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1. IMPORTANCIA DO CULTIVO DO TOMATEIRO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) ¢ uma das principais hortaligas
em termos de importancia econdomica e alimentar, sendo cultivado em todas as
regides tropicais e subtropicais do Mundo. O fruto do tomateiro e seus produtos
representam uma das mais importantes fontes de vitamina C, pré-vitamina A
(beta-caroteno) e antioxidantes (licopeno e outros carotenoides) na dieta huma-
na. O melhor desenvolvimento do tomateiro € observado em épocas ou em locais
de temperaturas amenas, pouca precipitagdo pluvial e baixa umidade relativa do
ar. No entanto, a planta suporta uma amplitude térmica de 10°C a 34°C, sendo
que a média ideal para cultivo fica em torno de 21°C(Boiteux et al., 2012b).

Nas ultimas décadas, a producdo em escala global de tomate vem se
expandindo de maneira significativa. As informagdes da FAO indicam uma
area colhida de 5,2 milhdes de hectares (ha) em 2008, correspondendo a um
crescimento de 26% em comparagdo a 2002. Este incremento tem sido atribu-
ido a industrializacdo em larga escala e a crescente urbanizagdo, aumentando
a demanda de alimentos. Por outro lado, os dados da FAO/STAT refletem uma
queda na produtividade média mundial da cultura de 28 para 24 ton/ha (FAO,
2008), explicada, em parte, por recentes epidemias de etiologia viral e seus
insetos vetores(Hanssen et al., 2010, Navas-Castillo et al., 2011). Os dados da
producdo mundial de tomate de 2010 apontam a China (28,7%) como o maior
produtor mundial seguido dos EUA (8,8%), india(8,2%), Turquia (6,9%), Egi-
to (5,8%), Italia (4,1%) ¢ Ird (3,6%). O Brasil ocupa o nono lugar com uma
producdo de 3,69 milhdes de toneladas, equivalente a 2,53% do total mundial
(AGRIANUAL, 2013). Em 2011, os principais paises exportadores foram Mé-
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xico, Holanda, Espanha, Turquia, Jordania, Marrocos, Franca, Estados Unidos,
Bélgica e Canada. Os principais paises importadores foram os Estados Unidos,
Russia, Alemanha, Franga, Reino Unido, Holanda, Canada, Espanha, Emira-
dos Arabes Unidos e Italia (AGRIANUAL, 2013). A area total ocupada com
o cultivo do tomateiro no Brasil (segmento do mercado innatura + segmento
para processamento industrial) ¢ de aproximadamente 67.000 ha/ano (IBGE,
2010). A distribui¢ao geografica da produgao por regido, para os dois segmen-
tos, apresenta o seguinte cenario: Sudeste 22.200 ha; Centro-Oeste 19.100
ha; Nordeste 14.200 ha; Sul 9.700 ha e Norte 580 ha. Os principais Estados
produtores (englobando os dois segmentos) sao Goids (18.200 ha); Sdo Paulo
(10.200 ha), Minas Gerais (7.300 ha); Bahia (6.500 ha) e Parana (4.600 ha).

1.1. CULTIVO DO TOMATE PARA CONSUMO IN
NATURA NO BRASIL

No Brasil, a cultura do tomateiro para consumo in natura tem sido uma
importante fonte de renda e ocupagdo de mao de obra rural. O cultivo ¢, nor-
malmente, conduzido em sistema estaqueado, gerando uma intensa demanda
por mao de obra desde a fase de pré-plantio, tratos culturais, colheita, trans-
porte, abastecimento e comercializagdo(Melo et al., 2008). Foram colhidas 2,5
milhdes de toneladas na safra de 2008 com um rendimento de 54 t/ha (IBGE,
2010). O incremento em produtividade no periodo 1980-2008 foi em torno
de 80%, atribuido, em boa parte, a adogdo de hibridos resistentes ¢ de no-
vas tecnologias de produgdo e manejo da cultura. Lavouras de grande porte
¢ administradas com estrutura empresarial ¢ com forte adogao de tecnologia
também resultaram em um impacto positivo na produtividade do tomate para
o segmento de mesa(Melo et al., 2008).

O cultivo em escala comercial do tomate de mesa no Brasil comegou
na década de 1930, predominantemente por imigrantes japoneses e europeus,
que cultivavam variedades estrangeiras importadas. No inicio da década de
1940, surgiu no Estado do Rio de Janeiro o primeiro grupo varietal de tomate
de mesa genuinamente brasileiro denominado “Santa Cruz”. Esse novo tipo de
tomate provocou uma verdadeira revolu¢do no panorama varietal no pais devi-
do a sua adaptacdo as condi¢des de cultivo e pela qualidade dos frutos. A partir
desse periodo, as sele¢des dentro do grupo ‘Santa Cruz’ assumiram a lideranga
do segmento de tomate para mesa em todo o pais, permanecendo nessa posi¢ao
por mais de 50 anos(Nagai, 1993). Atualmente o mercado de variedades de
tomate se diversificou e segmentou de maneira muito intensa. Os grupos varie-
tais predominantes no mercado de tomate de mesa no Brasil sdo os do grupo
‘Salada’ com 52,2%; ‘Italiano/Saladete’ com 25,1%; ‘Santa Cruz’ com 21,9%
e ‘Cereja/Grape’ com 0,8% do mercado. O valor do mercado de sementes de
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tomate para mesa ¢ estimado em US$ 12 milhdes, representando 27% do total
das sementes de hortali¢as comercializadas no Brasil.

1.2. CULTIVO DO TOMATEIRO PARA
PROCESSAMENTO INDUSTRIAL NO BRASIL

O Brasil dispde de uma cadeia agroindustrial de tomate muito bem es-
truturada e competitiva (Vilela et al., 2012). Embora passivel de mecanizagido
em todas as suas fases, a cultura do tomateiro industrial ainda demanda um
expressivo contingente de mao de obra. A producdo brasileira de tomate in-
dustrial atingiu um recorde em 2010 com um total produzido de quase dois
milhoes de toneladas e rendimento de 85 t/ha. O destaque nacional foi o Estado
de Goias (rendimento de 89,5 t/ha). De fato, a partir de meados da década de
1990 a produtividade de tomate para processamento vem apresentando um vi-
goroso incremento no Brasil. Os principais fatores responsaveis por esse cres-
cimento foram: intensificacdo da producgdo na regido do‘Cerrado’do Planalto
Central, com menor pressao de pragas e doencas e condi¢des climaticas mais
favoraveis (dias quentes e noites com temperaturas amenas) e auséncia de chu-
vas nas etapas cruciais de florescimento, frutificagao e colheita; presen¢a na re-
gido do ‘Cerrado’ de uma agricultura de cunho empresarial; emprego intensivo
de inovagdes tecnoldgicas no manejo da cultura; a expansao do uso de hibridos
com elevado potencial produtivo e resisténcia multipla a doengas e estratégia
contratual das empresas processadoras que financiam para os produtores os
insumos necessarios a produgdo na regiao (Vilela et al., 2012).

No caso especifico do melhoramento genético do tomateiro para proces-
samento algumas caracteristicas, além da resisténcia a virus, apresentam maior
relevancia(Boiteux et al., 2012a): (1) ciclo de cultivo (com a preferéncia das
precoces sobre as semi-precoces ¢ tardias); (2) teores mais elevados de solidos
soluveis (brix); (3) viscosidade aparente (ou consisténcia), que ¢ importante para
produtos do tipo “ketchup”; (4) firmeza dos frutos (para permitir um adequado
transporte e conservacdo da estrutura dos frutos até a fabrica); (5) concentragdo
de maturacdo (reduzindo o ntimero de colheitas ou, se possivel, uma unica co-
lheita mecanica ou manual); (6) retengdo ou ndo de pedinculo (caracteristica
“jointless”), que aumenta a eficiéncia da colheita manual e mecanica; (7) forma-
to e tamanho do fruto, que dependendo da industria ou propriedade rural, pode
permitir e/ou evitar desvio para do produto para o mercado de consumo in na-
tura; (8) coloracao vermelha intensa, ou seja, teores mais elevados do pigmento
carotenoide licopeno; (9) acidez total (acido citrico > 350mg/100g peso fresco) e
(10) acidez titulavel (pH < 4,3). Os niveis de acidez devem ser mantidos nesses
valores para ndo impactar a qualidade da polpa processada e evitar o apareci-
mento de microorganismos indesejaveis(Boiteux et al., 2012a).
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1.3. DIVERSIDADE GENETICA DO TOMATEIRO E
ESPECIES SILVESTRES AFINS

O tomateiro e suas espécies selvagens (= silvestres) sdo plantas dicotile-
doneas, da ordem Tubiflorae, do género SolanumL. [sect.Lycopersicon (Mill.)
Wettst.] pertencente a familia Solanaceae. Essa ¢ uma familia botanica extrema-
mente diversificada que engloba, atualmente, cerca de 90 géneros e 1.700 espé-
cies (Weese & Bohs, 2007). O tomateiro e espécies silvestres afins sdo origina-
rios da parte ocidental da América do Sul, com dispersdo geografica abrangendo
Peru, Chile e Equador, incluindo as Ilhas Galapagos. Os tomates ocupam uma
ampla gama de condi¢des ambientais, variando desde a costa arida do Pacifico,
passando por encostas imidas e regides montanhosas na cordilheira dos Andes
com ocorréncia em altitudes superiores aos 3.300 metros em relacdo ao nivel do
mar. Carl Von Linnaeus (1753) classificou o tomateiro, inicialmentedentro do
género Solanum. No entanto, ja em 1754, o botanico Milller sugeriu a mudanga
para dentro de um género distinto Lycopersicon, ficando a nomenclatura da espé-
cie L. esculentum L. (Mill.). O género foi inicialmente subdividido em dois sub-
géneros: Eulycopersicon de frutos maduros vermelhos e Eriopersicon de frutos
maduros nao vermelhos. No entanto, mais recentemente, apos analises morfolo-
gicas e moleculares, foi definido o retorno a classificagao original proposta por
Linnaeus com o género Lycopersicon se convertendo em uma sec¢do do género
Solanum. As espécies componentes género Lycopersicon foram desmembradas
e/ou reclassificadas. As espécies e suas sinonimias atualizadas(Peralta et al.,
2006)dentro do género Solanum(sect.Lycopersicon) estdo apresentadas abaixo:

1.3.1. Espécies de Solanum (sect. Lycopersicon) do ‘complexo esculentum’:
S. lycopersicum L. Miller = L. esculentum L. Mill.;

S. cheesmaniae L. Riley = L. cheesmaniae L. Riley;

S. galapagense S. (Darwin) Peralta = L. cheesmaniae L. Riley var. minor;

S. pimpinellifolium L. Miller = L. pimpinellifolium L. Miller;

S. chmielewskii Rick = L. chmielewskii Rick;

S. neorickii Rick = L. parviflorum Rick;

S. habrochaites S. Knapp = L. hirsutum Dunal,

S. pennellii Correl = L. pennellii (Corr.) D’ Arcy;

1.3.2. Espécies de Solanum (sect. Lycopersicon) do ‘complexo peruvianum’:
S. chilense Dunal = L. chilense Dunal

S. peruvianum L. Miller que corresponde aos acessos tipicos de L. peruvianum.
S. arcanum Peralta (nova espécie desmembrada de S. peruvianum);

S. huaylasense Peralta (nova espécie desmembrada de S. peruvianum);

S. corneliomuelleri Macbr (= L. peruvianumvar. glandulosum Mull.).
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1.4. USO DA BIODIVERSIDADE DE SOLANUM (SECT.
LYCOPERSICON) NO MELHORAMENTO GENETICO
PARA RESISTENCIA DOENCAS.

Diferentes espécies do género Solanum (sect. Lycopersicon) vém sendo
utilizadas em programas de melhoramento de tomateiro, visando a introgres-
sdo de genes que conferem resisténcia a pragas e doengas, melhoria da qualida-
de nutricional e nutracéutica dos frutos e tolerancia a estresses abioticos. Todas
as espécies sdo dipldides (2n=2x=24), com numero e estrutura cromossomica
similares, permitindo o uso desses acessos como fontes para introgressao de
novos genes no melhoramento do tomateiro cultivado (Barone et al., 2009).
Nos cruzamentos interespecificos o tomateiro cultivado (S. lycopersicum) é
quase sempre utilizado como genitor feminino. Dentro do “complexo esculen-
tum” os acessos das espécies S. [ycopersicum ¢ S. pimpinellifolium cruzam-se
com facilidade, independentemente da espécie utilizada como genitor femi-
nino. Incompatibilidade unilateral ¢ observada nos cruzamentos envolvendo
acessos de S. cheesmaniae; S. galapagense; S. chmielewskii; S. neorickii; S.
habrochaites e S. pennellii. Por sua vez, as espécies do “complexo peruvia-
num” apresentam barreiras nos cruzamentos com as espécies do “grupo es-
culentum”, resultando em incompatibilidade (Mutschler & Liedl, 1994). Nos
cruzamentos interespecificos ocorre, primordialmente, incompatibilidade de
endosperma, resultando no abortamento do embrido. Estas barreiras podem ser
superadas via estratégias de “resgate de embrido” in vitro (Bhatia et al., 2004).

1.5. CARACTERISTICAS DE INTERESSE PARA O
MELHORAMENTO GENETICO DO TOMATEIRO

A manifestacao fenotipica de qualquer gene do tomateiro pode ser afe-
tada pela acdo de outros genes e pela interacdo com o ambiente. Muitos genes
que governam caracteristicas de heranga simples tém sido utilizados no melho-
ramento e uma grande maioria deles foi incorporada, explorando de maneira
muito eficiente a biodiversidade disponivel. Existem ainda intimeras caracte-
risticas poligénicas ou quantitativas, grandemente influenciadas pelo ambiente
e de dificil mensuragdo. Fazem parte desta lista: produtividade, rendimento
industrial e teor de sélidos soluveis dos frutos (brix) (Grandillo et al., 1999). A
resisténcia contra determinadas doengas, inclusive de etiologia viral, também
apresenta natureza poligénica. Por exemplo, a resisténcia a insetos vetores e
acaros, mediada por teores de acil-agucares e maior densidade de tricomas fo-
liares do tipo IV em S. pennelli também ¢ uma caracteristica poligénica(Silva
etal., 2014).
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1.6. HETEROSE E UTILIZACAO DE HiBRIDOS DE
TOMATEIRO

Embora existam sistemas de macho-esterilidade caracterizados em to-
mateiro, a maior parte da atual producdo de sementes hibridas tem sido con-
duzida via emasculag@o e polinizagdo manuais (Cheema & Dhaliwal, 2005). A
literatura registra que o tomateiro apresenta uma grande expressdo de heterose
(vigor de hibrido) para algumas caracteristicas tais como: indice de colheita
(produgao de frutos/biomassa total), nimero de sementes por planta, nimero de
frutos, precocidade e produgdo total(Semel et al., 2006). Heterose ndo tem sido
observada para brix, peso de fruto, altura de planta ¢ morfologia de semente
(Semel et al., 2006). A grande maioria das lavouras para consumo innatura e
para processamento no Brasil tem sido cultivada com hibridos F, que tém sido
preferidos devido as suas elevadas produtividades e também devido a um con-
junto de qualidades nutricionais e fabris (frutos firmes, secos, de boa coloragao
e elevada viscosidade). Algumas caracteristicas se expressam de maneira co-
mercialmente vantajosa somente quando em condigdo heterozigota. Um exem-
plo ¢ a presenca de frutos do tipo longa-vida pds-colheita, condicionada pelo
gene recessivo rin(Della Vecchia & Koch, 2000) e a caracteristica de inflores-
céncia composta (Lippman & Zamir, 2007). Além disso, a utilizagdo de hibri-
dos condiciona uma extrema uniformidade das lavouras. O controle principais
doengas que atacam o tomateiro tem sido feito via hibridos resistentes. Existe
a disponibilidade de um grande numero de fatores de resisténcia monogénicos
¢ dominantes reportados controlando essas doengas em diferentes acessos de
espécies silvestres de Solanum (sect. Lycopersicon). Esse tipo de controle ge-
nético tem permitido a acumulagdo (“piramidiza¢do”) de um maior nimero de
fatores de resisténcia monogénicos dominantes em um unico hibrido.

1.7. A CULTURA DO TOMATEIRO: PRINCIPAIS
VIROSES E PATOGENOS VIRAIS

Mais de duzentas doencas e distirbios fisioldgicos foram relatados afe-
tando o tomateiro em todo mundo e, entre as quais, as doencas induzidas por
virus merecem destaque. Dentre as principais doengas virdticas que atacam o
tomateiro estdo aquelas causadas por espécies classificadas nos géneros 7ospo-
virus, Potyvirus, Begomovirus, Crinivirus, Tobamoviruse Cucumovirus(Lopes
& Avila, 2005). Essas espécies, em infecgdes simples ou mistas,podem condu-
zir a lavoura a severas perdase onerar os custos de producdo. A seguir apresen-
taremos as principais caracteristicas dos géneros virais, bem como descrigdo
de sintomas e os avangos obtidos no melhoramento genético de tomateiro para
controle desses patogenos.
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2.1.TOSPOVIRUS

2.1.1.HISTORICO

Espécies de Tospovirus causam a doenga conhecida como “spotted
wilt”, “peste negra” (Williams et al., 2001)e “vira-cabega”(Silberschmidt,
1937) do tomateiro e outras solanaceas.Esta doenca foi descrita pela primeira
vez na Australia em 1915 (Brittlebank, 1919). Posteriormente, (Samuel et al.,
1930) conseguiram demonstrar que a doenga era de etiologia viral e denomi-
naram o agente causal como Tomato spotted wilt virus (TSWV). No Brasil,
o TSWYV foi descrito pela primeira vez por Silberschmidt (1937), causando
“vira-cabe¢a” em cultivo de fumo (Nicotiana tabaccum). As tospoviroses sao
responsaveis por grandes perdasecondmicas em cultivos do tomateiro em todo
o mundo (Gordillo et al., 2008), superando a marca de um bilhdo de délares(-
Goldbach & Peters, 1994). Por essa razdo, o TSWV ¢ outros tospovirus tém
figurado,em termos globais, entre os dez mais importantes virus para a agricul-
tura (Scholthof ez al., 2011).

2.1.2.SINTOMATOLOGIA

Os sintomas causados pela infecgdo por espécies de Tospovirus sao di-
versos. Em hospedeiros nao sistémicos os sintomas se restringem a lesoes lo-
cais, clorose e necrose. Ja4 em hospedeiros sistémicos os sintomas mais carac-
teristicos incluem paralisacdo do crescimento, arroxeamento, bronzeamento
e manchas em formato de anéis concéntricosnas folhas, deformagao, clorose,
mosqueado e necrose foliar intensa. Frutos imaturos frequentemente desenvol-
vem anéis necréticos irregulares. Nos frutos maduros, os anéis concéntricos-
se tornam ainda mais evidentes(Figura 1).Infec¢des precoces em variedades
suscetiveis podem levar a um declinio completo ¢ morte da planta. Durante
os periodos mais quentes e secos do ano, perdas significativas sdo observadas
devido a maior dispersdo e multiplicagdo dos vetores (Lopes & Avila, 2005).
Em locais de clima ameno, o dano causado pelas espécies de Tospovirus nor-
malmente se restringe a casas de vegetagao(Soler et al., 2003).
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Figura 1.Sintomas de infeccao por tospovirus em plantas de tomateiro.A.Plan-
ta infectada com sintomas de bronzeamento.B.Sintomas avangados de necrose

em folhas, peciolos e hastes em mudas. C. Sintomas de anéis necroticos em
frutos maduros e verdes.

2.1.3.ESTRUTURA DA PARTICULA VIRAL E
ESTRATEGIA DE REPLICACAO

As particulas das espécies virais do género Tospovirussao envolvidas
por uma membrana lipidica, denominada envelope. Associadas a essa membra-
na estdo as glicoproteinas Gc e Gn, responsaveis pela interagao do virus com
seu vetor, determinando a transmissdo e a especificidade(Ullman et al., 2005,
Wijkamp et al., 1995).A parte interna da particula ¢ composta pelo genoma
viral encapsidado pela proteina N e cerca de 10-20 copias da RNA polimerase
dependente de RNA (van Poelwuk ef al., 1993). O genoma ¢é tripartido, forma-
do por trés RNAs de fita simples. O RNAde maior tamanho (RNA L) ¢ senso
negativo e sintetiza a polimerase dependente de RNA. O RNA M ¢ ambisenso
e sintetiza a NSm (proteina de movimento responsavel pelo transporte célula-
-a-célula) e os precursores das glicoproteinas Ge e Gn. O RNA de menor tama-
nho (RNA S) ¢ ambisenso e sintetiza a proteina NSs (supressora do silencia-
mento génico) e a proteina N que forma o nucleocapsideo viral que tambpem
estd envolvida na regulagdo da transcrigdo/replicacdo (De Avila, 1993, Takeda
et al., 2002, Bucher et al., 2003, Snippe et al., 2007). As extremidades dos
trés RNAs sdo complementares entre si(De Haan et al., 1989)Rob</author></
authors></contributors><titles><title><style face="normal” font="default”
size="100%">Molecular cloning and terminal sequence determination of the
S and M RNAs of </style><style face="italic” font="default” size="100%">-
Tomato spotted wilt virus</style></title><secondary-title>Journal of General
Virology</secondary-title></titles><periodical><full-title>Journal of General
Virology</full-title></periodical><pages>3469-3473</pages><volume>70</
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volume><number>12</number><dates><year>1989</year></dates><is-
bn>0022-1317</isbn><urls></urls></record></Cite></EndNote>, formando
uma estrutura pseudo-circularcom maior estabilidade(Figura 2).

Figura 2. Representagdo esquematica de uma particula de um tospovirus. A
membrana lipidica contém as glicoproteinas (Gn e Gce). As trés estruturas loca-
lizadas na parte interna correspondem as ribonucleoproteinas (RNPs), forma-
das por RNA viral encapsidado pela proteina N e a polimerase (L).

As proteinas codificadas pelo RNA M e RNAS sao traduzidas a partir
de RNAs subgendmicos. Isto significa que, antes da tradugdo, devem ocor-
rer a transcri¢do e o processamento de mRNAs. Para que esse processamento
ocorra, o virus recorre ao cap-snatching, que consiste na remog¢ao de peque-
nas sequéncias dos mRNAs da hospedeira (caps), de aproximadamente 12 a
18 nucleotideos, que correspondem ao sitio de ligagdo dos ribossomos. Estas
sequéncias sdo em seguida incorporadas aos mRNAs virais, comprometendo
grandemente a tradugdo dos RNAs da hospedeira (Kormelink ef al., 1992) (Fi-
gura 3). Apoés a entrada nas células, as particulas perdem o envelope lipidico,
possivelmente pela agdo de enzimas presentes nos lisossomos, desagregan-
do-se assim o nucleocapsideo. A polimerase viral entdo transcreve os RNAs
gendmicos, sintetizando-se os RNAs mensageiros. Apds o processo de cap-s-
natching, os mRNAs sdo traduzidos, originando-se as proteinas estruturais e
ndo-estruturais que sdo posteriormente envelopadas no reticulo endoplasmati-
co e complexo de golgi. Essas particulas podem ser adquiridas ou transmitidas
pelos vetores, enquanto novos nucleocapsideos se deslocam para células adja-
centes através de estruturas tubulares nos plasmodesmas originarios da agdo da
proteina Nsm(Storms et al., 1995, Ribeiro et al., 2008).
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Figura 3. Estratégia de expressao do genoma de tospovirus. VRNA = RNA
sentido viral; veRNA = RNA sentido complementar; L = polimerase viral; Ge
e Gn = glicoproteinas; N = proteina do nucleocapsideo; Nsm = proteina de
movimento; Nss = proteina ndo-estrutural. Os segmentos destacados na regido
5’ de cada transcrito representam a sequéncia cap adquirida durante o processo
de cap-snatching.

2.1.4. TAXONOMIA

O género Tospovirus pertence a familia Bunyaviridae, que também in-
clui outros quatro géneros -Orthobunyavirus, Hantavirus, Phlebovirus e Nairo-
virus(Goldbach & Peters, 1996, Fauquet & Stanley, 2005, King et al., 2012). A
familia Bunyaviridaeabrange virus com genoma de RNA tripartido, envelopa-
dos e que infectam plantas, pequenos mamiferos, primatas e passaros. Os virus
desta familia sdo transmitidos principalmente por insetos (tripes, mosquitos,
moscas ou carrapatos). A classificacdo atual do género Tospovirus baseia-se
principalmente na morfologia do virion, na organiza¢do do genoma e nas carac-
teristicas da transmissao por tripes. Ja em relagdo as espécies, sdo consideradas
as caracteristicas bioldgicas, como circulo de hospedeiros e espécies do vetor,
e caracteristicas moleculares, considerando-se como espécies distintas aquelas
que apresentarem identidade inferior a 90%, quando se compara a sequéncia de
aminoacidos da proteina N(De Avila, 1993, Resende, 1995, Rosell6 et al., 1996,
Plyusnin et al., 2012).0 género Tospovirus foi inicialmente considerado como
monotipico, sendo TSWV a tinica espécie descrita, entretanto, estudos de carac-
terizagdo biologica e molecular de isolados de diversos continentes indicaram
a existéncia de um grande numero de espécies dentro deste género (De Avila et
al., 1992, Pozzer et al., 1996, Bezerra et al., 1999, Prins & Goldbach, 1998).As
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espécies do género Tospovirus infectam mais de 1.000 espécies de plantas, mo-
nocotiledoneas e dicotiledoneas, pertencentes a mais de 82 familias botanicas, e
constituem fator limitante da producao do tomateiro, fumo, amendoim (4Arachis
hypogaea), pimenta e pimentdo (Capsicum spp.) e varias espécies de plantas
ornamentais (De Avila, 1993, Berguer et al., 2005).Atualmente, oito espécies
do género Tospovirus sdo reconhecidas e aprovadas pelo International Com-
mittee on Taxonomy of Viruses (ICTV) e 15 representam possiveis membros,
mas que ainda ndo foram aprovadas como espécies definitivas(Plyusnin et al.,
2012).A lista de espécies aceitas e tentativas inclui os seguintes virus: TSWV,
Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV), Chry-
santhemum stem necrosis virus (CSNV), Impatiens necrotic spot virus (INSV),
Watermelon bud necrosis virus (WBNV), Watermelon silver mottle virus (WS-
MoV), Groundnut bud necrosis virus (GBNV), Groundnut chlorotic fan-spot
virus (GCFSV), Groundnut yellow spot virus (GYSV), Physalis severe mott-
le virus (PhySMV), Zucchini lethal chlorosis virus (ZLCV) e Iris yellow spot
virus (IYSV), Alstromeria necrotic streak virus (ANSV), Capsicum chlorosis
virus (CaCV), Groundnut chlorotic fan-spot virus (GCFSV), Melon severe mo-
saic virus (MSMYV), Melon yellow spot virus (MYSV), Polygonum ringspot
virus (PolRSV), Tomato necrosis virus (TNeV) e Tomato necrotic ringspot vi-
rus (TNRV) (Plyusnin et al., 2012). Tomato fruit yellow ring virus (TFYRV)
(Winter et al., 2006); Calla lily chlorotic spot virus (CCSV)(Chen et al., 2005),
Tomato yellow ring virus (TYRV) (Hassani-Mehraban et al., 2005) e Tomato
zonate spot virus (TZSV) (Dong et al., 2008) estdo entre as espécies tentativas.

TSWYV, TCSV, GRSV e CSNV sio as espécies de Tospoviruspredomi-
nantemente descritas no tomateiro no Brasil(Resende et al., 1995, Dianese et
al., 2010). Estes quatro virus compdem um grupamento de espécies que tém
como provavel centro de origem as regides neotropicais (Fauquet et al., 2005).
TSWYV ¢ cosmopolita (Prins & Goldbach, 1998, Whitfield et al., 2005), GRSV
tem sido reportado infectando soja na Africa do Sul(Pietersen & Morris, 2002)
e amendoim na Argentina (De Breuil ez al., 2007), enquanto TCSV e CSNV
s80 espécies circunscritas ao Novo Mundo(2011a).

2.1.5.TRANSMISSAO DAS ESPECIES DO GENERO
TOSPOVIRUS

Espécies de Tospovirus sdo transmitidaspor insetos coletivamente cha-
mados de tripes (Thysanoptera: Thripidae). A relagdo de transmissdo ¢ carac-
terizada como sendo do tipo circulativa-propagativa(Wijkamp et al., 1995).
Tripes adultos ndo se tornam viruliferos mesmodepois deprolongados periodos
de alimentacdo em plantas infectadas (Van De Wetering et al., 1996)Rob</
author><author>Peters, Dick</author></authors></contributors><titles><ti-
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tle><style face="normal” font="default” size="100%">Tomato spotted wilt
tospovirus ingestion by first instar larvae of </style><style face="italic” fon-
t="default” size=""100%">Frankliniella occidentalis</style><style face="nor-
mal” font="default” size="100%"> is a prerequisite for transmission</style></
title><secondary-title>PHY TOPATHOLOGY-NEW YORK AND BALTIMO-
RE THEN ST PAUL-</secondary-title></titles><periodical><full-title>PHY-
TOPATHOLOGY-NEW YORK AND BALTIMORE THEN ST PAUL-</
full-title></periodical><pages>900-905</pages><volume>86</volume><-
dates><year>1996</year></dates><isbn>0031-949X </isbn><urls></urls></
record></Cite></EndNote>. Os tripes somente adquirem o virus durante o pri-
meiro e o segundo estagios larvais, quando se alimentam de folhas infectadas
e permanecem viruliferos durante o restante do seu ciclo de vida (Wijkamp et
al., 1995). O ciclo de vida dos adultos alados varia de 30 a 45 dias, periodo pelo
qual podem transmitir o virus. Depois da aquisi¢do pelo tripes, o virus chega até
as células epiteliais do intestino médio, onde se replica. A partir deste ponto, as
particulas virais vdo até as glandulas salivares(Nagata efal., 1999). As glicopro-
teinas Gc e Gn foram identificadas como responsaveis pela interagdo do virus
com as células do intestino médio do inseto, bem como com a circulagdao do
mesmo dentro do corpo do vetor(Wijkamp et al., 1995). Apds a transmissdo do
virus para a célula de uma planta hospedeira, o virus ¢ liberado de sua membra-
na e o nucleocapsideo adentra o citoplasma. Nesta fase, 0 RNA viral ¢ transcrito
ou replicado pela RNA polimerase dependente de RNA(Hull, 2002a).

Das 5.000 espécies de tripes, nove foram identificadas como vetores vi-
rais (Mound, 1995),sendo que as espécies Frankliniella occidentalis, F. schultzei,
Thrips tabaci e T. palmi ja foram identificadas no Brasil(Nagata et al., 1999),
sendo F. schultzei o vetor mais eficiente nas condi¢des brasileiras. Frankliniella
schultzei foi identificado como o principal inseto transmissor de GRSV em con-
digdes naturais, explicando a prevaléncia desta espécie viral nos plantios de to-
mateiro do Brasil (Nagata et al., 2004). O controle destes vetores ¢ dificil, pois
métodos fisicos, quimicos e bioldgicos nao sdo muito eficientes o suficiente para
evitar a dispersdo da doenga. Desta forma, a busca por resisténcia genética se
tornou a principal ferramenta para controle das tospoviroses, assim como para a
grande maioria dos virus que afetam plantios pelo mundo(Rosello6 ef al., 1996).

2.1.6.FONTES DE RESISTENCIA A ESPECIES DE
TOSPOVIRUS EM GERMOPLASMA DE SOLANUM
(SECT. LYCOPERSICON)

Devido a importancia economica dos tospovirus, a resisténcia genética
tem sido o foco das pesquisas voltadas ao manejo das doengas causadas por esses
patogenos. Varias fontes de resisténcia genética aos tospovirus tém sido identi-
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ficadas em avaliagdes de germoplasma de Solanum (sect. Lycopersicon) contra
isolados de tospovirus (principalmente TSWV) oriundos de distintas regides ge-
ograficas (Finlay, 1953, Holmes, 1948, Samuel et al., 1930, Nagai, 1975, Aradjo
et al., 1983, Paterson et al., 1989, Maluf et al., 1991, Nagata et al., 1993, Nagai,
1993, Stevens et al., 1994, Lourenc@o et al., 1997, Canady et al., 2001, Gordillo et
al., 2008, Scott et al., 2005, Dianese et al., 2011, Boiteux et al., 1993).

Os primeiros estudos sobre a genética da resisténcia a TSWV em aces-
sos de S. pimpinellifolium ¢ S. lycopersicumindicaram a ac¢do coordenada de
cinco genes (Samuel et al., 1930), se(Holmes, 1948)(Holmes, 1948)(Holmes,
1948)(Holmes, 1948)(Holmes, 1948)(Holmes, 1948)ndodois genes dominan-
tes (denominados Sw-1% Sw-1°) e trés genes recessivos (denominados sw-2,
sw-3 e sw-4)(Finlay, 1953). No entanto, a resisténcia a tospovirus conferida
por esses genes foi rapidamente superada. Posteriormente, outro gene de resis-
téncia (denominado Sw-5)foi identificado em acessos derivados de cruzamen-
tos com a espécie S. peruvianum.O gene Sw-5foi inicialmente introgredido na
cultivar sul-africana ‘Stevens’(Van Zijl et al., 1985) e tem sido empregadonos
principais programas de melhoramento genético do tomateiro(Scott, 2007).
Além de monogénico e dominante, este gene se mostrou muito estavel e com
amplo espectro, conferindo resisténcia a diferentes isolados e/ou espécies de
tospovirus que infectam o tomateiro (Stevens et al., 1992, Boiteux & Gior-
dano, 1993, Rosello et al., 1998, Brommonschenkel et al., 2000). Cultivares
contendo o gene Sw-5 muitas vezes ndo apresentam sintomas de mosaico sis-
témico, apesar do surgimento de lesdes necroticas locais nas folhas inoculadas,
caracteristica tipica de resisténcia regida por genes dominantes(Brommons-
chenkel et al., 2000, Hallwass et al., 2014, Peir¢ et al., 2014) (Figura 4).

Figura 4. Reacdo de hipersensibilidade (HR) em acessos resistentes a Tospovi-
rus.A. Les0es locais necroticas isoladas. B. Lesoes locais coalescentes.
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A natureza dominante do gene Sw-5 permitiu o amplo uso deste locus
no desenvolvimento de variedades hibridas. A expressao da resisténcia pode
ser negativamente afetada em condigdes de alta pressao de indculo ou em re-
gides onde ocorrem drasticas flutuagdes de temperaturas diurnas e noturnas
(De Avila, 1993, Diez et al., 1995, Rosell6 et al., 1997, Rosellod et al., 1998).
A expressao fenotipica da resisténcia controlada pelo gene Sw-5 ndo apresenta
penetrancia completa (Stevens ef al., 1992). Dessa forma, linhagens e/ou hi-
bridos com este gene podem apresentar percentuais variaveis de plantas com
sintomas ao longo dos diferentes estagios de desenvolvimento e em distintas
condigdes ambientais. As consequéncias mais severas desta caracteristica do
gene Sw-5 tém sido a presencga de sintomas e severos danos aos frutos verdes e
maduros(De Haan et al., 1996) ou a eventual presenca deuma intensa necrose
sistémica da planta (Loureng¢ao ef al., 1997).

2.1.7. ISOLADOS DE TSWV CAPAZES DE QUEBRAR A
RESISTENCIA DO GENE SW-5

A introdugdo do gene Sw-5 em variedades comerciais levou a uma consi-
deréavel reducdo nas perdas econdmicas causadas por tospovirus, mesmo em regi-
des onde isolados e espécies virais tenham sido capazes de superar esta resisténcia
(Cho et al., 1995, Latham & Jones, 1998, McMichael ef al., 2002, Aramburu &
Marti, 2003, Ciuffo et al., 2005). De fato, a presenga de isolados tospovirus ca-
pazes de quebrar a resisténcia ¢ um fenomenode certa formaesperado do ponto
de vista da estrutura genémica desse grupo de virus. O genoma dos tospovirus
¢ syjeito a mutacdes devido a sua constituigdo ser baseada em trés segmentos
de RNA. Como este ndo possui um mecanismo de reparo (proof-reading) du-
rante a replicagdo viral, os indices de mutacdo podem ser elevados (Roossinck,
1994). Desta forma, o surgimento de novos isolados capazes de suplantar genes
de resisténcia estabelecidos ¢ relativamente comum dentro de uma dada espécie
(Herrero et al., 2000).Aramburu & Marti (2003)reportaram a ocorréncia de um
novo isolado de TSWV capaz de superar o gene Sw-5 no nordeste da Espanha.
O isoladoespanhol (denominado GRAU) foi o primeiro capaz de quebrar a resis-
téncia conferida por Sw-5 e de se estabelecer nasareas de cultivo. Outro isolado
(conhecido como JF1) ja havia sido reportado infectando plantas com o gene Sw-
-5(Thompson & Van Zijl, 1995), mas este ndo apresentou capacidade de dissemi-
nagdo para outras areas de cultivo além do campo de origem.Ciuffo et al.(2005)
também relataram a ocorréncia de isoladoscom caracteriticas similares na Italia.
Além disto, isolados recombinantes de tospovirus foram identificados. Webster et
al.(2011a)detectaram e caracterizaram isolados coletados em plantios de tomate
da Florida, EUA. Estes isolados norte americanos (denominados L M. S .) eram
recombinantes e apresentavam os segmentos S ¢ L de GRSV e M de TCSV.
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Uma importante ferramenta para a manipulagao de resisténcia conferi-
da pelo Sw-5 ¢ a sua deteccdo através do uso de marcadores molecularesfun-
cionais. Dianese et al.(2010)desenvolveram um marcador SCAR co-dominan-
te correspondente a uma regido dentro do locus Sw-5. Esse marcador permitiu
identificar tomateiros resistentes e suscetiveis a tospovirus de maneira inequi-
voca (Figura 5).

2-197-4

o
~ o~
o 0
—
o~
[y

F2-197-3
F2-197-5

F.

=

- P -.--.:m“-"..”' -

Figura 5. Reagdo em ensaio de campo a infecgdo por Groundnut ringspot
virus (GRSV). A. Linhagem quase-isogénica ‘Santa Clara Resistente’ (sem
sintomas). B. Linhagem derivada de retrocruzamento ‘Santa Clara Suscetivel’
(apresentando necrose apical e nanismo devido a infecgdo por GRSV). C. Gel
de agarose ilustrando os padrdes de amplicons obtidos em ensaios de PCR
utilizando o par de primers ‘Sw-5-2’, desenvolvido por Dianese ef al. (2010) a
partir de informagao gendmica do locus Sw-5. A testemunha resistente (Test.
R) apresenta um amplicon. As variedades suscetiveis apresentam dois padrdes
de amplicons distintos. As demais linhas de corrida do gel mostram uma po-
pulacdo segregante derivada de um cruzamento entre linhagens com o padrido
testemunha resistentecom linhagens do padrao testemunha suscetivel.
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O uso destes marcadores serve como um facilitador ao trabalho do me-
lhorista, uma vez que ndo ¢ necessario o emprego de técnicas biologicas de
inoculagdo que sdo por si s6 demoradas e que demandam espago e recursos,
como casas de vegetacdo, algumas vezes ndo disponiveis em centros de analise.

Mais recentemente, dois novos loci de resisténcia foram caracterizados.
O gene Sw-6, derivado da linhagem ‘UPV 32’(Rosello et al., 1998, Roselld et
al., 2001)se mostrou isolado-especifico, ndo apresentando, por consequéncia,
caracteristica interessante para sua utilizagdo em programas de melhoramento.
O gene Sw-7(caracterizado no acesso S. chilense‘LA 1938”) apresenta caracte-
risticas de dominancia, além de apresentar resisténcia a isolados previamente
reportados superando a resisténcia conferida por Sw-5(Canady et al., 2001,
Scott et al., 2005, Stevens et al., 2006, Price et al., 2007, Saidi & Warade,
2008). Um marcador AFLP ligado ao gene Sw-7 foi detectado, sendo flanque-
ado por dois marcadoresde referencia T1263 (45.0 cM) e SSR20 (58.2 cM),
localizadosno cromossomo 12 (Price et al., 2007).

2.1.8.RESISTENCIA MEDIADA PELO GENE SW-5
CONTRA ESPECIES DE TOSPOVIRUS —-ESTUDO DA
INTERACAO

Em relacgdo a interagdo virus-plantas, genes virais que codificam a re-
plicase, proteina de movimento e a proteina do capsideo tém sido os principais
alvos dedetecgdo pelo sistema de defesa, funcionado, desta forma, como genes
Avr (aviruléncia) para determinados genes de resisténcia em distintas plantas
hospedeiras (Weber et al., 1993, Whitham et al., 1994, Bendahmane et al.,
1995, Gilardi et al., 1998, Brommonschenkel et al., 2000, Hoffmann et al.,
2001, Spassova et al., 2001, Lovato et al., 2008).Mutagdes nesses genes (desde
que ndo afetam significativamente os mecanismos de patogenicidade e/ou a
fitness viral)podem contribuir para superar o mecanismo de reconhecimento
desses produtos pelo sistema de defesa da planta hospedeira. A superagdo da
resisténcia por esse mecanismo de reconhecimento tem sido comprovada em
diversos patossistemas e a caracterizagdo ¢ o mapeamento de novos genes R,
principalmente para espécies cultivadas de Solanaceas, tem sido realizado de
maneira extensiva (Grube et al., 2000, Gebhardt & Valkonen, 2001).

As fontes de resisténcia mais amplamente utilizadasem plantios comer-
ciais em um contexto mundial sdo dominantes e monogénicas (Hammond-
-Kosack & Parker, 2003). A expressdo fenotipica ¢ caracterizada pela ocor-
réncia de reagdo de hipersensibilidade (HR) no sitio de entrada do patogeno,
macroscopicamente observada como o surgimento de lesdes locais necroticas
seguidas(ou ndo) de abscisdo foliar prematura. As células mortas no sitio de
infec¢do podem restringir o movimento do patéogeno ou podem servir como
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reservatério de compostos antimicrobianos (ex. fitoalexinas) sintetizadas por
células que circundam a lesdo. Ocorre também a deposi¢ao de calose, lignina,
glicoproteinas e o acimulo de outras proteinas relacionadas com a patogénese,
como 1,3-B-glucanases e quitinases, resultando na limita¢do da movimentagéo
a curta distancia e a longa distancia por parte do virus(Collinge & Slusarenko,
1987, Keppler & Baker, 1989, Bol et al., 1990, Bostock & Stermer, 1989,
Heath, 2000).De acordo com (Xie & Chen, 2000),as respostas de hipersensibi-
lidade ativadas por uma reacdo incompativel entre patdogeno e hospedeiro tém
caracteristicas comuns aos processos apoptoticos observados em células ani-
mais. Algumas reagdes como a fosforilagdo protéica e geragao de ROS (reacti-
ve oxygen species), que ocorrem em células animais em processos de apoptose
foram verificadas em reacdes de hipersensibilidade em plantas(Apel & Hirt,
2004). As ROS possuem atividade antimicrobiana e sdo capazes de reduzir a
viabilidade do patogeno invasor(Greenberg & Yao, 2004).

Na tultima década, varios genes de resisténcia e seus correspondentes
de aviruléncia foram clonados, por exemplo, os genes RTM1/RTM2 e HRT em
Arabidopsis, que conferem resisténcia a Tobacco mosaic virus (TMV) e Tur-
nip crinckle virus (TCV), respectivamente(Cooley et al., 2000). No tomateiro,
trés genes de resisténcia a virus foram clonados (Sw-5, Tm-2%¢ pot-1), que
conferem resisténcia a Tomato mosaic virus (ToMV), TSWYV, e Potato Virus Y,
respectivamente (Brommonschenkel et al., 2000, Spassova et al., 2001, Weber
et al., 1993, Lanfermeijer et al., 2003)

Dentre as familias de genes de resisténcia que causam reacdes de
hipersensibilidade, a mais numerosa ¢ a denominada NBS-LRR. Os genes
de resisténcia classificados dentro dessa familia possuem caracteristicas co-
muns, de acordo com os dominios das proteinas sintetizadas (Van Betem et
al., 2005). O dominio NBS (nucleotide binding site) corresponde a um sitio de
ligac¢@o de nucleotideos e o dominio LRR (leucine rich repeat) esta envolvido
na regulag¢do de atividade sinalizadora das proteinas de resisténcia, locali-
zando-se na regido C-terminal (Hwang & Williamson, 2003). Ainda ocorrem
os dominios TIR (7oll/interleukin-1 receptor) ou CC (coiled-coil) na regido
N-terminal dos genes R (Dangl & Jones, 2001, Martin et al., 2003). O gene
Sw-5 ¢ membro da familia de genes CC-NBS-LRR e seu modo de agdo segue
as descrigdes referentes a definicdo dos genes pertencentes a essa classe de
genes R (Boiteux & Giordano, 1993, Brommonschenkel et al., 2000, Spas-
sova et al., 2001). O gene Sw-5 foi mapeado no cromossomo 9 (Brommons-
chenkel et al., 2000) e, posteriormente, foi verificado que esse gene reside
dentro de um complexo (cluster) formado por cinco copias analogas de um
mesmo gene ancestral, denominadas Sw-5aa Sw-5e(Spassova et al., 2001).
Analises mais detalhadasutilizando cada uma das copiasdesses analogos em
plantas transgénicas indicaram que a copia Sw-5b é essencial para a expressao
do fenétipo de resisténcia (Spassova et al., 2001).

RAPP - Volume 22, 2014



Melhoramento genético do tomateiro para resisténcia a
doengas de etiologia viral: Avangos e perspectivas — 297

Pesquisas que visam compreender a interagao entre genes de resisténcia
a TSWYV e seu componente de aviruléncia foram realizados com os genesSw-5
e com o gene Tsw (originario de Capsicum chinense) que também apresenta
reagdo de hipersensibilidade a infec¢do por TSWV(Boiteux & De Avila, 1994,
Boiteux et al., 1995, Hoffmann et al., 2001, Lovato et al., 2008, Margaria et
al., 2007).No caso do gene Tsw, o gene de aviruléncia parece estar localizado
no RNA S (Lovato et al., 2008), um compoente gendmico que contém os ge-
nes NSs (que sintetiza uma proteina ndo estrutural e que esta envolvida com a
supressao do silenciamento génico) e N (que sintetiza a proteina do capsideo).

A compreensao destes mecanismos pode contribuir para o entendimen-
to dos processos de geracao dos isolados capazes de superar a resisténcia base-
ada em Sw-5 no campo, por exemplo. A capacidade de multiplicagdo no inseto
vetor e a composicao de seu genoma tripartido podem conferir aos virus da fa-
milia Bunyaviridae a geracao de novos isolados, a partir de eventos de recom-
binag@o de segmentos inteiros de seu genoma (Hoffmann et al., 2001, Webster
et al., 2011b, Lian et al., 2013). Considerando este potencial de adaptacdo, a
possivel manipulacdo da resisténcia para a criagdo de alternativas duraveis e
especificas depende essencialmente do entendimento das interagdes patdogeno/
hospedeira.Para o gene Sw-5, (Hoffmann et al., 2001)verificaram, através do
uso de isolados recombinantes, que o gene de aviruléncia desta interagdo esta
localizado no componente M, que contém o gene NSm, que sintetiza a proteina
de movimento bem como o precursor das glicoproteinas Ge e Gn que recobrem
o envelope lipidico e sdo responsaveis pela interagdo tospovirus/inseto vetor
(Bandla et al., 1998, Hallwass et al., 2014). Mais recentemente, dois trabalhos
independentes indicaram que a proteina NSm (responsavel pelo transporte do
virus célula-a-célula) ¢ ofator Avr de TSWYV, sendo esse produto génico reco-
nhecido pelo locus Sw-5(Hallwass et al., 2014, Peir6 et al., 2014).

2.1.9. EMPREGO DE VARIEDADES DE TOMATE
RESISTENTES A TOSPOVIRUS NO BRASIL

Atualmente,na regido Central e na regido Sudeste do Brasil ndo se observa,
majoritariamente,0 emprego de hibridos e cultivares comerciais com o gene Sw-5
em cultivos de tomate tanto para processamento industrial quanto para consumo
in natura. No entanto, as recentes epidemias de ‘vira-cabega’ nas safras de 2012 ¢
2013 podem alterar esse cenario. O segmento varietal ‘Santa Cruz’apresenta um
historico de extrema suscetibilidade para tospovirus(Nagai, 1993). Para esse seg-
mento, a Embrapa Hortalicas lancou em 2012 o hibrido ‘BRS Nagai’, contendo
o gene de resisténciaSw-5. Em algumas regides do Nordeste e na regidoSul do
Brasil bem como na Argentina e no Uruguai, cultivares com o gene Sw-5 sdo as
lideres de mercado, devido a enorme pressao de doenca nestas areas.
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2.2.POTYVIRUS (POTATO VIRUS YE PEPPER YELLOW
MOSAIC VIRUS)

2.2.1.HISTORICOE TAXONOMIA

Espécies classificadas no género Potyvirus sdo consideradas como as
mais importantes para a agricultura global, sendo capazes de infectar mais de
2.000 espécies de plantas(Fauquet et al., 2005)O género Potyvirusencontra-
-se classificado na familia Potyviridae, que também inclui outros sete géneros
— Brambyvirus, Bymovirus, Ipomovirus, Macluravirus, Poacevirus, Rymovi-
rus eTritimovirus(Fauquet et al., 2005)A familia Potyviridae abrange fitovi-
rus com genoma formado por RNA fita simples, senso positivo que codifica
uma poliproteina de aproximadamente 10 kb. Praticamente todos os géneros
apresentam uma Unica ORF funcional, excegdo feita para as espécies do gé-
nero Bymovirus(Fauquet et al., 2005)O género Potyvirusé o de segunda maior
ocorréncia em plantascom 175 espécies. Destas, 143 sdo definitivas e 32 sdo
potenciais espécies novas. Os virus desta familia sdo transmitidos por plasmo-
dioforomicetos, insetos (afideos e mosca-branca) e acaros. Plantas suscetiveis
a potyvirus apresentam uma sindrome caracterizada por mosaico severo, bo-
lhosidade ¢ deformagdo foliar em regides de crescimento da planta. Plantas
tolerantes apresentam, por vezes, o desenvolvimento demosaico leve ¢ ama-
relecimento de folhas novas. Sintomas em frutos sdo comumente observados.

2.2.2. ESTRUTURA DA PAl}TiCULA VIRAL E
ESTRATEGIA DE REPLICACAO E EXPRESSAO DE
GENOMA NA FAMILIA POTYVIRIDAE

O genoma viral dos membros da familia Potyviridae encontra-se ligado
covalentemente a uma proteina codificada pelo virus (VPg) na regido 5’ ter-
minal e apresenta uma cauda de poli A na regido 3’ (Fauquet ef al., 2005). As
espécies na familia apresentam uma estratégia de expressdo do genoma viral
comum a outras familias de virus como Picornaviridae. O genoma encontra-se
envolvido pelo capsideo alongado e flexuoso e possui uma unica fase aber-
ta de leitura (ORF) que codifica para uma poliproteina que sera clivada pela
acdo de proteases contidas na propria poliproteina (P1, Nla e HC-Pro — Helper
component). Esta clivagem resulta na liberagdo de pelo menos oito proteinas
(Figura 6)denominadas P1, HC-Pro, P3, inclusdo cilindrica (CI), inclusdo
nuclear A (NIa), inclusdo nuclear b (NIb), proteina do capsideo (CP) e duas
pequenas proteinas denominadas 6K 1 e 6K2 (Riechmann et al., 1992, Berguer
et al., 2005). Proteinas produzidas em excesso formam inclusdes citoplasma-
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ticas, principalmente do tipo cata-vento, devido ao acimulo da proteina CI. O
acumulo destas inclusdes (citoplasmaticas ou nucleares) ¢ uma das principais
caracteristicas das infec¢des causadas por potyvirus(Zerbini & Maciel-Zam-
bolim, 1999).

30-63 48-56 40-50 68-70 49 54-58 30-45
5 VPg ¢ 1 Poli A 37
P [HC-PRO P3 CI VPG/NIa NIb CP

Protease  Protease Helicase Protease Polimerase  Gapa protéica
Ligagio de  Movimento
RNA Componente

auxdiar

Figura 6.Mapa fisico do RNA gendmico de espécies viraisda familia Potyviri-
dae. A barra azul mostra a organizacao linear dos genes virais. O genoma viral
encontra-se ligado covalentemente a uma proteina codificada pelo virus (VPg)
na regido 5’ terminal e apresenta uma cauda de poli A na regido 3°. Os niimeros
acima da barra mostram osvalores das massas moleculares (em kilodaltons)das
proteinas codificadas por cada gene. Abaixo da linha, os nomes das proteinas
estruturais e a principal fun¢do de cada uma. O genoma possui uma unica fase
aberta de leitura (ORF) que codifica para uma poliproteina que sera clivada
pela ac@o de proteases contidas na propria poliproteina. As barras mostram os
sitios de clivagem na poliproteina.

A maioria das proteinas de Potyvirusapresenta carater multifuncional.
Como exemplo cita-se a P1 que atua como proteinase(Verchot et al., 1991) e
como fator de amplificagdo do genoma viral (Verchot & Carrington, 1995). A
HC-Protambém funciona como proteinase, além de auxiliar na transmissao
viral por vetores, no movimento viral dentro da planta(Cronin et al., 1995,
Rojas et al., 1997) e na supressdo do silenciamento génico pos transcricional
(Brigneti etal., 1998).A proteina Nla também apresenta fung@o de proteinase.
Esta proteina consiste de dois polipetideos com fungdes diferentes: Vpg e Pro.
A proteina VPg esta associada a replicag@o (responsavel por iniciar a sintese
de fitas negativas de RNA) e tradug@o de proteinas (associacdo a fatores de ini-
ciacao de tradugdo elF4E) (Ruffel et al., 2002, Léonard et al., 2004).A proteina
CI funciona como helicase separando fitas duplas de RNA durante a replicagio
e associada as proteinas Nla e NIb (nuclear inclusion b— RNA polimerase de-
pendente de RNA, RdRp) formam nucleo replicativo catalisando processos en-
zimaticos durante a replicacdo. Inclusdes tipicas da familia Potyviridae resul-
tam do acumulo desta proteina (Murphy ez al., 1991).Assim como as demais,
a CP (proteina capsidial) esta envolvida em varias fungdes como encapsidagap
de RNA, movimento viral a curta e longa distancia, bem como transmissido
pelo vetor (Atreya et al., 1990, Dolja et al., 1995, Rojas et al., 1997).
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2.2.3. ESPECIES DE POTYVIRUS DO TOMATEIRO
NO BRASIL

No Brasil, duas espécies de Potyvirus foram descritas infectando toma-
teiro: Potato virus Y (PVY) agente causal da risca do tomateiro (Zerbini & Ma-
ciel-Zambolim, 1999) e Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) (Maciel-Zam-
bolim et al., 2004), que no tomateiro induz principalmente sintoma de mosaico
(Dianese et al., 2008).0s frutos ndo apresentam sintomas, mas se tornam pouco
desenvolvidos (Lopes & Avila, 2005).PVYtem sido também de grande impor-
tancia na cultura do pimentio e da pimenta (Capsicum spp.) e desde a década de
1960, sendo consideradocomo um fator limitante da produgéo destas hortaligasno
Brasil (Nagai, 1968). No inicio da década de 1970, a introdugdo de cultivares de
Capsicumresistentes resultouna redugdo da importancia deste virus, apesar dessa
resisténcia ser,com frequéncia,superada por novos isolados (Nagai, 1983).

No Brasil, as epidemias de PVY em tomate eram frequentes em regides
com cultivos simultaneos e/ou proximos de Capsicum e tomate (Nagai et al.,
1993). Os principais sintomas de infec¢do por PVY em tomateiro incluem ris-
ca, mosaico e necrose de topo. O uso intenso de cultivares de Capsicum com
resisténcia a PVY levou a sele¢do e emergéncia de isolados virulentos (consi-
derados como variantes de PVY) capazes de suplantar esta resisténcia, como
0 PVY™, no inicio da década de 1990(Nagai, 1983). Esta estirpe, (denominada
desta forma por infectar pimentdes da cultivar ‘Magda’) emergiu como nova
ameaga a plantios de Capsicumque apresentavam resisténcia a PVY (Nagai,
1993).Analises baseadas em ELISA direto ¢ no sequenciamento do genoma
correspondente a regido 3’ UTR e da capa protéica, caracterizaram este isola-
do como sendo, na verdade, uma nova espécie de potyvirus, denominada de
Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) (Inoue-Nagata et al., 2002).PepYMV
apresentou uma baixa relagdo filogenética com isolados tipicos de PVY. Em
termos praticos, a diferenciag¢do de isolados de PVY e PepYMYV pode ser ob-
tida com o uso da indicadoraDatura metel. Essa planta indicadora apresenta
clareamento de nervuras, mosqueado e deformacgdo foliar quando infectada
por PVY e pontos necroticos (que podem evoluir até a morte da planta) quando
infectada por PepYMV (Inoue-Nagata & Resende, 2008).

PepYMVfoi também identificado afetando cultivos de tomate causando
perdas de até 100% em plantios do hibrido‘Alambra’em regides produtoras do
Espirito Santo(De Avila ef al., 2004, Maciel-Zambolim et al., 2004). Em to-
mate, as folhas infectadas com PepYM Vapresentam mosqueado leve, até um
mosaico forte que toma a superficie foliar e causa redugdo na produgao (Figura
7). Existem diferengas biologicas e genomicas entre isolados de PepYMV de
pimentdo e de tomate, que vao desde a gama de hospedeiros até intensidade de
sintomas ¢ variabilidade de nucleotideos e aminoacidos (Cunha et al., 2004).
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De acordo com, estes isolados sdo causadores de sérios problemas, tanto em
plantios de tomate quanto de pimento, entretanto muitas vezes, dependendo
da cultivar e das condigdes ambientais os sintomas em tomate sao mais su-
aves ((Inoue-Nagata & Resende, 2008). Levantamentos demonstraram que o
PepYMYV esta se alastrando por importantes regides produtoras de hortaligas no
pais. Em levantamento realizado por (Palazzo et al., 2004), 23% de plantas com
sintomas de viroses apresentaram infec¢do por PepYMV. Levantamentos em
Minas Gerais (Ferreira etal., 2005)e no Distrito Federal (Dianese ef al., 2008),
detectaram alta incidéncia de PepYMV em plantios comerciais de tomateiro.

Figura 7.Sintomas de Pepperyellowmosaicvirus (PepYMV) em pimenta e to-
mate. A. Planta de pimenta (Capsicumannuum) apresentando sintomas inten-
sos de infec¢@o por PepYMV. B. Folha de tomateiro (Solanumlycopersicum)
apresentando mosaico causado pelo mesmo virus.

2.2.4 TRANSMISSAO DAS ESPECIES DO GENERO
POTYVIRUS- PVY E PEPYMYV.

Espécies de Potyvirus sdo transmitidas por varias espécies de afideos em
um tipo de relagdo ndo-circulativa e ndo-persistente(Moreno et al., 2011). Deste
modo, o virus pode ser transmitido rapidamente apos a aquisi¢ao em diferentes
taxas de eficiéncia dependendo da espécie de vetor considerada e também da
hospedeira (Figura 8).Boquel ef al. (2011) monitoraram o periodo de acesso de
aquisicao viral(PAA) mediante uso da técnica de EPG (electrical penetration
graph)com o objetivo de avaliar a eficiéncia de transmissao de PVY por sete
espécies de afideos em batata (S. tuberosum). As espécies Macrosiphum eu-
phorbiae e Myzus persicae exibiramo PAA mais curto (15 e 11 minutos, respec-
tivamete). Para outras espécies testadas (Rhopalosiphum padi, Sitobion avenae,

RAPP - Volume 22, 2014



302 — Rita de Cassia Pereira-Carvalho et al.

Brevicoryne brassicaeeAcyrthosiphon pisum) o PAA foi acima de 30 minutos.
Myzus persicae exibiu a mais elevada taxa de transmissdo (83,3%), seguida
por M. euphorbiae and S. avenae. Asespécies A. pisum e B. brassicae exibiram
baixas taxas de transmissdo. Rhopalosiphum padi eA. fabaendo transmitiram
o virus PVY. Esse trabalho ilustra que mais de uma espécie de afideo pode ser
eficiente na transmissdo viral e que curtos PAAs podem resultar em taxas de
transmissdo mais elevadas, considerando o tipo de relagdo virus-vetor. Esses
dados explicam, em parte, a baixa eficiéncia do controle dessas viroses via con-
trole quimico dos vetores (Nagai, 1993). Além disto, o uso de alguns defensivos
agricolas acaba por estimular o niimero de picadas de prova do inseto, aumen-
tando assim a eficiéncia da transmissao (Berguer et al., 2005).

FIGURA 8.AFIDEOS VETORES DE ESPECIES DE
POTYVIRUS.

2.2.5.RESISTENCIA AO PVY EM SOLANUM
(SECT. LYCOPERSICON).

O melhoramento genético do tomateiro de mesa no Brasil foi consoli-
dado na década de 1960 com os projetos conduzidos no Instituto Agrondmico
de Campinas (IAC) (Nagai, 1993). O objetivo inicial dos trabalhos do IAC foi
o melhoramento das cultivares do tipo “Santa Cruz” visando, inicialmente,
“piramidizar” fatores de resisténcia as murchas de Fusarium e Verticillium,
mancha foliar de Stemphylium e a “risca do tomateiro”, causada por isolados
de PVY(Nagai, 1993).A primeira cultivar liberada pelo setor publico com im-
pacto comercial foi ‘Angela’ do IAC em 1969. Essa cultivar foi resultado de
cruzamento interspecifico entre ‘Santa Cruz’ xS. pimpinellifolium ‘P1 126410
para incorporar o gene recessivo r¢ que conferia resisténcia aos isolados de
PVY predominantes no tomateiro (Nagai, 1993).

2.2.6.RESISTENCIA AOPEPYMV EM SOLANUM
(SECT. LYCOPERSICON).

Devido a ocorréncia constante de infec¢cdes mistas no campo, a analise
através de sorologia ou o desenvolvimento de novas ferramentas moleculares
para detecgdo deste novo virus (PepYMV) sdo necessarias. A simples analise
de sintomas para identificar infec¢cdes por PepYMYV ndo ¢é considerada sufi-
ciente, pois os sintomas apresentados por plantas infectadas por este virus se
confundem aqueles que surgem devido a infecgdes por espécies de Begomovi-
rus ou crinivirus(Dianese et al., 2008).
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Acessos de Solanum (sect. Lycopersicon)resistentes ao virus ja foram
identificados (Juhasz et al., 2006, Dianese, 2009b). As fontes de resisténcia
mais promissoras foram observadas em acessos da espécie silvestre S. habro-
chaites. Esses acessos ndo apresentaram sintomas intensos como os observa-
dos em condigdes de campo porMaciel-Zambolim ez al.(2004)e De Avila et
al.(2004). No entanto, nesses ensaios, sintomas intensos nao foram observados
mesmo em plantas do hibrido ‘Alambra’ (usadas como controle suscetivel).
A presenga do virus nessas plantasfoi identificada inequivocamente apenas
através de analises via ELISA(Dianese, 2009a). A ocorréncia de infec¢des
latentes também foram observadas em acessos de S. lycopersicum utilizados
em avalia¢des prévias em busca de fontes de resisténcia ao PepYMV (Juhasz
et al., 2006), sendo a infeccdo detectada apenas através de ELISA indireto.
Os sintomas virais podem ser influenciados pelas condi¢des ambientais e/ou
caracteristicas intrinsecas do isolado e da variedade em teste ((Rowhani et
al., 1997).Fontes de resisténcia ao PepYM Vcaracterizadas por uma resposta
semelhante a imunidade (auséncia de sintomas e sorologia negativa) foram
identificadas em acessos de S. habrochaites, S. corneliomuelleri, S. chilense
eS.pimpinellifolium. E interessante mencionar que todas as trés selegdes da
cultivar ‘Angela’, (desenvolvidas como resistentes a isolados PVY na década
de 1960) apresentaram plantas positivas para PepYMV.

Para se verificar o espectro da resisténcia para outros potyvirus, todos
0s acessos que apresentaram resultados negativos em ELISA para PepYMV
e o restante dos acessos da espécie S. habrochaites foram tabém inoculados
com um isolado de PVY. Somente dois acessos de S. habrochaites apresen-
taram resisténcia combinada a PepYMV e a de PVY. Esta resisténcia pode
ser condicionada pela presenga do gene pot-1 (Ruffel et al., 2005) ou de um
alelo deste gene, ja que S. habrochaites ¢ a fonte deste fator de resisténcia.
Solanum corneliomuelleri foi outro material interessante que justifica um tra-
balho de selegdo visando confirmar seus niveis de resisténcia as duas espécies
de Potyvirus avaliadas. Juhasz et al. (2006)avaliaram um grande numero de
acessos buscando fontes de resisténcia para PepYMV. O resultado obtido por
este grupo foi similar. Em todos os acessosavaliados, somente um acesso de S.
habrochaites apresentou resisténcia a PepYMV.

2.2.7. EMPREGO DE VARIEDADES DE TOMATE
RESISTENTES A POTYVIRUS NO BRASIL

No Brasil, as epidemias de PVY no tomateiro eram frequentes nas décadas
de 1960-1970 em regides com cultivos simultaneos e/ou proximos de Capsicum e
tomate (Nagai et al., 1993). De fato, a resistencia a PVY foi um dos mais importan-
tes componentes associados com o grande impacto comercial dacultivar‘Angela’,
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que se tornou lider de mercado na décadas 1970-1980 (Nagai, 1993). No entanto,
em tempos mais recentes, o PVY tem perdidosua importancia epidemiolodgica,
ndo demandando e/ou justificando o emprego prioritario de hibridos resistentes.
Por outro lado, epidemias dePepYMYV tem sido identificadasem cultivos de toma-
te, causando perdas de até 100% (De Avila et al., 2004, Maciel-Zambolim et al.,
2004). No entanto, embora levantamentos indiquem um crescimento em termos de
incidéncia e severidade de PepYMYV,0 emprego de hibridos e cultivares comerciais
com resisténcia a esse potyvirus em cultivos de tomateiroé atualmente nulo, tanto
no cultivo para processamento industrial quanto para consumo in natura.

2.3.BEGOMOVIRUS

2.3.1. TAXONOMIA DA FAMILIA GEMINIVIRIDAE IM-
PORTANCIA DO GENERO BEGOMOVIRUS

O género Begomovirus esta classificado na familia Geminiviridae junta-
mente com outros seis géneros: Becurtovirus, Curtovirus, Eragrovirus, Mastre-
virus, Topocuvirus e Turncurtovirus (ICTV, 2013). Os principais critérios para
separacdo destes géneros sdo a organizagdo do genoma, as plantas hospedeiras
e o tipo de inseto vetor(Adams et al., 2013, Brown et al., 2011, Fauquet et al.,
2008, Gutierrez, 1999, Hernandez-Zepeda et al., 2013, Heydarnejad et al., 2013).
O género Begomovirus ¢ o mais importante, contando com um maior niimero de
espécies ¢ maior gama de hospedeiras (Morales & Anderson, 2001, Moriones
& Navas-Castillo, 2000, Polston & Anderson, 1999, Freitas-Astua et al., 2002).
De acordo com ICTV (2011), 276 espécies fazem parte deste género, sendo 192
espécies definitivas e 84espécies tentativas(Brown ef al., 2011). Os begomovirus
provocam perdas expressivas no tomateiro ¢ em outras culturas de importancia
econdmica como pimentao (Capsicum annuum), caupi (Vigna unguiculata), fei-
jao (Phaseolusvulgaris), algodao (Gossypiumhirsutum), mandioca (Manihotes-
culenta) e fava (Phaseolus lunatus)(Silva, 2006, Faria & Zerbini, 2000).

Espécies de Begomovirus sdo consideradas os principais patdgenos virais
no cultivo do tomateiro em muitas regides no Mundo(Brown ef al., 1995, Seal
et al., 2006). De grande importancia estd o complexo de espécies monoparti-
das associadas ao complexo viral ‘Tomato yellow leaf curl disease — TYLCD’
composto pelas espécies virais Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV); Tomato
yellow leaf curl virus-Israel (TYLCV-IL); Tomato yellow leaf curl Sardinia vi-
rus (TYLCSV); Tomato yellow leaf curl Axarquia virus (TYLCAXV); Tomato
yellow leaf curl Malaga virus (TYLCMalV); Tomato yellow leaf curl China virus
(TYLCCNV) dentre outrasdistribuidas nas Américas, Europa, Africa e Asia (As-
cencio-Ibafiez et al., 1999, Czosnek et al., 1990, Marin, 2004, Momol et al., 1999,
Moriones & Navas-Castillo, 2000, Valverde et al., 2001).
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2.3.2.SINTOMATOLOGIA

Os principais sintomas causados pela infec¢ao de espécies do género Be-
gomovirusem plantasde tomate consistem em mosaicos, clorose e amarelecimen-
to internerval, epinastias, encarquilhamento e nanismo (Figura 9). A expressao
de sintomas pode ser influenciada (assim como para outros virus) por fatores
comogenética e idade da hospedeira, caracteristicas do isolado viral e por fato-
res ambientais. Em estudos de infecgdo precoce por begomovirus em ‘Viradoro’
(cultivar suscetivel) foram verificadas reducdes na produgao total € no niimero de
frutos por plantas em torno de 60% em ambos os casos (Giordano et al., 2005b).

Figura 9. Sintomas causados por espécies de Begomovirus. A. Tomato chloro-
tic mottle virus-ToCMoV (espécie de genoma bipartido). B e C-Tomato yellow
leaf curl virus- TYLCV (espécie de genoma monopartido).

2.3.3.ESTRUTURA DA PARTICULA VIRALE ESTRATE-
GIA DE REPLICACAO E EXPRESSAO DE GENOMA

Espécies classificadas no géneroBegomovirus apresentam DNA fita
simples (ssDNA) encapsidado em particulas geminadas. As espécies do géne-
ro podem apresentar um ou dois componentes gendmicos (DNA-A e DNA-B),
sendo denominadas de monopartidas ou bipartidas, respectivamente.O geno-
ma das espécies de Begomovirusapresenta em torno de 2.600 nucleotideos (por
cada componente), sendo os componentes encapsidados separadamente. Apro-
teina estrutural do capsideoé arranjada na forma de 22 capsomeros que for-
mam dois icosaedros incompletos de 18 x 30 nm(Briddon & Markham, 1995,
Brown et al., 2011, Lazarowitz & Shepherd, 1992).

Os dois componentes gendmicos ndo apresentam identidade de sequ-
éncia exceto por uma regido comum (RC) de aproximadamente 200-250 pares
de bases que ¢ altamente conservada em uma mesma espécie viral (identidade
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entre 77% e 100%). A RC se mostra divergente entre virus de diferentes espé-
cies(Ribeiro et al., 2003).Dentro da regido comum encontram-se sequéncias
essenciais que atuam como pontos de reconhecimento de processos comuns
para ambos os genomas como a replicagdo, inicio da transcri¢do e encapsida-
¢o viral (Lazarowitz & Shepherd, 1992). A RC contém uma sequéncia conser-
vada de nove nucleotideos (TAATATTAC) em todos os geminivirus (Briddon
& Stanley, 2009, Orozco & Hanley-Bowdoin, 1998)Ltd: Chischester</pu-
blisher><isbn>9780470015902</isbn><urls><related-urls><url>http://dx.doi.
org/10.1002/9780470015902.20000750.pub2</url></related-urls></urls><e-
lectronic-resource-num>10.1002/9780470015902.20000750.pub2</electro-
nic-resource-num></record></Cite><Cite><Author>Orozco</Author><Ye-
ar>1998</Year><RecNum>795</RecNum><record><rec-number>795</
rec-number><foreign-keys><key app="EN” db-id="zd9a55vwht95pfeddtm-
vrtw 110tw22v0s02d”>795</key></foreign-keys><ref-type name="Journal Ar-
ticle”>17</ref-type><contributors><authors><author>Orozco, Beverly M</
author><author>Hanley-Bowdoin, Linda</author></authors></contributors><-
titles><title>Conserved sequence and structural motifs contribute to the DNA
binding and cleavage activities of a geminivirus replication protein</title><se-
condary-title>Journal of Biological Chemistry</secondary-title></titles><perio-
dical><full-title>Journal of Biological Chemistry</full-title></periodical><pa-
ges>24448-24456</pages><volume>273</volume><number>38</number><-
dates><year>1998</year></dates><isbn>0021-9258</isbn><urls></urls></
record></Cite></EndNote>. Novos géneros recentemente descritos apresentam
dois nucleotideos diferentes nesta posicao. Essa sequencia conservada que ¢ ca-
paz de formar um grampo, sendo identificada como o ponto de iniciacdo da re-
plicacdo e onde ocorre o corte do DNA durante processo (Briddon & Stanley,
2009, Heyraud et al., 1993a, Heyraud et al., 1993b). O DNA-A possui genes que
codificam para replica¢@o e encapsidacdo viral, enquanto os genes presentes no
DNA-B codificam para proteinas requeridas para movimento viral(Figura 10).

Espécies monopartidas reinem noDNA-A todos os genes necessarios
para replicagdo, encapsidacao ¢ movimento viral (Timmermans et al., 1994). No
sentido viral encontram-se duas ‘open reading frames’(ORFs): AV1 (gene cp)
que codifica a proteina capsidial (CP) e AV2 (ausente nos begomovirus do Novo
Mundo e que tem sido relacionada com o movimento viral). No sentido comple-
mentar encontram-se as ORFs AC1 (generep) que codificaa proteina associada a
replicagdo (Rep); AC2 que codifica (gene frap) que codifica a proteina ativadora
da transcri¢do (TrAP) e AC3 (gene ren) que codificaa proteina potenciadora da
replicacdo viral (replication enhancer — REn)(Briddon et al., 1990, Brown et
al., 2011, Ha et al., 2008, Hanley-Bowdoin et al., 1999, Hofer et al., 1997). A
ORF AC4 ¢ exclusiva de espécies bipartidas ¢ esta envolvida na expressdo de
sintomas ¢ movimento viral (Marin, 2004, Van Wezel et al., 2002) e também no
silenciamento génico pos-transcricional(Vanitharani et al., 2004).
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O DNA-B possui duas ORFs: uma em sentido viral (BV1) e outra no
sentido complementar (BC1) correspondendo a genes que codificam proteinas
relacionadas a0 movimento viral no interior da planta(Noueiry et al., 1994,
Sanderfoot & Lazarowitz, 1995, Frischmuth et al., 2007, Palmer & Rybicki,
1998). A ORF BV 1 corresponde ao gene que codifica a proteina NSP “nuclear
shuttle protein” encarregada de transportar moléculas de ssDNA (single strand
DNA) e dsDNA (double strand DNA) viral do nucleo até o citoplasma. A BC1
(transcrita no sentido complementar) codifica a proteina de movimento MP
encarregada do transportar de ssDNA ou dsDNA célula a célula através do
aumento do limite de exclusdo dos plasmodesmata (Noueiry et al., 1994, San-
derfoot et al., 1996, Ward & Lazarowitz, 1999, Frischmuth et al., 2007).

BegomovirusBipartidos

RC
RC
AC1
BV1
AV1
BCT
\%s
AC2

Begomovirus Monopartidos

IR
V2
4,
—> Sentido Viral
Vi —> Sentido Complementar
c1
B Regio Comum

Figura 10.Representacdo esquematica da organizagdo genémica de begomo-
virus bipartidos ¢ monopartidos. As setas indicam a posi¢ao dos genes ¢ a
direcdo em que ocorre a transcri¢do. No componente DNA-A no sentido viral
encontram-se duas ORFs (open reading frames): AV1 correspondente ao gene
cp e codifica a proteina capsidial (CP) e AV2 (ausente nos begomovirus do
Novo Mundo ¢ que tem sido relacionada com o movimento viral). No sentido
complementar encontram-se as ORFs AC1, AC2 e AC3 que correspondem aos
genes da rep, trap e ren e que codificam: a proteina associada a replicagdo
(Rep), ativadora da transcricdo (TrAP) e a proteina potenciadora da replica-
cdo viral (REn), respectivamente. AORF AC4 estd envolvida na expressao de
sintomas ¢ movimento viral e também no Silenciamento Génico Pos-Trans-
cricional. No componente DNA-B duas ORFs: uma em sentido viral (BV1) e
outra no sentido complementar (BC1) correspondem aos genes que codificam
proteinas relacionadas ao movimento viral no interior da planta.
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2.3.4. REPLICACAO

O primeiro estagio na replicagdo viral de espécies de Begomovirus ¢é
a sintese de um DNA de fita dupla (dsDNA) a partir do DNA de fita simples
(ssDNA). A fita dupla servira como molde para a transcri¢do viral e para a ela-
boracdo de novas fitas de DNA fita simples pelo mecanismo de amplificacdo
em circulo rolante (ACR)(Bisaro, 2006, Gutierrez, 1999). O processo inicia
quando a Rep se liga a uma sequéncia especifica na regido comum (Orozco &
Hanley-Bowdoin, 1998)[1pB que ¢ constituida por duas sequéncias repetidas
denominadas “iterons”. A Rep corta uma das fitas de DNA, iniciando o proces-
so (Laufs ef al., 1995). Outra fungao da Rep consiste na autoregulacaotranscri-
cional e pos-transcricional de genes de expressao tardia(Gafni & Epel, 2002,
Laufs et al., 1995, Sunter et al., 1993). A proteina TrApatua na transativagdoda
expressao dos genes AV1 e BV1(Gutierrez, 1999, Hormuzdi & Bisaro, 1995,
Sunter & Bisaro, 1991). A proteina REn ¢ considerada como um fator poten-
cializador da replicagdo viral. Mutagdes neste gene conduzem a uma menor
acumulacdo viral nas plantas infectadas(Castillo et al., 2003, Stanley et al.,
1992, Sunter et al., 1990).As proteinas codificadas pelo componente B atuam
de maneira coordenada para facilitar o movimento viral intra e intercelular(-
Frischmuth et al., 2007, Noueiry et al., 1994, Sanderfoot & Lazarowitz, 1995)

2.3.5. TRANSMISSAO DAS ESPECIES DO GENERO
BEGOMOVIRUS

Espécies de Begomovirus sdo transmitidas pelo aleirodideo vetor Bemi-
sia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae). Bemisia tabaci alimenta-se
no estadio de ninfa e fase adulta (Figura 11), inserindo seu estilete dentro da
folha penetrando no floema e retirando a seiva elaborada onde se encontram as
particulas virais. As particulas sdo levadas do intestino médio e sdo distribui-
das na hemolinfa e posteriormente atingem as glandulas salivares (Markham et
al., 2006, Morin et al., 2000, Ohnesorge & Bejarano, 2009).

A diversidade inicial de B. tabaci foi inicialmente organizada em di-
ferentes bidtipos baseando-se em analises morfoldgicas, estudos de gama de
hospedeiras, adaptabilidade a hospedeira, indugdo de reagdes fitotoxicas, re-
sisténcia a inseticidas, padrdes de banda e analises de RAPD-PCR e AFLP
(Cervera et al., 2000, De Barro et al., 2005, De Barro et al., 2000).No entanto,
estudos recentes indicam que B. tabaci ¢ um complexo grupo de espécies crip-
ticas, composto por 11 grupos de alto nivel bem definidos que contém pelo me-
nos 24 espécies morfologicamente indistinguiveis(De Barro ef al., 2011). Este
complexo de 24 espécies esta subdividido em onze grupos genéticos: Middle
East-Asia Minor (MEAM1) relacionado com os bidtipos ‘B’ ¢ ‘B2, Mediter-
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ranean species (MED) relacionado com os bidtipos: ‘Q’, ‘J’ e ‘L’, New World
species relacionado com os bidtipos ‘A’, ‘C’, ‘D’, ‘F’, ‘Jatropha’, ‘N’, ‘R’ e
‘Sida’(Dinsdale et al., 2010).No Brasil, Marubayashi et al. (2013)conduziram
um estudo com diferentes populacdes de B. tabaci presente nos estados de SP e
MT entre os anos de 2008 ¢ 2011, e encontraram espécies presentes nos grupos
MEAMI1, New World e New World 2.

Figura 11.Diferentes estagios do ciclo de vida do vetor Bemisia tabaci(Rei-
no: Animalia, Filo: Arthropoda, Classe: Insecta, Ordem: Hemiptera, Familia:
Aleyrodidae)A.Ovos de B. tabaci. B, C e D. Ninfas de diferentes instares. E.
Adulto de mosca-branca (Fotos: E:I. Nogueira ¢eA-D: C.A. Souza).

2.3.6. HISTORICO DAS BEGOMOVIROSES NO BRASIL

O primeiro relato de begomovirus em tomateiro no Brasil foi feito em
1960 (Flores et al., 1960), sendo o virus identificado como sendo o Tomato gol-
den mosaic virus (TGMV)(Maytis et al., 1975).No entanto, a partir da década
de 1990, um complexo extremamente diverso de begomovirus emergiu, coin-
cidindo com a introducdo e dispersdo no pais de Bemisia tabaci bidtipo B(=
espécie criptica Middle East-Asia Minor — MEAMI1). A detec¢do de begomo-
virus transmitidos por B. tabaci biotipo B foifeita pela primeira vez no Distrito
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Federal (DF) em 1993(Ribeiro ef al., 1994). O habito alimentar polifago de B.
tabaci biotipo B favoreceu sua rapida disseminacao e epidemias de begomovi-
rus passaram a ser observadas em muitas areas produtoras de tomate para mesa
e para processamento industrial (Ribeiro et al., 2003, Fernandes et al., 2008).A
partir de entdo foi observada a presenga de begomovirus infectando tomateiros
em Minas Gerais (Rezende et al., 1996, Zerbini et al., 1996), Bahia(Ribeiro et
al., 1996), Sao Paulo (Faria ef al., 1997), Rio de Janeiro(Almeida et al., 1997b,
Almeida et al., 1997a)e Pernambuco (Bezerra et al., 1996).

Trabalhos posteriores indicaram a existéncia de uma grande diversida-
de de espécies de begomovirus em outras espécies de plantas, bem como uma
grande diversidade genética de begomovirus em tomateiro(Ambrozevicius et
al., 2002, Ribeiro et al., 2003) com a descricao de novas espécies tais como o
Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV) (Galvao et al., 2003); Tomato rugose
mosaic virus (ToORMV) (Fernandes et al., 2006) e Tomato yellow spot virus
(ToYSV) (Calegario et al., 2007). Além destas, mais de dez espécies ja foram
relatadas, entretanto encontram-se classificadas como possiveis espécies no-
vas(ICTV online, 2014), segundo os critérios estabelecidos pelo Comité Inter-
nacional de Taxonomia de Virus (Brown et al., 2011). Muitas delas apresentam
ocorréncia regional ou endémica. Este complexo viral tem sido devastador na
producdo de tomate, sendo considerado o principal fator limitante na produ-
¢do dessa hortali¢a no Brasil(Fernandes et al., 2008, Boiteux et al., 2012a).De
fato, até o presente momento mais de uma dezena de espécies de Begomovirus
foram relatadas infectando tomateiro no Brasil (para recente revisao ver Fer-
nandes, 2010). Levantamentos com maior amplitude geografica indicam uma
maior dissiminagdo geografica de quatro espécies de begomovirus de genoma
bipartido em tomateiro no Brasil: Tomato rugose mosaic virus (TORMV), To-
mato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato severe rugose virus (ToSRV) e
Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV) (Ribeiro et al., 2003; Fernandes et
al., 2008; Fernandes, 2010).Além disso, existe a permanente ameaga da intro-
ducdo no Brasil de espécies de genoma monopartido pertencentes ao complexo
viral Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), fato ainda ndo observado (Ribei-
ro et al., 2003; Fernandes ef al., 2008; Fernandes, 2010).

2.3.7.GENES DE RESISTENCIA EM SOLANUM
(LYCOPERSICON) PARA ESPECIES DE BEGOMOVIRUS

Estabilidade, durabilidade e resisténcia ampla sdo alguns atributos para
resisténcia de plantas a virus e a outros patdogenos. Desta forma, as principais
estratégias do melhoramento tém sido a busca de fontes com estas caracteristi-
cas e¢/ou a ‘piramidizacdo’ de diferentes genes de resisténcia em linhagens eli-
te.Em Solanum (Lycopersicon)ja foram relatados diferentes genes de resistén-

RAPP - Volume 22, 2014



Melhoramento genético do tomateiro para resisténcia a
doengas de etiologia viral: Avangos e perspectivas — 311

cia a espécies do género Begomovirus, sendo alguns dominantes: 7y-1, 7-2,
Ty-3, Ty-4 e Ty-5 e outros recessivos: tcm-1, tgr-1 e ty-5(Anbinder et al., 2009,
Bian et al., 2007, Giordano et al., 2005b, Hanson et al., 2006, Hanson et al.,
2000, Ji & Scott, 2006, Ji et al., 2007, Ji et al., 2009, Laterrot, 1995, Maxwell,
2009, Nakhla et al., 2005, Zamir et al., 1994).A piramidizagao destes diferen-
tes genes de resisténcia em uma linhagem ou cultivar ¢ uma estratégia bastante
atrativa que permite acumular um conjunto de genes em um unico gendtipo na
tentativa de obter uma resisténcia duravel (Vidavski et al., 2008).

2.3.7.1. GENE/LOCUS TY-1

O gene Ty-1, introgredido na espécie cultivada S. lycopersicum a partir
de S. chilense foi mapeado no cromossomo 6 de tomate(Zamir et al., 1994) e
confere resisténcia a espécies de Begomovirus monopartidos e bipartidos(Boi-
teux et al., 2007a, Pereira- Carvalho, 2009). Este foi o primeiro a ser carac-
terizado e um dos mais usados nos programas de melhoramento genético em
diferentes paises como Franga, Israel, Italia, Florida e as Américas(Scott et al.,
1995, Zakay et al., 1991). Estudos recentes mostraram que o 7y-3 ¢ conside-
rado como alélico ao 7jy-1 (Verlaan et al., 2013). 7y-1 localiza-se proximo a
outros genes de resisténcia para outros patdgenos como o gene Mi que confere
resisténcia a espécies de Meloidogyne(Pereira-Carvalho et al., 2010, Perez de
Castro et al., 2007). O gene 7y-1 caracteriza-se por apresentar dominancia par-
cial e ampla resisténcia a espécies de Begomovirus ¢ o seu produto gé€nico pa-
rece relacionar-se com a proteina de movimento viral (célula-a-célula), sendo
mais eficiente em condi¢des de baixa pressao de indculo (Laterrot, 1995, Mi-
chelson et al., 1994, Zamir et al., 1994), entretanto estudos recentes mostram
que o 7jy-1 codifica para uma RNA polimerase dependente de RNA que pode
estar envolvida no silenciamento génico transcricional ¢ ¢ considerado como
alélico ao Ty-3(Verlaan et al., 2013).A presenga do alelo de forma homozigota
suscetivel (ty-1/ty-1) e heterozigota (Ty-1/ty-1) tem papel importante na infec-
¢do. De acordo com Boiteux et al.(2007a), em condigdes de homozigose (alelo
ty-1), em torno de 95% das plantas estudadas mostraram infecgdo viral e sinto-
mas caracteristicos, enquanto que em condi¢des de heterozigose, observou-se
uma porcentagem de 35% de plantas infectadas e manifestando sintomas.

2.3.7.2. GENE/LOCUS TY-2

Ogene/locus 7y-2 foi introgredido a partir da espécie S. habrachoites e
tem mostrado niveis de resisténcia contra isolados asiaticos de begomovirus
(Hanson et al., 2006, Lapidot & Friedmann, 2002). Este gene esta localizado
no cromossomo 11. Alguns estudos desenvolvidos sobre a resisténcia do gene
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demonstraram que 7j-2 confere resisténcia a diferentes isolados de TYLCV
(Hanson et al., 2006) e Tomato leaf curly virus (ToLCV), embora possa nao
funcionar para alguns isolados de TYLCV em algumas regides (Mejia et al.,
2005). Materiais avaliados para Tomato rugose mosaic virus (TORMV) via
inoculagdo natural pelo vetor tem mostrado que o gene 7)-2 ¢ uma fonte efi-
ciente de resisténcia a begomovirus bipartido(Boiteux ef al., 2007b).

2.3.7.3. GENE/LOCUS TY-3

O locus/gene parcialmente dominante7y-3 foi derivado do acesso S.
chilense ‘LA-2779’ e confere alto nivel de resisténcia a TYLCV e resisténcia
a bipartidos (Ji & Scott, 2006).Alguns acessos resistentes a begomovirus pro-
venientes do Banco de Germoplasma da Embrapa Hortaligas(Pereira-Carvalho
et al., 2010) tais como S. peruvianum‘CNPH 1194°, ‘CNPH 1452’ ¢ ‘CNPH
1471’ e S. habrochaites*CNPH 0421 apresentaram o marcador associado com
o locus7y-3(Figura 12).

Tw "SgensPessess

- ® wovgece --So--=ese Sgeee |
ece .

™ “ s = 73

Figura 12 Resultado da PCR com primers gerando marcadores especificos para
os loci Tj-1, Ty-2 e Ty-3: O acesso S. chilense‘CNPH 410’apresentou o marca-
dor associado com o locus7j-1 enquanto os acessos S. peruvianum‘CNPH 1194°,
‘CNPH 1452’ ¢ ‘CNPH 1471’ e S. habrochaites‘CNPH 0421’ apresentaram o mar-
cador associado com o locus7j-3. O locus 7y-2 foi observado apenas em linhagens
derivadas de ‘CNPH 1683’ (introgredida de um acesso de S. habrochaites).

2.3.7.4. GENE/LOCUS 7Y-4

O gene/locus7y-4 foi mapeado no cromossoma 3 cos resultados de
Nakhlaet al.(2005)indicam que esse locus ¢ eficaz contra multiplas (sete) es-
pécies de Begomovirus.

RAPP - Volume 22, 2014



Melhoramento genético do tomateiro para resisténcia a
doengas de etiologia viral: Avangos e perspectivas — 313

2.3.7.5. GENE/LOCUS TY-5/ TY-5

Ty-5 ¢ um dos genes que conferem resisténcia a TYLCV identificado na
linhagen‘TY172’, derivada de S.peruvianum(Anbinder et al., 2009).Estudos
iniciais realizados na com ‘TY 172’ demonstraram que a resisténcia ¢ contro-
lada por trés genes, dois deles com efeito aditivo (um parcialmente dominante
e 0 outro recessivo). Ambos sdo controlados epistaticamente por um terceiro
gene recessivo. Estudos indicaram também por meio de QTL’s que a resistén-
cia observada na linha TY 172 ¢é conferida por um QTL maior e pelo menos
quatro QTL’s menores, sendo o maior detectado no cromossoma 4 ¢ denomi-
nado 7y-5 seguido a terminologia ja estabelecida pra os diferentes genes que
conferem resisténcia a TYLCV em tomate(Anbinder et al., 2009). Posterior-
mente, estudosde heranga e mapeamento com diferentes linhagens derivadas
do hibrido ‘Tyking’ com resisténcia aos diferentes isolados de TYLCV da Fl6-
ridaindicaram, de fato, a natureza recessiva destelocus de resisténcia. O locus
(renomeado para #y-5) foi mapeado no cromossomo 4 (Hutton et al., 2012).

2.3.7.6. GENE/LOCUSTCM-1

O gene tcm-1 confere resisténcia aos begomovirus bipartidos (Giorda-
no et al., 2005a)e monopartidos(Garcia-Cano et al., 2008, Pereira-Carvalho et
al., 2010). Este ‘locus’/gene foi encontrado na linha ‘TX-468-RG’ de S. lyco-
persicum derivada do hibrido ‘Tyking’, ja relatado como resistente a isolados
de begomovirus do Velho Mundo (Laterrot, 1995).

2.3.7.7. GENE/LOCUS TGR-1

O gene de resisténcia recessiva controlada por um unico alelo, foi iden-
tificado na linha ‘FLA653’ desenvolvida a partir de cruzamentos entre Tyking
e Solanum chilense ‘LA-2779°, mostrando um alto grau de resisténcia ao Be-
gomovirus monopartido TLCV causador de perdas significativas nas culturas
de tomate do velho mundo (Bian et al., 2007).

2.3.8.EMPREGO DE VARIEDADES DE TOMATE
RESISTENTES A BEGOMOVIRUS NO BRASIL

Ap6s a introdugdo e dispersdo no pais de B. tabaci bidtipo B(= espécie
criptica MEAM1) na década de 1990, o emprego de hibridos resistentestem
sido prioritario em quase todas as regides produtas do Brasil. As poucas ex-
cegdes tém sido os microclimas na regido Sul (Serra gaucha e Planalto catari-
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nense) e na regido serrana do Espirito Santo. Hibridos contendo o gene/locus
Ty-1 tém sido os mais amplamente utilizados no tomateiro para consumo in
natura. As recentes epidemias de begomovirus no cultivo do tomateiro para
processamento industrial no Brasil Central tém também demandado o emprego
de cultivares com tolerancia a esse grupo de patdgenos.

2.4.TOBAMOVIRUS

2.4.1.HISTORICOE TAXONOMIA

Os tobamovirus, mais especificamente o Tobacco mosaic virus (TMV),
espécie tipo do género Tobamovirus,tem destaque na historia da Virologia, por
ter sido o uprimeiro virus estudado e o primeiro a ter uma imagem gerada
em microscopia eletronica (Bos, 1999). No género Tobamovirus encontram-se
classificadas 31 espécies sendo 25 definitivas e seis tentativas (Adams et al.,
2011). As espécies caracterizam-se por sua elevada producdo de particulas vi-
rais que se localizam no citoplasma formam agregados amorfos ou cristalinos
(Conti et al., 2001). A estabilidade das particulas virais desse género ¢ bastante
elevada, sendo capazes de serem detectados em neblina e nuvens, bem como
em gelo glacial e podem permanecer ativos por varios meses no solo, em restos
de folhas e raizes secas (Castello ef al., 1999).0 TMV infecta uma ampla gama
de hospedeiras, dentre elas o tomateiro (Harrison & Wilson, 1999). No entanto,
o Tomato mosaic virus (ToMV) é otobamovirus que causa maiores prejuizos
ao tomateiro. ToMV se diferencia do TMV em sua sequéncia de nucleotideos e
na indugdo de sintomas em algumas hospedeiras diferenciais(Yu ef al., 2004).
No tomateiro, os dois virus podem causar infecgdo latente, mas estirpes seve-
ras podem induzir sintomas intensos(Fletcher, 1992, Lanfermeijer et al., 2005,
Moreira et al., 2003b).Apesar de ndo serem consideradas as principais espécies
viraisem termos economicos para a cultura do tomateiro, os danos causados
por ToMV e TMVna cultura estdo sempre presentes e tem tido importancia
crescente em algumas regides do Brasil. A maior parte das cultivares plantadas
sdo resistentes a esses virus, mas epidemias podem acontecer devido ao plantio
de sementes contaminadas ou manejo inadequado(Taylor ef al., 1961).

2.4.2.SINTOMATOLOGIA

Os sintomas predominantementecausados por tobamovirus sdo mo-
saicos, enrolamento, reducdo ¢ afilamento de foliolos, apresentando também
bolhosidades nas folhas e aspermia nos frutos. Em locais que apresentam con-
digdes de alta temperatura, individuos infectados podem permanecer assinto-

RAPP - Volume 22, 2014



Melhoramento genético do tomateiro para resisténcia a
doengas de etiologia viral: Avangos e perspectivas — 315

maticos. Os frutos podem apresentar bronzeamento, mosaico amarelo, mos-
queado, manchas ou anéis necroticos e amadurecimento irregular. Individuos
jovens infectados apresentam baixos niveis de desenvolvimento, afetando di-
retamente os niveis de produgdo (Lopes & Avila, 2005).

2.4.3.ESTRUTURA DA PARTICULA VIRAL

Espécies do género Tobamovirus (familia Virgaviridae) apresentam
particulas alongadas e rigidas (300-310 x 18 nm de didmetro), RNA de fita
simples, sentido positivo e genoma com 6.3 kb e quatro ORFs, que codificam
uma Unica proteina estrutural (17 kDa) e trés proteinas ndo estruturais, duas
delas requeridas para a replicacdo viral e uma terceira para o movimento viral
célula-a-célula e a longa distancia(Adams et al., 2011). O RNA ¢ infeccioso,
sendo imediatamente lido pelos ribossomos. As ORFs 1 e 2 geram uma peque-
na subunidade da replicase e a polimerase. Esta subunidade esta envolvida na
replicacdo e age como supressora do silenciamento génico. As proteinas de
movimento e do capsideo sdo expressas a partir de mRNAs subgendmicos(A-
dams et al., 2011).

2.4.4. ESTRATEGIA DE REPLICACAO

A replicagdo ocorre no citoplasma, com a formagdo de um genoma de
dsRNA a partir do ssSRNA(+) gendmico. Este genoma ¢ transcrito e replicado
simultaneamente. A polimerase dependende de RNA reconhece os promotores
subgendmicos internos no RNA(-) para transcrever RNAs subgendmicos que
gerardo a proteina de movimento, do capsideo e o supressor do silenciamen-
to(Ishibashi et al., 2011, Ishibashi et al., 2012, Ishibashi et al., 2010).Apds
a replicagdo, os virions sdo montados no citoplasma e carreados para outras
células pela a¢@o da proteina de movimento (Heinlein et al., 1995).

2.4.5.TRANSMISSAO DAS ESPECIES DO GENERO
TOBAMOVIRUS

As espécies de Tobamovirus ndo possuem vetores, sendotransmitidas
com alta eficiéncia por sementes, contato mecanico entre plantas, com im-
plementos contaminados e praticas culturais, como transplantes, amarragdes e
desbrotas. Nas sementes infestam a superficie do tegumento, mucilagem exter-
na, testa e endosperma e ndo sdo transmitidos pelo pélen. Podem permanecer
em residuos vegetais, solo e agua por longos periodos devido a grande estabi-
lidade de seus virions e, devido a isso, sdo consideradas como causadoras de
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doengas importantes em hidroponia, pois nesse sistema ocorre a disseminacgao
rapida da doenga, levando a prejuizos elevados aos produtores (Moreira et al.,
2003a, Schuerger & Brown, 1997).

2.4.6.FONTES DE RESISTENCIA A ESPECIES DE
TOBAMOVIRUS

Em tomate foram reportados os genes 7m-1, o gene Tm-2 ¢ sua va-
riante alélica 7m-2-2 que conferem resisténcia a ToMV e TMV. O alelo Tm-
2-2 do locus Tm-2 (provenientes de S. peruvianum) tem se mostrado duravel,
ao passo que o gene Tm-1 (proveniente de S. habrochaites) e outros alelos
do locus 7m-2 sdo mais facilmente superados por variantes virais (Ishibashi
et al.,2012). O gene Tm-1 codifica uma proteina que se liga especificamente
aproteinas do ToMVresponsaveis pela replicagdo do RNA viral, levando a
inativagdo do virus. Isolados de ToOMV que superam a resisténcia conferida
pelo do gene Tm-1 apresentam mutagdes na regido codificadora da proteina
de replicagdo, nao se ligando a proteina codificada pelo locus 7m-1, escapan-
do assim da interagdo inibitdria da proteina hospedeira. Anélise tri-dimensio-
nais da helicase dos isolados mutantes indicam que os residuos associados
com a quebra da ressistencia estdo expostos na superficie da molecula em
maior proximidade especial, suprimindo desta forma o local provavel onde
a proteina do gene 7m-1 se liga e reconhece oToMV. A resisténcia conferida
pelo alelo Tm-2-2 ¢ caracterizada por uma resposta do tipo imune (tipificada
pela auséncia de lesdes locais macroscopicas apos inoculagdo mecanica).
Analises de sequencia de isolados capazes de quebrar a resistencia do alelo
Tm-2-2 indicam que a proteina de movimento (MP)¢ identificado com o fator
de viruléncia. Os alelos Tm-2 e Tm-2-2 foram clonados e codificam um poli-
petideo de 861 residuos de aminoacidos e pertence a classe CC-NBS-LRR de
proteinas de resisténcia(Lanfermeijer et al., 2005). As proteinas codificadas
pelos alelos Tm-2 e Tm-2-2 diferem entre si em apenas quatro aminodci-
dos(Lanfermeijer et al., 2005).

Todos esses genes e¢/ou variantes alélicas ja foram introgredidas em
cultivares do tomateiro cultivado. Além disso, plantas com estes genes, além
do uso em programas de melhoramento sao utilizadas também para a dife-
renciacdo de patotipos virais (Lanfermeijer et al., 2005). Devido a sua maior
estabilidade e amplitude de ag@o o alelo 7m-2-2 tem sido preferenciamente
empregado nos desenvolvimento de varieadedes de tomateiro resistentes a esse
grupo de patogenos virais.
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2.5.CRINIVIRUS

2.5.1. TAXONOMIA, ESTRUTURA DA PARTICULA
VIRAL E ESTRATEGIA DE REPLICACAO.

O género Crinivirus (familia Closteroviridae) inclui 14 espécies sen-
do 12 definitivas e duas espécies tentativas(Martelli et al., 2011).Espécies do
género Crinivirus apresentam particulas alongadas ¢ flexuosas (650-850 nm e
700-900 nm de comprimento) ¢ sdo os Ginicos membros da familia Closterovi-
ridae que apresentam genoma de RNA de senso positivo e bipartido (RNA-1
e RNA-2), sendo a unica exce¢do o Potato yellow vein virus que apresenta
genoma tripartido(Klaassen et al., 1995, Livieratos et al., 2004, Martelli et al.,
2011). O genoma do Tomato chlorosis virus (ToCV) é composto por RNA fita
simples sentido positivo dividido em RNA-1 ¢ RNA-2 encapsidados separa-
damente, sendo ambos necessarios para a infeccao (Martelli ez al., 2002). O
RNA 1 ¢ organizado em quatro ORFs e codifica proteinas envolvidas na repli-
cacdo incluindo a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp). O RNA 2 ¢
composto por nove ORFs incluindo um gene homoldgo que codifica a proteina
HSp70 (‘heat-shock’ 70 kilodaltons) e também duas proteinas envolvidas na
encapsidacdo do RNA viral (conhecidas como “the coat protein” — CP e “the
minor coat protein” — Cpm)(King ef al., 2011), sendo a CP a encarregada de
encapsidar a maior parte do genoma viral, enquanto a CPm estd associada
a encapsidagdo do extremo 5 terminal do genoma viral(Wintermantel et al.,
2005).A homologia de sequéncia entre ToCV e outras espécies de Crinivirus ¢
variavel ao longo do genoma (Wintermantel et al., 2005).0 genoma do RNA-
1 apresenta quatro “open reading frames” (ORFs), e o RNA-2 contem nove
ORFs que codificam proteinas associadas a encapsidagdo viral, movimento,
replicacdo e transmissdo pelas moscas-brancas vetoras.

2.5.2.TRANSMISSAO DAS ESPECIES DO GENERO
CRINIVIRUS

As espécies ToCV e TICV sao espécies classificadas no género Crini-
virus, infectam plantas de tomate e que se encontram disseminadas em varias
regides da América do Norte e Europa(European and Mediterranean Plant Pro-
tection Organization, 2005).Uma diferenca basica que permite a separacdo de
ToCV ¢ TICV refere-se a transmissdo por vetores. Enquanto TICV ¢ transmiti-
do exclusivamente pelo vetor Trialeurodes vaporariorum, ToCV ¢ transmitido
também por Trialeurodes abutilonea, Bemisia tabaci bidtipos A ¢ B além de
Trialeurodes vaporariorum.
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2.5.3. GENERO CRINIVIRUSNO CULTIVO DO
TOMATEIRO NO BRASIL E NO MUNDO

Epidemias de criniviroses t€ém afetado a produ¢do do tomateiro (So-
lanum lycopersicum L.) na Europa e nos EUA (Hanssen et al., 2010, Navas-
-Castillo et al., 2011). Duas espécies sdo relatadas infectando o tomateiro:
ToCV e TICV,que estdo surgindo como um dos mais importantes patogenos
emegentes da cultura de tomate em todo o mundo(Hanssen et al., 2010, Na-
vas-Castillo et al., 2011). No Brasil, levantamento recentes confirmaram, até
o presente momento, apenas a presenca de ToCV em Sao Paulo, Minas Ge-
rais, Rio de Janeiro, Goids, Bahia, Espirito Santo(Barbosa et al., 2008, Bar-
bosa et al., 2011)e mais recentemente também no Distrito Federal (Nogueira
etal., 2011).

2.5.4. SINTOMATOLOGIA E DANOS ECONOMICOS NO
TOMATEIRO

Os crinivirus permanecem confinados as células do floema e os sinto-
mas sdo o resultado do bloqueio dos vasos floematicos pelas inclusdes virais, 0s
quais impedem o transporte vascular em plantas infectadas (Wisler & Duffus,
2001). Em tomateiros infectados por ToCV mostram sintomas muito similares
ao amarelecimento induzido por deficiéncia de magnésio (Figura 13). Estes
sintomas sdo mais aparentes nas folhas medianas e baixeiras da planta. Os
sintomas sdo clorose internerval, folhas brilhantes, reduzido vigor e senescén-
cia precoce. Sintomas nos frutos e nas flores nao sdo observados, entretanto a
perda de capacidade fotossintética ¢ a responsavel pela redugdo de rendimento
e qualidade dos frutos. Alguns dos principais hibridos comerciais utilizados no
Brasil tém se mostrado extremamente suscetiveis ao ToCVO controle quimico
dos crinivirus via aplicagdo de inseticidas para reduzir a populagdo de vetor
tem demonstrado baixaeficiéncia como demonstrado pela elevada incidéncia
(de até 100% de plantas afetadas) em cultivos comerciais de tomateiro em al-
gumas regides do Brasil. Plantas infectadas com ToCV mostram mosqueados
e pontos clordticos irregulares que se desenvolvem inicialmente sobre folhas
localizadas na parte inferior da planta e gradualmente avangcam para o topo.
(Figura 13).
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Figura 13.Sintomas de Tomato chlorosis virus (ToCV) em tomate.

2.5.5.FONTES DE RESISTENCIA

Para o controle de ToCV e TICV a melhor opcdo ¢ indubitavemente o
uso de cultivares resistentes.No entanto, nenhuma fonte encontra-se disponivel
no mercado até o momento. Os programas de melhoramento de tomate t€ém
explorado fontes de resisténcia a begomovirus em germoplasma de espécies
selvagens de Solanum (sect.Lycopersicon) (Boiteux et al., 2012b). Dois tipos
de resisténcia e/ou tolerancia a ToCV e TICV que reduzem o impacto dos
crinivirus na produgido de tomate (direta ao virus e a resisténcia indireta ao
vetor mosca-branca)tém sido detectadosem alguns acessos (Garcia-Cano et al.,
2010, Wintermantel et al., 2005).

Resisténcia ao TICVfoi identifica por Wintermantel (2005) em aces-
sos deS. pennellii e S. habrochaitese esta relacionada a resisténcia a mosca-
-branca mediada por acil-agtcarespresentes nos tricomas foliares.Garcia-Ca-
no et al.(2010) selecionaram em um banco de germoplasma duas fontes de
resisténcia a ToCV denominadas linhagen‘802-11-1" derivadas de autopo-
linizagdo de plantas assintomaticas para ToCV (provenientes de um hibrido
interespecifico de S.lycopersicum x S. peruvianum ‘LA-0444") ¢ linhagen
‘821-13-1" (proveniente de um hibrido interespecifico de S./ycopersicum x S.
chmielewskii‘'LA-1028"). A resisténcia reduz a acumulagdo bem como a ex-
pressao dos sintomas virais. O controle genético da resisténcia nestes estudos
foi conferido por um locus maior com efeitos aditivos.No Brasil, agdes de pes-
quisa de melhoramento genético objetivando o desenvolvimento de cultivares
de tomate com resisténcia a crinivirus também foram iniciados pela Embrapa
Hortalicas. Ensaios de campo (in6culo natural de ToCV) foram conduzidos em
Capao Bonito-SP. Hibridos suscetiveis apresentaram cerca 100% de plantas
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sintomaticas Os hibridos comerciais ‘Alambra’, ‘Debora’, ‘Pizzadoro’, e ‘Ty-
tanium’ apresentaram severos sintomas com a escala de severidade variando
de 3,5 a 4,0 (maximo valor = intensa clorose foliar). Outros ensaios apontaram
os acessos S. pimpinellifolium ‘CNPH 1678’ ‘Dominador’, ‘Ellen’, ‘Santa Cla-
ra’, ‘TX 468-RG’ e ‘San Vito’ como altamente suscetiveis. No entanto a linha-
gem S. lycopersicum ‘LAM 148’ foi identificada com um fonte de tolerancia
ToCV. A expressdo fenotipica da resisténcia de ‘LAM 148’ ¢ caracterizada pela
presenca de sintomas sistémicos suaves (escala de severidade = 1.58) e baixos
niveis de acumula¢do de RNA viral.

2.6.CUCUMOVIRUS

2.6.1.HISTORICO E TAXONOMIA

Cucumber mosaic virus (CMV) é um dos mais destrutivos ¢ mais pre-
dominantes virus de plantas. Esta espécie € capaz de infectar uma ampla gama
de hospedeiras que podem ser espécies anuais ou perenes(Hull, 2002a).CM V-
foi primeiramente descrito em 1916, infectando pepino e outras cucurbitace-
as(Doolittle, 1920). A ocorréncia do CMV ¢ mundial, sendo o tomateiro uma
das mais importantes hospedeiras(Doolittle, 1920, Roossinck, 2002).0s dife-
rentes isolados de CMV também variam em patogenicidade.

Peanut stunt virus (PSV), Tomato aspermy virus (TAV) e Cucumber
mosaic virus (CMV) sdo as principais espécies que compdem o género Cucu-
movirus, da familia Bromoviridae, da qual também fazem parte os géneros
Bromovirus, Alfamovirus, Ilarvirus ¢ Oleavirus. O CMV ¢ a espécie tipo do
género Cucumoviruse ¢ considerada uma das espécies virais com o maior ni-
mero de hospedeiras, infectando mais de 1.000 espécies de plantas, conside-
rando-se monocotiledoneas e dicotiledoneas, plantas herbaceas, arbustivas e
arboreas, totalizando mais de 365 géneros de 100 familias. Ocorre mundial-
mente e sua capacidade adaptativa em relagdo a novos ambientes e hospedei-
ras € notavel, infectando plantios de cucurbitaceas, leguminosas, e solandceas.
Causa sintomas sistémicos na maioria de suas hospedeiras, mas pode ocorrer
em infec¢des assintomaticas em algumas culturas, como na alfafa (Zitter &
Murphy, 2009).0

CMV ¢ ainda dividido em Subgrupos, no que tange sua classificagido
taxondmica, sendo estes denominados Subgrupo I e Subgrupo II, agrupados
de acordo com as similaridades na sequéncia de nucleotideos e com o relacio-
namento sorolégico (Hu et al., 1995, Singh et al., 1995, Ozdemir & Erilmez,
2012). O Subgrupo I ¢ ainda subdividido em IA e IB, diferenciados por sinto-
mas em caupi: [A causa sintomas de mosaico sistemico e IB causa lesdes locais
necroticas nas folhas(Pingdong & Lianhui, 1998, Szilassy et al., 1999).
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2.6.2.SINTOMATOLOGIA

Os sintomas tipicos em tomateiros suscetiveis sdo mosqueado, clorose
internerval e enrolamento das bordas das folhas, mas, a redu¢do no tamanho
da lamina foliar, tornando-a restrita a nervura central, causando um sintoma
conhecido como corddo-de-sapato, ¢ o sintoma mais caracteristico. Plantas
afetadas produzem poucos frutos, normalmente pequenos, com manchas ou
necroses ¢ com a maturagao atrasada (Zitter & Murphy, 2009). Dependendo da
localizacdo da cultura os sintomas podem se manifestar de maneira diferencia-
da. Em casas de vegetagdo, as plantas podem apresentar clorose generalizada
e mosaico. Folhas jovens tendem a se tornar cada vez mais deformadas, apre-
sentando posteriormente o sintoma de corddo-de-sapato. No campo as folhas
jovens apresentam mosaico e clorose mas, se ocorrer em um plantio jovem,
essas folhas logo se deformam severamente, ocorrendo em seguida enrolamen-
to para cima. Em plantas mais velhas, os sintomas de mosaico sdo mais evi-
dentes. As plantas jovens e afetadas logo no comego de seu desenvolvimento
apresentam nanismo acentuado(Zitter & Murphy, 2009).

2.6.3.ESTRUTURA DA PARTICULA E DO GENOMA
VIRAL

E um virus com genoma tripartido, contendo trés segmentos de RNA sen-
so positivo e um RNA subgendmico, denominados RNA 1 (~3.350 nucleotide-
0s), RNA 2 (~3.050 nucleotideos) ¢ RNA 3 (~2.200 nucleotideos). O RNA sub-
gendmico, que surge durante a replicagdo, ¢ originario do RNA 3 e ¢ denominado
RNA 4 (~1.030 nucleotideos). Estes segmentos se encontram encapsidados em
particulas separadas e esféricas de até 28 nm de diametro ¢ seu ciclo se completa
somente na presenga dos trés segmentos. Essa estratégia permite que genomas
grandes sejam acondicionados em um virion compacto, mas demanda a presen-
c¢a de diversas particulas para que o ciclo se complete.O CMYV apresenta cinco
ORFs. As ORFs la e 2a, codificadas a partir dos RNAs 1 e 2 respectivamente,
compdem a replicase. A ORF 2b, que sobrepoe a ORF 2a, é expressa a partir de
um RNA subgendmico denominado RNA 4a, que codifica um supressor do silen-
ciamento génico pos-transcricional (Ding et al., 1994). O RNA 3 codifica a pro-
teina 3a, que € a proteina de movimento e a proteina do capsideo (CP), expressa
a partir do RNA 4 subgendémico (Hull, 2002b). Além dos RNAs subgendmicos,
foram detectados em alguns isolados um RNA satélite, denominado satRNA ou
RNA 5 (Takanami, 1981). E uma molécula de até 342 nucleotideos e dependente
do CMYV para sua replicacdo, sendo encapsidado juntamente com o genoma vi-
ral. Dessa forma, esse RNA satélite ¢ dispersado pelos plantios juntamente com
o virus gracas a ag@o de seu inseto vetor. Apesar dessa interagdo, o0 RNA saté-
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lite aparentemente ndo interfere em nenhuma fase do ciclo do CMV, apesar de
ter sido reportado que, dependendo do satRNA, do isolado viral e da variedade
da hospedeira, a expressao de sintomas pode ser aumentada ou diminuida(Gar-
cia-Arenal et al., 1987). Crescenzi et al. (1993) reportaram que a ocorréncia do
satRNA juntamente com CMV levou a geragdo de sintomas intensos de necrose
em plantios de tomate na Italia, o que inviabilizou a produgao da regido afetada.

2.6.4. ESTRATEGIA DE REPLICACAO

A replicacdo do virus segue o padrao dos virus de RNA senso positivo:
o RNA serve de molde para a geragdo de versdes complementares do mesmo
(senso negativo) e os RNAs gendmicos e subgenomicos sdo gerados a partir
destes. As proteinas sdo expressas a partir dos genes virais no citoplasma e o
deslocamento das particulas se d& via plasmodesmata (célula-a-célula) e flo-
ema (a longa distancia) (Zitter & Murphy, 2009). Esta movimentagdo se da
pela ac¢do da proteina de movimento e da proteina do capsideo. De acordo com
Canto et al.(1997), isolados que tiveram o RNA 3 modificado para expressar a
proteina GFP ao invés da proteina de movimento e do capsideo se viram inca-
pazes de se deslocar para além do sitio de infec¢do, permanecendo restritos a
apenas uma ou trés células da epiderme.

2.6.5.TRANSMISSAO DAS ESPECIES DO GENERO
CUCUMOVIRUS

E transmitido por mais de 80 espécies de afideos de maneira ndo-circu-
lativa, via picada de prova (geralmente em menos de 60 segundos), dentre elas
Myzus persicae e Aphis gossypi, que por sua vez podem promover misturas
entre diferentes virus e levar a eventos de recombinagao, contribuindo com o
surgimento de novos isolados e espécies (Roossinck, 2002).

2.6.6.FONTES DE RESISTENCIA A ESPECIES DE
CUCUMOVIRUS

A resisténcia genética ao CMV foi detectada e estd em uso especial-
mente em cultivares de pepino e espinafre. Fontes de resisténcia foram de-
tectadas em tomate, como a introgredida em S. lycopersicum a partir de S.
chilense(Stamova & Chetelat, 2000), capaz de resistir a agdo de isolados do
Subgrupo I com caracteristicas de um gene dominante, sendo posteriormente
denominado Cmr (cucumber mosaic resistance). Apesar disto, esta resisténcia
ndo foi ainda incorporada em cultivares comerciais de tomateiro.
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Como a taxa de variacdo nessas sequéncias ¢ consideravelmente elevada,
os genes de resisténcia detectados até o momento ndo conferem resisténcia de
amplo espectro.Como o CMV apresenta grande variagdo em sua sequéncia, o
uso da transgenia apresenta uma alternativa bem mais interessante, se comparada
ao uso de genes naturalmente expressos. O uso de transgenia para o controle de
cucumoviroses foi bastante estudado nas ultimas duas décadas, utilizando-se da
expressdo da proteina do capsideo por parte do transgene em diferentes hospe-
deiras, principalmente tabaco e algumas cucurbitaceas (Gonsalves et al., 1994,
Quemada et al., 1991, Shin et al., 2002). Alternativas para o melhoramento tra-
dicional sdo o uso dos satRNAs (que podem ser combinados com proteinas do
capsideo)(Yie et al., 1992) e também de indutores de resisténcia, como rizobacté-
rias promotoras de crescimento (PGPR - Plant growth-promoting rhizobacteria)
das espécies Pseudomonas fluorescens (isolado 89B-27) e Serratia marcescens
(isolado 90-166). Nos tratamentos com ambos, Raupach et al. (1996)observaram
reducdo na area abaixo da curva de progresso da doenca (AUDPC), demons-
trando o potencial destes indutores como geradores de populagdes de pepinos e
tomateiros resistentes a CMV. Zehnder et al.(2000)comprovaram a manutengao
dessa resisténcia no campo; € o uso de outras espécies de rizobactérias em cucur-
bitaceas demonstram a eficiéncia desta técnica em diferentes hortali¢as(El-Bo-
rollosy & Oraby, 2012). O uso de modelos como Arabidopsis thaliana, levou a
descoberta de outros genes de resisténcia, como o RCY'1, da mesma familia do
gene Sw-5 (CC-NBS-LRR), que requer acido salicilico para expressar uma res-
posta de resisténcia a um isolado de CMV (Takahashi et al., 2002)ethylene and
a novel signal transduction mechanism</title><secondary-title>The Plant Jour-
nal</secondary-title></titles><periodical><full-title>The Plant Journal</full-tit-
le></periodical><pages>655-667</pages><volume>32</volume><number>5</
number><dates><year>2002</year></dates><isbn>1365-313 X</isbn><urls></
urls></record></Cite></EndNote>, com potencial para uso em transgenia.

3. SELECAO ASSISTIDA POR MARCADORES
MOLECULARES NO TOMATEIRO

O desenvolvimento de mapas genéticos extremamente densos (com um
nimero elevado de marcadores) tem permitido a localizagdo genomica/isola-
mento de genes ¢ o uso de diversos marcadores moleculares em programas
de selecao assistida de genotipos superiores(Barone et al., 2009, Foolad, 2007,
Pillen et al., 1996). Diversos genes de resisténcia de tomateiro a doengas tém
sido isolados via mapeamento genético/fisico de alta resolugdo(Barone & Frus-
ciante, 2007). Da mesma forma, diversos loci controlando resisténcia a doengas
virais tém sido mapeados em tomateiro (Barone & Frusciante, 2007, Foolad,
2007)e muitos desses genes ja foram isolados e caracterizados (Tabela 1).
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Tabela 1. Principais genes/loci de resisténcia a virus caracterizados em germo-
plasma de Solanum (sect. Lycopersicon) com destaque para os mais utilizados
em programas de melhoramento genético.

Cmr

Gene controlando resisténcia a isolados de Cucumber mosaic
virus. Foi introgredido a partir de acessos de S. chilense e esta
localizado no cromossomo 12(Stamova & Chetelat, 2000).

rt

Gene recessivo que controla resisténcia a “risca-do-tomateiro”
causado por isolados de potyvirus (Nagai, 1993). Foi introgredido
de S. pimpinelifolium ‘PI-126410° e incorporado na cultivar
Angela.Este locus ainda nio foi mapeado.

pot-1

Resisténcia a isolado de Potato virus Y (potyvirus) derivada de
S. habrochaites. Codifica um “translation initiation factor 4E”
(eIF4E), localizado no cromossomo 3(Ruffel ez al., 2005).

Sw-1
Sw-1°
sw-2
sw-3

sw-4

Os primeiros estudos voltados a resisténcia a TSWV
demonstraram a existéncia de cinco genes em acessos de S.
pimpinellifolium (Samuel et al., 1930) e S. lycopersicum ‘Rey de
los Tempranos’ (Holmes, 1948). Estudos genéticos conduzidos
por Finlay (1953) indicaram a natureza complex da resisténcia,
envolvendo a ag@o conjunta de dois genes dominantes (Sw-/%
Sw-1%) e trés genes recessivos (sw-2, sw-3 e sw-4 ).Esses genes
nao foram ainda mapeados.

Sw-5

Esse locus foi introgredido de S. peruvianum e apresenta um
amplo espectro de acdo contra distintas espécies de Tospovirus
que infectam tomateiro (Dianese et al., 2011, Dianese etal., 2010).
Sw-5 ¢ membro da familia CC-NBS-LRR de genes R (Boiteux
& Giordano, 1993, Brommonschenkel et al., 2000, Spassova et
al., 2001). O gene Sw-5 foi mapeado no cromossomo 9¢ gene
reside dentro de um complexo (c/uster) formado por cinco copias
analogas de um mesmo gene ancestral, denominadas Sw-5aa Sw-
Se (Spassova et al., 2001). Analises com plantas transgénicas
indicaram que a copia Sw-5b é essencial para a expressao do
fenodtipo de resisténcia.

Sw-6

Rosello et al. (1999) encontraram altos niveis de resisténcia
(do tipo hipersensibilidade) nos acessos de S. peruvianum ‘PI-
126935” ¢ ‘PI-126944°. Estudos de heranga com um dos acessos
indicou heranca monogénica dominante. Todos os acessos
cntendo o locus Sw-6 apresentaram reagdes de hipersensibilidade.
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Sw-7

Proveniente de S. chilense. Este novo gene controla resisténcia
contra distintas variantes de TSWYV, incluindo alguns isolados
que superam a resisténcia do gene Sw-5. O locus Sw-7 foi locali-
zado proximo ao marcador SSR20 no cromossomo 12(Dockter
etal., 2009)

Tm-1

O gene Tm (derivado de S. habrochaites — cromossomo 2) confere
resisténcia a patotipos 0 de Tomato mosaic virus(Lanfermeijer et
al., 2005).

Tm-2

O gene Tm-2 ¢é derivado de S. peruvianum e esta localizado
no cromossomo 9. Esse gene ¢ membro da familia CC-NBS-
LRR e confere resisténcia aos patotipos 0 e 1 de Tomato mosaic
virus(Lanfermeijer et al., 2005).

Tm-2?

O gene Tm-2°(= Tm-2%) é um alelo do gene Tm-2 estando, portanto,
também localizado no cromossomo 9. Esse gene ¢ membro da
familia CC-NBS-LRR de genes R e confere resisténcia ampla
contra todos os patotipos de Tomato mosaic virus(Lanfermeijer
et al., 2005).

Ty-1

Resisténcia parcial ao begomovirus Tomato yellow leaf curl virus
(Zamir etal., 1994). E também efetivo contra espécies virais de
genoma bipartido do Brasil (Boiteux et al., 2007a). Localizado
no cromossomo 6.

Ty-2

Introgredido de S. habrochaites (Hansonet al., 2006). Funciona
também contra espécies de genoma bipartido do Brasil (Boiteux
et al., 2007b). Localizagao: cromossomo 11.

Ty-3

Introgredido dos acessos de S. chilense ‘LA-1932’e ‘LA-2779’
(Huttonet al., 2012). Esta ligado ao locus 7~/ no cromossomo
6 (Jietal., 2007).

Ty-4

Introgredidode S. chilense ‘LLA-1932°,localizado no cromossomo
3 (Jietal., 2009).

Ty-5/ty-5

Introgressdo de S. peruvianum presente no cromossomo 4
(Anbider et al., 2009) e que se co-localiza com um fator de
resisténcia recessivo (¢y-5) derivado do hibrido ‘Tyking’ (Hutton
etal., 2012).

tem-1

Este locus recessivo ¢ também derivado do hibrido ‘Tyking’. O
locus tcm-1 condiciona um amplo espectro de resisténcia con-
tra distintas espécies de begomovirus com genoma bipartido e
monopartido (Giordano et al., 2005a; Garcia-Cano et al., 2008;
Pereira-Carvalho et al., 2010).
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As técnicas genético-moleculares tém também auxiliado em diagnose,
bem como em pesquisas basicas envolvendo estudos de heranca e investiga-
¢des sobre os mecanismos de resisténcia contra pestes e patogenos. Esse aporte
de informagdes de genomica e bioinformatica t€ém aumentado a eficiéncia e
oferecido uma maior seguranga no processo de selecdo de plantas superiores
dentro dos programas de melhoramento. A detec¢do mais precisa de patogenos
usando estratégias moleculares tem permitido aumentar a qualidade sanitaria
de sementes comerciais evitando danos aos produtores advindos da introdugao
de doengas em novas areas de expansdo agricola.

3.1. O GENOMA DO TOMATEIRO

O sequenciamento completo do genoma do tomateiro foi recentemente
obtido (The Tomato Genome Consortium, 2012). Esse trabalho foi conduzido
por um consorcio de paises que seqiienciaram regides do genoma de todos os
12 cromossomos do tomateiro ¢ de um acesso de S. pimpinellifolium(Barone
et al., 2009, Foolad, 2007, Mueller et al., 2005). O niimero estimado de ge-
nes se encontra em torno de 32.000. Antes da obtenc¢do do genoma completo,
diversos genes de resisténcia a doengas foram localizados nos diferentes cro-
mossomos via mapeamento genético e fisico de alta resolugdo.Além disso,
as informagdes moleculares advindas desse projeto tém permitido a sintese
de “primers” de PCR altamente especificos que estdo sendo empregados para
gerar novas classes de marcadores moleculares associados com fendtipos de
interesse para o melhoramento genético. Esses marcadores tém funcionado
como instrumentos importantes em sistemas de sele¢do assistidas por marca-
dores (SAM) para piramidizar caracteristicas de interesse em um unico mate-
rial genético. Caracteristicas muito importantes, como produtividade e o teor
de soélidos sdo governadas por muitos genes, grandemente influenciadas pelo
ambiente. Regides do genoma que possuem genes controlando a expressdo
dessas caracteristicas sdo denominadas de quantitative trait loci ou QTLs(Flint
& Mott, 2001). Os genes responsaveis por QTLs podem estar localizados em
diferentes cromossomos e apresentar diferentes contribuigdes na expressao do
fenotipo em questdo. Marcadores moleculares associados com QTLs tém sido
utilizados para monitorar a introgressdo/incorporagdo de QTLs de interesse em
linhagens elite. De fato, o tomateiro ¢ uma das plantas que serviram modelo
para o isolamento via mapeamento dos primeiros QTLs envolvendo tamanho
e massa de fruto (Tanksley, 2004).
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4. PERSPECTIVAS

O tomate ¢ uma cultura exigente em insumos (fertilizantes e defensi-
vos) e, em média, o custo de produgdo total nos sistemas conduzidos com alto
nivel tecnoldgico sdo elevados. Este custo pode ser compensado pelos niveis
de produtividade mais elevados, proporcionando razoavel retorno econdémico,
no entanto, a maior parte dos produtores opera com altos custos de produgdo e
baixa rentabilidade, devido ao custo para o controle e as perdas associadas com
doengas de diferentes etiologias virais. O recente cenario mercadoldgico sinali-
za para uma irreversivel demanda por alimentos seguros, sem residuos e produ-
zidos em sistemas de gestdo que considere aspectos sdcio-ambientais. Questdes
como produgdo organica, rastreabilidade e sustentabilidade de cultivo sdo os
atuais desafios tecnologicos do tomateiro. Neste cenario, o desenvolvimento de
variedades com resisténcia a doengas de etiologia viral ¢ de suma importancia.

No Brasil, a grande utilizacdo de sementes e mudas importadas repre-
senta uma constante ameaga de introducdo de patdgenos e/ou variantes de
patdégenos bem como vetores virais em areas de cultivo previamente isentas.
Neste contexto, outras a¢des de pesquisa envolvem o desenvolvimento de ma-
teriais genéticos com resisténcia a patdgenos presentes no Brasil, mas também
patdgenos potenciais para prevenir problemas de produgdo. Por exemplo, nos
periodos iniciais e de maior severidade da epidemia de geminivirus houve um
desabastecimento de tomate.

Outro significativo avango tem sido o estabelecimento de parceriasen-
tre instituigdes publicas e empresas privadas nacionais e estrangeiras dentro da
nova Lei de Inovagédo tecnologica. O sinergismo dessas parcerias tem permi-
tido uma redugdo consideravel no tempo entre desenvolvimento e adogao das
tecnologias e variedades, tendo o apoio dos sistemas de comercializagdo com
maior capilaridade e abrangéncia das empresas privadas.O resultado tem sido
a geracao de produtos de inovacdo em menor tempo € com menor custo, ga-
rantindo uma pronta transferéncia e incorporacao destas cultivares resistentes
nas cadeias do agronegocio de tomate. Com esse circulo virtuoso, espera-se in-
tensificar e fortalecer a participacdo no mercado de produtos tecnoldgicos das
instituigdes publicas. Essa rede de parcerias tem permitido a liberagdo de um
nimero grande cultivares para o agronegocio de tomate do Brasil. Exemplos
recentes sdo os lancamentos, pela Embrapa Hortaligas, de hibridos com um ou
mais fatores de resisténcia virais tais como ‘BRS Nagai’ (tipo tipo Santa Cruz
alongado com resisténcia a tospovirus e begomovirus); ‘BRS Couto’ (segmen-
to minissaladete com resisténcia a begomovirus); ‘BRS Montese’ (tipo italiano
com resisténcia a tospovirus) e ‘BRS Portinari’ (caqui longa-vida com resis-
téncia begomovirus) e ‘BRS Imigrante’ (com resisténcia a Fusarium raca 3 e
begomovirus).
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Porém ¢ sempre importante lembrar que somente resisténcia genética
ndo garante o sucesso de uma variedade ou hibrido. Os produtores, as indus-
trias processadoras ¢ o mercado consumidor t€ém demandado variedades de to-
mate que combinem coloracdo vermelha intensa, teor de sélidos soluveis, além
de outros aspectos agrondmicos de rendimento e tolerancia a fatores abioticos.
Isso significa, muitas vezes, o processo de executar tarefas visando atender
demandas multiplas que sdo, muitas vezes, ndo complementares ou, algumas
vezes, até mesmo conflitantes. Para tal, os programas de melhoramento ge-
nético devem apresentar uma estrutura flexivel, permitindo rapidos ajustes e
respostas de acordo com as mudangas de tendéncias de mercado. Além disso,
demanda um constante acompanhamento e trabalho conjunto com o sistema
produtivo para antecipar e enfrentar o potencial surgimento de novas doengas
de etiologia viral que venham impor alguma nova e séria limitagdo no cultivo
do tomateiro no pais.
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