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RESUMO

O tomateiro, Solanum lycopersicum, ¢ acompanhado de uma série de problemas
fitopatologicos, destacando as viroses, que sdao responsaveis pela maioria das perdas
quantitativas e qualitativas do fruto da cultura, uma vez que sdo de dificil controle e até
mesmo identificacdo. Para a diagnose correta deve-se analisar a gama de hospedeiros
diferenciais, a transmissibilidade do virus e varios outros aspectos. Para determinag¢do da
gama de hospedeiros a serem utilizadas na diagnose das amostras de campo, realizaram-se
testes preliminares com amostras foliares de tomateiro cultivar ‘Santa Clara’, infectado com o
isolado viral Told-01, com inoculagdo mecanica via EVT (extrato vegetal tamponado) para as
espécies de Nicotiana tabacum TNN, N. tabacum Samsun, N. glutinosa, N. tabacum White
burley, N. rustica, N. clevelandii, N. sylvestris e tomateiro cultivar ‘Santa Clara’,
comprovando que todas as plantas citadas acima sao hospedeiras suscetiveis do virus e podem
ser usadas como indicadoras para deteccdo de Tobamovirus. Foi realizado também um teste
de estabilidade térmica para o isolado Told-01 a temperaturas de 78°C, determinando a
capacidade infectiva do virus apos o tratamento. O levantamento da ocorréncia de mosaico
comum em lavouras de tomate em Uberlandia-MG e Indian6polis-MG foi realizado em seis
propriedades rurais (A, B, C, D, E, F) no periodo de abril a dezembro de 2012, coletando-se
quatro amostras foliares com sintomas de mosaico. Essas amostras foram coletadas e
identificadas individualmente e armazenadas a baixa temperatura (4°C), e levadas para o
Laboratorio de Virologia Vegetal da Universidade Federal de Uberlandia. As inoculagdes
foram realizadas em casa de vegetacdo, pelo método de inoculagdo mecénica via EVT e os
sintomas avaliados a cada sete dias durante um més. Os resultados das inoculagdes mostraram
que apenas amostras das propriedades rurais ‘D’, em N. fabacum Sansum, e ‘E’ nas espécies
N. tabacum TNN, N. glutinosa, N. rustica, N. clevelandii, N. sylvestris, e N. tabacum samsun,
apresentaram sintomas de infec¢do viral. Realizou-se o teste de retroinoculagdo a partir da
amostra ‘D2’, e os resultados identificaram a presenca do virus causador de vira-cabeca. Para
propriedades ‘E’, os sintomas observados, indicaram que o isolado viral ¢ transmissivel
mecanicamente, mas nao permitiu inferir qual € a virose causada nem qual ¢ a espécie viral.
De acordo com os resultados nas amostras ndo se detectou a presenga de isolado viral igual ao
Told-1 e nem de virus do género Tobamovirus.

Palavras — chave: Tobamovirus, vira-cabeca, Solanum Lycopersicum.
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O tomateiro, Solanum lycopersicon, € originario da regido andina, abrangendo Equador,
Colombia, Peru, Bolivia, e norte do Chile, onde crescem espontaneamente diversas espécies do
género Solanum. A domesticacdo do tomate ocorreu no México, na civilizagdo asteca, sendo
disseminado pelo mundo muito embora por portugueses e espanhois através de suas colonias
(ALVARENGA, 2000).

Inicialmente o consumo era feito de folhas e galhos, em razdo da associacao feita pelos
espanhois, entre o fruto do tomate e o fruto de outra solanacea, a mandragora, cuja qual ¢
venenosa, em razao da presenca de alcaloides, muito comum na maioria das espécies da familia
solanacea. Porém no tomate a concentragdo do alcaldide, a tomatina, ocorre justamente nas
folhas, galhos e em frutos verdes, mas que ao decorrer do amadurecimento torna inerte o
alcaloide. Em razdo desse fator o indice de rejeicdo da planta para o consumo foi alto. O
consumo em si € o cultivo do tomateiro se deu apos a 1* guerra mundial, em meados de 1930
(ALVARENGA, 2000).

O tomate ¢ um fruto de grande aceitagdo para o consumo, devido a praticidade do
preparo, a qualidade da aparéncia, o sabor, a textura, ¢ as diversas formas industriais
disponiveis, colocando-o como a hortalica mais consumida pela populagdo humana, com
possivel excec¢dao da batata. E um fruto rico em vitaminas B e C, ferro, fosforo, aminoéacidos
essenciais, que inclusive apresentam agao antioxidante prevenindo o cancer, composto ainda por
fibras dietéticas e actcares (FILGUEIRA, 2003).

Na América do Sul, o Brasil ¢ o maior produtor, com 61.815 hectares plantados na safra
2010/2011, com producao de 3.667.296 toneladas e rendimento médio de 59,327 ton por
hectare, colocando o Pais no ranking dos dez maiores produtores de tomates (IBGE, 2012).

A regido brasileira de maior area plantada ¢ a sudeste com 22.015 hectares, seguido da
regido centro-oeste com 14.974 hectares, nordeste com 13.092 hectares, sul com 11.150 hectares
e norte com 584 hectares plantados. Porém em termos de rendimento médio por hectare ocorre
inversdo na classificagdo regional, sendo o centro-oeste a regido de maior média com 68,9 ton,
seguida por sudeste com 64,9 ton, regido sul com 59,7 ton e regides nordeste e norte com 40,6 ¢
10,8 ton, respectivamente (IBGE, 2012).

Minas gerais tém segundo os dados do IBGE 2012, um total de 6,7 mil hectares
plantados, com produgdo de 408,3 mil toneladas e produtividade de 61.247 quilos por hectare,
sendo a regido do Tridngulo Mineiro a responsavel pela producdo de 47,1 mil toneladas e
produtividade de 79.797 quilos por hectare, tem como grande destaque a cidade de Araguari,
com 37,8 mil toneladas de produgdo, que o coloca como maior produtor do estado (IBGE,
2012).

O tomateiro possui uma série de problemas fitopatologicos, destacando-se as viroses.

Elas sdao responsaveis pela maioria das perdas quantitativas e qualitativas do fruto da cultura,



uma vez que sdo de dificil controle e até mesmo identificagdo por parte dos produtores, seja pela
proximidade sintomatologica das viroses causadas por variadas espécies de virus e suas estirpes,
ocasionando uma demora na identificagdo correta do virus, seja pelo método de manejo
integrado adotado na cultura como adubacao maci¢a, método de irrigacao prolongada, densidade
de plantio entre outras, quer seja também em razdao da pouca importancia dada pelos produtores
a esse grupo de doenca, quando comparado as doengas fungicas e bacterianas (OLIVEIRA,
2008).

A técnica de transmissao mecanica € importante no aspecto experimental para avaliacao
da gama de hospedeiro, avaliagdo da resisténcia de plantas a infeccdo pelo virus, sendo a
inoculacdo realizada na presenga de um tampao que estabiliza o pH do extrato vegetal e contém
reagentes essenciais para impedir a degradagdo da particula viral (AGRIOS, 2005).

Por estes motivos, este trabalho tem como objetivo o levantamento da incidéncia de
virose do mosaico comum em tomateiros nos municipios de Uberlandia-MG e Indianopolis-
MG, a realizagdo do mapeamento de possiveis areas com a presenga do virus, identificando a
espécie viral, orientando os produtores do risco e importancia da doenga ja que a mesma ndo ¢

transmitida por vetor, e sim de forma mecanica e a realizagdo do método correto de controle.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Viroses

Dentre os agentes fitopatogénicos, os virus ocupam um lugar a parte, pois sdo parasitas

intracelulares obrigatérios, com capacidade de multiplicar-se somente em células vivas de



organismos superiores. Para garantir a propria multiplicagdo utilizam o metabolismo das células
do hospedeiro (OLIVEIRA, 2008).

Curiosamente, Virologia, como ciéncia, teve inicio com um virus de planta, o do
mosaico do fumo (7obacco mosaic virus- TMV), em fins do século 19, quando se verificou
que o agente infeccioso era capaz de passar por filtros que retinham bactérias, sendo,
portanto, significativamente menores que estas. Assim através do desenvolvimento da
virologia vegetal, passou-se a estudar um novo grupo de patégenos, responsaveis por
doencas até entdo de etiologia duvidosa, desconhecida, ou mesmo atribuida a fungos e
bactérias (BERGAMIN FILHO et al., 2011).

As doengas virdticas sdo, em um primeiro momento, identificadas através da
sintomatologia foliar, cujo sintoma caracteristico ¢ o0 mosaico, amarelecimento entre as nervuras
foliares, com possibilidade também da ocorréncia de lesdes locais cloroticas, lesdes locais
necroticas, enrolamento das bordas foliares, manchas cloréticas, redu¢ao do crescimento da
planta, quando infectada em estadio inicial de crescimento, entre outros.

Nem todos os virus conhecidos que infectam o tomateiro apresentam importancia
econOmica. Muitos ocorrem esporadicamente nas lavouras e seus efeitos, aparentemente, nao
tém qualquer expressdo econdmica. Outros, embora causem prejuizos com reflexos econdmicos
importantes, estdo restritos a determinas regides, possivelmente condicionados a certas
tendéncias regionais, como o plantio de cultivares sensiveis ou devido as condigdes
edafoclimdticas regionais que favorecam a ocorréncia de vetores (BARBOSA, 2007).

O processo de infecgdo se inicia apds a penetracdo do virus na planta, etapa
indispensavel, uma vez que os virus ndo possuem estruturas que lhes permitam penetrar por si
proprios na célula hospedeira. Para que um virus penetre no citoplasma celular ¢ necessario
superar duas barreiras fisicas, a cuticula e a parede celular, o que s6 pode ser feito através de um
ferimento natural ou provocado, através de instrumentos de corte, como canivete, tesoura ou
pela picada de insetos (OLIVEIRA, 2008).

O contato entre plantas, propiciando a passagem do virus presente na planta doente para
a planta sadia, constitui-se num fato raro, pois depende de uma serie de fatores. Dentre eles,
proximidade das plantas, alta concentragao do virus em plantas infectadas e a ocorréncia de
fatores ambientais favoraveis, principalmente ventos fortes que, promovendo o atrito entre as
plantas, provoque ferimentos, possibilitando a transmissdo do virus. Estas condi¢cdes podem
ocorrer em viveiro de mudas envolvendo um virus facilmente transmissivel e plantas altamente

suscetiveis (BERGAMIN FILHO et al., 2011).



2.2 Principais viroses do tomateiro

A cultura do tomateiro estd sujeita a varias doencas que, podem limitar sua produgdo.
Virias destas doengas s6 podem ser controladas eficientemente quando se adota um programa
de manejo adequado, envolvendo o uso de cultivares resistente e a adogdo de medidas de

exclusdo, erradicacgdo e protecdo (KUROZAWA; PAVAN, 2005).

2.2.1 Mosaico comum do tomateiro

O mosaico comum do tomateiro € causado pelo Tomato mosaic virus (ToMV) e Tobacco
mosaic virus (TMV) ambos pertencentes ao género Tobamovirus, que apresenta como espécie
tipica o TMV. Embora o TMV também possa infectar o tomateiro, parece que o ToMV ¢ mais
freqlientemente encontrado em lavouras de tomate. S3o comuns relatos de infeccdo simultanea
de TMV e ToMYV, pois estes diferem muito pouco quanto s reagdes em hospedeiros e em testes
de sorologia e protecdo cruzada. Isolados que pertencem ao grupo do virus do mosaico do
tomateiro tém uma vasta gama de hospedeiros e sdao facilmente diferenciados do TMV, pois o
ToMV produz lesdo local, mas ndo invasdo sistémica em Nicotiana sylvestris (KUROZAWA;
PAVAN, 2005).

No Brasil, hd somente relatos da ocorréncia de espécies do género Tobamovirus
pertencentes ao subgrupo 1: o TMV infetando tomateiro, Nicotiana tabacum L., Petunia sp. e
Zinnia sp.; o ToMV infetando tomateiro; o Odontoglossum ringspot virus (ORSV) em
Cymbidium sp.; e mais recentemente o Pepper mild mottle virus (PMMoV) infetando pimenta
(Capsicum baccatum L.) e pimentdo (C. annuum L.) (MOREIRA et al., 2003).

A transmissdo e disseminacdo dos tobamovirus sdo decorrentes principalmente das
praticas culturais e da transmissdo por sementes em algumas espécies, podendo infestar a
superficie do tegumento, mucilagem externa, testa ou endosperma (MOREIRA et al., 2003).

Os virus ToMV e TMYV, tem a capacidade de permanecerem ativos tanto no solo quanto
em restos culturais por um longo periodo de tempo, dificultando a sua eliminacdo em area de

incidéncia (MOREIRA et al., 2003).

A gama de hospedeiros do ToMV ¢ relativamente ampla, incluindo muitas espécies de
solanidceas e a maioria das espécies testadas nas familias Aizoaceae, Amaranthaceae,
Chenopodiaceae e Scrophulariaceae. A transmissdo da virose ¢ via mecanica, principalmente por

meio de operagcdes manuais de transplante, amarragdo, desbrota, e colheita, bem como por meio



de contato de implementos agricolas e roupas contaminadas, além do contato entre plantas
infectadas e sadias (LOPES; SANTOS, 1994, apud OLIVEIRA, 2008).

Os sintomas de infec¢do por TMV em Nicotina tabacum cvs Turkish, Turkish Samsun,
Samsun (Samsoun), White Burley, e Xanthi apresentam sintomas de Clareamento de nervuras
em folhas jovens, folhas colonizadas sistemicamente em 3 a 4 dias ap6s a inoculacao, seguido
por mosaico de areas verde escuro e verde claro, geralmente acompanhado de deformacao foliar
e ‘blistering’. Folhas inoculadas ndo exibem mais do que uma lesdo local clordtica-fantasma

quando o suprimento de nitrogénio ¢ limitado (ZAITLIN; ISRAEL, 1975).

Para Nicotiana glutinosa, Nicotina tabacum cv Samsun NN, e Xanthi-nc, Phaseolus
vulgaris cv. Pinto, Chenopodium amaranticolor, com sintomas de lesdo local necrdtica em
temperaturas abaixo de 28 °C, em temperaturas elevadas infeccdo Nicotiana spp apresentam
infec¢do sist€mica, Nicotiana sylvestris, Nicotina tabacum cv Java, sintomas de infeccao
sist€émica, entretanto algumas estirpes ou mutantes podem causar lesdo local necrética sem
infec¢do sistémica (ZAITLIN; ISRAEL, 1975). Chenopodium quinoa, Nicotiana glutinosa,
Nicotiana tabacum cv. Turkish Samsun, sintomas de lesdo local necrética (ICTVdB, 2006d).

Para ToMV os sintomas de infeccdo em Nicotiana glutinosa, sao lesdo local necrotica
(escura), clorose e nanismo, ‘flecks’ necroticos e deformacao foliar, necrose sist€émica, ja para
Nicotina tabacum cv. White Burley, tem-se les@o local necrética em 3 a 4 dias, sem colonizagao
sistémica, mas alguns isolados podem colonizar sistemicamente, Nicotiana sylvestris, Datura
stramonium, Nicotiana rustica, apresentam lesdo local necrdtica sem infeccdo sistémica, para
Nicotiana rustica lesdo local necrotica, Chenopodium amaranticolor, C. murale, C. quinoa,
sintomas de lesdo local necrotica ou lesdo local clorotica em 4 a 10 dias, plantas pequenas sdo
morta rapidamente; plantas bem desenvolvidas desenvolvem lesdo local necrotica seguida de
‘rosetting’ e ‘crinlking’ com clorose generalizada, as plantas sdo mortas em 2 a 4 semanas

(HOLLINGS; HUTTING, 1976).

Os sintomas tipicos destas viroses em tomateiro sdo um mosaico ou mosqueado
alternando de verde-claro a verde-escuro nas folhas. Algumas estirpes de ToMV podem causar
amarelecimento da planta e/ou mosaico amarelo, muito semelhantes aos induzidos pelos
geminivirus. Eventualmente as folhas podem tomar forma alongada e retorcida. Em ambientes
de alta temperatura, a planta doente pode permanecer assintomatica. Os frutos podem apresentar
mosqueamento, bronzeamento, mosaico amarelo, manchas necrdticas ou anéis e
amadurecimento irregular. Plantas jovens t€ém o crescimento retardado, o que pode comprometer
a sua producdo. Podem ocorrer infec¢des mistas com outros virus, tornando as perdas ainda

maiores (LOPES; REIS, 2007).



Devido a4 grande estabilidade da particula viral, sua alta infectividade e facil
disseminagdo, as medidas de controle devem ser concentradas em praticas que visem evitar a
introducdo do patdogeno na area de plantio, uma vez que ¢ dificil o controle apods seu
estabelecimento na lavoura. A semeadura deve ser feita em bandejas, pois diminui 0 manuseio
das plantas e facilita o controle. Durante as operagdes culturais, os operadores devem lavar as
maos com agua e sabdo, ndo devendo fumar cigarro de palha ou cachimbo, que podem conter o
virus. Durante os tratos culturais, deve-se evitar o contato com plantas doentes, ¢ a ordem de
servicos deve ser sempre das plantas mais novas para as mais velhas (KUROZAWA; PAVAN,
2005).

O ToMV ¢ transmitido por semente, estando presente na mucilagem externa, testa e,
algumas vezes no endosperma da semente, ndo sendo, no entanto, detectadas no embrido, sendo
facilmente transmitido por contato ou por operagdes culturais, ferramentas ou instrumentos
utilizados durante as operacdes culturais e as proprias maos do operador (KUROZAWA;

PAVAN, 2005).

2.2.2 Mosaico Dourado

O mosaico dourado do tomateiro ¢ uma virose causada pelo Tomato golden mosaic virus
(TGMYV), do género Begomovirus. A primeira descrigdo do TGMYV como sendo transmitido pela
“mosca” branca ocorreu em 1974. Recentemente, novos virus, causando sintomas mais severos
do que o TGMYV, foram descritos na regido do Triangulo Mineiro, causando severas perdas na
producdo, o qual foi denominado virus dourado do tomateiro Tomato golden virus (TGV-BR).
Além deste, outros virus ja foram descritos, na regido do Distrito Federal (1994), em Minas
Gerais e Bahia (1996), Sao Paulo (1997) e no Médio Sao Francisco (1997). Também foram
identificados as espécies Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) e Tomato mosaic rugose
virus (TRMV) que ocorrem em Sdo Paulo (COLARICCIO et al., 2001; COLARICCIO et al.,
2003).

A caracterizagdo inicial das espécies de begomovirus associadas 4s epidemias em
tomateiro nas regides produtoras brasileiras revelou uma grande diversidade genética
(AMBROZEVICIUS et al., 2002; RIBEIRO et al., 2003), com a descricdo e novas espécies
como o Tomato rugose mosaic virus (TORMV) (FERNANDES et al., 2006), Tomato chlorotic
mottle virus (TCMoV) (ANDRADE et al., 2002) e Tomato yellow spot virus (TYSV)
(CALEGARIO et al., 2006) todas identificadas no estado de Minas Gerais.

As viroses causadas pelo género Begomovirus, familia Geminiviridae, em tomateiro,
representam atualmente um dos mais sérios problemas na cultura de tomate no Brasil, devido a

sua transmissao pela “mosca branca”, Bemisia tabaci, e a ampla disseminagdo de novas espécies



de virus nas areas produtoras de tomate. As espécies de virus pertencentes a este género sao
constituidas de duas particulas isométricas geminadas, medindo 18 x 30 nm de diametro,
possuem genoma bipartido contendo DNA-A e DNA-B. Neste género estdo classificados todos
os geminivirus detectados no Brasil at¢ 0 momento (COLARICCIO, 2004).

Todas as espécies hospedeiras do TGMV conhecidas pertencem a familia Solanaceae e
incluem Datura stramonium, Nicotiana benthamiana, N. clevelandii, N. glutinosa, N. tabacum
‘Samsun NN’, Nicandra sp. e Physalis sp. (BUCK; COUTTS, 1985; apud OLIVEIRA, 2008).

Vérios sdo os sintomas causados pelos begomovirus, sendo que a infec¢do, em geral,
inicia-se com um pronunciado clareamento de nervuras. Niveis variados de manchas cloroticas
nas folhas sdo vistas na forma de mosqueado e mosaico e, muito frequentemente, se observa
intenso mosaico amarelo, podendo haver deformagdo, enrolamento foliar e diminui¢do da area
foliar. Nao se observam sintomas nos frutos, mas ha redugcdo do niumero ¢ tamanho de frutos,
quando provenientes de plantas infectadas. Em infec¢des precoces a planta paralisa seu
crescimento ou tem o seu desenvolvimento severamente afetado, entretando em infeccdes
tardias a planta pode crescer e produzir normalmente como uma planta sadia (NAGATA et al.,
2009).

Segundo Nagata et al. (2009), nao ha evidéncias de transmissdao de geminivirus pela
semente ou por contato entre plantas infectadas e sadias. As medidas para o controle dos
begomovirus devem ser preventivas, considerando que nao ha medidas curativas para o controle
de viroses. O controle fitossanitario desses novos isolados tem se mostrado bastante dificil,
devido, principalmente, a grande capacidade que as populacdes do vetor tém em adquirir
resisténcia aos inseticidas e também, a polifagia do mesmo, especialmente de B. argentifolii.
Utilizar mudas sadias e de alta qualidade, ndo realizar plantio escalonado (novos plantios ao
lado de lavouras mais velhas), organizar com os demais produtores da regido as datas de plantio
e a ordem em que as lavouras serao formadas, destruicao dos restos culturais apds colheita, sao

medidas eficientes para o controle desta virose

2.2.3 Vira — cabeca

Virus do género Tospovius sdao considerados agentes causais de uma das doencas mais
importantes da cultura, acarretando enormes prejuizos econdmicos. A gama de hospedeiros
destes virus ¢ extremamente ampla, incluindo importantes plantas ornamentais, frutiferas e
hortalicas. Danos em cultivos comerciais podem ser extremamente altos, com incidéncia em
torno de 50 a 90%, principalmente entre novembro e abril, periodo mais favoravel a proliferagao

do tripes vetor (KUROZAWA; PAVAN, 2005).



O agente causal do vira-cabega foi inicialmente identificado como Tomato spotted wilt
virus (TSWV), tido como unica espécie representante do género Tospovirus, da familia
Bunyviridae. Contudo, com base em comparagdes das propriedades sorologicas, da sequéncia de
nucleotideos dos RNAs que codificam a nucleoproteina (N) e da reacdo de diferentes
hospedeiros, foram propostas trés novas espécies para o género, que sao Tomato chlorotic spot
virus (TCSV), Groundnut ring spot virus (GRSV) e Impatiens necrotic spot virus (INSV), das
quais apenas a ultima ainda ndo foi detectada no Brasil (KUROZAWA; PAVAN, 2005).

A epidemiologia deste virus estd associada a transmissdo pelo tripes, de maneira
persistente. O vetor adquire o virus na fase larval e permanece durante toda a vida no corpo do
inseto. O principal vetor dos Tospovirus é o Frankliniella occidentalis, devido as caracteristicas
de polifagia, facilidade de reproducdo, nimero de ovos produzidos e capacidade de difusdo
répida na natureza (COLARICCIO, 2004).

Os Sintomas mais caracteristicos dos Tospovirus sao anéis cloroticos e necrdticos nas
folhas jovens, que adquirem cor bronzeada e distor¢des. Numa fase mais avangada da doenga, as
folhas e caule apresentam areas necréticas e morte do ponteiro, além de dréstica reducdo do
crescimento com consequente reducdo da produtividade. O arqueamento das folhas ¢
caracteristico e responsavel pela denominagdo dada aos sintomas causados pelos virus nos
tomateiros. Os frutos maduros mostram manchas anelares clordticas ou necréticas, com cor
vermelho-pélido e manchas amarelas, além de anéis concéntricos (COLARICCIO et al., 2001).

Como controle sao recomendadas varias praticas culturais integradas, embora o controle
total seja dificil. A rotagdo de culturas nao suscetiveis ao virus, tais como milho e couve-flor
podem ser usadas; a escolha de local apropriado, situado a certa distancia de lavouras suscetiveis
ao virus e o plantio do tomateiro em épocas menos favoraveis a incidéncia do vetor. Devem
também ser escolhidas: areas de plantio em maiores altitudes e mudas isentas de virus, além da
aplicacdo de inseticidas sistémicos para diminuir a populagao do vetor e o uso de barreiras, para
evitar a migra¢do dos mesmos. Apesar do uso de variedades resistentes serem recomendadas
ainda ndo esta a disposicao, no mercado, linhagens resistentes (COLARICCIO, 2004).

Os sintomas de infeccdo causados pelos Tospovirus variam em relagdo as diferentes

espécies do virus para uma mesma planta hospedeira, conforme detalhado abaixo na Tabela 1.



Tabela 1: Hospedeiros susceptiveis para vira-cabeca.
Planta hospedeira
Reacdo de planta hospedeira

TSWV (1)
TCSV (1)
GRSV (1)

INPV (2)

L
S
L
S
L
S
L
S

AMARANTACEAE
Gromphrena globosa

NL

NL



NL
NS, VN

BALSAMINACEAE
Impatiens sp.

NR
vC
NR
VC, Y
NR
VC, Y
CNR

SN
CHENOPODIACEAE

Chenopodium quinoa
C. Amaranticolor

N(pp)
N(pp)

N(pp)
N(pp)

N(pp)
N(pp)

CL (pp)
NL (pp)

CUCURBITACEAE
Cucurbita sativus

CL

CL

CL



CS

LEGUMINOSEAE
Vigna unguiculata
Phaseolus vulgaris

Pisum sativum
Arachis hypogaea

CL
CL
NR
CR

Mo ,.LD
VC

Mo, B,W
Mo

CL
CL
NR
CR

Mo, LD
vC

Mo ,B,W
Mo

CL
CL
NR
CR

Mo ,LD
VC

Mo ,B,W
Mo

NL

SOLANACEAE

Capsicum annuum
NR
Mo
NR
Mo
NR
Mo
CS
(Mo)
Datura stramonium

C

N(pp)
Mo

N(pp)



M
CNR
(CS)
Solanum lycopersicum

Mo.B
N(pp)
Mo,B
CS
Mo
CNR

Nicotiana benthamiana
CS
VC,M,LD
CS
M ,LD
CS
M, LD
NS
VN, LD,D
N. clevelandii
NR
M, LD
NR
VN,M,LD
NR
VC,M,LD
ChR
VC, M,LD
N. glutinosa
NL
VN, LD
NL
VN,M,LD
NL
M,LD(pp)
CNR
VC, M,LD
N. rustica
CS
VC, M
CS
VC, M
NR
M
NS
M)
N.tabacum cv.Samsun
NL
VC,CS,M
NR
VC,M,LD
NR
CV, Mo
CNR

N.tabacum cv.
Samsun NN

NR
vC



NR

VCM
NR
Fonte: AVILA et al., 1992 a.
VC, Mo
CNR

B: bronzing [bronzeamento]; CL: chorotic lesions [lesdo clorética]; CS:choprotic spots [mancha clorética]; LD: leaf-deformatiom
[Deformagao foliar]; M: mosaic [Mosaico]; Mo:mottling [Mosqueado]; NL(b): necrotic local lesion(ligt-brown) [lesdo local necroética,
levemente bronzeada/marron] W: wilting [murcha]; N(pp): pin-point necrosis [necrose de pontos pequenos]; NR: necrotic ring [anel
necrético];  VC: vein clearing [clareamento de nervuras]; VN: vein necrosis [necrose de nervuras]; TN: top necrosis [necrose do topo/apice];
Y: yellowing [amarelecimento],CL(pp): pint-point chorotic lesions [clorose de pontos pequenos]; ChR: chorotic rings [anel clordtico]; CNR:
concentric necrotic ring [aneis necréticos concentricos]; NS: necrotic spots [mancha necroética]; YM: yellow mosaic [mosaico amarelo]; SN:
stem necrosis [necrose do caule]; D: death of the plant [morte da planta];

TSWYV - Tomato spotted wild virus (Isolado BR 01)

TCSV - Tomato chlorotic spot virus (IsoladoBR 03)

GRSPV - Groundnut ringspot virus (Isolado AS-05)

INSV - Impatiens necrotic spot virus (Isolado NL-07)

2.2.4 Mosaico amarelo do pimentao

Essa virose ¢ causada pelo potyvirus de pimentdo Pepper yellow mosaic virus
(PepYMV), recentemente relatada em plantios de tomate (JUHASZ et al., 2006).

A espécie Pepper yellow mosaic virus (PepYMYV), pertencente ao género Potyvirus,
familia Potyviridae, e foi originalmente descrita apds caracterizagdo de isolados que quebravam
a resisténcia de cultivares pimentao resistentes ao Potato Virus Y (PVY) (INOU-NAGATA et al.,
2002). Mais recentemente, foi constatado que PepYMV também pode infectar o tomateiro e
causar severas perdas de producao e qualidade (MACIEL-ZAMBOLIM, 2004; CUNHA, 2005
apud DIANESE et al., 2008).

Acredita-se que os isolados de PepYMV estejam ocupando o nicho que antigamente era
ocupado pelos isolados de PVY. O PVY teve sua importancia diminuida, dando lugar ao novo
potyvirus identificado em 2002 infectando pimentdes e pimenta (INOU-NAGATA et al., 2002).

Essa virose, causada pelo potyvirus Pepper yellow mosaic virus (PeYMV), ¢ disseminada com
muita eficiéncia por afideos vetores de maneira nao circulativa, em que o virus fica restrito ao
aparelho bucal do inseto, o que torna o controle quimico dos insetos vetores ineficaz no cambate
da doenga. O circulo de hospedeiros desse virus € restrito a espécies da familia Solanaceae.
Infeccdes mistas com tospovirus (vira-cabega) podem ocorrer (BERGER et al., 2005).

A doenga ¢ caracterizada por sintomas de mosaico, deformagao foliar, reducao do porte e

produtividade das plantas afetadas. A resisténcia genética ¢ a estratégia mais eficiente para
controle por espécies da familia Potyviridae. De fato, fontes de resisténcia ja tém sido relatadas
na espécie selvagem S. habrochaites (= L. hirsutum) para isolados brasileiros de PepYMV e de
outras espécies de Potyvirus (LOURENCAO et al., 2005; JUHASZ et al., 2006, apud DIANESE
et al., 2008).



2.2.5 Risca ou Mosaico Y

E uma virose comum na cultura do tomateiro em épocas frias e secas do ano sendo
causada pelo Potato virus Y (PVY). O virus é cosmopolita e causa danos consideraveis em
lavouras de solaniceas, embora tenha uma gama restrita de hospedeiros (KUROZAWA;
PAVAN, 2005).

Em condigdes experimentais hospedeiros suscetiveis sdo encontrados nas familias
botanicas Chenopodiaceae, Commelinaceae, Solanaceae, ex: Capsicum annuum, C. frutescens,
Chenopodium amaranticolor, C. quinoa, Lycium, Solanum lycopersicon, Nicotiana glutinosa,
N. tabacum, Physalis floridana, Solanum chacoense, S. demissum, S. demissum x S. tuberosum,
S. tuberosum, Tinantia erecta (ICTVdB, 2006b)

Os sintomas aparecem com maior frequéncia em plantas com 30 a 60 dias. Plantas
doentes apresentam foliolos terminais e laterais arqueados para baixo, com mosaico internerval
formado por areas verde-amareladas. Plantas afetadas apresentam redugdo no crescimento e
ciclo mais curto. O pegamento do fruto também ¢ seriamente prejudicado, dependendo do
estagio de desenvolvimento em que a planta se encontra quando infectada (KUROZAWA;
PAVAN, 2005).

Uma das caracteristicas do PVY ¢ apresentar diversas estirpes. Estudos realizados no
estado de Sao Paulo mostraram que a estirpe YV ¢ a predominante, ocorrendo em pimentdo e
pimenta, mas nao ocorre em batateira e tomateiro. A estirpe Y¢, comum em batateira, ndo ocorre
no tomateiro. Ha também, dentro da estirpe Y, variantes como a Y', que provocam sintomas
mais severos no tomateiro, e a Y, predominante no estado do Rio de Janeiro (KUROZAWA;
PAVAN, 2005).

O virus parece nao ser transmitido por semente ¢ dificilmente por contato mecanico.
Dessa forma, seu principal meio de disseminagdo ¢ através de insetos. Os insetos envolvidos na
transmissdo sdo os afideos. A relacdo virus-vetor ¢ do tipo ndo persistente, sendo transmitida

durante a picada de prova no hospedeiro (KUROZAWA; PAVAN, 2005).

2.2.6 Mosaico amarelo das curcubitaceas

Esta virose ¢ causada pelo Cucumber mosaic virus (CMV). O CMV causa um
crescimento retardado (nanismo) dos tomateiros. Nas folhas pode aparecer um ligeiro
mosqueado verde ou sintomas de filiformismo (shoestring), quer dizer, a superficie das folhas
fica muito reduzida semelhante a corddo de sapato. Os frutos t€ém tamanho reduzido e ficam,

geralmente, deformados.



CMV ¢ transmitido por vetor (afideo), inoculagdo mecanica e por sementes, em
condi¢des experimentais hospedeiros suscetiveis sdo encontrados nas familias botanicas
Amaranthaceae, Apocynaceae, Chenopodiaceae, Compositae, Convolvulaceae, Cruciferae,
Cucurbitaceae, Leguminosae-Papilionoideae, Malvaceae, Phytolaccaceae, Polygonaceae,
Scrophulariaceae, Solanaceae, Tetragoniaceae, Tropaeolaceae, Umbelliferae (ICTVdB 2006).

Para prevenir a ocorréncia de epidemias do CMV ¢ importante que se tenha o controle
dos vetores, como o cultivo de variedades resistentes, destruicdo de ervas daninhas e plantas
ornamentais que albergam o virus, a remog¢ao e destruicdo das plantas infectadas individuais

pode ajudar a limitar a difus@o do virus dentro do campo (KUROZAWA; PAVAN; 2005).

2.2.7 Topo amarelo e Amarelo Baixeiro

O topo amarelo ¢ causada por Tomato yellow top virus (ToYTV) do género Luteovirus,
ao qual também pertencem o Potato leaf roll virus (PLRV) (KUROZAWA; PAVAN, 2005). A
doenca topo amarelo se caracteriza pela presenca de foliolos pequenos, com bordas amareladas
e enroladas para cima assemelhando-se a pequenas colheres, ttm uma gama limitada de
hospedeiros, que inclui espécies da familia Solanaceae, Amaranthaceae e Cruciferae (LOPES;
SANTOS, 1994).

O amarelo baixeiro ¢ causado pelo Tomato bottom leaf yellow virus (TBLYV) que
também pertence ao género Luteovirus. As plantas com amarelo-baixeiro apresentam as folhas
de baixo geralmente amareladas e clordticas (KUROZAWA; PAVAN, 2005).

A transmissao destes virus € exclusivamente por pulgio, que, uma vez tendo adquirido o
virus, pode transmiti-lo por toda a vida, de modo persistente. A ocorréncia destas viroses ¢

esporadica mas, surtos epidémicos podem ocorrer (KUROZAWA; PAVAN, 2005).

2.3 Propriedades dos virus no extrato vegetal

Desde o inicio da virologia vegetal, critérios de estabilidade no extrato vegetal
tamponado tém sido utilizados como auxiliares na caracterizagcdo de muitos virus. Sdo poucos 0s
fitovirus que permanecem infectivo no extrato por periodos longos a temperatura ambiente,
denominado longevidade in vitro (LIV), ou que resistem a temperaturas relativamente altas (80-
90°C) pelo periodo padrao de 10 minutos, denominado ponto de inativagdo térmica (PIT). Os
fitovirus, na sua grande maioria, possuem LIV de alguns dias, e apresentam PIT entre 50 e 60°C.
Alta estabilidade térmica ndo significa, entretanto, que exista maior ou menor estabilidade

diante de outros fatores (ZERBINI, 2002).



A forma pela qual um virus ¢ transmitido constitui-se num critério para sua identificagao.
O virus pode passar de uma planta doente para uma planta sadia por meios mecanicos e através
de vetores. Na transmissdao mecanica, o suco celular obtido de tecido doente é inoculado em
tecido sadio e neste caso as particulas virais necessitam estar infectivas no extrato celular. Ponto
de inativagdo térmica ¢é-a temperatura na qual um virus perde sua capacidade infectiva, quando o
extrato de tecido contendo o virus ¢ tratado durante dez minutos (padrdo), variando a
temperatura em intervalos de 5°C. Os extratos dos tecidos aquecidos em diferentes temperaturas
sdo entdo inoculados em plantas indicadoras para observacao do desenvolvimento dos sintomas,
a temperatura na qual nao mais ocorre produgao de sintomas ¢ referida como sendo o ponto de
inativagdo térmica do virus. Para a maioria dos virus de plantas o ponto de inativagdo térmica
estd na faixa de 55°C a 70°C (EBAH, 2013).

A longevidade in vitro (LIV) € o tempo de armazenamento de um extrato vegetal em
condi¢des ambientes, a partir do qual o virus ai contido ndao € mais capaz de infectar uma planta.
As amostras do extrato sdo mantidas em diferentes periodos de tempo e no final de cada periodo
sdo inoculados em plantas testes para producdo de sintomas. A faixa de variagdo ¢ bem ampla,
desde uma hora até¢ um ano (DUARTE, 2013).

Assim, alguns virus, de maior ocorréncia e importancia para regido ¢ que infectam o
tomateiro, as propriedades no extrato vegetal podem ser resumidas como descritas a seguir.

Para o ToMV o ponto de inactivagdo térmica ¢ a 85-90°C, e a longevidade in vitro ¢ de
500 dia (ICTVdB, 20064d).

O TMV ¢ muito estavel: preparacdes de "sumo vegetal sem conservantes" retiveram
infectividade ap6s 50 anos. Em alguns a infectividade ¢ mantida apds 10 minutos de exposi¢des
em mais de 90°C (ICTVdB, 2006d).

O CMV ¢ relativamente instdvel em extractos de plantas, sendo incapaz de resistir a
temperaturas superiores a 70°C durante 10 min. Infectividade ¢ retida a 20°C durante 3-6 dias e,
em algumas instancias, por algumas horas, a temperatura ambiente (ICTVdB, 2006a).

O ponto de inactivagdo térmica do PVY na seiva do tabaco foi estimada variando de 50-
74°C para um isolado de tomateiro. Entretanto também existem registros de 56-72 °C, para
PVY?, 64 °C para PVY™, e 58-60°C, para PVY® (ICTVdB, 2006¢).

Particulas do TSW sao instdveis, com um ponto de inactivagdo térmica de 40-46°C, uma
longevidade in vitro a temperatura ambiente de 2-5 h (EBAH, 2013).

O TGMYV ocorre em baixas concentragdes em tecido doente e nado € resistente ao calor ou

envelhecimento in vitro (KUROZAWA; PAVAN, 2005).



3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Virologia Vegetal (LAVIV) e no telado
da Area experimental localizado préximo do Campus Umuarama, ambos da Universidade

Federal de Uberlandia, em Uberlandia-MG durante o periodo de Abril a Dezembro de 2012.

1 3.1. Método de inoculacéio

As amostras foliares utilizadas no trabalho com sintoma de infecg¢do viral foram
maceradas em almofariz na propor¢ao de 1:5 (peso/volume), a frio, na presenga de tampao de
fosfato 0,1 M, pH 7,2 a 7,4 contendo sulfito de sodio a 0,1%. A inoculagdo procedeu-se em
folhas jovens de plantulas indicadoras, e estas foram mantidas e cultivadas no telado apos

inoculacao.

3.2 Fonte do isolado viral

O isolado viral Told-1(Tomate-Indianopolis-1), parcialmente caracterizado por Oliveira
(2008), como pertencente a espéciec ToMV, obtido de plantas de tomateiro com sintomas de
mosaico comum coletadas no municipio de Indiandpolis, Minas Gerais, pelo Agrondmo Carlos
E. Tucci, foi utilizado no trabalho com a finalidade de treinamento na avaliacdo de

sintomatologia, determinacdo da gama de hospedeiros e no teste de estabilidade térmica.

2 3.2.1 Reativacio do isolado viral Told-1 e preservagio “in vivo”

As particulas de virus presentes em folhas de tomateiro dessecadas e armazenadas no
freezer foram hidratadas com tampao de fosfato de sodio, inoculadas em tomateiro Santa Clara,
e cultivada no telado para desenvolvendo de sintomas de mosaico comum. Em seguida, este
isolado foi mantido in vivo pela inoculacdo do virus presente em folhas com sintomas de
mosaico comum, via extrato vegetal tamponado (EVT), em plantas de tomate, com 2 a 3 folhas
para manutencdo ¢ multiplicacdo do isolado viral. Para comparagdo cultivam-se 1 a 2 plantas

controles sem inoculacao nas mesmas condigdes.

3.2.2 Teste de estabilidade térmica do isolado viral Told-1

O teste foi realizado no Laboratorio de Virologia Vegetal (LAVIV). As particulas virais

do Told-1 foram extraidas amostras de foliares de N. fabacum ‘Sansun’ com sintomas de



mosaico, inoculadas anteriormente com este isolado viral para teste de manutengao ‘in vivo’ e
multiplicagdo. As folhas tiveram as nervuras centrais retiradas, foram repicadas e pesadas,
totalizando 40 gramas, para posterior dilui¢do. A dilui¢do seguiu a proporcao de 1:5 (1 g de
folhas/5 ml de agua destilada), em seguida a amostra foi macerada em almofariz a temperatura
ambiente e filtrada em gase duplo para acomodacdo em béquer. A amostra foi aquecida em
banho maria até 78°C, e mantida nesta condi¢do por 10 minutos, em seguida dividida em 4
frascos de igual volume e centrifugada em centrifuga sigma 4K-15, na rotagdo de 400RCF, forga
de 254 gravidades, por 4 minutos. Ap6s todo o processo separou-se o sobrenadante do residuo
solido (proteinas desnaturadas, entre outros) e misturaram as 4 amostras em béquer inoculagao.
Na inoculagdo foram utilizadas plantas testes/indicadoras de N. glutinosa e N. sansum. A
inoculacdo foi realizada logo apo6s o termino do teste de estabilidade térmica, e os sintomas

avaliados a cada 7 dias durante um més.

3 3.2.3 Inoculagio em plantas indicadoras

Para determinar a gama de hospedeiros do isolado viral Told-1, bem como avaliar os
sintomas causados, efetuou-se a inoculagdo mecanica do isolado viral Told-1 em vérias espécies
da familia solanécea, as quais foram, Nicotiana. tabacum TNN, N. tabacum White burley, N.
glutinosa, N. Rustica, N. clevelandi, N. sylvestris ¢ Tomateiro ‘Santa Clara’. O in6culo foi
preparado pela maceragdo de folhas de tomate com sintomas de infecg¢do viral pelo isolado
Told-1.

As plantas testes e/ou indicadoras foram semeadas em vasos plésticos de 200ml
contendo substrato, em casa de vegetacao, sendo transplantadas quando apresentavam de 2 a 3
folhas verdadeiras, sendo que o substrato homogeinizado continha 1 saco de 25 kg substrato
agricola para semeadura de sementes e cultivo de hortalicas, a base de casca de pinus,
vermiculita, fibra de coco, e complementos minerais, ph entre 5,2 ¢ 6,5; + 10 L de terra
argilosa e 20 L de terra arenosa + 300 gr de fertilizante farelado com 8% de N; 9% P,Os; 9%
K>0; 3% Ca; 2% S; 1% Mg; 0,03% B; 0,005% Co; 0,2% Cu; 0,2% Fe; 0,005% Mo; 0,35% Zn.
Foram realizadas 2 a 3 adubacdes de semanais com NPK 20:20:20, via 4gua na proporc¢ao de 1
colher de sopa para 6 litros de agua, usando 50 mL/vaso para plantas que apresentavam até 5
folhas verdadeiras e 100 mL/vaso para plantas que apresentavam 6 ou mais folhas verdadeiras,
também fez-se uma adubagdo de cobertura semanal com sulfato de amoénio diluido (1 colher de
chd/2L de 4gua), usando 50 mL/vaso para as plantas que apresentavam até 5 folhas verdadeiras e
100mL/vaso para plantas com 6 ou mais plantas verdadeiras. A irrigagdo foi realizada
diariamente com aproximadamente 40 ml de 4gua/vaso, 2 a 3 vezes por dia de acordo com a

necessidade das plantas.



Para controle de pragas e doengas foram realizadas pulveriza¢des foliares de enxofre
elementar 2 g/l , pulverizagdo de Cerconil 700WP (tiofanato metilico) 2 g/l, Pulverizagdo de
Veget Oil 0,5% + 2 g/l de Bicarbonato de sddio, pulverizacdo de agua sanitdria com 2% de
hipoclorito de sodio diluida 1:5, pulverizacao de Daconil BR 4 g/l (Clorothalonil, 750 gr i.a./kg)
para controle de Oidio. O controle de Acaros foi realizado com pulverizagio foliar de Vertimec
CE (Abamectina) com 1,2ml/l e pulverizagdo de Assist 0,4 ml/l, para o controle de Afideos,
Pulverizagdo foliar de Diazitop PM (Diazinon), 2,0 g/l e pulverizagdo foliar de Decis 25EC,
2,0ml/1, o controle de mosca branca foi realizado com pulverizagdo foliar de Imbativel Malation
500CE; 4,0 ml/l, pulverizagdo foliar de Actara 250WG (Tiametoxan); 0,2 g/l e para o controle

dos ovos de mosca branca pulverizagdo de detergente neutro 0,5%.

4 3.3 Levantamentos da ocorréncia de viroses em tomateiro no campo

Amostras de plantas de tomate foram coletadas no municipio de Uberlandia-MG, a
regido de Olhos d’Agua (propriedade A), Tenda dos Morenos (propriedade B), Sobradinho
(propriedade C) e Indiandpolis-MG, proximo ao trevo da entrada da cidade, foram realizadas 2
coletas (propriedade D e E) e no quildometro 10 da rodovia MG-028, sentido para Araguari

(propriedade F), conforme segue na Tabela 2.

Tabela 2. Regides de coleta de amostras foliares com sintomas de mosaico foliar.

Regido de coleta
Amostras

Data
Cultivar

Olhos d’Agua
(propriedade A)



14/08/2012

Carina
Tenda dos Morenos (propriedade B)
15/09/2012
Carina
Sobradinho
(propriedade C)
28/09/2012
Cereja
Indianopolis’
(propriedade D)
19/10/2012
Débora Max
Indianopolis?
(propriedade E)
01/11/2012
Débora Max
MG-028 km 10
(propriedade F)
14/11/2012
Trindade

Indiandpolis' e Indiandpolis?, coleta realizada dentro da mesma propriedade, em areas diferentes.

1 3.3.1 Procedimento de amostragem, armazenamento e transporte

As amostras coletadas eram de folhas jovens, geralmente do ponteiro da planta, com
sintomas de mosaico verde-claro e ou mosqueado, foi coletada em uma unica planta que,
visualmente, apresentava a ocorréncia de mosaico verde-claro ou mosaico amarelado ou
mosqueado amarelado e deformagdes foliares, tendo sido coletada quatro amostras em cada
propriedade. As amostras foram identificadas individualmente, armazenadas em caixa de isopor
com gelo para resfria-las a aproximadamente 4°C, e transportadas para o telado da Universidade
Federal de Uberlandia, onde foram imediatamente inoculadas via EVT ou para o LAVIV,
refrigeradas a 4°C em geladeira, tendo sido inoculadas em 24 a 48 horas apos a coleta. As
inoculagdes foram realizadas no inicio ou final do dia, quando a temperatura ambiente era

amena.



3.3.2 Diagnose da infec¢io viral em amostra foliar de tomateiro de campo

As amostras de folhas de tomateiro coletadas nas regides descritas no item 3.3 foram
submetidas ao teste de transmissao mecanica de fitovirus via EVT pela inoculagcdo do macerado
das folhas coletadas nas seguintes plantas indicadoras: Nicotiana. tabacum TNN, N. tabacum
White burley, N. Rustica, N. clevelandii, N. samsun, N glutinosa, N. sylvestris ¢ tomateiro
‘Santa Clara’ e também em plantas de Chenopodium quinoa. O indculo foi preparado pela
maceracao de folhas de tomateiro; conforme descrito no item 4.1.

Em cada teste havia 5 grupos de plantas indicadoras sendo cada grupo composto por sete
vasos de plantas do género Nicotiana e um vaso de tomateiro Santa Clara, onde 4 desses grupos
eram inoculados com amostra de campo e o ultimo era utilizado como controle experimental
negativo, sem inoculagdo de virus, sendo submetido ao mesmo trato cultural dos demais,
conforme descrito acima, sendo que cada vaso continha 2 plantas, que foram submetidas a
inoculac¢do no telado com amostras recolhidas em campo, para avaliacdo da transmissibilidade
do 1solado viral contido em cada amostra e determinagdo de sua gama de hospedeiro parcial.

As amostras coletadas eram numeradas de 1 a 4 e as propriedades foram denominadas de
A a E, conforme ordem de coleta e dentro de cada teste os grupos eram numerados de 1 a 5
como por exemplo, Al, A2, A3, A4 e AS, sendo o grupo 5 sempre o controle experimental.

Todas as plantas inoculadas foram mantidas em condi¢des de telado, e avaliadas pela
observacao e descri¢ao dos sintomas a cada 7 dias, até¢ 30 dias apos a inoculagao.

Para controle experimental, algumas espécies ndo foram inoculadas, sendo mantidas no
mesmo ambiente, cultivadas com os mesmos tratos culturais aplicados as outras plantas.

Em todos os ensaios foram determinados o nimero de plantas com presenga ou auséncia

de sintomas de infec¢ao viral e que tipo de sintoma foi observado nas plantas.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO



4.1 Determina¢io da gama de hospedeiros do isolado viral Told-1

5 Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados dos testes de gama de hospedeiros dos
ensaios de inoculacdo do isolado Told-1, sendo o tomateiro ‘Santa Clara’ a fonte de inoculo

utilizada.

6 Tabela 3. Gama de hospedeiro - Reagdo das espécies indicadoras inoculadas com o isolado
viral Told-01, LAVIV, UFU, Uberlandia-MG.

7 PLANTA INDICADORA QUANT(*/*%) SINTOMAS

8 Nicotiana tabacum TNN (4/4) LLN

N. tabacum White Burley 4/4) LLN

N. glutinosa (4/4) LLN

N. rustica (4/4) LLN

N. clevelandii (4/4) Mos

N. sylvestris (4/4) Mos

Tomateiro ‘Santa Clara’ (4/4) Mos, AmN, Def, RedLimb, Bo, CorS

(*)- Ntmero de plantas com sintomas; (**)- Numero de plantas inoculadas; Sintomas: LLN- Lesdo local necrética;
Mos- Sintoma de mosaico; Def- Deformagao foliar; RedLimb- Redugdo do limbo foliar; Bo- formagdo de bolhas no
limbo foliar, CorS- Cordao de sapato.

As espécies Nicotiana tabacum TNN, N. tabacum White Burley, N. glutinosa, N. rustica,
N. clevelandii, N. sylvestris e Tomateiro cultivar ‘Santa Clara’, se mostraram suscetiveis ao
isolado Told-1. Os resultados também evidenciam que o isolado viral Told-1 foi facilmente
transmitido mecanicamente, o que implica que o mesmo pode pertencer a espécies virais que
tenham a mesma facilidade de serem transmitidos mecanicamente.

De acordo com Oliveira (2008), os sintomas observados nas plantas indicadoras
inoculadas com o isolado viral Told-1, indicam que ele pertence a espécie viral Tomato mosaic
virus (ToMV). Segundo Hollings e Hutting (1976), o ToMV causa sintomas de lesdo local
necroética, deformagao foliar, nanismo, clorose e sintomas de infec¢ao sistémica em N. glutinosa,
e em Chenopodium quinoa causa sintomas de lesdo local necrotica, lesao local clorotica, e

sintomas de mosqueados.

4.2 Teste de manutencio ‘in vivo’ e do isolado viral Told-1



Durante o periodo experimental, foram realizadas seis inoculagdes, entre maio a outubro
de 2012, conforme Tabela 4, e os sintomas observados em todas as inoculagdes condizem com

aquelas relatadas por Oliveira (2008) para Told-1.

Tabela 4. Resultados das inoculagdes das amostras de manutencao e multiplicagao do isolado
viral TOID-1, em plantas teste, LAVIV, UFU, Uberlandia-MG.

Planta indicadora Infecgdo viral

inoculada (¥/*%) Sintomas

Data Fonte do indculo

25/05/12  tomateiro ‘Santa Clara’ ! tomateiro ‘Santa Clara’ (4/4) MosC, RedF,Def,CorS

27/06/12  tomateiro ‘Santa Clara’ 2 tomateiro ‘Santa Clara’ (8/8) MosC, RedF, Def, Bol

tomateiro ‘Santa Clara’

02/08/12 ;N tomateiro ‘Santa Clara’ (6/6) MosC, RedF, Def, Bol
11/09/12 ~ tomateiro “Santa Clara™ oo Santa Clara®  (9/9)  MosC, RedF, Def, Bol
N. tabacum ‘sansum’ (14/14) MosC
N. tabacum ’clevelandii’  (12/12) MosC
19710712 tomateiro “Santa Clara” i Santa Clara”  (99)  MosC , RedF, Def, Bol
N. tabacum ‘sansum’ (14/14) Mos
N.tabacum ’clevelandii’  (12/12) Mos
24/10/12  tomateiro “Santa Clara® oo “Santa Clara”  (9/9)  MosC, RedF, Def, Bol
N. tabacum ‘sansum’ (14/14) MosC
N.tabacum ’clevelandii’  (12/12) MosC

(*)- Numero de plantas com sintomas; (**)- Nimero de plantas inoculadas;

! tomateiro ‘Santa Clara’: Tomateiro com sintomas tipicos de mosaico comum.

2tomateiro ‘Santa Clara’: Tomateiro inoculado em 25/05/12.

3tomateiro ‘Santa Clara’: Tomateiro inoculado em 27/06/12.

tomateiro ‘Santa Clara’: Tomateiro inoculado em 02/08/12.

Ptomateiro ‘Santa Clara’: Tomateiro inoculado em 11/09/12.

3tomateiro ‘Santa Clara’: tomateiro inoculado em 19/10/12.

Sintomas: MosC- Mosaico comum, RedF- Redugdo do limbo foliar, Def- Deformagao foliar, CorS- Corddo de sapato, Bol- Formagao de bolhas
foliares.

5.3 Teste de estabilidade térmica do isolado viral Told-1

As plantas indicadoras, N. glutinosa e N.samsun apresentaram sintomas tipicos causados
pela espécie virdtica ToMV, conforme Tabela 5. Esses resultados evidenciam a capacidade do
virus de permanece infectivo apos o teste de temperatura a 78°C, eliminando a possibilidade da
existéncia de demais virus que apresentam um ponto de inativacdo térmica de valor menor.
Portanto, considerando o teste de estabilidade térmica pode-se afirmar que o Told-1 pertence as

espécies virais TMV e ToMV. As lesOes caracteristicas sao ilustradas na Figura 1.

Tabela 5. Resultados das inoculagoes do teste de estabilidade, da amostra N. tabacum samsun,
em plantas teste, LAVIV, UFU, Uberlandia-MG.

Plantas teste/indicadora Infecgdo viral




(*/**) Sintomas

N. glutinosa (8/8) LLN

N. tabacum Samsun (8/8) MosC

(*)- Numero de plantas com sintomas; (**)- Numero de plantas inoculadas;
Sintomas: LLN- Lesdo local necrotica, MosC- Mosaico comum

oy

Figura 1: Sintomas de infec¢do de mosaico comum, causada pela inocula¢do mecénica do isolado ToID-1, apds inativacao t

4.4 Diagnoses da infec¢ao viral em amostras foliares de tomateiro de campo

Para os testes de transmissdo mecanica realizados com as amostras foliares de tomateiro
de campo, de diferentes propriedades e cultivares, observa-se que nas amostras provenientes das
propriedades A, B, C e F as plantas indicadoras ndo apresentaram sintomas, conforme Anexos
Al,A2,A3 ¢ A4.

Esses resultados podem ser devido a fatores como: os isolados virais contidos nessas
amostras ndo possuem a caracteristica de serem transmitidos mecanicamente; ou porque a
eficiéncia de transmissdo mecanica do virus presente na amostra € muito baixa; ou as amostras
foliares coletadas poderiam apresentar sintomas de deficiéncia nutricional por nitrogénio.

O mesmo pode ter ocorrido para as amostras da propriedade D e E, tomateiro cultivar
Débora Max, com exce¢dao da D2 N. samsun que apresentou sintomas de infecgdo viral,
conforme Tabela 6 e Figura 2, e para as amostras E1 e E4 para N. glutinosa, E1 para N. rustica,
N.tabacum White Burley, N. clevelandii, E2 para N. tabacum TNN e, El, E2, E3 e E4 para
tomateiro ‘Santa Clara’ que n3o se observou sintomas de virose nas plantas inoculadas,

conforme Tabela 7.



Figura 2: Sintomas de infecc¢ao de campo da amostra ‘D2’ de N. samsum.

Os resultados mostram que ocorria um virus na amostra D2 e ele causou infec¢do apenas
em N. samsun. O virus presente nas amostradas coletadas na propriedade E apresenta a
caracteristica de ser transmitidos mecanicamente através de extrato vegetal, porém nao
apresentando sintomas de lesdo local clordtica e nem necrdtica em nenhuma das plantas
indicadoras inoculadas, o que descarta a possibilidade da existéncia da espécie virdtica ToMV
ou TMYV, sem portanto poder, inferir qual a ¢ a virose causada e nem qual a espécie viral. Esse
resultado estd de acordo com os autores Hollings e Hutting (1976), que descrevem o
aparecimento de lesdes clordticas e necrdticas, além de outros sintomas ja descritos
anteriormente para todas as espécies de Nicotiana spp., apresentadas na Tabela 7, para infecgao

viral causada pelo ToMV e TMV.

Tabela 6. Resultados das inoculagdes das amostras de campo, tomateiro cultivar ‘Débora Max’,
da propriedade D, em plantas teste, LAVIV, UFU, Uberlandia-MG.
Plantas Plantas com infecc¢ao viral
indicadoras

Frequéncia (*/**) Sintomas

DI D2 D3 D4 D5 D1 D2 D3 D4 D5




Nicotiana (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) SSin  SSin  SSin  Ssin  SSin

tabacum TNN
N. tabacum (0/2) (0/2) (02) (0/2) (0/2)  SSin SSin SSin Ssin  SSin
White Burley
N. glutinosa (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) (072) SSin  SSin  SSin  Ssin  SSin
N. rustica (0/2) (0/2) (02) (0/2) (0/2)  SSin SSin SSin Ssin SSin

N. clevelandii 0/2) (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) SSin  SSin  SSin  Ssin  SSin

N.S)/lvestris (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) SSin SSin  SSin Ssin  SSin
N. samsun 0/2) (2/2) (0/2) (0/2) (0/2) SSin  LinN/  SSin  Ssin  SSin
Clor/E
nrF,/D
ef.
Tomateiro (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) SSin SSin  SSin  Ssin  SSin

Santa Clara

(*)- Numero de plantas com sintomas; (**)- Namero de plantas inoculadas; D5- Controle,
Sintomas: SSin auséncia de sintomas, LinN- linhas necroticas, Clor- Clorose, EnrF- Enrolamento foliar, Def- Deformagéao foliar.

Tabela 7. Resultados das inoculagdes das amostras de campo, tomateiro cultivar ‘Débora Max’,
da propriedade D, em plantas teste, LAVIV, UFU, Uberlandia-MG.

Plantas Plantas com infec¢ao viral
indicadoras Frequéncia (*/*%) Sintomas

El E2 E3 E4 ES5 El E2 E3 E4 E5
N. tabacum 22) (02) @R2) @2) (R Mos SSin Mos Mos SSin
TNN
N. tabacum ©72) (272) (272) (2/2) (0/2) SSin Mos Mos Mos SSin
White Burley
N. glutinosa 0/2) (272) (1/2) (0/2) (0/2) SSin Mos/Def Mos Ssin SSin
N. rustica 02) ©22) @2) @2) (R SSin  Mos/Def Mos/Def Mos/Def  SSin
N. clevelandii  (0/2) (2/12) (2/2) (2/2) (0/2) SSin Mos Mos Mos SSin

N. sylvestris 272) (272) (272) (2/2) (0/2) Mos/CIN  Mos/CIN  Mos/CIN  Mos/CIN  SSin
N. samsun (272) (272) (272) (2/2) (0/2) Mos Mos Mos Mos SSin
Tomateiro 0/2) (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) SSin SSin SSin Ssin SSin

Santa Clara

(*)- Numero de plantas com sintomas; (**)- Namero de plantas inoculadas; E5-Controle,
Sintomas: SSin — auséncia de sintomas, Mos- Sintomas de mosaico, Def- Deformagao foliar, CIN- Clareamento de nervuras, EnrF- Enrolamento

do limbo foliar.

Para melhor caracterizacdo do virus presente na amostra D2 foi realizado outro teste
complementar de transmissdo deste isolado viral para algumas plantas indicadoras utilizadas
anteriormente. Os resultados segue na Tabelas 8. As plantas teste/indicadoras utilizadas neste

teste foram C. quinoa, N. glutinosa e tomateiro Santa Clara, e como controle positivo N. sansun.

Tabela 8. Resultados do teste de transmissao do isolado D2 para plantas de Ch. quinoa, N.
tabacum ‘Sansum’, N. glutinosa e tomateiro ‘Santa Clara’, LAVIV, UFU,

Infeccao viral

Plantas teste/indicadoras — )
Frequéncia (*/**) Sintomas




C. quinoa (2/2) LLC

N. Samsun (2/2) AnN, LLN, AmF
N. glutinosa (2/2) LLN, CIN(f.nova), AmF, Def, LinN, EnrF
Tomateiro ‘Santa Clara’ (5/5) EnrF(f.nova), Mos, Nec, NerRx

(*)- Nmero de plantas com sintomas; (**)- Numero de plantas inoculadas; Sintomas: LLC- lesdo local clorotica, LLN- lesdo local necrotica,
AnN- Anéis necroticos, CIN- Clareamento de nervuras, AmF- Amarelecimento foliar, Def- Deformacgéo foliar, LinN- Linhas necroéticas, EnrF-
Enrolamento foliar, NerRx- Nervura arroxeada.

Segundo Colariccio et al. (2001) o tomateiro apresentou sintomas sist€émicos tipicos de

Segundo Avila et al. (1992 b), a infecgdo causada pelo virus vira cabeca reproduz

Figura 3: Resultado do teste transmissao do isolado D2. Sintomas de infec¢ao por virus que causa vira-cabeca, em plantas d
sintomas de lesdo local necrética para espécie TSWV, TCSV, GRSV, necrose de nervuras para

espécies TSWV e TCSV, deformagdes foliares para as espécies TSWV, TCSV, GRSV e INPV e
mosaico para as espécies TCSW, GRSV e INPV, em N. glutinosa, conforme Figura 3, ja em M.
tabacum ‘Sansum’ os sintomas apresentados sao de anéis necréticos, conforme Figura 3, para as
espécies TCSV e GRSV, mosaico para as espécies TSWV e TCSV, mosqueado verde-claro para
espécie GRSV e clareamento de nervuras para as espécies TSWV e TCSV, para C. quinoa,
conforme figura 3, descreve a presenga de sintomas como lesdes clordticas para espécie INPV e
lesdes necrdticas para espécies TSWV, TCSV, GRSV e INPV. Por outro lado, Gibbs e Harrison
(1970) afirmaram que o CMV causa lesdo local clordtica ou lesdo local necrética, ou mosaico
sistémico, ou anéis clordticos sem necrose, quando infectado em N. glutinosa, e em C. quinoa
causa sintomas de lesdo local clorética ou necrotica. Em tomateiro o CMV causa nanismo,
mosqueado, folhas filiformes semelhantes a corddo de sapato (GIBBS; HARRISON, 1970). Em
relacao ao PVY, Gibbs e Harrison (1970) descrevem apenas sintomas de lesdo local necrdtica
para infec¢do de PVY em C. quinoa. Portanto, considerando estas citagdes, os resultados

indicam que o isolado viral, presente na amostra D2, pertencer a uma das espécies virais



Tospovirus e pode ser descartadas as hipoteses de que ele pertenca as espécies virais CMV, PVY
e TGMV. Porém ainda ndo permite inferir com clareza de qual espécie virdtica pertence. Este
resultado esta de acordo com os autores Kurozawa e Pavan (2005), onde afirmam que os

Tospovirus podem ser transmitidos mecanicamente pelo extrato vegetal de plantas infectadas.



5 CONCLUSOES

ToMV apresenta capacidade infectiva apds tratamento térmico a temperatura de 78° C
por 10 min.

Os resultados das plantas teste inoculadas mecanicamente com extrato de folhas de
tomateiro com amarelecimento indicaram que ndo havia a ocorréncia de virus que causa
mosaico comum em tomateiro nas amostras analisadas.

Os sintomas observados nas plantas teste inoculados com folhas de tomateiro da amostra
D2, N. tabacum Samsun, indicam que o isolado viral ¢ transmissivel mecanicamente, que o
virus presente na amostra causa vira-cabeca em tomateiro e pertence a alguma das espécies de
virus que causam esta doenga em tomateiro.

Os sintomas observados nas plantas teste inoculados com folhas de tomateiro da amostra
El, E2, E3 e E4, indicam que o isolado viral ¢ transmissivel mecanicamente, mas nao permite
inferir qual ¢ a virose causada nem qual € a espécie viral.

A identificag¢do da espécie viral com base apenas nos sintomas observados de uma planta

hospedeira do virus pode conduzir a conclusdes incorretas.
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ANEXOS

Al. Resultados das inoculagdes das amostras de campo, tomateiro cultivar ‘Carina’, da
propriedade A, em plantas indicadoras, LAVIV, UFU, Uberlandia-MG.

Plantas com infeccdo viral

Plantas indicadoras Frequéncia (*/*%*) Sintomas
Al A2 A3 A4 A5 Al A2 A3 A4 A5
Nicotiana tabacum TNN  (0/2)  (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) SSin  Ssin  SSin  SSin  SSin

N. tabacum White Burley (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) SSin  Ssin  SSin  SSin  SSin

N. glutinosa 0/2)  (02) (02) (0/2) (0/2) SSin  Ssin  SSin  SSin  SSin
N. rustica 0/2)  (02) (02) (0/2) (0/2) SSin  Ssin  SSin  SSin  SSin
N. clevelandii 0/2)  (0/2) (02) (0/2) (0/2) SSin  Ssin  SSin SSin  SSin
N. sylvestris 0/2)  (0/2) (02) (0/2) (0/2) SSin  Ssin  SSin  SSin  SSin

Tomateiro Santa Clara 0/2) (0/2) (02) (02) (0/2) SSin  Ssin  SSin  SSin  SSin

(*)- Numero de plantas com sintomas; (**)- Numero de plantas inoculadas; AS- Controle,
Sintomas: SSin — sem de sintomas.

A2. Resultados das inoculagdes das amostras de campo, tomateiro cultivar ‘Carina’, da
propriedade B, em plantas teste, LAVIV, UFU, Uberlandia-MG.

Plantas Plantas com infec¢do viral
indicadoras Frequéncia (*/*%*) Sintomas

Bl B2 B3 B4 BS B1 B2 B3 B4 BS
Nicotiana (02 (02) (02 (02 (0/2)  SSin Ssin SSin  Ssin  SSin
tabacum TNN ) ) )
N. tabacum (02 (0/2) (072 (0/2 (0/2) SSin Ssin SSin  Ssin  SSin
White Burley ) ) )
N. glutinosa ©/2 (0/2) (02 (02 (0/2) SSin Ssin SSin  Ssin  SSin
N. rustica (0)/2 (0/2) (0)/2 (0)/2 (02)  SSin Ssin SSin  Ssin  SSin
N. clevelandii (0)/2 (0/2) (0)/2 (0)/2 (0/2) SSin Ssin SSin  Ssin  SSin
N. sylvestris (0)/2 (0/2) (0)/2 (0)/2 (0/2)  SSin Ssin SSin  Ssin  SSin
N. samsun (0)/2 (0/2) (0)/2 (0)/2 (0/2)  SSin SSin SSin  Ssin  SSin
Tomateiro (0;/2 (0/2) (03/2 (o:/z (02)  SSin Ssin SSin  Ssin  SSin

Santa Clara
(*)- Numero de plantas com sintomas; (**)- Nimero de plantas inoculadas; B5- Controle, Sintomas: SSin — sem de sintomas.

A3. Resultados das inoculagdes das amostras de campo, tomateiro tipo cereja, da propriedade C,
em plantas teste, LAVIV, UFU, Uberlandia-MG.

Plantas Plantas com infec¢do viral

indicadoras — ;
Frequéncia (*/**) Sintomas




Ccl C2 C3 ¢4 G5 Cl C2 C3 C4 G5

Nicotiana (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) (0/2)  SSin Ssin Ssin  Ssin  SSin
tabacum TNN

N. tabacum (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) (0/2)  SSin Ssin Ssin  Ssin  SSin
White Burley

N. glutinosa (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) SSin Ssin Ssin  Ssin  SSin
N. rustica (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) (0/2)  SSin Ssin Ssin  Ssin  SSin
N. clevelandii (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) SSin Ssin Ssin  Ssin  SSin
N. sylvestris (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) SSin Ssin Ssin  Ssin  SSin
N . samsun (0/2) (02) (0/2) (02) (0/2)  SSin SSin Ssin  Ssin  SSin
Tomateiro (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) SSin Ssin Ssin  Ssin  SSin

Santa Clara

(*)- Numero de plantas com sintomas; (**)- Numero de plantas inoculadas; C5- Controle Sintomas: SSin — auséncia de sintomas.

Ad4. Resultados das inoculagdes das amostras de campo, tomateiro cultivar ‘Trindade’, da
propriedade F, em plantas teste, LAVIV, UFU, Uberlandia-MG.

Plantas Plantas com infec¢ao viral
indicadoras Frequéncia (*/*%*) Sintomas
F1 F2 F3 F4 F5 F1 F2 F3 F4 F5

Nicotiana (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) (0/2)  SSin Ssin Ssin  Ssin  SSin
tabacum TNN

N. tabacum 0/2)  (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) SSin Ssin Ssin  Ssin  SSin
White Burley

N. glutinosa 0/2) (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) SSin Ssin Ssin  Ssin  SSin
N. rustica 02) (0/2) (0/2) (02) (0/2) SSin Ssin Ssin  Ssin  SSin
N. clevelandii 0/2)  (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) SSin Ssin Ssin  Ssin  SSin
N. sylvestris 0/2)  (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) SSin Ssin Ssin  Ssin  SSin
N . samsun 0/2) (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) SSin SSin Ssin  Ssin  SSin
Tomateiro 0/2)  (0/2) (0/2) (0/2) (0/2) SSin Ssin Ssin  Ssin  SSin

Santa Clara

(*)- Numero de plantas com sintomas; (**)- Numero de plantas inoculadas; F5- Controle, Sintomas: SSin — auséncia de sintomas.
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