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Resumo — O objetivo deste trabalho foi identificar a presenga dos genes 73-2 e Ty-3, de resisténcia a
begomovirus, em acessos de tomateiro do Banco de Germoplasma de Hortaligas da Universidade Federal de
Vigosa. Os oligonucleotideos TO302 F/R e FLUW2S5 F/R foram utilizados em reagdes de PCR, para verificar
a presenga de marcadores relacionados aos genes 7y-2 e 7j-3, respectivamente. Observou-se a presenga do
gene 7j-2, em heterozigose na subamostra BGH-6881 (Solanum peruvianum), e do gene Ty-3, em homozigose
nas subamostras BGH-6878, BGH-6897 (S. lycopersicum) e em heterozigose na subamostra BGH-6881.
A identificag@o dos genes de resisténcia, com reagdes de PCR, representa um avango para os programas de
melhoramento de tomateiro no Brasil.

Termos para indexacdo: Solanum lycopersicum, Solanum peruvianum, geminivirus, PCR, recursos genéticos.

Identification of the begomovirus resistance genes
Ty-2 and Ty-3 in tomato genotypes

Abstract — The objective of this work was to identify the presence of the genes begomovirus resistence 7y-2 and
Ty-3 in tomato accessions of the Banco de Germoplasma de Hortalicas of the Universidade Federal de Vigosa.
The oligonucleotides TO302 F/R and FLUW25 F/R were used in PCR analysis to verify the presence of
markers associated to the genes 7)-2 and 7y-3, respectively. The 7)-2 gene was observed in heterozygosis in the
accession BGH-6881 (Solanum peruvianum), and the 7y-3 gene in homozygosis in the accessions BGH-6878,
BGH-6897 (S. lycopersicum), and in heterozygosis in acession BGH-6881. The identification of resistance

genes, using PCR analysis, represents an advance for tomato breeding programs in Brazil.

Index terms: Solanum lycopersicum, Solanum peruvianum, geminivirus, PCR, genetic resources.

O tomateiro (Solanum Ilycopersicum L.) € uma das
hortali¢as mais importantes atualmente, por fazer parte
do habito alimentar de grande parte da populagdo
mundial.

A cultura do tomateiro é suscetivel a uma ampla
gama de fatores biodticos e abidticos que influenciam
negativamente a sua produtividade, o que tem sido
favorecido pelo processo de domesticacao da espécie
ao longo dos anos (Vidavsky et al., 1998). Entre os
fatores bidticos, mais de 200 agentes fitopatogénicos
de origem flngica, bacteriana e viral foram reportados
para a cultura (Foolad, 2007). Os virus pertencentes
ao género Begomovirus (familia Geminiviridae),
transmitidos pela mosca-branca, Bemisia tabaci, sao
alguns dos patdgenos que causam as maiores perdas
no campo (Pérez de Castro et al., 2007).
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Considerando-se a vulnerabilidade dos gendtipos
cultivados eaocorrénciadenovas espécies debegomovirus
no campo (Ambrozevicius etal., 2002; Ribeiro etal.,2003;
Castillo-Urquiza et al., 2008), uma das alternativas mais
duradouras e eficientes de manejo consiste na procura e
na introgressao de genes de resisténcia a begomoviroses,
em espécies silvestres pertencentes ao género Solanum
(Gonzalez-Cabezuelo et al., 2007).

As variedades disponiveis no mercado brasileiro sdo
portadoras, principalmente, do gene 73-1, que confere
resisténcia ao Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV),
um begomovirus com genoma monossegmentado
que ndo ocorre no Brasil (classificado como praga
quarentenaria Al). O TYLCV ¢ o begomovirus mais
agressivo ao tomateiro, em todas as regioes onde ocorre,
dai a importancia de se incorporar fontes de resisténcia
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nas variedades e nos hibridos disponiveis no mercado
brasileiro (Santana et al., 2001). Além disso, o gene T/
oferece resisténcia ou tolerancia aos virus com genoma
bissegmentado, predominantes no Brasil.

A busca de novas fontes ou genes de resisténcia
levou a descoberta e a introgressao dos genes 7y-2
e Ty-3, localizados nos cromossomos 11 ¢ 6 das
espécies selvagens S. habrochaites e S. chilense,
respectivamente. Como o 7y-1, esses genes conferem
resisténcia a diferentes isolados de TYLCV (Hanson
et al., 2006; Ji et al., 2007).

A busca por esse tipo de gene em acessos presentes
nos bancos de germoplasma do Brasil ¢ a sua
introgressao em gendtipos comerciais podem contribuir
para melhor controle de begomoviroses no campo, nas
condigdes brasileiras.

O objetivo deste trabalho foi identificar a presenca
dos genes 7y-2 e Ty-3 resistentes a begomovirus, em
acessos de tomateiro do Banco de Germoplasma de
Hortaligas (2010) da Universidade Federal de Vigosa.

Foram avaliados 78 acessos (Tabela 1). As variedades
Santa Clara e Campbell 28 e os hibridos Débora’
e Fany foram utilizados como padrdes negativos
(auséncia dos genes 7y-2 e T7y-3). As linhagens H24
e LD7, portadoras do gene 7j-2, e a linhagem STY4,
portadora do gene 7j-3, cujas sementes foram doadas
pelo Instituto Nacional de Ciencias Agricolas de Cuba,
foram utilizadas como padrdes positivos. As mudas
foram cultivadas em bandejas até os 25 dias apos a
germinagdo e transplantadas para vasos de plastico de
1 L de capacidade, preenchidos com terrigo de barranco
e esterco bovino (2:1) previamente esterilizado.

Trés plantas de cada subamostra foram mantidas em
condi¢des de casa de vegetacdo, com temperatura de
aproximadamente 23+3°C e umidade relativa entre 80
e 85%. As plantas foram mantidas sob essas condicdes
até o momento da coleta das folhas, no estadio de quatro
folhas verdadeiras. O DNA foi extraido pelo método
de Dellaporta et al. (1983), e a sua concentragao foi
ajustada para 10 ng puL".

Para a identificacdo dos genes, foram utilizados
oligonucleotideos especificos para os genes 7y-2
e Ty-3, descritos por Hanson et al. (2006) e Ji et al.
(2007), respectivamente (Tabela 2).

As reacdes de PCR foram realizadas em volume
final de 25 uL, tendo-se utilizado 2,5 pulL de tampao 10x
(100 mmol L Tris-HC1, 500 mmol L' KC1, pH 9,0),
1,5 mmol L' de MgCl,, 2,5 mmol L' de cada dNTP,
2,5 umol L' de cada oligonucleotideo e 1 U de Tag DNA

polimerase (Invitrogen, Sdo Paulo, SP). As condigdes de
reacdo e a quantidade de DNA molde foram diferentes
para cada par de oligonucleotideos. Para as reacgdes
com o par TO302 F/R (amplificagdo correspondente ao
gene 7j-2) (Tabela 2), foram utilizados 100 ng de DNA,
e as condigoes de amplificagdo consistiram de uma
etapa inicial de desnaturagdo a 94°C, durante 5 min,
seguida por 35 ciclos — desnaturacdo a 94°C por 30 s,
anelamento a 55°C por 1 min e extensdo a 72°C por
2 min — ¢ finalizagdo com extensdo a 72°C por 10 min.
Para as rea¢des com o par FLUW25 F/R (amplifica¢ao
correspondente ao gene 7y-3), foram utilizados 15 ng
de DNA, ¢ as condigdes de amplificacdo consistiram
de etapa inicial de desnaturacao a 94°C, durante 3 min,
seguida por 35 ciclos — desnaturacdo a 94°C por 30 s,
anelamento a 53°C por 1 min, extensdo a 72°C por 1 min
— e finalizacdo com extensdo a 72°C por 10 min.

Os produtos obtidos nas reacdes de PCR foram
analisados em géis de agarose a 1,5%, tendo-se utilizado
omarcador 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, Sdo Paulo,
SP). Os genotipos foram classificados em homozigotos,
dominantes ou recessivos, ¢ heterozigotos, com base
nos padroes de amplificacdo observados.

A andlise das reagdes de amplificacdo para o gene
7y-2 indicou que, dos 78 acessos avaliados, apenas a
subamostra BGH-6881 (S. peruvianum) apresentou o
padrio heterozigoto (7)-2/ty-2) (Tabela 1). Esse padrao
inclui dois fragmentos: um de aproximadamente
950 pb, correspondente ao alelo resistente 7j-2, igual ao
amplificado a partir dos acessos H24 e LD7, utilizados
como controles positivos; e outro de aproximadamente
850 pb, correspondente ao alelo suscetivel T7j-2,
amplificado a partir dos controles negativos e dos
demais acessos.

Dueiias et al. (2008) observaram que, sob condi¢des
de infec¢ao ndo controlada— livre escolha em condigoes
de campo e sem manejo do inseto vetor —, na presenga do
isolado cubano TYLCV-IL [CU], os acessos H24
e CLN2116B apresentaram comportamento de
resisténcia, com auséncia dos sintomas caracteristicos
do virus e sem replicagdo viral. De acordo com os
autores, esse comportamento pode ser atribuido a
presenca do gene 7j-2. A identificacdo deste gene
em acessos no Banco de Germoplasma de Hortaligas
da Universidade Federal de Vigosa (BGH-UFV)
representa uma nova op¢ao para os programas de
melhoramento de tomateiro no Brasil. A introgressao
em novos genotipos pode resultar em comportamento
similar ao verificado por Duenas et al. (2008), embora
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deva ser testada nas condi¢des brasileiras frente aos

begomovirus bissegmentados.

A analise dos padrdes de amplificagdo para o gene
7y-3 indicou que os acessos BGH-6878 ¢ BGH-6897,

Tabela 1. Lista dos codigos, das espécies e dos genes identificados nas subamostras de tomateiro do Banco de Germoplasma

J.G. Aguilera et al.

ambos de S. lycopersicum, apresentaram padrido
homozigoto dominante (73-3/7y-3) (Tabela 1), com
amplificacdo de um fragmento de aproximadamente
640 pb, idéntico ao amplificado para o gendtipo

de Hortali¢as da Universidade Federal de Vigosa, utilizados no experimento®.

Numero Codigo Espécie Numero Codigo Espécie
-2 -3 -2

1 BGH-2087 S. lycopersicum - - 44 BGH-2129 S. lycopersicum -
2 BGH-2088 S. lycopersicum - - 45 BGH-2130 S. lycopersicum -
3 BGH-2089 S. lycopersicum - - 46 BGH-2152 S. lycopersicum -
4 BGH-2091 S. lycopersicum - - 47 BGH-2144 S. lycopersicum -
5 BGH-2092 S. lycopersicum - - 48 BGH-2145 S. lycopersicum -
6 BGH-2093 S. lycopersicum - - 49 BGH-2146 S. lycopersicum -
7 BGH-2095 S. lycopersicum - - 50 BGH-6858 S. lycopersicum -
8 BGH-2096 S. lycopersicum - - 51 BGH-6859 S. lycopersicum -
9 BGH-2097 S. lycopersicum - - 52 BGH-6861 S. lycopersicum -
10 BGH-2098 S. lycopersicum - - 53 BGH-6866 S. lycopersicum -
11 BGH-2100 S. lycopersicum - - 54 BGH-6867 S. lycopersicum -
12 BGH-2102 S. lycopersicum - - 55 BGH-6877 S. lycopersicum -
13 BGH-2105 S. lycopersicum - - 56 BGH-6878 S. lycopersicum -
14 BGH-2109 S. lycopersicum - - 57 BGH-6880 S. lycopersicum -
15 BGH-2110 S. lycopersicum - - 58 BGH-6881 S. peruvianum +
16 BGH-2111 S. lycopersicum - - 59 BGH-6884 S. lycopersicum -
17 BGH-2115 S. lycopersicum - - 60 BGH-6887 S. lycopersicum -
18 BGH-2116 S. lycopersicum - - 61 BGH-6897 S. lycopersicum -
19 BGH-2117 S. lycopersicum - - 62 BGH-6901 S. hirsutum -
20 BGH-2118 S. lycopersicum - - 63 BGH-6909 S. pimpinellifolium -
21 BGH-2120 S. lycopersicum - - 64 BGH-6924 S. lycopersicum -
22 BGH-2121 S. lycopersicum - - 65 BGH-6925 S. lycopersicum -
23 BGH-2122 S. lycopersicum - - 66 BGH-6926 S. lycopersicum -
24 BGH-2124 S. lycopersicum - - 67 BGH-6993 S. lycopersicum -
25 BGH-2125 S. lycopersicum - - 68 BGH-7024 S. lycopersicum -
26 BGH-2127 S. lycopersicum - - 69 BGH-7192 S. lycopersicum -
27 BGH-2128 S. lycopersicum - - 70 BGH-7193 S. lycopersicum -
28 BGH-2131 S. lycopersicum - - 71 BGH-7197 S. Iycopersicum -
29 BGH-2132 S. lycopersicum - - 72 BGH-7213 S. lycopersicum -
30 BGH-2133 S. lycopersicum - - 73 BGH-7218 S. lycopersicum -
31 BGH-2134 S. lycopersicum - - 74 BGH-7221 S. lycopersicum -
32 BGH-2135 S. lycopersicum - - 75 BGH-7222 S. lycopersicum -
33 BGH-2138 S. lycopersicum - - 76 BGH-7263 S. lycopersicum -
34 BGH-2141 S. lycopersicum - - 77 BGH-7467 S. lycopersicum -
35 BGH-2114 S. lycopersicum - - 78 BGH-7466 S. lycopersicum -
36 BGH-2143 S. lycopersicum - - 79 'Campbell 28' S. lycopersicum -
37 BGH-2149 S. lycopersicum - - 80 'Débora’ S. lycopersicum -
38 BGH-2150 S. lycopersicum - - 81 'Fany' S. lycopersicum -
39 BGH-2151 S. lycopersicum - - 82 'Santa Clara' S. lycopersicum -
40 BGH-2112 S. lycopersicum - - 83 H24 S. lycopersicum +
41 BGH-2113 S. lycopersicum - - 84 LD7 S. lycopersicum +
42 BGH-2114 S. lycopersicum - - 85 STY4 S. lycopersicum -
43 BGH-2123 S. lycopersicum - -

(WHomozigoto dominante (resistente) (+), heterozigoto (+) e homozigoto recessivo (suscetivel) (-). 'Campbell 28', 'Débora’, 'Fany' e 'Santa Clara' representam
controles negativos suscetiveis para ambos os genes; as linhagens H24 e LD7, controles positivos para o alelo dominante do gene 7)-2; e a linhagem STY4,
controle positivo para o alelo dominante do gene 7y-3.
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Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados para amplificagdo,
via PCR, de fragmentos de DNA correspondentes aos
genes Ty-2 e Ty-3.D

Nome Sequéncia

-2
TO302 F 5’ TGG CTC ATC CTG AAG CTG ATAGCG C 3’
TO302 R 5’ AGT GTA CAT CCT TGC CAT TGA CT 3’

Ty-3
FLUW25 F 5" CAA GTG TGC ATATAC TTCATATTC ACC 3’
FLUW25 R 5" CCATAT ATAACC TCT GTT TCT ATT TCG AC 3°

MQOs oligonucleotideos para os genes 7y-2 e Ty-3 foram descritos por
Hanson et al. (2006) e Ji et al. (2007), respectivamente.

STY4. Ja a subamostra BGH-6881, apresentou padrao
heterozigoto, com amplificagdo do fragmento de 640
pb e de um segundo fraguemento com aproximadamente
580 pb, também amplificado a partir dos controles negativos
¢ dos demais acessos. Portanto, os dois genes analisados
(3-2 e Ty-3) estao presentes na subamostra BGH-6881.

O gene 7y-3 foi originalmente identificado nos
acessos LA 2779 e LA 1932, ambos da espécie silvestre
S. chilense. Este gene tem sido utilizado pelo programa
de melhoramento genético para begomovirus na Florida,
EUA, para conferir resisténcia ao TYLCV e ao Tomato
mottle virus (ToMoV) (Ji et al., 2007).

A identificacdo dos genes 7-2 ¢ Tj-3 em subamostras
do BGH-UFV indica a possibilidade de acesso a genotipos
portadores de genes de resisténcia distintos, o que permitiria
tracar novas estratégias de melhoramento na cultura
do tomateiro, a partir da obten¢do de hibridos, linhas ou
variedades com um amplo espectro de resisténcia. Além
disso, a introgressdo do gene 7j-3 poderia ser realizada
rapidamente, pela facilidade de cruzamento que existe entre
os acessos BGH-6878 ¢ BGH-6897, ambos da espécie
S. lycopersicum.

A facilidade de detecgdo e a identificacdo dos genes de
resisténcia com técnicas simples, como a PCR, representam
um avango importante para os programas de melhoramento
de tomateiro, no que se refere a viroses transmitidas pela
mosca-branca, pois permitem a facil selecdo assistida
por marcadores em acessos que se originam dos proprios
programas de melhoramento, em qualquer um de seus
possiveis gendtipos.
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