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RESUMO IX

CORREIA, E. C. S. S. Caracterizacdo molecular de begomovirus na cultura do
tomateiro no municipio de Arapiraca-AL. Rio Largo: Centro de Ciéncias Agrérias -
Universidade Federal de Alagoas, 2011. 46p. (Trabalho de Concluséo de Curso).

O tomateiro (Solanum Lycopersicon L.) é cultivado em diversas regides durante todo o
ano, propiciando assim condicGes favordveis ao surgimento de inimeras doencas
incluindo as causadas por virus. Dentre as viroses consideradas como limitantes a esta
cultura destacam-se as causadas por begomovirus, que pertencem a familia
Geminiviridae. Os begomovirus brasileiros, em sua maioria, possuem dois componentes
gendmicos (DNA-A e DNA-B), séo transmitidos por moscas-brancas (Bemisia tabaci)
e infectam plantas dicotiledoneas. A alta incidéncia de begomovirus em tomateiros
deve-se principalmente a introducédo e dispersdo de um novo bidtipo (biotipo B) do
inseto vetor. Este biotipo é polifago e com maior capacidade de multiplicacdo do que o
bidtipo A, antes predominante no pais. O presente trabalho teve como objetivos a
caracterizacdo molecular de isolados de begomovirus que infectam plantas de tomate no
municipio de Arapiraca, estado de Alagoas. A detecgdo foi realizada pela técnica de
PCR utilizando como molde o DNA extraido de plantas com sintomas de infeccdo por
begomovirus, coletadas no municipio de Arapiraca-AL. Foi detectada a presenca de
begomovirus nas 23 amostras coletadas. As analises de comparacdo de sequéncias e
filogenéticas sugerem a presenca de duas provaveis novas espécies e dois novos
isolados indicando uma alta diversidade genética dos begomovirus desse trabalho. A
espécie representada pelas amostras EC01, EC02, EC03, EC06-E23 foi predominante

sobre a espécie ECO04, indicando prevaléncia deste begomovirus no campo.

Palavras-chave: Geminivirus, Solanum lycopersicon, Diversidade genética.



1. INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicon L. = Lycopersicon esculentum Mill.)
pertence a familia Solanaceae, género Solanum se¢do Lycopersicon (PERALTA et al.,
2005). Além de possuir propriedades benéficas para a saude humana, a cultura é
reconhecida como poderosa fonte geradora de emprego e renda em todos 0s segmentos
de sua cadeia produtiva (SILVA; GIORDANO, 2000), o que tornou a tomaticultura
uma atividade agricola de grande importancia socioecondmica, amplamente difundida
no mundo (LOPES; AVILA, 2005).

A cultura do tomateiro apresenta grande importancia econdémica no Brasil pelo
volume e valor da producdo a qual é destinada ao consumo in natura e ao
processamento industrial (SANTOS et al, 2009). Atualmente o maior produtor mundial
de tomate € a China (FAOSTAT, 2011). O Brasil ocupa o nono lugar no ranking da
producdo mundial, com uma producéo de 4.049.881 toneladas, plantados numa area de
65.070 mil hectares. No Nordeste, a cultura € explorada principalmente por pequenos
agricultores rurais sendo os maiores produtores os estados de Pernambuco, Bahia e
Ceara (IBGE, 2010). A producao de tomate no estado de Alagoas em 2006 foi de 2.400
toneladas, mostrando-se pouco representativa (PAM, 2006), concentrada principalmente
em Arapiraca e municipios vizinhos e tendo se mostrado uma opc¢do para substituir a
cultura do fumo, se consolidando como 6tima oportunidade para geracdo de renda,
principalmente para pequenos agricultores (SEPLAN, 2011). Muitas doencas sdo
responsaveis por perdas severas na producdo, mas, recentemente as geminiviroses
causadas por espécies do género Begomovirus, tem proporcionado elevados prejuizos
econémicos aos produtores de tomate (INOUE-NAGATA et al., 2009).

O género Begomovirus (familia Geminiviridae) inclui virus com genoma
composto por DNA circular fita simples (sSDNA), composto por um ou dois
componentes gendmicos, transmitidos pela mosca-branca Bemisia tabaci a espécies
dicotileddneas (FAUQUET et al., 2008). Os begomovirus que ocorrem no Brasil
apresentam dois componentes gendémicos denominados DNA-A e DNA-B. O DNA-A
contém os genes envolvidos na replicacdo e encapsidacdo do genoma viral. No DNA-B
encontram-se 0S genes requeridos para 0 movimento intra e intercelular na planta
(LAZAROWITZ, 1992). Dentre os begomovirus de maior importancia econémica estao
0 Bean golden mosaic virus (BGMV), o Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV)eo
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African cassava mosaic virus (ACMV).

No Brasil, a introducdo do bidtipo B de B. tabaci no inicio da década de 1990
contribuiu para o aumento na incidéncia e severidade das viroses causadas por
begomovirus em tomateiro, bem como para a diversidade de suas espécies (RIBEIRO et
al., 2003). Atualmente um complexo de espécies de begomovirus, isoladas de tomateiro
no pais, foi identificada com base em sequéncias parciais ou completas do genoma do
DNA-A. As espécies Tomato golden mosaic virus (TGMV), Tomato rugose mosaic
virus (ToRMV), Tomato severe rugose virus (ToSRV), Tomato chlorotic mottle virus
(ToCMoV) e Tomato yellow spot virus (ToYSV) sdo aceitas como espécies definitivas
(FAUQUET et al., 2008) e cerca de dez outras esperam por uma definicdo taxonémica.

A caracterizacdo molecular e bioldgica das espécies de begomovirus que
infectam tomateiro é de grande importancia para aumentar o conhecimento sobre a
variabilidade genética dessas espéecies. O entendimento da variabilidade de populagdes
de virus é necessario para entender como esses evoluem, além de fornecer informacoes
fundamentais para o desenvolvimento de estratégias eficientes e duraveis de controle de
viroses (SEAL; JEGER; VAN DEN BOSCH, 2006).

O primeiro relato de infeccdo do tomateiro por um begomovirus no estado de
Alagoas foi feito no municipio de Novo Lino, sendo a espécie provisoriamente
denominada Tomato mottle leaf curl virus (SILVA et al., 2004). Diante da importancia
do cultivo de hortalicas para os pequenos produtores do Agreste Alagoano, o presente
trabalho teve como principais objetivos a deteccdo e caracterizacdo molecular dos
begomovirus que infectam tomateiro no municipio de Arapiraca-AL, visando a
obtencdo de informacdes para o desenvolvimento de estratégias para controlar as

viroses causadas pelas espécies desse género.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Origem, classificagéo e importancia econémica da cultura do tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicum L. = Lycopersicon esculentum Mill.) é
originario da America do Sul e encontra-se amplamente cultivado e consumido em todo
o mundo (PERALTA et al., 2005; LOPES; AVILA, 2005). As espécies selvagens do
tomateiro sdo nativas da regido Andina que abrange parte do Chile, Colémbia, Equador,
Bolivia e Peru. Embora as formas ancestrais sejam originarias dessa area, sua ampla
domesticacdo se deu no México, chamado de centro de origem secundario (SANTOS,
2009). Inicialmente, era cultivado apenas como planta ornamental, pois seus frutos eram
considerados nocivos, devido a sua coloracdo avermelhada, intimamente relacionada, a
época, com perigo e morte. Ha evidéncias de que foram os italianos os primeiros a
cultivarem o tomate, por volta de 1550, a principio pela curiosidade e valor ornamental
de seus frutos. No Brasil, seu habito de consumo foi introduzido por imigrantes
europeus no final do século XI1X (FILGUEIRA, 2003).

Quanto a sua classificacdo, tomateiro € uma planta dicotiledénea, autdégama
pertencente a familia Solanaceae, género Solanum secdo Lycopersicon. O género
Solanum apresenta 13 espécies agrupadas em dois complexos: o complexo Esculentum
engloba as espécies Solanum lycopersicum, S. cheesmanieae, S. pimpinelifolium, S.
chmielewskii, S. neorickii, S. habrochaintes e S. pennelli. Ja& 0 complexo Peruvianum
inclui as espécies Solanum chilense, S. peruviamum, S. arcanum, S. corneliomuelleri e
S. hauylasense. (PERALTA et al., 2005). A maioria das espécies presentes nos dois
complexos sdo silvestres sendo exploradas em programas de melhoramento para
introgressdo de genes de resisténcia a patdgenos, insetos e melhoria da qualidade
nutritiva do fruto (LOURENCAO et al., 1999; SILVA,; GIORDANO, 2000;
ARAGAO et al., 2002).

A planta de tomate € herbacea, de caule flexivel, piloso, cuja arquitetura natural
lembra uma moita, com abundante ramificacdo lateral. Suas flores sdo hermafroditas,
pequenas e amarelas, com formato de cachos ou racemo (SILVA; GIORDANO, 2000).
O fruto € do tipo baga, com formato e tamanhos distintos, constituindo-se de pelicula,
polpa, placenta e sementes. Internamente, é dividido em ldculos onde as sementes
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encontram-se imersas na mucilagem placentaria (MELO, 1989).

A cultura é encontrada em clima relativamente fresco, &rido, contudo, adapta-se
a um amplo leque de condi¢des climaticas, variando entre temperada a quente e Umida
tropical, permitindo o seu cultivo em diversas regides do mundo (SILVA; GIORDANO,
2000). No entanto, para que os rendimentos sejam Otimos, esta cultura tem
requerimentos especificos como variacdo de temperatura de 20 a 25°C no dia e de 11 a
18°C a noite; acima de 35°C héa prejuizo na frutificacdo, temperaturas baixas retardam a
germinacdo e o desenvolvimento, produzindo frutos mal-formados, ocos e leves. A
planta também requer solos permeaveis, profundos, bem drenados, com bom teor de Ca
e Mg, com pH variando de 6 a 6,5, areno-argilosos (NAIKA et al., 2006).

O tomate é uma hortalica de grande aceitacdo entre diferentes mercados
consumidores. Além de possuir propriedades alimenticias benéficas para a sadde
humana, a cultura é reconhecida como poderosa fonte geradora de emprego e renda em
todos 0s segmentos de sua cadeia produtiva, 0 que tornou a tomaticultura uma atividade
agricola de grande importancia socioecondémica, amplamente difundida no mundo
(SILVA; GIORDANO, 2000; LOPES; AVILA, 2005).

A cultura constitui duas cadeias produtivas distintas, caracterizadas pelos
segmentos de mesa, destinado ao consumo in natura, e de industria, destinado ao
processamento (SANTOS, 2009). Por se tratar de uma cultura com um ciclo
relativamente curto e de altos rendimentos, a producdo global do tomate duplicou nas
Gltimas trés décadas com maior contribuicdo da produtividade do tomate industrial
devido a utilizacdo de cultivares mais produtivas, enquanto que na producdo de tomate
para consumo in natura a expansao acompanhou apenas o crescimento populacional.
(FAOSTAT, 2011). Atualmente o maior produtor mundial de tomate é a China, seguida
pelos Estados Unidos, Turquia e india. O Brasil ocupa 0 nono lugar no ranking da
producdo mundial, com uma producdo de pouco mais de quatro milhGes de toneladas
plantadas numa area de 65.070 mil hectares. Na safra 2009/2010, a producédo de tomate
no Brasil, alcancou a marca de 4.049.881 toneladas, com a regido Centro-Oeste
destacando-se como a maior produtora, contribuindo para isso 0s estados de Goias,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Distrito Federal. Somente o estado de Goias,
considerado o estado maior produtor do pais, produziu nessa safra cerca de 1.423.629
ton, de acordo com os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2010). Em 2006 foram produzidas 2.400 ton de tomate no estado Alagoas (PAM, 2006).
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O municipio de Arapiraca apresenta atualmente uma area plantada de 20 hectares com
as variedades IPA-6, Supera, CM-16 e TY, com uma producdo de aproximadamente
37,12 ton/ha, (SEAGRI, 2011).

Dentre os diversos fatores que afetam a produtividade dessa cultura destacam-
se 0s problemas fitossanitarios causados pelo ataque de pragas e patdgenos. Muitas
doencas sdo responsaveis por perdas severas na producdo, mas, recentemente as
geminiviroses causadas por espécies do género Begomovirus, tem proporcionado
elevados prejuizos econdmicos aos produtores de tomate (INOUE-NAGATA et al.,
2009).

2.2. Familia Geminiviridae

2.2.1. Taxonomia da familia Geminiviridae

Os virus pertencentes a familia Geminiviridae apresentam genoma composto de
DNA de fita simples (sSDNA) circular encapsidado em particulas icosaedricas
geminadas. A familia € dividida em quatro géneros: Mastrevirus, Curtovirus,
Topocuvirus e Begomovirus, com base no tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros,
organizacdo genémica e relacionamento filogenético (STANLEY et al., 2005). O
género Mastrevirus inclui 0s geminivirus com um componente genémico, transmitidos
por diversas cigarrinhas (Homoptera: Cicadellidae) a plantas monocotiledéneas. A
espécie-tipo € o Maize streak virus (MSV), um virus economicamente importante para a
cultura do milho (Zea mays). No género Curtovirus estdo 0s geminivirus com um
componente gendmico, transmitidos por diversas cigarrinhas (Hemoptera: Cicadellidae)
a plantas dicotiledéneas. O Beet severe curly top virus (BSCTV) € a espécie-tipo mais
importante economicamente. O género Topocuvirus possui uma Unica espécie, 0
Tomato pseudo-curly top virus (TPCTV), com um componente genémico, transmitida
pela cigarrinha Micrutalis malleifera (Homoptera: Auchenorrhyncha) a plantas
dicotileddneas. O género Begomovirus engloba espécies com um ou dois componentes
genbmicos, transmitidas pela mosca-branca Bemisia tabaci (Homoptera: Aleyrodidae) a
plantas dicotiledéneas (STANLEY et al., 2005). A espécie-tipo é o Bean golden yellow
mosaic virus (BGYMV) (FAUQUET et al., 2008).
Os begomovirus do “Velho Mundo” (Europa, Asia e Africa) possuem em sua
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maioria um componente gendmico (monossegmentados), e estdo frequentemente
associados a moléculas de ssSDNA circular conhecidas como DNA B (betassatélites) e
DNA-1 (alfassatélites) (BRIDDON, 2003; BRIDDON; STANLEY, 2005). Os
begomovirus do “Novo Mundo” possuem dois componentes gendmicos
(bissegmentados), denominados DNA-A e DNA-B.

No entanto, alfassatélites foram recentemente identificados no Brasil e na
Venezuela, associados aos begomovirus bissegmentados Cleome leaf crumple virus
(CILCrV), Euphorbia mosaic virus 1(EuMV) e Melon chlorotic mosaic virus (MeCMV)
(PAPROTKA; METZLER; JESKE, 2010a; ROMAY et al., 2010). Além dos
alfassatélites foi relatada a presenca de dois begomovirus monossegmentados, Sweet
potato leaf curl Sdo Paulo virus (SPLCSPV) e Sweet potato leaf curl virus - Sdo Paulo
(SPLCV-SP) infectando batata-doce no estado de S&o Paulo, sendo esses 0s primeiros
relato de alfassatelites e begomovirus monossegmentados ocorrendo naturalmente no

“Novo Mundo” (Américas).

2.2.2. Organizagdo gendmica dos begomovirus

O genoma dos Begomovirus é composto por duas moléculas de DNA circular de
fita simples, denominados DNA-A e DNA-B, cada um com aproximadamente 2,6 kb
(figura 1). O DNA-A contem os genes envolvidos na replicacdo e encapsidacdo do
genoma viral. No DNA-B encontram-se 0s genes requeridos para 0 movimento intra e
intercelular na planta. Ambos 0s componentes sdo essenciais para a infecgdo sistémica
eficiente do virus na planta (LAZAROWITZ, 1992). Os dois componentes gendémicos
de uma mesma espécie viral ndo possuem identidade entre as suas sequéncias, exceto
por uma regido com aproximadamente 200 nucleotideos denominada regido comum
(RC), que inclui a origem de replicacdo (HANLEY-BOWDOIN et al., 1999).

O DNA-A dos begomovirus bissegmentados tem o potencial de codificar de
quatro a seis proteinas: uma proteina associada a replicacdo, Rep (“replication-
associated protein”), iniciadora do mecanismo de replica¢do por circulo rolante, com
propriedade de ligacdo a acidos nucléicos, endonuclease e ATPase (FONTES;
LUCKOW; HANLEY-BOWDOIN, 1992; OROZCO et al, 1997); uma proteina
transativadora, TrAP (“trans-activating protein”), fator transcricional dos genes CP e NS
e que também atua como supressora do silenciamento génico (SUNTER; BISARO,
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1992; VOINNET; PINTO; BAUCOMBE, 1999; WANG et al., 2005); a proteina Ren
(“replication-enhancer protein”), fator acessoério da replicacdo viral (SUNTER et al.,
1990; PEDERSEN; HANLEY-BOWDOIN, 1994); e a proteina capsidial (“coat
protein”, CP), que além de formar o capsideo viral ¢ essencial para a transmissao do
virus pelo inseto vetor (BRIDDON et al., 1990; HOFER et al., 1997a). O gene AV2
(“pre-coat”) esta presente apenas nos begomovirus do “Velho Mundo”, e atua no
movimento do virus na planta (PADIDAM; BEACHY; FAUQUET, 1996). O gene AC4
codifica uma proteina supressora de silenciamento génico (VANITHARANI et al,,
2004). O DNA B codifica a proteina MP (“movement protein”), envolvida no
movimento célula-a-célula do virus por meio do aumento do limite de exclusdo dos
plasmodesmas (NOUEIRY; LUCAS; GILBERTSON, 1994), e a proteina NSP
(“nuclear shuttle protein”), responsavel pelo transporte do DNA através do envelope
nuclear (NOUEIRY; LUCAS; GILBERTSON, 1994; SANDERFOOT; INGHAM,;
LAZAROWITZ, 1996)

TAATATT AC

CR
4
DNA A

Figura 1. Representacdo esquematica do genoma do Bean golden yellow mosaic virus

TrAP

(BGYMYV), espécie-tipo do género Begomovirus. Os circulos representam o genoma
viral, com dois componentes (DNA-A e DNA-B) de aproximadamente 2.600
nucleotideos cada. Uma sequéncia de aproximadamente 200 nucleotideos, denominada
regidao comum (CR), contém a origem de replicacdo viral, com uma estrutura em forma
de grampo e uma sequéncia invariavel de nove nucleotideos (TAATATT|AC),
conservada em todos 0s membros da familia Geminiviridae. A seta (|) indica o sitio de
inicio da replicacdo do DNA viral por circulo rolante. As setas azuis e vermelhas
indicam 0s genes virais e a direcdo em que ocorre a transcri¢do (viral e complementar,
respectivamente). Reproduzido de GUTIERREZ et al., (2004).
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2.2.3. Replicagéao viral

No processo de infeccdo dos geminivirus, as particulas virais sdo inoculadas na
planta pelo inseto vetor e o genoma viral (sSDNA) se desassocia de forma espontanea
do capsideo (LAZAROWITZ, 1992; PALMER; RYBICKI, 1998). No interior da célula
0 ssDNA viral € transportado para o nucleo, onde é convertido em um intermediario de
fita dupla (dsDNA) denominado forma replicativa (RF). A RF serve como molde para
sintese dos novos componentes gendmicos via mecanismo de circulo rolante e também
para a transcrigdo dos genes virais (STANLEY, 2005).

A origem de replicacéo (ori) esta localizada na regido intergénica comum entre
os dois componentes gendmicos. A sequéncia da ori é conservada entre componentes de
um mesmo virus, porém variavel entre espécies, com exce¢cdo de uma regido de
aproximadamente 30 nucleotideos conservada entre todas as espécies (DAVIES et al.,
1987; LAZAROWITZ, 1992). Nesta regido se localiza uma sequéncia repetida e
invertida composta predominantemente por guanina e citosina, formando uma estrutura
conservada em forma de grampo (“structurally-conserved element”, SCE), com uma
sequéncia invariavel (5’-TAATATTAC-3’) encontrada em todos geminivirus, que
constitui o dominio funcional da origem de replicacdo (HEYRAUD-NITSCHKE et al.,
1995; OROZCO; HANLEY-BOWDOIN, 1998). E nesse nonanucleotideo que ocorre a
clivagem (TAATATTJAC) que inicia o processo de replicagdo por circulo rolante
(FONTES et al., 1994; LAUFS et al., 1995). A clivagem ¢ realizada pela proteina Rep,
que atua como endonuclease sitio-especifica com requerimento de estrutura e sequéncia
(LAUFS et al., 1995; OROZCO; HANLEY-BOWDOIN, 1998). Na regido comum
encontram-se as sequéncias especificas para ligacdo da proteina Rep (FONTES;
LUCKOW; HANLEY-BOWDOIN, 1992; FONTES et al., 1994) e regides promotoras
da RNA polimerase tipo Il de plantas, responsavel pela transcricdo dos genes virais
(HANLEY-BOWDOIN et al., 1999). O sitio de ligacdo de REP ao DNA viral esta
localizado entre a caixa TATA do gene Rep e a SCE (OROZCO; HANLEY-
BOWDOIN, 1998), sendo constituido por duas sequéncias em repeticdo direta e pelo
menos uma repeticdo invertida denominadas “iterons” (ARGUELLO-ASTORGA et al.,
1994). A ligacdo de Rep aos iterons é essencial para o inicio da replicacdo. Apds a
ligacdo de Rep ao DNA viral e estabilizacdo do complexo formado por Rep, Rene
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fatores do hospedeiro, a proteina Rep cliva o nonanucleotideo localizado na SCE, dando
inicio a replicacdo por circulo rolante (GUTIERREZ, 1999). O reconhecimento pela
proteina Rep é considerado virus-especifico (ARGUELLO-ASTORGA et al., 1994;
HARRISON; ROBINSON, 1999; RAMOS et al., 2003), de modo que sO inicia a
replicacdo de DNAs cognatos. O dominio funcional de Rep foi mapeado na sua regido
N-terminal, e este inclui o dominio de ligacdo a DNA, conservado em todas as proteinas
Rep (JUPIN, 1995; GLADFELTER et al., 1997; CHATTERJI et al., 1999). Uma vez
que o reconhecimento e ligacdo aos iterons por Rep é especifico, foi proposto que esta
depende da sequéncia de nucleotideos dos iterons e dos aminoacidos de um motivo
conservado na proteina Rep denominado dominio relacionado aos iterons (“iteron-
related domain”, IRD) (ARGUELLO-ASTORGA,; RUIZ-MEDRANO, 2001). Porém, a
replicacdo do DNA-B do Tomato yellow spot virus (ToYSV) pela Rep do Tomato
golden mosaic virus (TGMV) indica que a interacdo entre os aminoacidos do IRD e 0s
iterons ndo € a unica forma de reconhecimento da origem de replicacdo, uma vez que
tanto os iterons quanto os IRDs séo diferentes entre esses dois virus (ANDRADE et al.,
2006b). Além disso, a auséncia de iterons nos DNAs satélites associados a begomovirus
é uma evidéncia adicional de que outros fatores afetam o reconhecimento da origem de
replicacdo pela proteina Rep (LIN et al., 2003; STANLEY, 2004).

2.2.4. Transmissao dos begomovirus

Os begomovirus ndo sdo transmitidos via semente ou por contato entre plantas
infectadas e sadias (SANTOS et al., 2003). Sua forma de introducdo ou dispersdo no
campo ocorre pela acdo da mosca-branca Bemisia tabaci (Figura 2) a partir de fontes de
virus de areas proximas, podendo ser de cultivos antigos como também de fontes
alternativas no campo (TOSCANO, 2002). A mosca-branca é uma espécie cosmopolita,
pertencente a ordem Hemiptera, subordem Homoptera, familia Aleyrodidae, com 126
géneros e 1156 espécies, cujo centro de origem acredita-se ser o Oriente, tendo sido
introduzida na Europa, Africa e Américas, pelo homem, através de material vegetal. Sua
distribuicdo esta estreitamente relacionada a expansdo da monocultura da maioria das
espécies cultivadas, as condicdes dos sistemas agricolas moderno, ao aumento da
utilizacdo de agrotdxicos e, principalmente, a grande facilidade em se adaptar aos
diversos hospedeiros (SALGUERO, 1993; BROWN et al., 1993).
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Figura 2. Bemisia tabaci, fase adulta. (Fonte: http://agroecologiamt.blogspot.com).

Moscas-brancas s@o insetos muito pequenos, medindo em torno de 1 a 2 mm,
sendo as fémeas maior que os machos. Os adultos possuem dois pares de asas brancas
membranosas e o dorso de coloracdo amarelo palido. Como suas asas cobrem quase
todo o corpo, a cor predominante ¢ o branco, dai ser erroneamente denominada de
mosca-branca (TOSCANO et al., 2002). Seu ciclo de vida compreende quatro fases
(ovo, ninfa, pupa e adulto), e estd ligado diretamente com a temperatura ambiente e
espécie de hospedeiro, sendo que em baixas temperaturas deu ciclo de vida diminui
bastante (VILLAS-BOAS, 2002). As fémeas podem ovipositar de 130 a 300 ovos
durante o seu ciclo de vida. A reproducdo é sexuada ou por partenogénese arrendtoca,
na qual fémeas ndo fecundadas resultam em ovos que dardo machos estéreis e,
dependendo das condigdes climaticas, podera ocorrer de 11 a 15 geracfes por ano, em
uma ou mais espécies hospedeiras. Tanto as ninfas como os adultos tem aparelho do
tipo sugador (TOSCANO et al., 2002; VILLAS-BOAS, 2002).

A mosca-branca apresenta alta variabilidade biologica intra-especifica e genética
e pode ser considerado um complexo de espécies, existindo 41 biotipos, sendo apenas,
dois destes biotipos (A e B) encontrados no Brasil (RABELLO et al., 2008). No pais,
até por volta de 1991 era conhecido apenas o biotipo A quando entdo ocorreu a
introducdo do bidtipo B, provavelmente via plantas ornamentais dos EUA (FRANCA et
al., 1996). Inicialmente acreditou-se que esse bidtipo representasse uma nova espécie,
que foi denominada de B. argentifolli. Posteriormente, analises morfologicas e
moleculares, complementadas por ensaios de cruzamento e comportamento de
acasalamento intra e interespecifico demonstraram que as diferencas existentes entre
essas duas espécies ndo eram claras o bastante para uma distincao precisa (FRANCA et
al., 1996).
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Apesar da introducdo dessa variante do inseto no Brasil ser recente, o bi6tipo B
tem se dispersado nos campos rapidamente, sendo considerada a espécie de mosca-
branca que comumente devasta o0s cultivos agricolas nas diversas regides do pais
(FERNANDES, 2008). Atualmente o bidtipo B esta em todos os Estados brasileiros e
apresenta alto nivel de resisténcia a inseticidas, maior gama de hospedeiros e maior
capacidade de dispersdo quando comparado ao bi6tipo A (LIMA et al., 2002). Essas
caracteristicas fazem com que o biétipo B predomine em regides onde anteriormente
predominava o bi6tipo A.

A modalidade de transmissdo de begomovirus por B. tabaci é do tipo circulativa
ndo propagativa. A mosca-branca se alimenta do floema da planta, introduzindo o
estilete extrai nutrientes, a0 mesmo tempo o inseto adquire o virus, e este circula na
hemolinfa até atingir as glandulas salivares, e quando se alimenta transmite o virus para
uma nova planta, onde este se multiplica (LACERDA; CARVALHO, 2008; CZEPAK,
et al., 2009). A capacidade de transmisséo varia entre os biotipos, no entanto o biotipo B

apresenta maior facilidade de transmisséo de diferentes isolados virais (JONES, 2003).

2.2.5. Movimento célula-a-célula e a longa distancia

O movimento do virus no interior do hospedeiro pode ser dividido em dois
processos: movimento celula-a-célula via plasmodesmas, e movimento a longa
distancia, no qual o virus atinge o sistema vascular e é transportado sistemicamente para
toda a planta. Para esse fim, a partir do DNA-B dos begomovirus bissegmentados sdo
codificadas duas proteinas relacionadas ao movimento viral, NSP e MP. Como o0s
begomovirus replicam no nucleo da célula hospedeira, necessitam de uma etapa
adicional de transporte do nucleo para o citoplasma, a qual é realizada pela proteina
NSP (PALMER; RYBICKI, 1998). Ja a proteina MP associa-se a membrana celular e
altera o limite de exclusdo dos plasmodesmas, viabilizando o transporte do genoma viral
(NOUEIRY; LUCAS; GILBERTSON, 1994). Estas duas proteinas atuam de forma
cooperativa para mediar o trafego intra e intercelular do DNA viral (SANDERFOOT;
LAZAROWITZ, 1995), permitindo a infeccdo sistémica.

Dois modelos tem sido propostos para explicar 0 movimento intracelular de
begomovirus (LEVY; TZFIRA, 2010). No primeiro modelo, denominado “couple-
skating” (KLEINOW et al., 2008), NSP transporta SSDNA ou dsDNA do nucleo para a
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periferia da célula e, no citoplasma, MP atua nos plasmodesmas para facilitar o
movimento célula-a-célula do complexo NSP-DNA (SANDERFOOT; LAZAROWITZ,
1995; FRISCHMUTH et al., 2004; KLEINOW et al., 2008). No segundo modelo,
denominado “relay-race”, NSP inicialmente transporta 0 dsDNA do nicleo para o
citoplasma. No citoplasma, o dsDNA se associa a MP, e o complexo MP-dsDNA se
movimenta célula-a-célula através dos plasmodesmas (NOUEIRY; LUCAS;
GILBERTSON, 1994; ROJAS et al., 1998).

Seguindo o movimento célula-a-célula, o virus atinge os plasmodesmas
associados ao tecido vascular e entdo inicia-se 0 movimento a longa distancia. O
movimento viral a longa distancia é passivo, acompanhando o fluxo de fotoassimilados
dos tecidos fonte para os tecidos dreno através do sistema vascular. A grande maioria
dos virus é transportada via floema na forma de particula completa, atingindo, a partir
do ponto de penetracdo, primeiramente as raizes, em seguida as folhas jovens e
posteriormente a planta toda, estabelecendo uma infeccdo sistémica (JEFFREY;
POOMA,; PETTY, 1996).

Para mastrevirus, curtovirus e begomovirus monossegmentados, a proteina CP é
necessaria para 0s movimentos célula-a-célula e a longa distancia (ROJAS et al., 2001;
GAFNI; EPEL, 2002). Alem da CP, as proteinas V1 e C4 também séo necessarias para
0 movimento de begomovirus monossegmentados. No caso de Tomato yellow leaf curl
virus (TYLCV), a CP é responsavel pelo transporte do DNA do nucleo para o
citoplasma, funcionando como uma proteina andloga a NSP dos begomovirus
bissegmentados, e 0 movimento célula-a-célula atraves do plasmodesma é mediado
pelas proteinas C4 e/ou V1 (ROJAS et al., 2001; 2005b).

A proteina CP ¢ dispensavel para o estabelecimento da infeccdo sistémica de
begomovirus bissegmentados na maioria dos casos ja estudados (ROJAS et al., 2005a).
Tanto MP quanto NSP reconhecem o DNA viral de maneira especifica com relacdo a
forma e comprimento (ROJAS et al., 1998; GILBERTSON et al., 2003), o que elimina a
necessidade da proteina capsidial para 0 movimento a longa distancia. Raras excecoes,
como o begomovirus bissegmentado Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), sdo
capazes inclusive de infectar sistemicamente alguns hospedeiros na auséncia do DNA-B
cognato (GALVAO et al., 2003; FONTENELLE et al., 2007).
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2.3. Begomovirus em tomateiro no Brasil

Durante as duas Ultimas décadas, begomovirus tém emergido como um dos
principais patdgenos de plantas, particularmente nas regifes tropicais e subtropicais no
mundo, causando severas perdas econdmicas (MORALES, 2006). No Brasil, as culturas
mais severamente afetadas sdo o feijoeiro e tomateiro (FARIA; MAXWELL, 1999;
ZERBINI et al., 2005).

O primeiro relato de begomovirus em tomateiro no Brasil foi feito na década de
1970 (COSTA; OLIVEIRA; SILVA, 1975). O virus foi caracterizado e denominado
Tomato golden mosaic virus (TGMV). Além do Tomato golden mosaic virus (TGMV),
cinco outros virus transmitidos por mosca-branca foram identificados, porém sem
causar danos de importancia econémica (MATYIS et al., 1975). Isso provavelmente
ocorria porque o bidtipo A de B. tabaci, o Unico presente no pais naquela época,
colonizava o tomateiro com baixa eficiéncia (BEDFORD et al., 1994).

Por volta de 1992 no estado de S&o Paulo foi constatada a presenca de um novo
bidtipo de B. tabaci (bidtipo B), o qual foi possivelmente introduzido no Brasil pela
importacdo de plantas ornamentais oriundas da Europa ou EUA (MELO, 2002).
Durante o inicio da decada de 1990, o bi6tipo B de B. tabaci disseminou-se rapidamente
pelas regides quentes e secas do Brasil, incluindo as principais regides produtoras de
tomate (LOURENCAO; NAGAI, 1994). Em 1993, foi confirmada a presenca do bi6tipo
B no Distrito Federal, associadas a sintomas de infeccdo por begomovirus em tomateiro
para processamento industrial (RIBEIRO et al., 2003). A sequéncia de nucleotideos
obtidas de fragmentos de PCR das plantas sintomaticas revelou se tratar de uma nova
espécie de begomovirus, distinta do TGMV, a qual foi denominada Tomato chlorotic
vein virus (TCLVV) (BEZERRA et al., 1996; RIBEIRO et al., 2003). Até o0 momento, a
caracterizacdo molecular desse virus ainda nao foi completada.

Em 1996, um begomovirus foi identificado causando mosaico e deformacéo
foliar em tomateiro no Triangulo Mineiro (RESENDE et al., 1996; ZERBINI et al.,
1996). A caracterizacdo biologica, molecular e a comparacdo da sequéncia completa de
nucleotideos do DNA-A e DNA-B, comprovou se tratar de uma nova espécie, 0 Tomato
rugose mosaic virus, TORMV (RIBEIRO et al., 2003; FERNANDES et al., 2006). No
mesmo ano, outra espécie nova de begomovirus foi isolada de tomateiro na Zona
Metaldrgica de Minas Gerais, a nova espécie foi designada Tomato chlorotic mottle
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virus (ToCMoV) (ANDRADE et al., 2002; RIBEIRO et al., 2003). Isolados desse virus
foram identificados na Bahia, Espirito Santo, Pernambuco e Rio de Janeiro (RIBEIRO
et al., 2003). Em Séo Jodo de Bicas, Minas Gerais, um novo isolado de begomovirus
(MG-Bi2) foi identificado causando sintomas severos em tomateiro. O isolado foi
caracterizado biologicamente e molecularmente, demonstrando tratar-se de uma nova
espécie designada Tomato yellow spot virus (ToYSV) (CALEGARIO et al., 2007).
O surgimento deste complexo de espécies de begomovirus em tomateiro no
Brasil coincidiu com a introducdo e disseminacdo do biotipo B de B. tabaci
(AMBROZEVICIUS et al., 2002; RIBEIRO et al., 2003). Desde entdo, as espécies de
begomovirus TGMV, ToCMoV, ToRMV, ToSRV e ToYSV sdo aceitas como espécies
definitivas (FAUQUET et al.,, 2008). Além dessas, trés novas espécies tentativas
(Tomato commom mosaic virus, ToCmMV; Tomato leaf distortion virus, ToLDV;
Tomato mild mosaic virus, ToMIMV) identificadas com base na sequéncia do genoma
completo (CASTILLO-URQUIZA et al., 2008), e seis outras foram descritas a partir de
sequéncias parciais (RIBEIRO et al., 2003; FERNANDES et al., 2008) aguardam uma
definicdo taxondmica. Algumas dessas espécies encontram-se amplamente distribuidas
pelo pais, enquanto outras estéo restritas a certas regides. Por exemplo, 0 TOSRV ja foi
relatado nos estados de Goias, Minas Gerais, Pernambuco, Rio de Janeiro, Santa
Catarina e Sdo Paulo (REZENDE et al., 1997; LIMA et al., 2006; CASTILLO-
URQUIZA et al., 2007; COTRIM et al., 2007; FERNANDES et al., 2008). Por outro
lado, 0 ToYSV foi relatado apenas em Minas Gerais (CALEGARIO et al., 2007).
Levantamentos realizados para acessar a diversidade de begomovirus em
tomateiro indicam que determinadas espécies tornaram-se prevalentes em diferentes
regibes do pais (CASTILLO-URQUIZA et al., 2007; COTRIM et al, 2007;
CASTILLO-URQUIZA, 2008; FERNANDES et al., 2008). O sequenciamento direto de
fragmentos de PCR de amostras de tomateiro coletadas na regido central do estado de
S&o Paulo nos anos de 2003 e 2004 revelou como espécie predominante o ToRSV,
presente em 50% das amostras analisadas. O ToYVSV e o SiMoV também estavam
presentes (COTRIM et al.,, 2007). A mesma estratégia foi utilizada para identificar
begomovirus em amostras de tomateiro coletadas entre 2002 e 2004 no Distrito Federal
e nos estados da Bahia, Goias, Minas Gerais, Pernambuco e Sdo Paulo. Verificou-se a
presenca do ToSRV em 61% das amostras, além do Tomato yellow vein streak virus
(ToYVSV), Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV) e duas possiveis novas espécies
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(FERNANDES et al., 2008).

Nos anos de 2005 e 2007 foi realizado um estudo sobre a diversidade de
begomovirus em duas importantes regides produtoras de tomate no Sudeste do Brasil,
Paty do Alferes (RJ) e Coimbra (MG). A analise de sequéncias do genoma completo do
DNA-A revelou que em Paty do Alferes o ToYVSV era o virus predominante,
encontrado em 56,4% das amostras analisadas, seguido pelo ToCmMV. Ja em Coimbra
0 ToCmMV foi o Unico virus encontrado infectando tomateiro (CASTILLO-
URQUIZA, 2008).

Acredita-se que a emergéncia dos begomovirus que infectam tomateiro no Brasil
seja resultado da transferéncia horizontal de virus nativos que infectam plantas
silvestres ou invasoras pelo bidtipo B da mosca-branca. Uma vez presentes no novo
hospedeiro, esses virus evoluiram rapidamente via recombinacdo e pseudo-
recombinacdo, dando origem as espécies atualmente detectadas no campo. A
predominancia de algumas espécies poderia ser devido a diferencas na adaptacdo ao
tomateiro ou diferengcas na eficiéncia de transmissdo pelo vetor (CASTILLO-
URQUIZA et al., 2008).

Trés observacdes corroboram essa hipdtese. Em primeiro lugar, todas as
espécies de begomovirus detectadas até o presente em tomateiro no Brasil sdo de
ocorréncia restrita ao pais. Em segundo lugar, a caracterizacdo bioldgica de algumas
espécies (ToRMV, ToCMoV e ToYSV) confirmou que plantas daninhas como
Nicandra physaloides, Solanum nigrum e Datura stramonium sdo hospedeiras
(FERNANDES et al., 2006; CALEGARIO et al., 2007; RIBEIRO et al., 2007). Por fim,
begomovirus originalmente encontrados em plantas silvestres/daninhas, como o SiMoV
e 0 SimMV, ja foram encontrados infectando naturalmente o tomateiro (CASTILLO-
URQUIZA et al., 2007; COTRIM et al., 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local do experimento

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia Molecular e Virologia
Vegetal do Centro de Ciéncias Agraria da Universidade Federal de Alagoas, no periodo
de Janeiro a Junho de 2011.

3.2. Origem dos isolados e extragdo do DNA total

Os isolados de begomovirus utilizados neste estudo foram obtidos de 23
amostras de tecidos foliares pertencentes a 11 gendtipos de plantas de tomate coletadas
em 2009, em quatro areas diferentes do municipio de Arapiraca, principal regido
produtora do estado de Alagoas. Foram coletadas amostras apresentando sintomas

tipicos de infeccdo por begomovirus, com reducdo de crescimento, distorcdo foliar,

Figura 3. Planta de tomate exibindo amarelecimento de nervura, coletada no municipio

de Arapiraca-AL.

As amostras foram submetidas a extracdo de DNA total de acordo com
Dellaporta et al., (1983). Discos foliares das amostras coletadas (1 cm?) foram
colocados, individualmente, em tubos de microcentrifuga com capacidade de 1500 pL e
macerados com 500 pL de tampdo de extragdo (100 mM Tris-HCI pH8,0, 50 mM
EDTA pH8,0, 500 mM NaCl, 10 mM pB-mercaptoetanol). Adicionou-se 33 uL de SDS
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20% em seguida as amostras foram incubadas em banho-maria a 65 °C por 10 minutos.
ApOs 0 banho-maria foi adicionado 160 pL de acetato de potassio 5 M as amostras ¢
agitou-se por 2 minutos. As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm durante 10
minutos. Apo6s a centrifugacao, transferiu-se 550 uL do sobrenadante para tubos novos,
o qual foi adicionado 1 volume de isopropanol gelado, para precipitacdo do DNA. Logo
apos, retirou-se cuidadosamente o sobrenadante sem remover o “pellet” lavando-se com
500 pL de etanol 70%, centrifugado a 7.500 rpm por 5 minutos. Apos a centrifugagao,
todo o sobrenadante foi descartado e as amostras foram secas por 15 minutos a 37°C.
Apos a secagem, o “pellet” foi ressuspendido em 100 pulL de tampdo TE. O DNA foi
armazenado em freezer (-20 °C). Para quantificagdo do DNA, foram utilizados 2 uL do
DNA total em gel de agarose 0,8% em TAE 1X e submetido a eletroforese 70 V por 30
minutos. Posteriormente o gel foi corado com brometo de etideo (0,5 pg/ml) e as bandas
visualizadas em transiluminador de luz ultravioleta. A concentracdo de DNA das
amostras foi estimada mediante comparacdes com solucdes de DNA do fago lambda

com concentrag¢des conhecidas (2,5ng/ul, 5,0 ng/ul, 10 ng/pl e 50 ng/ul).

3.3.  Deteccao de begomovirus por meio da reacdo da polimerase em cadeia (PCR)

Para confirmacdo da presenca de begomovirus nas amostras coletadas, o DNA
obtido foi usado como molde em reacdes de PCR (Polymerase Chain Reaction)
utilizando o par de oligonucleotideos iniciadores “universais” PAL1v1978 ¢ PAR1c496,
que amplificam fragmentos com aproximadamente 1,2 Kb do DNA-A dos
begomovirus, descritos na tabela 1 (ROJAS et al., 1993).

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados na amplificacdo de fragmentos do componente

A do genoma viral.

Oligonucleotideo Sequéncia (5°=>3") Tamanho do

produto de PCR
PAL1v1978 GCATCTGCAGGCCCACTYGTCTTYCCNGT 1,2 Kb
PAR1c496 AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG

Os oligonucleotideos nas posicdes degeneradas sdo representados por uma Unica letra
do cddigo da ambiglidade da IUPAC:R=A, G, W=AT;K=G, T;Y=C, T;eN=
A, C, G, T. Adaptado de Luz (2003). 26



Os oligoucleotideos PAL1v1978/PARc496 direcionam a amplificacdo de um
fragmento de aproximadamente 1,2 kb do DNA-A, compreendendo a regido comum e
as extremidades amino-terminal dos genes Rep e Cp.

A PCR foi realizada em um volume de 15 pL, contendo tampao 10X (10 mM
Tris-HCI pH 8,3, e 50 mM KCI), 1,5 mM MgCl,, mistura de dNTP’s a 0,2 mM (cada),
10 ng de cada oligonucleotideo, 30 ng de DNA, 1 unidade de Taq polimerase e agua
Miliq estéril suficiente para atingir volume final de 30 uL. O controle positivo consistiu
em plasmideo contendo fragmentos do DNA-A do genoma do TGMV, caracterizado
por Mello (2002). No controle negativo, adicionou-se agua millig ao invés do DNA
molde. As reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador Eppendorf®
modelo Mastercycler personal com incubacéo inicial de 95°C por dois minutos, seguido
por 30 ciclos consecutivos de 95°C por um minuto para desnaturagdo, 52°C por um
minuto para anelamento e extensdo a 72°C por um minuto e meio, seguido de uma
extensdo final a 72° por cinco minutos. Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,2% em TAE 1X, corado com brometo de etideo e as

bandas visualizadas em luz ultravioleta (UV).

3.4. Sequenciamento parcial e analise filogenética dos isolados virais

Produtos de PCR correspondentes aos 23 isolados de begomovirus obtidos de
tomateiro foram purificados com o kit Illustra GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare), visualizados em gel de agarose 1,2% e seqtienciados
na Macrogen Inc. (Seoul, Coréia do Sul).

As sequéncias nucleotidicas de fragmentos de aproximadamente 1,2 kb foram
inicialmente submetidas a ferramenta BLAST no NCBI para identificacdo preliminar
dos isolados virais. Comparacdes par-a-par adicionais foram realizadas com o programa
DNAMAN versdo 4.0, para obtencdo da porcentagem de identidade entre os isolados
virais obtidos em Arapiraca e outros begomovirus brasileiros (Tabela 2).

Para obtencdo do relacionamento filogenético entre os isolados virais
provenientes de Arapiraca e outros begomovirus brasileiros, sequéncias nucleotidicas
foram inicialmente alinhadas com a ferramenta MUSCLE no programa MEGA versdo
5.0. Com esse mesmo programa foi construida uma arvore filogenética utilizando o
método Neighbor Joinning, com bootsrap de 2000 repeticGes.
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Tabela 2. Begomovirus usados nas comparacdes de sequéncias par-a-par e analises

filogenéticas

N° de Acesso no

Virus Acronimo GenBank
Begomovirus brasileiros

Abutilon Brazil virus AbBV NC_014138
Bean golden mosaic virus BGMV M88686
Blainvillea yellow spot virus BIYSV EU710756
Cleome leaf crumple virus CILCrV FN35999
Centrosema yellow spot virus CenYSV n.a
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV FJ619507
Macroptilium yellow net virus MaYNV n.a
Macroptilium yellow spot virus MaYSV n.a
Macroptilium yellow vein virus MaYVV n.a
Nicandra deforming necrosis virus NDNV n.a.

Okra mottle virus OmoV NC_011181
Passionfruit severe leaf distortion virus PSLDV NC_012786
Sida common mosaic virus SiCmMV EU710751
Sida mosaic Brazil virus SiMBV FN436001
Sida micrantha mosaic virus SiIMMV NC_005330
Sida mottle virus SiMoV NC_004637
Sida yellow leaf curl virus SiYLCV EU710750
Sida yellow mosaic virus SiYMV NC_004639
Soybean blistering mosaic virus SoBIMV EF016486
Tomato chlorotic mottle virus ToCMoV AF490004
Tomato common mosaic virus ToCmMV NC_010835
Tomato golden mosaic virus TGMV NC_001507
Tomato mild mosaic virus ToMIMV EU710752
Tomato rugose mosaic virus ToRMV NC_002555
Tomato severe rugose virus ToSRV NC_009607
Tomato yellow spot virus ToYSV DQ336350
Tomato yellow vein streak virus ToYVSV NC_010949
Outgroup

Maize streak virus MSV

28



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Deteccao de geminivirus por meio da reagdo da polimerase em cadeia (PCR)

Detectou-se a presenca de begomovirus nas 23 amostras de DNA, provenientes
de plantas de tomate do municipio de Arapiraca no estado de Alagoas (Figura 4).

1,2 Kb —>

1,2Kb —»

Figura 4. Produtos de PCR amplificados a partir do DNA-A de begomovirus de plantas
de tomate. M = Marcador de peso molecular (1 kb DNA Plus Ladder); 1-23 = Produtos
de PCR amplificados a partir da DNA-A de plantas de tomate. Controle positivo (+) e
controle negativo (-).

O par de oligonucleotideos PAL1v1978/PAR1c496 direcionou a amplificacdo de
um fragmento com aproximadamente 1,2 kb, a partir do DNA-A (Figura 4). Esse
resultado confirma que geminivirus com genoma bissegmentado, portanto pertencente
ao género Begomovirus (STANLEY et al., 2005; FAUQUET et al., 2008), estavam
infectando as plantas de tomateiro.

Esse resultado foi corroborado pela observacdo no campo da constante
associacdo da mosca-branca, B. tabaci as plantas sintomaticas, j& que este inseto
transmite apenas geminivirus pertencentes ao género Begomovirus (FAUQUET et al.,
2008).
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4.2. Sequenciamento parcial e anélise filogenética dos isolados virais

Os produtos de PCR correspondentes as 23 amostras de begomovirus isolados de
tomateiro no municipio de Arapiraca-AL, foram sequenciados no sentido viral e
complementar. As sequéncias escolhidas para caracterizacdo molecular dos virus foram
aquelas obtidas com o primer PAL1v1978. Com excecdo ECO05, as amostras
apresentaram sequenciamento de boa qualidade, e as sequéncias abrangeram o tamanho
entre 1102 a 1187 nucleotideos. A comparacao inicial das sequéncias com a ferramenta
BLAST indicou que 21 amostras (EC01, EC02, EC03, EC06 — EC23) foram mais
proximas do begomovirus Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV - AY049212.1),
proveniente do municipio de Juazeiro, na Bahia. A amostra EC04, apresentou maior
identidade com o begomovirus Bean golden mosaic virus (BGMV- M88686.1), obtido
de feijoeiro (FARIA; MAXWELL, 1999). No entanto a porcetagem de cobertura menor
de (100%) e identidade entre as sequéncias foram baixas (84-91%) na maioria dos
casos. Esse resultado sugere que ao menos duas espécies distintas de begomovirus
estdo infectando as amostras. Esses resultados foram confirmados por meio da
comparagdo par-a-par (pairwise) entre as sequéncias parciais do DNA-A (1000nt) de
begomovirus provenientes de Arapiraca e outros begomovirus brasileiros que infectam
tomateiro (Tabela 3).

A analise pairwise revelou que de fato existem duas provaveis novas espécies e
isolados de begomovirus infectando tomateiro de acordo com as normas do ICTV
(Comité Internacional de Taxonomia de virus), que considera espécies distintas, aquelas
com identidade de sequéncias menor que 89% (FAUQUET et al., 2008). O primeira
provavel nova espécie é representadas pela amostra EC04, com maior identidade (74%)
com 0s begomovirus Tomato rugose mosaic virus (TORMV) e 0 Tomato severe rugose
virus (ToSRV). O segundo provavel novo begomovirus é representado pelas amostras
ECO01, EC02, EC03, EC06-EC14, EC15-EC20, EC21-EC23, as quais apresentaram
maior identidade 80-83% com o Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV). As amostras
EC14 e EC20, com identidade entre 87 e 89% representam novos isolados da espécie de
begomovirus representada pelo maior nimero de amostras (Tabela 3). Esses resultados
sugerem uma alta diversidade e prevaléncia de algumas espécies que infectam tomateiro
no municipio de Arapiraca-AL, semelhante ao que foi observado para outras espécies de
begomovirus que infectam tomateiro (CASTILLO-URQUIZA et al., 2007, 2008;
CONTRIM et al., 2007; FERNANDES et al., 2008; RIBEIRO et al. , 2003, 2007). 30
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No entanto, apesar da regido amino terminal do gene da capa protéica (CP) ainda
ser utilizada como critério para demarcagdo de espécies de begomovirus pelo ICTV, o
método mais preciso para identificacdo de uma espécie de begomovirus € a
determinacdo da sequéncia completa de nucleotideos do DNA-A. Recentemente, Inoue-
Nagata et al. (2004) desenvolveram um método simples de clonagem de genomas
completos de begomovirus utilizando amplificacdo por circulo rolante (RCA - rolling-
circle amplification) seguido por monomerizagdo com enzima de restri¢do e ligagédo ao
vetor. Este método facilita os procedimentos de clonagem e sequenciamento de um
grande namero de isolados em um periodo curto de tempo, e tem permitido a realizacdo
de estudos de variabilidade genética e epidemiologia.

Uma arvore filogenética baseada na sequéncia parcial de nucleotideos do DNA-
A dos begomovirus provenientes do tomateiro e outros begomovirus brasileiros foi
construida utilizando o método Neighbor joinning, com o modelo de substituicdo
Tamura Nei e bootstrap com 2000 repeticdes. Os begomovirus que infectam tomate
agruparam em dois diferentes clusters. (Figura 5).

No Cluster I, estd presente a nova espécie representada pelas amostras ECO01,
EC02, EC03, EC06-EC13, EC15-EC19, EC21-EC23, que agruparam mais
proximamente do Passionfruit leaf distortion virus (PSLDV) de maracujazeiro e outros
begomovirus que infectam tomateiro e plantas daninhas. Uma outra nova espécie,
representada pela amostra EC04, se encontra no Cluster Il, agrupando com 100% de
probabilidade mais proximamente de begomovirus que infectam plantas principalmente
da familia Fabaceae, os quais foram obtidos de feijoeiro (BGMV), ou de plantas
invasoras (Macroptilium sp.). Nesse cluster também estdo presentes outros begomovirus
que infectam tomateiro, quiabeiro e plantas daninhas da familia Malvaceae e Fabaceae.
O Cluster 111 engloba os begomovirus brasileiros que sdo mais proximos de espécies
que ocorrem na América Central, América do Sul e México. A espécie Maize streak
virus, um begomovirus monopartido pertencente ao género Mastrevirus foi utilizada
como grupo externo (Figura 5).

As duas provaveis novas espécies de begomovirus de tomateiro formaram
clusters com begomovirus provenientes de plantas daninhas. Plantas invasoras,
especialmente aquelas espécies pertencentes ao género Sida desempenham importante
papel como fonte de begomovirus para o tomateiro e outras plantas cultivadas
(PAPROTKA etal., 2010b). Acredita-se que begomovirus que infectam plantas
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invasoras no Brasil tém sido transferidos para plantas cultivadas, e que na nova
hospedeira eles evoluem rapidamente por recombinacéo e pseudo recombinagéo, dando
origem a novas espécies (CASTILLO-URQUIZA et al., 2008; FERNANDES et al.,
2008). Vérias linhas de evidéncias corroboram para essa hipdtese. Primeira, varias
espécies de planta invasoras como Macroptilium lathyroides, Datura stramonium,
Nicandra physaloides e Solanum nigrum sdo hospedeiras de begomovirus obtidas de
plantas cultivadas como BGMV, ToCMoV, ToRMV, ToYSV (FERNANDES et al.,
2006; CALEGARIO et al., 2007; RIBEIRO et al., 2007; SILVA, 2011). Outra evidéncia
é que begomovirus originalmente encontrados em plantas silvestres/daninhas, como o
Sida mottle virus (SiMoV) e o Sida micrantha mosaic virus (SimMV), ja foram
encontrados infectando naturalmente o tomateiro (CASTILLO-URQUIZA et al., 2007;
COTRIM et al., 2007).
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5. CONCLUSOES

A presenca de begomovirus nas 23 amostras de tomateiro demonstra que esses

virus estdo amplamente distribuidos no municipio de Arapiraca-AL;

As anélises de comparacdo de sequéncias e filogenéticas sugerem a presenca de
duas provaveis novas espécies e dois novos isolados indicando uma alta diversidade

genética dos begomovirus desse trabalho;
A espécie representada pelas amostras EC01, EC02, EC03, EC06-E23 foi

predominante sobre a espécie ECO04, indicando prevaléncia deste begomovirus no
campo.
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