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RESUMO GERAL

Oliveira, Jordania Davi. Caracterizagdo molecular de begomovirus ocorrendo em
tomateiro no Distrito Federal, novembro de 2021. Trabalho de Conclusédo de Curso -
(TCC em Fitopatologia) - Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brasil.

O tomate (Solanum lycopersicum L., familia Solanaceae), € uma das hortalicas mais
consumidas no mundo todo e o seu cultivo apresenta grande importancia socioecondmica em
diferentes estados brasileiros, incluindo o Distrito Federal (DF). No DF o cultivo encontra-se
distribuido em muitos Nucleos Rurais, apresentando uma ampla diversidade de sistemas de
cultivo (campo aberto e protegido), sendo uma das hortalicas mais relevantes em termos de
valor de producdo (R$ 58.725 milhdes) e area plantada (772 ha). Além disso, a planta é usada
como modelo para estudos genéticos para determinar a tolerancia ao estresse, a qualidade do
fruto e outras caracteristicas. O processo de domesticacdo do tomate favoreceu uma maior
suscetibilidade durante o cultivo ou armazenamento pos-colheita, a uma ampla gama de
doencas que influenciam negativamente sua produtividade, e mais de 200 agentes
fitopatogénicos foram relatados para a cultura. Desta forma, o cultivo quase o ano todo propicia
condicdes favordveis ao desenvolvimento de pragas e patdgenos. Dentre os patdgenos
destacam-se espécies classificadas no género Begomovirus (familia Geminiviridae). Os
begomovirus correspondem a virus com genoma de DNA fita simples circular, pequeno, de
aproximadamente 2.600 nucleotideos (nts) que podem apresentar uma molécula de DNA-A em
uma unica particula (denominados begomovirus monopartidos) ou duas moléculas de DNA
(DNA-A e DNA-B). Na natureza a transmissdo e feita de maneira eficiente pelo vetor
aleirodideo, extremamente polifago, mosca-branca [Bemisia tabaci Middle East Asian Minor -
MEAM-1 (= biétipo B)], que foi introduzido no Brasil no inicio da década de 1990. Os
primeiros relatos de epidemias de begomovirus em tomateiro foram feitos no DF em 1993 e a
partir de entdo, varios outros estudos de levantamento, caracterizacao e registros de ocorréncia
de isolados de begomovirus ocorrendo em quase todas as outras regiGes brasileiras foram
realizadas, demonstrando um elevado nimero de espécies virais. Até 0 momento 21 espécies ja
foram caracterizadas a partir de tomateiro no pais, sendo que destas onze ocorrem no Brasil, e
recentemente duas novas espécies foram descritas no Distrito Federal, ilustrando a grande
diversidade de begomovirus no pais. A maioria dos begomovirus que ocorrem no pais
apresentam genoma bipartido. Esse complexo de begomovirus de tomateiro no Brasil apresenta
maultiplas espécies de genoma bipartido com variados niveis de eficiéncia de transmissdo pelo
inseto vetor. Essas peculiaridades do virus (genoma pequeno e bipartido sujeito aos eventos de
mutacao, recombinacdo e pseudo-recombinacdo) tém funcionado como elementos cruciais no
processo de evolucdo deste grupo de virus, contribuindo para uma constante alteracdo da
estrutura genética das populagGes virais nas nossas condi¢des. Diferentes estratégias tém sido
empregadas para analisar diversidade viral e processos evolutivos que estdo moldando a
estrutura genético-molecular nestas populagdes virais. A principal delas tem sido a obtencao do
genoma viral completo (componentes DNA-A e DNA-B) para posterior analise da diversidade,
e proposi¢do de novas espécies. A estratégia de controle mais eficiente € o uso de fontes de
resisténcia e variedades de tomate contendo fatores de resisténcia de amplo espectro sdo uma
caracteristica essencial neste cenario de enorme diversidade de isolados virais no Brasil. Varias
fontes de resisténcia as espécies de Begomovirus foram identificadas em espécies selvagens,
incluindo Ty-1, Ty-2, Ty-3, Ty-4, Ty-5, Ty-6, tcm-1 e tgr-1. O mais utilizado dentre eles, é o Ty-
1. Neste cenario de extrema diversidade, & possivel que novas espécies, ainda néo
caracterizadas, possam estar ocorrendo no Distrito Federal. Recentemente, foi relatado que o
isolado DF-640 é capaz de superar a resisténcia conferida pelo Ty-1. Neste cenario, conhecer a
diversidade de populagdes de begomovirus, bem como novas espécies que estdo surgindo é
importante para dar suporte a programas de melhoramento. Neste contexto, o objetivo do
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presente projeto foi caracterizar begomovirus ocorrendo em seis amostras do DF. Estas
amostras haviam sido previamente caracterizadas usando informagdes parciais de genoma para
o componente DNA-A e correspondiam a potenciais espécies novas de begomovirus. Para
caracterizacdo de begomovirus, presentes nestas amostras, apos a extracdo de DNA, RCA e
PCR, 0 genoma completo foi recuperado mediante sequenciamento Sanger, usando primers
walking para o genoma completo do DNA-A e parcial para 0 DNA B. Os genomas foram
montados no Geneious e apos Blastn e analises de acordo com o recomendado para 0 grupo
begomovirus, foi possivel confirmar que uma destas amostras, denominada DF-480,
corresponde a uma nova espécie para o género Begomovirus, coletada em Rajadinha. Os demais
isolados, correspondendo a isolados de tomato severe rugose virus - ToOSRV (DF-167 e DF-
556, coletadas no Nucleo Rural Sdo José e Nucleo Rural Tabatinga respectivamente) e tomato
chlorotic mottle virus — ToCMoV (DF-024, DF-046 e DF-050; todas coletadas no Gama-DF)
tiveram suas sequéncias completas recuperadas, entretanto ToSRV e ToCMoV ja haviam sido
relatados infectando tomate no Distrito Federal.
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GENERAL ABSTRACT

Oliveira, Jordania Davi. Caracterizacdo molecular de begomovirus ocorrendo em
tomateiro no Distrito Federal, novembro de 2021. Trabalho de Conclusdo de Curso -
(TCC em Fitopatologia) - Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brasil.

Tomato (Solanum lycopersicum L., family Solanaceae) is one of the most consumed vegetables
worldwide and its cultivation has great socioeconomic importance in different Brazilian states,
the Federal District and surroundings. In the Federal District and surrounding areas, cultivation
is distributed in many rural centers, with a wide diversity of cultivation systems (open and
protected fields), being one of the most relevant vegetables in terms of production value (R$
58,725 million) and area planted (772 ha). In addition, the tomato plant is used as a model for
genetic studies to determine stress tolerance, fruit quality and other characteristics. The tomato
domestication process favors a greater susceptibility during cultivation or post-harvest storage
to a wide range of diseases that negatively influence its productivity, and more than 200
phytopathogenic agents have been reported for the crop. Thus, cultivation almost all year round
provides favorable conditions for the development of pests and pathogens. Among the
pathogens, species classified in the genus Begomovirus (family Geminiviridae) are considered
one of the most important. Begomoviruses correspond to viruses with a small circular single-
stranded DNA genome with approximately 2,600 nucleotides (nts) that can present shows a
DNA-A molecule in a single particle (called monopartite begomovirus) or two DNA molecules
(DNA-A and DNA-B). In nature, transmission is efficiently carried out by the extremely
polyphagous whitefly aleyrodid vector [Bemisia tabaci Middle East Asian Minor - MEAM-1
(= biotype B)], which was introduced in Brazil in the early 1990s. First reports of epidemics of
begomovirus in tomato were carried out in the DF in 1993 and since then, several other studies
to survey, characterize and record the occurrence of begomovirus isolates occurring in almost
all other Brazilian regions have been carried out, demonstrating a high number of viral species.
So far 21 species have been characterized from tomato in the country, eleven of which occur in
Brazil, and recently two new species were described in the Federal District illustrating the great
diversity of begomoviruses in the country. Most of the begomoviruses that occur in the country
have a bipartite genome. This complex of tomato begomoviruses in Brazil has multiple species
of bipartite genome with varying levels of transmission efficiency by the insect vector. These
peculiarities of the virus (small and bipartite genome subject to mutation, recombination and
pseudo-recombination events) have functioned as crucial elements in the evolution process of
this group of viruses, contributing to a constant change in the genetic structure of viral
populations in our conditions. Different strategies have been employed to analyze viral diversity
and evolutionary processes that are shaping the molecular-genetic structure in these viral
populations. The main one has been to obtain the complete viral genome (DNA-A and DNA-B
components) for further analysis of diversity, and the proposal of new species. The most
efficient control strategy is the use of resistance sources and tomato varieties containing broad-
spectrum resistance factors. These are an essential feature in this scenario of enormous diversity
of viral isolates in Brazil. Several sources of resistance to begomovirus species have been
identified in wild species, including Ty-1, Ty-2, Ty-3, Ty-4, Ty-5, Ty-6, ttm-1 and tgr-1. The
most used among them is Ty-1. In this scenario of extreme diversity, it is possible that new
species, not yet characterized, may be occurring in the Federal District and DF-480. Recently,
it was reported that the DF-640 isolate is able to overcome the resistance conferred by Ty-1. In
this scenario, knowing the diversity of begomovirus populations, as well as new species that
are emerging, is important to support breeding programs. In this context, the aim of this project
was to characterize begomoviruses occurring in six samples from the Distrito Federal, DF-024,
DF-046, DF-050, DF-167, DF-480 and DF-556. These samples had previously been
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characterized using partial genome information for the DNA-A component and corresponded
to potential new species of begomoviruses. To characterize the begomovirus present in these
samples, after DNA extraction, RCA and PCR, the complete genome was retrieved by Sanger
sequencing using walking primers for the complete DNA-A genome and partial for DNA B.
The genomes were mounted in Geneious and after Blastn and analysis according to what was
recommended for the begomovirus group, it was possible to confirm that one of these samples,
called DF-480, corresponds to a new species for the genus Begomovirus found in Rajadinha-
DF. The other isolates, corresponding to isolates of tomato severe rugose virus - ToOSRV (DF-
167 and DF-556, collected in Nucleo Rural S&o José and Nucleo Rural Tabatinga respectively)
and tomato chlorotic mottle virus — ToCMoV (DF-024, DF-046, DF-050, all collected in the
region of Gama-DF) had their complete sequences recovered, however ToSRV and ToCMoV
had already been reported infecting tomatoes in the Federal District.
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INTRODUCAO

O cultivo de Solanum lycopersicum L. (familia Solanaceae) é uma importante atividade
econémica e social em todo pais. O maior produtor mundial de tomate é a China com uma
produtividade de 56 milhdes de toneladas (t). O Brasil ocupa neste ranking a 10 2 posi¢do, com
producdo em area correspondente a 58.168 hectares (ha) (FAO 2020). Os maiores valores de
producdo e area plantada sdo crescentes na regido Centro-Oeste do pais. Este crescimento
encontra-se associado ao uso de novas tecnologias, melhoramento genético e estabilidade
climéatica (CONAB 2021). O Distrito Federal (DF) também se destaca nos quesitos producéo e
consumo de hortalicas, incluindo o tomateiro, que em sua maioria na regido € cultivo protegido
(CONAB 2021).

A planta de tomate tem como centro de origem a regido Andina da América do Sul desde
o Equador, Peru ao norte do Chile e Ilhas Galapagos (Peralta 2005; Darwin et al. 2003). A
planta é uma dicotiledénea, que possui dois habitos de crescimento, o tipo determinado e
indeterminado, em que o primeiro € voltado para a agroindustria e 0 segundo apresenta colheitas
prolongadas, em que a planta continua se desenvolvendo ap6s a florescéncia e sua finalidade
de consumo € in natura (Nascimento et al. 2012).

O cultivo do tomateiro quase que o ano todo, favorece a ocorréncia de microrganismos
fitopatogénicos como virus, bactérias, nematoides e fungos (Lopes et al. 2011). As perdas de
rendimento na tomaticultura devido a doencas podem variar de 70% a 95% da produgéo final
(Rashid 2016).

Os exemplos de patdgenos que causam perdas no tomateiro incluem o oomiceto
Phytophthora infestans (Mont.) (Kariuki et al. 2020). Para doengas fingicas podem ser
citadas: tombamento de mudas, causada por isolados de Pythium spp, Rhizoctonia solani
(Lopes 2005); murcha de fusario, causada por Fusarium oxysporum (Cabral et al. 2020;
Gongcalves et al. 2020), Alternaria linariae e A. grandis causadoras da pinta preta (Peixoto et
al. 2021), entre outras. As doencas bacterianas, podem ser citadas Pectobacterium spp., Dickeya
spp, e Ralstonia solanacearum (Vancheva et al. 2021). Dentre os nematoides principais relatos
de perdas sdo associados para isolados de Meloidogyne spp. (conhecido como nematoides das
galhas) e Pratylenchus spp. (conhecido como nematoide das lesdes radiculares) (Pinheiro et al.
2014; Inoue-Nagata et al. 2016).
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Dentre os patdgenos que afetam a cultura, os virus merecem destaque pois sdo parasitas
obrigatorios, ndo crescem em meios de cultura artificiais e dependem totalmente da hospedeira
para concluir etapas do seu ciclo infeccioso (Eiras et al. 2018). Dentre as familias virais,
destaca-se a familia Geminiviridae, género Begomovirus, cujas espécies causam grandes perdas
na producdo de tomate. A familia Geminiviridae tem uma ampla gama de hospedeiros de
importancia econémica além do Solanum lycopersicum (Inoue-Nagata 2016).

Os begomovirus infectam uma ampla gama de plantas dicotiledéneas (Brown et al.
2015) e sao transmitidos pelo vetor aleirodideo B. tabaci Middle East Asian Minor 1 - MEAM
1 (= bidtipo B) (Barro et al. 2011; Krause-Sakate et al. 2020). B. tabaci, popularmente
conhecida como mosca-branca, atua também como praga e vem causando grandes perdas na
producdo agricola (Rojas et al. 2018). Acredita-se que um dos principais motivos da incidéncia
de begomovirus aumentar cada vez mais no Brasil seja a eficiéncia da transmissdo por MEAM
1 (Gilbertson et al. 2015).

Outro fator que é responsavel pelo aumento das espécies em begomovirus refere-se a
variabilidade consideravel a que estes organismos estdo sujeitos por meio de mecanismos de
recombinacfes, mutacOes e pseudorecombinacdes (Roossinck 2005). Esse aumento na
variabilidade de begomovirus favorece o surgimento de novas espécies, 0 que pode ser
intensificado pela ocorréncia frequente de infec¢bes mistas (Reis et al. 2020). Uma das
melhores opgdes para o controle de begomoviroses consiste no uso de variedades contendo
genes de resisténcia (Boiteux et al. 2012). Alguns genes de resisténcia ja relatados sao o Ty-1
(Zamir et al. 1994), Ty-2 (Hanson et al. 2000), Ty-3 (Ji et al 2007), Ty-4 (Yan et al. 2018) Ty-5
(Anbinder et al. 2009), Ty-6 (Gill et al. 2019), tcm-1 (Giordano et al. 2005), tgr-1 (Bian et al.
2007).

Nesse contexto de diversidade genética de begomovirus, este trabalho teve como
objetivo caracterizar espécies de begomovirus encontradas em tomateiro no Distrito Federal
(previamente classificadas como potenciais espécies novas pela equipe do Laboratorio de
Virologia Vegetal — LVV- Fito e Melhoramento da Embrapa Hortalicas) para conhecer o
panorama das espécies que estdo ocorrendo no DF e dar suporte a estudos na area de

melhoramento genético de tomateiro buscando resisténcia contra begomoviroses.

14



JUSTIFICATIVA

Diante de um cenario de variabilidade e diversidade de begomovirus em tomateiro no
pais, associado a eficiéncia do vetor B. tabaci MEAM 1 na transmissdo das espécies e
ocorréncia de infeccBes mistas, acredita-se que espécies novas de begomovirus podem estar
presentes nas populacdes de tomateiro. A deteccdo e caracterizagdo molecular (posteriormente
bioldgica) dessas espécies é fundamental para auxiliar programas de melhoramento genético de

tomateiro.

OBJETIVO GERAL

Caracterizar molecularmente seis isolados de begomovirus do Distrito Federal

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter a sequéncia completa do genoma DNA-A de seis isolados de begomovirus que
infectam tomateiro no Distrito Federal.

e Realizar analises filogenéticas destes isolados.
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Capitulo 1: Revisdo Bibliogréfica

1.1 Taxonomia, origem e cultivo do tomate

O tomate (Solanum lycopersicum Linnaeus. = Lycopersicum esculetum Mill.) é
classificado na classe Magnoliopsida, género Solanum e familia Solanaceae (Naturdata 2021).
O Solanum lycopersicum é o maior e mais complexo género da familia Solanaceae, com cerca
de 1 500 espécies e 5.000 epitetos publicados. A planta de tomate possui como centro de origem
a América do Sul (Agra 1999). Todas as espécies de tomate sdo nativas do Oeste-Sul da
América com distribuicdo pelo centro do Equador, Peru até o Norte do Chile e llhas Galapagos
(Darwin et al 2003; Peralta et al. 2005).

Em raz&o da sua grande disseminacao, popularidade e adaptacdo mundial, o tomate pode
ser cultivado em regides de clima tropical e temperado. Quando as temperaturas ndo sao
favoréveis, o tomateiro também pode ser cultivado em condices de cultivo protegido (Adhikari
etal. 2017).

Os aspectos do local para uma boa colheita dos frutos, sdo fundamentais. Um desses
aspectos é a temperatura que para a grande variedade de tipologia do fruto, pode variar em entre
21°C a 24°C, embora se adaptem bem a um amplo leque de varia¢des climaticas, temperaturas

abaixo de 10°C e acima de 38°C podem danificar seus tecidos (Naika et al. 2006).

O tomateiro é uma cultura anual, a primeira colheita pode ser feita em torno dos 50 dias
apos florescéncia (Naika et al. 2006). Essa dicotiledénea possui dois habitos de crescimento, o
tipo determinado e indeterminado. O primeiro do tipo arbusto, tem seu crescimento
determinado, que é voltado para a agroindustria. O crescimento indeterminado que sé&o colheitas
prolongadas, em que a planta continua se desenvolvendo apos a florescéncia e sua finalidade

de consumo é in natura (Nascimento et al. 2012).

Algumas das caracteristicas do tomate como forma, tamanho e cor podem variar de
acordo com o tipo de fruto escolhido (Naika et al. 2006). Tém-se as cultivares de tomates que
tem destino de mesa as quais podem ser divididas em quatro grandes grupos: Cereja, Santa
Cruz, Italiano e Salada (CONAB 2019).
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1.2 Importancia do cultivo de tomate no cenario mundial e no Brasil

O maior produtor mundial de tomate é a China com uma area de mais de um milhéo de
hectares plantados e 56 milhdes de toneladas produzidas (FAO 2020). O Brasil ocupa neste
contexto a 10 2 posicdo correspondendo a 58.168 hectares (ha) (FAO, 2020). Segundo o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, na safra de 2021, o Brasil teve 52.996 ha de area
total colhida de tomate. Dentre as cinco regides brasileiras, a regido Sudeste, na safra de 2021,
teve area colhida de 24.426 ha, seguida da regido Centro-Oeste com 10.971 ha (IBGE 2021).

De acordo com dados do Levantamento Sistematico da Producdo Agricola (IBGE 2021),
o0 estado que mais contribuiu para a alta producéo de tomate no Brasil, no ano de 2020, foi
Goias (GO), com 1.059.871 toneladas (t). Em contrapartida, Rond6nia (RO) foi o estado em
que houve a menor producdo de tomate no ano passado (IBGE 2021).

Do total da producdo anual no Brasil, estima-se que a maior parte é destinada para o
consumo in natura, o tomate de mesa, comumente usados em saladas (Ribeiro et al. 2009). O
outro segmento da tomaticultura é voltado para o uso industrial, como para uso na fabricacado
de ketchups, molhos e sopas. Este segmento tem também grande destaque e vém recebendo
bastante investimento em incrementos com intuito de melhorar produtividade (Vilela et al.
2012).

A hortalica tem ganhado cada vez mais importancia. A area destinada para a producéo
agricola do tomate de mesa no Estado de Goias vem apresentando reducdo desde os anos 2010,
porém a quantidade em toneladas produzida por hectares vem crescendo. Isso mostra que 0s
avancos tecnologicos, melhoramento genético de cultivares tém trazido resultados no aumento

de producéo (Furquim et al. 2020).

Dito isso, a tomaticultura tem grande destaque, devido ao alto investimento em
produtividade, variedades produzidas e também geracdo de emprego e renda em todos 0s
setores. Seu cultivo embora mecanizado em vérias fases necessita de méao de obra e demanda

um namero expressivo de trabalhadores (Vilela et al. 2012).

Existe uma grande demanda pelo fruto, principalmente pelo fornecimento de nutrientes,
promoc¢do e manuten¢do da salde. Diante dos beneficios proporcionados a saide humana pelo
consumo, o tomate passou a ser considerado um alimento funcional. Portanto, investimentos
para maior producdo e rendimento vém sendo feitos ao longo dos anos a fim de atender a

demanda cada vez maior de mercado (Adhikari et al. 2017).
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Em areas em que as hortalicas sdo cultivadas no sistema intensivo sem os devidos
cuidados fitossanitarios, doencas causadas por fitopatogenos podem reduzir em até 100% da
producdo. A correta identificacdo do agente causal e analise sobre o historico de doencas é
fundamental para planejar estratégias de controle e ndo ter perdas econémicas (Pereira et al.
2013).

1.3 Patdgenos que acometem a tomaticultura

O cultivo do tomate o ano todo favorece a ocorréncia de patdgenos como virus, bactérias,
fungos, oomicetos e nematdides que causam perdas consideraveis de rendimento (Jones et al.
2014). Os exemplos de patogenos que causam perdas no tomateiro incluem isolados do
oomiceto P. infestans (Mont.) causando a requeima ou mela (Kariuki et al. 2020). Outras
doencas fungicas principais incluem: tombamento de mudas, causada por isolados de espécies
classificadas como Pythium spp, R. solani (Lopes 2005); Cladosporium fulvum causador da
mancha de Cladosporium (Inoue-Nagata et al. 2016); murcha de fusario, causada pelo fungo
ascomiceto F. oxysporum (Cabral et al. 2020; Goncalves et al. 2020) e A. linariae e A. grandis

gue sao responsaveis por causarem a pinta preta no tomate (Peixoto et al. 2021).

Dentre as doencas bacterianas, causadas por isolados de espécies de bactérias, podem ser
citados isolados de Pectobacterium spp e Dickeya spp, que causam podriddo mole e talo oco
respectivamente. Além disso, R. solanacearum causadora da murcha-bacteriana e espécies de
Xanthomonas causando mancha-bacteriana como a Xanthomonas euvesicatoria (Vancheva et
al. 2021) e Xanthomonas vesicatoria (Inoue-nagata et al. 2016) também sdo frequentes na

cultura.

Os nematoides relatados como de ocorréncia frequente e causadores de perdas em
tomateiro estdo classificados no género Meloidogyne spp. (conhecidos como nematdides das
galhas) e Pratylenchus spp. (conhecidos como nematoide das lesdes radiculares) (Pinheiro et
al. 2014, Inoue-Nagata et al. 2016).

Os virus destacam-se entre os fitopatdgenos e serdo descritos a seguir. Selecionou-se 0s
begomovirus (familia Geminiviridae) pelas perdas induzidas pelo grupo, por serem 0s mais

numerosos virus de plantas que se tem conhecimento e por serem o escopo deste trabalho.
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1.4 Familia Geminiviridae

Dentre os virus que infectam plantas destacam-se o0s virus pertencentes a familia
Geminiviridae que possui cerca de 520 espécies (ICTV 2021). Segundo o ICTV (2021) a
familia Geminiviridae possui 14 géneros. Os critérios para classificacdo de género incluem a
gama de hospedeiros, o tipo de inseto vetor e organizacdo gendmica (Brown et al. 2015). Na
natureza os geminivirus sdo transmitidos por insetos vetores como cigarrinha e mosca-branca
(Inoue-Nagata et al. 2016).

Os virus da familia Geminiviridae sdo de tamanho pequeno, auséncia de envelope com
genoma de DNA circular (sSDNA) de fita simples e podem ter genomas bipartidos (DNA-A e
DNA-B) ou monopartido (Zerbini et al. 2017). O tamanho do genoma é de aproximadamente
2500 a 5200 bases (Zerbini et al. 2017).

Em genomas bipartidos, contendo duas particulas, sdo necessarios DNA- A e DNA-B
para estabelecer a infeccdo (Harris et al. 2001). Em geminivirus que possuem DNA bipartidos,
as funcbes para a disseminacdo do virus sdo codificadas pelo DNA-B (Harris et al. 2001).
Isolados desses virus utilizam transcricdo bidirecional e genes sobrepostos para codificagcdo
eficiente de proteinas (Rojas et al. 2005). Em virus monopartidos, a molécula gendémica
semelhante ao DNA-A codifica informac6es necessarias para replicacdo, expressao génica,

montagem de particulas e propagacéo do virus (Harris et al. 2001).

Virus pertencentes a essa familia infectam monocotiledéneas e dicotileddneas (Zerbini

et al. 2017). Maiores informacGes serdo apresentadas para o0 género Begomovirus.

1.5 Género Begomovirus

O género inclui 445 espécies e é considerado 0 mais numeroso género de virus de plantas
(ICTV 2021). As principais culturas afetadas por begomovirus na América do Sul sdo o feijdo,

0 tomate e no geral as pimentas doces e picantes (Krause-Sakate et al. 2020).

Begomovirus podem apresentar genoma bipartido (dois componentes genémicos DNA-
A e DNA-B) ou monopartido (apenas um componente gendomico DNA-A) (Hanley-Bowdoin
etal. 2000; Brown et al 2015). A transcri¢do genémica € bidirecional e os genes sdo sobrepostos

a fim de melhorar no momento da codificacao de proteinas (Rojas et al. 2018). No componente
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DNA-A, seis ORFs (Open Reading Frames) s&o encontradas. Duas destas ORFs ocorrem no
sentido viral e outras quatro no sentido complementar (Hanley-Bowdoin et al. 2013; Navas-
Castillo et al. 2020). A fita de sentido complementar DNA-A codifica a proteina de replicacdo
(Rep) um ativador transcricional, uma proteina ativadora transcricional (TrAp), a

intensificadora da replicacdo (REn) e proteina capsidial CP e a AC4 (Fiallo-Olivé et al. 2020).

Begomovirus sdo transmitidos com eficiéncia pelo vetor Bemisia tabaci (De Barro et al.
2011; Krause-Sakate et al. 2020). Acredita-se que apos a introducao de B. tabaci MEAM 1 no
pais houve um aumento na incidéncia e severidade das espécies de Begomovirus. No Brasil ja
foram relatadas 21 espécies de begomovirus. Na regido do Centro-Oeste ja foram relatadas:
tomato golden vein virus, tomato severe rugose virus, tomato mottle leaf curl virus, tomato
golden vein virus, tomato commom mosaic virus, tomato apical leaf curl virus, tomato chlorotic
mottle virus, tomato rugose mosaic virus, tomato yellow vein streak virus, tomato rugose
yellow leaf curl virus, tomato mosaic severe dwarf virus, cleome leaf crumple virus, sida
micrantha mosaic virus, bean golden mosaic virus, tomato interveinal chlorosis virus-2, tomato
mottle leaf distortion virus (Fernandes et al. 2008; Batista et al. 2019; Rego-Machado et al.
2019 Andrade 2020; Reis et al. 2020; Martins et al. 2021).

Os critérios utilizados para classificacdo como uma nova espécie de begomovirus sao

baseados na identidade das sequéncias alinhadas.

No geral, begomovirus induzem sintomas bastante similares nas hospedeiras, como
mosaico, amarelecimento interveinal, entretanto, para a correta identificacdo do virus é

necessarios métodos moleculares (Inoue-Nagata et al. 2016).

1.6 Variabilidade em begomovirus

Os mecanismos geradores de variabilidade em virus podem ser citados como

recombinagdes, mutagdes e pseudo recombinacdo (Roossinck 2005).

Os begomovirus tém alto indice de variabilidade que pode ser causada principalmente
pelas mutagOes (Lima et al. 2017). Esse aumento na variabilidade favorece o surgimento de
novas espécies, 0 que pode ser intensificado pela ocorréncia frequente de infeccdes mistas. Os
virus em uma infeccdo mista compartilham informag6es genéticas, essa interacdo é benéfica

para ambos e em alguns casos resulta na piora de uma doenca (Kielian et al. 2020). No entanto,
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ndo ha muitas informagdes que quantifiquem as infecgdes mistas de tomateiros por membros

da espécie de begomovirus em condicGes naturais (Reis et al. 2020).

1.7 Controle das begomoviroses

Estratégias de erradicacdo de plantas daninhas e cultivo protegido pelo menos nas fases
iniciais de desenvolvimento sdo indicadas. Alem disso, estratégias de manejo baseadas em uso
de inseticidas para controle do inseto vetor sdo utilizadas para manter a mosca-branca abaixo
do limite de danos econdmicos (Krause-Sakate et al. 2020). Uma preocupacao recorrente no
uso de inseticidas para controle de mosca-branca é a resisténcia que pode ser adquirida e a

ineficiéncia de produtos usados para atingir todas as fases do vetor (Ahmad 2021).

1.8 Vetor mosca-branca

B. tabaci MEAM 1 (familia Aleyrodidae) popularmente conhecido como mosca-branca,
é considerada uma praga importante para a agricultura devido a suc¢éo de seiva que provoca o

baixo vigor da planta, injecdo de toxemias e por transmitir virus (Navas-Castillo et al. 2011;

Rojas et al. 2018).

Esse inseto vetor, ocorre em varias culturas pelo seu habito polifago, incluindo plantas
daninhas, as quais podem ser hospedeiras intermediarias mesmo que em baixas populacdes
(Lourencdo 1994). Na maioria das suas hospedeiras a mosca-branca, coloca os ovos na
superficie abaxial das folhas. Esta etapa tem duracdo meédia de 4 a 7 dias. O ciclo total de
desenvolvimento pode se completar com até 3 semanas (Byrne et al. 1991; De Barro 2005;
Navas-Castillo et al. 2011).

Este vetor pode transmitir diferentes virus classificados nos géneros Ipomovirus,
Crinivirus, Carlavirus, Torradovirus, Cytorhabdovirus e Begomovirus (Navas-Castillo et al.
2011; Lima et al. 2020; Ghost e Ghanim 2021). Poréem, mais de 90% dos fito-virus transmitidos
por B. tabaci pertencem ao género Begomovirus (Bornancini et al. 2020). A relacao estabelecida

entre a mosca-branca e os begomovirus é do tipo circulativa propagativa (Harris et al. 2001).
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1.9 Genes de resisténcia contra begomovirus

Diferentes estratégias podem ser aplicadas para controle de virus. Uma das opc¢des mais
desejadas pela eficiéncia apresentada € o uso de variedades resistentes (Barbosa et al. 2011;
Boiteux et al. 2012). Em tomateiro j& foram relatados alguns genes de resisténcia como o Ty-
1 (Zamir et al. 1994), Ty-2 (Hanson et al. 2000), Ty-3 (Ji et al 2007), Ty-4 (Yan et al. 2018) Ty-
5 (Anbinder et al. 2009), Ty-6 (Gill et al. 2019), tcm-1 (Giordano et al. 2005) e tgr-1 (Bian et
al. 2007).

O cenério da tomaticultura no Brasil tem sido recentemente modificado e melhorado
com 0 uso mais intenso desses hibridos resistentes ao Begomovirus, (Boiteux et al. 2012). No
entanto, € interessante destacar que o gene Ty-1, o mais utilizado nas nossas condi¢Ges, ndo
teve um impacto significativo na redugdo do nimero geral de infec¢Bes virais maltiplas, as

quais vem acontecendo cada vez mais ao longo dos anos (Reis et al. 2020).
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Capitulo 2
Caracterizagdo molecular de begomovirus em tomateiro no Distrito Federal

Jordania Davi Oliveirat Luciane De Nazaré Almeida dos Reis! Leonardo Silva Boiteux? Maria
Esther de Noronha Fonseca? Leticia Aparecida Belmira da Silval Rita de Cassia Pereira
Carvalhot

Universidade de Brasilia (UnB), Dept. Fitopatologia, Area de Virologia Vegetal, Brasilia-DF, Brasil
2National Center for Vegetable Crops Research (CNPH), Embrapa Hortaligas, Brasilia — DF, Brazil.

2.1 Introducao

O cultivo do tomateiro tem grande importancia no Distrito Federal e Entorno, sendo
considerada uma das atividades mais geradoras de renda (CONAB 2021). Entretanto, o cultivo
do tomateiro o ano todo pode favorecer a ocorréncia de microrganismos fitopatogénicos como
virus, bactérias, nematoides e fungos que afetam negativamente a producéo (Lopes et al. 2011).
Dentre estes, destacam-se 0s virus, principalmente espécies do género Begomovirus (familia
Geminiviridae). Begomovirus possui acido nucleico do tipo DNA circular, fita simples,
encapsidado em uma ou duas moléculas sendo denominados begomovirus monopartidos e

bipartidos respectivamente.

Alguns exemplos de virus relatados em tomateiro na regido Centro-Oeste sdo: tomato
golden vein virus, tomato severe rugose virus, tomato mottle leaf curl virus, tomato golden vein
virus, tomato commom mosaic virus, tomato apical leaf curl virus, tomato chlorotic mottle
virus, tomato rugose mosaic virus, tomato yellow vein streak virus, tomato rugose yellow leaf
curl virus, tomato mosaic severe dwarf virus, cleome leaf crumple virus, sida micrantha mosaic
virus, bean golden mosaic virus, tomato interveinal chlorosis virus-2, tomato mottle leaf
distortion virus (Fernandes et al. 2008; Batista et al. 2019; Rego-Machado et al. 2019; Andrade
2020; Reis et al. 2020; Martins et al. 2021).

Vaérias espécies novas vém sendo descritas e os critérios utilizados para classificagcdo
como uma nova espécie de begomovirus sdo baseados na identidade das sequéncias alinhadas.
Espécie com identidade menor que 91% quando em comparagao com outras demais sequéncias
de begomovirus ja classificadas pode ser considerada como nova espécie. Caso a sequéncia
tenha identidade nucleotidica menor que 94% pode ser considerada apenas como uma nova

estirpe (Brown et al. 2015). As begomoviroses sdo transmitidas em uma relacéo caracterizada
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como circulativa ndo propagativa pelo vetor aleirodideo, popularmente conhecido como mosca-
branca, a B. tabaci, e a maioria é restrita ao floema das plantas infectadas (Navas-Castillo et al.
2011; Krause-Sakate et al. 2020). A eficiéncia do vetor e a variabilidade e diversidade de
populacdes de begomovirus favorecem o aumento do nimero de espécies novas e a ocorréncia

de infeccbes mistas (Kielian et al. 2020).

Uma das estratégias para controle de begomoviroses é uso de cultivares com genes de
resisténcia. Para o desenvolvimento destas cultivares € importante conhecer a diversidade e
variabilidade do patégeno em questdo, visto que um dos principais fatores responsaveis pela
ndo durabilidade da resisténcia é o potencial evolutivo dos virus (Boiteux et al. 2012). Em
tomateiro pode-se relatar alguns genes de resisténcia como o Ty-1 (Zamir et al. 1994), Ty-2
(Hanson et al. 2000), Ty-3 (Ji et al 2007), Ty-4 (Yan et al. 2018) Ty-5 (Anbinder et al. 2009),
Ty-6 (Gill et al. 2019), tcm-1 (Giordano et al. 2005) e tgr-1 (Bian et al. 2007).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar molecularmente
begomovirus de amostras de tomateiro provenientes do Distrito Federal. As espécies neste
trabalho, foram previamente caracterizadas como provaveis espécies novas pela equipe do
Laboratdrio de Virologia Vegetal — UnB e Embrapa CNPH (com base em uma sequéncia parcial

de nucleotideos).

2.2 Material e métodos

2.2.1 Obtencao dos isolados

As amostras usadas neste trabalho DF-024, DF-046, DF-050, DF-167, DF-480 e DF-
556 foram coletadas em diferentes areas e fazem parte da cole¢do de amostras do Laboratorio
de Melhoramento Vegetal da Embrapa Hortalicas - LMVEH (Brasilia-DF) (Tabela 1). Todas
as amostras apresentavam sintomas tipicos de begomovirus no momento da coleta, incluindo
mosaico, amarelecimento, mosqueado e deformacéo foliar. O codigo dos isolados juntamente

com o ano e local de coleta podem ser observados na Tabela 1.
2.2.2 Extracdo de DNA e RCA

As amostras foram submetidas a extracdo de DNA total utilizando o protocolo CTAB

2X e solventes organicos (Boiteux et al. 1999). Logo depois foram submetidos & amplificacdo
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por RCA (Rolling Cicle Amplification) (Inoue-Nagata et al. 2004; Reis et al. 2020) e submetidas
a PCR (Polymerase Chain Reaction) (Rojas et al. 1993).

Tabela 1: Cddigo dos isolados de begomovirus com informag6es do ano e local de coleta

Cddigo Ano Localidade

DF-024 2003 Gama-DF

DF-046 2003 Gama-DF

DF-050 2003 Gama-DF

DF-167 2005 Ndcleo Rural S&o José-
DF

DF-480 2012 Rajadinha-DF

DF-556 2013 ggcleo Rural Tabatinga-

2.2.3 Recuperacdo do genoma viral e montagem dos genomas

Para recuperacdo do genoma completo foram usados primers universais para detecgdo
de DNA-A e DNA-B de begomovirus (Rojas et al. 1993; Duarte et al. 2020). Além disto,

primers internos foram utilizados, e todas as rea¢des foram realizadas de acordo com Duarte et

al. (2020) e Reis et al. (2020). As sequéncias dos primers estdo disponiveis na Tabela 2. Os

produtos da PCR foram submetidos a eletroforese a 1% e corado com brometo de etideo para a

visualizagdo sob luz ultravioleta.

Tabela 2: Sequéncias de primers utilizados para deteccdo (DNA-A e DNA-B) de begomovirus.

Primerst

Sequéncias

PAL1v1978 (DNA-A)
PAR1c496 (DNA-A)
PCRc1 (DNA-B)

PBL1v2040 (DNA-B)

5’GCA-TCT-GCA-GGC-CCA-CAT-YTG-CTT-YCC-NGT 3°

5" AAT-ACT-GCA-GGG-CTT-YCT-RTA-CAT-RGG 3’

5’ CTA-GCT-GCA-GCA-TAT-TTA-CRA-RWA-TGC-CA 3’

5’ GCC-TCT-GCA-GCA-RTG-RTC-KAT-CTT-CAT-ACA 3’

Fonte: Rojas et al. (1993)
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Em seguida realizou-se o aumento de volume de cada reacdo positiva da PCR para
posterior purificagdo usando kit da Promega de acordo com as condic¢des do fabricante. As
amostras foram quantificadas em nanodrop e em gel de agarose 1% e depois submetidas ao
sequenciamento Sanger no Laboratorio de Analise Genémica da Embrapa Hortalicas com
sequenciador ABI PRISM 3100 seguindo protocolo BigDye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit version 3.1 (Applied Biosystems). Dessa forma, as sequéncias submetidas
a PCR com os primers “universais” foram analisadas por meio da ferramenta Blastn (Altschul
et al. 1997).

As sequéncias obtidas apds o sequenciamento foram analisadas no programa Geneious
11.0.5 (Kearse et al. 2012). Primeiramente foi feita uma montagem De Novo Assembly e a seguir
Map to reference. Com a montagem dos contigs e analise de qualidade, as sequéncias foram
analisadas por meio da ferramenta BLASTn (Altshul et al. 1997) com o objetivo de comparar as
sequéncias obtidas com as sequéncias depositadas no banco de dados publico do GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), visando a identificacdo de espécies virais. As sequéncias

montadas foram alinhadas com os genomas de referéncia de maior percentagem de identidade
com aquelas obtidas no BLASTnN e a partir destes foi realizada a anotacdo de genomas montados
disponiveis na Tabela 3.

Alguns trabalhos ja vém sendo publicados com descricdo de novas espécies pertencentes
ao género Begomovirus e que tém indicado o aumento da variabilidade no género (Cotrim et al.
2007; Fernandes et al. 2008; Reis et al; 2020).

Tabela 3: InformacGes de cobertura, porcentagem de identidade e E-value obtidos apds

BLASTn no GenBank usando as sequéncias dos seis begomovirus provenientes de
amostras do Distrito Federal.

Cadigo Tamanho Virus - BLASTn Cobertura Identidade E-Value
(nts)* (%) (%)
DF-024 2630 tomato chlorotic mottle virus = 100 93,70 0.0
DF-046 2622 tomato chlorotic mottle virus = 95 95,19 0.0
DF-050 2635 tomato chlorotic mottle virus = 99 99,76 0.0
DF-167 2593 tomato severe rugose virus 100 92,90 0.0
DF-480 2638 sida yellow blotch virus 100 89,31 0.0
DF-556 2592 tomato severe rugose virus 100 99,61 0.0

*nts — nucleotideos
2.2.4 Analise Filogenética

A analise filogenética foi feita com base nas seis sequéncias do DNA-A obtidas neste

trabalho e outras 22 sequéncias disponiveis no Genbank. O alinhamento utilizado foi o Muscle
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e método Fastree no programa Geneious 11.0 (Kearse et al. 2012). Utilizou-se o SDT (Mubhire
et al. 2014) e as figuras foram elaboradas com o auxilio do programa Adobe Illustrator CC.

3. Resultados e Discussao

3.1 Recuperacédo do genoma completo dos isolados virais

Foi possivel recuperar o genoma completo DNA-A de begomovirus nas seis amostras
DF-024, DF-046, DF-050, DF-167, DF-480, DF-556. Estas sequéncias associadas as
sequéncias de 700 nucleotideos (nts) que haviam sido realizadas previamente a este trabalho
proporcionaram uma montagem robusta e confiavel do genoma completo dos begomovirus das

distintas amostras.

Neste trabalho as amostras DF-167 e DF-556 estavam infectadas com ToSRV (Tabela
3). O primeiro relato de ToOSRV DF-167 (KX458238) e DF-556 (MT733811) no Brasil foi feito
em 1999 na hospedeira de tomate em Minas Gerais. Posteriormente varias pesquisas foram
feitas e ToSRV foi detectado em tomate em outras regides do Brasil, incluindo o Distrito
Federal (Ribeiro et al. 2003; Cotrim et al. 2007; Fernandes et al. 2008; Rocha et al. 2010, 2013;
Gonzélez-Aguilera et al. 2012; Mituti et al. 2019; Reis et al. 2020; Souza et al. 2020; Duarte et
al. 2020).

A espécie de ToCMoV detectada nas amostras denominadas DF-024 (MT733804), DF-
046, DF-050 (MT733804) neste trabalho (Tabela 3), j& havia sido detectada anteriormente no
Distrito Federal (Ribeiro et al. 2003; Ribeiro et al. 2007). Tanto ToSRV e ToCMoV

correspondem a begomovirus bipartidos.

Todas as amostras foram positivas quando se utilizou os primers PAL-PAR (componente
DNA-A) e pBL-CRC1 para componente DNA-B (resultados ndo mostrados para o componente B),
confirmando que todas as espécies recuperadas sdo de begomovirus bipartido. Em genomas
bipartidos séo observados os componentes DNA-A e DNA-B (Hanley-Bowdoin et al. 2000). A
fita de sentido complementar DNA-A codifica a proteina de replicacdo (Rep) um ativador
transcricional (TrAp), a intensificadora da replicagdo (Ren) e no sentido viral, a proteina
capsidial CP (Fiallo-Olivé et al. 2020). Organizacdo gen6mica tipica ao esperado para 0s

begomovirus bipartidos foi observada neste trabalho. Os genomas apresentaram as seis ORFs
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no componente DNA-A que codificam proteinas envolvidas na replicacdo, sintomas e
transmisséo viral. Foram observadas as duas ORFs ocorrendo no sentido viral (AV1/V1 e
AV2/V2) e outras quatro no sentido complementar (AC1/C1 a AC4/C4) (Hanley-Bowdoin et
al. 2013; Navas-Castillo et al. 2020) (Figura 1).

DNA-A DNA-A
2.638 nts 2.593 nts

DF - 480 Tomato severe rugose virus (ToSRV)

DNA-A
2,635 nts

Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV)

Figura 1. Representacdo da organizacdo gendmica de espécies de Begomovirus relatadas nesse
trabalho: A) Nova espécie (DF-480); B) tomato severe rugose virus — ToOSRV (DF-556 e DF-
167); C) tomato chlorotic mottle virus — ToCMoV (DF-050, DF-046 e DF-024). As ORFs
(Open Reading Frames) AV1, AC1, AC2, AC3, AC4 e correspondentes ao DNA- A foram
identificadas (representadas por cores) de acordo com as proteinas para que codificam: CP
(AV1) proteina capsidial; Rep: proteina associada a replicagdo (AC1); TrAp (AC2): proteina
ativadora de transcricdo; Ren (AC3): intensificador de replicacdo; AC4: determinante de
sintoma e IR: regido intergénica

3.2 Analise filogenética de begomovirus bipartidos

Segue abaixo na Figura 2, a arvore filogenética mostrando a relacdo dos seis isolados,
com espécies semelhantes. O DF-480, de acordo com os critérios estabelecidos por Brown et

al. (2015) trata-se de uma nova espécie para 0 género begomovirus pois esse isolado apresentou
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identidade menor que 91% com outras sequéncias e pode-se observar na arvore filogenética a
divergéncia que essa espécie apresenta. Para os demais isolados, cujas sequéncias foram obtidas
por sequenciamento Sanger foi possivel observar um agrupamento de cada isolado/espécie com

isolados da mesma espécie e ocorrendo no Distrito Federal.

ToSRV - DF 556
ToSRV [BR] JF803261
ToSRV [BR] MT733811
ToSRV [BR] MT733815
ToSRV [BR] MT627095
ToSRV [BR] MT215001
ToSRV [BR] KX458238
ToSRV [BR] KX828624
ToSRV - DF 167

SiYMAV [BR] JF694472
SiYBV [BR] JX871380
DF - 480

SIAMV [BR] KX691404
OXYVV [US] KM887907
ToYSV [AR] FJ538207

ToLDV [BR] KC706605

SiMoAV [BR] KX896421

ToCMoV [BR] KC706554
ToCMoV [BR] KC706550

ToCMoV [BR] KC706561

ToCMoV [BR] KC706546

ToCMoV [BR] MT214086

ToCMoV [BR] MT215003

ToCMoV - DF 50

ToCMoV - DF 46

ToCMoV [BR] MT733804
ToCMoV - DF 24

TYLCV [ES] AJ489258

0.06

Figura 2. Analise filogenética composta por sequéncias completas do DNA-A de espécies de
Begomovirus obtidas nesse trabalho e destacadas em vermelho: tomato severe rugose virus —
ToSRV (DF-556 e DF-167); nova espécie (DF-480); tomato chlorotic mottle virus — ToCMoV
(DF-050, DF-046 e DF-024) e outras retiradas de banco de dados (Genbank). As espécies
retiradas de banco de dados empregadas nesta analise foram identificadas por seu acrénimo,
seu numero de acesso e sigla dos paises onde foram originalmente descritas: BR= Brasil;
US=Estados Unidos; AR= Argentina e ES=Espanha. As espécies virais e 0s nimeros de acesso
do Genbank sdo os seguintes: ToSRV (MT733815; MT733811; JF803261;KX458238;
KX828624; MT627095; MT215001); ToCMoV (MT733804; MT215003; MT214086;
KC706546; KC706561; KC706554; KC706550); sida mosaic Alagoas virus — SiYMaV
(JF694472); sida yellow blotch virus — SiYBV (JX871380); sida angular mosaic virus — SIAMV
(KX691404); oxalis yellow vein virus — OxYVV (KM887907); tomato yellow spot virus —
ToYSV (FJ538207); tomato leaf distortion virus — ToLDV (KC706605) e sida mottle Alagoas
virus — SIMOAV (KX896421). Sequéncia de tomato yellow leaf curl virus — TYLCV
(AJ489258) foi utilizada como outgroup.

3.3 Sequence Demarcation Tool (SDT)

Na Figura 3 é possivel observar o resultado obtido ap6s SDT. Espécies novas de
begomovirus devem apresentar valores de identidade de nucleotideos abaixo de 91%. No
presente trabalho foi possivel identificar uma espécie nova (amostra DF-480) em tomateiro
proveniente do DF. O cenério da grande variabilidade de begomovirus provavelmente esta

favorecendo o surgimento de novas espécies, que pode ser intensificado pelas infec¢es mistas.
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O conhecimento destas espécies, aliado a obten¢do futura de clones infecciosos poderao
permitir pesquisas visando determinar a gama de hospedeiras destas novas espécies. O estudo
acerca dessas novas espécies auxilia em estratégias de controle e melhoramento a fim de
conferir resisténcia ao virus, pois 0 uso de hibridos resistentes é a melhor alternativa para o

controle das begomoviroses.
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Figura 3. Sequence Demarcation Tool (SDT) representativa da porcentagem de nucleotideos entre as
sequéncias completas do DNA-A de isolados de espécies de Begomovirus obtidas nesse trabalho e que
estdo destacadas em vermelho: tomato severe rugose virus —ToSRV (DF 556 e DF 167); nova espécie
(DF-480) e tomato chlorotic mottle virus — ToCMoV (DF 050, DF 046 e DF 024) 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 dos paises onde foram originalmente
descritas: BR= Brasil; US=Estados Unidos; AR= Argentina e ES=Espanha. As espécies virais e 0s
nameros de acesso do Genbank s&o os seguintes: oxalis yellow vein virus — OxYVV (KM887907); sida
angular mosaic virus — SIAMV (KX691404); sida mosaic Alagoas virus — SiYMaV (JF694472); sida
mottle Alagoas virus — SiIMoAYV (KX896421); sida yellow blotch virus — SiYBV (JX871380); tomato
leaf distortion virus — ToLDV (KC706605); tomato yellow spot virus — ToYSV (FJ538207); ToSRV
(MT733815; MT733811; JF803261;KX458238; KX828624; MT627095; MT215001); ToCMoV
(MT733804; MT215003; MT214086; KC706546; KC706561; KC706554; KC706550) e tomato

yellow leaf curl virus — TYLCV (AJ489258).
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4. Concluséao

Foi possivel detectar ToOSRV (DF-556 e DF-167), a qual é predominante em todo pais
(Fernandes et al. 2008) e ToCMoV (DF-050, DF-046 e DF-024) nas amostras analisadas. Além
disto, uma nova espécie de begomovirus foi descrita e caracterizada molecularmente (DF-480).
Futuramente espera-se obter clone infeccioso desta espécie. Estes resultados, ndo s6 ampliam
0 conhecimento sobre o género Begomovirus, como tambeém auxiliam na futura criacdo de

variedades resistentes a essa nova espécie e as demais.
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