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1 RESUMO

Considerando o aumento de begomovirus e moscagbremcampo o
presente trabalho teve como objetivos a detecc@ayaxterizacdo molecular e a andlise da
diversidade genética de begomoviam pimentdo e tomateiro em diferentes municipios do
Estado de S&o Paulo: Piraju, Tejupa, Santa CruRidoPardo, Sdo Pedro do Turvo, S&o
Miguel Arcanjo, Itapetininga, Lins, Sabino, Timbutacanga, Pirajui, Avai, Reginépolis e
Salto; a identificacdo de bidtipos Betabacipor meio da amplificacdo do gene mitocondrial
(citocromo oxidase | - mtCOI) seguido de sequener@mou RFLP utilizando a enzimagq|
e a avaliacao para resisténcia de acess@apsicunspp. a dois isolados de ToSRV.

A analise da variabilidade foi realizada por metoséqienciamento da
regido da capa protéica (DNA-A) com oligonucleai&leniversais e, paralelamente, as mesmas
amostras foram testadas por amplificacdo por droolante (RCA) sendo, posteriormente,
clivadas com a enzima de restri¢dpall. Um total de 812 amostras foi analisado, ser@fbde
pimentdo e 103 de tomate. Por PCR tradicionalnfodetectadas positivas para presenca de
begomovirus 98 amostras provenientes de pimeng8bde tomateiro, e por RCA-PCR, foram
332 e 82 respectivamente, evidenciando maior skuaile desta técnica. Dessas amostras, foram
sequenciadas 39 de pimentdo e 25 de tomateirficaedo-se ocorréncia prevalente da espécie

ToSRV no estado de S&o Paulo. Infeccdo mista coBRVoe ToYVSV foi observada em



tomateiro. Por RCA-RFLP, foram observados quatthdes de clivagem com a enzitdpall e
todos foram confirmados como sendo da espécie TolBRI¢ando variabilidade molecular intra-
especifica. Para tomateiro, foram observados 180esadde restricdo, dois idénticos aos
verificados em plantas de pimentdo indicando, pebsente, infeccdo pelos mesmos isolados
de ToSRV, porém, padrdes distintos para ToSRV tamfioéam observados, além do padréo
referente a infeccdo mista de ToSRV e ToYVSV.

O sequenciamento de 17 amostras do gene mitocbifdiiacromo
oxidase |) déB. tabacie a analise do padrao de restricdo com a enzamadas demais amostras
obtidas de moscas-brancas coletadas em areas guaxide pimentdo e tomateiro indicaram
somente a presenca do bidtipo B.

A avaliagcdo de 29 acessos @Gapsicumspp. para resisténcia a dois
isolados de ToSRV, um proveniente de pimentdo ® a@é tomateiro, indicou que o isolado
proveniente de tomateiro € mais agressivo caussintlamas evidentes em 25 dos materiais
testados. Para o isolado de pimentédo, foram oldesvsintomas em somente 14 acessos. O
acesso de pimentd. annuumCatarino Cascabel do México, comportou-se como @rain
ambos os isolados avaliados 30 dias apos inocylpo@endo ser indicado para programas de
melhoramento visando resisténcia ao ToOSRV.

Palavras Chave: Solanum lycopersicunpimenta-horticola, hortalicas, tolerancialling
circle amplification (RCA) e biétipos de mosca-lran
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2 SUMMARY

Considering the high incidence of begomoviruses taedwhitefly on
the field, the objetives of this work were to azaythe genetic diversity of begomoviruses
infecting pepper and tomato plants in differentrdeas of Sdo Paulo State: Piraju, Tejupa,
Santa Cruz do Rio Pardo, S&do Pedro do Turvo, SauéWliArcanjo, Itapetininga, Lins,
Sabino, Timburi, lacanga, Pirajui, Avai, Regindpalnd Salto; the identification of biotypes

of B. tabacithrough the amplification of the mitochondrial gefcytochrome oxidase I)



followed by sequencing the gene or analysis by RFisihg the enzyméag and the
evaluation ofCapsicumspp. for the resistance source for two isolateBo&RV.

The coat protein from the DNA A of the begomovimas amplified
and sequenced, and the same samples were amjplifiedlling circle amplification (RCA)
followed by analysis by RCA-RFLP using th#pall enzyme. A total of 812 samples were
analyzed, 709 from pepper and 103 from tomato. BRPP98 samples from pepper and 39
from tomato were positives for the presence of begoruses, while by RCA-PCR 332 and
82 respectively. Thirty-nine samples from pepped &b from tomato were sequenced
indicating the prevalence of the ToSRV species @ Baulo State. Mixed infections with
ToSRV and ToYVSV were found in tomato plants. By /RRFLP four restriction profiles
were found for TOSRV in pepper plants. In tomatqidiles were observed: two identical as
observed for TOSRYV in pepper, indicating possibfedtion with the same ToSRV isolates, a
profile for ToOSRV and ToYVSV mixed infections ands@ different profiles for ToOSRV
isolates didn’t found in pepper plants.

The sequencing of 17 samplesBftabacimitochondrial citochrome
oxidase | gene and analysis Bgq | digestion of whiteflies collected in growers areds
pepper and tomato indicated only the presenceeoBthiotype.

The resistance of 29 genotypes ©&psicumspp. to two ToSRV
isolates, one from tomato and another from peppdicated that the tomato isolate is more
aggressive causing symptoms on 25 genotypes cothffae to the pepper isolate that caused
visualy symptoms in only 14 genotypé3. annuum“Catarino Cascabel” from México not
showed symptoms and was immune until 30 days imfbeulation, to both isolates and can be
indicated in breeding programs aiming the resistdacToSRV.

Key Word: Solanum lycopersicunchillies, vegetables, tolerenaelling circle amplification
(RCA) and whitefly biotypes.



3 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Atualmente, o tomateiro e 0 pimentédo sdo as espétds conhecidas
das hortalicas e consideradas entre as de maiortémgia econémica no mercado brasileiro.

As doencas causadas por virus de plantas provocavesgperdas
econOmicas nestas culturas em todo o mundo. Estveases mais importantes estdo aquelas
ocasionadas pelos begomovirus (FamBeminiviridag (Faria et al., 2000; Ribeiro et al.,
2003; Rojas et al., 200%)tualmente, ja foram descritas mais de 180 espéeidegomovirus
no mundo, das quais 50 espécies podem infectanatéiro (Fauquet et al., 2008). No Brasil
foram relatadas cinco espécies definitivas, alémseis espécies tentativas baseadas em
sequéncias de genomas parciais (Castillo-Urquiza.e2008). Dentre as espécies descritas
em tomateiro, somente duas foram verificadas enemii&io (Nozaki, 2007).

Estes virus sdo transmitidos pela mosca braBemisia tabaci
Existem aproximadamente 41 bidtipos, sendo que atiesente somente dois (A e B) foram
relatados no Brasil (Rabello et al., 2008).

O presente trabalho teve como objetivos a detea@&aracterizacao
molecular e a andlise da diversidade genética glent@virusque infectam plantas de pimentéo

e tomateiro no estado de S&o Paulo, identificagibid@tipos de mosca-branca, por meio da



amplificacdo do gene mitocondrial (citocromo oxelhs mtCOI) seguido de sequenciamento
ou RFLP utilizando a enzinBag| e a andlise para a resisténcia ao TOSRYV de ditss@cessos
do génercCapsicunspp..

Para atingir estes objetivos a tese foi dividida teds capitulos na
forma de artigos cientificos, sendo o primeiro tdpiintitulado ‘Ocorréncia e variabilidade
genética de Begomovirus infectando solanaceas no estado de S&o Pduleedigido
conforme as normas da reviS@8amma Phytopathologica segundo capitulo intituladdHe
B biotype of Bemisia tabaci is prevalent in vegetable growers areas of Sdo HauState,
Brazil” redigido conforme as normas da reviSaientia Agricolae o terceiro intitulado
“Avaliacdo da resisténcia de genotipos deéapsicum spp. aoTomato severe rugose virus —

géneroBegomovirus’ redigido conforme as normas da reviStamma Phytopathology

3.1 As culturas do pimentéo e do tomateiro

O pimentdo pertence ao génefapsicume o tomateiro ao género
Solanum (antigo géneroLycopersicol, ambos sdo membros da familia Solanaceae. As
solanaceas apresentam distribuicho mundial, exoetoAntértida, sendo que a maior
diversidade de espécies ocorre nas Ameéricas doe Sténtral (Natural History Museum,
2009). De acordo com Jenkins (1948), plantas dat@séo originarias do Peru e Equador e
somente foram domesticadas quando alcancaram ocdégapsicum é um género
tipicamente americano, com a existéncia de apemasegpécie fora das Américas (Bianchetti
et al., 1999).

Os maiores produtores de tomate sdo China, Esthtdos da
América, Turquia e india (Agrianual, 2008). O Br&sb oitavo maior produtor, com cerca de
55 mil hectares cultivados e producédo de a 3,5Gmdhde toneladas. Embora cultivado em
todos os estados em maior ou menor escala, osgaism@rodutores sdo Goias, Minas Gerais,
Séao Paulo, Bahia e Rio de Janeiro (Agrianual, 2008)

O cultivo de piment&o ocorre praticamente em tedazgioes do pais,
sendo cultivados aproximadamente 12 mil ha, cordyg@o de 280 mil toneladas de frutos. O
Estado de S&o Paulo cultiva cerca de 23,70 % desa seguido pelos estados do RJ, MG,
SC, PR, GO e CE. Apenas 4,70% de toda a area pradde pimentdo no Pais esta sob



cultivo protegido e localizado praticamente no #8stde Sdo Paulo e Distrito Federal (Kobori
et al., 2008).

3.2 FamiliaGeminiviridae

A familia Geminiviridaeé composta por quatro génerbastrevirus,
Curtovirus, Topocuviru® Begomovirugvan Regenmortel et al., 2000), sendo subdivididos
com base no numero de componentes do genoma, dgipseto vetor, gama de hospedeiros
e relacionamento filogenético. Essa familia englabairus cujo genoma é composto por uma
fita simples de DNA circular (ssDNA), encapsidado particulas icosaédricas geminadas
(Stanley et al., 2005).

O géneroMastrevirus (espécie tipoMaize streak virus MSV) €&
constituido por genoma monopartido (2,6 — 2,8 Klopdifica trés ou possivelmente quatro
proteinas [ORF (“Open Reading Frame”): V1, V2 e CR] (Stanley et al., 2005). Sao
transmitidos por cigarrinhas (Hemipter&icadellidag de maneira circulativa e néo-
propagativa, sendo a maioria encontrada em plantasocotiledoneas, especialmente em
milho. MSV é endémico na Africa e seus hospedeiaisrais sdo as gramineas infestantes.
Outra espécie importante deste géneMy/léeat dwarf virusque infecta a cultura do trigo
(Varma & Malathi, 2003).

O géneroCurtovirus (espécie tipoBeet curly top virus- BCTV)
apresenta genoma monopartido (2,9 — 3kb) e as iespdeste género estdo limitadas ao
floema. O DNA codifica de seis a sete proteinazdeendo da espécie. A transmissao € feita
por cigarrinhas Girculifer tenellu3 (Hemiptera:Cicadellidag de maneira circulativa n&o-
propagativa (Stanley et al., 2005). Essas virosefectam apenas dicotiledbneas,
especialmente beterraba, tomate e melfo, e sdateamtas na india, no continente Americano
e paises do Mediterraneo (Ascenio-lbafiez et @000

O géneroTopocuviruscontém apenas uma espécid,amato pseudo-
curly top virus transmitido poMicrutalis malleifera(Hemiptera:Membracidag O genoma
do TPCTV (2861 nts) consiste de um Unico componeatita simples de DNA e codifica 6
proteinas, as quais sdo muito préximas aos virugéderoCurtovirus Provavelmente, os
Topocuvirusevoluiram por recombinacao inter-especifica endreegops diferentes (Briddon et
al., 1996; Stanley et al., 2005).



Os Begomoviruspodem ser divididos em dois grandes grupos, 0S
originados do Novo Mundo (Américas - Hemisfério d&eital) e os do Velho Mundo (Europa,
Asia e Africa — Hemisfério Oriental). Neste géneencontram-se 0s virus transmitidos por
mosca-branca para dicotiledoneas, sendo o mengowmBean golden yellow mosaic virus-
BGYMV (Stanley et al., 2005).

A maioria dos begomovirus € constituida por doimmunentes, o
DNA A e o DNA B. No entanto, alguns begomovirus \delho Mundo, como olfomato
yellow leaf curl virugTYLCV) e Tomato leaf curl virugTLCV) tém apenas um componente
gendmico, o DNA A (Fauquet et al., 2003; Stanleylet 2005). No continente americano,
ocorrem tipicamente os begomovirus de genoma ldpatom tamanho variando entre 2,5 a
2,8 kb cada (Stanley et al., 2005). Mais recentéenem begomovirus monopartid@mato
yellow leaf curl virugTYLCV) foi relatado no México e Cuba infectandapilas do género
Capsicumsp. (Carrillo-Tripp et a.2007). Cada um dos componentes (DNA-A e DNA-B) &
responsavel por etapas distintas no processo éecéd, sendo o DNA-A envolvido na
replicacdo viral, transcricdo e formacdo da capatéma e o DNA-B responsavel pelo
movimento (célula-a-célula e longa distancia) dassha planta (Rojas et al., 2005; Stanley et
al., 2005). Ambos os componentes sdo essenciasapafeccdo sistémica eficiente do virus
na planta.

3.3 Organizacdo genbmica e expressao das proteimas begomovirus
Os componentes A e B s&o similares no tamanho, difaem na

sequéncia de nucleotideos, exceto por uma Regifmu@oRC) de 200 a 250 pb, altamente
conservada para cada espécie viral e com identidadealmente acima de 90% entre os
componentes A e B da mesma espécie (Lazarowit2,; Fathtes et al., 1994; Pilartz & Jeske,
2003). Dentro da regido comum, localiza-se uma &wsrjé de nove nucleotideos (5'-
TAATATTAC-3’) conservada entre todos os geminiviruande se encontra o dominio
funcional da origem de replicacédo. Essa sequéreiaudleotideos € clivada durante o inicio
da replicagéo viral e se localiza num contexto @a 32 nucleotideos capazes de formar uma
estrutura em forma de grampo. Embora a seqién@a dacleotideos varie entre espécies de
geminivirus, a estrutura em forma de grampo estdpse presente, sendo assim

consideradaum elemento conservado estruturalmeassencial para replicacdo denominado



SCE étructurally-conserved elem@r{Lazarowitz et al., 1992; Faria & Zerbini, 20(&anley

et al., 2005).

A transcricdo dos genes virais ocorre tanto noidgeniral (5 - 3)

como no sentido complementar (30 5’) (Howarth et al., 1985; Rojas et al., 2005). A

transcricdo € bidirecional tanto no componente #anjo no componente B (Faria et al.,

2000). Um begomovirus bipartido codifica 6-7 pnotesi, sendo as do componente A as

proteinas AV1 (CP), transcritas no sentido virdjlA(Rep), AC2 (TrAP), AC3 (REn) e AC4

no sentido complementar. No componente B, a patBWl (NSP) é transcrita no sentido
viral e BC1 (MP) no sentido complementar (Farialet2000; Rojas et al., 2005; Stanley et
al., 2005). Os begomovirus monopartidos apresendddm das proteinas AV1 (CP), AC1

(Rep), AC2 (TrAP), AC3 (REnNn) e ACA4, transcritas mi@sma forma que nos bipartidos, a

proteina AV2 (MP) transcrita no sentido viral (Ségret al., 2005).

As fungdes das principais proteinas séo:

* Proteina capsidial (CP), codificada pela ORF AV1responsavel por encapsidar os
componentes A e B além de estar provavelmente widaeaho movimento célula a célula e
a longa distancia (Stanley et al., 2005). A CP g&amig importante para a transmisséo pelo
vetor B. tabacj sendo necesséria para o transporte do viruséatdes mosca-branca até a
hemolinfa. Morin et al. (2000) demostraram que adoRv/irus TYLCV liga-se a GroEL,
proteina produzida por bacteria endossimbionteeptesenB. tabaci,e este fato protege
as particulas virais de degradacéo no vetor;

» Proteina Rep, produzida pela ORF AC1, é a prot$saciada a replicacdo viral (Fontes
et al., 1994). Essa proteina interage com a pmtedtinoblastoma homéloga de planta
regulando a progressao do ciclo celular, fazendo goe células diferenciadas voltem a
produzir fatores que permitam a replicacao virggiey et al., 2005);

* Proteina transativadora da transcricdo (TrAP), ymimth pela ORF AC2, influencia a
transcricdo e subsequente expressao dos genedlSP gzan Wezel et al., 2001) além de
ser supressora do silenciamento génico pos-traimtal (Mansoor et al., 2003);

* Proteina REn, produzida pela ORF ACS3, interage eomroteina AC1 e aumenta a
acumulacdo do DNA viral. Embora ndo seja essemeed que a replicacdo ocorra, na
presenca da proteina REn, o acimulo de DNA vinaligo maior (Faria & Zerbini, 2000);
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* Proteina C4, codificada pela ORF AC4, € um detam da expressdo de sintomas,
envolvida no controle do ciclo celular e na divis&ular, estimulando a proliferagéo
celular (Rojas et al., 2005; Stanley et al., 2005).

O componente B do begomovirus bipartido apreseuategdb de
movimento do DNA viral, e codifica as proteinas:
» Proteina NSPnuclear shuttle protein codificada pela ORF BV1, é essencial para acaf
intracelular pelo nucleo (Noueiry et al., 1994; &afoot et al., 1996);
* Proteina de Movimento (MP), codificada pela ORF BEIesponsavel pelo movimento
célula-célula via plasmodesma (Noueiry et al., 18#hderfoot et al., 1996; Stanley et al.,
2005). De acordo com Oparca (2004), € um importdeterminante na expressao de

sintomas.

3.4 Replicagdo e Movimento viral

Apos a introducdo de particulas virais na célulgeta pela mosca-
branca, seguida do desencapsulamento da particalainicia-se o processo de replicagédo
dos begomovirus no nicleo das células infectadg@sin@iro passo é a conversdo do DNA de
fita simples (SSDNA) em DNA de fita dupla (dsDNAp(Ahecido como forma replicativa, RF)
utilizando o mecanismo de circulo rolante, seme#han utilizado pelos bacteriofagex174
e M13 (Stanley, 1995). Essa etapa inicial depemd@nente do sistema enzimético do
hospedeiro, onde ocorrera a traducdo da protefahRep e posterior replicacdo e formacao
das formas replicativas do virus (RFs), que serdemmolde para a sintese de novos
componentes gendmicos e transcricdo dos genes.\@aitio de inicio da replicacéo viral, ou
origem de replicacdoofi), esta localizado na regido intergénica comumeeng dois
componentes gendmicos, razdo da conservacado dénsggile nucleotideos entre os dois
componentes do genoma viral (Stanley et al., 2dDB)ante a replicacdo, ocorre a sintese de
uma molécula de ssDNA linear de sentido viral, endd varias unidades do genoma
(multimero ou concatémero). O concatdmero é cliyddonando monémeros e estes, re-
ligados, geram moléculas circulares de ssDNA, sporedendo ao genoma viral. A clivagem

€ realizada pela proteina Rep e ocorre na seqUémutservada de nove nucleotideos da regiao
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comum, sendo que o ponto de corte sera sempre simanlecal (TAATATT < AC) (Faria
& Zerbini, 2000; Stanley et al.; 2005). A replicag@ idéntica para o DNA B. Mutacdes nos
genes Rep, TrAP, NSP e MP podem bloquear a infdatie viral (Hanley-Bowdoin, 1999).
Para o estabelecimento de uma infeccdo sistémicalaraa, é
necessario que, apoés a replicacdo na célula inicidrus infecte outras células. O movimento
no interior do hospedeiro pode ser dividido em gotcessos, sendo o primeiro o0 movimento
célula a célula via plasmodesmas e a longa distamtravés do floema. Para isso, os
begomovirus codificam uma proteina ndo estrutuemlothinada MP codificada pela ORF
BC1 (Noueiry et al., 1994; Sanderfoot et al., 1998)antas transgénicas expressando a
proteina MP de begomovirus frequentemente apresestatomas de infeccdo viral. A
maioria dos virus codifica pelo menos uma proteleamovimento (MP) que controla o
transporte do complexo viral nucleoproteina atral@plasmodesma, com funcdo de permitir
ou auxiliar o movimento célula a célula, levandosamgimento dos sintomas da infeccéo
devido a um desarranjo do transporte intercelB8ahglthof, 2005). Como os begomovirus se
multiplicam no nudcleo da célula infectada, € nemegso transporte do nudcleo para o
citoplasma, que é realizado pela segunda protednaninada NSHStanley et al., 2005).
Ainda néo estéo clara a forma e a natureza do exmple DNA dos begomovirus que trafega
pelos plasmodesmas (Noueiry et al., 1994; Schql#ai5).

3.5Begomovirus em plantas deCapsicum spp. e tomateiro

No Brasil, as doencas causadas por begomovirustibgpasdo
associadas principalmente ao tomateiro. Porénfjomrise nestes Ultimos anos, um aumento
populacional do inseto e@apsicunspp. e presenca de begomovirus em plantas ctvad
incidéncia destes virus na cultura, relatada petagira vez em 1975 (Matyst al., 1975),
aumentou vertiginosamente a partir do inicio deadaade 1990 (Ribeiret al., 2003). Esse
aumento esteve diretamente relacionado a introddoabiétipo B deB. tabacj o qual, ao
contrario do biotipo A (até entdo o unico preserdddrasil), coloniza o tomateiro com grande
eficiéncia (Lourencéo & Nagai, 1994).

Desde entdo, em tomateiro, foram descritas as iespgomato
chlorotic mottle virus(ToCMV), Tomato rugose mosaic virudoRMV), Tomato severe

rugose virugToSRV), Tomato yellow spot virugToYSV) eTomato yellow vein streak virus
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(ToYVSV) (Fariaet al., 1997; Fernandex al., 2006; Calegario et al., 2007; Ribe#toal.,
2007) além das espécies tentativas baseado emnse&fi&le genomas parciais como 0
Tomato chlorotic vein virus, Tomato crinkle yelldeaf virus, Tomato crinkle virus, Tomato
dwarf leaf curl virus, Tomato golden vein virus,mato infectious yellows virus, Tomato
mottle leaf curl virus e Tomato severe mosaic v{fesuquet et al., 2008).

Ao contrario do verificado em outros paises, ralatoinfeccdo de
plantas de pimentdo por begomovirus no Brasil s&entes, como em 2001, no estado de
Pernambuco (Limat al., 2001) e em 2005, no estado de S&o Pawoimaldiet al., 2006). As
duas espécies encontradas foram o ToYVSV e o TofR®¥aki, 2007). No Distrito Federal,
também foi verificada presenca do ToOSRV em pim@dépsicum baccatuyr{Bezerra-Agasie
et al., 2006).

Em outras regides do mundo, varios begomovirusrganf relatados
em Capsicumspp. No México destacam-8epper huasteco viru$HV (Garzon-Tiznado et
al., 1993), Pepper golden mosaic virulPepGMV) e Pepper huasteco yellow vein virus
(PHYVV). Pepper leaf curl virugPepLCV), outra espécie em plantas de pimentdo, foi
encontrada e caracterizada em Taiwan (Shih et2@01). Infeccdo pelo TYLCV ent.
annuume C. chilensefoi relatada em diferentes partes do mundo, com&uil da Espanha
(Reina et al.1999) e Cuba (Quifiones et &002).

Além de plantas cultivadas, muitas espécies deigdanvasoras tém
sido relatadas como hospedeirasB#gyomovirusem varios Paises, inclusive no Brasil. As
espécies geralmente pertencem as familias MalvaEe@borbiaceae e FabacdMorales &
Anderson, 2001)Alguns estudos demonstraram casos em que begom@iouenientes de
plantas invasoras podem ser transmitidos para iespéaltivadas através do inseto-vetor
(Faria et al., 2000).

A espécie monopartida TYLCV ainda nédo foi encordraa Brasil
(Inoue-Nagata et al., 2004b) e, em S&o Paulo,ie@uifse que tanto em tomateiro como em
plantas de pimentdo, as espécies ToYVSV e ToSRVasédencontradas (Fernandes et al.,
2008; Marubayashi et al., 2008). J&, no estadoGdés e no Distrito Federal, ha
predominadncia do ToSRV e da espécie tentativa TG¥Nguanto que, no estado de
Pernambuco, da espécie tentativa TOMoLCV (Fernaetal, 2008).
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3.6 Transmissao natural dos begomovirus

Os begomovirus ndo sao transmitidos por semenperocontato entre
plantas infectadas e sadias (Santos et al., 280@) dispersao ou introdu¢do no campo da-se
pela acdo da mosca-branca a partir de fontes de dig areas préximas, podendo ser de
cultivos antigos como também de fontes alternathnasampo (Costa, 1976). Os vetores sédo
insetos sugadores classificados na ordem Hemigteriajndo as moscas-brancas (Familia:
Aleyrodidae) da espécigemisia tabaciLazarowitz et al., 1992; Villas Bbas et al., 1p%.
tabaci é vetora de espécies de virus pertencentes aosog@egomovirugGeminiviridag,
Crinivirus (Closteroviridag, Carlavirus (Flexiviridae)e Ipomovirus(Potyviridag (Brown &
Czosnek, 2002).

Acredita-se que o centro de origem Bletabacipossa ser o Oriente,
tendo sido introduzida na Europa, Africa e Amérigeso homem, através de material vegetal
(Brown & Bird, 1992). A mosca-branca € encontrada trépicos e subtropicos de todos
continentes (Brown, 2000). Sua distribuicdo est@it@siente relacionada a expansédo da
monocultura da maioria das espécies cultivadascaslicdes dos sistemas agricolas
modernos, ao aumento da utilizacdo de agrotoxicpsirecipalmente, a grande facilidade em
se adaptar aos diversos hospedeiros (Brown @i9813).

Moscas-brancas séo insetos diminutos, medindoa2rim, sendo as
fémeas maior que os machos (Nateshan et al., 1086dultos de mosca-branca tém o dorso
de coloracdo amarelo pdlido e asas brancas. Coasoasas cobrem quase todo o corpo, a cor
predominante € o branco, dai ser erroneamente dieadande mosca-branca (Toscano et al.,
2002). Seu ciclo de vida compreende quatro fases (onfa, pupa e adulto) e sofre influéncia
das condic¢des climéaticas e ambientais, principaleneamperatura, umidade relativa do ar e
planta hospedeira (Gill, 1990; Nava-Camberos et 2001). Villas Bbas et al. (2002),
estudando a biologia d& tabacibiotipo B em plantas de tomate, sob as condicoez38ie,
70% UR e fotofase de 14h, obtiveram duracdo enotden3 dias para que as ninfas criadas
em plantas de tomate se tornassem adultas.

As fémeas podem ovipositar de 130 a 300 ovos deranticlo,
dependendo da planta hospedeira e temperaturaafimset al., 2002). A reproducdo e

sexuada ou por partenogénese arrenétoca, na gonea$éndo fecundadas resultam em ovos
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gue dardo machos estéreis e, dependendo das cemdigdaticas, ha 11 a 15 geracbes por
ano (Gill, 1990).

O complexoB. tabacié constituido de populacbes morfologicamente
idénticas, mas que exibem variabilidade biol6ginsargo aos hospedeiros preferencialmente
colonizados, polimorfismo genético, fecundidadenposicao de procariotas endosimbiontes
e capacidade de transmisséo das diferentes espéctmsgomovirus, de modo que hoje sao
classificadas em diferentes biétipos (Brown etl&@95; Frohlich et al., 1999).

Existem, aproximadamente, 41 biotipos, sendo quenap dois
(bidtipos A e B) sé@o encontrados no Brasil (Rabetlal., 2008). O bidtipo Q & encontrado na
Europa e Asia (Bosco et al., 2006). Esse biétipadiico no Brasil e representa uma ameagca
devido a alta resisténcia ao pyriproxyfen (Horowgtzal. 2003) e buprofezin e reduzida
suscetibilidade aos inseticidas neonicotindides,maco imidacloprid, acetamiprid e
thiumethoxam (Hodges, 2009), utilizados comumenteantrole daB. tabaci Na Bacia do
Mediterraneo, além dos bidtipos B e Q, também foodservados os biotipos M, S e T
(Bosco et al., 2006). O bidtipo S é restrito a f@andelpomoea indicae encontrado em
Mélaga na Espanha, enquanto que o biotipo T foor@nado emEuphorbia characiaspa
Sicilia e outras regides do sul da Itdlia. O pidtM foi verificado em algod&o, na Turquia
(Bosco et al., 2006).

Como os diferentes bidtipos apresentam morfologaeshante,
técnicas moleculares como RAPD-PCR, PCR-RFLP e esmiimento dao suporte aos
estudos filogenéticos das populacée8dtabaci(Brown, 2000; Bosco et al., 2006; Rabello et
al., 2008). Um método que permite a rapida idigaiifio de bibtipos dos cinco bidtipos B, Q,
M, S e T, foi desenvolvido por Bosco et al. (200B)método se baseia na amplificacdo do
gene mitocondrial para a citocromo oxidase |, simdie digestdo enzimatica com a enzima
Tru9l, que distingue os cinco bidtipos claramente,com a enzimarad, que permite a
separacdo dos bidtipos B e Q, mais importantes anj@ a agricultura (Bosco et al., 2006).
Andlise deste gene vem sendo empregada para eptumldacdes de mosca-branca do mundo
todo (Frohlich et al., 1999) e permite classifiear populacdes em cinco grupos: a) Novo
Mundo: incluindo populacdes de moscas-brancas dagridas; b) Mediterraneo-Africa:

englobando populacdes da Africa e Bacia do Meditew; c) Africa: populacfes restritas a
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mandioca; d) Subcontinente Indiano: populacdes daeNdo subcontinente Indiano e e)
China: populacdes do sul e leste da Asia (Brovai.22000).

De acordo com Perring (1993}, tabacificou conhecida nos EUA
como racga da California, raca algodéo, raca-A g8dadA. O primeiro relato de mosca-branca
no Brasil ocorreu na Bahia, em 1928, Buphorbia pulcherrimaNicotiana glaucaandN.
tabacum[Bondar (1928)pudLima et al., 2000]. Até a década de 90, a popolagimosca-
branca era baixa e com algumas perdas relacioradeansmissdo de virus em feijdo e
tomateiro (Ribeiroet al, 1998). Por volta de 1991, houve a introducédo bddipo B
(Lourencdo & Nagai, 1994), cujas fémeas apresentagores taxas de oviposicao e
mortalidade baixa em novos hospedeiros e gama slgetieiros maior que a do bidtipo A
(Bedford et al., 1994). Além disso, apresenta mgirau de adaptacdo climética e dispersao
muito maior (Bedford et al., 1994, Morales & Jor#304). Essas caracteristicas fize@m
gue o biotipo B predominasse em regides onde anteente havia o biotipo A (Lima et al.,
2002; Rabello et al., 2008).

A modalidade de transmissdo de begomovirus por asds@ncas é
do tipo circulativa ndo propagativa (Brown, 1997orivi et al., 1999). O virus circula na
hemolinfa, mas n&o replica no vetor, envolvendass@agem de particulas virais do intestino
para a hemolinfa do inseto, da hemolinfa para aadgilas salivares e destas para outras
plantas (Hull, 2004). A alta eficiéncia de transséis da mosca-branca pode estar associada ao
fato do virus ser introduzido pelo inseto diretatearas células do floema, onde se alimenta,
possibilitando o maior sucesso para o inicio déicaghio e movimento viral (Brown, 1997).
Apenas para o caso do TYLCV, existem evidénciasedkcacao viral no inseto e passagem
transovariana (Ghanim et al., 1998).

Acredita-se que a grande maioria dos virus de gdainansmitidos de
maneira circulativa por insetos vetores interaga eoproteina GroEL. Esta é produzida por
bactérias endossimbiontes de insetos, para evittgsauicdo na hemolinfa das particulas
virais e assegurar a transmissao do virus (Akadl,e2007). Akad et al. (2007) demonstraram
gue a capa protéica do TYLCV interage com a prat€&roEL deB. tabaci,e que disturbios

nesta interacdo acarretam em reducédo da transnaiesanus pelo inseto.
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3.7 Deteccdo d8egomovirus

A identificacdo e caracterizacdo de begomovirugdmes apenas na
sintomatologia ndo é possivel, uma vez que osmagovariam de acordo com as condi¢oes
ambientais, idade da planta hospedeira e ocorréieciafeccdes mistas envolvendo duas ou
mais espécies virais (Paplomatas et al.,, 1994)m@wdos tradicionalmente utilizados na
diagnose sao a reacao da polimerase em cadeia,(B@iRando oligonucleotideos universais
desenhados por Rojas et al. (1993), e a hibridizalgdacidos nucléicos, utilizando, como
sonda, fragmentos clonados do DNA viral (Gilbertgtnal., 1991; Morilla, et al., 2005).
Recentemente, uma tecnologia de amplificacdo gilieaub mecanismo de replicacdo por
circulo rolante de DNAs circulares, denominada R@E¥olling circle amplification foi
desenvolvida para aumentar a sensibilidade de gisiede membros que apresentam DNA
circular, como é o caso dos geminivirus, por meoudo da enzima DNA polimerase do
bacteriofagap 29 e um “primer” randémico (Inoue-Nagata et abQZ2a; Haible et al., 2006).
As vantagens do uso de RCA estéo relacionadaspliciolade de uso da técnica, deteccdo de
todos os componentes infecciosos de DNA circulaossibilidade de sequienciamento direto
do produto amplificado (Haible et al., 2006).

Ao RCA pode-se aliar o RFLP, que consiste na céwaglo produto
por enzimas de restricdo especificas que permitderedciar os individuos analisados
(Haible et al., 2006). Uma das enzimas comumeiiligaatas é &Hpall, que fornece padrdes
gue permitem, muitas vezes, identificar espéciesatites de begomovirus sem a necessidade

de sequenciamento do DNA viral (Haible et al.,&00

3.8 Resisténcia a begomovirus em plantas de tomatee Capsicum spp.

Programas de melhoramento tém descoberto fontessténcia ao
begomovirus monopartido TYLCV em varias espécidgagens de tomateiro, incluindo
Solanum pimpinellifolium S. peruvianum, S. chilense, S. habrochaifegcopersicon
hirsutum) e S. cheesmaniagScott, 2006; Ji et al., 2007a). Varios locos dsisténcia ao
TYLCV foram relatados e mapeados até o momenteet(dl., 2007a). O primeiro locus
identificado foi oTy-1, originado deS. chilensgL. chilens¢ mapeado no cromossomo 6 do
tomateiro (Zamir et al., 1994). Outro loco de r&sisia ao TYLCV foi encontrado ef®.
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habrochaitesf. glabratume designado comdy-2 (Hanson et al., 2006). Ji et al. (2007b)
mapearam um terceiro locos denominadd g no cromossomo 6.

Todos os levantamentos conduzidos no Brasil indimaa presenca
exclusiva de begomovirus com genoma bipartido (Ribet al., 2003; Inoue- Nagat al,
2004a). Ensaios de resisténcias a genoétipos edbsbrile tomateiros contém o gene de
resisténcialy—1, indicaram resisténcia a TYVSV (Matos et 2003). Boiteux et al. (2007)
verificaram que o locoTy-1 em tomateiroconfere tolerédncia a distintas espécies de
Begomovirusbipartidos. Trata-se de heranca tipo dominanciampieta, onde se observou
resisténcia parcial aos begomovirus bipartidos imidos experimentais (Nizio et al., 2008).

De acordo com Ji & Scott (2008) resisténcia a bexyoms
monopartidos vem sendo utilizada como controle afessroses devido a introgresséo de
genes de resisténcia em cultivares de tomate pesiguisas demonstraram que trés regiées no
cromossomo 6 de uma espécie de tomate selvagedn, gea 2 genes no cromossorg-(1 e
Ty-3 apresenta um alto nivel de resisténcia.

Para o pimentdo, pouco se sabe sobre a resistgpoitica aos
begomovirus bipartidos encontrados no Brasil. Ndéardo, no Meéxico, foi observada
tolerancia as espécies PHV e PepGMV em popula@€s chinensdGodinez-Hernandez et
al,, 2001).
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CAPITULO 1

OCORRENCIA E VARIABILIDADE GENETICA DE  Begomovirus EM PLANTAS DE
PIMENTAO E TOMATE NO ESTADO DE SAO PAULO
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RESUMO

A incidéncia de begomovirus aumentou muito no Bigsds a introducdo do bidtipo B de
Bemisia tabaciem 1990. Um levantamento para avaliar a ocorrédeidbegomovirus nas
culturas de pimentdo e tomate no estado de Sam Raiutealizado entre janeiro/2007 e
julho/2008. O DNA total de amostras de pimentad®) & de tomateiro (103) foi extraido e a
presenca de begomovirus foi testada por PCR utiizae o par de olinucleotideos universais
PAL1v1978/PAR1c496 e PALIV1978/PAR1c715. Paralelat®eas mesmas amostras foram
testadas por amplificacdo por circulo rolante (RC#jalisadas por RCA-RFLP e clivadas
com a enzima de restric&tpall, a fim de se conhecer a variabilidade genétms idolados.
Os resultados demonstraram que, para a técnic€Re ¥ amostras de pimentédo (13,94%) e
39 de tomateiro (37,86%) foram positivas para aerea de begomovirus. Por RCA-PCR,
333 (46,90%) e 82 (79,61%) amostras foram positipasa pimentdo e tomateiro,

respectivamente, mostrando a maior sensibilidad&dzica. O seqienciamento direto dos
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produtos de PCR indicou a presenca de apenas eiespimato severe rugose Vir((EoSRV)

na amostras de pimentdo e tomateiro analisadaémP@eqlienciamento parcial de clones
feitos a partir de produto RCA permitiu a detecd@&oinfeccdo mista de ToSRVT@mato
yellow vein streak virugToYVSV) em amostras de tomateiro. No estudo deabaidade por
RCA-RFLP, quatro padrdes de restricdo foram obsewg@ara o ToOSRV em pimentdo. Para
tomateiro observaram-se 18 padrdes, sendo doisddémos isolados de ToSRV encontrados
em pimentdo, nove para outros isolados de ToSR\estrencontrados em tomateiro, um
padréo correspondente a infeccdo mista por TOSRV ToYVSV e, para 0s seis restantes
ndo foi possivel afirmar a qual espécie correspondeois o produto de PCR néo foi
sequenciado. Esse resultado indica claramente rdaiersidade genética dos begomovirus
em tomateiro quando comparada com a de pimentao.

Palavras chave: Geminiviridae, Bemisia tabacilevantamento, SolanaceaSolanum e

Capsicum

OCCURRENCE AND GENETIC VARIABILITY OF BegomovirusIN PEPPER AND

TOMATO PLANTS IN SAO PAULO STATE

ABSTRACT

The incidence of begomoviruses has sharply incceas®razil after the introduction of the
biotype B of Bemisia tabaciin the early 1990s. All species reported in Brdmve two
genomic components (DNA A and BA.survey from January/2007 to July/2008 to evaluate

the occurrence of begomoviruses in different pe@mel tomato crops from Séo Paulo state
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was carried out. Total DNA of 710 pepper and 108am samples was extracted and, the
presence of begomoviruses tested by PCR usingritmemppairs PAL1v1978/PAR1c496 and
PALIV1978/PAR1c715. The same samples were testewlbyg circle amplification (RCA)
and then analyzed by RCA-RFLP with the restricttmzymeHpall to evaluate the genetic
variability of the isolates. Ninety nine (13, 94%@mples collected from pepper and thirty nine
(37, 86%) from tomato were positives by PCR indigathe presence of begomovirus. By
RCA-PCR, three hundred and thirty three (46, 90f@ @ighty two (79, 61%) samples from
pepper and tomato were positives, showing greatesitvity of these technique. The direct
sequencing of PCR products indicated the presehoealp the speciefomato severe rugose
virus (ToSRYV) in peppers and tomato plants. However &itigd sequencing of clones, two
species ToSRV an@lomato yellow vein streak virygoYVSV) were detected in tomato. By
RCA-RFLP, four distinct profiles were observed bmgomovirus in pepper, while for tomato
eighteen profiles were observed. Two were identioaloSRV isolates from pepper, nine
correspond to isolates of ToOSRV only found in tomalants, one for the mixed infection by
ToSRV with ToYVSV and for the six others it is npossible to affirm which specie of
begomovirus is present because no virus fragmestseguenced. These results indicate a
higher degree of genetic variability of begomovifoand in tomato compared than pepper
plants.

Key Words: Geminiviridae, Bemisia tabaciField Survey, SolanaceasSolanum and

Capsicum
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INTRODUCAO

Plantas de tomat&olanum lycopersicum.) e pimentaoCapsicum annuurh.) séo
as hortalicas mais cultivadas em todo o Brasil. ddgncas causadas por virus nessas
solanaceas tém ocasionado graves perdas econéenmcésdo o mundo. Dentre as viroses
mais importantes estdo aquelas ocasionadas pejombeirus (Famili&eminiviridag (Faria
et al., 2000).

A familia Geminiviridae € constituida por quatro génerddastrevirus Curtovirus
Topocuviruse BegomovirugVan Regenmortel et al., 2000). Os virus perteteseao género
Begomovirussdo considerados os mais importantes pelo nunmerespécies que infectam
plantas cultivadas e invasoras (Faria et al., 2@a@tillo-Urquiza et al., 2008), constituindo-
se atualmente num dos principais problemas fitdgsas de muitas culturas agricolas em
todo o mundo (Moriones & Navas-Castilho, 2000; Maeical., 2002; Ribeiro et al., 2003,
Rojas et al., 2005). Caracterizam-se por apresépéaticulas geminadas” com morfologia
icosaédrica e genoma composto, na maioria das,yezeduas moléculas de DNA circular de
fitas simples, denominadas DNA-A e DNA-B, cada up@n aproximadamente 2.500
nucleotideos. No entanto, alguns begomovirus dad/BMundo como dl'omato yellow leaf
curl virus (TYLCV) e Tomato leaf curl virugTLCV) tém apenas um componente gendmico,
0 DNA A (Lazarowitz, 1992; Van Regenmortel et 2D00; Stanley et al., 2005).

As espécies de virus deste género sdo transmipel@sBemisia tabaci,um inseto
polifago (Bedford et al., 1994). No Brasil a incidi&a de begomovirus aumentou
drasticamente ap0s a introducéo do bidtipo Bemisia tabacgue ao contrario do bidtipo A
(até entdo o Unico presente no Brasil), colonitammateiro com grande eficiéncia (Lourencéo

& Nagai, 1994). Desde entéo, cinco espécies dpfasitforam descritas em tomateiimmato
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chlorotic mottle virus(ToCMV), Tomato rugose mosaic virudoRMV), Tomato severe
rugose virugToSRV), Tomato yellow spot viru§ToYSV) eTomato yellow vein streak virus
(ToYVSV) (Calegario et al., 2007; Fared al, 1997; Fernandest al, 2006; Ribeiroet al,
2007) além de seis espécies tentativas baseader@reias de genomas parciais (Fernandes
et al.,, 2008; Ribeiro et al., 2003). Em pimentadigeam verificadas as espécies ToSRV
(Nozaki et al., 2006; Bezerra-Agasie et al., 2008pYVSV (Nozaki, 2007).

Algumas espécies de virus relacionadas a plantasonas com&ida micrantha mosaic
virus (SimMV) (Calegario et al.,, 2005; Castillo-Urquiza et alQ02) foram relatadas
infectando naturalmente plantios de tomateiro. Aspnca de diversas espécies no campo,
todas transmitidas por mosca branca, torna comaocoéncia de infecgbes mistas, com dois
ou mais virus presentes simultaneamente na mesangap|Ribeiro et al., 2003; Castillo-
Urquiza et al., 2007). A explicacdo mais provawaiapo rapido surgimento e disseminacéo de
begomovirus € a coloniza¢do de plantas silvestréanehas pelo biétipo B dB. tabaci
possibilitando que virus nativos presentes neslastgs sejam transferidos para plantas
cultivadas, como o tomateiro (Castillo-Urquizalet2008).

Diante, do alto grau de diversidade genética e ithpoia econdmica em solanaceas dos
begomovirus bipartidos, encontrados no Brasil, lgstivos foram, avaliar a ocorréncia e a
diversidade genética de begomovirus isolados degsale tomate e pimentdo no Estado de
S&o Paulo, utilizando-se PCR e amplificacdo do menairal por RCA (rolling circle
amplification), associado ao RFLP, que permite iavah variabilidade genética destes

isolados.
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MATERIAL E METODOS

Coletas nos campos de producao comercial de plantds pimentao e tomate

Amostras de tecidos foliares de plantas de pimeft&on coletadas nas principais regides
produtoras do estado de Sao Paulo, incluindo a&s d@ke cultivo protegido de Piraja, Tejupa,
Santa Cruz do Rio Pardo, Sorocaba, Sdo Miguel Aocétapetininga, Pirajui, lacanga, Salto,
Avai e Regindpolis e a campo aberto em Lins, Cafidhe Sabino. Amostras de tomateiro
foram coletadas apenas em cultivo protegido na8eggle Lins, Sabino, Sdo Miguel Arcanjo,
S&o Pedro do Turvo, Piraju e Santa Cruz do Riod?&dram coletadas 813 amostras, sendo
710 de pimentdo e 103 de tomateiro, durante jaf2€i0F e julho/2008, sendo estas coletas

trimestrais.

Analise do DNA viral

A extracdo de DNA gendmico total foi realizada selpu o método descrito por
Dellaporta et al(1983). O DNA total extraido de cada amostra fdinsetido a reacédo de
“Polymerase Chain Reaction” (PCR) utilizando-se oBgonucleotideos iniciadores
“universais” PALIV1978/PAR1c496, que amplificam unagmento com aproximadamente
1100bp do DNA-A dos begomovirus correspondentertée mea ORF (Open Reading Frame)
AC1 (Rep), a regido comum e parte da ORF AV1 (&®)ds et al., 1993). Paralelamente, 0
DNA foi amplificado por circulo rolante (RCA) segiommeétodo descrito por Inoue-Nagata et
al. (2004) e Haible et al. (2006) e o produto deAR@ utilizado na reacdo de PCR utilizando-
se 0s mesmos oligonucleotideos.

Foram selecionadas e re-amplificadas por PCR 5&taasopositivas para begomovirus

do Estado de Sdo Paulo, sendo 27 amostras de Amnerit7 de tomateiro, com os pares de
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oligonucleotideos Prv324/PrC889 (Wyatt & Brown, 6p% oito amostras de plantas de
pimentdo com os oligonucleotideos PALIV1978/PARECTROjas et al., 1993) para serem
sequenciadas. Ambos os oligonucleotideos amplifipante da porcéo codificadora para a
proteina capsidial. As amostras resultantes doeseiimento foram comparadas entre si e
com outras sequéncias de begomovirus depositad&emBank utilizando-se os programas
Blast n (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) e ClasW (Thompson et g11994). A analise
filogenética foi realizada com o programa MEGA @erg.0 (Kumar etl., 2004), utilizando o
método de “Neighbor-Joining”, com valor de “boagtr 2000.

Para estimar a variabilidade genética, 45 amogitsstivas de pimentdo e 34 de
tomateiro foram amplificadas por RCA seguida de RFltilizando-se a enzima de restricdo
Hpall. O perfil eletroforético foi observado em gel geliacrilamida 10%, corado com
brometo de etideo, conforme descrito por Haibkd.g2006).

Dezoito amostras foram linearizadas com as enziBadH| e Bglll. Utilizando-se
BanHl, foram linearizadas quatro amostras de pime@26, 31H, 44E e 62A) e sete de
tomaterio (1To, 24To, 26To, 46To, 88To, 93To e M3 Tsando a enzimBglll, foram
linearizadas uma amostra de pimentdo (82A) e seiwhateiro (1To, 24To, 26To, 46To,
88To, 93To). As amostras foram clonadas no vetasmidial pBluescript Il SK+ para
sequenciamento parcial com o oligonucleotideo MA3GTAAAACGACGGCCAGT 3’) do
vetor plasmidial. Os clones 44B4nHI) e 82A @glll) oriundos de pimentdo foram
sequenciados completamente por “primer walking’ségienciamento dessas amostras foi

realizado pela MACROGEN, Inc. (Seoul, Korea do Sul)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocorréncia e diversidade

Por PCR, foram detectadas 99 (13,94%) e 39 (37,88%0%tras positivas para begomovirus
em plantas de pimentdo e tomateiro, enquanto Qu&@A-PCR, observaram-se 333 (46,90%) e
82 (79,61%) amostras positivas, respectivamentbe{ddl e 2). Esses resultados evidenciam
maior sensibilidade na diagnose de begomovirusdgusa associa a RCA com a PCR. A RCA
baseia-se na amplificacdo por circulo rolante destras de DNA circulares e, como o
componente gendmico dos begomovirus é constitldd®NA de fita simples circular, este

se torna substrato para a amplificacdo (Inoue-Magatl., 2004; Haible et al., 2006).
Apesar da sensibilidade da PCR ser alta, muitassva@zoncentracdo viral na planta pode ser
inferior a este limiar, levando a detecc¢des deofaksgativo. Desse modo, a RCA aumenta a
concentracao do DNA viral que sera substrato p&@R, como pode ser observado tanto em
plantas de tomate como em pimentdo, aumentandideoagelmente o numero de amostras
positivas. Para begomovirus, a RCA pode ser ufilizpara diagndstico sem posterior
utilizacdo da PCR linearizando-se o produto e ofaselo-se o aparecimento de bandas do
tamanho correspondente ao genoma completo dos bggom (Haible et al., 2006).

Vinte e sete amostras de pimentdo e 17 de tomateieon seqiénciadas com o0s
oligonucleotideos Prv324 (Wyatt e Brown, 1996), wantjo que 8 amostras de pimentdo
foram sequiénciadas com o oligonucleotideo PAR1¢Rbfas et al., 1993). Comparacdo com
sequéncias depositadas no GenBank demonstrou préduia da espécie ToSRV em todas
regides amostradas no Estado de Sdo Paulo. Adddetidos isolados de ToSRV de plantas
de pimentdo variou de 97 a 99% para os 520 nudbsmiobtidos com o oligonucleotideo

Prv324 e de 92% a 98% para os 500 nucleotideoslosbtcom o oligonucleotideo
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PAR1c715, comparando-se com o ToSRV (DQ207749)a Barisolados provenientes de
tomateiro, a identidade variou de 91 a 98% com &RW (DQ207749) para os 520
nucleotideos amplificados pelo “primer” Prv324. &smriabilidade pode ser observada nas
arvores filogenéticas preparadas com as sequéolofetas com o oligonucleotideo Prv324,
obtidas a partir de amostras coletas em pimenigar@1) e tomateiro (Figura 2).

O sequenciamento das amostras de plantas de poneliidadas conBanHl nas
regides das ORFs AC1, AC2 e AC3, correspondenpecdsinas Rep, TrAP e REn do DNA A
de begomovirus, também confirmou a presenca do Yp8&n identidade variando de 98 a
99%. Para amostras de tomateiro clonadas BanHl, houve identidade de 97 a 99%, nas
mesmas regides sequénciadas. De uma mesma amositigapde tomate (46To) foram
obtidos varios clones e pdde-se verificar infeagdgta de ToSRV e ToYVSV, sendo que o
isolado de ToSRV mostrou identidade de 99% com®R\ (DQ207749) e o ToYVSV 99%
com o ToYVSV-[G22] (EF459696).

O sequenciamento das amostras de plantas de poremddnateiro clonadas coRglll
nas regioes das ORFs BC1 e BV1, correspondenteocdsinas MP e NSP do DNA-B de
begomovirus bipartido, confirmou alta identidadeéaralo de 98 a 99% com o componente B
das espécies ToSRV e ToRMV. Segundo Lima et aDR(s espécies ToSRV e ToORMV
compartilham do mesmo DNA-B, pois, ambas as se@@Empresentam identidade de 98%
entre si e, alta identidade de nucleotideos (97#& & regido comum.

Algumas espécies de begomovirus encontram-se amplandistribuidas pelo Pais,
enquanto outras estado restritas a certas regidssre€ultados obtidos nessa pesquisa
corroboram os de Nozaki (2007) que verificou preaatas espécies ToSRV e ToYVSV, com

predominancia de ToSRV em campos de pimentdo adabsno Estado de S&o Paulo. De
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acordo com Fernandes et al. (2008), os isoladosRVo® ToYVSV tornaram-se
predominantes em campos de tomateiro no Distritefeé e no Estado de S&o Paulo. Por
outro lado, o ToYVSV foi relatado como prevalente Elinas Gerais (Calegario et al., 2007),
e na principal regido produtora de tomate do Ested8ao Paulo (Colariccio et al., 2007). A
prevaléncia de algumas espécies poderia ser iatadar como uma adaptacao preferencial de
espécies virais ou melhor eficiéncia de transmigsdo inseto vetor (Castillo-Urquiza et al.,
2008).

InfeccBes mistas por virus de plantas sdo muitaiosrem condi¢cdo de campo, e podem
resultar em efeitos antagdnicos, aditivos e atérgéticos (Castillo-Urquiza et al., 2008). A
presenca de dois ou mais begomovirus na mesma @antenta a probabilidade de eventos
de recombinacdo e/ou pseudo-recombinacéo entreccmnies do genoma viral, o0 que pode
levar ao surgimento de novas espécies mais adapaadzovo hospedeiro (Monci et al., 2002;
Inoue-Nagata et al., 2006).

Caracterizagdo do genoma viral

O DNA-A e o DNA-B do isolado (denominado 44E e 82Aspectivamente) foram
clonados e as sequéncias nucleotidicas determirdilasdo-se tamanhos @891 e 2569
nucleotideos, respectivamente. Quando comparadngras begomovirus, os clones 44E e
82A apresentaram maior identidade de sequénci@8%e comToSRV-DNA A (nimero de
acesso DQ 207749) de Petrolina de Goias, proven@mtpimenta, e de 98% com ToRMV
DNA B (numero de acesso AF291706), isolado de tenpabveniente de Uberaba. Deste
modo, foi comprovada a identidade viral seguindocagerios taxonémicosituais para o
género Begomovirus,cujo DNA-A indica a espécie viral preseniStanley et al., 2005;

Fauquet et al., 2008)
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Tanto o DNA-A como o DNA-B apresentaram todas agliéecias conservadas e a
organizacdao gendmica semelhante a outros begorsdvipartidosO DNA-A codifica uma
provavel ORF no senso viral e quatro no senso camgahtarComparando-se a identidade da
sequéncia do DNA-A verificaram-se 98% de identidpdea as regifes que codificam CP
(AV1) e AC4, e 99% para as regides AC1 (Rep), ACRAP) e AC3 (REn).O DNA B
codifica duas ORFs (uma viral e uma complemertdan identidade de 98% para as ORF
BV1 (NSP) e BC1 (MP) e de 97% para a regido comRa) (ou regido intergénica entre
ambos os componentes A e B.

Pela analise por RCA-RFLP das amostras de pimestfo sintomas e presenca de
begomovirus, foram observados quatro padrdes dagelin com a enzimidpall (Figura 3) e
todos foram confirmados como sendo da espécie Tq®&RV/analise de sequéncias (Figura 1),
indicando variabilidade genética dentro da esp&eea amostras positivas para begomovirus em
tomateiro, foram observados 18 padrbes de restffiggora 4), dois idénticos aos verificados em
pimentdo (17; 101 e 1; 92 em tomateiro iguais a 814E, respectivamente em piment&o),
indicando possivelmente infeccdo pelos mesmosdeslale ToSRV. No entanto, padrdes
distintos para ToSRV também foram observados gdgtareas amostras (24, 37, 46, 48, 69,
75, 79, 87, 88, 92, 93, 101 e 103, 24) os quaisam porgcdes do genoma viral sequienciados.
Em razédo da infecgcdo mista de ToSRV e ToYVSV nastrmao46 proveniente de tomate,
verificou-se a ocorréncia de um padréao distintagpoidéntico a amostra 48. Ambas sao
amostras coletadas na mesma area produtora. Rarasageis padrdes (66, 70, 77, 78, 80 e
91) ndo sequenciados, nao foi possivel verificasgécie de begomovirus presente. Esses

resultados indicam, possivelmente, alta variakdéddentro da mesma espécie em tomateiro,
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ou alta frequéncia de infec¢cdes mistas que naoraodser detectadas pelo seqgienciamento
direto do produto de PCR e/ou seqienciamento eegloriundos dessas amostras.

De acordo com Haible et al. (2006) a combinacddR@&A com RFLP é altamente
superior na diagnose de geminivirus quando compaaad procedimentos baseados somente
na PCR, e pode ser utilizada para estimar a ocaré&e begomovirus e sua diversidade
genética.

A técnica RCA pode ser utilizada também para armplifDNAs satélites, os quais
acompanham varios geminivirus do Velho Mundo e quealguns casos, sdo importantes n
determinacdo de patogenicidade (Alberter et aQ52Briddon et al., 2003). Também pode ser
usado para amplificar patdgenos de plantas do géfsrovirus(Gronenborn, 2004).

O monitoramento da ocorréncia de begomovirus nadéstle Sdo Paulo revelou que
ToSRYV foi a Unica espécie encontrada em cultivpidentdo, porém, mostrou variabilidade
genética usando a técnica RCA-RFLP, com a entipal. Esses resultados indicam um
baixo grau de diversidade nos isolados encontreddestando plantas de pimentdo, com base
no padrao de clivagem entre as amostras analipadas enzima testada. Entretanto, para as
amostras coletadas em plantas de tomate com sigtdenlaegomovirus, a analise dos padroes
indicou alta variabilidade para os isolados. A mgieferéncia de mosca-branca pelo
tomateiro em relagéo a pimentdo poderia explicaa®r diversidade dos isolados de ToSRV
e a infeccdo mista. Mesmo a regido geografica saddi ser restrita, esse grau de diversidade
ressalta a rapida emergéncia de ToSRV em tomdtaeentiio no Estado de S&o Paulo e serve
de base para os programas de melhoramento gegétcdevem ser voltados principalmente

para esta espécie de begomovirus neste Estado.
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Tabela 1.Porcentagem de deteccdo de begomovirus utilizantderéca de PCR e
RCA em amostras provenientes de plantas de pimerdfgiadas em
diferentes municipios do Estado de Sao Paulo caijaneiro de 2007 a

julho de 2008.
Municipios Numeros de  Resultado positivo para (%)
Amostras PCR RCA
Piraju 53 23 29
Oleo 3 0 0
Tejupa 120 23 77
Santa Cruz do Rio Pardo 74 21 39
Capdao Bonito 20 0 4
Itapetininga 139 27 84
Sao Miguel Arcanjo 109 0 35
Avai 14 1 8
Lins 42 0 5
Reginopolis 59 3 26
Cafelandia 18 0 10
Sabino 5 0 0
Pirajui 16 0 11
lacanga 11 0 2
Timburi 23 0 0
Sao Manuel 3 0 2
Salto 1 1 1
99 333
TOTAL 710 (13,94%) (46,90%)

Tabela 2. Porcentagem de deteccdo de begomovirus utilizanderéca de PCR e
RCA em amostras provenientes de plantas de tomalietadas em
diferentes municipios do Estado de S&o Paulo crijaneiro de 2007 a

julho de 2008.
Municipios Numeros de  Resultado positivo para (%)
Amostras PCR RCA

Sabino 12 5 10
Sao Miguel Arcanjo 34 6 20
Séao Pedro do Turvo 11 8 11
Piraju 14 0 9
Santa Cruz do Rio Pardo 18 14 18
Lins 14 6 14
TOTAL 103 39 82

(37,86%) (79,61%)
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T7TF-Tejupé
88C-Itapetining:
50D - Tejupi
50A - Tejupi
46C - Tejups
22G Itapetining
~ 46H - Tejupi

59G - Itapetiningi
60C - Itapetiningi
61B - Itapetiningi
62A - Itapetiningi
63C - Itapetiningi
62B - Itapetiningi
Pi Sk - Saltc
100C- PirajL
23H - Itapetininga
59F - Itapetininga
ToSRV DQ20774!

100A- PirajL
74A - PirajL

74F-Pirail

23J - ltapetininga
9A - Santa Cruz do Rio Par
L 44E - Reginépolis
23E - ltapetiningi
— 31H - Regindpolis

- 60B - Itapetininga
— 99D - PirajL
— ToSRV AY02975I

ToYVSV EF45969
SiMV NC 004637

0.01

Figura 1. Analise filogenética de begomovirus infectando falarde pimentdo no Estado de
Sdo Paulo e outros begomovirus do GenBank, baseadalinhamento de nucleotideos
referente a parte da regido codificadora para a paptéica obtida com o oligonucleotideo
Prv324. Valor de Bootstrap 2000, Programa Mega &er.0. Sequiéncias de begomovirus
utilizadas para comparacéo: ToSRV (DQ207749), TogRX029750), SiMV, (NC004637) e
ToYVSV (EF459696). Botucatu, 2008.
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68To- Santa Cruz do Rio Par
101Tc- Lins
3Tc - Sabin
79To- Santa Cruz do Rio Par
— 75To- Santa Cruz do Rio Par
ToSRV DQ20774
17Tc - S&o Miguel Arcanj
‘| 37Tc- Sao Miguel Arcanj
87Tc - Sabinc
88Tc - Sabinc
92Tc- Lins
93Tc- Lins
103Tc- Lins
74To- Santa Cruz do Rio Par
_L 69To- Santa Cruz do Rio Par
ToSRV AY02975I
80To- Santa Cruz do Rio Par
48Tc- Sdo Pedro do Tur
42Tc - Sao Pedro do Tur
SiMV NC 00463

ToYVSV EF45969

—
0.0z

Figura 2. Andlise filogenética de begomovirus infectando temme Estado de S&o Paulo e
outros begomovirus do GenBank, baseado no alinntandemucleotideos referente a parte da
regido codificadora para a capa protéica obtida ocooligonucleotideo Prv324. Valor de
Bootstrap 2000, Programa Mega Versdo 4.0. Seqigmzabegomovirusitilizadas para
comparagdo: ToSRV (DQ207749), ToSRV (AY029750), BiMNC004637) e ToYVSV
(EF459696). Botucatu, 2008.
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M 9A 23E  23H 22G 23J 31H  44E 46C M

Figura 3. Produto de RCA digerido coidpall e separado em gel de poliacrilamida a
10%, a partir de isolados de ToSRV coletados emtgdade pimentdo em regides
produtoras do estado de Sdo Paulo. M= 1 Kb plus Dadier (Invitrogen). NuUneros
indicam diferentes amostras (Cultivar/Municipio)Eppo/Santa Cruz do Rio Pardo); 22
(Sandy/ltapetininga); 23 (Wando/ltapetininga); 3IMafgarita/Reginépolis); 44
(Margarita/Regindpolis) e 46 (Prador/Piraju). Beatiug 2008.
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Figura 4. Produto de RCA digerido cofrdpall e separado em gel de poliacrilamida a 10%, a
partir de isolados de ToSRV coletados em planta®mate em regides produtoras do estado de
Sdo Paulo. M= 1 Kb plus DNA ladder (Invitrogen). miros indicam diferentes amostras
(Cultivar/Municipio): 1 (Carmen/Sabino); 17 (Santara/Sao Miguel Arcanjo); 24 (Santa
Clara/Sao Miguel Arcanjo); 26 (Santa Clara/Sao Migarcanjo); 37 (Santa Clara/Sdo Miguel
Arcanjo); 46 (Cordilheira/Sdo Pedro do Turvo); @Bordilheira/Sdo Pedro do Turvo); 66
(Colibri/Santa Cruz do Rio Pardo); 69 (Colibri/Sa@ruz do Rio Pardo); 70 (Colibri/Santa Cruz
do Rio Pardo); 75 (Colibri/Santa Cruz do Rio Pardd) (Colibri/Santa Cruz do Rio Pardo); 78
(Colibri/Santa Cruz do Rio Pardo); 79 (Colibri/Sa@ruz do Rio Pardo); 80 (Colibri/Santa Cruz
do Rio Pardo); 87 (Paron/Sabino); 88 (Paron/SabBibP3 (Paron/Lins); 101 (Momotaro/Lins) e
103 (Momotaro/Lins). Botucatu, 2008.
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PREVALENCIA DE Bemisiatabaci BIOTIPO B EM AREAS CULTIVADAS DE
HORTALICAS NO ESTADO DE SAO PAULO, BRASIL
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Rocha, K.C.G.; Marubayashi, J.M.; Navas-Castillg, Yki, V.A.; Wilcken, C.F.; Pavan,
M.A.; Krause-Sakate, RPrevaléncia deBemisia tabaci biétipo B em areas cultivadas de
hortalicas no Estado de Sao Paulo, BrasiNeotropical Entomology.

RESUMO - Bemisia tabac{Gennadius) € hoje considerada uma das mais iengest pragas
em cultivos de hortalicas e ornamentais em todamodom. Embora, o biétipo B apresente uma
maior distribuicdo global, o bidtipo Q, provavelrtenativo do Mediterraneo, vem crescendo
em importancia devido a sua recente detecgéo emasmieas do mundo e sua resisténcia a
inseticidas. Populacdes de mosca-branca foramadaletem areas de cultivo de hortalicas do
Estado de S&o Paulo, Brasil. As amostras foram stiid@as em analise por PCR, com
amplificacdo do gene mitocondrial (citocromo oxelds- mtCOIl). O produto da PCR foi
enviado a sequenciamento e também utilizado na RBhiPa enzim& aql, para determinar o
bidtipo de populagbes d& tabaci.Apenas o biétipo B foi detectado em amostras ctéeta
nas culturas do pimentédo, tomate, pepino, abohrothave, berinjela Amaranthusspp.

Palavras-chave:genedo cytochroma oxidase |, RFLP, seqlenciamento, mdscagas.
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PREVALENCE OF Bemisiatabaci B BIOTYPE IN VEGETABLES GROWERS

AREAS OF SAO PAULO STATE, BRAZIL

ABSTRACT - Bemisia tabacis one of the most prolific pests of vegetabled amamental
crops around the world. Although tlBebiotype shows the widest global distribution, e
biotype, probably native to the Mediterranean Baisimeaching increasing importance due to
recent detection in many areas of the world antistproved resistance to insecticides. PCR
amplification of mitochondrial cytochrome oxidasédOl) gene followed by RFLP analysis
with Taq | and/or sequencing were utilized to determine ibe&ype of B. tabacipopulations
collected from vegetable producing areas of SadoPaiate, Brazil. Only the B biotype was
detected in this area from pepper, tomato, cucrbggplant anAmaranthusspp. samples.

KEY WORDS: cytochrome oxidase | gene, RFLP, sequencing, Wieisef
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Introducéo

A mosca brancaBemisia tabaciGenn. (Hemiptera: Aleyrodidae), € uma das mais
importantes pragas dos cultivos de hortalicas amemtais em todo o mundo. Este inseto
apresenta alta variabilidade bioldgica intra-edjmecé genética, e pode ser considerada como
um complexo espécie (Boseb al.,2006). Morfologicamente os biotipos sdo indistingis,
porém possuem caracteristicas biologicas distintaguindo preferéncia de hospedeiro.
Bidtipos deB. tabaciforam originalmente caracterizado por seus padiéessterases (Brown
et al, 1995, Jonest al, 2008) e mais tarde, por analise molecular derefites genes
conservados, incluindo o gemgtocondrialdo cytochroma oxidase | (mtCOIl) (Brown, 2000).

Em adicdo aos danos diretamente causados pelaosdocdloema e excrecdo de
honeydew, que serve como substrato para infecg@sndos (Jonest al., 2008), as moscas
brancas sdo conhecidas principalmente como vetgesirus dos géneroBegomovirus
(familia Geminiviridag, Crinivirus (familia Closteroviridag e outros (Ribeir@t al, 1998; De
Barroet al, 2000; Boscet al, 2006; Jonest al, 2008). Muitas destes virus, principalmente
0os do génerdBegomovirus,sdo de grande impacto econdmico para varias hgasalios
begomovirus sdo reconhecidos como os mais impesgaritus de plantas emergentes em
regides tropicais e sub-tropicais (Brown, 2000).

O primeiro relato deB. tabacibiétipo A, no Brasil, ocorreu na Bahia em 1928, em
Euphorbia pulcherrimaNicotiana glaucae N. tabacumBondar, 1928)Até cerca da década
de 1990, a populacao d@e tabaciera baixa e as perdas relatadas em algumas suftuean
relacionadas a transmissao de virus para feij@mateiro (Ribeircet al.,1998).

O bidtipo B deB. tabaci € mais conhecido e de maior distribuicdo mundtali

detectado em poinsettia na Florida (USA) e recetmeues comuns de raca Flérida ou raca
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poinsettia (Costa e Brown, 1990). Também ficou eoida como raca B, biotipo B ou tipo B,
para distinguir da espécie nativa presente nosl&stdnidos, o bidtipo A dB. tabaci(Lima

et al.,2002), além de também ter sido chamad®emisia argentifoliPerringet al, 1993).
Este biotipo foi introduzido no Brasil no comeco H890, provavelmente pelo comeércio
internacional de plantas ornamentais (LourencdagalN 1994).

Nos ultimos anos este bidtipo se espalhou parasréstados no Brasil, causando perdas
severas em diferentes como meldo, melancia, algdeif@es, soja, quiabo, tomate, repolho
(Lima et al, 2002) e pimentdes e pimentas (Nozstkal.,2006; Bezerra-Agasiet al.,2006).
Atualmente, o B bidtipo esta presente em todosstedes do Brasil. O bi6tipo B apresenta
maior producdo de honeydew, maior gama de hospsdeiralto nivel de resisténcia a
inseticidas, quando comparado ao bidtipo A (Lehal.,2002).

Outro bidtipo que vem atraindo a atencéo e interessndial é o bi6tipo Q, encontrado
na Europa e Asia, e pode ser nativo do MediterrgBescoet al., 2006). Esse bidtipo é
exoético no Brasil e representa uma ameaca, devidsisténcia ao pyriproxyfen (Horowiét
al., 2003), buprofezin e baixa suscetibilidade ac®tinidas neonicotindides, imidacloprid,
acetamiprid e thimethoxam (Hodges, 2009), utilizagtmalmente no controle 8e tabaci.

Na Bacia do Mediterraneo, além dos bi6tipos B &ea@pém foram relatados os bibtipos
M, S e T (Bosceet al., 2006). Os bidtipos S e T sdo muito restritos em digaxibuicado
geogréfica e especificidade de hospedeiro. O Wdé8pfoi relatado apenas em plantas de
Ipomoea indicana Costa Sul da Espanha, enquanto que, o bibtifoi €Encontrado em
Euphorbia characiasa Sicilia e outras regides do sul da Italia. Qipd M foi relatado em

plantas de algodéao na Turquia (Bostal.,2006).
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Estudos de identificacdo de bidtipos Be tabaci no Brasil sdo escassos. A fim de
verificar se ja ocorrre a presenca do biétipo Estado de Sao Paulo, em areas de cultivos de
plantas de tomate e pimentédo, amostraB.dabaciforam coletadas nessas areas de cultivos,
e também em algumas hortalicas préximas. Para ndie@gdo de bidtipos, o gene
mitocondrial (mtCOIl) foi amplificado por PCR segoidla técnica RFLP com enzima de

restricdolag e/ou enviado a seqiienciamento.

Material e Métodos

Adultos deB. tabaciforam amostrados em 27 localidades no Estado deP&é&to,
durante 2007/2008. Os individuos foram coletados @uxilio de aspirador manual e
preservados imediatamente em etanol 95% e armazena2D°C, até o processamento. As
amostras deB. tabaci foram provenientes de cultivos gementdo, tomateiro e demais
hortalicas (Tabela 1). Coldnias do biétipo B dodira bi6tipo Q da Espanha foram utilizados
como controle nas analises.

Para caracterizacdo molecular e analise por PCRRR&Lsequenciamento do gene
mtCOl, cada individuo foi macerado diretamente epep estérii Whatmam 3MM (pedaco
2mm?), o qual foi colocado diretamente em microtdbd),2mL para a reagdo de PCR. Uma
porcdo da sequéncia do gene mtCOIl foi amplificado PCR com os oligonucleotideos
MA482-FW (5-TTGATTTTTTGGTCATCCAGAAGT-3) e MA483-F/ (5-
TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA-3) (Simonet al, 1994; Frohlichet al, 1999). A
analise da PCR foi realizada com um volume finab@gl (MgCI2 50mM, dNTP 2,5uM,

MA482-FW e MA483-RV 10uM) usando 0.5 U dlaqpolymerase (Bioline).
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A amplificacao foi realizada em um PCR Express fitarCycler (Bio-Rad), seguindo
0S passos: desnaturacao inicial a 94°C por 5 nmsnseguido de 35 ciclos de 30 segundo a
94°C, 45segundo a 45°C e 1 minuto a 72°C, e extefisdl a 72°C por 10 minutos. A
presenca do fragmento do gene da mtCOl foi visaddéizem gel de agarose a 1% e corado
com brometo de etidio.

O produto amplificado (880bp) de cada amostra fdizado junto a técnica RFLP,
utilizando-se 5ul do produto da PCR clivado comdH.kenzimalag, em um volume final de
15ul, mantido a 65°C por 2 horas. O padréo deigéstrfoi observado por eletroforese e
visualizado em gel de agarose a 2%, corado comdimue etidio. Cinco individuos das
populacdes de cada regido foram analisados.

O gene mtCOI de 17 populacbes representativas feranadas a sequenciamento. As
sequéncias foram agrupadas e analisadas wusando ograpa  BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.ntml) eoraoparadas entre si e com outras
sequéncias de moscas-brancas depositadas no GenBiinando-se os programas Blast n
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) e Clustal W (@mpson et al, 1994). A analise
filogenética foi realizada com o programa MEGA @ergd.0 (Kumaet al, 2004), utilizando o

método de “Neighbor-Joining”, com valor de “boagtr 2000.

Resultados e Discusséo
Na andlise por PCR, os oligonucleotideos da mt@liicaram fragmentos de 880 bp
de tamanho esperado (Figura 1). Amostras de ciopol@cdes dentre as 27 coletadas no

Estado de Sao Paulo, ndo permitiram amplificacaget® mtCOIl com os oligonucleotideos
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descritos acima. No entanto, moscas-brancas desgadacdes foram morfologicamente
indistinguiveis das demais populacdes coletadas.

De acordo com Boscet al., (2006), o método PCR-RFLP usado nesse trabalho é
facilmente aplicado e eficiente na distincdo dastipos B e Q. Os controles, colbnias o
biétipo B do Brasil e do bidtipo Q da Espanha,zdidlos nesse experimento para comparacao,
mostraram os padrdes de restricdo esperados ggesati do produto da PCR com a enzima
Tad. Todas as amostras coletadas no campo tiverara@adra biotipo B (Figura 2).

Para confirmagdo do bidtipo das moscas-brancas teadas, a sequéncia do gene
mtCOI de alguns individuos foi determinada. Em igeapelo Blast n, e comparando-se as
sequéncias com as depositadas no GenBank, verdEogue todas as sequéncias
apresentaram alta identidade com o gene mtCOI ttasopopulacdes caracterizadas como
biétipo B deB. tabacicomo observado na Figura 3. A arvore filogenéfaaconstruida
utilizando as sequéncias do gene mtCOIl obtidasadasstras coletadas e sequencias de
populagdes representativas dos bidtipos B e Q, acambém uma sequiéncia @aaleurodes
vaporariorum(Tabela 2, Figura 3).

Recentemente, o biotipo Q encontrado no Mediteadoeverificado na China (Zhang
et al, 2005) e EUA. Neste ultimo caso, o bidtipo Q fientificado em plantas importadas de
poinsettia em um viveiro na Califérnia (Hodges, 200

A identificacdo correta de insetos pragas ou vetdeevirus € um pré-requisito para o
manejo efetivo e reducdo de danos em culturasadasi¢Brown, 2000). O conhecimento da
variacdo genética dentro de populacdes de mosoadbr@ necessario para um manejo e
controle eficiente (Guiraet al, 1994, Limaet al, 2002; Rabell@t al, 2008). O gene mtCOl

vem sendo muito utilizado para estudos e separdgduotipos deB. tabacide populacdes
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provenientes de diferentes partes do mundo, melbdora entendimento da diversidade
genética do complexo espéde tabaci(Frohlichet al, 1999; Brown, 2000; De Barret al,
2000, Bosceet al, 2006). Estes estudos podem prevenir a introddedbidtipos exoticos,
principalmente o Q, assim como outros, no Bragils,pa invasdo de espécies ou biotipos
estrangeiros pode causar serios problemas ecorgmiogpacto ambiental e social a
agricultura nacional.

Por meio das analises realizadas neste trabalba Beidente que no Estado de Séo
Paulo, em éareas, onde o principal cultivo é o teneapimentdo, aparentemente sé ocorre o
bidtipo B. Porém levantamentos mais precisos emasuegides geograficas, coletando-se de
hospedeiros bem variados sdo necessarios paralgs avelhor a populagdo de tabacino
Brasil. Segundo Villas-Bbagt al. (1999) o bidtipo B tem se dispersado nos campos
rapidamente, sendo considerada a espécie de moanaabque comumente devasta os

cultivos agricolas nas vérias regides geogréafiogsads.
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Tabela 1. Amostras deBemisia tabaccoletadas em diferentes municipios do Estado de
Sado Paulo, suas respectivas plantas hospedeidentficacdo do bidtipo. Ano base:
2007/2008.

Amostras Local de coleta Coleta Planta Hospedeira Biotipo
1 Lins Outubro/07 Piment&o B
2 Lins Abril/08 Tomate B
3 Lins Abril/08 Amaranthussp. B
4 Pirajui Abril/08 Pimentéo B
5 Lins Agosto/08 Beringela B
6 Avai Agosto/08 Pimentéo B
7 Itapetininga Margo/08 Beringela B
8 Itapetininga Marco/08 Abobrinha B
9 Sao Miguel Arcanjo Maio/08 Pepino B
10 Tejupa Janeiro/08 Tomate B
11 Tejupa Janeiro/08 Couve-folha B
12 Tejupa Janeiro/08 Pimentéo B
13 Tejupa Abril/08 Pimentdo B
14 Itapetininga Setembro/08 Pimentao B
15 Santa Cruz do Rio Pardo Janeiro/08 Pimentao B
16 S&o0 Joédo da Boa Vista Setembro/08  Abobrinha B
17 Insetario — Virologia Setembro/08 Pimentdo B




Tabela 2. Sequénciaslo GenBank utilizadas nas analises para a constrdgéarvore

filogenética.
L - : NuUmero de acesso
Espécies de moscas-brancas Bi6tipo Origem do GenBank
B Reunido AJ550176
China EU376994
Flérida FJ188651
Chipre AM696208
Espanha DQ302947
. . Eqgito DQ130056
Bemisia tabaci Israel AF418671
Q Espanha EU427719
Japéo AB204586
Grécia DQ365869
Franca 691083
Flérida FJ188623

Trialeurodes vaporariorum Reunido AJ550183
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Figura 1. Amplificagcdopor PCR da mtCOI[880nt) de amostras de mosca-branca coletadas
no Estado de Sdo Paulo em diferentes culturas. dMcador DNA 1Kb DNA
Ladder (Invitrogen). Amostras: 1- Pimentao, 2- Ttena- Amaranthussp., 4-
Pimentdo, 5- Berinjela, 6- Pimentdo, 7- Berinj@aAbobrinha, 9- Pepino e 10-
Tomate. Espanha, 2008.
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Figura 2. Padroes d®FLP de fragmentos de mtCOI digeridos cbagl, amostras controles:
1 — 3 Biétipo B e 4 Bio6tipo Q. M: Marcador de DNAH DNA Plus Ladder
(Invitrogen). Espanha, 2008.
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T. vaporariorum
Florida
Franca
Grécia Biotipo Q
Espanh
Japao

|: 3-Amarathus spp.
6-Pimentao
16-Abobrinha
4-Pimentéo
17-Pimentao
5-Berinjela Bidtipo B
China
Chipre
Florida
Reunion
1-Pimentao
8-Abobrinha
15-Pimentéao
9-Pepino
1C-Tomate
11-Couve-folha
14-Pimentao
13-Pimentéao
Israel
Espanha
Egito 0.1
2-Tomate

Figure 3. Arvore filogenética obtida utilizando-se o métodeighbor-joining para o fragmento
parcial do gene mitocondrial COIl das amostraBemisia tabactoletadas no Estado de
S&o Paulo, comparadas com algumas seqiéncias @adelistadas na Tabela 2.
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AVALIACAO DA RESISTENCIA DE GENOTIPOS DE Capsicum spp. AO Tomato
severe rugose virus— GENERO Begomovirus
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Ciéncias Agronémicas, CEP 18603-970, Botucatu,2Skgkata Seed Sudameérica, Braganca

Paulista, SP.; 3Instituto Agrondémico (IAC), Cx. Rd28, CEP 13012-970, Campinas, SP.
* Parte da Tese de Doutorado do primeiro autorsiBtal da CAPES

Aceito para publicacdo em: [

RESUMO

Rocha, K.C.G.; Marubayashi, J.M.; Mituti, T.; G@ariR.; Kobori, R.F.; Melo, A.M.T.; Pavan,
M.A.; Krause-Sakate, RAvaliagdo da resisténcia de genotipos d€apsicum spp. ao
Tomato severe rugose virus — géneroBegomovirus. Summa Phytopathologica.

Doencas causadas pelos begomovirus podem afettardénte a cultura do pimentéo,
especialmente a espédiemato severe rugose VirBoSRV) que tem ocorrido nas areas de
cultivo no Estado de S&o Paulo. Considerando queob&a informacdo sobre genotipos
resistentes ou tolerantes ao virus, procurou-skaawacomportamento de diferentes acessos
de pimentas e pimentdo€apsicumspp. contra dois isolados de ToSRV, um provenidete
tomateiro (ToSRV-SK) e outro de pimentdo (ToSRV-PJDos vinte e nove acessos
inoculados, vinte e cinco foram suscetiveis edoisportaram-se como tolerantes ao ToSRV-
Sk. Para o ToSRV-PJU, quatorze foram suscetiv@isannuum(Hebron) eC. chinense

(Pimenta Habanero BG 592) foram tolerantes e demdtgpos foram considerados imunes
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aos 30 dias ap6s a inoculacao (d.a.i). Dentre ,estegesscC. annuum(Pimenta ardida-
AF2191) foi tolerante ao isolado ToSRV-Sk e imuneT@aSRV-PJU. Apenas um acesso de
pimentdo,C. annuumgCatarino Cascabel do México, comportou-se como @ags 30 d.a.i. a
ambos os isolados, podendo ser indicado em programanelhoramento deéapsicumspp.
visando resisténcia ao ToSRV. Os resultados tamlaEmonstraram diferencas na
agressividade entre os isolados de ToSRV utilizaglogue essa variabilidade deve ser
considerada em programas de melhoramento genésiando resisténcia a begomovirus em
Capsicunspp.

Palavras-chavesBemisia tabaci, Geminivirusgplerancia, piment&o, pimenta e hortalicas.

ABSTRACT
Rocha, K.C.G.; Marubayashi, .J.M.; Mituti, T.; GarR.; Kobori, R.F.; Melo, A.M.T.; Pavan,
M.A.; Krause-Sakate, REvaluation of Capsicum spp. genotypes resistance tdomato
severe rugose virus —Begomovirus genus Summa Phytopathologica.
Diseases caused by the begomoviruskésct directly pepper crops, especially the specie
Tomato severe rugose Vir(BoSRV), which predominates in the commercial a@gsepper,
in S&o Paulo State. Talking into account scarceares information concerning on resistance
or tolerance to the virus this work was to evaluheeresistance against two strains of TOSRV,
one deriving from tomato (ToSRV-Sk) and one fronpger (ToSRV-PJU), on different
genotypes ofCapsicumspp. From the twenty-nin€apsicumspp. genotypes inoculated,
twenty-five were susceptible and three were toletariToSRV-Sk isolate. For the ToSRV-
PJU strain, fourteen genotypes were susceptiBleannuum(Hebron) andC. chinense

(Pimenta Habanero BG 592) were tolerant and twgbreotypes were considered immune to
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the virus at 30 days after inoculation (d.a.i.). @ag theseC. annuum(Pimenta ardida-
AF2191) was tolerante to ToSRV-Sk and immune toR\@$JU. Only one access of pepper
C. annuumCatarino Cascabel of Mexico, was immune to bothR¥Strains at 30 d.a.i., and
could be source of resistance in breeding progran@apsicumspp. resistance to ToSRV.
The results also indicate that the isolates diffeagressivity and this must be considerated in
breeding programs.

Key-words: Bemisia tabaci, Geminivirusglerance, sweet pepper, chillies, vegetables.

INTRODUCAO

O géneroCapsicumspp. € originario da América tropical, onde vargspécies sao
cultivadas e utilizadas como alimento desde os ¢engpé-historicos. No Brasil, 0 pimentao
(Capsicum annuunh..) € uma das dez mais importantes hortalicasvadtis, sendo seus
frutos consumidos na forma natura e utilizados na industria alimenticia e na pré@dude
pigmentos (Peixotet al.,1999).

Algumas limitagbes para o cultivo de pimentdesregpitas sdo as doengas de origem viral.
A incidéncia de doencas em solanaceas causadasgmmmoviroses tem aumentado
significativamente, coincidindo com o aumento papigdnal de seu inseto vetor, a mosca-
branca. O génerdegomovirus (familia Geminiviridag inclui os virus que infectam
dicotileddneas, os quais séo transmitidosB@misia tabace apresentam genoma composto

por uma ou duas moléculas de DNA circular de fitaptes (Polston & Anderson, 1997;

Stanleyet al.,2005).



64

No Brasil, a incidéncia de begomovirus em tomate@iwonentou de forma drastica a
partir de meados da década de 1990, com a introdeigdisseminagéo do bidtipo B &
tabaci (Zerbini et al., 1996; Fariaet al., 1997; Ribeiroet al., 1998; Ambrozeviciust al.,
2002). Esse bhiotipo encontra-se disseminado desBarana até o Rio Grande do Norte,
atacando uma gama de hospedeiros, dentre os quaiElsem solanaceas, cucurbitaceas,
brassicas, leguminosas, algodado, mandioca, altpgepo, plantas ornamentais, e plantas
daninhas e silvestres (Lourencédo & Nagai, 1994a¥iBoat al, 1997).

Em pimentéo, infeccdo por begomovirus foi obseneadamostras coletadas no ano de
1997 nos estados da Bahia e Pernambuco (kins, 2001). E em 2003, a espédiemato
severe rugose VirufToSRYV) foi relatada em pimenta “dedo-de-mogaggsicum baccatum
var. pendulun), em Petrolina de Goias (Bezerra-Agasteal., 2006). Em 2005, além do
ToSRYV, foi verificada a espécimmato yellow vein streak virf$oYVSV) no Estado de Sdo
Paulo (Nozakiet al.,2006). Atualmente, um levantamento realizado nadestle Sao Paulo
mostrou que a espécie TOSRV tornou-se prevalersteuitivos de pimentdo (Marubayashi
al., 2008). O ToSRV também tem causado muitos danosilégocde tomateiro $olanum
esculentunMill.), em areas de plantio de todo o Brasil (Fewteset al.,2008).

Para o complexo mosca-branca-geminivirus no cuttersolanaceas, principalmente de
tomateiro e pimentéo, a utilizacdo de cultivaresstentes pode ser considerada a opcao mais
eficaz, duravel e estavel dentro da estratégia aeejo integrado (Friedmaret al., 1998).
Dessa forma, se trabalho teve como objetivos verificar a reatg@idiferentes gendtipos de
Capsicumspp. a dois isolados de ToSRV, sendo um provenigatéomateiro e outro de

piment&o.
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MATERIAL E METODOS
Avaliacdo da resisténcia d€apsicum spp. ao ToSRV

Vinte e nove genotipos d€apsicumspp., sendo 20 acessos @e annuum,2 de C.
baccatum,2 de C. frutesceng 5 deC. chinensg foram inoculadas com dois isolados de
ToSRV, além do tomateiro variedade Santa Claraaisacho controle positivo (Tabela 1).

A semeadura foi realizada em bandejas de poliastiexpandido com 220 células
contendo substrato comercial, avaliando-se 10 gdapor acesso. As mudas foram mantidas
em casa de vegetacdo e, por ocasido da inoculigan) transferidas para gaiolas teladas
com dimensfes 1x1x1 metros. A temperatura e a hsidade foram controladas, sendo de
aproximadamente, 25°C e 12 horas de fotoperiodepentivamente. As plantas foram

inoculadas aos 30 dias apds a semeadura.

Isolados de ToSRV:

Foram utilizados dois isolados de ToSRV, um promet@ de Capsicum annuum
(ToSRV-PJU) obtido por Nozaki (2007) e outro prdeete de tomateiro (ToSRV-Sk) cedido
pela Empresa Sakata Seed Sudamerica. Ambos foramidosgmseparadamente no cultivar de
tomate Santa Clara, para evitar contaminacgao.

A identidade de ambos os isolados de ToSRV foiioomafla por seqienciamento
parcial da capa protéica do seu DNA-A utilizandmseligonucleotideos descritos por Rojas
et al. (1993) e a variabilidade genética foi avaliada pétaica de RCA-RFLP (Inoue-Nagata
et al., 2004a; Haible et al., 2006). O DNA total éatraido pelo método de Dellapogtal.
(1983) e submetido a amplificacdo por circulo rdaRCA) com o kit Templi Phi

(Amersham Biosciences) adicionando-3d 5o tampé&o da amostra eull do DNA extraido.
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O DNA foi desnaturado a 95°C por 3 minutos e inmtedmente transferido para recipiente
contendo gelo triturado. A essa mistura, foramiadados 1L do tampé&o de reacao e QR

da enzima. A reacéo foi incubada a 30°C por 18sh@pds o término da incubacéo, a enzima
foi inativada aguecendo-se a reacao a 65°C porid@as. A reacdo de amplificagdo do DNA
foi diluida adicionando-se 3@ de TE (10mM Tris e 1ImM EDTA pH 8,0). Os produties
DNA dos isolados amplificados por Templi Phi forambmetidos a anélise de padrdo de
restricdo de fragmento (RFLP) com a enzima deigcéstHpall. A qualidade do DNA, o
tamanho do fragmento e a quantificacdo foram esdtisi@m gel de poliacrilamida a 10%
utilizando-se o marcador de comprimento 1 Kb DNAsPLadder (Invitrogen). O isolado
ToSRV-Sk apresentou pelo menos o dobro de sitietivdigem para a enzinkdpall do que o
isolado ToSRV-PJU (Figura 1). A comparacdo dosathod, com a técnica RCA-RFLP,
mostrou variabilidade genética entre eles, indioadderentes sitios de restricdo com a
enzima.

Inserir Figura 1

Método de inoculacdo e transmisséao utilizando o et

Colbnias deB. tabacibittipo B livres de virus coletadas em campo e idastem couve
(Brassica oleraceaé. var. acephala), soja(ycine mak e tomate $. lycopersicupnforam
utilizadas na transmissao do virus. Para a tras@imisforam empregados insetos adultos
coletados e transferidos com auxilio de aspiradcalb composto de um tubo de vidro. Os
insetos foram transferidos para pequenas gaiolatermdo ramos de plantas de tomateiro
infectados com o isolado ToSRV-PJU, o qual foi eente confirmado por PCR. Em cada

gaiola foram adicionados em torno de 1.000 insatiogtos, os quais foram mantidos em sala
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escura climatizada a 30°C por um periodo de acesaspiisicao (PAA) de 24 horas. Apds esse
PAA, as moscas-brancas, supostamente virulifeomamf transferidas para gaiolas maiores
contendo as bandejas com as plantas sadias, onan@Eeram por sete dias, durante o
periodo de acesso de inoculacdo (PAI), a fim denpver a transmissao o virus. Apos o PAl,
as plantas foram pulverizadas com inseticida paminacdo de todas as moscas-brancas,
ninfas e ovos depositados durante o PAI. As plaotasn mantidas em casa de vegetacao sob
temperatura de 25 a 30°C por um periodo de 30 skalo analisadas por PCR (Reacéo de
polimerase em cadeia) quanto a presenca de sintooheteccao do virus.

As bandejas contendo as mudas foram dispostas eamsala de criagdo de mosca-
branca diretamente na fonte de inéculo com o ToOSRMO PAI durou sete dias e, a seguir, as
mudas foram tratadas com inseticidas especificods A& periodo de transmissao, as bandejas
foram levadas para casa de vegetacdo e mantidagsssabesmas condicdes ambientais

descritas anteriormente.

Avaliacéo de sintomas e detecgédo PCR:

A avaliacédo foi realizada visualmente, verificars#opresenca de sintomas, e por PCR
aos 30 dias apo6s a inoculacdo. O DNA total foisgddtyr das dez plantas inoculadas por acesso,
segundo protocolo de Dellaposgtal. (1983).

Foram escolhidas as folhas apicais, pois, segumbhdet al (2008), € a regido mais
sensivel a deteccdo do virus, armazenando-se &.-Rf reacdo de PCR, foi utilizada uma
pré-mistura PCR Master Mix (Promega), seguindaasucdes do fabricante, e utilizou-se o
par de oligonucleotideos GemiA1202s 5" TGG TAG ACTG CTC GCG G ‘3 (senso) e

GemiAl1876a 5 CTC TTT CAC TAG CGT ACC G ‘3 (antisam), que flanqueiam parte dos
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genes que codificam a Rep (AC1) e a Trap (AC2) 8kp2007). O programa consistiu de
desnaturacao inicial a 95°C por 2 minutos, seguido40 ciclos a 94°C por 40 segundo,
anelamento a 54°C por 1 minuto e extensdo a 72fQ@ punuto, mais um passo de extenséo
final de 72°C durante 10 minutos. O fragmento deAlRMnplificado (800bp) foi submetido a

eletroforese em gel de agarose a 0,8% e coraddommeto de etidio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio de transmissdo do ToSRV por mosca-brandas as plantas de tomateiro
cultivar Santa Clara, utilizadas como controle,aforinfectadas por ambos os isolados,
apresentando 100% de infeccdo pelo virus.

Para o isolado ToSRV-SkK, 25 acessos foram susieipeesentando sintomas evidentes
da infeccdo. Os acess@s annuum(Pimenta ardida-AF2191%. annuum(lAC-545) e C.
annuum(Pimenta Serrano IAC 1129) apresentaram propord@eg10, 8/10 e 3/10 referentes
a relacédo entre namero de plantas infectadas ernloeeplantas inoculadas, respectivamente.
As plantas infectadas foram assintomaticas, evidedo uma tolerancia ao virus (Tabela 1).

Para o isolado ToSRV-PJU, 14 acessos comportaramrse suscetiveis. Os aces€bs
annuum(Hebron) eC. chinensgPimenta Habanero BG 592) tiveram propor¢des @6 &/
1/10 (plantas infectadas/plantas inoculadas) réispetente. As plantas infectadas néo
apresentaram sintomas da infeccdo, comportandoeseo ctolerantes. Doze genotipos
inoculados com esse isolado mostraram-se imunemalése com 30 dias apds inoculacdo
(DAI), nao tendo sido verificada presenca do DNA eenhuma das dez plantas/acesso
(Tabela 1).

Inserir Tabela 1
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Dentre as plantas deapsicumspp. suscetiveis, foram observados diferentesrsago
como deformacéo, rugosidade foliar, mosaico, ctaezdo de nervuras e reducao do porte da
planta. O isolado ToSRV-Sk mostrou-se mais sevemasionando o0 aparecimento dos
sintomas mais precocemente quando comparado aoVFB3R, bem como infectando a
grande parte dos acessos testados.

Dentre o0s gendtipos avaliado§;. annuum (Pimenta ardida-AF2191) apresentou
tolerancia para o isolado ToSRV-Sk e imunidade pa®RV-PJU, aos 30 d.a.i. . J&, 0 acesso
C. annuumgatarino Cascabel do México, foi considerado imame dois isolados de ToOSRV
no periodo avaliado. Ambos 0s gendtipos podemaees importantes e promissoras para
estudos e mapeamento de genes de resisténciansatda imelhoramento genético.

Em outras regibes do mundo, varios begomovirusrgni relatados er@apsicumspp.

No México, destacam-deepper huasteco viruPHV (Garzon-Tiznadet al.,1993),Pepper
golden mosaic virugPepGMV), Pepper huasteco yellow vein virdfpHYVV) e mais
recentemente o begomovirus monoparfl@onato yellow leaf curl viruéTYLCV) (Carrillo-
Tripp et al.,2007). Tanto enC. annuumcomo emC. chinensgo TYLCV foi verificado no
sul da Espanha (Reimd al.,1999) e Cuba (Quifiones al.,2002).

No Mexico, foi observada tolerdncia ao begomoviRleV em populacdes d€.
chinense(Godinez-Hernandeeat al., 2001). Morillaet al. (2005) demonstraram que, plantas
deC. annuunguando inoculadas com diferentes isolados de TY,LTXLCV-MId [ES01/99]

e TYLCV-[AIm], comportaram-se diferencialmente, deordo com método de inoculagéao;
pelo método de infiltracdo codgrobacterium tumefaciensenhuma planta de pimentao foi
infectada; por meio da biobalistica, foi possivetedtar o DNA viral, porém as plantas

permaneceram assintomaticas; e com inoculacdo pgcarbranca, detectou-se apenas o
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DNA do isolado TYLCV-[AIm], mas as plantas permagen assintomaticas. No presente
estudo, utilizou-se a mosca-branca como vetoraims para os genotipos, pois € a condicdo
que ocorre ha natureza.

Observou-se que 0s acessos testados apresentariam sonscetibilidade ao isolado
proveniente de tomateiro do que o de pimentdotaAvariabilidade genética dos begomovirus
se reflete no grande nimero de espécies desordasRegenmortedt al., 2000), o que, na
pratica, dificulta a adocdo das medidas de controdeno a eliminacdo de hospedeiras
alternativas. Assim, a utilizacdo de cultivaresisteates € considerada a medida mais
adequada para o controle de fitoviroses.

Estudos de divergéncia genética de populacbes aatapl deCapsicumspp. séo
importantes, pois possibilitam o monitoramento dendos de germoplasma, gerando
informacdes Uteis para preservacdo e uso dos acessoprogramas de melhoramento e
também na escolha de progenitores para mapeameginds (Sudrét al.,2005).

Vérios locos de resisténcia ao begomovirus monidpamYLCV foram mapeados em
varias espécies selvagens de tomateiro, incluBadanum pimpinellifoliumS. peruvianum, S.
chilense, S. habrochaitg¢kycopersicon hirsutuine S. cheesmaniagscott, 2006). A espécie
selvagentsolanum chilensBun. é fonte do genéy-1, com dominancia parcial e que confere
tolerancia a begomovirus. Esse gene pode ser eadontem diversas linhagens
comercializadas na Franca, Israel, Florida (EUAx& Américas (Zakagt al.,1991; Zamiret
al., 1994). Esse gene interfere na proteina viral doQYLe é mais eficiente em condi¢Ges de
baixo inéculo (Zamiet al.,1994). Segundo Kasrawt al. (1988), linhagens d8. peruvianum
f. humifusumC. H. Mull. e deS. peruvianungL.) Mill. exibiram resisténcia ao TYLCV. No

Brasil, ainda nédo foi detectada a presenca da iesp¥t.CV (Fariaet al.,1997; Ribeircet al.,
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ToSRV ToYVSV
M 1 2 3 4 M

2Kbh —»

1Kb —

Figura 1. Perfil eletroforético do produto de RCA digeridont enzimaHpall para os
isolados de ToSRV (1-ToSRV — Sakata, isolado deatep?2- ToSRV isolado de
pimentéo; 3- TOSRV-PJU, isolado de pimentédo) e ¥M®V. M= 1 Kb plus DNA
ladder (Invitrogen).
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CONCLUSOES GERAIS

O Tomato severe rugose VirBoSRV) € a espécie predominante de begomovirus no
Estado de S&o Paulo, tanto em pimentdo como emdoma

A técnica RCA é mais sensivel na deteccdo de begomsp comparado a PCR
tradicional;

Entre os isolados de ToSRV que infectam plantapichentdo e tomate verifica-se
maior variabilidade genética no genoma viral erfathos provenientes de tomateiro;

O bidtipo B deBemisia tabacfoi o Unico encontrado em areas produtoras deréne

e tomate do estado de S&o Paulo;

O acesso de pimentd@d annuumCatarino Cascabel do México comportou-se como
imune a dois isolados de ToSRV, na avaliacdo aasa®0apds inoculagao.
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Alinhamento de nucleotideos do DNA A do isolado de pimentdo (44E) proveniente da
regido de Regindpolis com o ToSRV (nimero de acesso DQ 207749) obtido no GenBank.

TOSRVPetrolinaDNA-A  ACCGGATGGCCGCGCGATTTTTCACC CCTTTAGTTTCAATTAAAGTAAAGTGATTGTCTG 60
DNA-Apimentao ACCGGATGGCCGCGCGATTTTTCACC  CCTTTAGTTTCAATTAAAGTAAAGTGACTGTCTG 60

TOSRVPetrolinaDNAA  TGGCCCAATCATATTGGGCCTGTCGAGCTTAGATATTTGTAACAAGTTAAGGCCCAATTT 120
DNAApimentao TGGCCCAATCATATTGGGCCTGTCGAG CTTAGATATTTGTAACAACTTAAGGCCCAAGTT 120

*%

TOSRVPetrolinaDNAA  GTTGAACGGCTATAAATTGAACATACA CTTTACTTTTGCTTTAATTCAAAATGCCTAAGC 180
DNAApimentao GTTAAACGGCTATAAATTGAACATACA CTTTACTTTTGCTTTAATTCAAAATGCCTAAGC 178

*kk

TOSRVPetrolinaDNAA  GTGATGCCCCATGGCGTTTAACGGCGGGAACTTCAAAGGTTTCCCGCTCTGTCAATTATT 240
DNAApimentao GTGATGCCCCATGGCGTTTAACGGCGG GAACTTCAAAGGTTTCCCGTTCTGTCAATTTTT 238

*%

TOSRVPetrolinaDNAA  CTCCCCGTGCAGGATATGGACCCAAATATAATAAGGCCGCTGAGTGGGTGAACAGGCCCA 300
DNAApimentao CTCCCCGTGCAGGATATAGACCCAAAT  ATAACAAGGCCTCTGAGTGGGTGAACAGGCCCA 298

*kkk

TOSRVPetrolinaDNAA  TGTACAGGAAGCCCAGGATCTACCGTACTTTGAGAGGCCCAGATGTTCCTAGAGGCTGTG 360
DNAApimentao TGTACAGGAAGCCCAGGATCTACCGTA CTTTGAGAGGCCCAGATGTTCCTAGAGGCTGTG 358

TOSRVPetrolinaDNAA  AAGGGCCTTGTAAGGTTCAGTCTTACG AGTCTCGTCATGATGTTTCCCATGTCGGGAAGG 420
DNAApimentao AAGGGCCTTGTAAGGTTCAGTCTTACG  AGTCTCGTCATGATGTTTCCCATGTCGGGAAGG 418

TOSRVPetrolinaDNAA  TGATTTGTGTGTCTGACGTTACACGTG GTAACGGTATTACTCACCGTGTTGGTAAGCGTT 480
DNAApimentao TGATTTGTGTGTCTGACGTTACACGTG GTAACGGTATTACTCACCGTGTTGGTAAGCGTT 478

TOSRVPetrolinaDNAA  TCTGCGTGAAGTCTGTATATATTTTAG GGAAGGTATGGATGGACGAGAGCATCAAGTTGA 540
DNAApimentao TCTGCGTGAAGTCTGTATATATTTTAG GGAAGGTATGGATGGATGAGAGCATCAAGTTGA 538

TOSRVPetrolinaDNAA  AGAATCACACAAATAGTGTGATGTTCT GGTTGGTTAGAGATCGGAGACCTTATTCGACAC 600
DNAApimentao AGAATCACACAAATAGTGTGATGTTCT GGTTGGTTAGAGATCGGAGACCCTATTCGACAC 598

TOSRVPetrolinaDNAA  CTATGGATTTTGGCCAGGTGTTCAACA TGTTTGACAACGAGCCTAGCACTGCAACTGTTA 660
DNAApimentao CTATGGATTTTGGCCAGGTCTTCAACA  TGTTTGACAACGAGCCTAGCACTGCAACTGTTA 658

TOSRVPetrolinaDNAA ~ AGAACGATCTTCGGGATCGTTTTCAGG TCATGCACAAGTTTTATGCCAAGGTTACTGGTG 720
DNAApimentao AGAACGATCTTCGGGATCGTTTTCAGG  TCATGCACAAGTTTTATGCCAAGGTTACTGGTG 718

TOSRVPetrolinaDNAA  GACAGTATGCCAGTAATGAGCAGGCATTAGTGAAGCGCTTTTGGAAGGTCAACAACAACG 780
DNAApimentao GACAGTATGCCAGTAATGATCAGGCAT TAGTGAAGCGCTTTTGGAAGGTCAACAACAACG 778

TOSRVPetrolinaDNAA  TAGTCTACAACCATCAGGAGGCAGGGAAATACGAGAATCATACTGAGAACGCCTTGCTAT 840
DNAApimentao TAGTCTACAACCATCAGGAGGCAGGGA AATACGAGAATCATACTGAGAACGCCTTGCTAT 838

TOSRVPetrolinaDNAA  TGTATATGGCATGTACTCATGCCTCTA ACCCCGTGTATGCTACATTGAAAATTCGGATCT 900
DNAApimentao TGTATATGGCATGTACTCATGCCTCTA ACCCCGTGTATGCTACATTGAAAATTCGGATCT 898
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TOSRVPetrolinaDNAA  ATTTTTATGATTCGATTACTAATTAAT  AAAATTTAAATTTTATTGAATGATTTTCGAGTA 960
DNAApimentao ATTTTTATGATTCGATTACTAATTAAT AAAATTTAAATTTTATTGAATGATTTTCGAGTA 958

TOSRVPetrolinaDNAA  CAGCATTTACATATGATTTGTCTGTTG CAAAACGAACAGCTCTGATTACATTATTAATGG 1020
DNAApimentao CAGCATTTACATATGATTTGTCTGTTG CGAAACGAACAGCTCTGATTACATTATTAATGG 1018
*

TOSRVPetrolinaDNAA  AAATAACGCCTAATCGATCTAGATACA ATAAGACTAAATATTTAAATCTAGTTAAATATG 1080
DNAApimentao AAATAACGCCTAAACGATCTAGATACA ATAAGACTAAATATTTAAATCTAGTTAAATATG 1078

TOSRVPetrolinaDNAA  TCGTCCCAGAAGCTGTCAGTGAAGTCGTCCATATCTGGAAGTTGAGGAAGCTCTTGTGGA 1140
DNAApimentao TCGTCCCAGAAGCTGTCAGTGAAGTCG TCCATATCTGGAAGTTGAGGAAGCTCTTGTGGA 1138

TOSRVPetrolinaDNAA  GATGCAATGCTCTCCTCAGGTTGTGGT TGAACCGTATTTGGACGTGGTAGACTCTGCTCG 1200
DNAApimentao GATGCAATGCTCTCCTCAGGTTGTGGT TGAACCGTATTTGGACGTGGTAGACTCTGCTCG 1198

TOSRVPetrolinaDNAA  CGGTGTACATTGGATCCTCCACTCTGT TTATCTTGAAATAGAGGGGATTTGATATCTCCC 1260
DNAApimentao CGGTGTACATTGGATCCTCCACTCTGT  TTATCTTGAAATAGAGGGGATTTGATATCTCCC 1258

TOSRVPetrolinaDNAA  AAATATAAACGCCATTCTCTGCCTGAC GTGCAGTGATGAGTTCCCCTGTGCGTGAATCCA 1320
DNAApimentao AAATATAGACGCCATTCTCTGCCTGAC GTGCAGTGATGAGTTCCCCTGTGCGTGAATCCA 1318

TOSRVPetrolinaDNAA  TGTCCTCTGCAGTCGATGTGTACGTAA ATAGAGCACCCGCACTCTATATCAATTCGTCGT 1380
DNAApimentao TGTCCTCTACAGTCGATGTGTACGTAA  ATAGAGCACCCGCACTCTATATCAATTCGTCGT 1378

TOSRVPetrolinaDNAA  CTCCTGATTCCTCGTTTTTTAGCAACT CTGTGTTGTACCTTGATAGAGGGGGGTGTTAAG 1440
DNAApimentao CTCCTGATTCCTCGTTTTTTAGCAGCT CTGTGTTGTACCTTGATAGAGGGGGGTGTTAAG 1438

*%

TOSRVPetrolinaDNAA  GAAGACGAATTTCGCATTGTGCTTTGT CCAATTATTTAGACTTGCATTTTCTTCTTTGTC 1500
DNAApimentao GAAGACGAATTTCGCATTGTGCTTTGT CCAATTATTTAGACTTGCATTTTCTTCTTTGTC 1498

TOSRVPetrolinaDNAA ~ GAGGAAACATTTATAGCTGGCCCCCTC GCCAGGATTGCAAAGCACGATGCATGGGATACC 1560
DNAApimentao GAGGAAACATTTATAGCTGGCCCCCTC  GCCAGGATTGCAAAGCACGATGCATGGGATACC 1558

TOSRVPetrolinaDNAA  ACCTTTAATTTGAACTGGCTTTCCGTA TTTGCAGTTTGATTGCCAATCCTTTTGGGCCCC 1620
DNAApimentao ACCTTTAATTTGAACTGGCTTTCCGTA TTTGCAGTTTGATTGCCAATCCTTTTGGGCCCC 1618

TOSRVPetrolinaDNAA  AAGCAATTCTTTCCAGTGCTTTAACTT TAGATAGTGCGGTGCGATGTCATCAATGACGTT 1680
DNAApimentao CAGCAATTCTTTCCAGTGCTTTAACTT TAGATAGTGCGGTGCGATGTCATCAATGACGTT 1678

TOSRVPetrolinaDNAA  ATATTCAACATGATTTGAATAAACCCT AGGATTGAAATCTAGGTGTCCACTCAAATAATT 1740
DNAApimentao ATATTCAACATGATTTGAATAAACCCT AGGATTGAAATCTAGGTGTCCACTCAAATAATT 1738

TOSRVPetrolinaDNAA  ATGGGCCCCTAATGCACGTGCCCACATCGTCTTTCCCGTTCGAGAATCACCTTCAATGAT 1800
DNAApimentao ATGGACCCCTAATGCACGTGCCCACAT CGTCTTTCCCGTTCGAGAATCACCTTCAATGAT 1798

*kkk
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TOSRVPetrolinaDNAA  GATACTAATAGGTCGTTCCGGCCGCGCAGCGGCACCTCTCCCAAAAGAGTCATCTGCCCA 1860
DNAApimentao GATACTAATAGGTCTTTCCGGCCGCGC AGCGGCACCTCTCCCAAAATAGTCATCTGCCCA 1858

TOSRVPetrolinaDNAA  AGCTTGCATCTCTCTCGGTACGCTAGT GAAAGAGGAGAGGGGAAACGTAGGGGCCCATGG 1920
DNAApimentao AGCTTGCATCTCTCTCGGTACGCTAGT  GAAAGAGGAGAGGGGAAACGTAGGGGCCCATGG 1918

TOSRVPetrolinaDNAA  CTCCGGAGCCCTTGTAAATATCCTATC TAAATTACTATTTAGATTGTGAAACTGAAATAA 1980
DNAApimentao CTCCGGAGCCCTTGTAAATATCCTATC TAAATTACTATTTAGATTGTGGAACTGAAATAA 1978

TOSRVPetrolinaDNAA  GAACTTTTCAGGCAGCTTCTCACGGAT TATCTGCAAGGCGACGTCTTTGGAAGGTGCGTT 2040
DNAApimentao GAACTTTTCAGGCAGCTTCTCACGGAT  TATCTGCAAGGCGACGTCTTTGGAAGGTGCGTT 2038

TOSRVPetrolinaDNAA  CAAGGCTTCTGCGGCAGCGTCGTTAGCTGTCTGGCAACCGCCTCTAGCACTTCTTCCGTC 2100
DNAApimentao CAAGGCTTCTGCGGCAGCGTGGTTAGC TGTCTGGCAACCGCCTCTAGCACTTCTTCCGTC 2098

TOSRVPetrolinaDNAA  GATTTGGAATTCCCCCCACTCGATAGT ATCTCCGTCCTTATCGACATAGGATTTGACGTC 2160
DNAApimentao GATTTGGAATTCCCCCCACTCGATAGT  ATCTCCGTCCTTGTCGACATATGATTTGACGTC 2158

TOSRVPetrolinaDNAA  GGACGATGACTTAGCTCTCTGAATGTT CGGATGGAAATGTGTTGACCTTGTTGGGGAGAC 2220
DNAApimentao GGACGATGACTTAGCTCTCTGAATGTT  CGGATGGAAATGTGTTGACCTTGTTGGGGAGAC 2218

TOSRVPetrolinaDNAA  CAGGTCGAAGAATCGTTGATTTTGGCA GCAGTAGTTGCCCTCAAATTGAAGAAGCACGTG 2280
DNAApimentao CAGGTCGAAGAATCGTTGATTTTGGCA  GCAGTAGTTGCCCTCAAATTGAAGAAGCACGTG 2278

TOSRVPetrolinaDNAA  GAGATGAGGCTCCCCATTTTCATGGAG CTCTCTGCAAACCTTGATGAACTTCTTATTTGT 2340
DNAApimentao GAGATGAGGCTCCCCATTTTCATGGAG CTCTCTGCAAACCTTGATGAACTTTTTATTTGT 2338

TOSRVPetrolinaDNAA  AGGAGTGTTTAGGGTTTTTAATTGGGA AAGTGCTTCTTCTTTCGATAATGAGCATTTGGG 2400
DNAApimentao AGGAGTGTTTAGGGTTTTTAATTGGGA  AAGTGCTTCTTCTTTCGATAATGAGCATTTGGG 2398

TOSRVPetrolinaDNAA  ATATGTGAGGAAATAATTCTTCGCTTT TATTTGAAAGCGCTTTGGAGCTGATGGCATATT 2460
DNAApimentao ATATGTGAGGAAATAATTCTTCGCTTT TATTTGAAAGCGCTTTGGAGCTGATGGCATATT 2458

TOSRVPetrolinaDNAA  TGTAAATATGACCCTTACTACCAAATG GTAGCTGCTCTAAAACTCATATCAATTGGTAGT 2520
DNAApimentao TGTAAATATGACACTTACTACCAATTG GTAGCTGCTCTAAAACTCATATGAATTGGTAGT 2518
*% * *

TOSRVPetrolinaDNAA  TATGGTAGCTCTTATATAGTAGAAGTT CTCTTTAAGGAGATTGCTACACGTGGCGGCCAT 2580
DNAApimentao TATGGTAGCTCTTATATAGTAGAAGTT CCTTCTAAGGAGATTGCCACACGTGGCGGCCAT 2578
* *

TOSRVPetrolinaDNAA  CCGTTATAATATT 2593
DNAApimentao CCGTTATAATATT 2591

*kkkkkkkkkkkk



Alinhamento de nucleotideos do DNA B do isolado de pimentéo (82A) proveniente da regido de
Santa Cruz do Rio PArdo com o ToRMV (namero de aces so AF291706 obtido no GenBank.

Alinhamento do DNA B do genoma seqlienciado do isola do de pimentdo e sequencia obtida no
GenBank TORMV ( AF291706por CLUSTAL 2.0

TomatorugosemosaicDNA-B. TGGCATATTTGTAAATATGACC CTTACTACCAATTGGTAGCTGCTCTAAA 50
DNABpimentao TGGCATATTTGTAAATATGACA CTTACTACCAATTGGTAGCTGCTCTAAA 50

Kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

TomatorugosemosaicDNA-B~ ACTCATATGAATTGGTAGTAAT GGTAGCTCTTATATAGTAGAAGTTCCTT 100
DNABpimentao ACTCATATGAATTGGTAGTTAT GGTAGCTCTTATATAGTAGAAGTTCCTT 100

Kkkkkkkkkkkkkkkkhkkkk k%

TomatorugosemosaicDNA-B  CTAAGGAGATTGCTACACGTGG CCGGCCATCCGTTATAATATTACCGGAT 149
DNABpimentao CTAAGGAGATTGCCACACGTGG C-GGCCATCCGTTATAATATTACCGGAT 149

TomatorugosemosaicDNA-B. GGCCGCCCGATTTTTCTTATCT GCTACGTGGCGAAATCGTGTACGTTGCC 199
DNABpimentao GGCCGCGCGATTTTTCTTATCT GCTACGTGGCGAAATCGTGTACGTTGCC 199

TomatorugosemosaicDNA-B  TCGCGCTTTCCATTTTAATTGA GCGCTTTTTTGAAGTCCGCGAAATGAGT 249
DNABpimentao TCGCGCTTTCCATTTTAATTGA GCGCATTTT-GAAGTCCGCGAAATGAGT 248

kkkk kkkk kkkkkkkkkkkkkkkhkkkx

TomatorugosemosaicDNA-B~ TAATTGTCTTTTTGAAATCCGC  TGTTTATGAATCACCTTTAATTTGAATT 299
DNABpimentao TAATTGTCTTTTTGAAATCCGC T-TTTGTGAATCACCTTTAATTTTAATT 297

* kkk kkkkkkkkkkkkkkhkkk k*kkk

TomatorugosemosaicDNA-B AAAGGTTGGATAGTTCGTATTG ATCAATCATTTCGCTGGTTTATTTCCTG 349
DNABpimentao AAAGGTTGGATAGTTCGTATTG ATCAATCATTTCGCTGGTTTATTTCCTG 347

TomatorugosemosaicDNA-B.  TCGTGGTGTAATTACAACCGTT CGTTAAAAATATAAGAAATTTACGACGT 399
DNABpimentao TCGTGGTGTAATTACAACCGTT CGTTAAAAATATAAGAAATTTACGACGT 397

TomatorugosemosaicDNA-B. GGACTGTCTAAATTTCATCTAC ATAGTTAATTTGACAAATGAATGCATAT 449
DNABpimentao GGACTGTCTAAATTTCATCTAC ATAGTTAATTTGACAAATGAAAGCATAT 447

TomatorugosemosaicDNA-B TTAAACTCTGCTTTCGTGTGGG TTTACACCACGTCTATACATATTGTCCA 499
DNABpimentao TTAAACTCCGCTTTCGTGTGGG TTTACACCACGTCTATACATATTGTCCA 497

TomatorugosemosaicDNA-B GGTTATTTTGTCTAAGTATAAT  TTATATTTTGTCTTATCTTATTATCTGA 549
DNABpimentao GGTTATTTTGTCTAAGTATAAT TTATATTTTGTCTTATCTTATTATCTGA 547

TomatorugosemosaicDNA-B ACATGTATCCCATTAAGTATAG ACGTGGAATGTTGTTTAATCATCGACGA 599
DNABpimentao ACATGTATCCCATTAAGTATAG ACGTGGAATGTTGTTTAATCATCGACGA 597

TomatorugosemosaicDNA-B GGTTACTCATCTAATCCCGTGT TTAAGCGTTTACACGGAGCGAAACGAAG 649
DNABpimentao GCTTACTCATCTAATCCCGTAT TTAAGCGTTTACACGGAGCGAAACGAAG 647

* kkkkkkkkkkkkkkkkkk %

TomatorugosemosaicDNA-B TGATTTCAAGCGTCGTTCGAGT AATCAGATTAAGAGCATGGATGAGACTA 699
DNABpimentao TGATTTCAAGCGTCGTTCGAGT AATCAGATTAAGAGCATGGATGAGACTA 697




TomatorugosemosaicDNA-B AAATGTCTGTTCAGCGGATTCA
DNABpimentao AAATGTCTGTTCAGCGGATTCA

TomatorugosemosaicDNA-B ATTGGCCACAATTCTGCCATAT
DNABpimentao ATTGGCCACAATTCTGCAATAT

Kkkkkkkkkkkkkkkkhkk kkkk

TomatorugosemosaicDNA-B~ TAAGACTGTCCCGAACCGTTGT
DNABpimentao TAAAACTGTCCCGAACCGTTGT

kkk kkkkkkkkkkkkkkkkkk

TomatorugosemosaicDNA-B~ GTTTTAAAGGAACAATCAAGAT
DNABpimentao GTTTTAAAGGTACAATCAAGAT

TomatorugosemosaicDNA-B GACGGTACAAGTCCAATGATTG
DNABpimentao GACGGTACAAGTCCAATGATTG

TomatorugosemosaicDNA-B  TGATCGCAAACCTCATTTGGGC
DNABpimentao TGATCGCAAACCTCATTTGGGC

TomatorugosemosaicDNA-B  AGATATTTGGTGCAAGGATTCA
DNABpimentao AGATATTTGGTGCAAGGATTCA

TomatorugosemosaicDNA-B TCTCTGAAAGAGCGTTTTTACA
DNABpimentao TCTCTGAAAGAGCGTTTTTACA

TomatorugosemosaicDNA-B TGTTGAGAAGGATACAACCATG
DNABpimentao CGTTGAGAAGGATACAACCATG

Kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

TomatorugosemosaicDNA-B ~ CTAACAGGCGTTTTAATTGT-G
DNABpimentao CTAACAGGCGTTTTAATTGTTG

*kkkkkkkkkkkkkkkkkkk %

TomatorugosemosaicDNA-B ATCATGTAATGGTGTTTATGCA
DNABpimentao ATCATGTAATGGTGTTTATGCA

TomatorugosemosaicDNA-B ~ ATTACTGTTGGATGTCTGATAA
DNABpimentao ATTACTGTTGGATGTCTGATAA

TomatorugosemosaicDNA-B TTTGATCTTGATTATGTTGGTT
DNABpimentao TTTGACCTTGATTATGTTGGCT

Kkkkkk kkkkkkkkkkkkkk *

TomatorugosemosaicDNA-B ~ ATAATGTTTAACTCGCTTTAAT
DNABpimentao ATAATGTTTAACTCTCTTTAAT

TomatorugosemosaicDNA-B ATGTTCAACTCGCATTAATAAC
DNABpimentao ATGTTCAACTCGCAGTAATATC

*kkkkkkkkkkkkk kkkkk %

TomatorugosemosaicDNA-B  TTATTTTAAAGATTTTGGCTGT
DNABpimentao TTATTTTAAAGATTTAGGCTGT

TGAGAACCAGTTTGGCCCTGAATTTGTA 749
TGAGAACCAGTTTGGCCCTGAATTTGTA 747

CCACATTCATTACATTCCCTACTCTTTG 799
CCACATTCATTACATTCCCTACTCTTTG 797

AGGTCATACATAAAGTTAAGACGACTAC 849
AGGTCATACATAAAGTTAAGACGACTAC 847

TGACCGTGTTCATGCTGAGGTGAATATG 899
TGACCGTGTTCATGCTGAGGTGAATATG 897

AAGGAGTCTTCTCTCTGGTTGTAGTCGT 949
AAGGAGTCTTCTCTCTGGTTGTAGTCGT 947

TCATCTGGAACTCTGCATTCTTTTGATG 999
TCATCTGGAACTCTGCACTCTTTTGATG 997

TAGCCATGGTAACCTGGCAATAGTATCA 1049
TAGCCATGGTAACCTGGCAATAGTATCA 1047

TACGTCACGTTTGGAAGAAAGTAATATC 1099
TACGTCACGTTTGGAAGAAAGTACTATC 1097

*kkk

GTTGATGTTGAAGGAAGTACTATTTTAT 1149
GTTGATGTTGAAGGAAGTACTATTTTAT 1147

GTCATCCCTTTAAGGATATTGACCGTGA 1198
GTCATCC-TTTAAGGATATTGACCGTGA 1196

AACATAAGCAAGAACGCCCTGTTAGTTT 1248
AACATAAGCAAGAACGCCCTGTTAGTTT 1246

TGTGTCTAAGGCATCGACATTTGTATCA 1298
TGTGTCTAAGGCATCGACATTTGTATCA 1296

AAATAGTAAGTGTAATACGTGATTAGTA 1348
AAATAGTAAGTGTAATACATGATTATTA 1346

*%

AATAAATACAAGTACTTGTTCAGTAATA 1398
AATAAATACAAGTATTTGTTCAGTAATA 1396

AAAAAAAATGTGTATAATAATATAGAAT 1448
AAAAAAA-TGTGTTTAATAATATAGAAT 1445

*kkkk

GAAGGAGTACAGTTGCTGTTTATACATT 1498
GAAGGAGTACAGTTGCTGTTTATACATT 1495

98



TomatorugosemosaicDNA-B  CATGGGCCGCTGCTTTAACAAG
DNABpimentao CATGGGCCGCTGCTTTAACAAG

TomatorugosemosaicDNA-B ATGTTCGATTGGGCCCTTTGAG
DNABpimentao ATGTTCGATTGGGCCCTTTGAG

TomatorugosemosaicDNA-B  GTCTAATGTGCCTGTACCCAGT
DNABpimentao GTCTAATGTGCCTGTACCCAGT

TomatorugosemosaicDNA-B  CGTTCTCTATATCTGAGCCCGC
DNABpimentao CGTTCTCTATATCTGAGCCCGC

TomatorugosemosaicDNA-B  CTAACAGCCCATGACTCTCCGG
DNABpimentao CTAACAGCCCATGACTCTCCGG

TomatorugosemosaicDNA-B  CAATCTTGATATTGAGGCGGAT
DNABpimentao CAATCTGGATATTGAAGCGGAT

TomatorugosemosaicDNA-B  AGCCTACGTGACTGAAATCAAT
DNABpimentao AGCCTACGTGACTGAAATCAAT

TomatorugosemosaicDNA-B~ ATCTTCACCGTTGGGGCACGGA
DNABpimentao ATCTTCACCGTTGGGGCACGGA

TomatorugosemosaicDNA-B CGAGAGTTTCAGTCTCCCTTTG
DNABpimentao CGAGAGTTTCAGTCTCCCTTTG

TomatorugosemosaicDNA-B  CGTTCGTGTCACATACTCTGTA
DNABpimentao CGTTCGTGTCACATACTCTGTA

TomatorugosemosaicDNA-B AGGGAGAAGAACGACGACGAAA
DNABpimentao AGGGAGAAGAACGACGACGAAA

TomatorugosemosaicDNA-B  AGGAAAGGTCCACGACGCCTGT
DNABpimentao AGGAAAGGTCCACGACGCCTGT

TomatorugosemosaicDNA-B  CATGAATCTCCACTATAACTGA
DNABpimentao CATGAATTTCGACTATAACTGA

*% *

TomatorugosemosaicDNA-B ~ CTGTATTCTATTACGCAATGGT
DNABpimentao CTGTATTCTATTACGCAATGGT

TomatorugosemosaicDNA-B  TGCGCTTAATTGAGACGCCGTT
DNABpimentao TGCGCTTAATTGAGACGCCGTT

TomatorugosemosaicDNA-B GATCATGGGAAAGCTGATATTC
DNABpimentao GATCATGGGAAAGCTGATATTC

TTCGTTTAATTGGGCCATTGACAGTGTT 1548
TTCGTTTAATTGGGCCATTGACAATGTT 1545

*kkk

CACCAATTACGGACGCAGAATCACCTGG 1598
CACCAATTACGGATGCAGAATCACCTGG 1595

CTATGTAATTGTCTGTATGGATGCATCG 1648
CTATGTAATTGTCTGTATGGATGCATCG 1645

CTCTGATGGGCTTAAGCCTACAGTACTT 1698
CTCTGATGGGCTTAAGCCTATAGTACTT 1695

GCATTATTTCAAGTGGGTTGTGAAGGCC 1748
GCATTATTTCAAGTGGGTTGTGAAGGCC 1745

CTGATCATCTTCCTTTCCCATTTGCCAT 1798
CTGATCATCTTTCTTTCCCATTTGCCAT 1795

GTCCTTATCTGTAAATTGTTTTGAAAGG 1848
ATCCTTTTCTGTAAACTGTTTTGAAAGG 1845

Kkkkkk kkkkkkkk kkkkkkkkkkkk

AAGGTATATCAACCGAATGTTTAGCCGT 1898
AAGGTATATCAACCGAATGTTTAGCCGT 1895

AATTTAGCGAAGTGGGTACTCTGGTGAA 1948
AATTTAGCGAAGTGGGTACTCTGGTGAA 1945

GTACAATTTCCATGGAATTGGGTCCTTA 1998
GTACAATTTCCATGGAATTGGGTCCTTA 1995

AGTAGTGAAGATCTATGTTACATCTGAT 2048
AGTAGTGAAGATCTATGTTACATCTGAT 2045

AGTGATTCATTTTCCGTCATTCTTCTGT 2098
AGTGATTCATTGTCCGTCATTCTTCTGT 2095

ACCTACGGCGTTAATTGGTACCTGTTGT 2148
ACCTACGGCGTTAATTGGTACCTGTTGT 2145

CGATTTTCATACAGCTACGACTAAGCCT 2198
CGATTTTCATACAGCTACGACTAAGCCT 2195

GAAGGGAATTGAAGCATAATCTCGGTTA 2248
GAAGGGAATTGAAGCATAATCTCGGTTA 2245

ATCACGCTTAGATTCTATATAATTAAAT 2298
ATCACGCTTAGATTCTATATAATTAAAT 2295

99



TomatorugosemosaicDNA-B~ GCGTTGGGAGGATTTACAAGCT
DNABpimentao GCGTTGGGAGGATTCACAAGCT

TomatorugosemosaicDNA-B  CAGCGACAATGTTTGAGGAAAG
DNABpimentao CAGCGACAATGTTTGGGGAAAG

TomatorugosemosaicDNA-B TCAACTGAATATATGACAAGAA
DNABpimentao TCAACTGAATATATGACAAGAA

TomatorugosemosaicDNA-B GGAGATGATAATAACTAAAAAA
DNABpimentao GGAGATGATAATAACTAAAAAA

TomatorugosemosaicDNA-B GGAGATATTGTCTATTTTAGGT
DNABpimentao GGAGATATTGTCTATTTTAGGT

TomatorugosemosaicDNA-B ~ CTTTAAATAGAATTTTTAAGGC
DNABpimentao CTTTAAATAGAATTTTAAAGGC

*kkkkkkkkkkkkkkk kkkkk
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GAGATTCCATTATTGAAAATAGGGAGCG 2348
GAGATTCCATTATTGAAAATAGGGAGCG 2345

TTAATAAGGGAAGATGATAATATTTTCG 2398
TTAATAAGGGAAGATGATAATATTTTCG 2395

AATTGTCTGTTGATCCAATTGGTAAATT 2448
AATTGTCTGGTGATCCAATTGGGAAATT 2445

*kkkk

CGAGGAATCAGGAGAAGACGAATTGAGA 2498
CGAGGAATCAGGAGAAGACGAATTGAGA 2495

GTAATTGATAAATACCCCTCTATTTGCT 2548
GTAATTGATAAATACCCCTCTATTTGCT 2545

AA 2572
AA 2569



Tabela 1.Locais de coleta de amostras de pimentdo e pimeintagero de amostras coletadas, e andlise das amostr
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Resultado positivo

Data Municipio Propriedade Variedade Amostras PCR RCA
24/01/2007 Piraju 1 Prador R 1A - 1IN 14 4 4
24/01/2007  Piraja 2 Prador R 3A 1 0 -
24/01/2007  Piraju 3 Prador R 4A — 4K 11 4 4
24/01/2007  Oleo 5 Wando 5A-C 3 0 -
24/01/2007  Sta Cruz do Rio Pardo 6 Eppo 8A -F 6 2 2
24/01/2007  Sta Cruz do Rio Pardo 7 Eppo 9A -G 7 6 6
24/01/2007  Sta Cruz do Rio Pardo 7 Margarita 1m- 4 0 -
24/01/2007  Sta Cruz do Rio Pardo 7 Max 11AeB 2 0 -
26/02/2007 S&o Miguel Arcanjo 1 Dahra R 12A-F 6 0 0
26/02/2007  Sao Miguel Arcanjo 2 Rubia 13A-H 8 0 2
26/02/2007  Sao Miguel Arcanjo 2 Magali R 14A e B 2 0 0
26/02/2007  Sao Miguel Arcanjo 2 Silver 15A-D 4 0 0
26/02/2007  Sao Miguel Arcanjo 2 Maximo 16 A—N 14 0 2
26/02/2007  Sao Miguel Arcanjo 2 Eppo 17A-C 3 0 0
26/02/2007  Sao Miguel Arcanjo 2 Sandy 18A-E 5 0 1
26/02/2007  S&o Miguel Arcanjo 3 P36 19A-H 8 0 2
26/02/2007  S&o Miguel Arcanjo 3 Prador R 20A-N 4 1 0 1
26/02/2007 Capéo Bonito 4 Prador R 21A-T 20 0 4
26/02/2007 Itapetininga 5 Sandy 22 A—1 9 1 6
26/02/2007 Itapetininga 5 Wando 23A-J 10 3 6
23/05/2007 Reginopolis 1 Platania 24 A 1 0 0
23/05/2007  Reginopolis 1 Rubia 25A-E 5 0 0
23/05/2007  Reginopolis 1 Eppo 26 A—E 5 0 0
23/05/2007  Reginopolis 2 Pimenta dedo-mogca 27 A—-F6 0 3
23/05/2007 Regindpolis 2 Lipari 28A-E 5 0 2
23/05/2007 Regindpolis 3 Eppo 29A-E 5 1 2
23/05/2007  Reginopolis 3 Plateiro 30A-C 3 0 3
23/05/2007 Avai 4 Margarita 31A-K 11 1 5
19/09/2007 Itapetininga 1 7086 Sakata 32AeB 2 0 2
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19/09/2007 Itapetininga 1 7302 33A-H 8 0 4
19/09/2007 Itapetininga 1 7125 34A-N 14 0 8
19/09/2007 Itapetininga 1 Rubia R 35A-J 10 0 3
19/09/2007 Itapetininga 2 Rubia R 36 A-C 3 0 0
19/09/2007 Itapetininga 2 Margarita 37A-C 3 0 3
19/09/2007 Sao Miguel Arcanjo 3 P36 38A-D 4 0 3
03/10/2007 Lins 1 Maximos 39A-X 23 0 1
03/10/2007 Lins 1 Magali R 40A-E 5 0 3
03/10/2007 Lins 2 Magali R 41 A—N 14 0 1
03/10/2007 Regindpolis 3 Eppo 42 A-H 8 0 2
03/10/2007 Regindpolis 3 Margarita 43 A-E 5 1 3
03/10/2007 Regindpolis 4 Margarita 44 A -G 7 1 7
03/10/2007  Avai 5 Eppo 45A-C 3 0 3
22/10/2007 Tejupa 1 Prador R 46 A-0O 15 10 14
22/10/2007 Tejupa 1 Paloma 47 A 1 0 1
22/10/2007 Tejupa 1 Plateiro 48 A—-B 2 0 1
22/10/2007 Tejupa 1 Wando 49A-C 3 0 2
22/10/2007 Tejupa 1 Astro 50A-G 7 4 7
22/10/2007 Tejupa 1 Atlantis 51A-B 2 0 1
22/10/2007  Tejupa 2 P 36 52A-H 8 1 5
22/10/2007 Tejupa 2 Magali R 53A-E 5 0 4
22/10/2007 Tejupa 2 Atlantis 54A-D 4 0 4
22/10/2007  Tejupa 3 P 36 55A-F 6 0 0
22/10/2007 Tejupa 3 Quantum R 56 A—E 5 0 0
22/10/2007  Sta Cruz do Rio Pardo 5 7086 57A-L 12 0 4
22/10/2007  Sta Cruz do Rio Pardo 5 Creme 58A-F 6 0 1
22/10/2007  Sta Cruz do Rio Pardo 5 Roxo AeB 2 0 1
22/10/2007  Sta Cruz do Rio Pardo 5 Margarita 50A - 7 0 2
04/12/2007 Itapetininga 1 Sandy (F2) 60A-N 14 14 14
04/12/2007 Itapetininga 1 Ducato 61A-D 4 4 4
04/12/2007 Itapetininga 1 Foulk 62A-B 2 1 2
04/12/2007 Itapetininga 1 Belconi 63A-B 2 2 2
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04/12/2007 Itapetininga 1 AF 2125 64 A-C 3 1 3
04/12/2007  Sao Miguel Arcanjo 2 Prador 65 A 1 0 1
04/12/2007  Sao Miguel Arcanjo 2 Wando 66 A 1 0 1
04/12/2007  Sao Miguel Arcanjo 3 Prador R 67A-D 4 0 2
04/12/2007  S&o Miguel Arcanjo 4 Maximos 68 A 1 0 1
04/12/2007  S&o Miguel Arcanjo 5 Wando 69A-E 5 0 4
05/12/2007 Cafelandia 1 Magali R 70A-H 8 0 5
05/12/2007 Cafelandia 2 Magali R 71A-J 10 0 5
05/12/2007 Regindpolis 3 7186 72A-1 9 0 4
08/01/2008 Piraju 1 Zarco 73AeB 2 1 2
08/01/2008 Piraju 1 Paloma 74 A-E 5 4 5
08/01/2008 Piraju 1 P 36 75A-F 6 2 5
08/01/2008 Tejupa 2 Astro 76 A-L 12 2 11
08/01/2008 Tejupa 2 Prador R 77TA-G 7 2 5
08/01/2008 Tejupa 3 Plateiro 78A-G 7 2 5
08/01/2008 Tejupa 3 Magali R 79A-C 3 0 2
08/01/2008 Tejupa 3 Atlantis 80AeB 2 0 1
08/01/2008 Tejupa 3 Wando 8l1A-K 11 1 9
08/01/2008  Sta Cruz do Rio Pardo 4 Prador R 82A- 0 3
08/01/2008 Sta Cruz do Rio Pardo 4 Lilac-Roxo 33 M 13 14
08/01/2008 Sta Cruz do Rio Pardo 4 Impacto 84 A-D 4 0 4
04/03/2008 Itapetininga 1 Atlantis 85A-F 6 0 2
04/03/2008 Itapetininga 2 Rubia R 86A-S 19 1 8
04/03/2008 Itapetininga 2 P36 87A-F 6 0 1
04/03/2008 Sao Miguel Arcanjo 3 Atlantis 89A-H 8 O 5
04/03/2008 Sao Miguel Arcanjo 3 Diplomata 90A-H 8 0 5
08/04/2008 Sabino 1 Magali R 91A-E 5 0 0
08/04/2008  Pirajui 3 Margarita 92A-L 12 0 9
08/04/2008  Pirajui 3 Eppo 93AeB 2 0 0
08/04/2008  Pirajui 3 Linea 94AeB 2 0 2
09/04/2008 lacanga 1 Margarita 95A-D 4 0 2
09/04/2008 lacanga 1 Eppo 96 A-G 7 0 0
28/04/2008 Timburi 1 Prador R 97A-C 3 0 0
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28/04/2008  Timburi 1 P36 98 A-G 7 0 0
28/04/2008  Timburi 1 Dinamo 9 A-E 5 0 0
28/04/2008  Timburi 1 Lipari 100A-H 8 0 0
28/04/2008  Piraju 3 Zarco 101A-G 7 1 2
28/04/2008 Piraju 3 P36 102A-G 7 7 7
28/04/2008 Tejupa 4 Paloma 103A-H 8 1 2
028/04/2008 Tejupa 4 Prador R 104A-L 12 0 3
28/04/2008 Sta Cruz Rio Pardo 5 Eppo 105A-B 2 0 2
28/05/2008 Itapetininga 1 Atlantis 106 A—-J 10 0 6
28/05/2008 Itapetininga 2 Dahra 107 A-B 2 0 2
28/05/2008 Itapetininga 2 Rubia R 108 A-D 4 0 4
28/05/2008 Itapetininga 3 P36 109 A-C 3 0 2
28/05/2008 Itapetininga 3 Sandy 110 A-C 3 0 0
28/05/2008 Itapetininga 3 Dahra 111 A-B 2 0 2
28/05/2008 S&o Miguel Arcanjo 4 Wando 112 A-D 4 0 3
28/05/2008 S&o Miguel Arcanjo 5 Dahra 112 A-D 4 0 2
28/05/2008  Sao Miguel Arcanjo 6 Maximos 113 A-E 5 0 0
20/07/2008 S&o Manuel 1 - 114 A-C 3 0 2
98 332
TOTAL 709 138206)  (46,83%)




Tabela 2.Locais de coleta de amostras de tomateiro, nUneembstras coletadas, e analise das amostras.
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. . . Nuamero de Resultado positivo

Data Municipio Propriedade Variedade AMOStras PCR RCA
08/04/2008 Sabino 1 Carmen 1-4 4 3 4
28/05/2008 Sé&o Miguel Arcanjo 4 Rubi 5-14 10 0 2
28/05/2008 Sé&o Miguel Arcanjo 5 Santa Clara 15-3824 6 18
02/06/2008 Séao Pedro do Turvo 1 Cordilheira 39-4911 8 11
12/08/2008 Piraju 1 Cordilheira 50-51 2 0 2
12/08/2008 Piraju 1 Colibri 52-55 3 0 3
12/08/2008 Piraju 1 Débora 56-64 9 0 4
12/08/2008 Santa Cruz do Rio Pardo 3 Colibri 65-69 5 4 5
12/08/2008 Santa Cruz do Rio Pardo 4 Colibri 70-75 6 5 6
12/08/2008 Santa Cruz do Rio Pardo 5 Colibri 76-82 7 5 7
20/08/2008 Sabino 1 Helen 83-85 3 0 1
20/08/2008 Sabino 1 Maiorca 86 1 0 1
20/08/2008 Sabino 1 Paron 87-90 4 2 4
20/08/2008 Lins 2 Paron 91-93 3 3 3
20/08/2008 Lins 2 Caroline 94-95 2 0 2
20/08/2008 Lins 2 Helen 96-97 2 0 2
20/08/2008 Lins 3 Paty 98-99 2 1 2
20/08/2008 Lins 5 Sweet grape 100 1 0 1
20/08/2008 Lins 5 Momotaro 101-104 4 2 4

TOTAL 103 39 (37,86%) 82 (79,61%)
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