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RESUMO

A cultura do tomateiro ¢ atacada por intimeras pragas e doencas. Em
relacdo as pragas, a mosca-branca (Bemisia spp.), vem sendo considerada uma
das mais importantes pragas da cultura, pelo fato de ser vetor de geminiviroses.
Entre as geminiviroses, as causadas por espécies do género Begomovirus estao
entre as de maior importancia economica. Um dos métodos mais promissores para o
controle da doenca é o uso de cultivares resistentes, entretanto, poucas fontes de
resisténcia vem sendo utilizadas no desenvolvimento de cultivares comerciais,
predominando em cultivares comerciais resistentes o uso do alelo de resisténcia 7y-
1. O objetivo do trabalho foi verificar a associagdo de um marcador
microssatélite ao alelo Ty-1 que confere resisténcia a begomovirus em tomate, e
comprovar sua eficiéncia na selecdo de linhagens resistentes ao virus. Os
marcadores SSR-47 e SSR-48 foram testados em linhagens isogénicas
contrastantes para a presenca do alelo 7y-/. O marcador SSR-47 por apresentar
polimorfismo, foi o Unico utilizado nas demais etapas do trabalho. Detectada
preliminarmente a associacao entre o marcador SSR-47 e o alelo 7y-1, testou-se
sua eficiéncia na selecdo de genotipos avancados de tomateiro. Para confirmar a
eficiéncia da selegdo foi realizada avaliagdo fenotipica das plantas com padrdes
contrastantes de bandas para SSR-47 quanto a resisténcia a begomovirus. Todas as
plantas com banda de 191 pb apenas foram consideradas resistentes ao
begomovirus pelo teste de inoculag@o por enxertia, e todas as com banda de 180
pb apenas foram suscetiveis; plantas com as 2 bandas também se apresentaram
como resistentes. A infeccdo do begomovirus, induzida via enxertia, manifestou,
nos genoétipos testados, sintomas condizentes com os resultados obtidos com o
marcador molecular SSR-47. A distdncia maxima estimada entre o gene de
resisténcia a begomovirus 7y-/ ¢ o marcador SSR-47 foi de 2,7 cM, sendo este
marcador considerado eficiente em caracterizar genotipos portadores do alelo
Ty-1.

Palavras-chave: = Begomovirus.  Mosca-branca.  Resisténcia. = Marcador
microssatélite.



ABSTRACT

The tomato crop is plagued by many pests and diseases. Whiteflies
(Bemisia spp.) are considered a major tomato pest because of their action as a vector
of geminivirus diseases. Geminivirus diseases caused by species of the genus
Begomovirus are of major economic significance. Resistant cultivars are the most
promissing means of disease control, but few resistance sources have been deployed
in the development of begomovirus resistant cultivars. The most widely deployed
resistance source available in commercial hybrids is the resistance allele 7y-1. The
objective of this work was to associate a microsatellite marker to the 7y-/ allele, and
to verify its efficiency in the selection of begomovirus resistant lines. The
microsatellite markers SSR-47 and SSR-48 were initially tested in isogenic lines
with constrasting genotypes for the presence of the Ty-1 allele. The SSR-47 was
polymorphic, and was the only marker used subsequently. The association between
SSR-47 and the 7y-1 allele was further tested in the selection of advanced tomato
genotypes. In order to test the efficiency of the selection, plants with contrasting
band patterns were tested for their reaction to begomovirus. All plants with a single
191 bp band were found to be begomovirus resistant following a graft inoculation
with the virus, and all plants with a single 180 bp band were found to be susceptible.
Plantas with both bands were also rated as resistant. Reaction of plants to
begomovirus infection was consistant with the results expected from selection with
the SSR-47 marker. The maximum estimated distance between the begomivirus
resistant allele 7y-/ and the SSR-47 marker was 2,7 ¢cM, and the marker was
therefore considered efficient as a tool for selection for begomovirus resistance.

Keywords: Begomovirus. Whitefly. Resistance. Microsatellite marker.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A cultura do tomateiro ¢ atacada por intimeras pragas e doencas, cujo
controle quimico representa cerca de 30% do custo total da producdo (EMPRESA
BRASILEIRA EM AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2009). Em relagio as
pragas, a mosca-branca (Bemisia spp.) vem sendo considerada uma das mais
importantes pragas da cultura, ndo somente pelo dano direto causado pelo inseto,
mas pelo fato de ser vetor de geminiviroses (EMBRAPA, 2009). Entre as
geminiviroses, as causadas por espécies do género Begomovirus estdo entre as de
maior importancia econdmica, devido a sua alta incidéncia e severidade em areas
tropicais e subtropicais do mundo.

No Brasil, o primeiro relato de geminivirus infectando tomateiro foi
feito por Costa, Oliveira e Silva (1977), que estudaram a transmissd@o do mosaico
dourado pela mosca-branca (B. fabaci), que era uma das seis viroses do
tomateiro reconhecidas presentemente na época. Hoje, a crescente incidéncia de
geminivirus esta associada a introdu¢do de uma nova espécie/biotipo do inseto
vetor, espécie B. argentifolii, também conhecida de B. tabaci = bidtipo B ou
chamada comumente de “mosca-branca da folha prateada” (EMBRAPA, 2009), e
da ocorréncia de plantas daninhas hospedeiras de vetores e do virus
(AMBROZEVICIUS, 2000).

O biotipo B se disseminou rapidamente por todas as regides quentes e secas
do Brasil, incluindo as principais regides produtoras de tomate. Simultaneamente
sintomas tipicos de infeccdo por begomovirus em tomateiros foram relatados no
Distrito Federal, Tridngulo Mineiro, Sdo Paulo, Rio de Janeiro e na regido Nordeste
(LIMA et al., 2001). A caracterizagdo preliminar das espécies de begomovirus

associadas a alguns desses relatos, levaram a descricdo de cinco novas espécies:
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Tomato rugose mosaic virus (ToORMV) (FERNANDES et al.,, 2006), Tomato
chlorotic mottle virus (ToCMoV) (RIBEIRO et al., 2007), Tomato yellow spot virus
(ToYSV) (CALEGARIO et al,. 2007), Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV)
e Tomato severe rugose virus (ToOSRV) (FERNANDES et al., 2008). Além dessas
espécies, pelo menos doze espécies provisorias, ainda ndo totalmente caracterizadas,
foram descritas (FAUQUET et al., 2008).

Em campo a disseminacdo do virus ¢ controlada por meio do controle
quimico da mosca-branca, entretanto esse procedimento ndo € totalmente eficaz, em
fungdo do aparecimento de populagdes resistentes (GERLING, 1990) e pelo fato da
doenga ser diagnosticada em estadios avangados, na maioria das vezes (EMBRAPA,
2009). Um dos métodos mais promissores para o controle da doenga ¢ o uso de
cultivares resistentes (MATOS et al., 2003), entretanto, poucas fontes de resisténcia
vendo sendo utilizadas no desenvolvimento de cultivares comerciais, e dessas as
mais promissoras possuem o alelo 7y-/, proveniente do acesso selvagem Solanum
chilense (GIORDANO et al., 2005; MARUTHI et al., 2003; SANTANA et al.,
2001).

O alelo que confere resisténcia a begomovirus (7y-1), foi mapeado por
Zamir et al., (1994) no cromossomo 6 proximo a regido do centrdmero,
intimamente ligado (< 1 cM) ao alelo Mi que confere resisténcia a nematdides de
galhas (Meloidogyne spp.), porém em fase de repulsdo. Portanto, linhagens cuja
resisténcia a begomovirus é conferida pelo alelo 7y-/ sdo presumivelmente
suscetiveis a nematoides (Mi").

As poucas cultivares hoje disponiveis no mercado foram obtidas por meio
do melhoramento convencional. Para isso, foram realizados varios cruzamentos e
posterior fenotipagem dos individuos obtidos por meio de inoculagdes, normalmente
em casa-de-vegetacdo ou em campo infestado, sendo por isso um trabalho laborioso
¢ na maioria das vezes de pouca eficiéncia, devido as possibilidades de escapes, o

que pode ser em parte, a possivel explicagdo do elevado nivel de incidéncia de
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plantas com sintomas da doenga nos plantios realizados com tais cultivares (EL
MEHRACH et al., 2009).

Atualmente a identificacdo de marcadores moleculares ligados a alelos de
resisténcia a doengas ¢ um dos principais objetivos dos programas de melhoramento
em andamento no mundo para a cultura do tomateiro (BARONE, 2009). Destas
doengas, as de natureza virdticas sdo as principais devido a dificuldade de
fenotipagem e selecdo dos individuos desejados (EL MEHRACH et al., 2009;
MENEZES et al., 2004).

Varios s@o os tipos de marcadores moleculares associados a alelos de
resisténcia a doenca. Entre eles destacam-se os microssatélites que possuem
heranga codominante (RITSCHEL et al., 2002). Mais de 40 alelos que
conferem resisténcia a algumas das principais doengas do tomateiro estao
associados a marcadores moleculares e estdo disponiveis na literatura
(BARONE, 2009). Mais de 600 primers de microssatélite ja foram descritos para
o tomateiro (embora sua maioria ainda ndo mapeados), apresentando por isso um
grande potencial de serem utilizados como candidatos a marcadores associados a
genes que contém alelos de resisténcia a doenca. Informacgdes sobre esses
marcadores estdo disponiveis na internet na pagina do Sol Genomics Network
(2010).

O objetivo do presente trabalho foi o de associar um marcador de
microssatélite ao alelo Ty-/ que confere resisténcia ao begomovirus em tomate,

e comprovar sua eficiéncia na sele¢do de linhagens resistentes ao virus.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Origem e importéncia econémica do tomateiro

O tomate (Solanum lycopersicum, sin. Lycopersicon esculentum) ¢ uma
hortalica origindria da parte ocidental da América do Sul, que foi levada
para a América Central por indios pré-historicos e para outras partes do
mundo por viajantes europeus, no século XV. O centro de origem primario
do tomateiro é um territorio limitado ao norte pelo Equador, ao sul pelo
Chile, ao oeste pelo Oceano Pacifico e a leste pela Cordilheira dos Andes.
No periodo anterior a colonizagdo espanhola foi levado para o México onde
foi cultivado e melhorado. Foi introduzido na Europa através da Espanha,
onde inicialmente foi usado como planta ornamental, por ser considerado
toxico para ser usado na alimentagao. Foi classificado por Lineu no género
Solanum. Em 1788 Miller designou de Solanum Ilycopersicum o tomate
cultivado, espécie cosmopolita que se originou da espécie andina S.
lycopersicum var. cerasiforme, que produz frutos do tipo cereja e de S.
pimpinellifolium o tomate selvagem (MELO; RIBEIRO, 1990).

Atualmente, o tomate € cultivado em praticamente todas as regides
geograficas do Brasil, e ¢ a segunda hortaliga em importancia econémica,
plantado sob diferentes sistemas de cultivo e diferentes niveis de manejo
cultural, podendo seus frutos ser consumidos na forma in natura ou entao
industrializados. No ano de 2008, foram cultivados no Brasil cerca de 62,2 mil
hectares de tomate, com uma produgdo média anual estimada em aproximadamente
3,9 milhGes de toneladas e um rendimento médio de 63,4 t/ha (FAOSTAT, 2010).
Atualmente a regido Centro-Oeste é a maior produtora de tomate para a industria.
Por outro lado, a regido Sudeste ainda continua sendo a maior produtora de tomate

para consumo in natura, sendo os estados de Sdo Paulo e Minas Gerais os maiores
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produtores (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA -
IBGE, 2009). Nessas regides, a importancia da cultura do tomate ¢ crescente, pois
além do aspecto econdmico, o cultivo do tomateiro ¢ uma atividade de grande
importancia social como fonte geradora de empregos tanto na area rural como na
urbana.

O maior produtor mundial de tomate ¢ a China (26,08%), seguida pelos
EUA (9,69%), Turquia (8,47%), india (7,91%), Italia (4,60%), Ird (3,90%) e
Egito (3,20%). O Brasil ¢ o oitavo maior produtor mundial (3,03%), e o sexto
em produtividade, com rendimento médio de 63,4 t/ha (FAOSTAT, 2010).

Apesar de o tomateiro ser uma das mais importantes hortalicas
cultivadas no mundo (PERALTA; KNAPP; SPOONER, 2005), ¢ uma planta que
apresenta varios problemas fitossanitdrios (SUINAGA et al., 2003). Entre as
doencgas, as de natureza virotica sdo as mais danosas em decorréncia dos
estragos que podem causar ¢ da dificuldade na diagnose e controle. Por
essas particularidades, as doencas virdticas, especialmente as
geminiviroses, representam um dos problemas mais dificeis de serem
afrontados pelos produtores, devido ao fato do controle utilizando praticas
agricolas convencionais freqiientemente ndo ser eficiente no controle

dessas doengas.

2.2 Doengas viréticas e geminivirus

Dos agentes fitopatogénicos, os virus ocupam um lugar a parte, pois
sdo parasitas intracelulares obrigatorios, com capacidade de multiplicar-se
somente em células vivas de organismos superiores. Para garantir a propria
multiplicagdo utilizam o metabolismo das células do hospedeiro. Os virus
sdo constituidos por uma populacdo de individuos semelhantes na forma,

nas dimensdes, na estrutura e na composicdo quimica (COLARICCIO,
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2009). Uma vez estabelecido no interior da célula hospedeira de uma
planta suscetivel, a recuperagdo da mesma ¢é praticamente impossivel.

No Brasil ja foram identificadas diferentes viroses limitantes para a
cultura do tomate, principalmente as espécies de virus pertencentes aos
géneros Tospovirus, Begomovirus, Tobamovirus e Potyvirus, que podem
ocorrer isoladamente ou em infecgdes mistas, que podem suceder-se na
cultura a cada ano, causando por isso, graves epidemias.

Para algumas dessas viroses o uso de medidas de controle
convencionais, tais como rotacdo de culturas, detec¢do inicial, destruicdo
de plantas infectadas e controle quimico dos vetores, constitui-se na
principal medida para amenizar as perdas ocasionadas pelas infecgdes
virais. No caso do vira-cabe¢a do tomateiro (TSWYV), causado por virus do
género Tospovirus, ¢ das doengas causadas por virus do género
Begomovirus, tais medidas ndo tém sido eficientes (EMBRAPA, 2009).
Isso se deve ao seu imenso circulo de hospedeiros, especificidade e
eficiéncia dos vetores na transmissdo do virus, e uso de cultivares
suscetiveis. Tal situacdo faz com que a resisténcia genética associada as
praticas comuns de prevenc¢do de virus se mostre como a Unica estratégia
viavel no controle dessas doengas no tomate, tanto para o caso do segmento
in natura como para o processamento, pois em ambos os casos os vetores
estdo presentes em altas populagdes no campo durante todo o ano.

A primeira descricdo de geminivirus no Brasil foi a do causador do
mosaico dourado do tomateiro, Tomato golden mosaic virus (TGMV),
transmitido pela mosca-branca, e ocorreu em 1974. Recentemente, novos
isolados, causando sintomas mais severos do que o TGMV foram descritos
na regido de S@o Joaquim de Bicas, Minas Gerais; inicialmente denominado
TGV-[Bi2], apds caracterizacdo molecular constituiu uma nova espécie de

begomovirus, denominada Tomato yellow spot virus (ToYSV) (CALEGARIO et
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al., 2007). Também foram identificados as espécies Tomato rugose mosaic
virus (ToORMV) (FERNANDES et al.,, 2006), Tomato chlorotic mottle virus
(ToCMoV) (RIBEIRO et al., 2007), Tomato yellow vein streak virus
(ToYVSYV), Tomato severe rugose virus (ToSRV) (FERNANDES et al., 2008).

O alto grau de severidade dessas doengas, a relativa inexisténcia de
fontes de resisténcia genética na espécie cultivada de tomateiro, a ampla
gama de hospedeiros (incluindo plantas daninhas e silvestres) e a
disponibilidade de poucas informagdes referente as espécies encontradas no
pais, t€ém contribuido para que as doengas provocadas por geminivirus
sejam consideradas as principais doengas virdticas do tomateiro

(COLARICCIO, 2009).

2.3 Aspectos gerais dos geminivirus

A familia Geminiviridae ¢ caracterizada por possuir material
genético composto por DNA de fitas simples (ssDNA), circular,
encapsidado por uma unica proteina estrutural que confere a particula uma
morfologia icosaédrica geminada. A familia ¢ composta pelos géneros
Mastrevirus, Curtovirus, Topocuvirus e Begomovirus, definidos com base
no tipo de inseto vetor, gama de hospedeiros e organizagdo gendmica
(STANLEY et al., 2005).

As espécies incluidas no género Begomovirus apresentam de um a
dois componentes gendmicos e sdo transmitidas por moscas-brancas
(Bemisia spp.) para espécies dicotiledoneas. Atualmente ¢ considerado
como o género mais importante, devido aos prejuizos provocados nas
espécies cultivadas de grande importancia econdomica em todo o mundo
(SAWANGIIT et al., 2005). Nas espécies com genoma bipartido, a

organizacdo gendmica ¢ feita em dois componentes denominados de
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genoma A ¢ B, contendo cerca de seis genes. Cada componente de
aproximadamente 2,6 kb ¢ encapsidado separadamente em particulas
geminadas, sendo necessarias as duas particulas para que ocorra a infecgao.
Os componentes, designados DNA A e DNA B, sdo similares no tamanho,
mas diferem na homologia de seqiiéncia, exceto por uma Regido Comum
(RC) de 200 a 250 pb, que ¢é quase idéntica nos dois componentes
(PILARTZ; JESKE, 2003). Os componentes de um mesmo virus
apresentam homologia >95% na regido comum, porém esta regido ndo ¢
conservada entre componentes de diferentes virus, sendo por isso utilizada
em estudos filogenéticos. Na RC encontram-se sinais para reconhecimento
de processos comuns a ambos os genomas (replicacdo, iniciagdo de

transcrigdo e encapsidacdo) (PILARTZ; JESKE, 2003).

2.4 Mosca-branca

Tem sido crescente e notério a ocorréncia de moscas-brancas na
cultura do tomateiro, preocupando produtores e pesquisadores devido aos
prejuizos causados pelas viroses por elas transmitidas. Sua distribuicao esta
relacionada a expansdo da monocultura, as condigdes de sistemas agricolas
modernos, aumento da utilizagdo de agrotoxicos e sua adaptacdo em diversos
tipos de hospedeiros (BROWN; FROHLICH; ROSELL, 1995).

Em tomateiro, os danos provocados pela mosca-branca, variam
conforme a espécie. Além dos sintomas indiretos provocados pelo ataque
de viroses, o ato de sugar as plantas para obtencdo da seiva leva ao
aparecimento de sintomas externos, caracterizados pelo amadurecimento
irregular dos frutos, e internos, onde os frutos apresentam-se
esbranquicados com aspecto esponjoso ou isoporizados, depreciando a

qualidade do fruto e, conseqiientemente, o rendimento da cultura.
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Entretanto, o dano mais sério causado pelo inseto € por ser vetor de varias
viroses com sintomatologia variada (OLIVEIRA, 2001).

A associacdo da transmissdo de doengas virdticas com mosca-
branca foi feita primeiramente no feijdo e em seguida no tomateiro na
década de 1970 (COSTA; OLIVEIRA; SILVA, 1977). A partir dai o aumento
populacional de B. tabaci foi determinante para a disseminagdo do TGMV
no feijdo, mas ndo no mesmo nivel do que na cultura do tomate
(OLIVEIRA; HENNEBERRY; ANDERSON, 2001).

Mais de uma década se passou sem que fosse relatada a presenca de
geminivirus em tomate. Porém em 1994, no Distrito Federal, foi relatada a
ocorréncia de uma nova espécie de geminivirus, que rapidamente se
disseminou por toda a regido causando perdas de 40 a 100% no ano
seguinte (BEZERRA et al.,, 1996). Esse reaparecimento ocorreu apos
relatos da nova espécie de mosca-branca (B. argentifolii = B. tabaci/
bidtipo B) associada a tomateiros. O biotipo B diferencia-se dos demais por
apresentar maior fecundidade, maior nimero de hospedeiros, resisténcia a varios
inseticidas e capacidade de induzir anomalias fisioldgicas as plantas, tais como,
o prateamento-das-folhas de cucurbitaceas e o amadurecimento irregular de
frutos do tomateiro, que sdo anomalias causadas por nenhum outro biétipo. Com
a expansdo de culturas como a soja e o feijdo, as moscas-brancas ¢ a
ocorréncia de geminivirus se espalharam para outras regidoes onde também
se cultiva o tomateiro, como S3o Paulo, Minas Gerais, Goias e regides do

Nordeste e Norte (COLARICCIO et al., 2003; COLARICCIO, 2009).

2.5 Fontes de resisténcia genética a geminivirus

O controle das doencas viroticas estd associado a um conjunto de

medidas preventivas, que na maioria das vezes ndo sdo eficientes. No caso
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especifico de geminivirus, as medidas mais eficientes estdo na erradicacdo
dos insetos vetores ou ainda na utilizagdo da resisténcia genética, para
tornar as plantas resistentes ao virus, impedindo ou dificultando que a
doenca se instale (MARUTHI et al., 2003; COLARICCIO, 2009).

Os trabalhos desenvolvidos para selecionar fontes de resisténcia a
geminivirus em outros paises, tém usado isolados de “Tomato yellow leaf
curl virus” (TYLCV) de genoma monopartido durante o processo de
selecdo (ACCOTTO et al., 2000). Gendtipos selecionados como resistentes
ao TYLCV monoparido t€ém apresentado niveis satisfatorios de resisténcia
aos isolados de geminivirus com genoma bipartido do Brasil (MATOS et
al., 2003) e esses tém sido utilizados como fonte de resisténcia genética a
geminivirus em condigdes brasileiras.

Alto nivel de resisténcia ao TYLCV foi encontrado em S. chilense
(SANTANA et al., 2001), sendo a resisténcia condicionada pelo alelo Ty-1,
com dominancia parcial (GOMEZ et al., 2004). Algumas linhagens foram
desenvolvidas, e atualmente, muitos eventos de introgressdo génica do
alelo Ty-1 em cultivares comerciais vém sendo realizados em todo mundo
(GOMEZ et al., 2004). Uma vez que genotipos selecionados com esse alelo
tém apresentado niveis satisfatorios de resisténcia ao isolado de
geminivirus com genoma bipartido do Brasil e monopartido de outros
paises, o alelo Ty-I tem sido a fonte de resisténcia genética mais
promissora (EL MEHRACH et al., 2009; GOMEZ et al., 2004; MATOS et
al., 2003).

Pesquisas tém demonstrado que o alelo 7y-/ interfere na proteina
viral responsavel pela circulagdo do virus (movimento célula-a-célula),
diminuindo assim o acumulo do virus na planta e conseqiientemente o
transporte a longa distdncia (LATERROT, 1995). Apesar desse potencial, a

resisténcia derivada de S. chilense é ainda pouco explorada em decorréncia
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principalmente das dificuldades nas avaliagdes e selegcdes fenotipicas (EL
MEHRACH et al., 2009; GOMEZ et al., 2004).

A identificagdo de marcadores moleculares associados a alelos de
resisténcia a geminivirus pode contribuir para estabelecer melhores
estratégias de melhoramento e selecdo de gendtipos resistentes, visto que a
sintomatologia na maioria das vezes ¢ um parametro insuficiente para

diferenciar os genotipos desejaveis.

2.6 Métodos de avaliacao de resisténcia a begomovirus

Atualmente, diversos métodos sdo utilizados na avaliagdo de resisténcia
a begomovirus, incluindo métodos tradicionais e técnicas biotecnologicas. Para a
avaliacdo da resisténcia/suscetibilidade as plantas s3o inoculadas com o virus.
Viarios sdo os métodos de inoculagdo de viroses em geral, entre eles a mecanica,
onde folhas jovens de tomateiro infectadas sdo trituradas em almofariz na
presenca de tampao de fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,5 acrescido de Na,SO; a
0,1%, na propor¢do 1:2 (p/v). O extrato obtido ¢é friccionado com gaze na
superficie adaxial das folhas polvilhadas com carborundum. Apos a inoculagdo,
as folhas sdo lavadas com agua corrente e as plantas mantidas em casa de
vegetacdo. No entanto, a infec¢do sistémica de begomovirus em tomateiro por
inocula¢do mecanica ¢ esporadica, ndo sendo um método confiavel para selegio
de plantas resistentes (SANTOS et al., 2004).

Os insetos vetores também podem ser empregados na transmissdo de
begomovirus. Moscas-brancas, em grupos de 15 a 25 insetos, provenientes de
colonias aviruliferas, sdo submetidas a um periodo de acesso de aquisi¢do do
virus de 72 h em tomateiro infectado, sendo, em seguida, confinadas as mudas
sadias em gaiolas revestidas com telas contra insetos. As moscas-brancas sdo

mantidas nas plantas por um periodo de acesso de inocula¢do de 48 h apos o
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qual, as plantas sdo pulverizadas com inseticida sist€émico e transferidas para
casa de vegetacdo. (SANTOS et al., 2004).

Para a transmiss@o por enxertia, brotagdes ou se¢des de ramos novos de
tomateiros infectados sdo enxertadas em tomateiros sadios, no estadio de quarta
folha verdadeira. As avaliagdes para suscetibilidade/resisténcia em ambos os
métodos de inoculagdo ¢ feita levando-se em consideracdo os sintomas nas
brotagdes novas, empregando-se uma escala de notas de 1 a 5, adaptada de
Lourencdo et al., (2004), em que: 1= auséncia de sintomas; 2= maioria das
folhas com sintomas brandos - como leve mosaico e leve rugosidade; 3=
algumas folhas com rugose nitida, e sintomas variando de clorose, em até 50%
da area foliar, a leves deformagdes nas folhas; 4= maioria das folhas com
rugosidade severa, clorose acima de 50% da area foliar e folhas deformadas; 5=
folhas com rugosidade severa, enrolamento das folhas, encarquilhamento,
clorose ¢ deformagdes severas.

As técnicas moleculares mais utilizadas na deteccao ¢ identificagdo de
geminivirus em plantas tém sido a reagdo em cadeia da polimerase (‘polymerase
chain reaction’ - PCR) ¢ a hibridizagdo de acidos nucléicos. Esta ultima técnica
utiliza uma sonda de DNA, que ¢ uma sec¢do de DNA de fita simples que possui
uma seqiiéncia homdloga a uma porgao especifica do genoma de um virus. Em
condi¢des apropriadas, a sonda pode hibridizar com a seqiiéncia homoéloga do
acido nucléico alvo e a presenca do hibrido pode ser detectada através da
incorporacao de um marcador molecular na sonda.

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) baseia-se na amplificacdo
enzimdtica de um fragmento do 4cido nucleico, especifico para o patdégeno que
se quer determinar, por um grande numero de vezes. A deteccdo ¢ feita
eletroforeticamente ou por outros meios. Teoricamente, quantidades muito
pequenas do patoégeno sdo suficientes para o inicio da reagdo, conferindo ao teste

uma sensibilidade muito grande.
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2.7 Marcadores moleculares

Por identificarem indiretamente o genotipo desejado, marcadores
moleculares ligados a alelos de importincia agrondmica cujos fenotipos
sejam de dificil avaliagdo, permitem acelerar o processo de selegdo
(MORGANTE; HANAFEY; POWELL, 2002). Isto porque, além de
possibilitarem a reducdo das operagdes relacionadas a fenotipagem e
manutencdo de isolados em hospedeiros vivos no caso de parasitas
obrigatorios como os virus, esses nido sdo influenciados por condigdes
ambientais, como pode ocorrer com a fenotipagem feita de maneira
convencional.

De fato a selegdo assistida por marcadores (SAM) tornou-se uma
ferramenta bastante utilizada na sele¢do indireta de gendtipos desejados no
tomateiro, especialmente para sele¢do de alelos de resisténcia a doengas.
Até agora mais de 40 alelos que conferem resisténcia a algumas das
principais doengas do tomateiro estdo associados a marcadores moleculares
e estdo disponiveis na literatura (BARONE, 2009).

Independentemente do tipo de marcador utilizado na selegdo,
marcadores proximamente associados ao(s) alelo(s) de resisténcia de interesse
podem ajudar a acelerar o programa de melhoramento, por permitir acompanhar
ao longo das geracdes de selegdo esse alelo, sem que seja necessaria na maioria
das vezes, a avaliagdo fenotipica convencional em cada geragao.

Entre os marcadores mais utilizados e conhecidos, estdo os SSR (Single
Sequence Repeats) ou Microssatélites, que sdo baseados em PCR com primers
de regides conhecidas. Os microssatélites consistem em repetigoes de sequéncias
geralmente de dois a seis nucleotideos, ocupando uma extensao de até 100 pares
de bases. Essas sequéncias sdo distribuidas em todo o genoma e sdo flanqueadas

por sequéncias altamente conservadas. O polimorfismo ¢ criado de acordo com o
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numero de vezes em que essas bases se repetem no genoma e o resultado pode
ser visualizado em gel de poliacrilamida ou géis de agarose mais concentrados.
E um tipo de marcador codominante, e tem as vantagens de ser rapido e permitir
que se faca a analise de um grande niumero de primers por amostra em géis
multiplex (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Muitos autores citam como a maior limitacdo do uso de marcadores
microssatélites a montagem ou desenvolvimento dos primers, pois para isso
depende que se conhecam sequéncias flanqueando bases repetidas (BRONDANI
et al., 2003; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Suplantada essa
dificuldade, marcadores microssatélites passam a ser um dos mais promissores
tipos de marcadores moleculares, tanto que sdo dos mais utilizados (NUNOME
et al., 2003).

Existem hoje disponiveis mais de 600 primers para marcadores
microssatélite disponibilizados, que foram desenvolvidos com base em
informagdes do genoma do tomate pela Universidade de Cornell, que podem ser
utilizados para as mais diversas finalidades em estudos genéticos do tomateiro e
espécies relacionadas, podendo inclusive serem utilizados como possiveis

marcadores de alelos de resisténcia a doengas.
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3 CONSIDERAGCOES GERAIS

As geminiviroses causadas por espécies do género Begomovirus estio
entre as doencas de maior importancia econdmica para o tomateiro, devido a sua
alta incidéncia e severidade em dareas tropicais e subtropicais do mundo,
representando um dos problemas mais dificeis de serem afrontados pelos
produtores. O controle das geminiviroses esta associado a um conjunto de
medidas preventivas, que na maioria das vezes ndo sdo eficientes. Um dos
métodos mais promissores para o controle da doenga ¢ o uso de cultivares
resistentes. Trabalhos desenvolvidos para selecionar fontes de resisténcia a
geminivirus t€m utilizado o alelo 7y-/, que tem sido a fonte de resisténcia
genética mais comumente empregada. As poucas cultivares de tomate hoje
disponiveis no mercado foram obtidas por meio do melhoramento convencional.
Para isso, sdo realizados varios cruzamentos e posterior fenotipagem dos individuos
quanto a resisténcia, sendo por isso um trabalho laborioso e na maioria das vezes de
pouca eficiéncia, devido as possibilidades de escapes. Assim, a identificacdo de
marcadores moleculares associados a alelos de resisténcia a geminivirus
pode contribuir para estabelecer melhores estratégias de melhoramento e

selecdo de genodtipos resistentes.
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begomovirus em tomate.

Danilo Gustavo Nogueira’, Wilson Roberto Maluf”, Douglas Willian
Nogueira(l), Gabriel Mascarenhas Maciel”, Luciano Vilela Paiva® e Antonia
dos Reis Figueira?

Universidade Federal de Lavras (UFLA), Departamento de Biologia, Caixa
Postal 3.037, CEP 37.200-000. Lavras, MG. E-mail:
asp.nogueira@yahoo.com.br, douglagen@yahoo.com.br ®UFLA, Departamento
de Agricultura. E-mail: wrmaluf(@dag.ufla.br,
gabrielmascarenhasmaciel@yahoo.com.br ~ ®(UFLA),  Departamento  de
Quimica. E-mail: luciano@ufla.br ”(UFLA), Departamento de Fitopatologia. E-
mail: antonia@ufla.br

Resumo - O objetivo do trabalho foi associar marcador microssatélite ao alelo
Ty-1 que confere resisténcia a begomovirus em tomate, ¢ comprovar sua
eficiéncia na sele¢do de linhagens resistentes ao virus. Os marcadores SSR-47 e
SSR-48 foram testados em linhagens isogénicas contrastantes para a presenga do
alelo Ty-1 (LA-3473, LA-3474, LA-3475). O marcador SSR-47 por apresentar
polimorfismo, foi o Unico utilizado nas demais etapas do trabalho. Detectada
preliminarmente a associag@o entre o marcador SSR-47 e o alelo 7y-1, testou-se
sua eficiéncia na selecdo de genotipos avancados de tomateiro. Para confirmar a
eficiéncia da selecdo foi realizada avaliacdo fenotipica das plantas com padrdes
contrastantes de bandas para SSR-47 quanto a resisténcia a begomovirus. Todas as
plantas com banda de 191 pb apenas foram resistentes ao begomovirus pelo teste
de inoculagdo por enxertia, ¢ todas com banda de 180 pb apenas foram
suscetiveis; plantas com as 2 bandas também se apresentaram como resistentes.
A distdncia maxima entre o gene de resisténcia a begomovirus 7y-/ e o
marcador SSR-47 foi de 2,7 cM, sendo este eficiente em caracterizar gendtipos
portadores do alelo 7y-I1. A infeccdo do begomovirus, induzida via enxertia,
manifestou, nos gendtipos testados, sintomas condizentes com os resultados
obtidos com o marcador molecular SSR-47.

Termos para indexacdo: Lycopersicon esculentum, Solanum lycopersicum,
geminivirus, resistentes.
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Microsatellite marker associated with the Ty-1 allele for resistance to

begomovirus in tomatoes.

Abstract - The objective of this work was to associate a microsatellite marker
with the Ty-1 allele that controls resistance to begomovirus in tomatoes, and to
assess its eficiency in the selection of virus-resistant lines. Microsatellite
markers SSR-47 and SSR-48 were tested in near isogenic tomato lines (LA-
3473, LA-3474, LA-3475) with contrasting genotypes with reference to the Ty-1
allele. SSR-47 was polymorphic and was subsequently used in the next phases
of research. An association between the SSR-47 marker and the 7y-1 locus was
detected, and its efficiency for selection of begomovirus resistant genotypes in
tomato was assessed. Plants with contrasting banding patterns for the SSR-47
marker was tested for their reaction to begomovirus. All plants with a single
191 bp band were resistant to begomovirus, as inoculated via grafting. Plants
with a single 180 bp band were susceptible, and plants with both 191bp and 180
bp bands were resistant. The maximum distance between Ty-/ and the SSR-47
marker was 2,7 cM, and the marker was therefore efficient to identify genotypes
bearing the Ty-1 allele. Plant responses to graft inoculation of begomovirus were
consistant with reactions predicted with the use of the SSR-47 marker.

Index terms: Lycopersicon esculentum, Solanum lycopersicum, geminivirus,
resistant
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Introducéo

As doengas conhecidas como geminiviroses causam perdas
significativas na cultura do tomateiro, nas principais regides do mundo onde essa
solanacea ¢ cultivada (Faria et al., 2000; Moriones & Navas Castillo, 2000).
Entre os geminivirus (familia Geminiviridae), o género Begomovirus, que
infecta o tomate (Solanum Ilycopersicum, sin. Lycopersicon esculentum) é
transmitido pelas moscas-brancas do género Bemisia. Os begomovirus podem
apresentar genoma bipartido ou monopartido. No Brasil, diversos surtos de
geminiviroses foram observados em tomateiro, principalmente, apo6s a
introdu¢do do bidtipo B do vetor Bemisia tabaci (= Bemisia argentifolii) e, hoje,
além de cinco espécies reconhecidas, outras doze espécies “provisdrias” de
begomovirus foram identificadas infectando essa cultura (Castillo-Urquiza et al.,
2008; Fauquet et al., 2008). Os principais sintomas causados sdo enrolamento da
folha, epinastia, mosaico-dourado, rugoses, cloroses nervais, cloroses
internervais, mosqueado ¢ atrofia que resultam em redugdo da floragdo,
paralisag@o no crescimento e conseqiiente perda na producdo, principalmente se
a infecgao das plantas ocorrer nos estadios iniciais de desenvolvimento (Zhou et
al., 2008).

Em campo, a disseminagdo do virus é em geral controlada por meio do
controle quimico da mosca-branca, entretanto esse procedimento nio ¢é
totalmente eficaz, em fung¢do do aparecimento de populacdes resistentes a
inseticidas (Gerling, 1990) e pelo fato da doenca ser diagnosticada em estadios
avancgados, na maioria das vezes (Embrapa, 2009). Um dos métodos mais
promissores para o controle da doenga € o uso de cultivares resistentes (Matos et
al., 2003). Poucas fontes de resisténcia a geminivirus vem sendo utilizadas no
desenvolvimento de cultivares comerciais e, dessas a mais comum ¢ a conferida

pelo alelo Ty-1, proveniente da espécie selvagem S. chilense (Maruthi et al.,
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2003; Santana et al., 2001). Na Europa, acessos tolerantes a begomovirus com
genoma monopartido foram também tolerantes a alguns isolados com genoma
bipartido (Matos et al., 2003; Santana et al., 2001), em funcdo da introgressao do
alelo Ty-1. Estudos recentes, realizados no Brasil, mostraram que o loco 7y-1
confere reacdo de tolerancia a distintas espécies de Begomovirus bipartidos
(Boiteux et al., 2007).

As poucas cultivares resistentes hoje disponiveis no mercado foram
obtidas através do melhoramento genético convencional. Para isso, sdo em geral
realizados varios cruzamentos e posterior fenotipagem dos individuos obtidos
por meio de inoculagdes. Diante dessas dificuldades em fenotipar e selecionar os
individuos desejados, principalmente para resisténcia as doencas de natureza
virética (El Mehrach et al., 2009; Menezes, 2004), a identificacdo de marcadores
moleculares ligados a alelos de resisténcia ¢ um dos principais objetivos dos
programas de melhoramento em andamento no mundo para a cultura do
tomateiro (Barone, 2009). A identificacdo de alelos de resisténcia a
geminivirus associados a marcadores moleculares pode contribuir para
estabelecer melhores estratégias de melhoramento e selecdo de gendtipos
resistentes.

Varios sdo os tipos de marcadores moleculares associados a genes de
resisténcia a doengas, entre eles destacam-se os microssatélites que possuem
heranga codominante (Ritschel et al., 2002). Mais de 40 alelos que conferem
resisténcia a algumas das principais doengas do tomateiro estdo associados
a marcadores moleculares e estdo disponiveis na literatura (Barone, 2009).
Mais de 600 primers de microssatélite ja foram descritos para o tomateiro
(embora ndao mapeados, em sua maioria), apresentando por isso um grande
potencial de serem utilizados como candidatos a marcadores associados a genes
que contém alelos de resisténcia a doengas. Informagdes sobre esses marcadores

estdo disponiveis na internet na pagina do Sol Genomics Network (2010).
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O alelo Ty-1 que confere resisténcia a begomovirus foi mapeado por
Zamir et al., (1994) no cromossomo 6 proximo a regido do centrdmero,
intimamente ligado (< 1 cM) ao alelo Mi que confere resisténcia a nematdides de
galhas (Meloidogyne spp.), porém em fase de repulsdo. Portanto, linhagens cuja
resisténcia a begomovirus é conferida pelo alelo 7y-/ sdo presumivelmente
suscetiveis a nematoides (Mi").

O comprimento total do genoma do tomate foi estimado em
aproximadamente 1275 ¢cM (Livingstone et al., 1999) e, mais recentemente em
1356 cM (Zhang et al., 2002). Admitindo-se mais de 600 pares de primers de
microssatélite aleatoriamente distribuidos ao longo do genoma do tomateiro (Sol
Genomics Network, 2010), ter-se-ia uma distancia média entre esses marcadores
estimada em aproximadamente 2,1 cM. Com base nesses nimeros, existe uma
grande possibilidade de se encontrar marcadores microssatélites no cromossomo
6, associados ao alelo Ty-1, principalmente porque trabalhos tém demonstrado
que boa parte dos marcadores microssatélites estdo associados a regido
centromérica do genoma do tomateiro, na qual Ty-/ estd localizado
(Areshchenkova & Ganal, 2002).

Este trabalho foi realizado com os objetivos de associar marcador de
microssatélite ao alelo 7y-1 que confere resisténcia a begomovirus em tomate, e

comprovar sua eficiéncia na sele¢do de linhagens resistentes ao virus.
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Material e Métodos

Escolha preliminar de possiveis marcadores associados ao gene Ty-1

Entre os mais de 600 pares de primers SSR desenvolvidos pela
Universidade de Cornell (EUA) e disponiveis no Sol Genomics Network (2010),
foram selecionados dois pares (SSR-47; SSR-48) por estarem mapeados no
cromossomo 6 proximo ao alelo Mi, que, segundo Zamir et al., (1994) dista a <
1 ¢cM do loco Ty-1. Dos dois pares de primers escolhidos, o(s) que apresentou
(apresentaram) polimorfismo foi utilizado (s) como possivel marcador para 7Ty-1.
Para a verificacdo da existéncia de polimorfismo, os primers SSR-47 ¢ SSR-48
foram primeiramente testados em linhagens isogé€nicas contrastantes para a
presenca do alelo 7y-1. Foram utilizadas as seguintes linhagens originarias do
Charles M. Rick Tomato Genetics Stock Center/University of Califoérnia -
Davis: LA-3475 = constituicio genotipica: Ty-1'/Ty-1", suscetivel a
geminivirus; LA-3473 = constitui¢do genotipica: Ty-1/Ty-1, resistente a
geminivirus (isogénica a LA-3475); LA-3474 = constituicdo genotipica: Ty-
I"/Ty-1", suscetivel a geminivirus (isogénica a LA- 3475).

Os procedimentos utilizados para verificacdo da existéncia ou ndo de
polimorfismo entre os gendtipos suscetiveis (Ty-1"/Ty-1") e resistentes (Ty-1/Ty-
1) a begomovirus estdo indicados no item “Extracdo de DNA, reagdo de PCR, ¢
eletroforese em gel de poliacrilamida”. Os primers utilizados foram os obtidos
por Sol Genomics Network (2010), a saber: (a) para SSR-47= forward primer
TCC TCA AGA AAT GAA GCT CTG A; reverse primer CCT TGG AGA
TAA CAA CCA CAA; (b) para SSR-48= forward primer ATC TCC TTG GCC
TCC TGT TT; reverse primer GTC ATG GCC ACA TGA ATA CG. O possivel
marcador SSR-48 ndo apresentou polimorfismo, ao contrario do SSR-47, que

por esta razdo foi o tinico utilizado nas proximas etapas do trabalho.
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Obtencao de novas linhagens com resisténcia a begomovirus

Novas linhagens de tomateiro foram obtidas a partir do cruzamento inicial da
linhagem LA-3473 (suscetivel a nematoide, resistente a geminivirus = Mi Ty-1/
Mi" Ty-1) com trés diferentes linhagens de tomateiros homozigotas para resisténcia a
nematdides e suscetiveis a geminivirus (Mi Ty-1"/ Mi Ty-1"). As linhagens resistentes
a nematdides foram utilizadas como parentais recorrentes em 3 retrocruzamentos
sucessivos, em cujas geracdes segregantes foram sempre selecionadas plantas
suscetiveis a nematdides (Mi'/ Mi"), presumivelmente resistentes a begomovirus
(embora sua resisténcia a begomovirus ndo tivesse sido testada). Na geragdo F, do
terceiro retrocruzamento, foi feita a selecdo final, também para suscetibilidade a
nematéide (Mi'/ Mi"), obtendo-se plantas cujas populagdes foram designadas pelos
cddigos BPX-373F, BPX-374F, BPX-375E, respectivamente. A selecdo para
suscetibilidade a nematdide (Mi'/ Mi") foi feita apés inoculagdes com ovos de
Meloidogyne spp. segundo os procedimentos descritos por Carvalho et al., (1999). A
linhagem LA-3473, resistente a begomovirus (Mi Ty-1/ Mi*Ty-1), foi utilizada em
combinagdo com uma linhagem resistente a nematoide, sabidamente suscetivel a
geminivirus (Mi Ty-1"/ Mi Ty-1"), na obtengio do hibrido TEX-143, presumivelmente
de genétipo (7y-1/Ty-17), ou seja, resistente heterozigoto para 7y-1. Estas plantas

foram testadas com o marcador SSR-47 associado para o alelo 7y-1.

Resisténcia a begomovirus e possivel associacdo com o marcador SSR-47

Familias FsRC; resultantes da autofecundagdo de plantas BPX-373F, BPX-
374F ¢ BPX-375E foram designadas respectivamente BPX-373G, BPX-374G ¢ BPX-
375F, e testadas (20 plantas por familia) quanto a: (a) perfil de bandas gerado pelo
marcador molecular SSR-47 preliminarmente associado para o alelo 7y-7; (b)

Resisténcia a begomovirus (selecdo direta, inoculagdo com virus pelo processo de
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enxertia), conforme indicado no item “Inoculagio com begomovirus e avaliagdo

fenotipica das plantas quanto a resisténcia”.

Extracdo de DNA, reacdo de PCR e eletroforese em gel de poliacrilamida

Foram coletados foliolos de cada planta e colocados em envelopes
plésticos devidamente identificados e acondicionados em caixa de isopor
contendo gelo, sendo imediatamente levados para o Laboratorio Central de
Biologia Molecular (LCBM) da Universidade Federal de Lavras-Lavras-MG,
onde procedeu-se a extracdo do DNA.

O DNA foi extraido em microtubos de 1,5 ml, a partir de 120
miligramas de tecido foliar, conforme sugerido por Ferreira & Grattapaglia
(1998).

Para a reagdo de PCR, foi obtido um mix por amostra contendo: 2,5 pL.
de tampao PCR 10X; 0,75 pL MgCl, 50 mM; 0,50uL de INTP 10 mM; 1,25 pL
de cada primer (forward e reverse), 10 mM; 0,25 uL Taq polimerase 1 unidade;
1,0 pL de DNA 20-50 ng; 17,5 puL de H,O ultrapura autoclavada. A
amplificagdo foi inicialmente conduzida por 5 min/94°C, seguido por 35 ciclos
de 30 s/94°C; 45 s/45°C e 2 min/72°C. A reagdo final de elongacdo foi de 5
min/72°C.

Para a realizacdo da eletroforese foram utilizados 11,5 pL do produto da
PCR de cada amostra e pipetados em 4,0 uL de corante azul de bromofenol 1 X.
A fixagdo dos fragmentos foi feita em gel de poliacrilamida 15% e tampao TBE
1X. A coloragdo foi feita com brometo de etidio e as bandas no gel foram

visualizadas em luz ultravioleta a 260 nm e fotografadas.
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Inoculacdo com begomovirus e avaliacao fenotipica das plantas a resisténcia

Sementes BPX-373G, BPX-374G e BPX-375F foram semeadas em
bandejas de isopor de 128 células utilizando o substrato comercial Plantmax®,
juntamente com as testemunhas LA-3473 (homozigota resistente a
begomovirus), LA-3474 (homozigota suscetivel), LA-3475 (homozigota
suscetivel) e TEX-143 (hibrido presumivelmente resistente heterozigoto - 7y-
1/Ty-1"). Decorridos 28 dias apds a semeadura, 20 plantas de cada familia foram
transplantadas para vasos de 1,5 litros sendo inoculadas com o virus pelo
processo de enxertia. Para tanto, plantas de tomate da cv. Santa Clara (suscetivel
a begomovirus), foram utilizadas para retirada de estacas com sintomas severos,
coletadas na parte apical de plantas sabidamente contaminadas com uma estirpe
de begomovirus (identificada como tal no laboratorio de Virologia Vegetal da
Universidade Federal de Lavras). Tais estacas de tomateiro cv. Santa Clara
infectadas com geminivirus foram enxertadas em plantas assintomaticas a serem
testadas. Esta inoculagdo por enxertia foi realizada apods as plantas a serem
testadas atingirem o estadio fenoldgico ideal, de quatro a cinco folhas
verdadeiras ou 10 dias ap6s o transplantio. Decorridos 40 dias apos enxertia, as
20 plantas testadas de cada familias foram avaliadas como suscetiveis (S =
presenca de sintomas) ou resistentes (R= auséncia de sintomas). A temperatura
da casa de vegetagdo variou de 27°C a 35°C e a umidade relativa do ar variou de

60% a 100% no periodo em que foi realizado o experimento.
Distancia genética entre o marcador SSR-47 e 0 alelo Ty-1
A distancia genética entre o marcador SSR-47 e o alelo 7Ty-I sera

estimada com base na freqiiéncia de plantas recombinantes encontradas durante

os retrocruzamentos que levaram a obtencdo das populagdes BPX-373F, BPX-
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374F, e BPX-375E. Na hipétese de ndo serem encontradas plantas
recombinantes (plantas suscetiveis a nematoides - Mi'/Mi" que apresentem a banda
SSR-47 correspondente a existente nas testemunhas 7y-1"/ Ty-1" LA-3474 e LA-
3475), sera estimada a distdncia maxima esperada entre estes alelos ao nivel de
95% de probabilidade, através da expressio: (1 —¢)" > 0.95, onde n= nimero de

retrocruzamentos efetuados =3.
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Resultados e Discussao

Bandas polimorficas foram observadas para o marcador molecular SSR-
47 mostrando sua eficiéncia em distinguir entre linhagens LA-3473, com plantas
homozigotas resistentes (7y-1/Ty-1), das plantas homozigotas suscetiveis (7y-
1"/Ty-1") de LA-3474 ¢ LA-3475 (Figura 1). Plantas da linhagem LA-3473
mostraram uma banda unica, de 191 pb, que caracteriza portanto gendtipos
homozigotos resistentes (7y-1/Ty-1 ). Plantas das linhagens LA-3474 e LA-3475
mostraram uma banda unica de 180 pb, que caracteriza pois os genotipos
homozigotos suscetiveis (7y-1"/Ty-17). O marcador SSR-48 ndo apresentou
polimorfismo entre os gendtipos resistentes e suscetiveis (Figura 1),

Uma vez detectada preliminarmente a associagdo entre o marcador SSR-
47 e o alelo Ty-1, testou-se sua eficiéncia na selecdo de gendtipos avangados
(Tabela 1). Os padrdes de bandas do marcador SSR-47 apresentados por plantas
das populacdes BPX-373F, BPX-374F e BPX-375E foram comparados com os
apresentados pelas testemunhas LLA-3473 (Ty-1/Ty-1, homozigoto resistente),
LA-3474 (Ty-1"/Ty-17, homozigoto suscetivel), LA-3475 (Ty-1"/Ty-1",
homozigoto suscetivel) e TEX-143 (Ty-1"/Ty-1, heterozigoto resistente). Estas
testemunhas apresentaram, respectivamente, uma banda superior de 191 pb em
LA-3473, uma banda inferior de 180 pb em LA-3474 e LA-3475, e as duas
bandas (180 pb/191 pb) em TEX-143, confirmando que o marcador SSR-47 ¢é do
tipo codominante — uma das vantagens do marcador tipo microssatélite.

Todas as plantas das populacdes BPX-373F, BPX-374F ¢ BPX-375E,
quando testadas com o marcador SSR-47, apresentaram padrdes de banda unica
de 191pb, que caracteriza genotipos homozigotos resistentes (7y-1/Ty-1) o
mesmo apresentado pela testemunha homozigota resistente LA-3473. Uma vez

que durante o processo de sua obtencdo foi utilizado apenas o critério de serem
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suscetiveis a nematdides (Mi'/Mi"), fica evidente uma ligagdo génica entre a
reagdo a nematdides e o marcador SSR-47 utilizado.

Uma vez que os locos Mi, Ty-1 e SSR-47 estdo localizados muito
proximos entre si (Solgen, 2010; Zamir et al., 1994), era de se esperar uma alta
freqliéncia de associacdo entre gendtipos de plantas suscetiveis a nematoides
(Mi"/ Mi") e a presenca de banda tnica, de 191 pb. Contudo, nio foi detectada
nenhuma planta recombinante, isto &, suscetivel a nematoides (Mi'/ Mi') e
possuidora de banda, de 180 pb. Esta auséncia de recombinantes, mesmo apds 0s
trés retrocruzamentos utilizados para a obtencdo das populagcdes BPX-373F,
BPX-374F e BPX-375E, permite estimar a distincia genética entre Mi e o
marcador SSR-47 em um valor maximo de ¢ =1,7 cM, em nivel de 95% de
probabilidade [valor obtido pela solugio da expressdo (1 — c)* > 0,95].

A distancia de 1,7 cM obtida pela solucdo da expressdo esta
proxima da encontrada no mapa do tomateiro (1,0 cM), no qual o alelo Mi
esta mapeado a 5,5 cM e o marcador SSR-47 a 6,5 cM da extremidade do
cromossomo 6 (Sol Genomics Network, 2010). Uma vez que a distancia
entre o Mi e Ty-1 ¢ provavelmente inferior a 1 ¢cM (Zamir et al., 1994),
pode-se estimar a distdncia maxima esperada entre 7y-/ e o marcador
SSR-47 como sendo de (1 + 1,7) = 2,7 ¢cM, considerando a distancia
entre Mi e o marcador SSR-47 de 1,7 cM. Considerando-se a distancia de
1 cM obtida pelo mapa do Sol Genomics Network, ter-se-ia (1 + 1) = 2,0
cM de distancia, resultados obtidos na hipotese de a sequéncia linear dos
locos ser Ty-1 — Mi — SSR-47. Na hipotese de a sequéncia linear dos
locos ser Mi — Ty-1 — SSR-47, a distancia estimada entre 7y-/ e o
marcador SSR-47 seria de aproximadamente (1,7 — 1) = 0,7 cM,
considerando a distancia calculada, e de (1 - 1) = 0,0 cM, considerando a

distancia obtida pelo mapa. No presente ensaio, ndo € possivel distinguir
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qual das hipoteses de sequéncia linear dos locos ¢ a verdadeira, mas, de
qualquer modo, a distancia maxima de apenas 2,7 ¢cM, determinada para a
pior das duas hipoteses, ¢ bastante proxima da estimada pelo mapa do Sol
Genomics Network, e ja indica a utilidade do marcador SSR-47 para a
selecdo de plantas resistentes a begomovirus.

Plantas (F4RC;) das populacdes BPX-373F, BPX-374F ¢ BPX-375E,
previamente identificadas portadoras da banda de 191 pb normalmente associada
ao genoétipo Ty-1/Ty-1, tiveram suas respectivas familias FsRC; BPX-373G,
BPX-374G e BPX-375F (vinte plantas por familia) testadas fenotipicamente para
a resisténcia ao virus pelo processo de inoculagdo por enxertia, e
genotipicamente através do marcador SSR-47.

As familias obtidas, BPX-373G-06-02-01, BPX-373G-06-10-01, BPX-
373G-07-03-03, BPX-374G-01-01-03, BPX-374G-01-02-03, BPX-374G-04-08-
02, BPX-374G-04-12-01, BPX-375F-04-01-02, BPX-375F-04-08-04, bem como
a testemunha resistente LA-3473 (Tabela 2) demonstraram reagdo de resisténcia
ao virus uma vez que as brotacdes novas ndo apresentaram nenhum sintoma
caracteristico do virus caracterizando, portanto familias resistentes a
begomovirus. Analise feita com o marcador SSR-47 em todas as plantas de cada
familia revelou apenas a presenca da banda de 191 pb que caracteriza familias
homozigotas resistentes (7)-1/Ty-1) (Tabela 2 e Figura 2).

Todas as plantas do hibrido TEX-143 apresentaram sintomas atenuados
da doenga logo ap6s o processo de inoculagdo, que foram diminuindo devido ao
surgimento de brotacdes novas mais distantes do ponto de enxertia, sendo por
isso classificado como resistente a begomovirus. Esta ocorréncia se explica pelo
fato do alelo 7y-/ interferir na proteina viral responsavel pela circulagao do virus
na planta (Zamir et al., 1994), dificultando a disseminagdo sistémica das
particulas virais do enxerto para as brotagdes mais novas da planta. Boiteux et

al., (2007) verificaram que gendtipos heterozigotos (7y-1/Ty-1") e homozigotos



45

suscetiveis (Ty-1"/Ty-1") apresentaram 35% e 95% respectivamente de plantas
exibindo sintomas de infeccdo de begomovirus apos serem submetidos a
condi¢des de indculo natural sob elevada densidade populacional de moscas-
brancas viruliferas - resultados indicativos que o alelo 7y-/ ¢ efetivo mesmo em
heterozigose. No entanto, os autores ndo avaliaram gendtipos homozigotos
resistentes (7y-1/Ty-1).

Os resultados obtidos (Tabela 2 e Figura 2) indicam que as reagdes
fenotipicas de resisténcia/suscetibilidade a begomovirus mostram perfeita
concordancia com os resultados obtidos com o genotipo indicado pelo marcador
SSR-47. Este fato, e a distancia bastante proxima estimada entre os locos 7y-1 e
SSR-47, permitem concluir que a sele¢do de plantas resistentes a begomovirus
com base no marcador SSR-47 pode substituir com boa margem de seguranga a

selecdo de plantas resistentes com base na avaliagdo fenotipica.
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Conclusoes

O marcador SSR-47 estd associado ao alelo 7y-I, a uma distancia
estimada de no maximo 2,7 cM.

Os resultados das avaliagdes de resisténcia a begomovirus, obtidos por
meio do teste de enxertia, apresentam perfeita concordancia com os
resultados obtidos com o marcador molecular SSR-47, o que confirma a
utilidade desse marcador para caracterizagdo de genotipos de tomateiro
quanto a presenga do alelo 7y-/ de resisténcia a begomovirus.

As familias BPX-373G-06-02-01, BPX-373G-06-10-01, BPX-373G-07-
03-03, BPX-374G-01-01-03, BPX-374G-01-02-03, BPX-374G-04-08-
02, BPX-374G-04-12-01, BPX-375F-04-01-02, BPX-375F-04-08-04, a
testemunha L.A-3473 e o hibrido TEX-143 apresentaram resisténcia a

begomovirus.
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Tabela 1 Resultado do padrio eletroforético utilizando o marcador molecular
SSR-47 em familias avan¢adas de tomateiro. Lavras, UFLA, 2009

Padrio de Bandas Observadas!

Genotipos

180 pb 180/191 pb  191pb
LA-3473 (Testemunha homozigota resistente) - - +
LA-3474 (Testemunha homozigota suscetivel) + -
LA-3475 (Testemunha homozigota suscetivel) +
TEX-143 (Heterozigoto resistente) - +
BPX-373F-06-02 -01 - -
BPX-373F-06-03-02 - -
BPX-373F-06-04-03 - -
BPX-373F-06-06-01 - -
BPX-373F-06-10-01 - -
BPX-373F-06-10-02 - -
BPX-373F-06-14-01 - -
BPX-373F-06-16-01 - -
BPX-373F-07-03-03 - -
BPX-373F-07-04-01 - -
BPX-373F-07-05-03 - -
BPX-373F-07-09-03 - -
BPX-374F-01-01-03 - -
BPX-374F-01-02-03 - -
BPX-374F-04-08-02 - -
BPX-374F-04-12-01 - -
BPX-374F-04-12-03 - -
BPX-374F-05-07-01 - -
BPX-374F-05-07-03 - -
BPX-374F-06-02-02 - -
BPX-375E-04-01-01 - -
BPX-375E-04-01-02 - -
BPX-375E-04-02-02 - -
BPX-375E-04-02-03 - -
BPX-375E-04-02-04 - -
BPX-375E-04-03-02 - -
BPX-375E-04-03-03 - -
BPX-375E-04-08-01 - -
BPX-375E-04-08-03 - -
BPX-375E-04-08-04 - -
BPX-375E-04-11-04 - -
BPX-375E-04-12-02 - -
BPX-375E-04-12-03 - -
BPX-375E-04-12-04 - -

i i T T e T s i e e i a a s S S S S S S

'Padrio de Bandas observadas com o marcador “SSR 47



Tabela 2 Descrigdo dos tratamentos, reagdo fenotipica e resultado do padrdo eletroforético utilizando o marcador
molecular SSR-47

Gen6tipos N° de Plantas Avaliadas Reagdo' Padréo de Bandas Observadas®
S R 180 pb 180/191 pb 191 pb
LA-3473 20 0 20 - - +(20)°
LA-3474 20 20 0 +(20) - -
LA-3475 20 20 0 +(20) - -
TEX-143 20 0 20 - +(20) -
BPX-373G-06-02-01 20 0 20 - - +(20)
BPX-373G-06-10-01 20 0 20 - - +(20)
BPX-373G-07-03-03 20 0 20 - - +(20)
BPX-374G-01-01-03 20 0 20 - - +(20)
BPX-374G-01-02-03 20 0 20 - - +(20)
BPX-374G-04-08-02 20 0 20 - - +(20)
BPX-374G-04-12-01 20 0 20 - - +(20)
BPX-375F-04-01-02 20 0 20 - - +(20)
BPX-375F-04-08-04 20 0 20 - - +(20)

'S = Suscetivel; R= Resistente; > Padrio de Bandas observadas com o marcador “SSR 47”.3 Numero entre parénteses indica nimero
de plantas avaliadas que apresentaram a(s) banda(s) indicada(s)
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191
180

PRIMER SSR-47 PRIMER SSR-48

Figura 1 Padrdo eletroforético de fragmentos de DNA amplificados para o
marcador SSR-47 e SSR-48 em plantas de tomateiro; 1- LA- 3474,
suscetivel a begomovirus (isogénico a LA-3475); 2- LA-3473,
resistente a begomovirus (isogénico a LA-3475); 3- LA-3475,
suscetivel a begomovirus
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Figura 2 Padrio eletroforético de fragmentos de DNA amplificados para o marcador SSR-47 em plantas de tomateiro; 1-
Ladder (100 pb); 2- TEX-143 PI#01; 3- LA-3474 PI#01; 4- LA-3473 PI#01; 5- BPX-373G-06-02-01 P1#01; 6-
BPX-373G-06-10-01 P1#01; 7- BPX-373G-07-03-03 PI#01; 8- BPX-374G-01-01-03 PI1#01; 9- BPX-374G-01-
02-03 PI#01; 10- TEX-143 PI#02; 11- LA-3475 PI#01; 12- LA-3473 PI#02; 13- BPX-374G-04-08-02 PI#01;
14- BPX-374G-04-12-01 P1#01; 15- BPX-375F-04-01-02 P1#01; 16- BPX-375F-04-08-04 P1#01



