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RESUMO

OLIVEIRA, THAYSSA MONIZE ROSA DE. Instituto Federal Goiano Campus
Morrinhos, fevereiro de 2017. Diversidade genética e evolucdo de begomovirus em
tomateiro. Orientador: Dr. Leonardo Cunha de Albuquerque.

Virus pertencentes a familia Geminiviridae sdo transmitidos na natureza por insetos
vetores a uma ampla gama de hospedeiras mono e dicotiledéneas. A familia possui
genoma monopartido ou bipartido de DNA circular fita simples, encapsidado em duas
particulas geminadas com formato icosaédrico incompleto. Dependendo do inseto vetor,
hospedeiros, organizacdo gendmica e relagdo filogenética, a familia € dividida em sete
géneros: Begomovirus, Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus, Becurtovirus,
Turncurtovirus e Eragrovirus. O género Begomovirus apresenta o maior numero de
espécies e, no Brasil, as begomoviroses estdo entre as principais doengas do tomateiro.
As espécies desse género sdo transmitidas naturalmente pela mosca-branca Bemisia
tabaci MEAM 1 (Middle East Asia Minor 1) e, atualmente, dezesseis espécies sao
reconhecidas infectando o tomateiro no Pais, sendo Tomato severe rugose Vvirus
(ToSRV) a espécie prevalente. Estudos sobre a diversidade genética foram entdo
conduzidos, sendo identificada a presenca de trés espécies, TOSRV, Tomato mottle leaf
curl virus (ToMoLCV) e Tomato common mosaic virus (ToCmMYV), em infeccdo
simples ou mista nos estados de Goias e Rio de Janeiro. Os resultados demonstram que
ToSRV ¢é prevalente em infec¢bes simples podendo ocorrer também em infecgdes
mistas com ToMoLCV e ToCmMV em Goias e Rio de Janeiro, respectivamente.
Atualmente, TOSRV € a espécie mais importante para o tomateiro, considerando sua
incidéncia no estado de Goias, maior regido produtora do Pais. Para entender a sua

estrutura genética populacional, 61 isolados de ToSRV (componente DNA-A) obtidos



de diferentes municipios do estado de Goias nos anos 2003, 2008 e 2015 foram
analisados. Especialmente para begomovirus, a variabilidade genética tem se mostrado
importante para a adaptacéo viral. Interessantemente, os resultados apresentados aqui
demostram valores baixos de diferenciacdo genética entre os isolados de diferentes
localidades e/ou épocas de coleta, sugerindo a existéncia de uma Unica populagdo viral e
geneticamente estdvel. A recombinacdo genética parece nao ser importante para a
espécie, e a mutacdo parece ser o principal mecanismo responsavel pela variabilidade

genética, ainda que baixa.

PALAVRAS-CHAVE: Solanum lycopersicum, Tomato severe rugose Virus,
Variabilidade genética
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ABSTRACT

OLIVEIRA, THAYSSA MONIZE ROSA DE. Instituto Federal Goiano Campus
Morrinhos, February of 2017. Genetic diversity and evolution of begomovirus in
tomato. Advisor: Leonardo Cunha de Albuquerque.

Viruses belonging to the family Geminiviridae are transmitted in nature by vector
insects to a wide range of mono and dicotyledonous hosts. The family has a monopartite
or bipartite genome of single-stranded circular DNA, encapsidated into two twinned
particles with incomplete icosahedral format. Depending on the insect vector, hosts,
genomic organization and phylogenetic relationship, the family is divided into seven
genera:  Begomovirus, Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus, Becurtovirus,
Turncurtovirus and Eragrovirus. The genus Begomovirus has the highest number of
species and, in Brazil, begomoviruses are among the main diseases of tomato. The
species of this genus are transmitted naturally by the whitefly Bemisia tabaci MEAM 1
(Middle East Asia Minor 1), and currently sixteen species are recognized infecting
tomato in Brazil, being Tomato severe rugose virus (ToSRV) the prevalent species.
Studies on genetic diversity were then conducted, with the presence of three species,
ToSRV, Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV) and Tomato common mosaic virus
(ToCmMV) in single or mixed infection in the states of Goiéds and Rio de Janeiro. The
results demonstrate that ToSRV is prevalent in single infections and may also occur in
mixed infections with ToMoLCV and ToCmMV in Goids and Rio de Janeiro,
respectively. TOSRV is the most important species for tomato, considering its incidence
in the state of Goias. In order to understand its population genetic structure, 61 ToSRV
isolates (component DNA-A) obtained from different municipalities of the state of

Goiéas, Brazil, in the years 2003, 2008 and 2015 were analyzed. Especially for



begomoviruses, genetic variability has been shown to be important for viral adaptation.
Interestingly, the results presented here demonstrate low values of genetic
differentiation between isolates from different locations and/or collection years,
suggesting the existence of a single viral and genetically stable population. Genetic
recombination does not seem to be important for the species, and mutation seems to be

the main mechanism responsible for genetic variability, even in low values.

KEYWORDS: Solanum lycopersicum, Tomato severe rugose virus, Genetic variability
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1. INTRODUCAO GERAL

O tomate (Solanum lycopersicum) é uma das hortalicas mais consumidas no
mundo. No entanto, seu cultivo é complexo e diversos fatores biodticos e abidticos
podem prejudicar sua producdo. Entre os fatores bidticos, as begomoviroses tém se
tornado um dos principais fatores limitantes (Navas-Castillo et al., 2011).

O género Begomovirus (familia Geminiviridae) é o maior da familia em
nimero de espécies infectando o tomateiro e o Brasil € um dos paises com a maior
diversidade de espécies infectando a cultura (Inoue-Nagata et al., 2016), sendo que a
espécie mais encontrada, principalmente nas regides Centro-Oeste e Sudeste do Pais, é
Tomato severe rugose virus (ToOSRV) (Fernandes et al., 2008; Rocha et al., 2010). Sua
transmissdo natural ocorre por meio do vetor mosca-branca, Bemisia tabaci MEAM 1
(Middle East Asia Minor 1), a partir de fontes de indculo (ervas daninhas, outras
culturas hospedeiras ou residuos de cultura abandonada). Os principais sintomas
causados na planta sdo: amarelecimento internerval, clorose, mosaico, deformacéo
foliar, epinastia e nanismo, gque resultam na reducédo da produtividade (Inoue-Nagata et
al., 2016).

Considerando a grande importancia socioeconémica da cultura do tomateiro no
Brasil, especialmente para o estado de Goias (maior produtor), e o impacto que as
begomoviroses causam a cultura, estudos sobre a diversidade genética e a estrutura
populacional, especialmente da principal espécie, TOSRV, sdo 0 primeiro passo para
elaboracdo de estratégias adequadas para 0 manejo da doenga. Alem disso, os resultados
deste tipo de estudo s&o uma importante fonte de informacéo para o entendimento da
dindmica dos processos que levam ao surgimento de novas espécies, estirpes ou

isolados e, consequentemente, da evolucdo dessas espécies nativas do Brasil.



2.1 CULTURA DO TOMATE

2. REVISAO DE LITERATURA

O tomate (Solanum lycopersicum) pertence a familia das solanaceas sendo a

segunda hortalica mais produzida no Brasil, atrds apenas da cultura da batata. O estado

de Goias € o principal estado produtor do Pais, com producdo de aproximadamente 978

mil toneladas em uma area de 12 mil hectares, correspondente a 26,17% da producao

nacional (Tabela 1). O Estado também se destaca com a maior produtividade, de 81,5

t/ha (IBGE, 2016).

Tabela 1. Estados produtores de tomate e sua producéo e area colhida no Brasil em 2016

Unidade territorial

Producdo Area colhida

Goiés

S&o Paulo
Minas Gerais
Parana

Rio de Janeiro
Bahia

Santa Catarina
Espirito Santo
Cearé

Rio Grande do Sul
Pernambuco
Distrito Federal

978258
753283
702510
249760
189611
175170
171699
154074
122846
112563
53331

24760

11997
11259
10303
4387
2573
4055
2769
2511
2532
2317
1617
356

Paraiba 8955 287
Alagoas 7568 105
Para 6580 254
Mato Grosso 6037 243
Rio Grande do Norte 4696 148
Roraima 4689 264
Maranh&o 3671 289
Rond6nia 2542 154
Piaui 2498 132
Mato Grosso do Sul 2465 69
Amazonas 249 20
Sergipe 110 7
Total 3737925 58548

Fonte: IBGE, 2016

A producdo de tomate exige conhecimento técnico, uma vez que a cultura é

extremamente sensivel a diversos fatores, especialmente pragas e doengas. Entre as

doencas, as geminiviroses estdo entre as mais importantes no cultivo do tomateiro. No



Brasil, a doenca é causada por espécies de virus pertencentes ao género Begomovirus
(familia Geminiviridae) que dependendo da época da infeccdo e da variedade utilizada
podem inviabilizar tanto a producdo de tomate para processamento industrial quanto

para consumo in natura (Inoue-Nagata et al., 2016).

2.2 0S GEMINIVIRUS

Virus pertencentes a familia Geminiviridae sdo transmitidos na natureza por
insetos vetores a uma ampla gama de hospedeiras mono e dicotiledoneas. Podem
possuir um (monopartido) ou dois (bipartido) componentes genémicos de DNA circular
fita simples, encapsidados em uma particula geminada com formato icosaédrico
incompleto. A familia é dividida em sete géneros: Begomovirus, Mastrevirus,
Curtovirus, Topocuvirus, Becurtovirus, Turncurtovirus e Eragrovirus, (Figura 1) com
base no inseto vetor, hospedeiros, organizacdo genémica e relacdo filogenética (Varsani

etal., 2014).
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Figura 1. Esquema ilustrativo da organizagdo gendmica dos geminivirus. LIR, regido intergénica longa;
SIR, regido intergénica curta; CR, regido comum; rep, proteina associada a replicacdo; ren, proteina
potencializadora de replicacdo; trap, proteina de transcricdo; ss, supressor de silenciamento génico; tgs,
silenciamento do gene transcricional; sd, determinante de sintomas; cp, proteina capsidial; mp, proteina
de movimento; reg, gene regulador; nsp, proteina de movimento nuclear (Varsani et al., 2014).



O género Begomovirus (espécie-tipo: Bean golden yellow mosaic virus -
BGYMV) é o maior em nimero de espécies, possuindo altualmente 322 espécies
descritas (Brown et al., 2015; ICTV, 2017). Esses virus sdo transmitidos pelo vetor
mosca-branca (B. tabaci) a plantas dicotiledéneas e possuem genoma monopartido ou
bipartido, sendo que espécies com o0 genoma monopartido (apenas DNA-A) sdo
encontradas no Velho Mundo (Africa, Asia, Australia e Europa), com excecdes como o
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), que foi introduzido na Republica Dominicana
a partir de mudas infectadas oriundas de Israel (Nakhla et al., 1994). As espécies com
genoma bipartido possuem dois componentes gendmicos, conhecidos como DNA-A e
DNA-B. O DNA-A é responsavel por codificar proteinas para encapsidacdo e
replicacdo, enquanto as proteinas de movimento sdo codificadas pelo DNA-B (Brown et
al., 2015).

O género Mastrevirus (espécie-tipo Maize streak virus) possui 32 espécies
reconhecidas (ICTV, 2017). E caracterizado por apresentar um genoma monopartido,
transmitido por cigarrinhas de maneira circulativa, em sua maioria a plantas
monocotileddneas. Mais recentemente, espécies tém sido descritas infectando também
plantas dicotiledoneas (Hadfield et al., 2012), como o Chickpea chlorotic dwarf
Pakistan virus na infeccdo do grdo-de-bico (Thomas et al., 2010). E encontrado no
Velho Mundo e um diferencial é sua capacidade de codificar duas proteinas de
replicacéo, a Rep e Rep-A (Figura 1) (Rojas et al., 2005).

Curtovirus (espécie-tipo Beet curly top virus) € um género com virus de
genoma monopartido transmitido de maneira circulativa por cigarrinhas da espécie
Circulifer tenellus, encontrado no Novo Mundo e Velho Mundo infectando uma ampla
gama de hospedeiras dicotiledéneas (Rojas et al., 2005). O género possui 3 espécies
(Beet curly top virus, Horseradish curly top virus e Spinach severe curly top virus)
(ICTV, 2017) com genoma capaz de codificar até sete genes, sendo o seu diferencial, o
gene regulador reg no sentido viral (V3) e 0 gene determinante de sintomas sd no
sentido complementar (C4) (Varsani et al., 2014).

O género Topocuvirus (especie-tipo Tomato pseudo-curly top virus) é formado
apenas pela espécie-tipo, com espécies de genoma monopartido e transmitidas por
membracideos a hospedeiras dicotiledéneas. Analises revelam que o0 seu genoma pode

ser um recombinante natural, com caracteristicas dos virus dos géneros Mastrevirus



(arranjo semelhante na CP e AV2) e Begomovirus (arranjo semelhante nos genes de
senso complementar) (Briddon et al., 1996).

Becurtovirus (espécie-tipo Beet curly top Iran virus) é um género com espécies
de genoma monopartido, caracterizadas por ndo possuir o usual nonanucleotideo
(TAATATT|AC) em sua origem de replicagdo, mas sim “TAAGATTCC”. E
transmitido por cigarrinhas para hospedeiras dicotiledoneas (Varsani et al., 2014). Duas
espécies sdo descritas para o género Beet curly top Iran virus e Spinach curly top
Arizona virus (ICTV, 2017).

Os virus do género Eragrovirus (espécie-tipo Eragrostis curvula streak virus)
infectam plantas monocotileddneas, possuem apenas a espécie-tipo como reconhecida e
vetor desconhecido. Assim como os becurtovirus, possui o diferente nonanucleotideo
“TAAGATTCC”.

Turncurtovirus (espécie-tipo Turnip curly top virus) também possui apenas a
espécie-tipo reconhecida, € transmitido por cigarrinhas para plantas dicotiledéneas e

possui 0 genoma monopartido (Varsani et al., 2014).

2.3 BEGOMOVIRUS NO BRASIL

O género Begomovirus é o Unico com espécies descritas no Brasil. Essas
espécies possuem genoma bipartido (DNA-A e DNA-B). O DNA-A contém uma ORF
no sentido viral (AV1; CP, proteina multifuncional associada a formacdo do capsideo,
acumulacdo de DNA viral e transmissdo pelo inseto vetor) e quatro ORFs no sentido
complementar: AC1 (Rep, proteina associada a replicacdo), AC2 (TrAP, proteina
ativadora da transcri¢do), AC3 (REn, potencializadora da replicacdo e da expressdo de
sintomas) e AC4 (fator de viruléncia) no sentido complementar. O DNA-B apresenta
uma ORF no sentido viral, BV1 (NSP, proteina de transporte nuclear) e uma no sentido
complementar, BC1 (MP, proteina de movimento) (Gutierrez, 2000). Apesar de terem
tamanhos parecidos, os componentes gendmicos ndo compartilham identidade de
sequéncia, a ndo ser pela regido comum (RC), regido de aproximadamente 200
nucleotideos altamente conservada (Lazarowitz, 1992). Nela se localiza a origem de
replicacdo (ori) contendo o nonanucleotideo 5’-TAATATT|AC-3’ necessario para
clivagem do DNA viral (Laufs et al., 1995).



No Brasil, os begomovirus sdo transmitidos pela mosca-branca, Bemisia tabaci
MEAM1 (Middle East Asia Minor 1), de maneira persistente e circulativa (Rosen et al.,
2015). A mosca-branca € um inseto sugador que, ao se alimentar em hospedeiras
infectadas, sugam a seiva contaminada a partir do floema da planta, adquirindo as
particulas virais. O virus circula em todo o corpo do inseto, passando do intestino para a
hemolinfa, onde é encaminhado, com o auxilio de proteinas denominadas Groel, até a
glandula salivar. Ao se alimentar em uma planta saudavel, a mosca deposita a saliva
contaminada, transmitindo as particulas virais. O inseto € polifago, com ampla gama de
hospedeiros, capaz de se alimentar em mais de 1000 espécies de plantas tornando-se um
eficiente vetor na transmisséo desses virus (Chen et al., 2016).

Até o inicio da década de 1990, o bidtipo A de Bemisia tabaci era
predominante no Brasil (Franca et al., 1996), foi entdo que a disseminacéo do bidtipo
polifago da mosca-branca, o biétipo B (atual MEAM1) trouxe um aumento consideravel
no surgimento de novas espécies de begomovirus capazes de infectar tomateiro (Ribeiro
et al., 2003). A principal diferenca entre os bidtipos se encontra nas espécies
hospedeiras, o bi6tipo B apresenta uma gama mais ampla de hospedeiros, incluindo o
tomateiro, além de se mostrar mais adaptado (Bedford et al., 1994).

Atualmente, dezesseis espécies de begomovirus sdo reconhecidas infectando
tomateiro no Pais: Tomato bright yellow mosaic virus (ToBYMYV), Tomato bright
yellow mottle virus (ToBYMoV), Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato
common mosaic virus (ToCmMYV), Tomato golden leaf distortion virus (ToGLDV),
Tomato golden leaf spot virus (ToGLSV), Tomato golden mosaic virus (TGMV),
Tomato golden vein virus (TGVV), Tomato interveinal chlorosis virus (TolCV),
Tomato leaf distortion virus (ToLDV), Tomato mild mosaic virus (ToMMYV), Tomato
mottle leaf curl virus (ToMoLCV), Tomato rugose mosaic virus (ToRMV), Tomato
severe rugose virus (ToSRV), Tomato yellow spot virus (ToYSV) e Tomato yellow vein
streak virus (ToYVSV) (Brown et al., 2015).

2.4 MECANISMOS DE VARIABILIDADE

Mutacdo, recombinacdo e pseudo-recombinagdo sdo 0s mecanismos de

variabilidade genética responsaveis pela evolucao e adaptagdo viral (Roossinck, 1997).



Esses mecanismos ocorrem nos begomovirus, causando uma alta variabilidade genética,
resultando no surgimento de novas espécies, estirpes e isolados (Rocha et al., 2013).

Virus de RNA possuem maiores taxas de substituicdo quando comparados a
virus de DNA, devido a RNA polimerase ndo apresentar o mecanismo de “proof-
reading” (Domingo & Holland, 1997), entretanto, nos geminivirus verificou-se que as
taxas de substituicdo eram superiores a outros virus de DNA e muito semelhantes a
virus de RNA, contrariando assim a teoria de que apenas a fidelidade da DNA
polimerase seja determinante as taxas de substituicdo (Duffy & Holmes, 2008),
atribuindo possivelmente a outros fatores como a interagdo com hospedeiro. Sendo
assim, apesar da recombinagéo ser considerada um mecanismo poderoso na emergéncia
de novas espécies, estirpes e isolados de begomovirus (Zhou et al., 1997), a mutagédo
também apresenta grande relevancia na variabilidade genética, podendo gerar
variabilidade antes da troca de fragmentos gendémicos durante a recombinacdo (Garcia-
Arenal et al., 2001; Garcia-Arenal et al., 2003), corroborado pelas altas taxas de
mutacdes das geminiviroses, similares as taxas de virus de RNA (Duffy & Holmes,
2008).

Quanto a recombinacdo, esse mecanismo é caracterizado pelas trocas de
segmentos gendmicos entre duas fitas de DNA (Garcia-Arenal et al., 2003; Sanz et al.,
1999). Nos begomovirus, a pseudo-recombinacdo também € capaz de atuar na
variabilidade, por meio da troca de componentes gendmicos intactos entre virus de
espécies diferentes (Gilbertson et al., 1993).

A presenca de vérias espécies de begomovirus, frequentemente infectando uma
mesma planta (infeccdo mista), contribui para que eventos de recombinacdo ou a
pseudo-recombinacdo ocorram. A disseminacdo do Biotipo B (atual MEAM1) da
mosca-branca, que coloniza o tomateiro e outras solanaceas com alta eficiéncia, também
pode colaborar com esses eventos, devido a sua capacidade de infectar uma maior gama
de hospedeiros, aumentando assim, a possibilidade de infec¢cdes mistas (Ribeiro et al.,
2003).
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3. CAPITULO |

Ocorréncia de begomoviroses em tomateiro em trés estados brasileiros

(Normas de acordo com a revista Journal of General Virology)

RESUMO: Begomovirus (género Begomovirus, familia Geminiviridae) sdo os virus
mais importantes infectando tomateiro no Brasil. Muitas espécies tém sido relatadas,
com a prevaléncia de Tomato severe rugose virus (ToSRV). Para comprovar essa
informacdo, foram coletadas 313 amostras de tomateiro com sintomas de infec¢do por
begomovirus em Goiés (GO), Parana (PR) e Rio de Janeiro (RJ) em 2015. O DNA total
foi extraido e a presenca de begomovirus confirmada por PCR em 137 amostras (27/57
de RJ e 110/216 de GO). Interessantemente, nenhuma amostra do PR foi positiva, mas
infectadas por Tomato chlorosis virus (ToCV, género Crinivirus, familia
Closteroviridae). As amostras positivas foram analisadas usando RCA-RFLP com
enzima Msp | e o padréo de fragmentos obtidos foi comparado com os conhecidos para
as principais espécies de begomovirus infectando tomateiro no Brasil. Os produtos de
RCA foram escolhidos e diretamente sequenciados. Confirmou-se a presenca de trés
espécies em infeccdo simples ou mista: Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV),
Tomato common mosaic virus (ToCmMYV) e ToSRV. No RJ 15% das plantas estavam
infectadas com ToCmMV e ToSRV e 41% infectadas somente com ToSRV, no entanto,
0 begomovirus presente em 44% das amostras ainda nao foi determinado. Em GO, 4,5%
apresentaram infeccdo mista com ToMoLCV e ToSRV, enquanto 95,5% apresentaram

infeccdo simples com ToSRV. A presenca de ToOSRV nestas amostras foi confirmada



com primers especificos para cada espécie. Este resultado indica que ToSRV continua
sendo a espécie mais importante, embora a incidéncia de outras espécies como

ToCmMYV e ToMoLCV também esteja aumentando nos ultimos anos.

PALAVRAS-CHAVE: Diversidade genética, Geminiviridae, RCA-RFLP

ABSTRACT: Begomoviruses (genus Begomovirus, family Geminiviridae) are the most
important viruses infecting tomatoes in Brazil. Many species are reported, with the
prevalence of Tomato severe rugose virus (ToSRV). To verify this information, 313
samples of tomato plants exhibiting symptoms of begomovirus infection were collected
in Goias (GO), Parana (PR) and Rio de Janeiro (RJ) in 2015. Total DNA was isolated
and the presence of begomovirus was confirmed by PCR in 137 samples (27/57 from RJ
and 110/216 from GO). Interestingly, no sample from PR was PCR positive for
begomovirus, but infection by Tomato chlorosis virus was observed (ToCV, genus
Crinivirus, family Closteroviridae). The positive samples were analyzed using RCA-
RFLP with Msp | enzyme digestion and the pattern of fragments was compared with
those known for the main species of begomovirus infecting tomato in Brazil. RCA
products were chosen and directly sequenced. It confirmed the presence of three species
in single or mixed infection: Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV), Tomato
common mosaic virus (ToCmMV) and ToSRV. In RJ samples, 15% of the plants were
infected by ToCmMV and ToSRV, 41% in single infection with ToSRV, but the
begomovirus present in 44% of the samples is still not determined. In GO, 4.5% were
mixed infected with ToMoLCV and ToSRV, while 95.5% had single infection with
ToSRV. The presence of ToSRV in these samples was confirmed with species-specific
primers. This result indicates that TOSRV remains the most important species, although
the incidence of other species as ToCmMV and ToMoLCV are also increasing in the

last years.

KEYWORDS: Genetic diversity, Geminiviridae, RCA-RFLP
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3.1 INTRODUCAO

O tomate (Solanum lycopersicum) ocupa uma posicdo de destaque entre as
hortalicas mais consumidas, tanto in natura como para processamento industrial. No
Brasil, o estado de Goids & a principal regido produtora com 978.258 toneladas,
correspondente a 26,17% da producdo nacional (IBGE, 2016). Entretanto, a cada ano,
seu cultivo é comprometido devido a doengas, especialmente as begomoviroses.

Os begomovirus (género Begomovirus, familia Geminiviridae) sdo virus que
possuem um ou dois componentes gendmicos (monopartidos ou bipartidos), infectam
plantas dicotiledéneas e sdo transmitidos pela mosca-branca, Bemisia tabaci MEAM1
(Middle East Asia Minor 1) (Brown et al., 2015; Navas-Castillo et al., 2011). No Brasil,
0s begomovirus descritos possuem genoma bipartido (DNA-A e DNA-B) com cada
componente possuindo aproximadamente 2600 pares de base. O componente DNA-A
codifica as proteinas necessarias para a transcricdo, replicacéo e encapsidacdo de ambos
0s componentes, enquanto o DNA-B codifica as proteinas envolvidas no movimento
viral, tanto do nucleo para citoplasma, quanto célula-a-célula via plasmodesmos (Rojas
et al., 2005).

Os begomovirus sdo considerados emergentes (Aranha et al., 2011) com
continua descricdo de novas espécies, sendo considerado o maior género da familia em
namero de espécies. O Brasil é um dos paises com maior nimero de espécies infectando
o tomateiro (Inoue-Nagata et al., 2016) e, atualmente, 16 espécies foram detectadas no
pais: Tomato bright yellow mosaic virus (ToBYMV), Tomato bright yellow mottle virus
(ToBYMoV), Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), Tomato common mosaic virus
(ToCmMV), Tomato golden leaf distortion virus (ToGLDV), Tomato golden leaf spot
virus (ToGLSV), Tomato golden mosaic virus (TGMV), Tomato golden vein virus
(TGVV), Tomato interveinal chlorosis virus (TolCV), Tomato leaf distortion virus
(ToLDV), Tomato mild mosaic virus (ToMMV), Tomato mottle leaf curl virus
(ToMoLCV), Tomato rugose mosaic virus (TORMV), Tomato severe rugose Vvirus
(ToSRV), Tomato yellow spot virus (ToYSV) e Tomato yellow vein streak virus
(ToYVSV) (Brown et al., 2015), com a prevaléncia de ToSRV (Fernandes et al., 2008;
Rocha et al., 2010).

Considerando a grande importancia da cultura e os impactos causados na

producdo de tomate, estudos sobre a diversidade genética dos begomovirus sao

13



essenciais. Os resultados deste tipo de estudo visam contribuir para a compreenséo
desses patdgenos, a0 mesmo tempo, sdo importantes no direcionamento de programas
de melhoramento visando a obtencéo de genotipos com resisténcia duradoura, uma vez
que a resisténcia genética tem se mostrado a melhor op¢do para o controle sustentavel
da doenca. Considerando que o ultimo estudo sobre diversidade genética de
begomovirus infectando tomateiro no Brasil foi realizado ha quase 10 anos (Fernandes
et al., 2008), o objetivo desse trabalho foi realizar um estudo com amostras coletadas

em trés diferentes estados brasileiros, sendo um deles o maior produtor do Pais.

3.2 MATERIAL E METODOS

Amostras foliares de tomateiro. Em 2015, foram coletadas 313 amostras
foliares de plantas de tomateiro com sintomas tipicos de infeccdo por begomovirus
(como clorose internerval, mosaico, distor¢do foliar e nanismo) nos estados de Goias
(GO), Parana (PR) e Rio de Janeiro (RJ).

Testes de detecgdo viral. O DNA total foi extraido pelo método CTAB (Doyle
& Doyle, 1987) e a presenca de begomovirus foi confirmada por PCR utilizando os
primers universais PAL1v1978/PAR1c496 (Rojas et al., 1993). O DNA total das
amostras positivas para infeccdo por begomovirus foi submetido 8 RCA-RFLP (Rolling
Circle Amplification - Restriction Fragment Length Polymorphism) (Haible et al., 2006;
Inoue-Nagata et al., 2004). O produto desta amplificacdo foi digerido com uma enzima
de restri¢do de corte frequente Msp | (New England Biolabs) e o padrdo dos fragmentos
obtidos (in vitro) foi comparado com o0s conhecidos (in silico) para as principais
espécies infectando tomateiro no Brasil.

Sequenciamento de isolados virais. Os produtos de RCA foram selecionados
e diretamente sequenciados pela Macrogen utilizando o primer PAR1c496 (Rojas et al.,
1993). As sequéncias nucleotidicas foram inicialmente submetidas a uma analise usando
0 programa BLAST  (Basic Local  Alignment  Search  Tool -
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) comparando com outras sequéncias disponiveis
no banco de dados (GenBank).

Analise Filogenética. A arvore filogenética foi construida pelo método de
Méxima Verossimilhanca (ML) com 1000 bootstrap usando o programa MEGA 7
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(Kumar et al., 2016). Para isso, foram utilizadas as sequéncias dos fragmentos do DNA-
A (aproximadamente 1000 nucleotideos) obtidos neste estudo juntamente com a

sequéncia da regido correspondente dos isolados mais representativos.

3.3 RESULTADOS

Um total de 137 amostras foi PCR positiva (27/57 de RJ e 110/216 de GO).
Interessantemente, nenhuma amostra do PR foi positiva, mas infectadas por Tomato
chlorosis virus (ToCV) (género Crinivirus, familia Closteroviridae) (dados néo
apresentados). Provavelmente, essas amostras foram oriundas de tomateiros
apresentando algum grau de resisténcia a geminivirus. Estas 137 plantas infectadas
foram analisadas utilizando RCA-RFLP e o padrdo de fragmentos obtidos foi
comparado com o0s conhecidos para as principais espécies de begomovirus infectando

tomateiro no Brasil utilizando a enzima de restricdo Msp | (Figura 1).
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Figura 1. Genoma in silico simulando os padrdes de clivagem das principais espécies de begomovirus
que infectam tomateiro usando a enzima de restricdo Msp | para comparacdo com os padrdes obtidos
pelos isolados estudados. MM, marcador molecular 1kb Plus DNA; A: ToSRV, Tomato severe rugose
virus; B: TGMV, Tomato golden mosaic virus; C: ToORMV, Tomato rugose mosaic virus; D: ToCMoV,
Tomato chlorotic mottle virus; E: ToYSV, Tomato yellow spot virus; F: ToCmMV, Tomato common
mosaic virus; G: ToMIMV, Tomato mild mosaic virus; H: ToYVSV, Tomato yellow vein streak virus; I
TolCV, Tomato interveinal chlorosis virus; J: TMoLCV, Tomato mottle leaf curl virus e K: TGVV,
Tomato golden vein virus.
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Com base nos padrdes dos fragmentos obtidos, 14 isolados foram selecionados
e parcialmente sequenciados utilizando o primer PAR1c496 (Rojas et al., 1993). O
resultado do sequenciamento confirmou a presenca de trés espécies em infeccéo simples
ou mista: Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV), Tomato common mosaic Virus
(ToCmMV) e ToSRV.

Os resultados do sequenciamento indicam ainda que dezesseis padrdes
diferentes (Figura 2) estdo relacionados a infeccdo simples com ToSRV, sugerindo que
essa especie pode apresentar diferentes padrdes de clivagem usando a mesma enzima de
restricdo, fato também observado em outros trabalhos (Rocha et al., 2010), talvez
inutilizando o método do genoma in silico como forma de identificacdo, que poderia

entdo ser utilizado apenas para uma analise preliminar.

MM A B A C D E A F G G

E .._-2_-. -
LTk "-nm- =
3 Pl B 0 Y e . MM

B

Figura 2. Exemplos de 7 dos 16 diferentes padrdes (A a G) de ToSRV obtidos a partir de produto de
RCA digerido com Msp | ddo DNA total das amostras coletadas de tomateiro em Goids. MM, Marcador 1
Kb plus DNA ladder (Invitrogen). Padr6ées iguais sdo identificados pela mesma letra.

No Rio de Janeiro, 15% (4/27) das amostras coletadas apresentaram infeccédo
mista com ToCmMV e ToSRV e 41% (11/27) apresentaram infec¢do simples com
ToSRV. O restante, 44% (12/27), ainda néo foi determinado. Em Goias, 4,5% (5/110)
das amostras apresentaram infeccdo mista com ToMoLCV e ToSRV, enguanto os
95,5% (105/110) restantes mostraram infec¢do simples por ToSRV (Tabela 1).
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Tabela 1. Espécies de begomovirus encontradas em amostras de tomateiro coletadas em Goias (GO) e
Rio de Janeiro (RJ) em 2015.

GO RJ
ToSRV 105 11
ToCmMYV e ToSRV 0 4
ToMoLCVe ToSRV 5 0
Nao identificados 0 12
Total 110 27

A presenca de ToSRV em todas estas amostras foi confirmada por PCR com
primers espécie-especificos (Fernandes et al., 2010). Na analise filogenética das 14
sequéncias parciais obtidas de GO (IF33, IF65, IF70, IF71, 1F99, IF100, IF101, IF108,
IF171 e IF210) e RJ (IF286, IF289, IF291 e IF310), 10 isolados (8 de GO e 2 do RJ)
apresentaram relacdo proxima a espécie ToSRV, 2 isolados (GO) préximos a
ToMoLCV e 2 isolados (RJ) a ToCmMV (Figura 3).
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Figura 3. Arvore filogenética ML baseada nas sequéncias nucleotidicas parciais obtidas a partir do
sequenciamento direto de produtos de RCA utilizando o primer PAR1c496 com as sequéncias obtidas
neste estudo (em negrito) e as sequéncias parciais correspondentes as espécies relacionadas. O acrénimo
de cada isolado e 0 nimero de acesso (GenBank) estdo incluidos na arvore de acordo com Brown et al.,
2015. MSV foi utilizado como um outgroup. Somente valores bootstrap maiores que 50% s&o exibidos. A
barra de escala abaixo indica 0,2 substitui¢des nucleotidicas por sitio.
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3.4 DISCUSSAO

A incidéncia de begomovirus tem aumentado nos ultimos anos e, atualmente,
estdo entre os patdgenos mais limitantes a producdo de tomate no mundo (Navas-
Castillo et al., 2011). No Brasil, ToOSRV tem sido descrito como a espécie predominante
infectando tomateiro no Sudeste (Rocha et al., 2010) e Centro-oeste, seguido de TGVV,
ToMoLCV e ToYVSV (Fernandes et al., 2008).

A prevaléncia de ToSRV pode ser devido a sua melhor capacidade de
adaptacdo. Alguns fatores que poderiam explicar essa adaptacdo seriam, o cultivo
continuo da cultura, que colabora para a manutencdo da espécie no campo (Barbosa et
al., 2016), a capacidade de ToSRV de infectar plantas daninhas (Barbosa et al., 2009),
servindo como hospedeiras durante um periodo em que o tomateiro ndo esteja no campo
(durante o vazio sanitario), e a uma melhor transmissao pelo vetor, demonstrado por
estudos onde ToSRYV foi transmitido mais eficientemente que TGVV por mosca-branca,
provavelmente por uma maior eficiéncia de inoculagdo (Macedo et al., 2015).

Os resultados apresentados nesse estudo indicam que apds quase 10 anos do
ultimo estudo sistematico sobre a diversidade genética e a prevaléncia de espécies de
begomovirus no Pais (Fernandes et al., 2008), ToSRV continua sendo a espécie mais
importante e TOMoLCV segue ocorrendo mesmo que em baixa incidéncia. A ocorréncia
de ToCmMYV em amostras do RJ pode indicar uma continua disseminacdo da espécie
para diferentes regides produtoras do Pais. ToCmMV foi primeiramente descrito em
plantas de tomateiro coletadas em 2007 no estado de Minas Gerais, sendo considerada
uma linhagem distinta dos begomovirus ja descritos no Brasil (Castillo-Urquiza et al.,
2008). Em 2016, um estudo, conduzido ao longo de 5 anos (2007/2011) no estado do
Espirito Santo, demonstrou que ToCmMYV foi a Unica espécie identificada nessa regiao
(Barbosa et al., 2016). Além disso, analises do genoma de ToCmMYV demonstram que
ele € um recombinante e que também participa na evolugdo de outras espécies (Barbosa
et al., 2016; Rocha et al., 2013). Neste estudo, ToOCmMYV foi identificado em infecgéo
mista (pré-requisito para recombinacdo) e, portanto, € possivel que novas espécies ou
estirpes possam estar presentes no campo. Esses resultados em conjunto indicam que

ToCmMV € uma espécie em processo de disseminacéo e evolucdo, especialmente na
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regido sudeste. Para saber a real incidéncia dessas espécies (ToSRV, ToMoLCV e
ToCmMV), um estudo mais sistematico deve ser conduzido e a obtencéo de clones para
sequenciamento completo do genoma para a confirmacao das espécies ja identificadas e

também para aquelas ainda nao identificadas sdo essenciais.
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4. CAPITULO Il

Estrutura genética e variabilidade molecular de populac¢des do Tomato

severe rugose virus amostradas em municipios do estado de Goias

(Normas de acordo com a revista Journal of General Virology)

RESUMO: Os begomovirus sdo uma das maiores restricbes a produgdo de tomate no
Brasil, principalmente devido a grande variedade de espécies virais, geradas por
mecanismos de variabilidade como a mutacdo, recombinacéo e pseudo-recombinacéo.
Dentre essas espécies, Tomato severe rugose virus (TOSRV) merece destaque por sua
prevaléncia, principalmente no estado de Goids (maior produtor do pais). Para se
verificar a variabilidade genética das populacbes de ToOSRV em Goias, foram analisados
61 isolados de tomateiro de diferentes cidades do estado ao longo de trés anos (2003,
2008 e 2015). Os baixos valores dos indices de diferenciacdo Gst estimados entre
isolados amostrados de diferentes localidades e/ou épocas de coleta sugerem a
existéncia de uma unica populacédo viral. Enquanto isolados coletados nos anos de 2003
e 2008 apresentaram graus similares de variabilidade genética, isolados coletados em
2015 foram notavelmente mais variaveis. Nos testes de neutralidade foram observados
valores negativos, possivelmente resultado de um evento demografico recente
(expansdo ou contracdo de populacdo). Analises de selecdo codon-a-cddon sugerem que
a selecdo purificadora atua predominantemente ao longo dos genes virais com

ocorréncias esporadicas de sitios sob selecdo positiva. Apenas um evento de



recombinacdo foi detectado, sugerindo que mutacdo é o principal mecanismo

responsavel pela geracdo de variabilidade na populacéo viral.

PALAVRAS-CHAVE: Tomato severe rugose virus, Variabilidade genética, Evolucéo

ABSTRACT: Begomoviruses are one of the biggest restrictions on tomato production in
Brazil, mainly due to its wide variety of viral species, generated by mechanisms of
variability such as mutation, recombination and pseudo-recombination. Among these
species, Tomato severe rugose virus (ToSRV) its particularly important due to its
prevalence, mainly in the state of Goias (largest producer in the country). A full genome
sequence of 61 ToSRV (DNA-A) isolates collected from tomato plants in different
cities of the state of Goids were analyzed in three years (2003, 2008 and 2015) to
determine the structure and genetic variability of the populations. The low values of
estimated Gsrt differentiation index among isolates sampled from different locations
and/or years suggest the existence of a single viral population. While isolates collected
in 2003 and 2008 presented similar degrees of genetic variability, isolates collected in
2015 were notably more variable. In the neutrality tests, negative values were observed,
possibly as a result of a recent demographic event (population expansion or
contraction). Codon-to-codon selection analisis suggest that purification selection
predominates over viral genes with sporadic occurrences of sites under positive
selection. Only one recombination event was detected, suggesting that mutation is the

main mechanism responsible to generate variability in this viral population.

KEYWORDS: Tomato severe rugose virus, Genetic variability, Evolution
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4.1 INTRODUCAO

A familia Geminiviridae é caracterizada por possuir genoma de DNA circular,
fita simples, encapsidado em uma particula geminada formada por dois icosaédros
incompletos. Baseado na organizacdo genémica, inseto vetor, circulo de hospedeiros e
relacGes filogenéticas, a familia € dividida em sete géneros: Begomovirus, Mastrevirus,
Curtovirus, Topocuvirus, Becurtovirus, Turncurtovirus e Eragrovirus (Varsani et al.,
2014). Especies do género Begomovirus possuem um (monopartido) ou dois (bipartido)
componentes gendmicos, as quais infectam plantas dicotiledoneas e sdo transmitidas por
mosca-branca, Bemisia tabaci (Homoptera: Aleyrodidae) (Rojas et al., 2005).
Begomoviroses sdo um dos principais fatores limitantes a producéo de diversas culturas.
Particularmente, em tomateiro (Solanum lycopersicum) é uma das principais doencas,
causando sérios prejuizos em varias regides do mundo (Chowda Reddy et al., 2005;
Hanssen et al., 2010; Lefeuvre et al., 2010).

No Brasil, os begomovirus séo transmitidos pela mosca-branca Bemisia tabaci
MEAM1 (Middle East Asia Minor 1) e possuem genoma bipartido (DNA-A e DNA-B)
(Navas-Castillo et al., 2011). O DNA-A codifica as proteinas envolvidas na replicacéo,
transcricdo e encapsidacdo, enquanto o DNA-B codifica proteinas relacionadas ao
movimento do virus na planta (Rojas et al., 2005). Devido a incidéncia e severidade
crescentes é um género considerado emergente (Aranha et al., 2011), apresentando uma
grande variedade de espécies virais e sendo uma das maiores restricdes a producao de
tomate, sendo que sob elevada pressdo da mosca branca pode causar 100% de perda
(Inoue-Nagata et al., 2016).

Desde meados de 1990, com a disseminacdo do biétipo B (atual MEAM1) da
mosca-branca, houve um aumento consideravel no nimero, incidéncia e severidade de
doencas causadas por espécies de begomovirus capazes de infectar tomateiro (Ribeiro et
al., 2003). Atualmente, dezesseis espécies sdo reconhecidas (Brown et al., 2015). No
entanto, Tomato severe rugose virus (ToSRV) é a espécie prevalente no Brasil,
especialmente na regido central do Pais (Fernandes et al., 2008; Gonzalez-Aguilera et
al., 2012; Inoue-Nagata et al., 2016; Rocha et al., 2010).

A presenca de duas ou mais espécies/estirpes de begomovirus em uma mesma
planta hospedeira (infeccdo mista) possibilita a ocorréncia de eventos de recombinagéo

(troca de fragmentos gendmicos), ou mesmo, pseudo-recombinacdo (troca de
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componentes gendmicos intactos), o que aumenta a variabilidade entre individuos intra-
e interespecifica, possibilitando que sejam gerados novos isolados mais adaptados
(Ribeiro et al., 2003). Apesar de a recombinacdo ser considerada um importante
mecanismo atuando na emergéncia de novas espécies, estirpes e isolados de
begomovirus (Zhou et al., 1997), geminivirus apresentam maiores taxas de substituicdo
comparados a outros virus de DNA (Domingo & Holland, 1997) refor¢ando o papel da
mutacdo como fonte primaria de variabilidade (Garcia-Arenal et al., 2003),
principalmente, entre isolados de uma mesma espécie (van der Walt et al., 2008).

A regido central do Brasil, especificamente o estado de Goias, é a principal
regido produtora de tomate do pais e onde predomina a espécie ToSRV. Apesar disso,
ndo existem estudos demonstrando a estrutura genética de populacdes dessa espécie na
regido. Portanto, esse trabalho apresenta informacGes sobre os mecanismos de
variabilidade genética envolvidos na evolucdo da espécie considerando aspectos
geogréficos e temporais no estado de Goias

4.2 MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras. Nos anos de 2003, 2008 e 2015, foram coletadas
amostras foliares de tomateiro com sintomas tipicos de infeccdo por begomovirus
(como clorose internerval, mosaico, distorcdes foliares e nanismo) em éareas de
producdo localizadas em cidades do estado de Goias (GO): Abadia de Goias, Anapolis,
Goianapolis, Itaberai (Unilever e Cdrrego Frio), Paralna, Piracanjuba, Silvania,
Vicentindpolis, Luziania e Morrinhos.

Deteccdo e clonagem viral. O DNA total das amostras foliares foi extraido
(Doyle & Doyle, 1987) e a presenca do begomovirus foi confirmada por PCR usando 0s
primers universais PAL1v1978/PAR1c496 (Rojas et al., 1993). O DNA total das
amostras positivas foi analisado usando o metodo RCA-RFLP (Haible et al., 2006;
Inoue-Nagata et al., 2004) com a enzima de restricdo de corte frequente Msp | (New
England Biolabs) e o padréo de fragmentos obtidos foi comparado com aqueles obtidos
a partir das andlises in silico. A presenga de ToSRV em todas estas amostras foi
confirmada por PCR com primers espécie-especificos (Fernandes et al., 2010). Para a
clonagem do componente DNA-A, os produtos de RCA foram digeridos com Hind I11
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(Invitrogen life technologies), Pst | (New England Biolabs), BamH I, EcoR | (NEB) ou
Xba | (Fermentas life sciences) e ligados ao vetor plasmidial pBluescript SK+
(Stratagene), previamente digeridos com a mesma enzima e introduzido em Escherichia
coli XL-1 Blue por transformacdo. Os insertos foram sequenciados (Macrogen Inc.,
Seoul, South Korea) e todas as sequéncias organizadas para iniciarem no nucleotideo
namero 1 dentro da sequéncia nonanucleotidica (5’-TAATATT|AC-3") na origem de
replicacdo dos begomovirus.

Montagem de sequéncias. As sequéncias foram montadas utilizando o
programa SeqMan (DNASTAR Inc., Madison, WI, EUA). Além das sequéncias
determinadas neste estudo, foram utilizadas sequéncias de ToSRV recuperadas do
banco de dados em janeiro de 2017 (Tabela S3).

Analise de recombinacdo As sequéncias (Tabela S2 e S3) foram alinhadas
usando o software Muscle (Edgar, 2004) implementado no MEGA7 (Kumar et al.,
2016). Os métodos RDP, Chimaera, Bootscan, 3Seq, GENECONV, Maximum Chi
Square and SisterScan incluidos no programa RDP v.4 (Martin et al., 2015) foram
utilizados para deteccdo das sequéncias recombinantes, identificacdo dos provaveis
parentais e breakpoints. A significancia estatistica das andlises foi considerada por um
P-valor menor que 0,05 (Bonferroni-corrected cutoff). Foram considerados confiaveis
apenas eventos detectados por pelo menos quatro desses métodos.

Analise de variabilidade. Usando DnaSP v.5.10 (Rozas et al., 2003), os
principais descritores de variabilidade como numero de haplétipos (h), diversidade
haplotipica (Hd), nimero de sitios segregantes (s), nimero total de mutagdes (Eta),
namero médio de diferencas nucleotidicas entre as sequéncias (Kk), diversidade
nucleotidica (m), estimativa de Watterson para taxa de mutacdo escalonada para
populacdo baseada em s (0-s) e em Eta (0-Eta) foram estimados para cada populacéo do
conjunto de dados (considerando as populagdes com tamanho de amostra maior que
quatro individuos). O indice Gst (Nei, 1973) foi utilizado para estimar o grau de
diferenciacdo genética entre subpopulacées.

Analise de neutralidade. Ainda no DnaSP, os conjuntos de dados foram
organizados em subpopulac6es considerando sua localizagdo geogréafica e ano de coleta.
A parametrizacdo dos mecanismos evolutivos baseou-se nos testes Tajima’s D (Tajima,
1989) e Fu & Li’s D* (Fu & Li, 1993), e F* para verificar a hipotese de selecdo

ocorrendo nas subpopulagdes.
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Anédlise de selecdo codon-a-codon. Para deteccdo de cddons sob selecdo
positiva ao longo de todas as ORFs do DNA-A do ToSRV, foram empregados trés
métodos distintos implementados no Datamonkey (http://www.datamonkey.org): Single
Likelihood Ancestor Counting (SLAC), Fixed Effects Likelihood (FEL), e Random
Effects Likelihood (REL) (Pond & Frost, 2005; Scheffler et al., 2006).

4.3 RESULTADOS

Deteccdo de ToSRV. Nos anos de 2003, 2008 e 2015 foram coletadas
amostras foliares de tomateiro de vérias cidades do estado de Goias, Brasil. O DNA
total das amostras PCR positivas para begomovirus foi submetido a RCA-RFLP usando
Msp | para observacéo dos padrdes de restricdo. Um total de 61 isolados com padrdo de
restricdo correspondente aquele esperado para o ToSRV foram selecionados para

clonagem e sequenciamento do componente gendmico DNA-A (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1. Numero de isolados de Tomato severe rugose virus (ToSRV) obtidos das amostras de
tomateiro coletadas nas cidades no estado de Goias nos anos 2003, 2008 e 2015.

NUmero de isolados de ToSRV (DNA-A)

Cidades 2003 2008 2015 Total
Abadia de Goias 1 1
Anéapolis 1 1
Goianapolis 2 2
Itaberai 7 7
Luziania 3 10 12 25
Morrinhos 10 9 19
Paratina 1

Piracanjuba 2

Silvania 1

Vicentindpolis 2

Total 20 20 21 61
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Figura 1. Mapa dos locais de coleta de amostras de tomateiro obtidas nos anos de 2003, 2008 e 2015 no
estado de Goiés, Brasil

Anélises de recombinacdo. Para as analises de recombinacdo foram alinhadas
todas as sequéncias dos isolados de ToSRV coletados no estado de Goias (Tabela S2)
juntamente com sequéncias de ToSRV depositadas no GenBank (Tabela S3). Apenas
um evento de recombinacdo foi detectado no isolado VicTol0 (nimero de acesso:
JX865633), sendo que o isolado VicSil0 (numero de acesso: KC004090) foi o maior
parental e o menor parental desconhecido (p-valor: 3,5x10°). Os pontos de
recombinacdo iniciam no nucleotideo 517 (CP) e terminam no nucleotideo 933 (REn),
regido conhecida como um hotspot de recombinacdo dos begomovirus (Lefeuvre et al.,
2007).

Variabilidade genética das populacdes. Isolados de ToSRV coletados no ano

de 2015, comparados aos coletados em 2003 e 2008, apresentaram um grau de
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variabilidade mais elevado (Tabela 2), com valores mais altos para todos os indices
analisados. Por exemplo, considerando-se a subpopulacdo coletada no ano de 2015, a
diversidade nucleotidica (w) foi de 0,01402 (¢ = 0,00064) e para os isolados coletados
em 2003 e 2008 de 0,00610 (o = 0,00040) e 0,00897 (c = 0,00080), respectivamente.
Os numeros médios de diferencas nucleotidicas entre as sequéncias (k) calculados para
os isolados coletados em 2015 foram de 36,286, aproximadamente 2,3 e 1,5 vezes maior

que os valores obtidos para isolados coletados em 2003 e 2008, respectivamente.

Tabela 2. Variabilidade genética de subpopulacfes de Tomato severe rugose virus (DNA-A) obtidas de
amostras de tomateiro coletadas ao longo de trés anos no estado de Goias, Brasil

Populagdo Nt N h Hd s Eta Kk 7 (o) 0-s 0-Eta

Total 2601 61 61 1,00 317 337 29,197 0,01131(0,00056)  0,02623 0,02789
2003 2601 20 20 1,00 107 111 15,800 0,00610 (0,00040) 0,01164 0,01208
2008 2601 20 20 1,00 114 116 23,211 0,00897 (0,00080)  0,01242 0,01263
2015 2601 21 21 1,00 179 184 36,286 0,01402 (0,00064)  0,01922 0,01976

Nt, tamanho do genoma em nucleotideos; N, nimero de sequéncias; h, nimero de haplétipos; Hd,
diversidade haplotipica; s, nimero de sitios segregantes; Eta, nimero total de mutacdes; k, nimero médio
de diferencas nucleotidicas entre as sequéncias; =, diversidade nucleotidica; o, desvio padrdo de =; 6-s,
estimativa de Watterson para taxa de mutacéo escalonada para populagédo baseado em s; 6-Eta, estimativa
de Watterson para taxa de mutacéo escalonada para populacéo baseado em Eta.

A variabilidade genética entre isolados coletados de diferentes localidades do
estado de Goias foi estimada somente quando um tamanho de amostra minimo de
quatro isolados foi obtido (subpopulacdes coletadas nas cidades de Itaberai, Luziania e
Morrinhos). A subpopulagdo viral amostrada no municipio de Itaberai apresentou a
menor variabilidade dentre as subpopulagfes analisadas, com valores inferiores para
todos os descritores. As subpopulacGes de Morrinhos e Luziania apresentaram valores
semelhantes para a diversidade nucleotidica (n) e as diferengas nucleotidicas entre as

sequéncias (k) (Tabela 3).

Tabela 3. Variabilidade genética de subpopula¢fes do Tomato severe rugose virus (DNA-A) obtidas de
plantas de tomateiro em trés municipios do estado de Goiés, Brasil

Populagdo Nt N h Hd s Eta Kk 7 (o) 0-s 0-Eta

Total 2601 61 61 100 317 337 29,197 0,01131(0,00056)  0,02623 0,02789
Luziania 2601 25 25 1,00 181 187 29,610 0,01146 (0,00061)  0,01856 0,01917
Morrinhos 2601 19 19 1,00 122 124 29,374 0,01133(0,00109)  0,01347 0,01369
Itaberai 2601 7 7 100 45 45 14381 0,00555(0,00072)  0,00709 0,00709

Nt, tamanho do genoma em nucleotideos; N, nimero de sequéncias; h, nimero de haplétipos; Hd,
diversidade haplotipica; s, nimero de sitios segregantes; Eta, nimero total de mutag@es; k, nimero médio
de diferencas nucleotidicas entre as sequéncias; «, diversidade nucleotidica; o, desvio padrdo de =; 6-s,
estimativa de Watterson para taxa de mutacdo escalonada para populagdo baseado em s; 6-Eta, estimativa
de Watterson para taxa de mutagdo escalonada para populacdo baseado em Eta.
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Para estimar o grau de diferenciagdo genética entre subpopulacdes obtidas de
diferentes localidades ou épocas de coleta foi utilizado o Gst (Nei, 1973). Quando
comparadas as populacdes tanto por regido quanto por época de coleta, os resultados
indicam uma baixa diferenciagdo genética (<0,05). Quando comparadas as popula¢des
entre os anos, essa diferencia¢do é ainda menor (Tabela 4).

Tabela 4. Diferenciacdo genética entre subpopulagdes do Tomato severe rugose virus (DNA-A) obtidas
de plantas de tomateiro coletadas em diferentes épocas e localidades do estado de Goias, Brasil

Populacdo Gst

Morrinhos/Luziania 0,00043
Luziania/ltaberai 0,01426
Itaberai/Morrinhos 0,01030
2003/2008 0,00000
2008/2015 0,00001
2015/2003 0,00001

Valores de 0 a 0,05 indicam baixa diferenciacdo genética, valores de 0,05 a 0,15 indicam diferenciacéo
genética moderada, valores de 0,15 a 0,25 indicam diferencia¢do genética 6tima e valores > 0,25 indicam
alta diferenciacgdo genética.

Testes de neutralidade e selecdo. Para se determinar o tipo de sele¢do atuando
ao longo de cada gene viral foram utilizados os testes Tajima’s D, Fu & Li’s D* e F. Os
valores foram negativos para todas as ORFs e subpopulacdes, sendo que 0s Unicos
desvios estatisticamente significativos da neutralidade foram observados para a Rep dos
isolados coletados no municipio de Itaberai pelos trés testes e de Luziania pelo teste
Tajima's D sugerindo uma selecéo purificadora (Tabela 5).

Nas analises de selecdo codon-a-codon foram observadas ocorréncias
esporédicas de selecdo positiva. Usando o método SLAC, apenas codons sob selecdo
negativa foram detectados para todas as ORFS. Com o método FEL, entre 0 e 3 codons
em selecdo positiva foram detectado nas ORFS, indicando que a grande maioria dos
cddons detectados estd sob selecdo negativa. O mesmo aconteceu com o método REL,
com excecdo da Rep, onde foram detectados 10 codons sob selecdo positiva. Esses
resultados indicam que poucos codons estdo sob selecdo positiva por qualquer método,

predominando massivamente a selegéo purificadora (Tabela 6 e S1).
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Tabela 5. Testes de neutralidade para as ORFs presentes no DNA-A de isolados do Tomato severe
rugose virus coletados em trés municipios do estado de Goias, Brasil

Populagdo ORF Tajima's D Fuand Li's D* Fu and Li's F*
CP -1,44633 -1,48499 -1,62233
Rep -1,670428§ -1,77133¢% -1,925668§
Itaberai TrAP -1,12898 -1,09691 -1,20302
REn -0,03984 -0,06863 -0,06739
AC4 -1,48614 -1,56696 -1,68344
CP -1,64796 -1,00341 -1,41788
Rep -1,91203 § -1,81111 -2,16452
Luziania TrAP -1,70886 -1,58417 -1,90243
REn -1,41186 -1,02324 -1,34084
AC4 -1,76028 -1,81068 -2,09959
CP -0,40036 -0,87961 -0,85873
Rep -0,37167 -1,07598 -1,00919
Morrinhos TrAP -1,06936 -0,61774 -0,86887
REn -0,85911 -0,25067 -0,49621
AC4 -1,04808 -1,76337 -1,80448
CP -2,03751 § -3,22805 § -3,31454 1
Rep -2,22159 % -3,70380 -3,74421
Total TrAP -2,17597 § -4,04143 + -3,98958 T
REn -1,94107 § -3,12176 § -3,20039 §
AC4 -2,26741 % -3,82711 -3,87933

§ valor significativo para rejeicdo da hipotese de neutralidade (P < 0.05)
t valor significativo para rejei¢do da hipotese de neutralidade (P < 0.02)
i valor significativo para rejeicao da hipotese de neutralidade (P <0,01)

Tabela 6. Nimero de codons em sele¢do negativa ou positiva nas populages de Tomato severe rugose
virus de amostras foliares de tomateiro coletadas em Goias.

Slac Fel Rel
Dados Negativa Positiva  Negativa Positiva  Negativa  Positiva
AC4 1 0 0 0 0 1
CP 6 0 22 1 56 1
REnN 3 0 7 1 3 1
Rep 6 0 35 3 10
TrAP 2 0 8 0 0
4.4 DISCUSSAO

Recombinacdo. A recombinagdo é considerada um dos principais mecanismos
atuando na variabilidade genética (Zhou et al., 1997), entretanto, em nossas analises
apenas um evento de recombinacdo foi identificado, no isolado VicTol0 (nimero de
acesso: JX865633). Estudos apresentaram resultados similares, sugerindo uma baixa
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frequéncia de recombinacdo em populagdes do ToSRV (Lima et al., 2013), diferente de
outros virus, principalmente os que infectam hospedeiros ndo cultivados, como
Macroptilium yellow spot virus (MaYSV), onde ocorreram 6 a 7 eventos unicos de
recombinacédo (Lima et al., 2013; Sobrinho et al., 2014).

Variabilidade e estrutura genética de populac¢fes do ToSRV. Uma elevada
variabilidade genética é geralmente encontrada entre begomovirus que infectam
hospedeiros nédo cultivados (Lima et al., 2013), provavelmente por sua capacidade de
servirem como reservatorios de begomoviroses que infectam hospedeiros ndo cultivados
e cultivados, diferentemente do observado em hospedeiros cultivados, os quais
frequentemente apresentam menor variabilidade (Rocha et al., 2013). Todos os isolados
apresentados nesse estudo sdo oriundos de amostras foliares de tomateiro e, portanto,
valores baixos sdo esperados para o conjunto de dados.

Isolados coletados nos anos de 2008 e 2015 foram amostrados em apenas dois
municipios, diferentemente dos isolados coletados no ano de 2003, que foram
amostrados em nove municipios. Contrariando nossas expectativas, uma menor
variabilidade genética foi observada entre isolados coletados em 2003 (Tabela 2),
mesmo sendo provenientes de um maior nimero de locais. 1sso provavelmente se deve
a distancia geogréafica entre os nove locais de coleta de 2003 (Figura 1), estando eles
localizados mais proximos uns aos outros (até 120 km de distancia) e em alguns casos
sendo até mesmo vizinhos (30 km), facilitando a migracdo entre eles. Entre Luziania e
Morrinhos (locais de coleta de 2008 e 2015), a maior distancia geogréafica (206 km)
pode explicar a maior variabilidade genética. Os isolados de 2015 mostraram uma maior
variabilidade do que isolados de 2008, mostrando que a variabilidade teve aumento no
decorrer dos anos, mesmo que em valores baixos.

Ao se comparar as populacdes de ToSRV amostradas de diferentes localidades
do estado de Goias (Tabela 3) com popula¢fes do mesmo virus amostradas em outros
estados (apesar de os conjuntos de isolados apresentarem tamanhos de amostra
diferentes) (Gonzalez-Aguilera et al., 2012), uma maior variabilidade genética foi
encontrada, com os maiores valores para 0 numero médio de diferengas nucleotidicas
entre sequéncias de isolados amostrados em Morrinhos e Luziania (k = 29,374 e 29,610)
e diversidade nucleotidica (0,01133 e 0,01146) quando comparadas as outras
populagdes de ToSRV. O aumento da variabilidade ao longo dos anos pode explicar a
maior variabilidade nos isolados dos municipios de Morrinhos, onde as coletas foram

realizadas em 2008 e 2015 e Luziania (2003, 2008 e 2015) em comparagdo com
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isolados de Itaberai, onde as amostras foram coletadas apenas em 2003, inferindo que os
isolados se encontram em continua evolu¢do com o passar dos anos.

Os valores obtidos para a diferenciacdo genética pelo indice Gst (Tabela 4)
entre isolados coletados de diferentes localidades também foram muito baixos,
semelhante ao encontrado em outras populacdes de ToSRV (Gonzélez-Aguilera et al.,
2012). Para subpopula¢bes compostas por isolados coletados em épocas distintas foram
obtidos valores ainda menores, sugerindo auséncia de estruturacdo das subpopulacdes,
possivelmente devido a ocorréncia de migracdo entre os isolados de diferentes
localidades (Sobrinho et al., 2014).

Selecdo purificadora ao longo dos genes do DNA-A do ToSRV. Os
mecanismos de variabilidade sdo processos que potencializam a evolucao pela geracao
de variabilidade genética. Entretanto, sdo as forcas evolutivas, como a selecdo, que
afetam a composi¢do genética de uma populagéo de virus (Moreno et al., 2004).

Os valores médios das razdes entre taxas de substituicdes ndo-sindnimas e
sindnimas (dN/dS) (Tabela S4) apresentaram valores predominantemente menores que
1, exceto para a ORF AC4, o que indica selecdo negativa, semelhante aos resultados
encontrados em testes para CP e Rep de Bean golden mosaic virus (BGMV) e
Macroptilium yellow spot virus (MaYSV) (Sobrinho et al., 2014). Esses resultados
estdo de acordo com 0s obtidos nos testes de neutralidade Tajima’s D e Fu&Li’s D* ¢
F*, (Tabela 5), onde resultados negativos foram obtidos para todos os dados, atestando
que as populacgdes estdo sob selecdo negativa/purificadora, principalmente na Rep dos
isolados coletados nos municipios de Itaberai e Luziénia que apresentaram significancia
em alguns testes (P<0,05 e P<0,02). Devido a alta variabilidade gerada por eventos de
recombinacdo na ORF Rep de begomovirus, a mesma precisa de uma forca seletiva
(purificacdo) para preservar sua sequéncia e consequentemente, sua integridade e
capacidade de se replicar (Ferro et al., 2017), explicando assim, o0s eventos de
recombinacéo identificados nessa ORF.

Esses valores negativos poderiam ser resultado de muitos fatores, entre eles,
um possivel evento demogréafico recente (expansao) (Ferro et al., 2017) que poderia ser
confundido com uma selecdo negativa. Entretanto, a selegdo purificadora foi
predominante em todas as analises, e isso poderia ser explicado por uma necessidade de
ToSRV de conservar suas caracteristicas que ja se mostram mais adaptadas (Barbosa et
al., 2016; Castillo-Urquiza et al., 2008), fato que é comprovado pela maior prevaléncia

dessa espécie em varias regides do Brasil (Fernandes et al., 2008; Rocha et al., 2010) e
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pela interacdo dos virus com fatores do hospedeiro (Garcia-Arenal et al., 2001) como
demonstrado em uma comparacao entre ToSRV e TGVV, em que ToSRV apresentou
melhor transmissdo pela mosca-branca (Macedo et al., 2015), atribuido a co-evolucao
de ToSRV com seu vetor B. tabaci, apresentando uma relagdo virus-vetor muito mais
intima do que com outros virus transmitidos pela mosca-branca, como por exemplo, 0
Tomato chlorosis virus (ToCV) e otimizando a sua transmisséo (Fereres et al., 2016).
Entre os isolados de ToSRV foi encontrada pouca evidéncia de recombinacéo,
e mutacdo parece entdo ser o principal fator de variabilidade nas populagdes, sendo
necessarias outras analises para comprovacgdo dessa hipdtese. Os isolados coletados em
2015 apresentaram uma maior variabilidade, sugerindo que a variabilidade dos isolados
apresenta tendéncia de aumentar com o decorrer dos anos, entretanto, esses valores de
variabilidade ainda sdo considerados baixos. Através de andlises de selecdo e
neutralidade, observamos que a maioria dos codons dos genes virais se encontram sob
selecdo purificadora, sugerindo preservacdo das sequéncias a nivel de aminoéacidos e

consequente manutencdo da adaptabilidade viral.
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5. CONCLUSAO GERAL

Os resultados apresentados nesse estudo indicam que apds quase 10 anos do
ultimo estudo sistematico sobre a diversidade genética e a prevaléncia de espécies de
begomovirus no Pais, ToSRV continua sendo a espécie mais importante, apesar de
outras espécies seguirem ocorrendo mesmo que em baixa incidéncia.

Foram entdo analisados isolados de ToSRV quanto a sua estruturacdo temporal
e geografica. Baixos valores de diferenciacdo foram obtidos, sugerindo auséncia de
estruturacdo das subpopula¢Ges amostradas. Uma maior variabilidade foi observada nos
isolados coletados no ano de 2015, inferindo que a tendéncia do aumento da
variabilidade acompanharia o decorrer dos anos. Quanto as analises de selecdo e
neutralidade, resultados negativos foram predominantes, nos levando a induzir que a
selecdo purificadora é a forca evolutiva presente nos isolados, sugerindo preservacao
das sequéncias em nivel de aminoacidos e consequente manutencdo da adaptabilidade

viral.
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Tabela S1. Posicdo dos codons em selecdo negativa ou positiva nas populacfes de Tomato severe rugose virus de amostras coletadas no Brasil

Slac Fel Rel
Dados Negativa Positiva  Negativa Positiva Negativa Positiva
AC4 0. 0. 0. 0. 0. 87.
Ccp 137, 152, 156, 159, 0. 6,11, 13, 28, 42, 56, 65, 70, 96, 137, 146, 150, 152, 30. 4,6,11, 13,15, 18, 24, 25, 28, 31, 41, 42,  30.
190, 206. 156, 159, 164, 180, 189, 190, 195, 206, 235. 45, 56, 59, 65, 70, 71, 74, 78, 91, 96, 98,

105, 118, 137, 146, 148, 150, 151, 152,
155, 156, 159, 164, 167, 180, 189, 190,
193, 195, 196, 200, 201, 202, 204, 206,
220, 221, 223, 224, 235, 238, 239, 244,

250.
REn 56, 92, 122. 0. 22,44, 46, 56, 92, 122, 124. 84. 56, 92, 122. 84.
Rep 46, 108, 138, 139, 0. 12, 13, 16, 20, 31, 32, 42, 46, 56, 57, 64, 65, 66, 71, 80, 199, 279, 347. 148. 47, 63, 176, 186,
148, 151. 88, 96, 104, 108, 138, 139, 148, 151, 159, 172, 193, 195, 199, 204,
202, 229, 230, 239, 259, 283, 288, 303, 321. 256, 279, 347.
TrAP 13, 42. 0. 13, 42, 43, 48, 64, 78, 99, 109. 0. 13. 0.
AC4* 0. 0. 35. 0. 0. 32, 51,52, 62, 87.
Cp* 137, 151, 156, 190, O. 6, 11, 13, 18, 25, 28, 31, 53, 56, 65, 70, 76, 91, 96, 137, O ** **
202, 205, 206, 238, 148, 151, 156, 164, 172, 180, 184, 189, 190, 193, 195,
244, 202, 204, 205, 206, 210, 219, 223, 238, 244.
REn* 18, 44, 92, 111, 84. 18, 22, 33, 44, 46, 52, 92, 93, 98, 101, 111, 122, 124, 84 *x *x
122. 125.
Rep* 12, 31, 42, 46, 65, 0. 8,12, 13, 14, 16, 20, 31, 32, 39, 40, 42, 43, 46, 55,56, 192,199, 256, 18, 44, 92, 98, 101, 111, 122. 84.
66, 80, 103, 104, 57, 64, 65, 66, 71, 76, 77, 80, 83, 88, 96, 102, 103, 104, 279, 347.
107, 108, 139, 147, 105, 106, 107, 108, 117, 126, 132, 137, 138, 139, 147,
148, 151, 188, 268, 148, 151, 153, 154, 159, 165, 172, 188, 202, 213, 227,
288, 303, 351. 229, 230, 239, 246, 259, 268, 269, 271, 274, 278, 283,
284, 288, 303, 321, 351.
TrAP* 13, 25, 42. 0. 13, 25, 26, 42, 43, 48, 57, 64, 85, 99, 109. 90. 13. 77, 86, 90.

*Sequéncias de ToSRV de Goiéas, Brasil juntamente com sequéncias referenciais retiradas do GenBank.
**Conjunto de dados maior que o suportado pelo método.



Tabela S2. Isolados de Tomato severe rugose virus (DNA-A) obtidos de amostras de tomateiro em
Goias, Brasil

Isolado ACesso Ano de coleta Local de Coleta
LuzTo671 2003 Luziania
LuzTo672 2003 Luziania
LuzTo749 2003 Luziania
CofT0949 2003 Itaberai
CofTo0957 2003 Itaberai
UniTol1153 2003 Itaberai
UniTol1160 2003 Itaberai
UniTol176 2003 Itaberai
UniTo1186 2003 Itaberai
ItaT01230 2003 Itaberai
SilTo1246 2003 Silvania
ParTo1248 2003 Paralna
PirTol264 2003 Piracanjuba
PirTol1265 2003 Piracanjuba
AbaTo01326 2003 Abadia de Goias
VicTo1387 2003 Vicentinépolis
VicTo1388 2003 Vicentinépolis
GoiTol412 2003 Goianépolis
GoiTo1418 2003 Goianépolis
AnaTol651 2003 Anépolis
LuzTo6891 2008 Luziania
LuzTo06892 2008 Luziania
LuzTo6898 2008 Luziania
LuzTo6901 2008 Luziania
LuzTo06902 2008 Luziania
LuzTo6905 2008 Luziania
LuzTo6907 2008 Luziania
LuzTo6909 2008 Luziania
LuzTo6910 2008 Luziania
LuzTo6916 2008 Luziania
MorTo6937 2008 Morrinhos
MorTo6953 2008 Morrinhos
MorTo6956 2008 Morrinhos
MorTo7012 2008 Morrinhos
MorTo7015 2008 Morrinhos
MorTo7016 2008 Morrinhos
MorTo7017 2008 Morrinhos
MorTo7018 2008 Morrinhos
MorTo7023 2008 Morrinhos
MorTo7025 2008 Morrinhos
LuzTol 2015 Luziania
LuzTo2 2015 Luziania
LuzTo3 2015 Luziania
LuzTo4 2015 Luziania
LuzTo5 2015 Luziania
LuzTo7 2015 Luziania
LuzTo8 2015 Luziania
LuzTo9 2015 Luziania
LuzTol0 2015 Luziania
LuzToll 2015 Luziania
LuzTol2 2015 Luziania
LuzTol3 2015 Luziania
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MorTo39
MorTo40
MorTo47
MorTo58
MorTo94
MorTo95
MorTo97
MorTol04
MorTol39

2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015
2015

Morrinhos
Morrinhos
Morrinhos
Morrinhos
Morrinhos
Morrinhos
Morrinhos
Morrinhos
Morrinhos

Tabela S3. Sequéncias do GenBank de isolados de Tomato severe rugose virus (DNA-A) obtidos em
diferentes hospedeiros no Brasil

Nomenclatura sugerida  Acesso Ano de coleta  Local de coleta Hospedeiro
VicTo09 JX865615 2009 Vicosa MG  Tomateiro
VicTo09 JX865616 2009 Vicosa MG  Tomateiro
VicTo09 JX865617 2009 Vigosa MG  Tomateiro
VicTo09 JX865618 2009 Vigosa MG  Tomateiro
VicTo09 JX865619 2009 Vicosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865620 2010 Vicosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865621 2010 Vigosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865622 2010 Vigosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865623 2010 Vicosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865624 2010 Vicosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865625 2010 Vigosa MG  Tomateiro
VicTo09 JX865626 2009 Vicosa MG  Tomateiro
VicTo09 JX865627 2009 Vigosa MG  Tomateiro
VicTo09 JX865628 2009 Vigosa MG  Tomateiro
VicTo09 JX865629 2009 Vicosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865630 2010 Vicosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865631 2010 Vigosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865632 2010 Vigosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865633 2010 Vicosa MG  Tomateiro
VicTo09 JX865634 2009 Vicosa MG  Tomateiro
VicTo09 JX865635 2009 Vigosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865636 2010 Vigosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865637 2010 Vicosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865638 2010 Vicosa MG  Tomateiro
VicTo09 JX865639 2009 Vigosa MG  Tomateiro
VicTo09 JX865640 2009 Vigosa MG  Tomateiro
VicTo09 JX865641 2009 Vicosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865642 2010 Vicosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865643 2010 Vigosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865644 2010 Vigosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865645 2010 Vicosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865646 2010 Vicosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865647 2010 Vigosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865648 2010 Vigosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865649 2010 Vicosa MG  Tomateiro
VicTol0 JX865650 2010 Vicosa MG  Tomateiro
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PetCp03
PetCp03
GoiNp03
LuzCj08
LuzTo08
LuzTo08
GoiNp08
GoiTo08
GoiTo08
AcrTo09
AcrTo09
CarTo08
CarTo08
CarTo08
CarTo08
JaiTo08
JaiTo08
FloTo08
FloTo08
FloTo08
FloTo08
FloTo08
CarTo08
CarTo08
CarTo08
CarTo08
CarTo08
CarTo08
CarTo08
CarSio8
CarTo08
CarTo08
CarTo08
CarTo08
CarTo08
CarTo08
CarTo08
VicSil0
PipTo03
PipTo03
IndTo04
PalTo04
PetCp00
SumNp07
PjuPi05
BraTo07
BraPv14

NC009607
DQ207749
JX415188

JX415190

JX415193

JX415196

JX415197

JX415198

JX415199

JX415201

JX415202

KC706617
KC706618
KC706619
KC706620
KC004068
KC004069
KC004070
KC004071
KC004072
KC004073
KCO004074
KC004075
KC004076
KC004077
KC004078
KC004079
KC004080
KC004081
KC004082
KC004083
KC004084
KC004085
KC004086
KC004087
KC004088
KC004089
KC004090
JF803260

JF803261

JF803262

JF803263

AY029750
EU086591
FJ824808

HQ606467
KX458238

2003
2003
2003
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2009
2009
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2008
2010
2003
2003
2004
2004
2000
2007
2005
2007
2014

Petrolina
Petrolina
Goianapolis
Luziania
Luziania
Luziania
Goianapolis
Goianapolis
Goianapolis
Acrelina
Acrelna
Carandai
Carandai
Carandai
Carandai
Jaiba

Jaiba
Florestal
Florestal
Florestal
Florestal
Florestal
Carandai
Carandai
Carandai
Carandai
Carandai
Carandai
Carandai
Carandai
Carandai
Carandai
Carandai
Carandai
Carandai
Carandai
Carandai
Vigosa
Pipiripau
Pipiripau
Indiana
Ponte Alta
Petrolina
Sumaré
Piraja
Desconhecido
Desconhecido

PE

PE

GO
GO
GO
GO
GO
GO
GO
GO
GO
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
MG
DF

DF

GO
DF

PE

SP

SP

Pimenta
Pimenta

Nicandra physaloides

Crotalaria juncea
Tomateiro
Tomateiro

Nicandra physaloides

Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Sida
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Sida
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Pimenta

Nicandra physaloides

Pimentdo
Tomateiro
Phaseolus vulgaris
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Tabela S4. Valores médios das razBes entre as taxas de substituicdes ndo-sinbnimas e substituicdes
sinbnimas (dN/dS) nas sequéncias de Tomato severe rugose virus de amostras coletadas no Brasil

Dados dN/dS dN/dS*
AC4 2,67182 3,29403
CP 0,12916 0,24807
Ren 0,48894 0,48659
Rep 0,30306 0,28353
TrAP 0,40378 0,42352

*Sequéncias de ToSRV apresentadas neste estudo juntamente com sequéncias retiradas do GenBank
utilizadas nas analises.
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