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via mosca-branca virulifera em casa de vegetagdo. Eletroforese em gel de agarose 1,5%.
Marcador molecular: 1Kb Plus DNA Ladder®
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Figura 3. Resultado da analise de individuos com o ‘primer’ RAPD OP-C19. Amplicon
ausente no parental suscetivel ‘Tospodoro’ — To (suscetivel a begomovirus e resistente a
Meloidogyne spp. devido a presenga do locus Mi) e presente no parental ‘TX-468-RG’ — Tx
(suscetivel a Meloidogyne spp. e resistente ao Begomovirus, gene tcm-1) e nos individuos
resistentes da populagdo F,. As amostras foram coletadas aos 14 dias apds inoculacdo com
Tomato severe rugose virus (ToSRV) via mosca-branca virulifera em casa de vegetagéo.
Eletroforese em gel de agarose 1,5%. Marcador molecular: 1 Kb Plus DNA Ladder”
(IIIVIETOZEIN). ...ttt e ettt ettt et s e et eeat e s at e e et e s aeesabesateeatesaeeeaeeeseesneeestesaeesntaseeseeseenseeseenne

Figura 4. Exemplos de ‘primers’ RAPD que apresentaram consistentes polimorfismos nos
dois acessos parentais ‘TX-468-RG’ — Tx e ‘“Tospodoro’ — To, porém se mostraram instaveis ou
nao ligados ao gene tcm-1 na populagdo F,. As amostras foram coletadas aos 14 dias apos
inoculagdo com Tomato severe rugose virus (ToSRV) via mosca-branca virulifera em casa de
vegetagdo. Eletroforese em gel de agarose 1,5%. Marcador molecular: 1 Kb Plus DNA Ladder®
(INVIETOZEI) ... eveeeveeeieeiie et et et et eteesteestessbeesteesseesseassesssessseasseasseassesnsesssesssesssenssesssesseenssenseens

Figura 5. Padrdo de amplicons observados com os ‘primers’ especificos para o locus Mi23
(localizado no topo do cromossomo 6) usando como molde o DNA genomico da populagdo F,
de Solanum lycopersicum provenientes do cruzamento entre ‘Tospodoro’ (suscetivel a
begomovirus e resistente a Meloidogyne spp. devido a presenga do locus Mi) e ‘TX-468-RG’
(suscetivel a Meloidogyne spp. e resistente ao Begomovirus, gene tcm-1). As amostras foram
coletadas aos 14 dias ap6s inoculagdo com Tomato severe rugose virus (ToSRV) via mosca-
branca virulifera em casa de vegetagdo. Eletroforese em gel de agarose 1,5%. Marcador
molecular: 1 Kb Plus DNA Ladder”™ (INVItTOZEN)..........oovuoveieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo

Figura 6. Padrao de amplicons com os ‘primers’ especificos para o locus SCAR C19
(localizado no topo do cromossomo 6) usando como molde o0 DNA genémico da populagdo F,
de Solanum lycopersicum provenientes do cruzamento entre ‘Tospodoro’ (suscetivel a
begomovirus e resistente a Meloidogyne spp. devido a presenca do locus Mi) e ‘“TX-468-RG’
(suscetivel a Meloidogyne spp. e resistente ao Begomovirus, gene tcm-1). As amostras foram
coletadas aos 14 dias apds inoculagdo com Tomato severe rugose virus (ToSRV) via mosca-
branca virulifera em casa de vegetacdo. Eletroforese em gel de agarose 1,5%. Marcador
molecular: 1 Kb Plus DNA Ladder”™ (INVITOZEN)...........o.veeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseee e e

Figura 7. Padrao de amplicons observados com os ‘primers’ especificos para o locus REX-1
(localizado no topo do cromossomo 6) obtidos usando como molde o0 DNA genoémico de uma
amostra de individuos de uma populagdo F, de Solanum lycopersicum provenientes do
cruzamento entre ‘Tospodoro’ (suscetivel a begomovirus e resistente a Meloidogyne spp. devido
a presenga do locus Mi) e ‘TX-468-RG’ (suscetivel a Meloidogyne spp. e resistente ao
Begomovirus, gene tcm-1). As amostras foram coletadas aos 14 dias apo6s inoculagdo com
Tomato severe rugose virus (ToSRV) via mosca-branca virulifera em casa de vegetagdo.
Eletroforese em gel de agarose 1,5%. Marcador molecular: 1 Kb Plus DNA Ladder”
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Figura 8. Independéncia (ndo ligagdo) entre a resisténcia a Tomato severe rugose virus e o
marcador SINAC 1 (localizado no cromossomo 4 em estreita ligacdo com o locus Ty-5/ty-5).
Padrao de amplicons observados com o ‘primer’ SINAC-1 obtidos usando como molde o DNA
gendémico da populagdo F, de Solanum lycopersicum provenientes do cruzamento entre
“Tospodoro’ (suscetivel a begomovirus e resistente a Meloidogyne spp. devido a presencga do
locus Mi) e ‘TX-468-RG’ (suscetivel a Meloidogyne spp. e resistente ao Begomovirus, gene tcm-
1). As amostras foram coletadas aos 14 dias apds inoculagdo com Tomato severe rugose virus
(ToSRV) via mosca-branca virulifera em casa de vegetag@o. Eletroforese em gel de agarose
1,5%. Marcador molecular: 1 Kb Plus DNA Ladder™ (INVitrogen)..............cccooeveeveeueeereeeerennas

Figura 9. Padrao monomorfico de todos os amplicons obtidos com os ‘primers’ especificos
para os loci APS-1 e JB-1, usando como molde o DNA gendmico de cinco individuos resistentes
(R) e de cinco individuos suscetiveis (S) de uma populagdo F, proveniente do cruzamento entre
os parentais Solanum lycopersicum ‘Tospodoro’ (suscetivel a begomovirus e resistente a
Meloidogyne spp. devido a presenga do locus Mi) e S. lycopersicum ‘“TX-468-RG’ (suscetivel a
Meloidogyne spp. e resistente ao Begomovirus, gene ttm-1). As amostras foram coletadas aos 14
dias apds inoculagdo com Tomato severe rugose virus (ToSRV) via mosca-branca virulifera em
casa de vegetacdo. Eletroforese em gel de agarose 1,5%. Marcador molecular: 1 Kb Plus DNA
Ladder”™ (INVItTOZEN).........ov.oveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s es s en s,

Figura 10. Padrao monomorfico dos amplicons obtidos com os pares de ‘primers’ UWTy
1 F/R, capazes de detectar amplicons polimorficos entre o locus de resisténcia (Ty-1) e o locus
de suscetibilidade (ty-1), e FLUW 25F/R, capazes de detectar amplicons polimérficos entre o
locus de resisténcia (Ty-3) e o locus de suscetibilidade (ty-3) usando como molde o DNA
gendmico de Solanum lycopersicum ‘Tospodoro’ — To (suscetivel a begomovirus e resistente a
Meloidogyne spp. devido a presenga do locus Mi) e S. lycopersicum ‘TX-468-RG’ — Tx
(suscetivel a Meloidogyne spp. e resistente ao Begomovirus, gene tcm-1). As amostras foram
coletadas aos 14 dias apds inoculagdo com Tomato severe rugose virus (ToSRV) via mosca-
branca virulifera em casa de vegetacdo. Eletroforese em gel de agarose 1,5%. Marcador
molecular: 1 Kb Plus DNA Ladder”™ (INVItrOZEN)..........o.oveeveieeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo
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RESUMO GERAL

MACHADO, Mariana Resende. Eficiéncia de novas fontes de resisténcia em tomateiro
contra diferentes espécies de Begomovirus bipartidos e localizacdo cromossdmica do
locus tcm-1. 2013. 122p. Dissertagdo (Mestrado em Fitopatologia) — Universidade de

Brasilia, Brasilia, DF.

A familia Geminiviridae ¢ caracterizada por espécies virais com particulas de morfologia
geminada e genoma composto por DNA circular de fita simples, sendo o género Begomovirus
0 mais importante em termos de numero de espécies e impacto econdomico. Os begomovirus
do Novo Mundo, em sua maioria, possuem dois componentes genomicos (DNA-A e DNA-B),
sdo transmitidos por Bemisia tabaci (mosca-branca) e infectam plantas dicotiledoneas. A
forma mais eficiente de controle tem sido o emprego de cultivares resistentes ao virus e/ou ao
vetor. No entanto, os dados referentes a eficiéncia e ao espectro da resposta das diferentes
fontes de resisténcia para as espécies que compoe o complexo de begomovirus bipartidos do
Brasil ainda sdo escassos. Os principais fatores de resisténcia empregados tém sido os loci Ty-
1 e Ty-3 derivados de S. chilense. No entanto, a linhagem ‘TX-468-RG’ (portadora do gene
recessivo tcm-1) derivada de ‘Tyking’ tem se destacado entre as diversas fontes por apresentar
elevados niveis de resisténcia contra uma ampla gama de espécies de begomovirus de genoma
bipartido do Brasil e monopartido da Europa. A estratégia de piramidizacdo de genes de
resisténcia aos begomovirus, para ser eficiente, requer o uso de marcadores moleculares em
sistemas de melhoramento assistido para monitorar a incorporacdo de diferentes loci
(dominantes e recessivos), especialmente por eles conferem idéntico fenotipo. No entanto, até
o presente momento, ndo foram desenvolvidos trabalhos visando identificar a localizagao
cromossomica ou desenvolver marcadores moleculares para monitorar a incorporagao do

locus tcm-1 em programas de selegdo assistida. No Capitulo 2, a linhagem ‘TX-468-RG’
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(controle resistente) e cinco novas fontes/acessos de S. lycopersicum que se mostraram como
promissoras fontes em ensaios conduzidos em telado e campo (‘LAM 100°, ‘LAM 156°, ‘LAI
132°, ‘H-24’ ¢ ‘Ty-198’) foram inoculadas via bombardeamento de microparticulas com
clones infectivos de quatro espécies do complexo de begomovirus bipartidos do Brasil:
Tomato severe rugose virus (ToSRV); Tomato rugose mosaic virus (ToRMV); Tomato yellow
vein streak virus (ToYVSV) e Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV). A cultivar
“Viradoro’ foi utilizada como controle suscetivel. A acumulagdo do DNA viral nos diferentes
acessos foi monitorada via Southern Blot. ‘Viradoro’ apresentou sintomas severos ¢ alto
acumulo de DNA para todos os virus. O acesso ‘H-24’ (fonte do locus Ty-2 introgredido de S.
habrochaites) se mostrou suscetivel ao ToSRV ¢ ToRMV. A linhagem ‘LAI 132’ mostrou
resisténcia efetiva apenas contra ToCMoV. ‘TX-468-RG’ e os acessos ‘LAM 100°, ‘LAM
156° e ‘Ty-198” foram resistentes a todas as espécies virais, sendo, portanto, recomendados
como fontes preferenciais em programas de melhoramento, para incorporar fatores de
resisténcia de mais amplo espectro. Uma analise foi conduzida com um painel de marcadores
moleculares ligados aos principais loci de resisténcia a begomovirus caracterizados em
tomateiro (Ty-1, Ty-2, Ty-3, Ty-4 e Ty-5/ty-5). Os resultados indicaram que os acessos ‘LAI
132°, ‘LAM 100°, ‘LAM 156’ e ‘Ty-198’ representam fontes de novos genes e/ou alelos de
resisténcia. No Capitulo 3 o objetivo foi identificar e ancorar marcadores moleculares
associados com o gene/locus tcm-1 no genoma-referéncia do tomateiro, permitindo a
localizagao fisica desse fator de resisténcia. Os resultados da analise de uma populagdo F;
segregando para reagdo a um isolado do ToSRV e da caracterizagdo molecular de um painel
de marcadores do tipo SCAR e CAPS associados com a resisténcia indicaram que o gene tcm-
1 estd localizado no topo do cromossomo 6. O locus tcm-1 se encontra em ligagdo estreita
com um grupamento (‘cluster’) de genes de resisténcia que engloba a regido gendmica

contendo os genes Ty-1 e Mi. Recentemente, um locus recessivo no cromossomo 4
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controlando resisténcia a isolados da espécie de genoma monopartido Tomato yellow leaf curl
virus foi reportado na Floérida. Essa regido gendmica contem o gene dominante Ty-5 ¢ uma
provavel variante alélica de natureza recessiva (também derivada do hibrido ‘Tyking’)
nomeada como ty-5. Embora polimorficos na populagao de mapeamento utilizada no presente
trabalho, os marcadores moleculares para o locus Ty-5/ty-5 ndo se mostraram associados com
a resposta de resisténcia a0 ToSRV. Desta forma, nossos resultados indicam que tcm-1 e Ty-
5/ty-5 sdo fatores genéticos distintos e que o hibrido ‘Tyking’ (fonte original do locus tcm-1)
pode representar uma piramide de diferentes genes recessivos do tipo espécie-especifico que,
quando em associagdo, se mostram efetivos contra uma ampla gama de espécies de

Begomovirus de genoma monopartido e bipartido de diferentes continentes.

Palavras-chave: Begomovirus, tomate, melhoramento genético, fontes de resisténcia.

Orientador — Leonardo Silva Boiteux — Embrapa Hortaligas.
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GENERAL ABSTRACT

MACHADO, Mariana Resende. Efficiency of new sources of resistance in tomato to
distinct bipartite Begomovirus species and chromosomal localization of the tcm-1 locus.
2013. 122p. Dissertation (Master in Plant Pathology) — Universidade de Brasilia, Brasilia, DF,

Brazil

The Geminiviridae family is composed by virus species with geminated particles and circular,
single-stranded DNA genome. The genus Begomovirus is the most important within this
family in terms of number of species as well as in economic impact. The majority of
begomoviruses from the New World has two genomic components (DNA-A and DNA-B),
and they are transmitted to dicotyledonous plants by the whitefly Bemisia tabaci. The most
efficient disease control strategy is the employment of cultivars with genetic resistance to
either the virus or its vector. However, the amount of information available about the
phenotypic expression, as well as the spectrum of efficiency of the distinct Solanum (section
Lycopersicon) resistance sources to Brazilian begomovirus is still limited. So far, the Ty-1 and
Ty-3 loci (introgressed from accessions of the wild species S. chilense) are the most employed
resistance factors. The inbred line ‘TX-468-RG’ derived from the hybrid S. lycopersicum
‘Tyking’ is one of the most important sources of wide-spectrum resistance, being effective
against a wide range of begomovirus isolates from both bipartite species from Brazil and
monopartite species from Europe. To increase the efficiency of the pyramidization process,
the establishment of a marker assisted selection system to all known (dominant and recessive)
begomovirus resistance loci is necessary. However, molecular markers are still not available
for the tcm-1 locus and even its genomic location is yet unknown. In Chapter 2, ‘TX-468-
RG’ (resistant control due to presence of the recessive locus ttm-1) and five new accessions

identified as promising sources of resistance in assays conducted under either greenhouse or
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field conditions (named as ‘LAM 100°, ‘LAM 156°, ‘LAI 132°, ‘H-24’ and ‘Ty-198’), were
evaluated in biolistic assays with infective clones of four begomovirus of the Brazilian
complex virus: Tomato severe rugose virus (ToSRV); Tomato rugose mosaic virus (ToRMV);
Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) and Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV).
The tomato cultivar ‘Viradoro’ was employed as susceptible control. Virus accumulation was
monitored in all accessions via Southern Blot assays using a universal probe. ‘Viradoro’
displayed severe symptoms and high viral DNA accumulation in all assays. The line ‘H-24’
(source of Ty-2 locus introgressed from S. habrochaites) displayed a susceptible reaction to
ToSRV and ToRMV. The accession ‘LAI 132’ displayed a peculiar species-specific resistant
reaction only to ToCMoV. The ‘TX-468-RG’ as well as the accessions ‘LAM 100°, ‘LAM
156° and ‘Ty-198° were resistant to all virus species, being, therefore, recommended for
preferential use in breeding programs aiming to develop lines with wider spectrum of
resistance. Analyses conducted with a panel of molecular markers linked to all currently
characterized begomovirus resistance loci in tomato (Ty-1, Ty-2, Ty-3, Ty-4 e Ty-5/ty-5)
indicated that ‘LAI 132°, ‘LAM 100°, ‘LAM 156’ and ‘Ty-198’ are sources of either new
genes or alleles for begomovirus resistance. In Chapter 3, molecular markers were developed
in association with ttm-1 and were anchored in the reference tomato genome, aiming to
develop efficient marker-assisted selection systems for this locus. Co-segregation analyses of
an F, population inoculated with an ToSRYV isolate and the molecular characterization of a
panel of SCAR and CAPS markers linked to the resistant reaction indicated that tcm-1 is
located on the top of the chromosome 6 in linkage with a the well-characterized cluster of
resistance genes, encompassing the Ty-1 and Mi loci. More recently, a recessive resistance to
Florida isolates of the monopartite Tomato yellow leaf curl virus was also was characterized
in inbred lines derived from the hybrid ‘Tyking’. This gene and its putative allelic variant

(located in chromosome 4) have been tentatively named as Ty-5/ty-5. Even though
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polymorphic in our mapping population, the molecular marker linked with the Ty-5/ty-5
genomic region segregated independently from the resistant reaction to ToSRV. Therefore,
our results indicated that ttm-1 and Ty-5/ty-5 are distinct resistance factors, and that ‘Tyking’
(the original source of the locus tcm-1) might represent a pyramid of distinct Begomovirus
species-specific recessive genes, that in association might confer effective reaction observed

against a range of monopartite and bipartite species in distinct continents.

Keywords: begomoviruses, tomato, genetic breeding, sources of resistance.

Advisor: Leonardo Silva Boiteux — Embrapa Hortalicas.
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INTRODUCAO GERAL

O tomateiro — Solanum lycopersicum L. (= Lycopersicon esculentum Mill.) — ¢ as outras
espécies silvestres do género Solanum (secg¢@o Lycopersicon) tém origem na Regido dos
Andes, na América do Sul, estando presentes em diferentes micro-habitats, topografias e
climas (Boiteux et al., 2012b). O fruto do tomateiro ¢ apreciado em todo o mundo tanto na
sua forma in natura como processado em molhos, concentrados ou sucos. De acordo com o
World Processing Tomato Council (WPTC) o Brasil ocupa o sétimo lugar no ranking
mundial, com 4% da produgdo. O Brasil tem produzido, em média, 1,2 milhdo de toneladas de
tomate industrial, sendo que o setor movimenta mais de R$ 2,6 bilhdes por ano (Vilela et al.,
2012).

O cultivo do tomateiro ocorre durante todo o ano e em quase todo o territorio nacional,
favorecendo o surgimento de inumeras pragas e doencas (Souza & Reis, 2003). Segundo
Polston (2010), as doengas causadas por Begomovirus estdo entre as mais problematicas para
a cultura do tomateiro. O complexo de espécies de begomovirus monopartidos, conhecido
como ‘Tomato yellow leaf curl disease’ (TYLCD) ¢ considerado o principal fator limitante
para a producdo de tomate em diversos paises. De maneira similar, os geminvirus também
representam um dos fatores mais limitantes para o cultivo do tomateiro no Brasil, causando
severos efeitos deletérios em praticamente todas as regides produtoras (Fernandes, 2010). Os
begomovirus (Geminiviridae), transmitidos pela mosca-branca (Bemisia tabaci), sio
caracterizados estruturalmente pela morfologia geminada da particula viral, e, geneticamente,
por possuir um genoma com uma (monopartidos) ou duas (bipartidos) moléculas de DNA fita
simples (ssDNA) e circular (Lazarowitz, 1992).

O bidtipo B de B. tabaci foi introduzido no Brasil na década de 1990 (Lourengdo &

Nagai, 1994; Franca et al., 1996). Ao contrario do ja existente bidtipo A, o novo biotipo



mostrou-se extremamente adaptado ao tomateiro e se disseminou rapidamente pelas regides
produtoras do Brasil (Ribeiro et al., 2003). A explicagdo mais provavel para o surgimento
repentino e disseminagdo de begomovirus nao apenas na cultura do tomateiro, mas também
em outras hortalicas ¢ a capacidade do biotipo B de colonizar plantas silvestres e daninhas,
possibilitando que virus nativos presentes nessas plantas sejam transferidos para as
hospedeiras cultivadas (Ribeiro et al., 2003).

A variabilidade de espécies de Begomovirus ¢ o principal desafio a ser enfrentado pelos
programas de melhoramento do tomateiro, visando incorporar resisténcia ampla e duravel.
Dessa forma, as principais estratégias do melhoramento tém sido a busca de fontes com
amplo espectro de resisténcia e/ou a “piramidizacdo” de diferentes genes de resisténcia em
linhagens-elite (Lapidot & Friedmann 2002; Boiteux et al., 2012). Diversas fontes de
resisténcia a Begomovirus foram identificadas em espécies silvestres do género Solanum. O
locus Ty-1, introgredido de S. chilense ‘LA-1969°, foi mapeado proximo a um marcador
molecular (TG97) no cromossomo 6 (Zamir et al., 1994). Este locus tem sido amplamente
utilizado em hibridos comerciais (de Castro et al., 2007), se mostrando efetivo contra
diferentes isolados de diferentes espécies de Begomovirus em diferentes continentes (Zamir et
al., 1994; Boiteux et al., 2007a). No entanto, existem registros que indicam que o locus Ty-1
ndo ¢ efetivo contra isolados de Tomato mottle virus (ToMoV), um virus de genoma bipartido
da Florida (Ji et al., 2007). Além disso, sob alta pressao de indculo, a resisténcia controlada
pelo locus Ty-1 pode ser quebrada (Michelson et al., 1994; Pic¢ et al., 1996). O locus Ty-2 foi
introgredido a partir de um acesso de S. habrochaites (Kallo & Banerjee, 1990) e foi mapeado
no brago longo do cromossomo 11. Acessos com esse locus apresentaram uma eficiéncia
relativa contra isolados de begomovirus do Brasil (Boiteux et al., 2007b) bem como contra
isolados de TYLCV (Hanson et al., 2000; Ji et al., 2007). No entanto, o gene Ty-2 também

ndo se mostrou efetivo contra isolados de ToMoV (Ji et al., 2007). O gene/locus Ty-3
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derivado de S. chilense ‘LA-2779° é parcialmente dominante ¢ estd localizado em estreita
ligacdo com o locus Ty-1 no cromossomo 6. A resisténcia controlada por este locus apresenta
uma expressao mais complexa (de carater aditivo), sendo efetiva contra alguns isolados de
TYLCV e ToMoV (Agrama & Scott, 2006; Ji et al., 2007). Por sua vez, o locus Ty-4 ¢
originado do acesso S. chilense ‘LA-1932°. O locus Ty-4 apresenta um efeito menor que o
aquele conferido pelo Ty-3 e ndo se mostrou efetivo contra todos os isolados de TYLCV (Ji et
al., 2009).

Entre as diversas fontes de resisténcia a begomovirus identificadas até o presente
momento destaca-se a linhagem ‘TX-468-RG’ (portadora do gene recessivo tcm-1) derivada
do hibrido comercial S. lycopersicum ‘Tyking” (Royal Sluis, Enkhuizen, The Netherlands)
(Giordano et al., 2005b). Estudos adicionais com ‘TX-468-RG’ indicaram que essa linhagem
se mostra resistente contra diferentes espécies de begomovirus de genoma bipartido do Brasil
(Pereira-Carvalho, 2009) ¢ de genoma monopartido da Europa (Garcia-Cano et al., 2008;
Pereira-Carvalho et al., 2010). Estudos realizados para elucidar os mecanismos genéticos
associados com essa resisténcia foram conduzidos nos dois continentes e indicaram um
controle do tipo monogénico recessivo, sendo o gene tentativamente denominado de tcm-1
(Giordano et al., 2005b; Garcia-Cano et al., 2008; Pereira-Carvalho et al., 2010). Diversos
genes virais recessivos tém sido descritos em diferentes patossistemas (Maule et al., 2007;
LeGall et al., 2011). Mais recentemente, um gene de resisténcia também de natureza recessiva
foi caracterizado (em distintas linhagens derivadas de ‘Tyking’) conferindo resisténcia a
isolados de TYLCV na Flérida. Esse gene (localizado no cromossomo 4) foi nomeado como
ty-5 (Hutton et al. 2012). No entanto, ttm-1 foi o primeiro gene recessivo descrito para
resisténcia a begomovirus em tomateiro.

Nesse cenario, o locus tcm-1 se constitui em um fator de resisténcia de extremo

interesse devido a essa amplitude de eficiéncia contra uma ampla gama de variantes virais. De
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fato, variedades de tomateiro contendo fatores de resisténcia de amplo espectro ¢ uma
caracteristica imprescindivel neste cenario de enorme diversidade de isolados virais no Brasil
e no mundo (Pereira-Carvalho, 2009). No entanto, um fator limitante do ponto de vista do
melhoramento genético tem sido o fato de que, até o presente momento, ndo foram
identificados marcadores moleculares para monitorar o locus ttm-1 em programas de sele¢ao
assistida.

Desta forma, um dos principais objetivos da presente dissertagdo foi avaliar a
eficiéncia de novas fontes de resisténcia (ainda ndo amplamente caracterizadas do ponto de
vista fenotipico e genético) frente a quatro espécies de begomovirus bipartidos componentes
do complexo de espécies virais que infectam o tomateiro no Brasil (ToSRV, ToRMV,
ToYVSV e ToCMoV). Um segundo objetivo foi identificar marcadores moleculares
associados com a resisténcia a espécies de Begomovirus (locus tcm-1) presente na linhagem S.
lycopersicum ‘TX-468-RG’, bem como a localizagdo deste gene no genoma do tomateiro.
Essa informacdo vai fornecer a base metodoldgica necessaria para o estabelecimento de

sistemas de selecdo assistida eficientes para esse fator de resisténcia.



OBJETIVO GERAL
Avaliar a eficiéncia de novas fontes de resisténcia frente a quatro espécies de
begomovirus bipartidos (ToSRV, ToRMV, ToYVSV e ToCMoV), identificar marcadores
moleculares associados com o gene ttm-1 e ancorar tais marcadores no genoma referéncia do

tomateiro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Inocular via bombardeamento de microparticulas quatro espécies de Begomovirus
bipartidos (ToSRV, ToRMV, ToYVSV e ToCMoV) em sete acessos de S.
lycopersicum (‘LAM 100°, ‘LAM 156°, ‘LAI 132°, ‘Ty-198’, ‘H-24", ‘TX-468-RG’ ¢
‘Tospodoro’).

e Analisar o titulo viral via Southern Blot, e avaliar a eficiéncia dessas novas fontes de
resisténcia contra as quatro espécies de Begomovirus citadas.

e Identificar ‘primers’ RAPD capazes de gerar amplicons polimorficos para os parentais
‘TX-468-RG’ e ‘Tospodoro’, bem como para uma populacdo F, segregante para
resisténcia ao ToSRV.

e Avaliar a co-segregacdo de marcadores moleculares para genes de resisténcia
presentes no cromossomo 6 e identificar a associacdo desses marcadores com o
gene/locus recessivo tcm-1.

e  Mapear uma populagdo F, com o ‘primer’ SINAC 1 e avaliar se essa regido gendmica
contribui na expressao fenotipica da resisténcia ao ToSRV.

e Localizar fisicamente o locus ttm-1 no genoma-referéncia do tomateiro recentemente

sequenciado (The tomato genome consortium, 2012).
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1. A CULTURA DO TOMATE

O tomate Solanum lycopersicum L. (sin. Lycopersicon esculentum Mill.) tem a sua
origem na zona andina da América do Sul, mas foi domesticado no México e posteriormente
introduzido na Europa em meados do século XVI (Boiteux et al., 2012b). Da Europa o
tomateiro disseminou-se para a Asia meridional e oriental, Africa e Oriente Médio.
Posteriormente foi reintroduzido como uma espécie cultivada em toda a América do Sul
(Naika et al., 2006). O tomateiro ¢ as espécies selvagens taxonomicamente relacionadas
apresentam uma grande plasticidade fenotipica, ocupando diferentes habitats, topografias e
climas tais como desertos, baixadas litoraneas e altitudes elevadas nos Andes (Boiteux et al.,
2012b).

O tomate se caracteriza com uma hortalica muito versatil em termos de utilizagao tanto
in natura como industrializada, o que justifica sua grande popularidade (Espinoza, 1991,
Gualberto et al., 2002). Cultivado em regides tropicais ¢ subtropicais durante todo o ano, o
tomate ¢ uma das mais importantes hortaligas no cenario mundial (Moreira et al., 2005),
apresentando boas perspectivas econdmicas com indicado pelo continuo incremento da area
cultivada. Trata-se de uma cultura com um ciclo relativamente curto e de altos rendimentos.
No entanto, o tomateiro exige constante aten¢do por parte dos produtores devido ao grande
nimero de pragas e doengas que ocorrem durante o ciclo da cultura. O tomateiro ¢, portanto,
uma cultura exigente em tratamentos fitossanitarios (Moreira et al., 2005). Os dois sistemas
de cultivo predominantes para o tomateiro sao aqueles conduzidos estaqueados e os rasteiros.
O cultivo estaqueado é mais apropriado para o consumo in natura, podendo ser produzido em
cultivo protegido ou em campo aberto. O cultivo rasteiro (= crescimento determinado) ¢, em
geral, produzido para processamento industrial com plantio feito a campo aberto e com a
presenga de mecanizagdo em diversas etapas de etapas do cultivo desde o semeio até a

colheita.



Os principais paises/regides exportadores mundiais de tomate siao México, Turquia,
Estados Unidos, Unido Europeia, Canada e China. Os principais importadores sdo Estados
Unidos, Russia, Unido Europeia e Canada (USDA, 2012). Segundo o levantamento da FAO —
Organizacao das Nagdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura, os 20 principais paises
produtores colheram cerca de 100 milhdes de toneladas de tomate em 2008. Naquele ano a
China foi o maior produtor, com 33,91 milhdes de toneladas (FAO, 2011). De acordo com o
World Processing Tomato Council (WPTC), organizagao internacional com sede na Franga, o
Brasil ocupa o sétimo lugar no ranking mundial, com apenas 4% da producdo. Em 2012 o
Brasil produziu 1,2 milhdo de toneladas de tomate industrial, ante 1,6 milhdo em 2011. A
industria ainda importa por ano entre 60 e 70 toneladas de pasta da fruta, principalmente do
Chile ¢ da China. Este volume coloca o tomate na segunda posi¢do em se tratando da
producdo de olericolas no pais, ficando atras apenas da batata (Solanum tuberosum L.)
(CNPH, 2008). De acordo com o IBGE, toda a producao brasileira de tomate industrial ¢ feita
por 23 industrias, sendo que 13 delas estdo sediadas em Goias. Esse Estado concentra a maior
fatia da produgdo nacional, que corresponde a 986,9 mil toneladas e a 55% do total produzido
no pais (IBGE, 2013).

O melhoramento genético trouxe caracteristicas de precocidade, alta produtividade,
resisténcia as pragas, as doengas e adaptagdo ao ambiente tropical e subtropical. O rendimento
médio do tomate no Brasil ¢ de aproximadamente 58 t/ha. Contudo, produtores mais
tecnificados chegam a alcancar mais de 100 t/ha (Carvalho & Pagliuca, 2007). A difusao de
técnicas de irrigagdo, o uso intensivo de insumos ¢ a introdug¢ao de hibridos mais produtivos e
com menores perdas na pos-colheita foram alguns dos principais fatores que contribuiram
para o aumento da produtividade do tomate nacional. Outras caracteristicas vantajosas dos

hibridos modernos sao a resisténcia ao transporte e sua baixa perecibilidade.



O custo de producao do tomate ¢ um dos maiores em toda a atividade agricola. De
acordo com dados da ABCSEM (2010), o custo de producao apresenta grande variabilidade,
ficando entre R$ 30 mil e R$ 55 mil por cada hectare plantado, dependendo da tecnologia
empregada na producdo. J4 a rentabilidade depende fortemente da qualidade dos frutos, dos
niveis de produtividade obtidos e da flutuagdo de prego que essa cultura tem no mercado, que
estd associada a lei de oferta e demanda (Carvalho & Pagliuca, 2007). Os gargalos mais
evidentes do setor sdo a inexisténcia de um zoneamento de producdo que regule
oferta/demanda, a forte instabilidade dos pregos, auséncia de linhas de crédito e a
informalidade na negociacao da produgdo, levando a inadimpléncia e aumentando os riscos do
negocio (Vilela et al., 2012). Outra questdo importante ¢ o que diz respeito a seguranga
alimentar, por tratar-se de uma cultura conhecida pelo uso macico de defensivos agricolas,
usados principalmente no tratamento de doengas fingicas, bacterianas e no controle de
insetos, incluindo os vetores de virus.

Doengas causadas por virus sdo um dos fatores mais limitantes para a cultura, com alto
poder restritivo sobre a produgdo, em todas as regides onde o tomate ¢ cultivado. Segundo um
levantamento feito por Polston (2010), foi estabelecido que, além dos begomovirus, os virus e
viroides mais preocupantes para a cultura do tomateiro sdo: PepMV (Pepino mosaic virus —
Potexvirus), TSWV (Tomato spotted wild virus — Tospovirus), CMV (Cucumber mosaic virus
— Cucumovirus), PSTVd (Potato spindle tuber viroid — Pospiviroid), TASVd (Tomato apical
stunt viroid — Pospiviroid), TICV (Tomato infectious chlorosis virus — Crinivirus) ¢ ToCV
(Tomato chlorosis virus — Crinivirus). Os begomovirus (com mais de 50 espécies descritas)
representam atualmente um dos mais sérios problemas na cultura do tomateiro. Em 1983
quatro espécies de begomovirus estavam identificadas. Em 2003, tinham sido reportadas 31
espécies aceitas e 22 espécies tentativas. Em 2005, o nimero havia subido para 50 espécies

aceitas e 39 espécies tentativas (Polston, 2010). Atualmente, de acordo com o ICTV (Comité
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Internacional de Nomenclatura de Virus) o nimero de espécies dentro do género Begomovirus
¢ de 192.

Durante a domesticagao do tomateiro, houve perda de alelos importantes presentes no
conjunto génico do género Solanum (secg¢do Lycopersicon), principalmente no tocante a
resisténcia a pragas e doengas. A domesticagdo pode ter causado um estreitamento na base
genética, sendo um dos motivos que podem explicar a suscetibilidade das atuais cultivares a
inimeros patogenos e pragas (Gongalves Neto et al., 2010; Pereira et al., 2008). Neste
cenario, uma das alternativas para a obtencdo de melhor relagdo custo/beneficio é o

desenvolvimento de cultivares resistentes (Boiteux et al., 2012)

2. FAMILIA GEMINIVIRIDAE

2.1. Aspectos taxondmicos

A familia Geminiviridae ¢ uma das mais numerosas dentre os virus de plantas.
Atualmente, 229 espécies foram descritas nessa familia (ICTV, 2012). Até o presente
momento, a familia Geminiviridae tem sido oficialmente dividida em quatro géneros
(Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus e Begomovirus) de acordo com sua organizacio
gendmica, inseto vetor, circulo de plantas hospedeiras e relacionamento filogenético (Fauquet
& Stanley, 2005; Fauquet et al., 2008). No entanto, dois novos géneros serdo provavelmente
incorporados na familia Geminiviridae (ICTV, 2012).

Os geminivirus sdo caracterizados por possuirem particulas geminadas de 18-30 nm,
icosaédricas, compostas por 22 capsomeros pentaméricos. O genoma ¢ circular, monopartido
ou bipartido composto DNA de fita simples (ssDNA). A replicagdo ocorre totalmente no
nucleo da célula hospedeira e cada componente gendmico possui de 2,5 a 3,0 Kb de extensao

(Harrison, 1985). Geminivirus ndo sdo usualmente transmitidos por sementes ou por contato
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manual. A transmissdo ocorre preponderantemente via insetos vetores, envolvendo a
passagem de particulas virais do intestino para a hemolinfa do inseto ¢ da hemolinfa para as
glandulas salivares.

Os virus do género Mastrevirus apresentam genoma monopartido, infectam
monocotiledoneas e sao transmitidos por cigarrinhas (Homoptera: Ciccadelidae) (Fauquet &
Stanley, 2005). A espécie-tipo do género ¢ o Maize streak virus (MSV). Pelo menos dois
virus pertencentes a este género infectam dicotiledoneas, Tobacco yellow dwarf virus
(TYDV) e Bean yellow dwarf virus (BeYDYV) (Gutierrez et al., 2004; Rojas et al., 2005).

O género Curtovirus apresenta genoma circular monopartido (Fauquet & Stanley,
2005). As espécies desse género infectam plantas hospedeiras dicotiledoneas e sdo também
transmitidos por cigarrinhas. Beet curly top virus (BCTV) ¢é espécie-tipo do género
Curtovirus, sendo descrito em diferentes continentes. Uma caracteristica peculiar do género
Curtovirus ¢é a presenga de um genoma de provavel origiem hibrida, onde o gene da capa
protéica se mostra similar ao do género Mastrevirus e o restante do genoma é mais similar ao
do género Begomovirus (Padidam, 1999).

O género Topocuvirus apresenta genoma circular, monopartido, sendo reportado em
dicotiledoneas e ¢ o unico transmitido por membracideos (Homoptera: Auchenorryncha)
(Fauquet & Stanley, 20055). Esse género foi estabelecido devido a presenca desse vetor
distinto e por ser o Unico grupamento taxondmico capaz de efetuar eventos de recombinagao
interespecifica entre virus de distintos géneros (Briddon et al., 1996). Tomato pseudo-curly
top virus (TPCTV) ¢ a tnica espécie descrita até o presente momento dentro do género
Topocuvirus (Pringle, 1999; Fauquet & Stanley, 2005).

O género Begomovirus inclui 192 espécies descritas que podem possuir um ou dois
componentes gendmicos, monopartidos ou bipartidos, sdo transmitidos por diferentes bidtipos

e espécies de mosca-branca (Bemisia tabaci) (Hemiptera: Aleyrodidae) e infectam apenas
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dicotiledoneas (Stanley et al., 2005; De Barro et al., 2011). Bean golden yellow mosaic virus
(BGYMYV) ¢ a espécie-tipo do género (Fauquet et al., 2008). Nos virus que apresentam
genoma bipartidos, os componentes A e B sdo encapsidados separadamente, € o processo de
infeccdo somente ocorre quando as duas moléculas de DNA invadem simultaneamente os
tecidos hospedeiros (Faria et al., 2000).

Em termos taxonOmicos, apenas a estrutura gendmica completa do DNA-A tem sido
considerada para analise, uma vez que um grupo numeroso de espécies virais monopartidas
possui apenas este componente. O alto indice de recombinagdo entre espécies de begomovirus
impossibilita a utilizagdo de pequenos fragmentos de DNA-A para comparagdo, sendo

recomendada a utilizagdo do genoma completo deste componente (Fauquet et al., 2008).

2.2. Organizacdo genémica do género Begomovirus

Os begomovirus bipartidos possuem duas moléculas de DNA circular de fita simples
(DNA-A e DNA-B). Esses dois componentes ndo possuem homologia de sequéncia, com
exce¢do de um segmento com aproximadamente 200 nucleotideos (regido comum — RC)
presente na regido intergénica (RI). A RC ¢ altamente conservada para os dois componentes
de uma determinada espécie viral (acima de 90% de homologia) (Stanley & Gay, 1983;

Harrison, 1985; Lazarowitz, 1992; Fauquet et al., 2008).

O DNA-A possui genes que codificam fatores associados com replicagdo e
encapsidacao viral. Por sua vez, o DNA-B ¢ composto por genes requeridos para o
movimento célula-a-célula, para o movimento a longa distancia nos tecidos vegetais,
defini¢ao de gama de hospedeiros e expressdo de sintomas (Timmermans et al., 1994; Palmer
& Rybicki, 1998). Espécies de Begomovirus monopartidos apresentam um unico componente
(DNA-A) que possui todos os genes necessarios para a replicagao, encapsidagao, movimento

e transcri¢do (Hanley-Bowdoin et al., 1999; Lazarowitz & Beachy, 1999). A organizagio
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gendmica comparativa entre begomovirus monopartido e bipartido encontra-se representada

na Figura 1.

| TAATATT *AC | | TAATATT 4AC |
RC
ACI BC1
(Rep) AV (MP) BV1
(cP) DNA-B (NSP)

A\‘
(TrAP)

c2
AC3

Ilustracdo: Fernandes, 2010.
(REn)

Figura 1 — Representacdo esquematica da organizacdo genOmica de um begomovirus
bipartido. Cada circulo representa um componente do genoma viral (DNA-A e DNA-B). As
setas indicam as regides genOmicas ¢ a dire¢do em que ocorre a transcri¢do. As setas azuis
indicam as ORFs (“open reading frames” ou regides abertas de leitura) com transcrigdo no
sentido viral. As setas vermelhas indicam as ORFs com transcri¢do no sentido complementar.
A regido comum (RC) esté representada em cor verde. A RC contém uma sequéncia de nove
nucleotideos (5’-TAATATTAC-3") altamente conservada e que constitui o dominio funcional
da origem de replicagdo (Orozco & Hanley-Bowdoin, 1996). A ORF AV2* estd presente

apenas em espécies de Begomovirus de genoma monopartido do “Velho Mundo”.

O DNA-A de um begomovirus bipartido possui uma ORF no sentido viral (AV1) que
codifica a proteina capsidial (CP) e trés ORFs no sentido complementar (AC1, AC2, AC3)
que codificam a proteina associada a replicacdo (Rep — “replication-associated protein”),
ativadora de transcrigdo (TrAP — “transactivating protein”) e a proteina amplificadora da

replicagdo do genoma viral (Ren — “replication-enhancer protein’), respectivamente (Palmer
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& Rybicki, 1998; Harrison & Robinson, 1999; Hanley-Bowdoin et al., 1999; Faria & Zerbini,
2000; Fauquet et al., 2008).

A proteina capsidial (CP) ¢ uma proteina multifuncional, responsavel pela prote¢ao do
genoma contra degradagdo e estd relacionada a aquisicao, transmissdo e especificidade do
virus ao inseto vetor e também relacionado com a infectividade e movimento sist€émico dentro
da planta hospedeira (Briddon et al., 1990; Pooma et al., 1996; Rojas et al., 2005).

A proteina Rep (= AC1) de aproximadamente 41kDa € a unica proteina essencial para a
replicacdo, sendo extremamente conservada (Hanley-Bowdoin et al., 1999). A proteina Rep é
responsavel pela reagdo de iniciacdo que envolve uma clivagem dentro do nonanucleotideo
conservado (5’-TAATATT|AC-3") (Laufs et al., 1995; Gutierrez, 2002). Além da sua
atividade na replicagdo, a Rep esta envolvida na repressao de sua propria sintese em nivel de
transcri¢do (Sunter et al., 1993).

A TrAP (= AC2) ¢ uma proteina de 15,7 kDa cuja localizacdo nuclear contribui para a
patogenicidade viral (Sunter & Bisaro, 1991; Groning et al., 1994; Rojas, 2004;). A proteina
REn (= AC3), de aproximadamente 16 kDa, interage com a Rep aumentando o acumulo de
DNA viral por meio de um mecanismo ainda desconhecido (Hofer et al., 1997; Hanley-
Bowdoin et al., 1999; Castillo et al., 2003). Embora a REn ndo seja necessaria para a
infectividade, estudos envolvendo mutagdes dessa proteina conduzem a uma atenuagdo de
sintomas (Elmer et al., 1988; Etessami et al., 1991).

A proteina produzida pela ORF AC4, de aproximadamente 11 kDa, encontra-se inserida
dentro de gene Rep (Wezel et al., 2002; Vanitharani et al., 2004). Acredita-se que a proteina
afeta o circulo de hospedeiras, a severidade de sintomas e que em begomovirus monopartidos
ela estd envolvida junto com AV2 no movimento célula-a-célula. A ORF AC4 estd
aparentemente envolvida na supressdo de mecanismos de defesa antiviral presentes nas

células hospedeiras (Vanitharani et al., 2004).
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O DNA-B possui duas ORFs (BC1 e BV1). A ORF BV1 codifica para uma proteina que
controla o movimento intracelular, nucleo-citoplasma (NPS — “nuclear shuttle protein”). A
BCI1 codifica a proteina responsavel pelo movimento célula-a-célula (“movement protein’)
via plasmodesmata (Palmer & Rybicki, 1998; Fauquet et al., 2008). O DNA viral ¢é replicado
no nucleo e o transporte do DNA (tanto ssDNA como dsDNA) para o citoplasma ¢ mediado
pela NSP (Noueiry et al., 1994). A NSP interage com a MP, cujo complexo conduz o DNA
viral através dos plasmodesmata (Sanderfoot & Lazarowitz, 1996). Estas proteinas de
movimento interagem diretamente com o DNA viral, reconhecendo-o de maneira especifica
com base na forma e no tamanho, refletindo o estado replicativo do virus (ds-DNA) ¢ o

tamanho do genoma (2,5 — 3,0 kb) (Noueiry et al., 1994; Rojas et al., 1998).

2.3. Replicacéo

O nucleo da célula infectada ¢ o sitio de replicacdo dos geminivirus. A replicagdo do
genoma viral ¢ totalmente dependente da maquinaria do hospedeiro. Em linhas gerais, o DNA
de fita simples (ssDNA) ¢ convertido em DNA de fita dupla (dsDNA intermedidrio),
denominado forma replicativa (RF), utilizando o mecanismo de circulo rolante (Saunders et
al., 1991; Stenger et al., 1991).

O ciclo replicativo inicia quando o inseto vetor deposita as particulas virais nas células
do floema da planta hospedeira (Lazarowitz, 1992). Essas particulas ativam o sistema
enzimatico do hospedeiro, que libera proteases, degradando a capa proteica e expondo o
genoma viral. O DNA viral ¢ transportado até o nucleo das células do hospedeiro com o
auxilio da proteina NS. Uma vez no nucleo, a amplificagdo do genoma ocorre em trés estadios
distintos (Saunders et al., 1991; Stanley, 1995). O primeiro estadio envolve a conversdo do
ssDNA circular em um intermedidrio de dsDNA ‘supercoiled’ circular covalentemente

fechado, denominado forma replicativa I (RFI) (Gutierrez, 1999; 2000). O segundo estadio

15



envolve a utilizagdo do dsDNA como molde para a amplificagcdo do ssDNA pelo mecanismo
do circulo rolante, onde a proteina viral rep € necessaria. A proteina rep promove um corte (|)
dentro do nonanucleotideo conservado (5’-TAATATTAC-3’), localizado no loop da
estrutura em forma de grampo presente na regido intergénica (Rojas et al., 2005a). Tal
sequéncia nucleotidica forma a origem da replicacdo juntamente com iterons. Os iterons sao
altamente especificos a Rep, participando da iniciacdo da replicagdo e controle da expressao
dos genes no sentido complementar (Hanley-Bowdoin et al., 1999). A extrema especificidade
do iteron com a proteina Rep impede, muitas vezes, que um dado begomovirus apresente
compatibilidade com a origem de replicagdo de outro virus distinto. O ultimo estadio do ciclo
viral ¢ a produgdo seguida da encapsidagdo do ssDNA dentro das particulas (Gutierrez, 1999).
Quando os produtos dos genes CP ¢ NSP estdo presentes, estes se ligam ao ssDNA para
encapsida-lo ou transporta-lo para fora do ntcleo. No citoplasma, o virus move-se para
células vizinhas mediado pela proteina MP através dos plasmodesmata e finalmente para o
floema, onde ¢ transportado a longas distancias. A replicagdo viral faz com que a célula
hospedeira retome os processos de divisdo celular, ativando a transcrigdo dos genes da

hospedeira envolvidos na sintese das proteinas que necessitam (Zerbini et al., 2002).

2.4. Diversidade genética em Begomovirus

A geragao de diversidade genética em populacdes de virus fornece novas oportunidades
para a adaptacdo a novas hospedeiras e mudangas das condigdes ambientais. Novas espécies
ou espécies ja conhecidas de Begomovirus tém causado grandes problemas em diversas
culturas em todo o mundo (Navas-Castillo et al., 2011). Diversos fatores contribuem para o
aparecimento de geminivirus em todo o mundo, tais como: a evolu¢do de novas variantes do
virus, presenca de complexos virais, mudancas no panorama varietal, aparecimento de vetores

mais eficientes, mudancas climaticas mais favoraveis ao virus e¢/ou vetor, mudancas nos
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sistemas de produgdo e movimento de material infectado (Varma & Malathi, 2003; Boiteux et
al., 2012a).

A variabilidade genética nos begomovirus pode ser gerada via trés principais
mecanismos: mutag¢do, recombinagdo ¢ pseudo-recombinagio (Padidam et al., 1999; Monci et
al., 2002). As mutagdes sao alteragdes na estrutura dos genes resultando em modificagdes
hereditarias com perda, ganho ou mesmo com inalteracdo (mutagdo silenciosa) de uma
caracteristica fenotipica (Roossinck, 1997). As mutagdes ocorrem com maior frequéncia em
genomas constituidos de RNA, devido a falhas da RNA polimerase em corrigir erros de
leitura durante a replicacdo. Ja em virus de DNA, como os begomovirus a atividade da DNA
polimerase resulta em niveis de mutagdes comparativamente mais baixos (Roossinck, 1997).

A existéncia de dois componentes genomicos na maioria dos begomovirus possibilita a
troca de componentes gendomicos entre virus distintos, fendmeno conhecido como pseudo-
recombinagdo (Harrison, 1999). A produgdo de pseudo-recombinantes vidveis exige uma
interagdo altamente especifica da proteina Rep com a regido em torno da origem de replicacao

(Arguello-Astorga et al., 1994).

A recombinag¢do ¢, sem divida, o principal mecanismo gerador de diversidade genética
dentro do género Begomovirus (Zhou et al., 1997; Padidam et al., 1999). A recombinagio
consiste na incorporagdo de segmentos gendmicos de outro componente durante a replicagao.
A recombinag¢do pode ocorrer tanto entre variantes de um mesmo virus bem como entre virus
da mesma espécie e de mesmo género, o que pode resultar em recombinantes viaveis (Seal,
2006). Os virus recombinantes podem tanto perder carateristicas quanto adquirir novas
informagoes genéticas de outros virus (Padidam et al., 1999). O virus recombinante pode
apresentar um novo perfil patogénico e, eventualmente, conferir alguma vantagem seletiva
(Monci et al., 2002). Estudos t¢ém mostrado que, em condi¢des de campo, a recombina¢do em

begomovirus ocorre, principalmente, entre moléculas de DNA-A de virus diferentes (Zhou et
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al., 1997; Sanz et al., 2000). Em Begomovirus trés fatores podem contribuir para o aumento
de recombinagdes: infec¢des mistas; replicacao via forma replicativa de dupla fita produzindo
um grande numero de copias; e a presenca de bidtipos dos vetores com um circulo mais
amplo de hospedeiras e um grau de adaptacdo e dispersdo mais elevado (Kanevsk et al., 1992;
Accoto et al., 1993; Bedfort et al., 1994; Padidam et al. 1995; Umaharan et al., 1998). O
relacionamento filogenético observado entre alguns virus de géneros diferentes dentro da
familia Geminiviridae indica que a evolugdo desses organismos pode tem ocorrido via

recombinagdo entre virus distintos (Rybicki, 1994; Galvao et al., 2003).

2.5. Transmissao de Begomovirus

Os begomovirus sdo transmitidos quase exclusivamente pela agdo da mosca-branca
(Bemisia tabaci Genn.). Pesquisas recentes demonstraram que existe de fato um complexo de
bidtipos e espécie cripticas denominado de “complexo B. tabaci” (De Barro et al., 2011). O
complexo de espécies se encontra amplamente distribuido nas regides tropicais e subtropicais,
sendo considerada uma das pragas mais destrutivas para a agricultura (Polston & Anderson,
1999; Franga et al., 2000; De Barro et al., 2011). A distribui¢do de B. tabaci esta relacionada
a expansdo de monoculturas, as condi¢des dos sistemas agricolas modernos e, principalmente,
a grande facilidade de adaptacdo a uma ampla gama de hospedeiros (Brown, 1994). A mosca-
branca pode, além de atuar como vetor, causar danos diretos na planta como: redugdo de
nutrientes ao sugarem a seiva; alteragdes fisioldgicas, como o amadurecimento irregular dos
frutos de tomate; e liberagdo de excregdes acucaradas que favorecem o desenvolvimento de
fumagina na superficie foliar, interferindo no processo de fotossintese (Villas-Boas et al.,
1997).

No Brasil a presenga de B. tabaci foi inicialmente relatada na década de 1920 na Bahia

(Lima et al., 2000). A partir de década de 1950, foi proposta a existéncia de bidtipos devido a
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observagao de que populagdes morfologicamente idénticas podiam apresentar caracteristicas
distintas quanto a transmissdo de virus e¢ coloniza¢dao de plantas (Brown et al., 1995). O
biotipo A foi predominante no Brasil até 1990/1991, quando foi relatada a introdugdo do
bidtipo B, provavelmente via plantas ornamentais importadas dos EUA (Franca et al., 1996).
Desde entdo, o biotipo B vem se espalhando por todas as regides produtoras de tomate do
Brasil causando severas perdas. O bidtipo B apresenta maior grau de adaptacdo e dispersao,
taxas maiores de ovoposi¢ao (capacidade reprodutiva mais alta), ¢ uma mais ampla gama de
plantas hospedeiras, incluindo o tomateiro e outras solanaceas (Bedford et al., 1994; de Barro
et al., 2005). O biotipo Q, ainda exotico para o Brasil, ¢ extremamente importante devido a
similaridade com o bidtipo B (Scott et al., 2007).

Bemisia tabaci apresenta habito alimentar polifago colonizando em torno de 600
espécies de plantas hospedeiras em 74 familias botanicas (Brown et al., 1995; De Barro et al.,
2011). Os adultos da mosca-branca se caracterizam por possuirem dois pares de asas
membranosas, recobertos por uma substancia pulverulenta de cor branca, corpo amarelo-
palido recoberto por cera extra-cuticular e tamanho variando de 1 a 2 mm de comprimento.
(Villas-Boas et al., 1997). Existe um marcante dimorfismo sexual, sendo as fémeas de
tamanho maior que os machos. Todos os estddios do inseto habitam a face abaxial das folhas
e apenas o adulto é capaz de migrar para novas plantas (Villas-Boas et al., 1997). Em média,
B. tabaci pode apresentar de 11 a 15 geragdes por ano e as fémeas podem depositar de 130 a
300 ovos em 3 a 6 semanas de vida (Silva, 2006). O ciclo de vida do inseto esta diretamente
ligado a espécie de planta hospedeira ¢ com a temperatura ambiente, sendo que em
temperaturas baixas o ciclo de vida tende a aumentar (Villas-Bdas et al., 2002).

A transmissdo de begomovirus por mosca-branca ¢ do tipo circulativa (Brown, 1997;
Rubinstein & Czosnek, 1997; Ghanin et al., 1998; Morin et al., 1999), de maneira que as

particulas virais presentes no floema s3o ingeridas através do estilete e transportadas pelo
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esofago. As particulas virais sdo transportadas através da parede do intestino para a hemocele,
alcancando as glandulas salivares. Os virus sao entdo translocados pelo ducto da glandula
salivar e excretados pela saliva durante o processo de alimentac¢do (Ghanin et al., 1998).

Para o TYLCV os periodos minimos de aquisi¢ao e inoculagdo sao de 15 e 30 minutos,
sendo que a eficiéncia de transmissdo aumenta a medida que esses periodos se ampliam. O
periodo de laténcia ap6s a aquisicdo ¢ de 17-24 horas. Uma mosca adulta tem a capacidade de
reter o virus por um periodo de 7 a 20 dias (Mansour & Al-Musa, 1992; Mehta et al., 1994).
A passagem transestadial em adultos de B. tabaci biétipo B foi demonstrada com um isolado
de begomovirus do Brasil Central, sendo o virus detectado em ovos, ninfas e adultos
provenientes de fémeas viruliferas. No entanto, a transmissao do virus por insetos adultos nao
foi observada (Santos et al., 2003). Por sua vez, TYLCV foi transmitido por duas geragoes de
B. tabaci bidtipo B (Ghanin et al., 1998), enquanto Tomato yellow leaf curl Sardinia virus
(TYLCSV) teve seu DNA detectado em ovos, ninfas e adultos até a terceira geragao (Bosco et

al., 2004).

2.6. Género Begomovirus no Brasil: aspectos econbmicos

Os Begomovirus sdo responsaveis pelas principais doencas de plantas em diversas
culturas em todo o mundo, entre elas destacam-se o feijao, caupi, tomate, mandioca e algodao
(Faria et al., 2000; Morales & Anderson, 2001). No Brasil sdo os patdogenos que mais causam
danos econdmicos a cultura do tomate (Boiteux et al., 2012). Begomovirus vém sendo
relatados no Brasil desde a década de 1930, porém os problemas econdmicos comegaram a
surgir a partir da década de 1980. A intensificacdo da atividade agricola ¢ considerada como
uma das principais causas de surtos epidémicos destas doencas (Varma & Malathi, 2003;
Navas-Castillo et al., 2011), assim como o surgimento de um novo biodtipo (biotipo B) da
mosca-branca e a sua explosao populacional (Ribeiro et al., 2003).
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Na década de 1960 foram observados sintomas severos de Begomovirus em feijdo
(Phaseolus vulgaris L.), que causou pequenas perdas nas lavouras (Costa, 1965). Com o
aumento da area de soja no pais observou-se um crescimento populacional da B. tabaci, o que
fez com que a partir da década de 1970 esta doenga se tornasse um fator limitante para a
producdo de feijao no Brasil (Faria, 1994).

Infecgdes causadas por geminivirus em tomateiro chegaram a causar perdas estimadas
em até 100% em algumas areas no Submédio do Vale do Sao Francisco (Lima & Haji, 1998).
Perdas econdmicas provocadas devido a infeccdo por begomovirus em tomate foram
estimadas em 140 milhdes de dolares na Florida (Moffat, 1999). Os Begomovirus que
infectam tomateiro no Brasil estdo distribuidos nas principais regides produtoras do pais
desde a década de 1990 (Ribeiro et al., 1994). Geralmente, tomateiros infectados por
begomovirus apresentam amarelecimento na base dos foliolos e clareamento das nervuras,
evoluindo para mosaico amarelo. Estes sintomas se tornam presentes em toda e planta,
seguidos de rugosidade, redugdo de tamanho e enrolamento das bordas das folhas. Em estagio
avancado, a planta apresenta reducdo na floracdo e paralisagdo do crescimento, com
consequente perda na producdo, principalmente se a infec¢do ocorrer nos estadios iniciais de
desenvolvimento (Pereira-Carvalho, 2009). O “mosaico dourado” e a “clorose infecciosa”
foram as primeiras doengas causadas por uma espécie do género Begomovirus no tomateiro
no Brasil (Flores et al., 1960). Matys et al. (1975) purificaram o Tomato golden mosaic virus
— TGMYV, confirmaram que o virus agente causal destas doencas possuia particulas
geminadas.

O TGMYV naio se tornou importante, tendo apenas relatos esporadicos no Estado de Sao
Paulo na década de 1960 (Flores et al., 1960). Foi a partir de 1992 que se observou a presenca
de B. tabaci bidtipo B, introduzido, possivelmente, da Europa ou Estados Unidos pela

importa¢do de plantas ornamentais (Melo, 1992). Devido a sua alta taxa de multiplicacao,
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excelente adaptacdo as condi¢oes climaticas brasileiras e a capacidade de colonizar multiplas
plantas hospedeiras, o biotipo B de B. tabaci disseminou-se rapidamente pelo Brasil,
incluindo todas as principais regides produtoras de tomate (Lourencdo & Nagai, 1994).
Regides produtoras de tomate na Venezuela, América Central, México, Caribe, Florida,
Espanha e Italia também sofrem os efeitos de uma alta incidéncia de Begomovirus,
acarretando grandes perdas na producao (Polston & Anderson, 1997).

Novos relatos de doengas do tipo “mosaico dourado” e “mosaico rugoso” passaram a se
intensificar no Brasil ap6s a introdugdo do bidtipo B (Ribeiro et al., 1994; Ribeiro et al.,
2003; Fernandes et al., 2008). O sequenciamento parcial da extremidade 5’ do gene da
proteina da capa protéica, confirmou a grande diversidade genética de begomovirus nos
primeiros surtos epidémicos registrados em tomateiro no Brasil (Ribeiro et al., 1998; 2003).
Em levantamentos conduzidos com amostras coletadas entre os anos de 2001 e 2010, foram
identificadas sete diferentes espécies de Begomovirus infectando o tomateiro no Distrito
Federal: Tomato rugose mosaic virus, Tomato yellow vein streak virus, Tomato severe rugose
virus, Tomato chlorotic mottle virus, Tomato mottle leaf curl virus, Tomato chlorotic vein
virus e Okra mottle virus (Fernandes, 2010). Em levantamentos realizados em plantios de
tomate no Sudeste do pais, foram encontrados o Tomato chlorotic mottle virus, ToYVSV e
ToRMYV (Souza-Dias, 1996; Faria et al., 1997; Colariccio et al., 2001; Ambrozevicius et al.,
2002; Eiras et al., 2002). Para a mesma regido, Fernandes (2010) identificou isolados de nove
espécies de begomovirus: Tomato rugose mosaic virus, Tomato severe rugose virus, Tomato
yellow vein streak virus, Tomato common mosaic virus, Sida mottle virus, Tomato leaf
distortion virus, Okra mottle virus, Tomato golden mottle virus e Euphorbia yellow mosaic
virus. Nos Estados do Nordeste ja foram encontrados o Tomato mottle leaf curl virus, Tomato

chlorotic mottle virus, Tomato golden mottle virus, Tomato severe rugose virus, Tomato
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golden mosaic virus e Tomato yellow vein streak virus (Ribeiro et al., 2003; Fernandes 2010),
com uma predominancia do primeiro.

Apesar dos avangos na caracterizagao dos begomovirus que infectam tomateiro no
Brasil ainda ¢ constante a preocupacao com este grupo de patdogenos, visto que hé frequentes
relatos de incidéncia destes variando de 20 a 100% nos campos de producdo de tomateiros

(Faria et al., 1997, Colariccio, et al., 2001; Giordano et al., 2005a).

3. GENES DE RESISTENCIA A Begomovirus

Nenhuma estratégia de manejo cultural empregada isoladamente tem demonstrado ser
efetiva contra as geminiviruses (Faria et al., 2000). O controle quimico de B. tabaci apresenta
controle relativo, sendo prejudicado pela constante migragdo de grandes populagdes do inseto
de lavouras mais velhas para lavouras mais novas, e também devido a possibilidade das
populagdes do vetor se tornarem resistentes aos inseticidas. Nesse cendrio, as medidas de
controle integrado devem enfatizar a elimina¢do ou a redugdo das fontes de virus, a reducao
da populagdo do inseto vetor e, necessariamente, aumentar os nivies de resisténcia da planta
hospedeira (Harrison, 1985; Gerling 1990).

Os programas de melhoramento de S. lycopersicum tém se baseado na busca por
genes/alelos de resisténcia em espécies selvagens e na sua introgressdo em gendtipos
comerciais, visando a obten¢do de uma resisténcia ampla e estavel (Boiteux et al., 2012a).
Uma estratégia interessante ¢ a piramidizagdo de genes de resisténcia, que consiste na
introgressdo de um conjunto de genes efetivos a um ou mais patdégenos em um Unico
gendtipo, proporcionando uma resisténcia duravel (Vidavisky et al., 2008). Pesquisas para

identificacdo de fontes de resisténcia comecaram por volta de 1970 (Laterrot, 1995). Um
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grande numero de genes de resisténcia a pragas e patégenos foram mapeados no genoma do
tomateiro, com especial destaque para o cromossomo 6 (Hutton et al., 2012).

As variedades de tomate disponiveis no mercado brasileiro sdo portadoras,
principalmente, do gene Ty-1, que confere resisténcia ao begomovirus monopartido TYLCV,
e bons nivies de tolerancia também aos begomovirus bipartidos presentes no Brasil (Santana
et al., 2001; Boiteux et al., 2007a). A expressdo fenotipica do locus Ty-1 é aumentada em
linhas homozigotas, sendo mais eficiente em condi¢cdes de baixo inoculo. O alelo Ty-1,
proveniente de S. chilense acesso ‘LA-1969’, foi mapeado por Zamir et al. (1994) proximo ao
marcador TG97 no cromossomo 6. Localizado préoximo a regido do centroOmero, estd
intimamente ligado em fase de repulsdo (< 1cM) com o gene Mi, que confere resisténcia a
espécies de Meloidogyne. O Ty-1 interfere na circulagdo (movimento célula-a-célula) do virus
no interior da planta (Laterrot, 1993; Giordano, et al., 1994; Zamir, et al., 1994).

O gene Mi constitui-se em um dos mais caracterizados locus de resisténcia a
fitopatogenos. Confere resisténcia efetiva as trés espécies mais importantes de nematoides das
galhas, Meloidogyne incognita, M. javanica e M. arenaria (Roberts & Thomason, 1989). O
Mi também controla resisténcia a organismos distintos dos nematoides, tais como o pulgio da
batata, Macrosiphum euphorbiae (Rossi et al., 1998), e a mosca-branca, B. tabaci bidtipo Q
(Nombela et al., 2003). Entretanto, a resisténcia conferida pelo gene Mi ¢ comprometida por
temperaturas do solo acima de 18°C (Dropkin, 1969). O gene Mi esta localizado no brago
curto do cromossomo 6 ¢ pertence a uma classe de genes de resisténcia denominada NBS-
LRR (nucleotide-binding/leucine-rich repeat) (Brommonschenkel et al., 2000; Spassova et
al., 2001). O marcador molecular microssatélite SSR-47 é mapeado num ‘cluster’ génico no
cromossomo 6 do tomateiro a uma distancia menor que 1cM do gene Mi (Sol Genomics

Network, 2008), por sua vez intimamente ligado ao locus Ty-1 (Zamir et al., 1994).
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O alelo Ty-2 (Hanson et al., 2000), originario do acesso ‘B6013’ da espécie selvagem S.
habrochaites (Kalloo & Banerjee, 1990), situa-se no brago longo do cromossomo 11 (Hanson
et al., 2006). Este gene tem mostrado niveis de resisténcia contra isolados asiaticos de
begomovirus (Hanson, 2000). O gene de resisténcia Ty-3 foi relatado em linhagens resistentes
derivadas dos acessos de S. chilense ‘LA-1932" e ‘LA-2779°, mapeado no brago longo do
cromossomo 6 ¢ esta a 15¢cM do alelo Ty-1 (Ji et al., 2007). Recentes resultados moleculares e
citogenéticos indicaram que o Ty-3 introgredido de S. chilense ‘LA-2779° sobrepde-se a
localizagdo do Ty-1 introgredido de S. chilense ‘LA-1969’, sugerindo que estes dois genes de
resisténcia podem ser formas alélicas ocupando o mesmo locus (Verlaan et al., 2011). O gene
de resisténcia Ty-4 foi introgredido de S. chilense ‘LA-1932’ e mapeado no brago longo do
cromossomo 3. Este gene apresenta um efeito menor que o locus Ty-3, ndo sendo efetivo para
todos os isolados de TYLCV (Ji et al., 2009).

Entre as diversas fontes de resisténcia a begomovirus identificadas destaca-se a
linhagem ‘TX-468-RG’, linhagem portadora do gene recessivo tcm-1, derivada de S.
lycopersicum ‘Tyking’ (Royal Sluis, Enkhuizen, The Netherlands) que foi inicialmente
caracterizada no Brasil (Giordano et al., 2005b). Estudos adicionais conduzidos para elucidar
0s mecanismos genéticos e moleculares governados por essa fonte de resisténcia indicaram
que o locus tcm-1 ¢ efetivo contras espécies de begomovirus de genoma bipartido do Brasil
(Pereira-Carvalho et al., 2010) ¢ de genoma monopartido da Europa (Garcia-Cano et al.,
2008; Pereira-Carvalho et al., 2010). Estudos de heranga nos dois continentes indicaram que a
resisténcia ¢ monogénica recessiva (Giordano et al., 2005b; Garcia-Cano et al., 2008; Pereira-
Carvalho, 2009). Diversos genes virais recessivos tém sido descritos em diferentes
patossistemas (Maule et al., 2007; LeGall et al., 2011). Mais recentemente, um gene de
resisténcia também de natureza recessiva foi caracterizado em distintas linhagens derivadas de

‘Tyking’ conferindo resisténcia a isolados de TYLCV na Florida. Esse gene localizado no
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cromossomo 4 foi nomeado como ty-5 (Hutton et al., 2012). No entanto, o tcm-1 foi o
primeiro gene recessivo descrito para resisténcia a begomovirus em tomateiro. Até o presente
momento, ndo foram desenvolvidos trabalhos visando identificar marcadores moleculares

para monitorar o locus ttm-1 em programas de sele¢ao assistida.

4. MARCADORES MOLECULARES E MARCADORES BASEADOS NA

AMPLIFICACAO DE DNA

4.1. Marcadores genéticos

Existem trés tipos de marcadores genéticos: os morfologicos, os bioquimicos e os
moleculares. Até meados da década de 1960, os marcadores utilizados em melhoramento
eram associados a caracteres morfoldgicos.

Os marcadores morfoldgicos sdo aqueles controlados por caracteristicas fenotipicas de
facil identificagdo (porte da planta, deficiéncia de clorofila, cor de flores) associadas e/ou
ligadas com outra caracteristica de interesse (Rick &Yoder, 1988). Este tipo de marcador,
porém apresenta uma aplica¢do muito limitada devido ao ntimero restrito dessas mutagdes.

Os marcadores bioquimicos incluem formas (variantes) moleculares de uma mesma
enzima (isoenzima) que pode apresentar uma funcdo idéntica ou similar (Markert & Moller,
1959). As principais desvantagens de marcadores bioquimicos ¢ que eles sdo também
limitados em numero e sdo influenciados por fatores ambientais ou pela fase de
desenvolvimento da planta (Winter & Kahl, 1995). Apesar de todas essas limitagdes, os
marcadores bioquimicos tém sido ainda extremamente Uteis no melhoramento de plantas
(Weeden et al., 1994; Eagles et al., 2001).

Os marcadores moleculares sdo aqueles que revelam sitios de variagdo no DNA

gendmico ou organelar (Winter & Kahl, 1995; Jones et al., 1997). Esses marcadores
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correspondem a diferengas de sequencia em regides do genoma que possiveis de serem
detectadas em ensaios analiticos (Gostimsky et al., 1999). Marcadores moleculares de DNA
correspondem a segmentos de DNA fisicamente ligados aos loci que determinam
caracteristicas de interesse. Os marcadores de DNA foram inicialmente utilizados no
melhoramento de plantas no inicio da década de 1980 (Soller & Beckmann, 1983). Podem ser
evidenciados por métodos que combinam o uso de enzimas de restri¢gdo a hibridizagdo entre
sequéncias complementares de DNA, como no caso do “Restriction Fragment Length
Polymorphisms” (RFLP) ou pela técnica de “Polymerase Chain Reaction” (PCR). Ao
contrario dos marcadores morfoldgicos e bioquimicos, os marcadores moleculares sao
praticamente ilimitados em niimero e ndo sdo afetados por fatores ambientais e/ou pela fase
de desenvolvimento da planta. Além disso, varios sistemas de marcadores apresentam facil
deteccao e analise e se comportarem como “caracteres” de heranca simples (Winter & Kahl,
1995).

No processo de transferéncia de alelos de resisténcia, os marcadores moleculares podem
ser uma ferramenta bastante util. Esses marcadores, se extremamente ligados aos alelos de
resisténcia, podem ser usados na Selecdo assistida por marcadores (MAS). O uso de
marcadores moleculares ¢ imprescindivel na sele¢do assistida durante o processo de
piramidizacao de alelos de resisténcia para um mesmo patdégeno ou grupo de patdégenos. Essa
estratégia vem sendo considerada como uma forma de desenvolver cultivares com resisténcia

duradoura e de amplo espectro.

4.2. Marcadores baseados em analises de restricdo de DNA

4.2.1. RFLP (‘Restriction Fragment Length Polymorphism”)

O primeiro tipo de marcador de DNA utilizado no melhoramento de plantas foi o RFLP

(Helentjaris et al., 1986). Nessa técnica, o DNA total de um individuo ¢ inicialmente isolado e
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clivado com enzimas de restrigdo. Os fragmentos obtidos sdo separados por eletroforese e
transferidos para uma membrana de celulose ou nailon. Em seguida, fragmentos especificos
podem ser detectados pela incubagdo da membrana com uma sonda (uma sequéncia de DNA
marcada). Essa sonda ira, por complementaridade entre as bases nitrogenadas, parear com um
ou mais dos fragmentos contidos na membrana. A posicdo da membrana onde a sonda
hibridiza pode ser determinada por autorradiografia. O polimorfismo entre diferentes
individuos decorre de variagdes nas sequéncias primdrias dos sitios de restricdo ou na
mudan¢a de suas posi¢des devido a inser¢des e/ou delecdes. As dificuldades inerentes a
técnica sdo o grande numero de etapas e o uso, em muitos casos, de sondas radioativas. Esta
técnica foi amplamente utilizada na caracterizagdo de germoplasma, estudos filogenéticos,
selecdo e localizagdo de genes especificos associados com caracteristicas agronomicas

importantes.

4.3. Marcadores baseados na amplificacdo de DNA

4.3.1. RAPD (‘Randomly Amplified Polymorphic DNA”)

O “Randomly Amplified Polymorphic DNA” (RAPD) ¢ uma técnica que utiliza a
reagao de PCR para detectar fragmentos especificos de DNA (Williams et al., 1990). Ao
contrario do PCR convencional, o RAPD utiliza apenas um ‘primer’ curto (cerca de dez
nucleotideos) que, devido ao seu pequeno tamanho, pode parear em diversos pontos do
genoma. Caso duas copias desse ‘primer’ se liguem as fitas opostas do DNA, a uma distancia
entre 200 e cerca de 2.000 pares de nucleotideos, pela reagdo de PCR, a regido flanqueada
pelos ‘primers’ pode ser amplificada. Portanto, ¢ uma técnica que nao exige o conhecimento
prévio da sequéncia que estd sendo amplificada, ao contrario do PCR convencional. Logo, um
mesmo conjunto de ‘primers’ pode ser usado para amplificar o DNA dos mais diversos tipos

de organismos. O RAPD, no entanto, apresenta uma desvantagem que limita, até certo ponto,
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o seu uso generalizado. A baixa temperatura necessaria para a ligagdo do ‘primer’ ao molde
torna o processo bastante dependente das condi¢des de amplificacdo. Portanto, modificacdes
no termociclador utilizado, na DNA polimerase ¢ em outros reagentes do mix de reagao
podem alterar o padrao de amplificacdo. Para contornar essa limitagao, marcadores RAPD
podem ser transformados em marcadores SCAR (‘Sequence Characterized Amplified
Region’). Neste caso, a banda de DNA correspondente ao marcador RAPD ¢ clonada,
sequenciada e dois ‘primers’ (mais longos que o original) sdo sintetizados e utilizados para
amplificar o mesmo marcador, s6 que agora em uma temperatura de anelamento mais elevada.
Nessa condi¢do, o processo de amplificagdo ¢ mais estavel e especifico (Paran & Michelmore,

1993).

4.3.2. SSR (‘Simple Sequence Repeats’)

O genoma dos eucariotos apresenta diferentes classes de sequéncias repetidas. Tais
repeticdes podem ser classificadas de acordo com a sua extensdo em: satélites, minissatélites e
microssatélites. Marcadores microssatélites ou sequéncias simples repetidas (SSR) t€m sido
preferidos a outros tipos de marcadores, pois utilizam a agilidade da técnica de PCR, sdo
codominantes e estdo espalhados no genoma em uma frequéncia alta (Akkaya et al., 1992).
Essas sequéncias sdo constituidas de repeti¢des de nucleotideos que ocorrem naturalmente no
genoma. Devido a erros que podem ocorrer durante a replicagdo do DNA, diferentes
individuos de uma mesma espécie podem apresentar um nimero variado de repeti¢des dentro
de um mesmo microssatélite (Akkaya et al., 1992). Para que o microssatélite seja util como
marcador, ele deve ser inicialmente clonado, sequenciado e amplificado a partir de ‘primers’
que o flanqueiem. Em seguida, os produtos de amplificagdo sdo separados em eletroforese
conduzida em gel de poliacrilamida devido a pequena diferenga de tamanho entre os

fragmentos alélicos.
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4.3.3. AFLP (‘Amplified Fragment Length Polymorphisms’)

AFLP ¢ uma técnica que combina a clivagem de fragmentos de DNA com enzimas de
restricdo e a amplificacdo desses fragmentos via PCR (Vos et al., 1995). Nessa técnica, o
DNA ¢ inicialmente clivado com enzimas de restricdo e as suas extremidades sdo ligados
adaptadores, que servem de sitios de ligagcdo para ‘primers’ numa rea¢do de PCR. Apesar de
ser um tipo de marcador bastante Util para a realizagdo de “fingerprints” de DNA,
principalmente quando existem poucas informagdes disponiveis a respeito do genoma de
interesse, o seu uso no melhoramento de plantas tem sido limitado devido a dificuldades

metodologicas inerentes a técnica e ao seu elevado custo.
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EXPRESSAO FENOTIPICA E ESPECTRO DE EFICIENCIA DE NOVAS
FONTES DE RESISTENCIA EM TOMATEIRO CONTRA QUATRO
ESPECIES DE Begomovirus BIPARTIDOS

RESUMO

Espécies virais do género Begomovirus (familia Geminiviridae) sao os patdgenos que
causam os maiores danos econémicos ao cultivo do tomateiro (Solanum lycopersicum L.) no
mundo. No Brasil, um complexo de espécies de begomovirus de genoma bipartido
transmitido por Bemisia tabaci bidtipo B foi caracterizado infectando o tomateiro. A forma de
controle mais eficaz tem sido o emprego de cultivares resistentes aos virus. No entanto, os
dados referentes a eficiéncia e ao espectro da resposta das diferentes fontes de resisténcia para
as espécies que compde o complexo de begomovirus bipartidos do Brasil ainda sdao escassos.
Os principais fatores de resisténcia empregados tém sido os loci Ty-1 e Ty-3 derivados de S.
chilense. No entanto, cinco novos acessos de S. lycopersicum com fatores de resisténcia
aparentemente distintos de Ty-1 e Ty-3 (‘LAM 100°, ‘LAM 156°, ‘LAI 132°, ‘H-24" ¢ ‘Ty-
198’) se mostraram como promissoras fontes em ensaios conduzidos em telado e campo. No
presente trabalho, esses acessos foram avaliados via bombardeamento de microparticulas com
clones infectivos visando caracterizar a resposta a infec¢do por quatro espécies do complexo
de begomovirus bipartidos do Brasil: Tomato severe rugose virus (ToSRV); Tomato rugose
mosaic virus (ToRMV); Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) e Tomato chlorotic
mottle virus (ToCMoV). A cultivar ‘Viradoro’ foi utilizada como controle suscetivel ¢ o
acesso ‘TX-468-RG’ (fonte do gene recessivo ttm-1) como controle resistente. Os sintomas
foram avaliados aos 14, 21, 28 e 45 dias apods a inoculagdo. A acumulacdo do DNA viral foi
confirmada via Southern Blot em amostras foliares. ‘Viradoro’ apresentou sintomas severos e

alto acimulo de DNA para todos os virus. O acesso ‘H-24 (locus Ty-2 de S. habrochaites) se
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mostrou suscetivel ao ToSRV e ToRMV. A linhagem ‘LAI 132’ mostrou resisténcia restrita
ao ToCMoV. ‘TX-468-RG’, ‘LAM 100°, ‘LAM 156’ e ‘Ty-198’ foram resistentes para todas
as espécies virais, sendo, portanto, recomendados como fontes preferenciais em programas de
melhoramento para incorporar fatores de resisténcia de amplo espectro. Uma andlise foi
conduzida com um painel de marcadores moleculares ligados aos principais loci de resisténcia
a begomovirus caracterizados em tomateiro (Ty-1, Ty-2, Ty-3, Ty-4 e Ty-5/ty-5). Os resultados
indicaram que os acessos ‘LAI 132°, ‘LAM 100°, ‘LAM 156’ e ‘Ty-198’ representam fontes

de novos genes e/ou alelos de resisténcia begomovirus de genoma bipartido.

Palavras-chave: begomovirus, tomate, melhoramento, fontes de resisténcia.
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PHENOTYPIC EXPRESSION AND EFFICIENCY SPECTRUM OF NOVEL
TOMATO RESISTANCE SOURCES TO FOUR BIPARTITE Begomovirus SPECIES

ABSTRACT

Begomovirus species (family Geminiviridae) are the most economically important
pathogens of tomato (Solanum lycopersicum L.) throughout the world. In Brazil, a
begomovirus complex transmitted by Bemisia tabaci biotype B and composed exclusively by
species with bipartite genomes has been reported infecting tomatoes. The most efficient
control strategy has been the employment of cultivars with virus resistance. However, the
amount of information available about the phenotypic expression as well as the spectrum of
efficiency of distinct Solanum (section Lycopersicon) resistance sources to Brazilian
begomovirus is still limited. So far, the Ty-1 and Ty-3 loci (introgressed from accessions of
the wild species S. chilense) are the most frequently employed resistance factors. Five new
accessions (named as ‘LAM 100°, ‘LAM 156°, ‘LAI 132°, ‘H-24" and ‘Ty-198’) without the
Ty-1 and Ty-3 loci were identified as promising sources of resistance after preliminary
greenhouse or field assays. In the present work, individual plants of these five accessions as
well as the tomato cultivar ‘Viradoro’ (susceptible control) and ‘TX-468-RG’ (resistant
control due to the recessive locus ttm-1) were evaluated in biolistic assays with infective
clones of four begomovirus of the Brazilian complex: Tomato severe rugose virus (ToSRV);
Tomato rugose mosaic virus (ToRMV); Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) and
Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV). Plant reaction to each virus was evaluated at 14,
21, 28 and 45 days after inoculation. Virus accumulation was evaluated with Southern Blot
assays using a universal probe. ‘Viradoro’ displayed severe symptoms and high virus DNA
accumulation in all assays. The line ‘H-24 (source of Ty-2 locus introgressed from S.

habrochaites) displayed a susceptible reaction to ToSRV and ToRMV. The accession ‘LAI
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132’ displayed a peculiar species-specific resistant reaction only to ToCMoV. The ‘TX-468-
RG’ as well as the accessions ‘LAM 100°, ‘LAM 156’ and ‘Ty-198’ were resistant to all virus
species, being, therefore, recommended for preferential use in breeding programs aiming to
develop lines with a wide spectrum of resistance. Analyses conducted with a panel of
molecular markers linked to all currently characterized begomovirus resistance loci in tomato
(Ty-1, Ty-2, Ty-3, Ty-4 e Ty-5/ty-5) indicated that ‘LAI 132°, ‘LAM 100°, ‘LAM 156’ and

‘Ty-198’ are sources of either new genes or alleles related to begomovirus resistance.

Keywords: begomoviruses, tomato, breeding, sources of resistance.
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1. INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é uma das hortalicas mais importantes do ponto
de vista do mercado global, sendo um componente essencial na alimentacdo diaria tanto in
natura quanto como em forma de itens industrializados (Melo et al., 2009). O processo de
domesticacdo do tomateiro favoreceu, aparentemente, uma maior suscetibilidade a uma ampla
gama de fatores biodticos e abidticos que influenciam negativamente a sua produtividade,
sendo que mais de 200 agentes fitopatogénicos ja foram reportados para a cultura (Foolad,
2007). Dentre esses patogenos, destacam-se as espécies virais do género Begomovirus
(familia Geminiviridae) que tém sido limitantes para a produgdo comercial de tomate em
diversas regides tropicais e subtropicais do mundo (Moriones & Navas-Castillo, 2000; Navas-
Castillo et al., 2011). Os begomovirus sdo transmitidos por um complexo de distintas espécies
cripticas relacionadas com Bemisia tabaci Genn. (Hemiptera: Aleyrodidae) (De Barro et al.,
2011). O material genético desse grupo de virus ¢ composto por DNA de fita simples
(ssDNA) podendo apresentar genoma monopartido (apenas com o componente DNA-A) ou
bipartido (DNA-A e DNA-B) (Fauquet et al., 2008). Um nimero grande de espécies/estirpes
de Begomovirus ja foi relatado infectando naturalmente plantas de tomateiro nas diferentes
regides produtoras do mundo (Jones, 2003; Navas-Castillo et al., 2011).

Os primeiros relatos de doengas causadas por espécies do género Begomovirus em
tomateiro no Brasil foram registrados no Estado de Sdo Paulo na década de 1960 (Flores et
al., 1960). Estudos adicionais resultaram na identificagdo da espécie Tomato golden mosaic
virus (TGMV), que foi a primeira a ter a infectividade dos dois componentes (DNA-A e
DNA-B) demonstrada e o seu genoma completamente caracterizado (Hamilton et al., 1984).
Imediatamente apds o primeiro registro do ingresso de Bemisia tabaci bidtipo B no pais no

inicio da década de 1990 (Melo, 1992; Nagai & Lorengdo, 1994), foi observada no ano de
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1993 uma epidemia de geminivirus em tomateiros em campos experimentais da Embrapa
Hortalicas e em dois ntcleos rurais no Distrito Federal, se caracterizando como o primeiro
registro no pais de ocorréncia de begomovirus associados com a presenga de adultos de B.
tabaci biotipo B (Ribeiro et al., 1994). Posteriormente, foi feita a primeira caracterizagao
molecular de um begomovirus (Tomato yellow vein streak virus — ToYVSV) associado com a
cultura do tomateiro apés a introdug@o do bidtipo B no Brasil (Faria et al., 1997; Colariccio et
al., 2007). Desde entdo, as doengas causadas por begomovirus t€ém sido consideradas como o
principal fator limitante na produgdo de tomate no pais (Giordano et al., 2005a).

A ampla gama de hospedeiros e a rapida dispersdo de B. tabaci biotipo B contribuiram
para a transferéncia natural das novas espécies de Begomovirus de plantas daninhas ¢ de
espécies nativas de solandceas para o tomate cultivado, resultando no crescimento
significativo do nimero de novas espécies de begomovirus infectando esta cultura (Fernandes
et al., 2008). Até o presente, foram caracterizadas em torno de duas dezenas de begomovirus
em tomateiro no Brasil, com destaque para as espécies Tomato chlorotic mottle virus
(ToCMoV), Tomato rugose mosaic virus (ToRMV), Tomato severe rugose virus (ToSRV) e o
Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV) por apresentarem maior incidéncia e dispersao
geografica (Ribeiro et al., 2003; Fernandes et al., 2008; Fernandes, 2010).

A Embrapa Hortalicas ¢ a Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia mantém uma
cole¢ao de cerca de 1000 isolados de begomovirus de tomateiro e que contém virtualmente
todas as espécies do complexo viral descritas infectando essa hortaliga no Brasil e algumas
novas em processo de caracterizacdo (Fernandes, 2010). Essa variabilidade do patogeno
apresenta uma potencial utilizagdo em programas de melhoramento genético do tomateiro
devido a tecnologia disponivel para produzir clones infectivos a partir de DNA de espécies de
Begomovirus mantidas in vitro (Ferreira et al., 2008; Wu et al., 2008). Desta forma, essas

colegdes de isolados podem ser exploradas, de maneira mais detalhada, na avaliagdo de
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acessos do género Solanum (secgao Lycopersicon), facilitando a caracterizagao e identificagdo
de fontes de resisténcia mais especificas e aquelas com um espectro de acdo mais amplo
(Pereira-Carvalho et al., 2010).

De fato, variedades de tomateiro contendo fatores de resisténcia de amplo espectro ¢
uma caracteristica imprescindivel neste cenario de enorme diversidade de isolados virais no
Brasil. Diversas fontes de resisténcia a espécies de Begomovirus foram identificadas em
espécies silvestres. Entre essas destacam o locus Ty-1, introgredido de S. chilense ‘LA-1969’
(Michelson et al., 1994; Zamir et al., 1994) ¢ o locus Ty-2, identificado em acessos de S.
habrochaites (Hanson et al., 2006). O locus Ty-3 ¢ parcialmente dominante ¢ foi derivado de
S. chilense ‘LA-2779’, conferindo elevados niveis de resisténcia a isolados do complexo
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) bem como espécies de genoma bipartido presentes
nos Estados Unidos (Ji et al., 2007). O locus dominante Ty-4 também ¢é derivado de acessos
de S. chilense ¢ apresenta elevada eficiéncia contra isolados de TYLCV (Ji et al., 2009). O
primeiro gene de resisténcia a begomovirus de carater recessivo descrito em tomateiro foi o
tcm-1 presente na linhagem ‘TX-468-RG’ derivada do hibrido comercial S. lycopersicum
“Tyking’ (Giordano et al., 2005b). Esse fator confere resisténcia a diferentes espécies de
begomovirus bipartidos (Giordano et al., 2005b) e monopartidos da Europa (Garcia-Cano et
al., 2008; Pereira-Carvalho et al., 2010). Mais recentemente, o locus dominante Ty-5
(Anbinder et al., 2009) foi caracterizado em acessos derivados de S. peruvianum e sua
provavel variante alélica recessiva (ty-5) foi caracterizada, coincidentemente, em linhagens
derivadas do hibrido ‘Tyking’ (Hutton et al., 2012).

A informagdo sobre a expressao fenotipica e o espectro de eficiéncia dessas fontes de
resisténcia contra as multiplas espécies do complexo de virus bipartidos presentes no Brasil
ainda permanece incipiente. Essa informacdo é de grande valia para guiar os programas de

melhoramento genético no sentido de identificar genes de interesse para os processos de
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incorporagao e piramidizacdo em linhagens, cultivares e hibridos adaptados as regides
neotropicais e subtropicais do Brasil. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar via biobalistica a eficiéncia de novos acessos promissores ¢ também de novas fontes
de resisténcia (ainda ndo caracterizadas) frente a quatro espécies de begomovirus bipartidos
(ToSRV, ToRMV, ToYVSV e ToCMoV), componentes do complexo de espécies virais que

infectam o tomateiro no Brasil.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Local do ensaio e acessos avaliados — As inocula¢des e avaliacdes foram
conduzidas em condi¢do de casa de vegetacdo na Estacdo Bioldgica da UnB e na Embrapa
Recursos Genéticos ¢ Biotecnologia. Cinco novos acessos de tomateiro foram avaliados no
presente ensaio: ‘LAM 100’ (linhagem do programa de melhoramento da Embrapa
Hortalicas), ‘LAM 156’ (linhagem de frutos alongados derivada de LAM 100), ‘LAI 132’
(material rasteiro para processamento), a linhagem ‘H-24 fonte do gene/locus Ty-2 derivado
de S. habrochaites (Hanson et al., 2006) e a linhagem ‘Ty-198 derivada de S. peruvianum
(Friedmann et al., 1998; Anbinder et al., 2009). A linhagem ‘TX-468-RG’ (fonte do gene
tcm-1) foi utilizada como controle resistente. Como controle suscetivel foi utilizada a cultivar
‘Viradoro’ (Giordano et al., 2000) que ¢ resistente a Tospovirus ¢ Meloidogyne spp., mas

extremamente sensivel a begomovirus.

2.2. Preparo dos clones infecciosos para bombardeamento — Para a transformagéo
via eletroporacdo (eletroporador BIO-RAD), foram utilizadas células competentes de
Escherichia coli XL-1 blue, conforme as recomendagdes do fabricante. As células
competentes transformadas com o DNA-A e o DNA-B de cada espécie viral foram

transferidas para tubos Falcon® contento meio de cultura LB liquido com ampicilina (1 uL /1
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mL de ampicilina) e mantidas a 37°C/18 horas sob constante agitacdo (180-200 rpm). Os
plasmideos contendo o inserto foram purificados utilizando-se o Kit QIAprep Spin Miniprep
Kit Protocol® (QIAGEM), de acordo com as especificagdes do fabricante. O segmento do
DNA-A viral foi separado do vetor através da digestdo do clone com a enzima de restrigao
Kpn-I (Biolabs) e o segmento de DNA-B foi digerido com a enzima de restricdo Hind-III
(Biolabs). A ligagdo foi feita utilizando a enzima T4 DNA ligase (Invitrogen) e mantida a
16°C por 20 horas. O produto da ligacao foi visualizado em gel de agarose 1% em TAE 1X

corado com brometo de etideo.

2.3. Ensaios de bombardeamento com clones viriais infectivos — Os componentes de
DNA-A ¢ DNA-B de cada uma das espécies virais foram precipitados sobre microparticulas
de tungsténio e inoculados através de bombardeamento nos acessos € nas testemunhas. Para a
precipitagdo, 1,3 pug de cada componente gendmico foi misturado a 50 uL da suspensdo de
microparticulas de tungsténio (60 mg/mL), 50 uL de CaCl, (2,5 M) e 20 uL de espermidina
(0,1 M) e mantidas em temperatura ambiente sob lenta agitacdo por 10 minutos. A solugdo foi
centrifugada por 10 segundos e lavada com 150 uL de etanol absoluto. Apos a lavagem as
particulas foram ressuspendidas em 30 pL de etanol absoluto. Aliquotas de 3,2 pL da solucao
foram distribuidas nas membranas carreadoras. Para o bombardeamento a pressdo do gas
hélio (He) foi ajustada para 1200 psi, duas membranas de ruptura, previamente imersas em
isopropanol, foram posicionadas na extremidade da camara de alta pressdo de gas. A tela de
retengdo e a membrana carreadora (contendo as microparticulas com DNA) foram
posicionadas no cilindro de suporte. As plantas a serem bombardeadas foram posicionadas
dentro da camara de vacuo. Em seguida, foi aberta a valvula de entrada de vacuo e depois a
valvula de entrada de gas hélio para a cadmara de alta pressdao. Quando a pressdo de vacuo

atingiu 27 polegadas de Hg a valvula foi fechada e apds 3 segundos foi liberada a onda de
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choque através do ativador da valvula solenoide, bombardeando as plantas com as particulas
de tungsténio + DNA. Apos o bombardeamento as plantas foram mantidas cobertas com
pléstico transparente durante 48 horas (em camara de crescimento) e regadas de acordo com a
demanda hidrica. As plantas foram posteriormente aclimatadas e transferidas para condig¢des

de casa de vegetacao.

2.4. Avaliacdo fenotipica e extracdo de DNA - As plantas foram avaliadas
visualmente aos 14, 21, 28 e 45 dias apds o bombardeamento. Foram anotadas as frequéncias
de plantas isentas de sintomas e¢ de plantas exibindo sintomas tipicos de infec¢do por
begomovirus (amarelecimento, mosaico, epinastia, clorose internerval, enrugamento severo
ou nanismo). Foram coletadas amostras foliares aos 14 dias ap6s o bombardeamento. O DNA
total foi extraido de cada planta utilizando uma adaptagdo do método CTAB (Boiteux et al.,

1999).

2.5. Hibridizagdo via Southern Blot — Uma quantidade de 15 pg do DNA total, de
cada amostra, foi submetida a eletroforese em gel de agarose (1%). Utilizou-se uma cuba
marcada com régua e marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder” (Invitrogen). Para realizar
a hibridizagdo os géis foram tratados por 10 minutos em HCI (0,125 M), 30 minutos em
Solucdo de Desnaturagdo (87,66 g NaCl e 20 g NaOH / L de solucdo) e 30 minutos em
Solucdo de Neutralizacdo (87,66 g de NaCl, 60,5 g de Trizma base, pH 7,5). Estas etapas
foram realizadas a temperatura ambiente e sob agitacdo constante. O gel foi lavado com 4gua
destilada entre cada etapa. Em seguida, o DNA foi transferido do gel para a membrana N+
(Amersham Hybond) por capilaridade usando a solugdo SSC 20X por 18 horas. A
hibridizacdo consistiu de duas horas de pré-hibridizacdo com 30 mL de tampdo de pré-
hibridizacdo (5X SSC, 0,1% N-lauroylsarcosine, 0,02% SDS) suplementado com 1% do

agente bloqueador (Roche) em tubos de hibridizagdo a 55 °C em forno de hibridizagdo. Apds
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este periodo, foram adicionados 45 pL da sonda previamente desnaturada (95 °C / 5 minutos)
para hibridizac¢do e os tubos foram mantidos sob agitagdo a 55 °C por 16 horas. Em seguida,
as membranas foram lavadas uma vez por 15 minutos com solu¢do de Lavagem 2X (SSC 2X,
0,1% SDS), a temperatura ambiente, ¢ depois duas vezes por 15 minutos em Solugdo de
Lavagem 1X (SSC 1X, 0,1% SDS) a 55°C sob agitagdo. Apos este periodo a membrana foi
exposta a um filme de revelagdo. Apos a exposi¢cdo (de no minimo 18 horas) o filme foi

escaneado no aparelho Fujifilm FLA 3000.

2.6. Confirmacédo do acumulo viral — Amostras dos acessos ‘LAM 100’ ¢ ‘LAM 156’
bombardeados com ToRMV, do acesso ‘H-24’ bombardeado com ToY VSV, do acesso ‘LAM
100’ bombardeado com ToCMoV e das testemunhas ‘TX-468-RG’ ¢ ‘Viradoro’, foram
submetidos a andlise via PCR com o par de ‘primers’ degenerados PAL1v1978 (5’-GCA-
TCT-GCA-GGC-CCA-ACT-YGT-CTT-TYC-CNG-T-3") e PARc715 (5’-GAT-TTC-TGC-
AGT-TDA-TRT-TYT-CRT-CCA-TCC-A-3’), desenvolvidos para deteccdo de diferentes
espécies de Begomovirus (Rojas et al., 1993). O mix para a PCR constituiu de 2 pL de
Tampao 10X da enzima Taq Polymerase (100 mM Tris-HCIl, pH 8,3 ¢ 500 mM KCI,
Invitrogen), 2 uL de dNTPs (2,5 mM, Invitrogen), 0,5 pL de cada ‘primer’, 1,2 uLL de MgCl,
(50 mM, Invitrogen), 0,2 pL da enzima Taq Polimerase (5U/uL, Invitrogen), 10,48 uL de
agua Milli-Q e 3 pL. de DNA, totalizando um mix de volume igual a 20 pL. As amplificagdes
foram efetuadas em termociclador Gene Amp® PCR System 9700 programado para 35 ciclos,
sendo cada ciclo constituido pelos seguintes parametros: Etapa inicial de desnaturagdo a 94°C
durante 4 minutos, seguida por 35 ciclos — desnaturagdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento
a 52 °C por 1 minuto, extensdo a 72 °C por 3 minutos — e finalizagdo com uma etapa de

extensdo a 72 °C durante 7 minutos.
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2.7. Andlises dos acessos de tomateiro com marcadores moleculares ligados a
regides gendmicas contendo genes de resisténcia a Begomovirus previamente
caracterizados — Para confirmar e/ou excluir a preseng¢a de genes/loci de resisténcia ja
previamente caracterizados, os acessos ‘Viradoro’, ‘TX-468-RG’, ‘LAM 100°, ‘LAM 156°,
‘LAI 132°, ‘H-24" ¢ ‘Ty-198’ foram avaliados com um painel de marcadores moleculares
ligados ao locus Ty-1 (Maxwell et al., 2006); ao locus Ty-2 (Hanson et al., 2006; Maxwell et
al., 2006); ao locus Ty-3 (Maxwell et al., 2006; Ji et al., 2007); ao locus Ty-4 (Ji et al., 2009)
e a regido genomica contendo o locus dominante Ty-5 (Anbinder et al., 2009) bem como o
seu correspondente alelo recessivo ty-5 (Hutton et al., 2012). O DNA total foi extraido de
amostras foliares de acordo com a metodologia de CTAB com algumas modificagdes
(Boiteux et al., 1999). O mix dos ensaios com PCR constituiu de 1,25 pL. de Tampao 10X da
enzima Tag Polymerase (100 mM Tris-HCI, pH 8,3 e 500 mM KCI, Invitrogen), 1,25 puL de
dNTPs (2,5 mM, Invitrogen), 0,5 uL de cada ‘primer’, 0,75 pL de MgCl, (50 mM,
Invitrogen), 0,2 uL da enzima Taq Polimerase (5 U/uL, Invitrogen), 5,05 pL de dgua Milli-Q
e 3 uL de DNA, totalizando um mix de volume igual a 12,5 pL. As amplificagdes foram
efetuadas em termociclador Gene Amp”® PCR System 9700 programado para 35 ciclos, sendo
cada ciclo constituido pelos seguintes pardmetros: Etapa inicial de desnaturagdo a 94 °C
durante 3 minutos, seguida por 35 ciclos — desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos; anelamento
de acordo com cada marcador, extensdo a 72 °C por 1 minuto — e finalizagdo com uma etapa
de extensdo ajustada para 72 °C durante 10 minutos.

Os amplicons obtidos apds a reagdo de PCR para os loci Ty-1 e Ty-5/ty-5 foram clivados
com a enzima de restricdo Tag-I e os marcadores dos alelos Ty-4 foram clivados com Nal-III,
visando revelar os alelos alternativos (resistente vs. suscetivel). O mix das enzimas de
restricdo apresentou a seguinte composi¢do: 3,01 uL de agua Milli-Q, 1,75 pL do tampao

10X, 0,12 pL de BSA e 0,12 pL da enzima de restricdo Tag-I (10U/ pL, Invitrogen),
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totalizando um volume final de 5 pL. O regime utilizado para a enzima Tag-I foi de quatro
horas a temperatura constante de 65 °C, e pela enzima Nal-III foi de uma hora a 37°C. Os
marcadores para os loci Ty-2 e Ty-3 sdo do tipo SCAR codominantes que ndo necessitam de
clivagem enzimatica. A cada amostra foram adicionados 5 uLL de azul de bromofenol e entdao
foram aplicadas em gel de agarose 1,5%, j& suplementado com brometo de etideo. Os
fragmentos de DNA amplificados foram separados por eletroforese em tampao TBE (Tris-
Borato 45 mM e 1 mM EDTA), a 110V, por um periodo de aproximadamente 3 horas. Os
géis foram fotografados sob luz ultravioleta, tendo-se utilizado o marcador 1 Kb Plus DNA

Ladder® (Invitrogen) para analise do tamanho dos amplicons/fragmentos obtidos.

3. RESULTADOS

3.1. Eficiéncia da metodologia de bombardeamento — A maioria das plantas do
controle suscetivel (‘Viradoro’) apresentou sintomas severos ¢ alto acuimulo de DNA apos
inocula¢do com todos os isolados virais, exceto no ensaio utilizando um isolado de Tomato
yellow vein streak virus (ToYVSV) (Tabela 1). Por sua vez, a maioria das plantas do controle
resistente ‘TX-468-RG’ se mostrou isenta ou apresentou apenas sintomas suaves apos
ensaios de inoculagdo com todas as quatro espécies de begomovirus utilizadas no presente
trabalho (Tabela 1). Esses resultados indicam que a técnica de bombardeamento com clones
infectivos fornece condi¢cdes metodologicas adequadas para minimizar escapes; reproduzir
os sintomas da doenga e para avaliar/discriminar acessos com reagdes contrastantes para

infeccdo por essas quatro espécies virais.

Tabela 1 — Relacdo de plantas sintomaticas e com infe¢do sistémica (hibridizacdo positiva) de sete
acessos de Solanum (secgdo Lycopersicon) inoculados via bombardeamento com clones infectivos de
quatro espécies virais: Tomato severe rugose virus (ToSRV); Tomato rugose mosaic Vvirus
(ToRMYV); Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) e Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV).
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Espécie LAM 100 LAM 156 LAI 132 H-24 Ty-198 Viradoro TX-468-RG

viral

*PS | **IS | *PS **IS | *PS **IS | *PS **¥IS | *PS | **IS | *PS **S *PS IS

ToCMoV | 0/8 0/8 0/8 4/8 0/8 1/8 0/8 5/8 0/8 3/8 8/8 8/8 0/8 5/8

ToYVSV 0/8 3/8 0/8 2/8 8/8 4/8 8/8 0/8 0/8 6/8 4/8 8/8 0/8 4/8

ToRMV 0/8 0/8 0/8 0/8 8/8 8/8 6/8 8/8 0/8 5/8 8/8 8/8 0/8 3/8

ToSRV 0/8 7/8 0/8 6/8 8/8 8/8 4/8 8/8 0/8 0/8 8/8 8/8 2/8 8/8

*PS = namero total de plantas sintomaticas / nimero total de plantas inoculadas; **IS = total de plantas com infecgdo sistémica

(hibridizagao positiva) / nimero total de plantas inoculadas.

3.2. Resposta a0 TOCMoV -A analise conjunta da expressdo de sintomas (Tabela
1) e do acumulo de DNA de ToCMoV nos tecidos das plantas individuais de cada acesso apos
analise via hibridizagdo com sondas especificas (Figura 1) indicaram que todos os cinco
acessos avaliados (‘LAM 100°, ‘LAM 156°, ‘LAI 132°, ‘H-24’ e ‘Ty-198’) bem como o
controle ‘TX-468-RG’ sdo resistentes a esse isolado. Todas as plantas do controle suscetivel
‘Viradoro’ apresentaram sintomas tipicos de infeccdo de begomovirus apos inoculacdo com
um isolado de ToCMoV. Na linhagem ‘LAM 156 foram detectadas quatro plantas com
actmulo viral inferior a testemunha resistente (‘TX-468-RG’) e quatro plantas com nenhuma
evidéncia de actimulo viral (Figura 1). No acesso ‘LAM 100°, ndo houve acimulo viral em
nenhuma das oito plantas avaliadas. O acesso ‘LAI 132 apresentou um acumulo de ToCMoV
quase imperceptivel em sete das oito plantas avaliadas. Cinco plantas da linhagem ‘Ty-198’
ndo tiveram nenhum actimulo viral e trés apresentaram actimulo reduzido. Trés plantas do
acesso ‘H-24" ndo mostraram acumulo viral e cinco plantas tiveram valores ligeramente
superiores aos da testemunha resistente, no entanto, ainda inferior quando comparado a

testemunha suscetivel.

3.3. Resposta ao ToYVSV — Apenas o acesso ‘LAI 132’ se mostrou suscetivel ao
ToYVSV como indicado pela analise de visual de sintomas (Tabela 1 e Figura 1). No

entanto, a linhagem ‘LAI 132 apresentou duas plantas com actimulo viral maior que ‘TX-
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468-RG’, duas plantas tiveram acumulo inferior e quatro plantas ndo apresentaram nenhum
acumulo viral. O resultado da hibridizagao indica que essa linhagem apresenta uma resposta
peculiar de extrema resisténcia a replicacdo do ToYVSV que ndo impede, contudo, que o
virus possa induzir sintomas severos mesmo em condi¢des de baixo titulo/acumulagdo. No
acesso ‘LAM 156’ foram detectadas duas plantas com nenhum actimulo viral e seis plantas
com acumulo viral semelhante ao observado na testemunha resistente (‘TX-468-RG”) (Figura
1). Na ‘LAM 100’, um actmulo viral igual a testemunha resistente foi detectado em cinco
plantas, ndo houve actimulo viral em trés plantas. Trés plantas do acesso ‘Ty-198’
apresentaram acumulo maior que a testemunha resistente ao passo que outras trés plantas
apresentaram um menor acimulo e outras duas plantas com nenhum acimulo viral. Nao foi
detectado nenhum actimulo viral em todas as plantas avaliadas do acesso ‘H-24’. Mesmo
assim, este acesso foi considerado como sendo suscetivel devido a avaliagdo visual dos
sintomas, uma vez que todas as plantas bombardeadas apresentaram sintomas intensos.
Quatro plantas (50%) da testemunha suscetivel ‘Viradoro’ ndo mostraram sintomas evidentes.
No entanto, todas as plantas apresentaram evidéncias de acumulo viral sistémico tanto por

hibridizagdo quanto via PCR com primers universais (Figura 2).

3.4. Resposta ao TORMV — Os acessos ‘H-24" e ‘LAI 132 foram suscetiveis ao
ToRMYV de acordo com a frequéncia de plantas com sintomas severos ¢ pelas hibridiza¢des de
DNA (Tabela 1 e Figura 1). No entanto, ‘LAI 132’ teve um acumulo viral maior que a
testemunha resistente ¢ menor que a testemunha suscetivel em quatro das oito plantas
avaliadas. Para o acesso ‘H-24’, cinco plantas apresentaram actimulo viral maior ou igual ao
da cultivar suscetivel ‘Viradoro’. Todas as plantas avaliadas de ‘LAM 100’ ¢ ‘LAM 156’ nao
apresentaram indicios de acimulo viral sist€émico. No acesso ‘Ty-198’ cinco plantas avaliadas

apresentaram acimulo viral muito baixo e trés ndo apresentaram nenhum actimulo.
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3.5. Resposta ao ToSRV — A andlise conjunta da avaliacao visual dos sintomas e
do acimulo de DNA de ToSRYV indicou que os acessos ‘H-24" ¢ ‘LAI 132’ sdo suscetiveis a
essa espécie viral (Tabela 1). Todas as plantas do acesso ‘H-24’ exibiram sintomas severos,
sendo que seis plantas apresentaram elevado acumulo viral, maior inclusive que aquele
observado na testemunha suscetivel (‘Viradoro’). Por sua vez, o acesso ‘LAI 132’ teve um
acumulo viral maior que a testemunha resistente em todas as plantas avaliadas. ‘LAM 156’
apresentou seis plantas com acumulo viral menor em relagdo a testemunha resistente (‘TX-
468-RG’) e duas plantas com nenhum actimulo (Figura 1). No acesso ‘LAM 100°, um
acimulo viral menor que o da testemunha resistente foi detectado em sete plantas, nao
havendo acumulo viral em uma planta. No acesso ‘Ty-198’ oito plantas apresentaram

acumulo menor que a testemunha resistente.
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Figura 1 — Detecgéo de Begomovirus em amostras foliares dos acessos ‘TX-468-RG’, ‘LAM 100°, ‘LAM 156°, ‘LAI 132°, ‘Ty-198’, ‘H-24’ e do controle suscetivel “Viradoro’. Amostras foram
coletadas aos 14 dias apds bombardeamento de microparticulas com Tomato severe rugose virus (ToSRV); Tomato rugose mosaic virus (ToORMV); Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) e
Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV). Eletroforese em gel de agarose 1%. Marcador molecular: 1 Kb Plus DNA Ladder™ (Invitrogen). As amostras foram transferidas para membrana de nylon
N+ (Hybond) pelo método Southern Blot. Para a hibridizacao do DNA foi utilizada sonda radioativa para detec¢do de Begomovirus.
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3.6. Confirmagdo do acumulo viral via PCR — Foi detectada a presenga de
Begomovirus via PCR com os ‘primers’ universais PAL1v1978 / PARc715 (Rojas et al.,

1993) apenas em plantas da testemunha suscetivel ‘Viradoro’, como ilustra a Figura 2.

Figura 2 — Analise via PCR com o par de ‘primers’ degenerados PAL1v1978 / PARc715 da
acumulacdo de DNA viral no tecido foliar de acessos de S. lycopersicum. 12 linha: Marcador
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder® (Invitrogen); 22 linha: ‘LAM 100’ inoculado com Tomato
chlorotic mottle virus (ToCMoV); 3?2 linha: ‘H-24" inoculado com Tomato yellow vein streak
virus (ToYVSV); 42 linha: ‘LAM 156’ inoculado com Tomato rugose mosaic Vvirus
(ToRMV); 52 linha: ‘LAM 100’ inoculado com Tomato rugose mosaic virus (ToRMV); 62
linha: ‘TX-468-RG’ inoculado com Tomato rugose mosaic virus (ToRMV); 72 linha:
‘Viradoro’ inoculado com Tomato rugose mosaic virus (ToRMV). As amostras foram
coletadas aos 14 dias ap6s o bombardeamento com microparticulas. Eletroforese em gel de

agarose 1,5%.

3.7. Andlises dos diferentes acessos de tomateiro com marcadores moleculares
ligados a regides gendmicas contendo genes de resisténcia a begomovirus — Os

marcadores moleculares disponiveis para os cinco loci de resisténcia descritos em tomateiro
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indicou, como esperado, que o acesso ‘H-24" possui apenas o marcador ligado ao locus Ty-2.
O acesso ‘TX-468-RG’ apresentou apenas o marcador associado com o locus Ty-5/ty-5 (ver
capitulo 3 da presente tese). Por sua vez, os acessos ‘LAI 132°, ‘Ty-198 ¢ as linhagens
‘LAM 156° ¢ ‘LAM 100’ (ambas derivadas de uma fonte ainda ndo caracterizada) nao
apresentaram nenhum dos marcadores moleculares associados com todos os genes/loci de
resisténcia descritos até o presente momento em tomateiro. A Figura 3 ilustra o resultado

obtido com os marcadores moleculares relatados acima.
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Figura 3 — Analises de acessos de S. lycopersicum (‘Viradoro’, ‘TX-468-RG’, ‘LAM 156°, ‘LAM 100°,
‘LAI 132°, ‘H-24’, ‘Ty-198’) com marcadores moleculares ligados a regides gendmicas contendo loci de
resisténcia a Begomovirus. Painel (A): locus Ty-1 (‘primer’ UWTy 1), Painel (B): locus Ty-2 (‘primer’
TO302), Painel (C): locus Ty-3 (‘primer’ FLUW 25), Painel (D): locus Ty-4 (‘primer’ Ty4B) e Painel
(E): locus Ty-5/ty-5 (‘primer’ SINAC 1). As amostras foram coletadas aos 14 dias apds o
bombardeamento com Tomato severe rugose virus (ToSRV). Eletroforese em gel de agarose 1,5%.
Marcador molecular 1 Kb Plus DNA Ladder® (Invitrogen).

4. DISCUSSAO

As doengas causadas por Begomovirus representam o principal problema bidtico para a
cultura do tomateiro no Brasil (Boiteux et al., 2012). O grande nimero de espécies virais que
ocorre infectando a cultura e a sua diversidade agravam ainda mais o problema da busca por
resisténcia duravel nessa hortalica. Como solugcdo para o controle dos begomovirus,
programas de melhoramento tém buscado fontes de amplo espectro de resisténcia e
introgredindo tais genes no tomateiro cultivado (Vidavski et al., 2008).

Fontes de resisténcia para Begomovirus tém sido identificadas em germoplasma das
espécies S. peruvianum, S. habrochaites, S. cheesmaniae, S. chilense e S. pimpinellifolium
(Hassan et al., 1984; Picoé et al., 1996; Pico et al., 1999; Vidavski & Czosnek 1998; Ferreira
et al., 1999; Santana et al., 2001). No presente trabalho, cinco novos acessos (que se
mostraram como promissoras fontes de resisténcia em ensaios preliminares) foram avaliados
contra quatro importantes espécies do complexo de Begomovirus de genoma bipartido no
Brasil.

A andlise via marcadores moleculares indicou que algumas dessas fontes nado
apresentam os principais genes (ou suas conhecidas variantes alélicas) caracterizados em
tomateiro. Analises foram conduzidas para identificar a presenga de marcadores moleculares

sabidamente ligados aos locus Ty-1 (introgredido a partir de S. chilense); Ty-2 introgredido de
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S. habrochaites (Hanson et al., 2006); Ty-3 (derivado de ‘LA-2779’); Ty-4, também derivado
de acessos de S. chilense (Ji et al., 2009), e o Ty-5 (Anbinder et al., 2009) e sua provavel
variante alélica recessiva (ty-5) derivados de S. peruvianum (Hutton et al., 2012). Esses
ensaios permitiram confirmar que o acesso ‘H-24’ possui apenas o marcador ligado ao locus
Ty-2. O acesso ‘TX-468-RG’ possui apenas o marcador para o locus Ty-5/ty-5 presente em
algumas linhagens provenientes do hibrido S. lycopersicum ‘Tyking’ (ver capitulo 3 da
presente tese; Giordano et al., 2005b; Bian et al., 2007 e Garcia-Cano et al., 2008). Todos os
demais novos acessos se mostraram desprovidos dos marcadores associados com os loci Ty-1,
Ty-2, Ty-3, Ty-4 ¢ Ty-5/ty-5.

Desta forma, uma novidade de grande interesse para o melhoramento genético foi a
constatagdo de que os acessos ‘LAI 132 (derivado do hibrido ‘Gempride’), ‘Ty-198’
linhagem derivada de acessos de S. peruvianum (Friedmann et al., 1998; Anbinder et al.,
2009) bem como as linhagens ‘LAM 156° ¢ ‘LAM 100’ (ambas derivadas de uma mesma
fonte ainda ndo caracterizada) podem representar novas fontes de resisténcia. Esses acessos
poderao contribuir para ampliar a base genética da resisténcia e para potencial piramidizagao
de diferentes fatores de resisténcia a esse complexo grupo de patégenos do tomateiro.

Durante o processo de evolucdo e diversidade genética da planta hospedeira,
mecanismos capazes de alterar processos especificos do ciclo infectivo podem ser produzidos
e, eventualmente, resultar em respostas de resisténcia ou tolerancia, restringindo ou reduzindo
a carga viral em tecidos hospedeiros (Fraser, 1990). No patossistema tomate/begomovirus,
titulos virais diferentes podem ser observados dependendo do o6rgao infectado, da posicao da
planta, do tempo transcorrido desde o inicio do processo de infecgdo e também da
constitui¢do genética da planta hospedeira (Pereira-Carvalho, 2009). Em cultivares
suscetiveis, a replicacdo viral e a translocagdo acontecem antes do aparecimento de sintomas

tipicos de begomovirus por dias ou semanas (Wege & Pohl, 2007). Entretanto, em cultivares
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resistentes, a replicacao e translocacdo podem se manifestar de maneira quase latente com a
producdo de sintomas atenuados e/ou com atraso temporal quando comparado com plantas
suscetiveis (Rom et al., 1993; Pico et al., 1996).

Neste contexto, a resisténcia da linhagem ‘TX-468-RG’ pode ser, de fato, atribuida a
restricdo do acimulo de ToSRV, ToRMV, ToYVSV ¢ ToCMoV, como demonstrou Giordano
et al. (2005a) para ToCMoV e Pereira-Carvalho (2009) com ToSRV e com espécies de
Begomovirus monopartido. Desta forma, o acesso ‘TX-468-RG’ apresenta resposta do tipo
‘tolerancia’ a doenga. De fato, Garcia-Cano et al. (2008) identificaram uma limita¢do no
acumulo sistémico do virus e auséncia de sintomas como a expressdo fenotipica mais
marcante da resisténcia conferida por essa fonte. Estes resultados foram confirmados no
presente trabalho, onde o acumulo viral verificado nas amostras de ‘TX-468-RG’ via
hibridiza¢do por sonda marcada foram sempre inferiores ao do controle suscetivel ‘Viradoro’
(Figura 1). O acesso ‘TX-468-RG’ apresentou apenas o marcador associado com o locus Ty-
5 (Anbinder et al., 2009) e sua provavel variante alélica recessiva (ty-5) (Hutton et al., 2012)
que mostraram eficiéncia contra espécies de genoma monopartido. A presenca desse
marcador na linhagem ‘TX-468-RG’ sugere que o locus Ty-5/ty-5 pode também conter os
fatores responsaveis por essa ampla gama de respostas de resisténcia as diferentes espécies de
genoma bipartido avaliadas no presente trabalho. Neste sentido, trabalhos adicionais de
mapeamento se tornam necessarios para demonstrar essa hipotese (ver Capitulo 3).

A auséncia de acimulo viral observada na linhagem ‘LAM 100’quando inoculada com
ToRMV e ToCMoV, na linhagem ‘LAM 156’ quando inoculada com ‘ToRMV’ e no acesso
‘H-24" apos inoculagdo com ToYVSV (Figura 1), pode estar relacionada a uma barreira
genética a translocacdo viral a longas distdncias dentro dos tecidos da planta. A
movimentagdo célula-a-célula do virus € necessaria para que acontega o acumulo sistémico do

mesmo ¢ o desenvolvimento de sintomas. O fendmeno de restricdo a invasdo sistémica pode
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resultar do bloqueio fisico do virus para a entrada no floema, ou pela inibi¢do de fatores
requeridos pelo virus para o movimento, ou ainda limitagdo do movimento viral no floema
causado por um sinal produzido pelo reconhecimento do virus pela hospedeira (Hull, 2002).

Um menor numero de plantas infectadas e menor acimulo viral tem impacto direto na
dispersdo do virus pelo vetor (B. tabaci). Este aspecto ¢ importante uma vez que a incidéncia
de begomovirus relaciona-se diretamente com a densidade populacional de moscas-brancas.
Ou seja, um menor acumulo sist€émico do virus em linhagens resistentes pode implicar em
menor YO0 (in6culo inicial) o que pode afetar diretamente a curva de progresso da doenga. A
resisténcia observada na linhagem ‘LAI 132 e de hibridos envolvendo essa linhagem em
ensaios a campo pode estar relacionada a eficiéncia de transmissao do virus pelo vetor, o que
implica em fatores de resisténcia ao vetor (Pereira-Carvalho, 2009). Isso explica o fato deste
acesso ter sido suscetivel a trés das quatro espécies de Begomovirus avaliadas neste trabalho
(Tabela 1). O mesmo foi observado com o acesso ‘H-24’ que mostrou boa tolerdncia a um
isolado de ToSRV apds inoculagio via mosca-branca (Boiteux et al., 2007b). A
suscetibilidade da linhagem ‘LAI 132’ e do acesso ‘H-24" identificada em nossos ensaios com
bombardeamento em contraste com sua boa resposta em condi¢des de campo e/ou telado
indica algum mecanismo de resisténcia do tipo pré-infeccional (Gomez et al., 2009) como,
por exemplo, uma possivel ndo preferéncia ou repeléncia desse acesso pela mosca-branca.
Essa resposta deve ser confirmada e caracterizada, € em caso positivo, empregada como uma
estratégia adicional e complementar de manejo de Begomovirus.

A diversidade genética e a dispersdo geografica das espécies de begomovirus devem ser
consideradas pelos programas de melhoramento visando aumentar a eficiéncia e a amplitude
das respostas de resisténcia em cultivares melhoradas. A espécie viral ToY VSV, por exemplo,
foi caracterizada inicialmente em tomateiro no Estado de Sdo Paulo (Faria et al., 1997;

Colariccio et al., 2007). Em trabalhos posteriores, conduzidos entre os anos de 2003 e 2004
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constatou a predominancia de ToSRV e ToYVSV e uma potencial nova espécie em isolados
coletados em lavouras de tomateiro do Centro-Oeste do Estado de Sao Paulo (Cotrim et al.,
2007). Trabalhos adicionais conduzidos por Castillo-Urquiza (2008) com uma colegdo de 115
1solados obtidos em Paty de Alferes (RJ) coletados em 2005 indicou a espécie ToYVSV como
sendo predominante. Um levantamento nacional conduzido por Ribeiro et al. (2003) em
diferentes regides produtoras do Distrito Federal, Nordeste e Sudeste, mostrou que a
ocorréncia de TORMYV foi restrita a regido Sudeste. Um levantamento conduzido entre os anos
de 2004 e 2005 no Distrito Federal, Pernambuco, Sdo Paulo, Bahia, Goiads e Minas Gerais
indicou que 61% dos 138 isolados (principalmente de tomateiro para processamento) eram da
espécie ToSRV (Fernandes et al., 2008). Outra analise realizada na regido Sudeste com 137
isolados coletados durante o ano de 1999 indicou que o ToCMoV foi uma das espécies
predominantes em Minas Gerais (Ambrozevicius et al., 2002; Fernandes, 2010). Estudos
conduzidos por Fernandes (2010) envolvendo 252 amostras foliares de tomateiro coletadas
entre 2001 e 2010, nas principais areas produtoras de tomate do Brasil indicaram que na
regido Nordeste a espécie ToCMoV corresponde a 13,63% dos isolados e na regido Centro-
Oeste a 1,72%. Por sua vez, a espéciec TORMYV corresponde a 17,77% dos isolados da regiao
Sudeste e 29,31% da regido Centro-Oeste. O ToY VSV correspondeu a 37,7 % dos isolados da
regido Sudeste e 32,75 % da regido Centro-Oeste. O ToSRV corresponde a 9,09 % dos
isolados de regido Nordeste, 8,88 % da regido Sudeste, 29,31 % da regido Centro-Oeste e 100
% da regido Sul. Esse cenario de ampla diversidade e distribuicdo geografica das espécies
virais utilizadas no presente trabalho refor¢a mais ainda a necessidade de desenvolvimento de
linhagens com multiplos fatores de resisténcia e/ou com fatores de resisténcia ampla, visando
evitar as indesejaveis “quebras de resisténcia”. Nesse aspecto as linhagens ‘TX-468-RG’,
‘LAM 100°, ‘LAM 156’ ¢ ‘Ty-198’ se mostram como fontes preferenciais em programas de

melhoramento para incorporar fatores de resisténcia de amplo espectro.
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Seria de extremo interesse expandir ainda mais essas avaliagdes com uma maior gama
de espécies virais, incluindo monopartidos. Esses novos ensaios poderao indicar quao amplo
pode ser o espectro de resisténcia dessas linhagens. Para tal podem ser utilizados
representantes da cole¢ao de cerca de 1000 isolados de begomovirus de tomateiro mantida
pela Embrapa e que contém virtualmente todas as espécies do complexo viral descritas
infectando essa hortalica no Brasil (Fernandes, 2010). Como exemplificado no presente
trabalho, essa colecdo de isolados, englobando uma ampla variabilidade desse grupo de
patogenos, apresenta uma potencial utilizagdo em programas de melhoramento genético do
tomateiro devido a tecnologia disponivel para produzir clones infectivos a partir de DNA de

espécies de Begomovirus mantidos in vitro (Ferreira et al., 2008; Wu et al., 2008).

5.  CONCLUSOES

Diversos fatores afetam a evolug¢do das espécies de Begomovirus e que decorrem das
complexas interagdes dessas espécies virais com o vetor, ambiente e planta hospedeira,
aumentando as chances de patégenos recombinantes (com um novo conjunto de
caracteristicas biologicas) emergirem (Padidam et al., 1999; Boiteux et al., 2012). Além
disso, a alta taxa de recombinagdo observada em espécies virais do género Begomovirus pode
contribuir para: a emergéncia de novas doengas, a variabilidade na expressao dos sintomas,
expansao do circulo de hospedeiras, para expandir ou regionalizar geograficamente ¢
ecologicamente as epidemias de cada nova espécie viral e também “quebra de resisténcia
(Fernandes, 2010; Boiteux et al., 2012). Devido a vulnerabilidade das variedades comerciais,
a rotineira ocorréncia de novas espécies de Begomovirus e as desvantagens apresentadas pelo
controle do inseto vetor uma das alternativas mais eficientes para o manejo baseia-se no uso
de variedades resistentes. Neste contexto, as principais estratégias do melhoramento genético

tém sido a busca por fontes de resisténcia duraveis, estdveis e de amplo espectro em espécies
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silvestres pertencentes ao género Solanum (secgdo Lycopersicon) e sua respectiva
introgressao em materiais comerciais e/ou a ‘piramidizagdo’ de diferentes genes de resisténcia
em linhagens elite. Dentro dessa estratégia, o presente trabalho representou um importante
avang¢o indicando novas e promissoras fontes de resisténcia contra importantes espécies do
complexo de begomovirus de genoma bipartido presentes no Brasil. Nesse aspecto, as
linhagens ‘TX-468-RG’, ‘LAM 100°, ‘LAM 156’ e ‘Ty-198° se mostram como fontes
preferenciais em programas de melhoramento para incorporar fatores de resisténcia de mais
amplo espectro.
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CONCLUSOES GERAIS
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O presente trabalho representou um importante avango no sentido de indicar novas e
promissoras fontes de resisténcia que podem ser tteis em programas de melhoramento
genético visando incorporar resisténcia contra importantes espécies do complexo de

Begomovirus de genoma bipartido presentes no Brasil.

As linhagens ‘TX-468-RG’, ‘LAM 100°, ‘LAM 156’ e ‘Ty-198’ se mostraram como
as fontes preferenciais em programas de melhoramento para incorporar fatores de

resisténcia de mais amplo espectro.

Os resultados da andlise de uma populagdo segregante F,, proveniente do cruzamento
entre ‘TX-468-RG’ e ‘Tospodoro’, avaliada com um isolado do ToSRV, indicaram
que o gene tcm-1 esta localizado no topo do cromossomo 6 em ligagdo estreita com
um caracterizado grupamento (‘cluster’) de genes de resisténcia que engloba os

lociTy-1 e Mi.

A populagdo de mapeamento analisada mostrou uma independéncia entre a resposta ao
ToSRV e o marcador molecular para o locus Ty-5/ty-5, indicando que tcm-1 e Ty-5/ty-
5 sdo fatores genéticos distintos e que essa regido do cromossomo 4, aparentemente,

nao contribui na expressao da resisténcia a essa espécie viral.

Os nossos resultados e os obtidos com outros grupos de pesquisa usando linhagens
derivadas do hibrido ‘Tyking’ indicam que esse material genético possui,
aparentemente, uma piramide de diferentes genes recessivos do tipo espécie-especifico
que, quando em associacdo, se mostram efetivos contra uma ampla gama de espécies

de Begomovirus de genoma monopartido e bipartido.
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