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Macedo, Ménica Alves. Progresso temporal e espacial de begomovirose e crinivirose em
tomateiro. 2016 (138p). Tese (Doutorado em Fitopatologia) — Universidade de Brasilia,

Brasilia, DF.

Resumo Geral

Até meados da Ultima década, as tospoviroses e begomoviroses eram as duas viroses que mais
preocupavam os tomaticultores brasileiros. No entanto, em 2006, outra virose, a crinivirose,
foi identificada em plantas de tomate no estado de S&o Paulo. Hoje, as viroses com maior
incidéncia em tomateiro sdo a begomovirose e a crinivirose. O manejo adequado de doencas
transmitidas por vetores ainda é um desafio devido a grande caréncia de informac6es sobre 0s
processos epidemiologicos dessas doencgas sob condi¢@es de campo. Em vista dessa caréncia
de informacdo, os principais objetivos desse trabalho foram estudar o0s processos
epidemioldgicos envolvidos na begomovirose e crinivirose em tomateiro com o intuito de
obter informacdes que possam ajudar na elaboracdo de estratégias de manejo para a reducao
dos prejuizos causados por viroses em tomateiro. Os temas deste trabalho foram divididos em
trés capitulos. O capitulo 1 foi destinado a revisdo bibliografica. O capitulo 2 descreve o
estudo do progresso espacial e temporal de begomovirose em tomateiro de crescimento
determinado. O capitulo 3 foi destinado ao estudo do progresso temporal e espacial de
begomovirose e crinivirose em tomateiro de crescimento do tipo indeterminado. Nos estudos
de distribuicdo e espacial de viroses, parcelas de 15 x 15 plantas foram demarcadas e
avaliadas semanalmente, quanto a presenca ou auséncia de sintomas caracteristicos das
viroses. Um monitoramento da populacdo de moscas-brancas, coleta e deteccdo de virus em
plantas daninhas e cultivadas presentes dentro e/ou ao redor das parcelas experimentais foi
realizado. Tomato severe rugose virus (ToOSRV) e Tomato chlorosis virus (ToCV) foram

respectivamente a especie de begomovirus predominante e a Unica espécie de crinivirus



encontrada nas amostras coletadas. Algumas plantas cultivadas e ndo cultivadas estavam
infectadas com ToSRV ou ToCV, indicando que sdo potenciais plantas hospedeiras
alternativas. N&o foi observada correlacdo positiva entre a incidéncia de begomovirose ou
crinivirose e a flutuacdo das populagdes de mosca-branca. Nas areas monitoradas, 0 progresso
da doenca foi invariavelmente rapido, com um padrdo levemente agregado das plantas
sintomaticas de begomovirus (tomateiro estaqueado e rasteiro) / ou crinivirus (tomateiro
estaqueado). Nao foi verificada diferenca significativa nas analises temporais e espaciais entre
as duas espécies virais ou entre areas de producdo. No entanto, foi observada uma diferenca
significativa entre parcelas experimentais localizadas no centro (PC) e na borda (PE) dos
pivls centrais (area de cultivo) em tomateiro para processamento. Os resultados de analises
temporais mostraram que os valores de incidéncia e area abaixo da curva de progresso da
doenca de begomovirus foram menores em PC do que em PE. Em analises espaciais, plantas
sintomaticas em PC foram mais agregadas que em PE. Todos esses resultados sugerem
fortemente que a distribuicdo de plantas sintomaticas de begomovirus em PC e PE ¢é
governada por diferentes mecanismos de disseminacdo. Embora essas analises temporal e
espacial comparativas entre parcelas localizadas na borda e centro s6 tenham sido realizadas
em tomateiro rasteiro, acredita-se que a dinamica das begomoviroses e criniviroses em
tomateiro estaqueado segue mesmo padrdo. Em especial, verificou-se que o padrdao de
distribuicdo da crinivirose e da begomovirose é semelhante, mesmo as duas viroses
apresentando modos de transmissdo distintos pela mosca-branca. Esse padrdo foi similar ao
observado em PE, indicando que a dispersdao priméaria assume papel relevante na
disseminacéo das duas doengas. Levando em consideracdo os resultados obtidos no trabalho
recomenda-se como manejo de viroses em tomateiro: a realizacdo de um planejamento de
plantio evitando associacdo de cultivos susceptiveis a begomovirus e também com bons

hospedeiros do inseto-vetor; a prevencdo de plantio escalonado; a eliminagdo de restos



culturais e plantas de tomate voluntarias; e o controle do inseto vetor durante todo o cultivo
do tomateiro dentro e fora da lavoura até a eliminacdo total das plantas. Todas essas medidas
de manejo devem ser realizadas de forma integrada e regional para o sucesso de controle das
viroses em tomateiro.

Palavras-chaves: begomovirus, crinivirus, epidemiologia, Solanum lycopersicum

Orientadora: Alice Kazuko Inoue Nagata, Universidade de Brasilia, Embrapa Hortalicas.
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Macedo, Mdnica Alves. Temporal and spatial progress of begomovirus and crinivirus in
tomatoes. 2016 (138 pag). Thesis (Doctorate in Plant Pathology) — Universidade de Brasilia,

Brasilia, DF, Brazil.

General Abstract

Tospovirus and begomovirus diseases are the two most important viral diseases that affect
Brazilian tomato crops in the last two decades. However, in 2006, another viral disease
caused by a crinivirus was identified infecting tomato plants in the state of Sdo Paulo, Brazil.
Today, the viral diseases with higher incidence in tomato are the ones caused by
begomoviruses and criniviruses. Management of vector-borne diseases remains a challenge
due to the great lack of information on epidemiological aspects of these diseases under field
conditions. In view of this lack of information, the main objectives of this work were to study
the epidemiological processes involved in begomovirus and crinivirus diseases in tomato;
evaluate the effect of a tomato-free-period in the incidence of the diseases caused by
begomovirus and tospovirus in this crop; and evaluate the potential of five plant species as
alternative host for Tomato severe rugose virus (ToSRV) and Bean golden mosaic virus
(BGMV) in order to obtain information that could help in the development of management
strategies to reduce the losses caused by these viral diseases. The subjects of this study were
divided into five chapters. Chapter 1 contains the literature review. The chapter 2 describes
the spatial and temporal distribution of the begomovirus disease in processing tomato
production areas. Chapter 3 reports the temporal and spatial progress of begomovirus and
crinivirus diseases in fresh market tomato production areas. In chapters 2 and 3, plots of 15 x
15 plants were marked and weekly evaluated for the presence or absence of characteristic
symptoms of these diseases in the plants. Monitoring of the whitefly populations, collection

and detection of viruses in weeds and in cultivated plants present inside or around of the

vii



experimental plots were carried out. These studies revealed that TOSRV and Tomato chlorosis
virus (ToCV) were the predominant begomovirus species and the only crinivirus species
found in the areas. Some cultivated and uncultivated plants were infected with ToSRV or
ToCV, indicating that they are potential alternative host plants. There was no positive
correlation between the incidence of begomovirus or crinivirus disease and the fluctuation of
the whitefly population. In the monitored areas, the progress of the diseases was invariably
fast, with a slightly aggregated pattern of symptomatic plants infected by begomovirus or
crinivirus. There was no significant difference in the temporal and spatial analysis between
the two viral species or among the tomato production areas. However, a significant difference
was observed between the experimental plots located in the center (PC) and the edge (PE) of
the central pivot described in Chapter 2. These results have shown that the values of incidence
and the area under disease progress curve of begomovirus were lower in PC than in PE. In the
spatial analyses, symptomatic plants in PC were more aggregated than in PE. All these results
strongly suggest that the distribution of begomovirus symptomatic plants in PC and PE is
ruled out by different spreading mechanisms. Although these temporal and spatial analyses of
comparative plots located at the edge and in the center have only been carried out in
processing tomato areas, it is believed that the spread of begomovirus and crinivirus disease
in fresh market tomato crops follows the same pattern. In particular, it was found that the
distribution pattern of crinivirus and begomovirus is similar, although they have different
transmission mechanisms by whiteflies. The spatial distribution pattern of these diseases was
similar to that observed in begomovirus disease in PE in processing tomato areas, indicating
that the primary dispersion assumes an important role in the spread of the two diseases. In
Taking all these results together, for the management of tomato viruses it is recommended:
avoid areas with susceptible hosts for begomoviruses and good insect-vector hosts; prevention

of continuous planting; elimination of crop residues and voluntary tomato plants; insect vector
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control during the cultivation of tomato inside and outside the field until the total elimination
of the crop. All these management measures should be undertaken in an integrated and
regional basis for a successful control of these viruses in tomato.

Keywords: Begomovirus, Crinivirus, epidemiology, Solanum lycopersicum

Advisor: Alice Kazuko Inoue Nagata, University of Brasilia, Embrapa Hortaligas

Co-Advisor: Armando Bergamin Filho, Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz"

Advisor of sandwich PhD: Robert Leonard Gilbertson, University of Davis.



Introducéo Geral

O tomateiro (Solanum lycopersicum) é uma hortalica cultivada em regides tropicais e
subtropicais durante todas as estacfes do ano. No Brasil essa hortalica possui elevada
importancia sécio-econdmica, devido a grande demanda de méo-de-obra e a extensao da area
cultivada. No Brasil, atualmente 64,36 mil hectares de terra séo destinados a tomaticultura,
sendo que nessa area sdo produzidas aproximadamente 4,2 milhdes de toneladas de frutos por
ano, dados referentes ao ano de 2014 (IBGE, 2016). No ano de 2010, aproximadamente 56%
da producéo de tomate no Pais foi destinado ao consumo in natura e aproximadamente 44% a
industria (Clemente & Boiteux, 2012). As principais areas de cultivo de tomate encontram-se
nos estados de Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo, Bahia, Rio Grande do Sul e Parana (IBGE,

2016).

O cultivo ininterrupto do tomateiro favorece o aparecimento de diversas doencas que
diminuem a producéo e afetam a qualidade do fruto. Essas doencas séo causadas por diversos
patdgenos e aquelas de origem viral sdo as que apresentam maior dificuldade de controle. No
Brasil, as principais doencas de origem viral sdo causadas por espécies de virus dos géneros
Begomovirus (Fernandes et al., 1983), Tospovirus (Kurozawa & Pavan, 2005) e Crinivirus
(Barbosa et al., 2011; Macedo et al., 2014). A begomovirose e a crinivirose sdo as que
ocorrem em maior incidéncia na cultura, devido principalmente a forma de disseminacao; alta
populacdo do inseto vetor; grande quantidade de hospedeiras alternativas em campo; a falta de
cultivares resistentes principalmente no segmento rasteiro e a falta de um manejo integrado e

regional.

No Brasil, a begomovirose em tomateiro é causada por diversas espécies de
Begomovirus, no entanto, a espécie Tomato severe rugose virus (ToSRV) é a espécie
predominante (Fernandes et al., 2008; Macedo et al., 2014). Os begomovirus pertencem a
familia Geminiviridae, possuem DNA circular fita simples e podem apresentar um
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(monopartidos) ou dois componentes gendmicos (bipartidos), denominados DNA-A e DNA-B
(Brown et al., 2015). A crinivirose em tomateiro é causada por duas espécies de Crinivirus,
porém apenas o Tomato chlorosis virus (ToCV) ja foi relatado no Pais (Barbosa et al., 2008;
Barbosa et al., 2011; Macedo et al., 2014). Espécies do género Crinivirus pertencem a familia
Closteroviridae e possuem genoma composto por RNA fita simples positiva (Wisler et al.,
1998). Begomovirus e crinivirus sdo virus transmitidos naturalmente pelo mesmo inseto
vetor, a mosca-branca, porem possuem inter-relacdo virus-vetor distinta. Os begomovirus séo
transmitidos de maneira circulativa-persistente por diversos bidtipos de B. tabaci (Ghanim et
al., 1998; Morin et al., 1999; Rubinstein & Czosnek 1997, Rosen et al., 2015) e crinivirus sdo
transmitidos de maneira ndo circulativa semi-persistente por B. tabaci e duas espécies de
Trialeurodes, T. vaporariorum e T. abutilonea (Wisler et al., 1998), sendo essa ultima ainda

ndo relatada no Brasil.

Devido a alta incidéncia de begomovirose em tomateiro e alta populacdo de mosca-
branca, aliados a dificuldade do manejo em tomateiro de crescimento determinado (tomateiro
rasteiro), foi implementada uma instru¢do normativa (IN 024, SDA, de 2003, MAPA) como
medida de controle para essa doencga. Essa medida de controle prevé a modificacdo do
calendario de plantio de tomateiro rasteiro, com a implementacdo de um periodo entre 60 a
120 dias consecutivos livres de tomateiro destinado a industria de processamento, além de
determinar algumas praticas de manejo integrado de pragas. Apenas o estado de Goias
regulamentou essa medida (IN 05 de 2007, Agrodefesa, GO), onde o transplantio é permitido
somente entre 0s meses de fevereiro a junho, outros estados produtores de tomateiro rasteiro
adotam um calendario de plantio semelhante, embora ndo oficialmente. Em municipios onde
existe producédo significativa de tomate para consumo in natura (estaqueado), a eficiéncia
dessa medida pode ser comprometida. Existe uma grande dificuldade de se estender a

instrucdo normativa para 0 tomateiro estaqueado, pois a demanda por frutos in natura é
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continua e a producao é realizada por pequenos produtores o que dificulta a fiscalizagdo. No
estado de Goids, no entanto, o plantio de tomateiro estaqueado em alguns municipios ja €
obrigatdrio seguir o calendario de plantio de tomateiro rasteiro (IN 006/2011, Agrodefesa,
GO). A adocdo de uma medida de controle similar foi implementada com sucesso no controle
de begomovirose em tomateiro na Republica Dominicana que instituiu um periodo livre de

hospedeiros de moscas-brancas igual a 90 dias (Salati et al., 2002).

No Brasil, surtos de begomovirose em tomateiro ainda foram observados mesmo apds
a implementacdo dessa medida de controle (Macedo et al., 2014). Apenas a auséncia de
tomateiro em campo pode n&o ser eficiente no controle da virose devido a diversos fatores,
como a presenca de inumeras plantas alternativas suscetiveis ao virus e altissima populagéo
do inseto vetor em campo logo nos primeiros plantios. Espécies de plantas daninhas como
Nicandra physaloides (Barbosa et al., 2009), Crotalaria spp., Euphorbia heterophylla, e Sida
spp. ja foram reladas como hospedeiras alternativas de ToSRV no Brasil (Barreto et al.,
2013). Espécies de plantas cultivadas também podem ser hospedeiras alternativas de ToSRV
como Solanum tuberosum (Souza-Dias et al., 2008), Capsicum baccatum (Bezerra-Agasie et
al., 2006), Capsicum annuum (Nozaki et al., 2006), Glycine max e Phaseolus vulgaris (dados
ndo publicados). A presenca dessas espécies hospedeiras alternativas nas proximidades das
areas de producdo de tomateiro pode levar a diminuicdo da eficiéncia do vazio fitossanitario.
Portanto, existem ddvidas sobre a real eficacia desta medida como controle de begomovirose
em tomateiro e dos fatores que possam interferir na eficiéncia dessa medida para essa cultura

no Brasil.

O manejo de doencas transmitidas por insetos vetores como a tospovirose, crinivirose
e begomovirose ainda é um desafio. Estudos dirigidos para essa area da fitopatologia sédo
raros, 0 que leva a existéncia de uma enorme lacuna no conhecimento do progresso das
epidemias dessas doengas, dificultando a elaboracdo de estratégias de controle eficientes.
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Com o intuito de gerar informacdes que possam ajudar a preencher algumas dessas lacunas o
objetivo desse trabalho foi estudar os aspectos epidemioldgicos de begomovirose e crinivirose
em tomateiro; avaliar o efeito do vazio fitossanitario na incidéncia de begomovirose e
tospovirose em tomateiro rasteiro e avaliar o potencial de plantas associadas ao tomateiro

como hospedeiras alternativas de TOSRV.
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Objetivos

Objetivo Geral
O objetivo geral desse trabalho foi estudar aspectos epidemioldgicos das principais
viroses em tomateiro e avaliar a distribuicdo espacial e temporal de begomovirose e

crinivirose.

Objetivos especificos descritos no capitulo 2:

v/ Estudar o progresso temporal e espacial de begomovirose em tomateiro de
crescimento do tipo determinado;

v' Estudar como os componentes de disseminacdo de begomovirus que afetam a
distribuicdo espacial e temporal de begomoviroses em tomateiro de crescimento
determinado;

v' Determinar as espécies de Begomovirus predominantes em cultivares de
crescimento determinado;

v’ ldentificar espécies de plantas daninhas e cultivadas infectadas naturalmente com
begomovirus de tomateiro;

v" Monitorar a populacdo de mosca-branca e confrontar com a incidéncia de

begomovirose.
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Objetivos especificos descritos no capitulo 3:

v Estudar o progresso temporal e espacial de begomovirose e crinivirose em
tomateiro de crescimento do tipo indeterminado;

v Estudar como os componentes de disseminacdo de begomovirus e crinivirus
afetam a distribuicdo espacial e temporal de begomoviroses e criniviroses em
tomateiro indeterminado;

v' Determinar as espécies de Begomovirus e Crinivirus predominantes em cultivares
de crescimento indeterminado;

v' Identificar espécies de plantas daninhas e cultivadas infectadas naturalmente com
begomovirus e crinivirus de tomateiro;

v" Monitorar a populagdo de mosca-branca e confronta com a incidéncia de

begomovirose e crinivirose.
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Capitulo 1: Revisao de literatura
O tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicum) pertence a familia Solanaceae e € originario da
regido hoje correspondente ao territorio do Peru, Chile, Bolivia, Equador e Coldmbia
(Esquinas-Alcazar & Nuez, 1995; Fontes & Silvas, 2002; Rick & Holle, 1990). A partir
dessa regido, o tomateiro foi introduzido em diversos paises, e, em pouco tempo, a
tomaticultura foi amplamente disseminada em todos os continentes. Essa cultura possui
atualmente relevante importancia econémica no mundo inteiro, sendo que o Brasil ocupa a 82
posic¢ao no ranking dos maiores produtores de tomate do mundo (FAO, 2015).

No Brasil no ano de 2014, 64,36 mil hectares foram destinados a tomaticultura, sendo
que nessa area foram produzidas anualmente 4,3 milhGes de toneladas de frutos (IBGE,
2015). Uma estimativa feita em 2011 revelou que aproximadamente 58% da producdo de
tomate no Brasil sdo destinados ao consumo in natura e 42,5% séo destinados a inddstria
(Clemente & Boiteux, 2012). A produtividade do tomateiro é muito varidvel de acordo com o
tipo de producdo, tipo de fruto e a regido onde é cultivado. A regido Centro-Oeste é a regido
com maior produtividade atingindo uma média de 85,73 ton/ha, em seguida esta a regido
Sudeste com média 68,59 ton/ha, sendo que essas duas regides concentram 0s principais

estados produtores (IBGE, 2015).

Tomate segmento para consumo in natura

No Brasil, a cultura do tomateiro para consumo in natura (tomate de mesa) tem sido
uma importante fonte de emprego ao longo de toda a cadeia produtiva (ABCSEM, 2009). O
cultivo do tomate para esse segmento é normalmente conduzido em sistemas estaqueados ou
tutorados, gerando intensa méo-de-obra (Boiteux et al., 2008).

A producdo de tomate para mesa distribui-se entre as regides Sudeste (59,3%), Centro-

Oeste (7,1%), Sul (18,2%), Nordeste (15,1%) e Norte (0,3%). Os principais estados
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produtores nesse segmento sdo: Minas Gerais (20%), Sdo Paulo (19,1%), Rio de Janeiro
(9,7%), Bahia (9%), Parana (8,2%), Goias (6,3%), Santa Catarina (6%) e Rio Grande do Sul
(4%) (ABCSEM, 2009; Boiteux et al., 2008).

O Brasil apresenta uma grande diversidade de sistemas de cultivo de tomate para
consumo in natura ocupando de 38 a 42 mil hectares (ABCSEM, 2009; Tavares, 2002). Os
tomates para consumo in natura podem ser divididos em diferentes grupos varietais de acordo
com o formato de seus frutos e sua finalidade de uso. Os segmentos varietais de maior
importancia no pais sdo: salada indeterminado e determinado; Santa Cruz, italiano/saladete e

cereja (ABCSEM, 2009).

Tomate segmento para processamento industrial

Atualmente, a cadeia agro-industrial brasileira de tomate para processamento industrial
é considerada dinamica, eficiente e competitiva (Clemente & Boiteux 2012). A incorporacéo
vigorosa de avancgos tecnoldgicos fez a produtividade aumentar de 35t /ha na década de 90
para uma média atual préxima a 80t /ha (IBGE, 2010).

A distribuicdo das areas de producdo de tomateiro industrial sofreu grande modificacéo
a partir da década de 90. Até entdo, a regido Nordeste concentrava a maior parte da producéo,
mas teve sua area gradativamente reduzida devido a inUmeros problemas, principalmente
fitossanitarios que levaram ao fechamento de varias fabricas (Clemente & Boiteux 2012). A
partir do final da década de 90, a producdo de tomateiro industrial ja era concentrada na
regido Centro—Oeste brasileira, especialmente o estado de Goias (Clemente & Boiteux 2012).
Estimativas de 2011 mostraram que Goias possui mais de 84% da area de producdo de
tomateiro rasteiro, seguido por S&o Paulo, com 13,4% e Minas Gerais com 1,79%, sendo que
os demais estados produtores representam menos de 1% das areas cultivadas (IBGE, 2012).

Atualmente esse cenario ndo deve ser mais 0 mesmo, pois esse segmento € dinamico devido a
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abertura, deslocamento e fechamento de fabricas de processamento de tomateiro que ocorrem

com certa frequéncia.

Doencas de origem viral no tomateiro

A ocorréncia de doencas € um dos fatores que mais preocupam 0s tomaticultores e
certamente constituem os principais fatores que contribuem para a diminuigédo da producao na
cultura do tomateiro. Dentre as doencas de origem viral destacam-se as causadas por espécies
de virus dos géneros Tospovirus, Begomovirus (Kurozawa & Pavan, 2005) e Crinivirus
(Barbosa et al., 2009; Macedo et al., 2014), mas outras espécies pertencentes aos géneros
Potyvirus, Cucumovirus, Tobamovirus também afetam a cultura (Lopes, 2005). Tanto o
cultivo de tomateiro estaqueado como o rasteiro sdo afetados pelas principais doencas de
origem viral. No entanto o segmento rasteiro € mais carente na oferta de cultivares resistentes
a begomovirus e tospovirus que o segmento mesa que disponibiliza um leque maior de opcdes
de cultivares. A seguir sera realizada uma descricdo sucinta dos trés principais géneros de

virus que afetam o cultivo do tomateiro no Pais.

O género Begomovirus

O género Begomovirus pertence a familia Geminiviridae, familia considerada mais
numerosa dentre 0s virus de plantas, possuindo atualmente 325 espécies, sendo que 288 séo
espécies do género Begomovirus (ICTV on line, 2015). A familia Geminiviridade € formada
por sete géneros: Becurtovirus, Begomovirus, Curtovirus, Eragrovirus, Mastrevirus,
Topocuvirus e Turncurtovirus, assim divididos de acordo com a gama de hospedeiros, inseto
vetor, organizagdo gendmica e relacionamento filogenético (ICTV on line, 2015). Os virus
dessa familia possuem DNA circular de fita simples e sdo encapsidados em particulas com
morfologia geminada, se replicam no ndcleo da célula hospedeira a partir de um intermediario

de DNA dupla fita através do mecanismo de circulo rolante (Saunders et al. 1991; Stenger et
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al. 1991). Os virus dos géneros Becurtovirus, Curtovirus, Eragrovirus, Mastrevirus,
Topocuvirus e Turncurtovirus possuem apenas um componente gendmico enquanto aqueles
do género Begomovirus podem possuir um (monopartido) ou dois componentes (bipartido)
(Adams et al., 2013).

As particulas virais da maioria dos begomovirus sdo restritas ao tecido floematico da
planta e sdo transmitidas naturalmente por insetos-vetores (Stanley, 2005). Nos begomovirus
bipartidos os dois elementos gendmicos sdo essenciais para 0 sucesso da infeccdo viral
(Sunter & Bisaro, 1992). Existem poucos casos onde os begomovirus bipartidos sdo capazes
de causar infec¢do sistémica apenas com um dos componentes virais, 0 DNA-A, por exemplo,
um caso de um begomovirus do velho mundo (Rojas et al., 2005) e outro do novo mundo
(Galvéo et al., 2003). O DNA-A possui cinco ORFs, quatro no sentido complementar (Rep,
TrAP, REN e AC4) e uma no sentido Viral (CP) (Stanley, 2005). O DNA-B possui duas
ORFs, uma no sentido viral (NSP) e a outra no sentido complementar (MP) (Stanley, 2005).
O DNA-A codifica proteinas envolvidas na replicacdo e transcricdo do DNA viral (Rep,
TrAP, REN) e a proteina capsidial (CP) e o DNA-B € fundamental para a sintese de proteinas
responsaveis para 0 movimento célula-a-célula, via plasmodesmas (MP) e para 0 movimento
intracelular do nicleo para o citoplasma e vice-versa (NSP) (Rojas et al., 2005). A CP é uma
das proteinas mais importantes para a transmissdo de virus por vetores em begomovirus. A
CP é uma proteina multifuncional, que além de proteger o DNA viral, desempenha funcdes
durante a transmissdo mecanica ou por vetor, sendo essencial na determinacdo da
especificidade do inseto-vetor (Unseld et al., 2004). O DNA-A e o DNA-B nédo possuem
homologia na sequéncia de nucleotideos, exceto por uma regido intergénica de
aproximadamente 200 nucleotideos, denominada regido comum (RC), que é altamente

conservada entre os dois componentes de uma determinada espécie viral (acima de 90% de
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homologia). A partir desta regido os genes virais divergem nos sentidos viral e complementar
(Lazarowitz, 1992; Stanley & Gay, 1983).

A variabilidade génica em begomovirus ocorre por meio de mutacdo, recombinacédo e
pseudo-recombinacdo. As mutacBes sao pouco frequentes em virus com genoma de DNA,
uma vez que estes possuem a capacidade de corrigir erros de leitura durante a replicacéo
(“proof-reading”) da DNA polimerase (Roossinck, 1997). Entretanto, trabalhos recentes
demonstraram que para alguns virus de ssDNA, como geminivirus, a frequéncia de mutacao
pode ser semelhante a taxa de mutacdo dos virus de RNA, o que leva esses virus a
apresentarem taxas evolutivas similares a dos virus de RNA (Duffy & Holmes, 2009) A
existéncia de dois componentes genémicos na maioria dos begomovirus possibilita um
mecanismo alternativo para a existéncia de variabilidade génica. Este mecanismo de troca de
elementos gendmicos entre virus distintos € chamado de pseudo-recombinagdo
(“reassortment”) (Stanley et al., 1985). A recombinacéo é considerada o principal mecanismo
de variabilidade génica na familia Geminiviridae (Padidam et al., 1995). A recombinacéo de
DNA em geminivirus pode ocorrer ndo somente entre isolados de um mesmo virus, mas
também entre espécies de géneros distintos, o que resulta no rapido surgimento de novas
formas virais (Seal et al., 2006). Devido a essa alta taxa de recombinacdo nos begomovirus,
pequenos fragmentos de genoma ndo podem ser usados como critérios para a definicdo de
novas espécies. Em 2015, Brown e colaboradores realizaram uma revisdo detalhada dos
critérios de demarcacao de espécies, estirpes e isolados, a partir da analise de 3123 sequéncias
de nucleotideos do DNA-A de isolados de begomovirus depositados em bancos de dados
publicos (Brown et al., 2015). Os critérios demarcados nesse trabalho para a classificacéo de
novas espécies incluem dentre outros aspectos, o nimero de componentes gendmicos
(presenca ou auséncia do DNA-B), a organizacdo do genoma (presenca ou auséncia da ORF

AV2) e o sequenciamento de nucleotideos completo do DNA-A. A porcentagem de
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identidade de nucleotideos deve estar abaixo de 91% utilizando Sequence Demarcation Tool
(SDT) v. 1.0 (Muhire et al., 2014) e MUSCLE (Edgar, 2004) como op¢édo de alinhamento,
para que o isolado seja considerado uma nova espécie. Se o isolado apresentar niveis de
identidade entre 91% a 94%, o isolado em questdo é considerado uma nova estirpe (Brown et
al., 2015). Em consequéncia desses novos critérios, algumas espécies foram re-classificadas
como isolados, enquanto outros, previamente classificados como isolados foram elevados ao

nivel de espécie (Brown et al., 2015).

Os begomovirus no Brasil e no Mundo

Entre os begomovirus de maior importancia econémica mundial pode-se citar o Bean
golden mosaic virus (BGMV), o African cassava mosaic virus (ACMV) e o Tomato yellow
leaf curl virus (TYLCV) (Moriones & Navas-Castilho, 2000; Were & Winter, 2004). Desses
virus apenas o BGMV, um begomovirus bipartido, ocorre no Brasil, e ainda ndo ha relatos da
presenca desses outros dois begomovirus.

O primeiro relato de um begomovirus no Brasil foi feito em 1950 por Costa e Bennett.
Eles demonstraram que um begomovirus identificado em plantas de Euphorbia prunifolia era
transmitido por mosca-branca (Costa & Bennett, 1950). Uma década mais tarde foi feito o
primeiro relato de begomovirus em tomateiro (Flores et al., 1960). Cinco anos mais tarde foi
feito o primeiro relato de begomovirus afetando a cultura do feijdo comum (Phaseolus
vulgaris) (Costa, 1965).

O aumento da incidéncia de begomoviroses no pais € atribuido principalmente a dois
eventos. O primeiro foi o aumento da area plantada com soja no pais, observando-se um
grande surto populacional do inseto vetor de begomovirus, pois a soja € excelente hospedeira
de mosca-branca (Musa & Ren, 2005) e ndo sofre grandes danos com o ataque da praga (Faria
et al., 2000). Como consequéncia, nos anos 70 essa doenca tornou-se fator limitante para o

cultivo de feijoeiro no Brasil (Faria, 1994). Outras culturas passaram, entdo, a ser afetadas por
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begomovirus e relatos de begomovirus em tomateiro passaram a ser mais frequentes (Costa et
al., 1975). No mesmo ano, o virus do mosaico dourado do tomateiro foi purificado e nomeado
como Tomato golden mosaic virus (TGMV) (Matyis et al., 1975). O segundo evento foi a
introducdo do bidtipo B de Bemisia tabaci no pais na década de 90, ocorrendo um grande
surto de begomoviroses em diversas culturas, mas principalmente em tomateiro (Valle &
Lourencao, 2002).

Hoje, os bancos de dados publicos listam a ocorréncia de 16 espécies de begomovirus
isoladas de tomateiro no Brasil e consideradas espécies definitivas pelo ICTV: Tomato bright
yellow mosaic virus, Tomato chlorotic mottle virus, Tomato common mosaic virus, Tomato
golden mosaic virus, Tomato golden leaf spot virus, Tomato golden leaf distortion virus,
Tomato golden vein virus, Tomato interveinal chlorosis virus, Tomato leaf distortion virus,
Tomato mild mosaic virus, Tomato mottle leaf curl virus, Tomato rugose mosaic virus,
Tomato severe rugose virus, Tomato yellow mottle virus, Tomato yellow spot virus, Tomato
yellow vein streak virus (ICTV on line 2015). Das dezesseis espécies de begomovirus
presentes no Pais, apenas trés espécies foram consideradas predominantes, TOSRV que esta
presente em todo o pais, TGVV, que predomina no Sudeste e TMoLCV que se concentra no
Nordeste brasileiro (Fernandes et al., 2008). Trabalhos realizados com begomovirus coletados
no pais mostraram que 0s virus sdo autenticamente brasileiros, e ndo resultantes de
introducgdes recentes de virus exdéticos (Albuquerque et al., 2010; Castillo-Urquiza et al.,

2008).

O género Crinivirus

A familia Closteroviridae inclui virus lineares, com genoma ssRNA senso positivo, com
aproximadamente 20kb, sendo encapsidado em particulas longas e flexuosas. Esta familia
possui 39 espécies distribuidas em quatro géneros, sendo que o género Crinivirus, possui 0

maior nimero de espécies. Dentro desta familia quatro espécies ndo estdo classificadas em
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nenhum género. O género Crinivirus possui um genoma bipartido com duas moléculas de
RNA, encapsidados em particulas alongadas e flexuosas de comprimento de 800-850nm. O
RNA 1 apresenta quatro ORFs que traduzem em proteinas responsaveis por diversas fungdes
na replicacdo viral. O RNA 2 possui nove ORFs, traduzido em algumas proteinas que devem
atuar principalmente na encapsidacdo viral, no movimento célula-a-célula, na transmissédo
através do vetor e no dominio transmembrana (ICTV on line, 2015). O género Crinivirus €
formado por treze espécies, mas apenas duas sdo capazes de causar infeccdo em plantas de
tomateiro, a Tomato chlorosis virus (ToCV) e a Tomato infectious chlorosis virus (TICV).
Ambas as espécies ndo sdo transmitidas mecanicamente, sendo dispersas em condicdes
naturais exclusivamente pelo inseto vetor, a mosca-branca (Wintermantel & Wisler et al.,
2006). O ToCV é transmitido por biotipos de Bemisia tabaci e espécies de Trialeurodes,
enquanto que o TICV é transmitido exclusivamente por Trialeurodes vaporariorum (Wisler et
al., 1998). O primeiro relato de crinivirus em tomateiro foi realizado no estado da Flérida em
1996 em plantas de casa-de-vegetacdo, o virus entdo presente era o TICV (Wisler et al.,
1998). Desde entdo diversos relatos foram feitos em varias partes do mundo. No Brasil, o
primeiro relato de crinivirus em tomateiro foi realizado em plantas de tomateiro no municipio
de Sumaré, no estado de Sdo Paulo em 2008 (Barbosa et al., 2008), em seguida foram
realizados relatos em mais cinco estados brasileiros, Bahia, Espirito Santo, Goias, Minas
Gerais e Rio de Janeiro (Barbosa et al., 2011). No ano seguinte altas incidéncia de ToCV
foram verificadas em areas de producdo de tomate localizadas no Distrito Federal e no estado
de Goias (Macedo et al., 2014). Os sintomas caracteristicos de plantas de tomateiro infectadas
com ToCV sdo clorose internerval, enrolamento e espessamento foliar nas folhas baixeiras
enquanto o dossel superior permanece sem grandes alteraces (Wisler et al., 1998). Este virus
apresenta um longo periodo de laténcia em plantas infectadas, apresentando sintomas somente

apos 3 a 4 semanas da infeccdo (Wintermantel & Wisler, 2006). Apesar da auséncia de
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sintomas, plantas com infeccdo latente servem como fonte de inoculo para a dispersdo do

virus pelo inseto vetor (Wintermantel & Wisler, 2006).

Mosca-branca

A mosca-branca foi descrita pela primeira vez na Grécia, em 1889, como Aleurodes
tabaci por Gennadius, em plantas de fumo (Caciagli, 2001). S&o insetos sugadores que
pertencem a ordem Hemiptera, familia Aleyrodidae (Gallo et al., 2002), apresentando cinco
géneros principais: Bemisia, Aleurothrixus, Dialeurodes, Trialeurodes e Aleurodicus. Embora
existam cerca de 1200 especies de moscas-brancas, menos de 40 espécies sao consideradas
pragas (Martin, 1999). Mesmo assim, a mosca-branca se tornou um grande problema para a
agricultura em areas tropicais e subtropicais do mundo (Oliveira et al., 2003). As espécies
Bemisia tabaci e Trialeurodes vaporariorum causam 0s prejuizos mais graves (Byrne et al.,
1990).

As moscas-brancas sdo insetos que sugam a seiva do floema das plantas hospedeiras,
tanto na fase imatura como na adulta, provocando alteracGes no desenvolvimento vegetativo e
reprodutivo da planta (dano direto) podendo causar também danos indiretos, sendo a
transmissdo de virus o dano mais sério causado pelas moscas-brancas (Byrne & Bellows JR,
1991). Além disso, esses insetos excretam substancias acucaradas que cobrem as folhas das
plantas e servem de substrato para fungos, resultando na formacao de fumagina, reduzindo o
processo de fotossintese e o valor comercial das culturas (Inbar & Gerling, 2008). Em
tomateiro, ocorre também o efeito da injecdo de toxinas pelas moscas-brancas que causam o
amadurecimento irregular dos frutos, o que dificulta o reconhecimento do ponto de colheita e
reduz a producdo e a qualidade da pasta ap6s o processamento, além de causar a isoporizacdo
da polpa, diminuindo a qualidade e levando ao prejuizo da comercializacdo do produto

(Villas-Boas et al., 1997).
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As ninfas como os adultos de mosca-branca possuem aparelho bucal do tipo sugador
(Martin & Mound, 2007). Os adultos possuem dois pares de asas membranosas e medem
entre 1-2mm, sendo a fémea maior que 0 macho. As ninfas sdo translicidas e tém a coloracao
amarela a amarelo-palido e os adultos possuem o dorso de cor amarelo e as asas brancas
(Villas-Boas et al., 1997). Todos os estadios habitam a face inferior das folhas e apenas o
adulto é capaz de migrar até novas plantas e os estadios imaturos permanecem o tempo todo
em uma mesma planta (Villas-Boas et al., 1997). No entanto, a fase inicial da ninfa, primeiro
instar € movel, sendo as demais fases sésseis (Inbar & Gerlin, 2008).

A mosca-branca, B. tabaci, apresenta metamorfose incompleta, passando pelas fases de
ovo, ninfa e adulto, sendo que a fase de ninfa apresenta quatro estadios. A reproducdo dessa
espécie pode ser sexual ou partenogenética. Na reproducdo sexual, a prole serd de machos e
fémeas e quando partenogenética, ela sera constituida somente de machos (Blackman &
Cahill, 1998). Existe também uma regulacdo na taxa sexual, quando a populacdo de machos
estd maior que das fémeas, a reproducdo sexual aumenta, para aumentar a proporcdo de
fémeas (Byrne et al., 1990). A fémea coloca de 100 a 300 ovos durante toda a sua vida. Em
média ocorrem entre 11 e 15 geracBes por ano. O tempo que 0 inseto demora para emergir
desde o ovo até o adulto é de aproximadamente 20 dias, mas esse periodo varia de acordo
com a temperatura (Byrne & Bellow, 1991; Brown & Bird, 1992). A longevidade do inseto
depende da temperatura e da planta fonte de alimentacdo. Em tomateiro a longevidade de
fémeas foi igual a 19 dias (Salas et al., 1995), em repolho a longevidade variou de 12 a 30
dias e em feijoeiro o tempo de vida maximo foi igual a 40 dias (Villas-Boas et al., 2002).

A mosca-branca B. tabaci se caracteriza por ser polifaga e explorar um grande numero
de plantas hospedeiras (Brown et al., 1995). Além de plantas cultivadas, muitas espécies de
plantas daninhas sdo hospedeiras desse inseto. Mas pouco é conhecido sobre a interacdo da

praga com suas plantas hospedeiras e os fatores que regulam o comportamento de selecdo de
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novos hospedeiros, bem como seu potencial de adaptacdo para novas espécies. A B. tabaci é
primeiramente atraida por plantas de cor amarela e é determinada pelo contato e picada de
prova (Berlinger, 1986). Se o inseto pousar em um hospedeiro adequado permanecera nele,
para futura alimentacdo e ovoposicao. Por outro lado, se o hospedeiro ndo foi adequado, o
inseto deixara a planta (Berlinger, 1986). Em um estudo de preferéncia de hospedeiras, foi
verificada que as plantas com maior nimeros de adultos foram plantas de aboborinha, tomate,
feijao, pepino, berinjela, repolho e soja em detrimento a mandioca, milho e pimentdo (Villas-
Bdas et al., 2001).

A existéncia de biotipos de B. tabaci foi proposta na década de 50, apds a descoberta de
populacdes morfologicamente semelhantes, que exibiam tracos bioldgicos diferentes com
relacdo a afinidade para a planta hospedeira, aos graus de sintoma de viroses, a resisténcia a
inseticidas, a morfologia e ao comportamento dos insetos (Bedford et al., 1994; Brown et al.,
1995; Costa & Brown, 1991). O complexo B. tabaci é formado por cerca de 41 bidtipos
morfologicamente indistinguiveis (De Barro et al., 2005).

No Brasil, os primeiros relatos da ocorréncia da mosca-branca datam de 1923, que
ocorriam nessa época em varias culturas em baixa infestacdo (Bondar, 1928). Um pouco mais
tarde entre o final da década de 60 e inicio na década de 70, surtos populacionais foram
verificados em lavouras de algodao, soja, feijdo no norte do estado do Parané e na regido sul
do estado de Sdo Paulo (Costa et al., 1973). Depois desses relatos, somente no inicio da
década de 90, novos surtos de mosca-branca foram observados, mais precisamente no estado
de Sao Paulo (Lourencdo & Nagai, 1994). Esse novo surto de mosca-branca foi associado a
introducdo de um novo biotipo de B. tabaci no Pais, o bidtipo B (Lourencdo & Nagai, 1994).
Apos a constatacdo desse novo bidtipo em Sao Paulo, esse rapidamente se espalhou para as

demais regides agricolas do Brasil (Lourencdo & Nagai, 1994; Franca et al., 1996).

26



A introducdo do bidtipo B de B. tabaci no Brasil foi provavelmente através da planta
ornamental poinsétia (Euphorbia pulcherrima) (Lourencdo & Nagai, 1994; Melo, 1992). O
bidtipo nativo brasileiro, denominado biotipo A, foi gradativamente substituido pelo biotipo
B, que é atualmente o bidtipo predominante no Pais (Lima et al., 2000). Por muito tempo nédo
foi mais verificada a presenca do bidtipo A, no entanto estudos recentes verificaram a
presenca de dois biotipos de B. tabaci nativos do Brasil, biotipo A e bidtipo BR (Marubayashi
et al., 2013). E mais recentemente foi relatada a presenca de um biotipo de B. tabaci exotico
no sul do Brasil, o bidtipo Q (Fonseca et al., 2015). O resultado dessa nova introdugdo podera
modificar o cenario de distribuicdo de bidtipos de B. tabaci no Pais, além de possiveis
alteracdes na gama de hospedeiros e espécies susceptiveis de virus transmitidos por B. tabaci,
como foi observado apds a introducéo do biotipo B.

A classificacdo de acordo com bidtipos é baseada em aspectos biologicos e
morfoldgicos, sendo considerado um método de dificil reproducéo entre laboratorios distintos,
podendo gerar resultados divergentes para individuos pertencentes ao mesmo biétipo (De
Barro et al., 2011). Atualmente o método mais informativo e reproduzivel para classificacdo
do complexo B. tabaci é baseado na analise da sequéncia parcial do gene Mitocondrial
Citocromo Oxidase | (mtCOl) (De Barro et al., 2011). Com base nessa nova classificacdo tem
sido geralmente aceito que, em vez de um complexo de espécies, B. tabaci € um complexo de
11 grupos com alto nivel de distincdo que englobam pelo menos 36 espécies
morfologicamente indistinguiveis, todas separadas por um minimo de 3,5% de identidade da
sequéncia parcial do gene mtCOI (Dinsdale et al., 2010; De Barro et al., 2011; Hu et al.,
2011; Alemandri et al., 2012; Boykin et al., 2012; Tay et al., 2012; Firdaus et al., 2012). Os
bidtipos A e BR nativos do Brasil e os exoticos no Pais B e Q, de acordo com essa nova
classificagdo foram denominados respectivamente como espécie New World (NW); New

world 2 (NW2); Middle East-Asia Minor 1 (MEAML1); e Mediterranean (MED). Nesse
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trabalho foi adotada a classificacdo de B. tabaci, baseada em biotipos pela facilidade e
familiaridade com essa classificacao.

Atualmente, a mosca-branca é considerada um grupo importantissimo em ambito
mundial, veiculando mais de 40 fitovirus diferentes (Brown & Bird, 1992). A mosca-branca
além de transmitir virus pertencentes ao género Begomovirus, também pode transmitir
espéecies dos géneros Crinivirus, Carlavirus e Ipomovirus. Porém, a grande maioria das
espécies transmitidas por mosca-branca encontra-se no género Begomovirus (Canto et al.,

2007; Jones, 2003).

Transmissdo de begomovirus por vetor

Os begomovirus sdo naturalmente transmitidos por moscas-brancas a partir de fontes de
virus proximas, ndo sendo transmitidos por contato entre plantas, nem por sementes (Costa,
1976). No entanto, dois trabalhos recentes tem mostrado evidencias de que duas espécies de
begomovirus podem ser transmitidas por sementes (Kim et al., 2015; Kil et al., 2016) , no
entanto ainda ndo é uma informacdo plenamente aceita. A transmissdo de begomovirus por
moscas-brancas é do tipo persistente-circulativa (Cohen & Nitzanv 1966; Rubinstein &
Czosnek, 1997; Ghanim et al., 1998; Morin et al., 1999; Rosen et al., 2015). Existe ainda
muita controvérsia se ocorre ou nao replicacdo de begomovirus no inseto vetor, entdo até o
momento a inter-relacdo begomovirus-vetor, tem sido considerada como ndo-progativa.
Estudos realizados por Pakkianathan et al. (2015) demostraram uma evidéncia de replicacao
de Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) (ssDNA) no corpo de B. tabaci. O periodo de
retencdo ou persisténcia do virus no vetor é relativamente longo, de algumas semanas ou por
toda a vida do inseto (Costa, 1998).

O movimento de begomovirus através do corpo da mosca-branca segue uma via
especifica, exigindo a superacdo de inUmeras barreiras, membranas no corpo do inseto

(Hogenhout at al., 2008; Blanc et al., 2011). O caminho percorrido inicia-se no estilete, passa
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pelo esofago, atravessa o intestino medio, entra na hemolinfa e deve chegar na glandula
salivar primaria (Czosnek et al., 2002). Estudos de imunolocalizacdo sugeriu que a camara
filtro e a porcdo anterior do intestino médio séo os locais possiveis envolvidos no transporte
de begomovirus do lumen intestinal para a hemolinfa (Hunter et al., 1998).

O DNA viral é detectavel no corpo dos insetos apds um pequeno periodo de acesso de
alimentacdo, mas 0s insetos ndo sdo imediatamente capazes de transmitir os virus para plantas
sadias (Cohen & Nitzanv, 1966). Assim, existe um periodo de tempo entre a alimentacédo na
planta infectada e inoculacdo na planta sadia, em que mesmo as particulas virais presentes no
corpo do vetor, o inseto € incapaz de transmiti-las, este periodo € chamado de periodo de
laténcia (Cohen & Nitzanv, 1966). O periodo de laténcia varia com a espécie de virus e
inseto-vetor. Em 1950, Costa e Bennett realizaram diversos testes para determinar o periodo
de laténcia do agente causal do mosaico da euphorbia, um begomovirus bipartido extraido de
plantas de Euphorbia sp. Neste trabalho, eles demonstraram que o periodo de laténcia desse
virus em B. tabaci foi de no minino 5 horas e que o intervalo de tempo em que o inseto €
capaz de transmitir o virus para 0 maior numero de plantas situou-se entre 8 e 24h (Costa &
Bennett, 1950). O periodo de laténcia de Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), um
begomovirus monopartido, no vetor varia entre 12-24h (Cohen & Nitzanv, 1966).

Apesar dos begomovirus serem adquiridos pelos insetos por periodos muito curtos, de
aproximadamente 10 min, a probabilidade de transmissdo aumenta com o aumento dos
tempos de alimentacdo na fonte de virus, até 24 horas (Costa, 1998). O mesmo ocorre com 0
periodo de inoculacdo que aumenta com o tempo de alimentagcdo na planta-sadia (Costa,
1998). Santos et al. (2003) demonstraram que, para 0 Tomato rugose mosaic virus, o periodo
minimo de acesso de alimentacdo € de 15 min, de inoculacgdo € de pelo menos 30 min, que o
de laténcia € superior as 16h e que a capacidade do inseto transmitir 0 virus aumenta com o

aumento do periodo de alimentacéo.
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Os begomovirus, na auséncia de plantas cultivadas, perpetuam na natureza
principalmente em plantas silvestres e daninhas. No entanto, existe evidéncia da
sobrevivéncia do begomovirus monopartido TYLCV através da passagem transovariana, isto
é, a passagem do virus para a progénie dos insetos-vetores (Ghanim et al., 1998). Nesse
trabalho foi demonstrada a deteccdo de TYLCV em ovos, ninfas e adultos provenientes de
insetos viruliferos, sendo os adultos capazes de transmitir o virus para plantas sadias
(Ghanim et al., 1998). Para begomovirus bipartidos ha relato de passagem transovariana para
ovos, ninfas, e adultos, provenientes de fémeas viruliferas mantidas em plantas nao
hospedeiras do virus (Santos et al.,, 2003). Mas o adulto oriundo dessa fémea, mesmo
apresentando particulas virais detectaveis por PCR, ndo é capaz de transmitir o virus para
plantas sadias (Santos et al., 2003), provavelmente o adulto perde a capacidade de transmitir
para novas plantas, devido a diminuicéo da carga viral no corpo do inseto.

As moscas-brancas abrigam populacdes de endossimbiontes que sdo divididos em dois
grupos denominados endossimbiontes obrigatérios e facultativos também conhecidos
respectivamente como primario e secundario. O endossimbionte primario mais conhecido é
Portiera aleyrodidarum (Baumann et al., 2004) e exemplos de endossimbiontes secundarios
sdo: Wolbachia (Zchori-Fein & Brown 2002) Rickettsia (Gottlieb et al., 2006)
Cardinium (Weeks et al., 2003), Arsenophonus (Thao & Baumann,
2004), Hamiltonella (Moran et al., 2005) e Fritschea (Everett et al., 2005). Existe uma grande
diversidade de endossimbiontes em B. tabaci, no entanto a fungdo da maioria dessas
permanece desconhecida ou nao foi totalmente esclarecida. Uma interagdo conhecida é a do
endossimbionte Rickettsia com B. tabaci biotipo B, verificando que a presenca desse bidtipo
aumenta a fecundidade e sobrevivéncia das fases imaturas até a fase adulta e acelera o

desenvolvimento (Kliot et al. 2014).
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Atualmente duas proteinas de choque térmico, BtHSP16 e Bt HSP70 e uma proteina de
63 kDa homologa a GroEL produzida por endosimbiontes secundéarios de B. tabaci foram
associadas a transmissdo de begomovirus, especificamente na interacéo direta com a CP viral
(Gottlied et al., 2010; Ohnesorge & Bejarano 2009; Gotz et al., 2012).

A proteina GroEL apresenta elevada afinidade com a proteina do capsideo dos
polerovirus, é possivel que ela forme um complexo com virions para facilitar a passagem do
virus pelo corpo do inseto-vetor, até que esse possa ser transmitido para o hospedeiro (Morin
et al.,, 1999). Trabalhos realizados com o homologo da GroEL sintetizada por um
endossimbionte de Bemisia tabaci verificaram que essa proteina possuia papel similar na
transmissdo de TYLCV (Morin et al., 1999). Estudos realizados com o objetivo de verificar a
relacdo da proteina GroEL com a transmissdo de TYLCV observaram a reducdo da
transmissdo do virus em aproximadamente 80%, ao alimentar moscas-brancas com antissoro,

anti-GroEL (Akad & Czosnek, 2004).

Transmissao de crinivirus

A interacdo da mosca-branca como 0s crinivirus nao esta tdo esclarescida como a deste
vetor com 0s begomovirus. Sabe-se que espécies do género Crinivirus sdo transmitidas de
forma semi-persistente pelo inseto vetor (Wisler et al., 1998), mas pouco se sabe sobre o local
de retencdo das particulas virais no corpo do inseto. O TICV ¢é transmitido apenas por T.
vaporariorum, enquanto que ToCV ¢é transmitido por trés espécies de Trialeurodes e por
Bemisia tabaci (Wisler et al., 1998). Diferencas na eficiéncia de transmissdo de ToCV foram
conhecidas desde a primeira caracterizacdo do virus, embora tenha sido demonstrada anos
mais tarde (Wintermantel & Wisler, 2006). ToCV pode ser transmitido com elevada
eficiéncia tanto por B. tabaci biétipo B e T. abuliloneas, enquanto que a transmissao por
outros membros do género Trialeurodes é muito menos eficiente (Wintermantel & Wisler,

2006). Embora a eficiéncia de transmissdo por T. abuliloneus e B. tabaci seja igualmente
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eficiente a persisténcia do virus no primeiro vetor (5 dias) excede em muito o de B. tabaci
biotipo B (3 dias) (Wintermantel & Wisler, 2006). Enquanto que para T. vaporariorum e B.

tabaci a persisténcia foi igual ou inferior a 24 h (Wintermantel & Wisler, 2006).

Epidemiologia de doengas de plantas

A epidemiologia de doencas de plantas é determinada por interagdes das populagdes do
patdgeno e do hospedeiro sob o efeito do ambiente. No caso da maioria das doencas de
origem viral, um terceiro fator, o vetor, é fundamental para a ocorréncia da enfermidade em
campo. O vetor da doenca é responsavel por modificar os modos de sobrevivéncia e
disseminacdo do virus e, por esse motivo, o padrdo temporal e espacial de doencas virais
transmitidas por vetor ndo tende a ser estatico, mas sujeitos a diversas mudancgas impostas
pelo ambiente e manejo aplicado pelo homem. Em geral, doencas de origem viral séo
sistémicas, por isso, frequentemente utiliza-se a incidéncia da doenca em campo para
descrever e quantificar o padrdo espacial e temporal dessas doencas (Madden et al., 1995;
Campbell & Madden, 1990). O uso da incidéncia como método de avaliacdo da doenca gera
dados binarios e a planta analisada é considerada sadia ou doente, isto é, ndo € levado em
consideracdo a severidade.

A epidemiologia de doencas de plantas € tradicionalmente classificada em dois amplos
grupos, dependendo da fonte de in6culo que dara origem ao desenvolvimento da doenca (Van
der Plank, 1963; Madden et al., 2007). No primeiro grupo, o indculo que causa a infec¢do ndo
é produzido durante a epidemia, sendo que este é proveniente de outras fontes, como solo,
hospedeiros secundarios ou cultivos do mesmo hospedeiro em outras areas, portanto, neste
grupo ocorre apenas um ciclo infeccioso por cultivo (doenca monociclica) (Van der Plank,
1963; Madden et al., 2007; Savary, 2007). No segundo grupo, a disseminagdo primaria €
responsavel apenas para dar inicio a epidemia. A partir dai a infeccdo secundaria proveniente

destas infecc¢des iniciais se encarrega de dar continuidade a epidemia, assim, diversos ciclos
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de infeccdo ocorrem durante o0 mesmo ciclo de cultivo do hospedeiro (doenca policiclica)
(Van der Plank, 1963; Madden et al., 2007). Esta classificacdo tem sido adotada para a
maioria das doencas de plantas, no entanto, para algumas doencas, como de Huanglongbing
em citrus e begomovirose em tomateiro, uma classe intermediaria parece ser mais adequada
(Bergamin et al., 2016). Para estas doengas, diversos ciclos de infeccdo e influxos constantes
de in6culo priméario ocorrem simultaneamente, o que consequentemente dificulta 0 manejo

eficiente destas doencas (Bergamin et al., 2016).

Em doengas transmitidas por vetor, o indculo inicial pode ser considerado a primeira
migracdo de insetos infectados ou viruliferos. Estes insetos podem ter adquirido o virus de
uma planta hospedeira ou incubados por certo periodo de tempo no préprio vetor, quando as
plantas na &rea sdo sadias. Apos a introducdo da doenca na area, a disseminacao secundaria
além da priméria dependem de diversos fatores, entre eles o ciclo da cultura, o periodo de
incubacdo do virus na planta, periodo de laténcia do virus no vetor e da biologia do inseto
vetor. O periodo de incubacdo (PI) pode ser definido como o periodo compreendido entre o
primeiro contato do patdgeno com o hospedeiro e o aparecimento do sintoma (Vanderplank,
1963; Bergamin Filho & Amorim, 1996). O periodo de incubacdo do patdgeno no hospedeiro
¢ extremamente importante na epidemiologia, uma vez que a quantificacdo da doenca
frequentemente € realizada a partir de analise visual dos sintomas caracteristicos da doenca
(Bergamin & Amorim, 2002). O PI tem efeito direto na curva de progresso da doenca, por
exemplo, um PI igual a cinco dias, sob condi¢cdes ambientais constantes implica que as
infeccbes que deram origem aos sintomas no tempo t, ocorreram no tempo t-5 (Bergamin &
Amorim, 2002). Portanto, como a curva de progresso da doenca inclui ndo apenas as plantas
visivelmente sintomaticas (lesbes mais velhas que o periodo de incubagdo) mas tambem as

assintomaticas, as curvas de progresso da doenca (visivel ou ndo) séo paralelas e defasadas no
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tempo igual ao PI, resultando em iguais taxas de progresso da doenca (Bergamin & Amorim,

2002).

Existem diversos desafios para a modelagem das epidemias de plantas. Cunniffe e
colaboradores (2015) explicaram treze principais, como a dificuldade de associar os modelos
epidemioldgicos a produtividade agricola; a presenca de hospedeiros alternativos do patdgeno
na &rea estudada; a obtencdo de modelos de dispersdo realistica que levem em consideracdo
aspectos meteoroldgicos e a acdo do homem; efeito da preferéncia do vetor na transmissao; a
presenca ndo apenas da espécie alvo do estudo, mas de inUmeras outras espécies de
patdgenos, além de diversas estirpes e isolados distintos da espécie alvo; a dificuldade de
aceitacdo dos modelos proposto pela area de fiscalizacdo e demais partes interessadas como

produtores; dentre outros (Cunniffe et al., 2015).

O estudo epidemioldgico das doencas de origem viral é escasso tanto para as doencas de
virus que ocorrem no Brasil, quanto para as predominantes no Mundo. Aspectos temporais e
espaciais de begomovirus bipartidos em tomateiro foram estudados, Tomato mottle virus em
areas de producdo da Florida, EUA (Polston et al., 1996) e Tomato yellow vein streak virus
em éareas de producdo do Estado de Sdo Paulo (Della Vecchia et al., 2007) e um estudo
temporal de Tomato severe rugose virus também no Estado de Sdo Paulo (Barbosa et al.,
2016). Os resultados obtidos nesses trabalhos possuem pontos similares e divergentes que

serdo discutidos nesse trabalho.

Controle de doencas de plantas

Diversos métodos de controle podem ser empregados para doencas de plantas
transmitidas por vetores, tais como, uso de variedades resistentes, sementes e mudas sadias,
isolamento da area de cultivo, evitar o plantio consecutivo, cobertura vegetal do solo para

diminuir a atracdo dos vetores, cultivo em telados, eliminagéo das plantas fontes de inoculo,
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escolha da época de plantio e realizagdo de colheita adequadas, espacamento apropriado
dentro e entre linhas, nutricdo balanceada das plantas, uso de parasitas naturais, roguing e a
aplicacdo de inseticidas visando a eliminacédo direta dos vetores, que é a pratica mais utilizada
pelos produtores (Broadbent, 1957). Embora o uso de inseticidas seja 0 método mais comum,
diversos estudos demonstram que a aplicacdo de pesticidas visando os vetores ja presentes no
cultivo é muito pouco eficiente (Hoffman, 1952, Broadbent, 1957). Para o controle mais
eficiente os produtores deveriam investir recurso para eliminar os vetores antes que estes
deixem cultivos velhos e cheguem ao cultivo alvo, visando assim um controle da doenca de
forma mais regional e ndo apenas no cultivo alvo (Broadbent, 1957; Bergamin et al., 2016).
Para a compreensado da epidemiologia de doencas transmitidas por vetores, 0 monitoramento e
conhecimento a respeito do patégeno e do comportamento do vetor sdo igualmente
importantes.

Uma medida de controle de doencas de plantas, o vazio fitossanitario, tem sido
implementada para o controle de algumas viroses importantes no Brasil e no Mundo. O vazio
fitossanitario € uma medida de controle que visa o estabelecimento de um periodo livre do
hospedeiro principal do patégeno ou de hospedeiros do patdgeno e do inseto vetor. Um
exemplo de sucesso da implementacdo dessa medida, contra uma virose causada pelo
begomovirus monopartido TYLCV, foi relatado em 2002 por Salati e colaboradores na
Republica Dominicana. A medida consistia na obrigatoriedade da implementacdo de um
periodo de trés meses livres de hospedeiros de mosca-branca, incluindo tomateiro, feijoeiro,
cucurbitaceas, berinjela e pimenta. A reducdo da incidéncia de TYLCV foi comprovada pela
verificagdo de que a porcentagem de insetos viruliferos durante o periodo livre de hospedeiros
de moscas-branca era reduzido e aumentava durante o periodo de cultivo de tomateiro. Eles
comprovaram a eficiéncia dessa medida também pela comparacdo de areas com e sem a

medida de controle, e demonstraram que a incidéncia de TYLCV era invariavelmente maior
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em regides onde a medida ndo foi implementada. No Brasil medidas de controle similares
foram adotadas com o intuito de reduzir a incidéncia de begomoviroses em feijoeiro (por
exemplo, no DF: Portaria 46 de 16/05/13, Secretaria de Estado de Agricultura e
Desenvolvimento Rural do Distrito Federal) e tomateiro (IN 024, SDA, de 2003, MAPA), no

entanto a eficiéncia dessas medidas de controle ainda ndo foi relatada.
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Chapter 2: Temporal and spatial dynamics of a begomovirus disease in processing
tomato in central Brazil

Resumo

A begomovirose tornou-se nas duas ultimas décadas uma das principais doencas de origem
viral em tomateiro no Brasil. Atualmente a principal estratégia de controle baseada em
aplicacdes frequentes de inseticidas no cultivo alvo ndo é eficiente para evitar surtos da
doenca especialmente no cultivo de tomate para processamento industrial. Com o intuito de
tentar entender melhor esse patossistema, um estudo do progresso espacial e temporal de
begomovirose foi realizado em duas areas de producdo para tomateiro para processamento
sob irrigacdo do tipo pivo central na regido central do Brasil. Um total de 24 parcelas (15x15
plantas) foi semanalmente avaliada por analise visual da presenca de plantas com sintomas de
begomovirus (BSP). Tomato severe rugose virus (ToSRV) foi a espécie de begomovirus
predominante em tomateiro, sendo também detectada em feijoeiro e algumas plantas
daninhas. Nenhuma correlacdo positiva entre a incidéncia de begomovirose e a populacdo de
mosca-branca foi observada. O progresso da doenca nas areas estudadas foi rapido e mostrou
uma leve agregacdo das plantas sintomaticas. As duas areas de producdo estudadas nao
apresentaram diferencas significativas na analise especial e temporal, no entanto diferencas
foram observadas entre parcelas localizadas na borda (PE) e no centro (PC) dos pivés
avaliados. Na anélise temporal, os valores de incidéncia de begomovirose e da area abaixo da
curva de progresso da doenca foram menores em PC que PE. Nas analises espaciais, as BSP
em PC apresentaram distribuicdo mais agregadas que em PE. Todos esses resultados sugerem
fortemente que a distribuicdo de BSP em PC e em PE é governada por diferentes mecanismos
de disseminacgd@o. As implicacGes da presenca desses diferentes mecanismos de disseminagéo

no manejo da begomovirose serdo discutidas.

Palavras-chaves: ToSRV, Epidemiologia, Inéculo priméario
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Abstract

Over the last two decades, begomovirus diseases have become one of the most important
diseases of Brazilian tomato crops. The major management strategy is the frequent
application of insecticides in the target field, but this is often unsuccessful and
environmentally undesirable. To better understand the begomovirus disease, we studied the
spatial and temporal progression of begomovirus disease in two central pivot irrigated
processing tomato production areas in Central Brazil. A total of 24 plots, each composed of
15x15 plants, were evaluated weekly by visual inspection for begomovirus symptomatic
plants. The predominant begomovirus in the monitored tomato fields was Tomato severe
rugose virus (ToSRV), which was also detected in a few non-tomato species. No correlation
between incidence of begomovirus disease and fluctuation in whitefly population was found.
In the monitored fields, disease progression was invariably rapid, with a slightly aggregated
begomovirus symptomatic plants distribution pattern. No relevant differences were observed
in the temporal and spatial analyses, although an important difference was detected between
plots located at the center (PC) and at the edge (PE) of the fields. In the temporal analysis, the
begomovirus incidence and area under disease progress curve (AUDPC) values were lower in
the PC than in PE. In the spatial analysis, the begomovirus symptomatic plants were more
aggregated in the PC than in the PE. These results suggest that the distribution of
begomovirus symptomatic plants in the PC and the PE are a result of different dissemination

mechanisms. The implications of these differences on disease management are discussed.

Key words: Begomovirus, ToSRV, Tomato, Primary inoculum
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Introduction

Begomoviruses are a large group (288 species) that possess single stranded DNA viruses in
twinned icosahedral virions (family Geminiviridae) and cause economically important disease
in many crops worldwide, such as beans, cassavas, cucurbits, peppers, cotton and tomatoes.
Symptoms include stunting and distorted growth; leaf crumpling, curling, and green to golden
mosaic, mottle; and distorted and reduced fruit size. In nature, the begomoviruses are
transmitted by whiteflies (Bemisia tabaci) in a persistent manner (Rubinstein & Czosnek,
1997; Ghanim et al., 1998; Morin et al., 1999; Rosen et al., 2015), although there is some
evidence with TYLCV of limited replication on the insect vector (Pakkianathan et al., 2015).
This type of transmission involves a latent period (LP) of approximately 16 h that is required

after acquisition followed by transmission for the life of the insect (Santos et al., 2003).

The first tomato begomovirus species identified in Brazil was Tomato golden mosaic
virus (TGMV) in 1960 in S&o Paulo state (Flores et al., 1960; Matyis et al., 1975). The
incidence of TGMV was relatively low and no substantial economic losses are reported.
Following the introduction of the B biotype of Bemisia tabaci (or MEAM-1 species) in the
early 1990's (Franca et al., 1996), the incidence of begomovirus disease dramatically
increased with reports of numerous new begomovirus species (Faria et al., 1994;
Ambrozevicius et al., 2002; Ribeiro et al., 2003; Della Vecchia et al., 2007; Fernandes et al.,
2008; Macedo et al., 2014; Inoue-Nagata et al., 2016). There are now 16 accepted and a few
proposed begomovirus species affecting tomatoes in Brazil. Currently, Tomato severe rugose
virus (ToSRV) and Tomato mottle leaf curl virus appear to be the predominant species in
central and Northern producing areas in the country, respectively (Fernandes et al., 2008;

Inoue-Nagata et al., 2016; unpublished observations).

It is not uncommon in Brazilian tomato producing areas to observe a high incidence of
begomovirus disease despite regular application of insecticides (Macedo et al., 2014). Many

51



factors have been associated with these outbreaks, including difficulty in managing the insect
vector in the complex Brazilian agricultural system, planting season coincident with the
period of large whitefly population migrations, lack of resistant varieties, presence of
susceptible hosts in the field, and overlapping crops. In an attempt to reduce begomovirus
disease damage, a tomato-free period (TFP) of 60 days (December to January) was
implemented in 2007 in Goias state, which is the most important production area for
processing tomatoes. However, high incidence of begomovirus disease incidence has

continued to occur in some cases despite the implementation of the TFP.

It is common for management of vector-borne plant viruses, such as the begomovirus
disease, to emphasize intensive application of insecticides. However, chemical spraying to
control insect-vectored viruses is rarely effective, especially when there is a high level of
primary inoculum (Perring et al., 1999). Application of insecticides may be more effective for
diseases in which secondary spread is predominant (Perring et al., 1999). In the case of
tomato begomovirus diseases, the classification based on primary or secondary spread is not
completely adequate because the primary spread is a continuous phenomenon strongly
influencing the disease progress (Bergamin Filho et al., 2016). Thus, in an effort to better
understand the epidemiology of begomovirus disease in processing tomatoes, we studied the
temporal and spatial dynamics of begomovirus symptoms in tomato plants as well as the
whitefly population and assessed the diversity of begomoviruses in tomato and weed plants in

six fields from two regions in central Brazil.
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Material and methods
Location, experimental design and data collection

The experimental plots were located within six central pivot irrigated fields (~100 ha)
in two processing tomato production areas in central Brazil: (i) Luziania in the Gois state
where TFP is mandatory and (ii) PAD-DF in the Federal District region located inside of
Goias state, but where the TFP is not implemented. Three pivots in Luziénia (pivot 1: 16° 18’
53.6”” South, 47° 43° 18.3’W, 983 m altitude) and three pivots in PAD-DF (pivot 1: 15° 51’
45.0”” South, 47° 23 50.1”’W, 911 m altitude) were assessed from February to August in
2012 (Fig. 1). For all areas, we used virus- and whitefly-free tomato transplants of the
susceptible cultivar AP 533 which were produced in nurseries with high quality control.
Transplants ca. 30 days after germination were mechanically planted with 1.2 x 0.45 m
spacing. The irrigation system, chemical spraying and fertilization management were

performed according to the standard cultivation procedures of each grower.

Transplanting in pivots 1, 2 and 3 in Luziania was performed on 13 March 2012, 01
May 2012, and 12 July 2012, respectively, whereas transplanting in pivots 1, 2 and 3 in PAD-
DF was performed on 05 March 2012, 21 March 2012, and 17 April, 2012, respectively. A
total of 24 plots were established, with six at the center and 18 at the edges of the pivots. Each
plot consisted of 225 plants, with 15 rows of 15 plants, and every plant was evaluated weekly
by visual inspection. Based on extensive previous studies, plants showing interveinal
chlorosis, leaf curling and crumpling, rugosity and/or stunting were considered to be
begomovirus infected. Symptomatic and asymptomatic tomato, bean, soybean and weed
plants were collected from all fields and tested by PCR to detect begomoviruses and to

confirm infections.
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Detection and identification of the virus species

All collected samples were subjected to DNA extraction (Doyle & Doyle, 1990) and
PCR amplification with the degenerated begomovirus primer pair PAR1C496/PAL1v1978,
which directs the amplification of an ~1.1 kb DNA fragment (Rojas et al., 1993). Then, a total
of 53 positive samples were randomly selected (30 tomatoes, 8 beans and 13 weeds) and used
for rolling circle amplification (RCA). The genome was partially sequenced using primer
PAL1C496, which directs the amplification of a portion of the capsid protein gene and the

intergenic region.

CArrasta-burro

Figure 1. Location of pivots. A: Pivots 1(L1), 2 (L2), and 3 (L3) in the Luziania region, B:
Pivots 1 (P1), 2 (P2) and 3 (P3) in the PAD-DF region.
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Temporal and spatial analyses

Maps representing the 24 plots at each of the locations were created for each
evaluation and used in the temporal and spatial analyses. Symptomatic plants were marked on
the 15 x 15 grid at the exact position in each evaluation (e.g., Fig. 2). For the spatial analysis,
two quadrat sizes were used: 2x3 (two plants in line and three between lines) and 3x2 (three

plants in line and two between lines).

Figure 2. Example of spatial patterns of begomovirus symptomatic plants in tomato fields
over time based on weekly evaluations (7 to 35 DAT) in the Luziania regions. Black squares
represent symptomatic tomato plants and white squares represent asymptomatic tomato
plants. Spatial progress of symptomatic tomato plants in the Luziania region, pivot 3, plot 2
(a), and pivot 4, plot 1 (b).
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Temporal analysis

The incidence of symptomatic tomato plants was assessed weekly in all 24 plots in
each of the pivots by visual inspection. The incidence of symptomatic plants (P) in each plot
was determined for each evaluation using the following equation (Madden & Hughes, 1995):

p=Z(X)/nN,
where X; is the total number of symptomatic plants in each quadrat, n is the number of plants
per quadrat, and N is the total number of quadrats in each plot.

From the disease progress curves, the area under the curve (AUDPC) was calculated
by trapezoidal interception according to Campbell and Madden (1990):

AUDPC =X ((yi + Yi+1) / 2) (ti+1- 1))
where y; and yi+; are incidence values observed in two consecutive assessments t.; and t;.

No attempt was made to fit the disease incidence progress curves to an
epidemiological model due to the reduced number of assessments (2 to 6) caused by the fast
development of infection and the inability to differentiate individual plants by four weeks

after transplanting.

Spatial Analysis

The spatial pattern of the distribution of symptomatic plants was studied based on the
ordinary run analysis, dispersion index, modified Taylor's law and dynamic analysis of
disease foci. Initially, binary maps (symptomatic and nonsymptomatic plants) were generated.
Every new symptomatic plant was plotted in the map in successive assessments. The quadrats

of 2x3 and 3x2 plants were chosen to determine the spatial parameters of symptomatic plants.
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Ordinary run analysis

Ordinary run (OR) is a nonparametric and simple test used to detect non-randomness
of symptomatic plants within rows (Madden et al., 1982). Rows were combined to form a
single row with a length equal to the total number of plants in each plot. A row is considered
to have a nonrandom sequence of diseased and asymptomatic plants if the standardized
variable Z, is lower than -1.64 (Campbell & Madden, 1990). The ordinary run test was

performed for all plots.

Dispersion index

The dispersion index (D) was calculated for quadrats 2x3 and 3x2 from the observed
(Vobs) and binomial (Vypin) variances (Madden & Hugles, 1995) as follows:

D = Vobs / Viin

Vops=2Z (Xj - Pn)2/n2 (N-1) and Vpin. =P (P-1) /' n
where ¥; is the total number of symptomatic plants in each quadrat, P is the incidence, n is the
number of plants per quadrat, and N is the total number of quadrats in each plot.

The significance of D was verified by the Chi-square test at 5% probability. D values
statistically equal to 1 were regarded as standard to chance (null hypothesis) and values that

differed significantly from 1 were considered aggregates.

Binary power law

The application of the binary power law was used to characterize the linear
relationship between the logarithm of Vy;, and logarithm of Vs within each pivot (Madden &
Hugles, 1995) as follows:

Log (Vi) = log (A) + b log (Vobs),

where A and b are parameters.
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The regressions were performed using Statistica ® 6.0 (Stasoft, Tulsa, OK, USA). The
logarithm of binomial variances was considered as the independent variable, whereas the
logarithms of variances observed for the maps of each plot were considered as dependent
variables. The significance of relationships (linear regression) between log (Vpin) and log
(Vobs) Was determined by the F test at 5% probability. The fitness of the model to the data was
determined by calculating the coefficient values (R®) and the distribution patterns of the
residues (Madden & Hugles, 1995).

The equality of the parameters b = 1 and log (A) = 0 was evaluated by the t-test at 5%
probability (Madden & Hugles, 1995) using the estimates of these random parameters and
their standard errors. When b = 1 and log (A) = 0, we concluded that the aggregation followed
a random distribution pattern. If b = 1 and log (A)> 0, the aggregation level was independent

of the incidence. When b> 1 and log (A)> 0, the aggregation varied with the incidence.

Dynamic analysis of disease foci (DADF)

The focus in a DADF is an area of concentration of infected plants that can become
primary sources of infection or coincident with areas originally favourable to the
establishment of the disease that tend to influence the pattern of disease dissemination
(Laranjeira et al., 2004). The DADF was carried out from the cumulative maps of each plot
for each evaluation. Symptomatic plants are in the same focus (disease cluster) if they are
present immediately adjacent to symptomatic plants in horizontal, vertical or longitudinal
proximity (Nelson 1996, Laranjeira et al., 2004), Maps were constructed by plotting the
number of foci and the number of focus units related to the disease incidence for all data sets
and fitted to a generalized P (beta) function (Hau & Kranz, 1990) as follows:

Y = by (%)% x (1-%)"
where Y = the number of foci per 225 plants, x is the disease incidence, and b, b, and

bs are the calculated regression constants.
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Estimating the whitefly population

The whitefly population was monitored weekly by placing eight traps (Bio Controle,
Indaiatuba, SP, Brazil) in each plot (except for plots located at the center of the pivot and at
pivot 3 in Luzidnia). These traps (12x12 cm) were yellow and sticky on both sides. The traps
were placed at plant height, fixed on aluminium wires and left in the field for seven days. The
number of adult whiteflies on the traps were counted with a stereomicroscope. A regression
approach was performed to verify the relationship between the whitefly population and the

begomovirus disease incidence.
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Results
Detection and identification of begomovirus species

In all three monitored fields in both locations, Luziénia and PAD-DF, tomato plants
with begomovirus infection symptoms were observed. Tomato plants with these symptoms
were collected during the course of the study, and begomovirus infection was confirmed by
the amplification of the expected 1.1 kb DNA fragment in PCR assays with a degenerate
primer pair. To determine the identity of the begomovirus infecting tomato plants in these
fields, 30 samples of plants with begomovirus symptoms were randomly selected, the PCR
assay performed and the amplified DNA fragment was directly sequenced. The expected size
of 1.1 kb DNA fragment was amplified from these samples and the approximately 800
nucleotide-long sequences shared the highest nucleotide identity with ToSRV (88 to 98%,
accession FJ824808) in 29 of 30 samples (Table 1). In one of the PCR amplified sample, the
sequence had the highest identity (93%) with Euphorbia yellow mosaic virus (EuYMV,
accession JF756676.1) (Table 1). RCA and RFLP (Mspl enzyme) analyses of this sample

confirmed the typical digestion profile of an EUYMV isolate.

In common beans, the predominant begomovirus species was Bean golden mosaic
virus (BGMV, accession KJ939850.1). BGMV was detected in 7 out of 8 samples, with 90 to
93% nucleotide identity; whereas ToSRV was detected in one bean sample (Table 1). Among
the 21 weed samples collected in or around the these fields, begomoviruses were detected in
Nicandra physaloides, Sida spp., Sonchus oleraceus, Euphorbia heterophylla and Solanum
americanum (Table 1). In Sida spp., Sida micrantha mosaic virus (SIMMV) was
predominantly detected (3 of 5), but ToSRV and BGMV were also observed. In E.
heteroplylla, EuYMV (2 of 3) and ToSRV (1 sample) were detected (Table 1). ToSRV was
the only virus detected in S. oleraceus and S. americanum (Table 1). These results indicate

that ToSRYV is the predominant begomovirus associated with tomatoes in these two locations,
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whereas BGMV was associated with beans and weed infecting begomoviruses were

predominantly associated with weeds.

Table 1. Identification of begomovirus species present in infected tomato, bean and weed

plants by direct sequencing of PCR products

Begomovirus®

Tested plants ToSRV BGMV  EuYMV SiMMV  Total
Solanum lycopersicum 29 0 1 0 30
Phaseolus vulgaris 1 7 0 0 8
Sida spp. 1 1 0 3 5
Nicandra physaloides 2 0 0 0 2
Sonchus oleraceus 2 0 0 0 2
Euphorbia heterophylla 1 0 2 0 3
Solanum americanum 1 0 0 0 1

PCR directed to the 5' portion of the coat protein gene and the intergenic region. ‘ToSRV:
Tomato severe rugose virus; BGMV: Bean golden mosaic virus; EuYMV: Euphorbia yellow
mosaic virus; SIMMV: Sida micrantha mosaic virus; *Total number of collected plants.
Temporal analysis

The mean begomovirus disease incidence in the last evaluation point in all plots and
in both regions was 54.97% (Table 2, Table 3). Begomovirus incidence and AUDPC were
invariably higher in plots located at the edge (PE) of the pivot (58.78%, 214.49, respectively)
than in plots located at the center (PC) of the pivot (51.16% and 168.24, respectively) (Table
2, Table 3). The disease incidence varied from 4% to 56% in Luziania, while from 19.0% to
100% in PAD-DF; the AUDPC ranged from 15.0 to 157.8 in Luziania, and 120.0 to 454.2 in
PAD-DF (Table 2, Table 3). The final average of begomovirus incidence in PAD-DF (83.5%)
was more than twice than that of Luziania (29.54%) (Table 3).

The symptoms, typical of begomovirus infection such as interveinal chlorosis, leaf
rolling, and stunting, could be clearly observed in more than 50% of the plots two weeks after

transplating (Table 3). In plants at PE, symptomatic plants started to appear 7 days after
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transplanting (DAT) in 33.33% of the experimental plots, however, only 16.66% of the plots
contained symptomatic plants in PC after 7 DAT (Table 3). It was clear that the plants at PC
developed infection symptoms later than in plants at PE.

The temporal disease progress was assessed until 6 weeks after transplanting in all
plots, though the disease progress in most plots stabilized in the 3rd to the 4th week. This
number of assessments was too low to enable a reliable fitting of any epidemiological model

(Figure 3).

Spatial analysis

The spatial pattern of symptomatic plants distribution was analyzed in all plots during
the period of six weeks. A slightly aggregated distribution was observed in the plots, though
aggregation was stronger in PC than in PE (Figure 4). Whereas a random distribution pattern
was observed in a few plots, an aggregated distribution was predominantly observed in the
majority of the plots in both evaluated areas. An edge effect could be observed with higher

aggregation (Figure 4) and disease incidence (Table 3).

Ordinary run analysis

In an ordinary run analysis, aggregation of symptomatic plants was observed in only a
few rows (12.3%) and between rows (5.7%) (Table 2, 3). In PC, symptomatic plants were
more aggregated (row - 13.4%; column - 7.7%) than those in PE (12.0%; 5.2%) (Table 3).
This suggests that secondary dispersion is more important in the plants located at the center

than those in the edge.

Dispersion Index (D)
In approximately 30% of the maps, the D value was higher than 1 (p> 0.05) indicating
aggregated distribution of the symptomatic plants in the experimental plot (Table 3). An

aggregated pattern was observed more frequently (32.65%) in the quadrat 3x2 than in quadrat
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2x3 (27.55%) (Table 2, 3). As expected, in PC, the percentage of aggregated maps was higher

(2x3 - 50.0%; 3x2 - 40.9%) than in PE (21.1%; 30.3%) (Table 2, 3).
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Table 2. Begomovirus incidence at each evaluation time point and the D values for quadrats
2x3 and 3x2, ordinary run, mean whitefly population and AUDPC for each plot in the
Luziania and PAD-DF regions

D> ordinary run

Plot* Date® DAT® INC* (2X3) (3X2) Rows® Brows’ WF® AUDPC®

LE1-1 040212 21 000 100 100 O0/1 0/1 7168 142.14
04.09.12 28 005 077 070 0/8 2/8
04.16.12 35 028 120 146* 3/14 1/15
042312 42 056 152* 156* 1/14  3/15

LE1-2  04.09.12 28 002 093 095 0/14 0/14 5431 1183
041612 35 012 127 185 1/10 0/12
042312 42 042 167 185 3/15 1/15

LE1-3 040212 21 002 133 133 0/4 0/2 3256 157.79
04.09.12 28 0.08 214* 095 1/10  0/9
041612 35 030 1.6* 155 0/15 0/14
04.23.12 42 057 124 137 3/14 1/15

LE1-4  04.09.12 28 0.03 194* 123 1/4 1/4  90.18 140.84
041612 35 022 090 093 1/13  0/15
042312 42 033 109 123 0/14 0/15

LC1-5  04.09.12 28 005 134 204* 0/6 0/10 Nc  150.01
04.16.12 35 020 1.83* 143* 2/12  1/15
042312 42 040 168* 238* 1/14  0/15

LE2-1 051412 14 002 093 095 0/14 0/13 39.25 69.09
052112 21 007 137 124 0/7 0/10
05.28.12 28 0.23 1.49* 149* 2/12 1/14

LE2-2 050712 7 001 098 098 0/1 0/1 609 67.08
05.1412 14 001 095 059 0/1 0/1
05.21.12 21  0.07 211* 216* 2/3 213
05.28.12 28 0.4 259* 3.25% 3/7 5/6
05.28.12 35 0.31 2.35* 264* 4/10 2/9

LC2-3 051412 14 000 100 100 0/1 0/1 Nc  22.49
0521.12 21 003 176 115 0/3 0/6
05.28.12 28 0.06 181* 254* 0/4  0/10

LE3-1 071912 7 000 100 100 O0/1 0/1 Nc  69.01
07.2412 14 002 093 093 0/1 0/1
07.31.12 21 005 114 099 0/3 0/3
08.07.12 28 010 105 078 1/7 0/6
08.13.12 35 023 122 085 0/10 1/10

LE3-2 073112 14 001 098 098 0/2 0/2 Nc  34.18
08.07.12 21  0.04 175 074 0/8 0/5
08.13.12 28 0.10 155 174 3/11 0/11

LB3-3 073112 21 000 100 098 0/1 0/1 Nc  15.01
08.07.12 28 0.04 083 057 0/3 0/6

PE1-1 031212 7 000 100 1.00 0/1 0/1 4124 354.38
03.19.12 14 007 082 074 0/4 0/9
032612 21 040 119 2.00* 0/14  0/15
04.0212 28 093 108 232 1/9  0/10
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04.09.12 35 094 103 1.85* 0/9 0/10

PE1-2 03.19.12 14 0.00 100 100 01 0/1 356.16 218.73
03.26.12 21 005 153 081 0/8 0/4
04.02.12 28 041 107 1.87* 1/14 0/15
04.09.12 35 094 187 221* 0/4 0/10

PE1-3 03.1212 7 0.02 093 093 0/4 0/3 41841 441.18
03.19.12 14 0.25 1.44* 187 0/7 0/15
03.26.12 21 0.78 2.20* 3.41* 2/9 3/15
04.02.12 28 099 098 100 0/2 0/2
04.09.12 35 1.00 1.00 --- 0/1 1/1

PE1-4 03.19.12 14 011 095 106 0/11 0/13 133.25 357.82
03.26.12 21 035 153* 140 0/14 0/15
04.02.12 28 0.73 091 1.68* 0/15 1/15
04.09.12 35 080 128 1.78* 0/15 1/14

PC1-5 03.19.12 14 0.02 093 09 053 0/3 Nc 206.15
03.26.12 21 0.08 097 0.70 0/10 0/12
04.02.12 28 037 219* 240 2/3 3/15
04.09.12 35 0.85 2.63* 2.79* 2/5 5/13

PE2-1 041012 21 0.03 123 145* 0/3 0/4 58 454.18
04.17.12 28 080 121 1.87* 4/15 0/14
042412 35 097 116 123 0/5 0/4

PE2-2 041012 21 0.03 123 123 4/4 4/4 73.08 256.66
04.17.12 28 033 110 1.09 1/15 0/15
04.24.12 35 077 078 116 0/11 1/15

PE2-3 041012 21 003 116 123 0/6 0/6 40.9 42243
04.17.12 28 0.71 1.44* 297* 4/13 2/15
042412 35 096 083 116 0/15 0/9

PE2-4 041712 28 015 124 1.68* 1/9 0/15 385 120.02
04.24.12 35 019 128 133 1/12 0/15

PC2-5 041012 21 006 090 129 1/7 0/10 Nc 451.64
04.17.12 28 0.80 1.81* 2.65* 2/10 1/15
042412 35 093 2.08* 1.45* 2/8 0/8

PE3-1 042312 7 0.01 1.65* 095 1/2 1/4 34.79 17250
04.30.12 14 0.02 145* 059 1/3 1/5
05.07.12 21 010 111 105 211 2/12
05.14.12 28 045 141 153* 0/15 0/15
05.21.12 35 081 148* 122 8/14 3/14

PE3-2 042312 7 0.04 136 152* 0/4 0/8 22.25 264.57
04.30.12 14 004 128 098 0/5 0/9
05.07.12 21 027 124 122 2/15 0/15
05.14.12 28 071 135 135 1/14 0/15
05.21.12 35 094 120 086 0/9 0/9

PC3-3 042312 7 0.00 100 100 01 0/1 Nc 164.19
04.30.12 14 0.04 109 088 1/6 0/8
05.07.12 21 012 084 123 111 0/14
05.14.12 28 037 084 110 4/15 0/15
05.21.12 35 0.76 2.34* 190* 1/15  4/14
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YIdentification of the plots: the first letter identifies the area (L stands for Luziania and P for
PAD-DF); the second letter is the location of the plot (E for edge and C for center); and the
first number is the pivot identification followed by the plot number. 2Date of evaluation.
SDAT: days after transplanting. “INC: incidence of begomovirus. °D: dispersion index, (*)
values significantly higher than 1 in the Chi-square test (p <0.05). *number of aggregated
(Zr<1.64) rows per number of evaluated rows. ‘number of aggregation (Zr<1.64) between
rows per total evaluated rows. ®WF: average number of whiteflies collected per yellow trap up
to two weeks before the last evaluation time; Nc: whitefly data were not collected. >AUDPC:

area under disease progress curve.

Table 3. Average begomovirus disease incidence and AUDPC, time of the appearance of the
first symptoms of the disease, percentages of aggregated plots by D analyses, and percentages

of aggregated rows and between rows

6

DAS D OR
Area’ INC?  AuUDCP® 7 14 21 28 2x3 3x2 Row B rows
LE 34.37 99.80 25.00 25.00 25.00 25.00 24.32 3243  12.50 8.62
LC 16.66 62.50 0.00 33.33 33.33 33.33 60.00 50.00  7.69 1.56
PE 83.20  306.24  40.00 20.00 30.00 10.00 17.90 33.33  11.68 4.10
PC 84.66 27399  33.33 33.33 33.33 0.00 41.66 3333  16.49 10.15
LPE 58.78  214.49  33.33 27.77 22.22 16.66 21.05 30.26  12.03 5.18
LEC 29.54 87.81 18.18 27.27 27.27 27.27 39.47 3421 10.70 6.97
PEC 83.50  255.36  38.46 23.07 30.76 7.69 23.52 37.25 11.88 6.30
LPC 51.16  168.24  16.66 33.33 33.33 16.66 50.00 40.90 13.42 7.65
LPEC 5497  130.92  29.16 25.00 29.16 16.66 27.55 32,65 12.34 5.75

T|dentification of the plots, LEC: plots of edges and center at Luziania; PEC: plots of edges
and center at PAD-DF; LPE: plots of edges at Luziania and PAD-DF; LPC: plots at center at
Luziania and PAD-DF; LPEC: all plots at Luziania and PAD-DF. %INC: incidence of
begomovirus disease (%). >AUDPC: area under disease progress curve. “DAS: percentages of
plots with symptomatic plants at 7, 14, 21 and 28 days after transplanting. °D: dispersion
index, percentages of aggregated plots (p<0.05) in two quadrats (2x3 and 3x2). ®OR: ordinary
run, Row (percentage of aggregated rows), and B rows (percentage of aggregation between

rows).
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Disease incidence (%)

Binary power law

The estimated slope and intercept parameter were significantly greater than 1 and 0,

respectively, using both quadrats, indicating a slight aggregation pattern of begomovirus

symptomatic plants. The estimates of b and log (A) were 1.10 and 0.31 (R? = 0.96) and 1.15

and 0.42 (R? = 0.94) for quadrats 2x3 and 3x2, respectively. Symptomatic plants in the PC

were more aggregated than symptomatic plants analysed in the PE. The estimates of b and log

(A) for quadrats 2x3 and 3x2 were equal to 1.16 and 0.47 (R* = 0.94) and 1.21 and 0.56 (R? =

0.92) for PC and 1.09 and 0.26 (R* = 0.96) and 1.14 and 0.39 (R? = 0.94) for PE, respectively

(Fig. 4).
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Figure 3. Begomovirus disease progression curves from all plots evaluated weekly in tomato
fields located at the edge in the Luziania (A) and PAD-DF (B) regions and those located at
the center of the pivot in Luziania (C) and PAD-DF (D).
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Figure 4. Relationship between the logarithm of the observed variance [log (Vobs)] and the
logarithm of the binomial variance [log (Vyin)] for all evaluations in all plots located at the
edge of the pivots in the PAD-DF and Luziania regions using quadrat 2x3 (A) and quadrat
3x2 (B). All evaluations of all plots located at the center of the pivots in the PAD-DF and
Luziania regions (C) using quadrat 2x3 (D) and quadrat 3x2 C). All evaluations of all plots
located in the Luziania and PAD-DF regions using quadrat 2x3 (E) and 3x2 (F). *Values
significantly different from 1. **Values significantly different from 0 (p <0.05). The solid line
represents the relationship log (vons) = log (A) + blog (Vpin) fit in the data by ordinary least
square regression. The dashed line represents the binomial line (observed variance = binomial

variance).
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Number of clusters

Dynamic analysis of disease foci (DADF)

The pattern of curves of the number of clusters was similar for PE and PC. In the PC,
the peak of the total disease cluster was observed when the disease incidence was between
7.5-12.5% (Fig. 5a). However, the PE the peak was observed later when the incidence was
approximately 20-25% (Fig. 5b). Coalescence of the clusters was observed starting from the
peak in a slow descending curve (Fig. 5a, 5b). The generalized beta distribution function best
fit the data on the number of clusters per disease incidence in the PC areas because their
residual values were lower compared to the PE areas. The residual values of the PE and PC

data were equal to 16 and 10, respectively.

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 04 06 0.8

Incidence

Figure 5. Begomovirus disease evolution as a function of the incidence and the number of
clusters per plot in plots located in the center of the pivots (A) and in plots located at the edge
of the pivots (B). The continuous line indicates adjustment of the data to the Generalized Beta

function.
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Estimating the whitefly population

The average whitefly population varied considerable. In PAD-DF where the disease
incidence reached the highest levels during the monitored period, 22.2 to 418.4 adult
whiteflies were counted (average of insects in four traps per plot) (Table 2). In contract, the
number of adults on yellow sticky cards was lower in Luziédnia (32.6 to 90.2) (Table 2). We
observed a tendency for a reduction in the whitefly population over the planting period of
monitoring, with the highest populations detected in the earlier and lower populations in the
later observation from the first evaluated pivot to the last pivot (March to July, data not
shown). Although a high disease incidence was observed to correlate with a high whitefly
population (Table 2, PE1-2 and PE1-3), in other areas with high disease incidence the
whitefly population was low (PE2-1, PE2-3, and PE3-2). These results suggest that there was
no clear positive correlation between whitefly population in these locations and the incidence

of begomovirus disease.
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Discussion

Begomovirus disease outbreaks in processing tomatoes are common in central Brazil,
particularly in Goiés state, and can cause substantial economic loss. In the past, the major
production areas were concentrated in S8o Paulo state and in the northeast region of the
country. However beginning in the 1990s virus disease outbreaks, especially in the northeast,
caused a shift in tomato production to the central region. Today, Goias is responsible for more
than 85% of processing tomato production in Brazil (IBGE 2012). However, begomovirus
disease outbreaks have increased in areas of Goias, resulting in the implemetantion of TFP.
This regulation is only implemented in the state of Goias. But, in the Federal District, which
is geographically located inside Goias, tomato cultivation is allowed all over the year.
Therefore, these two regions were deliberately chosen to exploit their peculiarities to better

understand the epidemiological dynamics of begomovirus disease in processing tomatoes.

The results of our study showed that ToSRV predominated in both locations
monitored in this study. This is consistent with studies in other regions (Ribeiro et al., 2003,
Zerbini et al., 2005, Fernandes et al., 2008, Gonzales-Aguilera et al., 2012, Macedo et al.,
2014). Other begomoviruses were reported in the studied regions, but ToSRV most likely
outcompeted the other viruses, such as Tomato golden vein virus (TGVV). One of the
hypothesis that could explain the displacement of TGVV by ToSRV is the higher
transmission efficiency by the B biotype of ToSRV than TGVV (Macedo et al., 2015). An
isolate of Euphorbia yellow mosaic virus was detected in one tomato sample, and its

epidemiological importance to tomatoes needs to be further studied.

The presence of ToSRV was observed in neighbouring tomato fields, volunteer
tomatoes, beans, and some weeds (Nicandra physaloides, Sida spp., Sonchus oleraceus,
Euphorbia heterophylla, and Solanum americanum). Thus, many weeds are potential
reservoirs of ToSRV, particularly N. physaloides, which is possibly the most important
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alternative host of TOSRV (Barbosa et al., 2009, Barreto et al., 2013). However, during this
study we observed that the processing tomato growers did not have problems managing N.
physaloides and that this species might not play a crucial role in ToOSRV epidemiology in
processing tomatoes in these two areas. Recently, we observed that common beans are found
infected with ToSRV, and that they may have a role as reservoir for the tomato crop (Macedo
et al., submitted). Hence, beans, E. heterophylla, S. americanum and tomatoes (neighbouring

fields and volunteer plants) may be important and will be the target of future studies.

The incidence and spread of begomovirus disease vary from year to year and field to
field and this depends on a complex of many factors, including the time of year, region,
climate, neighbouring crops, insecticide spraying regime, location, and planting timing
(Bergamin Filho et al., 2016; Inoue-Nagata et al., 2016). The progression of begomovirus
disease in tomatoes is still not well understood in Brazil. In this study, the disease incidence
and AUDPC were examined at two processing tomato production areas (Luziania-GO and
PAD-DF) in 2012 and we saw a similar pattern, low initial disease incidence followed by
rapid disease incidence. Although these regions are located less than 60 km apart from one
another, a relevant difference in the disease incidence was observed, with the incidence in
PAD-DF twice as high as that of Luziania. This may be due to the close proximity of PAD-
DF to fresh market tomato production areas where tomatoes are planted throughout the year,
providing virus and whitefly inoculum. Within each field, the disease incidence and AUDPC
in the PC were lower than in the PE, indicating that primary spread played an important role
in the begomovirus disease epidemic. The results indicated that fewer viruliferous whiteflies

arrived at the center than at the border of the pivot.

Disease progress was relatively rapid in both areas (Table 2). Hence only, a few
incidence assessments could be used for the analysis, which restrained the attempt to fit an
epidemiological model. Because it is well known that yield loss with begomovirus disease is
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greatest when plants are infected early in development, i. e., before flowering, this finding
indicated that the measures applied to the control of the disease, such as the chemical control
of whiteflies inside the field, were not effective in preventing yield losses. In general,
symptomatic plants appeared earlier in the PE than in the PC. Primary spread of the disease is
directly related to the migration of viruliferous insects from outside the field. Therefore,
viruliferous whiteflies reach the plants and transmit the virus in less than 30 minutes of
feeding in a healthy plant. During warm periods (February to May or summer to autumn),
begomovirus infection symptoms may appear as soon as seven days after inoculation, and
these initially infected plants can be efficient inoculum sources. Thus, for such a rapid disease
distribution the primary spread is thought to be more relevant than the secondary spread. This
hypothesis may be true because intense spraying in the areas of cultivation reduces the
possibility of whitefly acquiring the virus from an infected plant within the field (assuming
very efficient spraying), passing through the latent period in the insect and inoculating a
healthy plant. Because whitefly migration behaviour varies depending on many external
factors (Byrne et al., 1996), the positive correlation between the primary spread with the
influx of viruliferous insects consequently leads to curves with different shapes that are often

similar to monomolecular model and are sometimes closer to the logistic model.

Interestingly, the curves of epidemics that start very early assume a logistic curve
shape (Fig. 3), probably due to the slow influx of vector in the first days of cultivation. The
first entry of whiteflies in the field was detected as soon as the transplants were distributed.
However, if this initial assessment is neglected, the curves assume a monomolecular shape.
The reasons why some progression curves take different forms are not clear, although we
have to be aware that in the case of tomato begomovirus disease a disease progress curve with
a logistic shape may not result from a process of secondary spread as the main component.

The steep line is probably due to the progressive increase in viruliferous whitefly inflows into
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the growing area. Studies on the temporal dynamics of begomoviruses in tomato plants have
predominantly shown a monomolecular model associated with the spread of the disease. The
disease curve of the bipartite begomovirus Tomato mottle virus (TMoV) in tomatoes in
Florida, USA (Polston et al., 1996), and Tomato yellow mottle virus in tomatoes in Costa Rica
(Hilje & Stansly, 2008) also fit better to a monomolecular model. The same finding holds true
for monopartite begomoviruses, such as Tomato yellow leaf curl virus (loannou & lordanou,
1985, Suwwan et al., 1988, Schuster et al., 2011) and Tomato leaf curl virus (Holt et al.,
1999), in tomato crops. In the two studies performed in Brazil, the disease progression of
Tomato yellow vein streak virus followed a clear linear curve (Della Vecchia et al., 2007),
whereas the monomolecular model was the best fit model for TOSRV (Barbosa et al., 2016).
Therefore, generally the monomolecular model seems to be the most common model to

explain the the temporal dynamics of begomovirus diseases.

In this study, begomovirus-infected plants were distributed in a slightly aggregated
pattern. In this regard, no difference was found between the two regions, but a difference was
observed in plots located at the edge compared with those in the center of the pivot. In
general, symptomatic plants in the PC were more aggregated than those in the PE. In the
ordinary run analysis, no significant aggregation was observed within and between rows,
indicating that the aggregation pattern detected in other analyses was possibly not due to
aggregation in adjacent symptomatic plants. This aggregation pattern is most likely related to
a 'block effect' or 'small cluster effect' as described by Poltson et al. (1996), although it is
difficult to know how these small clusters are formed. There are two options: either these
clusters are produced by the inoculation of a group of viruliferous whiteflies landing at the
same time from the primary spread or inoculation that occurs at different times due to
secondary spread. Based on the D value analysis, the majority of the PCs, but not the PEs, had

values higher than 1 (especially when using quadrat 2x3).. The binary power analysis showed
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aggregation in plots located at the edge and in the center of the pivot, although b and Log (A)
were significantly higher in the PC than the PE. In the last spatial analysis (DADF), the
number of the disease clusters in the PC with same incidence values in the PE was lower and
verified an earlier peak in the curve of the number of clusters and incidence in the PC,
indicating earlier coalescence of the clusters in the PC than the PE. These observations
indicate that there is a lower number of clusters in the PC, therefore symptomatic plants in the
PC were more aggregated than in plots located at the edge. The generalized beta distribution
function had a better fit to the data on the number of cluster per disease incidence in the PC
compared to the PE, indicating that the disease spread in the PC was ruled out by a low
number of spreading mechanisms as verified for citrus variegated chlorosis, which had only
one mechanism (Laranjeira et al., 2004). In contrast, a bad fitting to this function suggests that
the disease is associated with more than one spread mechanism. This phenomenon was
observed in citrus canker, which had at least three mechanisms (Gottwald et al., 2007). In this
study, the cluster analysis of begomovirus-infected plant foci confirmed that the primary
component acted together with the secondary and the ‘false secondary' spread in the PE,
whereas the primary component was less relevant in the disease spread in the PC. Thus, the
symptomatic plants in the PC are concentrated in a few clusters and consequently exhibit an
aggregated distribution. This slightly aggregated pattern that is scattered in small clusters may
be typical of diseases associated with whiteflies. Furthermore, the higher aggregation pattern
observed in PC suggested that there was a distinct type of predominant spread in plots located

at the center and the edge of the pivot as explained in more detail in the paragraph below.

In this study, we observed that symptomatic plants were consistently more aggregated
in plots located at the center of the pivot than symptomatic plants in plots located at the edge.
The most plausible explanation relies on the existence of three different components of

begomovirus disease epidemics. The first component is the primary spread (which is a
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random component): viruliferous whiteflies come from outside of the target field and then the
vectors select and feed on plants at random. The second component is the real secondary
spread: aviruliferous whiteflies that come from outside the field or are born inside the field
acquire the virus and feed on other plants, thereby transmitting the virus to neighbouring
plants and producing an aggregated distribution pattern. The third component is the “false”
secondary spread, when the same viruliferous whitefly comes from outside the fields and
feeds on several nearby plants, producing an aggregated distribution pattern. Therefore, we
suggest that the three components are present in the PE, but the first and the third are more
important than the second. In this case, the majority of viruliferous whiteflies come from
outside of the field and stay at the edge. However, in the PC the first component may be less
important because a lower number of whiteflies coming from outside the field reach the
center of the pivot. Hence, the second component becomes more relevant in this case. The
heavy insecticide spraying regime may also contribute to the reduction of secondary spread.
We also observed that the whitefly population was higher at the edge and decreased to the
central part and that nymphs were only observed 45 days after transplanting (unpublished
results). Thus, viruliferous whiteflies arrive in larger numbers earlier in the edge of the pivot
and slowly colonize inside of the plantation with their progeny. Thus, primary spread seems
to be the most important mechanism for begomovirus epidemics and disease progression may
be accelerated due to the occurrence of primary infection over an extended period of time as
theoretically described by Gilligan & Kleczkowski (1997), Gilligan (2002) and Bergamin

Filho et al. (2016).

Large whitefly populations were observed in both regions, especially in PAD-DF and
early in the season. For the two monitored areas, the whitefly infestation was high in both
areas, although the begomovirus disease incidence was lower in Luzidnia. These results

suggest that begomovirus disease progression is not directly related to the whitefly population
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in the field and that the most likely explanation is that TOSRV inoculum sources are more
abundant in PAD-DF than in Luziania. This has been previously shown in other studies
(Polston et al., 1996; Barbosa et al., 2016). In the fields monitored in this study, the growers
apply insecticides on a weekly basis in both regions, which contributes to the decrease in the
whitefly population. Viruliferous whiteflies require less than an hour to inoculate the virus
(Santos et al., 2003) and the time needed for insecticides to kill an adult whitefly is longer
than the inoculation period. Furthermore, the proportion of viruliferous regarding total
whiteflies present in the area is not known. The dispersion behaviour of insects is the key to
understanding the progress of vectored disease outbreaks in plants. Insect behaviour is highly
influenced by the agricultural environment, which is particularly complex in central Brazil.
This region has the highest density of central pivots in Brazil, and this complexity hinders a

better understanding of begomovirus disease epidemics.

The findings of this study contribute to our understanding of begomovirus disease
progression in processing tomatoes. In summary, these results suggest that a begomovirus
disease is simply not classifiable as a monocyclic or polycyclic disease because three
important components of spread are likely present and primary spread is continuous in this
pathosystem. Therefore, it appears that primary spread is the most important component in
this begomovirus system. Clearly, there is a need for more effective management and this
information provided in this study helps the designing and the application of IPM strategies.
Therefore, we suggest the following management recommendations: (i) eliminate weed
reservoirs and volunteer tomatoes around fields; (ii) control the whiteflies around tomato
fields to reduce populations arriving in the fields; (iii) plan planting locations; (iv) do not
plant new fields near old fields; and (v) destroy the tomato crops immediately after harvest.
These recommendations should be performed in a wide macro-region because the swarm of

vectors may come from distant areas (Bergamin Filho et al., 2016; Inoue-Nagata et al., 2016).
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Conclusions

>

No relevant difference on the temporal and spatial analyses between the tomato field
of Luziania and PAD DF was observed;

Significant difference was observed among plots located at the center and at the edge
of the pivots;

Three different mechanisms of disease dissemination was suggested in the
begomovirus disease: a random component (primary spread), and two aggregation
components, a real secondary spread, and a “false” secondary spread;

The disease progress is fast when the overall conditions are favorable, especially in
plants located in the edge of the pivots, where the population of arriving whiteflies is
high;

In general, a slight aggregation was observed in all plots, especially in PC. It is
believed that this aggregation is due to the higher importance of the two aggregation
primary spread is less important in PC, and the two others components, aggregated
components, become more important;

The primary spread seems to be the more important dissemination component for
begomovirus disease in tomato crops;

The management of begomovirus disease should be done on a wide macro-region,

because the control only in the target fields seems to be not effective.
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Capitulo 3 — Progresso temporal e espacial de crinivirose e begomovirose em tomateiro
de crescimento indeterminado

Resumo

A begomovirose e a crinivirose sdo atualmente as doencas de origem viral com maior
incidéncia em tomateiro no Brasil. Os agentes causais dessas doencas sdo respectivamente
espécies de begomovirus e crinivirus, ambos transmitidos por insetos vetores, mosca-branca.
O manejo adequado de doencas transmitidas por vetores ainda € um desafio, devido a grande
caréncia de informacdes sobre os processos epidemioldgicos destas doencas sob condicbes de
campo. Com objetivo de entender melhor a epidemiologia dessas duas doencas, parcelas
experimentais foram demarcadas e analisadas em quatro regiGes produtoras de tomateiro para
consumo in natura na regido central do Brasil em cultivares com resisténcia a begomovirose.
Nessas areas € comum o plantio de cultivares com resisténcia, devido a frequente alta
incidéncia da begomovirose inviabilizando o cultivo de materiais altamente susceptiveis.
Dezesseis parcelas com 225 plantas cada uma foram avaliadas semanalmente quanto a
presenca de plantas com sintomas caracteristicos de infec¢do por begomovirus e crinivirus. A
populacdo de mosca-branca foi monitorada semanalmente a partir da quantificacdo de
individuos adultos. Adicionalmente, amostras de tomateiro e outras plantas foram coletadas
em todas as parcelas. O begomovirus Tomato severe rugose virus e o crinivirus Tomato
chlorosis virus foram as Unicas espécies de virus pertencentes a esses géneros identificadas
em tomateiro neste estudo. Poucas espécies de plantas daninhas coletadas dentro e ao redor
das parcelas experimentais estavam infectadas com pelo menos um desses virus. Esse
resultado sugere que possivelmente a principal fonte de indculo dessas viroses nas areas
avaliadas ndo eram plantas daninhas. Foi observada uma alta variagdo de incidéncia das
viroses entre as regides avaliadas, embora a incidéncia tenha sido similar entre as parcelas de

uma mesma regido. Plantas infectadas por crinivirus foram mais abundantes, porém as
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primeiras plantas sintomaticas identificadas foram de begomovirus. Mesmo com a utilizacéo
de cultivares com moderada resisténcia a begomovirose, a incidéncia foi alta, portanto é
provavel que essa virose fosse mais critica com o uso de cultivares susceptiveis. As curvas de
progresso de begomovirose e crinivirose obtidas foram bastante similares, sendo que ondas de
incidéncia semelhantes foram observadas nas curvas de ambas as viroses. A presenca dessas
ondas dificultou o ajuste de modelos epidemioldgicos e indicou que sdo possivelmente
resultantes de influxos peridédicos de moscas-brancas na area cultivada. Em trés das quatro
analises espaciais realizadas, a distribuicdo de plantas sintomaticas foi predominantemente ao
acaso tanto para begomovirose como para crinivirose. Leve agregacao foi detectada somente
pela analise da lei de Taylor modificada para ambas as viroses. Embora begomovirus e
crinivirus possuam relacdo virus-vetor distintas, a dindmica temporal e espacial destas viroses
foi bastante similar. Isso indica fortemente que para ambas as viroses a disseminagédo primaria
seja continua e a principal responsavel pela ocorréncia das epidemias. A partir dessa premissa,
recomenda-se a realizacdo de um manejo regional e integrado para prevenir a entrada de
insetos viruliferos provenientes de cultivos ou plantas daninhas infectadas.

Palavras-chaves: Crinivirus, begomovirus, epidemiologia, tomate
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Abstract

The begomovirus and crinivirus diseases are today the viral diseases with the highest
incidence in tomatoes in Brazil, Both begomovirus and crinivirus disease are transmitted by
the whitefly Bemisia tabaci. An efficient management of vector-borne diseases remains a
challenge due to the great lack of information on the epidemiological processes of these
diseases under field conditions. In order to better understand the epidemiology of the two
viral diseases, experimental plots were demarcated and analyzed in four fresh market
production areas in central Brazil in begomovirus resistant cultivars. It is common to cultivate
begomovirus resistant plants, as the high incidence of begomovirus is frequent and thus
preventing the use of highly susceptible cultivars. Sixteen plots with 225 plants each were
weekly evaluated for the presence of plants with typical symptoms of begomovirus and
crinivirus infection. The whitefly population was weekly monitored for quantification of adult
insects. In addition, samples of tomato and uncultivated plants were collected from all plots.
Tomato severe rugose virus and Tomato chlorosis virus were the only begomovirus and
crinivirus species, respectively, identified in the plots. Few weed species collected inside and
around of the experimental plots were infected with at least one of these viruses. This result
suggests that most possibly the primary sources of these viruses in the evaluated areas were
not those weeds. High variation in virus disease incidence between the areas was observed,
although the incidence was similar between plots of the same region. Plants infected by
crinivirus were more abundant, but the first symptomatic plants were infected by
begomovirus. Even with the use of cultivars with moderate resistance to begomovirus, the
disease incidence was high, hence most likely this disease would be more critical if using
susceptible cultivars. The begomovirus and crinivrus disease progress curves were very
similar, and identical waves were observed in the disease curves of both viruses. The presence

of these waves hampered the attempts to fit epidemiological models to the curves, and
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indicated that they are possibly caused by whitefly periodic inflows in the target fields. In
three of four spatial analyzes, the distribution of symptomatic plants was predominantly at
random for begomovirus and crinivirus diseases. Slight aggregation was detected only when
using the modified Taylor law for both viral diseases. Although begomovirus and crinivirus
disease have distinct virus-vector relationship, the temporal and spatial dynamics of the
disease they cause was essentially similar. This results strongly indicates that the virus
primary inoculum spread is continuous, and thus responsible for the occurrence of epidemics
for the two virus diseases. From this premise, it is recommended to perform a regional and
integrated pest management to prevent the entry of viruliferous insects from the neighboring

infected weeds and crops.

Key-words: Crinivirus, begomovirus, epidemiology, tomato
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Introducéo

A begomovirose é atualmente considerada a principal doenca de origem viral em
tomateiro no Brasil. Isso se deve a alta incidéncia nas lavouras, reduzida oferta de cultivares
resistentes de tomateiro (principalmente de crescimento determinado) aos begomovirus, a
presenca de grande nimero de hospedeiras alternativas suscetiveis em campo e a dificuldade
de controle do inseto vetor, a mosca-branca. A partir de 2008, outra virose, a crinivirose, cujo
agente etiologico também é transmitido por mosca-branca, foi identificada infectando plantas
de tomate no Estado de Sao Paulo (Barbosa et al., 2008). A partir de entdo foi observada a
presenca desse virus infectando tomateiros em outros cinco estados do Pais (Barbosa et al.,
2011). Uma alta taxa de incidéncia de ambas as viroses tem sido observada nas principais
regides produtoras, como por exemplo, no Distrito Federal e entorno (Macedo et al., 2014).

A begomovirose em tomateiro é causada por diversas espécies do género
Begomovirus. No Brasil, Tomato severe rugose virus (ToSRV) é a espécie predominante na
cultura na maioria dos estados produtores (Ribeiro et al., 2003, Zerbini et al., 2005, Fernandes
et al., 2008, Gonzales-Aguilera et al., 2012, Macedo et al., 2014). A crinivirose é causada
por duas espécies do género Crinivirus, porém apenas a Tomato chlorosis virus (ToCV) ja foi
relatado no Pais. Os begomovirus pertencem a familia Geminiviridae e possuem genoma
composto de DNA fita simples circular encapsidados em particulas gemininadas e
icosaédricas (Brown et al., 2015). Os crinivirus pertencem a familia Closteroviridae e
possuem genoma composto por RNA fita simples positiva (Wisler et al., 1998). Ambos os
virus sdo transmitidos naturalmente pela mosca-branca Bemisia tabaci. A inter-relacdo virus-
vetor dessas viroses é distinta. Begomovirus sdo transmitidos de maneira circulativa-
persistente por diversos bidtipos de B. tabaci (Ghanim et al., 1998; Morin et al., 1999;

Rubinstein &Czosnek1997, Rosen et al., 2015). Crinivirus sdo transmitidos de maneira néo
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circulativa semi-persistente por B. tabaci e duas espécies de Trialeurodes, T. vaporariorum e
T. abutilonea (Wisler et al., 1998). A ltima espécie ainda néo foi relatada no Brasil.

Prejuizos causados pela begomovirose afetam a tomaticultura brasileira desde a
década de 90 (Franca et al., 1996). A recente introducdo de crinivirose no Pais e a alta
populacédo do inseto vetor em campo aumentaram a preocupacdo dos produtores (Franca et
al., 1996). Atualmente, no cultivo de tomateiro estaqueado o uso de cultivares resistentes é
frequente, sendo mandatério em determinadas regides, devido aos altos niveis de incidéncia e
de perdas na producdo. O gene Ty-1 é muito provavelmente o gene de resisténcia a
begomovirus mais utilizado, sendo que esse gene ndo confere imunidade a infec¢do por
begomovirus. Esse gene de resisténcia possibilita uma resisténcia parcial que leva a uma
menor taxa de infeccdo e inducdo de sintomas mais leves, se comparada a cultivares
susceptiveis (Inoue-Nagata et al., 2012). O controle de doencas transmitidas por insetos
vetores ainda € um grande desafio para os agricultores devido as diversas lacunas existentes
na compreensdo dos principais componentes epidemioldgicos que levam ao desenvolvimento
da doenca. A grande dificuldade estd em avaliar estes componentes de forma integrada e
relativamente precisa retratando as condi¢des reais de um cultivo comercial. Por isso, estudos
nesta area ainda sdo raros e dificilmente conseguem explicar o funcionamento do
patossistema como um todo. O objetivo deste trabalho é tentar preencher algumas destas
lacunas, gerando informac@es que levem a melhor compreensao desses dois patossistemas. O
trabalho foi realizado a partir do estudo do progresso temporal e espacial simultaneo de
begomovirose e crinivirose em tomateiro de crescimento indeterminado, visando obter
informacdes importantes sobre o processo epidemiologico dessas doencas que possam ser

utilizadas para a elaboragéo de estratégias de controle das mesmas.
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Material e Métodos

Descricdo das areas avaliadas

As parcelas experimentais foram localizadas em quatro areas de producdo comercial
de tomate de crescimento indeterminado na regido central do Pais: duas areas no Estado de
Goiéas, Goianapolis (parcelas G1 a G4; localizadas a 16° 30" 21.3" ao sul, 48° 57" 29.9" a oeste
e a 984 metros de altitude) e Distrito Agro-Industrial de Anapolis - DAIA (parcelas D1 a D4;
localizadas a 16° 31' 48.9" ao sul e 48° 48' 14.4" a oeste e a 968 metros de altitude) e duas no
Distrito Federal, Boa Esperanca (parcelas B1 a B4; localizadas a 15° 49' 18.4" ao sul, 48° 14'
43.9" a oeste e a 1104 metros de altitude) e Taquara (parcelas T1 a T4; localizadas a
15°39'31.11" ao sul, 47°33'12.79" a oeste e a 1110 metros de altitude) entre setembro de 2012
a outubro de 2014. Essas areas pertenciam a produtores de pequeno porte com moderado
nivel de tecnificacdo. As mudas foram provenientes de viveiros comerciais com alto padréo
de qualidade. A forma de conducéo foi feita por tutoramento a base de bambu ou fitilho com
espacamento entre plantas de 0,7m e entre linhas de 1,5m, com a conducao de duas hastes por
planta.

Em cada area foram selecionadas parcelas de 225 plantas (15 por 15 plantas) para
avaliacdo semanal (Parcelas G1-G4, D1-D4, B1-B4) ou a cada trés dias (T1-T4) da incidéncia
de crinivirose e begomovirose. Devido ao tamanho reduzido das areas de producdo, parcelas
consideradas no centro do cultivo ndo foram possiveis de serem demarcadas (apenas parcelas
na borda do cultivo foram demarcadas). Os dados de nimero de parcelas, a cultivar, o periodo
de avaliacdo e outras informacdes a respeito das parcelas encontram-se na Tabela 1. Devido a
dificuldade de diagnose da begomovirose e crinivirirose, a avaliagdo da incidéncia foi
realizada com a utilizacdo de ferramentas moleculares nas duas primeiras parcelas. Todas as
plantas com sintoma de viroses foram coletadas e a detecgéo viral foi realizada semanalmente

para cada virose até que ambas as viroses fossem detectadas em cada planta sintomatica ou
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até o final das avalia¢cdes. Uma vez que foi confirmado que o resultado da avaliagao visual foi
idéntico a avaliacdo por testes de deteccdo, nas parcelas seguintes a avaliacdo da incidéncia
foi baseada na analise dos sintomas de forma visual. Adicionalmente, nessas parcelas,
amostras de plantas sintomaticas foram coletadas em cada data de avaliacédo e analisadas para
confirmacdo do diagnostico visual. Um total de 177 e 187 amostras com sintomas

caracteristicos de begomovirus e crinivirus, respectivamente, foram coletadas.

Tabela 1: Caracteristicas das parcelas em todas as areas avaliadas, Goianapolis, DAIA e Boa
esperanca, 2012-2013.

. _ Periodo
Area NP cultivar R o
més ano irrigacéo
Goianapolis® 2 Dominador®  Set-out 2012 Sulco
Goianapolis* 2 Dominador®  Set-nov 2012 Sulco
DAIA* 4 Dominador® Out-dez 2012 Sulco
Boa Esperanca® 4 Predador*  Jun-ago 2013  Gotejamento
Taquara® 4 Dominador® Jun-out 2014  Gotejamento

'Regido localizada no estado de Goiés; 2Regido localizada no Distrito Federal; Cultivar
resistente a begomovirus, “Cultivar resistente a infeccdo por begomovirus e crinivirus. NP:

namero de parcelas.

Coleta de plantas daninhas

Em todas as parcelas foram coletadas plantas daninhas na Gltima avaliagcdo. As plantas
foram coletadas aleatoriamente, com ou sem sintomas de infeccéo viral, em um total de 184
amostras. DNA e RNA totais destas plantas foram extraidos e submetidos a PCR e RT-PCR
com primers especificos para deteccdo de begomovirus e crinivirus de acordo com 0s

métodos descritos a seguir.
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Extracdo de DNA e RNA total e deteccéo viral

O DNA total das plantas foi extraido a partir do método desenvolvido por Doyle e
Doyle (1990). Esse foi submetido a amplificacdo por PCR utilizando Taq DNA polimerase
(Invitrogen) com o par de primers universais para begomovirus PAR1c496/PAL1v1978,
gerando um fragmento de aproximadamente 1100 pares de bases (Rojas et al., 1993). Em
amostras positivas para begomovirus, primers espécie-especificos para ToOSRV (Fernandes et
al., 2010) foram utilizados. Vinte amostras positivas com os primers espécie-especificos para
ToSRV foram selecionadas e o DNA total utilizado para amplificacdo por circulo rolante
(TempliPhi Amplification Kit; GE Healthcare), segundo método descrito por Inoue-Nagata et
al. (2004). O produto de RCA obtido foi parcialmente sequenciado com o primer
PAR1c496 correspondente a parte da ORF AV1 (CP) e a regido intergénica para
confirmacéo dos resultados da PCR especifica.

O RNA total das plantas foi extraido com Trizol ® (Invitrogen), o cDNA foi
sintetizado com a transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen) e o primer Toc-6 e PCR
realizada para amplificacdo de parte do genoma do ToCV com o par de primersToc-5/Toc-6
(Dovas et al., 2002), amplificando um fragmento de 463 pares de bases. Um total de 20
produtos de PCR obtidos foi utilizado para sequenciamento com o primer ToC-5 que

corresponde a regido HSP70.

Anélises epidemioldgicas

Os dados de incidéncia no tempo e espaco ao longo das avaliacbes em todas as areas
foram utilizados para plotagem cumulativa e ndo-cumulativa da incidéncia das doencgas e
realizacéo das analises epidemiologicas. Mapas representando as parcelas (225 plantas) foram

criados para cada avaliacdo em todas as regides para serem usados nas analises temporais e
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espaciais. Plantas sintomaticas foram colocadas em mapas na mesma posi¢do em que estas se

encontravam nas parcelas reais (exemplo na Figura 1).

A HLIEEREY HEIL A
=
B 0 if.
C ecza £ i i :
Exieer et

Figura 1: Padrdo espacial de begomovirose em quatro parcelas localizadas na regido de Goianapolis
(GO). Cada quadrado representa uma avaliacdo (a cada 7 dias apds o transplantio). Quadrados pretos
representam plantas sintomaticas e brancos assintomaticas. A: Parcela G1, B, parcela G2. C: parcela

G3 e D: parcela G4.

Analise temporal

A incidéncia de plantas de tomate sintomaticas foi avaliada em 16 parcelas, as 12
primeiras foram avaliadas semanalmente (parcelas G1-G4, D1-D4 e B1-B4). Devido a rapida
evolucéo e estabilidade das epidemias nas parcelas experimentais, a frequéncia de avaliagdo
semanal levou a um nimero reduzido de avaliagdes. Por isso, nas quatro ultimas parcelas a
frequéncia de avaliacdo da incidéncia da doenca foi aumentada, passando a ser a duas
avaliacOes semanais (parcelas T1-T4).

A incidéncia de plantas doentes (P) foi determinada em cada avaliacdo por meio da
equagao (Madden & Hughes, 1995): P = X (X;) / nN, onde Xi € o numero total de plantas
sintomaticas em cada quadrat n € o nimero de plantas de cada quadrat e N é o numero total

de quadrats em cada parcela.
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A area abaixo da curva de progresso (AACPD) foi calculada pelo método da
integralizacdo trapezoidal (AACPD) de acordo com Campbell e Madden (1990):
AACPD =Z ((Yi * Yi+1) / 2) (tiz1 - t;))

onde y; ¢ Yi+1 S80 valores de incidéncia observados em duas avaliagdes consecutivas, tj+1 € t;.

Analise espacial

Quatro métodos foram utilizados para estudar o padrdo espacial das viroses em todas
as parcelas avaliadas: analise de sequéncias ordinérias, indice de dispersdo, a lei de Taylor
modificada e dindmica de focos de doenca. Inicialmente, mapas binarios (plantas sintomaticas
ou ndo sintomaticas) foram gerados para cada avaliacdo de cada parcela. Quadrats com dois
tipos de tamanho foram utilizados, 2x3 (duas plantas na linha e trés entre linhas) e 3x2 (trés

plantas na linha e duas entre linhas).

Analise de sequéncias ordinarias

Analise de sequéncias ordinarias é um teste ndo paramétrico simples que utiliza dados
binarios para detectar agregacdo de plantas sintomaticas imediatamente adjacentes dentro das
linhas de plantio ou transversalmente a elas (Madden et al., 1982). O numero esperado de
“runs” E (U) sob a hipotese nula de aleatoriedade ¢ dado por E (U) =1 + [2m (N-m)/N], onde
m € o nimero de plantas com sintomas e N é o numero total de plantas por linhas combinadas.
O desvio padrdo de U, sob a hipétese de nulidade, é dado por S(U)={[(2m(N-m))(2m(N-m)-
N)J/(N2 (N-1)}0,5. Utilizando o teste normal padrdo Z, onde Z(U)=[U-E(U)]/S(U)], foi
utilizado para determinar a significancia da agregacdo de plantas sintomaticas, sendo que
valores de Z menores que -1,64 (P=0,05) indicam rejeicdo a hipdtese de nulidade (arranjo

aleatdrio), em favor da hipotese alternativa (arranjo agregado) (Campbell & Madden, 1990).
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indice de dispersdo (D)

O indice de dispersdo (D) foi calculado para todas as parcelas com dois tamanhos de
quadrat (2x3 e 3x2) a partir da variancia observada (Vo) € binomial (Vyin) através da equacgéo
(Madden & Hugles, 1995):

D = Vaps / Vbin

Vops=2Z (Xi - Pn)2/n2 (N-1) e Vpin. =P (P-1) /' n
onde x; ¢ o nimero total de plantas sintomaticas em cada quadrat, P ¢é a incidéncia, n é o
numero de plantas por quadrat e N é o numero total de quadrats em cada parcela.

A significancia do indice de dispersao foi verificada por meio do teste de qui-quadrado
ao nivel de 5% de probabilidade. Valores de D estatisticamente iguais a 1 foram considerados
como padrdo ao acaso (hipétese nula), ja valores que diferiram estatisticamente de 1 foram

considerados como agregados.

Aplicacdo da lei de Taylor modificada

A aplicacdo da Lei de Taylor modificada foi realizada utilizando a relacdo linear entre
0 logaritmo da Vi, e 0 logaritmo da Vs (Madden & Hugles, 1995), da seguinte forma: Log
(Vbin) = log (A) + b log (Vobs), onde A e b séo pardmetros.

As regressdes foram realizadas utilizando o programa Statistica ® 6.0 (Statsoft, Tulsa,
OK, EUA). Como variavel independente foi considerada o logaritmo das variancias binomiais
e como variavel dependente o logaritmo das variancias observadas para 0s mapas de cada
parcela, para os dados de todas as parcelas de cada experimento e os dados de todas as
mesmas em conjunto. A significancia das relacbes (regressao linear) entre log (Vyin) € log
(Vobs) foi determinada pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade. A adequacao do ajuste do
modelo aos dados foi determinada por meio dos valores de coeficiente de determinacéo (R?) e

pelos padrdes de distribui¢do dos residuos (Madden & Hughes, 1995).
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A igualdade dos parametros b = 1 e log (A) = 0 foi avaliada através do teste t ao nivel
de 5% de probabilidade (Madden & Hugles, 1995), utilizando as estimativas destes
parametros de aleatoriedade e seus erros padrdes. Quando b = 1 e log (A) = 0, os dados
seguem um padrdo de distribuicdo ao acaso. Se b = 1 e log (A) > 0, existe um nivel de
agregacdo que independe da incidéncia. Enquanto que quando b >1 e log (A) > 0 existe

agregacao e esta varia de acordo com a incidéncia.

Analise da dindmica de focos da doenca (ADFD)

O conceito de foco para ADFD foi considerado como sendo uma area de concentracao
de plantas infectadas, podendo ser fontes primarias de infeccdo ou coincidentes com areas
originalmente favoraveis ao estabelecimento da doenca e que tendem a influenciar no padrao
de transmissdo da doenca (Laranjeira, 1997). A ADFD foi realizada a partir dos mapas
cumulativos de cada parcela em cada avaliacdo, sendo consideradas plantas sintomaticas do
mesmo foco apenas aquelas plantas sintomaticas imediatamente adjacentes no padrdo de
proximidade horizontal, vertical ou longitudinal (Nelson, 1996 e Laranjeira, 1997). A partir
de entdo, para cada mapa foi quantificado o nimero de focos para o total de plantas em cada
parcela. Mapas com a representacdo grafica do numero de focos relacionados com a
incidéncia da doenca foram gerados para todos os conjuntos de dados e esses foram ajustados
a funcdo beta generalizada (Hau & Kranz, 1990):

Y = by(x)*? x (1-x)™
Em que Y = é o nimero de focos por 225 plantas, x € a incidéncia da doenca, e as

constantes de regressdo B1, B2 e B3 sdo calculados.
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Associacao entre begomovirose e crinivirose

A associacdo entre begomovirose e crinivirose foi quantificada a partir do calculo do
indice de Jaccard (Ludwig & Reynolds 1988; Turecheck & Madden 2000). Para cada parcela
experimental o indice de Jaccard foi calculado a partir da seguinte formula:

J=a/ (atb+c),
onde a representa a quantidade de plantas onde ambas as viroses foram observadas, b
representa a quantidade de plantas sintomaticas com virus 1 e c representa a quantidade de
plantas sintomaticas com o virus 2. Os valores do indice variam entre 0 e 1, sendo que quanto
mais proximo de 1 maior a associacdo, enquanto que quanto mais proximo de 0 menor a

associacdo entre as viroses.

Monitoramento dos adultos de mosca-branca

Em todas as parcelas avaliadas foi realizado semanalmente o monitoramento da
populacdo de moscas-brancas. O monitoramento foi realizado colocando-se oito armadilhas
(armadilha amarela, BioControle) em cada parcela. Essas armadilhas eram quadradas
(12x12cm), com dupla face amarela e recobertas com cola, onde o0s insetos ficavam aderidos.
No campo, essas armadilhas foram instaladas na altura das plantas, fixadas em estacas de
aluminio, onde permaneciam em campo por sete dias. Apos este periodo as armadilhas eram
levadas ao laboratorio de Entomologia da Embrapa Hortalicas para contagem dos adultos

(com auxilio de um microscépio estereoscdpico).
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Resultados

Diagnostico sintomatico visual

O estudo epidemiologico foi realizado durante os anos de 2012 a 2014 em 16 parcelas
localizadas em quatro areas de producdo de tomateiro para consumo in natura com duas
cultivares hibridas: Dominador (TopSeed) e Predador (TopSeed). Ambos 0s cultivares
apresentam resisténcia moderada a infeccdo por begomovirus, isto €, apresentam casos de
escapes de infeccdo e em plantas infectadas, os sintomas sdo amenos. Plantas infectadas com
begomovirus apresentavam manchas cloroticas suaves, principalmente nas folhas superiores
da planta. Com o avanco do progresso da epidemia os sintomas passaram a ser observados em
outras partes da planta, mas de forma pouco severa (Figura 2 A, B e C). Os sintomas causados
por crinivirus foram observados mais tardiamente, somente ap6s pelo menos trés semanas do
transplante das mudas. Plantas infectadas com crinivirus apresentaram mosqueado, manchas
clordticas, clorose e enrolamento foliar inicialmente nas folhas mais velhas e mais tarde
atingindo quase toda a planta (Figura 2 D, E e F). Plantas infectadas com ambas as viroses
apresentaram sintomas tipicos de begomovirose na parte superior da planta e de crinivirose na
parte inferior da mesma (Figura 2 G, H e I). Os sintomas de begomovirose observados em
ambas as cultivares foram evidentes, porém suaves se comparados com 0s sintomas
apresentados por cultivares suscetiveis ao begomovirus. A analise molecular confirmou a
presenca de begomovirus e/ou crinivirus em 100% das plantas coletadas com sintomas
caracteristicos de begomovirus e/ou crinivirus. A anélise visual das plantas sintomaticas foi
precisa e confiavel para este estudo. Poucos casos de outras doencas de origem viral foram
observados alem dessas duas viroses nas parcelas. Entretanto, algumas plantas fora das
parcelas apresentavam sintomas caracteristicos de vira-cabeca do tomateiro. Esses sintomas
eram facilmente distinguiveis, como por exemplo, arroxeamento das folhas, pontuacdes

necroticas e necrose nas folhas e caule e distorgdo do apice. Doengas de origem né&o viral
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também foram observadas, principalmente bactérias (do género Pseudomonas e

Xanthomonas) causando perda de area foliar, porém ocorrendo de forma uniforme nas

parcelas e ndo prejudicando as avaliacoes.

Figura 2. Folhas de tomateiro apresentando clorose internerval e enrolamento
foliar das folhas mais novas, causados por infeccdo por begomovirus (A, B, C);
tomateiro apresentando clorose internerval e enrolamento foliar das folhas mais

velhas, causados por infeccdo por crinivirus (D, E, F); tomateiros infetados por

begomovirus e crinivirus (G, H, I).
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Deteccao e identificacdo das espécies virais em campo

Durante as avaliacBes em todas as parcelas das quatro areas avaliadas foram coletadas
um total de 317 amostras de plantas sintomaticas. Essas amostras foram inicialmente
analisadas via PCR. O DNA total das 177 plantas com sintomas de begomovirus
amplificaram um fragmento de ~1100 pares de bases utilizando o0s primers universais a
begomovirus, confirmando a infeccdo. O cDNA de todas as 187 amostras coletadas com
sintomas de crinivirus amplificaram um fragmento de aproximadamente 500 pares de bases,
utilizando os primers (ToC 5 e ToC 6), confirmando a infeccdo por ToCV. Os dois virus
estavam presentes simultaneamente em 95 amostras sintomaticas coletadas. O resultado do
sequenciamento parcial do produto da PCR confirmou a presenca de apenas ToSRV e ToCV
nas amostras analisadas, indicando que essas sdo as espécies de begomovirus e crinivirus
predominantes na regiao.

Em todas as parcelas foram coletadas plantas daninhas na ultima avaliacdo, em um
total de 184 amostras de plantas. Dezessete espécies de plantas daninhas diferentes foram
coletadas e cinco destas espécies estavam infectadas com begomovirus (Nicandra physaloides
e Sida spp.) ou crinivirus (Amaranthus viridis, Solanum americanum, Sida spp. e Commelina

benghalensis) (Tabela 2).
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Tabela 2: Deteccdo molecular de begomovirus e crinivirus em plantas
daninhas coletadas nas regides de Goianapolis, DAIA, Boa Esperanga e

Taquara.
ToSRV* ToCV*

Curcubita spp. 0/1 0/1
Euphorbia heterophylla 0/15 0/15
Alternanthera tenella 0/7 0/7
Portulaca oleracea 0/4 0/4
Galinsoga parviflora 0/4 0/4
Brachiaria spp. 0/3 0/3
Amaranthus viridis 0/38 1/38
Crotalaria spp. 0/6 0/6
Euphorbia brasiliensis 0/1 0/1
Emilia sonchifolia 0/1 0/1
Phaseolus vulgaris 0/12 0/12
Solanum americanum 0/30 4/30
Nicandra physaloides 17 17
Bidens pilosa 0/1 0/1
Sonchus oleraceus 0/5 0/5
Sida spp. 4/42 3/42
Commelina benghalensis 0/9 1/9
Total 5/184 10/184

*Total de plantas infectadas pelo total de plantas coletadas. TOSRV: Tomato severe

rugose virus; ToCV: Tomato chlorosis virus.
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Analise temporal

Incidéncia da doenca

A incidéncia de begomovirose e crinivirose foi avaliada em 16 parcelas contendo 225
plantas cada, em quatro areas de producdo comercial de tomate para consumo in natura em
diferentes épocas do ano (Tabelas 3 e 4). Em geral, sintomas caracteristicos de begomovirose
foram primeiramente observados para a maioria das parcelas. Aos 14 DAT, plantas de tomate
comecaram a exibir sintomas caracteristicos de infeccdo por begomovirus, enquanto sintomas

caracteristicos de crinivirus foram observados mais tardiamente, aos 21 dias.

Alta variagdo de incidéncia e de AACPD para ambas as viroses entre as parcelas e as
areas avaliadas foram observadas, embora uma pequena varia¢do de incidéncia e AACPD
tenham sido verificadas entre as parcelas de uma mesma area de producdo. As duas regides
com maior incidéncia final média de ambas as viroses foram Taquara (67,5% de
begomovirose e 76% de crinivirose) e Goianapolis (29% e 57,8%, respectivamente).
Apresentaram baixa incidéncia as regides de DAIA com 6,3% de begomovirose e 1,6% de
crinivirose e Boa Esperanga com 19,8% e 25,3%, respectivamente. As incidéncias finais e a
AACPD, respectivamente, variaram de 0,9 - 71% e 4,18 — 224,21 para begomovirus e de 4,9 -
87% e 12,08 - 218,43 para crinivirus. Mesmo o sintoma de crinivirose ficando visivel mais
tardiamente, a incidéncia e a AACPD para esta doenca apresentaram maiores valores em

todas as parcelas avaliadas.
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Curvas de progresso

As curvas de progresso obtidas refletem os diferentes periodos de incubacdo das
viroses, mostrando o aparecimento um pouco mais tardio de plantas sintomaticas para
crinivirose. As curvas de progresso de crinivirose estdo defasadas no tempo em relacdo as
curvas de begomovirose no periodo inicial, especialmente para as parcelas localizadas em
Taquara. Mais tarde, a incidéncia de crinivirose aumenta e supera os valores de begomovirose
em todas as parcelas avaliadas. A forma das curvas de progresso de begomovirose e
crinivirose apresentou certa similaridade entre as regides, mas especialmente entre parcelas da
mesma localidade (Figura 3). Devido principalmente a quantidade reduzida de avalia¢fes nas
12 primeiras parcelas avaliadas, ndo foi possivel fazer um ajuste adequado das curvas a
nenhum modelo estatistico. Nas quatro Ultimas parcelas, onde o nimero de avaliacbes foi
aumentado, ondas de incidéncia foram observadas ao longo das curvas de progresso,
especialmente para crinivirose, fato esse que mais uma vez dificultou um ajuste adequado.
Optou-se, entdo, por ndo realizar ajuste das curvas de progresso e explicar as ondas

observadas a partir de aspectos bioldgicos dos patossistemas estudados.
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Figura 3: Curvas de progresso de begomovirose (linha continua) e crinivirose (linha pontilhada) e

populagcdo de mosca-branca (barras). Setas indicam a presenca de ondas de incidéncia. Quatro

regibes produtoras de tomateiro avaliadas. A: parcela G1, B: G2, C: G3 D: G4 (localizadas em

Goianapolis); E: D1, F: D2, G: D3, H: D4 (localizadas no DAIA); I: B1, J: B2, K: B3, L: B4 (localizadas em

Boa Esperanca); e M: T1, N: T2, O: T3 E P: T4 (localizadas em Taquara).
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Tabela 3: Incidéncia de begomovirose, valor de D (quadrat 2x3 e 3x2), valores da andlise de

sequéncias ordinarias, populacdo média de mosca-branca e valores da AACPD em 12 parcelas

localizadas nas regides de Goianapolis (GO), DAIA (GO), Boa Esperanca (DF) e Taquara

(DF).

D Seq. ordinérias

Parcela| Data DAT INC MB  AACPD
2x3 3x2 row columns
13.09.12 14 0,08 0,84 1,10 0/9 0/12
20.09.12 21 0,13 0,71 0,95 0/12 2/14
27.09.12 28 0,27 146>  1,47* 0/15 1/15

Gl 04.09.12 35 0,20 0,79 0,85 0/14 0/15 9,96 15401
11.10.12 42 0,26 1,38 0,97 0/15 0/15
16.10.12 49 0,40 1,64 * 1,35 0/15 0/15
13.09.12 14 0,10 0,09 0,93 0/2 0/4
20.09.12 21 0,02 0,90 0,90 0/2 0/5

G2 |27.09.12 28 0,05 0,77 0,77 0/5 0/7 11 34,48
04.09.12 35 0,05 0,99 0,99 0/5 0/9
11.10.12 42 0,06 0,90 0,75 0/7 0/10
27.09.12 14 0,02 0,93 0,93 0/3 0/4
04.09.12 21 0,02 0,90 0,00 0/4 0/5
11.10.12 28 0,04 0,83 1,09 0/5 0/7

G3 16.10.12 35 0,20 1,27 1,41 1/15 1/14 818 92,99
25.10.12 42 0,26 1,10 1,09 1/15 0/15
01.11.12 49 0,26 1,03 1,02 1/15 0/15
27.09.12 14 0,05 0,99 0,99 0/7 0/10
04.09.12 21 0,07 1,13 0,98 0/10 0/11
11.10.12 28 0,10 1,37 1,05 0/11 0/14

G4 16.10.12 35 0,28 1,17 1,31 1/15 1/15 8,56 136,67
25.10.12 42 0,29 0,70 1,27 1/15 1/15
01.11.12 49 0,44 0,96 1,23 1/15 0/15
07.11.12 28 0,00 1,00 0,03 0/1 0/1
141112 35 0,00 1,00 1,00 0/2 0/2

D1 |21.11.12 42 0,00 1,00 1,00 0/2 0/2 14,37 5,42
27.11.12 49 0,01 0,98 0,98 0/3 0/3
05.12.12 56 0,02 0,93 0,93 0/5 0/5
31.10.12 21 0,00 1,00 0,03 0/1 0/1
07.11.12 28 0,00 1,00 0,03 0/1 0/1
141112 35 0,01 0,95 0,67 0/3 0/3

D2 21.11.12 42 0,01 0,95 0,67 0/3 0/3 1587 12,67
27.11.12 49 0,03 0,85 0,76 0/5 0/6
05.12.12 56 0,04 1,04 1,22 0/6 0/8
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071112 21 0,00 0,98 0,52 0/2 0/2
141112 28 0,00 0,98 0,98 0/2 0/2
211112 35 0,09 0,93 0,73 0/3 0/4
b3 271112 42 0,02 0,90 0,75 0/4 0/4 8,68 31,46
05.12.12 49 0,07 1,29 1,48* 0/9 0/9
11.12.12 56 0,09 1,55 1,55* 0/11 0/10
071112 28 0,01 0,98 0,98 0/2 0/2
141112 35 0,01 0,98 0,98 0/2 0/2
D4 |21.1112 42 0,01 0,98 0,98 0/2 0/2 7,125 28,32
27.11.12 49 0,09 1,11 1,24 0/10 0/10
05.12.12 56 0,10 1,17 1,24 0/10 0/10
17.07.13 35 0,00 1,00 1,00 0/1 0/1
24.07.13 42 0,01 0,98 1,44* 0/2 0/3
Bl |31.07.13 49 0,01 0,98 1,44* 0/2 0/3 12,31 7,49
07.08.13 56 0,01 0,98 1,44* 0/2 0/3
14.08.13 63 0,02 0,90 0,90 0/5 0/5
03.07.13 28 0,02 0,93 0,93 0/4 0/3
B2 |10.07.13 35 0,03 0,88 0,88 0/5 0/5 19,12 19,16
17.07.13 42 0,03 0,85 0,85 0/5 0/6
03.07.13 28 0,00 1,00 1,00 0/1 0/1
17.07.13 35 0,01 0,98 0,98 0/2 0/2
24.07.13 42 0,01 0,95 0,95 0/3 0/3
B3 |31.07.13 49 0,02 0,93 0,93 0/4 0/4 2356 11,04
07.08.13 56 0,02 0,93 0,93 0/4 0/4
14.08.13 63 0,03 1,23 0,88 0/4 0/4
21.08.13 70 0,00 1,36 0,83 017 0/6
10.07.13 35 0,00 1,00 1,00 0/1 0/1
B4 |17.07.13 42 0,00 1,00 1,00 0/1 0/1 28,75 4,18
24.07.13 49 0,01 0,98 0,98 0/2 0/2
14.08.14 28 0,01 0,98 1,00 0/2 0/2
18.08.14 32 0,01 0,95 0,98 0/3 0/2
21.08.14 35 0,04 0,83 0,88 0/6 o/7
25.08.14 39 0,08 0,97 0,78 0/11 0/11
28.08.14 42 0,10 0,85 0,94 0/12 0/13
01.09.14 46 0,14 0,62 0,88 0/12 0/14
04.00.14 49 0,18 0,88 0,99 0/13 0/14
i 08.09.14 53 0,24 0,99 0,95 0/13 0/15 41,95 20978
11.09.14 56 0,27 1,11 1,06 4/14 0/15
15.09.14 60 0,31 1,17 1,05 3/15 1/15
18.09.14 63 0,36 1,12 1,14 3/15 0/15
22.09.14 67 0,41 1,27 1,21 2/15 0/15
25.09.14 70 0,50 1,33 1,37 3/15 0/15
29.09.14 74 0,52 1,32 1,37 4/15 0/15
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02.10.14 77 0,63 1,22 1,20 1/14 1/15
06.10.14 81 0,66 1,24 1,25 0/14 1/15
10.10.14 84 0,67 1,18 1,33 0/14 1/15
14.08.14 28 0,00 1,00 1,00 0/1 0/1
18.08.14 32 0,01 0,98 0,98 0/2 0/2
21.08.14 35 0,04 1,09 1,09 0/6 0/8
25.08.14 39 0,09 0,92 0,92 0/11 0/11
28.08.14 42 0,14 1,03 0,97 0/13 0/15
01.09.14 46 0,18 0,87 1,09 0/13 0/15
04.00.14 49 0,23 0,89 1,12 0/13 0/15
08.09.14 53 0,28 1,01 1,28 1/14 0/15
T2 [11.09.14 56 0,30 1,04 1,22 1/14 0/15 45,13 22421
15.09.14 60 0,37 1,30 1,52* 3/14 0/15
18.09.14 63 0,42 1,34 1,30 1/14 0/15
22.09.14 67 0,45 1,26 1,26 2/14 0/15
25.09.14 70 0,50 1,02 1,13 1/14 0/15
29.09.14 74 0,53 1,13 1,09 0/14 1/15
02.10.14 77 0,61 1,19 0,69 0/15 2/15
06.10.14 81 0,65 1,19 0,67 0/15 2/15
10.10.14 84 0,67 1,27 0,79 0/15 2/15
11.08.14 25 0,00 1,00 -- 0/1 0/1
14.08.14 28 0,03 0,88 0,90 0/5 0/5
18.08.14 32 0,03 1,16 1,23 1/5 0/5
21.08.14 35 0,07 1,13 0,93 1/11 1/11
25.08.14 39 0,08 1,16 0,88 1/12 1/12
28.08.14 42 0,15 1,01 1,11 0/14 2/14
01.09.14 46 0,16 1,05 1,05 0/14 2/15
04.00.14 49 0,20 0,97 1,03 0/14 0/15
08.09.14 53 0,23 1,11 1,05 0/14 0/15 58,16
T3 11.09.14 56 0,28 1,06 1,15 1/15 1/15 219,36
15.09.14 60 0,37 1,01 1,12 1/15 1/15
18.09.14 63 0,42 0,98 0,82 0/15 0/15
22.09.14 67 0,47 1,24 0,79 0/15 0/15
25.09.14 70 0,55 1,5* 1,06 0/15 0/15
29.09.14 74 0,57 1,45* 1,02 0/15 0/15
02.10.14 77 0,66 1,55* 1,17 1/15 0/15
06.10.14 81 0,69 1,7* 1,27 2/15 1/15
10.10.14 84 0,71 1,49* 1,15 3/15 0/15
14.08.14 28 0,01 0,95 1,00 0/4 0/4
18.08.14 32 0,02 0,93 0,93 0/5 0/4
T4 (21.08.14 35 0,04 0,80 0,90 0/8 0/9 34,01 2134
25.08.14 39 0,06 1,03 0,77 0/9 0/12
28.08.14 42 0,12 1,48* 0,82 0/13 0/14
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01.09.14 46 0,13 1,59* 0,57 0/13 0/14
04.00.14 49 0,20 1,34 0,66 0/14 1/15
08.09.14 53 0,27 1,24 0,84 0/15 0/15
11.09.14 56 0,29 1,35 0,78 0/15 1/15
15.09.14 60 0,35 1,41 0,85 0/15 1/15
18.09.14 63 0,42 1,26 0,85 0/15 0/15
22.09.14 67 0,43 1,25 0,90 0/15 0/15
25.09.14 70 0,50 1,27 0,89 0/15 0/15
29.09.14 74 0,51 1,15 0,90 0/15 0/15
02.10.14 77 0,58 1,14 0,80 1/15 0/15
06.10.14 81 0,62 1,31 0,82 0/14 0/15
10.10.14 84 0,65 1,49* 0,81 0/14 0/15

G: Goianépolis, D: DAIA, B: Boa Esperanca, T: Taquara. DAT: Dias apds o
transplantio, INC: incidéncia da doenca, D: indice de dispersdo, MB: média da
populacdo de mosca-branca coletada em cada parcela até duas semanas antes do final
das avaliacbes, AACPD: area abaixo da curva de progresso da doenca por parcela; (*)

valores significativamente maiores do que 1 pelo teste do qui-quadrado (p <0,05).

Anélise espacial

Anélise de sequéncias ordindrias

A agregacdo de plantas com sintomas de begomovirus e crinivirus foi primeiramente
examinada pela proximidade de plantas sintomaéticas entre plantas adjacentes (Tabela 3 e 4).
Em um total de 134 (begomovirus) e 124 (crinivirus) mapas de plantas sintomaticas, 30,6 e
34,7% apresentaram agregacao, respectivamente para begomovirus e crinivirus (Tabela 3 e 4).
Em um total de 1249 linhas para begomovirus e 1257 para crinivirus avaliadas, apenas 56
(4,40% - begomovirus) e 61 (4,85% - crinivirus) apresentam agregacdo de plantas
sintométicas. A porcentagem de agregacao de plantas sintomaticas entre linhas foi mais baixa
que dentro da linha. De um total de 1291 (begomovirus) e 1276 (crinivirus) entrelinhas
avaliadas apenas 27 (2,1% - begomovirus) e 23 (1,8% - crinivirus) apresentavam plantas

sintomaticas distribuidas de forma agregada.
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Tabela 4: Incidéncia de crinivirose, valor de D (quadrat 2x3 e 3x2), valores da analise de
sequéncias ordinarias, populacdo média de mosca-branca e valores da AACPD em 12 parcelas
localizadas nas regides de Goiandpolis (GO), DAIA (GO), Boa Esperanca (DF) e Taquara

(DF).

D Seq. ordinérias

Parcela| Data DAT INC MB AACPD
2x3 3x2 row columns
27.09.12 28 0,08 0,84 1,10 0/9 0/12
04.09.12 35 0,13 0,92 1,00 0/4 0/14
11.10.12 42 0,20 1,40 1,72* 1/13 4/15

Gl 16.10.12 49 0,32 0,83 0,89 2/15 0/15 996 209,98
25.10.12 56 0,40 1,44* 1,32 1/15 0/15
31.10.12 63 0,82 1,08 1,38 4/15 0/14
27.09.12 28 0,01 0,98 0,98 0/2 0/2
04.09.12 35 0,01 0,98 0,98 0/2 0/2
11.10.12 42 0,01 0,95 0,95 0/3 0/3

G2 16.10.12 49 0,05 0,77 0,82 0/8 0/9 1 52,00
25.10.12 56 0,14 0,65 0,89 0/14 0/14
31.10.12 63 0,30 0,90 0,79 0/15 1/15
11.10.12 35 0,01 0,95 0,95 0/3 0/3
16.10.12 42 0,10 0,89 111 1/13 2/11

G3 25.10.12 49 0,33 1,27 1,22 1/15 0/15 818 129,07
31.10.12 56 0,38 1,27 1,28 2/15 0/15
04.10.12 28 0,01 0,98 0,98 0/2 0/2
11.10.12 35 0,06 1,7* 1,20 0/9 0/8

G4 |16.10.12 42 0,10 1,26 0,95 0/15 0/15 8,56 168,33
25.10.12 49 0,62 1,14 0,79 0/14 0/13
31.10.12 56 0,81 1,15 0,98 0/14 0/13
31.10.12 21 0,08 1,5* 1,23 2/9 0/7
07.11.12 28 0,12 1,64* 1,76* 2/12 0/9
14.11.12 35 0,15 1,62*  2,06* 2/12 0/11

b1 21.11.12 42 0,16 1,84*  2,09* 2/13 0/12 14,37 106,66
27.11.12 49 0,19 2,06* 1,98* 3/13 2/12
05.12.12 56 0,20 2,11* 1,98* 3/13 3/13
31.10.12 21 0,07 1,29 1,18 0/14 0/10
07.11.12 35 0,14 1,05 1,39 0/15 0/12
14.11.12 42 0,15 1,01 1,54* 0/15 0/13

D2 21.11.12 49 0,16 1,05 1,53* 1/15 0/13 1587 108,34
27.11.12 56 0,17 1,07 1,58* 1/15 0/13
05.12.12 63 0,22 0,90 1,39 1/15 0/15
31.10.12 21 0,03 0,88 0,88 0/5 0/5

D3 |07.11.12 35 0,10 0,85 0,85 0/13 0/10 8,68 90,99
14.11.12 42 0,11 0,80 0,80 0/13 0/12
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21.11.12 49 0,13 0,92 0,92 0/13 0/12
27.11.12 56 0,17 1,07 1,07 0/14 0/12
05.12.12 63 0,23 1,16 1,16 0/14 0/14
31.10.12 21 0,00 1,00 1,00 0/1 0/1
071112 35 0,07 0,98 0,99 0/9 0/8
141112 42 0,07 0,98 0,99 0/9 0/9
b4 21.11.12 49 0,07 0,98 0,99 0/9 0/9 1125 SL02
27.11.12 56 0,09 1,35 1,23 1/12 1/12
05.12.12 63 0,14 1,05 0,89 1/14 1/14
10.07.13 28 0,00 1,00 1,00 0/1 0/1
17.07.13 35 0,05 0,99 0,73 0/8 0/8
Bl |24.07.13 42 0,07 1,13 0,82 0/11 0/10 12,31 45,84
31.07.13 49 0,09 1,11 0,87 0/12 0/13
07.08.13 56 0,11 1,10 1,12 0/12 0/14
17.07.13 35 0,00 1,00 1,00 0/1 0/1
24.07.13 42 0,00 1,00 1,98 0/2 0/2
B2 |31.07.13 49 0,02 0,93 0,93 0/5 0/5 19,12 12,08
07.08.13 56 0,02 0,93 0,93 0/5 0/5
14.08.13 63 0,05 1,20 0,40 0/9 0/9
17.07.13 35 0,00 1,00 1,00 0/1 0/1
24.07.13 42 0,03 1,16 1,46* 0/5 o/7
B3 |31.07.13 49 0,07 0,82 1,13 0/7 0/9 23,56 96,27
07.08.13 56 0,07 0,82 1,13 0/7 0/9
14.08.13 63 0,08 0,74 1,02 0/9 0/10
17.07.13 35 0,01 0,95 0,95 0/3 0/3
24.07.13 42 0,04 0,80 1,15 0/8 0/9
B4 |31.07.13 49 0,05 0,77 1,30 0/9 0/10 28,75 38,76
07.08.13 56 0,08 0,97 1,9* 0/9 6/11
14.08.13 63 0,09 0,92 1,79* 0/9 6/11
25.08.14 39 0,00 1,00 1,00 0/1 0/1
28.08.14 42 0,01 0,98 0,98 0/2 0/2
01.09.14 46 0,01 0,95 0,95 0/3 0/3
04.00.14 49 0,04 1,09 1,09 1/5 0/8
08.09.14 53 0,04 1,28 1,28 0/6 0/8
11.09.14 56 0,07 1,67* 1,13 0/9 0/8
15.09.14 60 0,13 1,68* 1,17 1/14 1/13
i 18.09.14 63 0,26 1,30 1,11 1/15 0/15 41,95 206,88
22.09.14 67 0,31 1,20 1,30 1/15 0/15
25.09.14 70 0,42 1,38 1,15 1/15 2/15
29.09.14 74 0,50 1,31 1,22 1/15 0/15
02.10.14 77 0,76 2,95* 1,38 1/15 0/15
06.10.14 81 0,85 3,64* 1,26 2/15 0/15
10.10.14 84 0,87 3,68* 1,35 3/14 0/15
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21.08.14 35 0,01 0,95 1,65* 0/3 0/3
25.08.14 39 0,01 0,95 1,65* 0/3 0/3
28.08.14 42 0,02 0,93 1,45*% 0/4 0/4
01.09.14 46 0,04 0,80 1,04 0/8 0/8
04.00.14 49 0,09 1,35 1,83* 0/11 0/11
08.09.14 53 0,10 1,28 1,74*% 0/11 0/11
11.09.14 56 0,11 1,40 1,8* 0/11 0/12
T2 (15.09.14 60 0,17 1,14 1,69* 2/13 0/14 45,13 175,13
18.09.14 63 0,30 1,04 1,18 3/15 0/15
22.09.14 67 0,33 1,01 0,85 2/15 0/15
25.09.14 70 0,38 0,98 0,82 1/15 0/15
29.09.14 74 0,44 0,92 0,70 0/15 0/15
02.10.14 77 0,52 0,95 0,85 0/15 0/15
06.10.14 81 0,65 1,15 0,82 0/15 0/15
10.10.14 84 0,67 131 0,90 0/15 1/15
21.08.14 35 0,02 0,93 0,98 0/3 0/4
25.08.14 39 0,03 0,85 0,88 0/6 0/4
28.08.14 42 0,04 0,83 0,85 0/7 0/8
01.09.14 46 0,04 0,83 0,85 0/7 0/8
04.00.14 49 0,71 0,78 0,93 0/12 0/9
08.09.14 53 0,08 0,74 0,88 0/13 0/10
11.09.14 56 0,09 0,84 0,84 0/13 0/11
T3 [15.09.14 60 0,13 0,80 0,71 0/14 0/14 58,16 218,43
18.09.14 63 0,28 0,93 1,62* 0/15 0/15
22.09.14 67 0,35 0,81 0,81 0/15 0/15
25.09.14 70 0,40 0,95 0,86 1/15 0/15
29.09.14 74 0,47 1,04 0,80 1/15 0/15
02.10.14 77 0,65 1,14 0,56 1/15 0/15
06.10.14 81 0,72 1,17 0,75 1/15 1/15
10.10.14 84 0,75 1,23 0,91 1/15 1/15
21.08.14 35 0,01 0,98 0,98 0/2 0/1
25.08.14 39 0,01 0,98 0,98 0/2 0/1
28.08.14 42 0,01 0,98 0,98 0/2 1/1
01.09.14 46 0,02 1,45* 1,45 0/4 0/2
04.00.14 49 0,05 1,53*  1,53* 0/8 0/6
08.09.14 53 0,06 1,45* 1,99 0/8 o/7
i 11.09.14 56 0,07 1,45*  2,04* 0/9 0/8 3401 15553
15.09.14 60 0,10 1,26 1,47* 0/11 0/10
18.09.14 63 0,22 1,08 1,21 0/14 0/15
22.09.14 67 0,27 0,96 1,37 0/14 0/15
25.09.14 70 0,35 1,23 1,63* 1/15 1/15
29.09.14 74 0,37 1,18 1,71* 1/15 1/15
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02.10.14 77 0,54 0,88 1,21 0/15 0/15
06.10.14 81 0,66 0,59 1,12 0/15 0/15
10.10.14 84 0,75 0,64 0,95 0/15 0/15

G: Goiandpolis, D: DAIA, B: Boa Esperanca, T: Taquara. DAT: Dias ap0s o
transplantio, INC: incidéncia da doenca, D: indice de dispersdo, MB: media da
populacdo de mosca-branca coletada em cada parcela até duas semanas antes do final
das avaliagdes, AACPD: &rea abaixo da curva de progresso da doenca por parcela; *

(*) valores significativamente maiores do que 1 pelo teste do qui-quadrado (p <0,05).

Indice de dispersio (D)

Os valores do indice de dispersdo (D) variaram de acordo com a parcela e com o
quadrat para ambas as viroses (Tabela 3 e 4). A maioria das avaliacbes tanto para
begomovirose quanto para crinivirose utilizando ambos os quadrats apresentaram valores de
D estatisticamente menores que 1 (p>0,05), indicando maior tendéncia a aleatoriedade da
distribuicdo das plantas sintomaticas dentro da parcela. Foi verificado um maior numero de
avaliacdes com valores de D superiores a 1 para crinivirus para ambos o0s quadrats, sugerindo
gue plantas com sintomas de crinivirus possuem maior tendéncia a estarem em agregacao do

que plantas com sintomas de begomovirus.

Aplicacdo da Lei de Taylor modificada

A agregacdo de plantas infectadas com begomovirus e crinivirus foi também analisada
utilizando a significancia da relacdo entre o log (Vobs) € 10g (Vpin) que indicou agregacdo das
plantas sintomaticas para begomovirus e crinivirus apenas quando foi utilizado o quadrat 2x3.
Os valores de b e A para begomovirus e crinivirus foram respectivamente igual a 1,06 e 0,15
(R?=10,99) e 1,05 e 0,14 (R*= 0,94) para o quadrat 2x3 e de 1,04 e 0,06 (R*=0,88) e 1,02 e

0,09 (R? = 0,95) para o quadrat 3x2 (Figura 4).
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Figura 4: Relacdo entre o logaritmo da variancia observada [log (Vobs)] e o logaritmo da
variancia binomial [log (Vyin)] de begomovirus (A e B) e crinivirus (C e D) em éareas de
producdo comercial de tomate localizados nas regides de Goianapolis, DAIA, Boa Esperanca
e Taquara. (A) Begomovirus e (C) crinivirus utilizando quadrat 2x3, (B) begmovirus e (D)
crinivirus utilizando quadrat 3x2. *Valores estatisticamente diferentes de 1 e ** valores

estatisticamente diferentes de 0 (P<0,05).

Andlise de dindmica de focos da doenga (ADFD)

O padrdo das curvas do nuimero de focos para begomovirose e crinivirose foi
semelhante, diferindo basicamente apenas os valores brutos (Figuras 5A, 5B). O pico do
numero de focos foi alto para ambas as viroses, respectivamente, begomovirus (19) e
crinivirus (21) (Figura 5A e 5B). O pico do numero total de focos para ambas as viroses foi

observado em situacOes de incidéncia similar (Figura 5A e 5B). A coalescéncia dos focos foi
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Numero de focos

observada a partir da ocorréncia do pico do numero de focos, que levou a crescente reducao
dos mesmos. Os valores de R* e a amplitude dos residuos obtidos no ajuste do gréfico de
numero de focos pela incidéncia da doenga mostrou que os dados referentes a epidemia de
crinivirus e begomovirus se ajustaram similarmente a funcdo Beta Generalizada. Os valores
de R? e a amplitude dos residuos de begomovirus e crinivirus foram respectivamente iguais a

(0,90 € 0,95) e (18 e 14).

R’=0,90 2t R*=0,95

02 04 06 08 1.0

Incidéncia
Figura 5: Evolucdo de begomovirose e crinivirose em funcdo da incidéncia, do niumero de
focos por 225 plantas (A) para begomovirus, (B) para crinivirus para os dados de todas as
parcelas avaliadas das regibes de Goianapolis, DAIA, Boa Esperanca e Taquara. Linha

continua indica o ajuste dos pontos a funcdo Beta generalizada.
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Associacao entre begomovirose e crinivirose

Uma baixa associacao entre begomovirose e crinivirose foi observada na maioria das
parcelas. As parcelas localizadas nas regides de DAIA e Boa Esperanca apresentaram valores
de associacdo muito baixos, respectivamente em intervalos iguais a 0,06 - 0,08 e 0 - 0,04. Na
regido de Goianapolis o indice de associacdo entre as viroses foi intermediario, entre 0,14 a
0,43. Taquara foi a regido com maior indice de associacdo, apresentando intervalo igual a

0,52 a 0,59.

Monitoramento de mosca-branca

Mesmo com elevada frequéncia de pulverizagcBes com inseticidas, insetos adultos de
mosca-branca foram observados e capturados em armadilhas adesivas em todas as avaliagdes
em todas as parcelas. Alta variacdo na quantidade de adultos de B. tabaci coletados
semanalmente foi observada em todas as regides avaliadas. A regido com maior média de
adultos de mosca-branca por parcela foi Taquara (34 — 58,2), seguido de Boa Esperanca (12,3
- 28,8), DAIA (7,1 - 15,9) e Goianéapolis (8,18 - 11,0) (Tabelas 3 e 4). Uma tendéncia de
crescimento do nimero médio de individuos coletados ao longo do periodo (Figura 3) foi
verificada, embora ndo tenha sido observado um pico populacional constante entre as
parcelas. N&o foi verificada correlacdo positiva entre a incidéncia de virose e a populacdo de

mosca-branca presente no campo.
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Discusséo

Begomovirose e tospovirose sempre preocuparam o0s tomaticultores brasileiros.
Embora a tospovirose apresente maior severidade de sintomas, perdas provocadas por
begomovirose sdo maiores devido a alta incidéncia dessa doenca desde a introdugdo do
biotipo B de B. tabaci (Franca et al., 1996). A alta incidéncia de begomovirose vem
impossibilitando o uso de cultivares suscetiveis de tomateiro para consumo in natura
(estaqueado) nas principais regides produtoras. Atualmente, mesmo com o uso de cultivares
moderadamente resistentes a begomovirus, surtos de begomovirose em cultivo de tomate
estaqueado ainda sdo frequentemente observados (Macedo et al., 2014). A crinivirose
detectada no Pais a partir de 2006 (Barbosa et al., 2008) vem ganhando importancia, em
termos de disseminacéo e incidéncia em regides produtoras importantes (Barbosa et al., 2011;
Macedo et al., 2014). Hoje, a begomovirose e a crinivirose sao as doencas de origem viral

com maior incidéncia na producédo de tomate no Brasil.

A producdo de tomate para consumo in natura é comumente realizada em pequenas
areas de producdo por agricultores com baixo a moderado nivel de tecnificacdo. Em geral, as
areas de producdo de tomateiro estaqueado para processamento séo localizadas relativamente
longe das areas de producdo de tomate rasteiro. Duas das regides avaliadas sao
tradicionalmente produtoras de tomate para consumo in natura, Goianapolis (GO) e Taquara
(DF). Ja as regides de Boa Esperanca (DF) e DAIA (DF) sdo areas de producdo que iniciaram
0 cultivo mais recentemente. Nas quatro regides avaliadas a ocorréncia de begomovirose e
crinivirose em tomateiro é constante. Assim, em todas as parcelas experimentais foi verificada
a presenca de ambas as viroses. A escolha das regides estudadas foi fundamental para o

estudo epidemioldgico simultaneo de begomovirose e crinivirose.

Apenas uma espécie de begomovirus e uma de crinivirus foram detectadas nas
amostras coletadas, respectivamente Tomato severe rugose virus e Tomato chorosis virus.
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Estudos apontam essas espéecies como sendo as predominantes em tomateiro também em
outras regides do Brasil (Ribeiro et al., 2003, Fernandes et al., 2008, Barbosa et al., 2011,
Macedo et al., 2014). A presenca de ToSRV e ToCV foram examinadas em amostras de
diversas espécies de plantas voluntarias presentes dentro e nas proximidades das areas de
cultivo. Apenas em cinco espécies de plantas foi detectada a presenca de pelo menos uma das
espeécies virais predominantes em tomateiro. Amostras de plantas das espécies Amaranthus
viridis, Solanum americanum e Commelina benghalensis foram coletadas e avaliadas como
positivas para ToCV e Nicandra physaloides e Sida spp. positivas para ambas as espécies.
Resultados similares foram obtidos em estudos realizados por Barbosa et al. (2009)
confirmando a susceptibilidade de N. physaloides a ToSRV e por Barreto et al. (2013) que
demonstraram que as espécies Crotalaria spp., Euphorbia heterophylla, N. physaloides e Sida
spp. sao também hospedeiras de ToSRV e podem ser potenciais fontes de indculo para o
tomateiro. Para crinivirus apenas a espécie S. americanum ja foi relatada como potencial fonte
de indculo de crinivirus (Eui-Joon et al., 2015). Com relacdo as espécies A. viridis e C.
benghalensis, testes adicionais de transmissdo precisam ser realizados para confirmacéo
dessas espécies como hospedeiras desse virus. Todas as espécies de plantas daninhas
hospedeiras de begomovirus e crinivirus encontradas neste estudo sao frequentemente
encontradas nas regides produtoras de tomateiro no Brasil e podem representar um importante
reservatorio de indculo destas viroses em campo. Por outro lado, apesar destas espécies
ocorrerem normalmente em alta populagdo em campo, apenas uma pequena porcao de plantas
infectadas dessas espécies foram observadas. Esses resultados sugerem que a principal fonte
de in6culo para ambas as viroses, especialmente em parcelas com elevada incidéncia de
doenca, parece ndo ser as plantas daninhas presentes dentro e ao redor das areas de cultivo,

como também sugerido no capitulo anterior.
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No presente estudo, altas taxas de incidéncia de begomovirus e crinivirus foram
observadas entre 0s anos de 2012 e 2014, nas regides de Goianapolis (GO) e Taquara (DF).
Entretanto, nas outras duas regides estudadas, DAIA (GO) e Boa Esperanca, a incidéncia de
ambas as viroses foi relativamente baixa. As diferencas de incidéncia observadas entre as
regibes estudadas devem-se provavelmente a alguns fatores como histérico da area de
producdo, época de plantio, populacdo de mosca-branca, diferencas na quantidade e qualidade
de fonte de inoculo, além de peculiaridades no manejo da cultura. Esses dados levam a dois
importantes questionamentos: a incidéncia de begomovirus e crinivirus € alta por que ha
outros cultivos de tomateiro na regido e o tomateiro infectado € a principal fonte de virus aos
cultivos vizinhos? ou por que o longo periodo de cultivo de tomateiro na regido possibilitou o
estabelecimento dos virus (ambos) em plantas daninhas ou silvestres (ou em eventuais plantas
voluntarias de tomateiro) presentes na regido que sobrevivem durante o periodo sem o
tomateiro? Ainda ndo é possivel responder a essas perguntas e trabalhos especificos

necessitam ser realizados.

Altas incidéncias e AACPD foram observadas para crinivirus em todas as parcelas,
sendo sempre maiores que as apresentadas para begomovirus. Diversos fatores podem ter
levado a este cenario: as cultivares presentes na area estudada eram moderadamente
resistentes apenas a begomovirus, diferenca na eficiéncia de transmissdo desses virus por
mosca-branca, diferengas na fonte de in6culo e distinta inter-relacdo virus-vetor. Estudos
anteriores mostram que a eficiéncia de transmissdo de ToSRV para tomateiro por B. tabaci
biétipo B é de aproximadamente 70% utilizando trés insetos vetores por planta (Macedo et
al., 2015). Por outro lado, a eficiéncia de transmissdo média de ToCV utilizando a mesma
quantidade de insetos por planta de tomate foi aproximadamente 40% (Dalmo et al., 2009).
Portanto, aparentemente ToSRV possui maior eficiéncia de transmissdo que ToCV o0 que

sugere que a maior incidéncia de crinivirus nas plantas das parcelas avaliadas ndo se deve a
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diferenca na eficiéncia de transmisséo destes virus pela mosca-branca. Acredita-se que 0 uso
de plantas com moderada resisténcia a TOSRV e a possivel presenca mais abundante de fonte

de in6culo de crinivirus sejam os fatores principais da alta ocorréncia desse virus.

A incidéncia de ambas as viroses com valores similares nas parcelas analisadas sugere
ainda que as moscas-brancas que chegaram ao cultivo-alvo provavelmente se alimentaram em
plantas infectadas com ambos os virus. Vale a pena destacar que na regido de maior
incidéncia avaliada, Taquara, havia, ao lado das parcelas experimentais, uma area de
tomateiro em fase final de producéo, com incidéncia de begomovirose e crinivirose acima de
90% e com relativamente alta quantidade de moscas-brancas. Esses dados sugerem que a
principal fonte de indculo para as plantas nas parcelas experimentais em Taquara foram
provenientes dessa area. Nas demais areas ndo foram observados cultivos proximos que
pudessem servir como principal fonte de indculo para as parcelas experimentais. Esse fato
indica que o plantio consecutivo com grande diferenca entre a idade de plantas entre os
cultivos deve ser evitado para que cultivos anteriores ndo sirvam como fonte de indculo para

novos cultivos.

Em geral, sintomas caracteristicos de begomovirose foram observados primeiramente,
provavelmente devido ao maior periodo de incubacdo de crinivirus em plantas de tomate
(Tzanetakis et al., 2013). As curvas de progresso de begomovirus e crinivirus obtidas neste
trabalho apresentaram formas similares e sdo aproximadamente paralelas, embora a curva de
crinivirose esteja um pouco defasada no tempo em relacdo a begomovirose, mais uma vez
devido principalmente ao maior periodo de incubacdo de crinivirus. Mesmo em parcelas com
maiores numeros de avaliacbes, ndo foi possivel um ajuste adequado de modelos
epidemioldgicos as curvas de progresso obtidas nesse trabalho. A dificuldade de ajuste deve-
se principalmente a presenca de ondas de incidéncia de doenca nas curvas de progresso para
ambas as viroses. Resultados similares de auséncia de ajuste foram obtidos com as curvas de
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progresso de begomovirose em tomateiro rasteiro (capitulo anterior) e com as curvas de
progresso de Cucumber yellow stunting disorder virus (CYSDV), espécie de crinivirus, em
cultivo de melancia na Florida (EUA) (Turechek et al., 2014). Em outro estudo de anélise
temporal realizado com o crinivirus CYSDV em cultivo de pepino em Almeria (Espanha), as
curvas de progresso ajustaram-se adequadamente ao modelo Gompertz (Ruiz et al., 2006).
Até o momento, devido ao nimero reduzido de estudos de analise temporal de doencas
causadas por espécies do género Crinivirus, ndo existe um consenso sobre o modelo que
melhor se ajuste a epidemias causadas por esse virus. Por outro lado, o modelo
monomolecular tem sido predominantemente o modelo com melhor ajuste para curvas de
progresso de begomovirus em tomateiro (loannou & lordanou 1985; Suwwam et al., 1988;
Polston et al., 1996, Della Vecchia et al., 2007, Schuster et al., 2011; Barbosa et al., 2016).
Ondas de incidéncia foram observadas em todas as curvas de progresso do presente trabalho,
algumas de forma clara (Figura 3N e 3P - crinivirus) e outras com ondas mais suaves (Figura
3l e 3L - crinivirus). Ondas de incidéncia similares foram observadas em um estudo temporal
de begomovirose em areas comerciais de tomateiro em Sumaré-SP (Barbosa et al., 2016).
Essas ondas de incidéncia podem ser resultantes de influxos de insetos vetores em
determinados periodos nas areas de cultivo. Pode-se relacionar a presenca de ondas de
incidéncia com doencas cujo componente primario de disseminacdo € continuo (Bergamin
Filho et al., 2016). Portanto, esses dados indicam que begomoviroses e criniviroses possuem
disseminacdo priméaria continua, como também sugerido em begomovirose em tomateiro

rasteiro no capitulo anterior.

Neste estudo, provavelmente devido ao uso de cultivares moderadamente resistentes a
begomovirus, a incidéncia de crinivirus foi maior em todas as parcelas avaliadas, no entanto
alta taxa de incidéncia de begomovirose foi observada em algumas parcelas. 1sso sugere que

apenas o uso de cultivares moderadamente resistentes aliado ao intenso controle quimico do
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inseto vetor ndo sdo suficientes para o controle das begomoviroses em tomateiro estaqueado.
Outro importante ponto observado foi a ocorréncia de uma baixa taxa de infeccdo mista na
maioria das parcelas. Quando essas estavam presentes ndo foram observadas sinergismos de
sintomas evidentes entre as viroses. A baixa taxa de infeccdo mista também pode sugerir que

as fontes de indculo dos virus sdo distintas.

Em geral, a distribuicdo de plantas sintomaéticas tanto para begomovirus como para
crinivirus foi ao acaso. A anélise da Lei de Taylor modificada foi o Unico método que
detectou uma leve agregacdo das plantas sintométicas. Uma porcentagem muito pequena de
linhas e entrelinhas significativamente agregadas foi observada pela analise de sequéncias
ordinarias. O indice de dispersdo também apresentou pequena porcentagem de mapas com
indicativo de agregacdo de plantas sintomaticas. Observacdo semelhante foi realizada em
outros estudos de begomovirose em tomateiro (Polston et al., 1996, Barbosa et al., 2016) e em

crinivirose em melancia (Turechek et al., 2014) e em pepino (Ruiz et al., 2006).

Outra andlise espacial realizada, a analise da dindmica de focos foi informativa e
evidenciou um grande numero de focos tanto para begomovirose quanto para crinivirose,
indicando que as plantas sintomaticas estavam distribuidas mais aleatoriamente na parcela
experimental. Ao comparar esses dados de dindmica de focos com os dados do capitulo
anterior, verifica-se que os picos de focos tanto para begomovirose quanto para crinivirose
sdo similares com aqueles observados nas parcelas localizadas na borda do cultivo (onde a
distribuicdo das plantas sintomaticas foi mais ao acaso que em parcelas localizadas no centro
do pivé). Um melhor ajuste dos dados de focos de doenca pela incidéncia a funcdo beta
generalizada indica que a doencga possui menor nimero de modos de disseminagdo da doenca,
como verificado para Clorose Variegada dos Citrus, que possui apenas um mecanismo
(Laranjeira et al., 2004). Ja um ajuste inadequado esté relacionado a doencas que possuem
mais de um mecanismo de disseminacdo como foi relatado para Cancro Citrico, que possuli
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pelo menos trés mecanismos (Gottwald et al., 2007). A funcdo de distribuicdo beta
generalizada teve um bom ajuste para os dados do nimero de focos pela incidéncia tanto para
begomovirus quanto para crinivirus, apresentando valor de amplitude residual semelhante ao
obtido com begomovirose nas parcelas localizadas na borda do pivé no capitulo anterior, no
entanto obtendo um pior ajuste ao observado para parcelas centrais. Esses dados sugerem que
0 peso dos trés mecanismos de disseminacdo que atuam nos patossistemas begomovirose e
crinivirose em tomateiro estaqueado e begomovirose em parcelas na borda do cultivo em
tomateiro rasteiro foi similar, mas diferem levemente do peso atribuido aos componentes de
disseminacdo em parcelas localizadas longe da borda do cultivo. Um melhor ajuste dos dados
a funcdo Beta Generalizada indica que a doenca é governada por um menor nimero de
mecanismos de propagacdo, como verificado para Clorose Variegada dos Citros, que tem
apenas um mecanismo (Laranjeira et al., 2004). Por outro lado, um mau ajuste para este
modelo sugere que a doenca estd associada a mais mecanismos de propagacdo, como foi
observado, em Cancro Citrico, o qual tem pelo menos trés mecanismos (Gottwald et al.,
2007). Esses dados indicam mais uma vez que 0 componente primario age em conjunto com o
secundario e o “falso secundario™ em parcelas localizadas na borda, enquanto o componente
primario de disseminacdo € menos relevante para a disseminacdo da doenca em areas

localizadas no centro do cultivo.

Os valores obtidos com a analise das sequéncias ordinarias, indice de dispersao, lei de
Taylor e dindmicas de focos se assemelham muito aos valores obtidos com o estudo de
begomovirose em parcelas localizadas na borda do pivd obtidos no capitulo anterior. A
distribuicdo de plantas sintomaticas nas parcelas da borda no capitulo anterior apresentaram
um padrédo espacial levemente mais agregada que em parcelas de tomateiro estaqueado. Esse
fato provavelmente deve-se a existéncia de diferencas no tipo de espacamento e no porte da

planta entre os dois tipos de cultivo. No cultivo do tomateiro estaqueado, a distancia entre
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plantas e linhas permanece mais ou menos constante durante todo o cultivo, no entanto,
cultivos para tomateiro rasteiro, o espacamento dentro e entre linhas vai diminuindo
progressivamente com a idade do cultivo, consequentemente aproximando plantas infectadas
das plantas sadias, o que possivelmente facilita a disseminacdo do virus e agregacdo das

plantas infectadas.

O progresso espacial e temporal dessas duas doencas foi bastante similar, o que ndo
era esperado, uma vez que mesmo as duas espécies virais sendo transmitidas pelo mesmo
inseto vector, a inter-relacdo vector-virus é distinta. A auséncia de periodo de laténcia na
transmissdo de crinivirus pelo vetor poderia levar a uma maior agregacdo de plantas
sintomaéticas de crinivirus, uma vez que ao adquirir o virus o vetor estd imediatamente apto a
inocular o virus em plantas sadias (Wisler & Duffus, 2001). Além disso, a mosca-branca
virulifera deixa de ter a capacidade de transmitir o virus apos certo periodo (1-3 dias) de
alimentacdo em plantas sadias (Wintermantel & Wisler, 2006). Para begomovirus, o0 inseto ao
se alimentar em uma planta infectada precisa ainda de um periodo de aproximadamente 16 h
para que o vetor esteja apto a inocular plantas sadias. A compreensao de todos esses processos
é complexa, principalmente levando-se em conta o comportamento alimentar do inseto em
diferentes condicbes de cultivo. Por exemplo, pulverizagcdes constantes na area de cultivo
podem ocasionar mudancas relevantes na selecdo das plantas e alimentacdo dos insetos,

influenciando de forma significativa a eficiéncia de transmisséo de cada virus.

No presente estudo ndo foi possivel comparar o padrdo espacial e temporal de
begomovirose e crinivirose em parcelas centrais e localizadas dentro da area de cultivo. No
entanto, os resultados obtidos corroboram com o0s encontrados para begomovirose em
tomateiro rasteiro em parcelas localizadas na borda do pivé (capitulo anterior). Mais uma vez
0 componente primario de disseminacdo parece ser o principal no desenvolvimento das
epidemias, uma vez que, como sugerido no capitulo anterior, altos niveis de aleatoriedade de
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distribuicdo de plantas sintomaticas em campo estdo associados a forte influéncia do

componente primario.

A associagédo entre a begomovirose e a crinivirose foi baixa. Somente em quatro das
16 parcelas avaliadas essa associacdo foi relativamente alta, de acordo com o indice de
Jaccard. Resultados similares, de baixa associac¢do entre virus transmitidos por mosca-branca,
foram obtidos entre o ipomovirus Cucumber vein yellow virus e o crinivirus, CYDSV, em
cultivo de pepino em Almeria, na Espanha (Ruiz et al., 2006) e entre um begomovirus
(Curcubit leaf crumple virus) e outro ipomovirus (Squash vein yellow virus) em cultivo de
melancia na Florida, EUA (Turechek et al., 2014). As doencas apresentaram alta associacdo
apenas nas parcelas localizadas em Taquara, 0 que mais uma vez fortalece a ideia de que a
fonte de in6culo dos virus em Taquara realmente era o cultivo de tomate em fase final de

producdo mantido proximo as parcelas experimentais.

A média da populacdo de mosca-branca foi relativamente constante entre parcelas de
uma mesma regido, mas grande variacdo na quantidade de individuos adultos foi observada
entre as regides avaliadas. Nenhuma correlacdo positiva entre a quantidade de mosca-branca
presente na area e a incidéncia de begomovirose ou crinivirose foi observada. Parcelas com
baixa populacdo de mosca-branca atingiram alta incidéncia, como observado nas parcelas
localizadas em Goiandpolis. Resultados similares foram obtidos em estudo de begomovirose
em tomateiro rasteiro (capitulo anterior) e begomovirose em tomateiro de mesa em Sumare-

SP (Barbosa et al., 2016) e na Flérida (EUA) (Polston et al., 1996).

As informaces obtidas nesse estudo sdo importantes para a melhor compreensao da
epidemiologia de begomovirose e crinivirose em tomateiro para consumo in natura. Até o
momento, ndo existem trabalhos publicados que mostrem o progresso temporal e espacial de

crinivirose em tomateiro. Alguns trabalhos estudaram a dindmica da distribuicdo de
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begomovirose em tomateiro. No caso dos estudos realizados no Brasil (Della Vecchia et al.,
2007, Barbosa et al., 2016), a baixa incidéncia da doenca compromete em parte as conclusées
epidemioldgicas. Nesse trabalho, foi possivel realizar o estudo simultaneo das duas principais
viroses que ocorrem em tomateiro no Pais. Conclui-se que a dindmica epidemioldgica de
crinivirose e begomovirose em tomateiro estaqueado e de begomovirose em tomateiro rasteiro
(capitulo anterior) sdo similares. Embora a epidemia dessas viroses seja resultado de trés
mecanismos de disseminacdo distintos (descritos no capitulo anterior), o componente
primario de infeccdo parece ser crucial no desenvolvimento dessas epidemias. A chave do
manejo de begomovirose e crinivirose em tomateiro parece ser a prevencao da chegada de
insetos viruliferos na area de cultivo. Tentativas de controle dos insetos vetores apenas no
cultivo alvo sdo pouco eficazes no controle dessas viroses. Um manejo regional e integrado
ndo sé para a cultura do tomateiro, mas para culturas que possam servir de hospedeiras
alternativas dos virus e/ou do inseto vetor das viroses é essencial (Bergamin Filho et al.,
2016). Todas as demais recomendac6es sugeridas no capitulo anterior para begomoviroses em
tomateiro rasteiro sdo adequadas e podem ser sugeridas para o controle de begomovirose e

crinivirose em tomateiro estaqueado.
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Conclusodes

>

>

>

A incidéncia de begomovirose e crinivirose variou com a area de producao avaliada;

A incidéncia de crinivirose foi maior em todas as parcelas experimentais avaliadas;

A diversidade de espécies de begomovirus e crinivirus € baixa nas areas de producéo
de tomateiro estudadas;

A incidéncia de ToCV e ToSRV em plantas daninhas presentes nas regiées produtoras
estudadas é baixa;

As curvas de progresso de begomovirose e crinivirose foram similares embora a
observacdo da crinivirose tenha sido um pouco defasada no tempo devido
provavelmente ao maior periodo de incubacdo desse virus;

O padréao espacial de plantas infectadas com begomovirus e crinivirus é levemente
agregado e essa agregacdo € observada em clusters e ndo necessariamente em plantas
adjacentes;

A fonte de indculo das parcelas experimentais provavelmente ndo foram plantas
daninhas presentes nos arredores das areas de producao;

A disseminacdo primaria € a principal responsavel pelas epidemias de begomovirose e
crinivirose em tomateiro estaqueado;

O manejo de begomovirose e crinivirose deve ser realizado de forma integrada e

regional para a eficiéncia do controle dessas viroses;
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Conclusdes Gerais da Tese

O cultivo do tomate para consumo in natura e para processamento é de grande
relevancia econdmica para o Pais. As doencas de origem viral causadas por espécies de
Begomovirus e Crinivirus afetam significativamente a producdo de tomateiro seja devido a
alta incidéncia. Diversos fatores contribuem para agravar esse cendrio como a falta de
informacdo por parte dos agricultores; a inexisténcia de servicos satisfatorios de extensao
rural; a baixa qualidade técnica dos produtores; a caréncia de cultivares resistentes com
caracteristicas desejadas principalmente para o segmento industria; a alta populacdo dos
insetos vetores; o plantio continuo, e muitas vezes contiguo, de tomateiro durante todo o ano;
a presenca de inimeras hospedeiras alternativas com potencial de atuar como fonte de indculo
para esses virus; a associacdo do cultivo do tomateiro com cultivos que sdo susceptiveis aos
virus ou que sdo excelentes hospedeiras dos insetos vetores; e falta de um manejo integrado e
regional nas areas de producdo de tomateiro no Brasil.

Epidemias de doencas de plantas transmitidas por insetos vetores como € o caso da
maioria das fitoviroses apresentam um fator de complicacdo a mais, o vetor, tornando o
manejo mais complexo. A caracteristica de dispersao do vetor é a chave para o entendimento
das epidemias para esse tipo de doenca. Além do comportamento de dispersdo do vetor, outro
importante ponto na distribuicdo de plantas infectadas € a inter-relacdo desse com o agente
causal da doenca. Uma mesma espécie de inseto vetor pode apresentar diferente inter-relacdo
com o0 agente causal da doengca como é o0 caso dos begomovirus e crinivirus que sao
transmitidos por espécies de mosca-branca, possuem inclusive uma espécie vetora em
comum, B. tabaci, porém apresentam inter-relacdo vetor-virus distinta. Os begomovirus
possuem um periodo de laténcia no corpo do inseto e apds esse periodo adultos de B. tabaci
tornam-se capazes de transmiti-lo durante toda sua vida. Por outro lado, os crinivirus néo

necessitam desse periodo de laténcia, e ap6s aquisicdo perdem gradativamente a capacidade
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de transmitir o virus. Devido a essa diferenca na inter-relacdo vetor virus esperava-se que a
distribuicdo espacial das plantas infectadas de crinivirus e begomovirus em campo
apresentasse padréo distinto. No entanto, nenhuma diferenca significativa tanto no progresso
temporal como espacial foi observada para essas viroses. Acredita-se que isso se deve
principalmente ao uso intensivo de inseticidas nas areas de cultivo, o que leva a quase
eliminacdo das diferencas entre essas duas viroses.

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que a begomovirose em tomateiro
rasteiro e estaqueado e crinivirose em tomateiro estaqueado apresentam uma dinamica de
distribuicdo temporal e espacial bem semelhante. Em geral, o progresso temporal € rapido e a
distribuicdo espacial das plantas sintomaticas é levemente agregada. A dinamica espacial e
temporal dessas viroses é dependente de pelo menos trés mecanismos distintos de
disseminacéo, um predominantemente ao acaso (infeccdo primaria) e dois predominantemente
agregados (infeccdo secundaria e "falsa" infeccdo secundaria) que atuam em diferentes niveis
de importancia no desenvolvimento das epidemias virais. A infeccdo primaria, resultante da
chegada de insetos viruliferos no cultivo alvo, parece ser o principal mecanismo de
disseminacdo da begomovirose e crinivirose em tomateiro. Os outros dois mecanismos de
disseminacdo possuem menor importancia, mas também contribuem para o desenvolvimento
dessas epidemias. Nos patossistemas estudados acredita-se que a disseminacdo secundaria é
principalmente resultante da introdugdo de insetos aviruliferos que adquirem os virus dentro
do cultivo alvo e inoculam plantas sadias proximas a plantas infectadas. A “falsa
disseminag¢do secundaria” € resultante do habito das moscas-brancas se alimentarem em mais
de uma planta sadia proxima umas as outras acarretando a inoculagcdo de um grupo de plantas
pela acdo de apenas um inseto virulifero proveniente de fora da area de cultivo.

Sendo a disseminacdo primaria a principal responsavel pelas epidemias de

begomovirose e crinivirose, a atual estratégia de manejo adotada para o controle dessas
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viroses a partir da aplicacéo frequente de inseticidas apenas nos cultivos-alvo apresenta baixa
probabilidade de sucesso. A ac¢do dos inseticidas para retardar o avanco dessas epidemias é
ineficiente, pois antes que ocorra a mortalidade dos insetos vetores uma parte da populagéo
foi capaz de inocular plantas sadias. Assim, uma baixa populacdo de moscas-brancas em
campo ndo é necessariamente relacionada a baixa incidéncia das viroses. A aplicacdo de
inseticidas no cultivo-alvo visando a diminui¢do populacional dos insetos viruliferos nédo
possui efeito significativo no mesmo, sua acao é necessaria e importante para a reducdo da
disseminacéo dessas viroses para cultivos futuros proximos a essa area de producao.

O sucesso do controle de doencas transmitidas por vetores cujo componente primario é
continuo, como as begomoviroses e criniviroses, definitivamente ndo é facil de ser realizado.
O controle quimico dos vetores ndo é eficiente e a presenca de boas hospedeiras alternativas
cultivadas ou ndo em campo tanto do vetor como dos virus dificulta mais ainda o manejo. A
soja, por exemplo, € uma excelente hospedeira de mosca-branca, mas ndo é afetada
economicamente por viroses transmitidas por esse vetor o que consequentemente leva a
negligéncia do controle da populacdo desse inseto. Em face a todos esse fatores um manejo
adequado e eficiente de begomovirose e crinivirose dificilmente sera alcancado se medidas de
controle ndo forem adotadas de maneira integrada e regional. No entanto, o grande gargalo no
manejo dessas viroses € a falta de informacdo dos produtores que dificulta a implementacédo
de medidas de controle em uma ampla area de producdo. Outro ponto importante é o custo da
implementacdo de um manejo macro-regional, produtores que ndo cultivam espécies que sdo
fortemente afetadas por essas viroses ndo veem a necessidade participarem de um manejo
integrado. Assim, essas viroses tendem a apresentarem importancia econémica ainda por um
periodo de tempo indeterminado.

Trabalhos que possuem como foco 0s mecanismos que afetam as epidemias de

doencas de origem viral ainda sdo escassos devido a diversos fatores como: a presenga de um
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fator pouco previsivel, a dispersdo dos insetos vetores; e a aplicacdo de inseticidas e
procedimentos de manejo da cultura que sdo variaveis em diferentes areas de producéo e que
acabam por interferir no comportamento dos insetos vetores, levando assim a uma grande
dificuldade de obtencdo de resultados confiaveis e reproduziveis com significado
epidemioldgico real. Os resultados obtidos nesse trabalho ajudaram a preencher algumas
importantes lacunas na epidemiologia de begomovirose e crinivirose, mas outros aspectos
epidemioldgicos ndo abordados nesse trabalho, como a determinacdo da principal fonte de
indculo dos virus permanece inconclusivo e merece ser estudado mais detalhadamente para a

melhor compreenséo de como ocorrem as epidemias de viroses em tomateiro.
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