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RESUMO 
 

 

 

 

COELHO, LAYSLA MORAIS. Instituto Federal Goiano Campus Morrinhos, setembro 

de 2017. Diversidade genética de populações de Tomato chlorosis virus em 

tomateiro baseado no gene da proteína p22. Orientador: Dr. Leonardo Cunha de 

Albuquerque. 

 

 

 

 

Tomato chlorosis virus(ToCV), gênero Crinivirus, família Closteroviridae,  é um 

patógeno importante para a tomaticultura e tem sido relatado em vários países, 

incluindo o Brasil. ToCV tem     genoma bipartido, constituído por duas moléculas de 

RNA fita simples, sentido positivo, encapsidadas separadamente em uma partícula 

alongada e flexuosa. Sua transmissão ocorre naturalmente por algumas espécies de 

mosca-branca. Plantas de tomate infectadas exibem sintomas característicos de clorose 

internerval, redução do vigor e, consequentemente, diminuição da produtividade. No 

entanto, pouco se sabe sobre a estrutura populacional desse vírus no país. Considerando 

a importância da espécie como um problema para a cadeia produtiva de tomate, 

objetivou-se estudar a estrutura genética de populações de ToCV, baseada na sequência 

completa da ORF2, que codifica a proteína p22, descrita como um supressor de 

silenciamento gênico. O estudo teve por base as sequências de isolados obtidos de 

amostras de Solanum lycopersicum (tomate), coletadas nos anos de 2015 e 2016 nos 

estados de Goiás (GO), Paraná (PR) e Rio de Janeiro (RJ). Foram obtidos 28 clones, e 

as sequências nucleotídicas analisadas juntamente com outras sequências foram obtidas 

do GenBank. As sequências dos isolados do Brasil foram comparadas com sequências 

de isolados da Coreia do Sul (KOR) e da Espanha (ESP). Os resultados confirmam a 
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subdivisão das populações de ToCV em dois grupos, com base na sequência da p22, 

denominados Tipo I (apenas isolados da Espanha) e Tipo II (isolados da Espanha e 

demais países). Os principais indicadores de variabilidade genética apresentaram 

valores relativamente baixos, mas com diferenciação genética entre as populações, com 

os isolados do Brasil sendo mais próximos geneticamente aos isolados da Coreia do Sul 

do que aos isolados da Espanha. A análise filogenética mostra que os isolados do Brasil 

formam um grupo monofilético com uma evidência de estruturação genética das 

subpopulações baseada na origem geográfica. A mutação parece ser o principal 

mecanismo de variabilidade genética entre os isolados analisados e uma seleção 

negativa ou purificadora pode estar atuando na manutenção da sequência de 

aminoácidos da p22. 
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ABSTRACT 
 

 

 

 

COELHO, LAYSLA MORAIS. Instituto Federal Goiano (Goiano Federal Institute) 

Morrinhos Campus, September 2017. Genetic diversity of Tomato chlorosis virus 

population in tomato plant on the basis of p22 protein gene.  Advisor: Dr. Leonardo 

Cunha de Albuquerque. 

 

 

 

 

 Tomato chlorosis virus (ToCV) (Crinivirus genus, Closteroviridae family) is 

considered an important pathogen for tomato production and has been reported in many 

countries, including Brazil. ToCV has a bipartite genome, consisting of two simple 

tapes RNA molecules of positive-sense, separately encapsidated in an elongated and 

flexuous particle. ToCV is naturally transmitted by some whitefly species. Infected 

tomato plants display characteristic symptoms of internerval chlorosis, vigor reduction, 

and consequently productivity decrease. However, little is known about the population 

structure of this virus in the country. Considering the species’ importance as a problem 

to tomato production chain, this study aimed to investigate the genetic structure of 

ToCV population on the basis of the complete ORF2 sequence, which encodes the p22 

protein, described as a gene silencing suppressor. The study was based on the sequences 

of isolates obtained from Solanum lycopersicum (tomato) samples collected in 2015 and 

2016 in the states of Goiás (GO), Paraná (PR), and Rio de Janeiro (RJ), Brazil. Twenty-

eight clones were obtained and their nucleotide sequences were analyzed together with 

other sequences obtained from GenBank. The nucleotide sequences of isolates from 

Brazil were compared to South Korean (KOR) and Spanish (ESP) isolates. Results 

confirm the subdivision of ToCV population into two groups on the basis of nucleotide 

sequence of p22 gene, denominated Type I (only Spanish isolates), and Type II (isolates 

from Spain and other countries). The main indicators of genetic variability presented 
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relatively low values, but with genetic differentiation among the populations, in relation 

to Brazilian isolates, and they are genetically closest to South Korean than to Spanish 

isolates. Phylogenetic analysis shows that the Brazilian isolates form a monophyletic 

group with evident genetic structure of subpopulations on the basis of geographic 

origin. Mutation seems to be the main mechanism of genetic variability among the 

analyzed isolates, and a negative or purifying selection may be acting to maintain the 

amino acid sequence of p22. 

 

 

KEYWORDS: Genetic variability, ToCV, Solanum lycopersicum.
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

 

 

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

mundo, assumindo uma grande importância na alimentação humana. No entanto, muitos 

problemas ainda surgem durante o seu ciclo de desenvolvimento, entre eles, os 

fitossanitários, com destaque para as doenças de etiologia viral, um dos fatores 

limitantes para a cultura. Entre os vírus que infectam o tomateiro, os crinivírus têm se 

tornado um problema, especialmente pela eficiência de transmissão e ampla 

disseminação do inseto vetor (Wintermantel & Wisler, 2006). 

Os crinivírus, gênero Crinivirus, família Closteroviridae, são transmitidos na 

natureza por algumas  espécies de mosca-branca dos gêneros Bemisia e Trialeurodes. 

(Orfanidou et al., 2014; Tzanetakis et al., 2013). Na década de 1990, nos Estados 

Unidos, foram relatadas duas espécies de crinivírus infectando o tomateiro:  Tomato 

infectious chlorosis virus(TICV) e Tomato chlorosis virus(ToCV) (Wisler et al., 1998). 

O TICV ainda não foi relatado no Brasil (Zhaoet al., 2014a), estando o  ToCV   

amplamente disseminado em áreas produtoras de tomate, tendo   seu primeiro relato 

ocorrido  em 2006, no estado de São Paulo (Barbosa et al., 2008). Os sintomas incluem 

clorose internerval, especialmente nas folhas baixeiras, que se tornam frágeis e podem 

apresentar manchas necróticas, redução do vigor das plantas e, consequentemente, 

diminuição da produtividade (Barbosa et al., 2011). 

Considerando a importância de ToCV para a cultura do tomateiro e o limitado 

conhecimento sobre a estrutura genética desse patógeno no Brasil, estudos de 

variabilidade genética e estrutura populacional de ToCV são importantes para o 

entendimento dos mecanismos de variabilidade que atuam na evolução da espécie e para 

o direcionamento de pesquisas na área de melhoramento genético. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

 

2.1 Culturado tomate 

 

O tomateiro (Solanum lycopersicum) tem como seu centro de origem a região 

andina, compartilhada pela Colômbia, Equador, Peru, Bolívia e Chile. Há fortes indícios 

de que sua domesticação tenha ocorrido no México, mas existem algumas hipóteses que 

indicam o Peru (Nuez, 1999). Sua disseminação pelo mundo ocorreu por meio das 

colônias espanholas e portuguesas (Alvarenga, 2013). 

A planta do tomateiro pode apresentar dois hábitos de crescimento distintos – 

indeterminado e determinado - que estabelecem a condução da planta. No hábito 

indeterminado, ocorre dominância da gema apical sobre as gemas laterais, o 

crescimento da planta é vigoroso e contínuo, ocorrendo concomitantemente com a 

produção de flores e frutos. As plantas que apresentam  este hábito são destinadas à 

produção de tomate de mesa e precisam ser tutoradas e podadas. No hábito 

determinado, o crescimento vegetativo é menos vigoroso, o crescimento das hastes é 

mais uniforme, a planta assume a forma de uma moita e as hastes apresentam um cacho 

de flores na extremidade. As plantas de hábito determinado são cultivadas com 

finalidade agroindustrial (Filgueira, 2008). 

O tomate é a segunda hortaliça mais plantada do mundo, ficando atrás apenas 

da batata. Em 2016, de acordo com a Organização das Nações Unidas para Alimentação 

e a Agricultura (FAO), o Brasil aparece como o nono produtor mundial de tomate, 

sendo a China e os Estados Unidos os maiores produtores. Segundo o Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), em 2016, o Brasil produziu cerca de 

3.667.121 toneladas, e os maiores produtores foram os estados de Goiás (maior produtor 

desde 1999), São Paulo e Minas Gerais. Atualmente, esses três estados representam 
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65% da produção brasileira de tomate, sendo que Goiás produziu 934.658 toneladas ou 

25% da produção nacional (IBGE, 2016). 

Diante da grande importância econômica da cultura e do número de doenças e 

pragas que afetam a tomaticultura, esse setor agrícola está entre os que mais consomem 

produtos fitossanitários, com um gasto médio de R$ 3.961,67 ha.ano(AGRIANUAL, 

2015). Entre as diversas pragas que atacam a cultura, a mosca-branca tem destaque por 

causar danos diretos e indiretos à cultura. 

Os danos diretos estão relacionados com a sucção da seiva e injeção de toxinas, 

que causam desordens fisiológicas nas plantas. Os danos indiretos estão relacionados ao 

crescimento de fungos do gênero Capnodium sob a superfície de frutos e folhas, 

atraídos pela excreção de uma substância açucarada (honeydew) liberada pelo inseto, 

transmitindo viroses, destacando-se vírus dos gêneros Begomovirus e Crinivirus, com 

espécies que infectam o tomateiro (Jones, 2003; Villas Boas et al., 2002). 

Entre os crinivírus  no Brasil, a espécie Tomato chlorosis virus (ToCV), gênero 

Crinivirus, família Closteroviridae,  tem apresentado alta incidência em lavoras de 

tomateiros, cujo sintoma característico é a clorose internerval, que resulta na diminuição 

da produtividade. O ToCV é transmitido na natureza de forma semipersistente pelas   

espécies da mosca-branca Bemisia tabaci,  Trialeurodes vaporariorum e T. abutilonea 

(Wisler et al., 1998). 

A diversidade genética do  ToCV é tema deste trabalho,   sendo descrita nos 

tópicos a seguir. 

2.2 Família Closteroviridae 
 

Os closterovírus têm partícula longa e flexuosa, genoma de RNA fita simples 

senso positivo (ssRNA+), podendo ser monopartido, bipartido ou tripartido, com 

tamanho entre 13000 a 19500 bases. Atualmente, a família está subdividida em quatro 

gêneros de acordo com o genoma e o vetor de transmissão: Ampelovirus, Closterovirus, 

Crinivirus e Velarivirus(Al Rwahnih et al., 2012; Martelli et al., 2012).  

Os vírus pertencentes ao Gênero Ampelovirirus têm  genoma monopartido e 

são transmitidos por cochonilhas. Atualmente, há nove espécies aceitas pelo 

International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV): Blackberry vein banding-

associated virus (BVBaV), Grapevine leafroll-associated virus 1 (GLRaV-1), 

Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3), Grapevine leafroll-associated virus 4 

(GLRaV-4), Little cherry virus 2 (LChV- 2), Pineapple mealybug wilt-associated virus 
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1 (PMWaVs-1), Pineapple mealybug wilt-associated virus 2 (PMWaVs-2), Pineapple 

mealybug wilt-associated virus 3 (PMWaVs-3)e Plum bark necrosis stem pitting-

associated virus (PBNSPaV). 

O Gênero Closterovirus é composto por espécies que têm genoma monopartido 

e são transmitidos por afídeos. Atualmente, há treze espécies aceitas pelo ICTV: Beet 

yellow stunt virus(BYSV), Beet yellows virus(BYV), Burdock yellows virus (BdYV), 

Carnation necrotic fleck virus (CNFV) , Carrot yellow leaf virus (CYLV) , Citrus 

tristeza virus(CTV), Grape vine leaf roll-associated virus 2 (GLRaV-2), Mintvirus 1 

(MV1), Raspberry leaf mottle virus (RLMV), Rose leaf rosette-associated 

virus(RLRaV), Strawberry chlorotic fleck-associated virus (SCFV), Tobacco virus 

1(TV1) e Wheat yellow leaf virus (WYLV). 

Velarivirus é um gênero da família Closteroviridae criado recentemente. O 

genoma é monopartido e o vetor ainda é desconhecido. Esse gênero é composto por sete 

espécies (ICTV): Areca palmvela virus1 (ArPV1), Cordyline virus1 (CoV-1), Cordyline 

virus 2 (CoV-2), Cordyline virus 3 (CoV-3), Cordyline virus 4 (CoV-4), Grapevine 

leafroll-associated virus 7 (GLRaV-7) e Little cherry virus 1 (LChV-1) (ICTV; Martelli 

et al., 2012). 

Há ainda seis espécies de vírus que não estão classificadas em nenhum gênero: 

Alligatorweed stunting virus (AWSV00), Blueberry virus A (BVA), Megakepasma 

mosaic virus (MEGMV0), Mint vein banding-associated virus (MVBaV), Olive leaf 

yellowing-associated virus (OLYAV0)e Persimmon virus B (PvB) (ICTV). 

 

2.3 Gênero Crinivirus 
 

Os crinivírus têm genoma composto de duas moléculas de ssRNA+ 

encapsidadas separadamente, com exceção da espécie Potato yellow vein virus (PYVD), 

que tem genoma tripartido (Livieratos et al., 2004). 

Atualmente, há 14 espécies aceitas pelo ICTV: Abutilon yellows virus (AbYV), 

Bean yellow disorder virus (BnYDV), Blackberry yellow vein-associated virus 

(BYVaV), Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV), Diodia vein chlorosis 

virus (DVCV), Lettuce chlorosis virus (LCV), Lettuce infectious yellows virus (LIYV), 

Potato yellow vein virus (PYVV), Strawberry pallidosis-associated virus (SPaV), Sweet 

potato chlorotic stunt virus (SPCSV), Tetterwort vein chlorosis virus (TVCV), Tomato 

chlorosis virus (ToCV), Tomato infectious chlorosis virus (TICV). 
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A transmissão natural ocorre de maneira semipersistente por algumas  espécies 

de mosca-branca dos gêneros Bemisia e Trialeurodes (Tzanetakis et al., 2013).TICV e 

ToCV são as duas espécies descritas infectando tomateiro. As populações desses dois 

vírus apresentam baixa divergência molecular e os sintomas causados pela infecção são 

similares (Orfanidou et al., 2014). O TICV foi descrito na América do Norte, Europa e 

Ásia, sendo transmitido exclusivamente por Trialeurodes vaporariorum. No Brasil, 

TICV ainda não foi relatado (Zhao et al., 2014a). O ToCV é transmitido pelas espécies 

Bemisia tabaci, T. abutilonea e T. Vaporariorum (Wintermantel & Wisler, 2006) e 

encontra-se disseminado nas Américas (Martinez-Zubiaur et al., 2008), Europa (Bese et 

al., 2011), Ásia (Sundaraj et al., 2011) e África(Fiallo-Olive et al., 2011). No Brasil, o 

primeiro relato do  ToCV ocorreu em 2008 em Sumaré, São Paulo (Barbosa et al., 

2008), posteriormente foi relatado nos estados da Bahia, Espírito Santo, Goiás, Minas 

Gerais e Rio de Janeiro (Barbosa et al., 2011). Já existem relatos da presença do vírus 

nas principais regiões produtoras de todo o país e da infecção simples de ToCV em 

plantio de cultivares tolerantes a begomovírus (Macedo et al., 2014). Esses fatos 

reforçam a necessidade de mais pesquisas relacionadas ao ToCV, já que não há 

cultivares comerciais resistente a este  vírus. 

 

2.4 Tomato chlorosis virus (ToCV) 
 

Tomato chlorosis virus (ToCV) tem o genoma bipartido de ssRNA+, 

denominado RNA1 e RNA2. Tendo por base o isolado brasileiro ToCV-BR, o RNA1 

consiste de 8.594 nucleotídeos (nt) e o RNA2,  de 8.242 nt (Albuquerque et al., 2013). 

O RNA1 tem quatro ORFs que codificam as proteínas envolvidas 

principalmente na replicação do genoma e na supressão de silenciamento gênico (Figura 

1) (Canizares et al., 2008). A ORF 1a codifica uma proteína multifuncional (protease, 

helicase e metiltransferase) comum entre os membros da família Closteroviridae, de 

221 kDa. A ORF 1b codifica uma RNA dependente de RNA polimerase (RdRp) de 58 

kDa, sendo essa proteína altamente conservada entre os membros do gênero Crinivirus 

(Wintermantel et al., 2005). A ORF 2 é traduzida em uma proteína de 22 kDa, 

denominada de p22, que atua como supressora de silenciamento gênico (Canizares et 

al., 2008). A ORF 3 fica localizada na extremidade 3’ do RNA1, com 155 nucleotídeos, 

codifica a proteína p5, com função ainda desconhecida (Figura 1) (Wintermantel et al., 

2005). 
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O RNA2 codifica nove ORFs responsáveis principalmente pelas funções de 

encapsidação viral, transmissão pelo vetor e movimento na planta. A ORF 1 codifica 

uma pequena proteína de 4 kDa (p4), que possivelmente, tem  um domínio 

transmembrana. A ORF 2 codifica a “heat shock protein 70” (HSP70h), envolvida na 

montagem das partículas virais e movimento célula a célula, sendo essa proteína 

altamente conservada. A ORF 3 codifica uma proteína de 8 kDa com função 

desconhecida. A ORF 4 codifica uma proteína de 59 kDa (P59), envolvida no 

movimento célula a célula. A ORF 5 codifica uma proteína de 9 kDa ainda com função 

desconhecida (Wintermantel et al., 2005). A ORF 6 codifica a capa proteica (CP), que 

tem a função de encapsidar a maior parte da partícula viral, e a ORF 7 codifica uma  

capa proteica menor (CPm), que está associada com a encapsidação da extremidade 

5’(Alzhanova et al., 2001) e pode estar envolvida na determinação da transmissibilidade 

pelo vetor (Wintermantel & Wisler, 2006). A ORF 8 codifica uma proteína de 27 kDa 

(P27), exclusiva dos crinivírus. A ORF 9 codifica uma proteína exclusiva de ToCV, 

também com domínio transmembrana (Figura 1) (Wintermantel et al., 2005). 

 

 

Figura 1. Representação esquemática do genoma de Tomato chlorosis virus (ToCV)- RNA1 e RNA2. As 

linhas representam o RNA genômico; as caixas representam as ORFs com os nomes das proteínas 

indicadas. 

Tomateiros infectados com ToCV exibem sintomas de clorose internerval, 

especialmente nas folhas baixeiras. As folhas mais velhas podem ficar enroladas, 

tornando-se grossas e quebradiças. A gravidade dos sintomas e as perdas de rendimento 

variam dependendo da cultivar e da época de infecção (Barbosa et al., 2008). 
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O ToCV é restrito ao floema da planta, sendo transmitido na natureza de 

maneira semipersistente pelas   espécies de mosca-branca Bemisia tabaci, T. abutilonea 

e Trialeurodes vaporariorum (Wintermantel & Wisler, 2006; Wisler et al., 1998). No 

entanto, T. vaporariorum é a que apresenta menor eficiência na transmissão de ToCV. 

Wintermantel & Wisler (2006) obtiveram uma eficiência de transmissão após 24h de 

aquisição do vírus com alta infestação (40 moscas-brancas/planta) próximo de 100% 

para B. tabaci biótipo B e T. abutilonea. Para B. tabaci biótipo A e T. vapororiorum, 

esses valores foram de 74% e 34%, respectivamente. 

O ToCV foi relatado também em outras culturas. No Brasil, a infecção natural 

de ToCV foi confirmada nas culturas da batata (Solanum tuberosum cv. Ágata), 

berinjela (Solanum melongena) e jiló (Solanum aethiopicum) (Fonseca et al., 2013; 

Freitas et al., 2012). Experimentalmente, Wintermantel & Wisler(2006) mostraram a 

transmissão do ToCV para 22 espécies de plantas daninhas nos Estados Unidos. 

Recentemente, em estufas da Coreia do Sul, a infecção natural do  ToCV foi relatada 

em 17 espécies de plantas daninhas, pertencentes a dez famílias, sendo uma espécie de 

ciclo perene (Kil et al., 2015).  

O ToCV foi identificado pela primeira vez em 1996 na Flórida, EUA (Wisler et 

al., 1998). Na Grécia, em 1997, já eram observados os sintomas causados pelo vírus e 

até 2001 a doença disseminou-se, apresentando incidência de até 100% em plantações 

de tomate. A detecção do ToCV, associado a plantas sintomáticas, só ocorreu em 2002, 

utilizando os primers específicos TOC-5 e TOC-6 (Dovas et al., 2002). Em 2005, a 

sequência nucleotídica completa do ToCV foi determinada e comparada a outras 

espécies de crinivírus (Wintermantel et al., 2005). 

O ToCV foi relatado também em Portugal (Louro et al., 2000), Espanha 

(Navas-Castillo et al., 2000), Porto Rico (Wintermantel et al., 2001), Itália (Accotto et 

al., 2001), Taiwan (Tsai et al., 2004), Israel (Segev et al., 2004), Líbano (Abou-Jawdah 

et al., 2006), Turquia (Cevik & Erkis, 2008), Cuba (Martinez-Zubiaur et al., 2008), 

Ilhas Mayotte(Masse et al., 2008), Ilhas Maurício (Lett et al., 2009), Hungria (Bese et 

al., 2011), Georgia (Sundaraj et al., 2011) e Sudão (Fiallo-Olive et al., 2011). 

Atualmente, apenas cinco sequências completas do genoma do ToCV estão 

disponíveis no banco de dados. Os isolados com genoma caracterizado têm origem nos 

Estados Unidos (Wintermantel et al., 2005), Espanha (Lozano et al., 2006; 2007), 

Grécia(Kataya et al., 2008), Brasil (Albuquerque et al., 2013) e China (Zhao et al., 

2014a). 
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2.5 Diversidade genética de membros da Família Closteroviridae 
 

 Os vírus da família Closteroviridae são transmitidos por diferentes 

insetos vetores capazes de colonizar uma mesma planta hospedeira e causar infecções 

mistas que resultam em eventos de recombinação e/ou pseudorrecombinação entre 

diferentes isolados/espécies. Além disso, uma população viral pode gerar variáveis de 

uma mesma espécie (quasispecies) que podem melhorar a capacidade de reprodução e 

de adaptação desses vírus (Rubio et al., 2013). Sendo assim, estudos de diversidade 

genética dos vírus são de extrema  importância para a compreensão da evolução viral e 

como ocorrem essas relações. 

Entre os vírus da família, o Citrus tristeza virus(CTV) é o mais bem estudado 

com >600 sequências nucleotídicas da CP de isolados de todo o mundo (Rubio et al., 

2013). Em relação à diversidade nucleotídica (π), valores relativamente baixos 

(π=0,073) foram encontrados para região da CP de isolados do CTV. No entanto, esse 

vírus apresenta uma alta variação genética entre isolados de todo o mundo, sendo já 

relatados oito grupos de sequências diferentes. Essa variação genética no CTV pode ser 

causada por fatores relacionados a plantas hospedeiras e/ou modo de transmissão. O 

CTV infecta plantas hospedeiras perenes, como os citrus, que podem ser infectados por 

muitos anos, além de ser também disseminado por propagação vegetativa (Xiao et al., 

2017). A propagação vegetativa de tecidos infectados e a introdução de novos genótipos 

de um vírus pelo vetor permitem que as populações virais aumentem sua complexidade. 

A infecção persistente de múltiplos genótipos virais dentro de uma mesma hospedeira 

estimula o surgimento de variantes de uma espécie, que podem evoluir para novas 

espécies (Weng et al., 2007). 

Estudos indicam que a maioria dos vírus da família Closteroviridae têm 

genomas conservados com baixa diversidade genética e forte pressão de seleção 

negativa (Garcia-Arenal et al., 2001). Entre os ampelovírus, foram relatadas 

diversidades genéticas para região CP de Pineapple mealy bug wilt-associated 

virus1(PMWaVs-1), Grapevine leafroll-associated virus 5 (GLRaV-5) e Grapevine  

leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3) de 0,008, 0,058 e 0,0058, respectivamente 

(Rubio et al., 2013). Para Blackberry yellow vein-associated virus (BYVaV), foi 

encontrada uma diversidade nucleotídica entre 0,007 e 0,12 para as regiões HSP70h, CP 

e CPm, todos sob pressão de seleção negativa (Poudel et al., 2012). 
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Dentro da família Closteroviridae, as espécies do gênero Crinivirus têm os 

genomas mais conservados. Para Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV), foi 

identificada uma baixa variabilidade nucleotídica (π=0,00250) entre isolados com 

separação temporal e geográfica, quando as regiões da CP e HSP70h foram analisadas 

(Rubio et al., 2001). Posteriormente, essa baixa variabilidade (π=0,001888) do CYSDV 

também foi encontrada em populações infectando diferentes plantas hospedeiras para as 

regiões genômicas que codificam a CP, HSP70h, RdRp, p25 e p22 (Marco & Aranda, 

2005). Estudos mostraram baixa diversidade para região da CPm de isolados de Tomato 

infectious chlorosis virus (TICV) obtidos da Itália, Espanha, França, Japão e Estados 

Unidos (Rubio et al., 2013). Para Sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV), foi 

encontrada diversidade nucleotídica de 0,022, 0,043 e 0,0071 para os genes RNase3, p7 

e p22, respectivamente. No entanto, interessantemente, apesar da baixa diversidade 

nucleotídica, foram encontradas altas diferenciações genéticas para a região 3’ proximal 

entre isolados de diferentes regiões geográficas, sendo que para uma área foram 

identificados isolados que não codificavam a proteína p22. Nesse caso, as plantas 

hospedeiras apresentaram sintomas mais severos. Esses dados evidenciam a importância 

do estudo da variabilidade genética da p22 com isolados de diferentes regiões 

geográficas (Tugume et al., 2013). O ToCV  também apresenta baixos valores de 

diversidade nucleotídica, mas os estudos tiveram por   base  regiões que codificam a 

polimerase (RNA-dependent RNA polymerase, RdRp), Hsp70h (heat shock protein) e 

CP (Barbosa et al., 2013; Gharsallah et al., 2015; Lozano et al., 2009; Rubio et al., 

2013). Sobre a variabilidade genética da p22 do ToCV, as informações ainda são 

escassas, resumidas basicamente a um estudo conduzido com isolados obtidos da 

Espanha (Landeo-Rios et al., 2015). Além de a p22 ser descrita como uma proteína 

supressora do silenciamento gênico, ela está envolvida no processo da infecção 

sistêmica do vírus (Landeo-Rios et al., 2016). Destarte, os estudos da variabilidade da 

p22 do ToCV são de extrema importância para a compreensão da evolução desse vírus e 

como informação para pesquisas de melhoramento genético. 
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3. CAPÍTULO I 

 

 

 

 

Diversidade genética de populações de Tomato chlorosis virus em tomateiro, baseada 

no gene da proteína p22 

 

 

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

 

 

 

 

RESUMO: Tomato chlorosis virus (ToCV),  gênero Crinivirus, família Closteroviridae,  

é transmitido por algumas espécies de mosca-branca e tem  genoma bipartido de RNA 

fita simples de sentido positivo (RNA1 e RNA2). Assim como outros crinivírus com 

genoma bipartido, o ToCV codifica uma proteína envolvida na supressão de 

silenciamento gênico (p22), localizada na região 3’ proximal do RNA1. Neste estudo, 

um total de 28 clones do gene da p22 foi obtido de amostras de tomateiro coletadas nos 

estados de Goiás (GO), Paraná (PR) e Rio de Janeiro (RJ). As sequências nucleotídicas 

dos clones foram analisadas juntamente com outras sequências obtidas do banco de 

dados para determinar a estrutura genética das populações de ToCV. A análise 

filogenética desse conjunto de dados mostrou que os isolados do Brasil formam um 

grupo monofilético, com uma evidência de estruturação baseada na origem geográfica. 

Entretanto, os principais indicadores de variabilidade genética mostram que a 

variabilidade na população e entre subpopulações de ToCV do Brasil é menor, se 

comparada à variabilidade de outros países. Há evidências de pressão de seleção 

positiva para a subpopulação do PR, no entanto, a seleção negativa parece ser 

predominante, indicando que uma seleção purificadora pode estar atuando na 
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manutenção da sequência de aminoácidos da p22, conservando sua integridade e, 

consequentemente, sua atividade de supressora de silenciamento gênico. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Crinivirus; Closteroviridae; p22; Solanum lycopersicum; 

ToCV; Supressor de silenciamento gênico. 

 

ABSTRACT: Tomato chlorosis virus (ToCV) Crinivirus genus, Closteroviridae family,   

is transmitted by some whitefly species and has bipartite genome of single tapes RNA 

of positive-sense (RNA1 e RNA2). As well as other criniviruses with bipartite genome, 

ToCV encodes a protein involved in gene silencing suppression (p22) located at the 

proximal 3' genomic region of RNA1. In this study, a total of 28 clones of the p22 gene 

were obtained from tomato plant samples collected in the states of Goiás (GO), Paraná 

(PR), and Rio de Janeiro (RJ), Brazil. The nucleotide sequences of the clones were 

analyzed with other sequences obtained from GenBank to determine the genetic 

structure of the ToCV populations. The phylogenetic analysis of this data set showed 

that Brazilian isolates form a monophyletic group with evident structure on the basis of 

geographic origin. However, the main indicators of genetic variability showed that the 

variability in the population and among ToCV subpopulations of Brazil is smaller, when 

compared to other countries. There are evidences of positive selection pressure for the 

PR subpopulation; however, negative selection seems to be predominant, indicating that 

a purifying selection may be acting to maintain the amino acid sequence of p22, 

preserving its integrity and, consequently, its gene silencing suppressor activity. 

 

KEYWORDS: Crinivirus; Closteroviridae; Gene silencing supressor; p22; Solanum 

lycopersicum; ToCV. 

 

 

3.1. INTRODUÇÃO 

 

Tomato chlorosis virus (ToCV),   gênero Crinivirus,  família Closteroviridae, 

causa sintoma característico na planta de clorose internerval, especialmente nas folhas 

baixeiras, resultando na diminuição da produtividade (Wintermantel et al., 2005). O 

ToCV foi descrito pela primeira vez em 1998 na Flórida, EUA (Wisler et al., 1998) e, 

atualmente, está disseminado nas Américas (Martinez-Zubiaur et al., 2008) Europa 

(Bese et al., 2011), Ásia (Sundaraj et al., 2011) e África(Fiallo-Olive et al., 2011). No 

Brasil, o ToCV foi detectado em 2006 em Sumaré, São Paulo (Barbosa et al., 2008). 
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Posteriormente, ele foi relatado na Bahia, Espírito Santo, Goiás, Minas Gerais e Rio de 

Janeiro (Barbosa et al., 2011). Em decorrência da alta eficiência na transmissão 

(Wintermantel & Wisler, 2006) e disseminação da mosca-branca, o ToCV está presente 

em grande parte das áreas de produção de tomate no país. Além do tomateiro, o ToCV 

também foi relatado infectando, naturalmente, no Brasil,   batata (Solanum tuberosum) 

(Freitas et al., 2012), berinjela (Solanum melongena) e jiló (Solanum aethiopicum) 

(Fonseca et al., 2016). 

O ToCV é transmitido na natureza pelas   espécies de mosca-branca Bemisia 

tabaci, Trialeurodes vaporariorum e T. Abutilonea,  de maneira semipersistente (Wisler 

et al., 1998). O genoma do ToCV é constituído por RNA bipartido de fita simples, 

senso positivo, RNA1 (8595 nucleotídeos, nt) e RNA2 (8247 nt), encapsidados 

separadamente em partículas alongadas e flexuosas (Wintermantel et al., 2005). O 

RNA1 codifica proteínas envolvidas na replicação do RNA e na supressão do 

silenciamento gênico, enquanto o RNA2 codifica proteínas envolvidas no movimento, 

encapsidação e transmissão do vírus pelo inseto vetor (Canizares et al., 2008; Dolja et 

al., 2006). 

Assim como outras espécies da família Closteroviridae, como Sweet potato 

chlorotic stunt virus (SPCSV) e Citrus tristeza virus (CTV) (Satyanarayana et al., 2002; 

Tugume et al., 2013), o ToCV codifica múltiplos supressores de silenciamento de RNA: 

a proteína p22, localizada na região 3’ proximal no RNA1, a capa proteica (CP) e a capa 

proteica menor (CPm) no RNA2. Entre essas, a proteína p22 é uma eficiente supressora 

de silenciamento gênico local, quando expressada em Nicotiana benthamiana, 

(Canizares et al., 2008), e a região 3’ proximal do RNA1, onde está localizada a p22, é 

descrita como uma região com alta variabilidade genética para membros da família 

Closteroviridae (Dolja et al., 2006; Tugume et al., 2013). Para o ToCV, estudos de 

variabilidade genética têm tido por base  as regiões que codificam a polimerase (RNA-

dependent RNA polymerase, RdRp), Hsp70h (heat shock protein) e CP (Barbosa et al., 

2013; Gharsallah et al., 2015; Lozano et al., 2009; Rubio et al., 2013). No entanto, 

informações sobre a variabilidade genética da p22 do ToCV são escassas, resumidas 

basicamente a um estudo conduzido com isolados obtidos da Espanha (Landeo-Rios et 

al., 2015). Neste estudo, isolados de ToCV obtidos de amostras de tomateiro coletadas 

no Brasil foram analisados e comparados a isolados de outros países para determinar 

sua estrutura populacional com base na sequência nucleotídica completa do gene da 

p22. 



 

20 

 

 

3.2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Coleta das amostras. Em 2015 e 2016, foram coletadas 66 amostras foliares de 

tomateiro apresentando sintoma de clorose internerval, característico da infecção 

causada por ToCV, em áreas produtoras nos estados de Goiás (município de Morrinhos, 

n=14), Rio de Janeiro (municípios de Paty do Alfares e Vassouras, n=24) e Paraná 

(município de Faxinal, n=28). 

 

Detecção viral. A extração do RNA total das amostras foi feita de 100 mg de tecido 

foliar, utilizando o reagente Trizol (Sigma-Aldrich ), de acordo com as instruções do 

fabricante (Invitrogen). O RNA obtido foi ressuspendido em 30 μl de H2O Milli-Q, 

tratado com DEPC (Diethyl pyrocarbonate) e armazenado a -20ºC. A detecção de 

ToCV foi feita  por RT-PCR (Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction), 

usando o par de primers específico ToC-5 e ToC6 (Dovas et al., 2002). 

  

Seleção dos isolados e amplificação da região de interesse. Foram selecionados 28 

isolados de ToCV (RJ, n=10; GO, n=10; e PR, n=8) para amplificação da sequência 

completa do gene que codifica a proteína p22. Primers foram desenhados nas regiões 3’ 

da ORF1b e 5’ da ORF3. Para isso, as sequências completas do componente genômico 

RNA1 dos isolados do Brasil (Albuquerque et al., 2013), Estados Unidos (Wintermantel 

et al., 2005), Espanha (Lozano et al., 2007), Grécia (Kataya et al., 2008)e China (Zhao 

et al., 2014b) foram alinhadas, e as sequências dos primers específicos foram obtidas 

usando o programa Primer-BLAST (Ye et al., 2012). Os primers foram sintetizados pela 

empresa Macrogen Inc. (Seoul, Coreia do Sul) e denominados IFP22F [(+)5’-

ATGCAGCGTTGTGTTATATTCAT-3’,] e IFP22R [(-)5’- 

ATCGCAAGCAAAACGATCACC-3’], alinhando nas posições 7566 e 8286, 

respectivamente, para amplificar um fragmento de 720 nucleotídeos. O gene da p22 foi 

escolhido para análise por estar envolvido no processo de supressão dos mecanismos de 

defesa do hospedeiro e, portanto, provavelmente submetido a uma forte pressão de 

seleção. Adicionalmente, o gene da p22 está localizado próximo à região 3’ do RNA1, 

descrita para outros membros da família como uma região com alta variabilidade 

genética (Dolja et al., 2006). 
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Amplificação da sequência alvo. A síntese do cDNA de cada isolado foi feita  por 

meio da reação contendo 1 μl do RNA total, 0,5 μl de dNTP (10 mM), 0,5 μl do primer 

IFP22R (10 µM) e 4,5 μl de H2O Milli-Q DEPC. A reação foi mantida a 65ºC por 5 

minutos para o anelamento do primer e mantida em gelo pelo mesmo tempo. Em 

seguida, foram adicionados à reação 2μl de tampão 5X, 0,5 μl DTT (0,1 mM), 0,5 μl de 

M-MLV Reverse Transcriptase (200 U/μl, Invitrogen), 0,5 μl de RNAase inibidor (40 

U/μl, Invitrogen) e misturados gentilmente. Imediatamente, a reação foi mantida a 37ºC 

por 50 minutos, seguida por uma incubação a 70ºC por 15 minutos. Dois microlitros do 

cDNA foram usados para a PCR com volume final de 50 μl com 5 μl de tampão 10X, 1 

μl de dNTP (10 mM), 1,5 μl de MgCl2 (25 mM), 1 μl do primer IFP22R (10 μM), 1 μl 

do primer IFP22F (10μM) e 0,2 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen). As condições 

da PCR foram as seguintes: uma desnaturação inicial a 94°C durante 3 minutos, seguida 

por 30 ciclos a 94ºC por 45 segundos, 58°C por 30 segundos e 72°C por 1,5 minutos, 

finalizando com uma extensão final a 72°C por 10 min. Os produtos da PCR foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1%, e os fragmentos de tamanho 

esperado (720 pb) foram visualizados usando brometo de etídio. Os fragmentos foram 

purificados utilizando Kit Intron Biotechnology (Seongnam, Coreia do Sul) e eluídos 

em 33 μl. 

 

Clonagem. Os produtos da PCR foram clonados no vetor pGEM-T Easy (Promega), 

introduzidos em células competentes de Escherichia coli XL1- Blue por transformação 

e os insertos foram sequenciados pela empresa Macrogen Inc. (Seoul, Coreia do Sul). 

 

Análises das sequências. As sequências nucleotídicas obtidas foram alinhadas usando o 

software Muscle (Edgar, 2004) e as sequências das extremidades correspondentes a 

ORF1b e ORF3 foram eliminadas. As sequências nucleotídicas resultantes foram 

submetidas à análise usando o programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool- 

htt://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), para confirmação da identidade com a p22 de 

ToCV, e MEGA 7 (Kumar et al., 2016), para as comparações par a par de sequências 

nucleotídicas. As sequências de nucleotídeos e de aminoácidos da p22 do  ToCV foram 

alinhadas usando o mesmo programa e avaliadas visualmente. 

 

Análise da variabilidade genética e pressão de seleção. A variabilidade genética e as 

inferências sobre a estrutura populacional foram calculadas usando o programa DnaSP 
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v.5.10 (Rozas et al., 2003). As subpopulações foram analisadas de acordo com a origem 

geográfica, e os principais indicadores de variabilidade genética foram quantificados: 

número total de mutações (Eta), número médio de diferenças nucleotídicas entre as 

sequências (K), diversidade nucleotídica (π), número de haplótipos (h) e diversidade 

haplotípica (Hd). O índice Nst foi utilizado para estimar o grau de diferenciação 

genética entre as subpopulações. Para estimar os números de substituições não 

sinônimas por substituições sinônimas (dN/dS), foi empregado o método Single 

Likelihood Ancestor Counting (SLAC) (Pond & Frost, 2005; Scheffler et al., 2006), 

disponível no Data Monkey (http://www.datamonkey.org). 

 

Análise Filogenética. A árvore filogenética foi construída por inferência Bayesiana, 

utilizando o programa MrBayes 3.0 com os modelos selecionados por mrmodeltest2 no 

Akaike Information Criterion (AIC). A análise foi conduzida executando pelo menos 

20.000.000 gerações. A árvore filogenética foi visualizada e editada, usando FigTree 

1.3(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). 

 

3.3. RESULTADOS 

 

Detecção de ToCV em plantas de tomateiro e clonagem. Um total de 66 amostras 

foliares de plantas apresentando sintomas típicos de infecção por ToCV, Figura 1,  

foram coletadas, nos anos de 2015 e 2016, em municípios de três estados do Brasil    -  

Goiás (GO), Rio de Janeiro (RJ) e Paraná (PR)  -   com distâncias aproximadas entre 

735km e 804km (Figura 2). Dessas 66 amostras, 60 foram positivas (14/14 de GO, 

18/24 do RJ e 28/28 do PR) para ToCV, com a amplificação de um fragmento de DNA 

do tamanho esperado de 463 pares de bases (pb). Tendo como referência essas 

amostras, 28 clones contendo a sequência nucleotídica completa da proteína p22 foram 

obtidos e sequenciados, sendo 10 de GO, 10 do RJ e 8 do PR (Tabela 1). As sequências 

nucleotídicas completas da p22 dos 28 isolados foram depositadas no banco de dados 

público (GenBank) com os números de acesso apresentados na Tabela 1. Tendo como 

base as análises feitas no BLAST e de comparação par a par, os isolados obtidos nesse 

estudo apresentaram identidade nucleotídica>99,1% entre eles e >96,5% com as 

sequências obtidas do GenBank e de aminoácidos >98,4% e >94,6%, respectivamente. 

As sequências desse estudo, Tabela 1, foram combinadas com outras sequências 

nucleotídicas da p22, obtidas do GenBank, Tabela 2,   para as análises subsequentes. 

http://www.datamonkey.org/
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Variabilidade Genética das populações. Três subpopulações brasileiras foram 

analisadas: GO, PR e RJ. Adicionalmente, três conjuntos de dados, representando as 

populações do Brasil (BRA), Coreia do Sul (KOR) e Espanha (ESP), também foram 

analisados. As populações da KOR e da ESP foram escolhidas por apresentarem um 

número significativo de sequências (n>8) disponíveis no GenBank. A análise do 

conjunto de dados descrita como total inclui as sequências de isolados do Brasil, Coreia 

do Sul, Espanha, Estados Unidos, Grécia e China. Quando a variabilidade genética foi 

estimada para as subpopulações do Brasil, GO apresentou valores significativamente 

inferiores para todos os indicadores, incluindo a diversidade nucleotídica (π=0,00069), 

com valores aproximadamente 5 e 3 vezes menores que os observados para as 

subpopulações do PR e RJ, respectivamente, entretanto, com o número de haplótipos 

(h=3) menor se comparado às duas outras subpopulações. Interessantemente, mesmo 

com o menor número de sequências analisadas (n=8), a subpopulação do PR apresentou 

a maior diversidade genética (π=0,00350) e número de haplótipos (h=7), seguida pelo 

RJ (π=0,00206 e h=6). Com exceção dos isolados de GO, a variabilidade genética 

dessas subpopulações foi próxima à variabilidade calculada para todos os isolados do 

Brasil (BRA, π=0,00279). Quando comparada aos outros países, a população do BRA 

foi menos variável do que as populações da ESP (π=0,01591) e da KOR (π=0,00506) 

(Tabela 3). 

O alinhamento das sequências dos aminoácidos da p22 do ToCV indica a 

existência de dois tipos de sequências (Tipo I e Tipo II) com base nas posições 58, 63, 

125, 133, 167 e 180. Assim, as sequências do tipo I apresentam a composição L-V-G-

V-L-Y e são exclusivas de alguns isolados da Espanha (Figura 3). O tipo II, que envolve 

os demais isolados, é composto por M-A-S-I-S-H, com exceção dos isolados NJ, 

PRIF240, ToCV-BJ, HS e JJ. Para os isolados espanhóis, que fazem parte do tipo II, é 

evidenciada uma alteração no aminoácido 144 (L→F). O alinhamento indica ainda uma 

alteração no aminoácido 154 (I→T) para todos os isolados do Brasil, alguns da Coreia 

do Sul (YG, HP, JN1, IS17 e IS29) e um isolado chinês (SDSG). Três isolados do 

Paraná (PRIF247, PRIF 247b e PRIF256) apresentaram uma diferenciação na posição 

do aminoácido 115 (M→L) (Figura 3). 

O alinhamento das sequências dos nucleotídeos indica algumas mutações 

sinônimas significativas. Todos os isolados brasileiros apresentam uma mutação 

sinônima no nucleotídeo 264 (A→G) em diferenciação aos isolados de outros países. 
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Dentro dos isolados do Brasil, todos os isolados do RJ apresentaram uma mutação 

sinônima na posição do nucleotídeo 177 (A→G) (Figura 4). 

 

Relações filogenéticas dos isolados de ToCV. A árvore filogenética construída por 

inferência bayesiana, baseada na sequência de nucleotídeos que codifica a proteína p22 

do ToCV,  mostra que os isolados são divididos claramente em dois grupos (Figura 5). 

Em um grupo, estão apenas osisolados da Espanha (Tipo I), e no outro, estão os 

isolados com origem em vários países, incluindo o Brasil (Tipo II). Os isolados do 

Brasil formam um grupo monofilético com uma evidência de estruturação baseada na 

origem geográfica. A análise filogenética não indica nenhuma evidência de estruturação 

baseada na localização entre isolados da subpopulação GO e a subpopulação PR, exceto 

pela existência de três isolados do PR (PRIF247, PRIF247b e PRIF256), que aparecem 

separados dos demais. Esse resultado foi confirmado pelo teste Nst (Nst=0,08033), que 

indica que as subpopulações GO e PR apresentam uma baixa diferenciação genética 

(Tabela 4). Em contrapartida, para a subpopulação RJ, a árvore filogenética apresenta 

uma forte evidência de estruturação baseada na origem geográfica com todos os 

isolados RJ sendo agrupados separadamente. Com base nas análises Nst, a 

subpopulação RJ apresenta uma forte diferenciação genética em relação às 

subpopulações  GO (Nst= 0,55579) e PR (Nst=0,40684). A população BR apresenta 

uma diferenciação genética moderada da população KOR (Nst= 0,09711) e alta da 

população ESP (Nst=0,46979). 

 

Testes da Pressão de seleção. O número de substituições não sinônimas (dNS) por 

sinônimas (dS) foi usado para indicar a pressão de seleção no gene da proteína p22. 

Regiões codantes estão sob pressão de seleção positiva quando dNS/dS>1, neutralidade 

dNS/dS=1 e sob pressão de seleção negativa quando dNS/dS<1. Valores de dNS/dS 

inferiores a 1 foram encontrados para quase todas as subpopulações, com exceção da 

subpopulação PR, que apresentou seleção positiva. Mesmo com evidências de seleção 

positiva na subpopulação PR, a seleção negativa foi predominante (Tabela 5). 

 

3.4. DISCUSSÃO 

  

O aumento das criniviroses em plantas de importância econômica durante as 

últimas décadas está intimamente relacionado à expansão e ao aumento das populações 
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de mosca-branca em áreas cultivadas em todo o mundo. A expansão rápida da mosca-

branca e o impacto das viroses por ela transmitida na produção vegetal levaram a uma 

necessidade de estudos sobre a epidemiologia das doenças e à busca por estratégias de 

manejo adequadas e efetivas (Wintermantel & Hladky, 2010). No Brasil, o ToCV é a 

única espécie do gênero Crinivirus descrita até o momento, infectando o tomateiro. 

Após seu primeiro relato em 2006, o ToCV foi relatado em várias regiões do país 

(Barbosa et al., 2011) e acredita-se que, atualmente, ele esteja disseminado por todas as 

áreas de produção de tomate. 

O sucesso da infecção de ToCV em tomateiro pode estar relacionado à 

presença da proteína p22. Essa proteína de 22 kDa, codificada pelo RNA1, tem sido 

descrita como uma supressora de silenciamento gênico (Canizares et al., 2008) e ainda 

parece ser importante para o sucesso da infecção sistêmica do vírus na planta (Landeo-

Rios et al., 2016). Portanto, essa é uma das proteínas que provavelmente estejam sob a 

ação de mecanismos, especialmente da mutação, que resultam na variabilidade genética 

em populações de ToCV. Com exceção de Landeo-Rios et al.(2015), que analisaram a 

variabilidade genética da sequência do gene da p22 de isolados obtidos apenas na 

Espanha, não há informação sobre a variabilidade genética e a estrutura populacional de 

ToCV em tomateiro, com  base   na sequência da p22. Neste estudo, com base na 

sequência nucleotídica e de aminoácidos da p22 do  ToCV em tomateiro, foram 

analisados os principais indicadores de variabilidade genética em três subpopulações 

geograficamente distantes do Brasil (Goiás, Paraná e Rio de Janeiro) e, adicionalmente, 

a população de ToCV do Brasil foi comparada com outras duas populações, Espanha e 

Coreia do Sul. 

Os vírus de RNA têm um alto potencial de gerar variabilidade genética em suas 

populações em decorrência de alguns fatores como ausência de um sistema de correção 

(proofreading) na polimerase e velocidade na replicação do genoma (Sanjuan & 

Domingo-Calap, 2016). Esse potencial é tão alto que isolados de uma mesma espécie 

não são representados por uma única sequência, mas por uma população de sequências 

mutantes, denominadas de quasispecies, que apresentam diferenças ao longo de uma 

sequência consenso (Domingo et al., 2012). No entanto, a alta mutabilidade dos vírus de 

RNA não necessariamente resulta em uma alta variabilidade genética, isso porque 

fatores como a seleção natural e o efeito gargalo podem reduzir a variabilidade genética 

das populações (Lauring et al., 2013). Esse fato foi observado nesse estudo, em que  a 

população total de ToCV apresentou uma alta diversidade haplotípica (Hd=0,933) e, no 
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entanto, uma baixa diversidade de nucleotídeos (π= 0,01046) para a região da p22. 

Valores de baixas taxas de diversidades (π= 0,011 e 0,0123) também foram observados 

quando a CP de isolados de ToCV obtidos de vários países foi analisada (Gharsallah et 

al., 2015; Rubio et al., 2013), indicando que tanto a p22 quanto a CP de ToCV 

apresentam uma diversidade genética muito próxima. Entre as subpopulações do Brasil, 

Goiás apresentou uma diversidade genética consideravelmente menor quando 

comparada às demais (π= 0,00069). Em outro estudo, com base na sequência da p22, 

conduzido com isolados obtidos de tomateiros de uma região de cultivo intensivo em 

Goiás, o valor da diversidade nucleotídica foi comparativamente mais alto (π= 0,00272) 

(dados não publicados). Assim, essa baixa diversidade nucleotídica encontrada para os 

isolados de Goiáspode ser atribuída à área de coleta, uma vez que nessa área não há 

histórico de vários ciclos de cultivo, reduzindo a manutenção da população viral, o 

número de ciclo de replicação e, consequentemente, o acúmulo de mutações ao longo 

do genoma.  

 A baixa variabilidade genética também foi relatada para outras espécies da 

família Closteroviridae. Dentro do gênero Ampelovirus, foram relatadas diversidades 

nucleotídicas para região CP de 0,008, 0,058 e 0,0058 para Pineapple mealybug wilt-

associated virus1 (PMWaVs-1), Grapevine leafroll-associated virus 5 (GLRaV-5) e 

Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3), respectivamente (Rubio et al., 2001). 

Para o crinivírus Cucurbit yellow stunting disorder virus (CYSDV), foi identificada 

uma baixa variabilidade nucleotídica, de 0,00250e 0,00285 para as regiões CP e 

HSP70h, respectivamente, mesmo quando as populações foram analisadas com uma 

distância temporal e geográfica (Rubio et al., 2001). Posteriormente, foram encontrados 

valores de diversidade genética entre 0,000321 e 0,001728 para isolados de diversas 

populações de CYSDV infectando diferentes plantas hospedeiras em um período de oito 

anos, e as regiões analisadas foram a CP, HSP70h, RdRp, p25 e p22 (Marco & Aranda, 

2005). Para Sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV), foi encontrada diversidade 

nucleotídica de 0,022, 0,043 e 0,0071 para os genes RNase3, p7 e p22, respectivamente. 

Apesar da baixa diversidade nucleotídica, foram encontradas altas diferenciações 

genéticas para a região 3’ proximal, com isolados que não codificam proteína p22. 

Nesse caso, as plantas hospedeiras apresentaram sintomas mais severos, evidenciando a 

importância do estudo da variabilidade genética dos vírus e da p22 (Tugume et al., 

2013). Entre os vírus da família, Citrus tristeza virus (CTV) é o mais bem estudado.  

Rubio et al.(2013) encontraram uma baixa variabilidade genética (π=0,073) para a CP 
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desse vírus, no entanto, foram identificados oito grupos de sequências em isolados de 

todo o mundo. Essa variabilidade genética encontrada em populações de CTV pode ser 

explicada por dois fatores: planta hospedeira e modo de transmissão. CTV tem plantas 

hospedeiras perenes que podem ser infectadas por muitos anos e também pode ser 

transmitido por propagação vegetativa, o que pode eliminar restrições seletivas 

relacionadas à transmissão pelo inseto vetor (Xiao et al., 2017). A propagação 

vegetativa de tecidos infectados e a introdução de novos genótipos da espécie viral pelo 

vetor permitem que as populações virais aumentem sua complexidade ao longo do 

tempo, impulsionando o surgimento de novas variantes, que podem evoluir para novas 

espécies  (Weng et al., 2007). 

A árvore filogenética mostra dois clados principais que sustentam a existência 

de subpopulações diferentes, denominadas Tipo I e Tipo II (Lozano et al., 2009). 

Alguns isolados da Espanha formam o Tipo I e os demais isolados do mundo, incluindo 

os outros isolados da Espanha, formam o Tipo II. A mesma separação foi identificada 

para análises anteriores de sequências da p22 (Landeo-Rios et al., 2015) e para análises 

da RdRp, também localizado no RNA1, de isolados de ToCV da Espanha (Lozano et 

al., 2009). Com base no alinhamento dos aminoácidos da p22,  Landeo-Rios et 

al.(2015) apresentaram uma composição de aminoácidos baseada nas posições 58, 63, 

125, 133, 167 e 180: L-V-G-V-L-Y (Tipo I) e M-A-S-I-S-H (Tipo II). No entanto, os 

resultados apresentados aqui indicam uma composição mais complexa para os isolados 

pertencentes ao Tipo II. Diferentemente dos demais países, Brasil e Espanha apresentam 

populações de ToCV filogeneticamente bem estruturadas, baseadas nas posições 58, 63, 

125, 133, 154, 167 e 180 (Brasil) e 58, 63, 125, 133, 144, 167 e 180 (Espanha). Assim, 

essas duas populações podem ser caracterizadas pela composição de aminoácidos M-A-

S-I-T-S-H (Brasil) e M-A-S-I-F-S-H (Espanha). Alguns isolados da Coreia do Sul (YG, 

HP, JN1, IS17 e IS29) e um isolado da China (SDSG) também apresentaram alteração 

do aminoácido 154 (I→T), em relação aos demais isolados analisados, o que pode 

explicar uma menor diferenciação genética entre os isoladosdo Brasil e Coreia do Sul 

(Nst= 0,09711) do que entre Brasil e Espanha (Nst=0,46979). Análises no alinhamento 

das sequências nucleotídicas mostraram que os isolados do Brasil apresentam uma 

mutação sinônima na posição 264 (A→G), o que explica o grupo monofilético. Dentro 

desse grupo, há uma evidência de estruturação baseada na origem geográfica. Todos os 

isolados obtidos de amostras coletadas no Rio de Janeiro formam um grupo separado 

dos outros isolados do Brasil. Nesses isolados, foi identificada uma mutação sinônima 
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na posição 177 (A→G). Para a subpopulação do Paraná, três isolados (PRIF247, PRIF 

247b e PRIF256) apresentaram uma alteração no aminoácido 115 (M→L) e aparecem 

em um ramo separado dos demais isolados do estado na árvore filogenética. Essa 

alteração pode explicar também a maior diversidade genética para essa subpopulação 

(π= 0,00350) em relação à população de Goiás (π=0,00069) e Rio de Janeiro 

(π=0,00206). 

Os resultados de pressão de seleção indicam que uma seleção negativa ou 

purificadora (dNS/dSBrasil= 0,646; dNS/dSTotal= 0,476) pode estar atuando na manutenção 

da sequência de aminoácidos da p22 em populações de ToCV. Valores próximos de 

dNS/dS (0,324) também foram observados por Landeo-Rios et al.(2015) e confirmados 

nesse estudo. A pressão de seleção negativa na mesma ordem de grandeza também foi 

identificada para diferentes regiões do genoma de ToCV, RdRp e CP, com valores 

médios de dNS/dS de 0,110 e 0,115, respectivamente (Lozano et al., 2009). Os resultados 

de baixa variabilidade nucleotídica e de pressão de seleção negativa indicam que o 

genoma do ToCV é muito estável, a exemplo do observado para Blackberry yellow vein 

associated virus (BYVaV), outro membro do gênero Crinivirus (Poudel et al., 2012), e 

SPCSV (Tugume et al., 2013). 

O estudo da variabilidade genética do ToCV no Brasil é importante pelas 

condições próprias  do país  - clima, extensão geográfica, variedades utilizadas, sistema 

de cultivo  -,  que podem alterar a estrutura genética da população viral. O entendimento 

sobre a evolução do patógeno auxilia no direcionamento das pesquisas na área de 

melhoramento genético para obtenção de genótipos resistentes e, assim, no manejo da 

doença. Os trabalhos têm mostrado baixa diversidade genética para as populações de 

ToCV. Os resultados aqui apresentados, embora confirmem os baixos índices de 

diversidade genética, apontam para uma estruturação genética baseada na região 

geográfica. Destarte, é possível que, ao longo dos anos, populações de ToCV 

apresentem subpopulações com características genéticas específicas, que reflitam as 

condições do nicho ecológico onde estão inseridas. Atualmente, a pressão de seleção 

negativa (ou purificadora) parece ser a predominante nas populações de ToCV, atuando 

na manutenção da sequência de aminoácidos da p22, conservando sua integridade e, 

consequentemente, sua função como supressora de silenciamento gênico. 
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Figura 1. Plantas de tomateiros infectadas por Tomato chlorosis virus (ToCV), apresentando sintomas de 

clorose internerval nas folhas baixeiras e medianas. A- Vassouras, Rio de Janeiro. B- Faxinal, Paraná. C- 

Morrinhos, Goiás. 

 
Figura 2. Mapa geográfico do Brasil, destacando, em vermelho, os estados de Goiás (GO), Rio de Janeiro 

(RJ) e Paraná (PR), onde as amostras foram coletadas para este estudo. Os pontos representam os 

municípios de Morrinhos, Vassouras, Paty do Alferes e Faxinal. As linhas que formam o triângulo  

indicam a distância entre os locais de coleta. 
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Figura 3. Alinhamento das sequências de aminoácidos da proteína p22 de isolados de Tomato chlorosis virus usados neste estudo. Um consenso secundário da 

sequência de aminoácidos é mostrado no topo. As sequências para p22 de isolados da Coreia do Sul, Espanha, Estados Unidos, Grécia, China e Brasil disponíveis em 

bancos de dados também foram incluídas (Tabela 2). Os aminoácidos idênticos ao consenso são indicados por pontos. Os números na parte inferior dos alinhamentos 

indicam as posições dos aminoácidos. As setas indicam as principais mudanças dos aminoácidos que determinam as distâncias filogenéticas. Os aminoácidos em 

destaque preto indicam as diferenças para os isolados brasileiros, e as caixas indicam as principais mudanças nos aminoácidos que caracterizam os isolados do Tipo I e 

do Tipo II. 
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Aminoácidos ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...

Nucleotídeos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 ... 172 173 174 175 176 177 ... 187 188 189 ... 262 263 264 ... 343 344 345 ... 373 374 375 ... 397 398 399 ... 430 431 432 ... 460 461 462 ... 499 500 501 ... 538 539 540 ... 577 578 579 580 581 582

Isolados A T G G A T C T C ... T T G T C A ... G T A ... C A A ... A T G ... G G T ... G T C ... C T T ... A T A ... T T A ... T A T ... A T A T A A

AT8099 : . . . . . . . . . ... . . . . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... ... . . . ... . . . ... . . . . . .

AT14606 : . . . . . . . . . ... . . . . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . . . .

AT13606 : . . . . . . . . . ... . . . . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . . . .

AT6009 : . . . . . . . . . ... . . . . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . . . .

AT1308 : . . . . . . . . . ... . . . . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . . . .

AT6608 : . . . . . . . . . ... . . . . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . ... . . . . . .

AT8909 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... T . . ... . . . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

AT4409 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... T . . ... . . . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

AT1809 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... T . . ... . . . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

AT7408 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... T . . ... . . . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

AT4308 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... T . . ... . . . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

AT508 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... T . . ... . . . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

AT26506 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... T . . ... . . . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

AT20906 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... T . . ... . . . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

AT8906 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... T . . ... . . . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

Florida : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . . . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

Gr535 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . . . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

SDSG : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

NJ : . . . . . . . . . ... A C . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . . . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

ToCVBJ : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... . . . ... A . . ... . . . ... . . . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

YG : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

HP : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

JN1 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

IS17 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

IS29 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

JJ3 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . . . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

JJ5 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . . . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

HS : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... . . . ... A . . ... . . . ... . . . ... . C . ... . . . ... . . . . . .

JJ : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . . ... . . . ... . . . ... A . . ... . . . ... . . . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

ToCBr2 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

GOIF325 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

GOIF326 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

GOIF327b : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

GOIF327 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

GOIF328 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

GOIF330 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

GOIF331 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

GOIF332 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

GOIF333 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

GOIF334 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

PRIF244 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

PRIF240 : . . . . . . . . . ... A . T . . . ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

PRIF248 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

PRIF249 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

PRIF250 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

PRIF256 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . G ... T . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

PRIF247 : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . G ... T . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

PRIF247b : . . . . . . . . . ... A . . . . . ... . C G ... . . G ... T . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

RJIF258 : . . . . . . . . . ... A . . . . G ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

RJIF258b : . . . . . . . . . ... A . . . . G ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

RJIF260 : . . . . . . . . . ... A . . . . G ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

RJIF270 : . . . . . . . . . ... A . . . . G ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

RJIF272 : . . . . . . . . . ... A . . . . G ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

RJIF273 : . . . . . . . . . ... A . . . . G ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

RJIF274 : . . . . . . . . . ... A . . . . G ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

RJIF280 : . . . . . . . . . ... A . . . . G ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

RJIF283 : . . . . . . . . . ... A . . . . G ... . C G ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

RJIF301 : . . . . . . . . . ... A . . . . G ... ... . . G ... . . . ... A . . ... A . . ... . . . ... . C . ... . C . ... C . . ... . . . . . .

193 194125 133 144 154 167 1801 2 3 8858 59 63 115

 
Figura 4. Alinhamento das sequências de nucleotídeos da proteína p22 de isolados de Tomato chlorosis virus usados neste estudo. As sequências para p22 de isolados 

da Coreia do Sul, Espanha, Estados Unidos, Grécia, China e Brasil disponíveis em bancos de dados também foram incluídas (Tabela 2). A primeira e a segunda linha 

correspondem às posições dos aminoácidos e dos nucleotídeos, respectivamente.  Um consenso secundário da sequência de nucleotídeos é mostrado na terceira linha. 

Os nucleotídeos destacados no consenso indicam as posições onde ocorrem as principais mudanças que determinam mutações significativas. Os nucleotídeos idênticos 

ao consenso são indicados por pontos. 
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Figura 5. Árvore filogenética construída por inferência bayesiana, baseada nas sequências nucleotídicas 

do gene da proteína p22 de isolados de Tomato chlorosis virus (ToCV) das subpopulações GO, PR e RJ 

(destacados em negrito), no Brasil, em comparação com outros isolados representativos de ToCV obtidos 

do GenBank. O nome do isolado e o número de acesso no GenBank são indicados nas Tabelas 1 e 2. A 

barra de escala abaixo representa o número de substituições nucleotídicas por sítio. 
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Tabela 6. Clones correspondentes à sequência nucleotídica completa da proteína p22 de Tomato chlorosis 

virus obtidos de amostras de tomateiro coletadas nos estados do Paraná (PR), Rio de Janeiro (RJ) e Goiás 

(GO), Brasil. 

Número de Acesso 

(GenBank) 
Clone Localização 

MF415495 IF240 Paraná 

MF415496 IF244 Paraná 

MF415497 IF247-1 Paraná 

MF415498 IF247-2 Paraná 

MF415499 IF248 Paraná 

MF415500 IF249 Paraná 

MF415501 IF250 Paraná 

MF415502 IF256 Paraná 

MF415503 IF258-1 Rio de Janeiro 

MF415504 IF258-2 Rio de Janeiro 

MF415505 IF260-1 Rio de Janeiro 

MF415506 IF270-1 Rio de Janeiro 

MF415507 IF272-2 Rio de Janeiro 

MF415508 IF273-2 Rio de Janeiro 

MF415509 IF274-2 Rio de Janeiro 

MF415510 IF280-1 Rio de Janeiro 

MF415511 IF283-2 Rio de Janeiro 

MF415512 IF301 Rio de Janeiro 

MF415513 IF325 Goiás 

MF415514 IF326 Goiás 

MF415515 IF327-1 Goiás 

MF415516 IF327-2 Goiás 

MF415517 IF328-1 Goiás 

MF415518 IF330 Goiás 

MF415519 IF331-1 Goiás 

MF415520 IF332 Goiás 

MF415521 IF333-2 Goiás 

MF415522 IF334-1 Goiás 
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Tabela 7. Sequências nucleotídicas da proteína p22 de Tomato chlorosis virus em tomateiro obtidas do 

GenBank. 

Número de 

acesso 
Isolado País Referência 

JQ952600 ToC- Br2 Brasil Albuquerque et al. (2013) 

KP137100 JJ Coreia do Sul Não publicado 

KP137098 HS Coreia do Sul Não publicado 

KP114532 JJ3 Coreia do Sul Não publicado 

KP114538 IS29 Coreia do Sul Não publicado 

KP114535 IS17 Coreia do Sul Não publicado 

KP114531 JN1 Coreia do Sul Não publicado 

KP114530 HP Coreia do Sul Não publicado 

KP114527 JJ5 Coreia do Sul Não publicado 

KP114526 YG Coreia do Sul Não publicado 

DQ983480 AT80/99 Espanha Lozano et al. (2007) 

KP668838 AT13/08 Espanha Landeo-Rios et al. ( 2015) 

KP668839 AT66/08 Espanha Landeo-Rios et al. (2015) 

KP668840 AT60/09 Espanha Landeo-Rios et al. (2015) 

KP668841 AT 136/06 Espanha Landeo-Rios et al. (2015) 

KP668842 AT146/06 Espanha Landeo-Rios et al. (2015) 

KP668843 AT89/06 Espanha Landeo-Rios et al. (2015) 

KP668844 AT209/06 Espanha Landeo-Rios et al. (2015) 

KP668845 AT265/06 Espanha Landeo-Rios et al.,2015 

KP668846 AT5/08 Espanha Landeo-Rios et al. (2015) 

KP668847 AT43/08 Espanha Landeo-Rios et al. (2015) 

KP668848 AT74/08 Espanha Landeo-Rios et al. (2015) 

KP668849 AT18/09 Espanha Landeo-Rios et al. (2015) 

KP668850 AT44/09 Espanha Landeo-Rios et al. (2015) 

KP668851 AT89/09 Espanha Landeo-Rios et al. (2015) 

KC709509 SDSG China Zhao et al. (2015) 

KC887998 ToCV-BJ China Zhao et al. (2014) 

KF018280 NJ China Karwitha et al. (2014) 

EU284745 Gr-535 Grécia Kataya et al. (2008) 

NC_007340 Florida Estados Unidos Wintermantel et al. (2005) 
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Tabela 8. Estrutura genética da população de Tomato chlorosis virus baseada na sequência nucleotídica 

do gene da proteína p22. 

População N S Eta K π h Hd 

GO 10 2 2 0,400 0,00069 3 0,378 

PR 8 7 7 2,036 0,00350 7 0,964 

RJ 10 6 6 1,200 0,00206 6 0,778 

BRA 29 16 16 1,626 0,00279 15 0,862 

ESP 15 22 22 9,257 0,01591 6 0,648 

KOR 9 8 8 2,944 0,00506 4 0,694 

Total 58 57 57 6,089 0,01046 30 0,933 

N, número de sequências; S, número de sítios segregantes; Eta, número total de mutações; K, número 

médio de diferenças nucleotídicas entre as sequências; π, diversidade nucleotídica; h, número de 

haplótipos; Hd, diversidade de haplotípica. 

 

Tabela 9. Diferenciação genética entre as subpopulações de Tomato chlorosis virus. 

População 1 População 2 Nst 

PR RJ 0,40684 

PR GO 0,08033 

RJ GO 0,55579 

BRA ESP 0,46979 

BRA KOR 0,09711 

ESP KOR 0,19002 

Valores de 0 a 0,05 indicam baixa diferenciação genética, valores de 0,05 a 0,15 indicam diferenciação 

genética moderada, valores de 0,15 a 0,25 indicam diferenciação genética ótima e valores>0,25 indicam 

diferenciação genética alta. 

 

Tabela 10. Valores médios da relação de substituições sinônimas e não sinônimas (dNS/dS) para as 

sequências nucleotídicas do gene da p22 nas populações de Tomato chlorosis virus. 

Conjunto 

de dados 
dNS/dS 

GO 0,17264 

PR 2,0837 

RJ 0,51314 

BR 0,64646 

ESP 0,31962 

KOR 0,76576 

Total 0,47663 
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4. CONCLUSÃO GERAL 
 

 

 

 

Os resultados apresentados nesse estudo indicam que, apesar da baixa 

variabilidade genética encontrada em isolados de Tomato chlorosis virus (ToCV), há   

evidência de estruturação baseada na localização geográfica, indicando    influência dos 

fatores do ambiente na conformação genética do genoma do vírus. Esses resultados 

podem auxiliar no direcionamento das pesquisas na área de melhoramento genético para 

obtenção de genótipos resistentes e, consequentemente, no manejo da doença. 

Os resultados apresentados indicam formação de dois grupos de sequências 

obtidos de isolados de diferentes países: Tipo I (apenas isolados da Espanha) e Tipo II 

(demais isolados do mundo, incluindo alguns da Espanha). Embora a população do 

Brasil seja indicada no Tipo II, seus isolados formam um grupo monofilético separado 

dos demais países, com uma diferenciação genética menor entre os isolados da Coreia 

do Sul do que entre os isolados da Espanha. Entre as subpopulações do Brasil, a 

subpopulação do Rio de Janeiro apresenta uma evidência clara de estruturação. As 

populações de Goiás e Paraná parecem ser mais próximas, com uma pequena 

diferenciação genética, embora a população do Paraná tenha uma alta diversidade 

genética quando comparada com as outras subpopulações. Quanto às análises de pressão 

de seleção, com exceção da população do Paraná, os resultados indicam que a seleção 

purificadora é a força evolutiva presente nos isolados, sugerindo a preservação das 

sequências em nível de aminoácidos e, consequentemente, a conservação do 

desempenho da p22 como supressora do silenciamento gênico e na infecção sistêmica 

do vírus. 

 


