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RESUMO GERAL

Belmira-Silva, Leticia Aparecida. Monitoramento da diversidade de begomovirus
ocorrendo no cultivo do tomateiro no Distrito Federal, novembro de 2021. Trabalho de
Conclusdo de Curso (TCC em Fitopatologia) - Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brasil.

O cultivo do tomateiro apresenta grande importancia no Brasil. No Distrito Federal (DF), essa hortalica
ocupa um expressivo contingente de mao de obra nos sistemas de cultivo protegido e sob céu aberto. O
cultivo quase ininterrupto durante todo o ano, propicia condi¢Ges para o desenvolvimento de patdgenos
na cultura. As begomoviroses, causadas por diferentes isolados de espécies classificadas no género
Begomovirus (familia Geminiviridae), sdo consideradas como uma das mais importantes doengas do
tomateiro. Begomovirus podem possuir uma molécula de DNA circular de fita simples encapsidada em
uma particula (virus monopartidos) ou duas moléculas de DNA encapsidadas em duas particulas
separadamente (virus bipartidos). No Brasil, predominam no tomateiro e plantas daninhas as espécies
bipartidas. Esse cenario potencializa a ocorréncia de eventos geradores de variabilidade (mutagdes,
recombinacdes e pseudo-recombinagdes) neste grupo de patégenos que por sua vez modulam a estrutura
genética populacional, contribuindo para aumento da diversidade e emergéncia de novas espécies virais.
Além disso, a transmissdo desses virus de maneira eficiente pelo vetor polifago aleirodideo, conhecido
como mosca-branca [Bemisia tabaci Middle East Asian Minor - MEAM-1 (= bi6tipo B)], favorece o
aumento da diversidade de begomovirus. Existem relatos de mais de 100 espécies de begomovirus em
tomateiro no mundo. No Brasil, 21 espécies ja foram relatadas, sendo 15 delas na regido Centro-Oeste.
Algumas espécies também apresentam ciclos epidémicos transitérios e podem perder a importancia
epidemioldgica ao longo do tempo. A melhor estratégia para controle se baseia no uso de cultivares
portando genes que conferem resisténcia e/ou tolerancia. O gene Ty-1 é o mais utilizado pelos programas
de melhoramento no Brasil. Entretanto, isolados que superam a resisténcia deste gene podem estar
presentes nas populagdes virais. Em algumas regides, plantas com o gene Ty-1 foram coletadas exibindo
severos sintomas de infeccdo por begomovirus. Neste contexto, torna-se necessario 0 monitoramento e
levantamento constantes destas populacdes virais com énfase especial na detec¢do de novas espécies,
gue podem superar a resisténcia em cultivares de tomateiro. No presente projeto, seis amostras de
tomateiro provenientes do DF e previamente classificadas com sendo potenciais espécies novas de
begomovirus foram selecionadas para confirmacéo e recuperacdo do genoma completo. A analise dos
dados e confirmacdo individual das amostras foi realizada conforme metodologia ja usada por nossa
equipe de pesquisa gerando informaces de levantamento da diversidade e distribui¢do de espécies. Um
desses isolados (DF-023), correspondeu a um novo virus (previamente detectado pela nossa equipe no
Estado do Amazonas e em processo de caracteriza¢do) denominado chino del tomate Amazonas virus
(CdTAV). Os demais isolados corresponderam as espécies, tomato golden vein virus — TGVV (DF-
027), tomato chlorotic mottle virus — ToCMoV (DF-048), tomato severe rugose virus — ToSRV (DF-
550) e tomato mottle leaf curl virus — ToMoLCV (DF-676). O isolado denominado DF-028 representa
uma potencial nova espécie e 0 seu genoma sera recuperado futuramente. Os dados gerados no presente
projeto irdo fornecer para os programas de melhoramento genético um panorama mais completo sobre
0s principais begomovirus ocorrendo no cultivo do tomateiro no DF.

Palavras-chave: Begomovirus, variabilidade genética, mosca-branca, caracteriza¢cdo molecular
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GENERAL ABSTRACT

Belmira-Silva, Leticia Aparecida. Monitoring the diversity of begomoviruses in tomato crops
in the Federal District, November 2021. Course Conclusion Paper - (TCC in Phytopathology)
- University of Brasilia, Brasilia, DF, Brazil.

The tomato crop is of great importance in Brazil. In the Federal District (DF), this vegetable occupies
an expressive contingent of labor under both protected cultivation systems and open-field conditions.
The almost uninterrupted cultivation throughout the year provides conditions for the development of
wide array of pathogens in this crop. Begomoviruses, caused by different isolates of species classified
in the genus Begomovirus (family Geminiviridae), are considered one of the most important diseases of
tomato. Begomoviruses can have a single-stranded circular DNA molecule encapsidated in one particle
(monopartite viruses) or two DNA molecules encapsidated in two separate particles (bipartite viruses).
In Brazil, bipartite species predominate in tomato as well as in weeds. This scenario enhances the
incidence of events that generate variability in this group of pathogens (mutations, recombinations and
pseudo-recombinations), which in turn modulate genetic structure of the viral populations, contributing
to increased diversity as well as the potential emergence of new viral species. Furthermore, the efficient
transmission of these viruses by the polyphagous aleirodid vector, known as whitefly [Bemisia tabaci
Middle East Asian Minor — MEAM-1 (= biotype B)], also favors the increase in the diversity of
begomoviruses. There are reports of more than 100 begomoviruses infecting tomatoes across the world.
In Brazil, 21 species have already been reported, 15 of them in the Midwest region. Some species also
have transient epidemic cycles and may lose their epidemiological importance over time. The best
strategy for control is based on the use of cultivars carrying genes that confer resistance and/or tolerance.
The Ty-1 gene is the most used by breeding programs in Brazil. However, isolates that overcome the
resistance of this gene may be present already in natural pathogen populations. In some regions, plants
with the Ty-1 gene were collected exhibiting severe symptoms of begomovirus infection. In this context,
it is necessary to continuously monitor and survey these viral populations with special emphasis on
detecting new species that can overcome resistance in tomato cultivars. In the present project, six tomato
samples from the DF and previously classified as potential new species of begomoviruses were selected
for confirmation and recovery of the complete genome. Data analysis and individual confirmation of
samples were carried out according to the methodology already used by our research team, generating
information for surveying the diversity and distribution of viral species. One of these isolates (DF-023)
corresponded to a new virus (previously detected by our group in the State of Amazonas and in the
process of fully characterization) called chino del tomato Amazonas virus (CdTAV). The other isolates
corresponded to the species, tomato golden vein virus — TGVV (DF-027), tomato chlorotic mottle virus
—ToCMoV (DF-048), tomato severe rugose virus — ToSRV (DF-550) and tomato mottle leaf curl virus
—ToMoLCV (DF-676). The isolate named as DF-028 represents a potential new species and its genome
will be recovered in the future. The data generated in this project will provide to breeding programs with
a more complete overview of the main begomoviruses occurring in tomato crops in the DF region.

Key-words: Begomovirus, genetic variability, whitefly, molecular characterization.
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INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) esta classificado na familia boténica
Solanaceae e 0 seu consumo contribui para uma alimentagdo saudavel e bem equilibrada.
O centro de origem espécie engloba desde o norte do Chile ao sul do Peru, Equador e llhas
Galapagos (Darwin et al. 2003; Peralta et al. 2005) e centro de domesticacdo no México,
nas cidades de Puebla e Veracruz. A partir destas cidades, o tomate teria sido levado para
paises da Europa como Espanha e Itdlia e posteriormente, distribuido pelo mundo
(Monardes 2009; Ruiz et al. 2013).

Dois sistemas de producdo de tomate sdo conduzidos no Brasil e no mundo: a)
sistema de producéo para processamento industrial e b) sistema de producéo para consumo
in natura (Filho et al. 2001). No Distrito Federal (DF), Entorno e Goias (GO), os dois
tipos de producdo séo observados, e o cultivo apresenta importancia social e econdémica,
ocupando um expressivo contingente de méo de obra.

O cultivo do tomate possui elevado valor econdmico em varios paises do mundo
(Monardes 2009; Inoue-Nagata et al. 2016). O pais com a maior producao da hortalica é a
China, com uma producdo anual de mais de 52.6 milhdes de toneladas (t) (Quintanilha et
al. 2020). O Brasil ocupa a décima posicdo no ranking mundial com destaque para as
regibes Centro-Oste e Sudeste (FAO 2019). De acordo com o IBGE (2021) a producao
nacional de tomate alcanca os 4,0 milhdes de toneladas.

No entanto, os custos de producdo do tomateiro tém sofrido fortes oscilagfes de
alta, sendo que um destes fatores refere-se as doengas causadas por diferentes patdgenos,
incluindo isolados de espécies do género Begomovirus, familia Geminiviridae. Este
género apresenta uma grande quantidade de espécies virais. Até 0 momento 445 espécies
ja foram descritas em Begomovirus (Brown et al. 2015; ICTV 2021), sendo que mais de
100 ja foram relatadas em tomateiro no mundo e 21 delas foram relatadas em tomateiro
no pais, sendo que destas 11 foram relatadas também na regido Centro-Oste e tomato
severe rugose virus (ToSRV) corresponde ao begomovirus amplamente disseminado no
pais e é encontrado com maior frequéncia, principalmente na regido Central do pais (Reis
et al. 2020).

Virus classificados em Begomovirus apresentam DNA circular de fita simples com
2.600 a 2.800 nucleotideos (nts), podendo ser monopartidos (apenas uma molécula de
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DNA-A) ou bipartidos (duas moléculas, DNA-A e DNA-B). Estas moléculas sdo
encapsidadas separadamente por particulas de 18-30 nandmetros (Harrison et al. 1999;
Rojas et al. 2018; Fiallo-Olivé et al. 2020; ICTV 2021). No Brasil, predominam isolados
com genoma bipartido. Até o momento 21 begomovirus ja foram relatados no Brasil,
sendo que pelo menos 15 desses virus foram relatados também no Brasil Central. Algumas
destas espécies sdo tomato golden vein virus — TGVV, tomato chlorotic mottle virus —
ToCMoV, tomato common mosaic virus — ToCmMYV, tomato severe rugose Virus —
ToSRV, tomato rugose mosaic virus — ToRMV e tomato mottle leaf curl virus —
ToMoLCV, tomato yellow vein streak virus — ToYVSV, tomato rugose yellow leaf curl
virus — ToRYLCV, tomato mosaic severe dwarf virus — ToMSDV, Cleome leaf crumple
virus — CILCrV, sida micrantha mosaic virus — SIMMYV, bean golden mosaic virus —
BGMV, tomato apical leaf curl virus — TOALCV, tomato interveinal chlorosis virus-2 —
TolCV2, tomato mottle leaf distortion virus — ToOMoLDiV (Fernandes et al. 2008; Batista
et al. 2019; Rego-Machado et al. 2019; Andrade 2020; Reis et al. 2020; Martins et al.
2021).

Na natureza as espécies de begomovirus sdo disseminadas eficientemente pelo
vetor e praga mosca branca, Bemisia tabaci Middle East Asia Minor - MEAML1 (= bidtipo
B). A eficiéncia e polifagia do vetor, aliadas as caracteristicas intrinsecas dos begomovirus
como genoma pequeno e multipartido permitem que 0s mecanismos geradores de
variabilidade (mutacdo, recombinacdo e pseudorecombinacdo) alterem a estrutura
genética populacional de begomovirus, aumentando a diversidade viral e o surgimento de
espécies novas.

O controle de begomovirus pode ser feito mediante controle do vetor. Entretanto,
0 nimero excessivo de aplica¢bes quimicas para controle do inseto, tem onerado 0s custos
e muitas vezes ndo sao totalmente eficientes (Sani et al. 2020). Neste cenario, uma das
opcdes mais atrativas € o uso de plantas carregando genes de resisténcia/tolerancia.
Diferentes genes ja foram descritos e encontram-se em fase de caracterizagdo. Dentre eles:
Ty-1, introgredido de Solanum chilense LA 1969 (Zamir et al. 1994), Ty-2, derivado de S.
habrochaites (Hanson et al. 2006), Ty-3, obtido de S. chilense LA 2779 (Ji et al. 2006),
Ty-4, também proveniente de S. chilense (Ji et al. 2009), Ty-5, introgedido de S.
peruvianum (Anbinder et al. 2009), Ty-6, tcm-1 e tgr-1 (Giordano et al., 2005; Bian et al.
2007). Ty-1 tem sido o fator incorporado em maior escala em variedades comerciais.
Entretanto, ja existem relatos de que isolados de espécies de begomovirus podem superar



genes de resisténcia/tolerancia. Um destes exemplos, é o isolado DF-640, que corresponde
a um virus recombinante e foi detectado em uma planta de tomateiro contendo o fator Ty-
1, exibindo severos sintomas. Com intuito de dar suporte a programas de melhoramento
torna-se imprescindivel o levantamento e monitoramento constante das espécies
ocorrendo em campos de produgéo.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho é realizar o levantamento da diversidade
de begomovirus ocorrendo em amostras do Brasil Central, para ampliar o conhecimento
da diversidade viral e de potenciais espécies novas, visando dar suporte a programas de
melhoramento. Para isto, seis isolados provenientes do DF denominados DF-023, DF-027,
DF-28, DF-048, DF-550, DF-676 foram selecionados a partir de uma colecdo de 1.500
isolados de begomovirus no Brasil (sendo = 200 isolados coletados na regido do DF), e
gue vem sendo caracterizados pela nossa equipe (Pereira-Carvalho et al. 2015; Naito et al.
2019; Reis et al. 2020; Batista et al. 2021; Duarte et al. 2021; Reis et al. 2021). Para o
presente estudo, os genomas completos de um subgrupo de isolados de begomovirus
provenientes do Brasil Central (previamente caracterizados como potenciais espécies

novas) foram obtidos e analisados.

JUSTIFICATIVA
Diante da grande diversidade de begomovirus observada no pais e com a recente
confirmacdo de isolado que supera a resisténcia conferida por Ty-1, torna-se necessario o
levantamento e monitoramento constantes de isolados de begomovirus ja conhecidos e/ou

novas espécies ocorrendo no Distrito Federal.

OBJETIVO GERAL

Analisar a diversidade de um subgrupo de isolados de begomovirus associados com

tomateiros no Brasil Central, visando monitorar as espécies virais mais relevantes e fornecer

informacdes e suporte aos programas de melhoramento, com a finalidade de proporcionar

resisténcia a esse grupo de patdgenos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar seis isolados de begomovirus reportados infectando tomateiro no Distrito

Federal.
e Realizar andlises filogenéticas destes isolados.
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CAPITULO 1: Revisao Bibliografica
1.1 Caracteristicas da cultura do tomate

Solanaceae (reino Plantae, classe Magnoliopsida e ordem Solanales) é uma das maiores
familias de plantas dentre as angiospermas (Naturdata 2021). A familia possui cerca de 3.000
espécies classificadas em 106 géneros (Bovini et al. 2006, Agra et al. 2009; Pereira et al. 2016),
e detém espécies de elevado valor econdmico como tomate (Solanum lycopersicum L.), batata
(Solanum tuberosum L..), fumo (Nicotiana tabacum L..), e pimentdo (Capsicum annuum L.). O
género Solanum é o maior e mais complexo da familia, contendo aproximadamente 1.500
espécies e 5.000 epitetos publicados (Agra 1999).

Dentre as espécies do género Solanum, o tomateiro tem como centro de origem, desde
o norte do Chile até o sul do Peru, Equador e llhas Galapagos (Darwin et al. 2003; Peralta et
al. 2005). Estima-se que posteriormente o tomateiro tenha sido domesticado na Ameérica
Central e no México de forma silvestre nas cidades de Puebla e Veracruz, e entdo levado para
paises da Europa como Espanha e Itélia, e posteriormente, distribuido pelo mundo (Monardes
2009; Ruiz et al. 2013).

A descricdo taxonémica do tomate sofreu algumas alteracbes com o tempo, e
pesquisadores foram nomeando a hortalica de diferentes formas. De acordo com Peralta et al.
(2006) e Knapp e Spooner (2006) ocorreram as seguintes alteragdes: para nomear 0 género,
Tournefort em (1692) usou 0 nome Lycopersicon, Carl Van Linnaeus em (1753) usou Solanum.
No ano seguinte, Miller retornou para Lycopersicon e logo depois em (1758) ele usou o termo
“L. esculentum”. Apds as mudancas de nomenclaturas, foi notado uma significativa
similaridade genética entre as espécies ao género Solanum e Lycopersicon esculentum, com
isso 0 nome depois de varias alteracOes, € atualmente classificado como Solanum lycopersicum
L., retomando o género proposto por Linnaeus (Spooner et al. 2006).

A grande popularizagdo do tomate ocorre pelo fato da hortalica ser rica em nutrientes e
ser uma hortalica de grande variedade de consumo. O fruto do tomate apresenta grandes
guantidades de vitaminas B e C, ferro, fosforo, minerais, aminoacidos e fibras (Naika et al.
2006). A substancia mais caracteristica do tomate € o licopeno, que se trata de um carotendide
antioxidante, responsavel pela cor do fruto. O tomate e seus derivados sdo a principal fonte de
licopeno na dieta humana (Candelas-Cadillo et al. 2005).

Conforme a Embrapa Hortalicas (2020) a planta do tomate tem uma maior distribuigédo
pelo globo, devido a sua grande variedade e uma boa adaptabilidade em diferentes regides.
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Quanto as suas caracteristicas fisioldgicas, o tomateiro apresenta o habito de crescimento

determinado e indeterminado e um porte arbustivo.

1.2 Importancia econdmica e dados de produgdo no mundo e no Brasil.

A FAO registrou a producdo de tomate no ano de 2016 em 175 paises, sendo este,
cultivado em condi¢es de altas latitudes como Canadé e Russia, e proximo a linha do Equador
como Colémbia e Nigéria, totalizando uma producdo de mais de 177 milhdes de (t) em uma
area cultivada de aproximadamente 4,8 milhdes de hectares (ha). O maior produtor mundial de
tomate é a China com uma area cultivada de mais de um milhdo de ha e uma producéo anual
de mais de 56 milhdes de toneladas (Faostat 2018). De acordo com o IBGE (2021) a produgéo
nacional de tomate alcanca os 4,0 milhdes de toneladas.

Segundo o Anuério Hortifruti 2020 (2019), somente em 2019, o Brasil plantou mais de
58.000 ha de tomate, com vendas anuais no varejo acima de 9 bilhGes de reais. No Brasil,
principalmente em S&o Paulo, a medida que a economia do pais se desenvolveu, a producao de
tomate e 0s desenvolvimentos tecnoldgicos no mercado provaram ser competitivos e dinamicos
(Camargo et al. 2006). Desde a década de 1970, a inddstria brasileira de processamento de
tomate se desenvolveu rapidamente, o que levou a um aumento significativo na area plantada
com esta hortaliga.

O pais se tornou um dos dez principais produtores industriais de tomate do mundo,
juntamente com os Estados Unidos. Atualmente, a cultura do tomate é a maior fonte de
producdo da industria horticola brasileira e o estado de Goias é referéncia nacional de cultivo e
o principal centro de producao nacional do pais (Landau et al. 2020).

Em uma comparativa feita com 60 hortalicas diferentes, o tomate é a principal hortalica
produzida no pais e encontra-se distribuido em quatro regides brasileiras (Nordeste, Centro-
Oeste, Sudeste e Sul), com 50 mil estabelecimentos, dos quais boa parte é de gestdo familiar.
Esses empreendedores precisam administrar muitos recursos (fisicos e financeiros) e um alto
contingente de méo de obra, 0 que, por sua vez, gera elevado valor na cadeia e torna a
tomaticultura um setor de destaque no Brasil (Brasil Hortifruti 2020). Na Tabela 1, seguem
dados de producédo da safra de tomate do ano de 2020, por regides do Brasil. Os dados de
producéo do ano de 2021 corroboram com os dados apresentados:
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Tabela 1. Producdo de tomate em toneladas (safra de 2020), fonte: IBGE.

Regiao Producéo (t)
Norte 11.749
Nordeste 496.721
Sudeste 1.851.962
Sul 503.637
Centro-Oeste 1.092.445

O Brasil, em 2021, produziu, segundo o IBGE, 3.956.559 t de tomate em uma &rea de
80.241.907 ha, alcangando uma produtividade média de 55.545 t/ha.

Na Tabela 2, encontram-se informacdes da safra de 2019 nos diferentes estados do
Brasil, destacando-se os estados do Pard, Bahia, Sdo Paulo, Parand e Goias na producdo de

tomate.
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Tabela 2. Indicadores de producéo de tomate no ano de 2019.

Regides Producao (t)
Rond6nia 1.521
Roraima 4.689
Para 5.610
Maranhé&o 3.806
Piaui 4511
Cearad 157.059
Rio Grande do Norte 7.264
Paraiba 14.580
Pernambuco 47.094
Alagoas 8.530
Bahia 275.800
Minas Gerais 523.525
Espirito Santo 170.042
Rio de Janeiro 163.451
Séo Paulo 860.600
Parana 236.955
Santa Catarina 161.928
Rio Grande do Sul 104.171
Mato Grosso do Sul 2.995
Mato Grosso 3.625
Goiés 1.290.134
Distrito Federal 28.000
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1.3 Pat6genos que acometem o tomateiro

Na cultura do tomate h& ocorréncia de diversos isolados de espécies de patdgenos,
causando danos a hortalica, e que levam a grandes perdas econdmicas. Dentre os fungos mais
importantes economicamente para o tomateiro podem-se citados isolados de espécies que
causam a podriddo-de-colo e tombamento-de-mudas como Pythium spp., Phytophthora spp. e
Rhizoctonia solani, caracteristicos por se desenvolver em solo com alta umidade e causar
infeccdo em plantas mais jovens (Lopes e Reis 2011; Inoue-Nagata 2016).

Exemplos de espécies causadoras dos sintomas conhecidos como murcha no tomateiro
sdo Fusarium oxysporum, f. sp. lycopersici (Inoue-Nagata et al. 2016). Isolados de Stemphylium
solani e isolados de diferentes espécies de alternaria (Alternaria tomatophila e Alternaria
grandis) sao relatados causando manchas foliares (Lopes et al. 2011; Inoue-Nagata et al. 2016)
a diferentes organismos.

Dentre as bactérias destacam-se no Brasil, isolados de Pectobacterium que causam a
doencga do talo-oco; Ralstonia solanacearum que provoca a murcha-bacteriana (Inoue-Nagata
et al. 2016) e varias espécies de Xanthomonas causando sintomas como a mancha-bacteriana.
Espécies como Xanthomonas euvesicatoria (Vancheva et al. 2021), Xanthomonas perforans
(Inoue-Nagata et al. 2016), Xanthomonas gardneri e Xanthomonas cynarae também acometem
a cultura (Timilsina et al. 2019).

Dentre os nematoides, destacam-se os causadores do sintoma popularmente conhecido
como galhas: Meloidogyne javanica (Pimentel et al. 2021), Meloidogyne arenaria (Grabau et
al. 2020) e Meloidogyne incognita (Pimentel et al. 2021).

Dentre as principais espécies virais do género Begomovirus relatadas em tomateiro no
Brasil Central, podem ser citadas: tomato golden vein virus — TGVV, tomato chlorotic mottle
virus — ToCMoV, tomato common mosaic virus — ToCmMYV, tomato severe rugose Vvirus —
ToSRV, tomato rugose mosaic virus — TORMV e tomato mottle leaf curl virus — ToMoLCV,
tomato yellow vein streak virus— ToYVSV,, tomato rugose yellow leaf curl virus— TORYLCYV,
tomato mosaic severe dwarf virus — ToMSDV, cleome leaf crumple virus — CILCrV, sida
micrantha mosaic virus — SIMMYV, bean golden mosaic virus — BGMV, tomato apical leaf curl
virus — TOALCV, tomato interveinal chlorosis virus-2 — TolCV2, tomato mottle leaf distortion
virus — ToMoLDiV (Fernandes et al. 2008; Batista et al. 2019; Rego-Machado et al. 2019;
Andrade 2020; Reis et al. 2020; Martins et al. 2021).

De acordo com Brown et al. (2015) espécies com identidade de sequéncias de
nucleotideos para o genoma do componente A completo, abaixo de 91% quando comparadas
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com sequéncias disponiveis em banco de dados s&o consideradas como espécies novas para 0

género Begomovirus. Este critério vem sendo utilizado desde entéo.

1.4 Familia Geminiviridae

Geminiviridae corresponde a uma familia de virus de plantas contendo espécies, cujos
isolados provocam doencas importantes economicamente na maioria das regides tropicais e
subtropicais do mundo (Zerbini et al. 2017). No pais existem relatos de representantes da
familia Geminiviridae, desde a década de 1940, infectando plantas invasoras (Assuncéo et al.
2006). Atualmente a familia é composta por quatorze géneros, que juntos contém mais de 520
espécies, sendo eles Becurtovirus, Begomovirus, Capulavirus, Curtovirus, Mastrevirus,
Eragrovirus, Grablovirus, Topocuvirus, Turncurtovirus, Citlodavirus, Maldovirus,
Mulcrilevirus, Opunvirus e Topilevirus (ICTV 2021).

Estes virus apresentam genoma pequeno de 2.600 a 2.800 nucleotideos (nts) composto
por DNA fita simples e ndo envelopados (Zerbini et al. 2017). A proteina capsidial (CP) atua
no processo de encapsidacdo viral, processo esse, em que o capsideo se organiza na forma de
22 capsbmeros, desencadeando o arranjo de particulas formadas por dois icosaedros
incompletos de aproximadamente 22-30 nm, caracteristica de particula geminada, tipica da
familia (Zerbini et al. 2017; Navas-Castillo et al. 2020).

Na familia Geminiviridae moléculas circulares de fita dupla sdo usadas como modelo
para 0s processos de transcri¢cdo e replicacdo. Na replicacdo do virus € utilizado o mecanismo
de circulo rolante (Zerbini et al. 2017) o que confere ao virus uma rapida replicagéo.

Isolados de espécies na familia Geminiviridae reprogramam o ciclo da célula hospedeira
para fazerem a replicacdo do DNA viral (Hanley-Bowdoin et al. 2013) e conseguem mudar 0s
padrdes da expressdo génica da propria hospedeira, redirecionando ou bloqueando as defesas
da planta e a sinalizagdo hormonal através de alteracdes no trafego macromolecular e
interferéncias na sinalizacdo celular (Hanley-Bowdoin et al. 2013).

Os sintomas da infecgdo por representantes da familia variam com a idade da planta no
momento da infeccdo e condigdes ambientais. Os sintomas podem ter varias combinacdes entre
mosaico amarelo brilhante, margens de folhas cloréticas, enrugamento das folhas, reducéo do
tamanho da folha, atrofia da planta, encarquilhamento e coloracdo purpura (Polston et al. 1997;
Inoue-Nagata et al. 2016; Macedo et al. 2018; Rojas et al. 2018).

A transmissdo dos isolados na familia ocorre por meio de diferentes tipos de insetos
vetores como cigarrinhas, pulgbes e mosca branca (Varsani et al. 2014; Zerbini et al. 2017;
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Rojas et al. 2018;). Maiores detalhes sobre a transmissao de begomovirus serdo apresentadas

posteriormente.

1.5 Género Begomovirus — caracteristicas gerais e plantas hospedeiras

O tomate é infectado principalmente por representantes do género Begomovirus
(Polston et al. 1997; Rojas et al. 2018; Reis 2020). Este género possui 445 espécies descritas
(ICTV 2021). Mais de 40 espécies de begomovirus podem infectar tomateiro (Reis et al. 2020).
Isolados de espécies deste género podem apresentar uma ou duas moléculas de DNA, sendo
denominados mono partidos (DNA-A) ou bipartidos (DNA-A e DNA-B) e sdo encapsidados
separadamente em particulas geminadas de 22 nm x 38 nm constituida a partir de 110 copias
de um Unico tipo de proteina (Polston et al. 1997; Czosnek et al. 2017; Zerbini et al. 2017).

No DNA-A, séo encontradas de 5-6 ORFs (Open Reading Frames) que codificam
proteinas envolvidas na replicagdo, sintomas e transmisséo viral. Duas destas ORFs ocorrem
no sentido viral (AV1/V1 e AV2/V2) e cinco no sentido complementar (AC1/C1 a AC5/C5).
A ORF ACS5, descrita recentemente, esta presente em algumas espécies de begomovirus, e,
possivelmente esta relacionada a patogenicidade viral e supressao do silenciamento das defesas
das plantas (Li et al. 2015).

No DNA-B séo encontradas duas ORFs, uma no sentido viral (BV1) e a outra no sentido
complementar (BC1), codificando proteinas relacionadas ao movimento viral na planta
(Hanley-Bowdoin et al. 2013; Navas-Castillo et al. 2020). A fita de DNA-A no sentido viral,
codifica proteinas de revestimento, e a fita no sentido complementar codifica a proteina
associada a replicacdo (Rep), e a proteina C4 que intensifica o processo de replicacdo Fiallo-
Olivé (2020).

Conforme mencionado, a transcricdo ocorre no sentido bidirecional e ndo existe
homologia na identidade de sequéncias entre 0 DNA-A e o0 DNA-B, exceto por uma regido
comum (RC) de aproximadamente 200 nts (Melgarejo et al. 2015; Navas-Castillo et al. 2020).
Que esta localizado na regido intergénica que inclui a origem de replicacéo (Fiallo-Olivé 2020).

Isolados de begomovirus infectam dicotiledéneas como tomateiro, feijoeiro, algodoeiro,
pimenteiras, além de plantas daninhas e ornamentais como Lonicera spp. (madressilva) (Rojas
et al. 2018). Begomovirus podem ser encontrados tanto no Velho, quanto no Novo Mundo
(Zerbini et al. 2017).

Atualmente existem mais de 21 espécies de begomovirus infectando plantas de tomate
no Brasil (Reis et al. 2020). A transmissdo dos isolados ocorre de maneira eficiente pelo vetor
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aleirodideo, Bemisia tabaci Middle East Asian Minor - MEAML1 (= biétipo B) (Navas-Castillo
et al. 2020).

1.6 Aspectos da transmissé@o de begomovirus pelo vetor Bemisia tabaci

Bemisia tabaci, classificada na familia Aleyrodidae, ordem Hemiptera (Navas-Castillo
et al. 2011) atua como inseto vetor de isolados virais de distintos géneros como Begomovirus,
Crinivirus, Carlavirus, Torradovirus e Ipomovirus (Navas-Castillo et al. 2011). Este
aleirodideo, € considerado o inseto de maior importancia econémica da agricultura brasileira e
esta amplamente distribuido pela América do Sul (Cavalcante et al. 2006; Krause-Sakate et al.
2020). Segundo Hogenhout et al. (2008) sdo descritas 115 espécies de begomovirus que séo
exclusivamente transmitidas por moscas brancas e a relagéo estabelecida entre begomovirus e
mosca-branca é do tipo circulativa ndo propagativa. Quando ingeridas, as particulas virais sao
transportadas via canal alimentar para o esdfago, posteriormente da parede de todo o intestino
para a hemocele em média 90 minutos apds sua aquisicdo pelo vetor, e posteriormente
translocadas da hemolinfas para as glandulas salivares (Harris et al. 2001; Hogenhout et al.
2008; Czosnek et al. 2017; Fiallo-Olivé et al. 2020). Uma vez que o virus chega as glandulas
salivares, € quase instantaneamente inoculado para a planta (Harris et al. 2001) podendo ser
detectados entre 4 e 7 horas ap06s o inicio da alimentagdo do inseto (Czosnek et al. 2017).

A B. tabaci produz entre 100-300 ovos no decorrer do seu ciclo de vida, podendo ocorrer
variacdes na taxa de oviposicdo de acordo com a temperatura ou hospedeira. Os ovos sdo
piriformes e variam de coloracdo amarela a marrom de acordo com a proximidade da eclosao.
Apos a deposicdo dos ovos na parte abaxial das folhas, eles permanecem presos por um
pedunculo, passando a seguir pelo estagio de ninfa e na proximidade da emergéncia do adulto
aparecem dois ocelos vermelhos (Haji et al. 2005; Kodama et al. 2012).

A mosca branca apresenta um ciclo de vida com 3 estagios, com o inicio na postura dos
ovos, com a duracdo de 4-7 dias, seguidos dos estagios ninfais, os quais sdo divididos em 4
instares, as ninfas de primeiro instar s&o moveis e selecionam o local de alimentacdo onde
permanece imovel até o quarto instar, o periodo de tempo entre a fase de ovo e adulto em média
dura 18 a 19 dias, com a temperatura ideal em 32°C (Byrne et al. 1991; Kodama et al. 2012).

Adultos de B. tabaci, medem aproximadamente de 1 a 3 mm de comprimento e
normalmente os machos sdo menores. Estes individuos apresentam dois ocelos, um aparelho
bucal do tipo sugador labial pungitivo, asas membranosas nuas, e 0 nome popular caracteristico

“mosca branca” ¢ devido a presenca de uma cera pulverulenta ou branca sobre o seu corpo e
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asas na fase adulta. O inseto € de clima tropical, porém € encontrado em regides quentes e
temperadas também (Lima et al. 2001; Fiallo-Olivé et al. 2020), possuindo reproducédo
assexuada ou partenogénica (Haji et al. 2005).

Além da transmisséo de virus, Bemisia tabaci provoca danos diretos a planta hospedeira,
como a succdo da seiva e a diminuigéo do vigor (Navas-Castillo et al. 2011).

O controle da mosca branca é abordado de diferentes formas, como a prevencéao
excluindo material infectado, selecionando local e época de plantio, e barreiras fisicas para
impedir o movimento do inseto pelo vento. E feito o uso de controle por produtos quimicos
como neonicotindides (inseticidas sisttmicos) ou Ciazipir (inseticida seletivo), e o

desenvolvimento de material resistente (Costa 1976; Rojas et al. 2018).

1.7 Aspectos de variabilidade em begomovirus

Os mecanismos geradores de variabilidade nas populagdes virais sdo mutacéo,
recombinacdo e pseudorecombinacdo (Roossinck et al. 1997). As mutagdes atuam na selecéo
natural segundo a teoria de Darwin, e por sua vez a recombinacdo e a pseudorecombinacéo
entre isolados de espécies diferentes de virus podem conduzir a saltos evolutivos (Roossinck et
al. 2005). Considera-se que a rapida evolucgdo recorrente na familia Geminiviridae, ocorre em
parte por processos mutacionais que ocorrem especificamente em ssDNA (Harkins et al. 2009).

As mutagBes sdo geradas em isolados virais através de eventos aleatorios e por variados
fatores como, o contato com compostos quimicos mutagénicos, irradiacdo por luz ultravioleta,
oscilacdo de temperatura, e erros que ocorrem durante o processo de replicacdo (Eiras et al.
2018). As enzimas responsaveis pela replicacdo ndo apresentam mecanismos para corrigir
incorporacdes erroneas de nucleotideos, o que gera um alto numero de mutacdes incorporadas
ao genoma viral, ou seja acarreta a uma populacdo de moléculas de &cidos nucleicos
semelhantes, que ndo sdo idénticas (Eiras et al. 2018).

As mutagdes com um maior significado s@o aquelas que ocasionam na alteracdo do
codon de leitura, e alteram a sequéncia de aminoacidos, podendo resultar em uma modificagdo
na estrutura das proteinas. A delecéo, incorporagéo e a troca de nucleotideos sdo 0s mecanismos
resultantes da mutacéao (Eiras et al. 2018).

Em virus com DNA de fita simples, a recombinacéo entre espécies ocorre com grande
frequéncia (Lefeuvre et al. 2009). A recombinacao se trata de um processo em que 0 segmento
de fita de nucleotideos, se incorpora em outra fita diferente, durante a replicagdo (Seal et al.
2006). Na recombinacdo homologa, em que ha ocorréncia em sitios com alta identidade, ou na
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recombinacdo ndo homologa, que ocorrem em sitios com baixa/sem identidade de sequéncia
(Eiras et al. 2018). Gonzalez-Aguilera et al (2012) demonstraram que virus detectados
preferencialmente em ervas daninhas recombinam com outros virus, possivelmente oriundos
de isolados melhores adaptados a planta do tomate.

Na pseudorecombinagéo ocorre troca de segmentos de pequenas porg¢des do genoma em
virus multipartidos (Roossinck 1997; Padidam et al. 1999; Eiras et al. 2018). O termo quase-
espécie manifesta uma estrutura populacional, em que os genomas sao submetidos a constantes
processos de selecdo, competico e variabilidade genética. E um processo que proporciona aos
virus adaptacdo a ambientes que estdo constantemente mudando, permitindo o desenvolvimento

de resisténcia (Eiras et al. 2018).

1.8 Uso de genes de resisténcias em Solanum lycopersicum

As plantas naturalmente desenvolvem mecanismos de defesa a diferentes organismos
(Carvalho 2012). Plantas resistentes a doengas séo aquelas em que o0s genes de resisténcia estao
presentes naturalmente ou foram inseridos por meios convencionais do melhoramento genético,
como por exemplo, as plantas comerciais de tomate (Rojas et al. 2018). Diante da alta
diversidade das espécies virais, uma opcao viavel é o desenvolvimento de variedade com genes
de resisténcia/tolerancia é de grande importancia (Pereira-Carvalho et al. 2014).

A resisténcia em plantas pode ser classificada como monogénica, transferéncia de um
gene, mais estavel em condicdes ambientais variadas, e pouco duraveis por oferecer uma certa
pressdo de selecdo sobre o patdgeno. E resisténcia poligénica, transferéncia de mais de um gene,
diminui a probabilidade de ocorréncia de novos isolados/ragas de virus mais agressivos, devido
ao fato de oferecer uma menor pressdo de selecdo, uma vez que o virus ainda consegue se
interagir com a planta hospedeira (Eiras et al. 2018).

No mercado brasileiro as variedades disponiveis em sua maioria sdo portadoras do gene
Ty-1 (Aguilera et al. 2011). O gene Ty-1 foi introgredido da espécie Solanum chilense - LA
1969, e estd presente no cromossomo 6 (Zamir et al. 1994). Ty-1 confere resisténcia ou
tolerancia contra virus com genoma bipartido de predominancia no Brasil (Boiteux et al. 2007,
Aguilera et al. 2011). O fator de resisténcia Ty-2 localiza-se no cromossomo 11, e foi utilizado
a partir de acessos da espécie nativa Solanum habrochaites (Hanson et al. 2006). O gene
introgredido, parcialmente dominante, Ty-3 localizado no cromossomo 6 apresenta resisténcia

para 0 tomato yellow leaf curl virus - TYLCV e pode colaborar em um menor grau na resisténcia

24



da tomato mottle virus (ToMoV), derivado de LA2779 (Ji et al. 2006). O gene Ty-4 de Solanum
chilense, juntamente com Ty-3 apresentam altos niveis de resisténciaao TYLCV (Ji et al. 2009).

O gene ty-5 localiza-se no cromossomo 4 e apresenta alta resisténcia a espécie TYLCV.
Ty-5 foi obtido a partir da introgressdo da espécie Solanum peruvianum (Anbinder et al. 2009).
Ty-6 localizado no cromossomo 10 e confere alta eficacia na resisténcia aos begomovirus
monopartidos e bipartidos (Gill et al. 2019). O locus para resisténcia a begomovirus tcm-1
(tomato chlorotic mottle virus resistance-1) é derivado de TX 468-RG, tratando-se de um locus
recessivo e retém um amplo espectro de resisténcia a isolados de begomovirus com genoma
monopartido e bipartido (Giordano et al. 2005; Garcia-Cano et al. 2008; Pereira-Carvalho et al.
2010). O locus de resisténcia tgr-1 também apresenta resisténcia a espécies do género
begomovirus (Bian et al. 2007).

Exemplos de cultivares resistentes lancados pela Embrapa Hortalicas (Brasilia, DF)
presente no mercado é o tomate tipo salada BRS Imigrante, hibrido F1, que confere tolerancia
as principais espécies de begomovirus, a cultivar BRS Couto do tipo mini saladete resistente a
isolados de begomovirus, e a cultivar BRS Portinari do tipo caqui longa-vida e também confere
resisténcia contra espécies de begomovirus (Pereira-Carvalho 2014; Embrapa 2021).

Programas de melhoramento genético devem apresentar flexibilidade em seus
processos, em termos de adaptacao as novas tendéncias de mercado, e realizar um trabalho em
conjunto com o sistema produtivo para a deteccdo antecipada de potenciais novas doencas

virais, as quais podem limitar o cultivo do tomateiro no pais (Pereira-Carvalho et al. 2014).
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CAPITULO 2
Monitoramento da diversidade de begomovirus ocorrendo no tomateiro no Distrito
Federal
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2.1 Introducao

O cultivo do tomateiro tem uma distribuicéo pelo globo, devido a sua grande diversidade
e uma boa adaptabilidade em diferentes regides (EMBRAPA Hortalicas 2021). A grande
popularizacdo da hortalica ocorre pelo fato do fruto ser rico em nutrientes, e apresentar elevada
variedade de consumo. O fruto do tomate apresenta grandes quantidades de vitaminas B e C,
ferro, fosforo, minerais, aminoacidos e fibras (Naika et al. 2006). Além disso, 0 tomate é
considerado como a hortalica mais cultivada no mundo e o seu cultivo possui elevado valor
econémico (Monardes 2009; Inoue-Nagata et al., 2016). De acordo com o IBGE (2021) a
producdo nacional de tomate alcanc¢a 0s 4,0 milhGes de toneladas. No Brasil, destacam-se como
grandes produtores, estados das regides Centro-Oeste e Sudeste.

O cultivo do tomateiro durante o ano todo, propicia condi¢des favoraveis para o
desenvolvimento de patogenos. Dentre eles, podemos citar os begomovirus (familia
Geminiviridae), cujos isolados provocam doencas importantes economicamente na maioria das
regibes tropicais e subtropicais do mundo (Zerbini et al. 2017). Atualmente essa familia viral é
composta por quatorze géneros, que juntos contém mais de 520 espécies (ICTV 2021). Estes
virus apresentam genoma pequeno de 2.600 a 2.800 nucleotideos (nts) composto por DNA de
fita simples e ndo envelopados (Zerbini et al. 2017). A proteina capsidial (CP) atua no processo
de encapsidacdo viral (Zerbini et al. 2017; Navas-Castillo et al. 2020).

Dentre os géneros da familia, destaca-se Begomovirus, composto por 445 espécies
(ICTV 2021). Trata-se do género que contém mais representantes infectando o tomateiro
(Polston et al. 1997; Rojas et al. 2018; Reis 2020). Isolados do género Begomovirus, podem
apresentar uma ou duas moléculas de DNA, sendo denominados monopartidos (DNA-A) ou
bipartidos (DNA-A e DNA-B) e que séo encapsidados separadamente em particulas geminadas
(Polston et al. 1997; Czosnek et al. 2017; Zerbini et al. 2017). Em tomateiro, no Brasil,
predominam os begomovirus bipartidos. No DNA-A, sdo encontradas de 5-6 ORFs (Open
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Reading Frame) que codificam proteinas envolvidas na replica¢do, sintomas e transmissdo
viral. Duas destas ORFs ocorrem no sentido viral (AV1/V1 e AV2/V2) e cinco no sentido
complementar (AC1/C1 a AC5/C5). A ORF ACS5, descrita recentemente, estad presente em
algumas espécies de begomovirus, possivelmente esta relacionada a patogenicidade viral e
supresséo do silenciamento das defesas das plantas (Li et al. 2015). No DNA-B sdo encontradas
duas ORFs, uma no sentido viral (BV1) e a outra no sentido complementar (BC1), codificando
proteinas relacionadas ao movimento viral na planta (Hanley-Bowdoin et al. 2013; Navas-
Castillo et al. 2020).

De acordo com Brown et al. (2015) espécies com identidade de sequéncias de
nucleotideos para o genoma do componente DNA-A completo, abaixo de 91% quando
comparadas com sequéncias disponiveis em banco de dados sdo consideradas como espécies
novas para 0 género Begomovirus. Até o presente momento 21 espécies de begomovirus ja
foram relatados no Brasil, sendo que pelo menos 15 desses virus foram relatados também no
Brasil Central. Algumas destas espécies sdo: tomato golden vein virus — TGVYV, tomato
chlorotic mottle virus — ToCMoV, tomato common mosaic virus — ToCmMYV, tomato severe
rugose virus — ToSRV, tomato rugose mosaic virus — TORMV e tomato mottle leaf curl virus —
ToMoLCV, tomato yellow vein streak virus — ToYVSV, tomato rugose yellow leaf curl virus
— ToRYLCV, tomato mosaic severe dwarf virus — TOMSDV, cleome leaf crumple virus —
CILCrV, sida micrantha mosaic virus — SIMMYV, bean golden mosaic virus — BGMV, tomato
apical leaf curl virus — TOALCV, tomato interveinal chlorosis virus-2 — TolCV2, tomato mottle
leaf distortion virus — ToMoLDiV (Fernandes et al. 2008; Batista et al. 2019; Rego-Machado
et al. 2019 Andrade 2020; Reis et al. 2020; Martins et al. 2021).

O genoma pequeno e bipartido favorece a ocorréncia dos mecanismos geradores de
variabilidade (mutacgdes, recombinagdes e pseudorecombinacdes), propiciando desta forma o
aumento da diversidade de populagdes virais. Além disto, a eficiéncia e polifagia do vetor
Bemisia tabaci Middle East Asian Minor — MEAML (= bidtipo B) favorece para a ocorréncia
dos eventos geradores de variabilidade e consequentemente estrutura genética das populacdes
de begomovirus e nimero de espécies. Este inseto, polifago e de ampla distribuicdo pela
América do Sul e pelo Mundo age também como praga ao alimentar-se e injetar toxinas nas
plantas (Cavalcante et al. 2006; e Krause-Sakate et al. 2020). A rela¢do estabelecida entre
begomovirus e o vetor mosca-branca € do tipo circulativa ndo propagativa (Harris et al. 2001,
Hogenhout et al. 2008; Czosnek et al. 2017; Fiallo-Olivé et al. 2020).
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A melhor opcéo para controle de begomovirus consiste no uso de plantas carregando
genes que conferem resisténcia e tolerancia. Dentre eles, podem ser citados: Gene Ty-1 (Zamir
etal. 1994), Ty-2 (Hanson et al. 2006), Ty-3 (Ji et al. 2006), Ty-4 (Ji et al. 2009), Ty-5 (Anbinder
etal. 2009), Ty-6 (Gill etal. 2019), tcm-1 (Giordano et al. 2005) e tgr-1 (Bian et al. 2007). Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi monitorar a diversidade e realizar a caracterizagdo do
genoma completo viral de seis isolados de begomovirus infectando tomateiro no Distrito
Federal. Os dados gerados no presente trabalho irdo fornecer para os programas de
melhoramento genético um panorama mais completo sobre os principais begomovirus

ocorrendo no cultivo do tomate no DF.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Obtencao e armazenamento dos isolados virais de begomovirus

As amostras de tomateiro exibindo sintomas tipicos de begomovirus, que foram
utilizadas neste trabalho encontram-se armazenadas na colecdo de begomovirus de tomateiro
do Laboratério de Melhoramento Vegetal da Embrapa Hortalicas (Brasilia—DF). Foram
coletadas em diferentes cidades do Distrito Federal no periodo de 2003-2016. Maiores
informagdes podem ser encontradas na Tabela 3.

Tabela 3. Codigos dos isolados de tomateiro coletados no Distrito Federal, utilizados neste trabalho.

Isolados Local de coleta Ano
DF-023 Gama - DF 2003
DF-027 Gama -DF 2003
DF-028 Gama - DF 2003
DF-048 Gama - DF 2003
DF-550 Pipiripau - DF 2013
DF-676 Planaltina - DF 2016

2.2.2 Extracdo de DNA e RCA

As amostras foram submetidas ao processo de extracao de DNA total utilizando tampé&o

2X CTAB e solventes organicos, de acordo com o protocolo descrito por Boiteux et al. (1999).
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Com finalidade de aumentar a concentracdo de DNA viral presente nas amostras realizou-se o
procedimento de amplificacdo de circulo rolante — RCA (Rolling Circle Amplification) (Inoue-
Nagata et al. 2004; Reis et al. 2020). As amostras advindas do processo de RCA foram

empregadas na reacdo PCR.

2.2.3 Recuperacdo do genoma viral

Foram utilizados seis conjuntos de pares de Primers para os componentes de DNA-A e
B, de begomovirus (Rojas et al. 1993; Duarte et al. 2020) e suas sequéncias encontram-se na
Tabela 4. Os protocolos para a PCR foram de acordo com Duarte et al. (2020) e Reis et al.
(2020). A amplificacdo do DNA foi realizada na seguinte sequéncia: A amostra foi submetida
a 94°C por 3 minutos por 35 ciclos, sendo compostos por 94°C por 30 segundos para a
ocorréncia da desnaturagdo, seguido de 50°C por 1 minuto para o anelamento, e 72°C por 1
minuto para extensdo, acompanhada de uma extenséo final a 72°C por 7 minutos.

Os produtos resultantes da sequéncia de processos foram visualizados em gel de agarose
a 1%, e obteve coloracdo com a aplicacdo do brometo de etideo. A seguir, procedeu-se ao
aumento do volume de cada reacdo positiva de PCR para posterior purificacdo usando kit da
Promega, de acordo com as condi¢bes do fabricante. As amostras foram quantificadas em
nanodrop e em gel de agarose a 1% antes de serem submetidas ao sequenciamento Sanger no
Laboratdrio de Analise Gendmica da Embrapa Hortalicas, com sequenciador ABI PRISM 3100
utilizando o protocolo BigDye® Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit version 3.1

(Applied Biosystems).

Tabela 4. Primers usados para componentes DNA-A e DNA-B

Primers Sequéncias
PAR1c496! 5> AAT-ACT-GCA-GGG-CTT-YCT-RTA-CAT-RGG 3’
PAL1v1978! 5” GCA-TCT-GCA-GGC-CCA-CAT-YGT-CTT-YCC-NGT 3’
BegomoAFor? 5’ ATH-CCM-DCH-ATC-KTB-CTI-TGC-AAT-CC 3’
BegomoARev? 5’ TGY-GAR-GGI-CCI-TGY-AAR-GTY-CAR-TC 3’
PBL1v2040 (DNA B)? 5" GCC-TCT-GCA-GCA-RTG-RTC-KAT-CTT-CAT-ACA 3’
PCRC1 (DNA B)* 5" CTA-GCT-GCA-GCA-TAT-TTA-CRA-RWA-TGC-CA 3’

! (Rojas et al. 1993) e 2(HA et al. 2006)
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2.2.4 Andlises das sequéncias obtidas

As sequéncias obtidas com os primers, PAL1v1978, PAR1c496, Begomo AF, Begomo
AR, 13AF, 13AR, 14AF, 14AR, 4AF, 12AF, PBL1v2040, PCcl foram montadas com o auxilio
do programa Geneious 11.0.5 (https://www.geneious.com/) (Kearse et al. 2012). Foi realizada
uma montagem de NOVO (De Novo Assembly) a partir das sequéncias de amplicons obtidas
com o objetivo de obter componentes do DNA-A para cada isolado. Ap6s a montagem e analise
de qualidade dos contigs, foi realizada uma andlise das sequéncias por meio da ferramenta
BLASTnN (Altschul et al. 1997).

A ferramenta foi utilizada para a realizacdo de comparacéo das sequéncias obtidas, com
as sequéncias contidas no banco publico de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov),
com a finalidade de identificar os isolados virais. As sequéncias foram alinhadas com genomas
de maior porcentagem de identidade advindos da ferramenta BLASTn como referéncia, e entdo
0s genomas montados foram anotados para posterior dep6sito no GenBank.

As analises filogenéticas foram realizadas a partir das sequéncias do DNA-A obtidas no
trabalho e de 35 sequéncias advindas do Genbank, utilizando do alinhamento MUSCLE e do
método FasTree, utilizando também o programa Geneious 11.0 (Kearse et al. 2012). Multiplos
alinhamentos foram feitos com o programa SDT (Muhire et al., 2014) e as figuras foram

elaboradas com o auxilio do programa Adobe Illustrator CC.

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1. Recuperacao do genoma completo de begomovirus (componente DNA-A): Foi
possivel recuperar o genoma completo (DNA-A) de begomovirus presentes em cinco das seis
amostras analisadas neste trabalho: DF-023, DF-027, DF-028, DF-048, DF-550 e DF-676,
mediante sequenciamento Sanger dos amplicons obtidos coms 0s primers para 0s componentes
DNA-A completo e parcialmente para 0 DNA-B. Os contigs foram entdo montados no
programa Geneious (Kearse et al. 2012) gerando os genomas de aproximadamente 2.600 nts
para o componente DNA-A de cada um dos isolados. Informagdes para o componente DNA-B
(ca. 400 nucleotideos) permitiram a confirmagdo de begomovirus bipartidos em todas as
amostras (resultados ndo apresentados). Foi possivel montar os genomas completos para 0s
cinco begomovirus presentes nas seis amostras. Informacdes de Blastn encontram-se resumidas

na Tabela 5.
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A identidade do begomovirus recuperado de DF-023 foi menor que 91%, indicando
tratar-se de uma nova espécie, denominada Chino del tomate Amazonas virus (Blastn

MH243423.1). Esta espécie encontra-se em fase de escrita final de artigo pela nossa equipe.

Os demais begomovirus, correspondem a espécies ja conhecidas, descritas e detectadas
anteriormente: Um isolado de tomato severe rugose virus (Blastn MT733811.1) foi recuperado
da amostra DF-550. ToOSRV, teve o seu primeiro relato formal, infectando tomateiro no Brasil
(Minas Gerais) no ano de 1999. A primeira sequéncia do DNA-A foi depositada no GenBank
no ano de 2001 (Acesso AY029750) (Rezende et al. 2001 ndo publicado). Anos mais tarde
varios trabalhos foram realizados relatado ToSRV em diversas areas com producdo de
tomaticultura pelo pais, incluindo o Distrito Federal (Ribeiro et al. 2003; Cotrim et al. 2007;
Fernandes et al. 2008; Rocha et al. 2010, 2013; Gonzalez-Aguilera et al. 2012; Mituti et al.
2019; Duarte et al. 2021; Reis et al. 2020; Souza et al. 2020).

Dois isolados de tomato chlorotic mottle virus - ToOCMoV (Blastn MT733804.1) foram
recuperados de DF-028 e DF-048. ToCMoV foi relatado pela primeira vez no Distrito Federal
por Ribeiro et al. (2003) e posteriormente descrito por outros autores como Giordano et al.
(2005).

Importante ressaltar que a sequéncia obtida para o isolado DF-028, corresponde a
sequéncia parcial (2034 nts) de um isolado proveniente do Gama — DF. Entretanto a identidade
com as sequéncias depositadas no GenBank, foi considerada baixa (89,30%). Esforgos serdo
realizados para recuperar o restante do genoma. Aparentemente é possivel que DF-028

corresponda a uma nova espécie para o género Begomovirus (Tabela 5).

Um isolado de tomato golden vein virus - TGVV (Blastn KC706643.1) foi recuperado
a partir de DF-027. O nosso isolado, embora tenha apresentado uma alta identidade com um
isolado do GenBank denominado como TYVSYV, foi corrigido aqui para TGVV, seguindo o
que foi apresentado, proposto e analisado por Reis et al. (2021). Neste trabalho comprova-se
que as espécies TGVV e ToYVSV apresentam uma estreita relagdo filogenética e alguns
equivocos na classificacdo de isolados de para estes dois virus TGVV e TYVSV foram
realizados. TGVV ja foi relatado no DF (Reis et al. 2020), assim como o tomato mottle leaf curl
virus - TOMoLCV (amostra DF-676) (Blastn MT215005.1) que foi relatado por Fernandes et
al. (2008), seguido de trabalhos de Albuquerque et al. (2012).
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Tabela 5. Informacdes de cobertura, porcentagem de identidade e E-value obtidos apds Blastn no
GenBank para os componentes do DNA-A dos seis begomovirus, provenientes de amostras do Distrito
Federal.

Cédigo Tamanho Virus - Blastn Cobertura Identidad E-Value
* (%) e. (%)

Chino del tomate
DF-023 2598 amazonas virus 99% 95.36% 0.0

Tomato golden vein virus
DF-027 2561 100% 93.01% 0.0

Tomato chlorotic mottle
DF-028 2034 virus 92% 89.30% 0.0

Tomato chlorotic mottle
DF-048 2622 virus 100% 98.02% 0.0

Tomato severe rugose
DF-550 2592 virus 100% 98.50% 0.0

Tomato mottle leaf curl
DF-676 2631 virus 100% 97.91% 0.0

*nts — nucleotideos,

Varios estudos vém sendo publicados com a descrigdo de novas espécies para 0 género
Begomovirus, com finalidade de aumentar o conhecimento e a gama de espécies ja descritas,
conhecer 0s seus habitos, hospedeiras e tipo de transmissdo que cercam esse género (Cotrim et
al. 2007; Fernandes et al. 2008; Blawid et al. 2013; Reis et al. 2020). Trabalhos esses de grande
importancia, considerando a dimensdo da cultura do tomate, mencionada anteriormente, a
disseminacdo do inseto vetor e grande variabilidade que sofre as espécies do género

begomovirus.

A organizacdo gendmica observada para os begomovirus em todas as amostras, foi
tipica aos begomovirus bipartidos do Novo Mundo (NW), conforme pode ser observado na
FIGURA 1 (A-E). Todos os genomas apresentaram as seis ORFs (Open Reading Frame) no
componente DNA-A, nos tamanhos esperados. As ORFs codificam proteinas envolvidas na
replicacéo, inducdo de sintomas na planta e transmissdo viral. Uma ORF no sentido viral
(AV1/V1) e cinco no sentido complementar (AC1/C1 a AC5/C5) (Hanley-Bowdoin et al. 2013;
Fiallo-Olivé 2020; Navas-Castillo et al. 2020). A ORF AC5 esta presente em algumas espécies

de begomovirus como na espécie ToMoLCV FIGURA 1 (E). Acredita-se que a AC5 esteja
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relacionada a patogenicidade viral e supressdo do silenciamento das defesas das plantas (Li et
al. 2015).

A) ? B) ¥ C) i
S~ AEi S~ S~
AC1
AV1 AV1
AV1
AC4 AC4
. . Tomato golden vein virus (TGVV) Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV)
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AC2 Ac2 AC2
AC3 AC3 AC3
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AC2
AC2 ACS5
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FIGURA 1. Representacdo da organizacdo gendmica de espécies de Begomovirus relatadas nesse
trabalho: A) Chino del tomate Amazonas virus — CdTAV (DF-023); B) Tomato golden vein virus —
TGVV (DF-027); C) Tomato chlorotic mottle virus — ToCMoV (DF-048); D) Tomato severe rugose
virus — ToSRV (DF-550); E) Tomato mottle leaf curl virus — ToMoLCV (DF-676). As ORFs (Open
Reading Frame) AV1, AC1, AC2, AC3, AC4, AC5 correspondentes ao DNA- A foram identificadas
(representadas por cores) codificando respectivamente as proteinas: CP: proteina capsidial; Rep:
proteina associada a replicacdo; TrAp: proteina ativadora de transcricdo; REn: intensificador de
replicacdo; AC4: determinante de sintoma; AC5: possivel supressor de silenciamento e IR: Regido
intergénica.
2.3.2 Analise filogenética e Sequence Demarcation Tool (SDT)

A arvore filogenética foi construida no Geneious 11.0 (Kearse et al. 2012), utilizando
40 sequéncias de nucleotideos do genoma completo (DNA-A), sendo cinco delas
correspondentes aos genomas recuperados neste trabalho e 35 sequéncias provenientes do
GenBank (FIGURA 2). O virus monopartido tomato yellow leaf curl virus, foi utilizado como
outgroup. Foi possivel observar um agrupamento por espécie conforme esperado. As espécies
ja relatadas infectando tomate no Brasil formaram clados com isolados ja& descritos no Brasil
Central, enquanto o isolado de Chino del tomate Amazonas virus (DF-023), se agrupou com
espécies diferentes relatadas fora do Brasil, como a espécie Rhynchosia rugose golden mosaic
virus - RnGMHaV (HM236370), detectada em Cuba (Fiallo-Olivé et al. 2010).
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FIGURA 2. Analise filogenética composta por sequéncias completas do DNA-A espécies de
Begomovirus obtidas nesse trabalho destacadas em vermelho: Tomato severe rugose virus —
ToSRV (DF-550); Tomato chlorotic mottle virus — ToCMoV (DF-048); Tomato golden vein
virus — TGVV (DF-027); Chino del tomate Amazonas virus — CdTAV (DF-023) e Tomato
mottle leaf curl virus — ToMoLCV (DF-676) e outras retiradas de banco de dados (Genbank).
As sequéncias retiradas do banco de dados e empregadas nesta analise foram identificadas por
seu acronimo, seu namero de acesso e sigla dos paises onde foram originalmente descritas: BR=
Brasil; GT=Guatemala; MX=México; CU=Cuba; DO=Repulblica Dominicana; HT= Haiti;
PA=Panamg; ES=Espanha. As espécies virais e 0s nimeros de acesso do Genbank sdo os
seguintes: ToSRV (MT733815; JX415196; MT733811; JX415198; KC004075; JF803261,;
MT215001); ToCMoV (MT733804; MT215003; MT214086; KC706546; KC706561;
KC706542; KC706550); TGVV, de acordo com Reis et al. (2021) destacados na cor azul
(KC706630; KC706631; KC706629; KC706648; KC706643 — isolados classificados como
Tomato yellow vein streak virus — ToYVSV) TGVV (MN928612; MN928610); ToMoLCV
(MT733810; MT733817; MT733813; MT215005; KC706616; KC706615; JF803250); Sida
golden mosaic Honduras virus — SGMHV (KT099121); Sida yellow mosaic Yucatan virus —
SiMYuV (DQ875872); Rhynchosia rugose golden mosaic virus — RhnGMHaV (HM236370);
Jatropha mosaic virus — JMV (KJ174330); Tobacco leaf curl Cuba virus — ThLCuCV
(MH514009); CdTAV (MH243423) e Potato yellow mosaic Panama virus — PYMPV
(Y15034). A sequéncia de Tomato yellow leaf curl virus — TYLCV (AJ489258) foi utilizada
como outgroup.
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2.3.3 Sequence Demarcation Tool (SDT): Foram realizados multiplos alinhamentos por meio

do programa Sequence Demarcation Tool - SDT, gerando uma matriz de comparagdo. O
resultado obtido esta ilustrado na FIGURA 3. Dois isolados apresentaram valores de identidade
nucleotidica abaixo de 91% (DF-023 e DF-028), indicando provaveis novas especies de
begomovirus segundo os critérios de Brown et al. (2015). Neste trabalho foi realizada a
deteccdo de Chino del tomate Amazonas virus (espécie nova) em tomateiro, e seu primeiro
relato no DF, conforme mencionado anteriormente. Os demais isolados apresentaram uma
identidade superior a 91% indicando espécies de begomovirus conhecidas e ja relatadas. O
conhecimento da diversidade de begomovirus e a detec¢do de novas espécies do género, quando
aliados a futura producdo de clones infecciosos, podem permitir futuros estudos visando
determinar a gama de hospedeiras destas novas espécies e testes em cultivares contendo genes
de resisténcia (Pereira-Carvalho et al. 2014).
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FIGURA 3. Sequence Demarcation Tool — SDT representando a porcentagem de nucleotideos
entre as sequéncias completas do DNA-A de espécies de Begomovirus obtidas nesse trabalho,
e destacadas em vermelho: Tomato severe rugose virus — ToSRV (DF-550); Tomato chlorotic
mottle virus — ToCMoV (DF-048); Tomato golden vein virus — TGVV (DF-027); Chino del
tomate Amazonas virus — CdTAV (DF-023) e Tomato mottle leaf curl virus — ToMoLCV (DF-
676) e outras retiradas de banco de dados (Genbank). As espécies retiradas de banco de dados
empregadas nesta analise foram identificadas por seu acrénimo, seu nimero de acesso e sigla

42



dos paises onde foram originalmente descritas: BR= Brasil; GT=Guatemala; MX=México;
CU=Cuba; DO=Republica Dominicana; HT= Haiti; PA=Panama; ES=Espanha. As espécies
virais e 0s nimeros de acesso do Genbank sdo os seguintes: TOSRV (MT733815; JX415196;
MT733811; JX415198; KC004075; JF803261; MT215001); ToCMoV (MT733804;
MT215003; MT214086; KC706546; KC706561; KC706542; KC706550); TGVV de acordo
com Reis et al. (2021) destacados na cor azul (KC706630; KC706631; KC706629; KC706648;
KC706643 — isolados classificados como Tomato yellow vein streak virus - ToYVSV) TGVV
(MN928612; MN928610); ToMoLCV (MT733810; MT733817; MT733813; MT215005;
KC706616; KC706615; JF803250); Sida golden mosaic Honduras virus — SGMHV
(KT099121); Sida yellow mosaic Yucatan virus — SiMYuV (DQ875872); Rhynchosia rugose
golden mosaic virus — RnGMHaV (HM236370); Jatropha mosaic virus — JMV (KJ174330);
Tobacco leaf curl Cuba virus — TbLCuCV (MH514009); CdTAV (MH243423) e Potato yellow
mosaic Panama virus — PYMPV (Y15034). A sequéncia de Tomato yellow leaf curl virus —
TYLCV (AJ489258) foi utilizada como outgroup.

2.4 Conclusdes

Foi possivel detectar uma nova espécie para o género Begomovirus: Chino del tomate
Amazonas virus (DF-023), e relata-la pela primeira vez infectando tomate no Distrito Federal.
Houve a deteccdo de uma provavel nova espécie na amostra DF-028 pela sua baixa identidade
(89,30%). Estudos futuros serdo necessarios para recuperar o genoma completo deste virus.

Detectou-se virus ja conhecidos: Tomato golden vein virus, Tomato severe rugose
virus, Tomato mottle leaf curl virus, e Tomato chlorotic mottle virus. Estas detec¢des colaboram
para o levantamento e monitoramento constantes da diversidade de begomovirus no Distrito
Federal, o0 que podera auxiliar programas de melhoramento genético.

Espera-se, futuramente, produzir clones infecciosos destas espécies para a realizacdo de
testes em cultivares com a presenca de genes de resisténcia. Tais resultados ampliam o
conhecimento da diversidade de begomovirus, e auxiliam nos futuros estudos e criacdo de

variedades com resisténcia/tolerancia a essa nova espécie.
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