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PALAZZO, Silvia R. L Identificagio do PVY®-1 em lavouras comerciais de tomateiros e
reacdo de acessos de Lycopersicon spp. 2005. Dissertagdo (Mestrado em Agricultura
Tropical e Subtropical)- Instituto Agronomico.

RESUMO

Plantas de tomateiros com sintomas de amarelecimento foliar generalizado, semelhantes
aqueles causados por virus, procedentes de Campinas, Itu, Sumaré, Elias Fausto, Monte
Mor e Mogi-Guagu no Estado de Sdo Paulo foram submetidas a identifica¢do bioldgica
pela determinagdo do circulo parcial de hospedeiras, composto por plantas indicadoras e
diferenciadoras pertencentes a familia das Chenopodiaceas e Solanaceas e identificagdo
sorologica por PTA-ELISA para as espécies Potato virus Y (PVY), Pepper yellow mosaic
virus (PepYMV), Cumcuber mosaic virus (CMV), Tomato mosaic virus (ToMV) e DAS-
ELISA com antissoros policlonais para as espécies Tomato spot wilt virus (TSWV),
Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV), Chrysanthemum
stem necrosis virus (CSNV) e com anticorpos monoclonais para as estirpes do PVY
comum (PVY®), PVY necrético (PVY™) e PVY clordtico (PVY®). No teste sorologico de
PTA-ELISA e DAS-ELISA, os isolados reagiram positivamente com a espécie PVY estirpe
comum. As plantas indicadoras inoculadas com as diferentes amostras reagiram com
sintoma local em Chenopodium amaranticolor e sintomas de mosaico sistémico em
Nicotiana glutinosa, N. tabacum ‘WB’, N. sylvestris, N .debneyi, N. tabacum ‘Samsun’
mosaico amarelo em tomateiro ‘Alambra’ e particularmente, com a auséncia de sintomas
em Datura stramonium, D. metel e C. annuum ‘Magda’. A auséncia de sintomas em
‘Magda’ possibilitou a identificagdo nestas amostras do PVY estirpe comum patotipo 1
(PVY©®-1). Dezenove acessos de tomateiros selvagens e um hibrido suscetivel ‘Alambra’,
empregado como controle positivo. O delineamento dos experimentos foi inteiramente
casualizado e a reagdo dos acessos foi avaliada pela manifestagdo dos sintomas, pela
recuperagdo bioldgica e sorologica do virus a partir dos acessos inoculados e analise do %2
utilizando as propor¢des de plantas com e sem sintomas do virus e com resultados de
recuperagdo positivos ou negativos em PTA-ELISA. Os cultivares comerciais foram
altamente suscetiveis ao virus. Dos acessos avaliados a espécie L. peruvianum, LA-371-2 e
o irradiado 1C apresentaram um grande numero de plantas imunes constituindo fontes
potenciais de genes de resisténcia ao PVY°-1. As progénies segregantes também
apresentaram plantas imunes que serdo selecionadas para a continuidade do programas de
melhoramento de tomate do IAC visando a resisténcia ao PVY.

Palavras-chave: Tomate, Lycopersicon spp, Resisténcia genética, Potyvirus, Potato virus
Y, sorologia.
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PALAZZO, Silvia R. L. Identification of PVY®-1 in tomatoes commercial crops and
reaction of Lycopersicon spp access. 2005. Dissertation in Tropical e Subtropical
Agriculture- Instituto Agrondmico.

ABSTRACT

Samples of tomatoes plants with generalized virus-like-symptoms of foliar yellow mosaic,
collected, from 2003 to 2004, in Campinas, Ita, Sumaré, Elias Fausto, Monte-Mor and
Mogi-Guagu producing regions of Sao Paulo State, were submitted to mechanical
inoculation, in host plants of Chenopodiaceae, Solanaceae, in differential sweet peppers,
and to serological identification in PTA-ELISA with polyclonal antiserum against Potato
virus Y (PVY), Pepper yellow mosaic virus (PepYMV), Cumcuber mosaic virus (CMV),
Tomato mosaic virus (ToMV); DAS-ELISA with policlonal antiserum for the Tomato spot
wilt virus (TSWV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus
(GRSV), Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV) and DAS-ELISA with monoclonal
antibodies against PVY common strain (PVY®), PVY chlorotic strain (PVY®) and PVY
necrotic strain (PVY™). In PTA-ELISA all the samples reacted positively to the antiserum
of PVY and negatively for the antiserum to others virus species. In DAS-ELISA with
monoclonal antibodies, this samples reacted positively with the PVY?. The inoculated
plants, reacted with local symptom in Chenopodium amaranticolor and sistemic symptoms
of mosaic in Nicotiana glutinosa , N. tabacum ‘WB’, N. sylvestris, N. debneyi, N. tabacum
‘Samsun’, yellow mosaic in tomato ‘Alambra’ and particularly with the absence of
symptoms in Datura stramonium, D. metel and C. annuum ‘Magda’. The absence of
symptoms in ‘Magda’ allowed to identifying the PVY® patotipo 1 (PVY®1). Nineteen
access of Lycopersicon spp. to the active bank of germoplasm of the IAC, for to evaluate
the reaction of tomatoes access to this isolated and using as positive control the hybrid
‘Alambra’. The experimental delineation was randomized and the plants reaction were
evaluated by the manifestation of the symptoms, the biological and serological recovery of
the virus and by the %2 analysis using the ratios between plants with and without virus
symptoms and positive or negative in PTA-ELISA. In evaluated access was verified that
most of them had been tolerant behavior to PVY®-1, but L. peruvianum, LA-371-2 and
radiated 1C had been a great number of plants with immunity behavior, providing a
potential sources of resistance genes that could be used in future breeding programs.

Key-words: Tomato, Lycopersicon spp., Genetic resistance, Potyvirus, Potato virus Y,
serological.
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1 INTRODUCAO

O tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) ¢ uma das hortalicas mais cultivadas no
mundo, e sua producdo mundial supera 70 milhdes de toneladas/ano sendo considerada
uma das culturas mais importantes. Seu cultivo no mundo atende economicamente a duas
cadeias produtivas distintas, a producao de tomate industrial e a produg¢do para consumo in
natura. O primeiro ¢ produzido sob contato produtor-indistria, o segundo tem
caracteristicas proprias da cadeia produtiva de hortalicas (CAMARGO FILHO, 2001). Sob o
ponto de vista social, a tomaticultura nacional ¢ o segundo segmento mais importante do
agronegocio olericola, abrigando em sua cadeia produtiva mais de 10.000 produtores, com
60.000 familias de trabalhadores, compostas por em efetivo de mais de 200.000 pessoas
(JUNQUEIRA, 1997). Originario da parte ocidental da América do Sul, entretanto sua
domestica¢ao ocorreu no México e, no século XV foi levado para outras partes do mundo

por viajantes europeus (MIRANDA, 1995).

A produgdo brasileira de tomate em 2003 foi de 4,2 milhdes de toneladas em uma
area plantada de 71 mil hectares, com o rendimento médio de 59 t/ha. As principais regides
produtoras sdo: a Sudeste (1,9 milhdes de toneladas) representada principalmente pelos
Estados de Sao Paulo que apresenta a segunda maior producdo com 765 mil toneladas com
rendimento médio de 64 t/ha e o Estado de Minas Gerais com a terceira maior produgdo de
637mil toneladas com rendimento médio de 65 t/ha; e a regido Centro—oeste (1,1 milhdes
de toneladas) onde esta localizado o maior produtor de tomate do Brasil o Estado de Goias

com 951mil toneladas com um rendimento médio de 76 t/ha. (LSPA-IBGE, 2003).
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O tomate cultivado pertence a familia Solanaceae e apresenta suscetibilidade a
inimeros patogenos causadores de diferentes tipos de doencas. Entre os patdogenos de
importancia econdmica para a cultura, destacam-se os virus. Dentre os fitovirus ja relatados
causando perdas significativas na cultura do tomateiro encontram-se os pertencentes aos
géneros Cucumovirus, Geminivirus, Luteovirus, Potexvirus, Potyvirus, Tobamovirus e

Tospovirus (BLANCARD, 1996; FARIA et al., 2000; COLARICCIO et al., 2000; 2001).

Em tomateiro, os Potyvirus induzem sintomas de clareamento de nervuras,
pontuacdes € mosaico amarelo e reducao dos foliolos. O Potato virus Y (PVY) € o virus
mais importante em solandceas cultivadas incluindo tomate, pimentdo, batata e tabaco,
causando sérios danos a essas culturas em todo o mundo, sendo transmitido por afideos, de

modo ndo persistente (SHUKLA et al., 1994).

Existem varias estirpes do PVY, sendo as mais freqiientes PVY© (estirpe comum),
pvyYN (estirpe necrdtica), PVY® (estirpe clordtica), entretanto, além destas, algumas
estirpes ndo podem ser identificadas (COLARICCIO, 1996). Para a identificacdo e
classificacdo do PVY, pode-se empregar critérios sintomatologicos como a utilizacdo de
plantas indicadoras (MATTHEWS, 1993); sorologicos, com utilizagdo de anticorpo
monoclonal contra as estirpes de PVY (MATTHEWS, 1991; SHUKLA et al., 1994) e
moleculares onde as seqiiéncias de nucleotideos ou aminoacidos do genoma viral sdo
utilizadas para classificar as espécies e estirpes do género Potyvirus (INOUE-NAGATA et al.,

2001).
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O controle de doengas causadas por Potyvirus ¢ dificultado pelo cardter da
transmissdo via inseto vetor e pela ampla gama de hospedeiros do virus. O tipo de
transmissdo inviabiliza o controle do virus pelo controle quimico do vetor (ZERBINI E
ZAMBOLIM, 2000). Como o PVY infecta as principais Solanaceas cultivadas por todo o
mundo, tanto em campo aberto como em estufas, a procura por variedades resistentes tem
sido intensa. Portanto, a necessidade de identificar novos genotipos resistentes torna-se

imprescindivel (LEGNANI et al., 1995).

A resisténcia ao PVY foi detectada em uma espécie selvagem de tomate,
Lycopersicon hirsutum PI1247087 (THOMAS, 1981; GEBRE-SELASSIE et al., 1987; LEGNANI
et al., 1995). No Brasil NAGAI E COSTA (1969; 1972) identificaram L. peruvianum como

uma espécie resistente ao PVY. O presente trabalho teve como objetivos:

e Identificar biologica e soroldgicamente os isolados virais presentes nos tomateiros
infectados procedentes, das principais regides produtoras de tomate do Estado de

Sao Paulo;

e Avaliar a reacdo de acessos de Lycopersicon spp pertencentes ao Banco Ativo de
Germoplasma. do Instituto Agronémico (BAG-IAC) a um isolado PVY® de
tomateiro prevalecente no Estado de Sao Paulo em condi¢des de casa-de-vegetagao,
para identificar fontes de resisténcia para futura utilizagdo em programas de

melhoramento de tomate.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Género Lycopersicon

Lycopersicon ¢ um dos géneros da familia Solanaceae abrangendo a espécie
Lycopersicon esculentum Mill. conhecido como o tomate que ¢ atualmente, consumido e

cultivado em todo o mundo (WARNOCK, 1991).

O género Lycopersicon ¢ originario da costa ocidental da América do Sul, do
sudeste do Equador ao nordeste do Chile, incluindo a Ilha de Galapagos (WARNOCK, 1991).
Oito espécies selvagens desse género encontram-se distribuidas naturalmente nessa regiao
(RICK, 1976). A possivel espécie selvagem precursora do Lycopersicon esculentum seria L.
esculentum var. cerasiforme, amplamente dispersa por toda a América Latina. Mas sua
domesticacdo ocorreu especificamente na América Central, no México. A partir do século
XV, por meio de conquistadores espanhois, foi levado para outras partes do mundo (RICK E

FOBES, 1975; MIRANDA, 1995).

No inicio o tomateiro foi denominado botanicamente como Solanum lycopersicum,
pertencente ao género Solanum, mas MILLER, em 1788, separou o tomate da batata, criando
um novo género o Lycopersicon (WARNOCK, 1988), designando de Lycopersicon
esculentum o tomate cultivado, e L. pimpinellifolium o tomate selvagem (KALLOO, 1991).
Posteriormente, o género Lycopersicon foi dividido em dois subgéneros: Eulycopersicon,
fruto maduro de coloragdo vermelha e Eriopersicon fruto maduro de coloragdo verde

(MULLER, 1940).
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Atualmente, no género Lycopersicon estdo classificadas nove espécies:
Lycopersicon esculentum Mill., L. pimpinellifollium Mill., L. cheesmanii Riley, L. hirsutum
Humb. e Bonpt.;, L. pennelii D’Arcy, L. chmielewskii Rick, Kes., Fob e Holle, L.
parviflorum Rick, Kesicki, Fobes e Holle, L. chilense Dun e L. peruvianum (L.) Mill.

(WARNOCK, 1988).

L. esculentum Mill. é a espécie de maior destaque devido a sua importancia
econdmica e social. O complexo esculentum, assim denominado devido a grande variagao
genética entre seus biotipos, possui frutos vermelhos com diametros variados (WARNOCK,

1988).

A espécie L. pimpinellifollium Mill. é muito parecida geneticamente, com
Lycopersicon esculentum. Ha suposi¢des que durante a evolucao das espécies ocorreram
intercruzamentos naturais entre as duas sendo o fruto de L. pimpinellifollium considerado

uma miniatura de L. esculentum, ndo atingindo didmetro superior a 1,5 cm (RICK, 1976).

L. cheesmanii tem como centro de origem a ilha de Galdpagos (RICK, 1956) e

possui uma segunda forma descrita o L. cheesmanii f. minor (WARNOCK, 1988).

A espécie L. hirsutum possui como centro de maior variabilidade a regido nordeste
do Peru (RICK et al., 1979), LUCKWILL (1943) considerou-a uma espécie estavel que tem

uma segunda forma, L. hirsutum f. glabratum].
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L. chmielewskii e L. parviflorum possuem frutos verdes e afinidades aparentes com
as espécies dos complexos esculentum e peruvianum. L. parviflorum & uma espécie
totalmente autogama e L. chmielewskii apresenta compatibilidade reprodutiva com outras

espécies do género (RICK, 1976).

L. peruvianum apresenta elevado polimorfismo entre seus bidtipos sendo
denominado de complexo peruvianum. O complexo peruvianum possui bidtipos naturais
tanto de regides montanhosas como das regides costeiras do centro de origem do género

(RICK, 1963).

A espécie L. chilense inicialmente foi denominada como L. peruvianum var.
dentatum. Entretanto, em 1955, apds nova reorganizacdo das espécies comprovou-se
distingdes morfoldgicas, reprodutivas e geograficas entre L. peruvianum e L. peruvianum

var. dentatum e esta ltima passou a ser denominada de L. chilense (RICK, 1955).

As espécies do género Lycopersicon sao diploides com 2n = 24, 0S cromossomos
ndo excedem ao tamanho de 1,5-3 pm. Em geral, a taxa de cruzamento natural em L.
esculentum ¢ inferior a 5% (NAGAIL 1993). Os fatores que contribuem para o aumento da
poliniza¢do cruzada sdo o comprimento do estilete e a populacdo de abelhas, principais

polinizadores do género (NUEZ et al., 1998).

A flor de tomate ¢ perfeita, regular e hipogina, o que dificulta a fecundagao
cruzada, e possui em nimero de cinco a seis sépalas e pétalas dispostas de forma helicoidal

e intervalos de 135°, e nimero igual de estames, que se alteram com as pétalas e ovario bi
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ou plurilocular. As flores apresentam-se em numeros varidveis, agrupando-se em
inflorescéncias do tipo racemoso (NUEZ et al., 1998).

Quando jovem, o sistema radicular do tomateiro é caracterizado por uma raiz
principal e pivotante, quando a planta atinge o estagio adulto as raizes laterais e adventicias

ao caule desenvolvem—se mais que a principal (FILGUEIRA, 2000).

Os frutos do tomateiro sdo bagas carnosas, suculentas, com aspecto, tamanho e
peso variados, conforme o cultivar. Na maioria dos cultivares, os frutos apresentam
coloragao vermelho vivo, quando maduros, resultante da combinagdo da cor da polpa com a
pelicula amarela. Sdo excegdes os cultivares japoneses do grupo ‘salada’, rosados, devido a
pelicula esbranquicada (FILGUEIRA, 2000). A coloragao vermelha deve-se ao carotenoide
licopeno, um agente anticancerigeno. Esse pigmento também ¢é responsavel pela coloracao
atrativa vermelha que os produtos agroindustriais apresentam. O tamanho do fruto, o
formato e o numero de loculos, de 2 até 10, caracterizam cultivares biloculares e
pluriloculares. As sementes sdo pilosas, pequenas e envoltas por mucilagem, quando no

fruto (FILGUEIRA, 2000).

2.2 Panorama varietal

As variedades ou cultivares de tomate mais difundido sdo pertencentes aos tipos
Santa Cruz (Santa Clara), Caqui, Longa Vida, Cereja, Italiano/Saladete e Industrial
(JUNQUEIRA, 1997). O cultivar IAC-Santa Clara (tipo Santa Cruz) durante grande parte da

década de 90 representou 90% das sementes de tomate comercializadas no pais, mas esse



19

quadro foi alterado com a chegada dos tomates hibridos. Estes possuem na sua constitui¢ao
genética, genes que prolongam por mais de quinze dias a durabilidade dos frutos depois de
colhidos. Atualmente os hibridos plantados no pais apresentam algumas deficiéncias
destacando-se a suscetibilidade a desordens fisiogenéticas que depreciam o valor dos frutos
no momento da comercializacdo e as doencas que geram a busca por fontes estaveis de
resisténcia genética a doengas limitantes como as causadas por bactérias e virus (MELO E

RIBEIRO, 1993).

2.3 Potato virus Y (PVY)

2.3.1 Caracteristicas gerais

A espécie Potato virus Y € um importante patdogeno ocorrente nas solanaceas
cultivadas, principalmente em batata, pimentdo, tomate e tabaco (DE BOKX E HUTTINGA,
1981), pertence ao género Potyvirus, familia Potyviridae, e sao transmitidos na natureza, de

plantas infectadas para plantas sadias, por diferentes afideos vetores (SHUKLA et al., 1994).

Os virus pertencentes a familia Potyviridae apresentam particulas alongadas,
flexuosas, medindo cerca de 650 a 900 nm de comprimento e induzem a formagdo de
corpos de inclusdo cilindricos, os cata-ventos, no citoplasma das células infectadas

(MURPHY et al., 1995).

O genoma dos Potyvirus, como o da maioria dos fitovirus, ¢ constituido de uma

molécula de fita simples de RNA de polaridade positiva (RIECHMANN ef al.,1992).
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A maioria das espécies e estirpes de fitovirus pertencentes a esta familia sdo
sorologicamente relacionadas, devido a presen¢a nas particulas dos virus de uma regiao

central interna conservada comum a todos (COLARICCIO, 1996).

2.3.2 Estrutura e organizagdo do genoma

O genoma dos Potyvirus € constituido de uma molécula de fita simples de RNA
com aproximadamente 10 kb de comprimento, possuindo a proteina Vpg ligada a sua
por¢ao 5° (SIAW et al., 1985; RIECHMANN et al.,1989 MURPHY et al.,1990) e uma cauda
poly(A) na extremidade 3° (HARI ef a/.,1979). Contém uma tUnica “open reading frame”
(ORF) (RIECHMANN ef al., 1992), que codifica aproximadamente nove proteinas associadas
a diferentes fungdes bioldgicas (LINDBO E DOUGHERTY, 1994). O genoma ¢ traduzido como
uma longa poliproteina precursora, que quando quebrada por proteases forma de sete a

nove residuos de proteinas (DOUGHERTY E CARRINGTON, 1988; SKULA E WARD, 1989).

6K, 6K,
&— — nolv
P HC-Pro P CI Nla NIb CP

(Vpg-Pro)
Figura 1: Diagrama de representagdo do genoma potyviral.

A seqliéncia dessas proteinas na poliproteina sintetizada a partir do genoma
(Figura 1) é: P1, primeira proteina envolvida na translocacdo do virus de célula-a-célula;
HC-Pro proteina do componente ‘“helper” necessaria para a transmissdo por afideos

(THORNBURY et al.,1985); P3, terceira proteina ou terceira proteinase tem funcao
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reguladora, estd envolvida na clivagem da poliproteina (VOs et al.,1988); CI, proteina da
inclusdo cilindrica, ¢ uma RNA helicase (LAIN et al.,1990); Nla proteina da pequena
inclusdo nuclear que inclui a Vpg que se liga a por¢do 5’ do genoma; NIb proteina da
grande inclusdo nuclear, ¢ uma RNA polimerase dependente do RNA (DOUGHERTY E
CARRINGTON, 1988) e CP, proteina da capa protéica, cuja funcao ¢ encapsidar o RNA viral

(THORNBURY et al.,1985).

2.3.3 Replicacéo

O sitio de replicagdo dos Potyviridae ainda nao esta identificado, mas acredita-se
que seja ¢ o citoplasma (VERCHOT et al., 1991). Nos Potyviridae, o genoma inteiro ¢
copiado, e esse processo de replicacdo requer uma polimerase. As proteinas envolvidas no
complexo da replicacdo sdo CI, Vpg, Nla e NIb (SKULA et al.,1994). RIECHMANN ef al.
(1992) sugeriram que outras duas pequenas proteinas (6K; e 6K,) estariam também

envolvidas na replicagdo do RNA viral.

2.3.4 Transmissao

Os virus pertencentes a familia Potyviridae sao transmitidos na natureza de plantas
infectadas para plantas sadias, através de diferentes vetores (SHUKLA et al.,1994). O
Potyvirus € o género mais importante dentre os virus transmitidos por afideos (HOLLINGS E
BRUNT, 1981). O virus ¢ adquirido durante as picadas de prova, retido no estilete ¢ na

porcao anterior do esdfago e transmitido durante a regurgitagdo e salivacdo que antecedem
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novas picadas de prova (HARRIS, 1977; POWELL et al.,1995; COLLAR et al.,1997; MARTIN

etal., 1997).

A transmissdo ocorre apos um breve periodo de aquisi¢ao e infeccdo durante o
periodo de alimentacdo, que pode durar de poucos segundos a poucos minutos, sendo
denominada transmissdo ndo-persistente (FERRERES ef al.,1992). Nesse tipo de transmissao,
um periodo de jejum durante a pré-aquisigdo normalmente aumenta a eficiéncia da

transmissao (MATTHEWS, 1991; POWELL ef al., 1995).

No Brasil, foram relatados como vetores do PVY, as seguintes espécies de afideos:
Myzus persicae Sulz. (CUPERTINO et al., 1992) que pode transmitir mais de 100 Potyvirus
(SHUKLA et al., 1994), Aphis rumicis, Macrosiphum solanifolii (COSTA E ALVES, 1950) e

Myzus nicotianae Blackman (CUPERTINO et al., 1993).

A transmissdao depende, principalmente, de dois fatores, do componente “helper”
(HC-Pro), proteina codificada pelo virus que facilita a adesdo da particula viral na
superficie do estilete dos afideos, e da constituicdo de aminodcidos da capa protéica do

virus (ANTIGNUS et al., 1989; LECOO E PURCIFULL, 1992).

Os virus do género Potyvirus também sdo transmitidos experimentalmente, por
inoculacdo mecanica, através do extrato bruto ou de preparagdes purificadas de virus

(SHUKLA et al., 1994).
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2.4 ldentificagdo do PVY

Os isolados do PVY sdo classificados em diferentes estirpes, dependendo da planta
hospedeira de origem (DE BOHX E HUTTING, 1981). Diversas técnicas sdo utilizadas para a
detecgdo e a identificacdo do fitovirus embasadas em critérios bioldgicos, sorologicos,

citologicos, antigénicos e em propriedades estruturais dos virus (SHUKLA ef al., 1994).

Os testes bioldgicos por meio de sintomas e resposta de resisténcia de plantas
indicadoras e diferenciadoras sdo amplamente utilizados para a deteccao e identificacdo de
estirpes e patotipos de Potyvirus (ROMERO et al., 2001). Por outro lado, testes de
transmissao por vetores e protecao cruzada sdo menos utilizados para diferenciar estirpes ¢
distinguir viroses. Algumas espécies pertencentes a familia Potyviridae podem ser
identificadas e detectadas por observagdes de alteragdes ultra-estruturais no citoplasma da
planta hospedeira (SHUKLA et al., 1994). A sorologia da particula viral e da capa protéica
também tem sido um critério bastante usado, pois possibilita que virus pertencentes a
diferentes géneros possam ser identificados e classificados com exatidio (VAN

REGENMORTEL, 2000).

2.4.1 Circulo de hospedeiras

Os virus pertencentes ao género Potyvirus apresentam um circulo de hospedeiras
com as seguintes espécies vegetais mais suscetiveis Chenopodium amaranticolor, C.
murale, Gomphrena globosa, Nicotiana benthamiana, N. clevelandii, N. tabacum,

Phaseolus vulgaris, Petunia hybrida e Tetragonia expansa, pertencentes principalmente as
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familias Aizoaceae, Amaranthaceae, Chenopodiaceae, Fabaceae e Solanaceae (HOLLINGS E

BRUNT, 1981).

O PVY possui um circulo de hospedeiras relativamente grande quando comparado
aos demais virus da familia Potyviridae podendo infectar muitas espécies, pertencentes a
diferentes familias botanicas. E uma das espécies vegetais que apresenta imunidade ao

PVY ¢ a Datura stramonium (SHUKLA et al., 1994).

No Brasil, foram relatadas estirpes de PVY infectando batata (CoSTA, 1950;
CAMARA et al., 1986; ANDRADE E FIGUEIRA, 1992; SOUZA E BERTONCINI, 1993), tomate
(CosTA et al.,1960; PAVAN et al.,1988; MEISSNER E CUPERTINO, 1990; INOUE-NAGATA et
al.,2001; CUNHA et al., 2002; PALAZZO et al., 2004) e pimentao (NAGAI, 1983; MEISSNER E
CUPERTINO, 1990; CUPERTINO et al.,1991; BRIOSO et al.,1993; 1996). Outras culturas
também sdo suscetiveis as varias estirpes desse virus, além de varias espécies de solanaceas
da vegetagdo espontanea como Solanum atropurperum Schrank (CHAGAS et al.,1977); S.
ciliatum Lam. (KUDAMATSU et al., 1981), S. palinacanthum Dun. (COLARICCIO,1996), S.
viarum Dun. (KUDAMATSU et al.,1981) e S. mammosum que foi descrita como hospedeira

diferencial para o PVY" (ALEXANDRE E BARRADAS,1982).
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2.4.2 Sintomas

Os Potyvirus apresentam uma grande variacdo de sintomas tanto nas espécies
hospedeiras experimentais como nas naturais, € a expressdo do sintoma na planta
hospedeira, de forma geral, ¢ pouco visivel. Dentre os sintomas causados por Potyvirus
estdo: o mosaico, mosqueado, lesdes necroticas, clareamento de nervuras, lesdes cloroticas,
epinastia, mosaico bolhoso, reducdo da area foliar e, comumente, sdo observadas as

combinacdes dos mesmos. (SHUKLA et al., 1994).

Existem vérias estirpes do PVY, sendo as mais freqiientes: PVY? (estirpe comum),
PVY" (estirpe necrética), PVY® (estirpe clordtica), entretanto algumas estirpes ndo sio
classificadas em nenhuma das trés (COLARICCIO, 1996). As trés estirpes podem ser
classificadas pela expressio do sintoma nas hospedeiras diferenciadoras: PVY® causa
sintomas de mosaico ¢ mosqueado quando inoculado em plantas de tabaco; PVY™ causa
sintomas de necrose em plantas de tabaco e PVY® causa reagdo de hipersensibilidade em
cultivares de batata (DE BOKX E HUTTINGA, 1981). Recentemente uma nova estirpe de

PVY foi relatada em batata, causando anéis necréticos no tubérculo (PVY™'™

) (BECZNER et
al., 1984; LE ROMANCER et al., 1994). No Brasil a ocorréncia das estirpes PVY’e PVY™
foram intensamente relatadas em plantas de batata e tabaco (SILBERSCHMIDT et al., 1954;
MONTENEGRO et al., 1968; ALEXANDRE E BARRADAS, 1982).

Os sintomas induzidos por PVY em solandceas, principalmente em plantas de

tomate, podem sofrer alteracdes conforme os niveis de nutrientes presentes no solo,

principalmente em relacdo ao nitrogénio, o clareamento em faixas das nervuras e o
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amarelecimento foliar podem ser confundidos como uma deficiéncia desse nutriente

(STOBBS et al., 1994).

2.4.3 Morfologia das particulas virais

As particulas de virus podem ser observadas apenas em microscopio eletronico de
transmissdo, exceto algumas espécies de Closterovirus que podem ser observadas em
microscopio de luz. A visualizagdo direta das particulas de virus e a analise de sua
morfologia foram realizadas intensamente durante a década de 60, apds a introducao da
técnica da contrastagdo negativa, gerando informagdes cruciais para o estabelecimento da
moderna classifica¢do dos virus, centrada no tipo de acido nucléico e na morfologia como
principais critérios (ALMEIDA E LIMA, 2001). A morfologia das particulas revelou que os
virus podem ser alongados, rigidos ou flexuosos; bastonetes, isométricos esferoidais ou
baciliformes. As particulas do PVY sdo alongadas flexuosas e apresentam,
aproximadamente, um comprimento modal de 740-750nm e 11nm de largura (MURPHY et

al., 1995).

2.4.4 Sorologia

A sorologia da particula viral e da capa protéica tem sido um critério intensamente
utilizado na identificacdo e caracterizagdao de fitovirus (VAN REGERMORTEL, 2000) porque
permite a diferenciagdo de espécies e estirpes de virus (KOENIG, 1988). No entanto, os

Potyvirus apresentam estreitas e complexas relagdes sorologicas ocorrendo assim reagdes
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sorologicas entre diferentes espécies deste género (FRANCKY et al., 1985; MURPHY et al.,
1995).

A técnica de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) tem por base a reagao
antigeno-anticorpo associado a propriedades colorimétricas, que pode ser detectada em
pequenas quantidades. Portanto, entre as técnicas soroldgicas de diagnose ¢ a que
apresenta maior sensibilidade na detec¢ao das particulas virais (SHUKLA et al., 1994). As
variagdes do ELISA diferem na sensibilidade e na capacidade de detectar as particulas

virais sorologicamente relacionadas (KOENING E PAUL, 1982).

Basicamente, os tipos de ELISA mais utilizados para o diagnéstico de fitovirus
incluindo os Potyvirus sdo PTA-ELISA (Plate Trapped Antigen) (VOLLER E BIDWELL,
1977) e DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich) (CLARK E ADAMS, 1977). No primeiro
caso utiliza-se a IgG (imunoglobina tipo G) e o conjugado produzidos em apenas um
animal; no segundo caso, utilizam-se duas IgGs, uma para reconhecer o antigeno e outra
(anti-IgG) produzida em diferente espécie de animal, que reconhece a primeira IgG, com a

qual se ligara.

O DAS-ELISA possibilita uma maior especificidade na identificagdo do fitovirus,
possibilitando que estirpes de um mesmo virus sejam detectadas (ALMEIDA E LIMA, 2001).
Os antissoros policlonais geralmente ndo distinguem as diferentes estirpes do PVY
(HEATH et al., 1987), entretanto os anticorpos monoclonais permitem identificar

diferentes estirpes de PVY (GUGERLY E FRIES, 1983).
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2.5 Importancia econémica do PVY

O PVY, agente etiolégico da doenga risca do tomateiro ou mosaico Y do
tomateiro, manifesta os primeiros sintomas trinta dias apos o plantio no campo. A planta
doente apresenta mosaico no foliolo apical, e as folhas, imediatamente abaixo, apresentam-
se curvadas com area foliar reduzida. Os frutos, parte consumida da planta, t€m o seu
tamanho e quantidade reduzida devido a acdo do virus. A época de maior incidéncia da

doenca acontece no inverno, quando o clima ¢ frio e seco (KUROZAWA E PAVAN, 1997).

As perdas na producdo podem atingir de 20 a 70%, mas devido a facil
disseminagdo do virus e ao tipo de transmissdao nao persistente, pelo inseto vetor, as perdas
podem atingir até¢ 100% da producdao (KUROZAWA E PAVAN, 1997). Perdas de 50-100%
devido a infec¢do por PVY foram registradas, em tomateiro, na india (BEHL E CHOWFLA,
1989), Australia (THOMAS E MC GRATH,1988), Canada (STOBBS et al., 1994), Franca
(GEBRE-SELASSIE, 1985; MARCHOUX et al., 1995) e Espanha (BLANCO-URGOITI et al.,

1998; ROMERO et al.,2001 e PARELLA et al., 2002).

O controle de doengas causadas por Potyvirus ¢ dificultado pelo cardter da
transmissdo via inseto vetor e pela ampla gama de hospedeiros dos virus. O tipo de
transmissdo inviabiliza o controle do virus pelo controle quimico do vetor (ZERBINI E
ZAMBOLIM, 2000). Como o PVY infecta as principais solanaceas cultivadas por todo o
mundo, tanto em campo aberto como em estufas, a procura por variedades resistentes tem
sido intensa. Portanto, a necessidade de identificar novos genotipos resistentes torna-se

imprescindivel para o melhoramento genético de tomateiros (LEGNANI et al., 1995).
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2.6 Resisténcia a PVY no género Lycopersicon

Em estudos recentes sobre hortaligas, a principal demanda foi a obtencdo de
cultivares mais produtivos, resistentes a pragas e doencas e adaptados as condigdes locais
de cultivo. O aumento do nimero de programas de melhoramento, visando resisténcia
genética, ocorreu devido, principalmente, ao aumento das doengas causadas por virus. A
maioria dos genes que conferem resisténcia utilizados nos programas de melhoramento,

deriva de espécies selvagens (LEGNANI ef al., 1995).

Atualmente, a énfase maior no melhoramento de tomate visa a obtengdo de
sementes hibridas, pela série de vantagens que os cultivares apresentam, como
produtividade, resisténcia a patdogenos (inclusive nematoides) e as pragas, uniformidade,
entre outras caracteristicas. Tais cultivares apresentam a solug¢do, muitas vezes duradoura,
para certos problemas fitossanitarios, € estdo acessiveis para a maioria dos agricultores e

permitem reduzir a polui¢do do ambiente (FERRAZ E MENDES, 1992).

A resisténcia ao PVY foi detectada na espécie selvagem de tomateiro L. hirsutum
P1247087, pois posteriormente a sua inoculagdo, ndo pdde ser detectada a presenca de
sintomas do virus, tanto na folha inoculada como nas folhas imediatamente acima
(THOMAS, 1981; GEBRE-SELASSIE et al., 1987; LEGNANI et al.,1995). THOMAS E MAC
GRATH (1988) sugeriram que o mecanismo de resisténcia ao PVY em tomate estaria ligado
com uma diminui¢do da multiplicagdo viral nas folhas inoculadas em alguns gendtipos

sendo a resisténcia controlada por um tnico gene recessivo.
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LEGNANI et al. (1995) sugeriram a imunidade do L. hirsutum PI1247087 ao PVY
como mecanismo de resisténcia, pois nao foi detectada em testes bioldgicos e sorologicos
tanto nas folhas inoculadas como nas nao inoculadas a presenga do virus. Essa resisténcia

de acordo com os autores seria controlada por dois genes recessivos independentes.

No Brasil, NAGAI E COSTA (1969) identificaram L. peruvianum como uma espécie
imune ao PVY, e uma linhagem de L. pimpinellifolium (NAV 1062) e a PI 126410, uma
introdugdo oriunda do Peru, com resisténcia satisfatdria. De acordo com NAGAI E COSTA,
1972 a resisténcia ao PVY ¢ conferida por um par de genes recessivos denominados de 7t r¢

(risca do tomateiro).

PARELLA et al. (2002) estudando os genes que conferem resisténcia do L. hirsutum
P1247087 ao PVY e ao Tobacco etch virus (TEV) denominaram o loco do gene de
resisténcia como pot-1. Usando técnicas moleculares de mapeamento genético, localizaram
pot-1 no brago menor do cromossomo 3. Devido a similaridades genéticas entre genes de
pimentdo e tomate, compararam a resisténcia genética recessiva ao PVY nessas espécies,
com a utilizacdo de marcadores moleculares e constataram que os genes estdo localizados

na mesma regiao gendmica.

Uma caracteristica peculiar dos genes que controlam resisténcia a Potyvirus em
diferentes espécies de plantas ¢ que, em espécies infectadas por mais de um Potyvirus,
como o pimentdo e o tomateiro, 0 mesmo loco freqiientemente confere resisténcia a das
diferentes espécies. Diversos genes de resisténcia que mostram resposta a mais de uma

espécie de Potyvirus tém sido identificados em pimentao e tomate (TRUTA et al., 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizacdo dos experimentos

A 1dentificag¢do bioldgica e soroldgica do agente causal dos sintomas de mosaico
amarelo em amostras de tomateiros, coletados nas regides produtoras de Campinas, Itu,
Monte-Mor, Mogi-Guagu, Elias Fausto e Sumaré, no estado de Sao Paulo, foi realizada no
Laboratorio de Fitovirologia e Fisiopatologia (LFF), Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento de Sanidade Vegetal (CPDSV), no Instituto Biologico, SP, no periodo de

outubro de 2003 a marco de 2004.

A avaliagdo da reagdo dos acessos de Lycopersicon spp pertencentes ao Banco
Ativo de Germoplasma do Instituto Agronomico, Campinas, a um isolado de virus
proveniente de tomateiro ‘Alambra’, identificado neste trabalho. Foram realizados dois
ensaios experimentais em casa-de-vegetacdo no LFF do Instituto Bioldgico, Sao Paulo. No

periodo de setembro a dezembro de 2004.

3.2 Semeadura e transplante

A semeadura dos acessos foi realizada em bandejas de poliestireno
expandido contendo 128 células, preenchidas com substrato a base de fibra de coco
comercial Amafibra. As mudas foram transplantadas no estddio de duas folhas verdadeiras
para vasos de plasticos individuais, com capacidade para 300 ml, contendo solo
esterilizado. Todos os processos de semeadura, transplante e manutencao das plantas foram

realizados em casa-de-vegetagdo telada.
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3.3 Fonte e manutencdo do virus

Os virus isolados de tomateiros com sintoma de amarelecimento intenso e redugao
dos foliolos (Figura 2) oriundos das principais regides produtoras de tomate do Estado de
Sao Paulo (Tabela 1), foram submetidos a testes biologicos e sorologicos para identificagao
da espécie e, posteriormente incorporados a Coleg¢do de Fitovirus ‘Karl Sibershmidt’

(CoFiKS) do LFF do Instituto Bioldgico, Sao Paulo.

Tabela 1. Plantas de tomateiros com sintomas semelhantes a virus, coletadas nas principais

regides produtoras do Estado de Sdo Paulo

Isolado Material original Procedéncia
TolAC-C Tomate IAC35 Campinas
ToD-I Tomate ‘Densus’ Itu

ToTF-S Tomate ‘Ty Fanny’ Sumaré
ToAl-EF Tomate ‘Alambra’ Elias Fausto
ToAl-MM Tomate ‘Alambra’ Monte-Mor
ToAl-Mg Tomate ‘Alambra’ Mogi-Guact

Para manutencdo destes isolados in vivo foram realizadas inoculagdes mecanicas
continuas em tomateiros ‘Alambra’, Nicotiana megalosiphon e N. tabacum ‘White Burley’
que foram mantidas em casa-de-vegetagao. A infectividade dos isolados foi preservada pelo
armazenamento do material foliar, em placas de Petri, através da técnica de desidratagdo de
material vegetal com cloreto de calcio (CaCly) anidro a temperatura de —20°C (BARRADAS,

1978).
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Figura 2. Lycopersicon esculentum ‘Alambra’ com sintomas de amarelecimento foliar. A)

coletado em Elias Fausto e B) coletado em Mogi-Guagu
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3.4 Teste de transmissdo mecanica

Para a realizagdo dos ensaios experimentais de transmissdo mecanica o inoculo foi
obtido pela trituracdo de folhas infectadas de tomateiros, em almofariz em presenca de
tampao Tris-HC1 pH 8,0 (TACM) (DERRICK, 1986), na propor¢ao 1:5 (g/mL) (YARWOOD,
1969), carborundo (400 meshes) e carvao ativado. O indculo obtido foi friccionado na face
superior das folhas de plantas sadias com o auxilio de um pistilo de porcelana e

posteriormente lavado com agua para retirar o excesso de abrasivo e indculo.

3.5 Identificacéo dos virus isolados de tomateiros

3.5.1 Teste bioldgico

Para determinar a gama parcial de hospedeiras dos virus, plantas pertencentes a
diferentes espécies botanicas foram obtidas pela germinacdo de sementes sadias em solo
esterilizado, transplantadas para vasos e inoculadas mecanicamente, no estadio de cinco
folhas verdadeiras. Foram utilizadas dez plantas indicadoras de cada espécie, mantendo-se
uma como controle. As plantas foram mantidas em casa-de-vegetacdo para avaliar a

manifestacdo ¢ desenvolvimento dos sintomas.

Plantas indicadoras empregadas para determinar o circulo de hospedeiras de
Chenopodium amaranticolor (Chenopodiaceae), Nicotiana debneyi, N. sylvestris, N.
glutinosa, N. megalosiphon, N. tabacum ‘Samsum’, N. tabacum ‘White Burley’, Datura

stramonium, D. metel (Solanaceae), cultivares diferenciais de pimentdo (Capsicum
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annuum): ‘Criolo de Morellos’, ‘Magda’, ‘Yolo Wonder’, ‘Ikeda’, “Yolo Y’, ‘Delray Bell’
e ‘Myr 10’ e cultivares comerciais de tomate: ‘Alambra’, ‘Carmen’, ‘Thomas’, ‘Diana’,
‘Jumbo’, ‘Kindyo’, ‘Graziella’, ‘Olympia’, ‘Rodas HQ’, ‘Santa Cruz’, ‘Romana’,

‘Concorde’, ‘Densus’.

3.5.2 Teste soroldgico

Em PTA-ELISA e DAS-ELISA foram utilizados controles positivos e negativos
para cada espécie de virus avaliado. Os valores de absorbancia a 405nm foram lidos 45
minutos ap6s a adigdo do substrato. Foram considerados positivos os valores de

absorbancia trés vezes maiores do que os valores das amostras sadias.

3.5.2.1 Enzyme Linked Immunosorbent Assay - Double Antibody Sandwich

(DAS-ELISA)

Para identificagdo dos seis isolados foram realizados DAS-ELISA (CLARK E
ADAMS, 1977), utilizando-se antissoros policlonais para as espécies de Tospovirus: Tomato
spotted wilt virus (TSWYV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus
(GRSV) e Chrysanthemum stem necrosis virus (CNSV) e para a espécie de Tobamovirus:
Tomato mosaic virus (ToMV) e anticorpos monoclonais para as estirpes de PVY: estirpe
comum (PVY®), clorética (PVYF) e necrética (PVY™).

A seguir esta descrito o protocolo adotado:
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1. Aplicacdo de 50 pL de antissoro ou anticorpo diluido em tampao carbonato pH 9,6 na
proporg¢ao de 1:1000 em cada pogo da placa de poliestireno;

2. Incubagdo a 4 °C por 12 horas;

3. Lavagem da placa trés vezes por trés minutos com tampao de lavagem (PBS-Tween pH
7,4);

4. Trituragdo folhas com sintomas em PBS-TPo na propor¢ao de 1:10 (g/mL). Utilizacao
de folhas sadias como controle negativo. Aplicagdo de 50 pL. das amostras na placa;

5. Incubagdo a 37 °C por quatro horas;

6. Lavagem da placa trés vezes por trés minutos com tampao de lavagem (PBS-Tween);

7. Dilui¢ao do conjugado em PBS-TPo na proporcao de 1:1000 e aplicagdao de 50 uL. em
cada pogo da placa;

8. Incubagdo a 4 °C por 12 horas;

9. Lavagem da placa 3 vezes por 3 minutos com tampao de lavagem (PBS-Tween);

10. Diluigdo o substrato p-nitrofenil fosfatase em tampao substrato (dietanolamina pH 9,8)
na propor¢ao de 1:1 (mg/mL) e aplicagdo de 50 pL. em cada pogo da placa;

11. Incubagdo a 37 °C até a ocorréncia da reagdo colorimétrica;

12. As leituras foram realizadas no espectrofotometro com absorbancia de Aggsnm
utilizando-se um aparelho Microplate Reader 3550-UV (Bio-Rad).

3.5.2.2 Enzyme Linked Immunosorbent Assay — Plate Trapped Antigen (PTA-
ELISA)

Foram realizados testes de PTA-ELISA (CLARK E ADAMS, 1977), para

identificacdo dos seis isolados utilizou-se antissoros contra Potyvirus: Pepper yellow

mosaic virus (PepYMV) e PVY e Cucumovirus: Cumcuber mosaic virus (CMV) e na

recuperacao do isolado do virus nas plantas avaliadas para resisténcia

A seguir esta descrito o protocolo adotado.

1. Trituracdo das folhas em PBS-TPo na propor¢ao de 1:10 (g/mL) e posteriormente

diluicdo do extrato em tampao carbonato pH 9,6 na propor¢dao de 1:1 (mL/mL).
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Foram utilizadas plantas sadias como controle negativo e d4gua como controle dos
tampdes. Aplicagdo de 50 uL das amostras na placa;

2. Incubagdo a 4 °C por 12 horas;

3. Lavagem da placa trés vezes por trés minutos com tampao de lavagem (PBS-Tween
pH 7.,4);

4. Aplicagdo de 50uL de antissoro diluido em PBS-TPo na propor¢ao de 1:1000 em
cada poco da placa de poliestireno;

5. Incubagdo a 37 °C por quatro;

6. Lavagem da placa trés vezes por trés minutos com tampao de lavagem (PBS-
Tween);

7. Dilui¢do do conjugado em PBS-TPo na propor¢ao de 1:1000 e aplicacdo de 50 pL
em cada poco da placa;

8. Incubagdo a 4°C por 12 horas;

9. Lavagem da placa trés vezes por trés minutos com tampao de lavagem PBS-Tween;

10. Diluigdo do substrato p-nitrofenil fosfatase em tampao substrato (dietanolamina pH
9,8) na proporgao de 1:1 (mg/mL) aplicacao de 50 uL em cada pogo da placa;

11. Incubagdo a 37 °C até a ocorréncia da reagdo colorimétrica;

12. As leituras foram realizadas no espectrofotometro com absorbancia de Ajpsnm

utilizando-se um aparelho Microplate Reader 3550-UV (Bio-Rad).

3.6 Avaliacdo da reacdo de acessos de Lycopersicon spp. pertencentes ao BAG

do Instituto Agronémico, Campinas

3.6.1 Acessos

Para a avaliacdo da reacdo dos acessos de Lycopersicon spp. foram utilizados 19

acessos do Banco Ativo de Germoplasma do Centro de Horticultura do Instituto
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Agrondomico de Campinas (BAG-IAC) (Tabela 2). E como controle positivo foi o utilizado

o tomateiro ‘Alambra’ devido a sua suscetibilidade ao isolado de virus utilizado.

Tabela 2. Acessos de Lycopersicon spp. pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma do

Instituto Agrondmico, Campinas

N° de ordem

Espécie

DN M = = = e e e e e
O\Ooo\lo\m_pw.\)_o\ooo\]oxw.hwm.—

Lycopersicon hirsutum PI 134417

Lycopersicon hirsutum PI 134416

Lycopersicon pimpinellifolium HES 5808-02

Lycopersicon pimpinellifolium NAV 1062

Lycopersicon peruvianum 29/115

Lycopersicon peruvianum LA-371-2

Lycopersicon peruvianum

Lycopersicon peruvianum

Lycopersicon peruvianum P1 270435

Lycopersicon peruvianum irradiado 1C

Lycopersicon peruvianum (r0xo)

[F2 (Rio Grande x F3 1-2) x F3(Santa Clara x L. hirsutum)]

F, (Santa Clara x L. hirsutum 1-2 x Santa Clara x L. hirsutum 1-3)

F, (Santa Clara x L. hirsutum 1-3 x Santa Clara x L. hirsutum 1-2)

F, (Santa Clara x L. hirsutum)

CNPH 944 LA 1036 Lycopersicon chmielewskii

CNPH 672 (F, Sugar Lamp) Lycopersicon esculentum var. cerasiforme
CNPH 673 (F, Piko) Lycopersicon esculentum var. cerasiforme

CNPH 674 (F, Cheloy mini) Lycopersicon esculentum var. cerasiforme
Lycopersicon esculentum F; Alambra

3.7 Avaliacéo da reacdo dos acessos de Lycopersicon Spp. ao virus isolado de

tomateiro ‘Alambra’

Para avaliar a reacdo destes acessos ao virus isolado a primeira inoculacdo foi

realizada no estadio de trés folhas definitivas e a segunda apos sete dias, empregando-se

dez mudas para cada acesso. Trés leituras foram realizadas para avaliagdo do

comportamento de resisténcia, a primeira leitura no 7° dia, a segunda no 22° dia e terceira
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no 30° dia apos a segunda inoculagdo . As plantas inoculadas foram avaliadas com base na
manifestacdo dos sintomas, na recuperagdo do virus das plantas sem sintomas por

classificando a reagdo com base nos critérios adotados por MATTHEUS (2002), (Tabela 3).

Tabela 3. Critérios de avaliagdo do comportamento dos acessos de Lycopersicon spp.

utilizados nos ensaios experimentais.

Comportamento Sintomas Recuperacdo viral  Replicacéo viral
(PTA-ELISA)
Imune Ausente Negativa Negativa
Resistente Hipersensibilidade Negativa* Negativa*
Tolerante Ausente Positiva Positiva
Suscetivel Presente Positiva Positiva

*nas folhas acima das folhas inoculadas

As plantas sem sintomas foram submetidas a testes de recuperacdo bioldgica em
plantas de N. tabacum ‘WB’, para avaliar a reacdo de resisténcia, tolerdncia ou imunidade
dos acessos. Todos os gendtipos inoculados foram submetidos ao teste sorologico PTA-

ELISA, para comprovar a replicagado viral.

O delineamento experimental foi composto por 20 tratamentos com duas
repeticdes, com 10 plantas por parcela. As parcelas foram dispostas inteiramente ao acaso
sob bancada em casa-de-vegetacdo. As proporcdes entre plantas com e sem sintomas de
cada grupo de acessos foram analisadas estatisticamente pelo teste y° a 1% de
significancia. Através desta analise testou-se a hipdtese de igualdade (H,: r=s) contra a

hipétese alternativa (H;: r#s) (GOMES, 1984).



Os graus de liberdade foram calculados segundo a férmula:

Gl =(nl —l)-(nc—l)
Onde:
nl: nimero de linhas da tabela
nc: nimero de colunas da tabela

O valor de y* foi calculado pela formula:

Onde:

>r: somatoria das plantas sem sintomas
Ys: somatoria das plantas com sintomas
Oij: valor observado

Eij: valor esperado sendo calculado pela formula:

Eii — f; ’ f;‘t
‘ T

P
Onde:
fr: freqiiéncia total de plantas sem sintomas i

fit: freqiiéncia de plantas com e sem sintomas

Tp: total de plantas analisadas

O mesmo foi utilizado para calcular o valor esperado das plantas com sintomas.

40
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacdo e manutencéo da infectividade dos isolados do virus

O virus presente nas seis amostras de tomateiros oriundas das diferentes regides
produtoras do Estado de Sdo Paulo foi identificado como o PVY®. A manutencio da
infectividade do virus foi eficiente através da técnica de desidratacdo em cloreto de calcio
anidro de folhas infectadas, neste caso o PVY® manteve-se infectivo em folhas de N.
megalosiphon armazenadas a —20° pelo periodo de seis meses. De acordo com COLARICCIO
(1996) a preservacio da infectividade de PVY® isolado de Solanun palinachantum com a

utilizagdo desta técnica foi mantida, por um periodo de 12 meses.

A manutencgao in vivo do isolado foi realizada por continuas repicagens em plantas
hospedeiras de Nicotiana megalosiphon e N. tabacum ‘WB’ e tomateiros ‘Alambra’, se

mostrou eficiente, durante todo o periodo de realizacdo dos experimentos.

4.2 Transmissdo mecanica dos isolados de virus provenientes de tomateiro

Os seis isolados de virus de tomateiros foram facilmente transmitidos
mecanicamente para as plantas indicadoras utilizadas no circulo de hospedeiras. Os
in6culos utilizados para a avaliagdo da reacdo dos acessos de Lycopersicon spp., foram
infectivos em todos os testes bioldgicos realizados, demonstrando assim que a infectividade

do virus foi mantida no extrato tamponado em pH 8,0 como previamente constatado por
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COLARICCIO (1996) para o PVY? verificando-se, que o virus permanece infectivo na

variacao do pH do tampao de inoculacao na faixa de pH 6,0 a pH 8,0.

4.3 ldentificacéo dos isolados de virus provenientes de tomateiros

4.3.1 Teste biologico

Na Tabela 4 estdo relacionadas as espécies de plantas indicadoras utilizadas no
circulo de hospedeira e os tipos de sintomas induzidos, pelos seis isolados de PVY, nestas

espécies de plantas indicadoras e diferenciadoras.

As plantas indicadoras reagiram com o mesmo tipo de sintomas aos seis isolados
avaliados, portanto, ndo foi detectada variabilidade bioldgica entre estes isolados, apesar de

serem provenientes de diferentes regides produtoras de Sdo Paulo (Tabela 4).

As espécies que determinaram o circulo de hospedeiras foram selecionadas
conforme dados da literatura (BRUNT et al., 1997); como os isolados eram oriundos de
plantas de tomateiro, espécie pertencente a familia Solanaceae, as plantas do circulo de
hospedeiras pertenciam principalmente a esta familia, embora a espécie C. amaranticolor
pertencente a familia Chenopodiaceae também foi suscetivel a estes isolados, reagindo com

lesdo local a cada um deles (Tabela 4).
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Tabela 4: Sintomas manifestados pelas plantas indicadoras utilizadas para determinar o

circulo de hospedeiras para cada um dos isolados de virus provenientes de tomateiros Sao

Paulo novembro de 2003

Plantas Tipo de sintomas
indicadoras
TolAC-C  ToD-I ToTF-S ToAl-EF  ToAl-MM ToAl-Mg

C. LNL* LNL LNL LNL LNL LNL
amaranticolor
Datura metel AS AS AS AS AS AS
D. stramonium  AS AS AS AS AS AS
Nicotiana LNL LNL LNL LNL LNL LNL
benthamiana
N. tabacum S; Mo;RF  S; Mo; RF S; Mo; RF  S; Mo; RF  S; Mo; RF  S; Mo; RF
‘TNN’
N. tabacum S; Mo;RF  S; Mo; RF S; Mo; RF S; Mo; RF  S; Mo; RF S; Mo; RF
‘White Burley’
N. debneyi S; Mo;RF  S; Mo; RF S; Mo; RF S; Mo; RF  S; Mo; RF  S; Mo; RF
N. glutinosa S; Mo;:RF  S; Mo; RF S; Mo; RF S; Mo; RF S; Mo; RF S; Mo; RF
N. megalosiphon S; Mo;RF  S; Mo; RF S; Mo; RF  S; Mo; RF  S; Mo; RF  S; Mo; RF
N. sylvestris S; Mo;:RF  S; Mo; RF S; Mo; RF S; Mo; RF S; Mo; RF S; Mo; RF
N. tabacum S; Mo;RF  S; Mo; RF S; Mo; RF  S; Mo; RF  S; Mo; RF  S; Mo; RF
‘Samsum’
Petunia hybrida S; Mo;RF  S; Mo; RF S; Mo; RF  S; Mo; RF  S; Mo; RF  S; Mo; RF
C. annuum
‘Magda’ AS AS AS AS AS AS
“Criolo de AS AS AS AS AS AS
Morellos’
‘Yolo Wonder’ S; Mo S; Mo S; Mo S; Mo S; Mo S; Mo
‘TIkeda’ S; Mo S; Mo S; Mo S; Mo S; Mo S; Mo
‘Yolo Y’ S; Mo S; Mo S; Mo S; Mo S; Mo S; Mo
‘Delray Bell’ AS AS AS AS AS AS
‘Myr 10’ AS AS AS AS AS AS
‘Florida VR-2> AS AS AS AS AS AS

*Sintomas: LNL= lesdo necroética local; AS= auséncia de sintomas; S= sistémico; Mo= mosaico
bolhoso; RF= reducéo foliar.

As espécies hospedeiras N. tabacum ‘White Burley’ (Figura 3), N. tabacum ‘TNN’

e N. megalosiphon, esta ultima utilizada para a manutengdo in vivo dos isolados,

manifestaram sintomas sistémicos de mosaico bolhoso ¢ reducdes foliares, assim como nas
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demais nicotianas (Figura 3), com ressalva para N. benthamiana que apresentou apenas
lesdes locais caracterizando a reacdo de hipersensibilidade (Tabela 4). Portanto, N.
benthamiana pode ser indicada como diferenciadora para o PVY® e PepYMV,
manifestando para este ultimo, sintomas sist€émicos de mosaico amarelo forte com
formacdo de bolhas, deformagao foliar e redugdo do crescimento (MACIEL-ZAMBOLIM et
al.,2004). As espécies de fumo N. tabacum ‘White Burley’ e N. tabacum ‘TNN’ também,
tém sido utilizadas para identificar as estirpes de PVY com capacidade de infectar pimentao

e tomate (BRIOSO et al., 1996).

A espécie P. hybrida manifestou sintomas sistémicos de mosaico como aquele
verificado nas plantas de fumo, ndo tendo sido observados sintomas de lesdes locais
necréticas que indicam a presenca de Tospovirus. AVILA et al. (1993) reportaram a
utilizagdo de P. hybrida para a realizagdo de triagens de 7ospovirus uma vez que estes

induzem lesdes locais necroticas em 24 horas.

As espécies de C. amaranticolor assim como a N. benthamiana apresentaram
sintomas de lesdes locais. As plantas de D. stramonium ¢ D. metel tiveram reacao de
imunidade aos isolados, isto ¢, ndo manifestaram sintomas e o virus ndo pode ser delas
recuperado em plantas de N. tabacum ‘White Burley’e ‘Alambra’. A auséncia de sintomas
em D. stramonium ¢€ citada na literatura como diferenciadora para o diagnostico da
presenca do PVY (DE BOKX E HUTTINGA, 1981; SHUKLA et al., 1994), eliminando a

possibilidade da presenca do Tobacco etch virus (TEV) que causa sintomas em datura.
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Figura 3. Espécies de nicotianas inoculadas com o isolado ToAl-EF com sintomas

sistémicos de mosaico bolhoso e redugdo foliar. A) N. tabacum ‘“WB’ B) N. debneyi
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Pela reagdo das plantas indicadoras N. glutinosa, N. sylvestris, N. tabacum ‘TNN’,
C. amaranticolor e D. stramonium foi possivel constatar a auséncia de Tobacco mosaic
virus (TMV) e ToMV nos seis isolados de tomate avaliados. A reacdo observada nos
cultivares de pimentdo ‘Criolo de Morellos’, ‘Magda’, ‘Delray Bell’, ‘Myr 10’e ‘Florida
VR-2’ possibilitou a identificacdo destes isolados como pertencentes ao PVY patotipo 1,
pela auséncia de sintomas em ‘Magda’, ‘Criolo de Morellos’, ‘Florida VR-2’ eliminando a
possibilidade de infeccdo mista com o PepYMV ou PVY™. Os demais cultivares de

pimentao apresentaram sintomas sistémicos de mosaico bolhoso (Tabela 4).

Recentemente ocorreu um surto epidémico de uma nova espécie de Potyvirus, o
Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) descrita por INOUE-NAGATA et al. (2002) em
tomateiro, pimentao e pimenteiras. Foi identificado principalmente no hibrido Alambra nos
Estados de Sao Paulo (PALAZZO et al., 2004) e Espirito Santo (MACIEL-ZAMBOLOIM et al.,
2004; AVILA et al., 2004). Essa nova espécie, PepYMV, tem como hospedeira natural o
pimentdo ‘Magda’ e os cultivares ‘Florida VR-2’ e ‘Criolo de Morellos’ apresentam
suscetibilidade (INOUE-NAGATA et al., 2002). Ja os seis isolados estudados nao
manifestaram sintomas nesses trés cultivares (Tabela 4) e todos foram negativos na
recuperagdo biologica, quando inoculados em plantas de N. tabacum’WB’ e N.

megalosiphon indicando a auséncia do PepYMYV nestes isolados.

Todos os cultivares comerciais de tomateiro foram suscetiveis aos isolados
inoculados (Tabela 5), ocorrendo reprodutibilidade dos sintomas de amarelecimento
generalizado e redu¢do do foliolo observados em campo, para os tomateiros ‘Alambra’

(Figura 4) e ‘Densus’. Os sintomas de mosaico, a presenga de riscas amarelas e reducao
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foliar sdo considerados um sintoma caracteristico da infeccdo por PVY em tomateiros

(TRUTA et al., 2004).

Tabela 5. Sintomas causados em cultivares comerciais de tomateiros pelos seis isolados de

virus provenientes de tomateiro, Sdo Paulo margo 2004.

Cultivares de

Tipo de sintomas sistémicos

tomateiros
Isolados

TolAC-C ToD-1 ToTF-S ToAI-EF  ToAI-MM  ToAl-Mg
‘Alambra’ Mo*;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF;
‘Rodas HQ’ Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF;
‘Olympia’ Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF;
‘Jumbo’ Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF;
‘Thomas’ Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF;
‘Kindyo’ Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF;
‘Graziella’ Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF;
‘Romana’ Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF;
‘Concorde’ Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF;
‘Diana’ Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF;
‘Carmen’ Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF;
‘Densus’ Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF; Mo;RA; RF Mo;RA;RF;

*Sintomas sistémicos: Mo=mosaico bolhoso; RA=risca amarela; RF=redugio foliar.
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Figura 4. Lycopersicon esculentum cv. Alambra inoculado com o isolado ToAl-EF com

sintomas sistémicos. A) Risca amarela e B) Risca amarela e reducao foliar.
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Os resultados obtidos através dos sintomas manifestados nas plantas indicadoras
permitiram identificar os isolados como PVY, pois os sintomas sdo semelhantes aos
descritos por DE BOKX E HUTTINGA, 1981; SHUKLA et al., 1994, COLARICCIO, 1996, TRUTA
et al., 2004. O PVY foi classificado em trés estirpes principais PVY?, PVY" e PVY®, essas
estirpes apresentam-se disseminadas por varias regides do mundo, a estirpe clorotica
prevalece na Europa, India e Australia, a necrética na Europa, Africa e na América ¢ a

estirpe comum esta disseminada, principalmente na América do Sul (COLARICCIO, 1996).

Os sintomas manifestados nos cultivares diferenciadores de pimentdo contendo
genes de resisténcia permitiram classificar estes isolados como patotipo 1 de acordo com
GEBRE-SELASSIE et al. (1985), pois os cultivares ‘Ikeda’, “Yolo Wonder’ e “Yolo Y’ foram
suscetiveis a estes isolados com manifestagdo de sintomas de mosaico sistémico, enquanto
‘Criolo de Morelos’, ‘Magda’ e ‘Florida VR-2’ foram imunes a estes isolados. A reacdo
obtida nos cultivares de pimentdo, principalmente em ‘Magda’, eliminaram a possibilidade
destes seis isolados serem o PVY™ (NAGAI 1993) e também de pertencer a nova espécie
PepYMV (INOUE-NAGATA, 2002). O resultado difere também, daquele obtido por BRIOSO
et al. (1996) para um isolado obtido de pimentdo ‘Margareth’, denominado Rio de Janeiro
(RJ) e para o isolado severo de Potyvirus em pimentdo ‘Magali’ identificado por

COLARICCIO et al. (1996).

Segundo BLANCO-URGOITI et al. (1998), isolados classificados como diferentes
patotipos podem pertencer a mesma estirpe genética. Essa afirmacgao resulta da visao de que
o conceito de patotipo ¢ diferente do conceito de estirpe, pois estirpe refere-se a

caracteristicas genéticas de uma regido particular do genoma viral (TRUTA et al., 2004).
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4.3.2 Teste soroldgico

A identificacdo soroldgica do virus presente nas seis amostras de tomateiros
possibilitou identificar uma reagdo positiva de todos os isolados com o antissoro policlonal
para a espécie PVY (Tabela 6). Assim os isolados apresentam-se relacionados
sorologicamente com a espécie PVY e ndo apresentaram relagdo soroldgica com as demais

espécies testadas (Tabela 6), comprovando o resultado obtido no circulo de hospedeiras.

Tabela 6. Reagdo sorologica em PTA- ELISA e DAS-ELISA dos virus isolados de

tomateiros com antissoros para diferentes espécies de virus.

Isolados

TolAC-C~ ToD-I  ToTF-S ToAl-EF ToAl-MM ToAl-Mg

Antissoro policlonal

PePYMV -* - - - - -
PVY + + + + + +
CMV - - - - - -
ToMV - - - - - -
TSWV - - - - - -
TCSV - - - - - -
GRSV - - - - - -
CSNV - - - - - -

*- resposta negativa, + resposta positiva
O virus presente nos seis isolados de tomateiros foi identificado tanto biologica

como sorologicamente como pertencente ao género Potyvirus, espécie PVY.

O DAS-ELISA empregado com anticorpos monoclonais mostrou que os PVY

identificados nos seis isolados pertencem a estirpe comum (PVY®), pois reagiram
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positivamente com o anticorpo para a estirpe comum (PVY®) e negativamente com os

anticorpos para as estirpes PVY e PVY™ (Tabela 7).

Tabela 7. Valores das médias em absorbancia Asps no DAS-ELISA dos virus isolados de

tomateiros com anticorpos monoclonais para identificar diferentes estirpes de PVY.

Isolados Anticorpos monoclonais
PVY’ PVY" PVY®
To IAC35-C 16,0* 0,8 1,2
ToD-I 15,9 1,0 0,8
ToTF-S 17,8 1,1 0,9
ToAIl-EF 14,6 1,1 1,7
ToAl-MM 18,2 1,5 1,1
ToAl-Mg 25,1 1,2 1,2
Controle negativo 1,0 1,0 1,0

* valores iguais e superiores a trés foram considerados positivos

Assim as seis amostras de tomateiros de diferentes regides produtoras do Estado
de Sao Paulo que apresentavam sintomas tipicos de infec¢do por virus, quando submetidas
a testes para a identificagdo do agente causal do sintomas, revelaram a presenca do Potato

virus Y -PVY, estirpe comum, patotipo-1 (PVY©°-1).

Como os seis isolados estavam infectados pelo mesmo o virus, optou-se
aleatoriamente pelo isolado tomateiro ‘Alambra’ procedente de Elias Fausto, que sera
denominado PVY®-1, para a avaliagio da reagdo dos acessos de Lycopersicon spp

pertencentes a0 BAG-IAC unidade de hortaligas.
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4.4 Avaliacdo de acessos de Lycopersicon spp. ao isolado PVY °-1

As reagdes sintomatoldgicas dos acessos de Lycopersicon spp ao PVY°-1 foram
observadas e anotadas em trés leituras feitas 15° , 22° ¢ 30° dia ap6s a primeira inoculagio
(Tabelas 8 e 9), utilizando como controle positivo da inoculagdo, o hibrido Alambra e
plantas de N. tabacum ‘WB’ e como controle negativo D. stramonium nos dois

experimentos.

O hibrido Alambra e a indicadora N. tabacum ‘WB’ foram sintomatico para todas
as plantas inoculadas e as plantas de D. stramonium foram imunes ao virus nos dois
experimentos. Portanto as inoculagdes realizadas nos experimentos foram positivas € os

extratos vegetais utilizados nao apresentaram contaminagdes.

Na avalia¢do dos sintomas do PVY°-1 nos acessos de Lycopersicon spp, verificou-
se que entre as espécies selvagens os acessos 4 (L. pimpinellifolium), 8, 10 e 11 (L.

peruvianum) foram assintomaticos em todas as plantas inoculadas dos dois experimentos.

As plantas em PI 134417 e PI 134416 (L. hirsutum) no experimento I
apresentaram sintomas locais na folha inoculada no 15° dia (Tabela 8) e ndo foram
observados sintomas nesses acessos nas leituras seguintes. No experimento II todas as

plantas inoculadas foram assintomadticas nas trés leituras realizadas (Tabela 9).
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Figura 5. Acessos de Lycopersicon spp. inoculados com o isolado PVY® —1 com sintomas
sistémico de risca amarela, mosaico bolhoso A) Acesso 15- F, (Santa Clara x L. hirsutum)
experimento I e B) Acesso 14- F, (Santa Clara x L. hirsutum 1-3) x (Santa Clara x L.

hirsutum 1-2) experimento II.
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Nas progénies segregantes, nos dois experimentos, o acesso 12 ndo apresentou sintomas e
os acessos 13, 14 e 15, apresentaram plantas com sintomas tipicos induzidos por PVY®-1 em
tomateiros como a risca amarela, mosaico e redugdo de foliolo (Figura 5) esses mesmos sintomas
observados no hibrido Alambra e nos demais cultivares de tomateiros analisados (Tabela 5, Figura
4). Os acessos 17, 18 e 19 foram assintomdticos para todas as plantas inoculadas nos dois

experimentos mostrando uma resposta uniforme ao virus. (Tabelas 8 e 9).

Tabela 8. Sintomas manifestados pelos acessos de Lycopersicon spp. ao isolado PVY ° -1

no experimento I, Sdo Paulo outubro de 2004.

Acessos Sintomas
Experimento |

15° dia 22°dia 30° dia
1- P1 134417 Mo (FD)* AS AS
2- P1134416 Mo(FI); LNL AS AS
3- HES 5808-02 LNL; Mo Mo; RF; NA Mo; RF; AF,

NA E
4- NAV 1062 AS AS AS
5-L. peruvianum 29/115 Mo; B NA; AF; RF; Mo; NA; AF; RF;
B Mo; B

6-L. peruvianum LA-371-2 AS Mo; RF Mo; RF; AF
7-L. peruvianum AS Mo; RF; E Mo; RF; E
8-L. peruvianum AS AS AS
9-L. peruvianum PI 270435 AS RF RF; AF; E
10-L. peruvianum AS AS AS
11-L. peruvianum AS AS AS
12-F, (Rio Grande x F; 1-2) x F5(Santa AS AS AS
Clara x L. hirsutum)
13-F, (Santa Clara x L. hirsutum 1-2 x AS RF; Mo; RA RF; Mo; RA
Santa Clara x L. hirsutum 1-3)
14-F, (Santa Clara x L. hirsutum 1-3 x AS Mo; RA Mo RA
Santa Clara x L. hirsutum 1-2)
15-F, (Santa Clara x L. hirsutum) AS Mo; RA Mo; RA
16- LA 1036 Lycopersicon chmielewskii ~ AS Mo Mo
17- FSugar Lamp AS AS AS
18- F; Piko AS AS AS
19- F; Cheloy mini AS AS AS
20- F; ‘Alambra’ Mo; RA Mo; RA; RF Mo; RA; RF; AF

*Sintomas: LNL = lesdo necrotica local; Mo = mosaico bolhoso; RA = risca amarela; AS = auséncia de
sintomas; RF = redugdo foliar; AF = afilamento foliar; NA = nanismo; E =epinastia.FI = folha inoculada.
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Tabela 9. Sintomas manifestados pelos acessos de Lycopersicon spp. ao isolado PVY ° -1

no experimento II, Sdo Paulo dezembro de 2004.

Acessos Sintomas
Experimento 11
15° dia 22°dia 30° dia

1- PI 134417 AS* AS AS

2- PI134416 AS AS AS

3- HES 5808-02 AS Mo; RF; NA,E  Mo; RF; AF;

NA; E

4- NAV 1062 AS AS AS

5-L. peruvianum 29/115 AS RF; Mo RF; Mo

6-L. peruvianum LA-371-2 AS RF; Mo RF; Mo; AF

7-L. peruvianum AS RF; Mo RF; Mo

8-L. peruvianum AS AS AS

9-L. peruvianum P1 270435 AS RF; Mo; AF RF; Mo; AF
10-L. peruvianum AS AS AS

11-L. peruvianum AS AS AS

12-F, (Rio Grande x F; 1-2) x F; (Santa AS AS AS
Clara x L. hirsutum)

13-F, (Santa Clara x L. hirsutum 1-2 X AS RF; Mo; RA; RF; Mo; RA; AF;
Santa Clara x L. hirsutum 1-3) AF; E; E

14-F, (Santa Clara x L. hirsutum 1-3 x AS Mo; RA Mo; RA

Santa Clara x L. hirsutum 1-2)

15-F, (Santa Clara x L. hirsutum) AS Mo, RA; AF; RF Mo; RA; AF; RF
16- LA 1036 Lycopersicon chmielewskii ~ AS AS AS

17- F;Sugar Lamp AS AS AS

18- F, Piko AS AS AS

19- F; Cheloy mini AS AS AS
20- F; ‘Alambra’ Mo, RA Mo; RA; RF Mo; RA; RF; AF

*Sintomas: Mo= mosaico bolhoso; RA= risca amarela; AS= auséncia de sintomas; RF= reducio foliar; AF=
afilamento foliar; NA= nanismo; E=epinastia.

Nos dois experimentos realizados todas as plantas do acesso 4 (L.
pimpinellifolium), apresentaram auséncia total de sintomas visuais, mas o virus pode ser
recuperado em N. tabacum ‘WB’ e as folhas apicais submetidas ao PTA-ELISA, foram
positivas para PVY, classificando-o como tolerante ao virus (Tabelas 10 e 11). NAGAI E
COSTA (1969) obtiveram plantas com resisténcia satisfatoria ao PVY com o cruzamento

desse acesso com tomateiros do tipo Santa Cruz.
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Nos acessos 6, 7, 8, 10 e 11 (L. peruvianum) foram observadas respectivamente,
oito, seis,seis, seis e duas plantas com recuperacdo negativa em PTA- ELISA, portanto
imunes ao virus e plantas tolerantes. Além da imunidade e tolerancia observada nesses
acessos, outros acessos de L. peruvianum t€m sido relacionados como resistentes a PVY: PI

126410, PI 128660 e PI 127829 (NAGAI et al., 1991).

Na espécie selvagem Pl 134417 (L. hirsutum) observaram-se quatro plantas
suscetiveis e seis tolerantes no experimento I e todas tolerantes no experimento II. Esses
resultados sdo diferentes dos obtidos por THOMAS E MAC GRATH (1988) e LEGNANI et al.
(1995) que obtiveram somente plantas suscetiveis. Essa diferenga pode ser atribuida a
utilizacdo de isolados distintos, procedentes de diferentes regides e em ambos trabalhos nao
foram identificados a estirpe do PVY podendo entdo se tratar de outra estirpe que nao a

comum, empregada neste estudo.

Todas as plantas da PI 134416 (L. hirsutum) no experimento II foram positivas em
PTA-ELISA, portanto tolerantes ao virus, no experimento I seis plantas foram tolerantes e
quatro plantas imunes. Os acessos de L. hirsutum foram relacionados como resistentes ao
PVY a PI 247087, sendo que (L.hirsutum), tem apresentado reagdo imune a diversos

isolados de PVY (LEGNANI, ef al., 1995).

De modo geral as espécies selvagens avaliadas apresentaram reagdes desuniformes
ao PVY°-1, como no acesso 6 (L. peruvianum) com 8 plantas imunes, 10 tolerantes e 2
suscetiveis, no acesso 7 (L. peruvianum) com 3 plantas imunes, 13 tolerantes e 4 suscetiveis

e no acesso 16 (L.chmielewskii) com 2 plantas imunes, 7 tolerantes e 11 suscetiveis. Este
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comportamento pode ser atribuido a grande variabilidade genética apresentada nas espécies
selvagens, a uma possivel mistura de sementes ou contaminagdo na polinizagdo, por serem

selvagens e possuirem uma alta taxa de fecundagdo cruzada.

Tabela 10. Reagdo de acessos de Lycopersicon spp. ao isolado PVY® —1 no experimento 1.

Acessos Experimento [
Sintomas e comportamento
To CS SS + - I R T S
1- PI 134417 10* 4 6 10 0 0 0 6 4
2-PI 134416 10 3 7 10 0 0 0 7 3
3- HES 5808-02 10 7 3 10 0 0 0 3 7
4- NAV 1062 10 0 10 10 0 0 0 10 0
5-L. peruvianum 29/115 10 1 9 10 0 0 0 9 1
6-L. peruvianum LA- 10 1 9 2 8 8 0 1 1
371-2
7-L. peruvianum 10 2 8 7 3 3 0 5 2
8-L. peruvianum 10 0 10 4 6 6 0 4 0
9-L. peruvianum PI 10 1 9 10 0 0 0 9 1
270435
10-L. peruvianum 10 0 10 6 4 4 0 6 0

11-L. peruvianum 10 0 10 10 0 0 0 10 0
12-F; (Rio Grande x F31- 10 0 10 7 3 3 0 7 0
2) x F3(Santa Clara x L.

hirsutum)

13-F, (Santa Clara x L. 10 8 2 8 2 2 0 0 8

hirsutum 1-2 x Santa

Clara x L. hirsutum 1-3)

14-F, (Santa Clara x L. 10 7 3 7 3 3 0 0 7
hirsutum 1-3 x Santa

Clara x L. hirsutum 1-2)

15-F; (Santa Clara x L. 10 8 2 8 2 2 0 0 8
hirsutum)

16- LA 1036 10 3 7 10 0 0 0 7 3
Lycopersicon

chmielewskii

17- FiSugar Lamp 10 0 10 10 0 0 0 10 0
18- F; Piko 10 0 10 10 0 0 0 10 0
19- F, Cheloy mini 10 0 10 10 0 0 0 10 0
20- F; ‘Alambra’ 10 10 0 10 0 0 0 0 10

*To = total de plantas; CS = com sintomas; SS = sem sintomas; + = plantas positivas no teste de PTA-ELISA;
- = plantas negetivas no teste de PTA-ELISA; I = imune; R = resistente; T = tolerante; S = suscetivel.
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Tabela 11. Reagdo de acessos de Lycopersicon spp. ao isolado PVY’-1 no experimento II.

Acessos Experimento 11
Sintomas e comportamento
T CS SS + - I R T S
1- P1 134417 10* 0 10 10 0 0 0 10 0
2-PI 134416 10 0 10 6 4 4 0 6 0
3- HES 5808-02 10 10 0 10 0 0 0 0 10
4- NAV 1062 10 0 10 10 0 0 0 10 0
5-L. peruvianum 29/115 10 4 6 10 0 0 0 6 4
6-L. peruvianum LA- 10 1 9 10 0 0 0 9 1
371-2
7-L. peruvianum 10 2 8 10 0 0 0 8 2
8-L. peruvianum 10 0 10 10 0 0 0 10 0
9-L. peruvianum PI 10 3 7 10 0 0 0 7 3
270435
10-L. peruvianum 10 0 10 8 2 2 0 8 0
11-L. peruvianum 10 0 10 8 2 2 0 8 0
12-F; (Rio Grande x F31- 10 0 10 10 0 0 0 10 0
2) x F3(Santa Clara x L.
hirsutum)
13-F, (Santa Clara x L. 10 7 3 7 3 3 0 0 7
hirsutum 1-2 x Santa
Clara x L. hirsutum 1-3)
14-F, (Santa Clara x L. 10 8 2 9 1 1 0 1 8
hirsutum 1-3 x Santa
Clara x L. hirsutum 1-2)
15-F; (Santa Clara x L. 10 8 2 9 1 1 0 1 8
hirsutum)
16- LA 1036 10 0 10 8 2 2 0 0 8
Lycopersicon
chmielewskii
17- FiSugar Lamp 10 0 10 10 0 0 0 10 0
18- F, Piko 10 0 10 10 0 0 0 10 0
19- F, Cheloy mini 10 0 10 10 0 0 0 10 0
20- F, ‘Alambra’ 10 10 0 10 0 0 0 0 10

*T= total de plantas; CS= com sintomas; SS= sem sintomas; + = plantas positivas no teste de PTA-ELISA; =

plantas negetivas no teste de PTA-ELISA; I= imune; R= resistente; T= tolerante; S= suscetivel ;

As reagdes de imunidade e tolerdncia ao PVY°-1 observadas nas progénies

segregantes acessos 12 (3 plantas imunes e 17 tolerantes), 13 (5 imunes), 14 (4 plantas

imunes e | tolerante) e 15 (3 plantas imunes e 1 tolerante) podem ser atribuidas ao L.

hirsutum e ao tomate ‘Santa Clara’ utilizados nos cruzamentos, ja mencionado que acessos
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de L. hirsutum estdo relacionados como resistentes ao PVY (LEGNANI, et al., 1995) assim
como o ‘Santa Clara’ que apresenta resisténcia ao PVY (NAGAI, et al, 1991). As

diversidades de comportamento manifestadas pelas plantas ao virus também sao atribuidas

a alta variabilidade genética em que se encontram as progénies, geragdes F, e Fj.

Os tomateiros comerciais analisados foram sintomaticos e responderam
positivamente ao PVY®-1, quando submetidos ao PTA-ELISA e foram considerados
suscetiveis ao isolado PVY®-1 através dos critérios de avaliacio adotados, demonstrando
que os cultivares disponiveis no mercado sdo altamente suscetiveis a esse virus. O subito
reaparecimento de surtos de PVY em tomateiro no estado de Sao Paulo (PALAZZO et al.,
2004) reflete a sistematica substituicdo de tomateiros com resisténcia genética ao PVY
existentes na regido nos ultimos anos (AVILA et al, 2004) fato que pode provocar

mudancas nos programas de melhoramento dessa hortalica.

Todas as plantas assintomaticas dos acessos 17, 18 e 19 quando submetidas ao
PTA-ELISA foram positivas para a presenga do virus por isso foram consideradas
tolerantes, essas uniformidades, tanto dos sintomas, como soroldgica das plantas era
esperada, pois esses acessos sao hibridos, portanto quase ndo apresentam variabilidade

genética em seu genotipo.

A interferéncia do virus mesmo nas plantas que ndo apresentaram sintomas visuais
pode ser observada na variacdo entre os pesos fresco e seco das plantas, mecanicamente

inoculadas, quando comparadas com as plantas sadias usadas como controle (Tabela 12).
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Essa diferenca entre o peso fresco e seco das plantas infectadas e sadias ocorreu,
principalmente nos acessos hibridos 17, 18 e 19 evidenciando o dano causado pela infec¢ao

viral, mesmo quando ndo sdo observado sintomas externos.

Tabela 12. Valores do peso da matéria fresca (PF) e do peso secos (PS) medidos em gramas
(g) da parte aérea utilizadas dez plantas por experimento dos acessos de Lycopersicon spp.

) , 0
inoculados com o virus PVY" - 1.

Acessos Experimento 1 Experimento 2
Controle Inoculadas Controle Inoculadas
PF PS PF PS PF PS PF PS
1- P1 134417 130 100 123.8 1198 132 110 1145 100
2- PI134416 125 88 96.8 957 125 88 934 90.1
3- HES 5808-02 84 80 74 71.8 90 81 748 72
4- NAV 1062 86 81 724  61.8 84 80 74 718

5-L. peruvianum 29/115 129 124 643 487 123.1 1299 56.2 54
6-L. peruvianum LA-371- 70 68 475 457 709 677 455 437
2

7-L. peruvianum 88 83 52.7 49 91.5 88 54.8 522
8-L. peruvianum 50 48 12.8 12.4 49 47.1 107 9.1
9-L. peruvianum Pl 30 23 10.3 9.9 305 289 101 9.7
270435

10-L. peruvianum 40 38 14 13.5 38 36 13.1  11.8
11-L. peruvianum 32 28 12.1 11.7 34 31 12.8 1.7
12-F, (Rio Grande x F;1-  22.3 21 143  13.6 243 209 151 137
2) x F5(Santa Clara x L.

hirsutum)

13-F, (Santa Clara x L. 90 87 18.6  17.8 94 91 20 18.5

hirsutum 1-2 x Santa Clara

X L. hirsutum 1-3)

14-F, (Santa Clara x L. 28 26 16.9  16.5 29 27 17.1  16.2
hirsutum 1-3 x Santa Clara

X L. hirsutum 1-2)

15-F, (Santa Clara x L. 76 74 8.5 8 86 81 10.1 8.9
hirsutum)

16- LA 1036 Lycopersicon 76 72 9 8.7 81 79 1.3 9.9
chmielewskii

17- FySugar Lamp 110 90 124 11.8 120 111 154 132
18- F, Piko 60 58 132 126 70 66 20 17.1
19- F; Cheloy mini 90 88 187 17.8 95 91 233 208

20- F; ‘Alambra’ 130 100 55 45.5 133 99.8 48.7 445




61

A analise da propor¢io das plantas com e sem sintomas de PVY’- 1 (Tabela 13)

pelo teste 2, mostrou diferencas significativas, descartada a hipdtese de igualdade entre a

propor¢ao de plantas sem e com sintomas dentro dos acessos. O teste y2 também foi feito

para a propor¢do das plantas positivas e negativas em PTA-ELISA, obtidas diferengas

significativas, rejeitada a hipotese de igualdade entre as plantas positivas e negativas dentro

dos acessos.

Tabela 13. Analise estatistica pelo teste ¥2 a 1% de significancia da avaliagdo de acessos de

Lycopersicon spp. ao PVY'-1.

Acessos Sintomas e comportamento

To CS SS 12 %SS + - 2 %+
1- PI 134417 20%* 4 16 47,0%* 80 20 * 81,2** 100
2- P1134416 20 3 17 70,0%* 85 16 4 20,76** 80
3- HES 5808-02 20 17 3 74,0%* 15 20 * 81,2** 100
4-NAV 1062 20 0 20  170,1** 100 20 * 81,2** 100
5-L. peruvianum 29/115 20 6 14 4946** 70 20 * 81,2*¥* 100
6-L. peruvianum LA-371-2 20 2 18 1522%* 90 12 8 10,61** 60
7-L. peruvianum 20 4 16 55,0%* 80 17 3 53,49*%*% 85
8-L. peruvianum 20 0 20 170,1** 100 16 4 20,76** 80
9-L. peruvianum P1270435 20 4 16 66,5%* 80 20 0 17,13** 100
10-L. peruvianum 20 0 20 170,1*** 100 14 6 10,09** 70
11-L. peruvianum 20 0 20 170,1*%* 100 18 2 87,55** 90
12-F, (Rio Grande x F; 1-2) 20 0 20 170,1** 100 17 3 53,49*%* 85
x F5(Santa Clara x L.
hirsutum)
13-F, (Santa Clara x L. 20 15 5 34,53** 25 15 5 12,26*%* 75
hirsutum 1-2 x Santa Clara
X L. hirsutum 1-3)
14-F, (Santa Clara x L. 20 15 5 39,86** 25 16 4 19.25** 80
hirsutum 1-3 x Santa Clara
X L. hirsutum 1-2)
15-F, (Santa Clara x L. 20 16 4 55,0%* 20 17 3 3498*%* 85
hirsutum)
16- LA 1036 Lycopersicon 20 3 17  48,95*%* 85 18 2 59,11** 90
chmielewskii
17- FySugar Lamp 20 0 20 170,1** 100 20 0 81,2% 100
18- F, Piko 20 0 20 170,1** 100 20 0 81,2% 100
19- F; Cheloy mini 20 0 20 170,1** 100 20 0 81,2% 100
20- F, ‘Alambra’ 20 20 0 170,1%** 0 20 0 81,2** 100

*To= total de plantas; CS= com sintomas; SS= sem sintomas; %SS porccentagem de plantas sem sintomas; +
= plantas positivas no teste de PTA-ELISA; -= plantas negetivas no teste de PTA-ELISA; %+= porcentagem
de plantas positivas no teste de PTA-ELISA.
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Os acessos que apresentaram 100% de plantas sem sintomas visuais obtiveram
apos o ELISA, uma porcentagem que variou de 70-100% de plantas positivas para PVY.
Este dado alerta para o fato de que mesmo quando as plantas ndo expressam
fenotipicamente os sintomas do virus, a infeccdo nas plantas ocorreu e o virus pode ser
facilmente disseminado no campo pelos afideos vetores, a partir de plantas assintomaticas,
que por nao serem retiradas do campo atuam como fontes de infec¢do primaria para novas

culturas de tomate.

As plantas interessantes para o melhoramento genético que visam a resisténcia a
viroses seriam as imunes e resistentes (FRASER, 1990), como neste trabalho nenhuma das
plantas estudadas mostrou-se resistentes, as plantas que apresentaram imunidade entre
todos os acessos foram selecionadas e mantidas em casa-de-vegetacao para a obtencao de

sementes para a continuidade dos estudos.

Entre os acessos avaliados as espécie selvagens de L. peruvianum, LA-371-2 ¢
irradiado 1C apresentaram um grande numero de plantas com comportamento imune ao
PVY°’-1, sendo as mais promissoras como fontes de resisténcia ao virus. As plantas imunes
das progénies segregantes foram selecionadas para a continuidade do programa de

melhoramento do IAC.
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5 CONCLUSOES

1. O virus isolado de plantas de tomateiro hibrido ‘Alambra’ de Elias Fausto, SP foi
identificado como PVY estirpe comum patotipo 1 (PVY®-1) por testes bioldgicos e

sorologicos.

2. Os acessos de L. peruvianum 8, LA-371-2 e o irradiado 1C apresentaram um
grande nimero de plantas imunes constituindo fontes potenciais de genes de

resisténcia ao PVY°-1.

3. As progénies segregantes apresentaram plantas com comportamento imune
selecionadas para que o programa de melhoramento genético de tomate do TAC,

visando a resisténcia ao PVY prossiga com sucesso.
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