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RESUMO  
 

GONZÁLEZ AGUILERA, Jorge, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, setembro 
de 2011. Caracterização de subamostras de tomateiro do BGH-UFV, quanto 
a resistência a begomovirus e análise da população viral em condições de 
campo. Orientador: Derly José Henriques da Silva. Co-orientadores: Everaldo 
Gonçalves de Barros e Francisco Murilo Zerbini Júnior. 

 

As begomoviroses transmitidas pela mosca-branca (Bemisia tabaci) estão entre 

as principais causas de perdas na cultura do tomateiro no Brasil. Para evitar os danos 

e perdas na cultura do tomateiro, tem sido empregados cultivares e híbridos 

resistentes, em sua maioria, portadoras apenas do gene Ty-1 que oferece tolerância 

aos begomovirus presentes no país. No mundo os genes Ty-1, Ty-2 e Ty-3, e 

recentemente o alelo Ty3a, e os genes Ty4 e Ty5 são os que estão sendo empregados 

nos programas de melhoramento da cultura. Noventa e quatro subamostras de 

tomateiro pertencentes ao Banco de Germoplasma de Hortaliças da Universidade 

Federal de Viçosa (BGH-UFV) foram avaliados em ambiente protegido e no campo 

quanto à resistência a begomovirus bissegmentados presentes no Brasil, inoculados 

via bombardeamento e infecção natural, respectivamente. Avaliações visuais dos 

sintomas (AVS) e confirmação da infecão viral (CIV) por meio de hibridização não 

radioativa foram realizadas aos 15, 30 e 45 dias após inoculação (DAI) em condições 

de ambiente protegido e aos 60 dias após transplante (DAT) em condições de campo 

empregando uma escalas de notas para quantificar a característica AVS. Baseando-se 

na porcentagem de plantas infectadas aos 45 DAI em ambiente protegido e aos 60 

DAT em campo foi avaliada a incidência da doença (ID). A partir de primers 

específicos para os genes Ty-2 e Ty-3, foram amplificados fragmentos por PCR para 

confirmar a presença ou ausência dos alelos dos genes nas subamostras avaliadas. A 

análise de sequência completa de nucleotídeos do DNA-A do vírus detectado em 

campo indicou ser o Tomato severe rugose virus (uma das espécies do complexo de 

begomovirus que infecta o tomateiro no Brasil). As sequências obtidas foram usadas 

para comparações com begomovírus previamente descritos em análise filogenética e 

análise de recombinação. A estrutura genética e os testes de neutralidade da 

população de ToSRV evidenciou variabilidade genética se comparada com outras 
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populações já descritas no Brasil, mostrando valores negativos de neutralidade o que 

sugere a ocorrência de seleção negativa (purificadora) ou uma recente expansão da 

população. Como resultado das amplificações identificou-se a presença de 

marcadores relacionados ao alelo do gene Ty-2 em heterozigose na subamostra 

BGH-6881 e ao alelo do gene Ty-3 em três subamostras (BGH-6878, BGH-6881 e 

BGH-6897). Com base nos resultados da ANOVA nas avaliações em ambiente 

protegido e no campo observou-se que a variáveis notas de sintomas visuais foi 

altamente significativa (P < 0.01) ao diferenciar todos os genótipos avaliados em 

ambas as condições experimentais e em diferentes intervalos de avaliação. As 

subamostras foram divididas em dois grandes grupos mediante o teste de Skott & 

Knot. Correlações de Pearson (ρ) altas foram encontradas entre os dados visuais e 

infecção viral (0,67 em ambiente protegido e 0,60 em campo). Pelo comportamento 

diferenciado das subamostras em ambas as condições experimentais, concluiu-se que 

em condições de ambiente protegido destacaram-se as subamostras BGH-2144, 

BGH-2150, BGH-6878 e BGH-6881 e em condições de campo as subamostras 

BGH-2080 e BGH-6881, todas elas ao considerar baixa incidência de geminivírus e 

poucos níveis de replicação. O bom comportamento da subamostra BGH-6881 pode 

ser atribuído a presença dos genes Ty-2 e Ty-3 presentes nela, porém, se comparado 

com as outras subamostras portadoras do gene Ty-3, pode-se afirmar que o gene Ty-2 

foi o responsável pela resistência obtida ao ToYSV em ambiente protegido e ao 

ToSRV em campo, ou a combinação dos dois genes esta favorecendo a resposta da 

subamostra a begomovírus. Ao considerar as respostas em ambas as condições 

experimentais, as variáveis avaliadas, a incidência da doença e a presença dos genes 

Ty-2 e Ty-3, pode-se concluir que as subamostras BGH-2080 e BGH-6881 são 

recomendadas como germoplasma promissores a serem empregados nos programas 

de melhoramento pelo seu desempenho em ambiente protegido e no campo, e podem 

servir de base para a produção de cultivares mais resistentes a geminivírus no Brasil. 

A presença do ToSRV no campo e a confirmação de eventos de recombinação 

permitem afirmar que o contínuo monitoramento da evolução das populações de 

vírus no campo vai permitir traçar estratégias futuras de controle e de epidemiologia 

dos begomovírus em nas principais regiões produtoras de tomate no Brasil. 
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ABSTRACT 

 

GONZÁLEZ AGUILERA, Jorge, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, September, 
2011. Search for resistance genes of bipartite geminivirus in tomato 
subsamples of BGH-UFV, and its response in a greenhouse and field. 
Adviser: Derly José Henriques da Silva. Co- Advisers: Everaldo Gonçalves de 
Barros and Francisco Murilo Zerbini Júnior. 
 

The begomoviroses transmitted by whitefly (Bemisia tabaci) are among the 

main causes of losses in tomato in Brazil. To avoid damage and losses in tomato, it 

has been used resistant cultivars and hybrids, most of them carrying only the Ty-1 

gene that provides tolerance to begomovirus in the country. In the world, the genes 

Ty-1, Ty-2 and Ty-3, and recently Ty-3a allele, and the genes Ty5 and Ty4 have been 

used in crop improvement programs. Ninety-four tomato accessions from the 

Vegetables Germplasm Bank of the Federal University of Viçosa (BGH-UFV) were 

evaluated under greenhouse and field conditions for resistance to bi segmented 

begomovirus present in Brazil, inoculated by biobalistic and via natural infection. 

Visual evaluations of symptoms (AVS) and confirmation of viral infection (IVC) by 

means of non-radioactive hybridization were performed at 15, 30 and 45 days after 

inoculation (DAI) under greenhouse conditions and 60 days after transplanting 

(DAT) under field conditions using a rating scale to quantify the AVS characteristic. 

Based on the percentage of infected plants at 45 DAI under greenhouse and at 60 

DAT under field conditions, it was evaluated the incidence of the disease (ID). From 

the specific primers for genes Ty-2 and Ty-3, fragments were amplified by PCR to 

confirm the presence or absence of alleles of the genes evaluated in the accessions. 

The analysis of the complete sequence of nucleotides of the DNA-virus detected in 

the field indicated to be the Tomato severe rugose virus (a complex of species of 

begomovirus infecting tomato in Brazil). The sequences obtained were used for 

comparisons with previously described begomoviruses in phylogenetic and 

recombination analysis. The genetic structure and neutrality tests of ToSRV 

population showed genetic variability compared with other populations that had 

already been described in Brazil, showing negative values of neutrality which 

suggests the occurrence of negative selection (purifying) or a recent population 

expansion. As a result of the amplifications, it was identified the presence of markers 
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related to allele Ty-2 gene in heterozygous in the accession BGH-6881 and the allele 

Ty-3 gene in three accessions (BGH-6878, BGH-6881 and BGH-6897). Based on the 

results of the ANOVA on the evaluations under greenhouse and field conditions, it 

was observed that the variables scores of visual symptoms was highly significant (P 

< 0.01) to differentiate all genotypes in both experimental conditions and at different 

intervals of evaluation. The accessions were divided into two groups by the Skott & 

Knot test. High Pearson correlations (ρ) were found between visual data and viral 

infection (0.67 under greenhouse environment and 0.60 in the field). By the different 

behavior of the accessions in both experimental conditions, it was concluded that 

under greenhouse environment, the best results were found in the accessions BGH-

2144, BGH-2150, BGH 6878 and BGH-6881 and, under field conditions, in the 

accessions BGH-2080 and BGH-6881, all of them with low incidence and few 

geminivirus replication levels. The good performance of the accession BGH-6881 

can be attributed to the presence of allele Ty-2 and Ty-3 genes, but compared to other 

accessions carrying the allele Ty-3 gene, it can be stated that the allele Ty-2 gene was 

responsible for the resistance to ToYSV obtained in greenhouse and to ToSRV in the 

field, or the combination of two genes that favor the response of the accession to 

begomoviruses. Considering the responses in both experimental conditions, the 

variables, the incidence of the disease and the presence of genes Ty-2 and Ty-3, it can 

be conclude that the accessions BGH-2080 and BGH-6881 are recommended as 

promising germplasm to be used in breeding programs because of their performance 

under greenhouse and field conditions, and can serve as basis for the production of 

crops better resistant to geminivirus in Brazil. The presence of ToSRV in the field 

and the confirmation of recombination events turn it possible to say that the constant 

monitoring of the evolution of the virus populations in the field will enable to design 

future strategies of control and epidemiology of begomoviruses in the main tomato-

producing regions in Brazil. 
 
 
 

 

 



 

 
 

INTRODUÇÃO GERAL 
 

O tomate pertence à família Solanaceae que abrange muitas espécies cultivadas 

(batata, pimentão, berinjela e petúnia), além de plantas daninhas como a beladona 

(Atropa belladonna) e a erva-moura (Solanum nigrum). Essas espécies estão 

distribuídas em aproximadamente 90 gêneros (D´arcy, 1979), os quais são divididos 

em três subfamílias Cestoideae, Solanoideae, e Anthocercideae, com base nos 

padrões de desenvolvimento do embrião (Taylor, 1986). 

O tomateiro é a segunda hortaliça mais cultivada no mundo, sendo superada 

somente pela batata. A produção mundial de tomate em 2009 foi de 152.9 milhões de 

toneladas (FAOSTAT, 2011). O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores 

desta hortaliça, com área colhida de aproximadamente 67 mil ha em 2009 e produção 

de cerca de 4.310.480,00 toneladas, com produtividade média de 63,76 t ha-1 ou 

cerca de 5 kg/planta ou 245 caixas/mil pés de tomate (AGRIANUAL2010, 2010); 

(FAOSTAT, 2011). Pode-se afirmar que, nos últimos 20 anos, a tomaticultura 

brasileira duplicou a produtividade.  Já se tem, atualmente, produtores e sistemas de 

cultivo, que alcançam rendimento superior a 100 toneladas por hectare, o equivalente 

a cerca de 9 kg por planta ou mais de 400 caixas por mil plantas. Também no Brasil, 

produtores de tomate em ambiente protegido têm alcançado rendimentos 

expressivos, acima de 500 caixas de 22 kg em ambiente protegido de 350 m² 

(ABCSEM, 2011). 

 No Brasil o tomate é um produto de relevância econômica e social, por ser 

cultivado tanto por agricultores de subsistência como por produtores que empregam 

alta tecnologia. A cultura do tomateiro é uma das poucas culturas onde as pragas e 

doenças são igualmente importantes. Segundo estudo realizado pela ABCSEM 

(ABCSEM, 2011), é empregado em torno de 21 % do custo de produção na compra 

de agroquímicos para o controle das pragas e doenças na cultura do tomateiro.  

Em relação às pragas, ao lado da traça-do-tomateiro, Tuta absoluta (Meyrick), a 

mosca-branca (Bemisia sp.) vem sendo considerada uma das mais importantes pragas 

da cultura, não somente pelo dano direto causado pelo inseto, mas pelo fato de ser 

vetor (transmissor) de geminiviroses durante o período de alimentação. A mosca-

branca (Bemisia tabaci biótipo B) é um inseto sugador de seiva, pertencente à ordem 
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Hemiptera e família Aleyrodidae, sendo considerada uma das principais pragas da 

cultura do tomateiro.. 

Na década dos anos 90, ocorreu a introdução de um novo biótipo de mosca-

branca no Brasil, denominado biótipo B, responsável pela transmissão do vírus de 

outras culturas para o tomateiro ocasionando danos severos na cultura (Lourenção & 

Nagai, 1994). Popularmente a mosca-branca biótipo B é denominada mosca-branca 

da folha prateada e a diferencia do biótipo A é capaz de apresentar maior 

fecundidade, completar seu ciclo em plantas de tomate, ocorrer em maior diversidade 

de plantas cultivadas e induzir alterações fitotóxicas em cucurbitáceas, tomate e 

brócolis, o que tem justificado sua rápida disseminação no Brasil (Ambrozevicius, 

2000; Ávila et al., 2004; Fancelli et al., 2003; Lima et al., 2001; Lourenção & Nagai, 

1994; Santos et al., 2003). No Brasil os primeiros relatos de viroses transmitidas por 

Bemisia tabaci foram feitos à década de 1930, 1940 e 1950.  

Costa (1975) relatou o primeiro geminívirus na da cultura do tomate que foi 

descrito como Mosaico dourado do tomateiro (Tomato golden mosaic vírus, TGMV) 

que não ocasionava danos econômicos na cultura (Matyis et al., 1975).  

A família Geminiviridae é composta por vírus de plantas com genoma de 

DNA circular de fita simples e encapsidado em partículas icosaédricas germinadas 

(Stanley et al., 2005). A família é dividida em quatro gêneros (Mastrevirus, 

Curtovirus, Topocovirus e Begomovirus) de acordo tipo de inseto vetor, planta 

hospedeira, organização do genoma e filogenia (Stanley et al., 2005). Os vírus 

classificados dentre do gênero Begomovirus são transmitidos por mosca branca 

(Bemisia tabaci -Homoptera: Aleyrodidae) e infectam plantas dicotiledôneas 

podendo ter um ou dois componentes genômicos sendo relatada a existência de 196 

espécies do gênero que afetam diversas culturas (ICTV, 2009). Nas últimas décadas 

esta família Geminiviridae tem sido relatada como o grupo de vírus mais agressivo 

considerados como um grupo emergente de vírus de plantas em regiões tropicais e 

subtropicais, causando grandes perdas econômicas em cultivos de interese agrícola 

(Morales & Anderson, 2001; Monci et al., 2002; Briddon et al., 2003). 

A partir de 1994, os begomovírus ganharam importância econômica, quando 

ocorreu a introdução de uma nova raça de mosca-branca no país denominado Biótipo 

B. Essa raça, denominada até então Bemisia argentifolii, foi à responsável pela 

transmissão do vírus de outras plantas infectadas para o tomateiro (Melo, 1992; 

Villas-Bôas et al., 2002). Em decorrência do aumento populacional da mosca-branca, 
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tem ocorrido aumento na incidência de begomoviroses ocasionadas pela transmissão 

natural de geminivírus por esses insetos, tornando-se um dos principais problemas na 

cultura do tomateiro no Brasil (Lima et al., 2001; Lourenção & Nagai, 1994; Santos 

et al., 2003). 

Ações que reduzem a população do vetor, por tratamento químico ou controle 

biológico, ou que decrescem a eficiência da transmissão, têm sido usadas no controle 

desses patógenos. Como relatado até o ano 1994 era só reportado o TGMV, mas até 

2009 já foram reportados dezesseis espécies de geminivírus infectando o tomateiro 

no Brasil: Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV), Tomato rugose mosaic virus 

(ToRMV), Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato mottle leaf curl virus 

(TMoLCV), Tomato crinkle virus (ToCrV), Tomato infectious yellows virus (TIYV), 

Tomato severe rugose virus (ToSRV), e Tomato yellow spot virus (ToYSV), Tomato 

mild mosaic virus (ToMlMV), Tomato common mosaic virus (ToCmMV), Tomato 

leaf distortion virus (ToLDV), Tomato golden mosaic virus (TGMV), Tomato 

chlorotic vein virus (TCIVV), Tomato crinkle leaf yellow virus (ToCrLYV), Sida 

mottle virus (SiMoV) e Sida micrantha mosaic virus (SimMV) (Andrade et al., 

2005; Cotrim et al., 2007; Colariccio et al., 2006; Della Vecchia et al., 2007; 

Fernandes et al., 2008). Algumas delas estão presentes em várias regiões do país 

enquanto outras são restritas a determinadas regiões (Zerbini, 2006).  

Entretanto, o elevado grau de variabilidade faz do Brasil um centro de origem 

e diversidade genética de begomovirus, onde o uso de cultivares resistentes é o 

método mais promissor de controle dessas begomoviroses (Ferraz et al., 2003; 

Ferreira et al., 1999; Lourenção et al., 2004; Matos et al., 2003), comparado ao 

controle de plantas daninhas, utilização de mudas livres de vírus, controle da mosca 

branca e período livre de tomateiro no campo (Zerbini, 2006).  

Durante o processo de domesticação do tomateiro, houve perda de alelos 

importantes, principalmente para resistência a pragas e doenças, provocando um 

estreitamento na base genética, o que é um dos motivos para explicar a 

suscetibilidade das atuais cultivares a inúmeros patógenos e pragas (Silva et al., 

2001). Uma forma segura e bem eficaz de minorar os danos de pragas e doenças é a 

utilização de variedades resistentes ao Geminivírus, que funcionam como um seguro 

ao produtor, dando a garantia de produção e evitando maiores perdas na lavoura, que 

podem atingir até 100%, dependendo da intensidade da infecção e agressividade da 

doença (Alcântara, 2009). 
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O cenário atual de variedades disponíveis no mercado brasileiro mostra que 

em sua maioria estas variedades são principalmente portadoras do gene Ty-1, que 

confere resistência ao Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), um begomovírus com 

genoma monossegmentado que não ocorre no Brasil (classificado como praga 

quarentenária A1). O TYLCV é o begomovírus mais agressivo em tomateiro em 

todas as regiões onde ocorre, daí a importância de se incorporar fontes de resistência 

a este vírus nas variedades e híbridos disponíveis no mercado brasileiro (Santana et 

al., 2001). Além disso, o gene Ty-1 oferece tolerância aos vírus com genoma 

bissegmentado que são predominantes no Brasil (Santana et al., 2001).  

Zamir et al. (1994) descreveram o gene Ty-1 a partir da espécie S. chilense 

localizado no cromossomo 6. A busca de novas fontes ou genes de resistência levou 

à descoberta e introgressão dos genes Ty-2 e Ty-3, localizados nos cromossomos 11 e 

6 das espécies silvestres S. habrochaites e S. chilense, respectivamente, e que, como 

o Ty-1, conferem resistência a diferentes isolados de TYLCV  (Hanson et al., 2006; 

Ji et al., 2007). Mais recentemente já foram descritos os genes de resistência Ty-4 e 

Ty-5 identificados no cromossomo 3 e 4 das espécies S. chilense e S. peruvianum, 

pelo autores Ji et al. (2009) e  Anbinder et al. ( 2009), respectivamente. 

A procura e caracterização de genes de resistência descritos em outras partes 

do mundo, principalmente ao TYLCV, podem contribuir para um melhor controle de 

begomoviroses no campo nas condições atuais de Brasil. A introdução de novos 

materiais ou a procura dentre os materiais conservados nos Bancos de Germoplasma 

brasileiros, podem também ajudar nos programas de melhoramento visando obter 

novos genótipos resistentes a begomovirus.  

A FAO identificou cerca de 1.300 bancos de genes ou germoplasma, 

preservando mais de 5.5 milhões de subamostras; deles 78.000 subamostras de 

tomate (Fraleigh, 2006). Os bancos de germoplasma constituem uma forma de 

conservação ex situ dos recursos genéticos, sendo fundamentais na conservação de 

materiais que apresentam desempenhos agronômicos que permitam melhorar a 

produtividade e a resistência a diversas pragas e doenças, contribuindo assim ao 

desenvolvimento nacional, segurança alimentar e redução da utilização de insumos 

agrícolas. Tem sido demonstrada em inúmeras pesquisas que esses recursos genéticos 

aglutinam alta variabilidade genética, porém é necessário caracterizá-los, avaliá-los e 

catalogá-los para poder disponibilizar-los para a comunidade científica e dessa forma 

fazer um melhor emprego dos mesmos em programas de melhoramento para 
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desenvolver variedades superiores (Silva et al., 2001). 

Subamostras de S. lycopersicum conservadas no Banco de Germoplasma de 

Hortaliças (BGH) da Universidade Federal de Viçosa (UFV) têm sido utilizadas de 

forma sistemática na busca de fontes de resistência a pragas e doenças (Silva et al., 

2001), das quais foram identificadas até o momento seis fontes de resistência para 

Tuta absoluta (Suinaga et al., 2003; Oliveira et al., 2009), uma para Peper yellow 

mosaic virus (PepYMV) (Juhasz et al., 2006), três a Zucchini yellow mosaic virus 

(ZYMV) (Moura et al., 2005), seis a Bemisia tabaci biótipo B (Fernandes et al., 

2009), uma a Phytophthora infestans (Abreu et al., 2008) e três a Tomato yellow spot 

virus, (ToYSV) (Aguilera et al., 2008; Aguilera et al., 2011). 

Este trabalho teve como objetivos determinar a presença dos genes de 

resistência Ty-2 e Ty-3 em 95 subamostras de tomate do Banco de Germoplasma de 

Hortaliças da Universidade Federal de Viçosa (BGH-UFV) e sua resposta em 

condições de ambiente protegido com inoculação do ToYSV e em condições de 

campo com infecção natural, assim como, determinar a estrutura genética de 

populações de begomovírus obtidas em dois anos consecutivos (2009-2010) 

infectando tomateiro no estado de Minas Gerais, Brasil. 
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 14 
Resumo 15 

Os vírus pertencentes ao gênero Begomovírus (família Geminiviridae), transmitidos 16 

pela mosca-branca (Bemisia tabaci), são uns dos patógenos que causam as maiores 17 

perdas na cultura do tomateiro no campo. Nos programas de melhoramento genético 18 

da cultura a procura e introgressão de genes de resistência a begomoviroses 19 

provenientes de espécies silvestres pertencentes ao gênero Solanum, têm se tornado 20 

uma das principais alternativas no manejo destas doenças. O objetivo deste trabalho 21 

foi identificar a presença dos genes Ty-2 e Ty-3, que conferem resistência a 22 

begomovírus, em 95 subamostras do Banco de Germoplasma de Hortaliças (BGH) 23 

da Universidade Federal de Viçosa (UFV). Oligonucleotídeos TO302 F/R e FLUW25 24 

F/R foram utilizados em reações de PCR para verificar a presença de marcadores 25 

relacionados aos alelos dos genes Ty-2 e Ty-3, respectivamente. Do total de 26 

subamostras testadas a presença dos alelos do gene Ty-2 foi obtida somente em 27 

heterozigose na subamostra BGH-6881 (S. peruvianum). Os alelos do gene Ty-3 28 

foram também detectados nas subamostras BGH-6878 e BGH-6897 (ambas S. 29 

lycopersicum) e BGH-6881. A subamostra BGH-6881 possui, portanto, os dois genes 30 

analisados (Ty-2 e Ty-3). A identificação de ambos os genes em subamostras sugere a 31 

possibilidade de acesso a genótipos portadores de genes de resistência distintos dos 32 

já introduzidos nas cultivares brasileiras, o que permitiria traçar novas estratégias de 33 

melhoramento na cultura do tomateiro. 34 

Termos para indexação: geminivírus, recursos genéticos, Solanum lycopersicum, 35 

Solanum peruvianum, PCR. 36 
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 37 

Identification of the Ty-2 and Ty-3 genes which confer resistance to 38 

begomoviruses in tomato (Solanum spp. section Lycopersicum) 39 

Abstract 40 

Viruses of the genus Begomovirus (family Geminiviridae) transmitted by whitefly 41 

(Bemisia tabaci), are one of the pathogens that cause major losses in tomato growing 42 

under field conditions. In breeding programs of this crop, the search and 43 

introgression of resistance genes from wild species of begomoviroses of the genus 44 

Solanum, have become one of the main alternative in the management of these 45 

diseases. The objective of this study was to identify the presence of genes Ty-2 and 46 

Ty-3, which confer resistance to begomoviruses in 94 accessions of the Vegetables 47 

Germplasm Bank (BGH) from the Federal University of (UFV). Oligonucleotides 48 

TO302 F/R and FLUW25 F/R were used in PCR reactions to verify the presence of 49 

marker related to the alleles of the genes Ty-2 and Ty-3, respectively. From the total 50 

number of accessions tested, the presence of alleles of the gene Ty-2 was obtained 51 

only in heterozygosity in the accession BGH-6881 (S. peruvianum). The alleles of 52 

the gene Ty-3 were also detected in accessions BGH-6878 and BGH-6897 (both S. 53 

lycopersicum) and BGH-6881. The accession BGH-6881 has, therefore, the two 54 

genes analyzed (Ty-2 and Ty-3). The identification of genes in both accessions 55 

suggests the possibility of access to genotypes carrying distinct resistance genes from 56 

those already introduced in Brazilian cultivars, which would outline new strategies 57 

on tomato breeding programs. 58 

Index terms: geminivirus, genetic resources, Solanum lycopersicum, Solanum 59 

peruvianum, PCR. 60 

 61 

INTRODUÇÃO 62 

O tomateiro (Solanum lycopersicum) é uma das hortaliças mais importantes no 63 

mundo, devido ao seu papel fundamental nos hábitos alimentícios de uma ampla 64 

parte da população mundial.  65 

A cultura apresenta suscetibilidade a uma ampla gama de fatores bióticos e 66 

abióticos que influenciam negativamente a produtividade, fato que tem sido 67 

favorecido pelo processo de domesticação da espécie ao longo dos anos (Vidavsky et 68 

al., 2006). Dentre os fatores bióticos, reportam-se mais de 200 agentes 69 

fitopatogênicos de origem fúngica, bacteriana e viral que afetam a cultura (Fooland, 70 
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2007). Os vírus pertencentes ao gênero Begomovirus (família Geminiviridae), 71 

transmitidos pela mosca-branca Bemisia tabaci, são alguns dos patógenos que 72 

causam as maiores perdas no campo em nível global (Pérez de Castro et al., 2007).  73 

Considerando-se a vulnerabilidade dos genótipos cultivados e a ocorrência de 74 

novas espécies de begomovírus no campo (Ambrozevicius et al., 2002; Ribeiro et al., 75 

2003; Castillo-Urquiza et al., 2008), os programas de melhoramento genético têm 76 

como objetivo a procura e introgressão de genes de resistência a begomoviroses 77 

provenientes de espécies silvestres pertencentes ao gênero Solanum, como uma das 78 

alternativas mais duradouras e eficientes em comparação com outras estratégias de 79 

manejo (González-Cabezuelo et al., 2007).  80 

As atuais cultivares disponíveis no mercado brasileiro são principalmente 81 

portadoras do gene Ty-1, que confere resistência ao Tomato yellow leaf curl virus 82 

(TYLCV), um begomovírus com genoma monossegmentado que não ocorre no 83 

Brasil (classificado como praga quarentenária A1). O TYLCV é o begomovírus mais 84 

agressivo em tomateiro em todas as regiões onde ocorre, daí a importância de se 85 

incorporar fontes de resistência a este vírus nas variedades e híbridos disponíveis no 86 

mercado brasileiro (Santana et al., 2001). Além disso, o gene Ty-1 oferece tolerância 87 

aos vírus com genoma bissegmentado que são predominantes no Brasil. A busca de 88 

novas fontes ou genes de resistência levou à descoberta e introgressão dos genes Ty-2 89 

e Ty-3, localizados nos cromossomos 11 e 6 das espécies silvestres S. habrochaites e 90 

S. chilense,  respectivamente, e que, como o Ty-1, conferem resistência a diferentes 91 

isolados de TYLCV  (Hanson et al., 2006; Ji et al., 2007).  92 

A procura destes genes em materiais presentes nos Bancos de Germoplasma 93 

brasileiros e sua introgressão em materiais comerciais podem contribuir para um 94 

melhor controle de begomoviroses no campo nas condições do Brasil.  95 

Este trabalho teve como objetivo avaliar a presença dos genes Ty-2 e Ty-3 em 96 

95 subamostras do Banco de Germoplasma de Hortaliças (BGH) da Universidade 97 

Federal de Viçosa (UFV).   98 

 99 

MATERIAL E MÉTODOS 100 

Condições experimentais 101 

O trabalho foi conduzido no Laboratório de Virologia Vegetal Molecular do 102 

BIOAGRO-UFV, empregando 94 subamostras de tomateiro (Solanum spp. seção 103 

Lycopersicum) do Banco de Germoplasma de Hortaliças (BGH) (www.bgh.ufv.br) da 104 
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UFV (Tabela 1).  105 

Como padrões negativos (ausência dos genes Ty-2 e Ty-3) foram empregados 106 

as cultivares 'Santa Clara' e 'Campbell 28', e os híbridos Débora e Fany. Como 107 

padrões positivos foram empregadas as linhagens H24 e LD7, portadores do gene Ty-108 

2, e a linhagem STY4, portadora do gene Ty-3, cujas sementes foram doadas pelo 109 

Instituto Nacional de Ciências Agrícolas (INCA) de Cuba. As mudas foram 110 

cultivadas em bandejas até 25 dias após a germinação e transplantadas para vasos 111 

plásticos de 1 L de capacidade com terriço de barranco e esterco bovino (2:1) 112 

previamente esterilizado.   113 

Três plantas de cada material avaliado foram mantidas em condições de casa-114 

de-vegetação do Departamento de Fitopatologia da UFV, a uma temperatura de 115 

aproximadamente 23±3oC e umidade relativa entre 80-85%. As plantas foram 116 

mantidas sob estas condições até o momento da coleta das folhas, no estádio de 117 

quatro folhas verdadeiras.   118 

 119 

Extração do DNA  120 

O DNA das folhas coletadas foi extraído pelo método de Dellaporta et al. 121 

(1983) e sua concentração foi ajustada para 10 ng/μl após mistura de quantidades 122 

iguais de DNA de cada indivíduo coletado em cada subamostra. 123 

Para a identificação dos alelos dos genes foram utilizados oligonucleotídeos 124 

específicos para os genes Ty-2 e Ty-3 descritos por Hanson et al. (2006) e Ji et al. 125 

(2007); respectivamente (Tabela 2). 126 

 127 

Condições de amplificação dos PCRs 128 

As reações de PCR foram realizadas em um volume final de 25 μl, 129 

empregando-se 2,5 μl de tampão 10× (100 mM Tris-HC1, 500 mM KC1, pH 9,0), 1,5 130 

mM de MgCl2, 2,5 mM de cada dNTP, 2,5 µM de cada oligonucleotídeo e 1U de Taq 131 

DNA polimerase (Invitrogen). As condições de reação e a quantidade de DNA molde 132 

foram diferentes para cada par de oligonucelotídeos. Para as reações com o par 133 

TO302F/R (amplificação correspondente ao gene Ty-2) (Tabela 2), foram utilizados 134 

100 ng de DNA e as condições de amplificação consistiram em uma etapa inicial de 135 

desnaturação a 94oC durante 5 min, seguida por 35 ciclos (desnaturação a 94oC por 136 

30 s, anelamento a 55oC por 1 min e extensão a 72oC por 2 min) e finalizando com 137 

uma extensão a 72oC por 10 min. Para as reações com o par FLUW25F/R 138 
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(amplificação correspondente ao gene Ty-3) foram empregados 15 ng de DNA e as 139 

condições de amplificação consistiram em uma etapa inicial de desnaturação a 94oC 140 

durante 3 min, seguida por 35 ciclos (desnaturação a 94oC por 30 s, anelamento a 141 

53oC por 1 min, extensão a 72oC por 1 min) e finalizando com uma extensão a 72oC 142 

por 10 min.  143 

Os produtos obtidos nas reações de PCR foram analisados em géis de agarose a 144 

1.5%, utilizando-se o marcador 1kb plus DNA Ladder (Invitrogen). Os genótipos 145 

foram classificados em homozigotos (dominantes ou recessivos) e heterozigotos com 146 

base nos padrões de amplificação observados.  147 

 148 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 149 

Com base nas análises das reações de amplificação para o alelo do gene Ty-2 150 

foi observado que, do total de 94 subamostras avaliadas, apenas a subamostra BGH-151 

6881 (S. peruvianum) apresentou o padrão heterozigoto (Ty-2/ty-2) (Tabela 1). Esse 152 

padrão inclui um fragmento de aproximadamente 950 pb correspondente ao alelo 153 

resistente (Ty-2), igual ao amplificado a partir dos materiais H24 e LD7 empregados 154 

como controles positivos, e um segundo fragmento de aproximadamente 850 pb 155 

correspondente ao alelo suscetível (ty-2), amplificado a partir dos controles negativos 156 

e das demais subamostras.  157 

Estudos realizados em Cuba por Dueñas et al. (2008) demonstraram que sob 158 

condições de infecção não controlada (livre escolha em condições de campo e sem 159 

manejo do inseto vetor) na presença do isolado cubano TYLCV-IL [CU], os 160 

materiais H24 e CLN2116B apresentaram comportamento de resistência, com 161 

ausência dos sintomas característicos do vírus e sem replicação viral, atribuindo-se 162 

este comportamento à presença do gene Ty-2. A identificação deste gene em material 163 

presente no BGH-UFV representa uma nova opção para os programas de 164 

melhoramento de tomateiro no Brasil. A introgressão em novos genótipos pode levar 165 

a um comportamento similar ao obtido por Dueñas et al. (2008), embora isso deva 166 

ser testado nas condições do Brasil frente aos begomovírus bissegmentados aqui 167 

presentes.     168 

As análises dos padrões de amplificação para o gene Ty-3 indicou que as 169 

subamostras BGH-6878 e BGH-6897 (ambas S. lycopersicum) apresentaram padrão 170 

homozigoto dominante (Ty-3/Ty-3) (Tabela 1), com a amplificação de um fragmento 171 

de aproximadamente 640 pb idêntico ao amplificado para o genótipo STY4. Já a 172 
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subamostra BGH-6881 apresentou padrão heterozigoto, com amplificação do 173 

fragmento de 640 pb e de um segundo fragmento com aproximadamente 580 pb 174 

aproximadamente, também amplificado a partir dos controles negativos e em todas 175 

as demais subamostras. A subamostra BGH-6881 possui, portanto, os dois genes 176 

analisados (Ty-2 e Ty-3).  177 

O gene Ty-3 foi originalmente identificado nas subamostras LA 2779 e LA 178 

1932, ambas da espécie silvestre S. chilense. Este gene tem sido utilizado no 179 

programa de melhoramento genético do tomateiro para conferir resistência ao 180 

TYLCV e ao Tomato mottle virus (ToMoV) na Florida, EUA (Ji et al., 2007).  181 

A identificação dos dois genes (Ty-2 e Ty-3) em subamostras do BGH-UFV 182 

sugere a possibilidade de acesso a genótipos portadores de genes de resistência 183 

distintos, o que permitiria traçar novas estratégias de melhoramento na cultura do 184 

tomateiro, a partir da obtenção de híbridos, linhas ou variedades com um amplo 185 

espectro de resistência. Além disso, a introgressão do gene Ty-3 poderia ser realizada 186 

rapidamente, pela facilidade de cruzamento que existe entre as subamostras BGH-187 

6878 e BGH-6897, ambas da espécie S. lycopersicum. A facilidade de detecção e 188 

identificação destes genes de resistência a partir de técnicas simples como a PCR 189 

constitui um avanço importante nos programas de melhoramento das viroses 190 

transmitidas por mosca-banca (González-Cabezuelo et al., 2007), permitindo a 191 

seleção assistida por marcadores nos materiais que se originam dos programas de 192 

melhoramento em qualquer um de seus possíveis genótipos (heterozigotos e 193 

homozigotos dominantes ou recessivos). 194 
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Tabela 1. Lista dos códigos, espécies e genes identificados nas subamostras de tomateiro do Banco de Germoplasma de Hortaliças (BGH) da 

Universidade Federal de Viçosa (UFV) utilizados no trabalho. 

Genesa Genes  No. Código Espécie 
Ty-2 Ty-3 

No. Código Espécie 
Ty-2 Ty-3 

1 BGH-2062 S. lycopersicum - - 52 BGH-2131 S. lycopersicum - -  
2 BGH-2064 S. lycopersicum - - 53 BGH-2132 S. lycopersicum - - 
3 BGH-2065 S. lycopersicum - - 54 BGH-2133 S. lycopersicum - - 
4 BGH-2068 S. lycopersicum - - 55 BGH-2134 S. lycopersicum - - 
5 BGH-2069 S. lycopersicum - - 56 BGH-2135 S. lycopersicum - - 
6 BGH-2071 S. lycopersicum - - 57 BGH-2138 S. lycopersicum - - 
7 BGH-2072 S. lycopersicum - - 58 BGH-2141 S. lycopersicum - - 
8 BGH-2073 S. lycopersicum - - 59 BGH-2143 S. lycopersicum - - 
9 BGH-2074 S. lycopersicum - - 60 BGH-2144 S. lycopersicum - - 
10 BGH-2075 S. lycopersicum - - 61 BGH-2145 S. lycopersicum - - 
11 BGH-2076 S. lycopersicum - - 62 BGH-2146 S. lycopersicum - - 
12 BGH-2077 S. lycopersicum - - 63 BGH-2149 S. lycopersicum - - 
13 BGH-2078 S. lycopersicum - - 64 BGH-2150 S. lycopersicum - - 
14 BGH-2080 S. lycopersicum - - 65 BGH-2151 S. lycopersicum - - 
15 BGH-2081 S. lycopersicum - - 66 BGH-2152 S. lycopersicum - - 
16 BGH-2082 S. lycopersicum - - 67 BGH-6858  S. lycopersicum - - 
17 BGH-2083 S. lycopersicum - - 68 BGH-6859 S. lycopersicum - - 
18 BGH-2086 S. lycopersicum - - 69 BGH-6861 S. lycopersicum - - 
19 BGH-2087 S. lycopersicum - - 70 BGH-6866 S. lycopersicum - - 
20 BGH-2088 S. lycopersicum - - 71 BGH-6867 S. lycopersicum - - 
21 BGH-2089 S. lycopersicum - - 72 BGH-6877 S. lycopersicum - - 
 
         



21 
 

Tabela 1 (cont.) 
22 BGH-2091 S. lycopersicum - - 73 BGH-6878 S. lycopersicum - + 
23 BGH-2092 S. lycopersicum - - 74 BGH-6880 S. lycopersicum - - 
24 BGH-2093 S. lycopersicum - - 75 BGH-6881 S. peruvianum ± ± 
25 BGH-2095 S. lycopersicum - - 76 BGH-6884 S. lycopersicum - - 
26 BGH-2096 S. lycopersicum - - 77 BGH-6887 S. lycopersicum - - 
27 BGH-2097 S. lycopersicum - - 78 BGH-6897 S. lycopersicum - + 
28 BGH-2098 S. lycopersicum - - 79 BGH-6901 S. habrochaites - - 
29 BGH-2100 S. lycopersicum - - 80 BGH-6924 S. lycopersicum - - 
30 BGH-2102 S. lycopersicum - - 81 BGH-6925 S. lycopersicum - - 
31 BGH-2105 S. lycopersicum - - 82 BGH-6926 S. lycopersicum - - 
32 BGH-2109 S. lycopersicum - - 83 BGH-6993 S. lycopersicum - - 
33 BGH-2110 S. lycopersicum - - 84 BGH-7024 S. lycopersicum - - 
34 BGH-2111 S. lycopersicum - - 85 BGH-7192 S. lycopersicum - - 
35 BGH-2112 S. lycopersicum - - 86 BGH-7193 S. lycopersicum - - 
36 BGH-2113 S. lycopersicum - - 87 BGH-7197 S. lycopersicum - - 
37 BGH-2114 S. lycopersicum - - 88 BGH-7213 S. lycopersicum - - 
38 BGH-2115 S. lycopersicum - - 89 BGH-7218 S. lycopersicum - - 
39 BGH-2116 S. lycopersicum - - 90 BGH-7221 S. lycopersicum - - 
40 BGH-2117 S. lycopersicum - - 91 BGH-7222 S. lycopersicum - - 
41 BGH-2118 S. lycopersicum - - 92 BGH-7263 S. lycopersicum - - 
42 BGH-2120 S. lycopersicum - - 93 BGH-7467 S. lycopersicum - - 
43 BGH-2121 S. lycopersicum - - 94 BGH-7466 S. lycopersicum - - 
44 BGH-2122 S. lycopersicum - - 95 Campbell 28b S. lycopersicum - - 
45 BGH-2123 S. lycopersicum - - 96 Déborab S. lycopersicum - - 
46 BGH-2124 S. lycopersicum - - 97 Fanyb  S. lycopersicum - - 
47 BGH-2125 S. lycopersicum - - 98 Santa Clarab S. lycopersicum - - 
48 BGH-2127 S. lycopersicum - - 99 H 24c S. lycopersicum + - 
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Tabela 1 (cont.)         

49 BGH-2128 S. lycopersicum - - 100 LD7c S. lycopersicum + - 
50 BGH-2129 S. lycopersicum - - 101 STY4d S. lycopersicum - + 
51 BGH-2130 S. lycopersicum - -      

a Homozigoto dominante (+), heterozigoto (±) e homozigoto recessivo (-); b controle negativo para ambos os genes; c 

controle positivo para o alelo dominante do gene Ty-2; d controle positivo para o alelo dominante do gene Ty-3. 
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Tabela 2. Oligonucleotídeos utilizados para a amplificação via PCR de fragmentos de DNA correspondentes aos genes Ty-2 e Ty-3. 

 

Nome Sequência 
Gene correspondente ao 

fragmento amplificado 
Referência 

TO302F 5' TGG CTC ATC CTG AAG CTG ATA GCG C 3' 

TO302R 5' AGT GTA CAT CCT TGC CAT TGA CT 3' 
Ty-2 Hanson et al. (2006) 

FLUW25F 5' CAA GTG TGC ATA TAC TTC ATA TTC ACC 3' 

FLUW25R 5' CCA TAT ATA ACC TCT GTT TCT ATT TCG AC 3' 
Ty-3 Li et al. (2007) 
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 20 

RESUMO  21 

Os begomovírus tem ganhado importância econômica na cultura do tomateiro 22 

no Brasil a partir da introdução de um novo biótipo de mosca-branca, biótipo B; 23 

tornando-se cada vez mais frequentes nas regiões produtoras. Um total de 94 24 

subamostras de tomateiro pertencentes ao Banco de Germoplasma de Hortaliças da 25 

Universidade Federal de Viçosa (BGH-UFV) foram avaliadas em ambiente protegido 26 

(inoculação do Tomato yellow spot virus (ToYSV)) e no campo (infecção natural) 27 

quanto à resistência a begomovírus bissegmentados presentes no Brasil. Foram 28 

realizadas avaliações visuais dos sintomas e confirmada à infecção viral pelo método 29 

de hibridização não radioativa. Análises de variância e correlações entre os 30 

caracteres foram realizadas. Um total de 36 clones foram obtidos e sequenciados na 31 

procura da identificação dos isolados de begomovírus presentes no campo. Como 32 

resultado do sequenciamento foi possível identificar em todos os clones o Tomato 33 

severe rugose virus (ToSRV), uma das espécies do complexo de Begomovírus que 34 

infecta tomateiro no Brasil. Correlações altas e significativas (P<0,01) foram 35 

encontradas entre os dados de porcentagens de sintomas visuais e de infecção viral, 36 
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com valores de 0,67 em ambiente protegido e de 0,60 em campo. Baseado no 37 

comportamento diferenciado das subamostras, a baixa incidência de begomovírus e 38 

reduzidos níveis de infecção viral, em ambas as condições experimentais, concluiu-39 

se que em condições de ambiente protegido destacaram-se as subamostras BGH-40 

2144, BGH-2150, BGH-6878 e BGH-6881. Já em condições de campo com infecção 41 

natural, os melhores resultados foram obtidos pelas subamostras BGH-2080 e BGH-42 

6881. Somente o BGH-6881 (S. peruvianum) sobressaiu em ambas as condições, 43 

com essa resposta sendo atribuída a presença dos alelos dos genes de resistência Ty-2 44 

e Ty-3. Em geral todas as subamostras selecionadas em ambas as condições 45 

experimentais podem servir como base para a produção de cultivares mais tolerantes 46 

a begomovírus bissegmentados presentes no Brasil, principalmente por serem a 47 

maioria delas membros da espécie S. lycopersicum.  48 

Palavras-chave adicionais: begomovírus, variabilidade genética, germoplasma, 49 

Solanum lycopersicum, Solanum peruvianum, genes de resistência Ty-2 e Ty-3. 50 

 51 

ABSTRACT 52 

The begomoviruses has gained economic importance in tomato in Brazil since 53 

the introduction of a new biotype of whitefly, biotype B; becoming increasingly 54 

frequent in the producing areas. A total of 94 tomato accessions belonging to the 55 

Vegetables Germplasm Bank from the Federal University of Viçosa (BGH-UFV) 56 

were evaluated under greenhouse (inoculation of Tomato yellow spot virus 57 

(ToYSV)) and field (natural infection) conditions for resistance to bipartite 58 

begomoviruses present in Brazil. Visual evaluations of symptoms and viral infection 59 

were confirmed by a non-radioactive hybridization method. Analysis of variance and 60 

correlations were made between the characteristics. A total of 36 clones were 61 

obtained and sequenced in the search for identification of isolates of begomoviruses 62 

present in field conditions. As the result of the sequencing, it was possible to identify 63 

the Tomato severe rugose virus (ToSRV) in all clones, one of the species from the 64 

begomoviruses complex that infects tomato in Brazil. High and significant 65 

correlations (P<0,01) were found between the percentage of visual symptoms data 66 

and viral infection, with values of 0.67 to greenhouse and 0.60 in the field. Based in 67 

the different behavior of the accessions, the low incidence of begomoviruses and 68 

reduced levels of viral infection in both experimental conditions, it was concluded 69 

that under greenhouse, the accessions BGH-2144, BGH-2150, BGH-6878 and BGH-70 
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6881 presented better response. Already under field conditions with natural infection, 71 

the best results were obtained for accessions BGH-2080 and BGH-6881. Only BGH-72 

6881 (S. peruvianum) showed strong resistance in both conditions, which is 73 

attributed to the presence of alleles of the genes for resistance Ty-2 and Ty-3. In 74 

general, all the accessions selected in both experimental conditions can be used as 75 

basis to obtain tolerant cultivars to bipartite begomoviruses present in Brazil, mainly 76 

because most of them are members of the S. lycopersicum species. 77 

Keywords: begomoviruses, genetic variability, germplasm, Solanum lycopersicum, 78 

resistance source, resistance genes Ty-2 and Ty-3. 79 

 80 

INTRODUÇÃO 81 

A família Geminiviridae é dividida em quatro gêneros (Mastrevirus, 82 

Curtovirus, Topocovirus e Begomovirus) de acordo com o tipo de inseto vetor, planta 83 

hospedeira, organização do genoma e filogenia (Stanley et al. 2005). Os geminivírus 84 

são vírus de plantas com genoma de DNA circular de fita simples e encapsidados em 85 

partículas icosaédricas geminadas (Rojas et al. 2005). Os vírus classificados dentro 86 

do gênero Begomovirus são transmitidos por mosca-branca (Bemisia tabaci -87 

Homoptera: Aleyrodidae) e infectam plantas dicotiledôneas podendo ter um ou dois 88 

componentes genômicos. 89 

Nos últimos anos, problemas fitossanitários associados a insetos do gênero 90 

Bemisia têm se tornado cada vez mais frequentes em tomateiros cultivados em todo 91 

o mundo (Morales and Jones 2004; Naranjo and Ellsworth 2001). Em decorrência do 92 

aumento populacional da mosca-branca, tem ocorrido aumento na incidência de 93 

begomoviroses ocasionadas pela transmissão natural por esses insetos, tornando-se 94 

um dos principais problemas na cultura do tomateiro no Brasil (Lima et al. 2001; 95 

Lourenção et al. 2004; Lourenção and Nagai 1994; Santos et al. 2003; Santos et al. 96 

2004; Villas-Bôas et al. 2002; França et al. 1996; Rezende et al. 1996; Ribeiro et al. 97 

1994). 98 

Os begomovírus ganharam importância econômica em tomateiro no Brasil a 99 

partir da introdução de um novo biótipo de mosca-branca, biótipo B (Melo 1992). 100 

Quando comparado com o biótipo A, este novo biótipo possui uma maior gama de 101 

espécies hospedeiras, o que tem propiciado sua rápida disseminação no Brasil 102 

(Bedford et al. 1994; Lourenção and Nagai 1994; Santos et al. 2003; Villas-Bôas et 103 

al. 2002). Santos et al. (2003) demostraram que a interação vírus-vetor pode ser 104 
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estabelecida desde a fase inicial do desenvolvimento do inseto, o que pode ser 105 

considerado relevante para os estudos epidemiológicos dos begomovírus associados 106 

ao biótipo B de B. tabaci no Brasil, e torna o controle da mosca-branca ainda mais 107 

importante. Desde o início da década de 1990, dezesseis espécies de begomovírus já 108 

foram descritas infectando o tomateiro no Brasil, algumas delas estão presentes em 109 

várias regiões do país enquanto outras são restritas a determinadas regiões 110 

(Ambrozevicius et al. 2000; Ambrozevicius et al. 2002; Andrade et al. 2002; 111 

Andrade et al. 2006; ; Bezerra et al. 1997; Castillo-Urquiza et al. 2008; Faria et al. 112 

2000; Faria et al. 1997; Fernandes et al. 2006; Ribeiro et al. 2003) 113 

Mediante estudos de distribuição e diversidade genética de begomovírus no 114 

sudeste do país foram caracterizadas três novas espécies: o Tomato rugose mosaic 115 

virus (ToRMV), presente no Triângulo Mineiro (Fernandes et al. 2006) e duas 116 

espécies descritas na Zona Metalúrgica de Minas Gerais, o Tomato chlorotic mottle 117 

virus  (ToCMoV) e o Tomato yellow spot virus (ToYSV) (Ambrozevicius et al. 118 

2002). O ToYSV, além de infectar o tomateiro e induzir sintomas severos, infecta 119 

espécies de plantas invasoras como Macroptilium e Sida (Andrade et al. 2006). O 120 

ToYSV tem sido caracterizado molecularmente (Andrade et al. 2006) e vem sendo 121 

empregado como begomovírus modelo na procura de fontes de resistência por 122 

Aguilera et al. 2008 e Aguilera et al. 2011b, principalmente por ser uns dos 123 

begomovírus que ocasiona os sintomas mais severos e com maior precocidade se 124 

comparado com outras espécies descritas no Brasil (Andrade et al. 2006). 125 

O uso de cultivares resistentes é o método mais promissor de controle dessas 126 

viroses, comparado ao controle de plantas daninhas, utilização de mudas livres de 127 

vírus, controle da mosca-branca e período livre de tomateiro no campo (Freitas-128 

Astúa et al. 2002; Zerbini et al. 2007). Numerosos trabalhos foram desenvolvidos no 129 

Brasil (Aguilera et al. 2008; Aguilera et al. 2011a; Aguilera et al. 2011b; Ferraz et al. 130 

2003; Giordano et al. 1999; Lourenção et al. 2004; Matos et al. 2003) e no mundo 131 

(Picó et al. 1999; Picó et al. 2001; Piven et al. 1995; Tripathi and Varma 2003; Zakay 132 

et al. 1991) com o objetivo de obter fontes de resistência a begomovírus em espécies 133 

do gênero  Solanum, principalmente ao Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) que 134 

é o begomovírus mais agressivo para a cultura do tomate nas regiões onde ocorre, 135 

sendo considerada praga quarentenária para o Brasil.  136 

Os bancos de germoplasma constituem uma importante forma de conservação 137 

de recursos genéticos, e neles podem ser encontradas possíveis fontes de resistência 138 
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a pragas e doenças, que podem ser incorporadas a cultivares comerciais por meio de 139 

programas de melhoramento (Silva et al. 2001). Subamostras de S. lycopersicum 140 

conservadas no Banco de Germoplasma de Hortaliças da UFV (BGH-UFV) têm sido 141 

utilizadas de forma sistemática na busca de fontes de resistência a pragas e doenças 142 

(Silva, 2001), das quais foram identificadas até o momento seis fontes de resistência 143 

para: Tuta absoluta (Suinaga et al. 2003; Oliveira et al. 2009), Peper yellow mosaic 144 

virus (PepYMV) (Juhasz et al. 2006), Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) (Moura 145 

et al. 2005), Bemisia tabaci biotipo B (Fernandes et al. 2009), Phytophthora 146 

infestans (Abreu et al. 2008) e Tomato yellow spot virus, (ToYSV) (Aguilera et al. 147 

2008; Aguilera et al. 2011a; Aguilera et al. 2011b).  148 

O presente trabalho teve como objetivo identificar possíveis fontes de 149 

resistência a begomovírus dentre 94 subamostras de tomateiro (Solanum spp. seção 150 

Lycopersicum) pertencentes ao Banco de Germoplasma de Hortaliças da UFV em 151 

condições de inoculação artificial e natural. 152 

MATERIAL E MÉTODOS 153 

Condições Experimentais 154 

Os experimentos foram conduzidos em ambiente protegido no Departamento 155 

de Fitopatologia da Universidade Federal de Viçosa (UFV), e no campo em áreas 156 

experimentais da Horta de Pesquisa da UFV localizadas na Região da Zona da Mata 157 

de Minas Gerais, a latitude 200 45’ 14’’ S, longitude 420 52’ 53’’ W e altitude de 158 

648.74 m. Foram avaliadas 94 subamostras de tomate (Tabela 1), as quais fazem 159 

parte da coleção de germoplasma do Banco de Germoplasma de Hortaliças (BGH) 160 

da UFV (www.bgh.ufv.br), conjuntamente com três controles: a cultivar ‘Santa 161 

Clara’ e o híbrido ‘Débora Plus’ suscetíveis a begomovírus e o híbrido ‘Fany’ como 162 

controle tolerante.  163 

Avaliações em ambiente protegido 164 

Inoculação artificial foi realizada em plântulas no estádio de dois pares de 165 

folhas verdadeiras, com 2µg de cada componente genômico do begomovírus Tomato 166 

yellow spot virus (ToYSV) (Aragão et al. 1996).  167 
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Tabela 1. Códigos, espécies e origem das subamostras de tomate empregadas neste estudo. 168 

No. Código Especie Origen* No. Código Especie Origen* No. Código Especie Origen* 

1 BGH-2062 S. lycopersicum UP-EUA 34 BGH-2111 S. lycopersicum UP-EUA 67 BGH-6858 S. lycopersicum MG-P 
2 BGH-2064 S. lycopersicum UP-EUA 35 BGH-2112 S. lycopersicum - 68 BGH-6859 S. lycopersicum MG-P 
3 BGH-2065 S. lycopersicum UP-EUA 36 BGH-2113 S. lycopersicum UP-EUA 69 BGH-6861 S. lycopersicum R-IT 
4 BGH-2068 S. lycopersicum UP-EUA 37 BGH-2114 S. lycopersicum UP-EUA 70 BGH-6866 S. lycopersicum - 
5 BGH-2069 S. lycopersicum UP-EUA 38 BGH-2115 S. lycopersicum UP-EUA 71 BGH-6867 S. lycopersicum PI 
6 BGH-2071 S. lycopersicum UP-EUA 39 BGH-2116 S. lycopersicum UP-EUA 72 BGH-6877 S. lycopersicum - 
7 BGH-2072 S. lycopersicum UP-EUA 40 BGH-2117 S. lycopersicum UP-EUA 73 BGH-6878 S. lycopersicum - 
8 BGH-2073 S. lycopersicum UP-EUA 41 BGH-2118 S. lycopersicum UP-EUA 74 BGH-6880 S. lycopersicum - 
9 BGH-2074 S. lycopersicum UP-EUA 42 BGH-2120 S. lycopersicum UP-EUA 75 BGH-6881 S. peruvianum - 

10 BGH-2075 S. lycopersicum UP-EUA 43 BGH-2121 S. lycopersicum UP-EUA 76 BGH-6884 S. lycopersicum - 
11 BGH-2076 S. lycopersicum UP-EUA 44 BGH-2122 S. lycopersicum UP-EUA 77 BGH-6887 S.  lycopersicum - 
12 BGH-2077 S. lycopersicum UP-EUA 45 BGH-2123 S. lycopersicum UP-EUA 78 BGH-6897 S.  lycopersicum - 
13 BGH-2078 S. lycopersicum UP-EUA 46 BGH-2124 S. lycopersicum UP-EUA 79 BGH-6901 S. habrochaites - 
14 BGH-2080 S. lycopersicum UP-EUA 47 BGH-2125 S. lycopersicum UP-EUA 80 BGH-6924 S. lycopersicum UC-EUA 
15 BGH-2081 S. lycopersicum UP-EUA 48 BGH-2127 S. lycopersicum UP-EUA 81 BGH-6925 S. lycopersicum UC-EUA 
16 BGH-2082 S. lycopersicum - 49 BGH-2128 S. lycopersicum UP-EUA 82 BGH-6926 S. lycopersicum UC-EUA 
17 BGH-2083 S. lycopersicum UP-EUA 50 BGH-2129 S. lycopersicum - 83 BGH-6993 silv. - 
18 BGH-2086 S. lycopersicum UP-EUA 51 BGH-2130 S. lycopersicum - 84 BGH-7024 S. lycopersicum PAL-BR 
19 BGH-2087 S. lycopersicum UP-EUA 52 BGH-2131 S. lycopersicum UP-EUA 85 BGH-7192 S. lycopersicum - 
20 BGH-2088 S. lycopersicum UP-EUA 53 BGH-2132 S. lycopersicum UP-EUA 86 BGH-7193 S. lycopersicum ES-BR 
21 BGH-2089 S. lycopersicum UP-EUA 54 BGH-2133 S. lycopersicum UP-EUA 87 BGH-7197 S. lycopersicum PA-BR 
22 BGH-2091 S. lycopersicum UP-EUA 55 BGH-2134 S. lycopersicum UP-EUA 88 BGH-7213 S. lycopersicum WV- EUA 
23 BGH-2092 S. lycopersicum UP-EUA 56 BGH-2135 S. lycopersicum UP-EUA 89 BGH-7218 S. lycopersicum JÁ 
24 BGH-2093 S. lycopersicum UP-EUA 57 BGH-2138 S. lycopersicum UP-EUA 90 BGH-7221 S. lycopersicum - 
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Tabela 1. (cont.)           
25 BGH-2095 S. lycopersicum - 58 BGH-2141 S. lycopersicum UP-EUA 91 BGH-7222 S. lycopersicum ES-BR 
26 BGH-2096 S. lycopersicum UP-EUA 59 BGH-2143 S. lycopersicum UP-EUA 92 BGH-7263 S. lycopersicum LP-BO 
27 BGH-2097 S. lycopersicum UP-EUA 60 BGH-2144 S. lycopersicum UP-EUA 93 BGH-7267 S. lycopersicum EUA 
28 BGH-2098 S. lycopersicum UP-EUA 61 BGH-2145 S. lycopersicum UP-EUA 94 BGH-7466 S. lycopersicum - 
29 BGH-2100 S. lycopersicum UP-EUA 62 BGH-2146 S. lycopersicum UP-EUA Débora  S. lycopersicum Sakata Seed 
30 BGH-2102 S. lycopersicum UP-EUA 63 BGH-2149 S. lycopersicum - Fanny  S. lycopersicum Seminis 
31 BGH-2105 S. lycopersicum UP-EUA 64 BGH-2150 S. lycopersicum - Santa Clara  S. lycopersicum Sakata Seed 
32 BGH-2109 S. lycopersicum UP-EUA 65 BGH-2151 S. lycopersicum -     
33 BGH-2110 S. lycopersicum UP-EUA 66 BGH-2152 S. lycopersicum -     

*origem registrado no livro de registro do banco disponível no www.bgh.ufv.br, o traço (-) representa a origem desconhecida. Emcapa, Santo Antonio- Piaui (PI); Isla-169 
Porto Alegre (I-PAL); Japão (JÁ); La Paz-Bolívia (LP-BO); Maracaçumé-Paraná (M-PA); Paracatu-Minas Gerais (P-MG); Roma- Itália (R-IT); Universidade da 170 
Califórnia-Devis (UC-EUA); Universidade de Purdue (UP-EUA); Venda Nova dos Emigrantes - Espírito Santo (VN-ES); Vitória-Espírito Santo (V-ES); West Lafayette 171 
(University of Purdue) – Indiana (UP-EUA); West Virgínia (WV-EUA).  172 
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Foi utilizado o isolado Bi2 do ToYSV obtido por Ambrozevicius et al. 173 

(Ambrozevicius et al. 2002). Para a inoculação via biobalística foram utilizados os 174 

clones infecciosos pToYSV-A1.2 e pToYSV-B1.2, descritos por Andrade et al. 175 

(Andrade et al. 2006). Depois de inoculadas, as plantas foram mantidas em recipientes 176 

de um litro contendo substrato composto de mistura de terra e esterco bovino na 177 

proporção 3:1, previamente esterilizado. Cada parcela foi constituída por uma planta 178 

em cada recipiente, totalizando cinco plantas por subamostra inoculadas com o 179 

begomovírus ToYSV e uma planta bombardeada com água como controle negativo. As 180 

plantas foram mantidas em casa de vegetação com temperaturas médias diárias de 181 

26±2oC e conduzidas em delineamento inteiramente casualizado. O manejo das 182 

plantas em ambiente protegido incluiu irrigações diárias dependendo da necessidade 183 

da cultura e das condições climáticas, eliminação semanal das brotações excedentes 184 

conduzindo as plantas com uma única haste e tutorado com fitilho. As avaliações 185 

foram realizadas aos 15, 30 e 45 dias após inoculação (DAI). 186 

 187 

Avaliações em campo 188 

O experimento foi conduzido com o mesmo número de subamostras e controles 189 

utilizados nas avaliações em ambiente protegido. As mudas foram transplantadas com 190 

quatro a cinco folhas definitivas (cerca de 10 cm de altura), no espaçamento de 1,25 m 191 

entre linhas e 0,6 m entre plantas. Foram realizadas adubações segundo 192 

recomendações da Comissão de Fertilidade de Solo do Estado de Minas Gerais 193 

(Ribeiro et al. 1999). As plantas foram conduzidas com uma haste e tutoradas 194 

verticalmente com fitilho, e irrigadas por sistema de gotejamento realizando 195 

fertirrigações semanalmente.    196 

O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualizados com três 197 

repetições. Em cada repetição (parcela) cada subamostra foi representada por cinco 198 

plantas, sendo empregadas as três plantas do meio de cada parcela para realização das 199 

diferentes avaliações aos 60 dias após o transplantio (DAT). Não foi realizado controle 200 

do inseto vetor, entretanto, foi feito o controle de outras doenças que por ventura 201 

acometeram as plantas. 202 

 203 

Caracterização dos sintomas visuais 204 

A presença ou ausência de sintomas de begomovírus foi avaliada de forma 205 

visual nas duas condições experimentais, classificando-se a planta como suscetível 206 
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sempre que observado pelo menos um dos sintomas característicos de infecção por 207 

begomovírus, como mosaico severo, epinastia, manchas cloróticas e encarquilhamento 208 

foliar. Utilizou-se uma escala de notas que variou de 1 a 3 adaptada de Lourenção et al 209 

(2004), onde 1 – ausência de sintomas; 2 – pequenas manchas amarelas, mosaico leve 210 

e epinastia; 3 – manchas amarelas, mosaico severo, epinastia, distorção folhar e 211 

redução do crescimento (Figura 1). Ao final das avaliações foi quantificada em cada 212 

subamostra a porcentagem de plantas com sintomas visuais do total de plantas 213 

inoculadas em ambiente protegido e do total de plantas amostradas no campo. 214 

 215 
Figura 1. Escala de classificação visual empregada para avaliar o efeito da inoculação 216 

das subamostras de tomate em condições de ambiente protegido e de campo. O 217 

padrão empregado foi de folhas da cultivar Santa Clara: plantas sem sintomas 218 

(1); pequenas manchas amarelas, mosaico leve e epinastia (2); manchas 219 

amarelas, mosaico severo, epinastia, distorção foliar e redução do crescimento 220 

(3). 221 

 222 

Extração do DNA e confirmação da infecção viral por meio de hibridização 223 

molecular  224 

O DNA total das plantas inoculadas foi extraído de acordo com Dellaporta et al. 225 

(1983) e empregadas alíquotas iguais de cada amostra (50µl) para ser desnaturado e 226 

logo fixado com luz ultravioleta 120mJ/cm2 em membranas de náilon (Hybond-N+, 227 

GE Healthcare). Empregou-se como controle positivo DNA de amostras de tomate da 228 

cultivar Moneymaker infectados com begomovírus e como controles negativos foram 229 

empregados DNA de amostras de tomate não infectado da mesma cultivar e água 230 

milli-q. Os três controles foram empregados em todas as membranas obtidas. Foi 231 

quantificada em cada subamostra a porcentagem de plantas com infecção viral do total 232 

de plantas inoculadas em ambiente protegido e do total de plantas amostradas no 233 
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campo.  234 

As membranas do experimento de ambiente protegido foram submetidas à 235 

hibridização com sonda específica para detecção do ToYSV, correspondente a um 236 

fragmento de DNA-A liberado a partir da digestão do clone pToYSV-A 1.2 com a 237 

enzima Pst I (Andrade, 2006). As membranas do experimento de campo foram 238 

submetidas à hibridização com sonda inespecífica para detecção correspondente aos 239 

fragmentos dos DNA-As dos begomovírus ToYSV, ToRMV (Tomato rugose mosaic 240 

virus) e ToSRV (Tomato severe rugose virus) à partir da digestão com Pst I (clone 241 

pToYSV-A 1.2) e EcoR I (clones ToRMV-[Ube1]-A e PVIR096-ToSRV-A (Fernandes, 242 

2006 e (Lima 2008), respectivamente).  243 

A hibridização não radioativa foi realizada empregando o Kit Dig High Primer 244 

DNA Labeling and Detection Starter kit II (Roche Applied Sciences), adotando-se 245 

condições de lavagem segundo a especificidade dos experimentos.  246 

A hibridização em condições de alta especificidade (ambiente protegido) foi 247 

realizada a 50oC por 16 horas, seguida de duas lavagens a temperatura ambiente em 248 

0,5X SSC e SDS 0.1% por 5 minutos cada uma e outras duas lavagens a 65oC em 0,1X 249 

SSC e SDS 0.1% por 15 minutos cada uma.  250 

A hibridização em condições de baixa especificidade (campo) foi realizada a 251 

50oC por 16 horas, seguida de duas lavagens a temperatura ambiente em 2X SSC e 252 

SDS 0.1% por 5 minutos cada uma e outras duas lavagens a 65oC em 0,5X SSC e SDS 253 

0.1% por 15 minutos cada uma. Depois de realizado o processo de hibridização as 254 

membranas foram expostas a filmes de raios X (Kodak X-OMAT) por 20 minutos e 255 

posterior revelação. 256 

 257 

Identificação das espécies virais presentes no campo 258 

Para a identificação das espécies virais presente nas amostras tomate coletadas a 259 

partir do experimento de campo, foram selecionadas 65 amostras onde foi confirmada 260 

a presença de begomovírus pelo teste de hibridização. O DNA das amostras 261 

selecionadas foi extraído segundo Dellaporta et al. (1983) e empregado em reações de 262 

RCA (rolling circle amplification) segundo Inoue-Nagata et al. ( 2004), clonado em 263 

pBLUESCRIPT KS+ (Stratagene) depois da monomerização com a enzima de 264 

restrição Bam HI. O sequenciamento dos clones obtidos foi realizado pela Macrogen 265 

Inc. Para determinar as possíveis espécies de begomovírus foi empregado o critério de 266 

89 % de identidade da sequência de nucleotídeos do DNA-A completo estabelecido 267 



35 
 

pelo Geminiviridae Study Group do ICTV (Fauquet et al. 2008). As sequências obtidas 268 

foram submetidas ao BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e comparações 269 

par-a-par para designação das espécies.  270 

 271 

Análise estatística  272 

Foi realizada análise de variância conjunta pelo teste “F” para cada condição 273 

experimental (ambiente protegido e campo), sendo as médias comparadas pelo teste de 274 

Skott & Knot (1974), ao considerar as notas atribuídas às avaliações visuais. 275 

Coeficientes de correlação de Pearson (ρ) foram estimados entre os diferentes 276 

caracteres relacionados à resistência (porcentagem de plantas sintomáticas e 277 

porcentagem de plantas com infecção viral), testados pelo teste “t” a 1 e 5 % de 278 

probabilidade. Todas as análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o aplicativo 279 

GENES (Cruz 2006).  280 

 281 

RESULTADOS 282 

A resposta à infecção por begomovírus bissegmentados presentes no Brasil em 283 

subamostras de tomate pertencentes ao BGH da UFV foi avaliada em condições de 284 

ambiente controlado e de campo com inoculação artificial e natural, respectivamente 285 

(Figura 2 e Tabela 2). De acordo com a análise de variância, todos os caracteres foram 286 

significativos em diferenciar as subamostras (dados não mostrados). Os dados foram 287 

analisados em separado para cada condição experimental pelo fato de os experimentos 288 

terem sido conduzidos em diferentes delineamentos o que impediu a realização de uma 289 

análise conjunta dos dados. Os coeficientes de variação fenotípicas, que são 290 

indicativos da precisão experimental, revelaram valores superiores a 30 %, o que 291 

evidencia a alta dispersão e heterogeneidade dos dados obtidos em ambas as condições 292 

experimentais, influenciados pela alta variabilidade das respostas das 94 subamostras e 293 

as três testemunhas avaliadas após a inoculação artificial e natural de begomovírus 294 

bissegmentados (dados não amostrados). 295 

 296 

Respostas obtidas em ambiente protegido 297 

Após a inoculação com o ToYSV o comportamento das 94 subamostras e as três 298 

testemunhas foi avaliado através da quantificação de três variáveis: porcentagem de 299 

plantas com sintomas visuais do total de plantas avaliadas,  porcentagem de plantas 300 

com infecção viral do total de plantas avaliadas e notas atribuídas aos sintomas visuais 301 



36 
 

para estimar a severidade da infecção em diferentes datas de avaliação (Tabela 2).  302 

Diferenças altamente significativas (P<0,01) foram obtidas para a variável nota 303 

de sintomas visuais mostrando a alta diversidade das respostas das subamostras 304 

avaliadas quando comparadas entre elas e com os controles empregados.  305 

Na Figura 2A, é apresentada as distribuições das frequências que resumem o 306 

comportamento das subamostras em ambiente protegido na ultima data de avaliação 307 

(45 DAI) para as três variáveis estimadas. Nestas condições de inoculação a resposta 308 

das subamostras foi caracterizada pela ampla susceptibilidade ao ToYSV. Somente seis 309 

subamostras (BGH-2129, BGH-2144, BGH-2150, BGH-6878, BGH-6881 e BGH-310 

7197 que representam apenas 6,19 % do total testado) não manifestaram sintomas 311 

visuais resultando em um comportamento promissor, visto que ToYSV apresenta 312 

grande precocidade e intensidade de sintomas. Em três subamostras (BGH-2087, 313 

BGH-2095 e BGH-7221) apenas 20% das plantas inoculadas apresentaram sintomas, o 314 

que evidencia a possibilidades de seleção de materiais promissores para tolerância ao 315 

ToYSV.  316 

Com o teste de hibridização não radioativa foi confirmada a ampla 317 

suscetibilidade das subamostras, onde foi observada uma correlação altamente 318 

significativa de 0,67 entre plantas infectadas e apresentando sintomas visuais (Tabela 319 

2). Quando considerada a distribuição das frequências da infecção viral (Figura 2A) 320 

observa-se que somente duas subamostras (BGH-2150 (S. lycopersicum) e BGH-6901 321 

(S. habrochaites) que representam 2,06 % do total de subamostras avaliadas) tiveram 322 

ausência total de infecção, porém na subamostra BGH-6901 foi observado sintomas 323 

em 40 % do total de plantas inoculadas e uma nota media de sintomas visuais de 1,4 324 

(Tabela 2, Figura 2A). O restante das subamostras manifestaram infecção viral entre 325 

20 e 100 % do total de plantas inoculadas (Figura 2A). 326 

Na Tabela 2 são mostrados os códigos das subamostras avaliadas em ambiente 327 

protegido ante a inoculação artificial por begomovírus, conjuntamente com o resultado 328 

das comparações das médias da variável avaliação visual expressadas em valores 329 

médios das notas comparadas pelo teste de Skott & Knot (1974) a 5 % de 330 

probabilidade, além da incidência da infecção viral e dos sintomas visuais expressadas 331 

em porcentagem.  Em todas as comparações o teste de Skott & Knot acusou diferenças 332 

significativas entre as subamostras, dividindo-as em dois grandes grupos de acordo 333 

com a variável analisada.  334 
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Figura 1. Distribução das frequências ao considerar a porcentagem de plantas 337 

com sintomas, porcentagem de plantas com infecção viral e as notas 338 

atribuídas as avaliações dos sintomas visuais, relacionadas à resistência a 339 

begomovírus em condições de ambiente protegido (A) e de campo (B) em 340 

94 subamostras de tomate e variedades comerciais pertencentes à coleção do 341 

BGH - UFV, Minas Gerais.   342 
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Os controles empregados que constituem cultivos amplamente disseminados no 343 

Brasil, manifestaram notas de sintomas visuais, porcentagem de plantas com sintomas 344 

visuais e infecção viral esperadas, sendo a cultivar Santa Clara e o híbrido Débora os 345 

mais suscetíveis. Já o híbrido Fany, portador dos alelos do gene de resistência Ty-1, 346 

nessas mesmas condições de inoculação mostrou-se tolerante ao ToYSV com notas 347 

médias de 1,4  e baixas porcentagens de sintomas visuais e de infecção viral (Tabela 348 

2). 349 

Ao considerar as três variáveis analisadas como respostas das subamostras à i-350 

noculação por ToYSV, podemos observar que um grande número de subamostras fo-351 

ram suscetíveis e algumas apresentaram-se tolerantes (Tabela 2), o que evidenciou a 352 

ampla diversidade das respostas obtidas nas subamostras avaliadas. Destacaram-se as 353 

subamostras BGH-2144, BGH-2150, BGH-6878, BGH-6881 e BGH-6901. Destas su-354 

bamostras as três primeiras são da espécie S. lycopersicum, a quarta da espécie S. pe-355 

ruvianum e a quinta da espécie S. habrochaites. Nove subamostras (BGH-2062, BGH-356 

2127, BGH-6858, BGH-6867, BGH-7263, BGH-2075, BGH-2109, BGH-2125 e 357 

BGH-2132) exibiram excelentes padrões de suscetibilidade ao ToYSV por apresenta-358 

rem, em 100% das plantas avaliadas, notas de sintomas (2,8 a 3,0) com valores muito 359 

superiores aos das testemunhas suscetíveis empregadas  (Tabela 2).  360 

 361 

Respostas obtidas em campo 362 

Em condições de campo as amostras foram avaliadas quanto à resistência a 363 

begomovírus que ocorrem em Viçosa, Minas Gerais, por meio de inoculação natural 364 

pelo inseto vetor. O local escolhido para o teste de inoculação natural tem sido 365 

utilizado para condução de experimentos com tomate e outras hortaliças.  366 

Após amostragem aos 60 DAT foram selecionadas 65 amostras para determinar 367 

as possíveis espécies de begomovírus distribuídas neste local. Os resultados do 368 

sequenciamento das amostras de campo mostraram a presença da espécie Tomato 369 

severe rugose virus (ToSRV). A identidade da sequência completa do DNA-A dos 36 370 

clones sequenciados variou de 96 a 99% (dados não mostrados) comparando-se com o 371 

isolado ToSRV (número de acesso no GenBank: DQ207749) um dos vírus já descritos 372 

no complexo de begomovírus que infectam tomate no Brasil.  373 
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Tabela 2. Comparações de médias por Skott Knot a 5 % de probabilidade entre 94 subamostras de tomate do BGH-UFV relacionados à resistência a 374 
begomovírus em condições de ambiente protegido e de campo, ao considerar as variáveis incidência da doença visual, incidência da infecção viral 375 
e médias das notas atribuídas as avaliações visuais. 376 

AMBIENTE PROTEGIDO a CAMPO b AMBIENTE PROTEGIDO CAMPO 

Incidência Incidência Incidência Incidência Código* 

Visual1       Infecção2 

--------(%)--------       

Visual3 

(notas) Visual       Infecção    
--------(%)------- 

Visual 

(notas) 

Código 

Visual       Infecção 

--------(%)------- 

Visual 
(notas) Visual       Infecção 

--------(%)------- 

Visual. 
(notas) 

BGH-2062 100 100 3.0 A 83 83 2,50 A BGH-2143 80 60 2.0 B 80 90 1,83 B 
BGH-2127 100 100 3.0 A 90 90 2,09 B BGH-6887 80 80 2.0 B 100 100 2,80 A 
BGH-6858 100 100 3.0 A 100 57 2,29 B BGH-6926 100 100 2.0 B 90 100 2,20 B 
BGH-6867 100 100 3.0 A 100 100 2,71 A BGH-7192 60 60 2.0 B 100 100 2,80 A 
BGH-7263 100 100 3.0 A 100 100 2,40 A BGH-7193 100 100 2.0 B 100 90 2,40 A 
BGH-2075 100 100 2.8 A 100 100 2,83 A BGH-2068 40 40 1.8 B 100 100 2,67 A 
BGH-2109 100 80 2.8 A 82 64 1,91 B BGH-2071 40 60 1.8 B 100 100 2,50 A 
BGH-2125 100 100 2.8 A 70 70 1,82 B BGH-2072 40 60 1.8 B 100 50 2,17 B 
BGH-2132 100 100 2.8 A 100 82 2,00 B BGH-2076 40 40 1.8 B 83 83 2,67 A 
BGH-2069 80 100 2.6 A 100 67 2,33 A BGH-2080 40 40 1.8 B 33 33 1,50 B 
BGH-2114 100 60 2.6 A 82 82 2,27 B BGH-2081 40 60 1.8 B 83 83 2,50 A 
BGH-2116 100 100 2.6 A 80 70 2,10 B BGH-2089 60 60 1.8 B 100 60 2,40 A 
BGH-2120 100 80 2.6 A 91 91 2,64 A BGH-2092 60 40 1.8 B 100 80 2,00 B 
BGH-6909 100 80 2.6 A 80 100 2,60 A BGH-2097 60 60 1.8 B 100 100 3,00 A 
BGH-6993 80 80 2.6 A 89 100 2,67 A BGH-2100 60 80 1.8 B 100 60 2,20 B 
BGH-7222 80 80 2.6 A 100 89 3,00 A BGH-2105 60 60 1.8 B 64 45 1,73 B 
BGH-2074 80 60 2.4 A 83 67 2,33 A BGH-2111 80 80 1.8 B 82 91 1,91 B 
BGH-2110 80 100 2.4 A 55 82 2,09 B BGH-2113 80 60 1.8 B 80 60 2,10 B 
BGH-2121 80 100 2.4 A 73 100 1,64 B BGH-2118 60 80 1.8 B 91 82 1,91 B 
BGH-2141 80 100 2.4 A 83 83 2,33 A BGH-2134 60 60 1.8 B 79 79 2,35 A 
BGH-6925 100 100 2.4 A 100 100 2,80 A BGH-2149 60 60 1.8 B 68 79 2,43 A 
BGH-7267 100 80 2.4 A 100 100 2,78 A BGH-6897 60 60 1.8 B 67 67 2,00 B 
BGH-2064 60 80 2.2 A 67 83 2,17 B BGH-7024 40 40 1.8 B 89 89 2,00 B 
BGH-2065 60 40 2.2 A 67 67 2,00 B BGH-7218 60 60 1.8 B 100 90 2,60 A 
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BGH-2083 60 80 2.2 A 83 67 2,00 B S. Clara 60 80 1.8 B 100 95 2,81 A 
BGH-2088 60 80 2.2 A 100 80 2,40 A BGH-2078 40 40 1.6 B 67 83 1,67 B 
BGH-2115 80 100 2.2 A 73 91 2,18 B BGH-2082 40 40 1.6 B 100 50 2,17 B 
BGH-2122 100 100 2.2 A 64 73 2,55 A BGH-2123 60 20 1.6 B 100 73 2,94 A 
BGH-2131 100 60 2.2 A 72 83 1,89 B BGH-2145 60 80 1.6 B 84 79 2,35 A 
BGH-2133 80 100 2.2 A 61 78 2,15 B BGH-2151 60 40 1.6 B 72 72 2,33 A 
BGH-2138 80 100 2.2 A 83 83 2,50 A BGH-6861 40 60 1.6 B 100 100 2,50 A 
BGH-2152 100 80 2.2 A 80 80 1,93 B BGH-6877 40 80 1.6 B 100 100 2,50 A 
BGH-6859 80 100 2.2 A 90 100 2,70 A BGH-2087 20 80 1.4 B 80 80 2,40 A 
BGH-6866 80 80 2.2 A 100 89 2,33 A BGH-2095 20 80 1.4 B 100 100 3,00 A 
BGH-6924 60 60 2.2 A 90 100 2,80 A BGH-2112 40 40 1.4 B 64 73 2,27 B 
BGH-7213 60 60 2.2 A 100 100 2,75 A BGH-6880 40 40 1.4 B 100 90 2,40 A 
BGH-2073 60 60 2.0 B 67 50 2,00 B BGH-6884 40 40 1.4 B 89 89 2,33 A 
BGH-2077 60 60 2.0 B 67 67 2,17 B BGH-6901 40 0 1.4 B 80 60 2,30 B 
BGH-2086 60 60 2.0 B 50 50 1,50 B BGH-7466 40 40 1.4 B 86 71 2,57 A 
BGH-2091 60 60 2.0 B 100 100 2,80 A Débora 40 60 1.4 B 92 96 2,63 A 
BGH-2093 60 80 2.0 B 100 80 2,80 A Fany 40 40 1.4 B 43 38 1,57 B 
BGH-2096 60 40 2.0 B 100 100 2,00 B BGH-7221 20 20 1.2 B 90 100 2,70 A 
BGH-2098 60 60 2.0 B 100 100 2,40 A BGH-2129 0 80 1.0 B 72 67 2,16 B 
BGH-2102 60 60 2.0 B 100 80 2,00 B BGH-2144 0 20 1.0 B 89 78 2,17 B 
BGH-2117 80 80 2.0 B 64 50 2,09 B BGH-2150 0 0 1.0 B 64 79 2,29 B 
BGH-2124 80 60 2.0 B 73 82 2,27 B BGH-6878 0 20 1.0 B 70 60 1,90 B 
BGH-2128 80 100 2.0 B 70 70 2,27 B BGH-6881 0 20 1.0 B 50 38 1,75 B 
BGH-2130 100 100 2.0 B 81 81 2,00 B BGH-7197 0 100 1.0 B 100 100 2,90 A 
BGH-2135 80 60 2.0 B 86 86 2,14 B          
Correlação  0,67 **   0,60 **  Correlação 0,67 **  0,60 **  

* dado de passaporte no BGH-UFV disponíveis em www.bgh.ufv.br; a inoculação pelo método de bombardeamento com o Tomato yellow spot virus (ToYSV);  b infecção 377 
natural a partir do inseto vetor (mosca-branca) onde foi confirmada a presença do Tomato severe rugose virus (ToSRV); 1 porcentagem de plantas com sintomas do total 378 
de plantas inoculadas;  2 porcentagem de plantas com  infecção viral (confirmado por hibridização) do total de plantas inoculadas 3 valores médios das notas atribuídas 379 
aos sintomas de begomovírus (plantas sem sintomas (1); pequenas manchas amarelas, mosaico leve e epinastia (2); manchas amarelas, mosaico severo, epinastia, distor-380 
ção foliar e redução do crescimento (3)). 381 
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Em campo os controles empregados manifestaram notas de sintomas, 382 

porcentagem de plantas com sintomas e infecção viral esperados, sendo a cultivar 383 

Santa Clara e o híbrido Débora os mais suscetíveis, coincidindo com o resultado 384 

obtido quando inoculado com o ToYSV, ao manifestarem valores de 2,81 e 2,63 para 385 

as notas dos sintomas visuais, respectivamente. Já o híbrido Fany mostrou-se 386 

tolerante ao exibir 43 % das plantas com sintomas e delas somente 38 % 387 

apresentaram infecção viral, exibindo em média 1,57 de nota de sintomas visuais, o 388 

que o consolida como controle tolerante a begomovírus no Brasil (Tabela 2). 389 

Diferenças altamente significativa (P<0,01) e coeficientes de variação 390 

superiores a 30 % foram obtidas para a variável nota de sintomas visuais, mostrando 391 

a alta diversidade das respostas das subamostras avaliadas quando comparadas entre 392 

elas e com os controles empregados (dados não amostrados). Foi obtida uma 393 

correlação altamente significativa de 0,60 entre as porcentagens dos sintomas visuais 394 

e de infecção viral (Tabela 2). 395 

Quando quantificadas as porcentagens de plantas com sintomas e plantas com 396 

infecção viral no experimento de campo e comparadas com o experimento de 397 

ambiente protegido (Figura 2A), observa-se maior predominância de sintomas 398 

visuais e de detecção de infecção viral em condições de campo, assim como, uma 399 

maior distribuição das notas de sintomas nos intervalos de maior severidade (2 a 3). 400 

Estes resultados auxiliam na eliminação de falsos positivos durante a seleção dos 401 

materiais promissores.  402 

Ao observar os dados na Tabela 2 somente as subamostras BGH-2080 e BGH-403 

6881 apresentaram baixos níveis de infecção viral com 33 e 38 % das plantas 404 

positivas pela hibridização não radioativa, com desempenho próximo ao do híbrido 405 

Fany empregado como controle tolerante.   406 

Também foi verificado subamostras que exibiram um padrão de suscetibilidade 407 

superior aos controles Santa Clara e Débora. Ao todo 22 subamostras (BGH-2095, 408 

BGH-7263, BGH-7213, BGH-2098, BGH-2062, BGH-7267, BGH-6866, BGH-409 

6867, BGH-7197, BGH-2091, BGH-6887, BGH-7221, BGH-7218, BGH-7193, 410 

BGH-2123, BGH-6993, BGH-2097, BGH-7192, BGH-6861, BGH-6926, BGH-7222 411 

e BGH-6925) apresentaram valores médios das notas visuais que oscilaram entre 2,2 412 

e 3,0. Desse total, somente BGH-2062, BGH-6867 e BGH-7263 mostraram-se como 413 

materiais altamente suscetíveis em condições de casa de vegetação e de campo. 414 

 415 
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Seleção de materiais promissores em ambas as condições experimentais 416 

Ao considerar todos os resultados, as subamostras BGH-2080 e BGH-6881 417 

poderiam ser recomendadas como materiais promissores para resistência a begomo-418 

vírus a serem empregados em programas de melhoramento por apresentarem bom 419 

desempenho em ambas as condições experimentais testadas.  420 

A subamostra BGH-2080 da espécie S. lycopersicum, em condições de casa de 421 

vegetação, teve 40 % de suas plantas manifestando sintomas visuais e infecção viral 422 

por ToYSV, com média de notas dos sintomas visuais de 1,8, o que pode ser conside-423 

rado como um comportamento moderado. No entanto, esta mesma subamostra em 424 

condições de campo destacou-se pela baixa manifestação de sintomas e infecção vi-425 

ral (33 % das plantas avaliadas), com 1,5 de nota de sintoma visual (Tabela 2). A res-426 

posta diferenciada em ambos os experimentos e o tipo de espécie (S. lycopersicum) 427 

faz desta subamostra uma fonte promissora de genes de resistência a begomovírus 428 

bissegmentados no Brasil. 429 

A subamostra BGH-6881 da espécie S. peruvianum, em condições de casa de 430 

vegetação, não apresentou incidência da doença. Esta resposta pode ser considerada 431 

como um comportamento de um material resistente para todas as características ava-432 

liadas. Já em condições de campo esta mesma subamostra manifestou sintomas em 433 

50 % das plantas amostradas com nota de sintomas de 1,75, no entanto, com 38 % 434 

das plantas positivas ao teste de hibridização aos 60 DAT (Tabela 2). 435 

 436 

DISCUSSÃO 437 

São grandes os esforços de entidades publicas e privadas por encontrar novas 438 

fontes de resistência a begomovírus no Brasil. Desta forma é de suma importância 439 

empregar todas aquelas fontes promissoras de resistência em programas de 440 

melhoramento que permitam a obtenção de novas cultivares de tomate tolerantes a 441 

begomovírus com um espectro de resistência que supere as atuais variedades 442 

disponíveis no mercado brasileiro de sementes.  443 

O presente trabalho teve como principal objetivo a caracterização das respostas 444 

de subamostras de tomate pertencentes ao BGH da UFV quando inoculados com 445 

begomovírus bissegmentados presentes no Brasil em condições de ambiente 446 

protegido e de campo. As avaliações em ambiente controlado foram realizadas com 447 

um isolado de ToYSV caracterizado por Andrade et al. (2006) e as avaliações de 448 

campo foram realizadas em um local conhecido como uma área epidêmica dado a 449 
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frequência predominante de begomovírus, além da alta intensidade de populações do 450 

inseto vetor. Este local tem sido escolhido como uma área representativa para 451 

avaliação de materiais resistentes a infecção por begomovírus (Xavier et al. 2011). 452 

As análises das sequências das amostras coletadas no campo, permitiram concluir 453 

que na área amostrada a espécie ToSRV está amplamente disseminada e confirma os 454 

relatos de Ferreira et al. (Ferreira et al. 2005), Cotrim et al. (Cotrim et al. 2007) e 455 

Fernandes et al. (Fernandes et al. 2008) que descrevem a espécie como uma das 456 

predominantes em tomateiro no Brasil. 457 

Ao comparar as respostas das subamostras em ambas as condições 458 

experimentais ficou demonstrado o potencial para avaliação de resistência a 459 

begomovírus em ambientes e condições diferentes. As respostas quando inoculado 460 

um único vírus, o ToYSV, por bombardeamento e a inoculação natural em campo 461 

mostram as variações em intensidade dos sintomas, porcentagem de plantas 462 

sintomáticas e plantas infectadas, sendo obtidos os maiores valores destas 463 

características em plantas nos experimentos de campo. No campo foi observado, em 464 

geral, maior severidade dos sintomas com medias de 84,64±15,44% das plantas que 465 

manifestaram sintomas visuais, 80,71±16,92% das plantas com infecção viral 466 

confirmada e 2,31±0,36 das medias das notas atribuídas a sintomas se comparados a 467 

inoculação do ToYSV, que em média nestas mesmas características manifestaram 468 

valores de 64,12±27,54%; 68,25±25,32% e 1,99±0,49, respectivamente. As respostas 469 

diferenciadas de algumas subamostras quando comparadas as duas condições 470 

experimentais podem estar relacionadas ao agente etiológico, visto que a espécie 471 

viral empregada no ambiente protegido (ToYSV) e a espécie presente no campo 472 

(ToSRV) são distintas. Zakay et al. (1991), ao caracterizarem acessos de S. 473 

lycopersicum resistentes ao TYLCV, concluíram que uma das maiores dificuldades 474 

de selecionar fontes de resistência de material de bancos de germoplasma é a 475 

variação que existe no material empregado, que origina variações que podem ser 476 

expressas como diferentes níveis de severidade da doença, dificultando muitas vezes 477 

as avaliações nestes tipos de materiais, e as vezes sendo específicas entre vírus-478 

hospedeiro como observado neste trabalho.  479 

Fontes de resistência a um isolado de begomovírus obtido em Brasília, DF, 480 

foram identificadas em acessos de S. chilense, S. peruvianum e S. hirsutum, com 481 

ausência de sintomas em três, cinco e três acessos, respectivamente. Dentre estes, só 482 

um acesso para cada espécie foi classificado como livre de vírus e nos demais 483 
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acessos foi observada infecção latente, detectada por meio de hibridização molecular 484 

(Santana et al. 2001), evidenciando também a dificultade na obtenção de materiais 485 

imunes. Neste trabalho nenhuma das subamostras nas duas condições avaliadas 486 

mostrou-se com comportamento de imunidade a begomovírus. Após a inoculação do 487 

ToYSV, seis subamostras (BGH-2129, BGH-2144, BGH-2150, BGH-6878, BGH-488 

6881 e BGH-7197) não manifestaram sintomas. A ausência de sintomas visuais não 489 

constitui uma ferramenta definitiva de classificação de um material resistente ou 490 

tolerante a begomovírus já que podem existir infecções latentes, fazendo-se 491 

necessário a confirmação da presença ou ausência de infecção viral por meio de 492 

algum teste molecular específico. Neste trabalho foi utilizada hibridização não 493 

radioativa. Pôde-se observar então que das seis subamostras apenas uma não estava 494 

infectada (BGH-2050). Em condições de campo duas subamostras (BGH-2080 e 495 

BGH-6881) destacaram-se das demais ao exibirem baixa incidência da doença 496 

comparadas com as demais subamostras e os controles. 497 

Apesar dos esforços de numerosos grupos de pesquisa em desenvolverem 498 

materiais resistentes a begomovírus no Brasil (Aguilera et al. 2008; Aguilera et al. 499 

2011b; Ferraz et al. 2003; Ferreira et al. 1999; Giordano et al. 2005; Lourenção et al. 500 

2004; Matos et al. 2003; Xavier et al. 2011) e no mundo (Mejía et al. 2005; Pérez de 501 

Castro et al. 2008; Picó et al. 1999; Picó et al. 2001; Piven et al. 1995; Tripathi and 502 

Varma 2003; Xue-Yu et al. 2007), não se tem relatos de materiais comerciais imunes 503 

a estas doenças. Por isso é de grande interesse fazer uso de todos aqueles materiais 504 

promissores que foram caracterizados. Além disso, implementar estratégias como a 505 

combinação de genes de resistência de diferentes fontes que podem ser 506 

empregados para alcançar níveis mais elevados de resistência e torná-la mais durável 507 

(Pérez de Castro et al., 2008).  508 

Ao considerar ambas as condições experimentais, recomendamos como as su-509 

bamostras mais promissoras BGH-2080 e BGH-6881 de acordo com as característi-510 

cas avaliadas. A subamostra BGH-2080 é da espécie S. lycopersicum e a BGH-6881 511 

é da espécie S. peruvianum. Estudo realizado recentemente por Aguilera et al. ( 512 

2011a), buscando a identificação dos genes de resistência a geminivírus Ty-2 e Ty-3 513 

em subamostras de tomateiro do BGH da UFV, identificaram a subamostra BGH-514 

6881 como portadora de ambos os genes em heterozigose, o que permite relacionar a 515 

presença dos genes com a resposta de tolerância desta subamostra à infecção por 516 

ToYSV e ToSRV. Já a subamostras BGH-2080 não foi portadora de nenhum destes 517 
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genes de resistência (Aguilera et al., 2011a), o que indica que a resposta obtida nesta 518 

subamostra pode estar sendo influenciada por outro gene ou conjunto de genes, fa-519 

zendo-se necessário a realização de estudos posteriores para confirmar esta hipótese.  520 

 Aguilera et al. (2011a) encontraram o gene Ty-2 em homozigose nas 521 

subamostras BGH-6878 e BGH-6897, porém neste estudo estas duas subamostras 522 

tiveram comportamento diferente da subamostra BGH-6881 (portadora dos alelos 523 

dos genes Ty-2 e Ty-3 em heterozigose) ao serem classificadas como suscetíveis 524 

(Tabela 2). A subamostra BGH-6878 teve um comportamento favorável ante o 525 

ToYSV não manifestando sintomas visuais e baixas porcentagem de plantas com 526 

infecção viral. Porém, quando avaliada em condições de campo o espectro de 527 

resistência do alelo do gene Ty-2 presente nessa subamostra não manteve a mesma 528 

resposta, que mesmo apresentando baixos níveis de sintomas visuais (1,90) foram 529 

detectados altos níveis de infecção viral, com 70% das plantas avaliadas com 530 

sintomas e 60 % das plantas confirmadas para presença de begomovírus, o que a 531 

coloca como material suscetível nesta condição.  A subamostra BGH-6897, portadora 532 

de alelo do gene Ty-2, também manifestou um comportamento de suscetibilidade aos 533 

begomovírus testados em ambas as condições. Estes resultados evidenciam que o 534 

espectro de resistência do alelo do gene Ty-2 em homozigose descrito por Aguilera et 535 

al. (2011a) nessas duas subamostras não confere resistência aos begomovírus 536 

presentes no campo nas condições avaliadas. Resultados semelhantes foram obtidos 537 

por Mejías et al. (2005) ao avaliar um material portador do gene Ty-2 (H24), onde  538 

também foi observado que este gene não ofereceu resistência a begomovírus 539 

presentes na Guatemala. Esta linhagem foi também suscetível quando a inoculação 540 

foi mediada pelo inseto vetor e via agroinoculação na seleção de subamostras de 541 

Solanum frente ao begomovírus Tomato leaf curl virus (ToLCV) (Tripathi and Varma 542 

2003; Xue-Yu et al. 2007). Quando Ty-2 esteve em combinação com outro gene, 543 

como descrito na subamostra BGH-6881, a resposta ou espectro de resistência foi 544 

melhor, contudo não se pode descartar a possibilidade desta resposta estar 545 

relacionada somente ao alelo do gene Ty-3, visto que nenhuma das subamostras 546 

avaliadas continha apenas este alelo.    547 

Dentre as espécies silvestres empregadas em programas de melhoramento da 548 

cultura do tomate as que são mais promisoras são os acessos da espécie S. 549 

habrochaites, não somente por serem resistentes a grande número de pragas e 550 

doenças, mas também por serem facilmente cruzadas com  S. lycopersicum (Leite 551 
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2004). A subamostra BGH-6902, também da espécie S. habrochaites, foi relatada por 552 

Juhász et al. (2008) e Abreu et al. (2008)  como resistente ao potivírus Pepper yellow 553 

mosaic virus (PepYMV) e a Phytophthora infestans, respectivamente.  Uma 554 

subamostra (BGH-6901) da mesma espécie foi empregada em nosso estudo e  555 

mostrou um  bom comportamento para resistência ao ToYSV quando inoculado em 556 

ambiente protegido, mas em condições de campo teve alta incidência de 557 

begomovírus, com 80 % das plantas com sintomas visuais, 60% de plantas com 558 

infecção viral e notas dos sintomas visuais com media de 2,30. 559 

A partir destes resultados pode-se observar a ampla gama de espécies dentro 560 

do gênero Solanum que têm sido caracterizadas como fontes de resistência a 561 

begomovírus. Na cultura do tomateiro a espécie S. lycopesicum, comparada às 562 

demais espécies do gênero, é a mais suscetível à mosca-branca e outros agentes 563 

fitopatogênicos, contudo do ponto de vista de melhoramento é a mais adequada por 564 

ser a única espécie cultivada comercialmente (Leite, 2004), o que facilita a 565 

incorporação da fonte de resistência identificadas (BGH-2080). Isto evidencia a 566 

importância da fonte promisora de resistência obtida a partir da subamostra da 567 

espécie S. lycopersicum caracterizada neste trabalho, a qual pode ser facilmente 568 

incorporada em programa de melhoramento da cultura.  569 

Em conclusão, este estudo demonstrou que as subamostras de tomate 570 

selecionadas constituem fontes promissoras de resistência a begomovírus. Ao 571 

comparar o espectro de resistência oferecido pelos genes de resistência Ty-2 e Ty-3 a 572 

melhor resposta foi obtida pela combinação dos gene Ty-2 e Ty-3 presente na 573 

subamostra BGH-6881, e não pela presença individual dos genes, contudo 574 

observando que nenhuma das subamostra testadas era portadora somente do Ty-3. A 575 

combinação de métodos de inoculação (natural e bombardeamento), características 576 

descritivas da doença (porcentagem de sintomas visuais e de infecção viral) e 577 

métodos semiquantitativos de estimação dos sintomas visuais permitiram uma 578 

melhor diferenciação e caracterização das respostas das subamostras, possibilitando 579 

uma seleção mais adequada daqueles materiais mais promissores, evitando dessa 580 

forma a seleção de possíveis falsos positivos. Pesquisas adicionais serão necessárias 581 

para realizar cruzamentos com variedades comerciais suscetíveis e determinar o 582 

número de genes envolvidos nas respostas da subamostra BGH-2080, sendo ideal a 583 

identificação de marcadores moleculares ligados aos genes de resistência nas 584 

gerações obtidas dos cruzamentos, a fim de acelerar o programa de melhoramento do 585 
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tomateiro.  586 
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RESUMO 16 

O estudo de populações de vírus tem permitido ampliar o conhecimento da 17 

diversidade, ecologia e epidemiologia de populações de vírus no campo, alcançando 18 

um maior conhecimento da interação vírus-hospedeiro, assim como, tem gerado 19 

informações de parâmetros genéticos das populações e com isto tem permitido 20 

descrever melhor as doenças e suas características biológicas. O objetivo desse 21 

estudo foi caracterizar a estrutura genética de uma população de vírus obtida a partir 22 

de amostras de tomate no Sudeste do Brasil. 65 amostras foram coletadas em tomate  23 

em Viçosa (MG) em 2009 e 2010.  Os genomas virais foram amplificados, clonados 24 

e sequenciados. As sequências foram empregadas para análise filogenética e de 25 

recombinação. Foram obtidos  36 genomas completos de DNA-A (14 do ano 2009 e 26 

22 do ano 2010). Ao utilizar a análise de identidade das sequências e árvore 27 

filogenética foi observada  a presença de uma única espécie de begomovírus, Tomato 28 

severe rugose virus (ToSRV), com valores de identidade de nucleotídeos que 29 

variaram entre 97,9 a 100%. Pelo teste de subdivisão de populações (Fst = 0,036) foi 30 

indicado que as duas subpopulações (2009 e 2010) não estão estruturadas, indicando 31 

a existência de uma única população viral. Mediante análise dos descritores gerais da 32 

população de ToSRV, comparada com outras seis populações de begomovírus 33 

descritas no Brasil foi evidenciado  variabilidade genética semelhante a outras 34 

populações de begomovírus descritas que infectam tomateiro. Com o teste de 35 

neutralidade para todas as ORFs foi sugerido a ocorrência de seleção negativa 36 



56 
 

(purificadora) ou um evento demográfico recente como expansão da população. Com 37 

a análise de recombinação foi identificado para todos os clones eventos de 38 

recombinação sugerindo como progenitores um begomovírus de tomate e um de 39 

Sida. Mediante a presença do ToSRV no campo e a confirmação de eventos de 40 

recombinação permitem afirmar que o contínuo monitoramento da evolução das 41 

populações de vírus no campo vai permitir traçar estratégias futuras de controle e de 42 

epidemiologia dos begomovírus em regiões produtoras de tomate. 43 

Palavras-chave: begomovírus, germoplasma, recombinação. 44 

 45 

Population genetic structure of Tomato severe rugose virus in 46 

Southeastern Brazil 47 

ABSTRACT  48 

The study of virus populations has enabled better understanding of diversity, ecology 49 

and epidemiology of virus populations in the field, reaching a better understanding of 50 

virus-host interaction, and has generated information of genetic parameters of the 51 

populations which allow better description of the diseases and their biological 52 

characteristics. The aim of this study was to characterize the genetic structure of a 53 

virus population obtained from tomato samples in the southeastern of Brazil. A total 54 

of 65 tomato samples were collected in Viçosa (MG) in 2009 and 2010. The viral 55 

genomes were amplified, cloned and sequenced. The sequences were used for 56 

phylogenetic and recombination analysis. It was obtained a total of 36 complete 57 

genomes of DNA-A (14 of 2009 and 22 the year 2010). When used analysis of 58 

identity of the sequences and the phylogenetic tree, it was observed the presence of a 59 

single species of begomoviruses, Tomato severe rugose virus (ToSRV), with identity 60 

values ranging from 97,9 to 100%. By the subdivision test of populations (Fst = 61 

0,036), it was indicated that the two subpopulations (2009 and 2010) are not 62 

structured, indicating the existence of a single viral population. The analysis of the 63 

general descriptors of the population of ToSRV, compared to six other populations of 64 

begomoviruses described in Brazil showed genetic variability similar to other 65 

populations of begomoviruses infecting tomato. The test of neutrality for all ORFs 66 

suggested the occurrence of negative selection (purifying) or a recent demographic 67 

event as the population expansion. With the recombinant analysis, it was identified, 68 

for all clones, recombination events that suggest as parental one begomovirus of 69 

tomato and Sida. The prevalence of ToSRV in the field and the confirmation of 70 
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recombination events have revealed that the continuous monitoring of the evolution 71 

of virus populations in the field will enable to design future strategies of control and 72 

epidemiology of begomoviruses in tomato-producing areas. 73 

Keywords: geminivirus, germplasm, recombination. 74 

 75 

INTRODUÇÃO 76 

Os membros da família Geminiviridae são vírus de plantas com genoma de 77 

DNA circular de fita simples encapsidado em partículas icosaédricas geminadas 78 

(Rojas et al., 2005). A família é dividida em quatro gêneros (Mastrevirus, 79 

Curtovirus, Topocovirus e Begomovirus) de acordo com o tipo de inseto vetor, gama 80 

de hospedeiros, organização do genoma e filogenia (Stanley et al., 2005a). Os vírus 81 

classificados dentro do gênero Begomovirus são transmitidos por mosca branca 82 

(Bemisia tabaci - Homoptera: Aleyrodidae) de modo circulativo não-propagativo e 83 

infectam plantas dicotiledôneas podendo ter um ou dois componentes genômicos. 84 

Espécies de begomovírus que ocorrem no “Velho Mundo” possuem apenas um 85 

componente genômico e frequentemente estão associados a um DNA satélite 86 

denominado DNA β (Mansoor et al., 2003). Por outro lado, begomovírus 87 

encontrados no “Novo Mundo” possuem dois componentes denominados DNA-A e 88 

DNA-B. No DNA-A encontram-se os genes envolvidos na replicação e encapsidação 89 

da progênie viral, enquanto no DNA-B encontram-se os genes responsáveis pelos 90 

movimentos intra- e intercelular (Lazarowitz, 1992). Ambos os componentes são 91 

requeridos para a infecção sistêmica do hospedeiro. Dentre os begomovírus de maior 92 

importância econômica estão Bean golden yellow mosaic virus (BGYMV – espécie 93 

tipo do gênero) afetando principalmente feijão, Tomato yellow leaf curl virus 94 

(TYLCV) afetando a cultura do tomate e African cassava mosaic virus (ACMV) 95 

infetando mandioca (Stanley et al., 2005a).  96 

Problemas fitossanitários associados a insetos do gênero Bemisia têm se 97 

tornado cada vez mais frequentes em regiões tropicais e subtropicais (Bedford et al., 98 

1994a; Morales & Jones, 2004; Naranjo & Ellsworth, 2001; Prasanna et al., 2010; 99 

Seal et al., 2006; Villas-Bôas et al., 2002). Conjuntamente com o aumento 100 

populacional da mosca-branca, tem ocorrido aumento na incidência de 101 

begomoviroses ocasionadas pela transmissão natural por esse inseto, tornando-se um 102 

dos principais problemas na cultura do tomateiro no Brasil (Castillo-Urquiza et al., 103 

2008; Cotrim et al., 2007b; Fernandes et al., 2008a; Inoue-Nagata et al., 2006; Lima 104 
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et al., 2001; Lourenção & Nagai, 1994).  105 

No Brasil até o ano 1994 tinha sido relatado apenas o Tomato golden mosaic 106 

virus (TGMV) afetando a cultura do tomateiro (Costa, 1975), porém,  até 2009 já 107 

foram relatados dezesseis espécies de begomovírus infectando o tomateiro no Brasil: 108 

Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV), Tomato rugose mosaic virus (ToRMV), 109 

Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato mottle leaf curl virus (TMoLCV), 110 

Tomato crinkle virus (ToCrV), Tomato infectious yellows virus (TIYV), Tomato 111 

severe rugose virus (ToSRV), Tomato yellow spot virus (ToYSV), Tomato mild 112 

mosaic virus (ToMlMV), Tomato common mosaic virus (ToCmMV), Tomato leaf 113 

distortion virus (ToLDV), Tomato golden mosaic virus (TGMV), Tomato chlorotic 114 

vein virus (TCIVV), Tomato crinkle leaf yellow virus (ToCrLYV), Sida mottle virus 115 

(SiMoV) e Sida micrantha mosaic virus (SimMV) (Andrade et al., 2006; Castillo-116 

Urquiza et al., 2008; Colariccio et al., 2006; Cotrim et al., 2007; Della-Vecchia et al., 117 

2007; Fernandes et al., 2008; Inoue-Nagata et al., 2006; Ribeiro et al., 2007). 118 

Algumas delas estão presentes em várias regiões do país enquanto outras são 119 

restritas a determinadas regiões (Zerbini, 2006).  120 

O Tomato severe rugose virus (ToSRV) é um dos begomovírus mais 121 

comumente encontrados infectando tomateiro no Brasil (Barbosa et al., 2011; 122 

Castillo-Urquiza et al., 2008; Colariccio et al., 2006; Fernandes et al., 2008; Rocha, 123 

2011)  Além do tomateiro foram realizados relatos de infecção do ToSRV em 124 

pimentão (Nozaki et al., 2005) e batata (Souza-Dias et al., 2008) o que evidencia a 125 

capacidade deste vírus de infectar e se manter em outras solanáceas. Barbosa et al. 126 

(Barbosa et al., 2011) ao determinarem o gama de hospedeiros do ToSRV inoculado 127 

por mosca branca em 33 espécies diferentes de plantas, detectaram infecção em 22 128 

das espécies avaliadas, sendo 13 sintomáticas e nove assintomática, recomendando 129 

então que dentre as estratégias de manejo da doença deve-se incluir o controle de 130 

plantas daninhas perto dos campos de tomate, por estas serem possíveis fontes de 131 

inóculo para as lavouras mais novas. Esta ampla distribuição pode ter importantes 132 

implicações no manejo da doença e no desenvolvimento de cultivares resistentes a 133 

ToSRV a nível de campo. 134 

O estudo de populações de geminivírus de diferentes regiões tem ajudado no 135 

conhecimento da evolução genética desses patógenos no campo (Castillo-Urquiza, 136 

2008; Font et al., 2007; Ge et al., 2007; Prasanna et al., 2010; Ramos-Sobrinho et al., 137 

2010; Rocha, 2011). Esse tipo de informação tem sido empregada na procura de 138 



59 
 

novas estratégias de manejo, alcançando um maior conhecimento da epidemiologia 139 

dos vírus no campo, assim como, tem gerado informações estatísticas de parâmetros 140 

genéticos das populações que tem permitido conhecer as forças evolutivas que estão 141 

incidindo na estabilidade das doenças e suas características biológicas em ambientes 142 

naturais (Prasanna et al., 2010). 143 

O objetivo deste trabalho foi determinar a estrutura genética de uma população 144 

de ToSRV obtida  a partir de amostras de tomate coletadas em Viçosa, Minas Gerais 145 

em dois diferentes anos (2009 e 2010).      146 

 147 

MATERIAIS E MÉTODOS 148 

Coleta do material vegetal 149 

As coletas de amostras de tomate apresentando sintomas típicos de infecção 150 

por begomovírus foram realizadas em experimentos conduzidos na área 151 

experimental da Horta de Pesquisa da Universidade Federal de Viçosa (UFV) 152 

localizada na Região da Zona da Mata de Minas Gerais, a latitude 200 45’ 14’’ S, 153 

longitude 420 52’ 53’’ W e altitude de 648,74 m. As coletas foram realizadas em dois 154 

períodos diferentes, Novembro/2009 e Dezembro/2010 (Tabela 1). 155 

 156 

Amplificação e clonagem dos genomas virais 157 

O DNA total das plantas coletadas foi extraído de acordo com Dellaporta et al. 158 

(1983). A confirmação da presença de begomovírus foi realizada por meio de 159 

hibridização molecular não radioativa de acordo com as especificações do Kit Dig 160 

high Primer DNA labeling and detection starter kit II (Roche Applied Sciences). Os 161 

genomas virais foram amplificados via RCA (rolling circle amplification) segundo 162 

Inoue-Nagata et al. (2004) utilizando-se a enzima DNA polimerase do bacteriófago 163 

phi29. Alíquotas das amplificações foram submetidas, individualmente, a clivagens 164 

com as enzimas de restrição BamH I, Cla I e Kpn I por  2 h segundo recomendações 165 

do fabricante, para linearizar o genoma. Os produtos das reações foram então 166 

analisados em gel de agarose a 0,7% corado com brometo de etídeo (5 µg/mL) e 167 

visualizado sob luz UV. Amostras onde a clonagem foi confirmada foram submetidas 168 

a uma digestão com a enzima Hae III (enzima de corte frequente), e o padrão 169 

eletroforético utilizado para seleção dos clones a serem completamente sequenciadas 170 

pela Macrogen, Inc. (Seul, Coréia do Sul). A primeira rodada de sequenciamento foi 171 

realizada com os oligonucleotídeos M13 Forward e Reverse. Para sequenciamento 172 
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do genoma completo foram desenhados oligonucleotídeos internos (Tabela 2). As 173 

sequências foram montadas utilizando-se o programa DNAMAN v. 6 (Lynnon 174 

Biosoft Corporation). 175 

 176 

Tabela 1. Subamostras de tomate (S. lycopersicum) cujo material biológico, para 177 

análise, foi coletado em área experimental da Universidade Federal de 178 

Viçosa (UFV), Viçosa durante dos anos de avaliação a begomovírus em 179 

campo e condições de inoculação natural. 180 

Código  
Subamostra1 

Ano de  
Coleta 

No.  
Amostras2 

No.  
Clones 

obtidos3 
Código dos clones 

2009 5 5 J17+, J20+, J21 
BGH-2131 

2010 6 6 J28, J29, J30,  
J31, J32, J33 

2009 5 4 J34, J35, J37, J38 BGH-2132 
2010 5 5 J43, J44, J46+, J47 
2009 5 1 J48 BGH-2133 
2010 5 - - 
2009 5 1 J80 BGH-2135 
2010 8 3 J85, J86, J88 
2009 4 2 J247, J249 

Débora* 

2010 9 8 
J259, J260, J261, 
J262, J263, J264, 

J266, J267 
2009 4 1 J254 

Fany**  
2010 4 4 J268, J269, J270, 

J271 

Total 65 40  
(1) dado de passaporte no BGH-UFV disponíveis em www.bgh.ufv.br; (2) total de amostras coletas em 181 
experimentos conduzidos em DBC, com três blocos e apresentando sintomas característicos de 182 
begomovírus; (3) quantidade de clones obtidos a partir das amostras selecionadas; (*) controle 183 
suscetível e (**) controle tolerante a begomovírus; (+) amostras que tinham mais de um clone 184 
por amostra.  185 
 186 

 187 

 188 

 189 

 190 

Tabela 2. Sequências de 16 oligonucleotídeos internos empregados para o 191 

sequenciamento completo dos diferentes clones obtidos a partir de 192 

amostras de tomate coletadas em campo, Viçosa 2009-2010. 193 
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Oligonucleotídeos  Clones* 

JToS 1 - 5´CTCCGATCTCTAACCAACC3´ 

J21-1F, J28-1R, J29-1F, J30-2R, J31-1F, J32-1F, 
J33-1F, J34-2F, J35-7R, J37-1F, J38-2F, J44-1R, 
J46-1F, J46-2R, J47-1R, J48-1F, J247-2F, J249-
1F, J259-1F, J260-2F, J261-1F, J262-1F, J263-

1R, J264-1R, J266-1R, J252-1F, J254-1F,      
J267-1F, J269-1F, J270-1F, J271-1R 

JToS 2 -  5´CTTTCCCGTTCGAGAATCTCC3´ 

J21-1R, J28-1F, J29-1R, J30-2F, J31-1R, J31-6R, 
J33-1R, J34-2R, J35-7F, J36-2F, J36-2R, J37-1R, 
J38-2R, J44-1F, J46-1R, J46-2F, J47-1F, J48-1R, 
J247-2R, J249-1R, J259-1R, J260-2R, J261-1R, 

J262-1R, J263-1F, J264-1F, J266-1F 

JToS 3 - 5´GGCCGCGCGATTTTTCTTATC3´ J43-1F 

JToS 4 - 5´GGGCCCAATCGAACATAACAC3´ J43-1R 

JToS 5 - 5'CCTCATCTCCACGTGCTTCT3' J33-1, J259-1 

JToS 6 - 5'CCTCTTGCACTTCTTCCGTC3' J17-1F, J80-1F, J20-1F, J20-2R, J86-1F, J17-4F, 
J88-1R, J81-2R, J85-3R 

JToS 7  -  5´GAGCGCATTTTGAAGTCCG3´ J9-3R 

JToS 8  -  5´CGTGCCATGGTAACCGG3´ J18-1F 

JToS 9 -  5´GGAAGGTGCGTTAAAGGCT3´ J86-1F 

JToS 10 -  5´GGGATGGGAGACGGGACCT3´ J89-1F 

JToS 11 -  5´CAATCCCGACTTCTCTCCATG3´ J268-1F 

JToS 12 -  5´GACACACAAATCACCTTCCC3´ J17-1R, J20-1R, J85-3F, J81-2F, J80-1R, J86-1R, 
J20-2F, J88-1F, J3-2R, J17-4F 

JToS 13 - 5´GTCGATGCCTTAGACACATTATCAG3´ J9-3F, J18-1R. J268-1R 

JToS 14  - 5´CTCTTGCACTTCTTCCGTCGAT3´ J3-2-F 

JToS 15 - 5´CATGATGAGGCTCCGAAGAATC3´ J89-1-R 

JToS 16 - 5´CGGCACCTCTCCCAAAATAGTCATC3´ J252-1R, J254-1R, J267-1R, J269-1R, J270-1R, 
J271-1F 

*os códigos representam os clones obtidos a partir das subamostras BGH-2131, BGH-2132, BGH-2133, 194 
BGH-2135, Débora e Fany listados na Tabela 1.   195 

 196 

Comparações de sequências e análise filogenética  197 

As sequências correspondentes ao DNA-A dos isolados de begomovírus foram 198 

inicialmente analisadas com o algoritmo BLASTn para determinar as espécies virais 199 
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com maior porcentagem de identidade de nucleotídeos com sequências disponíveis 200 

no NCBI (National Center for Biotechnology Information), e em seguida foram 201 

analisadas a fim de identificar as ORFs presentes no genoma viral, utilizando-se o 202 

algoritmo ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/). Comparações 203 

par a par foram geradas utilizando-se o programa DNAMAN v. 6 (Lynnon Biosoft 204 

Corporation) e estimada a porcentagem de identidade das sequências de 205 

nucleotídeos do genoma completo entre os isolados encontrados e outros 206 

begomovírus relatados anteriormente no Brasil. Empregou-se como critério para 207 

demarcação de espécies dentro do gênero Begomovirus a porcentagem de identidade 208 

de nucleotídeos do genoma completo (DNA-A) de 89% como estabelecido por 209 

Fauquet et al. (2008). Alinhamentos múltiplos, incluindo os isolados obtidos e outros 210 

begomovírus das Américas (Tabela 3), foram realizados utilizando-se o algoritmo 211 

MUSCLE (Edgar, 2004). A árvore filogenética a partir do alinhamento do DNA-A 212 

foi construída com MEGA 5.0 (Tamura et al., 2007) utilizando o método 213 

“Neighbour-Joining” incluindo análise “bootstrap” com 10.000 repetições para 214 

verificar a significância de cada ramo.  215 

 216 

Estrutura e diferenciação genética da população de ToSRV 217 

Foram quantificados os principais descritores de variabilidade genética: 218 

número de sítios segregantes (S), número total de mutações (Eta), número médio de 219 

diferenças de nucleotídeos (k), diversidade nucleotídica (π), frequência de mutação, 220 

número de haplótipos (H), diversidade haplotípica (Hd), Watterson’s estimado da 221 

taxa de mutação da população baseado no número total de sítios segregantes (θw-S) 222 

e Watterson’s estimado da taxa de mutação da população baseado no número total de 223 

mutações (θ-Eta). A análise foi realizada utilizando-se o programa DnaSP  v. 5 224 

(Librado & Rozas, 2009). 225 

Os resultados foram comparados com dados referentes a populações de Tomato 226 

yellow vein streak virus (ToYVSV) e Tomato common mosaic virus (ToCmMV) da 227 

região Sudeste do Brasil (municípios de Coimbra, MG e Paty do Alferes, RJ) 228 

(Castillo-Urquiza, 2008), população de Bean golden mosaic virus (BGMV)  a partir 229 

de amostras de Phaseolus lunatus (fava) no estado de Alagoas (Ramos-Sobrinho et 230 

al., 2010) e populações de Tomato severe rugose virus (ToSRV) no estado de MG em 231 

Carandaí e Florestal (Rocha, 2011). 232 

 233 



63 
 

Tabela 3. Begomovírus empregados nas comparações de sequências, árvores 234 

filogenéticas e análises de recombinação. 235 

Espécie Sigla Número do acesso 
no Genbank 

Do Brasil   
Bean golden mosaic virus BGMV M88686 
Sida mosaic Brazil virus SiMBV FN436001 
Sida micrantha mosaic virus SimMV AJ557451 
Sida mottle virus SiMoV AY090555 
Sida yellow mosaic virus SiYMV AY090558 
Tomato chlorotic mottle virus ToCMoV AF490004 
Tomato rugose mosaic virus ToRMV AF291705 
Tomato rugose mosaic virus ToRMV AF291705 
Tomato severe rugose virus ToSRV DQ207749  
Tomato severe rugose virus ToSRV HQ606467 
Tomato severe rugose virus ToSRV FJ824808 
Tomato yellow spot virus ToYSV DQ336350 
Tomato yellow vein streak virus ToYVSV EF417915 
Tomato mild mosaic virus  ToMIMV EU710752 
Sida common mosaic virus  SiCmMV EU710751 
Tomato leaf distortion virus  ToLDV EU710749 
Blainvillea yellow spot virus  BlYSV EU710756 
Sida yellow leaf curl virus  SiYLCV EU710750 
Tomato common mosaic virus  ToCmMV EU710754 
   
De outros países na América   
Sida golden yellow vein virus SiGYVV AJ577395 
Sida yellow mosaic Yucatan virus SiYMYuV DQ875872 
Sida yellow vein virus SiYVV Y11099 
Tomato Chino La Paz virus ToChLPV AY339618 
Tomato golden motlle virus ToGMoV AF132852 
Tomato mosaic Havana virus ToMHV EF088197 
Tomato mottle Taino virus ToMoTV AF012300 
Tomato mottle virus ToMoV AY965900 
Tomato severe leaf curl virus ToSLCV AF130415 
Tomato leaf curl Sinaloa virus  ToLCSV AJ608286 
Tomato leaf curl Cuba virus ToLCCUV AM050143 
Tomato yellow leaf distortion virus  ToYLDV FJ174698 
   
Fora dos grupos   
Tomato leaf curl New Delhi virus ToLCNDV U15015 
   

 236 

O programa DnaSP v. 5 (Librado & Rozas, 2009) foi utilizado para determinar 237 

a extensão da diferenciação genética ou nível de fluxo gênico entre as subpopulações 238 

(2009 e 2010) estimando-se o valor do Wright´s Fst (Wright, 1951). O Wright´s Fst é 239 

uma medida da proporção da variância genética total contida numa subpopulação 240 
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relativa à variância genética total. Valores podem variar entre 0 e 1 e valores de Fst > 241 

0,05 (5%) sugerem um grau de diferenciação entre subpopulações. 242 

 243 

Análise dos mecanismos de seleção  244 

As sequências de nucleotídeos das ORFs presentes no DNA-A (cp, proteína 245 

da capa; rep, proteína associada à replicação; trap, proteína de trans-ativação; ren, 246 

proteína amplificadora da replicação; e ac4) foram alinhadas usando o algoritmo 247 

MUSCLE (Edgar, 2004). Foram computados, para cada ORF, os testes de 248 

neutralidade: Tajima’s D (Tajima, 1989), Fu and Li´s D* e F* (Fu & Li, 1993) 249 

utilizando o programa DnaSP v. 5 (Librado & Rozas, 2009). 250 

 251 

Análise da recombinação 252 

Para investigar possíveis eventos de recombinação, sequências completas de 253 

begomovírus já relatados no Brasil juntamente com os isolados de plantas de tomate 254 

deste trabalho, foram inicialmente alinhadas utilizando-se o algoritmo MUSCLE 255 

(Edgar, 2004). Evidencias filogenéticas para recombinação foram inicialmente 256 

detectada por meio da análise de recombinação como implementado no programa 257 

SplitsTree v. 4.1 (Huson & Bryant, 2006). Eventos de recombinação, possíveis 258 

parentais e breakpoints de recombinação foram identificados utilizando-se o 259 

programa RDP v. 3.0 (Martin et al., 2010).  260 

 261 

RESULTADOS 262 

Detecção viral e clonagem dos genomas virais 263 

Amostras foliares de tomateiro mantidos em campo na Horta Experimental da 264 

UFV foram coletadas em duas épocas diferentes (Novembro/2009 e 265 

Dezembro/2010). Ao todo foram coletadas 65 amostras, sendo 28 do ano 2009 e 37 266 

do ano 2010.  O DNA das 65 amostras coletadas, previamente confirmadas positivas 267 

por meio do teste de hibridização não radioativa (dados não amostrados), foram 268 

amplificadas por meio de RCA e confirmada a presença de um fragmento de mais de 269 

12.000 pares de base (pb), correspondente ao multímero linear contendo várias 270 

cópias do genoma viral observado para cada reação. Foram escolhidos, através dos 271 

diferentes padrões de clivagem com a enzima de corte frequente Hae III, um total de 272 

36 clones para serem completamente sequenciados. 273 

 274 
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Comparação de sequências e análise filogenética 275 

A análise das sequências dos 36 clones obtidos, os quais correspondiam ao 276 

DNA-A, indicaram a presença do vírus Tomato severe rugose virus (ToSRV) em 100 277 

% dos clones, como mostrado na matriz de identidade das sequências (Figura 1). Ao 278 

comparar todos os clones entre eles a porcentagem de identidade variou de 97,9 a 279 

100% (Figura 1), o que evidencia a alta homogeneidade das sequências obtidas. Este 280 

resultado foi confirmado pela análise filogenética (dados não mostrados). Todos os 281 

clones agruparam-se em um único ramo e dentre eles o isolado BR:Vic20:10, ainda 282 

que no mesmo ramo, está um pouco mais distante em comparação com o restante dos 283 

clones avaliados. Todos eles agruparam-se com o ToSRV (DQ207749) com 100 % 284 

de confiabilidade. Os isolados deste trabalho formaram um grupo com isolados de 285 

begomovírus descritos no Brasil, o qual divergiu de outro grupo formado por outros 286 

begomovírus descritos nas Américas (dados não mostrados).  287 

 288 

Estrutura genética e testes de neutralidade da população de ToSRV  289 

Com o objetivo de obter maior informação a respeito da evolução do 290 

begomovírus descrito neste trabalho, inicialmente os clones foram divididos em duas 291 

populações ao considerar os anos de coleta (2009 com 14 clones e 2010 com 22 292 

clones) e foram submetidos a um teste de subdivisão de populações. O teste de 293 

subdivisão (Fst = 0,036) indicou valores de Fst < 0,05 (5%) sugerindo que as duas 294 

possíveis subpopulações inicialmente formadas não estão estruturadas, sendo então 295 

tratadas a partir deste momento como uma única população.  296 

Na Tabela 4 são apresentados os descritores gerais da população de ToSRV 297 

formada por 36 clones com genoma de tamanho 2593nt obtida neste trabalho. A 298 

população de ToSRV obtida em Viçosa, ao ser comparada com duas outras 299 

populações de ToSRV descritas por Rocha (Rocha, 2011) apresentou valores 300 

semelhantes nos descritores das populações, porém com número médio de diferenças 301 

de nucleotídeos entre as sequências (K), diversidade nucleotídica (π), frequência de 302 

mutação e diversidade haplotípica (Hd) com valores que foram superiores aos da 303 

população de Carandaí mas inferiores aos da população de Florestal (Tabela 4).  304 
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305 
           306 
 307 

Figura 1.  Porcentagem de identidade de nucleotídeos entre isolados de begomovírus obtidos a partir de amostras de tomate coletadas 308 

em Viçosa-MG. 309 
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Quando comparadas a população de Viçosa do ToSRV com as populações de 310 

BGMV, ToCmMV e ToYVSV, os valores foram inferiores em ToSRV para todos os 311 

descritores da população. A população de BGMV descrita por Ramos-Sobrinho et al. 312 

(Ramos-Sobrinho et al., 2010) obtida a partir de Phaseolus lunatus apresentou os 313 

maiores valores se considerarmos todos os descritores, refletindo na maior 314 

diversidade genética desta população. 315 

Os testes de neutralidade foram aplicados para avaliar se há evidências de 316 

seleção nas regiões genômicas que codificam os genes cp, rep, ren, trap e ac4 317 

codificados pelo DNA-A (Tabela 5). Diferenças estatísticas foram obtidas para as 318 

ORFs que codificam os genes cp, rep e ren considerando os três testes empregados 319 

(Tajima D, Fu and Li’s D* e Fu and Li’s F*).  320 

No entanto, mediante os três testes foi observada  a não existência de 321 

diferenças significativas nas ORFs dos genes trap e ac4, com exceção do teste de Fu 322 

and Li’s F* que mostrou diferenças a 5% de probabilidade para o gene ac4. Todos os 323 

valores obtidos foram negativos sugerindo a ocorrência de seleção negativa 324 

(purificadora) ou o efeito de um evento demográfico recente como a expansão da 325 

população (Tabela 5). 326 

 327 

Análises de recombinação na população 328 

Os eventos de recombinação inferidos por filogenia dos isolados de ToSRV de 329 

Viçosa – MG  (dados não mostrados) foram adicionalmente confirmados pela análise 330 

no programa RDP3 (Martin et al., 2010). A análise identificou para todos os isolados 331 

descritos neste trabalho três sítios de recombinação. O primeiro foi observado na 332 

maioria dos isolados, iniciando no nucleotídeo 1941 até o 2138 (inicio do gene ac4 e 333 

região intergénica da rep) sendo os possíveis parentais o Tomato yellow vein streak 334 

virus, ToYVSV [EF417915] descrito em tomate e o Sida micrantha mosaic virus, 335 

SimMV [AJ557451] descrito em Sida, com um valor P  de 7,2 x 10-16.  336 
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Tabela 4. Estrutura genética da população de Tomato severe rugose virus (ToSRV) a partir de tomate coletado em Viçosa-MG, 337 

comparado com populações  de   Bean golden mosaic virus (BGMV)  a partir de Phaseolus lunatus (fava) no estado de 338 

Alagoas e populações de Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) e Tomato common mosaic virus (ToCmMV) a partir de 339 

tomate  no sudeste do Brasil. Dados baseados no DNA-A. 340 

Populações 

Vírus Local 

Tamanho 

do genoma 

(nt) 

No de 

sequências 
Sa Etab kc πd 

Frequência 

de mutaçãoe 
Hf Hdg θw -Sh θ-Etai 

Viçosa, MG 2593 36 144 149 11,528 0,0045 1,6 x 10-3 34 0,997 0,0134 0,0139 

Carandaí, MG 1 2589 19 73 74 10.474 0.0040 1,8 x 10-3 18 0,994 0,0080 0,0081 
ToSRV 

 
Florestal, MG 1 2592 5 37 37 19.000 0.0073 3,5 x 10-3 5 1,000 0,0068 0,0068 

BGMV Alagoas 2 2616 20 251 265 40,321 0,0154 5,0 x 10-3 18 0,989 0,0271 0,0295 

ToCmMV Paty de Alferes, RJ 3 2560 10 11 11 2,200 0,0009 4,3 x 10-4 8 0,933 0,0015 0,0015 

ToCmMV Coimbra, MG 3 2560 12 91 92 26,258 0,0103 3,0 x 10-3 11 0,985 0,0118 0,0119 

ToYVSV Paty de Alferes, RJ 3 2562 26 49 49 5,381 0,0021 7,4 x 10-4 25 0,997 0,0050 0,0050 
a Número de sítios segregantes; b Número total de mutações; c Número médio de diferenças de  nucleotídeos entre sequências; d Diversidade nucleotídica estimada 341 
pelo número médio de diferenças de nucleotídeos por sítio; e Número total de mutações/Número total de nucelotídeos seqüenciados; f Número total de haplótipos; g 342 
Diversidade haplotípica ; h Watterson’s estimado da taxa de mutação da população baseado no número total de sítios segregantes; i Watterson’s estimado da taxa de 343 
mutação da população baseado no número total de mutações; 1 dados obtidos por Rocha (2011); 2dados obtidos por Sobrinho (2010); 3dados obtidos por Castillo-344 
Urquiza (2008). 345 

 346 
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Tabela 5. Testes de neutralidade baseados em variações nos genes cp, rep, ren, trap e 347 

ac4 dos isolados de Tomato severe rugose virus (ToSRV) a partir de tomate 348 

coletado em Viçosa-MG. 349 

Testes/ORFs cp rep ren trap ac4 

Tajima D -4,56* -3,16* -3,33* -0,46NS -1,78 NS 

Fu and Li’s D* -4,62* -3,39* -3,35* -0,86 NS -2,17 NS 

Fu and Li’s F* -2,61** -2,29** -2,37** -1,45 NS -1,96* 

*Valores para testes de neutralidade foram significativos (P<0.05). 350 
**Valores para testes de neutralidade foram significativos (P<0.01). 351 
NSValores para testes de neutralidade não significativos 352 

 353 

O segundo evento de recombinação de recombinação foi obtido para os 354 

isolados BR:Vic09:10, BR:Vic11:10, BR:Vic15:09 e BR:Vic18:10 iniciando no 355 

nucleotídeo 1942 e terminando em 2139 (dentro  do gene ac4 e  rep) com os mesmos 356 

parentais e valor P do primeiro. O terceiro evento de recombinação iniciando no 357 

nucleotídeo 1778 e terminando em 2559 (dentro do gene rep) com os mesmos 358 

parentais e valor P dos outros dois eventos de recombinação, sendo obtido apenas 359 

para os isolados BR:Vic24:10 e BR:Vic40:10. O isolado BR:Vic20:10 junto com o 360 

isolado Blainvillea yellow spot virus, BIYSV [EU710756] descrito em Blainvillea, 361 

foram reconhecidos pelo programa como possíveis parentais do isolado de ToRMV 362 

[AF291705], identificando o evento de recombinação iniciando no nucleotídeo 1520 363 

e terminando no 61 (inclui os genes cp e trap) com um valor P de 2.4 x 10-32.  364 

 365 

DISCUSSÃO 366 

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a diversidade e a estrutura genética 367 

de uma população de ToSRV obtida de amostras de tomate cultivados no campo, 368 

coletadas em um mesmo local em dois diferentes anos (2009 e 2010). O local das 369 

coletas é uma área experimental onde ao longo dos últimos anos são mantidos 370 

cultivos de tomate, sendo frequentemente relatado a presença de sintomas de 371 

begomovírus e altas populações do inseto vetor (mosca branca) o que tem facilitado 372 

a ocorrência destas viroses. 373 
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Tabela 6. Eventos de recombinação detectados em begomovírus infectando tomate no estado de Minas Gerais, Brasil baseado em dados 374 

que incluem somente begomovírus do Brasil. 375 

 
Breakpoints 

 

 
Parentais 

 
 

Recombinante 
Inicial Final Maior Menor 

Programas valor P 

BR:Vic01:09, BR:Vic02:09, BR:Vic03:09, 
BR:Vic04:09, BR:Vic05:09, BR:Vic06:10, 
BR:Vic07:10, BR:Vic08:10, BR:Vic10:10, 
BR:Vic12:09, BR:Vic13:09, BR:Vic14:09, 
BR:Vic17:10, BR:Vic19:10, BR:Vic20:10, 
BR:Vic21:09, BR:Vic22:09, BR:Vic23:10, 
BR:Vic25:10, BR:Vic26:09, BR:Vic27:09, 
BR:Vic28:09, BR:Vic29:10, BR:Vic30:10, 
BR:Vic31:10, BR:Vic32:10, BR:Vic33:10, 
BR:Vic34:10, BR:Vic35:10, BR:Vic36:10 

1941 2138 ToYVSV SimMV RGBMCS 7,2 X 10-16 

BR:Vic09:10, BR:Vic11:10, BR:Vic15:09, 
BR:Vic18:10 1942 2139 ToYVSV SimMV RGBMCS 7,2 X 10-16 

BR:Vic24:10, BR:Vic40:10 1778 2559 ToYVSV SimMV RGBMCS 7,2 X 10-16 
ToRMV_AF291705 1939 2167 ToYVSV SimMV RGBMCS 7,2 X 10-16 
ToRMV_AF291705 1520 61 BlYSV BR:Vic20:10 RGBMCS3 2,4 X 10-32 
ToSRV_DQ207749 1941 2138 ToYVSV SimMV RGBMCS 7,2 X 10-16 
ToSRV_FJ824808 1941 2138 ToYVSV SimMV RGBMCS 7,2 X 10-16 
ToSRV_HQ606467 1940 2131 ToYVSV SimMV RGBMCS 7,2 X 10-16 

1para simplificar a tabela são listados somente os isolados de cada espécie que apresentaram eventos de recombinação com os isolados de nosso 376 
trabalho; 2os números indicam onde é iniciado e terminado o site de clivagem de origem de replicação; 3siglas dos programas que indicaram 377 
recombinação R=RDP; G=GeneConv; B=Bootscan; M=MaxChi; C=CHIMAERA; S=SisScan; 3=3SEQ. As programas destacadas em vermelho 378 
representam o programa de maior P-valor. 379 

 380 
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O local tem sido escolhido como área representativa para testes de seleção de 381 

materiais resistentes a begomovírus em infecção natural (Xavier et al., 2011), 382 

esperando-se encontrar nele diferentes espécies de begomovírus devido à grande 383 

diversidade de sintomas encontrados em plantas daninhas e cultivos de interesse 384 

agrícola como o tomateiro (Rocha, 2011). 385 

Todos ao clones (36) obtidos neste trabalho correspondiam a uma única 386 

espécie de begomovírus, o ToSRV, indicando uma ampla distribuição deste vírus na 387 

área amostrada. Este resultado contradiz o que era esperado, e isto pode estar 388 

relacionado ao fato de todos os clones sequenciados terem sido obtidos a partir de 389 

uma única enzima (Bam H I), fazendo com que boa parte da diversidade de espécies 390 

de begomovírus presentes no campo não fosse representada. Com isso, não se pode 391 

afirmar que o ToSRV esta sendo prevalente na área amostrada, e outros estudos serão 392 

necessários para confirmar esta hipótese.    393 

A população de ToSRV  não apresentou subdivisão de acordo com os anos de 394 

coleta (Fst = 0,036), e com isso a análise da estrutura genética foi realizada 395 

considerando uma única população formada pelos 36 clones de DNA-A a partir dos 396 

anos de 2009 e 2010. Quando comparada a diversidade genética entre a população 397 

de ToSRV deste trabalho com duas outras populações de ToSRV descritas por Rocha 398 

(Rocha, 2011) em Carandaí/2008 e Florestal/2008, pode-se observar um nível de 399 

variabilidade similar entre essas populações. Isto pode estar diretamente relacionado 400 

a fatores do hospedeiro, visto que as três populações virais avaliadas foram obtidas a 401 

partir de plantas de tomate com uma base genética semelhante. Esta hipótese é 402 

reforçada quando comparados os resultados obtidos para as populações de 403 

begomovírus infectando tomate e a população de BGMV infectando fava, onde se 404 

pode observar uma maior variabilidade na população de BGMV, o qual infecta uma 405 

planta com uma base genética mais ampla.     406 

Com o objetivo de investigar as forças evolutivas que estavam atuando nos 407 

diferentes genes que codificam as proteínas do vírus a partir do DNA-A, foram 408 

realizados testes de neutralidade para cada ORF viral. Foi observado que as 409 

mutações e a seleção purificadora são as forças evolutivas que estão influenciando 410 

na estrutura genética da população de ToSRV de Viçosa, coincidindo com os 411 

resultado obtidos por Rocha (Rocha, 2011). Durante o ciclo viral, diversos fatores 412 

podem estar impondo seleção purificadora sobre a população de ToSRV. A biologia 413 

do vetor B. tabaci e seus hábitos alimentares podem servir como um gargalo para 414 
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manutenção das características estruturais e funcionais do vírus. Outros fatores que 415 

impõem seleção purificadora podem estar associados com fatores da planta 416 

hospedeira (García-Arenal et al., 2001).         417 

Segundo Rocha (Rocha, 2011) os dados obtidos a partir de cinco anos de 418 

coleta sustentam a hipótese de que a colonização da cultura do tomate por 419 

begomovírus tem ocorrido devido à existência de populações nativas em um 420 

processo impulsionado pela alta frequência de mutação e recombinação que tem 421 

permitido que alguns vírus sejam mais adaptados a cultura do tomate (ToCMoV, 422 

ToCmMV e ToSRV em 95% das amostras) e outros menos adaptados (ToYSV, 423 

ToLDV e ToMlMV). A ampla distribuição do ToSRV na região de Minas Gerais 424 

(Viçosa, Carandaí e Florestal) tem implicações importantes para o manejo da doença 425 

e o desenvolvimento de estratégias para obtenção de materiais de tomate resistentes 426 

nestas regiões de Minas Gerais. Os processos evolutivos sobre estas populações 427 

estão sendo pouco influenciados por fatores ambientais tais como as distâncias 428 

geográficas, temperaturas, altitude, etc devido às poucas diferenças obtidas na 429 

estrutura genética destas três populações. 430 

O resultado das análises de recombinação na população de ToSRV deste 431 

trabalho permitiu observar que os isolados obtidos mostraram três principais sítios 432 

de recombinação, sendo dois destes sítios separados por apenas um nucleotídeos, 433 

localizados na região inicial do gene ac4 e na região intergénica da rep. Já o terceiro 434 

sítio de recombinação foi observado na região dos genes cp e trap. Lefeuvre et al. 435 

(Lefeuvre et al., 2007a) demonstraram que as regiões codificantes são geralmente 436 

menos suscetíveis a recombinação, no entanto, as regiões que codificam a cp e a rep 437 

de begomovírus têm sido demonstradas como sendo hotspots de recombinação 438 

(Garcia-Andres et al., 2007b;Lefeuvre et al., 2007b), coincidindo com o resultado 439 

obtido neste trabalho.  440 

Vários trabalhos têm demonstrado que a recombinação é uma fonte comum e 441 

importante na geração de diversidade genética em begomovírus brasileiros (Galvão 442 

et al., 2003;Inoue-Nagata et al., 2006;Ribeiro et al., 2007) e no mundo (Garcia-443 

Andres et al., 2007a;Garcia-Andres et al., 2006;Garcia-Andres et al., 2007b;Monci et 444 

al., 2002b;Pita et al., 2001). Eventos de recombinação detectados neste trabalho 445 

mostram que vírus de plantas daninhas (Sida micrantha mosaic virus, SimMV) estão 446 

recombinando com vírus descritos em tomate (Tomato yellow vein streak virus, 447 

ToYVSV) dando lugar a isolados mais adaptados como o ToSRV.  A combinação de 448 
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isolados presentes em plantas daninhas e cultivadas podem estar gerando também 449 

novos isolados mais agressivos, como por exemplo, o Tomato yellow spot virus 450 

(ToYSV) ainda pouco disseminado no Brasil. Apesar de ter sido isolado de 451 

tomateiro, suas características moleculares e filogenéticas são mais semelhantes às 452 

de begomovírus isolados de Sida sp., como o Sida mottle virus (SiMoV), Sida yellow 453 

mosaic virus (SiYMV) e Sida micrantha mosaic virus (SimMV) (Andrade et al., 454 

2006). 455 

A ampla distribuição do ToSRV em Viçosa indica que este vírus tem 456 

conseguido adaptar-se a região e junto com ele as medidas de controle poderão ser 457 

mais específicas no controle principalmente do vetor, no controle das plantas 458 

daninhas que por ventura manifestem sintomas próximo das lavouras e que venham a 459 

constituir possíveis fontes de inóculo para as novas lavouras e a introdução de 460 

variedades resistentes portadoras de novos genes ou combinações de genes que 461 

permitam manter esta doença abaixo do nível de dano para a cultura.           462 
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