96 e 97% com um segmento do
DNA-A correspondendo a capa protéica do Tomato common mosaic virus (EU710754)
registrado infectando plantas de tomate em Coimbra-MG (Castillo-Urquiza et al.,
2008). A analise de sequéncia de cinco isolados do Rio de Janeiro (RJ) indicou niveis
de identidade que variaram entre 83 e 89% com um segmento do DNA-A
correspondendo a capa protéica do Tomato rugose mosaic virus-[Ube] (AF291705).
Outros trés isolados analisados apresentaram niveis de identidade de 96% com um
segmento do DNA-A correspondendo a capa protéica do Tomato common mosaic virus
(EU710754). Os isolados RJ-016 e RJ-018 apresentaram niveis de identidade de 91 e
92% respectivamente com um segmento do DNA-A correspondendo a capa protéica do
Sida mottle virus-[Brazil] (AY090555). Este virus ja havia sindo descrito infectando
tomateiro em S&o Paulo e Minas Gerais, mas é, aparentemente, o primeiro registro deste

virus em tomateiro no RJ. Nos isolados de Séo Paulo (SP), das 15 sequéncias de DNA-
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A analisadas, foram observadas sete espécies de begomovirus distintas infectando
tomateiro. Cinco isolados indicaram niveis de identidade variando entre 87 e 96% com
um segmento do DNA-A correspondendo a capa protéica do Tomato yellow vein streak
virus (EF459696). Outros quatro isolados indicaram niveis de identidade variando entre
93 e 99% com um segmento do DNA-A correspondendo a capa protéica de uma estirpe
de Sumaré-SP de Tomato severe rugose virus (EU086591). Dois isolados indicaram
niveis de identidade de 84% com um segmento do DNA-A do Okra mottle virus
(EF417915). Um isolado indicou niveis de identidade de 89% com um segmento do
DNA-A de uma estirpe de Piraju-SP de Tomato severe rugose virus (FJ824808); um
indicou niveis de identidade de 84% com um segmento do DNA-A de Tomato leaf
distortion virus (EU710749); um indicou niveis de identidade de 83% com um
segmento do DNA-A de Tomato golden mottle virus (DQ520943) e o ultimo isolado
apresentou niveis de identidade de 98% com um segmento do DNA-A de Euphorbia
yellow mosaic virus (FJ619507), observado infectando plantas leiteira (Euphorbia
heterophylla) (Fernandes et al., 2009).

Diversidade na regido Centro-Oeste — Esta regido teve mais isolados avaliados devido
a posicionamento geografico em relacdo a Brasilia-DF, que foi a sede da realizacdo
destes estudos. Nos isolados do Distrito Federal (DF), das 48 sequéncias de DNA-A
analisadas, foram observadas oito espécies de begomovirus distintas infectando
tomateiro. A maioria dos isolados analisados (18 isolados) indicaram niveis de
identidade variando entre 85 e 97% com um segmento do DNA-A correspondendo a
capa protéica do Tomato rugose mosaic virus-[Ube] (AF291705), sendo que dos 18
isolados analisados, apenas cinco apresentaram niveis de identidade abaixo de 89%.
Outros 12 isolados indicaram niveis de identidade variando entre 85 e 99% com um
segmento do DNA-A correspondendo a capa protéica do Tomato yellow vein streak
virus, sendo 11 idénticos a um isolado brasileiro (EF459696) e um mais idéntico a um
isolado argentino (GQ387369) deste virus. Cinco isolados indicaram niveis de
identidade variando entre 92 e 98% com um segmento do DNA-A de uma estirpe de
Piraju-SP de Tomato severe rugose virus (FJ824808), sendo que apenas um isolado
(DF339) apresentou niveis de identidade abaixo de 89% com esta espécie. Dois isolados
(DF-320 e DF-321) apresentaram niveis de identidade de 94% com um segmento do
DNA-A de Tomato chlorotic mottle virus (AY049213) e quatro indicaram niveis de

identidade variando entre 94 e 99% com um segmento do DNA-A de Tomato mottle
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leaf curl virus (AY049225). Quatro isolados indicaram niveis de identidade de 84, 85,
92 e 99% com um segmento do DNA-A de uma estirpe de Sumaré-SP de Tomato severe
rugose virus (EU086591). Um isolado indicou niveis de identidade de 84% com um
segmento do DNA-A correspondendo a capa protéica do Okra mottle virus (FJ686695),
observado associado a cultura da soja em Santo Anténio de Goias-GO (Fernandes et al.,
2009) e o ultimo apresentou niveis de identidade de 92% com um segmento do DNA-A
de Tomato chlorotic vein virus (AY049205). Nos isolados de Goias (GO), das 68
sequéncias de DNA-A analisadas, foram observadas oito espécies/estirpes de
begomovirus distintas infectando tomateiro. A maioria dos isolados analisados (26
isolados) mostraram niveis de identidade variando entre 84 e 95% com um segmento do
DNA-A correspondendo a capa protéica do Tomato yellow vein streak virus, sendo que
23 isolados foram idénticos a um isolado brasileiro (EF459696) e trés isolados foram
idénticos a um isolado argentino (GQ387369). Dos 23 isolados EF459696 (origem
brasileira), cinco apresentaram niveis de identidade variando entre 84 e 87% e 0s outros
18 isolados mostraram niveis de identidade variando entre 90 e 95%. Os trés isolados
GQ387369 (origem argentina) indicaram niveis de identidade variando entre 86 e 87%.
Outros 19 isolados indicaram niveis de identidade com um segmento do DNA-A de
Tomato severe rugose virus — estirpe de Piraju-SP (FJ824808), sendo que dois isolados
indicaram niveis de identidade de 82% e 85% e outros 17 isolados mostraram niveis de
identidade variando entre 90% e 99%. Dezesseis isolados indicaram niveis de
identidade com um segmento do DNA-A de Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
(AF291705). Seis isolados apresentaram niveis de identidade variando entre 83% e 88%
(sugerindo a divergéncia genética dentro das espécies) ao passo que o0s outros 10
isolados foram classificados como genuinas estirpes Tomato rugose mosaic Virus-
[Ube], com niveis de identidade variando entre 91% e 99%. Trés isolados (GO-182,
GO-184 e GO-204) apresentando sintomas de clorose e amarelecimento entre nervuras,
indicaram niveis de identidade de 99% com um segmento do DNA-A do Tomato severe
rugose virus — estirpe de Petrolina-GO (DQ207749), observado associado a cultura do
pimentdo no Brasil (Bezerra-Agasie et al., 2005). Dois isolados (GO-219 e GO-376)
apresentando sintomas de mosaico dourado e clorose acentuada, mostraram niveis de
identidade de 99 e 98% respectivamente com um segmento do DNA-A de uma de
Tomato severe rugose virus — estirpe Sumaré-SP (EU086591), registrada plantas da
planta daninha Nicandra physaloides (Solanaceae) (Barbosa et al., 2009). Um isolado

de Itaberai-GO (GO-342), apresentando sintomas de amareldo, indicou niveis de
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identidade de 82% com um segmento do DNA-A correspondendo a capa protéica de
Soybean blistering mosaic virus (EF016486), observado associado a cultura da soja na
Argentina (Rodriguez-Pardina et al., 2006). Um isolado de Goianapolis-GO (GO-114),
apresentando sintomas de clorose e nanismo, apresentou niveis de identidade de 92%
com um segmento do DNA-A correspondendo a capa protéica de Bean golden mosaic
virus-Brazil (FJ665283), isolado observado infectando soja no Brasil Central
(Fernandes et al., 2009).

Diversidade na regido Sul — Na regido Sul a grande maioria das sequéncias analisadas
apresentaram niveis de identidade variando entre 97 e 99% com um segmento do DNA-
A de uma estirpe de Tomato severe rugose virus — Sumaré-SP (EU086591), estirpe esta
que foi observada infectando plantas N. physaloides (Barbosa et al., 2009). Apenas um
isolado (RS33) apresentou-se semelhante a uma estirpe de Piraju-SP (FJ824808),
registrada infectando plantas de pimentdo (Capsicum annuum). Estes resultados
preliminares sugerem que a diversidade viral na regido Sul é ainda pequena, sendo
limitada a apenas uma espécies ja caracterizadas infectando tomateiro em outras regies
do Brasil. Epidemias de begomovirus foram recentemente registradas em cultivos de
tomateiro em diferentes regides produtoras no Sul do Brasil (Parana-PR, Santa
Catarina-SC e Rio Grande do Sul-RS), causando preocupacdo para toda a cadeia
produtiva de tomate para consumo in natura na regido. A hipdtese provavel é que
estejam surgindo populacBes do vetor B. tabaci mais adaptadas as condi¢des de clima
temperado da regido Sul e expandindo, desta forma, amplitude geogréfica das
begomoviroses. No entanto, ainda ndo existem estudos sobre a diversidade de espécies

que estdo infectando o tomateiro nestas novas condi¢cdes ambientais.

De maneira geral, os resultados indicaram, como esperado, que a diversidade no
agroecosistema do tomateiro para consumo in natura se mostrou muito mais variavel
que o reportado para tomate para processamento (Fernandes et al., 2008). Os resultados
indicaram que todos os isolados sdo de genoma bipartido ndo havendo ainda nenhum
registro de espécies de genoma monopartido. Existe uma aparente regionalizacdo das
especies, com algumas sendo prevalentes em condicdes de clima mais quente e outras
em condi¢Bes de clima subtropical. Esta tendéncia de regionalizacdo ja havia sido
observada por Ribeiro et al. (2003) onde algumas espécies foram registradas

exclusivamente no Nordeste e outras no Sudeste. Virus ja descritos infectando tomateiro
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no Brasil ndo foram encontrados em nossa colecdo de isolados, incluindo: Tomato
crinkle leaf yellows virus (Galvéo et al., 2003) e Tomato yellow spot virus (Andrade et
al., 2006; Calegario et al., 2007), sugerindo que a sua natureza endémica possa ser
resultado de sua recente emergéncia ou de seus requerimentos epidemioldgicos.
Curiosamente, a espécie Tomato golden mosaic virus (descrita antes do ingresso do
bitipo B no Brasil) também ndo foi detectada em nenhuma amostra neste
levantamento.

Alguns registros apontam isolados de espécies ja descritas infectando outras
plantas que ainda ndo foram previamente reportados no tomateiro. Dois séo,
aparentemente, registros novos, incluindo um isolado de Euphorbia yellow mosaic virus
(FJ619507) com 98% de identidade e um isolado de Bean golden mosaic virus-Brazil
(FJ665283) com 92% de identidade. Por sua vez, Sida mottle virus-[Brazil]
(AY090555) e Sida micrantha mosaic virus — [Brazil:okra] (EU908733) ja foram
previamente reportados infectando tomateiro em Minas Gerais e Sdo Paulo (Calegario
et al., 2004; Cotrim et al., 2007).

Recentemente foi publicada uma detalhada revisdo do status de demarcacdo de
espécies, estirpes e variantes de geminivirus (Fauquet et al., 2008). Os novos critérios
propdem que quando a identidade entre duas sequéncias for menor que 88% o isolado
em questdo pertence a uma nova espécie. Se o alinhamento apresentar niveis de
identidade entre 88 ou 89%, o isolado pertence tentativamente a espécie mais
relacionada. Por sua vez, quando a identidade nucleotidica entre as sequéncias for maior
que 89%, o isolado em questdo pertence definitivamente a espécie usada para
comparacao. Com relacdo a classificacdo ao nivel intra-espécifico, as proposicdes sao as
seguintes: identidade de sequéncia abaixo de 93% caracteriza nova estirpe (‘strain’)
dentro da espécie, enquanto niveis de identidade acima de 94% caracterizam uma
variante de sequéncia daquela estirpe (Fauquet et al., 2008).

As espécies de Begomovirus registradas no Brasil apresentam uma organizagéo
genbmica com dois componentes e formam dois grupamentos monofiléticos bem
definidos: um englobando ToYSV e outros virus que infectam plantas daninhas e um
segundo grupo que engloba espécies que infectam plantas cultivadas (Castillo-Urquiza
et al., 2008). No presente trabalho alguns isolados podem representar potenciais novas
espécies, incluindo: isolados relacionados com o Tomato yellow spot virus — Argentina
(FJ538207) com 83% de identidade; isolados relacionados com Sida yellow leaf curl

virus (EU710750) com cerca de 83% de identidade; isolados relacionados com Okra
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mottle virus (FJ686695) com niveis de identidade variando entre 83-84%; isolados
relacionados com o Tomato leaf distortion virus (EU710749) com cerca de 83% de
identidade; isolados relacionados com Tomato golden mottle virus (EF501976) com 82-
83% de identidade e um unico isolado obtido em Itaberai-GO que apresentou relagédo
genética com Soybean blistering mosaic virus (EF016486) com cerca de 82%. Além
disso, como mencionado, algumas potenciais novas espécies estdo sendo identificadas
dentro de ToYVSV, ToRMV e ToSRV (Tabela 1). Um subgrupo destes isolados (TO-
045; TO-092; TO-093; BA-045; CE-003; SP-002; SP-003; DF-034 e RJ-019) foi
analisado mais detalhadamente em uma arvore filogenética (Figura 4) juntamente com
outras espécies de Begomovirus caracterizadas no Brasil, Américas e no “Velho
Mundo”. Esta arvore foi baseada em um alinhamento maltiplo de sequencias de cerca
de 1100 pares de bases correspondendo ao segmento do DNA-A flanqueado pelo par de
‘primers’ universais (BegoAForl / BegoARevl). O resultado indicou a presenca
potencial de sete novas espécies (Figura 4).

A identificacdo de sete potenciais novas espécies confirma a intensa capacidade
do género Begomovirus em gerar diversidade genética a partir de intercambio de
segmentos genémicos entre diferentes espécies virais (Seal et al., 2006; Jones, 2009).
Os resultados indicam que este intercdmbio de material genético, entre espécies de
genoma bipartidado do Brasil, ocorre naturalmente entre virus pertencentes aos dois
grupamentos monofiléticos. Muitas destas espécies que estdo emergindo, mas que ainda
ndo foram completamente descritas merecem estudos e caracteriza¢fes adicionais,
especialmente pelo fato que algumas delas ja apresentam uma distribuicdo geografica
relativamente ampla (Tabelas 1 e 2). Essa observacdo sugere que as novas espécies de
begomovirus detectadas em tomateiro no Brasil apds a introducdo de B. tabaci bidtipo
B, e que inicialmente encontravam-se limitadas a certas regides geograficas ou
hospedeiras naturais da flora brasileira, estdo sendo disseminadas aos poucos para 0
tomateiro e estes virus podem, potencialmente, invadir o cultivo destas hortalicas em
outras regides. Um exemplo é o macico avango da espécie ToSRV nos trés Estados da
regido Sul. No entanto, outras espécies ainda permanecem restritas a pequenas regides,
com ocorréncia endémica, sem que as razdes para este confinamento geografico estejam
ainda completamente elucidadas.

As analises dos resultados também indicam que existem algumas estirpes (sensu
Fauquet et al., 2008) que estdo divergindo dos isolados das espécies originais ao ponto

de representarem potenciais novas espécies. Observa-se isso especialmente em isolados
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dentro das espécies Tomato severe rugose virus, Tomato rugose mosaic virus-[Ube] e
Tomato yellow vein streak virus (Figura 4), que se tornaram espécies predominantes em
condicGes de campo ao longo dos anos (Castillo-Urquiza et al., 2008; Tabela 1). Além
disso, estirpes de Begomovirus reportadas inicialmente em plantas cultivadas e/ou
plantas daninhas estdo aparentemente se adaptado e infectando tomateiro, embora ainda
sem grande importancia epidemioldgica, como indicado pelo baixo ndmero de
ocorréncias no conjunto amostrado no presente trabalho.

Além de representar uma importante ferramenta para estudos adicionais de
variabilidade intra-especifica e dos mecanismos evolucionarios de espécies de
Begomovirus, esta colecdo de isolados virais (que tem sido mantida pela Embrapa
Hortalicas) pode ser muito Util em programas de melhoramento genético do tomateiro.
A capacidade de produzir clones infectivos a partir de DNA viral mantido in vitro
(Ferreira et al., 2008. Wu et al., 2008), torna esta colecdo um arsenal de variabilidade
do patogeno, tendo potencial utilizacdo em programas de melhoramento genético desta
cultura visando identificar genes e/ou conjuntos de genes que combinados apresentam
espectro de acdo mais amplos (Pereira-Carvalho et al., 2010). Resisténcia de amplo
espectro é uma caracteristica imprescindivel neste cenario de enorme diversidade de
isolados virais.

Alguns dos estudos mais abrangentes sobre a prospec¢do da diversidade dos
begomovirus no Brasil utilizaram a combinacdo das técnicas de PCR (com primers
universais) e o sequenciamento parcial do genoma desses virus (Ribeiro et al., 2003;
Fernandes et al., 2008). No entanto, estudos recentes ttm mostrado, cada vez mais, que
a sequéncia completa do genoma (principalmente do componente DNA-A) é necessaria
para a definicdo mais precisa da diversidade de espécies desses virus devido a intensa
recombinacdo de segmentos gendmicos que ocorre neste grupo (Fauquet et al., 2005).
De fato, dois isolados podem ser idénticos ou muito similares no segmento genémico
analisado, mas representar um recombinante para as outras regides ou em outro
componente, levando a conclusdes incorretas sobre o verdadeiro status taxondmico do
virus (Fauquet et al., 2008). Por esta razdo estudos/caracterizacdo adicionais serdo
conduzidas com isolados representativos de potenciais novas espécies virais visando
determinar inteiramente sua estrutura/organizacdo gendomica e elucidar pontos da
biologia destes potencias novos virus incluindo: circulo de plantas hospedeiras,
expressdo de sintomas e a interacdo com loci de resisténcia a begomovirus reportados

no tomateiro (Garcia-Cano et al., 2008; Pereira-Carvalho et al., 2010).
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Figura 1 - Diversidade de sintomas induzidos pela infeccdo por isolados de
begomovirus em tomateiro: (A) Planta coletada no Estado do Tocantins — TO, exibindo
sintomas de amarelecimento e distorcéo foliar; (B) planta de tomate em campo aberto
em Brasilia-DF com mosaico; (C) clorose apical, dobramento de borda, reducdo do
tamanho dos foliolos e leve distor¢do foliar em planta conduzida sob casa plastica em

Brasilia-DF.
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Figura 2 — Diagrama do DNA-A linearizado de espécies de Begomovirus de genoma
bipartido. A régua indica a ordem numérica dos nucleotideos compreendidos entre a
origem de replicagéo e o final do genoma viral. As ORFs AV1 (CP), AC1, AC2, AC3 e
AC4 estdo representadas por barras vermelhas. As barras em azul representam as
regibes amplificadas por trés pares de ‘primers’ universais: PALv1978/PARc496 —
PALPAR (Rojas et al. 1993); regido ‘Core CP’ englobando um segmento do gene
codificador da capa protéica que é amplificada pelo par de ‘primers’ AV494/AC1048
(Brown et al., 2001) e o segmento genémico analisado (SGA) no presente trabalho
correspondendo a regido amplificada pelos ‘primers’ BegoAForl/BegoARevl (Ha et

al., 2006). O bloco RIG representa a regido intergénica que contém a regido comum.
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Figura 3 — Diagrama do DNA-B linearizado de espécies de Begomovirus de genoma
bipartido. A régua indica a ordem numérica dos nucleotideos compreendidos entre a
origem de replicacdo e o final do genoma viral. As ORFs BV1 e BC1l estdo
representadas por barras vermelhas. As barras em azul representam a regido amplificada
pelo par de ‘primers’ universais: PBL1v2040/PCRc1- PBLPCR (Rojas et al. 1993). A
regido PBLPCR foi caracterizada via sequenciamento no presente trabalho. O bloco

‘Intergenic’ representa a regido intergénica que contém a regido comum.
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Tabela 1 — Lista do codigo do isolado, local, data de coleta (més / ano), espécie viral
com maior nivel de identidade; BLASTn (% de identidade) e nimero de acesso no
GenBank correspondente a espécie viral. Os isolados de tomateiro foram analisados via
sequenciamento de um segmento de aproximadamente 1060 pares da base do DNA-A.
Cada espécie e suas respectivas estirpes estdio com uma diferente combinacdo de

cor/preenchimento de célula.

BLASTN Acesso no

Isolado Local da Coleta Data Espécie Viral (%) GenBank

REGIAO NORTE

TO-045 Gurupi — TO 08/08 Tomato yellow spot virus - Argentina 83 FJ538207
TO-046 Gurupi — TO 08/08 Tomato yellow spot virus - Argentina 83 FJ538207

TO-083  Araguaina—TO 07/08 Sida yellow leaf curl virus 83 EU710750
TO-088 Araguaina— TO 07/08 Sida yellow leaf curl virus 83 EU710750
TO-090  Aragominas — TO 07/08 Okra mottle virus 84 FJ686695
TO-092  Aragominas — TO 07/08 Tomato leaf distortion virus 83 EU710749
TO-093 Aragominas — TO 07/08 Okra mottle virus 83 FJ686695
TO-094 Aragominas — TO 07/08 Okra mottle virus 83 FJ686695
TO-095  Aragominas— TO 07/08 Okra mottle virus 83 FJ686695
REGIAO NORDESTE
BA-045 Ibicoara /lgarachi — BA 05/09 Okra mottle virus 83 FJ686695
BA-046 Ibicoara /lgarachi — BA 05/09 Tomato leaf distortion virus 83 EU710749
BA-047 Ibicoara /lgarachi — BA 05/09 Okra mottle virus 84 FJ686695
BA-048 Ibicoara /lgarachi — BA 05/09 Okra mottle virus 84 FJ686695
BA-049 Ibicoara /lgarachi — BA 05/09 Okra mottle virus 84 FJ686695
BA-050 Ibicoara /lgarachi — BA 05/09 Tomato leaf distortion virus 83 EU710749
CE-001 Garaciaba do Norte — CE 08/05 Okra mottle virus 84 FJ686695
CE-002 Garaciaba do Norte — CE 08/05 Tomato mottle leaf curl virus 91 AY049226
CE-003  Garaciaba do Norte — CE 08/05 82 EF501976
CE-004 Garaciaba do Norte — CE 08/05 Okra mottle virus 83 FJ686695
CE-005 Garaciaba do Norte — CE 08/05 Tomato severe rugose virus - Sumare 82 EU086591
CE-011  Carnaubal - CE 08/05 _ 83 AY090557
CE-012 Carnaubal — CE 08/05 Tomato golden mottle virus 83 AF132852
CE-013 Carnaubal — CE 08/05 Okra mottle virus 83 FJ686695
CE-023 Croatd — CE 05/02 Tomato mottle leaf curl virus 100 AY049225
CE-024 Reparticdo — CE 05/02 Tomato mottle leaf curl virus 100 AY 049225
CE-025 Reparticdo — CE 05/02 Tomato mottle leaf curl virus 100 AY049225
CE-026 Vereda — CE 05/02 Tomato mottle leaf curl virus 100 AY049225
PE-011 Pesqueira — PE 01/09 Tomato chlorotic mottle virus 88 AY049213
PE-013  Pesqueira — PE 01/09 87 AY090557
x Sida micrantha mosaic virus -

PE-040 Cha Grande /Zona Mata — PE 06/09 [Brazil:okra] 97 EU908733
PE-042 Cha Grande /Zona Mata — PE 06/09 Tomato severe rugose virus - Sumare 98 EU086591
REGIAO SUDESTE
MG-011  Serra Negra— MG 10/02 Tomato rugose mosaic virus-[Ube] 94 AF291705
MG-012  Serra Negra— MG 10/02 Tomato rugose mosaic virus-[Ube] 91 AF291705
MG-013  Serra Negra— MG 10/02 Tomato severe rugose virus - PJU-SP 96 FJ824808
MG-015  Serra Negra— MG 10/02 Tomato yellow vein streak virus 86 EF417915
MG-016  Serra Negra— MG 10/02 Tomato rugose mosaic virus-[Ube] 90 AF291705
MG-028  Cascalho Rico - MG 10/02 Tomato severe rugose virus - PJU-SP 99 FJ824808
MG-029  Cascalho Rico - MG 10/02 88 DQ207749
MG-061  Araguari— MG 12/01 Tomato yellow vein streak virus 94 EF459696
MG-062  Araguari — MG 12/01 Tomato yellow vein streak virus 94 EF459696
MG-063  Araguari — MG 12/01 Tomato yellow vein streak virus 94 EF459696
MG-064  Araguari— MG 12/01 Tomato yellow vein streak virus 94 EF459696
MG-065  Araguari — MG 12/01 Tomato yellow vein streak virus 94 EF459696
MG-066  Araguari — MG 12/01 Tomato yellow vein streak virus 94 EF459696
MG-067  Piracaiba— MG 12/01 Tomato yellow vein streak virus 94 EF459696
MG-068  Piracaiba— MG 12/01 Tomato yellow vein streak virus 94 EF459696
MG-069  Araguari — MG 12/01 Tomato yellow vein streak virus 94 EF459696
MG-070  Araguari — MG 12/01 Tomato yellow vein streak virus 94 EF459696
MG-071  Araguari — MG 12/01 Tomato yellow vein streak virus 94 EF459696
ES-007 Venda Nova — ES 11/09 Tomato common mosaic virus 97 EU710754
ES-008 Venda Nova — ES 11/09 Tomato common mosaic virus 96 EU710754
RJ-001 Paty do Alferes — RJ 07/06 Tomato common mosaic virus 96 EU710754
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RJ-003
RJ-006
RJ-007
RJ-015
RJ-016
RJ-017
RJ-018
RJ-019
RJ-020
SP-002
SP-003
SP-004
SP-006
SP-008
SP-016
SP-017
SP-018
SP-022
SP-024
SP-025
SP-026
SP-027
SP-066
SP-068

DF-018
DF-023
DF-024
DF-026
DF-027
DF-028
DF-034
DF-044
DF-045
DF-046
DF-047
DF-048
DF-049
DF-050
DF-051
DF-052
DF-054
DF-057
DF-058
DF-059
DF-062
DF-227
DF-288
DF-313
DF-314
DF-315
DF-316
DF-317
DF-318
DF-319
DF-320
DF-321
DF-322
DF-323
DF-324
DF-325
DF-326
DF-327
DF-328
DF-329
DF-330
DF-338
DF-339
DF-340
DF-341
DF-342
DF-343
DF-344
GO-017
GO-023

Paty do Alferes — RJ
Paty do Alferes — RJ
Paty do Alferes — RJ
Séo José do Uba — RJ
Sé&o José do Uba —RJ
Séo José do Uba — RJ
Séo José do Uba — RJ
Sé&o José do Uba —RJ
Séo José do Uba — RJ
Monte Mor — SP
Monte Mor — SP
Monte Mor — SP
Jaguaritna — SP
Jaguaritna — SP
Mogi Guagu — SP
Mogi Guagu — SP
Mogi Guagu — SP
Sorocaba — SP
Piracicaba — SP
Piracicaba — SP
Piracicaba — SP
Piracicaba — SP
Sumaré — SP

Sumaré — SP

Ponte Alta — DF
CNPH - DF
CNPH - DF
CNPH - DF
CNPH - DF
CNPH - DF
Lago Azul — DF
Lago Azul — DF
Lago Azul — DF
Lago Azul — DF
Lago Azul — DF
CNPH - DF
CNPH - DF
CNPH - DF
CNPH - DF
CNPH - DF
Ponte Alta — DF
Ponte Alta Norte — DF
Ponte Alta Norte — DF
Ponte Alta Norte — DF
CNPH - DF
Planaltina — DF
CNPH - DF
Brazlandia — DF
Brazlandia — DF
Brazlandia — DF
Brazlandia — DF
Brazlandia — DF
Brazlandia — DF
Brazlandia — DF
CNPH - DF
CNPH - DF
CNPH - DF
CNPH - DF
CNPH - DF
CNPH - DF
PAD — DF

PAD - DF

PAD — DF

PAD — DF
Pipiripau - DF
Pipiripau - DF
Pipiripau - DF
Pipiripau - DF
Pipiripau - DF
Pipiripau - DF
Pipiripau - DF
Pipiripau - DF
Avelinépolis — GO
Luziania—- GO

07/06
07/06
07/06
07/06
07/06
07/06
07/06
07/06
07/06
03/06
03/06
03/06
08/06
08/06
07/07
07/07
07/07
02/08
02/08
02/08
02/08
02/08
11/01
12/01

Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato common mosaic virus
Tomato common mosaic virus

Tomato rugose mosaic virus-[Ube]

Tomato rugose mosaic virus-[Ube]

Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato severe rugose virus - PJU-SP
Tomato yellow vein streak virus
Tomato yellow vein streak virus
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato yellow vein streak virus
Tomato yellow vein streak virus
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Okra mottle virus
Tomato leaf distortion virus

Tomato golden mottle virus

Okra mottle virus

Euphorbia yellow mosaic virus

Tomato yellow vein streak virus

REGIAO CENTRO-OESTE

03/03
03/03
03/03
03/03
03/03
03/03
05/03
05/03
05/03
05/03
05/03
05/03
05/03
05/03
05/03
05/03
05/03
05/03
05/03
05/03
06/03
06/07
07/09
12/01
12/01
12/01
12/01
12/01
12/01
12/01
11/01
11/01
11/01
11/01
11/01
11/01
05/02
05/02
05/02
05/02
02/10
02/10
02/10
02/10
02/10
02/10
02/10
02/10
03/03
03/03

Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato yellow vein streak virus
Tomato yellow vein streak virus
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato yellow vein streak virus
Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato yellow vein streak virus
Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato severe rugose virus - PJU-SP
Tomato yellow vein streak virus
Tomato yellow vein streak virus
Tomato yellow vein streak virus
Tomato yellow vein streak virus
Tomato yellow vein streak virus
Tomato yellow vein streak virus
Tomato yellow vein streak virus
Tomato chlorotic mottle virus
Tomato chlorotic mottle virus
Tomato mottle leaf curl virus
Tomato severe rugose virus - PJU-SP
Tomato mottle leaf curl virus
Tomato mottle leaf curl virus
Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
Tomato mottle leaf curl virus
Tomato chlorotic vein virus
Tomato yellow vein streak virus
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - PJU-SP
Tomato severe rugose virus - PJU-SP
Okra mottle virus
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - PJU-SP
Tomato severe rugose virus - PJU-SP
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato yellow vein streak virus
Tomato yellow vein streak virus

AF291705
EU710754
EU710754
AF291705
AY090555
AF291705
AY090555
AF291705
AF291705
FJ824808
EF459696
EF459696
EU086591
EU086591
EF459696
EF459696
EU086591
EU086591
FJ686695
EU710749
DQ520943
FJ686695
FJ619507
EF459696

AF291705
AF291705
AF291705
AF291705
GQ387369
EF459696
EU086591
AF291705
AF291705
AF291705
AF291705
AF291705
AF291705
AF291705
AF291705
EF459696
AF291705
AF291705
AF291705
AF291705
EF459696
AF291705
FJ824808
EF459696
EF459696
EF459696
EF459696
EF459696
EF459696
EF459696
AY49206
AY49206
AY049225
FJ824808
AY049225
AY049225
AF291705
AY049225
AY049205
EF459698
EU086591
FJ824808
FJ824808
FJ686695
EU086591
FJ824808
FJ824808
EU086591
EF459696
EF459696
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GO-029
GO-031
GO-032
GO-033
GO-034
GO-035
GO-045
GO-046
GO-086
GO-091
GO-096
GO-099
GO-100
GO-101
GO-102
GO-105
GO-106
GO-107
GO-109
GO-114
GO-126
GO-127
GO-128
GO-129
GO-160
GO-168
GO-169
GO-170
GO-182
GO-184
GO-188
GO-189
GO-190
GO-192
GO-196
GO-197
GO-199
GO-204
GO-208
GO-213
GO-218
GO-219
GO-221
GO-227
GO-230
GO-231
GO-232
GO-246
GO-248
GO-250
GO-259
GO-289
GO-342
GO-360
GO-361
GO-365
GO-369
GO-370
GO-372
GO-374
GO-375
GO-376
GO0-392
GO-449
GO-450
GO-451

PR-016
PR-023
PR-037
PR-038
PR-072
PR-073
PR-079
PR-98

Luziania — GO
Luziania— GO
Luziania — GO
Luziania— GO
Luziania— GO
Luziania— GO
Goianépolis — GO
Goianépolis — GO
Goianépolis — GO
Goianépolis — GO
Goianépolis — GO
Goianépolis — GO
Goianépolis — GO
Goianépolis — GO
Goianépolis — GO
Goianépolis — GO
Goianépolis — GO
Goianépolis — GO
Goianépolis — GO
Goianapolis — GO
. Bulhdes — GO

. Bulhtes — GO

. Bulh8es — GO

. BulhBes — GO

. BulhBes — GO

. Bulh8es — GO

. BulhBes — GO

. BulhBes — GO

rrrrrrrr

Cristalina/Luziania — GO
Cristalina/Luziania — GO

Goianépolis — GO
Goianapolis — GO
Goianépolis — GO
Goianépolis — GO

Cristalina/Luziania — GO
Cristalina/Luziania — GO

Goianépolis — GO
Orizona — GO
Orizona — GO
Vianépolis — GO
Morrinhos — GO
Morrinhos — GO
Morrinhos — GO
Morrinhos — GO
Morrinhos — GO
Morrinhos — GO
Itaberai — GO
Goianéapolis — GO
Goianéapolis — GO
Goianépolis — GO
Goianéapolis — GO
Goiania— GO
Itaberai — GO
Goiania—- GO
Goiania— GO
Goiania—- GO
Goianépolis — GO
Goianéapolis — GO
Goianépolis — GO
Goianépolis — GO
Goianéapolis — GO
Goianépolis — GO
Itaberai — GO
Goianépolis — GO
Goianépolis — GO
Goianépolis — GO

S. Ger6nimo da Serra — PR

Marilandia — PR
Barro Branco — PR
Barro Branco — PR

S. Ger6nimo da Serra — PR
S. Ger6nimo da Serra — PR

Reserva — PR

Marilandia do Sul - PR

03/03

03/03 Tomato severe rugose virus - PJU-SP
03/03 Tomato severe rugose virus - PJU-SP
03/03 Tomato severe rugose virus - PJU-SP
03/03 Tomato severe rugose virus - PJU-SP
03/03 Tomato severe rugose virus - PJU-SP
04/03 Tomato severe rugose virus - PJU-SP
04/03 Tomato yellow vein streak virus
04/03 Tomato yellow vein streak virus
04/03 Tomato severe rugose virus - PJU-SP
04/03 Tomato yellow vein streak virus
04/03 Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
04/03 Tomato yellow vein streak virus
04/03 Tomato yellow vein streak virus
04/03 Tomato yellow vein streak virus
04/03 Tomato yellow vein streak virus
04/03 Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
04/03 Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
04/03 Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
04/03
05/03 Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
05/03 Tomato yellow vein streak virus
05/03 Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
05/03 Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
05/03 Tomato yellow vein streak virus
05/03 Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
05/03 Tomato severe rugose virus - PJU-SP
05/03 Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
05/03 Tomato severe rugose virus-Petrolina
05/03 Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
05/03 Tomato severe rugose virus - PJU-SP
05/03 Tomato yellow vein streak virus
05/03 Tomato yellow vein streak virus
06/03 Tomato severe rugose virus - PJU-SP
06/03 Tomato severe rugose virus - PJU-SP
04/03 Tomato yellow vein streak virus
07/03
07/03 Tomato severe rugose virus - PJU-SP
07/03 Tomato severe rugose virus - PJU-SP
08/03 Tomato yellow vein streak virus
08/03 Tomato severe rugose virus — Sumare
08/03 Tomato yellow vein streak virus
08/03 Tomato severe rugose virus - PJU-SP
08/03 Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
08/03 Tomato yellow vein streak virus
08/03 Tomato severe rugose virus - PJU-SP
09/03 Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
09/03 Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
09/03 Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
09/03 Tomato yellow vein streak virus
09/03 Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
04/06
04/06 Tomato yellow vein streak virus
04/06 Tomato yellow vein streak virus
04/06 Tomato severe rugose virus - PJU-SP
07/07 Tomato yellow vein streak virus
07/07 Tomato yellow vein streak virus
07/07 Tomato yellow vein streak virus
07/07 Tomato rugose mosaic virus-[Ube]
07/07 Tomato severe rugose virus - PJU-SP
07/07 Tomato severe rugose virus - Sumare
07/06 Tomato yellow vein streak virus
12/01 Tomato yellow vein streak virus
12/01 Tomato yellow vein streak virus
12/01 Tomato severe rugose virus - PJU-SP
REGIAO SUL
04/07 Tomato severe rugose virus - Sumare
04/07 Tomato severe rugose virus - Sumare
04/07 Tomato severe rugose virus - Sumare
04/07 Tomato severe rugose virus - Sumare
03/08 Tomato severe rugose virus - Sumare
03/08 Tomato severe rugose virus - Sumare
03/08 Tomato severe rugose virus - Sumare
05/06 Tomato severe rugose virus - Sumare

Tomato severe rugose virus - PJU-SP

FJ824808
FJ824808
FJ824808
FJ824808
FJ824808
FJ824808
FJ824808

GQ387369
EF459696
FJ824808
EF459696

AF291705
EF459696
EF459696
EF459696
EF459696

AF291705

AF291705

AF291705
FJ665283

AF291705
EF459696

AF291705

AF291705
EF459696

AF291705
F1824808

AF291705

DQ207749

DQ207749

AF291705
FJ824808
EF417915

GQ387369
FJ824808
F1824808
EF417915

DQ207749
F1824808
F1824808
EF459696

EU086591
EF459696
FJ824808

AF291705
EF459696
FJ824808

AF291705

AF291705

AF291705
EF459696

AF291705
EF016486
EF459696

GQ387369
FJ824808
EF459696
EF459696
EF459696

AF291705
F1824808

EU086591
EF459696
EF459696
EF459696
FJ824808

EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591

61



PR-100
PR-101
PR-104
PR-105
PR-106
PR-107
PR-108
PR-109
PR-110
PR-111
PR-112
RS-011
RS-012
RS-013
RS-014
RS-015
RS-016
RS-017
RS-018
RS-019
RS-020
RS-021
RS-022
RS-023
RS-024
RS-025
RS-026
RS-027
RS-028
RS-029
RS-030
RS-031
RS-032
RS-033
SC-001
SC-002
SC-003
SC-004
SC-005
SC-006
SC-007
SC-008
SC-009
SC-010
SC-012
SC-013
SC-014
SC-015
SC-028
SC-029
SC-031
SC-032

Faxinal - PR

Faxinal - PR

Faxinal - PR

Faxinal - PR

Faxinal - PR

Cruzmaltina - PR
Cruzmaltina - PR
Cruzmaltina - PR

Faxinal - PR

Faxinal - PR

Faxinal - PR

D. Pedro de Alcantara — RS
D. Pedro de Alcantara — RS
D. Pedro de Alcantara — RS
Jacaré - Torres — RS

Jacaré - Torres — RS

Jacaré - Torres — RS

Jacaré - Torres — RS

Jacaré - Torres — RS

Jacaré - Torres — RS

Jacaré - Torres — RS

D. Pedro de Alcantara — RS
D. Pedro de Alcantara — RS
D. Pedro de Alcantara — RS
D. Pedro de Alcantara — RS
D. Pedro de Alcantara — RS
Jacaré - Torres — RS

Jacaré - Torres — RS

Jacaré - Torres — RS

Jacaré - Torres — RS

Jacaré - Torres — RS

Feliz - RS

Feliz—- RS

Feliz—- RS

Florianépolis — SC
Florianépolis — SC
Florianépolis — SC
Florianépolis — SC
Florianépolis — SC
Florianépolis — SC
Florianépolis — SC
Florianépolis — SC
Floriandpolis — SC
Florianépolis — SC

Santo Amaro — SC

Santo Amaro — SC

Santo Amaro — SC

Santo Amaro — SC

Tijucas - SC

Tijucas - SC

Tijucas - SC

Tijucas - SC

09/06
09/06
09/06
09/06
09/06
09/06
09/06
09/06
09/06
09/06
09/06
04/09
04/09
04/09
04/09
04/09
04/09
04/09
04/09
04/09
04/09
04/09
04/09
04/09
04/09
04/09
04/09
04/09
04/09
04/09
04/09
11/05
11/05
11/05
03/06
03/06
03/06
03/06
03/06
03/06
03/06
03/06
03/06
03/06
03/06
03/06
03/06
03/06
01/07
10/08
10/08
10/08

Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - PJU-SP
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare
Tomato severe rugose virus - Sumare

EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
FJ824808
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
EU086591
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Tabela 2 — Resumo geral da diversidade genética de 252 isolados, estirpes e especies de

Begomovirus de tomateiro identificados nas principais regides produtoras do Brasil

(cinco regides, 12 estados e o Distrito Federal).

N° de isolados

Regiao/ N° de isolados Espécies virais identificadas e/ou de cada espécie BLASTNn
Estado caracterizados geneticamente mais proximas P (%)
por estado
REGIAO NORTE
Estado do 1- Tomato yellow spot virus - Argentina 02 83
] 2- Sida yellow leaf curl virus 02 83
Tocantins - 09 3- Okra mottle virus 04 83-84
TO 4- Tomato leaf distortion virus 01 83
REGIAO NORDESTE
) 1- Okra mottle virus 04 83-84
Bahia - BA 06 2- Tomato leaf distortion virus 02 83
1- Okra mottle virus 03 83-84
2- Tomato chlorotic mottle virus — Crumple 01 83
Ceara — CE 12 3- Tomato golden mottle virus 02 82-83
4- Tomato mottle leaf curl virus 05 91-100
5- Tomato severe rugose virus — Sumaré 01 82
1- Tomato chlorotic mottle virus 01 88
2- Tomato chlorotic mottle virus — Crumple 01 87
Pernambuco — 04 3- Sida micrantha mosaic virus — 01 97
PE [Brazil:okra]
4- Tomato severe rugose virus — Sumaré 01 98
REGIAO SUDESTE
1- Tomato rugose mosaic virus-[Ube] 03 90-94
Minas Gerais 18 2- Tomato severe rugose virus — PJU-SP 02 96-99
-MG 3- Tomato severe rugose virus — Petrolina 01 88
4- Tomato yellow vein streak virus 12 86(1), 94(11)
?sEpslrlto SN0 02 1- Tomato common mosaic Virus 02 96,97
1- Tomato common mosaic virus 03 96
Rio de Janeiro 10 2- Tomato rugose mosaic virus-[Ube] 05 83-89
-RJ 3- Sida mottle virus — [Brazil] 02 91-92
1- Tomato severe rugose virus - PJU-SP 01 89
2- Tomato yellow vein streak virus 05 87-96
3- Tomato severe rugose virus — Sumaré 04 93-99
Sé&o Paulo — 15 4- Tomato leaf distortion virus 01 84
SP 5- Okra mottle virus 02 84
6- Tomato golden mottle virus 01 83
7- Euphorbia yellow mosaic virus 01 98
REGIAO CENTRO-OESTE
1- Tomato rugose mosaic virus-[Ube] 18 85-97
2- Tomato yellow vein streak virus 12 85-99
3- Tomato severe rugose virus — Sumaré 04 84-99
Distrito 48 4- Tomato severe rugose virus — PJU-SP 06 85(1),92-98(5)
Federal — DF 5- Tomato chlorotic mottle virus 02 94
6- Tomato mottle leaf curl virus 04 94-99
7- Tomato chlorotic vein virus 01 92
8- Okra mottle virus 01 84
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1- Tomato yellow vein streak virus 26 84-95
2- Tomato severe rugose virus — PJU-SP 19 <85(2),>90(17)
3- Tomato rugose mosaic virus-[Ube] 16 <89(6),>91(10)
L 4- Bean golden mosaic virus — Brazil 01 92
Gkl L e 5- Tomato severe rugose virus — Petrolina 03 99
6- Tomato severe rugose virus — Sumaré 02 98,99
7- Soybean blistering mosaic virus 01 82
REGIAO SUL
Parana - PR 19 1- Tomato severe rugose virus — Sumaré 19 97-99
Rio Grande 23 1- Tomato severe rugose virus — Sumaré 22 98-99
do Sul - RS 2- Tomato severe rugose virus — PJU-SP 01 98
Santa . .
Catarina— SC 18 1- Tomato severe rugose virus — Sumaré 18 98-99
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Figura 4 — Arvore filogenética baseada em um alinhamento mdltiplo de algumas das
sequencias de cerca de 1100 pares de bases de um segmento do DNA-A flanqueado
pelo par de ‘primers’ universais (BegoAForl / BegoARevl). Estes ‘primers’ foram
desenhados para anelar com regides conservadas presentes na regido 5’-terminus do
gene AV1 (CP) e na regido 3’-terminus do gene AC1 (Rep). Foram escolhidos nove
isolados de tomateiro para analise: TO-045; TO-092; TO-093; BA-045; CE-003; SP-
002; SP-003; DF-034 e RJ-019. Estes isolados foram escolhidos por apresentarem, em
analises via BLASTN, baixa identidade com os Begomovirus depositados no GenBank.
O alinhamento foi feito pelo método CLUSTAL W do programa Megalign (Lasergene,
Madison-W1). A arvore filogenética foi construida usando analise de parcimoénia do
programa PAUP e a consisténcia de cada ramo da arvore foi determinada pelo método
Bootstrap com 2000 repeticdes (valores de suporte sdo indicados em cada ramo da
arvore). Os seguintes virus foram utilizados para comparacdo com um subgrupo de
isolados obtidos no presente levantamento:

AbMV, Abutilon mosaic virus (GenBank accession number NC_001928);

ACMV, African cassava mosaic virus (NC_001467);

BCTV, Beet curly top virus (NC_001412) = outgroup;

BDMV, Bean dwarf mosaic virus (NC_001931);

BGYMYV, Bean golden yellow mosaic virus (NC_001439);

CdTV, Chino del tomate virus (NC_003830);

MSV, Maize streak virus (NC_001346);

PHYVV, Pepper huasteco yellow vein virus (NC_001359);

PYMV, Potato yellow mosaic virus (NC_001934);

SGMV, Sida golden mosaic virus (NC_002046);

SGMCRYV, Sida golden mosaic Costa Rica virus (NC_004657);

SGMHoV, Sida golden mosaic Honduras virus (NC_004659);

SiMoV, Sida mottle virus (NC_004637; isolate Al, AJ557450);

SiYMV, Sida yellow mosaic virus (NC_004639);

SimMV, Sida micrantha mosaic virus (NC_005330 e AJ557450,);

SqLCV, Squash leaf curl virus (NC_001936);

TGMV, Tomato golden mosaic virus (NC_001507);

ToCMoV, Tomato chlorotic mottle virus (MG-Btl e AY090557);

ToSRV, Tomato severe rugose virus (Petrolina, DQ207749, Sumaré, EU086591 e
Piraju-PJU, FJ 824808);

ToRMYV, Tomato rugose mosaic virus — [Ube] (AF291705 = NC_002555);

ToMoV, Tomato mottle virus (NC_001938);

TYLCV, Tomato yellow leaf curl virus (NC_004005);

TYLCSV, Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (NC_003828);

ToGMV, Tomato golden mottle virus (AF132852 e DQ520943);

SBMV, Soybean blistering mosaic virus isolado NOA (EF016486);

ToYVS, Tomato yellow vein streak virus isolado Ba-3 (EF417915);

ToLDV, Tomato leaf distortion virus isolado BR:Coi3:07 (EU710749);

SYLCV, Sida yellow leaf curl virus isolado BR:Co0i3:07 (EU710750);

TCMYV, Tomato common mosaic virus isolate BR:C0i22:07(EU710754);

ToYSV, Tomato yellow spot virus from Argentina (FJ538207);

EYMV, Euphorbia yellow mosaic virus (FJ619507);

SimMV, Sida micrantha mosaic virus strain BR:Sag3:Soy:08 (FJ686693);

OMV, Okra mottle virus strain BR:Sag8:Soy:08 (FJ686695);

ToYSV, Tomato yellow spot virus (NC_007726).
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CAPITULO 3

Caracterizacdo de variantes de sequéncia de Tomato yellow spot virus
infectando Leonurus sibiricus (Lamiaceae) no Brasil
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RESUMO
A planta invasora Leonurus sibiricus (familia Lamiaceae) é de ocorréncia comum nas
proximidades ou dentro de lavouras de tomateiro (Solanum lycopersicum) no Parana.
Também é comum, em condicBes naturais, a presenca de plantas L. sibiricus com
sintomas tipicos de begomoviroses. Andlises para a presenca de begomovirus foram
conduzidas com 14 amostras (isolados) de folhas de L. sibiricus com sintomas coletadas
nos municipios de Sdo Ger6nimo da Serra, Marilandia do Sul, Barro Branco e Barro
Preto nos anos de 2007 e 2008. Segmentos gendmicos do DNA-A e DNA-B virais
foram amplificados via PCR usando dois pares de ‘primers’ universais. Amplicons
foram obtidos para os dois componentes indicando a exclusiva presenca de isolados
com genoma bipartido. Segmentos de cerca de 1100 pares de bases do DNA-A de 13
isolados foram sequenciados e comparados com genomas de espécies de Begomovirus
depositados no GenBank utilizando o algoritmo BLASTn. Todos os isolados de L.
sibiricus apresentaram niveis de identidade elevados (entre 95,1 a 97,1%) com um
isolado da espécie Tomato yellow spot virus (ToYSV), observada infectando feijoeiro
na Argentina (FJ538207) e tomateiro em Minas Gerais (NC_007726 = DQ336350). Os
niveis de identidade entre os isolados L. sibiricus e a espécie Sida mottle virus
(AY09055) variaram entre 90,8 e 91,9%. O nivel de identidade entre os isolados de L.
sibiricus variou de 96,5 e 99,7%. Desta forma, L. sibiricus é uma hospedeira de isolados
de begomovirus que apresentam estreita relacdo genética com espécies virais ja
registradas infectando plantas cultivadas em diferentes regides produtoras da América
do Sul. No entanto, ToYSV ndo foi detectado, até o presente momento, infectando
tomateiro no Sul do Brasil, apesar dos isolados de L. sibiricus estarem amplamente
disseminados em regides produtoras de tomate no Estado do Parana. Desta forma, €

possivel que as diferengas genéticas observadas entre os isolados de L. sibiricus e o
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isolado DQ336350 possam explicar a reduzida importancia epidemiolégica de ToYSV
em tomateiros no Estado. A obtencdo completa do genoma viral de isolados
representativos de ToYSV de L. sibiricus e testes de infeccdo cruzada em diferentes
cultivares de tomateiro poderdo elucidar esta aparente especificidade hospedeira destes
variantes de sequéncia de ToYSV.

Palavras-chave: rubim, Begomovirus, diversidade, PCR.

ABSTRACT

Molecular characterization of Tomato yellow spot virus sequence variants infecting
Leonurus sibiricus (Lamiaceae) in Brazil — Leonurus sibiricus is a weed commonly
found associated with tomato crops especially in areas with subtropical climate. This
weed is also commonly found displaying typical begomovirus symptoms. Molecular
analyses were conducted with L. sibiricus isolates collected in four counties in Parana
State, Brazil (Sdo Gerdonimo da Serra, Marilandia do Sul, Barro Branco, and Barro
Preto) during the years 2007 and 2008. Total DNA was extracted from 14 symptomatic
samples. DNA-A and DNA-B genomic segments were amplified via PCR employing
universal primer pairs targeting conserved begomovirus genomic segments. Positive
amplicons were observed for both primer pairs, indicating infection by bipartite
begomovirus. Segments of 1100 base pairs of the DNA-A of 13 isolates were
sequenced. The results were compared with the begomovirus genomes deposited at the
GenBank using the BLASTn algorithm. High identity levels (95.1 to 97.1%) were
observed among the L. sibiricus isolates and two isolates of Tomato yellow spot virus
(ToYSV) [from beans in Argentina (FJ538207) and from tomatoes in Minas Gerais
(NC_007726 = DQ336350)]. The identity levels of the L. sibiricus isolates with Sida
mottle virus (AY09055) ranged from 90.8 to 91.9%. The identity levels among L.
sibiricus isolates were from 96.5 to 99.7%. Therefore, L. sibiricus is a natural host of
begomovirus isolates displaying close genetic relationship with a viral species reported
infecting two cultivated plants in South America. However, ToYSV isolates were no
detected so far infecting tomatoes in South Brazil. It is possible that the genetic
differences observed among ToYSV isolates from L. sibiricus when compared with the
original tomato isolate (NC_007726) might explain the almost nil epidemiological
importance of ToYSV on tomatoes in the Parand State. The complete genome

characterization of representatives ToYSV isolates from L. sibiricus and cross-
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infectivity tests in distinct tomato cultivars might clarify the apparent host-specific
behavior of these sequence variants.
Keywords: Leonurus, Begomovirus, diversity, PCR.

INTRODUCAO

Um complexo de espécies de Begomovirus foi identificado causando severas perdas
econémicas no tomateiro (Solanum lycopersicum L.) no Brasil ap6s a introducdo no
pais de Bemisia tabaci biotipo B no inicio da década de 1990 (Ribeiro et al., 1994;
Ribeiro et al., 2003), fato que ndo ocorria no periodo anterior, quando o bidtipo A
predominava no pais (Costa, 1976). Analise mais detalhadas da estrutura do genoma das
espécies reportadas infectando o tomateiro ap6s 1990 revelou um elevado grau de
relacionamento genético com as espécies de Begomovirus registradas em ervas
daninhas, reforcando a hipétese da transferéncia natural de segmentos gendmicos de
espécies virais originalmente presentes nestas diferentes plantas hospedeiras
(Ambrozevicius et al., 2002; Andrade et al., 2006; Calegario et al., 2007). Muitas
plantas invasoras ou daninhas sdo perenes ou semi-perenes, podendo manter populactes
virais entre as estacGes de cultivo, representado, neste aspecto, um importante fator que
pode levar ao surgimento e/ou manutencdo de espécies virais e servir como sitios de
geracdo de novos recombinantes (Ambrozevicius et al., 2002).

Os primeiros registros da infeccdo de Begomovirus em plantas daninhas e em
plantas nativas da flora brasileira datam do final da década de 1940 e inicio da década
de 1950 (Costa, 1955; Costa & Bennett, 1950). A planta invasora Leonurus sibiricus
(familia Lamiaceae = Labiata), popularmente conhecida como “rubim”, apresenta ampla
distribuicdo geografica e ocorréncia comum nas proximidades ou dentro de lavouras de
tomateiro em areas de clima subtropical no Brasil. E também comum a presenca de L.
sibiricus exibindo sintomas tipicos de begomoviroses, doenca descrita no Brasil desde
as décadas de 1950/1960 (Flores & Silberschmidt, 1965). Os principais sintomas de
infeccdo por Begomovirus em L. sibiricus sdo0 mosaico dourado, areas cloréticas e
nanismo. Leonurus mosaic virus — LeMV (GenBank LMU92532) e, até o presente
momento, a unica espécie de Begomovirus formalmente registrada nesta hospedeira no
Brasil (Faria & Maxwell, 1999; Colariccio et al., 2007). Na Argentina, um virus com
alta identidade com Tomato yellow spot virus (ToYSV) e Sida mottle virus (SiMoV) foi

detectado infectando feijdo, soja e também L. sibiricus (Rodriguez Pardina et al., 2006).
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Levantamentos extensivos sobre a diversidade das espécies de virais infectando L.
sibiricus em condigdes naturais ainda sdo escassos no Brasil. O objetivo deste trabalho
foi caracterizar (via sequenciamento) segmentos do DNA-A e do DNA-B de isolados de
Begomovirus infectando naturalmente plantas de L. sibiricus presentes em campos de

cultivo de tomate no Estado do Parana.
MATERIAIS E METODOS

Isolados virais — Anélises foram conduzidas com 14 amostras (isolados) de plantas de
L. sibiricus com sintomas de mosaico dourado, &reas cloroticas e nanismo (Figura 1).
As coletas foram feitas entre e/ou préximas de plantios comerciais de tomateiro nos
municipios de Sdo Gerénimo da Serra, Marilandia do Sul, Barro Branco e Barro Preto
nos anos de 2007 e 2008.

Purificacdo e estimativa da concentracdo do DNA total de tecidos infectados — A
purificacdo de DNA total de tecido de tomate foi feita usando o método CTAB
(brometo de cetiltrimetilamonio) seguindo o protocolo padrdo de com algumas
adaptacdes implementadas por Boiteux et al. (1999). A concentracdo do DNA
purificado foi estimada em gel de agarose 1% (p/v) a partir de uma solugéo do marcador
de quantidade contendo o fago A (lambda) na concentracdo de 10 ng/uL. Todos os
materiais foram diluidos para a concentracdo final de 20 ng/uL em TE (Tris 0,01M;
EDTA 0,001M; pH 7,0).

Amplificacdo via PCR de segmentos gendmicos dos DNA-A e DNA-B dos isolados
virais — Segmentos dos DNA-A e DNA-B viral foram amplificados via reagdo em
cadeia da polimerase ou “Polymerase chain reaction” (PCR). A PCR foi realizada em
termocicladores do tipo PCR System 9700 (Applied Biosystems). Os reagentes usados
na mistura de 20 pL foram: 2 pL de tampéao 10X (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH
8.3), 1,2 uL MgCl; 50mM; 2 pL dNTPs (2,5uM cada); 0,5 pL de cada primer (10 uM
cada); 0,32 pL Taq DNA Polymerase (5u/ul), todos da Invitrogen® Life Technologies; 2
pL de DNA molde (20ug/uL) e 11,48 pL de agua MilliQ. Os pares de ‘primers’
universais utilizados foram: ‘BegoAForl’ / ‘BegoARev1’ (Figura 2) para um segmento
do DNA-A (Ha et al., 2006) e ‘PBL1v2040’ / ‘PCRc1’ (Figura 3) para um segmento do
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DNA-B (Rojas et al., 1993). O perfil de amplificacdo consistiu de 35 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 4 minutos, anelamento dos ‘primers’ a 50°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 3 minutos, terminando em 7 minutos a 72°C. Os produtos de
amplificacdo (amplicons) foram analisados em géis de agarose 1% (p/v), corados com

brometo de etideo e visualizados sob luz ultravioleta (Ambrozevicius et al., 2002).

Reac0Oes de sequenciamento dos amplicons obtidos — Os amplicons foram separados
em eletroforese e diretamente sequenciados. O sequenciamento foi realizado em um
sequenciador ABI PRIM 3100 da Embrapa Hortalicas (CNPH), utilizando o kit ABI
Prism BigDye® Version 3.0 Chemistry (Applied Biosystems). Os iniciadores de sintese
“1” senso e “IR” anti-senso, foram utilizados individualmente na amplificacdo de cada

amostra, a fim de obter, através do consenso, um fragmento de maior tamanho possivel.

Anélise das sequéncias — As sequéncias correspondentes ao fragmento do genoma dos
diferentes isolados virais de L. sibiricus foram obtidas a partir do consenso dos
fragmentos sequenciados com os iniciadores senso e anti senso utilizando-se o
programa SeqMan (Lasergene)® DNAstar e as sequéncias de baixa qualidade foram
removidas (Allex, 1999). As sequéncias editadas foram inicialmente analisadas para
niveis de identidade com as disponiveis no banco de dados do GenBank usando o
algoritmo BLASTn disponivel no site do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). As identidades nucleotidicas
foram calculadas usando o algoritimo ‘CLUSTAL W’, com o programa ‘MegAlign’
(Lasergene)® DNAstar (Madison, W1). O alinhamento das sequéncias foi realizado por
meio do software Megalign (Lasergene)® DNAstar (Madison, WI), utilizando-se o
método ‘CLUSTAL W’ com as seguintes condi¢des: ‘gap penalty’ e ‘gap length
penalty’ = 10. Matrizes de similaridade genética foi obtida entre os isolados virais
utilizando-se a informacéo de uma sequéncia comum de cerca de 1070 pares de base de
um segmento do DNA-A amplificado com o par de ‘primers’ BegoAForl/BegoARevl
(Ha et al., 2006) e a informacdo da sequéncia de cerca de 550 pares de base
correspondendo a regido amplificada pelo par de ‘primers’ PBL1v2040/PCRcl (Rojas
et al. 1993).

Analise filogenética — Uma arvore filogenética foi construida (programa Clustal-W

Megalign/ Lasergene) utilizando-se a informagdo de uma sequéncia comum de um
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segmento do DNA-A e um segmento do DNA-B. Os isolados obtidos de plantas de
Leonurus sibiricus foram comparados entre si e com isolados de Tomato yellow spot
virus — ToYSV (GenBank FJ538207) registrado em feijoeiro na Argentina; isolado
ToYSV (NC_007726 = DQ336350), originalmente descrito em tomateiro em Minas
Gerais; um isolado de Sida micrantha mosaic virus (SimMV) (EU908733) e um isolado
de Sida mottle virus (SiMoV) (AY090555).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O par de ‘primers’ universais (BegoAForl / BegoARev1) foi utilizado para amplificar
um segmento do DNA-A. Estes ‘primers’ foram desenhados para anelar com regides
conservadas presentes na regido 5’-terminal do gene AV1 (CP) e na regido do 3’-
terminal do gene AC1 (Rep) (Figura 2). A analise de sequéncia com BLASTnN deste
segmento obtido de 12 isolados de “rubim” (L. sibiricus) (Tabela 1), coletados no
Parana-PR, indicou niveis de identidade que variaram entre 96 e 97% com um segmento
do DNA-A correspondendo a capa protéica do Tomato yellow spot virus (DQ336350),
reportado originalmente em plantas de tomateiro em S&8o Joaquim de Bicas — MG
(Andrade et al., 2006), enquanto que um isolado (PR-015) indicou niveis de identidade
de 96% com um segmento do DNA-A correspondendo a uma estirpe da Argentina de
Tomato yellow spot virus (FJ538207), registrado infectando feijao comum (Rodriguez-
Pardina et al., 2006). Na Argentina, um virus com alta identidade com Sida mottle virus
(SiMoV) e com o isolado FJ538207 foi detectado infectando soja e também L. sibiricus
(Rodriguez-Pardina et al., 2006). Leonurus mosaic virus (LeMV) (GenBank
LMU92532), a Unica espécie de Begomovirus formalmente registrada em L. sibiricus no
Brasil (Faria & Maxwell, 1999; Colariccio et al., 2007), ndo foi detectada nesta
amostragem. Todas as 11 sequéncias de DNA-B analisadas (Tabela 2) indicaram niveis
de identidade com um segmento do DNA-B de ToYSV (DQ336351), registrado em
plantas de tomateiro em Sao Joaquim de Bicas — MG (Andrade et al., 2006), sendo que
oito isolados indicaram niveis de identidade variando entre 86 e 88% e os outros dois
isolados (PR-033 e PR-088) indicaram niveis de identidade de 90 e 92%,
respectivamente.

Um segmento genémico de 1064 pares de base do DNA-A e um segmento
genémico de 500 pares de base do DNA-B (ambos de alta qualidade) foram obtidos

para um subgrupo de isolados virais. Em termos de amostragem de diversidade, a regido
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do genoma flanqueada pelos ‘primers’ BegoAForl/BegoARevl1 ¢ bastante informativa,
sendo utilizada na identificacdo provisoria de novas espécies de Begomovirus (Padidam
et al., 1999; Brown et al., 2001). Uma matriz de similaridade genética (Figura 4) foi
obtida entre os isolados virais utilizando-se a informacdo de uma sequéncia comum de
cerca de 1070 pares de base de um segmento do DNA-A amplificado com o par de
‘primers’ BegoAFor1/BegoARevl (Ha et al., 2006). Dez isolados de Begomovirus
obtidos de plantas de L. sibiricus (PR-012, PR-013, PR-014, PR-028, PR-029, PR-033,
PR-034, PR-035, PR-049 e PR-087) foram comparados entre si e com isolados de
ToYSV (GenBank FJ538207) registrado em feijoeiro na Argentina, com um isolado
ToYSV (DQ336350), originalmente descrito em tomateiro em Minas Gerais; e com
isolados de Sida micrantha mosaic virus (EU908733) e de Sida mottle virus (SiMoV)
(AY09055). Os resultados indicaram niveis de identidade entre os isolados de L.
sibiricus e variaram entre 95,1 a 96,3% com FJ538207; entre 83,0 a 84,2% com
EU908733; entre 95,6 a 97,1% com DQ336350 e entre 90,8 a 91,9% com AY09055
(Figura 4). A variabilidade entre pares de isolados de L. sibiricus variou de 96,5 (PR-
028/PR-028) e 99,7% (entre PR-14/PR-12; PR-14/PR-029 e PR-014/PR-028). Na regido
do genoma viral analisada os isolados DQ336350 e AY09055 apresentaram 90.7% de
identidade; FJ538207 e AY09055 apresentaram 91,2%, ao passo que os dois isolados de
ToYSV (DQ336350 e FJ538207) apresentaram identidades de 94,6%. A maior
divergéncia (84%) foi observada entre os isolados FJ538207 e EU908733. A identidade
entre DQ336350 e EU908733 foi de 83,5%. Os isolados obtidos de plantas do género
Sida (AY09055 e EU908733) apresentaram 85.3% de identidade. Estes resultados estdo
ilustrados na arvore filogenética, onde foi observado um agrupamento de isolados de L.
sibiricus de acordo com o local de coleta (Figura 5). Resultados similares foram
observados na analise conduzida com um segmento do DNA-B (Figuras 6 e 7). As
diferencas genéticas entre isolados obtidos de L. sibiricus e entre os isolados de ToYSV
(FJ538207 e DQ336350) e as espécies de Sida (EU908733 e AY09055) foram
observadas ao longo de toda a sequéncia que representa CP/AC5 até o nucleotideo 985
se estendendo até o nucleotideo 1540 (corresponde as ORFs AC1/AC2) (Figura 8).
Novos critérios taxondémicos foram recentemente propostos para demarcar o
status de isolados de Begomovirus. Quando o nivel de identidade entre duas sequéncias
for inferior a 88%, os isolados em questdo pertencem a espécies diferentes. Se o
alinhamento apresentar niveis de identidade entre 88 ou 89%, os isolados pertencem

tentativamente a espécie mais relacionada (Fauquet et al., 2008). Com relacdo a
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classificacdo ao nivel intra-espécifico a identidade de sequencia abaixo de 93%
caracteriza uma nova estirpe (‘strain’) dentro da espécie, enquanto niveis de identidade
acima de 94% caracterizam uma variante de sequéncia daquela estirpe (Fauquet et al.,
2008). Os resultados obtidos indicaram niveis de identidade entre os isolados de L.
sibiricus e isolados da espécie ToYSV (FJ538207 e DQ336350) variando entre 95,1 e
97,1%. Desta forma, de acordo com este recente guia de nomenclatura de Begomovirus,
todos estes isolados de L. sibiricus representam variantes de sequéncia da espécie
ToYSV. No entanto, os isolados L. sibiricus podem também ser classificados como
estirpes de Sida mottle virus (SiMoV) (AY09055), uma vez que os niveis de identidade
observados com esta espécie viral variaram entre 90,8 a 91,9%. Nesta situacdo de
aparente sobreposicdo, apenas 0 sequenciamento completo do componente DNA-A
podera esclarecer, de maneira definitiva, este dubio status taxonémico.

O ToYSV foi uma espécie que despertou interesse inicial devido aos intensos
sintomas induzidos nas plantas de tomateiro infectadas, sendo caracterizados por um
mosaico amarelado intenso, enrolamento e reducdo da area dos foliolos e nanismo
(Andrade et al., 2006; Calegario et al., 2007). Nosso trabalho confirma que a espécie
ToYSV ¢é filogeneticamente relacionada ao Sida mottle virus (SiMoV), que infecta
espécies de Sida (Malvacea). O circulo de hospedeiras do isolado de ToYSV de tomate
(S&o Joaquim de Bicas — MG) foi determinado experimentalmente (via transmissao
mecanica e/ou biolistica). O virus foi transmitido via biolistica para S. lycopersium
‘Miller Early Pack’, ‘Rutgers’ e ‘Santa Clara’, mas ndo foi observada a transmisséo
mecanica para esta hospedeira (Calegario et al., 2007). Além disso, ToYSV pode
infectar plantas da familia Amaranthaceae (Gomphrena globosa) e da familia
Solanaceae (Capsicum annuum °‘Ikeda’, Datura stramonium, S. lycopersium ‘Miller
Early Pack’, ‘Rutgers’ e ‘Santa Clara’, Nicotiana benthamiana, N. clevelandi, N.
glutinosa, N. rustica, N. tabacum e N. silvestris (Calegario et al., 2007). No entanto, é
interessante mencionar que, em condi¢cBes naturais, a espécie ToYSV tem sido
registrada infectando tomateiro apenas endemicamente em MG (Andrade et al., 2006;
Calegario et al., 2007). De fato, levantamentos sistematicos (feitos antes e apos a
caracterizacdo de ToYSV) tém demonstrado que este virus apresenta ocorréncia
esporadica em tomateiro, ndo sendo encontrado um isolado sequer nos Estados do ES,
SP, DF, GO, PE, RN, BA e RJ e mesmo em diversas regides produtoras de tomate no
Estado de MG (Ambrozevicius et al., 2002; Ribeiro et al. 2003; Inoue-Nagata et al.,

2006; Cotrim et al., 2007; Castillo-Urquiza, 2008; Castillo-Urquiza et al., 2008;
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Fernandes et al., 2008). Nesta dissertacdo, nenhum isolado de ToYSV foi detectado
entre os 252 isolados caracterizados infectando tomateiro no pais, incluindo a regido Sul
do Brasil, onde apenas estirpes e variantes de sequéncia de Tomato severe rugose virus
(ToSRV) foram encontradas (ver capitulo 2).

Um enigma do ponto de vista epidemioldgico, e que ainda necessita ser
elucidado, é o fato de que amostras das variantes de sequéncia do ToYSV de L.
sibiricus foram todas coletadas nas vizinhangas e/ou dentro de lavouras de tomateiro em
diferentes regides produtoras do Estado do Parana. Desta forma, a espécie ToYSV esta
disseminada em plantas de L. sibiricus por diferentes regides, englobando os municipios
de Sdo Gerdnimo da Serra, Marilandia, Barro Branco e Barro Preto, que sdo areas de
intensivo cultivo do tomateiro. Estes resultados sugerem que o tomateiro represente
uma hospedeira alternativa e esporadica do ToYSV, embora tenha sido descrito
originalmente nesta hortalica, onde grande esforcos de caracterizacdo de espécies virais
tem sido conduzidos (Ribeiro et al., 2003; Fernandes et al., 2008). O mesmo raciocinio
pode ser, provavelmente estendido para o caso do isolado de ToYSV originalmente
registrado em feijoeiro na Argentina (FJ538207). No entanto, € importante realgar que
ndo foi detectado em L. sibiricus nenhum isolado com sequéncia idéntica aos dois
isolados de ToYSV descritos anteriormente em feijdo e tomateiro (FJ538207 e
DQ336350). Desta forma, € possivel que estas (ou outras) diferencas genéticas
observadas entre os isolados de L. sibiricus do Parana e os isolados FJ538207 e
DQ336350 (Figura 8) possam explicar a auséncia de relatos de epidemias deste virus
em tomateiros no Estado. A presenca macica de plantas de L. sibiricus exibindo
sintomas de infeccdo por ToYSV poderia assegurar uma permanente fonte de indculo
para tomateiro na regido, aumentando a frequiéncia de infec¢des por este patdgeno, fato
este que ndo tem sido observado em condicBes naturais. A obtencdo completa do
genoma viral de isolados representativos de L. sibiricus e testes de infeccdo cruzada
com diferentes cultivares de tomateiro poderdo elucidar a aparente especificidade

hospedeira mostrada por estas variantes de sequéncia de ToYSV.
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Figura 1 — Plantas de Leonurus sibiricus coletadas ao lado de um campo de producao
de tomateiro em Marilandia do Sul (PR) exibindo sintomas tipicos de infec¢do por

espécies de Begomovirus.
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Tabela 1 — Lista de 13 isolados de Begomovirus obtidos de plantas de Leonurus

sibiricus [local e data de coleta (més/ano), espécie viral, nivel de identidade BLASTn

(%) e numero de acesso no GenBank] que foram caracterizados para um segmento em

torno de 1070 pares da base do DNA-A e seus niveis de identidade com espécies virais

cujas sequéncias foram depositadas no GenBank.

Cadigo Data de g BLAS Acesso

Isolado Local da Coleta coleta Espécie Viral Tn(%) GenBank
PR-012  S&o Ger6nimo da Serra — PR 04/2007 Tomato yellow spot virus 96 DQ336350
PR-013  S&o Ger6nimo da Serra — PR 04/2007 Tomato yellow spot virus 96 DQ336350
PR-014  S&o Ger6nimo da Serra — PR 04/2007 Tomato yellow spot virus 96 DQ336350
PR-015  S&o Ger6nimo da Serra — PR 04/2007 = Tomato yellow spot virus — Arg. 96 FJ538207
PR-028 Marilandia - PR 04/2007 Tomato yellow spot virus 96 DQ336350
PR-029  Marilandia - PR 04/2007 Tomato yellow spot virus 97 DQ336350
PR-033  Marilandia— PR 04/2007 Tomato yellow spot virus 96 DQ336350
PR-034  Barro Branco — PR 04/2007 Tomato yellow spot virus 96 DQ336350
PR-035 Barro Branco — PR 04/2007 Tomato yellow spot virus 96 DQ336350
PR-042  Barro Preto — PR 04/2007 NAO SEQUENCIADO -- --
PR-048  Marilandia— PR 04/2007 Tomato yellow spot virus 97 DQ336350
PR-049  Marilandia - PR 04/2007 Tomato yellow spot virus 97 DQ336350
PR-087  S&o Geronimo da Serra — PR 03/2008 Tomato yellow spot virus 96 DQ336350
PR-088  S&o Gerbnimo da Serra — PR 03/2008 Tomato yellow spot virus 97 DQ336350

Tabela 2 — Lista de 10 isolados de Begomovirus obtidos de plantas de Leonurus

sibiricus [local, data de coleta (més/ano), espécie viral, nivel de identidade BLASTn e

namero de acesso no GenBank] que foram caracterizados para um segmento de cerca de

500 pares da base do DNA-B e seus niveis de identidade com espécies virais cujas

sequéncias foram depositadas no GenBank.

Codigo Data da g BLASTnN Acesso

Isolago Local da Coleta coleta Espécie Viral (%) GenBank
PR-012 Sé&o Ger6nimo da Serra— PR 04/2007  Tomato yellow spot virus 88 DQ336351
PR-013 Sé&o Ger6nimo da Serra— PR 04/2007  Tomato yellow spot virus 88 DQ336351
PR-014 Sé&o Ger6nimo da Serra— PR 04/2007  Tomato yellow spot virus 88 DQ336351
PR-015 Sao Gerdnimo da Serra — PR 04/2007  Tomato yellow spot virus 86 DQ336351
PR-028 Marilandia — PR 04/2007 NAO SEQUENCIADO
PR-029 Marilandia — PR 04/2007  Tomato yellow spot virus 87 DQ336351
PR-033 Marilandia — PR 04/2007  Tomato yellow spot virus 90 DQ336351
PR-034 Barro Branco — PR 04/2007  Tomato yellow spot virus 87 DQ336351
PR-035 Barro Branco — PR 04/2007 NAO SEQUENCIADO
PR-042 Barro Preto — PR 04/2007 NAO SEQUENCIADO
PR-048 Marilandia — PR 04/2007 NAO SEQUENCIADO
PR-049 Marilandia — PR 04/2007  Tomato yellow spot virus 86 DQ336351
PR-087 Sao Gerdnimo da Serra — PR 03/2008  Tomato yellow spot virus 87 DQ336351
PR-088 Sao Gerdnimo da Serra — PR 03/2008  Tomato yellow spot virus 92 DQ336351
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Figura 2 — Diagrama do DNA-A linearizado de espécies de Begomovirus de genoma
bipartido. A régua indica a ordem numérica dos nucleotideos compreendidos entre a
origem de replicagéo e o final do genoma viral. As ORFs AV1 (CP), AC1, AC2, AC3 e
AC4 estdo representadas por barras vermelhas. As barras em azul representam as
regibes amplificadas por trés pares de ‘primers’ universais: PALv1978/PARc496 —
PALPAR (Rojas et al. 1993); regido ‘Core CP’ englobando um segmento do gene
codificador da capa protéica que ¢ amplificada pelo par de ‘primers’ AV494/AC1048
(Brown et al., 2001) e o segmento genémico analisado (SGA) no presente trabalho
correspondendo a regido amplificada pelos ‘primers’ BegoAForl/BegoARevl (Ha et

al., 2006). O bloco RIG representa a regido intergénica que contém a regido comum.
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Figura 3 — Diagrama do DNA-B linearizado de espécies de Begomovirus de genoma
bipartido. A régua indica a ordem numérica dos nucleotideos compreendidos entre a
origem de replicacdo e o final do genoma viral. As ORFs BV1 e BC1l estdo
representadas por barras vermelhas. As barras em azul representam a regido amplificada
pelo par de ‘primers’ universais: PBL1v2040/PCRc1- PBLPCR (Rojas et al. 1993). A
regido PBLPCR foi caracterizada via sequenciamento no presente trabalho. O bloco

‘Intergenic’ representa a regido intergénica que contém a regido comum.
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Figura 4 — Matriz de identidade genética obtida entre os isolados virais utilizando-se a
informacdo de uma sequéncia comum de cerca de 1070 pares de base de um segmento
do DNA-A amplificado com o par de ‘primers’ BegoAForl/BegoARevl (Ha et al.,
2006). Dez isolados de Begomovirus obtidos de plantas de Leonurus sibiricus (PR-012,
PR-013, PR-014, PR-028, PR-029, PR-033, PR-034, PR-035, PR-049 e PR-087) foram
comparados entre si e com isolados de Tomato yellow spot virus — ToYSV (GenBank
FJ538207) registrado em feijoeiro na Argentina; isolado ToYSV (NC_007726 =
DQ336350), originalmente descrito em tomateiro em Minas Gerais; um isolado de Sida
micrantha mosaic virus (EU908733) e um isolado de Sida mottle virus (SiMoV)
(AY09055). A fragdo acima da diagonal superior representa a percentagem de
identidade entre os isolados. A fracdo abaixo da diagonal representa a percentagem de

divergéncia.

5 6 7 8 9 10 {11 : 12 : 13 : 14
1 836 :968:916: 1 PR12
2 838 :971:919: 2 PR14
3 835:964:911: 3 PR13
4 83.7 1963 :919: 4 PR34
5 84.2:971:919: 5§ PR29
6 835:964:91.2: 6 PR33
7 83.1:956:908: 7 PR28
8 830:960:908: 8 PR35
9 £ 837 (969 :915: 9 PR49
10 : 08 : 06 : 18 PRE7
11 39 : 36 : 41 FJ538207
12 166 :16.2 : 16.2 EUS08733
13 : 31 :28 : 31 NCO07726
14 : 80 : 7.7 : 81 AY090555
1 2 3
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Figura 5 — Arvore filogenética utilizando o programa CLUSTAL-W (Megalign/
Lasergene) obtida entre os isolados virais utilizando-se a informacéo de uma sequéncia
comum de cerca de 1070 pares de base de um segmento do DNA-A amplificado com o
par de ‘primers’ BegoAForl/BegoARevl (Ha et al., 2006). Dez isolados de
Begomovirus obtidos de plantas de Leonurus sibiricus (PR-012, PR-013, PR-014, PR-
034, PR-029, PR-033, PR-028, PR-035, PR-049 e PR-087) foram comparados entre si e
com isolados de Tomato yellow spot virus — ToYSV (GenBank FJ538207) registrado
em feijoeiro na Argentina; isolado ToYSV (NC_007726 = DQ336350), originalmente
descrito em tomateiro em Minas Gerais; um isolado de Sida micrantha mosaic virus
(SimMV) (EU908733) e um isolado de Sida mottle virus (SiMoV) (AY090555). A
barra abaixo indica 0 nimero de substituicdes observadas nas diferentes sequéncias.
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Figura 6 — Matriz de identidade genética obtida entre os isolados virais utilizando-se a
informacdo de uma sequéncia comum de cerca de 550 pares de base de um segmento do
DNA-B amplificado com o par de ‘primers’ universais: PBL1v2040/PCRcl1- PBLPCR
(Rojas et al., 1993). Dez isolados de Begomovirus obtidos de plantas de Leonurus
sibiricus (PR-012, PR-013, PR-014, PR-029, PR-033, PR-034, PR-049, PR-087 e PR-
088) foram comparados entre si e com isolados de Sida micrantha mosaic virus
(GenBank FN557523) e o isolado Tomato yellow spot virus (NC_007726 = DQ336350)
reportado em tomateiro em Minas Gerais, Brasil. A fracdo acima da diagonal superior
representa a percentagem de identidade entre os isolados. A fracdo abaixo da diagonal

representa a percentagem de divergéncia.
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Figura 7 — Arvore filogenética utilizando o programa CLUSTAL-W (Megalign /
Lasergene) obtida utilizando-se a informacéo de uma sequéncia comum de cerca de 500
pares de base de um segmento do DNA-B amplificado com o par de ‘primers’
universais: PBL1v2040/PCRcl- PBLPCR (Rojas et al. 1993). Dez isolados de
Begomovirus obtidos de plantas de Leonurus sibiricus (PR-12, PR-13, PR-14, PR-29,
PR-33, PR-34, PR-49, PR-87 e PR-88) foram comparados entre si e com isolados de
Sida micrantha mosaic virus (GenBank FN557523) e Tomato yellow spot virus
(NC_007727 = DQ336350) reportado em tomateiro em Minas Gerais, Brasil. A barra

abaixo indica o nimero de substituicdes verificadas nas diferentes sequéncias.
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Figura 8 — Alinhamento de uma sequéncia comum de cerca de 1070 pares de base de

um segmento do DNA-A amplificado com o par de ‘primers’ BegoAForl/BegoARev1

(Ha et al., 2006) de quatro isolados de Begomovirus de Leonurus sibiricus (PR-012,

PR-013,

PR-014, PR-034, PR-029, PR-033, PR-028, PR-035, PR-049 e PR-087) usando

o algoritimo CLUSTAL W (Megalign program-Lasergene). Os isolados foram

comparados entre si e com isolados de Tomato yellow spot virus — ToYSV (GenBank
FJ538207) registrado em feijoeiro na Argentina; um isolado de ToYSV (DQ336350),
descrito em tomateiro em Minas Gerais e com isolados de Sida micrantha mosaic virus
(SimMV) (EU908733) e Sida mottle virus (SiMoV) (AY09055).
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BTGG-CATGTACTCATGCATCTAAC CCTETETATGCAACGUTELA CATTC GALTCTATT T T TACGATTCGATCAC G A —TTA R TY
ETGG—CRTGTRCTCETGCETCEAAC CCTGTGTELTGCMEEETGMGE’ITC GAATCTATTTTTACGATTCGATCACGA L —TTALTY
BTEE-CATGTACTCATGCATCTAL CCCTETGTAT G AL CGUTEL A GATTC GA L TCTATTT T TAC GATTCGATCAC GA L —TTA BT
BTGG-CATEGTACTCATGCATCTALD CGTGTGTATGCMEEETGMGA’ITC GARATCTATTTTTACGATTCGATCACGRA -TTAATY
BTEE-CATGTACTCATGCATCTAAC CCTETETATEC AL CECTERL GATTC GALTC TATTTTTAC GATTC AT CAC GA L —TTALTY
ATGGECATGTACTCATGCATCTMC COTETETATGCARCGITEAL CATTC GALTC TATTTTTAC GATTCGATC AT, AT
BTGG-CATGTACTCATGCATCTAAC CCTETETATGCAACGCTEAA CATTC GALTCTATT T T TAC GATTCGATCAC G R —TTA R TY
BTEE-CATGTACTCATGCATCTARC CCTGTGTRTGCMEEEI‘GMGE’ITC GAATCTATTTTTACGATTCGATCACGA L - TTALTH
BTEE-CATETACTCATGCATCTALD CCTGTGTEEGCMCGCI‘GMGATI‘C GAATCTATTTTTACGATTC GATCAC AL -TTALTY

RTGG-CATCTACTCATECHTCTALC COTETETATG CAACG CTIRAA CAT T GEATCT B GATTC GATHA #ua - TTaaT
ATEE-CATETACTCATECATCTALC CCTETETATEC AR GUTEAL BATTC GAATCTA 2fGATTClATC A BATH
pTee caTeTadiiarsdfromaaccorereTaTscancecrdlhsaTTC sanTO TR noeifroeaToadBia TTATY

990 1000 1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070

BATTTTCAATTTTATTGAL -TEATTTTC CAGTACATGATTTACATAAGATCTETCTGTCGCARAACGAACACCTCTAATTS C AT
BATTTTGAATTTTATTGAL - TEATT T TC CAGTACATEATTTACATAAGATCTETCTETCGCARRACEGAACAGCTCTAATTACATT
BATTTTEAATTTTATT GA L - TEATTTTC CI!.GTELCILTGELTITILCETMGATCTGTCEGTC GCM}LEC GAACAGCTCTAATTACLTT
AAE‘I'ITGMTI‘ITE&TTGM—TGETI‘ITC CAGTACATGATTTACATAAGATCTGTCTGTCGCARAACGAACAGCTCTAATTACATT
BATTTTGAATTTTATTGAL -TEATTTTC CAGTACATEGATTTACATAAGATCTETCTETCGCARAACGAMCAGCTCTAATTACATT
BATTT T EAATTTTATTGAL - TEATTTTC CAGTACATEATTTACATAAGA TCTETCTETCGC AL AR CGAACAGCTCTAATTA C AT
MTI'ITGMTI‘ITETTGI&AEI‘GATI‘ITC CAGTACATGATTTACATAAGATCTETCTGTCGCARAACEAACAGCTCTAATTACATT
BATTTTGAATTTTATTGAL - TEATTTTC CAGTACATEATTTACATAAGATCTETCTETCGCAAAACEGAACAGCTCTAATTACATT
BATTT T EAATTTTATTGAL - TEATTTTC CAGTACATEATTTACATAAGA TCTETCTETCGCALAACGAACAGCTCTALTTA C AT
BATTT T AATTTTATT AL - THEATTTTC CAGTAC ATEATTTACATAAGA TCTETCTETCGCARAACGAACA FCTCTARTTA C AT
?;EEEGMTI'I'I'&TI‘GM—TGETI'ITC CAGTACATGATTTACATAAGATCTET! TCGCARAACGAACAGCTOTAATTACATT

caaTTrraTfinenrcarfrrcacracalBrrmea crdBfBecanafosancaceToranTTACAT

BATTTTEAATTTTATTGAL -TEATTTTC CAGTACATEATTTACS THINGETCTET TCGCARRACGRACAFCTCTAATTS CATT

pBRrrcaaTrrraTifR -ToaTrrre cacTacaTdiEiB carafficarererdMe e scann i acacdieTanBracaTy]
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1080 1080 1100 1110 1120 1140 1150

FTTTATCETAATAACEC CTARTTGATCTARA - TAC AACATCACTARATCTCTARACCTA-TTCARATAAGTT GTTUCAGAAGCTY
HTTTATCGTAATARCGC CTARTCGATCTARA -TACAACATEACTABATGTCTARR CCTA-TTCARATAAGTE GTTCCAGAR T
ETTTATC GTAATALCGC CTAATCGATCTARA - TACAACATCACTARATCTC TARACC AR TC ALATARGTC GTTOCAGARGCTY
ETTTATCETAATAACEC CTARTGATCTARA - TAC AACATGACTARATGTC TARACCTA- TIUARATAAGTC GTTICAGALGCTY
ETTTATCETAATARCEC CTAATGATCTARA - TACAACATCACTARATCTCTARACCTA-TTCARATARCTE STTICAGAAGCTY
ETTTATC GTAATALCGC CTAATC GATCTARABTAC AL CATEACTARATGTC TARACCTA- TTCARATARGTE GTTC CAGARGCTY
ETTTATC ETRATAACGC CTAATIGATCTARA - TAC AMIATEACTARATCTCTARACCTA - TTCARATARGTC STTCCAGARGCTY
ETTTATCETAATARCEC CTAATCATCTARA - TACAACATCACTARATCTCTARACCTA-TTCARATARCT STTICAGAAGCTY
ETTTATCETAATAACGC CTAATCGATCTARA -TACAACATEACTABATGTCTARA CCTA-TTCARATAAGTE GTTCCAGAR ST
ETTTATCCTAATALCGC CTAATCGATCTARA -TACAACATCACTARATCTC TARACC TA-TTCARATARGTE CTTC CAGAAGCTY
EITTATCETAATALCEC CTARTTGATCTAAR - TAC AACATGACTARATCTC TARACCTA- TTUARATAAGTC GTTICAGALGCTY
GITﬂAEEGﬂA&TEﬁEECCTEATEG&TCTAAR—TAC&ECﬁTﬁhC Ell: Siei® :lele AAATAACTCOTTCCAGARGCTH
ETTTATC CTAATAMEGC CTAATCETCTAR A - TACAACATEACTAN BT TC TARA COTA- BN ARATARGT GTTCCAGARGCTY
2] 5 ceceTARTHErcTALL - TacHcATERCT TCTALACCT ARATAAGTCETTCCAGAAGCTY

11e0 1170 1180 1190 1zo0 1210 1220 1230

TCAGAGATETC FTCCAGACTTEEALGTTCAGEAATECCTTETSGAGATC CARCGCTCTE CTEAGETTETESTTEALC CFTATCTY
TG AGAGATETC FTCCAGACTTESALGTTCAGEAATECOTTETSGAGATC CARCECTCTE CTEAGSTTETESTTEALC O FTATCTY
TG AGAE e e BT CAGAC TG SARGTT L AG CAATE GO TTETE CAGATC ARG BUTCTE CTEAGETTETE STTEALC L CTATC T
T A GAGATETC P T CAGAC TG SALGTTC AGGAATECCTTETE GAGATC CARC BUTCTE CTEAGETTETE S TTEALC L FTATCTY
TCAGAGATETC FTCCAGACTTESARGTTCAGEAATECOTTETSGAGATC CARCECTCTE CTEAGSTTETESTTEALC O FTATCTY
TCAGAGATETE FTCCAGACTTE SARGTTCAG EAATECOTTETE GAGATC CARCECTCTE CTEAGETTETE STTEALC L FTATCTY
T A GAGATETC ST CAGAC TG GALGTTC AGGAATECCTTETE GAGATC ARG BUTCTE CTEAGETTETESTTEALC C FTATCTY
TCAGAGATETC FTCCAGACTTESALGTTCAGEAATECCTTETEGAGATC CARCECTCTE CTEAGSTTETE S TTEALC C GTATCTY
TCAGAGATETE BTCCAGACTTESALETTCAG EAATECOTTETE CAGATC CARCECTCTE CTEAGETTETE STTEALCC CTATCTY
TG AGAGATETE STCCAGACTTE ALGTTCAG CAATECOTTETE CAGATC ARG ECTCTE CTEAGETTETE s TTEALC CETATC T
T AGAGATETC BT CAGAC TG SALGTTC AG GAATEC CTTETE GAGATC ARG BUTCTE CTEAGSTTETETTHALC L FTATCTY
rcacacAlETCETC CAGACTTEEALGTTCAGCAE sooTTerseAsafc canflsoToTo cTRAGETTETESTTEAAC CRTAT CTH
TR GAEATETCETCCAGACTTEEARETTOAGEAATE CTE STEEAGATC LA GUTCTC CTEARETTETEETTEAR L CETATOTY
TG AGAGATETC ST CAGACTTGSALGTTL AGGAATECCTTET e cA Bk A e CTO L CTEAGETTETE S TTEALC L FTATCTY

1300 1310 1320

ATETEETACACTCTEETC FTTETETACATTALSTC CTCTACTAGETAGATCTTE - AL ATACAGGEGATTTCY G- TC CCAGAT
ATETEETACACTCTEETC FTTETETACATTALETCCTCTACTAGETA GATCTTE - AARTACAGGEGATTTEATATO TC COAGAT
ATETEETACACTOTEETC BTTETETACATTA S T O TO TAC TAS S TA SATC TTE - AAATAC AR GECATTTEATAT T ACET
ATETEETACACTCTEETC FTTETETACATTALETCCTCTACTASSTAGATCTTE - AL ATACASGEGATTTEATATC TCCCAGRT
ATETEETACACTCTEETC FTTETETACATTAL ST CTCTACTAGETAGATCTTE - AL ATACAGGEGATTTEATATCTC COAGAT
ATETEETACACTETEETE FTTETETACATTAR G CTCTACTAGETA SATCTTE - AR ATACAGGEGATTTEATATE T COAGRT
ATCTEETACAETETE GTC GTTETETACATTAL G T CTCTACTAG TA GATC TTEEA A ATA L AG GEGATTTEATATE TE CCAGAT
ATETEETACACTCTEETC FTTETETACATTALETCCTCTACTASETAGATCTTE - AL ATACASGEGATTTEATATC TC COAGAT
ATETEETACACTCTEETC FTTETETACATTALETCCTCTACTAGSTAGATCTTE - AAATACAGGEGATTTEATATC TC COAGAT
ATETEETACACTOTEETCETTETETACATTALSTOCTCTACTAGETAGATCTTE-AARTACAGGEGATTTEATATCTCCOAGAT
TETEETACACTCTE TS TTETETA CATTAL GTC CTCTACTA S TARATC TTG - A ATACAGSEGATTTEATATCTCC CAGAT]

i eTcEEsToTacEREER o CToTAL ||GT?HETCTTG—AAATACAGGGGATTTGETATCTCCCAGRI
A TETEETACA O THTE 6T ETTE TETACATT AN Tl TO TAC TA G ETA S ATC TTE - AAATA L AR GECATTTEATATC TE CCAGAT
TEETACACTCTEETC CTRETETAL TooTeTad S c TR T TG - AR ATACARGECATTTRTATE T 0 CAGAT]

1330 1340 1350 1360 1370 1380 1380 1400

B TALACEC CATTCTCTEE CTEAGGLACASTEATEABTTCCCCEETEC CTEAAT CATASTTEC TECAGCTEATETHGAC ETATAT
BTALACECCATTCTCTE CTEAGGLACASTEATEARTTCCCCEETEC FTEAATC CATASTTGC TECAG CTEATE THGAC GTATAT
B TALACECCATTCTCTEC CTEABGUACAGTEATEARTTCCCCGETEC FTEARTCCAT S TGO TECAG CTEATE TEGAC GTATAT
BTARA GO CATTOTOT S0 O TEAGEC A AT ATEAGT O OO SETE N GTEART OO ATASTTE O TEC A TRAT S TR GAC S TATAT
BTALACECCATTCTCTE CTEABGACASTEATEARTTCCCCEETEC BTEAATC CATASTTEC TECAGCTEATE THGAC GTATAT
BTALACECCATTCTCTEC CTEABGOACASTEATGAGTTCCCCGETEC FTEAATC CATAGTTEC TECAGCTEATE TEGAC GTATAT
BTALACEC CATTCTCTEN CTEABGIACARTEATEA TTCCCCEETEC BTEARTE CATASTTEC THCAG CTEATETHEAC S TATAT
BTALACEC CATTCTCTE CTEAGGACASTEATEASTTCCCCEETEC CTEAAT CATASTTEC TECAG U TEATETEGACETATAT
BTALACECCATTCTCTEC CTEAGGUACASTEATEAGTTCCCCEETEC FTEAATCCATAGTTEC TECAGCTEATE TEGAC GTATAT
B TALACECCATTCTCTEC CTEABGUACASTEATEARTTCCCCGETEC FTEALTCCATAGTTGC TECAGCTEATE TEGACGTATAT
B TARAC B0 CATTCTCTES CTER 60U S TEATEL ETTC OO SETEC BTERATC CAT e TTaC TECA G T ATE THGAC S TATAT
BTAlACGCCATTOTCTEC CTEAGHHECACTRA TG TTOC LB ETE L BTEAATE U sErecacfiTeaERTeRn g S TATAT
BTALACECCATTCTCTEC CTEABGUACASTEATEAGTTCCCCEETEC FTEAATC CAT S TTEC TRCAGCTEATE THGAC GTATAT
pTafpceccaTTeTeTediirea sa0acA S TEATEA BTTCCCCEETE BTEA AT CAT BT TE 0 TE A CTEATETEEAC S TATAT]
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GAGCACCCACACTCTAGATCTATCOTTCTACGECEAGTTCOTCTTCTCTTC GCCGCTCTRTETTETE G T TR TAGA GEE 656
BAGCACCCACACTOTAGATCTATC O TTCTACEE S ARTTON TO TTC T TTC BC 0 G0 TO TR T TTE TR S TTTER TASA BB G ECH
G4 GCASCCACACTCTAGATCTATCOTTCTACGECEATTCCTCTCTCTTC 60 GO TR TR TTE TS G TTTEATAGA GEEEEEY
BABCACOCACACTOTAGATCTATC O TTCTA G S S ARTTON TO TTC T TTC 00 G0 TC TR TR TTETE S TTTEATARA SHEHEEH
GAGCACCCACACTCTAGATCTATCOTTCTACGECEAETTCOTCTTCTCTTC G0 GCTCTETETTETEETTTEATAGA GEEEEEY
BAGCACOCACACTOTACATC TATRC TTCTA S0 S ARTTON TO T T TTE 6o 6ol T T TTe Te S TTTEATAR A BB G EEH
GAGCACCCACACTOTAGATCTATCOTTCTACGGEGAGTTCOTCTTCTCTTC GCGOTCTETETTETEGTTTEATAGA GEEEEGY
BABCACOCACACTOTAGATCTATCOTTCTA LGS SASTTON TO TTC T TTC 00 G0 TC TR TTETE S TTTEATARA BHEHEEH
GAGCACOCACACTOTAGATCTATCOTTCTACGGEGAGTTCOTCTTCTCTTC COGOTCTETETTETEGTTTEATAGA GEEEEEY
BAGCACOCACACTOTAGATCTATC O TTCTA R S AGTTON TO TTE T TTC B0 GO TC TR TR TTE TR S TTTEATARA SHEHEEH
GAGCE!.CCCECACTCTAGATC%CTI‘CTACGGCGAGTI‘CCTCE;C'ITCGCCG TGTETTETECTTTEATAGAGEEEEEY
GEGCAECC cacToTAGETC cBroTace@ERTIEoTe TeTe TN TTTEATAGAGGEos R
GCACCACACTOTAGATCTATCOTTCTA CEGCGAGTTCOTCTTCTCTTC GC0 G B TETETTE TE G TTTEATAGA GEGEGGY
saccaccdfeacrerasardiprecerreracsscsasrrecTel§roTrosoc B TETE B T G TITEATAGAGEEEE Y

1500 1510 1520 1530 1540

FTCEATEAAGATGAATTTAGC ATTFTGEAFTETC CAL GATTTTARAGCTECATTCT
ETCEATEAAGATCARTTTAG CATTETEEAGTETC CAL GATTITARAGCTECATTCT
ETCEATEAAGATGARTTTAGCATTETEEAGTETC CACGATTITARAGCHscaTTCT
FTCEATELAGATGAATTTAGCATTRTEEAGTETC CAL GATTITARAGCTECATTCT
BT EATEAAGATGARTTTAG CATTETEHAGTETC CAC GATTITARAGCTECATTC
FTCGATEAAGATEAATTTAGC ATTEEe CACTE T CAC CATTITARA GO TECATTCT
ETCEATEAAGATGALTTTAGCATTETEHAGTETC CAC GATTITARAGCTECATTC
FTCCATERAGATEARTTTAGCATTETE GACTE T CAC CATTITAR R G e CATTCT
BT EATEAAGATGAATTTAG CATTE T HAGTETC CAC GATTITARAGCTECATTC
BT GATEARGATCAATTTAG CATTE TG EAGTOTC CAC CATTITARAGC TECATTCT
GTCGiEGMGAEGMTTTAGCATI‘ETGGAGEGTCC)ggﬁ clflcaTTo
BTCEAECALCATGAATTTAGCATTETERASTETCCA BeCTECATTIT
GTCGELTGMGATGMTITAGCATTGTEH;GTGTCCE&CGETI‘I‘I‘MGCTGCRTI‘C'I
bTe sl ToAATTTAG CATTe Te AT T cAn BT TocaTToT

Decoration 'Decoration #1': Box residues that match the Consensus exactly.

Decoration 'Decoration #2': Shade (with scolid deep red) residues that differ from the
COnsensus .
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Caracterizacdo de um complexo de espécies de Begomovirus de genoma
bipartido infectando plantas do género Cleome (Capparaceae) no
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RESUMO

Um complexo de espécies de Begomovirus foi identificado em tomateiro no Brasil apos
a introducdo no pais de Bemisia tabaci bidtipo B. Andlises genémicas revelaram um
elevado grau de relacionamento genético entre algumas espécies de Begomovirus
reportadas em tomateiro e em ervas daninhas frequentemente associadas com o cultivo
desta hortalica. Estas observacdes indicam uma provavel transferéncia natural de
material genético entre espécies virais destes dois grupos de plantas hospedeiras. O
género Cleome apresenta diversas espécies endémicas de regides de clima quente no
Brasil, sendo que, comumente, apresenta plantas com sintomas de infeccdo por
Begomovirus. No entanto, ndo existem amostragens extensivas da diversidade de
Begomovirus infectando plantas do género Cleome no Brasil. Amostras foliares de
plantas de Cleome com sintomas tipicos de begomoviroses foram coletadas em seis
Estados (Amazonas-AM, Estado do Tocantins-TO, Mato Grosso-MT, Goias-GO,
Pernambuco-PE e Bahia-BA) entre 2004 e 2009. O DNA total foi extraido e anélises
(via PCR) foram conduzidas utilizando-se ‘primers’ universais capazes de amplificar
segmentos tanto do DNA-A quanto do DNA-B. Os resultados mostraram que todas as
amostras estavam infectadas exclusivamente por espécies de Begomovirus de genoma
bipartido. Sequéncias parciais foram determinadas para um amplicon de cerca de 1100
pares de base do DNA-A englobando a regido 5’-terminal do gene AV1 (CP) e a regido
3’-terminal do gene AC1 (Rep). Os amplicons de um grupo de isolados coletados em
GO e TO apresentaram niveis de identidade nucleotidica entre 80 e 84% com a espécie

Sida micrantha mosaic virus (AJ557450), registrada infectando Sida rhombifolia
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(Malvaceae) no Brasil. Outro grupo de isolados obtido em GO, TO e AM apresentaram
niveis de identidade entre 80 e 84% com a espécie Tomato yellow spot virus
(FJ538207), originalmente reportada infectando tomateiro no Brasil e feijoeiro na
Argentina. Um terceiro grupo de isolados, com ampla distribuicdo geografica,
apresentou niveis de identidade variando entre 80 e 83% com a espécie Sida yellow leaf
curl virus (EU710750), reportada infectando espécies do género Sida no Brasil. Anélise
filogenética extensiva indicou que os isolados obtidos em plantas do género Cleome
agrupam-se de maneira isolada em relacdo a todas as espécies previamente descritas no
“Novo Mundo”. Desta forma, este conjunto de isolados compde, muito provavelmente,
um complexo contendo pelo menos trés novas espécies virais. Os seguintes nomes
provisorios foram sugeridos para as espécies representando, respectivamente, estes trés
grupos de isolados: Cleome bright yellow mosaic virus (CBYMV), Cleome golden
mosaic virus (CGMV) e Cleome chlorotic leaf virus (CCLV).

Palavras-chave: Cleome, Begomovirus, distribuicdo geogréfica, espécies virais,

taxonomia.

ABSTRACT

A tomato-infecting bipartite begomovirus complex has emerged after the introduction
of Bemisia tabaci biotype B in Brazil. Genomic analyses indicated a high degree of
relationship of some tomato and weed-infecting begomoviruses suggesting a natural
transfer of genetic material among these viral isolates. Cleome is a weed endemic to
warm climates and commonly found displaying typical symptoms of Begomovirus
infection. However, no large scale survey has been conducted to investigate the genetic
diversity of Begomovirus species in the genus Cleome in Brazil. Leaf samples of
Cleome were collected in six States (Amazonas-AM, Estado do Tocantins-TO, Mato
Grosso-MT, Goias-GO, Pernambuco-PE, and Bahia-BA). Total DNA was extracted
from leaf tissue and bipartite begomovirus infection was confirmed via PCR in all
samples. Universal begomovirus primers were able to amplify segments of both DNA-
A and DNA-B genomes, indicating the exclusive presence of bipartite species. Partial
nucleotide sequences were determined for a segment of the DNA-A using universal
primers targeting conserved regions of the 5’-terminus of the AV1 (CP) gene and the
3’-terminus of the AC1 (Rep) gene. The DNA-A fragment of isolates collected in GO

and TO shared 80 to 84% with the Sida micrantha mosaic virus (AJ557450), reported
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infecting Sida rhombifolia (Malvaceae) in Brazil. Isolates from GO, TO and AM shared
80 to 84% identity with Tomato yellow spot virus (FJ538207) reported infecting
tomatoes in Brazil and beans in Argentina. The third group of isolates (with broad
geographic distribution) displayed identity levels between 80 and 83% with Sida yellow
leaf curl virus (EU710750) reported infecting species of the genus Sida in Brazil. A
comprehensive phylogenetic analysis indicated that the isolates of the genus Cleome are
clustered in a group distinct of all Begomovirus species described in the New World.
The isolates from Cleome might comprise a complex of at least three new viral species.
The fallowing tentative/provisional names are proposed for these isolates: Cleome
bright yellow mosaic virus, Cleome golden mosaic virus, and Cleome chlorotic leaf
virus (CCLV), respectively.

Keywords: Cleome, Begomovirus, geographical distribution, viral species, taxonomy.

INTRODUCAO

Os virus pertencentes ao género Begomovirus (familia Geminiviridae) séo
caracterizados por infectarem plantas dicotiledéneas, apresentarem particulas
icosaédricas geminadas, com genoma composto por uma ou duas moléculas
(componentes) de DNA circular de fita simples (DNA-A e DNA-B), cada uma com
aproximadamente 2600 bases (Lazarowitz, 1992). Estes virus sdo transmitidos por
moscas-brancas do complexo Bemisia tabaci (Homoptera: Aleyrodidae) (Stanley et al.,
2005). Mais de 600 diferentes espécies/estirpes de begomovirus ja foram relatadas
infectando naturalmente diferentes plantas hospedeiras nos cinco continentes (Jones,
2003; Fauquet et al., 2008).

Um complexo de espécies de Begomovirus foi identificado em tomateiro no
Brasil ap6s a introdugdo no pais de B. tabaci biétipo B (Ribeiro et al., 2003). Anéalises
gendmicas revelaram um elevado grau de relacionamento genético entre as espécies de
Begomovirus reportadas em tomateiro e em ervas daninhas freqlientemente associadas
com o cultivo desta hortalica, indicando a provavel transferéncia natural de segmentos
virais entre as diferentes plantas hospedeiras (Ambrozevicius et al., 2002). De fato, as
especies de Begomovirus registradas infectando tomateiro no Brasil apresentam dois
grupamentos monofiléticos bem definidos: um grupo engloba a espécie Tomato yellow
spot virus (ToYSV) e outros virus que infectam plantas daninhas e um segundo grupo

que engloba espécies que infectam plantas cultivadas (Castillo-Urquiza et al., 2008).
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Levantamentos relatam um grupo grande de espécies de plantas invasoras como
hospedeiras de Begomovirus no Brasil datam dos meados da década de 1940 (Kitajima
et al., 2007). A lista de hospedeiras inclui espécies da familia Malvaceae (Sida
micrantha; Sida rhombifolia, Herissantia crispa, Sidastrum micranthum e S. spinosa),
Lamiaceae (Leonurus sibiricus); Sterculiaceae (Waltheria indica e Triumfetta
semitriloba); Fabaceae (Macroptillium lathyroides e Desmodium sp.); Euphorbiaceae
(Euphorbia heterophylla e Cnidoscolus urens), Oxalidaceae (Oxalis spp.);
Convolvulaceae (Ipomoea spp.) e Asteraceae (Blainvillea rhomboidea) (Costa, 1955;
Costa & Bennett, 1950; Flores & Silberschmidt, 1965; Ambrozevicius et al., 2002,
Jovel et al., 2004; Assuncdo et al., 2006; Paprotka et al., 2010). Embora muitos destes
virus tenham sido descritos em trabalhos pioneiros conduzidos no Brasil no século
passado, uma grande parte deles ainda aguarda completa caracterizacao
genémica/molecular (Kitajima et al., 2007). Recentemente, begomovirus foram
detectados via PCR em plantas invasoras sintomaticas das familias Amaranthaceae
(Amaranthus spinosus e A. viridis) e Asteraceae (Ageratum conyzoides e Bidens pilosa)
na Serra do Ipiapaba, Ceara (Arnaud et al., 2007). Todas estas espécies de plantas
daninhas sdo encontradas, com frequéncia, associadas com lavouras de tomateiro. A
mosca-branca (Bemisia tabaci) é frequentemente encontrada colonizando as folhas
destas plantas daninhas, indicando a potencial movimentacao de insetos viruliferos entre
as espécies de plantas daninhas, o tomateiro e outras plantas cultivadas.

Cleome (familia Capparaceae) € um género cosmopolita composto por mais de
170 taxa (lltis, 1959). Este género representa um grupo de plantas daninhas nativas do
“Novo Mundo”, mas com disseminacdo global. A espécie multifoliata (Cleome affinis
DC.) é a de maior distribuicdo geografica no Brasil, sendo popularmente conhecida
como “mussambé” ou “sojinha”. Esta espécie ¢ uma invasora de culturas agricolas, mas
também é encontrada em pastagens, jardins, beira de estradas e em terrenos baldios em
areas urbanas (Leroy et al., 1997). O género Cleome apresenta diversas espécies
endémicas de regiGes de clima quente no Brasil, sendo que, comumente, apresenta
plantas com sintomas tipicos de infeccdo por Begomovirus. De fato, registros formais de
infeccdo natural de plantas de C. affinis por Begomovirus ja foram registrados no Brasil
(Assuncéo et al., 2006; Listik et al., 2006; Fonseca et al., 2007). No entanto, ndo
existem relatos de amostragens extensivas da diversidade de espécies de Begomovirus

infectando plantas do género Cleome no Brasil. O objetivo deste trabalho foi amostrar e
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caracterizar a diversidade genética dos isolados de Begomovirus naturalmente

associados com plantas do género Cleome em seis Estados do Brasil.
MATERIAIS E METODOS

Isolados virais — Trinta e oito amostras foliares (isolados) de plantas de Cleome
exibindo sintomas tipicos de infec¢do por Begomovirus foram coletadas em seis Estados
do Brasil (Amazénia, Estado do Tocantins, Mato Grosso, Bahia, Pernambuco e Goias)
entre os anos de 2004 e 2009 (Tabela 1). Foram coletadas, preferencialmente, plantas
com sintomas de mosaico dourado, clorose (amarelecimento), distor¢do foliar e nanismo
(Figura 1). Plantas sadias (i.e. sem sintomas aparentes) tambeém foram coletadas e

usadas como controles negativos.

Purificacdo e estimativa da concentracdo do DNA total de tecidos infectados — A
purificacdo de DNA total de tecido das amostras de folhas de Cleome foi feita usando o
método CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) seguindo o protocolo padrdo de com
algumas adaptacdes implementadas por Boiteux et al. (1999). A concentracdo do DNA
purificado foi estimada em gel de agarose 1% (p/v) a partir de uma solugdo do marcador
de quantidade contendo o fago A (lambda) na concentracdo de 10 ng/uL. Todos os
materiais foram diluidos para a concentracdo final de 20 ng/uL em TE (Tris 0,01M;
EDTA 0,001M; pH 7,0).

Amplificacdo via PCR de segmentos genémicos dos DNA-A e DNA-B dos isolados
virais — Segmentos dos DNA-A e DNA-B viral foram amplificados via reagdo em
cadeia da polimerase ou “Polymerase chain reaction” (PCR). A PCR foi realizada em
termocicladores do tipo PCR System 9700 (Applied Biosystems). Os reagentes usados
na mistura de 20 pL foram: 2 pL de tampéao 10X (100 mM Tris-HCI, 500 mM KCI, pH
8.3), 1,2 uL MgCl; 50mM; 2 pL dNTPs (2,5uM cada); 0,5 pL de cada primer (10 uM
cada); 0,32 pL Taq DNA Polymerase (5u/ul), todos da Invitrogen® Life Technologies; 2
puL de DNA molde (20ug/ul) e 11,48 pL de agua MilliQ. Os pares de ‘primers’
universais utilizados foram: ‘BegoAForl’ / ‘BegoARev1’ (Figura 2) para um segmento
do DNA-A (Haet al., 2006) e ‘PBL1v2040’ / ‘PCRc1’ (Figura 3) para um segmento do
DNA-B (Rojas et al., 1993). O perfil de amplificacdo consistiu de 35 ciclos de

91



desnaturacdo a 94°C por 4 minutos, aneclamento dos ‘primers’ a 50°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 3 minutos, terminando em 7 minutos a 72°C. Os produtos de
amplificacdo (amplicons) foram analisados em géis de agarose 1% (p/v), corados com

brometo de etideo e visualizados sob luz ultravioleta (Ambrozevicius et al., 2002).

Reac0Oes de sequenciamento dos amplicons obtidos — Os amplicons foram separados
em eletroforese e diretamente sequenciados. O sequenciamento foi realizado em um
sequenciador ABI PRIM 3100 da Embrapa Hortalicas (CNPH), utilizando o kit ABI
Prism BigDye® Version 3.0 Chemistry (Applied Biosystems). Os mesmos iniciadores de
sintese senso e anti-senso utilizados na amplificagdo do DNA foram empregados
individualmente no sequenciamento de cada amostra, a fim de obter, através do

consenso, um fragmento de maior tamanho e qualidade possivel.

Anélise das sequéncias — As sequéncias correspondentes ao fragmento do genoma dos
diferentes isolados virais de Cleome foram obtidas a partir do consenso dos fragmentos
sequenciados com os iniciadores senso e anti senso utilizando-se o programa SegMan
(Lasergene)® DNAstar e as sequéncias de baixa qualidade foram removidas (Allex,
1999). As sequéncias editadas foram inicialmente analisadas para niveis de identidade
com as disponiveis no banco de dados do GenBank usando o algoritmo BLASTN
disponivel no site do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast). O alinhamento das sequéncias foi realizado por
meio do software Megalign (Lasergene)® DNAstar (Madison, WI), utilizando-se o
método ‘CLUSTAL W’ com as seguintes condi¢des: ‘gap penalty’ e ‘gap length
penalty’ = 10. Matrizes de similaridade genética foram obtidas entre os isolados virais
utilizando-se a informacédo de uma sequéncia comum de cerca de 1070 pares de base de
um segmento do DNA-A amplificado com o par de ‘primers’ BegoAForl/BegoARevl
(Ha et al., 2006) e a informacdo da sequéncia de cerca de 550 pares de base
correspondendo a regido amplificada pelo par de ‘primers’ PBL1v2040/PCRcl (Rojas
et al. 1993).

Analise filogenética — A analise de parcimonia foi conduzida usando o programa PAUP
4.0 (Phylogenetic Analysis Using Parsimony version 3.1, (Swofford, 1999), através da
busca heuristica. Foi utilizado o indice de suporte bootstrap com 2.000 repeticdes.

Associacgdes que tiveram valores de bootstrap menores do que 50% foram excluidas das
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arvores. Todos os espagos (“gaps”) gerados no alinhamento foram considerados na

construcdo das arvores.

Teste de infectividade (postulados de Koch) utilizando moscas-brancas — Estacas de
uma planta de Cleome coletada em Alvorada-TO (isolado TO-003) com sintomas
tipicos de infecgdo por Begomovirus foram enraizadas em vasos contendo 5L solo
autoclavado e mantidas em gaiolas individuais livres do acesso de moscas-brancas.
Plantas sadias obtidas de sementes (sem sintomas) foram semeadas em vaso contendo
5L solo autoclavado. Plantas sintomaticas e sadias foram pulverizadas com o inseticida
Imidacloprid® com o objetivo de eliminar a infestacdo natural de mosca-branca. Plantas
sintomaéticas e sadias foram inicialmente mantidas separadas em gaiolas cobertas com
tela a prova de insetos. Uma semana apds a aplicacdo do inseticida, vasos contendo
plantas sintomaticas foram colocados nas gaiolas contendo vasos com plantas livres de
sintomas. Cerca de 20-35 moscas-brancas aviruliferas foram colocadas na gaiola e
mantidas por sete dias a fim de permitir que as moscas-brancas adquirissem o virus das
plantas sintomaticas e transmitissem o virus para plantas testes (sadias). Um grupo de
plantas sadias permaneceu isolado (sem compartilhar a gaiola com plantas sintomaticas)
foi exposto também a moscas-brancas aviruliferas. Apos este periodo todas as plantas
foram novamente pulverizadas e a plantas testes foram transferidas para uma casa de
vegetacdo livre de mosca para observar desenvolvimento de sintomas. A temperatura
minima foi de 23°C e temperatura maxima foi de 35°C, durante estes ensaios. DNA
total foi extraido da planta infectada, das plantas sadias que desenvolveram sintomas
apos inoculacdo e dos controles sadios (ndo inoculados). O DNA foi avaliado com
‘primers’ universais para 0 DNA-A e o amplicon foi sequenciado e comparado com o

virus presente na fonte de indculo original (isolado TO-003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise via PCR de 38 isolados de plantas de Cleome provenientes de seis
estados (BA, PE, GO, AM, MT e TO) apresentou amplicons positivos tanto para DNA-
A quanto para DNA-B (Figura 2), indicando a presenga exclusiva de begomovirus de
genoma bipartido. Foram observados amplicons de tamanho similar para o segmento
amplificado do componente DNA-A. No entanto, foram observados polimorfismos de

tamanho entre os diferentes isolados para o segmento do DNA-B (Figura 2), indicando
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niveis de divergéncia maiores para esta regido deste componente do genoma viral. Os
polimorfismos observados entre os amplicons do componente DNA-B, permitiram
sugerir que alguns isolados possam representar infeccbes mistas, embora em um
numero bem reduzido de isolados (Figura 2).

A andlise de sequéncia utilizando o algoritimo BLASTn (Tabelas 1 e 2) de
isolados de Cleome indicou variaveis de identidade com trés espécies virais. O primeiro
grupo apresentou isolados com niveis de identidade variando entre 80 e 83% com um
segmento do DNA-A do Sida yellow leaf curl virus (EU710750), reportado em plantas
de Sida rhombifolia (Malvaceae) em Coimbra-MG (Castillo-Urquiza et al., 2008). Um
segundo grupo, englobando dois isolados de GO, dois de TO e um da AM, apresentou
niveis de identidade entre 80 e 84% com um segmento do DNA-A de uma estirpe de
Tomato yellow spot virus (FJ538207), registrado infectando feijoeiro na Argentina
(Rodriguez-Pardina et al., 2006). Um terceiro grupo de isolados coletados em Goias-
GO e no Estado do Tocantins-TO indicou niveis de identidade entre 80 e 84% com um
segmento do DNA-A do Sida micrantha mosaic virus (SimMV) (AJ557450), descrito
em plantas de Sida rhombifolia (Malvaceae) no Brasil e pertencente a um complexo
viral conhecido como “Sida micrantha mosaic-associated viruses” (Jovel et al., 2004).
Neste terceiro grupo de isolados de Cleome estd incluido o isolado TO-003 que
corresponde a uma espécie provisoria caracterizada em plantas de C. affinis no Estado
do Tocantins-TO (Fonseca et al., 2007) e cuja sequéncia de um segmento do
componente DNA-A foi depositada no GenBank sob o codigo DQ388447. E importante
ressaltar que a sequéncia DQ388447 foi obtida apds sequenciamento de um amplicon
obtido com o par de ‘primers’ PALv1978/PARc496 (Rojas et al. 1993). A este isolado
foi dado o0 nome provisério de Cleome bright yellow mosaic virus (CBYMV). Por sua
vez, as sequéncias no presente trabalho foram obtidas com os ‘primers’ BegoAForl’ /
‘BegoARev1’ (Ha et al., 2006) e ndo correspondem, portanto, a mesma regido viral do
depdsito no GenBank, ndo permitindo a comparacdo das duas sequéncias através do
alinhamento. Este fato que explica a auséncia de ‘hits’ com CBYMV na Tabela 1.

Um subgrupo de 35 isolados também teve um segmento do DNA-B sequenciado
(Tabela 3). Estas analises indicaram variaveis niveis de identidade com um segmento
parcial da proteina de movimento (MP) do DNA-B de CBYMV (DQ388448). Treze
isolados apresentaram niveis de identidade variando entre 70 e 89% e 0s outros 22
isolados indicaram niveis de identidade variando entre 90 e 96% com DQ388448. Neste

caso, 0s segmentos gendmicos do DNA-B do isolado depositado no GenBank e dos
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outros isolados de Cleome foram obtidos com o mesmo par de ‘primers’ [PBL1v2040 /
PCRcl (Rojas et al. 1993)].

Em varios aspectos, plantas daninhas pertencentes a familia Malvaceae séo
interessantes quando consideradas no contexto de epidemiologia e evolugédo de doencas
causadas por espécies de Begomovirus. No Brasil, plantas de Sida sd&o um dos maiores
reservatorios naturais de begomovirus (Jovel et al., 2004; Castillo-Urquiza et al., 2008).
Estas plantas sdo amplamente distribuidas pelas Américas e outras regifes tropicais e
subtropicais do mundo, onde servem como hospedeiras para diversos begomovirus
(Mansoor et al., 2006). Além disso, elas estdo freqlientemente associadas com varias
culturas horticolas tipicamente afetadas por geminiviroses (Jovel et al., 2004). As
caracteristicas botanicas de carpelos fundidos (sincarpia), placentacdo parietal e flores
tetrameras sdo comuns das familias Capparidaceae e Brassicaceae. No entanto, outras
familias apresentando flores pentdmeras, possuem um relacionamento genético estreito
com a familia Capparidaceae, incluindo: Papaveraceae, Violaceae, Tiliaceae,
Caryophyllaceae e Malvaceae (Sharma, 1993). Desta forma, ndo é surpresa, no ponto de
vista co-evolucionario, que virus com segmentos gendmicos apresentando niveis de
identidade elevados com as espécies virais descritas na familia Malvaceae tais como
Sida yellow leaf curl virus e Sida micrantha mosaic virus tenham sido reportadas
infectando o género Cleome no Brasil (Tabela 1).

O teste de transmissdo (uma modificacdo dos Postulados de Koch) foi positivo,
com plantas sadias inoculadas desenvolvendo sintomas cerca de 20 dias apds infestacédo
com moscas-brancas viruriferas (Figura 1A). O sequenciamento dos amplicons para
DNA-A e DNA-B confirmaram que as plantas foram infectadas com o isolado utilizado
como inéculo (TO-003). Plantas infestadas com moscas-brancas aviruliferas néo
desenvolveram sintomas e apresentaram resultados negativos em PCR (dados ndo
mostrados). Desta forma, foi demonstrado que os sintomas observados em plantas
género Cleome em condicdes naturais (Figura 1B) sdo, muito provavelmente,
associados com a infecgdo por espécies de Begomovirus.

Uma arvore filogenética foi estabelecida comparando um grupo de 28 isolados
de begomovirus obtidos de plantas do género Cleome com isolados representativos de
especies de Begomovirus de genoma monopartido e bipartido do “Velho Mundo” e do
“Novo Mundo” (Figura 3). Esta analise filogenética extensiva indicou que estas
potenciais novas espécies descritas em Cleome séo tipicas de begomovirus bipartidos do

“Novo Mundo”. No entanto, todos os isolados obtidos em plantas do género Cleome
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agrupam-se na arvore filogenética de maneira isolada em relacdo a todas as espécies
previamente descritas no “Novo Mundo”, incluindo as demais espécies de Begomovirus
descritas no pais. Uma possivel conclusdo é que essas potenciais espécies descritas em
Cleome podem representar uma linhagem distinta de begomovirus do “Novo Mundo”.
Recentemente, o mesmo foi observado com duas novas espécies de Begomovirus
identificadas infectando as espécies S. rhombifolia e S. micrantha no Sudeste do Brasil
(Castillo-Urquiza et al., 2008). Foi também observado que os isolados de Cleome
tenderam a agrupar-se de acordo com a proximidade geografica, embora trés municipios
tenham apresentado o registro de mais do que um dos grandes grupos de isolados
(Tabela 1). Uma andlise mais simplificada, utilizando apenas informacg&o de niveis de
identidade com o algoritmo BLASTN, indicou, como mencionado, trés grandes grupos
de isolados. No entanto, uma analise cuidadosa da topologia da arvore filogenética
construida usando analise de parcimonia do programa PAUP (com a consisténcia de
cada ramo da arvore sendo determinada pelo método Bootstrap com 2000 repeticdes)
sugere que o numero de espécies infectando Cleome pode variar de trés até seis (Figura
3). Nesta arvore, as espécies virais com relacionamento genético mais proximo com 0s
isolados de Cleome foram os isolados de Tomato golden mottle virus [um virus descrito
infectando tomateiro na América Central (AF132852) e no México (DQ520943)] e
Soybean blistering mosaic virus (EF016486), um virus reportado infectando soja na
Argentina (Rodriguez-Pardina et al., 2006). Uma proxima etapa deste estudo deve,
necessariamente, envolver a caracterizacdo completa do genoma de isolados
representativos dentro destes grupos (‘clusters’). A potencial presenca de potenciais
infeccbes mistas observada em alguns isolados indica a necessidade de substituir, para
estes isolados, o sequenciamento direto dos amplicons por uma analise envolvendo a
clonagem dos segmentos genémicos em vetores apropriados.

Os novos critérios taxondmicos propdem que quando a identidade entre duas
sequéncias for menor que 88% o isolado em questdo pertence a uma nova espécie. Se o
alinhamento apresentar niveis de identidade entre 88 ou 89%, o isolado pertence
tentativamente a espécie mais relacionada (Fauquet et al., 2008). Por sua vez, quando a
identidade nucleotidica entre as sequéncias for maior que 89%, o isolado em questdo
pertence definitivamente a espécie usada para comparacao (Fauquet et al., 2008). Neste
contexto, os isolados obtidos em plantas do género Cleome representam, muito
provavelmente, um complexo contendo pelo menos trés novas espécies virais. Como

mencionado, o status taxondmico de novas espécies destes isolados s6 podera ser
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confirmado ap6s completa anélise de seus genomas. Os seguintes nomes provisorios
foram sugeridos para as espécies representando estes trés grandes grupos de isolados:
Cleome bright yellow mosaic virus (CBYMYV), Cleome golden mosaic virus (CGMV) e
Cleome chloraotic leaf virus (CCLV).

97



Tabela 1 — Lista de 32 isolados de isolados de Begomovirus obtidos de plantas do

género Cleome (isolado, local, data de coleta, espécie viral com o nivel de

identidade mais alto usando o algoritmo BLASTnN ) que foram caracterizados para

um segmento de cerca de 1100 pares da base do DNA-A e seus niveis de

identidade com espécies virais cujas sequéncias foram depositadas no GenBank e

0 respectivo nimero de acesso.

Data da

Egﬂgg Local da coleta c?leta Espécie viral BL(';)S;T” G'Z\:l(::zk
més/ano

AM-005 Iranduba — AM 11/2007 Sida yellow leaf curl virus 81 EU710750
AM-007  Silves— AM 11/2007 Sida yellow leaf curl virus 80 EU710750
AM-008  Silves— AM 11/2007 Tomato yellow spot virus — Argentina 80 FJ538207
BA-005  Porto Seguro — BA 08/2007 Sida yellow leaf curl virus 82 EU710750
GO-394  Flores de Goias — GO 04/2008 Sida yellow leaf curl virus 81 EU710750
GO-395  Flores de Goias — GO 04/2008 NAO SEQUENCIADO -

GO-396  Flores de Goias — GO 04/2008 Sida micrantha mosaic virus 81 AJ557450
GO-404  Pirin6polis — GO 05/2008 Sida yellow leaf curl virus 81 EU710750
GO-405  Pirin6polis — GO 05/2008 Sida yellow leaf curl virus 80 EU710750
GO-427  lItapirapud — GO 05/2009 Sida yellow leaf curl virus 80 EU710750
GO-432  Cavalcante — GO 10/2009 Tomato yellow spot virus — Argentina 82 FJ538207
GO-433  Cavalcante — GO 10/2009 Tomato yellow spot virus — Argentina 82 FJ538207
GO-442  Monte Alegre — GO 10/2009 Sida micrantha mosaic virus 80 AJ557450
GO-443  Monte Alegre — GO 10/2009 Sida micrantha mosaic virus 80 AJ557450
GO-444  Monte Alegre — GO 10/2009 Sida micrantha mosaic virus 80 AJ557450
MT-001 Rondonépolis — MT 07/2007 NAO SEQUENCIADO -

MT-002 Rondonépolis — MT 07/2007 NAO SEQUENCIADO -

PE-017  Recife - PE 04/2009 Sida yellow leaf curl virus 80 EU710750
PE-018  Recife — PE 04/2009 Sida yellow leaf curl virus 80 EU710750
TO-003  Alvorada—TO 06/2004 Sida micrantha mosaic virus 80 AJ557450
TO-017  Gurupi—TO 06/2004 Sida micrantha mosaic virus 81 AJ557450
TO-032 Palmas-TO 11/2005 NAO SEQUENCIADO ---

TO-036  Palmas—TO 12/2005 Tomato yellow spot virus — Argentina 84 FJ538207
TO-245  Natividade — TO 10/2009 Sida micrantha mosaic virus 81 AJ557450
TO-246  Natividade — TO 10/2009 Sida micrantha mosaic virus 81 AJ557450
TO-247  Natividade — TO 10/2009 Sida yellow leaf curl virus 81 EU710750
TO-248  Natividade — TO 10/2009 Sida micrantha mosaic virus 81 AJ557450
TO-249  Natividade — TO 10/2009 Sida yellow leaf curl virus 81 EU710750
TO-262 Chapada da Natividade - TO  10/2009 Sida yellow leaf curl virus 80 EU710750
TO-263  Chapada da Natividade - TO  10/2009 Sida yellow leaf curl virus 80 EU710750
TO-264  Chapada da Natividade - TO ~ 10/2009 Sida yellow leaf curl virus 83 EU710750
TO-279  Taquarauto — TO 10/2009 Sida micrantha mosaic virus 80 AJ557450
TO-280  Taquarauto — TO 10/2009 NAO SEQUENCIADO -—-

TO-281  Taquarauto — TO 10/2009 NAO SEQUENCIADO -—-

TO-282  Taquarauto — TO 10/2009 Sida yellow leaf curl virus 80 EU710750
TO-283  Taquarauto — TO 10/2009 Sida micrantha mosaic virus 79 AJ557450
TO-300 Taquarugu — TO 10/2009 Tomato yellow spot virus — Argentina 84 FJ538207
TO-301  Taquarugu— TO 10/2009 Sida micrantha mosaic virus 80 AJ557450
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Tabela 2 — Lista de 36 isolados (isolado, local, data de coleta, espécie viral, nivel de

identidade BLASTn e numero de acesso no GenBank) de Begomovirus obtidos de

plantas do género Cleome que foram caracterizados via sequenciamento de um

segmento de cerca de 550 pares da base do DNA-B. Niveis de identidade com espécies

virais cujas sequéncias foram depositadas no GenBank sdo expressos em percentagem.

Data da
Isolado Local da Coleta coleta Espécie Viral BLASTN AAcesso no
N (%) GenBank
més/ano
AM-005  Silves-AM 11/2007 NAO SEQUENCIADO
AM-007  Silves-AM 11/2007 Cleome bright yellow mosaic virus 91 DQ388448
AM-008 Silves-AM 11/2007 Cleome bright yellow mosaic virus 91 DQ388448
BA-005 Porto Seguro-BA 08/2007 Cleome bright yellow mosaic virus 71 DQ388448
GO-39%4 Flores de Goias-GO 04/2008 Cleome bright yellow mosaic virus 80 DQ388448
GO-395 Flores de Goias-GO 04/2008 Cleome bright yellow mosaic virus 82 DQ388448
GO-396 Flores de Goias-GO 04/2008 Cleome bright yellow mosaic virus 88 DQ388448
GO-404 Pirindpolis-GO 05/2008 Cleome bright yellow mosaic virus 95 DQ388448
GO-405 Pirinépolis-GO 05/2008 Cleome bright yellow mosaic virus 94 DQ388448
GO-427 Itapirapud-GO 05/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 90 DQ388448
GO-432 Cavalcante-GO 10/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 81 DQ388448
GO-433 Cavalcante-GO 10/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 79 DQ388448
GO-442 Monte Alegre-GO 10/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 96 DQ388448
GO-443 Monte Alegre-GO 10/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 89 DQ388448
GO-444 Monte Alegre-GO 10/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 95 DQ388448
MT-001 Rondondpolis-MT 07/2007 Cleome bright yellow mosaic virus 95 DQ388448
MT-002 Rondondpolis-MT 07/2007 Cleome bright yellow mosaic virus 94 DQ388448
PE-017 Recife-PE 04/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 89 DQ388448
PE-018 Recife-PE 04/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 91 DQ388448
TO-003 Alvorada-TO 06/2004 Cleome bright yellow mosaic virus 96 DQ388448
TO-017 Gurupi-TO 06/2004 NAO SEQUENCIADO -
TO-032 Palmas-TO 06/2004 Cleome bright yellow mosaic virus 72 DQ388448
TO-036 Palmas-TO 11/2005 Cleome bright yellow mosaic virus 71 DQ388448
TO-245 Natividade-TO 12/2005 Cleome bright yellow mosaic virus 94 DQ388448
TO-246 Natividade-TO 10/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 94 DQ388448
TO-247 Natividade-TO 10/2009 NAO SEQUENCIADO -
TO-248 Natividade-TO 10/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 94 DQ388448
TO-249 Natividade-TO 10/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 94 DQ388448
TO-262 Natividade-TO 10/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 94 DQ388448
TO-263 Natividade-TO 10/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 70 DQ388448
TO-264 Natividade-TO 10/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 70 DQ388448
TO-279 Taquarauto-TO 10/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 91 DQ388448
TO-280 Taquarauto-TO 10/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 90 DQ388448
TO-281 Taquarauto-TO 10/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 90 DQ388448
TO-282 Taquarauto-TO 10/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 90 DQ388448
TO-283 Taquarauto-TO 10/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 91 DQ388448
TO-300 Taquarucu-TO 10/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 71 DQ388448
TO-301 Taquarucu-TO 10/2009 Cleome bright yellow mosaic virus 91 DQ388448
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Figura 1 — (A) Plantas de Cleome affinis exibindo sintomas de infec¢do pelo isolado
TO-003 [obtido no municipio de Alvorada (TO)] ap6s transmissdo controlada com
moscas-brancas viruliferas em condi¢des de casa de vegetacdo. Plantas apresentaram
sintomas iniciais de clorose e reducdo de tamanho dos foliolos 20 dias ap0s infestacdo

com moscas-brancas viruriferas; (B) Sintomas de Begomovirus de um isolado de plantas

do género Cleome (GO-432) obtido na regido urbana de Cavalcante, Estado de Goias
(GO).
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Figura 2 — Amplificacdo via PCR de um segmento do DNA-A e amplificacdo via PCR
de um segmento do DNA-B de 23 isolados obtidos de plantas do género Cleome
(sojinha) no Estado do Amazonas (AM), Bahia (BA), Goias (GO), Mato Grosso (MT),
Pernambuco (PE) e Estado do Tocantins (TO). O padréo de amplicons obtido com UM

segmento do DNA-B do isolado GO-443 apresenta sinais de potencial infeccdo mista.

Sojinha DNA-A

Sojinha DNA-B
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Figura 3 — Arvore filogenética baseada em um alinhamento multiplo de sequéncias de
cerca de 1100 pares de bases correspondendo a um segmento do DNA-A flanqueado
pelo par de ‘primers’ universais (BegoAForl / BegoARevl). Estes ‘primers’ foram
desenhados para anelar com regides conservadas presentes na regiao 5’-terminal do
gene AV1 (CP) e na regido 3’-terminal do gene AC1 (Rep). Foram escolhidos 28
isolados de Cleome para analise (para os detalhes de cada isolado ver Tabela 1). O
alinhamento foi feito pelo método CLUSTAL-W do programa Megalign (Lasergene,
Madison-W1). A arvore filogenética foi construida usando analise de parciménia do
programa PAUP e a consisténcia de cada ramo da arvore foi determinada pelo método
Bootstrap com 2000 repeticdes (valores de suporte sdo indicados em cada ramo da
arvore). Os seguintes virus foram utilizados para comparacdo com um subgrupo de
isolados obtidos no presente levantamento:

AbMV, Abutilon mosaic virus (GenBank accession number NC_001928);

ACMV, African cassava mosaic virus (NC_001467);

BCTV, Beet curly top virus (NC_001412) = outgroup;

BDMYV, Bean dwarf mosaic virus (NC_001931);

BGYMV, Bean golden yellow mosaic virus (NC_001439);

CdTV, Chino del tomate virus (NC_003830);

MSV, Maize streak virus (NC_001346);

PHYVV, Pepper huasteco yellow vein virus (NC_001359);

PYMV, Potato yellow mosaic virus (NC_001934);

SGMV, Sida golden mosaic virus (NC_002046);

SGMCRYV, Sida golden mosaic Costa Rica virus (NC_004657);

SGMHoV, Sida golden mosaic Honduras virus (NC_004659);

SiMoV, Sida mottle virus (NC_004637; isolate A1, AJ557450);

SiYMV, Sida yellow mosaic virus (NC_004639);

SimMV, Sida micrantha mosaic virus (NC_005330 e AJ557450,);

SqLCV, Squash leaf curl virus (NC_001936);

TGMV, Tomato golden mosaic virus (NC_001507);

ToCMoV, Tomato chlorotic mottle virus (MG-Bt1 e AY090557);

ToSRV, Tomato severe rugose virus (Petrolina, DQ207749, Sumaré, EU086591 e
Piraju-PRJ, FJ 824808);

ToRMYV, Tomato rugose mosaic virus — [Ube] (AF291705 = NC_002555);

ToMoV, Tomato mottle virus (NC_001938);

TYLCV, Tomato yellow leaf curl virus (NC_004005);

TYLCSV, Tomato yellow leaf curl Sardinia virus (NC_003828);

ToGMV, Tomato golden mottle virus (AF132852 e DQ520943);

SoyBMV, Soybean blistering mosaic virus isolado NOA (EF016486);

ToYVSV, Tomato yellow vein streak virus isolado Ba-3 (EF417915);

ToLDV, Tomato leaf distortion virus isolado BR:Co0i3:07 (EU710749);

SYLCV, Sida yellow leaf curl virus isolado BR:Co0i3:07 (EU710750);

TCMYV, Tomato common mosaic virus isolate BR:C0i22:07(EU710754);

ToYSV, Tomato yellow spot virus estirpe Argentina (FJ538207);

EYMV, Euphorbia yellow mosaic virus (FJ619507);

SimMV, Sida micrantha mosaic virus strain BR:Sag3:Soy:08 (FJ686693);

OMV, Okra mottle virus strain BR:Sag8:Soy:08 (FJ686695);

ToYSV, Tomato yellow spot virus (NC_007726).
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CONSIDERACOES FINAIS

De maneira geral, os resultados indicaram, como esperado, que a variabilidade
de Begomovirus no agroecosistema do tomateiro para consumo in natura € muito mais
variavel que o reportado para tomate para processamento. Os resultados indicaram que
todos os isolados sdo de genoma bipartido ndo havendo ainda nenhum registro de
espécies de genoma monopartido. Existe uma aparente regionalizacdo das espécies, com
algumas sendo prevalentes em condic¢des de clima mais quente e outras em condic¢oes
de clima subtropical. Alguns virus j& descritos infectando tomateiro no Brasil ndo foram
encontrados em nossa colecdo de isolados, incluindo: Tomato crinkle leaf yellows virus
e Tomato yellow spot virus, sugerindo que a sua natureza endémica possa ser resultado
da recente emergéncia ou dos requerimentos epidemioldgicos destas espécies virais.
Curiosamente, a espécie Tomato golden mosaic virus tambeém ndo foi detectada em
nenhuma amostra neste levantamento.

Begomovirus reportados inicialmente em plantas cultivadas e/ou plantas
daninhas estdo aparentemente se adaptado e infectando tomateiro, embora ainda sem
grande importancia epidemiolégica, como indicado pelo conjunto amostrado no
presente trabalho. Dois sdo, aparentemente, registros novos, incluindo um isolado de
Euphorbia yellow mosaic virus e um isolado de Bean golden mosaic virus-Brazil.

No presente trabalho alguns isolados identificados podem representar potenciais
novas espécies, incluindo: isolados relacionados com o Tomato yellow spot virus —
Argentina; isolados relacionados com Sida yellow leaf curl virus; isolados relacionados
com Okra mottle virus; isolados relacionados com o Tomato leaf distortion virus;
isolados relacionados com Tomato golden mottle virus e um Unico isolado obtido em
Itaberai-GO que apresentou relacdo genética com Soybean blistering mosaic virus. As
analises dos resultados também indicam que existem algumas estirpes que estdo
divergindo dos isolados das espécies originais ao ponto de representarem potenciais
novas especies. Observa-se isso especialmente dentro das espécies Tomato severe
rugose virus, Tomato rugose mosaic virus-[Ube] e Tomato yellow vein streak virus, que
se tornaram espécies predominantes em condigdes de campo ao longo dos anos.

A analise detalhada de um subgrupo destes isolados em uma arvore filogenética,
juntamente com outras espécies de Begomovirus caracterizadas no Brasil, Américas e

no “Velho Mundo”, indicou a presenca de sete potenciais novas espécies, confirmando a
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intensa capacidade do género Begomovirus em gerar diversidade genética a partir de
intercambio de segmentos gendmicos entre diferentes virus. Muitas destas espécies que
estdo emergindo, mas que ainda ndo foram completamente descritas, merecem estudos e
caracterizacdes adicionais, especialmente pelo fato que algumas delas ja apresentam
uma distribuicdo geografica relativamente ampla.

Essa observacdo sugere que as novas espécies de begomovirus detectadas em
tomateiro no Brasil ap6s a introducdo de B. tabaci bidtipo B, e que inicialmente
encontravam-se limitadas a certas regides geograficas e/ou restritas a hospedeiras
naturais da flora brasileira, estdo sendo disseminadas gradativamente para o tomateiro.
Estes virus podem, potencialmente, expandir sua ocorréncia geografica e afetar o
cultivo do tomateiro em outras regides. No entanto, outras espécies ainda permanecem
geograficamente restritas, com ocorréncia endémica, sem que as razdes para este
confinamento geografico estejam ainda completamente elucidadas.

Além de representar uma importante ferramenta para estudos adicionais de
variabilidade intra-especifica e dos mecanismos evolucionérios de espécies de
Begomovirus, esta colecdo de isolados virais pode ser muito util em programas de
melhoramento genético do tomateiro. A capacidade de produzir clones infectivos a
partir de DNA viral mantido in vitro, torna esta colecdo uma amostra ampla da
variabilidade do patdgeno, tendo potencial utilizacdo na identificacdo genes e/ou
conjuntos de genes que combinados apresentam espectros mais amplos de acéo.
Resisténcia de amplo espectro é uma caracteristica imprescindivel neste cenario de
enorme diversidade de isolados virais no cultivo do tomateiro.

Um enigma do ponto de vista epidemioldgico é o fato de isolados de Tomato
yellow spot virus estarem infectando exclusivamente Leonurus sibiricus em amostras
coletadas nas vizinhancas e/ou dentro de lavouras de tomateiro, em diferentes regides
produtoras do Estado do Parana. Desta forma, a espécie ToYSV esta disseminada em
plantas de L. sibiricus por diferentes regides, englobando os municipios de Sao
Gerdnimo da Serra, Marilandia, Barro Branco e Barro Preto, que sdo areas de intensivo
cultivo do tomateiro. Estes resultados sugerem que o tomateiro represente uma
hospedeira alternativa e esporadica do ToYSV, embora tenha sido descrito
originalmente nesta hortalica. No entanto, é importante realcar que ndo foi detectado em
L. sibiricus nenhum isolado com seqléncia idéntica aos dois isolados de ToYSV
descritos anteriormente em feijdo e tomateiro. Desta forma, é possivel que estas (ou

outras) diferencas genéticas observadas entre os isolados de L. sibiricus do Parana e os
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isolados descritos anteriormente possam explicar a auséncia de relatos de epidemias
deste virus em tomateiros no Parana. A presenca macica de plantas L. sibiricus exibindo
sintomas de infeccdo por ToYSV poderia assegurar uma permanente fonte de inoculo
para tomateiro na regido, aumentando a freqiiéncia de infec¢cdes por este patdgeno, fato
este que ndo tem sido observado em condicdes naturais. A obtencdo completa do
genoma viral de isolados representativos de L. sibiricus e testes de infeccdo cruzada
com diferentes cultivares de tomateiro poderdo elucidar a aparente especificidade
hospedeira mostrada por estas variantes de sequéncia de ToYSV.

Os resultados da diversidade de Begomovirus infectando plantas do género
Cleome no Brasil mostraram que todas as amostras estavam infectadas exclusivamente
por espécies de Begomovirus de genoma bipartido. Os amplicons de um grupo de
isolados coletados em Goias (GO) e no Estado do Tocantins (TO) apresentaram niveis
de identidade nucleotidica entre 80 e 84% com a espécie Sida micrantha mosaic virus,
registrada infectando Sida rhombifolia (Malvaceae) no Brasil. Outro grupo de isolados
obtido em GO, TO e Amazonas (AM) apresentaram niveis de identidade entre 80 e 84%
com a espécie Tomato yellow spot virus, originalmente reportada infectando tomateiro
no Brasil e feijoeiro na Argentina. Um terceiro grupo de isolados, com ampla
distribuicdo geografica, apresentou niveis de identidade variando entre 80 e 83% com a
espécie Sida yellow leaf curl virus, reportada infectando espécies do género Sida no
Brasil. Andlise filogenética extensiva indicou que os isolados obtidos em plantas do
género Cleome agrupam-se de maneira isolada em relacdo a todas as espécies
previamente descritas no “Novo Mundo”. Desta forma, este conjunto de isolados
compde, muito provavelmente, um complexo contendo pelo menos trés novas espécies
virais. Os seguintes nomes provisorios foram sugeridos para as espécies representando,
respectivamente, estes trés grupos de isolados: Cleome bright yellow mosaic virus
(CBYMV), Cleome golden mosaic virus (CGMV) e Cleome chlorotic leaf virus
(CCLV).

Estudos recentes tém mostrado, cada vez mais, que a sequéncia completa do
genoma (principalmente do componente DNA-A) é necesséria para a definicdo mais
precisa da diversidade de especies desses virus devido a intensa recombinagdo de
segmentos gendmicos que ocorre neste grupo. De fato, dois isolados podem ser
idénticos ou muito similares no segmento gendmico analisado, mas representar um
recombinante para as outras regiées ou em outro componente, levando a conclus6es

incorretas sobre o verdadeiro status taxondmico do virus. Por esta razdo
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estudos/caracterizacdo adicionais serdo conduzidas com isolados representativos de
potenciais novas espécies virais visando determinar inteiramente  sua
estrutura/organizacdo gendmica e elucidar pontos da biologia destes potencias novos
virus incluindo: circulo de plantas hospedeiras, expressao de sintomas e a interacdo com

loci de resisténcia a begomovirus reportados no tomateiro.
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