SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO AGRONOMICO
Pos-Graduagdo
Av Bardo de Itapura 1431 Calxa Postal 28
13001-970 Campinas 5P - Brasil
(019) 3231-5422 ramal 194
e-mail pgiacidiac.sp.gov.by

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO: “Identificacdo de isolados de Tospovirus e reagio em Capsicum
sppﬂ .

Aluna: Silvia Rocha Moreira
Processo SAA n° 18610/01

Orientador(a): Dra. Addolorata Colariccio

Aprovado pela Banca Examinadora:

) |
H/\/\]r‘@ O~

Dr. Cyro Paulino da Costa
(ESALQ-USP)

Dr. Walter José Siqueira
IAC

Ftolobp el Colariceco

Ara. Addolorata Colariccio
1B

Data de Realizacao: 19/12/2003

Visto:




IDENTIFICACAO DE ISOLADOS DE 7ospovirus E
REACAO EM Capsicum spp.

SILVIA ROCHA MOREIRA

Campinas
Estado de Sao Paulo
Dezembro - 2003



IDENTIFICACAO DE ISOLADOS DE 7ospovirus E REACAO EM

Capsicum spp.

SILVIA ROCHA MOREIRA
Biologa

Orientadora: Prof®. Dr'. ADDOLORATA COLARICCIO
Co-orientadora: Prof*. Dr', ARLETE MARCHI TAVARES DE MELO

Dissertacio apresentada ao Instituto
Agrondomico para obtencdo do titulo
de Mestre em Agricultura Tropical e
Subtropical — Area de concentracio

Melhoramento Genético Vegetal.

Campinas
Estado de Sao Paulo
Dezembro - 2003



MS8139¢  Moreira, Silvia Rocha

Identificagao de isolados de Tospovirus e reagdo em
Capsicum spp. / Silvia Rocha Moreira. -- Campinas, 2003.
xviil, 66 . : il

Orientadora: Addolorata Colariccio
Dissertacdo  (mestrado em  agricultura tropical e
subtropical) — Instituto Agronémico.

1. Pimentdo. 2. Pimenta. 3. Capsicum spp. 4. Resisténcia
genetica - Pimentdo. 5. Yospovirus — Tomato chlorotic spot
virus 6. PCR.

CDD: 633.841




v

Dedico este trabalho a Suely e
Helvio, pelo apoio e confianca

em meu trabalho.
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RESUMO

Plantas de pimentdo e€ pimenta com sintomas de enrolamento das folhas
apicais € aneis necroticos e cloroticos foram coletadas nas regides produtoras de
Itapecerica da Serra, Lins, Atibaia, Ehas Fausto e Angatuba no Estado de Sdo Paulo
no periodo compreendido de 2001 a 2003. Os isolados foram identificados pela
determinacdo do circulo de hospedeiras, pelo teste DAS-ELISA empregando-se
antissoros policlonais contra a proteina N do Tomato spotted wilt virus (TSWV),
Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV),
Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV) e Impatiens necrotic spot virus (INSV)
e por RT-PCR. As amostras foram inoculadas em plantas indicadoras das familias
Solanacea e Chenopodiacea que teagiram com sintomas tipicos de tospovirus,
particularmente, com lesdes locais em Petunia hybrida. Em DAS-ELISA reagiram
positivamente ao anti-soro policlonal contra o TCSV e negativamente para o0s
demais, identificando-se a espécie de tospovirus presente nas amostras estudadas. A
amplificagio por RT-PCR com o uso dos primers BR 60 e BR 65 originou um
fragmento de 430 pb, tamanho esperado para Tospovirus. Na avaliagao da resisténcia
dos acessos de Capsicum spp. ao TCSV isolado de pimentdo ‘Amanda’ verificou-se
que a maior parte dos acessos testados foram suscetiveis a0 TCSV entretanto, duas
plantas de Capsicum annuum, uma pimenta ‘Criollo de Morelos’ e um pimentao
‘Platero’ reagiram com imunidade e resisténcia, respectivamente, € entre CINCO
plantas de . baccatum pimenta dedo-de-moga, duas reagiram com imunidade e trés
com hipersensibilidade (HR). Este resultado revela fontes de resisténcia potenciais
que podem ser utilizadas em futuros programas de melhoramento. Este trabalho teve

por objetivo a realizagio de uma triagem no banco ativo de germoplasma de
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Capsicum do Instituto Agrondmico de Campinas a fim de identificar fontes de

resisténcia ao TCSV, espécie de tospovirus prevalente no Estado de Sio Paulo. em

cultivos de pimentao.
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ABSTRACT

Plants of sweet pepper and pepper with leaf curly top, necrotic and clorotic
rings symptoms had been collected in the producing regions of Itapecerica da Serra,
Lins, Atibaia, Elias Fausto and Angatuba of Sdo Paulo State during the period from
2001 to 2003. These 1solates had been identificated by host range, DAS-ELISA with
policlonal antiserum against N protein of Tomato spotted wilt virus (TSWYV), Tomato
chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV), Chrysanthemum
stem necrosis virus (CSNV) e Impatiens necrotic spot virus (INSV) and RT-PCR.
The samples were 1noculated mainly i host plants of Solanaceae and
Chenopodiaceae and reacted with typical symptoms of tospovirus, particularly 2.
hybrida with local symptoms. In DAS-ELISA all the samples reacted positively to
the policlonal antiserum of the TCSV and negatively for the others antisserum. The
amplification for RT-PCR with the use of primers BR 60 and BR 65 originated a
only fragment with 430 pb size as found for 7ospovirus. In resistance evaluation of
Capsicum spp. access against to TCSV isolate sweet pepper ‘Amanda’ was verified
that most access were susceptible to the TCSV. However, two plants of Capsicum
annuum, one pepper ‘Criollo of Morelos’ and one sweet pepper ‘Platero’reactive
with immunity and resistance, respectively, and five plants of C. baccatum pepper
dedo-de-moca, two reactive with immunity and three with resistance. This results
provide a potential sources of resistance that could be used in the breeding programs.
The aim of this work was to realize a screening in active Bank of Capsicum
Germoplasm of Instituto Agrondmico de Campinas to identify sources of resistance

to the TCSV, since it was identified in this work as prevalent in Sao Paulo State in

sweet pepper crops.



1. INTRODUCAQ

Os centros de origem do género Capsicum sio o México como centro
primario e a Guatemala como centro secundario (SOMOS, 1984). As plantas do
genero Capsicum possuem ampla variabilidade genética. Atualmente, cinco especies
sdo consideradas domesticadas e cultivadas: Capsicum anmuum, C. baccatum, C
chinense, C. pubescens e C. frutescens (IBPGR, 1983).

Entre as espécies pungentes C. baccatum, C. chinense, C. pubescens ¢ C.
frutescens apenas C. pubescens ndo é cultivada no Brasil. A principal utilizacio das
pimentas € como condimento na forma in natura e processada, principalmente
paprica, além do uso medicinal (BOSLAND E VOTAVA, 1999).

A especie C. annuum € constituida principalmente pelo pimentdo. O pimentdo
¢ um derivado de pimenta com frutos gratidos e sem ardume (capsaicina). A perda do
carater pungente ocorreu atraves de uma provavel mutacio. O formato do fruto e sua
coloragdo variam consideravelmente, de quadrado a alongado e de amarelo a
vermelho respectivamente. Cultivado em todo o pais, é uma das hortalicas mais
importante do ponto de vista econdmico e alimentar (NAGAIL 1990).

A cultura do pimentdo encontra-se amplamente distribuido no Estado de Sao
Paulo (CATI1, 2001). No total sdo cultivados 2.602 hectares em todo Estado, com uma
produgdo de 5470 caixas (caixas 12 Kg) formando 65.640 toneladas (ANUARIO,
2003). Este consumo deve-se as suas propriedades condimentares e valor nutricional,
principalmente ao elevado teor de vitamina C (NUEZ ef al., 1996},

No pimentdo o produto consumido ¢ o fruto, tornando-se evidente a
importancia do estudo das viroses que o infectam, uma vez que estas podem

inviabilizar comercialmente, o cultivo do mesmo (COLARICCIO ef al., 2001a).
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No Brasil a doenga conhecida como “vira-cabeca” no pimentio pode ser
causada pelo Tomato spotted wilt virus (TSWV) (BOITEUX et al., 1993b), Tomato
chiorotic spot virus (TCSV) (COLARICCIO et al.. 1995a) ou Groundnut ringspot virus
(GRSV) (BOITEUX et al., 1994: COLARICCIO et al., 2001b) as trés espécies,
pertencentes ao genero /ospovirus.

CHO ef al. (1986), constataram ainda, que um grande numero de espécies de
plantas daninhas, também s3o suscetiveis ao “vira cabega”, sendo estas, consideradas
importantes reservatorios de tospovirus, pois ocorrem em grande niimero dentro da
area cultivada e estdo associados as espécies de tripes vetores. Em S3o Paulo foi
relatada, a ocorréncia natural de TSWV em Emilia sagitatta (COLARICCIO ef al..
1996) e no Nordeste do Brasil foi relatada a ocorréncia natural do GRSV em
Boerhavia spp. (PIO-RIBEIRO et al ., 1999).

A 1dentificagdo das diferentes espécies de tospovirus é feita principalmente.
pela sorologia, pela divergéncia da proteina N do nucleocapsideo, pelo
sequenciamento e pela comparagdo da homologia dos nucleotideos e dos
aminoacidos (DE AVILA ef al., 1993).

Entre as varias estratégias de controle de doencas, o uso de variedades
resistentes consiste em um metodo simples e eficiente, com baixo custo de utilizagdo
¢ reduzido impacto ambiental. O uso de marcadores moleculares vem contribuindo
de modo relevante para a identificagio de genes e para constru¢gdio de mapas
geneticos (ILARRAZ ef al., 1998).

O controle de tospovirus apresenta uma série de dificuldades, reforgado pelo
amplo circulo de hospedeiras e pela diversidade de espécies do virus e do vetor
(POZZER et al., 1996).

O controle de tripes tem sido uma das principais estratégias para o controle
dos tospovirus, com énfase ao controle quimico, no entanto este, tem-se demonstrado
ineficiente. Praticas culturais tais como: escolha da cultivar, data de plantio, nimero
de sementes e ‘Toguing’ tambem, tem sido empregadas (Pozzer ef al., 1996), sendo
que o uso de cultivares resistentes ¢ a melhor estratégia de controle (BROWN et al.,
1995).

A ocorréncia de fontes de resisténcia a tospovirus ¢ dificultada pela existéncia

de diferentes espécies de virus (DE AVILA, 1993; LAW E MOYER, 1990) e pelo fato de
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que, o numero de genes de resisténcia naturais é pequeno para a maioria das especies
suscetivels ao virus (BEACHY ef al., 1990; RESENDE, 1994: WILSON, 1993).

Dentre as fontes de resisténcia, encontra-se a resisténcia ao TSWV baseada
na rea¢ao de hipersensibilidade encontrada em acessos de (. chinense P1 152225 e Pl
159236 Esta resisténcia € determinada por um tnico gene dominante denominado
Isw, sendo eficaz apenas para a espécie TSWV. Esta resisténcia pode ser quebrada
por altas temperaturas, pelo estadio de desenvolvimento das plantas e pela presenca
de estipes virulenta do TSWV (BOITEUX E DE AVILA, 1994: BLACK et al., 1996;
ROGGERO et al., 2001).

O presente trabalho teve como objetivo identificar as espécies do virus que
ocorrem nas principais regides produtoras de pimentao do Estado de Sdo Paulo e
avaliar o comportamento de acessos pertencentes ao banco ativo de germoplasma de
Capsicum do Instituto Agronomico (IAC), para identificar fontes de resisténcia ao
TCSV, prevalente no Estado de Sdo Paulo, para posteriormente serem utilizados em

programas de melhoramento de pimentio.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O género Capsicum

Os navegadores portugueses e espanhoOis ao descobrirem o novo mundo,
também descobriram diversas plantas que hoje sdo cultivadas mundialmente, entre
elas as pimentas e os pimentdoes. Muito tempo depois, as pimentas passaram a
dominar o comércio das especiarias picantes nos paises de chma tropical e
temperado. Com isso, os pimentdes, derivados ndo pungente das pimentas, passaram
a ser umas das dez hortaligas mais importantes do mundo (REIFSCHNEIDER, 2000).

A literatura apresenta uma vasta regido como sendo origem do genero
Capsicum. Sendo considerado o México como centro de origem primario e a
Guatemala o centro secundario (SOMOs, 1984). Além destes, sdo considerados
centros de origem primarios de diversidade de Capsicum a América Central e de
origem secundarios a Europa, Africa, Asia e partes na América Latina
(REIFSCHNEIDER, 2000).

A palavra Capsicum vem do termo grego Kapto que significa morder, picar.
O nome foi associado a pungéncia ou ardor provocado pelo consumo das pimentas,
principais representantes deste género (SOMOs, 1984).

A taxonomia do género Capsicum ¢é complexa devido a grande variedade de
formas existentes nas espécies cultivadas e da diversidade de critérios utilizados para
classificagdo (NUEZ ef al., 1996).

O género Capsicum possui ampla variabilidade genetica. Mais de 30 espécies
ja foram descritas como pertencentes a este género. Atualmente, cinco especies sao
consideradas domesticadas e cultivadas: C. annuum L., C. baccatum L., (. chinense

Jacq., C. pubescens R& P. e C. frutescens L. (IBPGR, 1983).
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As especies do género Capsicum sdo autogamas, autocompativeis, diploides,
2n = 24, com um ou dois pares de cromossomos acrocéntricos ¢ 10 ou 11 pares
metacéntricos ou submetacéntricos (BOSLAND E VOTAVA, 2000). A planta é
arbustiva, com caule semi-lenhoso, flores isoladas, pequenas e hermafroditas.
Possuem taxa de poliniza¢ao cruzada de 0,5 a 36 % (MIRANDA, 1988). Os fatores
que contribuem para 0 aumento na polinizagao cruzada € o comprimento do estilete e
a populagdo de abelhas, principais polinizadores do género (CASALI ef al., 1984).

Os prncipais critérios empregados para selecio, nos programas de
melhoramento genético de pimentdo s3o: producgdo, resisténcia a viroses, qualidade
de fruto (ndo pungentes, formatos especificos, coloragdo, espessura de polpa e
poucas sementes) e precocidade da colheita, 60 dias apdés o transplante (IBPGR,
1983).

Até a década de 60, os melhoristas restringiam-se a programas de
hibridizacdo e selecio somente em C. annuum. Apoés este periodo outras espécies de
Capsicum spp. comegaram a ser avaliadas, particularmente para resisténcia a
bactérias, fungos e virus, que foram encontradas nas espécies C. baccatum, C.
frutescens, C. chinense e C. chacoense A.'T.Henz (IBPGR, 1983).

A hibridizagio interespecifica estudada por PICKERSGILL (1980), comprovou
que a transferéncia de caracteristicas favoraveis entre as espécies de Capsicum pode
ser realizada, possibilitando assim, a realizagio de triagem em outras especies de
Capsicum para identificar de genes desejavers.

As espécies C. chinense, C. frutescens e (. annuum possuem O mesmo
ancestral e “gene pool” sendo que, cada espécie foi domesticada independentemente,
em locais diferentes. Atualmente, estas espécies sio as pimentas e pimentdes mais
importantes comercializadas no mundo (BOSLAND E VOTAVA, 2000). A especie C.
annuum L. é a mais cultivada e apresenta maior variabilidade (CARDOsSO, 2001).

No Brasil. os primeiros cultivares de pimentdo sio de origem espanhola, do
grupo ‘Casca Dura’, introduzido, inicialmente em Mogi das Cruzes e Suzano, no
Estado de Sao Paulo (Souza E CASALIL 1984). Os cultivares brasileiros de pimentdo
surgiram de selegdes feitas em populagdes de pimentao tipo ‘Casca Dura’. Até a
década de 60, as principais cultivares plantadas foram selecionadas pelos agricultores

considerando o vigor da planta, frutos graudos e formato conico com polpa espessa.



Em geral, recebiam o nome dos produtores ou dos locais onde eram cultivadas como
‘Ikeda’ e “Avelar’ (REIFSCHNEIDER, 2000).

O pimentao ¢ um derivado de pimenta, com frutos graidos e sem ardume. O
formato do fruto e sua coloragdo variam consideravelmente. E cultivado em todo o
pais, sendo uma das hortalicas mais importante do ponto de vista econd0mico e
alimentar (CASALI E COUTO, 1984; NAGAL 1990).

Quatro caracteristicas sdo observadas em pimentdes: cor, tamanho, forma e
auséncia de pungéncia. O cultivar de pimentdao domesticado mais difundido e o C.
annuum L. var. annuum, possuindo calice e pedunculo como partes integrantes do
fruto. Os frutos possuem tamanho predominantemente grande, com forma
preferencialmente conica e cores que variam entre o verde, amarelo, creme, laranja,
vermelho e roxo-escuro. Embora estas caracteristicas tenham sido o resultado de
mutacdes, a perpetua¢do dessas caracteristicas sO foi possivel através do
melhoramento genético (REIFSCHNEIDER, 2000).

O pimentdo esta classificado no reino Plantae, divisio Spermatophyta, na
classe Dicotiledoneae, na ordem Solanales, familia Solanaceae, género Capsicum ¢
espécie C. annuum L. (NUEZ et al., 1990).

O centro de origem da espécie C. frutescens ¢ a América do Sul, sendo a
pimenta ‘Tabasco’ a Unica forma domesticada e, mais cultivada em todo mundo. O
seu cultivo esta distribuido pela Africa, India, Asia e Estados Unidos (IBPGR, 1983).
No Brasil. embora a mais cultivada seja a pimenta malagueta, a mais utilizada na
industria alimenticia € a ‘Tabasco’ (BOSLAND E VOTAVA, 2000).

O centro de origem e a distribui¢do da espécie C. chinense € na America do
Sul, proxima a C. frutescens, sendo a pimenta cultivada, mais importante do
continente e, a mais comum no Brasil (BOSLAND E VOTAVA, 2000). O Estado do
Amazonas ¢ sua maior area de diversidade (PICKERSGILL, 1980). Possui uma grande
diversidade de formas e seus frutos podem ser extremamente pungentes € aromaticas.
Desta, a pimenta ‘Habanero’ ¢ conhecida como a mais picante do mundo (BOSLAND
E VOTAVA, 2000).

O centro de origem da espécie C. baccatum foi provavelmente a Bolivia. Suas
formas selvagens estdo distribuidas do Peru ate Argentina, com maior concentragao

na Bolivia e no Brasil. A espécie cultivada C. baccatum var. pendulum esta presente



na Ameérica do Sul, Costa Rica, Hawai, India e Sul dos Estados Unidos (IBPGR, 1983;
BOSLAND E VOTAVA, 2000). Possui duas variedades botanicas: (. baccafum var.
baccatum com as formas selvagens e (. baccatum var. pendulum com as formas
domesticadas. Também esta relacionada com a espécie C. baccatum var.
praetermissium Heiser & Smith (apesar de ser uma espécie distinta) e C. baccatum
var. tovarii Eshbaugh, Smith & Nickrent (BOSLAND E VOTAVA, 2000).

O centro de origem da espécie C. pubescens foi provavelmente a Bolivia
sendo a espécie de pimenta com maior tolerancia ao frio e a altitudes. Esta
distribuida pelos Andes da Bolivia até a Colombia, sendo cultivada no México e
América Central (IBPGR, 1983), conhecida como pimenta Rocoto (BOSLAND E
VOTAVA, 2000). Na taxonomia de C. pubescens estdo incluidas as espécies C.

eximium e C. cardenasii (BOSLAND E VOTAVA, 2000).

2.2 Tospovirus

A doenca conhecida como “vira-cabega”, foi descrita pela primeira vez na
Australia em 1915 por BRITTLEBANK (1919), mas a sua etiologia viral so foi
comprovada em 1930 por SAMUEL ef al. (1930) descrevendo-o como 7omato spotted
wilt virus (TSWV), sendo considerado um virus tipicamente restrito as regioes
tropicais e subtropicais. Na década de 80, houve uma grande mudanga neste conceito
devido a introducdo, no hemisfério Norte, do tripes Frankliniella occidentalis
Pergrande, um eficiente vetor do TSWV, que possibilitou a disseminagao da doenga
nas hortalicas e ornamentais cultivadas nos Estados Unidos, Canada e posteriormente
na Europa (POZZER et al., 1996, ROGGERO ef al. 2001).

No Brasil, a doenga do “vira-cabega” foi relatada por AZEVEDO (1936), por
BITANCOURT (1937) e SILBERSCHMIDT (1937), porém, a etiologia da doenga so for
determinada em 1938 por COSTA E FOSTER. Durante muitos anos, 0s sintomas da
doenca foram atribuidos ao 7Tomato spotted wilt virus, posteriormente DE AVILA et
al. (1993) demonstraram que o0 TSWV ndo era o (tnico membro do grupo e trés novas
espécies, além do TSWV, foram propostas TCSV, GRSV e INSV (/mpatiens

necrotic spot virus). Estas espécies possuem um circulo de hospedeiras quase



-

idéntico, com excegdo do INSV que pode ser diferenciado do TCSV e GRSV atraves
de inoculagdo de Vigna unguiculata

Atualmente, as espécies de virus que causam a doenga do “vira-cabeca”.
pertencem ao genero 7ospovirus, familia Bunyaviridae, possuindo como espécie-tipo
0 TSWV. O nome tospovirus deriva da especie-tipo Tomato spotted wilt virus
seguildo da palavra virus. O género tospovirus foi incluido na familia Bunyaviridae
em 1991 devido a caracteristicas morfologicas semelhantes. A familia Bunyaviridae
compreende os géneros lospovirus, Bunyavirus, Hantavirus, Nairovirus e
Phlebovirus, que infectam também vertebrados e invertebrados (VAN REGENMORTEL
et al., 2000).

Os Tospovirus tem particulas isométricas ou pleomérficas, com didmetro de
70 a 110 nm, circundadas por um envelope constituido de membrana de lipideos com
projegdes formadas por glicoproteinas, denominadas G1 e G2 (envelope) (PETERS ef
al., 1991; KITAJIMA et al., 1992).

O genoma do virus tem trés moléculas (negativo ou ambisense) de RNA fita
simples denominadas L RNA (‘large’), M RNA (‘medium’) ¢ S RNA (‘small’). Os

nucleotideos terminais de cada genoma (L, M, S) sdo complementares entre si e
formam uma estrutura estavel responsiavel pela sua forma pseudocircular
determinada pelas moléculas de RNA encapsidadas com a proteina do
nucleocapsideo (VAN REGENMORTEL ef al., 2000).

O L RNA tem polaridade negativa e uma tnica fase aberta de leitura (ORF)
que codifica a polimerase viral e a proteina L (331,5 kDa). Os RNAs M e S se
expressam via sintese de dois RNAs mensageiros subgendmicos transcritos a partir
das fitas no sentido viral e complementar. O M RNA tem estratégia de codificagio
ambisense, contendo duas ORFs que codificam uma proteina ndo estrutural NSm
(33,6 kDa) no sentido viral e um precursor para as glicoproteinas G1 e G2 (127,4
kDa) no sentido complementar. O S RNA também apresenta estratégia de
codificacdo ambisense contendo duas ORFs que codificam uma proteina ndo
estrutural NSs (52,4 kDa) no sentido viral e a proteina do nucleocapsideo N (28,8
kDa) no sentido complementar (VAN REGENMORTEL ef al., 2000).

Atualmente, 0 TSWV ¢ um virus cosmopolita com distribuicio mundial e

ocorre nos mais diversos nichos ecologicos e plantas hospedeiras, propiciando a
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ocorréncia de uma grande diversidade genotipica, entre os diferentes isolados de
tospovirus (DE AVILA, 1993)

No Brasil, foram relatadas diferentes espécies de Tospvirus em diferentes
culturas de importancia economica, entre elas: 7omato spotted wilt virus (TSWV),
lomato  chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut ringspot  virus (GRSV),
Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV), Zucchini lethal chlorosis virus
(ZLCV) e Iris yellow spot virus (1YSV) (RESENDE ef al.. 1996, POZZER et al., 1996;
BEZERRA et al., 1999; NAGATA ef al., 1999).

O “International Comitte Taxonomy of Viruses” classificou estas espécies de
virus no género Tospovirus com base na especificidade do vetor, no circulo de
hospedeiras, na relagdo sorologica da proteina N e na comparacgdo das seqiiéncias de
nucleotideos ¢ aminoacidos deduzidos da proteina N com valores de homologia
inferiores a 90%, em relagdo as outras espécies Ja descritas no género (VAN
REGENMORTEL ef al., 2000).

A doenga do “vira-cabe¢a” no género Capsicum, que compreendem as
pimentas e os pimentdes, pode ser causada pelo TSWV (BOITEUX ef al., 1993b),
TCSV (COLARICCIO et al., 1995a) e GRSV (BOITEUX et al., 1994; COLARICCIO et al.,
2001b).

Pouco se sabe ainda sobre o processo de infecgdo causado pelos tospovirus.
Todos os estagios da replicagdo da particula viral ocorrem no citoplasma. Apos a
inoculagdo do virus na célula vegetal, as particulas perdem o seu envelope,
provavelmente pela agao de lisossomos, expondo o nucleocapsideo. A proteina do
nucleocapsideo € removida liberando os RNAs virais, que sdo transcritos pelas
subunidades de polimerase do proprio virus (virus de RNA negativo), produzindo
RNAs mensageiros que iniciariam a sintese protéica, produzindo as proteinas N, L,
Gl, G2, NSs e NSm. O acumulo da proteina N na célula determina a mudanca da
transcrigdo para replicagdo, passando a sintetizar RNAs gendomicos. Esses RNAs sdo
encapsidados pela proteina N, formando o nucleocapsideo, que pode ser
transportados atraveés dos plasmodesmas com o auxilio da proteina NSm para as
c€lulas vizinhas (KORMELINK ef al., 1994; VAN REGENMORTEL ef al., 2000).

O nucleocapsideo, também pode direcionar-se para o complexo de Golgi e/ou

reticulo endoplasmatico, no qual as particulas sdo envolvidas pelo envelope
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(membrana lipidica e glicoproteinas G1 e (2) estando, aptas a serem adquiridas pelo
vetor e transmitidas para outras plantas, completando o processo de infeccio
(WLKAMP, 1995).

No Brasil, 24 espécies de Thysanoptera foram descritos nas plantas
cultivadas. Entretanto nem todas causam danos economicos, sendo as espécies /.
occidentalis, F. schultzei, F. zucchini, Thrips tabaci e T. palmi as principais espécies
vetoras de tospovirus. Pode-se ressaltar que na cultura do pimentdo foram descritas
as especies . occidentalis, F. schultzei e T. palmi causando perdas (MONTEIRO,
2001). Entretanto, apenas a espécie F. occidentalis transmite o TSWV, TCSV,
GRSV e CSNV, com 18 % de eficiéncia de transmissio para o GRSV e 71 % para o
CSNV. Enquanto, F. schulizei transmite o TCSV com 70 % de eficiéncia, o GRSV
com 93 % e o CSNV com 66 %, e ndo transmite 0 TSWV. O 7. palmi ndo transmite
nenhuma das especies de virus citadas. O 7. tabaci transmiti apenas o Jris yellow
spot virus (1YSV). Na Europa e nos EUA F. occidentalis é o maior transmissor do
TSWYV e INSV (NAGATA et al., 2001).

A aquisicdo do virus pelo vetor, ocorre pela alimentacio das larvas., em
plantas infectadas, no primeiro estadio larval persistindo até a fase adulta, passando
por um periodo de incubagdo (laténcia) de varios dias dependendo da especie, sendo
uma transmissdo do tipo circulativa propagativa (ULLMAN ef al., 1992; WLIKAMP ef
al., 1993), mas ndo € transmitido para a progénie (WLKAMP ef al.. 1995). Distintos
niveis de especificidade entre o tripes e as espécies de virus foram observados por
WILIKAMP et al. (1995) e no Brasil por NAGATA ef al., 2001

Os tospovirus tém sido detectados em diversas culturas de importancia

economica incluindo hortalicas como tomate, alface, pimentdo, abdbora, almeirdo,
batata, berinjela, cebola, chuchu, fruteiras como mamfio, abacaxi, melancia,
ornamentais como crisantemo, begdnia, dalia, gloxinia, zinia e /mpatiens spp. entre
outras plantas como café, ervilha, caupi, amendoim, fejjdo, grao-de-bico, lentilha
(POZZER et al., 1996), escarola (COLARICCIO ef al., 2001a), jilo (EIRAS ef al., 2002) e
cubiu (COLARICCIO et al., 2003).

CHO et al. (1986), descreveram um grande niamero de espécies de plantas
daninhas infectadas pelo TSWV dentro das areas cultivadas, as quais podem ser

consideradas reservatorios dos virus e colonizadoras das espécies de tripes vetores,
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cuja importancia esta relacionada ao seu papel na ocorréncia e na disseminacdo de
tospovirus.

No Brasil, diferentes espécies de tospovirus foram descritas infectando
diversas espécies de plantas daninhas pertencentes a diferentes familias, na
Solanaceae, S. ambrosiacum (PIO-RIBEIRO et al_, 2000); Aconthorpermum hispidum
(PIO-RIBEIRO er al., 2000), Gamochaeta spicata (PAVAN el al. 1993) e Emilia
sagitatia (COLARICCIO et al., 1996); na Amarantaceae, Amaranthus Spp., A. virides e
Parthenium spp. (GUTTMANN ef al., 1975); na Nyctaginaceae, Boerhavia spp. (P10-
RIBEIRO ef al., 1999); na Commelinaceae, Commelina benghalensis e na Malvaceae,
Stda spinosa (PAVAN et al. 1993).

Diversos métodos de diagnostico tém sido utilizados para identificacdo e
caracterizagdo dos tospovirus. Apesar do circulo de hospedeiras e dos sintomas ndo
serem Critérios seguros para identificagio, em alguns casos especificos os testes de
transmissao mecanica para plantas indicadoras diferenciais, pode promover a
identificagdo entre isolados de tospovirus. Assim, os acessos de (. chinense Pl
152225 e Pl 159236 sdo hospedeiras diferenciais para TSWV e TCSV ou para
TSWV e GRSV (NAGATA ef al., 1993: SCAGLIUSI ef al., 1996).

Na utilizacdo de inoculagdo mecinica para identificar tospovirus, deve-se
considerar o amplo circulo de hospedeiras e a variabilidade dos sintomas induzidos,
principalmente a atenuacdo ou supressio dos sintomas devido a sucessivas
repicagens, com o aparecimento de mutantes defectivos interferentes, que podem
impossibilitar a identificagdo de tospovirus através de testes biologicos (RESENDE ef
al., 1991, 1993).

Dots tipos de mutagdes foram caracterizados em tospovirus, uma morfologica
defectiva que consiste na reducdo progressiva até a completa interrupgdo da sintese
de glicoproteinas, levando a um acumulo de nucleocapsideos sem envelope, com
consequente mudanca na resposta sorologica, mas que ndo induz a atenuacdo dos
sintomas (RESENDE ef al, 1991, 1993). A segunda mutagdo, denominada I. RNA
defectivo interferente “Defective Interfering . RNA”, (DI), consiste de grandes
delegdes no L RNA do virus, que podem variar de 60 a 80%. Estes DIs induzem uma
drastica e rapida atenuagdo de sintomas (RESENDE ef al., 1992). Esta mutacio deve

ser avaliada, particularmente para o melhoramento genético, devido a interferéncia
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na manifestagdo de sintomas, impedindo a correta avaliagdo do comportamento de
resisténcia em Bancos de Germoplasma (DE AVILA, 1993). Portanto o circulo de
hospedeiras nao pode ser utilizado como tnico critério na identificacao de
tospovirus, este deve estar sempre associado a sorologia, PCR e seqiienciamento do
gene da capa protéica (DE AVILA ef al., 1993).

Para diferenciar as espécies de tospovirus por sorologia € necessaria a
utilizagdo de antissoros policlonais contra a proteina N do nucleocapsideo para cada
especie de Tospovirus. O teste sorologico mais utilizado é o DAS-ELISA “Double
Antibody Sandwich” - “Enzyme Linked Immunosorbent Assay”, devido a sua alta
sensibilidade e especificidade (DE AVILA et al., 1993).

NAGATA et al. (1997) relataram que a sensibilidade do Dot-ELISA foi igual
a0 DAS-ELISA na identificagdo das diferentes espécies de tospovirus. A maior
vantagem do Dot-ELISA ¢ a estabilidade da amostra quando em membrana de
nitrocelulose e a sua facilidade de transporte.

Outras técnicas sorologicas também ja foram utilizadas para deteccdo de
tospovirus como o “tissue-blot” (HSU e LAWSON, 1991) e dupla imunodifusio em
agar (NAGATA et al., 1993).

Técnicas moleculares, como o uso de hibridizacio com sondas moleculares
radioativas, PCR e RFLP (MUNFORD et al., 1994: DEWEY ef al., 1996; EIRAS ef al.,
1998) tém sido utilizadas para identificagdo e caracteriza¢do dos tospovirus, embora
sejam técnicas caras e sofisticadas. A técnica de reagdo de polimerase em cadeia
(PCR), também pode ser utilizada para detectar a presenca do virus em tecidos
vegetais e no vetor, podendo ser utilizada também para estudos epidemiolégicos
(TSUDA ef al., 1994).

A RT-PCR (MUNFORD ef al., 1994) possibilita a detecgio do género
lospovirus, porém nao possibilita a identificagio da espécie presente na amostra.
Entretanto, quando seguida da RFLP (“Restriction Fragment Length
Polimorphism™), utilizando enzimas de restrigdo especificas, torna-se possivel
identificar a especie de Tospovirus (DEWEY et al., 1996).

O diagnostico por microscopia eletronica em preparagdes de contrastacio
negativa ¢ em cortes ultra-finos de tecidos infectados € possivel para identificar o

género Tospovirus (GERMAN et al., 1992). Em cortes ultra-finos as particulas virais





































































































































































