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RESUMO

Solanum lycopersicum L. € uma das principais hortalicas em termos de importancia
econdmica e alimentar, sendo cultivado em todas as regides tropicais e subtropicais do
Mundo. Dentre os problemas fitossanitarios na cultura de S.lycopersicum, destacam-se as
doencas causadas por virus que podem variar amplamente em termos de severidade. Umas
das viroses limitantes sdo os representantes da familia Geminiviridae, mais principalmente
espécies do género Begomovirus. Neste trabalho avaliou-se a incidéncia e influéncia de
Begomovirus em dreas produtoras de S.lycopersicumna na regido do Cariri do estado da
Paraiba. Um levantamento de plantas sintomdticas, em duas dreas produtoras de tomateiro, foi
realizado nos municipios de Serra Branca (Area 1) e Amparo (Area 2) com a finalidade de
identificar a incidéncia e influéncia do virus na cultura. Amostras foliares de S. lycopersicum
foram coletadas para observacdo e classificacdo dos sintomas. Andlises multivariadas nao-
paramétricas (presenca/auséncia) com base nos sintomas virais observados, em ambas as
areas, foram realizadas para verificar a influéncia do virus nas plantagcdes de S. lycopersicum.
As amostras foliares também foram utilizadas para extracdo de DNA, através do método
CTAB. O DNA viral foi avaliado através de PCR especifico, utilizando os marcadores
moleculares PAL1v1978 e PAR1c496. Através da PERMANOVA observou-se que houve
divergéncias na severidade dos sintomas virais em cada plantacdo, além de ter sido
evidenciado no teste de similaridade (SIMPER) os sintomas que mais ocorreram nas
plantacdes, sendo rugosidade (31,54%) e deformacao foliar (59,03%) em Amparo; rugosidade
(75,11%) e manchas amareladas (18,45%) em Serra Branca. O DNA viral foi confirmado para
a presenca de Begomovirus através da andlise molecular.

PALAVRAS-CHAVE: Solanum lycopersicum. Geminiviroses. Diagndstico molecular.

Analise multivariada.



ABSTRACT

Solanum lycopersicum L. is a vegetable with economic and food importance. She is cultivated
in tropical and subtropical regions a round the world. Many phytosanitary problems in their
cultivation are related. For example, viral diseases can vary in severity. Limiting viruses are
of the Family Geminiviridae where the species of genre Begomovirus which act more strongly
in plantation. In the work was evaluated the incidence and influence of Begomovirus in
producing areas of S. lycopersicumin Cariri region, Paraiba state. A data collection of
symptomatic plants in two producing areas was performed in Serra Branca (areal) and
Amparo cities (area 2) identifying the incidence and influence of virus in plantation. Samples
foliar of S. lycopersicum were collected to observation and classification of symptons. Non
parametric multivariate analysis (presence/absence) in both areas, were realized to verify the
influence of virus in S. lycopersicum based on the virals symptons. DNA extraction was
peformed by CTAB method to virus identification. An especific PCR was used to DNA with
molecular markers PALIv1978 and PAR1c496. Permutational analysis of variance
(PERMANOVA) has shown divergences in severity of virals symptons in each plantation.
The tests howed a similarity between the symptons observed to roughness (31.54%) and
deformation leaf (59.03%) in Amparo; roughness (75.11%) and yellowish patches (18.45%)
in Serra Branca. The DNA was confirmed to Begomovirus.

KEY WORDS: Solanum lycopersicum. Geminiviruses. molecular diagnosis. multivariate
analysis.
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1 INTRODUCAO

A cultura do tomateiro, Solanum lycopersicum L., é origindrio da parte ocidental da
América do Sul. E uma das olericolas de maior importancia econdmica, sendo também uma
das mais difundidas no mundo, devido a sua grande aceitabilidade e consumo (ALENCAR et
al. 2012). O fruto do tomateiro e seus produtos representam uma das mais importantes fontes
de vitamina C, pré-vitamina A (beta-caroteno) e antioxidantes (licopeno e outros
carotenoides) na dieta humana. No Brasil, a cultura do tomateiro para consumo in natura tem
sido uma importante fonte de renda e ocupagdo de mao de obra rural.

O tomate pode ser cultivado em regides tropicais e subtropicais no mundo inteiro,
tanto para consumo in natura, no cultivo tutorado, como para a industria de processamento,
através do cultivo rasteiro (SANTOS, 2009).

No Nordeste brasileiro, a drea utilizada para a producdo dessa cultura é correspondente
a 17,2% da &rea nacional, se aproximando da drea produtora do estado de Sdao Paulo
correspondente a 19,5%. No entanto, enquanto em Sdo Paulo a produtividade € por volta de
21,1% da producao total, o Nordeste apresenta uma produtividade de 9,9% (IBGE, 2018). O
cultivo de tomate no Nordeste brasileiro apresenta como uma atividade agricola de expressiva
importancia socioecondmica (FARI; RESENDE; MELO, 2000). Ja no estado da Paraiba a
producdo corresponde a 0,2%, com uma area de 0,5% do total, sendo um valor muito abaixo
da média nacional (IBGE, 2018).

Devido as condi¢des edafoclimdticas favordveis e a incorporacdo de novas
tecnologias, o Estado do Paraiba tem se apresentado promissor no cultivo do tomate.
Entretanto, com a expansdo da drea cultivada, foram observadas perdas significativas em
todas as areas produtoras, a maioria por problemas fitossanitdrios (TOGNI et al., 2009).
Dentre os problemas fitossanitdrios na cultura do tomateiro, destacam-se as doengas causadas
por virus que podem variar amplamente em termos de severidade, incluindo respostas
tolerantes que pouco alteram a fisiologia da planta hospedeira, até respostas severas que
podem culminar com a morte da planta. Medidas de controle na maioria das vezes ndo sdo
eficientes (HULL, 2002). Vdrios sdo os virus que podem infectar a cultura do tomate,
entretanto, os Geminivirus, possuem grande importancia econdmica, devido as perdas
ocasionadas a agricultura (POLSTON ET al., 2014). A interacdo Geminivirus-tomate inicia-
se geralmente com clareamento acentuado nas nervuras foliares, acentuando a manchas
cloréticas na forma de mosqueado e um intenso mosaico amarelo. Quando a infec¢do ocorre

precocemente, a planta tem seu crescimento e desenvolvimento paralisado (VILLAS-BOAS,
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2009). Um dos géneros de maior importancia da familia geminividae, sendo o maior deles, € o
género Begomovirus (ROCHA, 2017).

A ocorréncia de epidemias cada vez mais severas de begomoviroses, aliada a
dificuldade de controle dessa doenca, faz com que ela seja considerada um dos maiores
problemas fitossanitirios da cultura do tomateiro (QUEZADO-DUVAL et al., 2014). Os
Begomovirus apresentam uma grande variabilidade de espécies, sendo que as espécies
encontradas no Brasil ndo sao relatadas em outros paises, sugerindo que os mesmos sejam
nativas (SOUZA, 2014).

Além da diversidade de espécies virais encontradas em tomateiro e a alta incidéncia de
diferentes viroses, o maior problema que os agricultores possuem em relacdo as viroses € o
seu controle, j4 que ndo existe como controlar as viroses sem causar algum dano a planta
hospedeira (SOUZA, 2014). Assim, uma boa medida no controle de doencgas causadas por
virus no campo depende do diagndstico preciso e de um manejo efetivo da praga.

No diagnéstico de viroses vegetais sdo utilizados métodos bioldgicos, sorolégicos e
moleculares. Uma premissa bdsica para auxiliar o diagndstico de virus sdo estudos de
incidéncia no campo. Entretanto, uma simples observacao visual de sintomas de incidéncia de
virus em plantio de tomateiro no campo niao € suficiente para atestar a presenga desses virus,
uma vez que os sintomas podem ser facilmente confundidos com os causados por
desequilibrios nutricionais, diferencas varietais e infec¢do por outros virus. Nesse contexto,
surgem para auxiliar no diagndstico os métodos moleculares através da reagcdo de
polimerizacio em cadeia (PCR) (MULLIS; FALOONA, 1987) o que acelerou o
desenvolvimento de novas classes de marcadores moleculares.

Diante desse quadro, torna-se necessario um levantamento das dreas produtoras de
tomate, buscando diagnosticar corretamente a etiologia viral de infec¢do através de métodos
moleculares em conjunto com a andlise da severidade dos sintomas encontrados nas mesmas,
0 que ird proporcionar uma precisdo no diagndstico e na avaliacdo de diferentes niveis de
influéncia do virus; auxiliando, assim, futuras pesquisas objetivando um melhor entendimento

da relagdo da cultura do tomateiro com o Begomovirus no Estado da Paraiba.
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a incidéncia de Begomovirus em éareas produtoras de tomateiro localizadas no

Cariri paraibano e detectar via PCR com primer especifico

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Coletar amostras foliares de tomateiro com infec¢do viral;

Avaliar visualmente e classificar os diferentes tipos de sintomas de infeccdo viral
presentes na cultura;

Avaliar a influéncia do Begomovirus por meio de sintomas virais observados em duas
plantacdes de tomate;

Analisar, através das frequéncias sintomdticas observadas nas plantacdes, a severidade
da acdo do Begomovirus em tomateiros do cariri paraibano;

Realizar a extragdo de DNA viral utilizando o método CTAB;

Realizar rea¢do de PCR utilizando marcadores especificos;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1. TOMATEIRO

Pertencente a familia Solanaceae, o tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € uma planta
pilosa e herbdcea, que quando jovem possui caule flexivel, tornando-se fibroso com o passar
do tempo. Apresenta dois hédbitos de crescimento que pode ser indeterminado e determinado.
Nas cultivares de habito indeterminado, as plantas sao tutoradas e desbrotadas e os frutos sao
destinados diretamente ao consumo humano. J4 no cultivo de hédbito determinado as plantas
sdo adaptadas para cultivo rasteiro e sdo destinadas a agroindustrias (SANTOS, 2010). O
melhor desempenho das plantas € observado em temperaturas diurnas de 18°C a 25°C e
noturnas de 13°C a 24°C (SANTOS, 2009), sendo preferivel realizar o plantio em regides ou
épocas de temperaturas amenas (BOITEUX et al., 2012). Segundo Santos (2009), o nimero
de flores e o pigmento do fruto podem ser afetados de acordo com as condi¢des ambientais a
qual a planta estd submetida, sendo intimamente influenciadas por temperaturas acima ou
abaixo dos limites recomendados para seu cultivo, fazendo com que a qualidade e quantidade
dos frutos seja afetada.

Originédrio da América do Sul, mais precisamente onde hoje sdo localizados Peru, Chile e
Equador, o tomate (Solanum lycopersicun L.) é uma das culturas mais difundidas no mundo,
isso devido a sua grande aceitabilidade e consumo (ALENCAR et al., 2012). O tomateiro
apresenta grande importincia econdmica, social e nutricional. Sua importincia econdmica
vem do valor de produ¢do arrecadado; a importancia social se da pelos empregos direto e
indireto que o seu cultivo gera (MAKISHIMA, 2003); ja nutricionalmente o tomate e seus
produtos sd@o uma fonte rica em vitamina C, pro-vitamina A (beta-caroteno) e antioxidantes
(licopeno e outros carotenoides) (BOITEUX et al., 2012), além de ser rico em glicose, frutose,
lipideo, proteina e sais minerais como: fésforo, célcio, potdssio e magnésio (MAKISHIMA,
2003).

Sendo uma das hortalicas mais difundidas mundialmente,0 tomateiro (Solanum
lycopersicum L.) é, principalmente, cultivado nas regides tropicais e subtropicais do mundo
(BOITEUX et al., 2012). Acredita-se que o cultivo do tomateiro teve inicio na Itdlia por volta
de 1550, levando a crer que os italianos foram os primeiros a utiliza-lo na alimentacdo
humana no século XVIII (RICK, 1978). No Brasil o tomate foi introduzido no final do século

XIX através dos imigrantes europeus (SANTOS, 2010).
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Atualmente, o Brasil ocupa a nona posi¢cdo de maior producdo de tomate com uma
producdo aproximada de 4,15 milhdes de toneladas por ano. Com 1,04 milhdo de toneladas
produzidas anualmente, o estado de Sao Paulo € o maior produtor do Pais (AGRIANUAL,
2017).

O tomate é uma hortalica que faz parte, diariamente, da alimentacdo da maioria da
populacdo brasileira. Dentre as hortalicas, ¢ uma das mais importantes, ndo somente no
ambito produtivo, mas também em valor socioecondmico. Sua cultura é formada por duas
cadeias produtivas distintas, caracterizadas pelo segmento de mesa, destinado ao consumo in
natura, ¢ a fins industriais. Cada cadeia produtiva possui caracteristicas intrinsecas na
producdo, beneficiamento, processamento e comercializagdo (SANTOS, 2009).

Nos ultimos anos a cultura do tomate tem obtido ganhos com o melhoramento genético
(SANTOS, 2009), onde foram priorizadas caracteristicas relacionadas ao aumento de
produtividade, dando pouca atencdo as defesas fisicas (e. g. pilosidade) e quimicas
(metabdlitos secundarios toxicos a herbivoros) da planta. Por isso, as variedades utilizadas no
cultivo sdo susceptiveis a insetos e doencas, dificultando a producdo em sistemas organicos
(TOGNI, 2009). Para reverter esta situagcao diferentes espécies do género Solanum vém sendo
utilizadas em programas de melhoramento genético, visando a introducdo de genes que
conferem resisténcia a pragas e doencas, melhoria da qualidade nutricional dos frutos e
tolerancia a estresses abidticos (BARONE et al., 2009). Porém, apesar das melhorias
genéticas ocorridas no tomate, a planta € suscetivel ainda a pragas como, por exemplo, broca-
pequena, traca, dcaros, mosca-branca, tripes, pulgdes e burrinho, além de doencas causadas
por virus e bactérias (KUROZAWA; PAVAN, 2005).

No Estado da Paraiba, apesar de possuir condicdes de cultivo favoraveis e se apresentado
promissor na producao de tomates, foram observadas perdas significativas em todas as dreas
produtoras, a maioria por problemas fitossanitarios (TOGNI et al., 2009). Esta perda pode ser
decorrente da monocultura intensiva do tomate gerando problemas fitossanitarios decorrentes
das viroses, como as tospoviroses € geminiviroses (SOUZA, 2014). Em pesquisa realizada
pelo IBGE no ano de 2016 foi averiguado que a producdo de tomate na Paraiba foi de 8995
toneladas, tendo um total de 4rea plantada de 331 ha e uma area coletada de 287 ha, possuindo
assim um rendimento de 31202 Kg/ha. Estes dados nos mostram que houve uma reducgdo
entre o total de drea plantada para colhida de 44 ha, podendo essa reducdo ser ocasionada por
fatores abidticos (clima) e bidticos (doengas e insetos).

Doencas provocadas por virus de tomate possuem um dificil controle e manejo. Sendo

assim, os principais virus que infectam o tomateiro, pela sua importancia econdmica, estio:
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Tobamovirus; Tospovirus;, Potyvirus, Crinivirus, Begomovirus, que possuem intimeras

espécies relatadas em todo Brasil (SOUZA, 2014).

3.2. GEMINIVIRUS

Virios sdo os virus que podem infectar a cultura do tomateiro, entretanto, os Geminivirus,
possuem grande importancia econOmica, devido as perdas ocasionadas a agricultura
(BRIDDON, 2003). A interacao Geminivirus-tomateiro inicia-se geralmente com clareamento
acentuado nas nervuras foliares, acentuando-se por inimeras manchas cloréticas na forma de
mosqueado e mosaico, além de um intenso mosaico amarelo. Quando a infec¢do ocorre
precocemente, a planta tem seu crescimento e desenvolvimento paralisado (VILLAS-BOAS,
2009).

Os Geminivirus infectam tanto plantas monocotiledoneas, quanto plantas dicotiledoneas, e
apesar de haver epidemias de geminivirose com mais frequéncia em cultivos presentes em
regides tropicais e subtropicais, este virus tem surgido em todo o mundo (SOUZA, 2014). A
familia geminividae inclui espécies com um ou dois componentes gendmicos (DNA-A e
DNA-B) (FERNANDES, 2001), transmitidos pela “mosca-branca” Bemisia tabaci
(Homoptera: Aleyrodidae).

O primeiro relato de Geminivirus em tomateiro no Brasil foi feito na década de 70
(COSTA et al., 1975). Seis diferentes virus transmitidos por mosca-branca (Bemisia tabaci)
foram identificados, porém sem causar danos de importancia econdmica (BEDFORD et al.,
1994). A partir de 1992, no estado de Sao Paulo, constatou-se a presenca do biotipo B de B.
tabaci, provavelmente introduzido pela importacdo de plantas ornamentais da Europa ou dos
EUA (MELO, 1992). O biotipo B apresenta maior grau de adaptacdo e dispersdo, além de
gama de hospedeiro muito mais ampla, que inclui solandceas, como o tomateiro, e diversas
espécies de plantas silvestres e/ou daninhas (BEDFORD et al., 1994). Apds o relato da
presenca do biotipo B, sintomas tipicos de infeccdo por begomovirus em tomateiro foram
descritos no Distrito Federal por Franca et al. (1996), no Tridngulo Mineiro por Rezende et al.
(1996) e Zerbini et al. (1996), no Rio de Janeiro por Galvao et al. (1998), em Sao Paulo por
Faria et al. (1997) e na regido Nordeste por Ribeiro et al. (1996). Na regido Nordeste do Brasil
os estados da Bahia e Pernambuco sdo as principais regides produtoras de tomate, onde foram
registrados os primeiros diagndsticos do Begomovirus (BEZERRA et al., 1997).

A presenca do Begomovirus em tomateiros no Brasil pode ter sido favorecida pela rapida

dissemina¢do do biotipo B de B. tabaci. Agindo como vetor, o inseto teria permitido que os
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virus que estava infectando plantas silvestres e daninhas chegassem ao tomateiro e, por meio
de recombinac¢do e/ou reagrupamento de componentes do genoma, se adaptassem ao novo
hospedeiro em um processo evolutivo rapido que culminou com o surgimento de novas
espécies. Estudos anteriores realizados no México e nos EUA sugerem que esse processo de
evolucgdo e adaptacido pode ocorrer em periodos relativamente curtos (HOU; GILBERTSON,
1996).

Os virus pertencentes a familia Geminivirdae s@o caracterizados pela morfologia de
particulas icosaédricas geminadas e genoma composto por DNA de fita simples circular
(STANLEY et al.,, 2005) com um ou dois componentes gendmicos, monopartidos ou
bipartidos, respectivamente. Esses componentes gendomicos possuem tamanho de 2,5 a 3 Kb,
denominados de DNA-A e DNA-B (Medeiros et al., 2015). Atualmente a familia é formada
por nove géneros: Begomovirus, Curtovirus, Mastrevirus, Topocuvirus, Becurtovirus,
Eragrovirus, Capulavirus, Grablovirus e Turncurtovirus (ICTV, 2017). Os principais
critérios para a separacdo desses géneros sdo a organizac¢ao do genoma, as plantas hospedeiras
e o tipo de inseto vetor (REGO, 2016).

Por possuirem como genoma o DNA, os geminivirus, em alguns casos, incorporam o
DNA viral no genoma da planta hospedeira, podendo 0 mesmo permanecer por muito tempo
inativado, sendo “ativado” por um fator abiodtico ou bidtico. Em outros casos, podem auxiliar
outros virus que ndo possuem a capacidade de replicacio, causando maiores perdas. Esse tipo
de associacdo faz com que a ocorréncia desse virus seja bastante imprevisivel (ROCHA,
2017). Desta forma, medidas de controle sdo realizadas para controlar o agente vetor, e a
influéncia do virus na planta, como, por exemplo, a rotacdo de culturas, retirada e destrui¢ao
de restos culturais, manejo de ervas invasoras, periodos livres de plantios, barreira viva,
cultura-armadilha, estande mais denso, cobertura de solos com plasticos ou com outras
substancias refletivas ou ainda coberturas vivas (SANTOS, 2009). Porém, estas medidas nédo
se tornam eficazes para combater o agente vetor (inseto), bem como o agente infeccioso
(virus) nas plantas.

Sendo assim notdvel a importancia fitopatogénica da familia Geminiviridae, pois viroses
causadas por espécies dessa familia estdo sempre surgindo no mundo todo, causando severos

danos econdmicos em importantes culturas (SANTOS, 2009).
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3.3. BEGOMOVIRUS

Os Begomovirus infectam plantas dicotiledoneas, possuem gama de hospedeiros
relativamente restritas € a maioria possui dois componentes genOmicos, com excecao de
alguns isolados da espécie TYLCV (FERNANDES, 2001), sendo que cada componente
gendmico tem entre 2,5 e 2,6 kb de tamanho além de em alguns casos possuir DNA’s
satélites. As fungdes dos DNA’s satélites ainda ndo estdo totalmente elucidadas, dependendo,
em grande parte, a quais Begomovirus os satélites estdo ligados, porem hd estudos que
apontam uma ligacdo com o aumento da viruléncia do patégeno e supressao do silenciamento
génico da planta (SOUZA, 2014). Entre os Begomovirus de maior importancia econdmica
pode-se citar o BGMV, 0 ACMV e o TYLC (POTTER et al., 2003).

Na grande maioria dos Begomovirus o componente gendmico denominado DNA-A ¢é
responsdvel pela replicacdo e encapsidamento do genoma viral, enquanto o componente
gendmico denominado DNA-B contém os genes requeridos para o movimento célula-a-célula
e a longa distancia, gama de hospedeiros e desenvolvimento de sintomas (Figura 1). Para que
ocorra a infeccdo sistémica € necessdrio a presenca de ambos os componentes. Os
componentes A e B ndo possuem homologia de sequéncia, exceto por uma regido intergénica
com aproximadamente 200 nucleotideos, denominada regido comum (RC), que é altamente
conservada entre os dois componentes de uma determinada espécie viral (acima de 90% de
homologia) (FERNANDES, 2001). A identificacio do virus € baseada na andlise e
comparagdo do genoma do DNA-A dos isolados (SOUZA, 2014).

Figura 1 - Representacdo esquemadtica da organizagao
genOmica de um Begomovirus bipartido.

CRA CRB
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'ﬁm
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Fonte: King et al. (2011)
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De acordo com o International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV, 2017),
atualmente o género Begomovirus possui 388 espécies descritas. Essas espécies de
Begomovirus, geralmente, apresentam uma distribuicdo geografica bem definida, onde os
virus com um componente gendmico encontram-se no Velho Mundo (paises da Europa,
Africa e Asia) e os virus com dois componentes gendmicos encontram-se no Novo Mundo
(SOUZA, 2014).

As espécies de Begomovirus relatadas no Brasil ndo sdo encontradas em nenhum outro
local, sugerindo que as mesmas sdo nativas, sendo todas bipartidas. Sabe-se que hd uma
aparente distribuicio diferenciada de espécies dentro do pais, sendo o Tomato severe rugose
virus (ToSRV) encontrado predominante na regido centro-sul, e por outro lado o Tomato

mottle leaf curl virus (TMoLCV) parece ser predominante na regiao Nordeste. Entretanto, €

(€N

preciso ressaltar que o estudo de diversidade e distribuicdo dos Begomovirus ainda
deficiente para a regido nordeste brasileira (SOUZA, 2014).

Além da diversidade viral e a alta incidéncia de virus encontrados em tomateiros, o maior
problema encontrado pelos agricultores € o controle dos mesmos, j& que ndo é possivel
elimina-los sem prejudicar a planta hospedeira (SOUZA, 2014). Assim, como o Begomovirus
possui grande influéncia na cadeia produtiva do tomate, progressos considerdveis na
identificacdo e caracterizacdo bioldgica-molecular do virus foram realizados, contribuindo
assim para o desenvolvimento de materiais resistentes, sendo a forma mais eficiente de se
combater o aumento da incidéncia e da severidade das infec¢des por Begomovirus em

tomateiro no Brasil (HURTADO et al., 2012).

3.4. DIAGNOSTICO VIRAL

Uma boa medida no controle de doengas causadas por virus no campo depende do
diagndstico preciso. No diagndstico de viroses vegetais sdo utilizados métodos bioldgicos,
sorologicos € moleculares. Uma premissa bésica para auxiliar o diagndstico de virus sdo
estudos de incidéncia no campo. Entretanto, uma simples observacdo visual de sintomas de
incidéncia de virus em plantio de tomateiro no campo nao indica a presenga desses virus, uma
vez que podem ser facilmente confundidos com os causados por desequilibrios nutricionais,
diferencas varietais e infec¢do por outros virus.

A diagnose precisa de uma doenca € um requisito essencial para a recomendacdo de
medidas de controle. O ideal é que um teste diagndstico proporcione resultados rapidos e

precisos a baixo custo, o que geralmente ndo acontece na pratica, uma vez que a rapidez e



22

precisdo dos testes sdo inversamente proporcionais ao seu custo. Os testes mais comumente
utilizados para a diagnose das fitoviroses podem ser divididos em trés grupos: a) bioldgicos
baseados nas propriedades bioldgicas dos virus, como morfologia da particula e gama de
hospedeiros; b) sorolégicos, com base na detec¢do da proteina capsidial do virus; c) testes
moleculares, os quais s@o fundamentados na deteccdo e/ou andlise do 4cido nucléico viral
(LIMA, 2009).

Com o desenvolvimento da Biologia Molecular, varias técnicas foram evidenciadas como
ferramenta auxiliar para identificacdo de fitopatégenos, o que elevou consideravelmente a
eficiéncia e seguranca, principalmente no que diz respeito a taxonomia e classificagdao
(ZERBINTI et al., 1996). Por meio de estudos moleculares € possivel detectar individuos e suas
diferencas que muitas vezes sdo causadas por alteracdes de um unico par de bases, tendo
aplicacdes imediatas na identificacdo e caracterizagio de linhagens e gendtipos (BOREM:;
CAIXETA, 2006). Uma vantagem observada na utilizacdo das técnicas moleculares € o
grande aumento da sensibilidade em comparagdo a outros métodos, como por exemplo o teste
de ELISA, no qual a sensibilidade pode ser de cem a mil vezes maior (SILVANO, 2003).

Os marcadores moleculares podem ser definidos como caracteristicas de DNA que
diferenciam dois ou mais individuos e que sd@o herdados geneticamente, sendo um marcador
genético ao ser comprovado que seu comportamento estd de acordo com as leis de Mendel da
herancga (SILVA, 2008).

O método molecular mais utilizado no diagndstico é a PCR, onde sdao empregados
oligonucleotideos universais, e a hibridagdo de dcidos nucléicos, utilizando fragmentos
clonados do DNA viral (Rojas et al., 1993).

O RAPD, AFLP, microssatélites, SCAR e STS, sdo exemplos de técnicas moleculares
derivados da aplicacdo da técnica de PCR. Outras técnicas que se destacam sao RFLP e os
minissatélites que sdo baseados em hibridizacao (SILVA, 2008).

No melhoramento genético de plantas, tem-se buscado, cada vez mais, a manipulagcdo
assistida por marcadores moleculares, visando obter maior eficiéncia na transferéncia de
fatores genéticos. Marcadores moleculares ligados a diferentes caracteristicas de importancia
econdmica tem sido desenvolvido, permitindo a selecao indireta de caracteristicas desejaveis
em geracOes segregantes precoce. Esta estratégia reduziria tempo, fontes e energias
necessarios ndo sO para desenvolver grandes populagdes segregantes por varias geragdes, mas
também para estimar pardmetros usados na selecdo indireta. Nesse contexto, marcadores
moleculares sdo ferramentas uteis para detectar variacdes no genoma, aumentando o poder de

andlise genética das plantas (BOREM & CAIXETA, 2006).
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4 METODOLOGIA

4.1 CARACTERIZACAO DA AREA DE ESTUDO E COLETA DO MATERIAL

Duas areas produtoras de tomate do tipo italiano (Solanum lycopersicum) foram selecionadas
na regido do Cariri Paraibano, abrangendo os municipios de Serra Branca (07° 29* 00°* S e
36° 39’ 54> W — Area 1) (Figura 2a) e Amparo (07° 34° 05> S e 37° 03’ 49 W — Area 2)
(Figura 2b). Buscou-se padronizar as dreas escolhidas quanto ao tipo de solo Brunos Nao
Célcico vértico, fase pedregosa, com caatinga hiperxerofila; e relevo suave ondulado,
associado com solos litlicos eutréficos com fraca textura arenosa e/ou média fase pedregosa

e rochosa. A temperatura média anual nestas dreas é de 24,5 °C.

Figura 2a - Plantacdo de tomateiro situada no
municipio de Serra Branca (4rea 1).

Fonte: Arquivo da pesquisa.

Figura 2b - Plantacdo de tomateiro situada no municipio de
Amparo (4rea 2).

Fonte: Arquivo da pesquisa.
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Com as duas dreas definidas, amostras foliares, apresentando sintomas virais
caracteristicos, foram coletadas e armazenadas em sacos do tipo flip-flop. As amostras foram
fotodocumentadas para comparacdo dos sintomas, embaladas, etiquetadas e levadas para o
Laboratério de Biologia Celular e Molecular do Centro de Desenvolvimento Sustentavel do
Semidrido da Universidade Federal de Campina Grande (CDSA/UFCG), onde foram
armazenadas a - 20°C para posterior andlise molecular. Duas folhas sintomdticas por
individuo foram coletadas totalizando 83 individuos amostrados sendo, respectivamente, 51
amostras de plantas sintométicas em Serra Branca e 32 em Amparo.

Os sintomas avaliados foram com base nos estudos realizados por Souza (2014), os quais
observaram deformagdes foliares em tomateiro (Solanum lycopersicum) provocados por virus.
Os sintomas mais caracteristicos sao: (i) clareamento das nervuras foliares; (ii) mosaico
amarelo; (ii1) deformacdo foliar; e (iv) rugosidade foliar (enrolamento das bordas para cima).
Com base nestes sintomas, Santos (2009) descreve que o clareamento das nervuras nas folhas
em tomateiro é provocado sobretudo por Begomovirus, enquanto os outros sintomas podem
ser provocados por mais de um tipo de virus. Desta forma, as coletas foram padronizadas de
acordo com os sintomas relatados pelos autores citados acima e tomado nota das folhas que

apresentaram clareamento nas nervuras.

4.2 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS OBTIDAS

Para explorar diferencas nas duas dreas de plantacdes de tomateiro (Amparo x Serra
Branca) com base nos sintomas virais observados, andlises multivariadas ndo-paramétricas
foram realizadas usando o Primer 6 (v. 6.1.13) com a extensio PERMANOVA+ versdo 1.0.3
(CLARKE & GORLEY, 2006; ANDERSON et al. 2008). Uma matriz qualitativa com dados
bindrios (presenca/auséncia), de individuos infectados por drea, foi montada e feita uma
andlise de agrupamento pelo vizinho mais proximo e mais distante, pretendendo realcar em
grupos as duas dreas, por meio da andlise de similaridade de correspondéncia simples (Simple
Matching). Para testar o efeito das interagdes das similaridades entre os locais estudados
(fator fixo), uma andlise permutacional de variancia (PERMANOVA), com 999 permutacoes
aleatdrias nao restritivas, foi aplicada para testar diferencas entre os sintomas observados nos
tomateiros. O teste de Monte-Carlo foi aplicado para validagdo da PERMANOVA.

Verificamos também a percentagem de contribui¢do por cada sintoma nos locais estudados,
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no intuito de verificar quais sintomas estavam mais ocorrentes por plantacio e qual o grau da
influéncia do Begomovirus nos tomateiros. A contribui¢do de cada sintoma foi determinada
pela percentagem de similaridade (SIMPER), foram considerados apenas individuos
infectados (CLARKE, 1993).

Uma anélise de redundancia (RDA) com a matriz de similaridade dos dados binarios foi
realizada para discriminar quais as varidveis sintomdticas que mais contribuiram na varia¢ao
dos individuos das plantagdes de tomate coletadas, e que percentagem desta variancia é
explicada por estes sintomas. Este teste foi realizado utilizando o Primer 6 (v. 6.1.13) com a
extensio PERMANOVA+ versao 1.0.3 (CLARKE & GORLEY, 2006; ANDERSON et al.
2008).

4.3 EXTRACAO TOTAL DE DNA

Para a diagnose do Begomovirus, as amostras coletadas foram submetidas a extragdo de
DNA total utilizando-se os métodos CTAB (DOYLE; DOYLE, 1987), com algumas
modificagdes. A metodologia consistiu, inicialmente, na maceracdo das folhas até a formacgao
de um pé bem fino, e incubados em tubos eppendorf de 1,5 mL.

Ap6s a maceracao das folhas utilizamos o método CTAB para a extragcdo de DNA viral,
onde foi adicionado em cada eppendorf 0,5 g de tecido com 800 uL de solucdo tampao de
extracdo (20 mM EDTA; 100 mM Tris-HCL pH 8,0; 2 M NaCl; 2% CTAB; 2% PVP; 2%
Bmercaptoetanol) que foram submetidos a incubagao em banho-maria a 65°C durante 1 hora.
Para a separacdo do DNA viral, utilizou-se extracdo por precipitacdo com a adicao de 600 puL
de CIA (cloroférmio: dlcool isoamilico 24:1) e agitado vigorosamente por 5 mim com Vortex.
Em seguida, os tubos foram submetidos a centrifugacdo com centrifuga CK-12 Kitlab por 10
min a 14000 rpm, com o fim deste processo o sobrenadante foi transferido para um novo
eppendorf e foram adicionados 500 uL. de CIA e novamente centrifugados. O sobrenadante
foi transferido para um novo eppendorf e foram adicionados 500 pL isopropanol. Os tubos
foram agitados manualmente por inversdo, resfriados a - 20 °C, pernoitados e centrifugados a
9000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 800 uL de
etanol 70% duas vezes. Nova centrifuga¢do foi realizada por 4 min a 9000 rpm com o
sobrenadante descartado e adicionado 790 pL de dalcool absoluto. O preparado foi

centrifugado por 4 min a 9000 rpm e o precipitado seco a temperatura ambiente (25 °C), por
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aproximadamente 50 min. O DNA foi ressuspendido em tampao TE (10 mM Tris-HCl pH
8,0; ImM EDTA) tratado com RNAse (10 mg/mL) a 37 °C por 30 min e armazenado a -20°C
até o momento do uso do preparado para realizar a PCR (reacdo de cadeia de polimerase).

A quantificagdo do DNA foi realizada em gel de agarose 0,8%.

4.4 DIAGNOSTICO DO DNA VIRAL VIA PCR ESPECIFICO

ApOs a extracao do DNA, a identificagdo viral foi realizada com reacao de PCR especifica
utilizando oligonucleotideos PAL1v1978
(5’GCATCTGCAGGCCCACTYGTCTTYCCNGTS3?) e PAR1c496
(5’AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG3’) que amplificam o fragmento de,
aproximadamente, 1,2 Kb do DNA-A do Begomovirus (Rojas et al., 1993). As reacdes de
amplificacdo foram realizadas em volume final de 25 uL contendo 2.5 uLL de Tampao 10X da
enzima Taq DNA Polymerase (100 mM Tris-HCI, pH 8,3 e 500 mM KCI (Invitrogen,), 1.0
pL de MgCI2 (50 mM, Invitrogen), 0.5 uL dNTPs (2,5 mM, Invitrogen), 1.0 uL de cada
primer PALv1978/PARc715 (10uM), 0.3 pL da enzima Taq DNA Polimerase (SU/uL,
Invitrogen), d4gua MiliQ e 100ng de DNA. As amostras foram submetidas a amplificagdo em
termociclador Master Cycler, nas condicdes de desnaturagdo inicial a 94 °C por 4 min,
seguida de 25 ciclos (95 °C por 30s; 48 °C por 40s e 72 °C por 1 min) e extensao final a 72 °C

durante 3 min. A quantificacdo do DNA foi realizada em gel de agarose 0,8%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE ESTATISTICA

Com os dados da matriz bindria (presenca/auséncia) e os resultados de similaridade
Simple Matching utilizando o fator fixo (Amparo x Serra Branca), a andlise de permutacdo
multivariada (PERMANOVA) mostrou diferencgas significativas (p = 0,001) entre os locais.
Assim, havendo divergéncias na severidade dos sintomas virais por cada plantacdo

deSolanum lycopersicum. Os resultados da PERMANOV A se encontram na Tabela 1.

Observa-se também que o nimero de permutacdes foi inferior da esperada (999), sendo

realizadas 550 permutac¢des, nos levando a resultados aceitaveis, porém nao ideais.

Tabela 1 - Andlise de permutacio multivariada (PERMANOVA) entre os locais
trabalhados (Amparo x Serra Branca). Onde: gl = graus de liberdade; DP = desvio padrio;
MP = média padrio; p(MC) = Teste de significincia de Monte-Carlo.

Fontede gl DP MP Pseudo- P(perm) Permutacoes p(MC)

Variacao F

h
h

Locais 1 79114 79114 41,101 *0,001 0 *0,001
Residuos 71 13667 192,49

Total 72 21578

De acordo com a andlise de percentagem de Similaridade (SIMPER), a qual calcula a
contribuicdo percentual de cada sintoma ocorrido nas plantagdes, a Tabela 2a mostra que os
sintomas com maior contribui¢cdo foram rugosidade e deformacgdo foliar, com contribui¢do
31,94% e 59,03%, respectivamente. Outro sintoma observado foi a ocorréncia do clareamento
das nervuras, com 9,03%, nos indicando a influéncia do Begomovirus nos individuos na
plantacdo de tomate, em Amparo, de maneira mais forte. Na Tabela 2b, para os individuos de
Solanum lycopersicum avaliados em Serra Branca, os sintomas mais frequentes foram
rugosidade, manchas amareladas e deformacdo foliar, com 75,11%, 18,45% e 6,44%,
respectivamente. Percebemos que ndao houve uma influéncia maior do Begomovirus na
plantacdo de Serra Branca quando comparada com a plantacao de Amparo, o que pode indicar

a presenca de outros patdgenos que causam sintomas semelhantes encontrados no presente
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estudo. A exemplo, a grande frequéncia do sintoma rugosidade que pode ser caracteristico dos
virus dos géneros Tobamovirus e Cucumovirus (PEREIRA-CARVALHO et. al, 2014), os
virus ToYTV (Tomato yellow top virus) e TBYLV (Tomato bottom yellow leaf virus) da
familia Luteoviridae (KUROZAWA e PAVAN, 2005).

Tabela 2a - Percentagem de Similaridade (SIMPER) dos sintomas virais para plantacdo de
Amparo.

Amparo
Sintomas Contribuigao Contribuicao
(%) Cumulativa (%)
Manchas Amareladas 0 0
Clareamento 9,03 9.03
Rugosidade 31.94 40,97
Deformacao 59,03 100

Tabela 2b: Percentagem de Similaridade (SIMPER) dos sintomas virais para a plantacio
de Serra Branca.

Serra Branca

Sintomas Contribuicio Contribuicio
(%) Cumulativa (%)
Clareamento 0 0
Deformacio 6.44 6.44
Manchas Amareladas 18.45 24,89
Rugosidade 75,11 100

A andlise de redundancia (dbRDA) mostrou uma variagdo total de 71,5% explicada
para o eixo 1 e 50,1% para o eixo 2 (Figura 3), enquanto a variacao individual no eixo 1 foi de

59,28% e no eixo 2 41,56% (Tabela 3). Os sintomas que contribuiram com maior
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representatividade da variancia nos eixos foram clareamento das nervuras, deformagdo foliar
e rugosidade (Tabela 4). Assim, tem-se a demonstragdo de que as duas dreas apresentaram
frequéncia de sintomas diferentes, variando de acordo com a severidade dos mesmos. No
municipio de Amparo observamos maior influéncia do Begomovirus nas plantacdes de tomate

quando comparado com Serra Branca.

Figura 3 - Ordenacgdo dos eixos da andlise de redundancia explicando a influéncia dos
sintomas entre os locais estudados.
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Tabela 3 - Porcentagem de Variagdo explicada para os eixos da Andlise de Redundancia
(dbRDA) dos sintomas virais entre os Locais.

dbRDA
Eixos Variacao por Eixo (%) Variacao Total (%)
Individual Cumulativa Individual Cumulativa
1 59,28 59,28 71,46 71,46
2 41,56 100,84 50,11 121,57
3 2,03 102,87 2,45 124,02
4 -2,87 100 -3,46 120,56

Tabela 4: Correlagdo parcial multipla da andlise de redundancia (dbRDA) entre as
coordenadas das varidveis medidas (sintomas virais) e os locais estudados (Amparo x Serra
Branca).

dbRDA (correlacao parcial multipla)

Variaveis dbRDA1 dbRDA2 dbRDA3 dbRDA4
Clareamento -0,198 0,047 -0,681 0,703
das Nervuras
Manchas 0,051 0,387 -0.655 -0.647
Amareladas
Deformacao -0,566 0,758 0,312 0,092
Foliar
Rugosidade -0,799 -0,524 -0,094 -0.281

Como mostrado na Tabela 1, contendo o resultado da PERMANOVA, houve uma
diferenca significativa na severidade dos sintomas entre as dreas estudadas. Esta diferenca
pode ser proveniente de diversos fatores. Segundo Régo (2016), a frequéncia e intensidade de

doencas no tomateiro podem ser influenciada por distintas causas, como: a forma de
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implantacdo e condu¢do da lavoura; a qualidade da semente, localizacao da drea plantada e
estado nutricional da planta. Outro aspecto a ser observado é o fato de que na plantagcdo de
Amparo a cultura de tomateiro era plantada em conjunto com cultura de pimentdo, o que nao
acontecia em Serra Branca, sendo isso um fator a ser considerado. J4 que de acordo com
Calegario (2004), espécies de Begomovirus também infecta outras culturas economicamente
importantes, como 0 pimentdo, o que possibilitaria a manuten¢do do virus nas épocas que o
tomateiro nio estd presente no campo, servindo de reservatério de in6culo para o préximo
plantio.

Deve-se ponderar também o fator climético, tendo em vista que as plantacdes foram
analisadas em diferentes €pocas do ano, sendo feita a coleta de Serra Branca no més de
janeiro de 2017, e a coleta de Amparo em julho de 2017, podendo assim ter influenciado na
severidade dos sintomas. Santos (2009) também realizou seus experimentos com andlise de
sintomas de ToYVSV, uma espécie de Begomovirus, e averiguou que apesar das coletas terem
sidas realizadas no mesmo local e em épocas diferentes, foi observado um aumento da
influéncia viral junto as variacdes ambientais interferindo nos sintomas avaliados. J4 Rocha
(2017) afirma que uma mesma espécie de virus pode causar respostas diferentes em um
mesmo hospedeiro, se os mesmos estiverem em ambientes distintos, corroborando, assim,
com os resultados apresentados neste trabalho. Neste mesmo experimento, Rocha (2017)
elucida que os diferencas de sintomas podem ser expressas, em determinadas situagoes,
devido ao estresse abidtico e a interagdo com outros patégenos. Desta forma, pode-se supor a
possibilidade de ter havido outros patégenos presentes nas amostras coletadas, resultando nas
diferencas de frequéncia dos sintomas nas areas apresentadas nas Tabelas 2a e Tabela 2b.

Alguns autores citam, como exemplo, Pereira-Carvalho et al. (2014) que falam das
espécies de tospovirus podem causar deformacdo foliar; ja as espécies de tobamovirus e
cucumovirus apresentam como um dos sintomas o enrolamento foliar (rugosidade); sintomas
caracteristicos de crinivirus sdo as manchas clordticas/amareladas. J4 Kurozama e Pavan
(2005) descrevem os virus ToYTV e TBYLV da familia Luteoviridea, causadores do sintoma
enrolamento foliar (rugosidade). Régo (2016) cita a familia Potyviridae como causadora dos
sintomas deformacao foliar e manchas cloréticas/amareladas.

Mesmo o Begomovirus estando presente na plantacdo de Serra Branca, os sintomas
apresentados nesta drea foram brandos, fazendo necessério a realizacdo de novos estudos que
possam elucidar a diversidade viral presente e a influéncia da interacdo desses patdgenos na

sintomatologia.
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5.2 ANALISE MOLECULAR

Até a conclusio deste trabalho, s6 foram realizadas as analises moleculares das amostras
coletadas na drea de Serra Branca. Através do método CTAB foi possivel realizar a extragao

de DNA das amostras coletadas na érea 1, e posteriormente sua quantificacdo (Figura 4).

Figura 4 - Quantificacao de DNA proveniente de tomateiro em gel de agarose.

Fonte: Arquivo da pesquisa.

E notdvel na Figura 4, que o DNA apresentou um padrio de arraste no gel, que
demonstra a degradacdo do mesmo. Esta degradagdo pode ser proveniente de diversos fatores,
como o tempo de armazenamento das amostras ou possiveis contaminantes. Entretanto, é
possivel visualizar bandas, evidenciando a extracdo do DNA viral.

Logo apéds, foi realizada a reagdo PCR especifica utilizando os marcadores
moleculares PALIVI978 e PARI1c496, ocorrendo a quantificagdo posteriormente a

amplificacao (Figura 5).
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Figura 5 - Amplificacdo de DNA via PCR quantificado em gel de agarose.

Fonte: Arquivo da pesquisa.

E possivel visualizar na Figura 5 que hd um arraste no gel comprometendo o resultado
da amplificacdo, sendo o mesmo proveniente da degradacio do DNA anteriormente
mencionado. Entretanto, ainda é aparente a presenca de bandas amplificadas no tamanho,
aproximado, de 1,2 Kb, corroborando com o diagndstico do DNA viral para Begomovirus.

Esta andlise se faz necessdria ji que, a presenca ou auséncia de sintomas, € 0s
diferentes niveis de severidade dos mesmos, ndo sdo suficientes para afirmar a infec¢do do
tomateiro por Begomovirus, apesar de ser um forte sinalizador. O resultado do nosso estudo
mostra a eficiéncia da andlise molecular para identificacdo viral. Estudos realizados por
Arnaud et al. (2007) mostra que testes soroldgicos ndo sdo tdo conclusivos na identificacdo de
virus, ja que diversas identificagdes podem apresentar um resultado falso-positivo.

Araujo (2014), também realizou o diagnostico molecular para deteccio de
Begomovirus presente em amostras de tomateiro em seu trabalho, e conclui que a
sintomatologia visual ndo € parametro suficiente para identificacdo de fitopatégenos, sendo
assim nescessario a utilizacdo de técnicas moleculares, ja que a mesma permite com eficiéncia

e rapidez a deteccao e estudo de variabilidade genética de virus.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Através das andlises realizadas no presente estudo, chegou-se as seguintes conclusdes:

Dos sintomas avaliados nas plantagdes de tomate para Amparo e Serra Branca ndo sio
exclusivos para o begomovirus, apenas clareamento de nervura ocorrido em Amparo,
0 que caracterizou a baixa frequéncia sintomdtica do virus diagnosticado nas duas
plantacoes.

As diferencas das estagdes de coleta, quanto a periodo do ano, formas do cultivo e
diferencas climéticas, por exemplo, podem ter contribuido nos resultados no presente
estudo. Desta maneira, é necessaria uma nova avaliacdo nas plantagdes de tomateiro
na regido do Cariri paraibano, principalmente realizando uma diagnose viral mais
conclusiva para o virus estudado e para outros virus ndo diagnosticados no presente
estudo. Assim, poderemos ter uma investigacdo mais precisa quanto a influéncia do
begomovirus nas plantacdes estudadas, que venha a corroborar com os resultados
apresentados deste estudo.

Apesar do viés amostral, o presente trabalho traz informacdes pertinentes na
identificacdo e influéncia dos virus nas plantacdes de tomate na regido do cariri
paraibano. Sabemos que a regido possuia grandes producdes de tomate que era
comercializada para todo o estado da Paraiba e outros estados vizinhos. Com o tempo,
os pequenos agricultores ndo conseguiram produzir tomate por vAirios motivos
adversos, nido conseguindo obter bons frutos para comercializacdo. Logo, com o
trabalho realizado, temos uma primeira evidéncia da influéncia viral nestas plantacdes
o que pode contribuir na baixa produtividade afetando a economia da regido.

A andlise molecular realizada com os marcadores PAL1v1978 e PAL1v1978 foi

conclusiva para o diagndstico de begomovirus na plantacdo de Serra Branca.
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