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RESUMO

O tomate € uma das hortalicas mais cultivadas e consumidas no mundo e no Brasil, sendo o
Estado de Santa Catarina um dos principais produtores da cultura, ocupando o sexto lugar em
producdo nacional. O tomateiro apresenta vulnerabilidade significativa a atividade de pragas e
agentes patogénicos. Dentre os agentes virais, isolados de espécies do género Begomovirus
(familia Geminiviridae) sdo responsaveis por danos consideraveis a cultura. Além disso, neste
estudo foi realizada a diagnose de doencas de etiologia viral em Allium ampeloprasum L.,
conhecido com alho-elefante, uma hortalica monocotiledénea condimentar, coletada na cidade
de Rio de Sul. Desse modo, os objetivos dessa dissertacdo foram: (i) caracterizar as
begomoviroses ocorrentes em cultivos de tomate em Santa Catarina; (ii) caracterizar
begomoviroses em plantas daninhas associadas aos cultivos de tomate; (iii) caracterizar as
espécies cripticas de Bemisia tabaci vetoras de begomoviroses; (iv) identificar as espécies de
moscas-branca infestando tomateiros em Santa Catarina; (v) caracterizar trés viroses
encontradas em plantas de alho-elefante (A. ampeloprasum) advindas de areas experimentais
do municipio de Rio do Sul, regido do Vale do Itajai, Santa Catarina. Para atingir o objetivo
estabelecido para a cultura do tomate foi realizada a extracdo de DNA total das plantas e das
moscas-branca individuais, amplificacdo de DNA pela técnica de PCR convencional e
submissdo dos produtos de PCR a eletroforese em gel de agarose (1%), onde as amostras
positivas para begomovirus foram submetidas ao sequenciamento convencional. Para o alho-
elefante, as amostras de plantas sintomaticas foram coletada e foi realizada a extracdo de acidos
nucleicos totais, sintese de DNA complementar, amplificacdo por RT-PCR e separacdo dos
fragmentos utilizando eletroforese em gel de agarose (1%), onde os fragmentos obtidos foram
purificados e sequenciados. Adicionalmente, para a caracterizacdo das espécie virais presentes
nas amostras de alho-elefante, foi utilizado o sequenciamento de nova geracdo (Next generation
sequencing — NGS) a partir de amostras de RNA total. Das 33 amostras totais, 21 amostras de
tomate e 12 amostras de plantas daninhas, 4 amostras apresentaram resultado positivo nos testes
moleculares, sendo 3 amostras de tomate e 1 amostra de planta daninha e as analises de
sequéncias demonstraram a ocorréncia de um possivel pseudorecombinante. Tomato severe
rugose virus (ToSRV) foi a espécie dominante nos cultivos do litoral catarinense, inclusive
infectando a planta daninha Mari Pretinha cuja ocorréncia ndo havia sido relada até o presente
momento. Moscas brancas foram encontradas somente no municipio de Santo Amaro da
Imperatriz/SC, onde se idenficou a ocorréncia inédita da espécie Mediterranean (MED), com

predominio da espécie Middle East-Asia Minor 1 (MEAML1). Os testes moleculares para alho-



elefante revelaram a presenca de espécies do género Potyvirus, ainda ndo relatadas em alho-
elefante, além de um provavel novo isolado de allium polerovirus A, denominado de LAGbr,

anteriormente relado somente no sudeste asiatico.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum. Pseudorrecombinagdo. Bemisia tabaci. Allium

ampeloprasum. Polerovirus.



ABSTRACT

Tomato is one of the most cultivated and consumed vegetables in the world and in Brazil, with
the Santa Catarina State being one of the main producers of the culture, occupying the sixth
place in national production. Tomato shows significant vulnerability to the activity of pests and
pathogens. Among the viral agents, isolates from species of the genus Begomovirus (family
Geminiviridae) are responsible for considerable damage to the culture. In addition, this study
aimed the diagnosis of viral diseases in Allium ampeloprasum L., a monocotyledonous spice
vegetable, collected in the Rio de Sul, Santa Catarina State. This stdy aimed: (i) to characterize
begomoviruses occurring in tomato crops in Santa Catarina; (ii) to characterize begomoviruses
in weeds associated with tomato crops; (iii) to characterize the cryptic species of Bemisia tabaci
vectors of begomoviruses; (iv) identify the whitefly species infesting tomato plants in Santa
Catarina; (V) to characterize three viruses found in elephant garlic plants (A. ampeloprasum)
from experimental areas in the municipality of Rio do Sul, region of Vale do Itajai, Santa
Catarina. To achieve the objective established for the tomato crop, total DNA extraction from
plants and individual whiteflies was performed, DNA amplification by the conventional PCR
technique and submission of the PCR products to agarose gel electrophoresis (1%), were
samples positive for begomovirus were subjected to conventional sequencing. For elephant-
garlic, samples of symptomatic plants were collected, extraction of total nucleic acids, synthesis
of complementary DNA, amplification by RT-PCR and separation of the fragments using
agarose gel electrophoresis (1%) were performed; the fragments obtained were purified and
sequenced. Additionally, for the characterization of the viral species present in the elephant-
garlic samples, Next Generation Sequencing (NGS) was used from total RNA samples. Of the
33 total samples, 21 tomato samples and 12 weed samples, 4 samples showed a positive result
in the molecular tests, being 3 tomato samples and 1 weed sample and the sequence analyzes
demonstrated the occurrence of a possible pseudorecombinant. Tomato severe rugose virus
(ToSRV) was the dominant species in crops along the coast of Santa Catarina, including
infecting a weed Maria Pretinha whose occurrence had not been reported so far. Whiteflies were
found only in the municipality of Santo Amaro da Imperatriz/SC, where the unprecedented
occurrence of the Mediterranean species (MED) was idenfied, with a predominance of the
Middle East-Asia Minor 1 (MEAML1) species. Molecular tests for elephant-garlic revealed the
presence of species of the genus Potyvirus, not yet reported in elephant-garlic, in addition to a
probable new isolate of allium polerovirus A, called LAGbDr, previously reported only in

Southeast Asia.
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1 INTRODUCAO

Devido ao crescimento populacional mundial, sdo frequentes as constatacdes de
problemas referentes a demanda de producdo de alimentos, portanto, a importancia da
agricultura para garantia da seguranca alimentar da populacao é inegavel. Os sistemas agricolas
mundiais produzem aproximadamente 11 bilhdes de toneladas de alimentos (FAO, 2021),
sendo que a maior parte dessa producéo é advindo da agricultura familiar. No Brasil 77% dos
estabelecimentos rurais séo classificados como agricultura familiar, correspondendo a 23% da
area dos estabelecimentos rurais no pais, gerando R$107 bilhGes, o que equivale a 23% da
producdo agropecuéria brasileira (IBGE, 2017).

Com intuito de acompanhar o crescimento populacional constante, busca-se a melhoria
no sistema agricola, com base no melhoramento genético e suas aplicagdes, bem como,
melhoria das préticas agricolas, visando assim um modelo de producéo agricola seguro e eficaz.
O aumento gradual dos efeitos negativos ocasionados pelas mudangas extremas dos eventos
climaticos, que incidem no aumento da temperatura e na diminuigéo dos niveis de pluviosidade,
compromete a produtividade agricola, afetando a economia do setor (MACHILI, 2020).

A producéo agricola € alvo de um alto indice de incertezas, pois possui forte influéncia
por diversos fatores de ordem biético e abidtico. Em qualquer ecossistema agricola existem
fatores que contribuem para o estabelecimento e desenvolvimento de doencas, desde o in6culo,
condi¢cdes ambientais favoraveis, ao uso demasiado de agrotoxicos que podem resultar no
desequilibrio ecoldgico (CONAB, 2019). Varios patogenos estdo relacionados a doengas, entre
eles: fungos, bacterias, nematoides e virus (LOPES; AVILA, 2005). Destacam-se 0s virus, 0s
quais sdo nucleoproteinas com tamanhos extremamente reduzidos, podendo ser vistos somente
com o auxilio de microscopio eletrdnico, e caracterizam-se por apresentarem um unico tipo de
acido nucléico (RNA ou DNA) revestido por uma proteina capsidial, e se replicam somente em
celulas vivas da planta hospedeira (AGRIOS, 2005).

Os virus podem induzir alteragdes nas células, como por exemplo nos cloroplastos e
nacleo, ou formar inclusdes nas células vegetais (NAGY et al., 2016), e os sintomas mais
comuns observados sdo alteragbes de cor, deformagdes morfolégicas e necrose. Sua
transmissdo pode ocorrer via semente, pélen, material propagativo, vetores (fungos, acaros,
nematoides e insetos) e de forma mecanica (OLIVEIRA et al., 2019; FAJARDO; NICKEL,
2019; LEANDRO, 2020).

A maioria dos virus que infectam plantas apresenta genoma composto por RNA,

entretanto, com a evolucdo das tecnologias de sequenciamento, como Next Generation
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Sequencing (NGS), houve o aumento da caracterizacdo de patdgenos nos ultimos anos
(BARZON et al., 2011), o que aumentou a propor¢do de espéecies com genoma de DNA, com
destaque principalmente para os virus da familia Geminiviridae (HULL, 2002; ROJAS et al.,
2005; SEAL; VAN DEN BOSCH; JEGER, 2006; ROOSSINCK; MARTIN; ROUMAGNAC,
2015; LAVANYA; ARUN, 2021; LIMA et al., 2021).

Dentre as diversas especies cultivadas, as pertencentes ao genero Solanum possuem
grande importancia, por conter especies amplamente utilizadas na alimentacdo, dentre as quais,
Solanum lycopersicum L. (tomate) se destaca como sendo uma das hortalicas mais produzidas
no Brasil (IBGE, 2021).

No estado de Santa Catarina, a cultura do tomate tem importancia significativa, tanto
sob o ponto de vista econémico quanto social, pelo volume da producéo, geracao de empregos
e geracao de renda no campo. A producdo é destinada principalmente ao consumo in natura.
Nas regides do Litoral e Meio-Oeste, o clima permite conduzir as varias etapas de cultivo
durante o ano todo e em sequéncia nas diferentes microrregides/mesorregides (BECKER et al.,
2016). Segundo dados do IBGE (2021), em 2020 a area de cultivo do tomateiro no estado, foi
de aproximadamente 2.479 hectares com uma producéo de 166.587 toneladas, posicionando o
estado em sexto lugar na producdo nacional.

Dentre as viroses que acometem a cultura do tomateiro, destacam-se os begomovirus.
O género Begomovirus é um dos quatorzes géneros aceitos na familia Geminiviridae, é
composto por 445 espécies descritas, apresentando um ou dois componentes genémicos (DNA-
A e DNA-B) com aproximadamente 2600nt. Esses virus apresentam particulas icosaédricas
geminadas quando vistas em microscopio eletronico, e infectam plantas dicotiled6neas,
conforme o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (International Committee on
Taxonomy of Viruses — ICTV, 2022).

Novas espécies de begomovirus comumente emergem por processos de mutacéo,
recombinacdo ou pseudo-recombinagdo (SILVA et al., 2014). Begomovirus sdo transmitidos
pela mosca branca Bemisia tabaci Gennadius (Hemiptera: Aleyrodidae), um inseto polifago
gue se alimenta do floema de mais de 600 hospedeiros (POLSTON; DE BARRO; BOYKIN,
2014; KANAKALA; GHANIM, 2019). A importancia desse inseto € devido principalmente a
capacidade de transmissao de cerca de 300 especies de virus de plantas, incluindo espécies de
begomovirus associadas ao tomateiro (GILBERTSON et al., 2015). B. tabaci € considerada um
complexo de espécies cripticas, sendo composta por grupos distintos genéticamente e
ecologicamente. Esses diferentes grupos apresentam capacidades distintas de transmisséo de
virus de plantas, de danos a cultura e resposta a inseticidas (BROWN; FROHLICH; ROSELL,
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1995).

Dentro das 44 espécies do complexo B. tabaci, as espécies MEAM1 (Middle East-Asia
Minor 1, conhecida como biétipo B) e MED (Mediterranean, anteriormente denominada
biotipo Q) séo consideradas as mais agressivas dentro do complexo (KANAKALA; GHANIM,
2019). No Brasil, a partir da introducéo da espécie MEAM1 na década de 1990 foram relatadas
27 espécies de begomovirus infectando o tomateiro, sendo que muitas delas também sdo
relatadas em plantas daninhas (MARTINS, 2021).

A cadeia produtiva do tomate no sul do Brasil enfrenta problemas relacionados a
infeccOes virais, por ndo se ter uma medida de controle curativa que elimine ou controle
parcialmente o patdgeno na planta (ANDRADE, 2020). Portanto, se faz necessario um
levantamento amplo em areas de producdo de tomate no estado de Santa Catarina, propiciando
a identificacdo precisa de espécies de begomovirus. Com a caracterizacdo das espécies virais
prevalentes, e das espécies de plantas daninhas que atuam como reservatorio dos virus pode-se
determinar medidas de manejo eficientes na reducédo da incidéncia dessas viroses, favorecendo
0 aumento da producdo de tomates no estado de Santa Catarina.

Além da cultura do tomate, a cultura do alho também merece destaque no estado de
Santa Catarina. O género Allium possui mais de 800 espécies que diferem em maturacéo, cor e
sabor (CECCANTI et al., 2020). Allium ampeloprasum L. (alho-elefante) é uma planta perene
bulbosa pertencente a familia Amaryllidaceae (ACHARYA; CHOUBEY; ACHARYA, 2013),
possui como regido de origem o Mediterraneo (sul da Europa, norte da Africa até o oeste da
Asia) (DEY; KHALED, 2015). Essa espécie é cultivada em muitos paises e esta intimamente
associada ao alho (Allium sativum L.) e a cebola (A. Cepa L.) (RAHIMI-MADISEH et al.,
2017; ABBAS, 2019). O alho (A. Sativum) possui importancia notéria, em funcédo de sua ampla
utilizacdo na culinaria regional e nacional, onde seu sabor e propriedades condimentares sao
comumente apreciados (BLOCK, 2011). As maiores contribuicdes para a variacdo econdmica
positiva dos principais produtos da atividade agricola em 2019 no estado de Santa Catarina
vieram do alho, do tomate e da batata-inglesa (TORESAN et al., 2021).

O alho-elefante ¢ morfologicamente relacionado com o alho-poré (A. ampeloprasum
var. porrum L.), mas fisiologicamente, pelo processo de bulbificacdo, é semelhante ao alho
(BOHANEC et al ., 2005). Geralmente, ndo & propagado por sementes, no entanto, ha
evidéncias de formas com sementes férteis que pode ser utilizado para sua propagacédo
(MAKUCH; CONCI, 1999; VALDEZ, 2003; HIRSCHEGGER; GALMARINI; BOHANEC,
2006). Alho-elefante é rico em compostos organossulfurados, isso lhe confere um cheiro suave

e um sabor doce de cebola, quando comparado ao cheiro pungente de alho (CECCANTI et al.,
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2020). Alho-elefante é caracterizado por hastes ou bulbos brancos e folhas verdes que séo
repositorios de metabdlitos secundarios como flavondides, polifendis, &cidos fendlicos e
saponinas, sendo amplamente utilizado como fitoterapico (LU et al., 2011; DEY et al., 2015).

As principais doencas que acometem A. ampeloprasum sdo de origem fungica,
entretanto, ha relatos de ocorréncia de espécies virais do género Potyvirus infectando lavouras
comerciais em Israel, tendo como sintomatologia clorose, estrias amareladas, enrolamento e
manchas pretas nas folhas das plantas, acompanhando reducdo de rendimento na colheita
(GERA et al., 1997).

Existem poucas informacgdes sobre espécies virais ocorrentes em alho-elefante, no
entanto, a cultura do alho (A. sativum), cuja importancia econémica no Brasil é mais abrangente,
pode ser infectada por virus de diversos géneros, todavia, as doencas mais comuns sao causadas
pelos virus da familia Potyviridae - onion yellow dwarf virus (OYDV), leek yellow stripe virus
(LYSV) e turnip mosaic virus (TuMV) (SALOMON, 2002). A infeccéo do alho por OYDV e
LYSV pode causar reducdo no rendimento de bulbos na ordem de até 69% e 54%,
respectivamente (CANAVELLI; NOME; CONCI, 1998). Infeccbes mistas podem causar
reducdes de 30 a 50% no peso e tamanho da planta (WALKEY, 1990). Os sintomas mais
comumente observados em folhas de alho sdo estrias com coloracéo verde claro e/ou amarelas,
sendo incomum a senescéncia das plantas, pois 0s virus convivem com a planta até o final de
seu ciclo, perpetuando-se através de distintos ciclos de cultivo, ajudado pela natureza agamica
da espécie (PAVAN, 1998).

Independente de qual espécie viral esteja presente em uma area de cultivo, a propagacao
vegetativa do alho é a principal via de perpetuacao e disseminacgdo dos virus. Contudo, 0s virus
ainda podem ser transmitidos por afideos, como ocorre com 0s virus pertencentes ao género
Potyvirus. Assim como nas demais culturas de interesse agricola que sdo acometidas por
doencas de etiologia viral, a principal forma de controle € a preventiva, como adequacdo do
manejo da cultura e obtengdo de plantas livre de virus para posterior propagacdo (OLIVEIRA
etal., 2014).

Para adquirir uma perspectiva do cenario de begomoviroses no estado de Santa Catarina,
este trabalho foi realizado a partir de DNAs extraidos de amostras coletadas nos anos de 2019,
2020 e 2021. O estudo foi realizado a partir de 21 amostras de tomate, 12 amostras de plantas
daninhas e 100 amostras de moscas-branca, coletadas nas principais localidades produtoras da
cultura, onde identificou-se a presenca de um possivel pseudorecombinante na cultura do
tomate, infeccdo de Solanum americanum por begomoviroses e de uma espécie criptica de

mosca-branca ainda néo relatada em areas de producdo em campo aberto no estado de Santa
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Catarina. Para o estudo do alho-elefante, 6 plantas sintométicas provenientes de é&rea
experimental do Instituto Federal Catarinense (IFC) Campus Rio do Sul foram analisadas
quanto a presenca de virus com genoma composto por RNA, sendo detectado a incidéncia de
duas espécies do género Potyvirus e uma espécie tentativa ainda nao relatada no Brasil e ainda
néo caracterizada, relacionada com o género Polerovirus.

Estudos envolvendo a distribuicdo e os efeitos destes virus nas plantas infectadas séo de
extrema importancia para 0 manejo preventivo. Portanto, a realizacdo de um levantamento e
caracterizacdo dos virus que afetam essas culturas no estado de Santa Catarina, € de suma
importancia para o maior conhecimento sobre a biologia desses grupos, visando a importancia
destas culturas, consideradas de subsisténcia em varias regides, bem como a introducdo de
medidas de manejo. Os objetivos do presente estudo foram: (i) identificar e caracterizar
molecularmente as espécies de begomovirus infectando o tomate e plantas daninhas nas regifes
produtoras do estado de Santa Catarina; (ii) Caracterizar as espécies de mosca-branca
prevalentes nas regides produtoras de tomate; e (iii) diagnosticar e identificar os virus

associados ao alho-elefante (A. ampeloprasum).
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 ACULTURADO TOMATE

Solanum spp. é o género mais variado, em termos de taxonomia, da familia Solanaceae,
pertencendo a subfamilia Solanoideae, tribo Solaneae e subtribo Solaninae (SAMPAIO, 2013;
OLIVEIRA et al., 2020). O presente género apresenta cerca de 2.000 espécies distribuidas em
regides subtropicais e tropicais da Asia, Australia e Africa, india, América Central e do Sul,
sendo a América do Sul o centro primério de diversidade e endemismo (NEE, 1999). No Brasil,
a diversidade genética do grupo esta representada com cerca de 283 espécies aceitas, das quais
aproximadamente 138 sdo endémicas, sendo a Mata Atlantica um dos biomas de grande
diversidade do género (BFG, 2018).

Solanum lycopersicum L., é uma espécie natural da regido dos Andes (abrangendo
partes do Equador, Peru e Chile) e llhas Galapagos, sendo posteriormente domesticada no
México nas cidades de Puebla e Vera Cruz, facilmente adaptado a rotina alimentar dos povos
que ali viviam (CHETELAT et al., 2009). Acredita-se que a planta foi levada para a Europa no
século XVI, durante a colonizacao espanhola na América do Sul, onde era utilizado como parte
da ornamentacdo de ambientes devido a aparéncia agradavel de seus frutos. Seu consumo foi
realmente adotado doravante ao plantio na Italia, onde os frutos de tomateiro eram de cor
amarela (Pomi d’oro), conhecidos popularmente como magas douradas (PERALTA et al.,
2006).

No Brasil, a introducdo do tomateiro ocorreu no final do século X1X na regido Sudeste,
por consequencia da imigracdo do povo europeu, desde entdo sua producgdo vem sendo adotada
em diversas regides brasileiras, apresentando importancia significativa para economia nacional,
visto que a hortalica esta compreendida entre as mais consumidas no Brasil e no mundo
(FILHO; MARIN; FERNANDES, 2009; ANDRADE, 2020).

2.2 PRODUCAO DE TOMATE

O cultivo de tomateiro € intenso em diversas partes do mundo, o que pode ser explicado
pelo seu consumo elevado, considerando sua importancia para o processamento industrial, o
gual movimenta as industrias paralelas de insumos, embalagens, maquinas agricolas e
equipamentos de irrigacdo, conforme a Organizacgédo das NacGes Unidas para a Alimentagéo e
Agricultura (FAO, 2019).
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A cultura do tomateiro € anual e de porte médio, podendo atingir altura de mais de dois
metros. Filgueira (2013) ressalta que para uma producdo elevada e de alta qualidade, a
temperatura ideal estd situada entre 21 e 28°C, um clima relativamente fresco e arido.
Entretanto, adapta-se a uma ampla variacdo de condi¢6es climaticas, variando entre temperada
a quente e Umida tropical. O tomate se destaca entre as hortalicas, sendo parte do grupo de
maior importancia, tanto sob o ponto de vista econdmico quanto social, pela geracdo de
empregos, volume da producéo, e geracao de renda no campo (SOUZA et al., 2019).

As plantas da cultura do tomate sdo herbaceas, apresentam porte variado e producao de
frutos considerada alta, os quais sdo principalmente destinados ao consumo in natura ou
processamento. Os habitos de desenvolvimento determinado e indeterminado sdo observados
nos tomateiros, influenciando diretamente o seu processo de cultivo (CLEMENTE;
BOITEAUX, 2012). Os que apresentam crescimento determinado sdo em suma conduzidos em
grandes areas com irrigagdo por pivos centrais e colheitas semimecanizadas, os frutos oriundos
das plantacGes dessas areas sdo destinados primariamente para industrias de processamento. As
cultivares que apresentam crescimento indeterminado sdo cultivadas em areas menores, como
estufas ou campo aberto, colhidas manualmente e direcionadas preferencialmente para o
consumo fresco (RODRIGUES, 2021).

A cadeia agroindustrial de tomate tem destaque importante no agronegdcio nacional por
ser extremamente competitiva, dindmica e eficiente. No Brasil, a cultura se adaptou bem,
principalmente na regido centro sul, devido ao clima temperado da regido e boa aceitacdo dos
consumidores em funcdo dos precos razoaveis no qual é submetido. De acordo com dados
provenientes do Levantamento Sistematico de Producdo Agricola coordenado pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2020, a area plantada e colhida em hectares
foi de 55.671 e 55.545, respectivamente, com uma producdo de 3.956.559 toneladas (IBGE,
2021). A érea de cultivo do tomateiro no estado de Santa Catarina foi de aproximadamente
2.479 hectares com uma producdo de 166.587 toneladas, posicionando o estado em sexto lugar
na producdo nacional, representada principalmente na regido da Grande Floriandpolis (Anténio
Carlos e Santo Amaro da Imperatriz) e a regido do Vale do Rio do Peixe, sendo o0 municipio de
Cacador o principal produtor do tomate catarinense (CONAB, 2019). Embora cultivado em
todos os estados em maior ou menor escala, 0s principais produtores sdo Goias, Sao Paulo,
Minas Gerais, Parana, Bahia e Santa Catarina (IBGE, 2021). Contudo, a producdo agricola é
alvo de um alto indice de incertezas, pois € influenciada por diversos fatores de ordens bidtica
e abidtica.

No Brasil, a doenca de natureza virotica frequentemente observada em tomateiros é o
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mosaico dourado associado a espécies de virus pertencentes ao género Begomovirus, familia
Geminiviridae, porém virus de outros géneros sdo também observados (FIALLO-OLIVE et al.,
2020). Perdas por begomoviroses em tomateiros em territorio nacional podem chegar a 100%
a depender da época de infeccdo da planta, bem como, da cultivar plantada no campo (INOUE-
NAGATA; LIMA; GILBERTSON, 2016).

2.3 A FAMILIA GEMINIVIRIDAE

Os virus compreendidos na familia Geminiviridae, apresentam morfologia de particulas
icosaédricas geminadas e genoma composto por DNA de fita simples circular, com 2.500 a
5.200 nucleotideos (nt). Geminiviridae é a maior familia conhecida de virus de plantas, formada
por quatorze géneros, Becurtovirus, Begomovirus, Capulavirus, Citlodavirus, Curtovirus,
Eragrovirus, Grablovirus, Maldovirus, Mastrevirus, Mulcrilevirus, Opunvirus, Topilevirus,
Topocuvirus e Turncurtovirus, contendo coletivamente 520 espécies (ICTV, 2022). Os
geminivirus infectam uma ampla gama de espécies de plantas, com destaque para as culturas
do tomate, soja, feijdo, batata, milho e mandioca (INOUE-NAGATA; LIMA; GILBERTSON,
2016; TORRE et al., 2018; JACOBSON et al., 2018), e sdo transmitidos por varios insetos em
quatro familias de homopteros (FIALLO-OLIVE et al., 2021). Os geminivirus podem
apresentar-se como monopartidos, ou seja, quando 0 genoma possui uma molécula de DNA, ou
também podem apresentar-se como bipartidos, apresentando desssa forma duas moléculas de
DNA em seu genoma. Uma proteina capsidial (CP) unitaria é responsavel pela encapsidacdo
viral, onde ocorre a organizagdo do capsideo na forma de 22 capsdmeros, o que resulta em dois
icosaédros imperfeitos geminados, com cerca de 18 a 30 nandmetros (nm) de comprimento
(ZERBINI et al., 2017).

No género Begomovirus a identidade de nucleotideos (a0 menos 91% de identidade) do
genoma completo (para virus monopartidos) ou do DNA-A (para virus bipartidos) €
considerada determinante no processo de diferenciacdo de espécies (BROWN et al., 2015).

Plantas infectadas com geminivirus apresentam sintomas correspondentes a mosaico,
enrolamento e deformidade foliar, nanismo e diminui¢do na quantidade e qualidade de frutos
produzidos. Fatores como estagio de desenvolvimento em que a planta se encontra no momento
da infecgdo, adversidades ambientais ou ocorréncia de infec¢des mistas, podem influenciar na
severidade dos sintomas manifestados na planta hospedeira (INOUE-NAGATA; AVILLA;
BOAS, 2009). Os sintomas podem ainda ocasionar alteracdes na homestasia celular, bem como,

comprometimento dos microRNAs (miRNAs), intimamente relacionados com a sinalizagéo de
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horménios e mudancas no desenvolvimento da hospedeira (HANLEY-BOWDOIN et al.,
2013).

2.3.1 Begomoviroses

Dentro da familia Geminiviridae, o género Begomovirus € 0 que apresenta maior
nimero de espécies, com 445 espécies aceitas (FIALLO-OLIVE et al., 2021). As espécies
classificadas nesse género apresentam um ou dois componentes gendmicos (Erro! Fonte de
referéncia ndo encontrada.).

A maioria dos begomovirus encontrados nas Américas possuem dois componentes
gendmicos, denominados DNA-A e DNA-B, entretanto, espécies de begomovirus com genoma
monopartido tém sido relatadas no Equador, Peru, Argentina, Venezuela, Cuba, e Brasil
(MELGAREJO et al., 2013; VAGHI MEDINA; BORNANCINI; LOPEZ LAMBERTINI,
2020; ROMAY et al., 2019; FIALLO-OLIVE; NAVAS-CASTILLO, 2020; CHAVES et al.,
2017; MACEDO et al., 2018). E sabido, que em uma espécie 0s componentes gendmicos nio
apresentam identidade de sequéncia, excetuando-se uma regido altamente conservada, acima
de 90% de identidade, com cerca de 200nt, denominada regiao comum (RC), trecho no qual se

encontra a origem de replicacdo dos geminivirus (BROWN et al., 2015).

Figura 1- Organizacdo gendmica das espécies Tomato yellow leaf curl virus (monopartido) e
Bean golden mosaic virus (bipartido). CR: “common region” do componente A (CRA) e B
(CRB); ORF’s do componente A: AV1 (capsideo), AC1 (replicacdo), AC2 (Transcricao),
AC3 (amplificacdo da replicacdo viral) e AC4(supressdo do silenciamento génico);
componente B: BV1 (movimento intracelular) e BC1 (movimento extracelular). Para os virus
monopartidos, pode-se indicar as ORFs C1 (replicacdo viral), C2 (ativacdo da transcricdo), C3

(potencializacdo da replicagdo) e C4 (sintomas), V1 (capsideo) e V2 (movimento).

AC1

a

Monopartido = S—— O Bipartido

Fonte: ANDRADE (2020, p. 32).
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Em espécies com genoma monopartido e no componente DNA-A das espécies
bipartidas, encontram-se 0s genes envolvidos na replicacdo e encapsidagéo da progénie viral e
0 DNA-B das espécies bipartidas contém o0s genes requeridos para 0 movimento intra- e
intercelular na planta (LAZAROWITZ, 1992). Ambos o0s componentes gendmicos sdo
requeridos para a infeccdo sistémica do hospedeiro. O DNA-A contém a informacéo genética
requerida para codificacdo de seis proteinas. Uma proteina relacionada a replicacdo (REP —
“Replication associated protein”) a qual reconhece a origem de replicacédo liga-se e da inicio a
sintese de DNA pelo método de circulo rolante (OROZCO et al., 1997); uma proteina
transativadora da transcri¢do dos genes CP e NSP (TrAP —“Trans activating protein”), também
atua na supressédo do silenciamento génico; uma proteina relacionada com a replica¢do (REN —
“Replication enchancer protein”), elevando quantitativamente o DNA viral, sendo um fator
acessorio (ndo essencial) de amplificacdo da replicacéo viral; uma proteina capsidial (CP), que
relaciona-se a encapsidacao do genoma viral, fator essencial para transmisséo pelo inseto vetor.
Alguns begomovirus séo capazes de codificar a proteina AC4, que também esta envolvida na
supressdo do silenciamento génico (KING et al. 2012; VANITHARANI et al., 2004).
Adicionalmente, a ORF AC5/C5 foi encontrada em algumas espécies monopartidas e bipartida.
Esta € identificada adjacente a ORF AC3/C3 e sobreposta a um segmento da ORF AV1/V1.
Acredita-se que a AC5 atue na supressao do silenciamento de RNA e reforce a patogenicidade
viral (LI et al., 2018; RISHISHWAR; DASGUPTA, 2019; GHOSH; MALAVIKA,
CHAKRABORTY, 2021). No Brasil, dentre as espécies relatadas, nota-se a presenca da AC5
na espécie Tomato rugose mosaic virus (FERNANDES et al.,, 2008), Tomato chlorotic mottle
virus e Tomato yellow spot virus (MACHADO, 2001), Cnidoscolus mosaic leaf surgery virus
(MENDES et al., 2021).

O DNA-B, por outro lado, possibilita a codificacdo de duas proteinas. A primeira,
responsavel pelo movimento célula—a—célula do virus por meio do aumento do limite de
exclusdo dos plasmodesmas (MP — “Movement protein”), enquanto a segunda, realiza o
transporte do DNA do virus entre o nucleo e o citoplama celular da planta hospedeira, através
dos poros nucleares (NSP — “Nuclear shuttle protein”) (KING et al., 2012; HANLEY-
BOWDOIN et al., 2013).

Ja em genomas de espécies monopartidas, a proteina relacionada com o capsideo é
codificada pela open reading frame (ORF) V1, enquanto a proteina relacionada ao movimento
viral na planta hospedeira € codificada pela V2. No sentido complementar as proteinas sdo
codificadas pelas ORFs C1, C2, C3 e C4, as quais relacionam-se a replicacdo viral (REP),

ativacdo da trascricdo (TrAP), replicacdo viral (REN - “replication-enhancer protein”) e
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manifestacdo dos sintomas associada ao movimento do virus e também atua na supresséo do
silenciamento génico ap0s transcricao, respectivamente (KING et al., 2012).

Os alfassatélites podem estar associados a begomovirus mono- ou bissegmentados no
Novo e no Velho Mundo (PAPROTKA; METZLER; JESKE, 2010; ROMAY et al., 2010). Os
alfassatélites ndo apresentam identidade de sequéncia com o virus auxiliar, mas necessitam do
virus auxiliar para 0 movimento e transmissdo por Bemisia tabaci, porém replicam-se
autonomamente (SAUNDERS et al., 2000; IDRIS et al., 2005). Apresentam uma ORF que
codifica a REP, seguida de uma regido rica em adenina e uma estrutra em hairpin a qual engloba
a origem de replicacdo. Estes satélites conseguem se replicar de forma autbnoma, entretanto,
requerem um virus auxiliar para infeccdo sisttémica da planta hospedeira e posterior transmissao
por inseto (SAUNDERS et al., 2000).

Os betassatélites (DNA- B) e deltassatélites contém sequéncias ndo homologas a virus,
exceto por uma sequéncia 5'-TAATATTAC-3' localizada na alca dentro da regido intergénica
(FERRO et al., 2021). Necessitam do virus auxiliar para replicacdo, encapsidacdo e movimento
na planta hospedeira, e ndo apresentam identidade de sequéncia com o virus auxiliar
(BRIDDON et al., 2006). O genoma apresenta uma ORF, denominada BC1, a qual ¢é
responsavel pela codificacdo de uma proteina relacionada a inducéo de sintomas, bem como, a
supressdo do silenciamento génico apos transcricdo (CUI et al., 2005; BRIDDON et al., 2006).
Esse DNA satélite atua no aumento da severidade dos sintomas na hospedeira, visto que quadros
infecciosos onde apenas o virus auxiliar esta envolvido, sdo incapazes de reproduzir os sintomas
da doenca, uma vez que o DNA B codifica a proteina BC1, relacionada a supressdo do
silenciamento génico, a qual inviabiliza os mecanismos de defesa da planta (CUI et al., 2005;
ZHOU, 2013). Os deltasatélites ndo codificam nenhuma proteina, mas alguns deles afetam o
acumulo de DNA viral e a sintomatologia (FERRO et al., 2021).

No Brasil, as espécies que infectam o tomateiro pertencem a um grupo distante de outros
begomovirus descritos nos demais paises. Acredita-se que esses virus conseguiram evoluir de
forma independente e isolada no Brasil. Diversos estudos ja demonstraram a alta variabilidade
genética dos begomovirus que contribuiu para o crescimento acentuado do género, outro fator
de destaque é de que B. tabaci, bidtipo MEAML1, serviu como vetor para a transmissao e
posterior adaptacdo de begomovirus ocorrentes em plantas silvestres ou daninhas para o
tomateiro.

Atualmente, no Brasil sdo relatadas ou descritas 27 espécies nos campos de tomateiro,
sendo elas: chino del tomate Amazonas virus (CdTAV); tomato golden mosaic virus (TGMV),

tomato yellow vein streak virus (ToYVSV), tomato rugose mosaic virus (ToRMV), tomato
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severe rugose virus (ToSRV), tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), tomato common
mosaic virus (ToCmMV), tomato leaf distortion virus (ToLDV), tomato mottle leaf curl virus
(TMoLCV), tomato mild mosaic virus (ToMIMV) e tomato yellow spot virus (ToYSV), tomato
bright yellow mosaic virus (ToBYMYV), tomato bright yellow mottle virus (ToBYMoV), tomato
golden leaf distortion virus (ToGLDV), tomato golden leaf spot virus (ToGLSV), tomato
golden vein virus (ToGVV), tomato interveinal chlorosis virus (TolCV), tomato rugose yellow
leaf curl virus (TRYLCV), tomato leaf curl puprle vein virus (ToLCPVV), tomato interveinal
chlorosis virus-2 (TolCV2), sida micrantha mosaic virus (SiMMV), sida mottle virus (SiMoV),
sida yellow net virus (SiYNV), euphorbia yellow mosaic virus (EuYMV), tomato leaf
deformation virus (ToLDeV), tomato chlorotic leaf curl virus (ToCLCV), sida common mosaic
virus (SiCMV) (HAMILTON et al., 1984; ALBUQUERQUE et al., 2010; MACEDO et al.,
2018; QUADROS et al., 2019; DUARTE et al., 2021b; NCBI, 2021).

2.3.2 Vetores de begomoviroses em tomate

A disseminacdo natural de virus de plantas ocorre por meio da participacdo ativa de
vetores, na grande maioria insetos homdpteros, conforme relata Costa (1998). Dessa forma, em
condicdes naturais, ha transmissdo de virus entre plantas daninhas e plantas cultivadas, uma vez
que a atividade dos insetos vetores em campo, principalmente sob altas populagdes, é mais
intensa, possibilitando a presenga em novos plantios (SILVA et al., 2012; POLSTON et al.,
2014; KANAKALA et al., 2019).

Begomovirus sdo transmitidos pela mosca branca Bemisia tabaci Gennadius
(Hemiptera: Aleyrodidae), um inseto polifago que se alimenta do floema de mais de 600
hospedeiros (POLSTON; DE BARRO; BOYKIN, 2014; KANAKALA; GHANIM, 2019). Esse
inseto estd associado a transmissdo de ao menos 300 espécies de virus de plantas, incluindo
espécies de begomovirus associadas ao tomateiro (GILBERTSON et al., 2015). B. tabaci €
considerada um complexo de pelo menos 44 espécies cripticas, sendo composta por grupos
distintos genética e ecologicamente. Esses diferentes grupos apresentam capacidades distintas
de transmissdo de virus de plantas, de danos causados a cultura, de atracdo de inimigos naturais
e resposta a inseticidas (BROWN; FROHLICH; ROSELL, 1995). Dentro desse complexo,
destacam-se as espéecies Middle East Asia-Minor 1 (MEAML1 ou biétipo B) e Mediterranean
(MED ou bidtipo Q), as quais estdo disseminadas mundialmente e sdo consideradas mais
danosas aos cultivos agricolas (KANAKALA; GHANIM, 2019).

Consoante com Ribeiro et al. (1994), a emergéncia de begomoviroses no Brasil esteve
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relacionada com a introducdo da espécie criptica Middle East-Asia Minor 1, ap6s entrada no
Estado de S&o Paulo na década de 1990 (LOURENCAO; NAGAI, 1994). Devido a sua eximia
capacidade de polifagia, esse inseto possibilitou que os begomovirus saissem das plantas
daninhas, consideradas como seus hospedeiros naturais, para plantas economicamente
importantes, como o tomateiro e o feijoeiro (CASTILLO-URQUIZA et al.,, 2008;
FERNANDES et al., 2008). Considera-se que antes da entrada e disseminacdo de MEAML1,
eram predominantes as espécies B. tabaci New World 1 (NW1) e B. tabaci New World 2
(NW?2), correspondentes ao bidtipo A, as quais tinham pouca eficiéncia na colonizacdo de
tomateiro (BEDFORD et al., 1994). Apds a disseminacdo de MEAM1, as moscas-brancas do
grupo NW foram quase extintas, permanecendo, nos dias atuais, restrita a plantas daninhas, em
baixas infestacdes (BARBOSA et al., 2014; GILBERTSON et al., 2015; INOUE-NAGATA et
al., 2016).

Mais recentemente, a espécie criptica Mediterranean foi relatada em cultivos no Rio
Grande do Sul, em plantas ornamentais do Estado de S&o Paulo e em Santa Catarina, sendo essa
ultima condicdo determinante para a sua disseminacéo, pelo Brasil, seguindo a distribuicdo de
plantas ornamentais (BARBOSA et al., 2016; DE MORAES et al., 2017; DE MORAES et al.,
2018; BORGES et al., 2019; BELLO et al., 2020; RODRIGUES et al., 2021). Essa espécie
apresenta alta resisténcia a herbicidas, bem como, se adapta bem em estufas e casas de
vegetacdo, e alta eficiéncia de transmissdo de virus, sendo fonte de geracdo de preocupacdes a
comunidade cientifica e aos produtores (HOROWITZ; ISHAAYA, 2014).

Com a introducdo e disseminacdo de MED, assim como foi ocorrido com MEAM1,
podem ocorrer mudancas na composicao de espécies de begomovirus nas areas produtoras de
tomate. Devido a elevada capacidade de colonizacdo de plantas hospedeiras distintas, ocorre a
facilitacdo da transferéncia de espécies de uma planta a outra, favorecendo dessa forma a
ocorréncia de mecanismos de mutacao, recombinacao e rearranjo (MARTINS, 2021). Portanto,
a possibilidade do surgimento de novas variantes capazes de superar os genes de resisténcia ja
utilizados na atualidade pode causar prejuizos de importancia significativa para o setor
produtivo.

O ciclo de vida desses insetos, consiste em seis estadios que incluem ovo, ninfa de
primeiro, segundo, terceiro e quarto instares e adulto (WALKER; PERRING; FREEMAN,
2010). Na fase adulta, apresentam comprimento entre 1-2 mm, coloragdo amarelo clara, com
dois pares de asas cobertas por uma cera pulverulenta branca (VILLAS-BOAS; CASTELO-
BRANCO, 2009).

O relacionamento observado entre virus-vetor é descrito como circulativo ndo
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propagativo (DE BARRO et al., 2011; WHITFIELD; FALK; ROTENBERG, 2015). A mosca-
branca ingere particulas virais com o estilete inserido nos tecidos floematicos da planta
infectada, sendo tranportadas pelo eso6fago até alcancar o intestino. Na camara de filtro do
intestino médio, as particulas sdo deslocadas para a hemolinfa, alcancando dessa forma as
glandulas salivares primarias (GSPs), sendo acumuladas e posteriormente o virus é transmitido
com a saliva ao longo do canal salivar para os vasos floematicos da planta sadia (MORIN et
al., 1999). Os begomovirus sdo adquiridos em periodos curtos de alimentacdo, cerca de 10
minutos, entretanto, podem ocorrer varia¢fes no periodo de tempo de laténcia do virus no vetor,
podendo variar de 4 a 21 horas (COSTA, 1998). Fatores como espécie do inseto, idade, género
e carga viral na planta, influenciam a cinética do acumulo viral e capacidade de transmissao dos
begomovirus (CZOSNEK et al., 2017).

De acordo com Pakkianathan et al. (2015) o begomovirus tomato yellow leaf curl virus
(TYLCV) se replica em insetos submetidos a condigdes de estresse. Pesquisas posteriores
demonstraram que n&o ocorre replicagdo do virus no vetor ap6s sua aquisicio (SANCHEZ-
CAMPOS et al., 2016). A maioria dos begomovirus permanece associada ao intestino e a
camara de filtro na mosca-branca, sendo que, TYLCV pode ser transcrito e replicado nesses
tecidos, entretanto ha ativacao da resposta imune do inseto, o que provoca inibigdo de replicacdo
e posterior eliminacdo do virus (CZOSNEK et al., 2017). Contudo, ha evidencias de que
TYLCV se replica nas células das glandulas salivares primarias da mosca-branca, através da
inducdo e recrutamento do antigeno nuclear celular proliferante da mosca-brancas MEAM1
para apoiar sua replicacdo (HE et al., 2020; GHOSH; GHANIM, 2021).

2.4 MECANISMOS DE GERACAO DE VARIABILIDADE GENETICA

Populagdes virais sdo geneticamente diferentes, suas estruturas sdo passiveis de
mudanca com o tempo, originando a evolucdo. Os conhecimentos quanto as mudancas
decorrentes das evolugdes de particulas virais, sdo importantes para que se tenha otimizacéo de
desenvolvimento de estratégias de manejo adequadas a tais organismos (GARCIA-ARENAL
et al., 2003). O processo de replicagdo dos genomas virais € propenso a erros, ocasionando
variacdo genética (POIRIER; VIGNUZZI, 2017).

Segundo Lazarowtiz (1992), os iterons sdo elementos essenciais a especificidade da
replicacdo dos begomovirus, geralmente diferem em suas sequéncias nucleotidicas em
diferentes espécies de begomovirus. Nos begomovirus que possuem dois componentes

genbmicos, a regido comum entre 0s componentes, contém sequencias especificas para que a
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proteina REP se ligue, englobando os sitios de ligagdo de alta afinidade, iterons. Os iterons
asseguram a integridade do genoma dividido em dois componentes, proporcionando que a
replicacdo desses seja realizada pela proteina REP codificada pelo componente DNA-A
(FONTES et al., 1994). Mesmo com mecanismo de manutencao da integridade do genoma
bissegmentado, pode ocorrer a troca de componentes entre diferentes estirpes ou espécies,
fendmeno denominado pseudo-recombinagdo ou rearranjo (ROJAS et al., 2005). A pseudo-
recombinacéo ird ocorrer em infeccdes mistas, ou seja, envolvendo dois ou mais virus distintos
(ou duas ou mais estirpes do mesmo virus). E frequente a observacio de infeccdes mistas em
condicBes naturais, em virtude de que todos os begomovirus séo transmitidos pelo mesmo
inseto vetor e varios deles possuem a mesma espécie de inseto como vetor (SEAL; VANDEN
BOSH; JEGER, 2006). Em Nicotiana benthamiana, um pseudorecombinante formado entre o
DNA-A de tomato mottle virus (ToMoV) e o DNA-B de bean dwarf mosaic virus (BDMV)
induziu sintomas mais severos quando em compara¢do com 0S virus parentais, além de
apresentar um menor acimulo no DNA-B. Com a realizacdo de cinco inoculag@es via extrato
vegetal tamponado, foi observado um evento de recombinacao intermolecular, onde houve
transferéncia da regido comum do DNA-A do ToMoV para o0 DNA-B do BDMV, o virus
originado era capaz de induzir sintomas comparaveis aos parentais e reestabeleceu o acimulo
de DNA-B (HOU; GILBERTSON, 1996).

A pseudo-recombinacdo entre begomovirus distintos requer alta identidade de
sequéncia na regido comum dos dois componentes. A replicacdo do DNA-B pode ser
comprometida pela baixa compatibilidade entre componentes heter6logos, ogque resulta em
sintomas distintos quando comparados a aqueles induzidos pela combinacdo dos componentes
cognatos (HOU; GILBERTSON, 1996). Quanto maior a discrepancia na regido comum entre
0S componentes gendmicos, mais oneroso € a formacdo de um pseudo-recombinante viavel
(GILBERTSON et al, 1993). Os chamados “specificity determinants” (SPDs), sdo
determinantes de especificidade apresentados pela proteina REP, os quais fornecem
especificidade no reconhecimento dos iterons e na replicacdo de DNAs cognatos. A mutagéo
ou dele¢do do dominio relacionado aos iterons (“iteron-related domain”, IRD), adjacente ao
motivo | (um dos trés motivos conservados localizados na regido N-terminal da REP), extingue
a capacidade da REP de ligacdo sequéncia-especifica ao DNA (OROZCO et al., 1997). A
discrepancia na sequéncia do IRD entre diferentes begomovirus relaciona-se com o
reconhecimento de diferentes iterons, visto que, begomovirus com sequéncia de iterons iguais,
codificam proteinas REP com IRDs iguais. Uma segunda regido importante para especificidade

do reconhecimento da origem de replicacdo pela proteina REP, esta localizada adjascente ao
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motivo Il, associada ao reconheciemnto de iterons especificos (LONDONO; RIEGO-RUIZ;
ARGUELLO-ASTORGA, 2010).

Um segundo componente importante na variabilidade genética dos begomovirus € a
recombinacdo, a qual demonstra grande importancia na evolucdo de virus de plantas, tal
mecanismo caracteriza-se pelas trocas de segmentos gendmicos entre duas fitas de DNA
(GARCIA-ARENAL et al., 2003). A chamada recombinacdo homdloga se da por meio da
ocorréncia nas sequéncias relacionadas entre o doador e o receptor, enquanto a recombinacéo
heter6loga engloba a troca de regiées com sequéncias distintas (LAI, 1992; NAGY; SIMON,
1997). Quando ocorré mudancas genéticas através de recombinacgdo, ocorre a rapida evolugédo
do virus, dando origem a mudancas na viruléncia e na gama de hospedeiros. VVrias espécies de
begomovirus, regularmente infectando uma mesma planta (infec¢do mista), colaboram para
ocorréncia de eventos de recombinacao ou pseudo-recombinacao.

A mutacdo consiste na incorporacdo de nucleotideos na fita de DNA/RNA durante a
replicacdo (ZERBINI et al., 2014), sendo a fonte inicial de variagdo nas populacdes. Os
begomovirus apresentam elevadas taxas de substituicdo de nucleotideos (CLAVERIE et al.
2018), podendo ser facilmente comparadas as de virus de ssDNA que infectam mamiferos e de
virus de RNA que infectam plantas.

A taxa de mutacdo é o nimero de erros genéticos que acumulam por um determinado
tempo referente a geracdo ou ciclo de replicacdo. A frequéncia de mutantes observavel na
populacdo é outra variavel significativa. As duas variaveis podem diferir, uma vez que uma
parte desconhecida dos mutantes gerados é deletéria e serdo eliminados da populacdo através
de selecdo (GARCIA-ARENAL et al., 2003).

A depender da estratégia de replicacdo e historia de vida do virus, pode ocorrer
divergéncia da relacdo entre frequéncia de mutacao e a taxa de mutacdo (DRAKE et al., 1998).
Conforme Domingo e Holland (1997), virus de DNA possuem menores taxas de substituicdo
quando comparados a virus de RNA, devido a RNA polimerase ndo apresentar 0 mecanismo
de corregdo “proofreading”, entretanto, nos geminivirus as taxas de substitui¢do sdo superiores
a outros virus de DNA e muito semelhantes a virus de RNA, contrariando assim a teoria de que
apenas a fidelidade da DNA polimerase seja determinante as taxas de substituicdo (DUFFY;
SHACKELTON; HOLMES, 2008), facultando a causa a outros fatores como por exemplo a
interacdo com hospedeiro.

Dois processos evolutivos regem a estrutura da populacéo viral: a deriva genética e a
selecdo natural, sendo essa, positiva ou negativa (ZERBINI et al., 2014). Diferentes etapas no

ciclo de vida do virus podem acontecer na deriva genética, como 0 movimento do virus entre
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células vegetais (SACRISTAN et al., 2003), transmissdo entre plantas por vetores e interacdo
entre virus na co-infeccdo (BETANCOURT et al., 2008). Selecdo natural € um processo em
que os variantes mais adaptados em um determinado ambiente terdo aumento na frequéncia
populacional (selecdo positiva), por outro lado, variantes menos adaptados terdo sua frequéncia
diminuida (selecdo negativa) (RUBIO et al., 2013), sendo que a determinacdo deste processo
ocorre por Vvarias interacfes especificas de virus com seus hospedeiros, vetores (CHARE;
HOLMES, 2004), assim como por co-infeccdo de outros virus na mesma planta (RUBIO et al.,
2013).

Vérias espécies de begomovirus, regularmente infectando uma mesma planta (infecgédo
mista), colabora para ocorréncia de eventos de recombinacdo e/ou pseudo-recombinagdo. A
disseminacdo da mosca-branca MEAML1, que coloniza o tomateiro e outras solanaceas com
eficacia, colabora com tais eventos, em funcdo da capacidade de infectar uma ampla gama de

hospedeiros, contribuindo de tal forma para infecgdes mistas futuras (RIBEIRO et al., 2003).

2.5 ACULTURA DO ALHO

O alho é uma importante hortalica monocotiledénea cultivada em todo o mundo e é
usado tanto na alimentacdo em funcdo de seu alto teor de amido e substancias aromaticas,
quanto na fitoterapia (WU et al., 2015). E originario do continente asiatico, e seu uso ocorre
desde o século 30 a.C. por egipcios e indianos (SIMON, 2003).

Allium sativum L. pertence a familia Amaryllidaceae, assim como outras hortalicas de
consumo comum como cebola (A. cepa), cebolinha (A. schoenoprasum) e alho-por6 (A.
ampeloprasum var. porrum L.) (RAHIMI-MADISEH et al., 2017; ABBAS, 2019). No Brasil,
sdo encontrados dois tipos de alho cultivados: alhos de ciclo curto e alhos nobres (semi-tardios
e tardios). A implantacdo dos tipos ocorreu de forma assincrona, as cultivares de alho nobre
foram introduzidas mais recentemente, sendo cultivadas normalmente na regido sul do pais. A
temperatura e o fotoperiodo da regido favorecem o desenvolvimento das cultivares nobres, cuja
producdo é destinada principalmente ao mercado formal pelo fato de que apresentam
caracteristicas morfologicas mais atrativas, como menor nimero de bulbilhos por bulbo (cerca
de 8 a 12), e alto valor comercial (RESENDE, 2011).

Para que o alho nobre seja cultivado em outras regides € necessario o processo de
vernalizacdo, com objetivo de desenvolvimento do bulbo, por consequéncia das temperaturas e
o fotoperiodo serem diferentes (RESENDE et al., 2011). Entretanto, as primeiras variedades

introduzidas no Brasil constam no alho semi-nobre (ciclo médio), que possui formato rustico,
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com producdo de varios bulbilhos pequenos por bulbo, sendo menos atrativo comercialmente
que o alho nobre. Portanto, a producdo de alho semi-nobre é efetuada de modo geral pela
agricultura familiar, sendo destinada ao mercado informal (LUCINI, 2008; RESENDE et al.,
2016).

Bothmer (1970) estudando o género Allium na Grécia, sugeriu o conceito “complexo A.
ampeloprasum” a espécies relacionadas entre si, no complexo inclui-se A. ampeloprasum L.,
A. bourgeaui Rech. fil., e A. commutatum Guss. Posteriormente, Bothmer (1974) também
incluiu A. atroviolaceum Boiss, conforme Guern, Lecorff e Boscher (1991), A. polyanthum é
outra espécie que deve ser incluida no complexo.

O complexo A. ampeloprasum é composto por quatro grupos, popularmente conhecidos
como grupo alho-pord, grupo kurrat, grupo cebola pérola e grupo GEE (JONES; MANN, 1963),
bem como, de representantes silvestres. Alho-elefante € extremamente variavel, pode ser
encontrada como planta selvagem ou planta daninha, em diversas partes do mundo,
principalmente no Mediterréneo (JONES; MANN, 1963).

O alho é uma espécie vegetal que ndo produz semente botanica verdadeira, portanto sua
multiplicacdo é feita vegetativamente via bulbilhos. O alho-semente é responsavel pela maior
despesa do custo de producéo, respondendo com cerca de 30% dos gastos com a cultura, desse
modo, a qualidade fisioldgica e sanitaria deve ser entendida como de importancia significativa
para a producdo ou aquisicao do insumo (CARVALHO et al., 2016).

As maiores contribuicdes para a variacdo econdmica positiva dos principais produtos
da agropecuaria em 2019 no estado de Santa Catarina vieram do alho, do tomate e da batata-
inglesa; embora em 2020 a produtividade do alho tenha sido melhor, em funcéo de que boa
parte da area de cultivo seja conduzida em sistema de irrigagdo, 0 que proporciona menores
riscos de efeitos por estiagem, a queda estimada nos pregos do produto contribuiu para variacao
negativa do indice de precos do produto (TORESAN et al., 2021).

Dentre as doencas transmitidas pelos bulbilhos durante o processo de multiplicacdo do
alho, destacam-se as viroses. Consoante com Pavan (1998), os sintomas tipicos observados em
folhas de alho, sdo as estrias de cor verde claro ou amarela, conhecidas como mosaico do alho.
A existéncia de um complexo viral em uma planta, ndo ocasiona sua morte, 0s virus convivem
com a planta de forma crénica, multiplicando-se no decorrer dos ciclos. Entretanto, Mituti
(2013), em uma diagnose da presenca de virus em alho, observou que a infeccdo mista entre
duas ou mais espécies de diferentes géneros de virus podem ocasionar até 78% de reducdo da

producdo.
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2.6 VIROSES NA CULTURA DO ALHO

Os virus reduzem progressivamente o vigor vegetativo e a produtividade, em um
processo denominado degenerescéncia. Os virus pertencentes aos géneros Allexivirus,
Carlavirus e Potyvirus sdo os principais responsaveis pela degenerescéncia do alho-semente, a
atividade desses virus causam queda gradativa do vigor vegetativo, do potencial produtivo e
por fim da qualidade dos bulbos ao longo das geracbes de cultivo (FERNANDES; DUSI,
RESENDE, 2013).

No alho, as infecgfes de origem virais geralmente sdo ocasionadas por mais de um
complexo de virus, uma vez que a maioria das cultivares comerciais plantadas em territdrio
nacional encontra-se infectada por pelo menos um virus. De modo habitual e frequente,
observa-se a presenca dos potyvirus onion yellow dwarf virus (OYDV) e leek yellow stripe
virus (LYSV); no grupo dos carlavirus, o garlic common latente virus (GarCLV) e shallot latent
virus (SLV); e dos allexivirus, o garlic miteborne filamentous virus (GarMbFV), garlic virus A
(GarV-A), garlic virus B (GarV-B), garlic virus C (GarV-C), garlic virus D (GarV-D) e garlic
virus X (GarV-X) (CARVALHO et al., 2016).

2.6.1 O género Potyvirus

Com 190 espécies género Potyvirus € o mais populoso na familia Potyviridae (ICTV,
2022). O genoma dos potivirus é composto por uma molécula de RNA fita simples, senso
positiva e possuem particulas filamentosas flexuosas com 680 a 900 nm de comprimento e 11
a 13 nm de diametro. A organizacdo gendmica (Figura 2) dos virus existentes dentro desse
género baseia-se em uma unica ORF responsavel por codificar uma poliproteina de
aproximadamente 345 kDa. Apresentam a proteina VVPg ligada covalentemente ao terminal 5°,
com cerca de 9,7 Kb de tamanhodo genoma e apresentam uma cauda poli (A) no terminal 3’
(ADAMS et al., 2011). Possuem uma pequena ORF incorporada na regido codificadora para a
proteina P3 (“Pretty Interesting Potyviridae”) ORF - PIPO (CHUNG et al., 2008). Uma capa
proteica formada por aproximadamente 2.200 coOpias da proteina capsidial envolve 0 RNA
gendmico. A poliproteina codificada sofre autoproteolise dando origem a cada uma das
proteinas virais: P1, HC-Pro, P3, 6KI, Cl, 6K2, VPg, Nla, NIb e CP (ADAMS et al., 2011,
BAMPI, 2015). A maioria dessas proteinas codificadas apresentam caracteristica

multifuncional.
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Figura 2 - Organizacdo do genoma de um membro tipico do género Potyvirus. VPg, ligado ao
genoma da proteina viral; P1-Pro, protease da proteina 1; HC-Pro, componente de protease
auxiliar; P3, proteina 3; PIPO, ORF Potyviridae; 6K, péptido de seis quilodaltons; Cl,
incluséo citoplasmatica; Nla-Pro, protease de inclusdo nuclear A; Nlb, RNA polimerase
dependente de RNA; CP, proteina de revestimento. Os locais de clivagem de P1-Pro (O ),
HC-Pro (#) e Nla-Pro () sdo indicados.

o N I " wovoov !
P1-Pro HC-Pro Cl VPg NIb
9 A(n) 3 OH

BK1 6K2
Fonte: (WYLIE et al., 2017, p. 353).

A proteina P1 é a mais variavel em tamanho e sequéncia de nucleotideos e aminoacidos
do genoma dos potyvirus, portanto é considerada a proteina mais apropriada para estudos de
relacionamento filogenético e estudos de histéria evolutiva dos potyvirus (VALLI; LOPEZ-
MOYA; GARCIA, 2007), entretanto, ndo se conhece integralmente o papel dessa proteina no
processo infeccioso. Acredita-se que esteja envolvida no aumento da patogenicidade,
amplificacdo do genoma (VERCHOT et al., 1995), acumulacdo de proteinas (JOHANSEN;
CARRINGTON, 2001), autoproteolise (VERCHOT; CARRINGTON, 1991), auxiliaa HC-Pro
na supressdo do silenciamento génico (RAJAMAKI et al., 2005; VALLI; LOPEZ-MOYA,;
GARCIA, 2007) e interfere na sintomatologia (RYAN; FLINT, 1997).

A proteina HC-Pro esté envolvida na proteinase e autoclivagem do carboxi-terminal, no
movimento sistémico, na supressdo do silenciamento génico, no sinergismo e desenvolvimento
de sintomas (MAIA; HAENNI; BERNARDI, 1996). A proteina P3 apresenta funcdo
relacionada a patogenicidade, enquanto a proteina 6K1 apresenta funcdo desconhecida. A
proteina Cl tem funcéo de helicase e movimento célula-a-célula. A proteina 6K2 ancora o
complexo replicativo as membranas da célula. A proteina Nla (VPg-Pro) tem funcdo de
localizacdo celular, proteinase e interacfes proteina-proteina. NIb possui funcdo de RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp) e a CP (proteina capsidial) esta envolvida na
transmissdo por afideos, movimento célula-a-célula e sisttmico e na montagem da particula
viral (WYLEI et al., 2017).

O ICTV utiliza como critérios para demarcagdo de novas espécies no género Potyvirus
a identidade de aminoacidos inferior a 80% e sequéncia de nucleotideos menor que 76% para a
proteina capsidial ou o genoma completo (KING et al., 2012; ICTV, 2022). Outros fatores

também podem estar associados a demarcacdo de novas espécies, como diferentes sitios de
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clivagem da poliproteina, gama de hospedeiros, auséncia de protecdo cruzada, transmissdo ou
ndo por sementes, reagdes de hospedeiros, diferencas soroldgicas e vetores primarios diferentes
(BERGER et al., 2005).

A transmissao e disseminacdo desses virus nas lavouras de alho se da por meio de
pulgbes (Hemiptera: Aphididae) de forma néo persistente, onde o inseto quando insere seu
estilete em uma planta infectada, adquire o virus e o transmite a outras plantas em segundos,
durante a picada de prova (COSTA, 1998). Logo que infectada, a multiplica¢do do virus ocorre
no bulbo durante os anos, sendo dessa forma uma fonte permanente de infeccdo. Os insetos
transmissores dos virus normalmente ndo colonizam a cultura do alho, e portanto a
disseminacdo das doencas é consequéncia da migracdo dos pulgdes de fora para dentro da
cultura (CARVALHO et al., 2016).

As principais espécies de afideos que transmitem LYSV sdo Myzus persicae, Aphis
fabae, A. gossypii, A. nerii, Hyperomyzus carduellinus, Rhopalosiphum maidis, R. padi,
Schizaphis graminum, e Uroleucon sonchi ( LUNELLO et al., 2002). Para OYDV existem mais
de 50 espécies descritas como vetoras, porém as mais importantes sdéo M. ascalonicus, M.
persicae, R. maidis, e Acyrthosiphon pisum (VAN DIJK, 1993).

2.6.2 O género Polerovirus

A familia Solemoviridae possui 4 géneros, sendo o género Polerovirus o mais populoso
com 26 espécies aceitas pelo ICTV (2022). Conforme Sdmera et al. (2021), os polerovirus
possuem genoma de RNA policistronico, senso positivo, com cerca de 3kb, consistindo em
regides 5’ e 3’ ndo codificantes com 7 ORF’s, sendo que as ORF3a, ORF4, ORF6, ORF7, sdo
exclusivas do género. ORFs 0, 1 e 2 sdo todas traduzidas do RNA genémico (Figura 3). A
traducdo da ORF1 ocorre através de um mecanismo de varredura com vazamento. A RNA
polimerase dependente de RNA (RdRP) codificada pela ORF2 é expressa como uma proteina
de fusdo por meio de um mecanismo de deslocamento de leitura pelos ribossomos (-1). As
ORFs 3a, 3, 4 e 5 sdo traduzidas do RNAL subgenémico, enquanto ORF6 e ORF7 sdo
traduzidos do RNA2 subgendmico; ORF7 também é traduzido do RNA3 subgenémico. ORF5
¢ expressa apenas como uma proteina de fusdo através de uma leitura do codon de terminagéo
da ORF3. Além disso, o0 genoma do virus do potato leafroll virus (PLRV) codifica uma proteina
associada a replicacdo Repl de sua ORF8 exclusiva.

Figura 3 - Organizacdo gendmica do Potato leafroll virus género Polerovirus. Os marcadores

vermelhos indicam a proteina do virus ligada covalentemente ao genoma (VPg) na
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extremidade 5' dos RNAs. Os quadros de leitura (ORFs) séo indicados por sua posi¢ao acima
e abaixo do genoma na ordem -1, 0 e +1 e codificam a poliproteina composta pelo dominio
transmembrana, VVPg, serina protease e proteina(s) C-terminal (vermelho), RdRP (amarelo).
ORFs 3'-proximais codificam a proteina de revestimento (CP, verde) e a proteina de dominio
de leitura relacionada as propriedades de transmissao por pulgées (azul). ORFO codifica
supressor de silenciamento de RNA viral; e ORF3a € necessaria para infecgdo sistémica;
ORF4 codifica a proteina de movimento; ORF’s 6 e 7 codificam proteinas responsaveis pela
transcricao e replicacdo do virus; ORF8 codifica uma proteina associada a replicagédo
exclusica de potato leafroll virus (PLRV). A area com hachuras indica sobreposicao entre

ORF’s no mesmo quadro de leitura.
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5385 5742 '
- 3°0H
ORF3 ORF5
kL) 4315 ET43
membrang serine VPg | C-terminal
anchor  profease protein(s)
replication- capsid readthrough prateinT
associated protein diemain
pratein protein

{aphid transmission faclor)

Fonte: (ICTV, 2022)

Os polerovirus apresentam particula com simetria de rede (T=3), ndo envelopada,
possuindo um didmetro de 26 a 32nm, constituido por cerca de 180 proteinas capsidiais de 26
a 33 kDa. Possui uma da VPg ligada na sua extremidade 5°.

Como critério de demarcacéo de especies dentro desse género, emprega-se: (i) diferenca
de amplitude e especificidade na gama de hospedeiros; (ii) impossibilidade de protecéo cruzada
em interacBes unidirecionais e bidirecionais; (iii) especificidade soroldgica (anticorpo
monoclonal e policlonal); e (iv) diferenca superior a 10% de identidade da sequéncia em
aminoéacido de qualquer gene (VEERAKONE et al., 2015; ICTV, 2022).

Eventos de recombinacdo estdo constantemente sendo observados dentro do género
Polerovirus, sendo um mecanismo comum dentro da familia Solemoviridae (PAGAN:;
HOLMES, 2010). Murakami et al. (2011) acreditam que devido aos eventos de recombinacédo
entre as especies de polerovirus, tenham por consequéncia, impulsionado mudancas na
capacidade de infeccdo em plantas hospedeiras. Devido a eventos de recombinagéo, ocorre a

ampliacdo da gama de hospedeiros que o virus é capaz de infectar. Ademais, recombinacfes
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nas CPs de polerovirus provocam altera¢6es na especificidade do afideo transmissor, podendo
haver troca de espécie do inseto, como no caso do pepper vein yellows virus (PeVYV)
(MURAKAMI et al., 2011).

As particulas de polerovirus sdo confinadas as células do floema. As particulas sdo
encontradas tanto no nicleo quanto no citoplasma das células infectadas. As espécies desse
género geralmente infectam os tecidos do floema, gerando, consequentemente, sintomas
relacionados a inibicdo da translocacéo, retardo do crescimento das plantas e inducao da perda
de clorofila, resultando em amarelecimento e em um nanismo caracteristicos das plantas
infectadas (ICTV, 2022).

Conforme Knierim, Tsai e Kenyon (2013), a replicacdo dos polerovirus ocorre no
citoplasma, porém ndo se sabe se ha interacdo com alguma organela da célula hospedeira. O
virus penetra no interior da célula através do estilete do inseto vetor durante a alimentacao.
Posteriormente, hd a decapsidacdo da particula e entdo liberacdo do material genético no
citoplasma.

Os virus pertencentes ao género Polerovirus sdo transmitidos de forma persistente
circulativa por espécies de afideos. Os virus sdo adquiridos pela alimentacdo dos tecidos
floematicos, entram na hemolinfa do pulgéo através do intestino médio posterior, por um
processo de transporte mediado por receptor, circulam na hemolinfa e por fim entram na
glandula salivar acessoria. A inoculacdo em uma planta resulta da introducéo de saliva virulifera

nos tecidos do floema através do ducto salivar durante a alimentacéo do pulgdo (ICTV, 2022).
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3 CAPITULO | - LEVANTAMENTO E CARACTERIZACAO DE VIROSES E DA
MOSCA BRANCA EM TOMATE E PLANTAS DANINHAS ASSOCIADAS

3.1 RESUMO

O cultivo de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) ocorre em todas as principais regioes
tropicais e subtropicais do Brasil e do mundo. O Estado de Santa Catarina € um dos principais
produtores da cultura, cuja producado é destinada principalmente ao consumo in natura e parte
para o processamento. O tomateiro apresenta vulnerabilidade significativa a atividade de pragas
e agentes patogénicos. Dentre os agentes virais, espécies do género Begomovirus (familia
Geminiviridae) sdo responsaveis por danos considerdveis, podendo apresentar um
(monopartido) ou dois (bipartido) componentes genémicos de DNA circular fita simples, com
cerca de 2.600 nucleotideos. O elevado nimero de espécies classificadas no género
Begomovirus ocorre por vérios fatores, incluindo a atividade polifaga do agente transmissor
mosca-branca (Bemisia tabaci Gennadius) e a alta capacidade de geracdo de variabidade dentro
do género Begomovirus. Em decorréncia da importancia das doencas causadas por espécies de
begomovirus no Brasil, o constante monitoramento da diversidade viral e seu vetor, sdo acoes
de pesquisa de suma importancia para programas de melhoramento. O objetivo do presente
trabalho foi caracterizar as begomoviroses ocorrentes em cultivos de tomate e plantas daninhas
associadas em Santa Catarina, bem como, as espécies cripticas de B. tabaci vetoras. O DNA foi
extraido de 33 amostras foliares, sendo 21 amostras de tomate e 12 amostras de plantas
daninhas, exibindo sintomas tipicos de virus de plantas, os ensaios de PCR foram realizados
com os iniciadores universais PAL1v1978/PAR1c496 e PBL1v2040/PCRcl. Moscas-branca
individuais, encontradas em Santo Amaro da Imperatriz, foram analisadas por PCR utilizando
os iniciadores Bem23F e Bem23R. As analises de sequéncias demonstraram a ocorréncia de
um virus com DNA-A 99% similar com a sequéncia completa correspondente ao segmento
DNA-A de um isolado do virus euphorbia yellow mosaic virus (EuYMV) e 0 DNA-B com
97,49% de similaridade com a sequéncia completa do DNA-B de tomato severe rugose virus
(ToSRV). ToSRV mostrou-se a espécie dominante nos cultivos do litoral catarinense, inclusive
infectando a planta daninha maria pretinha (Solanum americanum L.), cuja ocorréncia nao
havia sido relada até o presente momento. Moscas brancas foram encontradas somente no
municipio de Santo Amaro da Imperatriz, onde foi idenficado a ocorréncia inédita da espécie
Mediterranean (MED), embora a espécie Middle East-Asia Minor 1 (MEAM1) tenha sido

predominante.
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Palavras-chave: Solanum lycopersicum L. Begomovirus. Pseudorrecombinacdo. Diagnose.

Bemisia tabaci.

3.2 INTRODUCAO

O tomate € a segunda hortalica mais produzida e consumida em todo o0 mundo, depois
da batata, sendo um produto mundialmente em expansédo (IBGE, 2021). A crescente demanda
por tomate acompanha o aumento populacional e é favorecida pela ampla diversidade de frutos
e seus derivados, principalmente pela demanda por tomates para processamento. O Brasil esta
entre os 10 maiores produtores mundiais em produtividade (FAO, 2021), com uma média de
71 ton/ha e 3,9 milhdes de toneladas de producdo em 2020 (IBGE, 2021). O Estado de Santa
Catarina é o sexto maior produtor de tomate com uma producdo de 166.587 toneladas no ano
de 2020, conforme IBGE (2021). Contudo, a producédo agricola é alvo de um alto indice de
incertezas, pois é influenciada por diversos fatores dentre eles as doencas, destacando-se as
viroses, por ndo haver controle curativo.

As viroses predominantemente observadas sobre os tomateiros sdo causadas por
begomovirus (FIALLO-OLIVE et al., 2020). As perdas por begomoviroses na cultura no pais
podem chegar a 100% dependendo da época de infeccdo da planta e da cultivar (GIORDANO
et al., 2005; INOUE-NAGATA,; LIMA; GILBERTSON, 2016). Dentre as varias espécies de
begomovirus associadas ao tomateiro no Brasil, temos o tomato severe rugose virus (TOSRV)
e tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV), que sdo as predominantes (FERNANDES et al.,
2008; INOUE-NAGATA,; LIMA; GILBERTSON 2016; SOUZA et al., 2020; DUARTE et al.,
2021a).

Os begomovirus também infectam plantas espontaneas néo cultivadas, ou seja, plantas
daninhas, que por sua vez desmonstram papel importante na epidemiologia, atuando como
reservatorios de novos virus ou variantes virais (COTRIM et al., 2007; CASTILLO-URQUIZA
et al., 2008; SILVA et al., 2012). Conforme Syller (2012), uma planta daninha como fonte de
reservatorio viral, favorece eventos de infecgdes mistas proporcionando a interacdo entre
diferentes espécies e/ou isolados, gerando efeitos como: aumento/decréscimo das taxas de
replicacdo, transmissdo e expressdao de sintomas na hospedeira. Plantas infectadas com
begomovirus apresentam sintomas de mosaico, enrolamento e deformidade foliar, nanismo e
diminuicdo na quantidade e qualidade de frutos produzidos (INOUE-NAGATA; AVILLA;
BOAS, 2009).

A epidemiologia das begomoviroses esté estreitamente relacionada ao comportamento
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e biologia do inseto vetor Bemisia tabaci, portanto, as medidas mais abrangentes de controle
dessas viroses no campo séo voltadas para o controle do vetor (BERGAMIN FILHO et al.,
2016; GORAYEB et al., 2020). Em funcao de suas eximias capacidades polifagas, Middle East-
Asia Minor 1 (MEAM1) e Mediterranean (MED) estdo dispersas pelo mundo, causando
prejuizos em diversas regides com diferentes condic6es climaticas (KANAKALA; GHANIM,
2019).

Ainda que existam varias pesquisas relacionadas a cultura do tomate e infec¢des virais
em outros estados do Brasil (AVILA et al,. 2004; COTRIM, 2007; DUARTE, 2019; AMORIM;
NASCIMENTO; CAVALCANTE, 2018; ANDRADE, 2020; SILVA, 2021), poucas
informacdes relacionadas a esse tema estdo disponiveis para 0 Estado de Santa Catarina, pois
ndo se tem conhecimento sobre quais espécies virais e 0 vetor associado, esta ocasionando tais
problemas nas areas de producdo no estado. Diante disso, o presente capitulo contempla um
levantamento de espécies virais e mosca branca em areas de producdo de tomates no estado de
Santa Catarina, propiciando a identificacdo de espécies de begomovirus infectando plantas de
tomate e plantas daninhas. Com a caracterizacdo das espécies virais infectando o tomate, das
espécies de plantas daninhas que atuam como reservatorio dos virus e da espécie criptica de
mosca branca prevalente, pode-se determinar medidas de manejo mais eficientes na reducao da
incidéncia dessas viroses, favorecendo o aumento da producdo de tomates no Estado de Santa
Catarina.

3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Obtencao das amostras

As coletas das plantas sintomaticas de tomate, plantas daninhas associadas e moscas-
brancas, foram realizadas em areas de produc¢do nos municipios de Bom Retiro, Cacador, Lebon
Régis, Monte Castelo, Major Vieira, Palhoga, Rio do Sul, Santo Amaro da Imperatriz e Urubici
(Figura 4).

Figura 4 - Mapa do estado de Santa Catarina indicando locais de coletas das amostras com
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marcagdes em vermelho (Lages, SC, 2022).
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Os pontos de coleta das amostras foram georreferenciados com auxilio de um GPS
(Garmin Map 64sx). As informacdes referentes as coletas de plantas de tomate sao apresentadas
na Tabela 1, com determinacéo de grupo e variedade, data de coleta e o local de producdo das

mudas.

Tabela 1 - Coletas de plantas de tomate, municipio de coleta, cédigo amostral, variedade,

grupo, data de coleta, local de producéo das mudas e posicionamento geogréfico. (Lages, SC,

2022). (continua)

oy S99 Varksate Grupe OEGR praduiodes  POSconanentd
mudas

Urubici 1 Paron 0" 120032020  umbicisc 20308
Urubici 5 Paron M9 120032020  umbicisc 20308
o v W emo Spomms Zusgs
oA s e mo SpoAmes  Tames
Bom Retiro 3 Paron L\‘/)I':j%a 12/03/2020 WQ;::S‘;C fg:ffff; 78st
Bom Retiro 6 Coronel L\‘/)I':j%a 12/03/2020 WQ;::S‘;C fg:ffff; 78st

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Tabela 2 - Coletas de plantas de tomate, municipio de coleta, cédigo amostral, variedade,

(continuacao)
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grupo, data de coleta, local de producéo das mudas e posicionamento geogréfico. (Lages, SC,

2022).

Local Cddigo . Data da Local de Posicionamento

(Municipio)  amostral Variedade  Grupo coleta produgdo das geografico

mudas

Bom Retiro 7 Paron L\(/)ir:j%a 13/03/2020 Sla nqgoeé{?iir/gga 559700;5855; 62\/SV
Bom Retiro 8 Coronel 0N 12/03/2020 wﬁéfr::g/gc RN
Palhoca 4 - Grappe 27/08/2020 Palhoga/SC 4237003?503?07 E?VSV
Cacador 10 Plutdo Saladete  05/03/2020 Paiacatu/SP 5216:51 475?16 58\/8\/
Cacador 11 Tronus L\(/)ir:jgaa 30/12/2019 Mogi Guagu/SP 52(?:54;108 15VSV
Cacador 13 Tronus L\(/)ir:jgaa 30/12/2019 Mogi Guagu/SP 52(?:54;;03 12\/Sv
Cacador 18 Tronus L\(/)ir:jgaa 30/12/2019 Mogi Guagu/SP 52(?:54;;03 12\/Sv
Cacador 20 Coronel L\(/)ir:jgaa 05/01/2021 Piacatu/SP 52(?:5703970 97\/8\/
Cacador 21 Coronel L\(/)ir:jgaa 05/01/2021 Piacatu/SP 52(?:5703970 97\/8\/
Lebom Régis 12 Coronel L\?iré%a 27/12/2019 Piacatu/SP 52(?;5;'3156 :'VSV
Lebom Régis 15 Coronel L\?igga 27/12/2019 Piacatu/SP 525005335022 A?VSV
Lebom Régis 16 plutdo L\?igga 27/12/2019 Piacatu/SP 52(?;5;'3156 :'VSV
Lebom Régis 17 Itaipava L\?igga 27/12/2019 Piacatu/SP 52(?:45;'3156 :'VSV
Rio do Sul 14 Anjico Saladete  04/11/2019 Rio do Sul/SC 52(?:55703970 97\/Sv
Castvl\!IEZISZajor 19 Coronel L\?iré%a 06/01/2021 Piacatu/SP 52(?:13503907 lSVSv

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Na Tabela 3, sdo exibidas as informacdes referentes as coletas e georreferenciamento
das plantas daninhas encontradas nos municipios de Bom Retiro, Cagador, Monte

Castelo/Major Vieira, Santo Amaro da Imperatriz e Urubici.

Tabela 3 - Coletas de plantas daninhas, municipio de coleta, nUmero da amostra, variedade,
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grupo, data de coleta, local de producéo das mudas e posicionamento geogréfico. (Lages, SC,

2022).
Local Cadigo Data da Nome Nome - -
S S Posicionamento geografico
(Municipio) amostral coleta cientifico comum
Santo Amaro 24 27/08/2020 _ Sotanum Maria 27°41'30.9"S 48°44'40.5"W
da Imperatriz americanum Pretinha
Santo Amaro 5, pgigpnpg _ Solanum Maria 27°41'30.4"S 48°44'30.0"W
da Imperatriz americanum Pretinha
Santo Amaro 25 20/08/2020  Nicandra Joa de 27°41'30.4"S 48°44'30.0"W
da Imperatriz physalodes capote
Urubici 23 12/03/2020  Ipomea sp. Cc\’/rig?ade 27°56'13.6"S 49°41'29.7"W
Urubici 29 12/03/2020 ~_ Solanum Maria 27°56'13.6"S 49°41'29.7"W
americanum pretinha
Cacador 26 05/03/2020 _ Solanum Maria 26°47'06.8"S 51°04'51.5"W
americanum pretinha
Bidens X op " oA "
Cacador 28 05/01/2020 pilosa Picdo preto 26°47'06.8"S 51°04'51.5"W
Cagador 31 05/01/2020 Am\f}:?(;‘ighus Caruru 26°4706.8"S 51°04'51.5"W
Cagador 33 05/01/2021  EuPhorbia g 26°50'00.7"S 50°57'37.9"W
heterophylla
Bom Retiro 27 12/03/2020 ~_ Solanum Maria 27°48'35.6"S 49°32'01.2"W
americanum pretinha
Bom Retiro 30 12/03/2020 ~_ Solanum Maria 27°43'37.8"S 49°44'49.7"W
americanum pretinha
Monte Solanum Maria
Castelo/ 32 06/01/2021 . . 26°30'07.5"S 50°15'30.1"W
. O americanum pretinha
Major Vieira

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

As plantas sintomaéticas foram acondicionadas em vasos identificados para transporte
ao Laboratorio de Virologia Vegetal (LVV) da Universidade do Estado de Santa Catarina -
Centro de Ciéncias Agroveterinarias (UDESC — CAV), onde foram embalados em sacos de
papel aluminio e armazenadas em ultrafreezer (-80°C), para posterior processamento.

Moscas-branca foram encontradas no municipio de Santo Amaro da Imperatriz,
infestando lavouras de tomate e lavouras adjascentes de pepino. A Tabela 4 exibe informagoes
referentes as coletas de moscas-branca, como codigo amostral, municipio, hospedeiro e a
variedade da planta hospedeira. Coletou-se no minimo 40 moscas em cada local de coleta, as
quais foram acondicionadas em microtubos identificados contendo alcool 70%, transportadas
ao LVV (UDESC — CAV), para posterior processamento.

Tabela 4 - Informag6es sobre coletas de moscas-branca, incluindo o municipio de coleta,
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cdédigo amostral, hospedeiro, data de coleta, grupo, variedade, e posicionamento geogréfico

das amostras.

oy gt com v g
Santo p‘e\fa‘f‘rrlg 7180  03/12/2021  Tomate  Saladete  SVTh3930 T 2Z00S
jzm r;‘;‘rrgf‘rrlg 81-90  03/12/2021  Tomate ...~ HS1188 fgjslz,f 3?6‘\,
j:r;;? r;‘;‘rrgf‘rrlg 91100  03/12/2021  Tomate ... HS1189 fgjslz,f 3?6‘\,
j:’}tm" £‘rma?rrl‘; 101-110  03/12/2021  Tomate  Salada Tyson 4287:52123? 3?\/Sv
gsqtmo £rma?r:g 111-120  03/12/2021  Tomate  Salada Tyson 587:52125 3?\/Sv
gsqtmo £rma?r:g 121-130  03/12/2021  Tomate  Salada  Paron Oxy 587:52125 3?\/Sv
gsqtmo £rma?r:g 131-140  03/12/2021  Pepino  Japonés Taiko fg:fjgg 'g.'.lvsv
Santo F;‘ggf‘rrl‘z’ 141150 03/12/2021  Tomate  Salada  ParonOxy s tii0S
j:r;ﬁﬁ rgg?rrig 151-160  03/12/2021 Pepino Japonés Soldier 4287:;1510135 gvsv
j:r;ﬁﬁ rgg?rrig 161-170  03/12/2021 Pepino Japonés Soldier jgo°:;()1§ gvsv

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

3.3.2 Extracdo de acidos nucleicos

Os testes moleculares foram realizados no Laboratdrio de Virologia Vegetal, do Centro
de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade Estadual de Santa Catarina (UDESC-CAV).
Discos foliares (aproximadamente 50 mg) das 33 amostras foliares selecionadas, foram
submetidas a extracdo de DNA, seguindo o protocolo de extragdo com CTAB proposto por
Doyle e Doyle (1990).

Para identificag&o das espécies de moscas-branca, foram extraidos 0 DNA de ao menos
10 moscas-branca usando a resina Chelex-100 (Sigma-Aldrich) (WALSH; METZGER,
HIGUCHI, 1991; DE MORAES et al., 2018), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

A integridade e a quantidade dos acidos nucleicos extraidos foram verificadas utilizando
a técnica de eletroforese em gel de agarose 1% e quantificador de acidos nucleicos Nanodrop
2000 (Thermo Fisher).

3.3.3 Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
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As amostras de DNA total dos 33 isolados (plantas de tomate e plantas daninhas) foram
submetidas a ensaios de PCR com o iniciadores degenerados “universais” ‘PAL1v1978’ (5’
GCA-TCT-GCA-GGC-CCACAT-YGT-CTT-YCC-NGT 3’) ¢ ‘PAR1c496’ (5° CAT-GCT-
GCA-GTA-CAT-YGGCCT-YTT-DAC-CC 3’); ‘PBL1v2040’ (5> GCT-CTG-CAG-CAR-
TGR-TCK-ATC-TTC-CAT-ACA 3°) ¢ PCRcl (5°CTA-GCT-GCA-GCA-TAT-TTA-CRA-
RWA-TGC-CA 3’) visando amplificar, respectivamente, regides especificas do DNA-A e
DNA-B do genoma de begomovirus (ROJAS et al., 1993). Para o preparo do mix das reagdes
utilizou-se 10,0 uL de tampao da enzima goTaq green DNA polimerase (5X), 0,25 uL da
enzima Taq DNA polimerase (5U/uL) (Promega), 1,0 uL de dNTPs (2,5 mM) (Promega), 1,0
pL de cada primer (PAL1v1978/PAR1c496) (10 uM), 34,75 uL de agua livre de nuclease e 2,0
pL de DNA total (20 ng/uL) para um total de 50 pL. O DNA foi amplificado usando as
seguintes condi¢fes: 94°C por 2 minutos, seguida de 40 ciclos, sendo cada um deles composto
por: 94°C por 1 minuto para desnaturacdo, 50°C por 1 minuto para anelamento e 72°C por 3
minutos para extensdo, e uma etapa de extensdo final a 72°C por 10 minutos.

No total, 100 amostras individuais de mosca-branca foram obtidas, as quais foram
submetidas a ensaios de PCR com os iniciadores microssatélite especificos ‘Bem 23 Forward’
(5’ CGG-CTT-TGC-GCC-TTA-GTC 3”) ¢ ‘Bem 23 Reverse’ (5 CGG-CTT-TAT-CAT-AGC-
TCT-CGT 3’) (DE BARRO et al., 2003). Para o preparo do mix da reacédo utilizou-se 2,5 uL.
de tampé&o da enzima GoTag® Flexi DNA polimerase (5X), 0,25 pL da enzima GoTaq® Flexi
DNA polimerase (5U/uL) (Promega), 4,0 pL de MgClz, 0,5 pL de dNTPs(2,5 mM) (Promega),
0,5 uL de cada primer (Bem23F/Bem23R) (10 uM), , 3,25 uL de agua livre de nuclease e 1,5
pL de DNA total (20 ng/uL) para um total de 13 pL. O DNA foi amplificado usando as
seguintes condi¢des: 94°C por 2 minutos, seguida de 35 ciclos, sendo cada um deles composto
por: 94°C por 30 segundos para desnaturacao, 55°C por 30 segundos para anelamento e 72°C
por 30 segundos para extensao; e finalmente uma etapa de extenséo final a 72°C por 5 minutos.

Os fragmentos amplificados nas reacdes de PCR foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1%, corados com GelRed (Biotium), visualizados sob luz UV em transluminador
e fotografados.

3.3.4 Sequenciamento Sanger

Os produtos de PCR das amostras vegetais foram enviados para sequenciamento
convencional (ACTGene Analises moleculares LTDA) usando os pares de iniciadores
degenerados PAL1v1978/PAR1c496 e PBL1v2040/PCRcl, para os genomas DNA-A e DNA-
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B de begomovirus, respectivamente. As respectivas sequéncias foram analisadas e comparadas
com outras sequéncias no GenBank usando a ferramenta BLAST disponivel em

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas areas de produgdo avaliadas foram encontradas plantas de tomate com sintomas de
infeccdo viral de bolhosidades, mosaico, nanismo, manchas escuras purpuras na face abaxial
das folhas, amarelecimento e deformagdes foliares, surgerindo a presenca de begomoviroses.
Entretanto, apenas nos municipios de Santo Amaro da Imperatriz, Urubici, Cagador, Bom
Retiro e Monte Castelo, Major Vieira foram encontradas plantas daninhas sintomaticas.
Ressalta-se que durante o periodo de coleta somente foi observado presenca de Bemisia tabaci
(mosca branca) nas lavouras de Santo Amaro da Imperatriz no estado de Santa Catarina (Figura
5).

Figura 5 - Plantas com sintomas de begomoviroses oriundas de Santo Amaro da Imperatriz:
A) Tomate manifestando bolhosidades, nanismo, enrolamento e amarelecimento foliar; B)
Maria pretinha (Solanum americanum Mill.) manifestando sintomas de deformagdes foliares,
mosaico e manchas purpuras; C) Infestagdo de mosca-branca em lavoura de pepino adjascente

a uma lavoura de tomate.

L) 2% g

Fonte: Elaﬁorada pela autora, 2022.

O desenvolvimento e a dispersdo de moscas-branca sdo favorecidos por periodos
quentes e secos, sendo observados picos populacionais na estacdo seca (INOUE-NAGATA et
al., 2016), em meses que apresentam maiores valores médios de precipitacdo (>35mm) a
populacdo de moscas-branca tende a diminuir (SOUSA et al., 2021). Considerando a alta

variacdo sazonal da temperatura do ar, apresentando no inverno valores menores e no verao
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valores maiores, e os efeitos da altitude na temperatura do ar, onde em municipio com maior
altitude observa-se menores temperaturas médias seja em escala mensal, sazonal ou anual.

Nos meses mais quentes do ano (dezembro a margo) as temperaturas médias mensais
da regido do litoral Catarinense podem alcancar maximas superiores a 30 °C (SANTANA,
2020), favorecendo o estabelecimento de moscas-branca. As lavouras visitadas localizadas no
meio oeste de Santa Catarina, além de apresentarem alto relevo, encontravam-se rodeadas por
culturas perenes como pinus, o que desfavorece e dificulta o deslocamento de moscas-branca.

Nas visualizacbes de eletroforese em gel de agarose, quando utilizados os
oligonucleotideos PAL1v1978/PAR1C496 (DNA-A), um fragmento de aproximadamente 1,2
kb foi amplificado nas amostras 2; 4; e 9 com DNA de plantas de tomate sintomaticas conforme
pode ser observado na Figura 6.

Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose (1,0%) dos produtos da PCR para a detecgéo de
espécies do género Begomovirus, utilizando os oligonucleotideos PAL1v1978 e PAR1C496.
Geis (A) e (B) representam amostras de tomate 1 — 21. MM: Marcador molecular 1kb
(Promega); Br: Branco (PCR realizada com agua); C+: Controle positivo (planta infectada por

begomovirus); C-: Controle negativo (PCR realizada com uma planta sadia).

MMC+C-Br 1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10 11 12 1314 1516 MM C+ C- Br 17 18 19 20 21

B)

3000phb -
000p! 3000pb —

1000pb —
750pb —
500pb —
250pb —

1000pb —
750pb —

500pb —
250pb —

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose (1,0%) dos produtos da PCR para a detec¢édo de
especies do género Begomovirus, utilizando os oligonucleotideos PBL1v2040 e PCRcl. Geis
(A) e (B) representam amostras de tomate 1 — 21. MM: Marcador molecular 1kb (Promega);
Br: Branco (PCR realizada com agua); C+: Controle positivo (realizada com planta infectada

por begomovirus); C-: Controle negativo (PCR realizada com planta sadia).
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MM C+ C-Br 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

MM C+ C- Br 17 18 19 20 21

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Para visualizagdo dos produtos de PCR em eletroforese em gel de agarose das amostras
de plantas daninhas, quando utilizados os oligonucleotideos para amplificacdo de segmentos do
genoma DNA-A, um fragmento de aproximadamente 1,2 kb foi amplificado na amostra 24
(Figura 8A), havendo amplificacdo na mesma amostra para 0 componente gendmico DNA-B
de 0,6 kb (Figura 8B).

Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose (1,0%) dos produtos da PCR para a detec¢édo de
espécies do género Begomovirus, utilizando os oligonucleotideos PAL1v1978/ PAR1C496
(A) e PBL1v2040/PCRc1 (B). - MM: Marcador molecular 1kb (Promega); Br: Branco (PCR
realizada com agua); C+: Controle positivo (realizada com planta infectada por begomovirus);
C-: Controle negativo (PCR realizada com planta sadia); Amostras de plantas daninhas 22 —
33.

Ay MM C+ C Br 2223 24 25 26 27 28 29 3031 3233 Py MM C+ C- Br 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
o00pt -

3000pb —

1000pb —
750pb —
500pb —

198885 =

500pb —

250pb — 250pb —

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Plantas infectadas por begomovirus foram encontradas nos municipios de Santo Amaro
da Imperatriz e Palhoga, litoral Catarinense. Analisaram-se os resultados gerados no
sequenciamento, onde as sequéncias consenso obtidas foram comparadas com sequéncias
disponiveis no GenBank.

Para a amostra com codigo 2, um fragmento de sequéncia de 973 nt correspondentes ao
DNA-A apresentou 99% de identidade de nucleotideos com a sequéncia completa

correspondente ao segmento DNA-A de um isolado do virus euphorbia yellow mosaic virus
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(EuYMV, acesso no GenBank KY559489) e 92,86% de identidade ao gene da proteina
relacionada a supresséo do silenciamento génico de um outro isolado do virus EUYMV (acesso
GenBank no MG773281). Todavia, a sequéncia do fragmento de DNA-B de 982 nt apresentou
97,49% de identidade com a sequéncia completa DNA-B de tomato severe rugose virus
(ToSRV) identificado no Brasil (acesso GenBank MT627159) (Tabela 5).

Tabela 5 - Porcentagem de similaridade entre sequéncias nucleotidicas de parte do genoma do

fragmento de virus obtido do género Begomovirus depositados no GenBank.

- Codigo . o . o
Genoma Amostra Espécie GenBank Isolado viral ~ Municipio  ldentidade(%0)
Euphorbia yellow BR-Cas1073-  , Sonto
2 phorbia y KY559489 Amato da 99
mosaic virus 11 .
Imperatriz
4 Trou”;its‘; e EU 600238 Brasil Palhoca 97.97
DNA -
A Tomato severe Santo
9 . EU 600238 Brasil Amato da 97.10
rugose virus )
Imperatriz
Tomato severe Santo
24 . EU 600238 Brasil Amato da 96.61
rugose virus )
Imperatriz
Tomato severe Santo
2 . MT627159 BR:Flo222:14 Amato da 97.20
rugose virus \
Imperatriz
Santo
DNA - 9 Tomato severe 1607159 BR:FI0222:16  Amato da 97.44
B rugose virus .
Imperatriz
Tomato severe Santo
24 . MT627159 BR:Flo222:18 Amato da 92.24
rugose virus )
Imperatriz

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

O Tomato severe rugose virus foi observado em quatro amostras, com sequéncias
variando de 96,61 a 97,97% de similaridade com isolado do Brasil (EU600238) para o
componente gendmico DNA-A; para o componente gendmico DNA-B, houve similaridade
entre 92,24 e 97,44% com a sequéncia completa do segmento DNA-B de ToSRV (MT627159).

Os geminivirus compdem um dos grupos de plantas com capacidade de evolugdo mais
rapida dentre os virus de plantas, o que pode ser atribuido a varios fatores incluindo aumento
das populac6es de insetos vetores e rapida evolucdo viral extremamente responsiva a mudancas
de ambiente. Pseudorecombinantes infecciosos podem ser obtidos a partir da troca dos
componentes gendmicos de dois geminivirus bipartidos em infecgdes mistas, onde o DNA-B

de um virus pode ser reconhecido pela proteina Rep de outro, conforme Hou e Gilbertson
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(1996). Com base nessas propriedades, sugere-se que 0 virus presente na amostra de cddigo 2,
possa ser um pseudorrecombinante de EYMV e ToSRV. Outra possibilidade seria a ocorréncia
de infeccdo mista nesta amostra, o que necessita de mais estudos para confirmacao.

De fato, a ocorréncia de infec¢cbes mistas € um pré-requisito para a ocorréncia de
pseudorecombinacdo. Nesse sentido, Duarte et al. (2021b) relatam eventos mdltiplos e
independentes de infeccdo natural de tomates por isolados de EuYMV com outros virus,
incluindo ToSRV no Estado de Minas Gerais. Isto confirma o status de hospedeiro natural de
tomates para isolados de EuYMYV, conforme indicado em ensaios de infectividade realizados
anteriormente usando inoculagdo via biobalistica (BARRETO et al., 2013 ).

ToSRV é o begomovirus predominante nas regides sul e sudeste do Brasil
(FERNANDES et al., 2008; GONZALEZ-AGUILERA et al., 2012; ROCHA et al., 2013).
Silva et al. (2014) provaram que sob condicdes experimentais de inoculagdo por biobalistica,
ToRMV e ToSRV formam pseudorecombinantes vidveis em todas as combinagdes possiveis
de infec¢Bes mistas, com mesmo nucleo de iteron, SPDs idénticos e sequéncias de DNA-B com
98,2% de similaridade. Neves et al. (2020) relataram a presenca de ToSRV na planta daninha
popularmente conhecida como picdo (Bidens pilosa) e de EuUYMV em leiteiro (Euphorbia
heterophylla) apresentando 98 e 92% de identidade com isolados de Goias e Rio Grande do
Sul, respectivamente.

ToSRV foi encontrado infectando naturalmente varios hospedeiros cultivados, como
batata, feijdo, pimenta, berinjela e soja (SOUZA-DIAS et al., 2008; MACEDO et al., 2017) e
também plantas ndo cultivadas, como Chenopodium album, C. ambrosioides, Crotalaria spp.,
Euphorbia heterophylla, Nicandra physaloides e Sida spp. Outros estudos mostraram que
plantas nédo cultivadas que crescem nas proximidades de lavouras de tomate podem servir como
reservatorios virais de begomovirus (BARRETO et al., 2013; BARBOSA et al., 2016;
GORAYEB et al., 2020), tendo consequente vantagem para begomovirus com ampla gama de
hospedeiros, como ToSRV.

Apesar de que ToSRV tenha sido relatado em diversas espécies vegetais tanto em
plantas cultivadas quanto em plantas daninhas, no Brasil sua ocorréncia natural na planta
conhecida como maria pretinha (Solanum americanum) era desconhecida até 0 momento. O
sequenciamento obtido para 0 DNA extraido de maria pretinha (c6digo amostral 24), mostraram
identidade de sequencias de 96,61 e 93,19% para os componentes DNA-A e DNA-B de Tomato
severe rugose virus (acesso GenBank, MT627159.1), respectivamente, confirmando o primeiro
relato de infec¢do natural desse virus nessa planta daninha no mundo. Vale destacar que o

sequenciamento completo do componente DNA-A ¢ imprescindivel para confirmagéo
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taxondmica (espécie) dos isolados caracterizados parcialmente neste estudo.

Em topico de outra dissertacdo do nosso grupo de pesquisa realizada anteriormente,
Batalhon (2021) concluiu que plantas de tomate no estado de Santa Catarina estdo infectadas
predominantemente por orthotospovirus, possivelmente a especie Tomato chlorotic spot virus,
e nas coletas realizadas para esse trabalho ndo foram observadas a associa¢cdo de mosca branca
as plantas de tomate e plantas daninhas nas areas visitadas.

A alta variabilidade genética dos begomovirus € refletida na quantidade de espécies
descritas (VAN REGENMORTEL et al., 2000), desencadeando dificuldades na adogéo de
medidas de controle, de eliminacdo de hospedeiros alternativas, utilizagdo de variedades
resistentes e controle do vetor (medida considerada mais importante para o controle de
fitoviroses).

Um total de 100 moscas-branca individuais oriundas dos cultivos de tomate e pepino no
municipio de Santo Amaro da Imperatriz foram analisadas. Os resultados da Tabela 6 indicam
que a espécie de Bemisia tabaci MED foi identificada em 17 amostras individuais, enquanto

MEAM1 foi identificada em 12 amostras individuais.

Tabela 6 - Espécies de moscas-branca Bemisia tabaci Middle East-Asia Minor 1 (MEAML1) e
Mediterranean (MED) coletadas em Santa Amaro da Imperatriz-SC, em 2021.

(continua)
Nede
0
Cadigo . . Posicionamento N°de MED/ MEAM1/
Hospedeiro Grupo Variedade Jp quantidade .
amostral geografico guantidade
amostral
amostral
27°42'26.9"S 2/10 (20%)
71-80 Tomate Saladete SVTh3930 48°45'13.3"W 1/10 (10%)
27°42'26.9"S
81-90 Tomate Saladete HS 1188 48°4513.3"W 0/10 (0%) 1/10 (10%)
27°42'26.9"S
91-100 Tomate Saladete HS 1189 48°4513.3"W 0/10 (0%) 1/10 (10%)

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
Tabela 7 - Espécies de moscas-branca Bemisia tabaci Middle East-Asia Minor 1 (MEAML) e

Mediterranean (MED) coletadas em Santa Amaro da Imperatriz-SC, em 2021.

(continuacao)

Nede
0
Cadigo . . Posicionamento N°de MED/ MEAM1/
Hospedeiro Grupo Variedade . quantidade -
amostral geogréfico guantidade
amostral
amostral
27°42'26.9"S
101-110 Tomate Salada Tyson 4/10 (40% 4/10 (40%
¥ 48°45'13.3"W (40%) (40%)
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1114120  Tomate  Salada Tyson fgfszlzfe?vsv 3/10 (30%)  4/10 (40%)
121-130 Tomate Salada Paron Oxy 4287:;152123? ??VSV 5/10 (50%) 0/10 (0%)
131140 Pepino  Japonés Taiko A OS 3/10(30%) 0710 (0%)
141-150 Tomate Salada Paron Oxy jg:jjg’zg (;)VSV 1/10 (10%) 0/10 (0%)
151-160 Pepino Japonés Soldier jg::'gol?’s 83\/Sv 0/10 (0%) 0/10 (0%)
161-170 Pepino Japonés Soldier jg::'gol?’s 83\/Sv 0/10 (0%) 0/10 (0%)

Pois Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

As amostras de mosca-branca que nao resultaram em amplificacdo com utilizacdo dos
primers especificos para MED e MEAML, possivelmente estdo relacionadas a Trialeurodes
vaporariorum, entretanto analises moleculares com utilizacdo de primers especificos serdo
realizadas para confirmacéao dessa hipétese.

Desde que MED foi introduzida no Brasil, seu monitoramento tem sido realizado em
diversas pesquisas e analises em diferentes localidades. Até o ano de 2018 a referida espécie
estava restrita a apenas cultivos ornamentais, sendo encontrada esporadicamente em hortaligas
e plantas daninhas no entorno desses cultivos (DE MORAES et al., 2018). Entretanto, surtos
de MED em cultivos de pimentdes e pepino em casa de vegetacdo no Parana e em Séao Paulo,
sdo relatados nos ultimos anos (BELLO et al., 2020)

MED e MEAML1 transmitem com eficiéncia as principais begomoviroses associadas ao
tomateiro. Nogueira (2018) analisando a eficiéncia de transmissdo de ToSRV e ToRMV por
MED e MEAML1, tanto em infeccBes simples quanto mistas, constatou que ToSRV é
transmitido com maior eficiéncia por MED quando em comparacdo com MEAM1. Embora,
Gorayeb (2020) analisando as interagdes entre begomoviroses e moscas-branca constatou que
a relagéo entre TOSRV e MEAML1 pode ser mais eficiente que ToSRV e MED, visto que o
desempenho de MEAML foi melhor em plantas daninhas infectadas com ToSRV, enquanto
houve diminuicdo do desempenho MED quando em comparagdo com plantas saudveis. Com
relacdo a eficiéncia de transmissdo, MEAM1 mostrou-se mais eficaz em transmitir TOSRV na
maioria das combinagdes de plantas hospedeiras testadas, incluindo de tomate para tomate, o
gue pode indicar MEAM1 como um vetor de ToSRV com maior importancia do que MED
(GORAYEB, 2021). Diferentes espécies do complexo Bemisia tabaci podem desempenhar
papeis distintos na transmisséo e epidemiologia de begomovirus ao infectar tomate.

MEAM1 e MED s&o populagbes morfologicamente idénticas, entretanto podem
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apresentar caracteristicas bioldgicas e ecoldgicas diferentes, além da diferenciacdo pela anélise
do DNA mitocondrial do inseto (DE BARRO et al., 2011). MEAM1 relaciona-se
principalmente com o aumento da incidéncia de begomovirus em solanaceas (RIBEIRO et al.,
2003), ja MED apresenta alta taxa em se tornar resistente a inseticidas (NAUEN; DENHOLM,
2005) e também apresenta menor suscetibilidade as doses dos inseticidas imidacloprid,
tiametoxam, entre outros, quando comparado a espécie MEAML1, e 6tima adaptacdo a cultura
do pimentdo (SUN et al., 2013).

Ainda que existam varias pesquisas relacionadas a ocorréncia de Bemisia tabaci em
varios estados brasileiros (DE BARRO et al., 2011; DE MORAES et al., 2017; MARTINS,
2021; BELLO; WATANABE; FUSCO, 2020; BARROS et al., 2021), séo incipientes as
informacdes referentes a ocorréncia de MED no Estado de Santa Catarina, com apenas um
relato De em plantas ornamentais na cidade de Lages (DE MORAES et al., 2018). Areas de
producdo no Estado de Santa Catarina, especificamente no municipio de Santo Amaro da
Imperatriz, se constitui no segundo lugar registrado em que MED saiu das plantas ornamentais
e foi encontrada colonizando cultivos comerciais de tomate. Este € o primeiro relato da
ocorréncia de MED em cultivos comerciais (campo aberto) no Estado de Santa Catarina; no
estado de S&o Paulo, MED foi encontrada principalmente em casas de vegetacdo (DE MORAES
et al., 2018). Esse resultado pode ser Gtil para melhorar o monitoramento de Bemisia tabaci no
campo, 0 que € importante na tomada de decisdo de programas de manejo integrado de pragas

para essa praga-chave e viroses.

35 CONCLUSOES

e Planta de tomate coletada no litoral do Estado de Santa Catarina estio
possivelmente infectadas com um pseudorecombinante de Euphorbia yellow
mosaic virus e Tomato severe rugose virus.

e Tomato severe rugose virus é predominante em Santo Amaro da Imperatriz,
regido do litoral catarinense.

e Tomato severe rugose virus infecta a planta daninha maria pretinha (Solanum
americanum).

e As espécies do complexo Bemisia tabaci Mediterranean (MED) e Middle East-
Asia Minor 1 (MEAML) s&o ocorrentes em areas de producdo de campo aberto

em Santo Amaro da Imperatriz.
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4 CAPITULO Il - CARACTERIZACAO DE VIROSES EM Allium ampeloprasum L.

41 RESUMO

O alho-elefante (Allium ampeloprasum L.) € uma hortalica condimentar cultivada por pequenos
produtores de base familiar. O manejo dessa cultura é tipicamente manual e os principais
problemas residem na ocorréncia de doengas provocadas por virus que afetam expressivamente
a producdo. Em éarea experimental do Instituto Federal Catarinense, cAmpus Rio do Sul, foi
verificada a presenga de sintomas tipicos de virus associados a plantas de alho-elefante. Com o
objetivo de identificar o agente causal, realizou-se o presente trabalho utilizando-se técnicas
biolégicas e moleculares. Amostras de plantas com sintomas de viroses foram coletadas e
mantidas em casa de vegetacdo para posteriores analises. Nos testes moleculares, foram
empregados iniciadores universais para deteccdo de espécies pertencentes aos géneros
Polerovirus, Tobamovirus, Orthotospovirus, Potyvirus e Crinivirus. Os fragmentos obtidos
foram purificados e sequenciados, revelando a presenca dos potyvirus leek yellow stripe virus
(LYSV) e onion yellow dwarf virus (OYDV) e de uma provavel nova espécie de polerovirus
denominada allium polerovirus A (APVA). Para a caracterizacdo do genoma desses virus, foi
utilizado o sequenciamento de nova geracdo (Next generation sequencing — NGS) a partir de
amostras de RNA de fita simples obtido das plantas de alho. Determinou-se a sequéncia de
nucleotideos e aminoacidos, a organizacdo gendmica e o relacionamento filogenético APVA
(isolado denominado LAGhr). Este é o primeiro registro de APVA no Brasil e o primeiro relato
da ocorréncia de LYSV e OYDV em alho-elefante no Brasil.

Palavras-chave: Allium polerovirus A. Potyvirus. Allium ampeloprasum. Diagnose.

Sequenciamento de nova geragao.

4.2 INTRODUCAO

O género Allium possui cerca de 800 espécies bulbosas caracterizadas em funcéo da alta
diversidade quando considera-se aspectos fisiologicos e morfologicos (CECCANTI et al.,
2020). Dentre as espécies que compdem o género, Allium ampeloprasum L., conhecida também
como alho-elefante, se assemelha ao alho-por6 (A. ampeloprasum var. porrum L.) e tem sido
proposta como um substituto do alho comum (A. sativum L.) na culinaria, em fungdo do sabor

semelhante, com impacto mais leve ao héalito e melhor digestibilidade do que o alho comum,



59

embora apresente sabor de queimado quando submetido a fritura, podendo ser utilizado como
polpa (BLOCK, 2011). A planta é pouco conhecida dentro do sistema produtivo, entretanto
apresenta alto potencial industrial devido sua produtividade podendo formar bulbos com até
500 gramas (MARCUZZO0, 2022).

Como na maioria das culturas, com o aumento do consumo ha sucessivamente o
aumento da producéo, o0 que acarreta o estabelecimento de pragas e doencas que podem causar
danos econdmicos e sociais (SILVA, 2014). Alho-elefante é extremamente variavel, pode ser
encontrada como planta selvagem ou planta daninha, em diversas partes do mundo,
principalmente no Mediterraneo (JONES et al., 1963). Nesse contexto, pode servir como fonte
de indculo para cultivos comerciais de espécies de alho.

As viroses compdem a maior problematica do género Allium a nivel global, sendo mais
recorrentes em cultivos de alho comum e transmitidas principalmente por meio de material
propagativo infectado. As espécies virais que acometem a cultura do alho podem ser de pelo
menos cinco diferentes familias, podendo ocorrer como infecgdo Unica ou mista, segundo Van
Dijk (1993). Entre os virus de maior importancia, destacam-se as espécies dos géneros
Potyvirus, Carlavirus e Allexivirus (FERNANDES; DUSI; RESENDE, 2013).

Onion yellow dwarf virus (OYDV) e leek yellow stripe virus (LY SV) séo considerados
0s potivirus mais importantes para a cultura, com espécies hospedeiras restritas, sendo Allium
cepa e A. cepa var. ascalonicum para OYDV e Allium porrum, Chenopodium amaranticolor,
C. Quinoa e Celosia argentea para LYSV (PAVAN; SAKATE, 2015). OYDV provoca redugéo
de até 60% na producdo de alho (BOS, 1981). Virus de outras familias foram encontrados em
alho-por6, como é o caso do Iris yellow spot virus (I'YSV), um orthotospovirus da familia
Tospoviridae, relatado na Holanda, Alemanha, Reino Unido, Australia e Brasil (SCHWARTZ;
OTTO, 2007).

As estratégias de controle de viroses em alho incluem propagacéo de plantas livres de
virus, erradicagdo de plantas infectadas, cultura de meristemas, cultivo intercalado com outras
plantas atrativas ao vetor e controle do vetor. Insetos como os pulgdes (Hemiptera: Aphididae),
tripes (Thyssanoptera: Thripidae) transmitem e disseminam esses virus nas lavouras de forma
ndo persistente. O inseto quando se alimenta de uma planta doente, adquire o virus e o transmite
a outras plantas em segundos, durante a picada de prova (COSTA, 1998).

No Brasil, encontra-se cultivos de dois tipos de alho, o alho semi-nobre e o alho nobre.
Na regido sul do pais cultiva-se comumente o alho nobre. No Estado de Santa Catarina, a cultura
do alho teve importancia significativa para a economia em 2019, tendo aumento de 15,18% em

produtividade no ano de 2020, segundo Toresan et al. (2021). O manejo de alho-por6 é uma
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atividade com alto valor social, fato atribuido ao cultivo em pequenas areas por agricultura
familiar (REIS et al., 2004).

O presente capitulo teve como objetivo caracterizar virus encontrados em plantas de
alho-elefante (A. ampeloprasum) advindas de area experimental do municipio de Rio do Sul
(27°12'51"S 49°38'35"W), regido do Vale do Itajai, Santa Catarina, as quais apresentavam
sintomas de estrias de coloragéo clara e mosaico semelhante aos causados por potyvirus. Como
beneficios a cultura, tais informacg6es contribuirdo para evolucao de estratégias de manejo que
permitirdo atividade da cultura na regido, assim como, impusionara a busca no impedimento da
insercdo de novos virus na cultura do alho comum, sendo mediados por alho-elefante, visto que

este pode ser considerado uma daninha e dessa forma exercer a funcao de reservatorio viral.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Obtencdo das amostras

Em agosto de 2021, plantas de alho-elefante (A. Ampeloprasum) apresentando estrias
de coloracdo clara e mosaico (Figura 9), foram coletadas em um campo experimental no
Instituto Federal Catarinense (27°11'02.4"S 49°39'36.4"W) no municipio de Rio do Sul, Santa
Catarina.

As seis plantas foram mantidas em vasos contendo mistura de substrato e solo, em casa
de vegetacdo sob condicOes de temperatura controlada (24°C £ 2°C) do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC-CAV). Amostras
individuais foram coletadas, embaladas em sacos de papel aluminio e armazenadas em
ultrafreezer (-80°C), para posterior processamento.

Figura 9 - Sintomas tipicos de mosaico em folhas de alho-elefante (Allium ampeloprasum)

coletadas em Rio do Sul no estado de Santa Catarina. A, B, C, D, E e F — Planta de alho-



61

elefante 1,2,3,4,5 e 6, respectivamente.
WL/} | o

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

4.3.2 Extracgdo de acidos nucleicos

Os testes moleculares foram realizados no Laboratdrio de Virologia Vegetal (LVV), do
Centro de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade Estadual de Santa Catarina (UDESC-
CAV).

Para a caracterizagcdo dos virus com genoma de RNA, aproximadamente 100mg de
folhas das plantas coletadas foram homogeneizadas em nitrogénio liquido e submetidas a
extracdo de RNA total utilizando o reagente Trizol™ (Invitrogen), de acordo com as
especificacbes do fabricante. A integridade e a quantidade dos acidos nucleicos extraidos foi
verificada por eletroforese em gel de agarose 1% e em quantificador de acidos nucleicos
Nanodrop 2000 (Thermo Fisher).

4.3.3 Sintese do DNA complementar (cDNA)

Em microtubos adicionou-se 2 pg de RNA, 0,1uM do oligonucleotideo reverso e agua
livre de RNase suficiente para completar o volume de 15ul. Os tubos foram incubados a 70°C
por 5 min e a 2°C por 2 minutos. Posteriormente, adicionou-se em cada tubo 3l de agua livre
de RNAse, 5ul de tampao 5x MMLV, 1ul de dANTP’s (10uM) e 1ul da enzima RT-MMLV
(200u/pL) (Promega), conforme as recomendacdes do fabricante. Finalmente, os tubos foram
incubados a 42°C por 1h.



62

4.3.4 Reacdo da Transcriptase Reversa seguida pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
(RT-PCR)

A RT-PCR foi realizada utilizando a enzima GoTag® Flexi DNA polimerase (Promega)
de acordo com as recomendac@es do fabricante, utilizando primers genéricos para a detec¢édo
de espécies pertencentes aos géneros Polerovirus, Tobamovirus, Orthotospovirus, Potyvirus e
Crinivirus (Tabela 8) (ROJAS et al., 1993; EIRAS, et al., 2001; ZHENG et al., 2009;
WINTERMANTEL; HLADYK, 2010; LI et al., 2018).

Para o preparo do mix das reacOes para cada género viral, utilizou-se 2,5 uLL de tampao
(5X) da enzima GoTag® Flexi DNA polimerase (Promega), 4,0 uLL. de MgCly, 0,5 uLL de dNTPs
(2,5 mM), 0,5 uL de cada par de iniciadores (‘forward’ e ‘reverse’) (10 uM), 0,25 uL da enzima
GoTag® Flexi DNA polimerase (5U/uL) (Promega), 3,25 puL de agua livre de nuclease e 1,5
puL de DNA total (20 ng/uL) para um total de 13 pL.

Tabela 8 - Iniciadores utilizados e tamanho dos fragmentos obtidos para os diferentes géneros

testados em alho-elefante.

Oligonucleotideos Sequéncia* Fragmento esperado(pb)
Potyvirus
NIB2F 5'GTITGYGTIGAYGAYTTYAAYAA 3
NIB3R 5' TCIACIACIGTIGAIGGYTGNCC 3' 330
Orthotospovirus
BR60 5'CCCGGATCCTGCAGAGCAATTGTGTCA 3
BR65 5' ATCAAGCCTTCTGAAAGTCAT 3' 423
Polerovirus
Pol-G-F 5 GAYTGCTCYGGYTTYGACTGGAG 3'
Pol-G-R 5'GATYTTATAYTCATGGTAGGCCTTGAG 3 1100
Tobamovirus
TobamodF 5 TKGAYGGNGTBCCNGGNTGYGG 3' 880
TobamodR 5" ACNGAVTBNABCTGTAATTGCTAT 3'
Crinivirus
CriniRDRP 251 F 5' TNGGNAARGGNGARAG 3'
CriniRDRP 995R 5" GTRTTNGAYAACCAHGTRTTHG 3' 4

* H = A+C+T, I=deoxyinosine, N=A+C+G+T, R= A+G, V= A+C+G, Y=C+T, K=G+T.
Fonte: (ROJAS et al., 1993; EIRAS, et al., 2001; ZHENG et al., 2009; WINTERMANTEL; HLADYK, 2010; LI
etal., 2018).

A programagcdo utilizada para Potyvirus consistiu em um pré-aquecimento até 94 °C por
dois minutos, seguido de 35 ciclos de: 45 segundos a 94 °C (desnaturacdo); 45 segundos a 45
°C (anelamento); e 45 segundos a 72 °C (extensdo), realizando a extenséo final a 72 °C por
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cinco minutos (ZHENG et al., 2009).

Para amplificacdo de Orthotospovirus foi utilizada a seguinte programacéo: pré-
aquecimento até 94 °C por cinco minutos, seguido de 30 ciclos de: 1 minuto e 50 segundos a
94 °C (desnaturacdo); 60 segundos a 55 °C (anelamento); e 60 segundos a 72 °C (extensao),
realizando a extensdo final a 72 °C por sete minutos (EIRAS et al., 2001).

Para a deteccdo de espécies do género Crinivirus utilizou-se a programacao de: pré-
aquecimento até 95 °C por cinco minutos, seguido de 35 ciclos de: 45 segundos a 95 °C
(desnaturacao); 30 segundos a 52 °C (anelamento); e 60 segundos a 72 °C (extensdo), realizando
a extensdo final a 72 °C por dez minutos (WINTERMANTEL; HLADYK, 2010).

A programacao utilizada para Polerovirus foi: pré-aquecimento até 94 °C por cinco
minutos, seguido de 40 ciclos de: 30 segundos a 94 °C (desnaturacdo); 1 minuto e 10 segundos
a 60 °C (anelamento); e 60 segundos a 72 °C (extensao), realizando a extensdo final a 72 °C por
sete minutos (KNIERIM et al., 2013).

Para amplificacdo de Tobamovirus foi utilizada a seguinte programacdo: pré-
aquecimento até 94 °C por cinco minutos, seguido de 40 ciclos de: 30 segundos a 94 °C
(desnaturacao); 30 segundos a 40 °C (anelamento); e 60 segundos a 72 °C (extensdo), realizando
a extensao final a 72 °C por sete minutos (LI et al., 2018).

Os produtos da RT-PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,0 %),
corados com GelRed (Biotium), visualizados sobre luz UV e fotografados. Apds a verificagdo
do produto de RT-PCR, os fragmentos de DNA amplificados com o tamanho esperado, foram
purificados conforme Sambrook e Russell (2001) com algumas modificagdes: a 100 ul do
produto foram acrescentados 10 ul de acetato de sodio (3M, pHS5,2) e em seguida 300 pl de
etanol absoluto gelado (proporcdo 30:1 de [etanol absoluto]:[acetato de sodio 3M]). As
amostradas foram homogeneizadas em vortex e incubadas por 15 min a temperatura ambiente,
sequidas de centrifugacdo por 20 min/17000rpm a 4 °C. O sobrenadante foi retirado e em
seguida foi ressuspenso em 50 pl de dgua ultrapura livre de DNases e RNases.

Apds analise do produto em gel de agarose, os fragmentos de DNA purificados das
amostras 2, 3, 4, 5 e 6 foram enviados para sequenciamento Sanger (ACTGene Analises
moleculares LTDA), utilizando os iniciadores correspondentes para cada fragmento
amplificado, conforme Tabela 8. As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias
disponiveis no  GenBank usando a ferramenta BLAST  disponivel em
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

4.3.5 Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) e analises de bioinformatica

A partir da comparagdo com sequéncias disponiveis no GenBank para determinacdo da
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identidade de nucleotideos obtida no sequenciamento de Sanger, uma amostra composta de
RNA das amostras 2, 3 (positivas para dois potyvirus) e 6 (positiva para um possivel
polerovirus), foi enviada para o sequenciamento de nova geracdo na Macrogen Inc. (Seul,
Coreia do Sul).

As leituras (reads) do sequenciamento NGS foram gerados a partir de uma biblioteca
de DNA complementar (¢cDNA), utilizando a plataforma Illumina HiSeq 2500 (Proteimax
Biotecnologia). A qualidade da biblioteca de cDNA foi verificada e os adaptadores e leituras
de baixa qualidade foram removidos com auxilio da ferramenta BBDUK versao 37.28 contida
no software Geneious versdo 11.0.5 (Newark, NJ, EUA) e mapeados usando a ferramenta ‘Map
to Reference’ também contida no mesmo software, utilizando as sequéncias completas dos
genomas do leek yellow stripe virus (LYSV, acesso GenBank KP258216), onion yellow dwarf
virus (OYDV, MC-005029) e allium polerovirus A (APVA, MH898527) como referéncia.

4.3.6 Filogenia

Para determinar o relacionamento filogenético do isolado de APVA, a sequencia
completa de amino-acidos da capa proteica (CP) desse virus foi utilizada juntamente com as
CPs traduzidas de representantes de todas as espécies virais contidas na familia Solemoviridae.
A érvore filogenética foi construida com o método de méaxima verossimilhanga contido no
programa MEGA 11 (TAMURA et al., 2021), utilizando o modelo proposto por Le e Gascuel
(2008), distribuicdo gama (G) e sitios invariantes (I). A robustez de cada ramo interno da arvore
foi estimada a partir de 1000 réplicas de bootstrap utilizando 53 sequéncias de aminoacidos da
CP. Os alinhamentos utilizados para a filogenia foram realizados com a ferramenta MUSCLE
disponivel no programa MEGA 11 (TAMURA et al., 2021).

Para verificar o relacionamento filogenético do isolado de APVA caracterizado nesse
estudo foram utilizadas espécies virais da familia Solemoviridae (Géneros Polerovirus,
Polemovirus, Sobemovirus e Enamovirus). Os seguintes membros da familia Solemoviridae
foram utilizados: brassica yellows virus (BrYV, acesso GenBank NC_016038), turnip yellows
virus (TuYV, NC_003743), tobacco vein distorting virus (TVDV, NC_010732), sugarcane
yellow leaf virus (ScYLV, NC_000874), suakwa aphid-borne yellows virus (SabYV,
NC_018571), pumpkin polerovirus (PuPV, MG800833), potato leafroll virus (PLRV, D13954),
pepper vein yellows virus 6 (PeVYV-6, LT559483), pepper vein yellows virus 5 (PeVYV-5,
NC_036803), pepper vein yellows virus 4 (PeVYV-4, KU999109), pepper vein yellows virus
3 (PeVYV-3, KP326573), pepper vein yellows virus 2 (PeVYV-2, HM439608), pepper vein


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_016038
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_003743
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_010732
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000874
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_018571
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MG800833
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/D13954
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_036803
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KU999109
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KP326573
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/HM439608
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yellows virus 1 (PeVYV-1, NC_015050), pepper aphid-borne yellows virus (PABYYV,
NC_030225), melon aphid-borne yellows virus (MABYYV, NC_010809), maize yellow mosaic
virus (MaYMV, NC_029990), maize yellow dwarf virus RMV (MYDV-RMV, NC_021484),
faba bean polerovirus 1 (FBPV1, NC_008249), cucurbit aphid-borne yellows virus (CabYV,
NC_003688), cotton leafroll dwarf virus (CLDV,
NC_014545), chickpea chlorotic stunt virus (CpCSV, NC_008249), cereal yellow dwarf virus
RPV (CYDV-RPV, NC_004751), cereal yellow dwarf virus RPS (CYDV-RPS, NC_002198),
carrot red leaf virus (CtRLV, NC_006265), beet western yellows virus (BWYV, NC_003491),
beet mild yellowing virus (BMYV, NC_004756), beet chlorosis virus (BChV, NC_002766),
velvet tobacco mottle virus (VTMoV, NC_014509), turnip rosette virus (TroV, NC_004553),
subterranean clover mottle virus (SCMoV, NC_004346), soybean yellow common mosaic virus
(SYCMV, NC_016033), sowbane mosaic virus (SoMV, NC_011187), southern cowpa mosaic
virus (SCPMV, NC_001625), southern bean mosaic virus (SBMV, NC_004060), solanum
nodiflorum mottle virus (SNMoV, NC_033706), seshania mosaic virus (SeMV, NC_002568),
reyegrass mottle virus (RGMoV, NC _003747), rottboellia yellow mottle virus (RoMoV,
NC_027198), rice yellow mottle virus (RYMV, NC_001575), physalis rugose mosaic virus
(PhyRMV, MK681145), papaya lethal yellowing virus (PLYV, NC_018449), lucerne transient
streak virus (LTSV, NC_001696), imperata yellow mottle virus (IYMV, NC_011536),
cymbidium chlorotic mosaic virus (CyCMV, NC_027123), cocksfoot mottle virus (CfMV,
DQ680848), cocksfoot mottle virus (CfMV, NC_002618), blueberry shoestring virus (BSSV,
NC_029578), artemisia virus A (ArtVA, NC_017914), pea enation mosaic virus 1 (PEMV1,
HM439775), grapevine enamovirus 1 (GEV1, KX645875), citrus vein enation virus (CVEV,
NC_021564), alfalfa enamovirus 1 (AEV1, NC_029993), poinsettia latent virus (PnLV,
NC_011543) (ICTV, 2022).

4.3.7 Teste bioldgico — Gama de hospedeiros

Para a realizacdo do teste de gama de hospedeiros utilizou-se o extrato vegetal
tamponado [tampéo fosfato de sodio 0,02 M (pH 7,0), acrescido de sulfito de sédio 0,02 M]
acrescido de carvao ativado, contendo fragmentos das plantas de alho-elefante 2, 3 e 6
infectadas com LYSV, OYDV e APVA, respectivamente.

Para LYSV e OYDV, foram realizados testes de gama de hospedeiros contendo as
seguintes espécies vegetais: Glycine Max, Nicotiana tabacum (cvs. ‘Havana’; ‘TNN’),

Nicotiana turkish, Nicotiana clevelandii, Physalis peruviana, Solanum lycopersicum (cvs.
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‘Santa Clara’), Phaseolus vulgaris, Pisum sativum, Vigna unguiculata, Allium schoenoprasum,
Allium ampeloprasum var. porrum e Allium Cepa.

Para APVA, o teste bioldgico foi realizado com as espécies indicadoras: Glycine Max,
Nicotiana tabacum cv. ‘TNN’, Solanum lycopersicum (cvs. ‘Santa Clara’), Phaseolus vulgaris,
Pisum sativum, Vigna unguiculata, Allium schoenoprasum, Allium ampeloprasum var. porrum
e Allium Cepa.

Apds a expansdo completa de quatro folhas verdadeiras, cada espécie indicadora foi
inoculada em triplicata por meio de inoculacéo via extrato vegetal tamponado, o extrato bruto
foi esfregado suavemente com uma gaze em duas folhas mais jovens totalmente expandidas. O
controle negativo foi feito em duplicata para cada hospedeiro testado, consistindo de
inoculacdes apenas com o tampdo (sem indculo). As plantas foram acondicionadas em vasos
de 2 L contendo mistura de substrato e solo, com as seguintes caracteristicas: pH-H.O, 6.0;
M.O.: 7.9%; P: 355,2 mg/dms3; Ca: 7.24 cmolc/dm 3; Mg: 2.89 cmolc/dm3; K: >400 mg/dm 3 e
Al: 0.0 cmolc/dms3. As plantas do teste de gama de hospedeiros foram mantidas em casa de
vegetacao sob temperatura de 24°C (x7°C) e avaliadas semanalmente quanto a manifestacéo de
sintomas, durante um més.

Decorridos 30 dias da inoculagdo foram geradas amostras compostas de cada espécie
vegetal inoculada, as quais foram submetidas a extracdo de acidos nucleicos com Trizol™
(Invitrogen), a sintese de DNA complementar conforme item 4.3.3, & reacdo em cadeia da
polimerase com utilizacdo dos oligonucleotideos NIB2F/NIB3R para potyvirus e Pol-G-F/Pol-

G-R para polerovirus, e a observacdo dos produtos de RT-PCR em gel de agarose (1,0%).

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As RT-PCRs utilizando os oligonucleotideos universais TobamodF/TobamodR,
BR60/BR65, CriniRdRp 251F/CriniRdRp ndo detectaram as espécies virais dos géneros:
Tobamovirus (Figura 10), Orthotospovirus (

Figura 11) e Crinivirus (Figura 12), respectivamente.

Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose (1,0%) dos produtos da RT-PCR para a detec¢éo
de espécies do género Tobamovirus, utilizando os oligonucleotideos TobamodF e TobamodR.
MM: marcador molecular 1kb (Promega); C+: controle positivo (cDNA obtido a partir de

RNA total de planta sabidamente infectada por tobamovirus; C-: controle negativo (planta
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sadia, sem sintomas); Br: branco; 1 — 6: plantas de alho-elefante sintomaticas oriundas de Rio
do Sul, SC.

MM C+ Br C- 1 2 3 4

]
=)

3000 pb —

750 pb —
500 pb —
250 pb —

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose (1,0%) dos produtos da RT-PCR para a deteccédo
de espécies do género Orthotospovirus, utilizando os oligonucleotideos BR60 e BR65. MM:
marcador molecular 1kb (Promega); C+: controle positivo (cDNA obtido a partir de RNA
total de planta sabidamente infectada por orthotospovirus; C-: controle negativo (planta sadia,
sem sintomas); Br: branco; 1 — 6: plantas de alho-elefante sintométicas oriundas de Rio do
Sul, SC.

MM C+ Br C- 1 2 3 4 5 6

3000 pb —

750 pb —
500 pb —

250 pb -

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose (1,0%) dos produtos da RT-PCR para a detec¢éo
de espécies do género Crinivirus, utilizando os oligonucleotideos CriniRdRp 251F e
CriniRdRp 995R. MM: marcador molecular 1kb (Promega); C+: controle positivo (cDNA
obtido a partir de RNA total de planta sabidamente infectada por crinivirus; C-: controle
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negativo (planta sadia, sem sintomas); Br: branco; 1 — 6: plantas de alho-elefante sintomaticas
oriundas de Rio do Sul, SC.

MMC+ Br C-1 2 3 4

N
(=2

3000 pb —

750 pb —
500 pb —
250 pb —

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Em contrapartida, amplificagdes foram observadas para os géneros Potyvirus, com um
fragmento de cerca de 350pb para as amostras 2, 3, 4 e 5 (Figura 13); e para 0 género
Polerovirus, com um fragmento de aproximadamente 1100pb para a amostra 6 (Figura 14).

Figura 13 - Eletroforese em gel de agarose (1,0%) dos produtos da RT-PCR para a detec¢édo
de espécies do género Potyvirus, utilizando os oligonucleotideos NIB2F e NIB2R. MM:
marcador molecular 1kb (Promega); C+: controle positivo (cDNA obtido a partir de RNA
total de planta sabidamente infectada por potivirus; C-: controle negativo (planta sadia, sem
sintomas); Br: branco; 1 — 6: plantas de alho-elefante sintomaticas oriundas de Rio do Sul,
SC.

MM C+ C- Br 1 2 3 4 5

3000 pb —

750 pb
500 pb —

250 pb

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
Figura 14 - Eletroforese em gel de agarose (1,0%) dos produtos da RT-PCR para a detec¢éo

de espécies do género Polerovirus, utilizando os oligonucleotideos Pol-G-F e Pol-G-R. MM:
marcador molecular 1kb (Promega); C+: controle positivo (cCDNA obtido a partir de RNA

total de planta sabidamente infectada por polerovirus; C-: controle negativo (planta sadia, sem
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sintomas); Br: branco; 1 — 6: plantas de alho-elefante sintomaticas oriundas de Rio do Sul,
SC.

MM C+ C- Br 1 2 3 4 5 6

3000 pb —

750 pb —
500 pb —
250 pb —

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Apds o sequenciamento e analise dos fragmentos amplificados nas reacGes de RT-PCR

foram determinadas as identidades de nucleotideos (Tabela 7).

Tabela 9 - Porcentagem de identidade entre sequéncias de nucleotideos dos fragmentos de

virus obtidos dos géneros Potyvirus e Polerovirus depositados no GenBank.

Cédigo Cédigo
amostral Espécie GenBank Isolado viral Origem Identidade(%0)
2 Leek yellow stripe virus KP258216 Brasil Brasil 90,14
3 Onion yellow dwarf virus JN127343 Australia Australia 89,67
4 Leek yellow stripe virus KF597285 LYSV-SW10 Australia 93.52
5 Leek yellow stripe virus MNO059547 LYSV-G110 Coréiado Sul 93,77
6 Allium polerovirus A MH898527 Won Coréia do Sul 93,74

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

A partir das sequéncias consenso geradas para cada amostra (sequenciamento utilizando
os iniciadores forward e reverse, obteve-se para a amostra de cddigo 2 90,14% de identidade
com LYSV (acesso no GenBank KP258216, isolado do Brasil). Para a amostra 3, um fragmento
de 369nt apresentou identidade de 89,67% com OYDV (acesso no GenBank JN127343, isolado
da Austrélia). Os resultados de sequenciamento obtidos para as amostras 4 e 5 apresentaram
93,52 e 93,77 % de identidade com LYSV isolados da Australia e Coréia do Sul (KF597285 e

MNO059547), respectivamente. Para a amostra 6, o fragmento obtido no sequenciamento de
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tamanho 1054nt apresentou 93,74 % de identidade com APVA (MH898527, isolado da Coréia
do Sul).

Os resultados apresentados neste estudo demonstraram a presenca de duas espécies
pertencentes ao género Potyvirus infectando pela primeira vez alho-elefante no Brasil.
Adicionalmente, foi detectada a espécie tentativa Allium polerovirus A, a qual apenas possuli
uma sequéncia completa depositada no GenBank, origininaria da Coreia do Sul em plantas de
alho poro, mas que ainda néo foi caracterizada nem relatada no Brasil.

As informacdes de espécies de virus ocorrentes na referida cultura séo escassas, pois se
fundamentam principalmente em métodos tradicionais de detec¢do. Contudo, doengas de
etiologia viral, ttm causado danos significativos em campos de producdo. O conhecimento atual
da diversidade de espécies virais que infectam plantas de alho-elefante ainda é relativamente
limitado e necessita de mais investigacdes, especialmente em alho-elefante.

Viroses do género Potyvirus tém sido frequentemente relatadas em infeccGes mistas
(CONCI; CANAVELLI; LUNELO, 2003; MELO-FILHO et al., 2004; VIEIRA, 2012) em
regibes da Argentina e do Brasil. Fayad-André (2010) executou um levantamento sobre a
ocorréncia das espécies do complexo viral em cinco regides produtoras de alho no Brasil. Os
Potyvirus OYDV e LYSV foram prevalentes em quatro regides, inclusive na regido produtora
de alho “nobre” no Sul do Brasil.

A partir do sequenciamento de nova geracdo foram gerados 49.208.894 milhdes de
leituras de 150 pares de base (reads). As amostras apresentaram um bom rendimento,
considerando o numero total de bases sequenciadas, nimero total de leituras e também
apresentaram contedo CG/AT dentro do esperado. Adicionalmente, os parametros relativos a
qualidade foram superiores a 99%, indicando excelente qualidade no NGS (dados néo
mostrados). Com a utilizacdo do software Bbduk, foi realizada a eliminacéo dos reads de baixa
qualidade e adaptadores mantendo somente reads com tamanho maior que 30 pb, resultando em
43.866.110 reads.

O mapeamento realizado com a ferramenta ‘Map to Reference’ usando a sequéncia de
allium polerovirus A (APVA, MH898527), resultou em um pareamento de 1.969.818 reads que
cobriram 100% da sequencia de referéncia, gerando um genoma de 4.349 nts com organizagao
gendmica idéntica a descrita para o isolado da Coreéia do Sul, composto por cinco fases abertas
de leitura (ORFs): ORF1, ORF2, ORF3, ORF4 e ORF5 (Figura 15), todas iniciando com cédons
normais de iniciacdo (AUG) e terminagdo (UAG, UAA, UGA). As regides ndo traduzidas 5’ e
3’ (UTRs) tem 12nt e 38 nt, respectivamente. A ORFL1 se inicia no nucleotideo 12 e vai até o

nucleotideo 743, apresentando 93,8% de identidade de aminoacidos com a proteina PO (27 kDa)
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de APVA e 69% de identidade com PO de Brassica yellows virus. Para espécies virias ja
caracterizadas, essa regido codifica uma proteina associada a supressdo do silenciamento génico
(ZHANG et al., 2021; XIANG et al., 2011). A ORF2 se extende do nt 148 até o nt 2238, e
possui identidade de aminoacidos de 92,7% com a proteina putativa P1 (77 kDa) do APVA e
70% com a proteina putativa P1 de Tabacco vein distorting virus e Suaeda polerovirus A (MO;
CHEN; CHEN, 2010). A ORF3 tem 1211nt de tamanho (posi¢do 2301-3512 nt) e possui 99,1%
de identidade com P2 (45,2 kDa) de APV A e 90,3% de identidade com a proteina de fusdo P2
de Turnip mosaic virus e Brassica yellows virus. A proteina P2 esta relacionada com as
atividades de Replicacéo viral (ZHANG et al., 2021). A ORF4 se inicia na posigdo 3714 e
termina na posicéo 4322, possuindo 97,8% com a provavel proteina capsidial (CP, 22,4 kDa)
de APVA e 71,4% de identidade com a CP de Beet western yellows virus (BEUVE; LEMAIRE,
2002). A ORF5 encontra-se incorporada no segmento do gene ORF4, mas em uma fase de
leitura diferente (-2), estando entre os nucleotideos 3745 até o 4290, e codifica uma proteina
com funcéo provavel de movimento célula a célula. Essa regido possui 97,2% de identidade a
provavel proteina de movimento (20,4 kDa) de APVA e 74% de identidade com a P4 do Cotton
leafroll dwarf virus (DISTEFANO; KRESIC; HOPP, 2010) e do Beet western yellows virus
(BEUVE; LEMAIRE, 2002).

Figura 15 - Organizagdo genomica do isolado de allium polerovirus A descrito nesse estudo.
As ORFs estdo demonstradas pelos retangulos e as proteinas traduzidas pelas linhas sélidas,

com suas respectivas massas moleculares (kDa).

5 ORF1 | ORT3 | ORF5 3
\ ORF2 [ | ORF4 -
I v v
27kDa 452kDa 20 4kDa
(Provavel supressora do (Provavel replicagéo viral) (Provavel
silenciamento génico) proteina de
movimento)
¥ 7
77 kDa 22.4kDa
(Provavel proteina putativa) (Provavel proteina
capsidial)

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

O isolado de APVA caracterizado neste estudo é muito semelhante ao isolado Won da
Coréia do Sul previamente disponibilizado no GenBank (MH898527, 93,4% de identidade de
nt na comparacdo de todo o genoma). Dentre os critérios de demarcacgédo de espécies dentro do
género Polerovirus, emprega-se a diferenca superior a 10% de identidade da sequéncia em
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amino&cido de qualquer gene (VEERAKONE et al., 2015), confirmando a etiologia do virus
caracterizado neste estudo.

Para melhor caracterizar o isolado de APVA foi determinado o relacionamento
filogenético baseado na CP de diferentes espécies. A arvore gerada indicou que o isolado esta
relacionado com espécies virais da familia Solemoviridae (Porém, pode-se observar que o0
isolado brasileiro, juntamente ao isolado da Coréia do Sul, estéo relacionadas entre si dentro do
género Polerovirus, com forte suporte de bootstrap. A topologia observada na arvore
filogenética, bem como os dados de sequéncias e organizacdo genémica sugerem que APVA
isolado LAGbr pertence ao género Polerovirus. A analise filogenética baseada na sequéncia de
aminacidos da CP indicou uma estreita relacdo entre os isolados, corroborando com os dados
de analise de sequéncias e suportando a ideia que o isolado viral descrito nesse trabalho pertence

a mesma espeécie.

Figura 16). Porém, pode-se observar que o isolado brasileiro, juntamente ao isolado da
Coréia do Sul, estdo relacionadas entre si dentro do género Polerovirus, com forte suporte de

bootstrap. A topologia observada na arvore filogenética, bem como os dados de sequéncias e
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organizacdo gendmica sugerem que APVA isolado LAGbr pertence ao género Polerovirus. A
andlise filogenética baseada na sequéncia de aminécidos da CP indicou uma estreita relacdo
entre os isolados, corroborando com os dados de analise de sequéncias e suportando a ideia que

o isolado viral descrito nesse trabalho pertence a mesma espécie.

Figura 16 - Relacionamento filogenético baseado no alinhamento das sequéncias de
aminoéacidos da capa proteica de membros da familia Solemoviridae. A arvore filogenética foi
construida com o método de maxima verossimilhanga implementado no programa MEGA 11
(TAMURA et al., 2021) com 0 modelo Le Gascuel 2008(LE; GASCUEL, 2008). Os nimeros

nos ramos indicam os valores de bootstrap. Os alinhamentos foram realizados com a

ferramenta MUSCLE.
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X13063 - CP Tumip yellows virus

AF352024 - CP Beet chiorosis virus
HQ388348 - CP Brassica yellows virus
MHA4B4B73 - CP Faba bean polerovirus 1
" AF4T3561 - CP Beet wester yellons virus
NG 003491 - CP Beet mild yellowing virus
GU167940 - CP Cotton leafroll dwarf virus
AY856384 - CP Chickpea chiorolic stunt virus
JQ700308 - CP Suakwa aphid bome yelows virus
ELOD0534 - CP Melon aphid-bome yellows virus
X76831 - CP Cucurbit aphid borme yellows virus
MGB00833 - CP Pumpkin polerovirus isolate Polerovirus
100 ! KU315178 - CP Pepa aphid bome yellows virus
[ MH838527 - P Allium polerovirus A
100 = Allium poleravirus A isolate LAGbF - CP

KC456052 - cp Potato leafroll virus

FM8G5413 - CP Wheat yellow dwarf virus
125299 - P Cereal yellow dwarl virus
7 AF235168 - CP Cereal yellow dwarf virus
NC 021484 - CP Maize yellow dwarf virus
EF528624 - CP Tobacco vein distorting virus

HMA430608 - CF Pepper vein yellows virus 2

LT559483 - CP Pepper yellows virus

KY523072 - CP Pepper vein yellows virus 5
KU99108 - CP Pepper vein yellows virus

KP326573 - CP Pepper vein yellows virus

ABS594828 - CP Pepper vein yellows virus

AY695933 - CP Carrot red leaf virus

= ——————————————— AF157029 - GP Sugarcane yellow leaf virus

HFE78486 -CP Citrus vein enation virus

KY820716 - CP Grapevine enamovirus 1
Enamovirus
% PEQPOLYZ - CP Pea enation mosaic virus
KU297983 - CP Alfalfa enamovirus 1

99
97 EF001714 - CP Ryegrass motlle virus
4”,—::577459 - GP Rottboellia yellow motte virus
JINGZ0802 - CP Artemisia virus A
MKE31145 - CP Physalis rugose mosalc virus Sobemovirus

AJBOS206 - CP Rice yellow mottle virus

97 AMS80928 - CP Imperata yellow motte virus

DQEB0848 - CP Cocksfoot mottle virus

KC778720 - CP Tumnip rosette virus

AMB40437 - CP Rubus chlorotic mattle virus

AJBE7490 - CP Poinsettia latent virus | Polemovirus

HM754263 - CP Velvet tobacco mottle virus

KC577470 - CP Solanum nodiflorum mottle virus
AF208001 - CP Sublerranean clover mottle virus.
Q782213 - CP Luceme transient streak virus Sobemovirus
JX123318 - cp Papaya lethal yellowing virus

LG019764 - GP Cymbidium chioratic mosaic virus
AYDD4291 - GP Sesbania mosaic virus

JF495127 - CP Soybean yellow common mosaie virus

DQB75504 - cp Southern bean mosaic virus

MBUO7551 - CP Mushroom bacilliform virus

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

O mapeamento dos reads usando o potyvirus leek yellow stripe virus (LYSV)
(KP258216) como referéncia resultou em um pareamento de 1.586.467 reads. O genoma obtido
possui 10.342 nts, excluindo-se a cauda poli A, contendo apenas uma fase aberta de leitura,
com inicio em um codon de iniciacdo AUG (nt 83) e final em um cddon de parada UGA (nt
9784) e codificando uma poliproteina de aproximadamente 364 kDa, que apresenta nove sitios
de clivagem dando origem a dez proteinas: P1, HC-PRO, P3, 6K1, CI, 6K2, Nla- VPg, Nia-
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Pro, NIB e CP. As regides nao traduzidas 5’ ¢ 3° (UTRs) tem 82nt e 594 nt, respectivamente.

A seguir serdo descritas as caracteristicas estruturais das regides codificadoras do
isolado de LYSV caracterizado nessse estudo, bem como as funcdes das proteinas maduras
(baseado em trabalhos de caracterizacdo funcional de proteinas e informacgdes acumuladas ao
longo de décadas para os virus do género Potyvirus. A P1(47,8 kDa) inicia no amino&cido (aa)
1 e vai até o aminoacido 430, desempenha um papel significativo na replicagdo do virus
provavelmente devido a estimulacéo do gene supressor de silenciamento HC-Pro. Um dominio
de serina protease em direcao ao terminal C cliva o P1 da poliproteina, tipicamente em Tyr/Phe-
Ser. A proteina HC-Pro (51,7 kDa) com inicio no aminoéacido 431 e término no aminoacido
886, tem funcgdes na supressao do silenciamento génico e na transmissao vetorial, um dominio
de protease de cisteina em direcdo ao terminal C o cliva do restante da poliproteina a jusante,
tipicamente em Gly-Gly. A P3 possui 41,4 kDa e inicio no 887aa e término no 1245aa,
envolvida na replicacdo do virus e parece ser significativo na gama de hospedeiros e no
desenvolvimento de sintomas. A proteina 6K1 possui 5,9 kDa e tem inicio no aminoécido 1246
e término no aminoacido 1297, apesar de que esta proteina esteja presente no complexo de
replicacdo e seja necessaria para a replicacao, a funcdo dessa proteina ndo é conhecida. ClI
(71,77 kDa) tém inicio no amino&cido 1298 e término no aminoécido 1932, possui atividade de
helicase e se acumula em corpos de inclusdo no citoplasma de células vegetais infectadas. 6K2
com 5,98kDa, se inicia no aminoéacido 1933 e termina no aminoacido 1985, uma pequena
proteina transmembrana provavelmente ancorando o complexo de replicacdo ao RE. A proteina
Nla- VPg possui 21,84 kDa tem inicio no aminoacido 1986 e término no aminoacido 2177. A
Nia-Pro (27,9 kDa) com inicio no 2178 e término no 2419 aminoacidos, protease de cisteina
semelhante a serina responsavel pela clivagem da maioria dos locais na poliproteina,
tipicamente em GIn/Glu-Ser/Gly/Ala (ADAMS et al., 2005). NIB possui 58,5 kDa com inicio
no aminoacido 2420 e término no aminoacido 2932, com um dominio de RNA polimerase
dependente de RNA (RDRP). CP possui 32,1 kDa com inicio e término nos aminoacidos 2933
e 3221, respectivamente, proteina de revestimento viral que também desempenha papéis no
movimento do virus, na amplificacdo do genoma e na transmissao vetorial (ICTV, 2022).

O mapeamento usando a sequéncia de Onion yellow dwarf virus (OYDV) (NC_005029)
resultou em uma sequéncia composta por 10.820.869 reads sobrepostos. A sequéncia genémica
aqui caracterizada possui 10.532 nts, excluindo-se a cauda poli A, com organiza¢do gendmica
similar a descrita para o isolado da Australia (JN127343), depositada no GenBank. Foi possivel
obter 98,6% de cobertura da sequéncia (o segmento faltante compreende do 691 nt ao 906 nt,

correspondente a parte de P1). A sequéncia € composta por apenas uma fase aberta de leitura,
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com inicio no nt 114 e com término no nt 10323 (10532 nts de tamanho), com cddon de
iniciacdo AUG e cddon de parada UAG, codifica uma poliproteina de aproximadamente 380
kDa, que com nove sitios de clivagem se divide em dez proteinas: P1, HC-PRO, P3, 6K1, ClI,
6K2, Nla- VPg, Nia-Pro, NIB e CP. As regides nio traduzidas 5’ ¢ 3° (UTRs) tem 113nt e 210
nt, respectivamente. A P1(53,6 kDa) inicia no aminoacido (aa) 1 e vai até o aminoacido 459. A
proteina HC-Pro (52,7 kDa) com inicio no amino&cido 460 e término no aminoécido 919. A P3
possui 60,8 kDa e inicio no 920 aa e término no 1448aa.

A PIPO (ORF- ‘Pretty Interesting Potyvirus’) incorporada no cistron P3 expresso como
a proteina P3N-PIPO por um mecanismo de deslizamento da polimerase (CHUNG et al., 2008;
OLSPERT et al., 2015; RODAMILANS et al., 2015 ), inicia com o codon AUG e termina com
0 codon UAG, com 8,66 kDa (3887 a 4120 nt), se mostra essencial para 0 movimento
intercelular de virus. A proteina 6K1 possui 5,8 kDa e tem inicio no aminoacido 1449 e término
no aminoécido 1500. A CI (71,3 kDa) tém inicio no aminoacido 1501 e término no aminoacido
2137 (helicase). 6K2 com 6kDa, se inicia no aminoécido 2138 e termina no aminoécido 2190.
A proteina Nla- VPg possui 22,2 kDa tem inicio no aminoacido 2191 e término no aminoacido
2386. A Nia-Pro (27,4 kDa) com inicio no 2387 e término no 2628 aminoacido. NIB possui
53,7 kDa com inicio no amino&cido 2629 e término no aminoécido 3145 (RDRP). CP possui
26,45 kDa com inicio e término nos aminoéacidos 3147 e 3402 (ICTV, 2022).

A caracterizagdo bioldgica, baseada no teste de gama de hospedeiros, é capaz de
fornecer informacBes de suma importancia para o aprofundamento do conhecimento de
espécies virais. Neste trabalho, a caracterizacdo bioldgica foi realizada em conjunto com a
caracterizacdo molecular visando estudar as reacBes das espécies vegetais inoculadas
mecanicamente com as trés espécies virais encontradas infectando plantas de alho-elefante.

As plantas de alho-elefante coletadas no municipio de Rio do Sul apresentavam
sintomas tipicos conhecidos como complexo do alho, que sao estrias com coloracao verde clara
e amarela. A maioria das plantas indicadoras inoculadas com extrato vegetal tamponado néo
produziram sintomas (Tabela 10), porém em algumas plantas ocorreu manifestacéo de sintomas

aos 21+2 dias apos a inoculagéo.
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Tabela 10 - Descricdo dos sintomas induzidos pelos virus leek yellow stripe virus (LYSV), onion yellow dwarf virus (OYDV) e allium

polerovirus A, em diferentes plantas indicadoras. AM: Amarelecimento; CLR: Clareamento de nervura; DF: Deformacéo foliar; MSQ:

Mosqueado; -- :Auséncia de sintomas; +: RT-PCR positiva; -: RT-PCR negativa.

(continua)
LYSV OoYDV Allium polerovirus A
Familia,
Espécie e Plantas Plantas Plantas
cultivar Sintoma  sintomaticas/ Sintoma sintomaticas/ Resultado Sintoma sintomaticas/  Resultado
observado Plantas observado Plantas RT-PCR observado Plantas RT-PCR
inoculadas inoculadas inoculadas
Fabaceae
Sc')'(;:?eec";;;". - 03 - 03 ] - 013 ]
Phaseolus
vulgaris MSQ 2/3 -- 0/3 . -- 0/3 _
Pisum sativum -- 0/3 -- 0/3 . -- 0/3 .
Vigna - 0/3 DF 3/3 MO: DF 3/3
unguiculata : ' -
Solanaceae
Nicotiana
tabacum -- 0/3 - 0/3 - -- 0/3 -
'havana’
N. ,t-?,tzl?\(l:.um i 0/3 - 0/3 _ -- 0/3 -
Nicotiana
clevelandii - 0/3 - 0/3 . -- 0/3 i

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Tabela 11 - Descri¢cdo dos sintomas induzidos pelos virus leek yellow stripe virus (LYSV), onion yellow dwarf virus (OYDV) e allium
polerovirus A, em diferentes plantas indicadoras. AM: Amarelecimento; CLR: Clareamento de nervura; DF: Deformacéo foliar; MSQ:
Mosqueado; -- :Auséncia de sintomas; +: RT-PCR positiva; -: RT-PCR negativa.

(continuacao)

LYSV OoYDV Allium polerovirus A
Familia,
Espécie e Plantas Plantas Plantas
cultivar Sintoma  sintomaticas/ Resultado Sintoma sintomaticas/ Resultado Sintoma sintomaticas/  Resultado
observado Plantas RT-PCR observado Plantas RT-PCR observado Plantas RT-PCR
inoculadas inoculadas inoculadas
Nicotiana
turkish - 0/3 . - 0/3 . - 0/3 N
Solanum
Lycopersicum - 0/3 - -- 0/3 - - 0/3 -
'Santa Clara'
Amaryllidaceae
Allium
schoenoprasum - 0r3 - - 073 - - 073 -
A.
ampeloprasum -- 0/3 - -- 0/3 - -- 0/3 -
var. porrum
A. cepa - 0/3 . -- 0/3 - - 0/3 _

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Para 0 ensaio com inoculagdo de extrato vegetal tamponado contendo o virus LYSV, as
plantas Phaseolus vulgaris apresentaram sintomas de enrolamento foliar. Para o ensaio com
inoculacdo de OYDV, a espécie vegetal Vigna unguiculata manifestou deformaces foliares.
Ja para o ensaio com inoculacdo de extrato vegetal tamponado contendo APVA, Vigna
unguiculata apresentou mosaico e deformagéo foliar (Erro! Autoreferéncia de indicador ndo

valida.).

Figura 17 - Sintomas observados no teste de gama de hospedeiros. A) Sintomas de mosaico e

deformacéo foliar em Vigna unguiculata; B) Sintoma de mosqueado em Phaseolus vulgaris.

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

As espécies hospedeiras descritas para OYDV sdo Allium cepa e A. Cepa var.
ascalonicum, nanismo, para LYSV sdo Allium porrum gue manisfesta amarelecimento foliar,
Chenopodium amaranticolor e C. Quinoa que produzem lesdes locais cloréticas e presenca
halos cloréticos e Celosia argentea onde sdo observados lesdes locais necroticas (PAVAN;
SAKATE, 2015).

Embora, plantas inoculadas com LYSV e OYDV pertencentes ao género Potyvirus
tenham manifestado sintomas de distorcdo foliar e mosqueado, no teste molecular ndo foi
possivel detectar a presenca de potivirus nas plantas da gama de hospedeiros, 0 mesmo ocorreu
para APVA isolado LAGDbr, sugerindo que os sintomas tenham sido de outra origem.

Os polerovirus sdo limitados ao floema e transmitidos exclusivamente por pulgdes;
entretanto, pepper whitefly-borne vein yellows virus (PeWBVYV) um polerovirus
recombinante foi relatado por Ghosh e Ghanim (2021) sendo transmitido por moscas-branca
em culturas de pimenta, relatando também uma nova proteina de inseto, C1QBP, de moscas
brancas e pulgbes que interagem in vitro com a principal proteina de revestimento dos
polerovirus, sugerindo um papel funcional putativo na transmissdo de polerovirus

recombinantes. Recentemente, outro polerovirus recombinante infectando meldo na regido
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nordeste do Brasil foi relatado sendo transmitido por mosca-branca (MEAMI1) e ndo por
pulgdes (COSTA et al., 2020). Eventos de recombinacdo favorecem a transmissibilidade de
virus de plantas.

Pequenas areas cultivadas, como cultivos de fundo de quintal, e plantas daninhas que se
encontram nas proximidades de &reas comerciais de alho, podem ocasionar doencas de etiologia
viral no cultivo de alho em funcdo de que se tornam potenciais fontes de in6culo, bem como,
podem servir como reflgio para os vetores envolvidos na transmissao dessas Viroses.

Nesse estudo, um diagnostico de ocorréncia de viroses foi confirmado em campos de
producdo de alho-elefante na regido do Vale do Itajai em Santa Catarina. As ferramentas
moleculares utilizadas para confirmacdo foram imprescindiveis para elucidar incertezas pré-
estabelecidas em funcdo de analises de sintomas visuais. A diagnose baseada apenas na
sintomatomatologia de viroses € dificil, visto que diferentes espécies podem manifestar
sintomas semelhantes ou sintomas diferentes, a depender de fatores como varia¢des ambientais,

espécie/estirpe viral, infecgBes simples ou mista e a propria planta hospedeira.
4.5 CONCLUSOES
Este é o primeiro registro de APVA no Brasil e 0 primeiro relato da ocorréncia de LYSV

e OYDV em Allium ampeloprasum L. (Alho-elefante) no Brasil;

APVA isolado LAGbr é composto por cinco fases abertas de leitura.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados aqui obtidos indicam que no estado de Santa Catarina, Brasil, a mosca-branca
MED ¢ encontrada em tomate em condicbes de campo. ToSRV e um possivel
pseudorecombinante entre EuYMV e ToSRV também foram associados a plantas de tomate em
areas de producdo. Além disso, o ToSRYV foi identificado infectando também a planta daninha
maria pretinha pela primeira vez no Brasil. Os dados também mostraram que MED é prevalente
em campos de tomate na regido de Santo Amaro da Imperatriz e tem se espalhado em condigdes
de campo no Estado.

Os sintomas de mosaico em folhas de plantas de alho-elefante. oriundos de Rio do Sul,
sdo causados por duas espécies virais pertencentes ao género Potyvirus e um novo isolado de
allium polerovirus A, possivelmente pertencente ao género Polerovirus. O RNA genomico do
possivel novo isolado é composto por cinco ORFs. Ensaios adicionais devem ser realizados
para confirmar a prevaléncia da nova espécie viral em diferentes locais de cultivo de alho no
Brasil.

Os resultados gerados pelo presente trabalho permitira uma aplicabilidade préaticas na
forma de corrigir o manejo da mosca-branca e evitar surtos de virus associados ao alho,
incluindo alho comum. Os dados apresentados aqui possibilitaram compreender um pouco mais
do patossistema envolvendo os begomovirus e moscas-branca na cultura do tomate em Santa

Catarina, assim como, ter uma percepcao sobre viroses associadas a alho-elefante.
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