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RESUMO

SANDE, Osvaldo Francisco Lino, M.Sc., Universidade Fadge Vicosa, outubro de 2014.
Estrutura genética de populagbes do begomoviruBomato severe rugose virus (TOSRV).
Orientador: Francisco Murilo Zerbini Janior.

O géneraBegomovirugfamilia Geminiviridag inclui virus com genoma composto por
uma ou duas moléculas circulares de DNA fita simplasagsuladas em particulas
icosaédricas geminadas. A incidéncia de begomovirirasil vem aumentando desde 1990
com a introducdo do vetddemisia tabaciMiddle East Asia Minor 1 (MEAM1, antigo
Bittipo B). O objetivo deste trabalho foi avaliar a dindanespago-temporal de populagtes
do begomoviruFomato severe rugose virugue infecta naturalmente o tomateiro. Um total
de 233 amostras de tomateiro e plantas ndo-cultivadasesmppando sintomas tipicos de
begomovirus foram coletadas nos municipios de Coirabra2013 e 2014 e Florestal em
2014. O DNA total das amostras foi extraido e utilizadoaaonolde para a amplificacdo de
genomas completos de begomovirus com auxilio da DN#nemse do fago phi29. Os
genomas virais foram clonados em plasmideos e compata sequenciados. Um total de 76
genomas completos (DNA-A) foram obtidos neste trabal®isolados obtidos a partir de
tomateiro revelaram a quase completa predominénciala@oato severe rugose virus
(ToSRV) em Florestal e Coimbra (nesta ultima regidisswindo oTomato common mosaic
virus, ToCmMV). A andlise filogenética, incluindo outrasjgéncias de ToSRV previamente
descritas a partir de diversos hospedeiros cultivadasioecultivados e disponiveis no
GanBank, evidencia a estruturacdo dos isolados d8RVoem quatro clados:i)(
Florestal/2008, i{) Sdo Paulo, Goias e Distrito Federaii,) (Florestal/2014 ei\) Vigosa,
Coimbra, Carandai e Jaiba. Os isolados de Flore¥@&l/Zepresentam 0 grupo mais
divergente, com um tempo medio de divergéncia do aatestmum mais recente de 15-20
anos. Contudo, os isolados coletados em FlorestalDé dvergem em relacdo aos isolados

coletados em 2014, sugerindo uma estruturacdo baseadampo. A rede filogenética
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inferida revelou evidéncias de recombinacéo intraépeece os isolados BR:Ubel:2000 e
BR:Vic20:10, previamente descritos, foram identificadosi@gossiveis recombinantes. A
variabilidade genética da populagdo de ToSRV nadmeen&ra igualmente distribuida entre
as subpopulacdes, com as subpopulagbes de Vicddarestal/2008 apresentando maior
contribuicéo para a variabilidade. Os resultados stegale selecdo indicam a ocorréncia de
selecdo purificadora atuando no ge@® das subpopulacdes de Vigosa, Carandai e
Florestal/2014 e no gerepdas subpopulagfes de Vigosa e Carandai. A anélisadaasm
coalescéncia mapeou as mutagbes ao longo do genonmf@3RV. Todas as mutagdes
observadas em pimentdo e plantas ndo-cultivadas s@isnsgpara tomateiro e apresentam a
mesma idade relativa, sugerindo que o ToSRV é umaciespiral bem adaptada ao

tomateiro, com transferéncia eventual para outrosduesgs por meio do inseto vetor
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ABSTRACT

SANDE, Osvaldo Francisco Lino, M.Sc., Universidade dfadlde Vigcosa, october 2014.
Genetic structure of populations of the begomovirusTomato severe rugose virus
(ToSRV). Adviser: Francisco Murilo Zerbini Junior

The genusBegomovirus(family Geminiviridag includes viruses with a genome
composed of one or two molecules of circular singjlarsled DNA encapsidated in twinned
icosahedrical particles. The incidence of begomoviuseBrazil has increased since 1990
with the introduction of the invasivBemisia tabaciMiddle East Asia Minor 1 (MEAM1,
previously known as biotype B). The objective of thisrkvavas to evaluate the spatio-
temporal dynamics of populations ®bmato severe rugose virusfecting tomato crops.
Foliar samples with begomovirus-like symptoms suchiwarfing, yellow mosaic and leaf
curl were collected in tomato fields located in rurabaref the municipalities of Coimbra in
2013 and 2014 and Florestal in 2014. Total DNA wasaeted and used as a template for the
amplification of viral genomes using the phi29 DNAymekrase. Viral genomes were cloned
in plasmid vectors and fully sequenced. A total 6f faoll-length DNA-A clones were
obtained. The isolates obtained from tomato samples ati@n almost absolute
predominance oTomato severe rugose Vir§oSRV)in Florestal and Coimbra (replacing
Tomato common mosaic viuFoCmMYV, as the dominant begomovirus in Coimbra).
Phylogenetic analysis, including additional TOSRV sswges from a number of cultivated
and non-cultivated hosts available in GenBank, divide@RV isolates into four major
clades: i) Florestal/2008,i() S&o Paulo, Goias and the Federal Distridt) Florestal/2014
and {v) Vicosa, Coimbra, Carandai and Jaiba. Isolates frame$thl/2008 represent the most
divergent group, with a time of divergence from thestm@cent common ancestor of 15-20
years. However, isolates obtained from Florestal in 2868 2014 form distinct clades,
suggesting a time-based structuring. The inferredogleyetic network showed evidence of

intraspecific recombination, with the previously dedsed isolates BR:Ubel:2000 and
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BR:Vic20:10 identified as potential recombinants. The geneariability of the ToSRV
population is not equally distributed among subpopulatiaitt subpopulations from Vigosa
and Florestal/2008 providing a greater contribution ® \hriability. Neutrality tests were
applied to assess evidence of selection on codingn®gide results indicate the occurrence
of purifying selection on th€€P gene of the subpopulations from Vigosa, Carandai and
Florestal/2014 and on thRep gene from the subpopulations from Vigosa and Caiand
Coalescence analysis mapped the mutations occurring tilengral genome. All mutations
observed in peppers and in non-cultivated hosts are oonontomatoes and show the same
relative age, suggesting that ToSRV is well adaptednmatoes, with occasional transfer to

other hosts by the insect vector.



INTRODUCAO

O tomateiro $olanumycopersicu € considerado a segunda hortalica mais importante
do Brasil do ponto de vista socio-econdmico. A prédudrasileira em 2013 foi de
aproximadamente 3,97 milhdes de toneladas em uma dee&0.000 hectares, com
rendimento médio de 66,1 ton/ha. Os estados de G®&s,Paulo e Minas Gerais sdo 0s
maiores produtores (IBGE, 2014).

O cultivo do tomate no mundo e no Brasil tem enfrentadiblpmas de diversas
naturezas que de forma direta ou indireta afetam aipéod Desde a década de 1980, perdas
significativas foram relatadas em diversos paises daériéas, incluindo EUA, México,
paises da América Central e do Caribe, devido a incigléhe geminivirus (Polston &
Anderson, 1997; Morales & Jones, 2004).

A familia Geminiviridae é organizada em sete génerBggomovirus, Becurtovirus,
Curtovirus Eragrovirus, MastrevirusTopocuviruse Turncurtovirus definidos com base no
relacionamento filogenético e organizacdo gendmicargahiet al, 2014). Os membros
dessa familia possuem genomas compostos por umaasunthléculas de DNA circular de
fitas simples, encapsidados por uma Unica proteina esiridém particulas icosaédricas
geminadas (Browmt al, 2012). Os begomovirus, transmitidos pela moscachi@amisia
tabaci constituem um grupo de virus de plantas de grandearelima econd6mica para a
agricultura, devido a severidade das doencas por cdasadas em diversas culturas,
principalmente em regifes tropicais e subtropicais (®0l& Anderson, 1997; Morales &
Anderson, 2001; Monat al, 2002; Briddon, 2003; Weret al, 2004).

Os begomovirus podem ser divididos em dois grupetho/Mundo (Europa, Africa e
Asia) e Novo Mundo (Américas) (Rybicki, 1994; Padidat al, 1999; Paximadi®t al,
1999). A maioria dos begomovirus do Novo Mundo s&selgmentados, ou seja, possuem

dois componentes gendmicos, denominados DNA-A e DNAB dois componentes néo



possuem identidade significativa de sequéncia, excetaram regido com cerca de 200
nucleotideos, denominada regido comum, na qual éiddde nucleotidica entre o DNA-A e
DNA-B é de aproximadamente 90%. Nesta regido esta zadaliuma sequéncia capaz de
formar uma estrutura em forma de grampo, contendahamanucleotideo TAATATTAC,
conservado em todos os begomovirus, que constituigenorde replicacdo por circulo
rolante.

O DNA-A dos begomovirus do Novo Mundo contém cincoegeRep responséavel
por codificar a Gnica proteina essencial & replicaigdadora do mecanismo de replicagcao
por circulo rolante (Fontest al, 1992; Orozcoet al, 1997); Trap, que codifica um fator
transcricional dos gene3P e NSPe que também atua como supressora do silenciamento
génico mediado por RNA de interferéncia (Voineeal, 1999; Wanget al, 2005);Ren que
codifica um fator acessoério (ndo essencial) a replicagal (Sunteret al, 1990; Pedersen &
Hanley-Bowdoin, 1994)AC4, responséavel por codificar uma proteina que tambéé es
envolvida na supressao de silenciamento génico med@dRNAi (Vanitharanet al, 2004);

e CP, que codifica a proteina capsidial, essencial tambgna @ transmissdo do virus pelo
inseto vetor (Briddort al, 1990; Hoferet al, 1997). O DNA-B contém dois gen@$SPE, que
codifica a proteina responsével pelo transporte do @iavés do envelope nuclear (ndcleo-
citoplasma) (Noueiryet al, 1994; Sanderfoot & Lazarowitz, 1996),MP, que codifica a
proteina envolvida no movimento célula-a-célula do \atusvés dos plasmodesma (Noueiry
et al, 1994).

Os begomovirus do Velho Mundo podem ser mono- owsebimentados. Os
bissegmentados tém organizacdo gendmica semelhartgda atima para os begomovirus
do Novo Mundo, com a presenca de um gex\é2) adicional no DNA-A, responsavel por
codificar uma proteina que atua no movimento viral ranta. Os begomovirus
monossegmentados possuem organizagdo gendmica anamg®dNA-A dos virus

bissegmentados (Padidagt al, 1996; Mansooet al, 2003). A maioria das espécies do
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Velho Mundo estdo associadas a DNAs satélites denoasnalfhssatélites (anteriormente
denominados DNA1) e betassatélites (anteriormente deadosnDNAf) (Briddon &
Stanley, 2006; Mansoat al, 2006).

Recentemente foi relatada a ocorréncia do begomovirnessegmentadbomato leaf
deformation virus(ToLDeV), infectando naturalmente tomateiro no EquadaroePeru
(Melgarejo et al, 2013). Este foi o primeiro relato da ocorréncia de begomovirus
monossegmentado nativo do Novo Mundo, evidenciand® possivel emergéncia a partir de
convergéncia e recombinacéo.

Os begomovirus séo transmitidos naturalmente Bemisia tabaci(Homoptera:
Aleyrodidae), vulgarmente conhecida como "mosca-bfanea sua distribuicdo esta
relacionada & disseminacgdo do vetor (Jones, 200B)l&:des dB. tabacieram classificadas
em bidtipos, com base em caracteristicas morfo-figicdé e moleculares (Brown, 2000).
Recentemente, a sequéncia do gene mitocondrial quecaodienzima citocromo oxidase |
(mtCOI) passou a ser utilizada para definir uma separgefética a nivel de espécie
(Dinsdaleet al, 2010). Esses autores identificaram um "vale" nauagia da distribuigéo
das identidades par-a-par da sequéncia nucleotidicgede mtCOIl no valor de 3,5% de
divergéncia, e propuseram que este valor fosse utlipatda a separagédo das populacdes a
nivel de espécie. Com base nesse crit&idabacipassou a ser considerada um complexo de
24 espécies cripticas (sem diferenciacdo morfologicant@o biotipo B deB. tabacifoi
reclassificado como a espécie criptiBa tabaci Middle East-Asia Minor 1 (MEAM1)
(Disndale et al, 2010). A espécie MEAM1 apresenta alta capacidadérahsmissdo de
begomovirus e uma ampla gama de plantas hospede&ateristicas que podem ter
contribuido para emergéncia de diversos novos begonsofdones, 2003; Navas-Castiib
al.,, 2011). Essa espécie foi disseminada a partir dditbtfeAneo (seu provavel centro de
origem) para diversas regides do mundo, tornandpigelominante em paises como

Austrdlia, Brasil, Estados Unidos e Venezuela. Simultaeete, epidemias severas
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associadas ao surgimento de novas espécies de bdgmsmiovam observadas em diversas
culturas, destacando-se o tomateiro (Morales & Ander2001). Apesar de MEAM1
predominar no Brasil, recentemente foram detectadasedypéxies nativas em S&o Paulo e
Mato GrossoB. tabaciNew World (NW) e New World ZNW2), predominantemente em
plantas ndo-cultivadas (Marubayastti al, 2013), e também a ocorréncia Be tabaci
Mediterranean (MED, antigo bi6tipo Q) no Rio Grande Sld, colonizando culturas de
pimentédo e batata-doce (Barb@taal.,2014).

Populagbes de begomovirus possuem elevada varadsligenética, equivalente a de
virus com genoma composto de RNA (&eal, 2007; Prasannat al, 2010; Rocheet al,
2013). As principais fontes de variabilidade genéticavites de plantas sdo mutacéo,
recombinagéo e pseudo-recombinacgdo (Mehail, 2002; Garcia-Arenat al, 2003; Seabt
al., 2006). A ocorréncia frequente de recombinacadli@en et al, 1999), a pseudo-
recombinacgéo entre virus com genoma bissegmentadogdeetral, 2006) e uma alta taxa
de mutacao e substituicdo (Duffy & Holmes, 2008; Duffy{H&lmes, 2009) séo fatores que
promovem a variabilidade genética dos begomovirus.

A caracterizacdo das espécies de begomovirus no Brasiindicado a presenca de
diversas novas espécies infectando tomateiro e pleatasultivadas (Ambrozeviciust al,
2002; Ribeiroet al, 2003; Fernandest al, 2006; Castillo-Urquizat al, 2008; Fernandest
al., 2008; Silvaet al, 2012). Algumas dessas espécies encontram-se aergiadistribuidas
pelo pais, enquanto outras estdo restritas a certas 3.efide exemplo, domato severe
rugose virus(ToSRV) ja foi relatado em Goiés, Minas Gerais, Berouco, Rio de Janeiro,
Santa Catarina e Sao Paulo, enquantbomato yellow spot viru¢ToYSV) foi relatado
apenas em Minas Gerais (Calegagb al, 2007). Acredita-se que a emergéncia dos
begomovirus que infectam tomateiro no Brasil seja resultadtransferéncia horizontal de
virus nativos que infectam plantas silvestres ou invaspeta espécie MEAM1 da mosca-

branca. Uma vez presentes no novo hospedeiro, &§ses evoluiram rapidamente via
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recombinacéo e peseudo-recombinacéo, dando origexapésies atualmente detectadas no
campo. A predominancia de algumas espécies poderigeo a diferencas na adaptacéo ao
tomateiro ou diferencas na eficiéncia de transmissémvetor.

A andlise comparativa de populacdes de begomovirusiteadas em plantas cultivadas
e nado-cultivadas indica que as populagdes virais em plaétasultivadas apresentam um
grau de variabilidade mais elevado em comparacddaEgpeesentes em plantas cultivadas
(Lima et al, 2013; Rocheet al, 2013). Rochat al (2013) observaram que popula¢des
brasileiras de begomovirus em tomateiro sdo altamentenbé@tantes, possuem um elevado
grau de variabilidade genética e uma rapida taxa vidugdo molecular. Além disso,
verificaram que uma populagdo associada a planta ulieada Blainvillea rhomboidea
possui maior variabilidade genética em relac@o a popesdagssociadas ao tomateiro. Por fim,
demonstraram que as populacdes sé@o estruturadas semaécalizacdo geografica, o que
explicaria a predominancia de determinadas espécis mos diferentes estados brasileiros.
Um estudo comparando populacdes dos begomowtasroptilium yellow spot virus
(MaYSV) e ToSRV, provenientes de plantas ndo-culigae cultivadas, respectivamente,
concluiu que a recombinacdo, e ndo a selecdo adaptakplica a maior variabilidade de
begomovirus em hospedeiros ndo-cultivados (Lehal, 2013). A mesma concluséo foi
obtida por Ramos-Sobrinhet al (2014) comparando populacdes dos begomo\Besn
golden mosaic viru$BGMV) e MaYSV emPhaseolus vulgarisP. lunatuse Macroptilium
lathyroides Um estudo com o ToSRV no municipio de Vigosa, M@Gdicou uma
variabilidade genética que se assemelha a de outratapdes de begomovirus descritos em
tomateiro no Brasil, sendo detectados eventos de renagdni com begomovirus &ida
micrantha(Gonzéalez-Aguilerat al, 2012).

A ampla distribuicdo de ToSRV no campo e a detedgheventos de recombinagéo e
pseudo-recombinagdo (Silvet al, 2014) sugerem que um monitoramento continuo de

populagBes virais deve ser realizado para permitirimitietdo de uma estratégia eficiente de
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controle. Informagbes sobre a distribuicdo e prec@érde ToSRV e suas formas
recombinantes sdo importantes para orientar programaeeitieramento na busca de fontes
de resisténcia estaveis e duraveis. Estudos reladsnadeste virus poderdo melhorar a
percepcao sobre a dindmica espaco-temporal de popslap@e podem condicionar a
emergéncia de novas espécies virais. Diante disto,jadivab deste estudo foi avaliar a
dindmica espaco-temporal de populagbes do begomovinmsito severe rugose virgsie

infectam naturalmente o tomateiro.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras

Amostras foliares foram coletadas nos municipios denf@, MG, em julho e agosto
de 2013 e em fevereiro de 2014, e Florestal, MGnaio de 2014 (Figura 1). As amostras de
plantas nao-cultivadas foram coletadas de forma ad@egam sub-amostras, em pontos
separados a uma distancia de aproximadamente 500sm&sramostras de tomateiro foram
coletadas em diferentes estégios fenolégicos da plant#i¢acdo, maturacéo e colheita),
selecionadas mediante a observagdo de sintomas tigeadsfeccdo por begomovirus,
incluindo mosaico, encrespamento, nanismo e deformiaji@o (Apéndice Al). Em cada
ponto de amostragem foram registradas as coordenadgsifigas, imagens dos sintomas
observados e o nome da variedade ou hibrido de tomate

Um total de 233 amostras de tomateirg={47) e plantas ndo-cultivadas<86) foram
coletadas, acondicionadas em sacos plasticos e coadwdaboratério. Um disco foliar foi
utilizado para extragédo de DNA total conforme descrigeguir, e o restante das amostras
foram herbarizadas. Para compor o conjunto de dadamfincluidas sequéncias de TORSV
determinadas por Nozakt al (2006), Gonzélez-Aguilerat al. (2012), Albuquerquet al
(2012) e Rochat al. (2013) disponiveis no GenBank. Os pontos de coletsadeamostras

abrangem os estados de Minas Gerais, Goias, Sdo Rallseito Federal (Figura 1).
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Figura 1 - Mapa indicando os locais referentes a amostras catetdarante este trabalho
(indicados em vermelho) e aqueles referentes a amosteszdas por outros pesquisadores e
cujas sequéncias foram obtidas do GenBank (indicadczal).

Clonagem de genomas completos de begomovirus

A extracdo do DNA total das amostras foi realizada comdodescrito por Doyle &
Doyle (1987). O DNA extraido foi preservado a -20®In amostras de tomateiro, a
confirmacdo da presengca de begomovirus foi realizada PCR utlizando-se o0s
oligonucleotideos PAL1v1978 e PAR1c496, que ampiifiecan fragmento correspondente ao
DNA-A (Rojas et al, 1993). As amostras positivas no PCR foram submetideagdes de
amplificacdo por circulo rolante (RCA) (Inoue-Naga&taal, 2004). O DNA extraido das
amostras de plantas ndo-cultivadas foi utilizado direteenpata as reacdes de RCA. O
produto da reacdo de RCA foi avaliado por meio deagém com a enzim¥isp. As
amostras que apresentaram um padrdo de restricios@ma dos fragmentos totalizava
aproximadamente 5.200 nucleotideos (nt) foram selecasngdra clivagem com outras
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enzimas Apal, BanHl, Clal, EcaRl, Hindlll, Kpnl, Pst, Sad¢, Sadl, Xbd e Xhd) a fim de
identificar uma enzima que clivasse os componentes v@aisum Unico ponto. Os
fragmentos assim linearizados foram clonados no plasmigtor pBLUESCRIPT-KS+
(pKS+; Stratagene) previamente clivado com a mesmamena desfosforilado. Os
plasmideos recombinantes foram transformado$saherichia coliDH5a pelo método de
choque térmico (Sambrook & Russel, 2001). Os clémesn enviados para sequenciamento

na Macrogen (Seul, Coreia do Sul).

Andlises de sequéncias

As sequéncias dos genomas completos de begomdefam montadas com auxilio
dos programas DNA Baser Sequence Assembler v. 3 w(BmaBaser.com) e
CodonCodeAligner v. 4.1.1 (www.codoncode.com), eanizpdas de modo a iniciarem a
partir do primeiro nucleotideo ap6s o sitio de clivagda origem de replicacdo
(TAATATT/IAC). As sequéncias foram inicialmente anali@adpor meio do algoritmo
BLASTn (Altschul et al, 1990) a fim de determinar a espécie viral com maentidade
nucleotidica. As sequéncias com maior identidade foohtidas a partir do GenBank e
utilizadas para determinacdo do posicionamento taxondonusoistlados utilizando-se o
programa Species Demarcation Tool v. 1.0 (Mukiteal, 2013). A busca por ORFs foi

efetuada com o programa ORF Finder (www.ncbi.nlmgoNprojects/gorf/).

Anélise de recombinacao

Para analise dos eventos de recombinacao foi utilizedoonjunto de dados composto
de 130 sequéncias de DNA-A do ToSRYV, sendo 51 abtidate trabalho (Apéndice A2) e 79
disponiveis no GenBank (Apéndice A3). As sequénfieam alinhadas utilizando-se o
algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004) implementado no progtadEGA v. 5.2 (Tamurat al,

2011). A busca por eventos de recombinagéo foi emdizzom o programa RDP v. 4.18
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(Martin et al, 2010). Apenas eventos de recombinacdo detectaslosiq menos quatro
métodos dentre os sete disponiveis foram consideraddigweis. A rede filogenética que
ilustra as evidéncias de recombinagéo entre os isofa@sentes no conjunto de dados foi
construida pelo método Neighbor-Net implementado noragmog SplitsTree4 (Huson &

Bryant, 2006).

Analise filogenética

Para reconstrugdo das relacdes evolutivas entre @sl@solirais foram construidas
arvores filogenéticas a partir das sequéncias nudieasi dos genomas completos. Utilizou-
se 0 mesmo conjunto de dados descrito acima, poréfuiredo-se o bloco recombinante
identificado da andlise com o programa RDP e a sequ@RiVic20:10. Foi considerado
nesta analise o modelognormal relaxado e relégio molecular assumindo um tamanho
populacional constante. As arvores filogenéticas fatanstruidas por inferéncia Bayesiana,
com o programa BEAST v. 1.6.1 (Drummond & Ramba0f7). O modelo de substituicdo
de nucleotideos foi selecionado com o programa MrMatelie 2.2 (Nylander, 2004)
baseado no Akaike Information Criterion (AIC). A estimatdo tempo de divergéncia dos
isolados foi feita por meio do modelo evolutivo estratio no tempo. A anélise foi realizada
baseada no algoritmo Markov Chain Monte Carlo (MCMC)286.000.000 geragdes e as

arvores geradas a cada 5.000 geracdes, visualizawhas grograma FigTree.

Variabilidade e estrutura genética das populactes

Analises de polimorfismo de nucleotideos dentro e eulgopulagdes foi realizada
com auxilio do programa DnaSP v. 5 (Roeasl, 2003). A estimativa da variabilidade em
cada subpopulacéo foi realizada com base no tegterdeutacdo de Hudson, quantificando-
se 0s principais descritores da variabilidade genétiGenero de sitios polimorficos (S);

nimero médio da diferenca de nucleotideos (k); sitade nucleotida (n); frequéncia de
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mutacgdo; numero de haplétipos (H); diversidade hajpdatifiHd); nimero total de mutagdes
(Eta); taxa de mutacdo da populacédo estimada com basewero total de sitios segregantes
(6-S); e taxa de mutacéo estimada com base no nunialdéomutacbed{Eta).

O programa Structure v. 2.3.1 (Evanet al, 2005) foi utilizado para detectar
evidéncias de estruturac@o genética da populagdo d@VTd& acordo com regido geogréfica
e separacgao temporal. Para escolher o numero deggque melhor representa a estruturacao
da populagéo foi realizada uma simulagéo de 1 aidpopulacdes (K) considerando-se uma
cadeia MCMC 1.000.000 de geragOdsuen in de 100.000 geragdes. A melhor estimativa de
probabilidade para cada subpopulagéo foi escolhidabas® no logaritmo da probabilidade

méxima que suporta cada valor de K (Pritctetrdl, 2000).

Testes de neutralidade

A hipétese de ocorréncia da sele¢do atuando sobrnes girais foi testada por meio
de trés métodos implementados no programa DnaSPqBbah 2003): Tajima D, Fu & Li
D* e Fu & Li F* Diferentes conjuntos de dados foramal@ados considerando-se
populagcdes Unicas ou subpopulagbes agrupadas com dmaseéegido geografica ou
agrupamento temporal. Para determinar os cdédons néreggue aminoécidos sob sele¢cédo
positiva ou negativa foram utilizados quatro métodos impfgados no programa HyPhy
(Kosakovsky Pond et al, 2005) e disponibilizados no servidor Datamonkey
(www.datamonkey.org): SLACsingle-likelihood ancestor countingREL (random effects
likelihood), FEL (fixed effects likelihogde IFEL (nternal fixed effects likelihogd(Pond &

Frost, 2005).

Analise de coalescéncia
A historia das populagdes associadas a diferentes heisped regides geograficas foi

inferida por meio de arvores genealdgicas baseada®alescéncia. Esta andlise foi realizada
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com diferentes programas integrados na plataforma Md®MAP Workbench que integra e
gere um conjunto de programas utilizados na analisevdlicdo de populacdes (Price &
Carbone, 2005).

As diferentes sequéncias nucleotidicas foram inicialmeggrngpadas em haplotipos com
auxilio do programa SNAP MAP (Aylaet al, 2006), pela remogé&o dos sitios com mais de
uma mutacdo. Foram geradas matrizes de compatibilplr@ehaplotipos que compartilham
0 mesmo ancestral comum para testar a contribuicdo etgéivwia dos sitios variaveis nas
respectivas sequéncias analisadas. As simulagdes e@agas do processo de coalescéncia
foram realizadas utilizando-se o programa GENETREMRIB& Griffiths, 2000), assumindo
para todos os casos tamanhos de populacdo constasgbstionando-se a arvore com maior
valor de probabilidade. Essas genealogias foranulagas considerando-se uma cadeia

MCMC de 1.000.000 de gerag0es e salvando as araarada 5.000 geracoes.

RESULTADOS

Prevaléncia temporal e espacial de TOSRV na cultura domateiro

Um total de 233 amostras foliares apresentando sintomasstipgie infeccao por
begomovirudoram coletadas: 147 provenientes de tomateiro, 2Blaiavillea rhomboidea,
uma deEmilia fosbergii,oito deSida acutapito deSida rhombifoliaduas deSida urens37
de Sida sp. e duas deSidastrum micranthumA partir destas amostras foram clonados e
sequenciados 78 DNAs-A completos, 55 obtidos a pdetitomateiro e 23 de plantas néo-

cultivadas (Tabela 1; Apéndice A2).
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Tabela 1. Amostras de tomateiro e plantas ndo-cultivadas coletadasmunicipios de
Coimbra e Florestal, MG, em 2013 e 2014, e nimerdoshes (DNA-A) obtidos.

Data de coleta

Hospedeiro 712013 812013 02/2014 05/2014 Total CR(*) Mspi(+)* Clones
Solanum lycopersicum - 64 50 33 147 72 72 55
Blainvillea rhomboidea 7 - 21 - 28 n.ré 14 14
Emilia fosbergii 1 - - - 1 n.r. - -
Sida acuta 8 - - - 8 n.r. 4 4
Sida rhombifolia 8 - - - 8 n.r. 1 1
Sida urens 2 - - - 2 n.r. 2 2
Sidasp. 26 - 11 - 37 n.r. 10 1
Sidastrum micranthum 2 - - - 2 n.r. 2 1
Total 54 64 82 33 233 72 105 78

17/2013, 8/2013 e 2/2014, amostras coletadas emiaiB/2014, amostras coletadas em Florestal.
2PCR(+): Amplificacdo do fragmento viral de 1100y PCR.

®Mspl(+): Digestao positiva com enzima de restrij&pl.

*n.r.: ndo realizado.

Com base no critério de demarcacdo de espécies gienbeirus estabelecido pelo
Grupo de Estudos deeminiviridaedo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV)
(Brown et al, 2012), a comparacdo par-a-par de sequénciasudieotideos permitiu
classificar os 78 isolados nas seguintes espéSies: common mosaic virSiCmMV),
Tomato common mosaic virl§oCmMV) e Tomato severe rugose VirlSoSRV) em
tomateiro, eBlainvillea yellow spot virugBIYSV), Sida acuta mosaic viru§SAMV) e
Tomato mild mosaic virusToMIMV) em plantas ndo-cultivadas (Apéndice A2). OSRY/
foi o virus prevalente na cultura do tomateiro nas deg®es amostradas, uma vez que
foram obtidos 53 isolados de ToSRV, e apenas um isa@ladioCmMV e um de SiCmMV
(Apéndice A2). Um isolado de ToSRV foi clonadoSidastrum micranthunOs 54 isolados
de ToSRV apresentaram identidade nucleotidica de 970% l&m outros isolados de
ToSRV cujas sequéncias encontram-se disponiveis neBaek (dados ndo mostrados).
Estes resultados indicam uma situagdo distinta daguatada por Rochat al (2013), que
indicava a prevaléncia do ToCmMV em Coimbra com leseamostras coletadas em 2007.

Um estudo conduzido por Gonzéles-Aguiletaal. (2012) ja indicava prevaléncia de 100%
12



do ToSRV em um plantio de tomateiro no municipio deo%¥a (bastante proximo de
Coimbra) em 2008 e 2009. Levantamentos conduzidoMemnhos e Luziania (GO) e em
Ribeirdo Preto (SP), sequenciando-se 104 genomasletommbtidos de 59 amostras de
tomateiro, também indicaram prevaléncia de 100% ddRWpS$om identidade nucleotidica
minima de 97% com outros isolados da mesma espéai®(I2012) com base em amostras
coletadas em 2008. Em conjunto, esses resultados indicamprevaléncia do ToSRV em

cultivos de tomateiro em trés estados das regides Sudeésteére-Oeste do Brasil.

Recombinacédo intraespecifica entre isolados de ToSRV

A andlise de recombinacéo foi realizada com um comjde dados composto pelas
sequéncias de DNA-A dos 54 isolados relatados nesepte trabalho e 80 sequéncias
disponiveis no GenBank. Desse total de 134 isola@&sfatam obtidos de tomateiro, dois de
pimentdo, trés deNicandra physaloidesum de Crotalaria juncea um de Sidastrum
micranthum um deSidasp., e um de hospedeiro ndo identificado (Apénde A

A rede filogenética inferida (Figura 2) sugeriu a exisi#&e eventos de recombinacgdo
entre os isolados (p=0,2724, PHI test). Entretantorograma RDP detectou apenas dois
eventos, envolvendo os isolados BR:Ubel:2000 e BR:Vi€2@mbos obtidos de tomateiro

em Minas Gerais (Tabela 2).
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Figura 2. Evidéncia filogenética de eventos de recombinagfie isolados de ToOSRV (DNA-A). A andlise foi readia pelo método Neighbor-Net
implementado no programa SplitsTree4. A formacaama rede reticulada constitui evidéncia de recoagdia. Os dois isolados em vermelho
foram identificados como possiveis recombinanteam@ise com o programa RDP. Os isolados dentrordal@aida mesma cor representam um
grupo.
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Tabela 2.Eventos de recombinacao intraespecifica detectados erigelados de ToSRV.

Recombinante Breakpoint Parentais Programas’ Valor P°

Inicial Final Maior Menor

BR:Ubel:2000 984 516 BR:Car236.1:0@esconhecido RGBMCS 2,65x10°

BR:Vic20:10 349 1299 BR:Vicl0:10 Desconhecido RGBMCS$,65x10%

T A numerac&o inicia no primeiro nucleotideo ap6stio sie clivagem na origem de replicacdo, e aumenta
sentido horério.

2R=RDP; G=GeneConv;, B=Bootscan; M=MaxChi; C=CHIMAERA:St&sScan; 3=3SEQ.

% O valor P informado se refere ao programa sublinhado, enéenor valorP calculado para o evento de
recombinacdo em questéo.

Variabilidade genética e ocorréncia de selecao em popgées de ToOSRV

A variabilidade genética do ToSRV ndo se encontralngerte distribuida nas
diferentes subpopulagbes amostradas (Tabela 3). A cdnibuicéo para a variabilidade na
populacdo de ToSRV provém das subpopula¢des de Co{aiesisidade nucleotidica, =
0,00753) e Florestal/200@& = 0,00730). A subpopulagéo de Florestal/2014 carntigom
menor variabilidaden(= 0,00315). A diversidade nucleotidica totak(0,00968) é inferior a
do ToCmMV (n = 0,0143), um virus relatado nos municipios de ®oan(MG) e Paty do
Alferes (RJ) em 2008 infectando tomateiro. Estudos ianésr ressaltam que populacdes de
virus infectando plantas n&o-cultivadas apresentam mai@bilidade genética comparada
com populagdes virais que infectam hospedeiros cdtivgLimaet al, 2013; Rochat al,
2013). A subpopulacdo de ToMIMV amostrada &ida urensapresentou diversidade
nucleotidica quatro vezes superior & da populacddo&RV (Tabela 3). A frequéncia de
mutac&o calculada para a populacédo de ToMIMV (4169) foi a mais elevada entre todas as
populacdes analisadas (Tabela 3). A frequéncia decutealculada para o ToSRV foi de
1,6%<10° e dentre as diferentes subpopulacdes de ToSRV amstra frequéncia de

mutacdo mais elevada (2;8%°) foi observada em Florestal/2008 (Tabela 3).
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Testes de neutralidade foram realizados para avalipo @é¢ selegéo atuando em cada
gene do ToSRV. Os resultados dos testes Tajma D, Ei& e Fu & Li F foram n&o
significativos para a maioria dos genes (Tabela 4)v&ores obtidos para o ge@® das
subpopula¢gbes de Vigcosa, Carandai e Florestal/l20da ps genesRep e Ren das
subpopula¢cBes de Vicosa e Carandai e para o 4€deda subpopulacdo de Carandai
sugerem ocorréncia de selegéo purificadora.

Analise com o programa HyPhy identificou aminoécidod selecdo nos genes do
ToSRV. Para o gen€P, somente aminoacidos sob selecdo negativa foram idadbs
(Tabela 5). Para os genRepe Ren selecdo negativa foi identificada na maioria dos ¢asos
com poucos amino&cidos sob selecéo positiva (TabeRaB o gene Trap, tanto o numero de

aminoacidos sob sele¢éo positiva como sob selecativeefya pequeno (Tabela 5).
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Tabela 3. Descritores da variabilidade genética de populag@&ebegomovirus que ocorrem em plantas cultivadesafeiro e pimentdo) e néo-
cultivadas nos estados de Minas Gerais, Sdo PRiswito Federal e Goids. As andlises foram realigadan base no DNA-A. As subpopulacfes
cujas sequéncias foram geradas neste trabalhodestéaradas em negrito.

Espécie  Local NP L H Hd S Eta K = f(Eta) 60-Eta  6-S
ToSRV ViQOSg 36 2593 34 0,997 144 149 11,53 0,0045 0,0016 @,0130,0139
Coimbra 37 2591 29 0,977 137 143 19,52 0,00753 0,00149 3@D1 0,01267

Florestal/2008 5 2592 5 1,000 37 37 19,00 0,00730 0,00285 0,0068M0680
Florestal/2014 16 2591 13 0,967 39 40 8,16 0,00315 0,00096 0,00460454

Carandaf 19 2589 18 0,994 73 74 10,5 0,004 0,0015 0,008 08a,0
Goias 11 2591 8 0,945 49 50 11,82 0,00456 0,00175 0®066,00646
TotaP 132 2579 113 0,997 448 510 2496 0,00968 0,00169 04€362,03184
ToCmMV  Paty do Alferes 10 2560 8 0,933 11 11 2,2 0,0009 0,00043 0,0015 0016,
Coimbrd 12 2560 12 1 91 92 26,3 0,0103 0,0003 0,0312 Q032
Total 22 2560 15 0,997 103 104 36,6 10,0143 0,0018,0110 0,0111
ToCMoV  Florestal 20 2619 20 1 120 122 16,6 0,0063 0,00023 0,0129 013Q,
ToMIMV  Coimbra 6 2705 6 1 242 258 111,27 0,04177 0,0159 0,0417039Q8

ToYVSV  P.do Alfered 26 2562 25 0,997 49 49 5,4 0,0021 0,00074 0,005 0090,

1ToSRVTomato severe rugose vifilBoCmMV: Tomato common mosaic vituBoCMoV: Tomato chlorotic mottle virgsToMIMV: Tomato mild mosaic virys
ToYVSV: Tomato yellow vein streak virus

2Gonzéalez-Aguilerat al., 2012.

3Rochaet al,, 2013.

4Sequéncias obtidas do GeneBank.

®Inclui dois isolados de Jaiba (MG), um de Uberlandi&Miois de Sumaré (SP) e trés de Pipiripau (DF).

5N, numero de sequéncias analisadas; L, comprimenatirdiamento em nucleotideos; H, nimero de haplétiposdidersidade haplotipica; S, nUmero de sitios
segregantes; Eta, nimero total de mutagdes; K, nUnétiom mie diferencas de nucleotidensdiversidade nucleotidica; f(Eta), frequéncia de muta:&eta, taxa
de mutacdo de Watterson estimada com base no ndatat@le mutacGed)-S, taxa de mutacdo de Watterson estimada com basemmesntotal de sitios
segregantes.
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Tabela 4. Resultados dos testes de neutralidade para cadadgeDBlA-A dos isolados de
ToSRV.

Subpopulagdo Gene - Tes.tes :
Tajima D Fu & Li D* Fu & Li F*
Vigosd CP -4,560 -4,620 -2,610°
Rep -3,160 -3,390 -2,290°
Trap -0,46 -0,86 -1,45
Ren -3,330 -3,350 -2,370°
AC4 -1,78 -2,17 -1,960
Coimbra CP -1,605 -2,116 -2,304
Rep -1,604 -2,103 -2,292
Trap -1,761 -2,399 -2,583
Ren -1,532 -2,376 -2,476
AC4 -0,695 -0,346 -0,538
Caranddi CP 2,282 -3,168 -2,282
Rep -2,302 -2,282 -2,282
Trap -2,010 -2,326 -2,587
Ren -2,059 -2,456 -2,712
AC4 -2,207" -2,972 -3,187
Florestal/2008 CP 0,708 0,708 0,749
Rep 0,812 0,812 0,865
Trap 0,243 0,243 0,239
Ren 1,459 1,459 1,431
AC4 1,458 1,458 1,431
Florestal/2014 CP -2,079 -2,959° -3,137°
Rep -1,177 -1,162 -1,343
Trap -1,053 -1,052 -1,206
Ren -1,03 -0,633 0,847
AC4 -0,99 -1,024 -1,165
Goias CP -1,360 -1,411 -1,586
Rep -1,726 -1,978 -2,167
Trap -1,438 -1,855 -1,977
Ren -1,052 -1,391 -1,475
AC4 -1,029 -1,211 -1,312

** P<0,001; **P<0,02; *P<0,05

! Gonzalez-Aguilerat al, 2012.
’Rochaet al, 2013.

¥Sequéncias obtidas do GeneBank.
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Tabela 5 Selecdo positiva ou negativa em aminoacidos de cade go ToSRV,
identificados pelos quatro métodos implementados ngramma HyPhy e disponibilizados no
servidor Datamonkey.

Modelo Método
evolutivo SLAC FEL REL IFEL

Gene

Quatro sitios sob Doze sitios sob  Nenhum sitio sob  Um sitio sob
selecdo negativa: selecdo negativa: selecdo detectado selecédo negativa:
CP GTR 34,94, 180, 205 75, 94, 124, 149, 180
172, 180, 185, 191,
205, 209, 210, 21

Treze sitios sob  Vinte e trés sitios Nenhum sitio sob Um sitio sob

selecdo negativa: sob selecao selecdo detectado selecao positiva:
12,14, 42, 49, 80, negativa: 12, 14, 168
Rep GTR 103, 147, 148, 188,40, 42, 43, 46, 49, Quatro sitios sob
268, 303, 322, 351 80, 84, 96, 103, selecao negativa:
107, 115, 147, 148, 12, 42,103, 268
152, 188, 213, 265,
268, 303, 322, 351
Dois sitios sob Um sitio sob Um sitio sob Um sitio sob
selecdo negativa: selecdo positiva: selecao positiva84 selecao positiva:
40 e 111 84 Vinte e cinco sitios 84
Cinco sitios sob  sob selecéo Um sitio sob
Ren GTR selecdo negativa: negativa:13, 18, selecao negativa:
18, 27, 96, 98, 11122, 27, 33, 36, 40, 40
41, 43, 44,52, 57,
66, 74, 89, 92, 93,
96, 98, 101, 107,
111, 114,122,125
Nenhum sitio sob Trés sitios sob Dois sitios sob Nenhum sitio sob
Trap HKY85 selecdo detectado selecao negativa: selecdo positiva:  selecdo detectado
21,34,5 86, 12¢
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Analise filogenética

A andlise filogenética demonstrou separacdo evidenteisttedos de ToSRV em
quatro clados: (I) Florestal/2008; (II) Séo Paulo,&5a@ Distrito Federal; (Ill) Florestal/2014
e (IV) Vigosa, Coimbra, Carandai e Jaiba (FigurA3Jrande divergéncia entre os clados | e
I, formados por isolados do mesmo local obtidos2808 e 2014, respectivamente, indica
elevada divergéncia temporal. O clado Il € formado ipolados de Sdo Paulo, Goias e
Distrito Federal, portanto, sem apresentar agrupamentacolelo com regido geogréfica.
Neste clado, os isolados obtidos de plantas ndo-cuvilitandra physaloides Crotalaria
junceg e de pimentdo ndo se agruparam de acordo compedwiso. O clado IV relne o
maior nimero de isolados. Dentro deste clado os isotbEl@arandai estdo divididos em dois
subgrupos distintos, um deles associado aos isola@®ithbra. Os isolados de Coimbra se
dividem em dois subgrupos, um deles formado poadsd coletados em 2013 (15 isolados) e
0 segundo por isolados coletados em 2013 e 2014igol&mos).

Os isolados do clado | (Florestal/2008) representagrupo mais ancestral em relagéo
aos isolados dos clados II, Ill e IV, com divergando ancestral comum mais recente em
1991 (intervalo médio de credibilidade bayesiana de ¥08999) (Figura 3). Os isolados
coletados em Florestal em 2008 e 2014 coexistem smmméospedeiro e regido geografica.

Os mecanismos que mantém essa profunda divergéaci#m-se desconhecidos.
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Figura 3. Andlise filogenéticaor inferénciaBayesiana dos isolados de ToSRV. Os circulos
de diferentes cores representam a probabilidade pst€ritempo de divergéncia entre os
diferentes grupos populacionais estd representadooaltta arvore. As barras azuis
representam o intervalo Bayesiano de periodo méddiveegéncia. A analise foi realizada
com o programa BEAST v.1.6.1, sendo considerada cawa&ia MCMC de 250.000.000
geracoes burn inde 5.000 geracgdes.
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A analise com o programa Structure sugere a estré@maea populacdo de ToSRV. Os
isolados agrupados filogeneticamente no clado IV (priemees de Carandai, Vicosa e
Coimbra) podem ser subdivididos em duas subpopuda¢bgura 4A). Os isolados de
Carandai séo todos pertencentes a uma dessas dpapidabdes, enquanto em Vigosa e
Coimbra co-existem isolados das duas subpopulacps;irsio a ocorréncia de migragao de
Vigcosa/Coimbra para Carandai. Os isolados dos cladeslll (Florestal/l2008 e /2014,
respectivamente) sdo claramente pertencentes a subpmsuldistintas (Figura 4B). Este
resultado é reforcado pelo valor de €alculado para essas duas subpopulacbes (0,77385;
Apéndice A4), indicando uma forte estruturacéo baseadampo. O valor da estatistica F
para as subpopulacdoes de Vigosa e Coimbra (0,16éndige A4) indica auséncia de

estruturagéo baseada no tempo.

Carandai Vicosa Vicosa Coimbra Coimbra

A 1.00

0.80
0.60
0.40
0.20

0.00
2008 2009 2010 2013 2014

Florestal Florestal

1.00

0.80
0.60
0.40
0.20
0.00

2008 2014

Figura 4. Analise de estruturacdo com o programa Structure. @addduo é representado
por uma barra vertical e cada cor representa individimsmesma subpopulacad.
Populacdes de Carandai, Vigcosa e Coimbra coletatia2088, 2009/2010 e 2013/2014,
respectivamentd3. Populacdes de Florestal coletadas em 2008 e 2014.
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Analise de coalescéncia

Na arvore genealdgica foram considerados todosios sériaveis ao longo do genoma
do ToSRV. Diferentes isolados foram considerados: &6tainateiro e sete de outros
hospedeiros Gapsicum annuumCrotalaria juncea Nicandra physaloidese Sida sp)
totalizando 18 haplotipos. Nesses haplétipos forameaddgs 71 mutacBes (Tabela 6), sendo
28 associadas aos haplétipos B (dois isolados) e i6 ieditados) obtidos em Florestal/2008.
A maioria das mutagdbes observadas ao longo do gedonf@SRV séo transigbes (46/71),
com um reduzido nimero de transversdes (25/71). sT@da mutagbes observadas em
pimentdo e em plantas ndo-cultivadas estdo associadaéntaao tomateiro, com um tempo
para divergéncia da maioria dos haplotipos relativanrectente e estimado em 0,25 (Figura
5). Observou-se nos haplétipos de Florestal/2008 iemutacdes sao de ocorréncia
exclusiva para o haplotipo B (isolados BR:Flo203:08 R:A®206:08) e apenas duas
mutacgdes sdo relativas ao haplotipo G (BR:Flo202:8R#10208:08). A subpopulagéo de
ToSRV obtida em Florestal/l2014 ndo estd associada bfpogulacdo de 2008. Esta
constatacdo € fundamentada pela inexisténcia de compuasdiita das mutacbes mapeadas.
A historia evolutiva do ToSRV tanto pode ter sido origaae pimentdo ou tomateiro, pois
as mutacdes observadas apresentam a mesma idada @88t do tempo de divergéncia).
Pode-se também inferir que o ToSRV encontra-se beaptadb ao tomateiro, e que

esporadicamente é transmitido para plantas ndo-aldisva
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Tabela 6. Distribuicdo das mutag¢des ao longo do genoma de ToSRV

Posi ti on 11111111112222222222333333333344444444445555555555666666666677
12345678901234567890123456789012345678901234567890123456789012345678901
Consensus AATTCCACGCGCCGCT CACGT CAT AACGGAAAAGCGCGAGGCGCGGGGRCT CCACGCAATGGCACGTATTG
Site Type vvtvtttvvttttttvvvttttttvttvtvvvtttttvttvtttvyvtvvttttttttvttttttvttvvy
Character Type =i-i-iiiiii-iiiiiii---iiiiiii-i-i-i-i--iiiiii--i-i-iii-iiiii--iiiiii-i-
A (3) To.... Coveeee A T .. cC
B ( 2) T.C..TGAC...TA GG ..CTG .G CAT. TGAT...G T. ATTTTA. A TT. TA. G CA. TGTT. . ...
c (0 02) T 2 P G A
D (0 02) T T Coveeee GA
E ( 1) A ... TA .. T..T..... C.Toov. .. T L P G.Toviei ..
F ( 2 A ... TA...T..T.A..C..T........ AT. ... T ... G.T....A ........
G ( 2 TTGAC...TA GG ....G.GCA..GT..... T.ATT..A ACTT..A G C .TGIT.....
H ( 1) ..... TGA. ...... GG....G.G..... GT........ TTo oo C.TGT.....
I (1) ......... TA .. T..T..... C.Tovvi. .. T T G.Toviei ..
J (1) ......... TA .. T T .. T, T T Gt
K (2 ... TA .. T..T..... C.Tovvi. .. TT. .. T Gt
L (0 2) oo T .. To.... Coveee A T .. C
M (1) o B T Gt
N G T
o) (0 2) 2 P G A
p (D) e cC..T
Q () G A
R G T P A
t, Transicdo; v, transversao; i, informativo; —¢ m@ormativo.

: BR:Jai125:08 (tomateiro), BR:Jai127:08 (tomaigi©oS70-5Xhl (tomateiro)

: BR:Flo203:08 (tomateiro), BR:Fl0206:08 (tomabgir

: BR:3539Tom8b:09 (tomateiro), BR:3539Tom8a:0n@teiro)

: BR:768Cro3a:08Crotalaria junced, BR:GO:Goi1646:03Nicandra physaloidgs
: FIMG117s14 (tomateiro)

: FIMG120s14 (tomateiro), FIMG126s14 (tomateiro)

: BR:Flo202:08 (tomateiro), BR:Fl0208:08 (tomatir

: BR:Uberlandial:2000 (tomateiro)

I: 0S201-1S:14 (tomateiro)

J: 0S202-4S:14 (tomateiro)

K: 0S207-1S:14 (tomateiro), 0S231-1S:14 (tomateiro)

L: BR:Vic02:09 (tomateiro), BR:Vic03:09 (tomateiro)

M: BR:780Tom3:08 (tomateiro)

N: Sumare:07Nicandra physaloidgs

O: BR:1646Tom4b:08 (tomateiro), BR:1646Nicl:08dandra physaloidgs

P: BR:Car214:08 (tomateiro), BR:Car228:@da sp)

Q: BR:Pip1696:03 (tomateiro), PJU-S&o Paulo®apsicum annuunOS183-9P:14 (tomateiro),
BR:Ind2857:04 (tomateiro)

R: BR:Pip1792:03 (tomateiro), Petrolina de Goiag@8psicum annuujn

IOTMMmMOOW>
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66 1.0

64
63
60
45 lo.8
44
35
33
26
23 10.6
17
16
8
10.4
7
6
67 0.2
59 68
®71 31 [ 3
40 2
2
2 e 69
[ J LO.O
Haplotype B G H A L P C D O Q R
Frequency 2 2 1 3 2 2 2 2 2 4 2
Locality Host
Florestal-MG S.lycopersicum 2 2 - 1 1 2 1 2 .
Coimbra-MG S.lycopersicum . . . ; . . . ; . . 1 . 1
Vigosa-MG S.lycopersicum . o 5 o o o . ] 2 . 5 2
Carandai-MG S.lycopersicum . . . . . . . . . . . . 1
Sida sp. . . . . . . . . . . . o1
Jaiba-MG S.lycopersicum . . . ; - . . . . . 2
Uberlandia-MG S.lycopersicum . , 1 :
Acreuna-GO S.lycopersicum . . . . . . . . : . . . . 2
Luziania-GO S.lycopersicum . . . . . . . . 1 R . 5 . . .
C. juncea . . . . . . . . . . . . . . 1 .
Goianapolis-GO  S.lycopersicum . . . - . . . . . . ) . . ) . 1
N.physaloides . . . ; ; . . ; . . . . . . 1 1 . .
Petrolina-GO C.annuum . . . . . . . . . . . . . . . . 5 1
Indiana-GO S.lycopersicum . . B ; ; B . . . . . . . . . B 1
Piraju-SP C.annuum . . . . . . H 5 R . " . . " . . 1
Sumare-SP N.physaloides - - - - . - . . . 1 . . . . : . . :
Pipiripau-DF S.lycopersicum . . . B . . . . . . . . . . . . 1 1

Figura 5. Andlise de coalescéncia baseada em sitios variaveisamdsta distribuicdo das
mutagbes no genoma de ToSRV. A analise foi inferiddo pprograma Genetree,
considerando-se uma cadeia MCMC de 1.000.000 ges&giien inde 100.000 geracdes. A
escala do tempo de coalescéncia esta representadanidatdeu do tamanho efetivo da
populacdo. Os circulos em preto numerados represexganmutacdes mapeadas no genoma.
Os nomes escritos em negrito representam isolado®sleid outros hospedeiros.
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DISCUSSAO

Populagbes de begomovirus que infectam tomateiro e plaétacultivadas no Brasil
tem sido amplamente estudadas em termos de estrutarsabilidade genética (Gonzéalez-
Aguileraet al, 2012; Limaet al, 2013; Rochat al, 2013) e essas andlises indicam que as
populacdes sdo altamente recombinantes, apresentamlevadce grau de variabilidade
genética e uma rapida taxa evolutiva. Também foi detremo que populacdes de
begomovirus sdo estruturadas com base em regidcafieago que explica a emergéncia de
diferentes espécies virais nos diferentes estado#enas (Ribeiroet al, 2003). Entretanto,
diversos levantamentos recentes indicam quliernato severe rugose VvirBoSRV) tornou-
se predominante em cultivos de tomateiro. Outros traba#latam que esse virus possui uma
gama de hospedeiros que inclui diversas espécietaniap ndo-cultivadas, conMicandra
physaloides Sidaspp. (Nozakit al, 2006). Entretanto, até o presente, nenhum estudo fez
uma abordagem sobre a analise evolutiva das populde6€eSRV e da relevancia de sua
ocorréncia em hospedeiros ndo-cultivados. Nossasdtades ressaltam que populagcbes de
ToSRV que infectam tomateiro encontram-se estrutugaolasegido geografica e também de
acordo com o tempo. Esses resultados ndo esclarecemtiss pelos quais o0 TOSRV se
tornou o virus predominante em tomateiro, mas indicaen@ ToSRV é uma espécie bem
adaptada a esse hospedeiro, a partir do qual podveetualmente transferido para outros
hospedeiros cultivados (como o pimentéo) e ndo-cultivados.

O ToSRV foi o begomovirus detectado em praticamente tedasmostras de
tomateiro coletadas em Coimbra e Florestal nos and#i@ e 2014. Rochet al. (2013)
haviam relatado a predominancia do ToCmMV em Coimbna lsase em amostras coletadas
em 2007, e do ToCMoV em Florestal com base em aamswletadas em 2008. Assim,
nossos resultados indicam uma répida substituicdo @GonMV e do ToCMoV pelo ToSRV

nessas regides. O mesmo fendmeno foi observadotadoede Goias. Um levantamento
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extensivo conduzido de 2003 a 2006 indicou a presgaeoSRV, mas também dmmato
yellow vein streak virugToYVSYV), Tomato golden vein virud GVV) e Tomato mottle leaf
curl virus (ToMoLCV) (Fernandegt al, 2008). Um novo levantamento realizado em 2008
nos municipios de Morrinhos e Luziania detectou apend®SRV (Naitoet al, 2012).
Conjuntamente, esses resultados fornecem fortes evidédaiagrande adaptabilidade do
ToSRV ao tomateiro. A crescente expansdo do ToSRV pedexplicada pela falta de
observancia das préticas culturais basicas como a &neogestruicdo dos restos de cultura e
o frequente habito de cultivos sucessivos durante tatmoEssas praticas contribuem para
um suprimento alimentar da mosca branca sem necessitda migracéo para hospedeiros
alternativos, e garantindo assim a sua fecundidade pacidade de transmisséo de
begomovirus. Um fator que poderia explicar a previdéno ToSRV em plantios de
tomateiro seria uma maior eficiéncia da aquisicdo esitnesdo do ToSRV pdBemisia
tabaci MEAM1 em relagcdo a outras espécies de begomovEungetanto, ndo existem
informacdes a esse respeito.

Vérios estudos indicam que populacdes de begomayirei®correm em plantas ndo-
cultivadas apresentam maior taxa de recombinagéo codepeoan populagdes que ocorrem
em plantas cultivadas (Garcia-Andetsl. 2006; Silveet al, 2012; Limaet al, 2013; Rocha
et al, 2013) e sugerem que a recombinacdo é uma forglatiga importante atuando
significativamente na variabilidade genética (Galgfial, 2003; Inoue-Nagatet al, 2006).
Entretanto, poucos eventos de recombinacdo intraespefifiamn detectados em nosso
estudo, estando restritos aos isolados BR:Ubel:2@8H\¢c20:10. Gonzalez-Aguilera et al.
(2012) constataram ocorréncia da recombinacgdo inteiispeenvolvendo os isolados
BR:Vic01:09, BR:Vic06:10, BR:Vic20:10, BR:Vic30:10, Petmal de Goias:03, PJ-Sao
Paulo:05 e Pi-1:07, e®ida micrantha mosaic virySIMMV) como parental.

A variabilidade genética de popula¢des de begomovireseéndinada principalmente

por mutacdo e recombinagdo. Diversos trabalhos relajaen populacdes infectando
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hospedeiros cultivados apresentam menor variabilidasi®tiga em comparacdo com
hospedeiros ndo-cultivados (Faria & Maxwell, 1999; GdéezAguileraet al, 2012; Limaet
al., 2013; Rochat al, 2013). Resultados idénticos foram alcangados essonestudo, tendo
sido constatada menor variabilidade genética na pghwlade ToSRV que infecta
naturalmente tomateiro em comparagédo com uma populadomMIMV obtida da planta
ndo-cultivadeSida urensNo entanto, a variabilidade genética total de ToSR\aémao que
a variabilidade observada entre as subpopulacdes. Qubpdes de Coimbra e
Florestal/2008 apresentam maior variabilidade, e otofosobservado para a subpopulacéo
de Florestal/2014A baixa variabilidade genética observada nas subpdpsade ToSRV em
relacdo a variabilidade genética total e a estruturalggsas subpopulacdes sugere a
ocorréncia de migracado com efeito fundador.

Begomovirus e outros virus de DNA de fita simples amtasn altas taxas de mutagéo
e substituicdo nucleotidica, que podem ser compa@miasas de virus de RNA (Duffy &
Holmes, 2008; 2009). Porém, as taxas de mutacdostitai¢iio ndo podem ser comparadas
com a frequéncia pela qual ocorrem mutagbes ao longgedoma. Rochat al. (2013)
demonstraram que as frequéncias de mutagédo deteamipadaMacroptilium yellow spot
virus (MaYSV) que infectdMacroptilium lathyroide<e Blainvillea yellow spot virugBlYSV)
que infectaBlainvillea rhomboideaambos hospedeiros nédo-cultivados, sdo maioresielas
de populagdes de ToCMoV, ToCmMV e ToYVSV que infactamateiro. A frequéncia de
mutacdo determinada nesse trabalho para o ToSRV entetomél,6%10°%) é baixa,
concordando com os resultados de Rosthal. (2013). A frequéncia de mutagéo calculada
para o ToSRV pode refletir a baixa variabilidade geaéo hospedeiro, uma vez que este
virus foi isolado principalmente em tomateiro.

Os resultados dos testes de neutralidade indicam oc@r@redominante de selecéo
purificadora atuando sobre os genes virais. Essarecdo pode ser explicada pelo fato de

que durante o ciclo de infe¢&o viral ocorrem vagagalos que impdem limites & populagéo,
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como a necessidade de interacdo entre a proteinaiahpsidacido nucleico para a formacao
de particulas, e a aquisicdo dessas particulas peto ireter. As diversas interacdes entre as
proteinas virais e fatores do hospedeiro podem tamb@dictmnar o efeito gargalo.

Nossas analises filogenéticas demonstram evidente estddudsa populacdo de
ToSRV em quatro subpopulacdes de acordo com regiégrafica e o tempo de coleta das
amostras. Isolados de Florestal e Coimbra foramidivddem duas subpopulagdes de acordo
com o0 ano de coleta das amostras (2008; julho de @0d&@ereiro de 2014; maio de 2014).
No entanto as subpopulagbes de Florestal se encontréamémte estruturadas de acordo
com o tempo, 0 que ndo acontece com a subpopulagdiithbra. Resultados anteriores
obtidos por Gonzalez-Aguileret al. (2012) analisando popula¢des de ToSRV coletadas em
Vigosa nos anos de 2009 e 2010 n&o indicaram esigdin dos isolados de acordo com o
tempo.

Analise baseada em coalescéncia permitiu mapear agdastgue ocorrem ao longo do
genoma do ToSRV. Todas as mutac¢des observadas emtfongeplantas ndo-cultivadas sao
comuns para tomateiro e apresentam a mesma idade relasivautacbes mais antigas
situam-se no genieep seguida do gen€P. Estas observacdes sugerem que o ToSRV é uma
espécie viral bem adaptada ao tomateiro, e que ausféréncia para outros hospedeiros tem

sido realizada esporadicamente pelo inseto vetor
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Apéndice AL Sintomas de begomovirus induzidos em plantas deg¢égma em plantas nao-

cultivadas.A. Mosaico em planta d&ida acuta B. Mosaico e nanismo em plantas de

Blainvillea rhomboidea C. Mosaico em tomateiroD. Nanismo e deformacdo foliar em
tomateiro.E. Mosaico e deformacéo foliar em tomateiro.
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Apéndice A2.Isolados de begomovirus (DNA-A) obtidos neste tlaba

Isolado Local Coleta Lat (S) Long (W) Hospedeiro Espécie Enzima
0S 1-1S Coimbra 2013 20°49,02' 9" 42°52,06'®ida acuta Sida acuta mosaic Vi(&AMYV) Sad
OS 6-1S Coimbra 2013 20°49,02' 9" 42°52,06'3" Sida acuta SAMV Sad
0OS 8-1S Coimbra 2013 20°49,02' 9" 42°52,06'®ida acuta SAMV Sad
OS 11-4S Coimbra 2013 20°49,02' 9" 42°52,06'3" Sida acuta SAMV Sad
0S 52-4S Coimbra 2013 20°51'29,9" 42°51'42,8ida urens Tomato mild mosaic viimoMIMV) Sad
0OS 42-1S Coimbra 2013 20°51'29,9" 42°51'42,2" Sida urens ToMIMV Sad
0OS 46-7S Coimbra 2013 20°51'29,9" 42°51'42,8ida urens ToMIMV Sad
0S38-6Xb  Coimbra 2013  20°51'29,9" 42°51'42,2" Sidastrum Tomato severe rugose Vir(iIBoSRYV) Xba
OS 73-1P Coimbra 2013 20°51'43,2"  42°51'27" Toinwate Tomato common mosaic virBoCmMV) Pst
OS 70-5Xhl Coimbra 2013 20°51'43,2" 42°51'27" Tomateiro ToSRV Xhol
OS 70-1P Coimbra 2013 20°51'43,2" 42°51'27" Toinmate ToSRV Pst
OS 70-5B Coimbra 2013 20°51'43,2" 42°51'27" Tomateiro ToSRV BanHl
OS 73-2B Coimbra 2013 20°51'43,2"  42°51'27" Toirate ToSRV BanHl
OS 73-4B Coimbra 2013 20°51'43,2" 42°51'27" Tomateiro ToSRV BanHl
OS 78-1P Coimbra 2013 20°51'43,2" 42°51'27" Toinmate ToSRV Pst
OS 79-1P Coimbra 2013 20°51'43,2" 42°51'27" Tomateiro ToSRV Pst
OS 80-1P Coimbra 2013 20°51'43,2"  42°51'27" Toinmate ToSRV Pst
OS 83-1P Coimbra 2013 20°51'43,2" 42°51'27" Tomateiro ToSRV Pst
OS 84-5P Coimbra 2013 20°51'43,2" 42°51'27" Toinmate ToSRV Pst
OS 85-1Xhl Coimbra 2013 20°51'43,2" 42°51'27" Tomateiro ToSRV Xhol
OS 85-1P Coimbra 2013 20°51'43,2" 42°51'27" Toinmate ToSRV Pst
OS 86-6P Coimbra 2013 20°51'43,2" 42°51'27" Tomateiro ToSRV Pst
OS 88-3P Coimbra 2013 20°51'43,2"  42°51'27" Toinmate ToSRV Pst
0OS 91-1P Coimbra 2013 20°51'43,2" 42°51'27" Tomateiro ToSRV Pst
0S592-2S Coimbra 2013 20°51'43,2" 42°51'27" Tomatei ToSRV Sad
0S93-3S Coimbra 2013 20°51'43,2" 42°51'27" Tomateiro ToSRV Sad
OS 95-4P Coimbra 2013 20°51'43,2" 42°51'27" Toinmate ToSRV Pst
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OS 100-1P
OS 100-2P
OS 103-3P
OS 107-2P
OS 109-4P
OS 110-4P
OS 114-2P
OS 117-2P
0S119-7P
0S120-1P
0S122-1P
0S125-1P
0S127-1P
0S131-2P
0S172-1P
0S179-2P
0S182-9P
0S183-4P
0S183-9P
0S89-2B

0S201-1S
0S202-4S
0S204-1S
0S206-3S
0S207-1S
0S209-2S
0S213-1S
0S214-1S
0S215-3S
0S216-2S
0S218-3S

Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Florestal
Florestal
Florestal
Florestal
Florestal
Florestal
Florestal
Florestal
Florestal
Florestal
Florestal

2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2013
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014

Tomateiro
Teimat

Tomateiro
Teimat

Tomateiro
Teimat

20°51'43,2" 42°51'27"
20°51'43,2" 42°51'27"
20°51'43,2" 42°51'27"
20°51'43,2" 42°51'27"
20°51'43,2" 42°51'27"
20°51'43,2" 42°51'27"
20°51'43,2" 42°51'27" Tomateiro
20°51'43,2" 42°51'27" Teimat
20°36'39,3" 42°25'58,9" Tomateiro
20°36'39,3" 42°25'58,9" dteiro
20°36'39,3" 42°25'58,9" Tomateiro
20°36'39,3" 42°25'58,9" dteiro
20°36'39,3" 42°25'58,9" Tomateiro
20°36'39,3" 42°25'58,9" dteiro
20°50'58,3" 42°53'14,4" Tomateiro
20°50'58,3" 42°53'14,4" dteiro
20°50'58,3" 42°53'14,4" Tomateiro
20°50'58,3" 42°53'14,4" dteiro
20°50'58,3" 42°53'14,4" Tomateiro
20°51'43,2" 42°51'27"
19°55'51,3" 44°23'52,5" Tomateiro
19°55'51,3" 44°23'52,5bmdateiro
19°55'51,3" 44°23'52,5" Tomateiro
19°55'51,3" 44°23'52,5bmdateiro
19°55'51,3" 44°23'52,5" Tomateiro
19°55'51,3" 44°23'52,5bmdateiro
19°55'51,3" 44°23'52,5" Tomateiro
19°55'51,3" 44°23'52,5bmdateiro
19°55'51,3" 44°23'52,5" Tomateiro
19°55'51,3" 44°23'52,5bmdateiro
19°55'51,3" 44°23'52,5" Tomateiro

Tomatei

ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
Sida common mosaic virgSiCmMV)
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV

Pst
Pst
Pst
Pst
Pst
Pst
Pst
Pst
Pst
Pst
Pst
Pst
Pst
Pst
Pst
Pst
Pst
Pst

Pst

BanH|

Sad
Sad
Sad
Sad
Sad
Sad
Sad
Sad
Sad
Sad
Sad
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0S219-3S
0S8222-2S
0S223-1S
0S231-1S
0S237-4S
0S32-1P

0S32a-2A
0S34a-2A
0OS37-1P

0OS37-2P

OS51a-2A
0S142-1P
0S151-4P
0S152-4P
0S154-1P
0S155-1P
0S156-1P
0S157-1P
0S164-1P
0S153-1P

Florestal
Florestal
Florestal
Florestal
Florestal
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra
Coimbra

2014
2014
2014
2014
2014
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014

19°55'51,3" 44°23'52,5" Tomateiro
19°55'51,3" 44°23'52,5bmdateiro
19°55'51,3" 44°23'52,5" Tomateiro
19°52'25" 44°25'03" Temmt
19°52'25"  44°25'03" Tomateiro
20°51'29,9" 42°51'42,Blainvillea rhomboidea
20°51'29,9" 42°51'42,2" Blainvillea rhomboidea
20°51'29,9" 42°51'42,Blainvillea rhomboidea
20°51'29,9" 42°51'42,2" Blainvillea rhomboidea
20°51'29,9" 42°51'42,Blainvillea rhomboidea
20°51'29,9" 42°51'42,2" Blainvillea rhomboidea
20°50'58,3" 42°53'14,8Blainvillea rhomboidea
20°50'58,3" 42°53'14,4" Blainvillea rhomboidea
20°50'58,3" 42°53'14,8Blainvillea rhomboidea
20°50'58,3" 42°53'14,4" Blainvillea rhomboidea
20°50'58,3" 42°53'14,8Blainvillea rhomboidea
20°50'58,3" 42°53'14,4" Blainvillea rhomboidea
20°50'58,3" 42°53'14,8Blainvillea rhomboidea
20°50'58,3" 42°53'14,4" Blainvillea rhomboidea
20°50'58,3"  42°53'14,&idasp.

ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
Blainvillea yellow spot vir(BIYSV)
BIYSV
BIYSV
BIYSV
BIYSV
BIYSV
BIYSV
BIYSV
BIYSV
BIYSV
BIYSV
BIYSV
BIYSV
BIYSV
BIYSV

Sad
Sad
Sad
Sad

Sad
Pst
Apal
Apa
Pst
Pst
Apal
Pst
Pst
Pst
Pst
Pst
Pst
Pst
Pst
Pst
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Apéndice A3.Sequéncias de begomovirus (DNA-A) obtidas do GenBank.

Acrénimo Espécie viral Hospedeiro Local de coleta ﬁc?l(()at:e Acesso  Referéncia
BR:Vicl17.1:10 Tomato mild mosaic virus Sida urens Vigosa 2010 KC706606
(ToMIMV)
BR:Vic17.2:10 ToMIMV Sida uren Vicose 201C KC70660"
BR:Vic19:10 ToMIMV Sida urens Vigosa 2010 KC706608
BR:Coi7:07 Tomato common mosaic virus Tomateiro Coimbra 2007 KC706578
(ToCmMV)
BR:C0i8:07 ToCmMV Tomateirc Coimbre 2007 KC70657¢
BR:Co0i10:07 ToCmMV Tomateiro Coimbra 2007 KC706569
BR:Coil1:07 ToCmMV Tomateirc Coimbre 2007 KC70657(
BR:Coil12:07 ToCmMV Tomateiro Coimbra 2007 KC706571
BR:Coil5:07 ToCmMV Tomateirc Coimbre 2007 KC70657:
BR:Co0i18:07 ToCmMV Tomateiro Coimbra 2007 KC706573
BR:C0i20:07 ToCmMV Tomateirc Coimbre 2007 KC70657+
BR:Co0i21:07 ToCmMV Tomateiro Coimbra 2007 KC706575
BR:Coi22:07 ToCmMV Tomateirc Coimbre 2007 EU71075-
BR:Co0i23:0" ToCmMV Tomateirc Coimbre 2007 KC70657¢
BR:Coi24:07 ToCmMV Tomateiro Coimbra 2007 KC706577
BR:Jai125:08 Tomato severe rugose virus Tomateiro Jaiba 2008 KC004068
(ToSRV)
BR:Jai127:08 ToSRV Tomateiro Jaiba 2008 KC004069
BR:Flo165:0¢ ToSRV Tomateirc Floresta 200¢ KC00407(
BR:Flo202:08 ToSRV Tomateiro Florestal 2008 KC004071
BR:Flo203:08 ToSRV Tomateiro Florestal 2008 KC004072
BR:Flo206:08 ToSRV Tomateiro Florestal 2008 KC004073
BR:Flo208:0¢ ToSRV Tomateirc Floresta 200¢ KC00407:
BR:Car214:08 ToSRV Tomateiro Carandai 2008 KC004075
BR:Car218.1:08 ToSRV Tomateiro Carandai 2008 KC004076
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BR:Car218.3:08
BR:Car219.10:08
BR:Car220:08
BR:Car221.8:0
BR:Car224:08
BR:Car226.3:08
BR:Car226.5:08
BR:Car227:0.
BR:Car228:08
BR:Car230:08
BR:Car231.8:08
BR:Car232:0.
BR:Car233:08
BR:Car235:08
BR:Car236.1:08
BR:Car237.6:0
BR:Car238:08
BR:Vic01:09
BR:Vic02:09
BR:Vic03:0¢
BR:Vic04:09
BR:Vic05:09
BR:Vic06:10
BR:Vic07:1(
BR:Vic08:10
BR:Vic09:10
BR:Vic10:10
BR:Vic11:1(
BR:Vic12:10
BR:Vic13:10

ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV

Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateirc
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateirc
Sidasp.
Tomateiro
Tomateiro
Tomateirc
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateirc
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateirc
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateirc
Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateirc
Tomateiro
Tomateiro

Carandai
Carandai
Carandai
Carande
Carandai
Carandai
Carandai
Carande
Carandai
Carandai
Carandai
Carande
Carandai
Carandai
Carandai
Carande
Carandai
Vicosa
Vicosa
Vigose
Vicosa
Vicosa
Vicosa
Vigose
Vicosa
Vicosa
Vicosa
Vigose
Vicosa
Vicosa

2008
2008
2008
200¢
2008
2008
2008
200¢
2008
2008
2008
200¢
2008
2008
2008
200¢
2008
2009
2009
200¢
2009
2009
2010
201C
2010
2010
2010
201C
2010
2010

KC004076
KC004077
KC004078
KC00407¢
KC004079
KC004080
KC004080
KC00408:
KC004082
KC004083
KC004083
KC00408c¢
KC004085
KC004086
KC004087
KC00408t¢
KC004089
JX865615
JX865616
JX865617
JX865618
JX865619
JX865620
JX86562:
JX865622
JX865623
JX865624
JX86562!
JX865626
JX865627
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BR:Vic14:10
BR:Vic15:10
BR:Vic17:10
BR:Vic18:1(
BR:Vic19:10
BR:Vic20:10
BR:Vic21:09
BR:Vic22:0¢
BR:Vic23:10
BR:Vic24:10
BR:Vic25:10
BR:Vic26:0¢
BR:Vic27:09
BR:Vic28:09
BR:Vic29:10
BR:Vic30:1(
BR:Vic31:10
BR:Vic32:10
BR:Vic33:10
BR:Vic34:1(
BR:Vic35:10
BR:Vic36:10
BR:Vic40:10

ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV
ToSRV

BR:3539Tom8h:0 ToSRV
BR:3539Tom8a:09 ToSRV
BR:G0O:G0i1646:03 TOSRV

BR:1646Nic1:08

ToSRV

BR:1646Tom4b:0 ToSRV
BR:1646Tom4a:08 ToSRV

BR:Ind2857:04

ToSRV

Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateirc

Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateirc

Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateirc

Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateirc

Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateirc

Tomateiro
Tomateiro
Tomateiro
Tomateirc

Tomateiro

Vicosa
Vigosa
Vicosa
Vigose
Vicosa
Vigosa
Vicosa
Vigose
Vicosa
Vigosa
Vicosa
Vigose
Vicosa
Vigosa
Vicosa
Vigose
Vicosa
Vigosa
Vicosa
Vigose
Vicosa
Vigosa
Vicosa
Acrelina, G(
Acreuna, GO

Nicandra physaloides Goianapolis, GO
Nicandra physaloides Goianapolis, GO

Tomateirc
Tomateiro
Tomateiro

Goianapolis, Gt
Goianapolis, GO
Indiana, GO

2010
2010
2010
201C
2010
2010
2009
200¢
2010
2010
2010
200¢
2009
2009
2010
201
2010
2010
2010
201C
2010
2010
2010
200¢
2009
2003
2008
200¢
2008
2004

JX865628
JX865629
JX865630
JX86563:
JX865632
JX865633
JX865634
JX86563!
JX865636
JX865637
JX865638
JX86563!
JX865640
JX865641
JX865642
JX86564.
JX865644
JX865645
JX865646
JX86564
JX865648
JX865649
JX865650
JX41520:
JX415201
JX415188
JX415197
JX41519¢
JX415198
JF803262
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BR:780Tom3:08 ToSRV Tomateiro Luziania, GO 2008 JX415196
BR:768Tom8b:08 ToSRV Tomateiro Luziania, GO 2008 JX415193
BR:768Cro3a:08 ToSRV Crotalaria juncea Luziania, GO 2008 JX415190
Petrolina de Goi:¢ TOSRV Pimenta Petrolina, G( 200¢ DQ20774¢
BR:Pip1792:03 ToSRV Tomateiro Pipiripau, DF 2003 JF803261
BR:Pip1696:03 ToSRV Tomateiro Pipiripau, DF 2003 JF803260
PJU-Sé&o Paulo ToSRV Pimentédo Piraju, SP 2005 FJ824808
Sumar: ToSRV Nicandra physaloide Sumaré, S 2007 EU08659:
Brazil:Ubel1:2000 ToSRV N&o informado Uberlandia, MG 2000 AY029750
BR:PADFM:04 ToSRV Tomateiro DF 2004 JF803263
Pi-1 ToSRV Tomateiro Nao informado 2007 HQ606467
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Apéndice A4.Resultados dos testes de subdivisdo da populacéo d&/ToSR

Populaca

Nst Fst

Florestal (2008) e Carandai
Florestal (2008) e Vigosa
Florestal (2008) e Coimbra
Florestal (2008e Go_DF_SiI
Carandai e Vicosa
Carandai e Coimbra
Carandai e Go_DF_SP
Vigosae Coimbre

Vicosa e Go_DF_SP
Coimbra e Go DF SP

0,745 0,742
0,762 0,760
0,688 0,685
0,68¢ 0,68¢
0,430 0,429
0,215 0,215
0,387 0,387
0,09C 0,09
0,507 0,506
0,353 0,352

Go_DF_SP: Goias, Distrito Federal e Sdo Paulo
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