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RESUMO GERAL

RODRIGUES, Cristiano da Silva Efeito do numero de individuos de Bemisia tabaci e
idade de mudas de tomateiros na infec¢do pelo begomovirus Tomato severe rugose virus.
2017. (110p) Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia) — Universidade de Brasilia, Brasilia,
DF

O tomateiro (Solanum lycopersicum) pertence a familia Solanaceae e é cultivado em vérias
regibes do mundo. O Brasil figura entre os dez maiores produtores mundiais, com 0S
principais estados produtores sendo Goias, Minas Gerais e S&o Paulo. Esta hortalica é
produzida para consumo in natura e para industrializacdo. Varios problemas fitossanitarios
acometem o tomateiro, entre eles as viroses destacam-se entre as principais e as
begomoviroses sdo as de maior incidéncia nas principais regides. Os virus do género
Begomovirus, pertencentes a familia Geminiviridae, sdo os agentes causadores destas doencas
e possuem genoma formado por DNA circular de fita simples (ssDNA) encapsidados em
particulas geminadas. No Brasil a espécie predominante em tomateiro é o Tomato severe
rugose virus (ToSRV), com relatos frequentes de incidéncia proximas a 100%. Esses virus
sdo transmitidos de modo persistente pelo vetor mosca-branca (Bemisia tabaci), sendo o
bidtipo B (espécie MEAM-1) prevalente. Diversos sintomas sdo associados a infec¢do por
begomovirus, por exemplo, clareamento de nervuras, clorose, clorose internerval, mosaico,
reducdo de crescimento, enrolamento foliar e rugosidade. Esses sintomas podem variar de
acordo com muitos fatores, como o estadio fenoldgico da planta no momento da infeccéo, a
variedade, o ambiente, as condi¢des nutricionais, entre outros. A epidemiologia de doencas
investiga os fatores necessarios para o desenvolvimento da epidemia, a sua dindmica e
distribuicdo espacial e temporal, sendo estes essenciais para 0 sucesso do seu controle. As
begomoviroses sdo de dificil manejo e praticas que reduzam a incidéncia e disseminacdo da
doenca devem ser desenvolvidas e adotadas como parte de um programa de manejo integrado
de pragas. Para isso, o conhecimento da epidemiologia destas viroses necessita ser mais
aprofundado. Este trabalho objetivou contribuir neste tema com a determinacdo do efeito da
quantidade de ino6culo inicial e da idade de mudas de tomateiros na infeccdo pelo
begomovirus Tomato severe rugose virus em inoculacdo por Bemisia tabaci. Os ensaios
foram realizados com o isolado 1164 de ToSRV do Laboratério de Virologia do Centro
Nacional de Pesquisa em Hortalicas (CNPH/EMBRAPA). No ensaio de pressdo de indculo,
foram utilizadas diferentes quantidade de moscas-brancas viruliferas como pressdo de
indculo: 1, 5, 10, 15, 30 e 60 individuos sobre cultivares de tomate suscetivel (Heinz-9553) e
resistente (BRS Sena). O experimento foi conduzido em delineamento com blocos
casualizados (DBC) com seis repeti¢cbes por tratamento e uma repeticdo como testemunha
negativa, sendo a parcela experimental composta por uma planta. O ensaio foi repetido quatro
vezes. Para a realizacdo do ensaio, ap0s a aquisicdo de ToSRV por 48 horas pelos individuos
de B. tabaci biétipo B, estes foram confinados com mudas de plantas sadias por um periodo
de acesso de inoculagdo de 48 horas. Apos a inoculagdo, as plantas foram mantidas para
avaliacdo da incidéncia e severidade dos sintomas durante 30 dias. As avaliacdes de
severidade seguiram uma escala de notas da virose causada por TOSRV em tomateiros
previamente desenvolvida. O ensaio com diferentes idades de mudas de tomateiro foi repetido
trés vezes no tempo, utilizando um DBC composto por trés blocos com 10 repeti¢cdes cada,
compondo a parcela experimental. Para conducdo do ensaio, foram utilizadas mudas da
cultivar de tomateiro suscetivel Heinz-9553 com idades de 20, 30, 40, 50 e 60 dias apos a
semeadura. As mudas foram inoculadas por moscas-bancas viruliferas em um periodo de 72

vii



horas, ap0s o0 periodo de aquisi¢do de 48 horas. Apos a inoculacado, as plantas foram avaliadas
por 30 dias quanto a incidéncia e severidade da virose e, ao final, foram medidos a altura e o
peso fresco. Todos os dados foram analisados estatisticamente pelo teste F (p=5%) e as
médias submetidas ao teste de Scott-Knott. Na avaliacdo de diferentes pressdes de indculo,
foram observadas diferencas significativas de incidéncia e severidade da virose entre as
cultivares suscetivel e resistente. Houve uma relacdo direta entre uma maior populacdo de
insetos-vetores com uma maior incidéncia e severidade da doenca nas cultivares, bem como o
desenvolvimento mais rapido da doenga. Quanto as diferentes idades das mudas de tomateiro,
ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre as idades avaliadas.
Entretanto, as mudas de 20 dias apresentaram os maiores valores de incidéncia e severidade
(média de 81,0% e 1,9 respectivamente), bem como o desenvolvimento precoce da doenca. Ja
a inoculacdo em mudas com 60 dias resultou em porcentagem média de incidéncia inferior a
67%. Em relacdo a altura e peso das mudas, a presenca do virus significativamente diminuiu
ambos os parametros, principalmente nas plantas mais novas. Esses resultados sugerem que
uma alta populacdo de moscas-brancas viruliferas exerce papel chave no desenvolvimento da
virose, acelerando a expressao e severidade dos sintomas tanto em cultivar suscetivel como
em resistente enquanto que a idade da muda no momento da infeccdo ndo influencia
significativamente a resposta a virose causada por ToOSRV.

Palavras-chave: epidemiologia, idade de mudas, mosca-branca, pressao de inoculo, tomate.
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GENERAL ABSTRACT

RODRIGUES, Cristiano da Silva. Effect of the number of individuals of Bemisia tabaci
and the age of tomato transplants on the infection caused by Tomato severe rugose virus.
2017. (110p) Dissertation (Masters in Phytopathology) - University of Brasilia, Brasilia, DF.

The tomato plant (Solanum lycopersicum) belongs to the family Solanaceae and is cultivated
in several regions of the world. Brazil is among the ten largest producers in the world, and the
main producing states are Goias, Minas Gerais and S&o Paulo. This vegetable is produced for
fresh consumption and for processing. Several phytosanitary problems affect the tomato,
viruses are among the major ones, and the begomoviruses are the ones with the highest
incidence in most growing regions. Viruses of the genus Begomovirus, belonging to the
family Geminiviridae, are the causal agents of these diseases. They have a genome formed by
circular single-stranded DNA (ssDNA) encapsidated in geminated particles. In Brazil the
predominant species in tomato is Tomato severe rugose virus (ToSRV), and incidence rates
close to 100% are frequently observed. These viruses are transmitted in a persistent manner
by the whitefly vector (Bemisia tabaci), with MEAM-1 (or B-biotype ) being the prevalent
species. Several symptoms are associated with the begomovirus infection, for example vein
chlorosis, chlorosis, inerveinal chlorosis, mosaic, growth reduction, leaf rolling and rugosity.
These symptoms may vary depending on many factors, such as the phenological stage of the
plant at the time of infection, variety, environment, nutritional conditions, among others. The
epidemiology of diseases investigates the factors necessary for the development of the
epidemic, its dynamics and distribution, which are essential for the success of its control.
Begomoviruses are difficult to manage and practices that reduce the incidence and spread of
the disease should be developed and adopted as part of an integrated pest management
program. For this, the epidemiology of this virus needs to be further investigated. This work
aimed to contribute to this topic with the determination of the effect of initial inoculum
pressure and the age of tomato plants on the begomovirus infection by Tomato severe rugose
virus inoculated by Bemisia tabaci. The trials were performed with ToSRYV isolate 1164 from
the Laboratory of Virology of the National Vegetable Research Center (CNPH / EMBRAPA).
In the inoculum pressure study, different amounts of viruliferous whiteflies were used as
inoculum pressure: 1, 5, 10, 15, 30 and 60 individuals on susceptible (Heinz-9553) and
resistant (BRS Sena) tomato cultivars. The experiment was conducted in a randomized block
design (DBC) with six replicates per treatment and one replicate as a negative control. The
assay was repeated four times. For this purpose, after the acquisition of ToSRV for 48 hours
by the individuals of B. tabaci biotype B, they were confined with transplants of healthy
plants for a 48 hour inoculation access period. After inoculation, the plants were maintained
for 30 days for evaluation of the incidence and severity of symptoms. Severity assessments
followed a symptom rating on a numerical scale, which was previously developed for the
visual symptom evaluations. The experiments with different ages of tomato transplants were
repeated three times in time, using a DBC composed of three blocks with 10 replicates each.
For the conduction of the trials, transplants of the susceptible tomato cultivar Heinz-9553
were used, with ages of 20, 30, 40, 50 and 60 days after sowing. The transplants were
inoculated by viruliferous whiteflies in a period of 72 hours, after the acquisition period of 48
hours. After inoculation, the plants were evaluated for 30 days for the incidence and symptom
severity, and at the end, plant height and fresh weight were measured. All data were
statistically analyzed by the F test (p = 5%) and the means submitted to the Scott-Knott test.



In the evaluation of different inoculum pressures, significant differences of incidence and
severity of the virus were observed between susceptible and resistant cultivars. There was a
direct relationship between the larger population of insect vectors with the higher incidence
and severity of the disease in the cultivars, as well as the faster development of the disease in
the treatment with high amounts of vectors. Regarding the different ages of the tomato
seedlings, no statistically significant difference was observed between the evaluated ages.
However, the 20-day seedlings treatment presented the highest values of incidence and
severity (mean of 81.0% and 1.9, respectively), as well as an early development of the
disease. The inoculation in transplants with 60 days resulted in a mean incidence rate of less
than 67%. Regarding the height and weight of the plants, the presence of the virus
significantly reduced both parameters, especially in the younger plants. These results suggest
that a high viruliferous whitefly population plays an important role in the development of the
virus disease, accelerating the expression and severity of symptoms in both susceptible and
resistant cultivars, and that the age of the transplants at the time of infection does not
significantly influence resistance to caused by ToSRV.

Keywords: epidemiology, age of seedlings, whitefly, inoculum levels, tomato.

Dissertation Advisor: Alice Kazuko Inoue-Nagata



INTRODUCAO GERAL

O tomateiro (Solanum lycopersicum) pertence a familia Solanaceae, € cultivado em
varias regides do mundo (Naika et al., 2006). Segundo dados da FAO (2017), a producéo
mundial foi de aproximadamente 170 milhGes de toneladas em 2016, distribuida em cerca de
5 milhdes ha com uma produtividade de 34 Ton/ha. No Brasil a area plantada é de 56.880 ha e
a sua producdo em 2016 foi de 3,5 milhdes de toneladas e produtividade de 62-65 Ton/ha.
Colocando-se assim entre os 10 maiores produtores mundiais, com 0s principais estados
produtores sendo Goias, Minas Gerais e Sao Paulo (IBGE, 2016; FAO, 2017).

Vérias doencas acometem o tomateiro, entre elas as viroses se destacam, sendo as
ocasionadas pelos Begomovirus, atualmente as de maior relevancia pela alta incidéncia e
relatos de perdas de até 100% em lavouras de tomate (Polston & Anderson, 1997; Macedo et
al., 2014; Briddon, 2015). Os virus pertencentes ao género Begomovirus, classificadas na
familia Geminiviridae, possuem genoma em fita simples de DNA circular monopartido ou
bipartido, com aproximadamente 2,8 e 5,2 kb, respectivamente e encapsidadas em particulas
geminadas (Briddon, 2001; Briddon & Stanley, 2006; ICTV, 2016). Esses virus estdo
amplamente disseminados pelas regies tropicais, subtropicais e também temperadas, onde
por vezes ha relatos de grandes prejuizos na produtividade (Ploston & Anderson, 1997,
Mansoor et al., 2003). Os begomovirus sdo agrupados em aqueles do Novo Mundo e do
Velho Mundo, a maioria dos begomovirus do Novo Mundo possui genoma bipartido
(Briddon, 2015). Estas espécies virais sdo transmitidas pelo inseto vetor mosca-banca
(Bemisia tabaci) em uma relagdo do tipo circulativa ndo propagativa (Ghanim et al., 2001).
Este vetor possui uma complexa distingdo das espécies e vém sendo tentativamente
classificadas em bidtipos e atualmente em espécies (Perring, 2001; Dinsdale et al., 2010; De

Barro et al., 2011). O papel deste vetor € essencial na epidemiologia das begomoviroses e
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vem sendo eficientemente desempenhado pelo biotipo B ou espécie Middle East Asian Mean-
1 (MEAM-1) prevalente no Brasil

No pais mais de 17 espécies sdo reconhecidas infectando o tomateiro, entretanto,
Tomato severe rugose virus (TOSRV) e Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV) sdo as de
maior ocorréncia (Fernandes et al., 2008). Os sintomas mais comumente observados sdo o
mosaico, clareamento das nervuras, manchas cloréticas, clorose internerval, rugosidade,
deformacdo foliar e nanismo (Polston & Anderson, 1997; Faria et al., 2000; Macedo et al.,
2014; Bergamin Filho et al., 2016).

Vaérias estratégias de manejo sdo empregadas para 0 controle destas viroses, mas
nenhuma ¢é eficiente quando utilizada isoladamente. Entre os principais pontos a serem
observados na aplicacdo do manejo estdo a reducdo das populacBes de moscas-brancas, a
reducdo ou eliminacdo das fontes de indculo nas areas cultivaveis e alteracdo da
suscetibilidade da cultura (Polston & Anderson, 1997; Seal et al., 2006; Luan et al., 2014). As
begomoviroses se constituem em sistema complexo, com muitas interacdes e envolvendo
maultiplos fatores (Jeger, 2004; Van den Bosch et al., 2006), e por esta condi¢éo, entre outras,
dispde-se de poucas estratégias de manejo. Varios autores destacam a necessidade de maior
conhecimento da epidemiologia destas viroses para que praticas que reduzam a incidéncia e
disseminacdo da doenca possam ser investigadas e adotadas como parte de um manejo
integrado (Poston e Anderson, 1997; Colvin et al., 2006; Moriones & Navas-Castillo, 2010;
Luan et al., 2014; Mahatma et al., 2016).

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes nimeros de
individuos de Bemisia tabaci como niveis de inoculo inicialde ToSRV sobre tomateiros
resistente e suscetivel no desenvolvimento de epidemias de ToSRV e determinar o efeito da

idade de mudas de tomateiros a infeccdo pelo begomovirus Tomato severe rugose virus
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(ToSRV) em inoculado por Bemisia tabaci quanto a incidéncia, severidade e caracteristicas

como peso e altura das plantas.
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OBJETIVO GERAL

Determinar o efeito de diferente nimero de individuos de Bemisia tabaci como niveis
de inoculo inicial de Tomato severe rugose virus (ToSRV) em transmisséo por B. tabaci em
plantas de tomateiro e avaliar a influéncia da idade de mudas de tomateiro no momento da

inoculacdo de ToSRV no desenvolvimento da doenca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a influéncia de diferentes nimeros de moscas-brancas viruliferas para ToSRV
sobre a incidéncia de ToSRV em cultivares de tomateiro suscetivel (Heinz-9553) e resistente
(BRS Sena);

Avaliar a influéncia de diferentes quantidades de moscas-brancas viruliferas para
ToSRV sobre a severidade de sintomas em cultivares de tomateiro suscetivel (Heinz-9553) e
resistente (BRS Sena);

Estudar o efeito da idade de mudas do tomateiro suscetivel Heinz-9553 sobre a
incidéncia e severidade de sintomas apds inoculacdo de ToOSRV por moscas-brancas.

Determinar o efeito da infeccdo por isolado de ToSRV no desenvolvimento de

tomateiros (altura e peso) inoculados em diferentes idades.
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1.1 A CULTURA DO TOMATEIRO

Mundialmente, o tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é a segunda mais importante
cultura vegetal, com uma producdo de 170 milhdes de toneladas e produtividade estimada de
33.988,3 kg/ha (FAOQ, 2017). O Brasil destaca-se entre os dez maiores produtores mundiais de
tomate com uma producdo de 3.545.760 toneladas no ano de 2016 sobre uma area de 55.676
ha, com produtividade de 63,86 Ton/ha em 2016 (IBGE, 2016). Os maiores estados
produtores sdo Goids, Minas Gerais e Sdo Paulo, que juntos somam 62,3% da producéo de
tomate nacional (IBGE, 2016).

Segundo revisdo de Naika et al (2006), o tomateiro tem origem na zona andina da
Ameérica do Sul, mas foi domesticado no México e introduzido na Europa em 1544. Mais
tarde, disseminou-se da Europa para a Asia meridional e oriental, Africa e Oriente Médio,
distribuindo-se entdo para outras partes da América do Sul e do México. O tomateiro produz
desde frutos ricos em minerais, vitaminas, aminoacidos essenciais, acUcares e fibras
dietéticas. E uma planta anual, autégama, herbacea, com flores hermafroditas ou perfeitas,
que produzem frutos pequenos com tamanho de uma cereja até aqueles com 0,5 Kg conforme
a cultivar (Sonnenberg & Silva, 2004). Seu sistema radicular € do tipo pivotante, podendo
chegar até 1,5 m de profundidade. O caule da planta jovem de tomateiro é ereto, herbaceo,
suculento e coberto por pelos glandulares. As folhas sdo alternadas, compostas por nimero
impar de foliolos, sendo pecioladas e apresentam bordas serrilhadas (Pinto & Casali, 1980;
Sasaki & Seno, 1994; Naika et al., 2006).

Como revisado por Orzolek et al. (2016), os tomateiros crescem melhor sobre solos
bem drenados que tem boa areacédo e taxa de infiltragdo de agua, com faixa de pH ideal entre
5,8 a 6,6 e niveis nutricionais recomendados conforme a anélise do solo.

Os tomates sao produzidos para consumo dos frutos frescos, em saladas, ou cozidos, em

molhos, sopas e carnes, podendo ser processados em purés, sumos e molho de tomate
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(ketchup) e também os frutos enlatados e secos que constituem produtos processados de
importancia econdémica (Naika et al., 2006). Dois grupos de tomateiros produzidos para
industria e para mesa sao cultivados, aqueles chamados de crescimento indeterminado (tomate
mesa) e 0s de crescimento determinado, sendo os frutos respectivamente destinados ao
consumo fresco ou destinados principalmente a agroindustria, existindo cultivares com dupla
aptidao no mercado (Naika et al., 2006, Filgueira, 2003).

O manejo da cultura é diversificado, podendo ser utilizados diferentes tratos culturais
que sdo escolhidos, sobretudo, de acordo com o habito de crescimento das plantas
(determinado e indeterminado). As plantas com desenvolvimento determinado sdo limitadas
pela emissdo de uma inflorescéncia terminal e a sua frutificacdo ocorre em um periodo
relativamente concentrado, dentro de duas ou trés semanas, geralmente colhidos
mecanicamente (Filgueira, 2003; Naika et al., 2006; Jacinto et al., 2012; Clemente et al.,
2013). Estes tomateiros sdo conhecidos popularmente como rasteiros (Nascimento et al.,
2012). Ja os tomateiros com habito de crescimento indeterminado possuem desenvolvimento
continuo das plantas apds a emissdo dos botdes florais, sendo necessario o tutoramento e a
poda (Naika et al., 2006; Clemente et al., 2013). Como o amadurecimento dos frutos é
varidvel e constante em uma mesma planta, a colheita manual ocorre de forma parcelada,
podendo ser prolongada por 50 a 90 dias (Filgueira, 2003).

Orzolek et al. (2016) relatam que a producdo comercial de tomate ndo se iniciou até
depois dos anos de 1860, quando os tomates foram finalmente aceitos popularmente. E que
desde 1890, o melhoramento de tomates tem desenvolvido variedades adotadas para 0 uso ao
redor do mundo. O tomateiro possui diferentes tipos de frutos (fresco, uva, cereja, salada,
bilocular, multilocular, entre outros), que sdo absorvidos por diversos mercados. Os autores
destacam ainda um recente nicho de mercado, a ornamentagdo com tomateiros em cestos

suspensos principalmente para garagens.
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As sementes de tomateiros sdo produzidas de duas formas basicas, aquelas derivadas de
polinizacdo aberta (ndo hibridas) e as hibridas. As sementes de polinizacdo aberta séo
facilmente produzidas e geralmente ndo requerem o isolamento de plantas, sendo produzidas
centenas de sementes por cada planta (Opend et al.,, 2001a). As variedades hibridas de
tomateiro tém muitas vantagens comparadas as variedades de polinizacdo aberta. Hibridos
geralmente amadurecem mais cedo e mais uniformemente, tém melhor qualidade de frutos e
resisténcia a doencas (Opend et al., 2001b). Com todas estas vantagens, muitos agricultores
preferem semear sementes hibridas, apesar dos custos mais elevados das sementes.

Segundo Opena et al. (2001 a, b), quase todas as linhas de tomate, incluindo variedades
modernas de hoje, sdo auto-polinizantes, ou seja, as anteras derramam poélen sobre o estigma
dentro da flor e 0 estigma nédo se projeta para fora desta. Devido a esta estrutura floral e seu
mecanismo de polinizacdo, o isolamento de diferentes linhas geralmente ndo é necessario na
polinizacdo aberta. Entretanto, esta € uma das dificuldades da producéo de sementes hibridas,
que requer uma elevada mao de obra para o isolamento das plantas. Além disso, ha a
necessidade de habilidades especiais e uma atencdo demasiada a detalhes em etapas como a
de emasculacéo e polinizacao.

Como enfatiza Leal (2006), é de grande importancia a escolha adequada da cultivar para
gue haja sucesso na producdo. Desta forma, alguns fatores devem ser considerados e entre
eles estdo a resisténcia a doencas, custo das sementes e aceitagdo no mercado consumidor.
Atualmente existem cultivares e hibridos que séo resistentes ou tolerantes a diversos tipos de
doencgas e em algumas situacOes a sua utilizacdo € fundamental. O custo das sementes € muito
variavel e para algumas cultivares e hibridos é muito elevado, mas com desempenho
compensatério do investimento; a preferéncia do consumidor pelo tipo de fruto, sendo que ha
uma grande variagdo quanto ao tamanho, forma, cor, textura, sabor e durabilidade destes.

Entretanto, as variedades de tomateiro apresentaram desempenho diferente sobre condigdes
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ambientais variaveis. A utilizacdo de variedade com resisténcia a doencas torna-se mais
importante quando ndo existem ainda outras boas opc¢des de manejo (Kelley & Boyhan,
2014). Para estes autores, basicamente, uma variedade deve ser adaptada para a area, produzir
um rendimento competitivo e o fruto ser aceito pelos consumidores.

Os plantios comerciais de tomates sdo geralmente iniciados com a utilizacdo de mudas
com 5 a 6 semanas de idade que sdo transplantadas de estufas para o campo (Kelley &
Boyhan, 2014; Orzolek et al., 2016). Kelley & Boyhan (2014) ndo recomendam a semeadura
direta dos tomateiros no campo, devido ao alto custo das sementes hibridas e as condicGes
requeridas para a adequada germinacdo das sementes. Entre as desvantagens da semeadura
direta estdo a maior dificuldade no controle de plantas daninhas, a necessidade de condicdes
muito especificas de preparo para as covas e o terreno como um todo, e os efeitos de atraso na
colheita observado em tomateiros semeados diretamente no solo.

As mudas sao cultivadas em recipientes (bandejas) com substrato e sem a exposicdo das
raizes apds a remocdo do recipiente. Este tipo de producao é preferido pelos agricultores por
diminuir o choque do transplantio, devido a reducdo ou auséncia de replante, o rapido retorno
do crescimento das mudas apds o transplante e também pelo crescimento e producdo mais
uniforme (Kelley & Boyhan, 2014).

A cultura do tomateiro € atacada por diversos patdgenos de importancia econémica,
com os virus ocupando lugar de destaque. As trés principais doencas de origem viral que
afetam o tomateiro no Brasil pertencem aos géneros Begomovirus, Tospovirus e Crinivirus
(Giordano et al., 2000; Barbosa et al., 2008; Fernandes et al., 2008). Atualmente, as
begomoviroses sdo consideradas as mais relevantes viroses, devido a grande incidéncia
observada e a possibilidade de perdas de até 100% nas lavouras de tomateiro dependendo da
época de inoculagdo e a cultivar utilizada (Brown et al., 1995; Seal et al., 2006; Macedo et

al., 2014). Séo virus que pertencentes a familia Geminiviridae, sendo constituidos por
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moléculas de ssDNA circular encapsidadas em duas particulas icosaédricas geminadas,
classificadas dentro de sete géneros (Becurtovirus, Begomovirus, Eragrovirus, Curtovirus,

Mastrevirus, Topocuvirus e Turncurtovirus) (Brown et al., 2012; Briddon, 2015).

1.2 AFAMILIA GEMINIVIRIDAE

A primeira referéncia a uma doenca causada por um geminivirus talvez seja o
"Man’youshu”, um classico poema antologico escrito nos anos de 752 pela Imperadora
KoKen do Japdo, descrevendo uma linda planta que se acredita ser Eupatorium makinoi com
sintomas de amarelecimento foliar, hoje associados ao begomovirus nomeado Eupatorium
yellow-vein virus (EpYVV) (Saunders et al., 2003). Em 1977, Harrison et al. fizeram uma
emocionante e inesperada descoberta de que African cassava mosaic virus (ACMV) e Maize
streak virus (MSV) tém um genoma de &cido desoxirribonucleico de fita simples circular
(ssDNA). Estas novas caracteristicas conduziram a proposta de um novo grupo que foi
oficialmente aceito pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) em 1978.
(Matthews, 1979; Briddon, 2015).

Esse grupo de virus foi denominado como a familia Geminiviridae, apresentando
moléculas de ssDNA circular encapsidadas em duas particulas icosaédricas geminadas
(Briddon, 2001). Os geminivirus eram divididos até recentemente em quatro diferentes
géneros: Mastrevirus, Topocuvirus, Curtovirus e Begomovirus, baseado na sua organizagédo
gendmica, hospedeiros, insetos vetores e a sequéncia gendmica (Stanley et al., 2005). Dentro
de cada género, os virus tém sido classificados como distintas espécies, estirpes ou isolados
com base nas diferencas em caracteristicas biologicas tais como gama de hospedeiros,
tropismo de tecido e patogenicidade, imunologia, diversidade das suas sequéncias de DNA e
compatibilidade funcional dos produtos de gene (Briddon, 2015). Como revisado por Briddon

(2015), com base nestas caracteristicas novos géneros foram sendo adicionados a familia
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Geminiviridae, que atualmente é composta de sete géneros: Becurtovirus, Begomovirus,
Eragrovirus, Curtovirus, Mastrevirus, Topocuvirus e Turncurtovirus. Mastrevirus tém
genoma monopartido e cada membro é usualmente transmitido por uma Unica espécie de
cigarrinha (Familia Cicadellidae). A espécie-tipo deste género € Maize streak virus (MSV).
Os curtovirus, como Beet curly top virus (BCTV), sdo também transmitidos por cigarrinhas e
podem infectar uma ampla gama de espécies dicotileddneas. Eles possuem genoma
monopartido, mas demonstram diferencas fundamentais em sua organizacdo genémica e a dos
mastervirus. Os virus do género Topocuvirus e 0s géneros recentemente estabelecidos
Becurtovirus, Eragrovirus e Turncurtovirus possuem genoma monopartido, mas permanecem
relativamente pouco caracterizados. O género Topocuvirus contém unicamente um membro,
Tomato pseudo-curly top virus (TPCTV), que é transmitido por um membracideo (Familia
Membracidae) e tem sua organizacdo gendmica similar a dos membros do género Curtovirus,
sendo TPCTV limitado a hospedeiros dentro da familia Solanaceae. O género Becurtovirus
possui duas espécies, Beet curly top Iran virus (BCTIV) e Spinach curly top Arizona virus
(SCTAV), sao transmitidos por cigarrinhas e infectam algumas dicotileddneas. O género
Turncurtovirus contém uma Unica espécie, Turnip curly top virus (TCTV), que é transmitida
por cigarrinhas e tem sido identificada em ampla variedade de dicotileddneas hospedeiras. O
género Eragrovirus possui apenas uma espécie, Eragrostis curvula streak virus (ECSV), que
até agora tem sido identificada em plantas espontaneas (daninhas) monocotiledéneas, estando
ainda seu vetor ndo identificado. Os geminivirus compartilham uma conservada sequéncia de
nove nucleotideos (TAATATT/AC) onde esta localizada a regido “hairpin” de origem de
replicacdo da fita viral, e nos becurtovirus e eragrovirus ocorre uma incomum sequéncia
destes nove nucleotideos (TAAGATTCC) (Fontes et al., 1994; Rojas et al., 2005; Briddon,

2015).
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Todos os geminivirus sdo naturalmente transmitidos por insetos da ordem Hemiptera de
maneira persistente, circulativa (Brown et al., 1995). Os topocurvirus séo transmitidos por
membracideos como o Micrutalis malleifera (subordem Auchenorrhyncha, familia
Membracidae), enquanto que mastrevirus, curtovirus, becurtovirus e turncurtovirus sdo
transmitidos por cicadelideos (subordem Auchenorrhyncha, familia Cicadellidae). Como
informado anteriormente, 0 género Eragrovirus ainda nao possui vetor identificado. Os
begomovirus sdo transmitidos por moscas-brancas B. tabaci (subordem Sternorrhyncha,
familia Aleyrodidae) (Briddon, 2015).

Autores com Perring et al. (1993), Henneberry et al. (2000) e Dalton (2006), entre
outros, destacam o aumento intenso da emergéncia de geminivirus como um problema em
todo o mundo desde 1960, causando devastacdo em grande numero de culturas tais como
tomate, algoddo, curcubitaceas e feijdo. Sao epidemias relacionadas a atividades humanas e a
dispersdo de begomovirus é diretamente correlacionada com a ampla dispersdo do biétipo B
de B. tabaci.

Os begomovirus sdo um grupo emergente de patdgenos virais bem sucedidos, causando
severas perdas econdmicas a plantas dicotiledéneas amplamente usadas como alimento, fibras

e ornamentais nos agroecossistemas tropicais e subtropicais (Mahatma et al., 2016).

1.3 O GENERO BEGOMOVIURS

O género Begomovirus possui mais de 300 espécies ocasionando virosse em diversas
familias botanicas no mundo, sendo a espécie-tipo o Bean golden yellow mosaic virus
(BGYMV) (ICTV, 2017). Estes virus possuem genoma com DNA de fita simples (SSDNA)
circular, encapsidados por mdultiplas subunidades de uma Unica proteina capsidial, podendo
ser monopartido ou bipartido (DNA-A e DNA-B), com tamanhos semelhantes e

separadamente encapsidados em particulas geminadas. No Novo Mundo a vasta maioria dos
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begomovirus € bipartida (ex. Bean golden mosaic virus (BGMV) e Tomato golden mosaic
virus (TGMV)), com dois unicos exemplares monopartidos identificados até agora — Tomato
leaf deformation virus (TLDV) e Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV) (Méarquez-Martin
et al 2010; Fauquet & Stanley, 2003; Briddon, 2015; Vu et al. 2015). Embora alguns
begomovirus originarios do Velho Mundo tenham genoma bipartido, por exemplo African
cassava mosaic virus (ACMV) e Mungbean yellow mosaic virus (MYMYV), muitos sdo
monopartidos com genoma semelhante ao componente DNA-A, por exemplo Tomato yellow
leaf curl virus (TYLCV).

A maioria dos begomovirus monopartidos € associada com um componente sSDNA
adicional, os alfa- e betasatélites. Estes possuem aproximadamente metade do tamanho de
seus virus auxiliares, como é o exemplo dos betasatélites associados as espécies Ageratum
yellow vein virus (AYVV) e Cotton leaf curl Multan virus (CLCuMV) (Saunders, Briddon,
Stanley, 2008; Briddon & Stanley, 2006; Briddon, 2015). Os mesmos autores descrevem 0S
betasatélites como moléculas determinantes de patogenicidade associadas com varias doencas
de plantas exclusivamente causadas por begomovirus monopartidos no Velho Mundo. Eles
sdo completamente dependentes de um componente auxiliar (DNA-A) para sua replicacgéo,
encapsidacao e transmissdo por mosca-branca. Ao contrario dos alfasatélites, betasatélites séo
claramente associados com seu componente auxiliar independentemente da hospedeira e
distribuicido geogréafica (Briddon et al., 2003). Em contraste aos betasatélites, os alfasatélites
sdo semelhantes a satélites por possuirem replicacdo autdnoma, enquanto que por definicdo
satélites requerem seus virus auxiliares para replicagdo, como os betasatélites que necessitam
do virus auxiliar para encapsidacdo e movimentacdo em e entre os hospedeiros (Mansoor et
al., 1999). Os betasatélites sdo altamente diversos, apesar de terem uma estrutura conservada

e codificarem o produto de um unico gene conhecido como S C1, que € determinante de

patogenicidade, supressor de silenciamento génico pés transcricional (PTGS) e silenciamento
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génico transcricional (TGS), liga-se ao DNA e pode possivelmente estar envolvido no
movimento viral (Saunders et al., 2004; Cui et al., 2005; Yang et al., 2011). Os alfasatélites
sdo menos diversos e codificam um Unico gene que é um homologo da REP de nanovirus
(outra familia de virus com ssDNA em plantas), entretanto a funcdo biologica deles
permanece pouco esclarecida (Briddon, 2015).

As begomoviroses debilitam culturas utilizadas para alimentacdo e fontes de fibras
vegetais nos tropicos e subtropicos e também em agroecossistemas temperados (Polston &
Anderson, 1997; Mahatma et al., 2016). A incidéncia e o0 numero de espécies desse género
tém aumentado desde os meados de 1970, principalmente devido ao aumento da populacéo do
vetor mosca-branca biétipo B (Middle East-Asia Minor 1 - MEAM-1) (Brown, 1990; Costa &
Brown, 1991; Polston & Anderson, 1997; Moriones & Navas-Castillo, 2010; Briddon, 2015).
Ao final do século 20, as begomoviroses tornaram-se importantes limitantes para muitas
culturas comuns de hortalicas. Atualmente, a virose mais frequentemente observada em
cultivos de tomateiro no Brasil € causada por begomovirus (Albuquerque et al. 2012). A
primeira observacdo de uma virose associada a begomovirus em tomateiro no Brasil foi
registrada nos anos 60 como uma “clorose infecciosa” associando-se a doenga a moscas-
brancas (Bemisia tabaci), possivelmente o biotipo A (Flores et al., 1960). Entretanto, as
begomoviroses tornaram-se importantes apds a introducdo do bidtipo B na década de 90,
devido principalmente a ser mais polifaga e agressiva (Lourencdo & Nagai, 1994; Faria et al.,
2000).

Os sintomas de infeccdo por begomovirus em geral variam com a espécie viral, o
isolado, a cultivar, a idade da planta no momento da infec¢éo, o estado nutricional da planta e
as condicOes ambientais. Estes sintomas podem incluir os seguintes, em varias combinacdes:
um mosaico amarelo brilhante, clareamento de nervuras, clorose, clorose internerval, clorose

nas margens das folhas, mosqueado, mosaico, mancha clorotica, enrolamento foliar,
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deformacédo foliar, enrugamento foliar, reducdo no tamanho das folhas, nanismo ou
enfezamento das plantas infectadas e absciséo floral (Polston & Anderson, 1997). Apesar de
ndo haver expressao de sintomas nos frutos, ha reducdo do tamanho e quantidade de frutos;
qguando em infeccdo precoce, 0s sintomas sdo mais severos e ha uma paralisacdo no
crescimento da planta (Lopes & Reis, 2011; Macedo et al., 2014; Bergamin Filho et al.,
2016).

Muitas espécies de virus sdo relatos causando sintomas similares em plantas de
tomateiro no Brasil, no entanto duas espécies de begomovirus foram considerados
predominantes, Tomato severe rugose virus (TOSRV) e Tomato mottle leaf curl virus
(TMoLCV) (Fernandes et al., 2008). Desde a introducdo do bioétipo B de B. tabaci, a qual é
assumida como tendo ocorrido no inicio dos anos 90, a incidéncia das begomovirose tém
progressivamente aumentado no Brasil, e Tomato severe rugose virus (ToSRV) parece
predominar nas principais regies com cultivos de tomateiro, com ocorréncia de 100% de
incidéncia nos campos da regido central do pais (Faria et al. 2000; Inoue-Nagata, 2013,

Bergamin Filho et al., 2016).

1.4 TRANSMISSAO DOS BEGOMOVIRUS

O vetor dos begomovirus, a mosca-branca, € considerada uma das principais pragas da
agricultura mundial atualmente. Para Dalton (2006), a dispersdo de begomovirus esta
diretamente correlacionada com a ampla dispersdo do biotipo B de B. tabaci e sua capacidade
de colonizar mais que 1000 plantas hospedeiras, alem da elevada capacidade de sustentar
populacdes e reproduzir-se em novas condi¢des ambientais comparado a outros biotipos.

Esses insetos sdo pequenos aleirodideos sugadores que possuem corpo de coloragao

amarela e com dois pares de asas frageis, cobertas por uma substancia pulverulenta branca,
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com limitada capacidade de véo, mas bastante agressivos devido a alta taxa de reproducao e
polifagia de algumas espécies (Byrne & Bellows, 1991).

Segundo Sparks (2014), adultos de moscas-brancas podem causar danos diretos pela
alimentacéo, tipicamente as ninfas sdo os estadios mais prejudiciais. Os diferentes instares da
ninfa sdo sésseis, com excecdo do primeiro, sendo que estes ocorrem na parte de baixo das
folhas. Moscas-brancas, particularmente o biotipo B podem ser uma praga severa em cultivos
de tomateiro no outono dos Estados Unidos da América. Essas moscas-brancas podem causar
diferentes prejuizos no outono, quando as populacGes sdo grandes o suficiente para causar
desfolha e pode produzir bastante melago “honeydew” e fumagina por ser um problema de
contaminacdo na colheita. Em populacbes muito baixas, entretanto, esta praga causa
amadurecimento irregular de frutos e pode transmitir varias doencas virais, incluindo
TYLCV. As moscas-brancas ndo sdo comumente um problema na estacdo de primavera na
Georgia (EUA).

No Brasil, até 2005, segundo Leal (2006), ataques intensos de Bemisia tabaci nao
ocorrem todos 0s anos, sendo mais comuns apds longos periodos de seca. A praga suga a
seiva do tomateiro e, quando ocorrem superpopulacdes, a producdo fica comprometida e 0s
frutos e as folhas inferiores ficam cobertos por fumagina. Entretanto, pequenas populacées de
moscas-brancas podem indiretamente causar grandes prejuizos, atuando como vetores de
viroses. O uso de inseticidas é ecologicamente desfavoravel e tem sido largamente ineficiente
devido a frequente necessidade de pulverizacbes que tornam a pratica dispendiosa e
inevitavelmente conduz ao surgimento de resisténcia a inseticidas dentro das populagdes de
moscas-brancas (Briddon, 2015).

A espécie B. tabaci possui uma complexa classificacdo devido a alta similaridade
genotipica e morfologica, mas com caracteristicas bioldgicas e comportamentais diferentes

(Perring, 2001). Diante desta complexidade, Perring (2001) determinou a partir de
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ferramentas moleculares o agrupamento desses insetos em 24 bidtipos e 41 populacdes de B.
tabaci diferentes em todo o mundo. Entretanto, em 2010 Dinsdale et al. (2010) realizaram
testes moleculares que separaram as moscas-brancas em um complexo de 11 grupos bem
definidos filogeneticamente e 24 espécies morfologicamente indistinguiveis, com base na
analise de sequencias do gene mitocondrial citocromo oxidase I. Fazem parte dessas espécies
duas pragas globalmente importantes: Middle East-Asia Minor 1 (MEAML1, anteriormente
conhecido como bi6tipo B) e Mediterranean (MED, bio6tipo Q) (De Barro et al., 2011; Liu et
al., 2012). Nessa nova classificacdo, o bidtipo B corresponde a espécie Middle East-Asia
Minor 1 e o biotipo A corresponde a espécie New World. Neste trabalho serd utilizada a
classificacdo de bidtipos e ndo a classificacdo em espécies.

O vetor realiza a transmissdo de suas particulas virais de uma planta infectada para
outra sadia de forma natural e eficiente em um tipo de relacdo virus-vetor circulativa e ndo
propagativa, requerendo em média um periodo de laténcia de 6 a 12 horas para o inicio da
transmissdo e poucos minutos para a inoculacdo (Rosell, Torres-Jerez, Brown, 1999; Ghanim
et al., 2001). Ghanim e Czonsnek (2000) e Ghanim et al. (1998) alertam para a importancia
de epidemias de TYLCV que podem ser ocasionadas pela passagem do virus de uma
populacdo de moscas-brancas viruliferas para outra através da copulacdo e/ou passagem
transovariana, embora existam informacdes contraditdrias sobre a infecciosidade da progénie
da mosca-branca apds a transmisséo transovariana (Bosco et al. 2004; Goldman e Czosnek,
2002; Moriones & Navas-Castillo, 2010). Outra caracteristica peculiar € que apesar da
convicgdo de muitos autores de que 0s begomovirus sejam nao propagativos, trabalhos como
os de Czosneck et al. (2001) e Mehta et al. (1994) evidenciam a ocorréncia do virus TYLCV
em tecidos do seu vetor e demonstram que a quantidade de DNA de TYLCV aumenta apds
sua aquisicdo em plantas de tomate infectadas. Segundo os autores, tais caracteristicas

suportam a teoria de que TYLCYV se replique no vetor B. tabaci.
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Ghanim (2014), em revisdo, descreve o caminho da transmissdo circulativa dos
begomovirus transmitidos pelas moscas-brancas, tendo como exemplo TYLCV, como
possuindo uma intima interacdo das proteinas do vetor como as particulas virais. O processo
inicia com a retirada das particulas virais do floema da planta pela succao da seiva pelo vetor
e sua rapida dispersdo no inseto. Uma vez no inseto, os virus ultrapassam a barreira na camara
filtro do intestino médio, para a hemolinfa apds a interacdo da HSP70 (heat shock protein 70)
com TYLCV. Depois de circular no vetor, TYLCV interage com a proteina GroEL de
simbiontes (Hamiltonella defensa) na hemolinfa e cruza a segunda barreira no vetor, a
glandula salivar priméaria do inseto, via endocitose e assim 0s virus sdo secretados dentro da
planta hospedeira juntos com a saliva da mosca-branca.

Em meados de 1980, o bidtipo B (MEAM-1), também conhecido como Bemisia
argentifolii Bellows & Perring, foi introduzido no Hemisfério Ocidental vinda do
Mediterraneo, possivelmente através do movimento de plantas ornamentais infestadas com o
vetor (Perring et al., 1993, 2001). Entretanto, devido a semelhanca morfologica entre os
biotipos, esse fato so foi observado apos a expressao das diferencas bioldgicas existentes entre
a espécie exatica e a indigena (Faria et al., 2000). As principais diferencas que se destacam
sdo a sua capacidade de alimentacdo em diferentes plantas cultivaveis ou ndo, a alta taxa de
reproducdo em tomateiro e o rapido desenvolvimento de populacGes com resisténcia a
inseticidas. Na época, esta nova mosca-branca foi designada de biotipo B para se distinguir do
biotipo A, o qual estava presente nas Americas (Schuster et al., 1990; Brown, Frohlich,
Rosell, 1995). B. tabaci estd amplamente distribuida pelo mundo, nas regides tropicais e
subtropicais. Barbosa (2014) recentemente relatou a entrada do bidtipo Q no estado do Rio
Grande do Sul. Os niveis muito elevados de infestacdo de moscas-brancas no Brasil sdo a
principal causa de surtos de begomoviroses nos anos recentes (Fernandes et al. 2008;

Bergamin Filho et al., 2016).
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Moriones & Navas-Castillo (2010) destacam a importancia dos avancos na
caracterizacdo e implementacdo de técnicas moleculares disponibilizadas aos cientistas de
paises em desenvolvimento. Porém, ressaltam que os virologistas tém estado mais
preocupados com a deteccdo, caracterizacdo — e principalmente — descoberta de “novas”
espécies de begomovirus do que com o verdadeiro conceito de epidemiologia “etiologica” e
“evolutiva”. No Brasil poucos trabalhos sdo relatados quanto a caracterizacdo de padrdes
epidemioldgicos das begomoviroses, e entre estes podem ser citados os de Santos et al. (2003)
e Macedo et al. (2015) relacionados a transmissao e aqueles voltados aos estudos da dinamica
temporal e especial de begomoviroses (Della Vecchia et al., 2007; Barbosa et al., 2015;
Macedo, 2016).

Para entomologistas agricolas, ecologistas ou biélogos evolucionarios, a necessidade de
investigacdo da interacdo entre begomovirus, moscas-brancas e plantas no campo é evidente,
considerando que a interacdo tripartite é frequentemente um importante determinante da
dindmica populacional dos vetores e da epidemiologia de doencas de virus (Colvin et al.,

2004, 2006).

1.5 EPIDEMIOLOGIA DE BEGOMOVIROSES

As doencas causadas por virus da familia Geminiviridae sdo frequentemente relatadas
como fatores bidticos importantes e limitantes a producdo de tomate nas Americas, reduzindo
areas de producdo a 50% e ocasionando perdas significativas em campos com incidéncia por
vezes superiores a 95% (Polston & Anderson, 1997).

O manejo das begomoviroses em tomateiro € dificil e dispendioso. Com frequéncia o
manejo regional € recomendado, tendo como base a reducdo das fontes de moscas-brancas, e
quando possivel, a reducdo das fontes de indculo viral. Estudos como o de Macedo et al.

(2015) demonstram que o tomateiro ocupa um papel importante como fonte de virus no
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campo para novos cultivos. Com base nesta informacao, recomenda-se a rapida remocéo da
cultura ao fim do ciclo e a eliminacéo de tigueras e plantas espontaneas (McGovern et al.,
1994; Macedo, 2016).

A interacdo begomovirus x moscas-brancas mediada pela planta exerce importante
influencia sobre a abundancia das moscas-brancas e a epidemiologia das doencas de virus
(Colvin et al., 2006; Jiu et al., 2007). Essas viroses disseminadas principalmente por insetos
vetores tem sua epidemiologia largamente determinada pela biologia do inseto e
comportamento migratorio (Briddon, 2015). O controle do vetor é um importante ponto na
epidemiologia de begomoviroses e estratégias de controle sdo imprescindiveis devido a sua
ampla gama de hospedeiros, alta fecundidade, e possivelmente a ampla capacidade de
dispersdo, como é observado para o bidtipo B em relacdo a outros bidtipos indigenas (Brown,
Frohlich, Rosell, 1995; Bedford et al., 1994; Bethke, Paine, Nuessly, 1991).

Segundo Polston & Anderson (1997), as taticas de manejo mais frequentemente
empregadas em cultivos para o controle dos virus transmitidos por insetos sdo o0 uso de
inseticidas e o plantio de variedades resistentes. O uso de inseticidas pode reduzir
satisfatoriamente a incidéncia de plantas infectadas na cultura, a depender do local e da
estacdo de cultivo. Entretanto, segundo 0s mesmos autores, sob algumas circunstancias como
uma extensa fonte exdgena de insetos viruliferos, os inseticidas tém sido pouco eficientes com
a ocorréncia de populacgdes do vetor resistentes aos inseticidas e em casos onde os produtores
sd0 pequenos e os custos do manejo ficam muito elevados.

Quanto ao uso de cultivares resistentes, ainda é necessaria a disponibilidade de mais
opcodes para as diversas variedades de cultivo. Em todos os casos nao ha imunidade, ou seja,
as plantas permitem a infec¢do do virus. Cooper & Jones (1983) destacam que um planta ¢
imune a um virus quando esta impossibilita a infeccdo da célula vegetal e apds varios testes

de deteccdo no tempo nédo é possivel a deteccdo do virus neste individuo. Seguindo ainda a
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descricdo destes autores, uma cultivar pode apresentar resisténcias qualitativas classificadas
como resisténcia passiva (resisténcia por adsorcao ou ligacdo, resisténcia ao vetor, resisténcia
a multiplicacdo do virus), hipersensibilidade e resisténcia de campo. Niveis de tolerancia
devem ser normalmente aplicados para situac@es onde a concentracdo viral é determinada, e
estd associada a reducdo destas concentragdes virais em uma hospedeira. Anténimo do termo
laténcia, sinbnimo de tolerancia, a palavra sensivel deve ser usada para plantas incapazes de
impedir a infeccdo e invasdo dos virus.

As fontes de resisténcia presentes em cultivares de tomateiro sdo principalmente
estabelecidas para o virus TYLCV e sdo originarias de cruzamentos interespecificos entre
variedades comerciais e espécies selvagens resistentes, tais como Solanum chilense e Solanum
peruvianum (Briddon, 2015; Caro et al., 2015; Lapiot et al., 2015), mas as progénies
permanecem suscetiveis ou sensiveis (Cooper & Jones, 1983) a invasdo e infeccdo pelo
begomovirus. Alguns genes de resisténcia/tolerancia a TYLCV ja foram descritos, entre eles
aqueles denominados Ty-1 a Ty-6 (Zamir et al. 1994; Hanson et al. 2006; Ji et al. 2007;
Anbinder et al., 2009; Ji et al. 2009; Hutton et al. 2012; Hutton & Scott 2013). Estes genes de
resisténcia sdo aqueles originados de acessos de S. chilense localizados em diferentes
cromossomos, sendo Ty-1 e Ty-3 no cromossomo 6 (Verlaan et al., 2011), Ty-4 no
cromossomo 3 (Ji et al., 2009) e Ty-6 no cromossomo 10 (Hutton & Scott, 2013); Ty-2 foi
introgredido de S. habrochaites f. glabratum e esta localizado no cromossomo 11 (Yang et al.
2014); ty-5 provavelmente de S. peruvianum no cromossomo 4; e Ty-6 é derivado de LA2779
e recentemente mapeado no cromossomo 10 (Hutton & Scott 2013).

Os genes de resisténcia a TYLCV Ty-1 e Ty-3 foram caracterizados como 0s primeiros
genes de resisténcia a begomovirus, e acredita-se que sdo as fontes de resisténcia mais
empregadas hoje (Briddon, 2015). Entretanto, 0 mecanismo preciso pelo qual a resisténcia a

TYLCV ¢ mediada em plantas com Ty-1/Ty-3 € pouco conhecido. Recentemente, estes genes
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foram identificados e demonstrados por codificarem uma polimerase de RNA dependente de
RNA ou RdRp (Verlaan et al., 2013) que atua no processo de ativagdo do mecanismo de
resisténcia. Os trabalhos de Butterbach et al. (2014) demonstram que Ty-1/Ty-3 conferem
resisténcia a TYLCV pelo aumento da metilacdo da cistosina do genoma viral, indicativo que
a resisténcia conferida por este locus atua atraves do TGS.

Acredita-se que os genes Ty-1/Ty-3 sdo os mais utilizados no desenvolvimento de
plantas com resisténcia para o Brasil. Uma ampla oferta de hibridos denominados "TY" estdo
disponiveis no mercado e muito provavelmente contém um ou mais genes de resisténcia ja
descritos. Em tomateiros de crescimento determinado, a oferta de hibridos com resisténcia a
begomovirus ainda ndo é grande. O hibrido que ocupa a maior area plantada de tomateiro
rasteiro € a cultivar Heinz-9553, que ndo apresenta resisténcia. Recentemente, foi lancado
pela Embrapa um hibrido com resisténcia a infeccdo por begomovirus, a cultivar BRS Sena
(QUEZADO-DUVAL et al., 2014).

Epidemiologicamente, todas as cultivares desempenham em maior ou menor grau um
papel como fonte de virus na cultura devido a auséncia de imunidade dos materiais
disponiveis. Polston & Anderson (1997) relatam que, em geral, a resisténcia destas cultivares
comerciais pode ser superadas quando submetida a moderadas ou altas popula¢des de moscas-
brancas viruliferas presentes no campo, e também quando a inoculacdo destas cultivares
ocorre nas primeiras semanas da cultura no campo. Assim, 0 manejo adequando do vetor é
um componente essencial para o uso de cultivares resistentes neste periodo.

Vérias taticas culturais e legais referentes a remocéo da cultura e periodos livres de
cultivo tém diminuido satisfatoriamente a incidéncia de plantas infectadas por begomoviroses.
Periodos livres de moscas-brancas reduzem sua populagéo e, em alguns casos, diminuem o
namero de vetores viruliferos (McGlashan et al., 1994; Polston et al., 1993). Um vazio

sanitario do tomateiro foi estabelecido no Brasil em 2003 para contribuir para o controle das
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epidemias de begomovirose. Atualmente, um periodo livre da cultura do tomateiro vem sendo
realizado para todo o estado de Goias desde 2007 entre os meses de dezembro a janeiro (60
dias), em tomateiros para processamento e em tomateiro estaqueado em poucas regides onde
o0 cultivo de tomateiro para industria é importante (Agrodefesa, 2017; Bergamin Filho et al.,
2016; Macedo et al., 2016). A implementacdo de um periodo livre de tomateiro é altamente
recomendado para todas as regifes e para qualquer sistema de cultivo que deseje aumentar a
eficiéncia deste método, mas as inspecdes para fiscalizar sua implantacdo sdo dificeis em
cultivos de tomate para mesa (Bergamin Filho et al., 2016).

Estas praticas, entretanto, ndo parecem ser suficientemente eficazes a menos que
utilizadas em combinacdo com inseticidas e cultivares resistentes. Polston & Anderson (1997)
destacam também outros pontos a serem observados no manejo que sdo a producdo de mudas
de tomateiro, que devem ser realizadas em areas distantes das areas de cultivo de tomateiros e
evitar a implantacdo de areas novas de cultivo proximas a areas velhas, ou no sentido
favoravel do vento em relacdo a essas areas velhas, entre outras.

A indisponibilidade de estratégias de manejo mais eficientes para as begomoviroses esta
em parte relacionada a caréncia de conhecimento em relacdo a epidemiologia e a ecologia
destas complexas doencas e estas estratégias de manejo irdo basear-se em multicomponentes
da natureza e compreensdo basica dos elementos envolvidos nestes patossistemas (Polston &

Anderson et al., 1997; Moriones & Navas-Castillo, 2010).
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INFLUENCIA DA QUANTIDADE INICIAL DE INOCULO DE TOMATO
SEVERE RUGOSE VIRUS NA TAXA DE INFECCAO E SEVERIDADE DE
SINTOMAS EM TOMATE

RESUMO

O tomateiro é prejudicado pela alta incidéncia de viroses, particularmente 0 mosaico dourado
causado por espécies de begomovirus (Fam. Geminiviridae, gen. Begomovirus) em todo o
mundo. No Brasil, Tomato sereve rugose virus (TOSRV) é a espécie mais importante, sendo
transmitida pela mosca-branca Bemisia tabaci. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
da quantidade de moscas-brancas viruliferas utilizadas para inoculacdo de ToSRV em
tomateiro na taxa de infeccdo, velocidade de aparecimento de sintomas e na expressdo de
sintomas da virose em cultivares resistente (BRS Sena) e suscetivel (Heinz-9553) de
tomateiro. Os tratamentos consistiram da inoculagdo de cada planta com zero, um, cinco, 10,
15, 30 e 60 insetos (B. tabaci MEAML - bidtipo B) viruliferos com seis plantas por tratamento
e um controle negativo, com quatro repeticdes realizadas no tempo. As avalia¢cdes foram
realizadas visualmente durante o periodo de 30 dias ap6s a inoculacdo com intervalos médios
de dois dias entre as avaliagcdes. Concluiu-se que a taxa de infecgéo viral foi crescente com o
aumento do numero de insetos nas duas cultivares. Em Heinz-9553, a porcentagem de
incidéncia de plantas infectadas com 60 insetos viruliferos variou entre 83 e 100% e aquelas
infectadas com um inseto variaram a porcentagem entre 33 a 83%. Os valores para cinco, 10,
15 e 30 insetos foram intermediarios, em média, respectivamente, de 61%, 78% 74% e 88%.
Na cultivar BRS Sena, os valores de incidéncia foram sempre menores que 0s observados
para a cultivar suscetivel, sendo estes em média de 14% a 57% para 0s tratamentos com cinco
moscas-brancas a 60. Ndo houve plantas infectadas quando um inseto foi utilizado na
inoculagdo. Os sintomas em plantas infectadas de BRS Sena foram tardios e leves ou sem
sintomas. Os sintomas nas plantas de Heinz-9553 apresentaram-se fracos a moderados com
um e cinco insetos e moderados a fortes com 10 a 60 insetos. Os dados sugerem que a
guantidade de moscas-brancas viruliferas presentes na lavoura influencia a evolucdo da
doenca e a taxa de plantas infectadas.

Palavras-chave: Begomovirus, Solanum lycopersicum, transmissao.
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INFLUENCE OF INITIAL QAUNTITY INOCULUM OF TOMATO SEVERE
RUGOSE VIRU BY INOCULATION WITH WHITEFLIES IN THE INFECTION
RATE AND SYMPTOM SEVERITY

ABSTRACT

World widely, the cultivation of tomato plants is impaired by a high incidence of virus
diseases, particularly the golden mosaic caused by begomovirus species (fam. Geminiviridae,
genus Begomovirus). In Brazil, Tomato sereve rugose virus (ToSRV) is the most important
species, being transmitted by the whitefly Bemisia tabaci. The objective of this study was to
evaluate the effect of variable quantities of viruliferous whiteflies used for inoculation of
ToSRV in tomato plants on the infection rate, time for symptom appearance, and symptom
expression in resistant (BRS Sena) and susceptible (Heinz-9553) tomato cultivars. The
treatments consisted on the inoculation with zero, one, five, 10, 15, 30 and 60 viruliferous
insects (B. tabaci MEAML - biotype B) with six plants for each treatment, and a negative
control, in four replicates performed in the time. Evaluations were performed by visual
observation over the 30 day period after inoculation, on average in two day intervals. It was
concluded that the rate of viral infection increased with an increase in the number of insects in
both cultivars. In Heinz-9553, the percentage of infected plants when using 60 viruliferous
insects ranged from 83 to 100%, and those inoculated with one insect ranged from 33 to 83%.
Intermediate values for five, 10, 15 and 30 insects averaged, respectively 61%, 78%, 74%,
and 88%. In the cultivar BRS Sena, the infection rate was always lower than those observed
in the susceptible cultivar, with an average of 14 to 57% in the treatments with 5 to 60
whiteflies. No infected plant was observed when one insect was used for inoculation. The
symptoms on infected BRS Sena plants appeared later, and milder or symptomless. The
symptoms in Heinz-9553 plants were weak to moderate when inoculated with one to five
insects, and moderate to strong with 10 to 60 insects. The data suggest that the amount of
viruliferous whiteflies present in the crop influences the disease development and the rate of
infected plants.

Keywords: Begomovirus, Solanum lycopersicum, transmission.
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2.1 INTRODUCAO

A tomaticultura nacional ocupa uma area de 56.880 ha, com uma producdo media
superior a trés milhdes de toneladas (IBGE, 2016). Esta cultura é uma das mais importantes
socio-economicamente no Brasil, sendo uma das hortalicas mais cultivadas. O Brasil figura
entre 0s dez maiores produtores mundiais. Produz-se tomate na maioria dos estados
brasileiros, com destaque para os estados de Goias, Minas Gerais e Sdo Paulo, que juntos
somam mais da metade da producdo nacional (FAO, 2017; IBGE, 2016).

Dentre as inUmeras doencas que acometem o tomateiro, as viroses figuram entre as mais
importantes e aquelas ocasionadas pelos begomovirus atualmente apresentam a maior
relevancia pela maior incidéncia, existindo relatos de perdas de até 100% em lavouras
(Macedo et al., 2014; Briddon, 2015). As espécies de virus do género Begomovirus,
classificadas na familia Geminiviridae, possuem genoma de fita simples de DNA circular
monopartido ou bipartido (Briddon & Stanley, 2006). Estas espécies virais sdo transmitidas
pelo inseto vetor mosca-banca (Bemisia tabaci) em uma relacéo do tipo persistente (Ghanim,
2001, 2014).

No Brasil sdo relatadas mais de 17 espécies de begomovirus infectando o tomateiro, no
entanto, duas sdo as predominantemente observadas, Tomato severe rugose virus (TOSRV) e
Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV) (Fernandes et al., 2008). Entre os sintomas
caracteristicos da doenga os mais comumente observados sdo mosaico, clareamento das
nervuras, manchas cloroticas, clorose internerval, rugosidade, deformacéo foliar e nanismo
(Polston & Anderson, 1997; Macedo et al., 2014; Bergamin Filho et al., 2016).

A selecdo e desenvolvimento de cultivares resistentes a virus € um dos principais
esforco de virologistas e melhoristas de plantas (Morales & Bos, 1988; Morales, 2001). As
pesquisas por fontes de resisténcia a begomovirus sdo frequentemente consideradas como

experiéncias demoradas e frustrantes, principalmente pela raridade de imunidade para
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begomovirus em Solanum lycopersicum L. (Mazyad et al., 1982; Morales, 2001; Moriones &
Navas-Castillo, 2010).

Vaérias estratégias de manejo sdo empregadas para 0 controle destas viroses, mas
nenhuma é eficiente quando utilizada isoladamente. Os principais pontos a serem observados
na aplicacdo do manejo sdo a reducdo das populaces de moscas-brancas e a reducdo das
fontes de indculo nas areas cultivaveis (Seal et al., 2006; Moriones & Navas-Castillo, 2010;
Luan et al., 2014; Bergamin Filho et al., 2016). Poucas estratégias estdo disponiveis para o
manejo de begomoviroses com base no vetor, em parte, isso se deve a caréncia de
conhecimento em relacdo a interacdo virus-vetor-planta, a epidemiologia destas doencas e aos
multiplos elementos envolvidos nestes patossistemas (Polston & Anderson, 1997; Luan et al.,
2014; Mahatma et al., 2016).

A relacdo das epidemias causadas por espécies de begomovirus com o numero de
vetores viruliferos e idade de infec¢do da planta hospedeira é pouco estudada. No entanto, a
severidade e a evolucdo da doenca podem estar intimamente relacionadas com diferentes
niveis populacionais de mosca-branca viruliferas no campo. Sobre uma visao epidemioldgica,
a adequada compreensdo do evento da inoculacdo do virus apresenta importante papel no
desenvolvimento de formas de manejo eficientes para o controle da doenca.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes niveis de inéculo
inicial de ToSRV sobre tomateiros resistente e suscetivel no desenvolvimento de epidemias

de ToSRV.
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2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Isolado de Tomato severe rugose virus (ToSRV)

O isolado viral utilizado no estudo foi um clone de Tomato severe rugose virus mantido
na colecdo de virus do Laboratorio de Virologia da Embrapa Hortalicas, no Centro Nacional
de Pesquisa em Hortalicas (CNPH). Utilizou-se o isolado de ToSRV proveniente do clone

infeccioso 1164-ToSRV (Macedo et al., 2015).

2.2.2 Criacdo de moscas-brancas (B. tabaci) biotipo B

As populacGes de moscas-brancas biotipo B utilizadas no estudo foram oriundas da
criacdo de B. tabaci bidtipo B mantida na unidade da Embrapa Hortalicas (Centro Nacional
de Pesquisa em Hortalicas - CNPH). Os insetos sdo mantidos em casa de vegetacdo em
plantas de couve (Brassica oleraceae var. acephala) e pepino (Cucumis sativus), espécies

sabidamente nao hospedeiras de begomovirus de tomateiro.

2.2.3 Manutencao do clone 1164-TosRV em plantas fontes

O isolado de ToSRV é mantido in planta pela infeccdo sucessiva de plantas de tomate
suscetivel via transmissdo por vetor e denominadas “plantas fontes”. Essas plantas sdo
utilizadas para o periodo de acesso de aquisicdo do virus pelas moscas-brancas que
subsequentemente realizardo o periodo de acesso de inoculagdo do virus em plantas sadias.

A produgdo de “plantas fontes” para montagem dos ensaios seguiu um cronograma de
realizacdo baseado no estadio fenoldgico do tomate, onde estes foram inoculados aos 20 a 25
dias ap6s a germinagdo, com o objetivo de utilizar plantas jovens, recém-inoculadas e com

expressiva expressdo de sintomas da virose entre os 15 a 20 dias apo6s a inoculagdo. As
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plantas-fonte foram regularmente avaliadas via PCR para confirmar a infeccdo por ToSRV,

como descrito abaixo.

2.2.4 Extracdo de DNA total e confirmacéo da presenca de ToSRV por PCR

Para utilizacdo do DNA total das amostras de plantas dos ensaios na reacdo de PCR
(Polymerase Chain Reaction) foram retirados aproximadamente 100 mg de tecido foliar das
plantas fontes e extraidos usando o método CTAB (cetyl trimethyl ammonium bromide),
conforme Doyle & Doyle (1991), com algumas adaptacdes. Esse material coletado foi macerado
em tubos de microcentrifugas de 1,5 mL com pistilo plastico e adicdo de nitrogénio liquido para
auxiliar na maceragao, foram entdo adicionados 750 pL do tampao CTAB (2% CTAB, 100 mM
de Tris-HCl/pH 8, 20 mM de EDTA e 50 mM de NaCl) mais 0,2% de -mercaptoetanol para
reducdo da oxidacdo do material durante o processo de extracdo. Posteriormente as amostras
foram incubadas a 65°C por 15 min e em seguida adicionou-se 750 pL de -clorofil
(cloroférmio:alcool isoamilico - 24:1) as mesmas. Os tubos foram vigorosamente agitados e
centrifugados por 10 min a 10.000 rpm. Ap6s a centrifugacdo uma fase sobrenadante de
aproximadamente 600 pL foi formada e em seguida transferida para um novo microtubo de 1,5
mL onde foi adicionado o isopropanol no mesmo volume do sobrenadante coletado. Os tubos
foram agitados levemente para homogeneizacdo e mantidos em temperatura ambiente por 5
minutos para precipitacio do DNA e, entdo, centrifugados por 10 min a 13.000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet (DNA total condensado) foi lavado com 400 pL de etanol
70% gelado a 13.000 rpm por 5 min. Apds as lavagens, o pellet foi seco em temperatura ambiente
por 30 min e ressuspendido com 200 pL. de agua Milli-Q autoclavada. Os tubos, contendo o DNA
total extraido, foram identificados e armazenados a -20°C para as analises posteriores.

Para confirmacdo das infecgdes por ToSRV das plantas fontes utilizadas na montagem
dos ensaios, foram realizadas reacBes de PCR usando primers degenerados universais para

begomovirus: pAL1v1978 e pAR1c496 (Rojas et al., 1993). A técnica consiste em amplificar
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um fragmento do DNA alvo varias vezes, quando presente, em uma amostra de DNA total
extraido de material vegetal, como descrito anteriormente, sob estudo. As etapas da reacao
compreendem a desnaturacdo, o anelamento e a amplificacdo. Sendo que cada reacdo de PCR
foi realizada em um volume final de 10 uL, contendo 1 uL. de DNA total, 1 puL de tampéo da
enzima Taq DNA polimerase (10X, Invitrogen), 0,8 uL. de MgCl, (50 mM, Invitrogen), 0,4
uL de dANTP's (2,5 mM cada, GE Healthcare), 0,1 uL de cada primer (10 uM), 0,1 uL da
enzima Tag DNA polimerase (5 U/uL, Invitrogen) e 6,5 uL de agua. Em seguida essa solugao
é homogeneizada e colocada em termociclador com a programacéo especifica para os primers
utilizados, neste caso iniciando com uma temperatura de 94°C por 5 min e em seguida 35
ciclos de desnaturacdo, anelamento e extensao, respectivamente correspondendo as condicdes
de 94°C por 30 seg, 55°C por 1 min e 72°C por 1 min e 30 seg, finalizando a reacdo com
temperatura de 72°C por 5 min. Os produtos da amplificacdo do DNA-alvo pela PCR foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1% com solucdo de Tris-borato-EDTA
(TBE, 0,5X). Para comparacdo dos tamanhos estimados dos fragmentos da amplificacdo foi

usado o marcador molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

2.2.5 Producdo de mudas de tomateiro para conducéo dos ensaios

O estudo realizado foi conduzido em cultivares de tomate suscetivel e resistente,
respectivamente, Heinz-9553 e BRS Sena. As mudas foram produzidas em casa de vegetacdo
no CNPH e mantidas livres de moscas-brancas até 0 momento da montagem do experimento,
entre os 20 a 25 dias apos o semeio, quando as plantas apresentavam duas a trés folhas

verdadeiras. Neste periodo, as mudas foram transplantadas para vasos de 1,5 kg.
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2.2.6 Aquisicao e inoculagao do isolado viral de ToOSRV

O periodo de acesso de aquisicdo de ToSRV foi de 48 horas para todos 0s ensaios
realizados. A aquisicdo consistiu do confinamento de moscas-brancas obtidas do criatério de
B. tabaci bidtipo B do CNPH em plantas sadias (sem a presenca de virus, aviruliferas) em
tubos de polietileno de 50 mL, contendo um foliolo, proveniente das “plantas fontes” do
virus, em suporte de meio agar-agua (Fig. 1A). Em meédia foram transferidas para cada tubo
uma quantidade de 200 insetos. As moscas-brancas foram coletadas com o auxilio de um
sugador acoplado com uma ventoinha com pressdo negativa (Fig. 1B) para captura dos insetos
do criatdrio e, posteriormente, os mesmos foram transferidos para os tubos onde passaram
pelo periodo de acesso de aquisicdo. Decorrido esse periodo, as moscas-brancas foram
coletadas com o auxilio de um sugador manual (Fig. 1C) e transferidas em nimero exato para
as mudas de tomateiro e confinadas pelo periodo de 48 horas para o acesso a inoculacdo (Fig.
1E). O confinamento foi realizado em copos plasticos de 500 mL com o fundo cortado e
substituido por tecido organza e colocados de forma invertida sobre os vasos (Fig. 1D).

Apbs o periodo de acesso a inoculacdo, as moscas-brancas e suas possiveis ninfas e
ovos foram eliminadas das plantas com a aplicacdo de inseticida sistémico (Thiamethoxam —
neonicotinoide - Actara 250 WG) e de contato (Piriproxifem — Eter piridiloxipropilico — Tiger
100 EC) e com eliminacdo mecanica. As plantas foram entdo mantidas em camara de
crescimento (25°C +/- 2 e 12 horas de luz e escuro) por um periodo de 7 a 10 dias e
posteriormente transportadas para estufa e distribuidas em compartimentos preparados com

tecido de organza para cada tratamento composto por 6 repeticdes com uma planta cada.
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Figura 1. Modelo esquematico dos procedimentos realizados para realizacdo das etapas de acesso a aquisigdo e inoculagdo
do virus ToSRV em cultivar suscetivel (Heinz-9553) e resistente (BRS Sena). Inicialmente foliolos de “plantas fontes™ de
ToSRV foram fixados em meio 4gar-agua solidificado em tubos de polietileno de 50 mL e adicionada moscas-brancas para a
aquisicdo viral (A); as moscas-bancas foram coletas com auxilio de um sugador com pressdo negativa de vento (B); apos o
periodo de aquisicdo, as moscas-bancas foram coletadas com sugador manual em nimero exato para cada tratamento (C) e
transferidas para as plantas protegidas com copos plasticos em seus respectivos tratamentos, (D); apds essa transferéncia as
moscas-brancas foram deixadas pelo periodo de inoculagéo de 48 horas (E).

2.2.7 Validacdo da escala de notas dos sintomas de infeccdo por ToSRV em tomateiro

A avaliacdo dos sintomas foi realizada de modo visual em uma escala propria
desenvolvida em ensaios preliminares. Essa escala consiste de notas de 0 a 3 (Fig. 2), sendo: 0
— plantas sem presenca de sintomas; 1 - plantas com sintomas fracos e pouco visiveis de
clareamento de nervuras, suaves manchas clordticas internervais; 2 — plantas com sintomas
moderados, onde mais de duas folhas verdadeiras apresentam sintomas claros da virose, como
manchas cloréticas, clorose internerval e rugosidade; 3 — plantas com sintomas fortes da

virose distribuidos por toda a planta, que apresenta nanismo.
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Figura 2. Representacéo visual das notas de severidade da infecgdo por ToSRV em tomateiro suscetivel (Heinz-9553). Nota
1 (A): sintoma inicial nas plantas infectadas por ToSRV, caracterizado pelo clareamento das nervuras foliares em alguns
foliolos das folhas mais velhas, seguido por clorose internerval suave em alguns foliolos, normalmente na mesma folha com
sintoma inicial; Nota 2 (B): aparecimento de clorose internerval suave em foliolos de outras folhas e maior intensidade da
clorose em folhas ja sintomaticas, acompanhado de inicio de enrugamento foliar, aparecimento de manchas cloréticas e
deformacéo foliar. Nota 3 (C): sintomas caracteristicos da virose espalhados por todas as folhas das plantas, do &pice a base,
sendo observado maior intensidade de clorose nas folhas intermediarias, acompanhada de rugosidade e deformacéo foliar
principalmente nas folhas mais jovens.

Esses estudos preliminares foram realizados para a calibragdo visual dos sintomas por
infeccdo de ToSRV em tomateiros suscetiveis Heinz-9553 e resistente BRS Sena. Apds a
inoculagdo das plantas com o virus, estas foram observadas diariamente e avaliadas
inicialmente para os sintomas expressos gradativamente até 30 dias apds a inoculagdo. Ao fim
das avaliagOes preliminares as plantas foram submetidas a teste de detecgdo por PCR com
primers especificos para begomovirus, confirmando em todos os casos a correlagdo entre a

percepcdo dos sintomas da virose e a detec¢do do virus.

2.2.8 Efeito da quantidade de indculo inicial do ToSRV em funcdo de diferentes

quantidades de Bemisia tabaci viruliferas sobre plantas de tomateiro

Para avaliar o efeito da quantidade de inoculo inicial nas plantas de tomateiro, foram
utilizadas diferentes quantidades de mosca-branca viruliferas, sendo o0s tratamentos
constituidos de zero, uma, cinco, 10, 15, 30 e 60 moscas-brancas para cada uma das cultivares
avaliadas, Heinz-9553 e BRS Sena. Como controles negativos foram utilizadas plantas sadias
confinadas com moscas-brancas aviruliferas para ambas as cultivares com 0s mesmos

tratamentos descritos anteriormente. Ao total, foram avaliados seis tratamentos e um controle
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negativo, sendo uma planta para cada tratamento, em um total de 6 repeticbes. O
delineamento experimental utilizado foi de blocos inteiramente casualizados. Apos o periodo
de acesso de inoculacdo as moscas-brancas foram eliminadas e as plantas mantidas como

descrito anteriormente, para avaliacao de sintomas.

2.2.9 Analise estatistica

Para avaliacdo dos dados obtidos no ensaio com diferentes quantidades de indculo
inicial (0, 1, 5, 10, 15, 30 e 60) em cultivar suscetivel e resistente foi adotado o delineamento
experimental em blocos casualizados (DBC) com 6 (seis) repeticGes utilizando moscas-
brancas viruliferas e 1 (uma) com moscas-brancas aviruliferas, um controle interno, a parcela
experimental da repeticdo foi de uma planta. Foram avaliadas a incidéncia e a severidade dos
sintomas da virose ocasionada por ToSRV apo6s a inoculacdo do virus. As avaliagGes foram
realizadas dos 7 (sete) dias apds a inoculacdo (DAI) até os 30 DAI. Para maior confiabilidade
dos dados levantados quatro ensaios foram realizados em épocas diferentes nas datas: 29/02,
23/08, 11/09 e 31/10, que respectivamente correspondem aos ensaios 1, 2, 3 e 4, todos
realizados no ano de 2016. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) pelo
teste F (Fisher) a 5% (p = 0,05) de significancia no programa SISVAR 5.3, e as médias

comparadas pelo teste de Scott-Knott (1974) a 5% de probabilidade de erro.

2.3 RESULTADOS
2.3.1 Validagéo da escala de notas dos sintomas de ToSRV em tomateiro

Durante o desenvolvimento dos ensaios preliminares realizados, um dos objetivos foi
adquirir a habilidade visual necessaria para avaliacdo dos sintomas da virose ocasionada por

ToSRV em plantas de tomateiro suscetivel e resistente. Foram observadas variagdes nos
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sintomas diante de alguns fatores relacionados a quantidade de moscas-bancas viruliferas
inoculando o virus, a idade das plantas no momento da inoculacdo, a cultivar sendo inoculada
com o virus e o estado nutricional da planta no momento da inoculacdo e durante o
desenvolvimento da doenca.

Em geral, os sintomas iniciais foram caracterizados pela presenca de clareamento das
nervuras de foliolos em folhas mais velhas (Fig. 3A), observados nos primeiros 7 a 10 dias
apos a inoculacdo com ToSRV. Essa caracteristica parece sofrer muito a influéncia da
guantidade de inoculo inicial, quantidade de moscas-brancas viruliferas, e da idade das
plantas inoculadas. Outro sintoma caracterizado como inicial foi o aparecimento de uma
clorose internerval suave (Fig. 3C) nas folhas mais velhas (folhas novas no momento da
inoculacdo), que evolui com o tempo para uma coloracdo mais visivel das nervuras foliares
gue no geral se mesclam com a clorose internerval (Fig. 3B). Normalmente este sintoma se
desenvolve posteriormente ao clareamento de nervuras. Entretanto, como € dificil a percepc¢éo
deste primeiro sintoma em plantas recém-transplantadas, por vezes tem-se a impressdo que
essas caracteristicas ocorrem simultaneamente. A esses sintomas descritos acima foi atribuido
uma nota inicial de valor 1 na qual esses sintomas continuam a evoluir em intensidade.
Quando o aumento dos sintomas ocorre em relacdo a sua dispersdo na planta, ou seja, 0s
sintomas difundem-se para outras folhas, passou-se a atribuir uma nota 2 (Fig. 3D-F). Essa
segunda nota possui uma abrangéncia muito maior quanto aos sintomas que séo observados
durante o desenvolvimento da doenca, sendo caracteristica do estadio em que a doenca
ocasionada pelo ToSRYV inicia a sua expressdo sistémica na planta. Uma clorose internerval
mais intensa em varios foliolos de folhas diferentes da planta é detectavel, sendo seguida pela
presenca de mosaico, rugosidade foliar e possivel deformacéo foliar. A planta mesmo neste
estadio de infecgé@o ainda conserva seu meristema livre do virus e assim as folhas mais novas

sem expressdo de sintomas da doenca. O momento em que essa barreira entre o
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desenvolvimento apical da planta e a multiplicacdo viral € quebrada, inicia-se a atribui¢do da
nota 3 (Fig. 3G-I) aos sintomas observados. Estes sdo determinados pela presenca de sintomas
para nota 2 em toda ou grande parte da planta, caracterizados por rugosidade e clorose mais
intensas, e a presenca de mancha cloréticas em folhas muito jovens, geralmente nas bordas
das mesmas. Uma caracteristica pouco observada neste ensaio, mas tipica dessa nota, é a

reducdo no desenvolvimento da planta, uma estagnagdo no seu crescimento, que caracteriza a

situacdo de nanismo ou enfezamento.

Figura 3. Sintomas caracteristicos da escala de notas desenvolvida para avaliacdo das plantas de tomate infectadas com
ToSRV nos ensaios desenvolvidos durante a realizacéo dos trabalhos de efeito da pressdo de indculo e das idades de mudas
na inoculago sobre a infeccéo por ToSRV. A-C: plantas em que foi atribuida nota 1, D-F: notas 2; e G-I: nota 3.
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A baixa ocorréncia desse sintoma nos ensaios € atribuida ao tempo curto das avaliacdes
dos sintomas (30 DAI). Entretanto, sob alta pressdao de moscas-brancas viruliferas algumas

plantas reduziram fortemente seu crescimento (Fig. 4A e B).

Figura 4. Alguns sintomas atipicos observados nas plantas inoculadas com ToSRV durante o desenvolvimento dos ensaios
(A-D) e em cultivar resitente BRS Sena (E-F).

As observacdes de sintomas na cultivar resistente BRS Sena foram realizadas ao mesmo
tempo em que na cultivar suscetivel, mas todas as plantas sintomaéticas nesta cultivar
apresentaram nota 1 e em poucos casos nota 2 inicial (Fig. 4E e F). E importante destacar que
a expressao dos sintomas na cultivar resistente aconteceu em sua maioria apenas sobre alta
pressdo de moscas-brancas viruliferas (> 30 insetos) e iniciaram entre o 11° ¢ 20° DAI,

sempre com a maior populacdo de vetores viruliferos propiciando os primeiros sintomas.
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2.3.2 Influéncia da quantidade de in6culo de ToSRV por moscas-brancas na incidéncia

da virose

Nas avaliacGes do efeito de diferentes pressbes de inoculo (0, 1, 5, 10, 15, 30 e 60
moscas-brancas por planta) de ToSRV sobre cultivar suscetivel e resistente realizada nas

quatro repeti¢des do ensaio, foi observado que as maiores populagdes do vetor resultaram nos

maiores valores de incidéncia (Fig. 5-8).
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Figura 5. Incidéncia de ToSRV em cultivar suscetivel (a) e resistente (b) no ensaio 1 com diferentes niveis de in6culo inicial.
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Na repeticdo 3 do ensaio, a avaliacdo estatistica dos tratamentos das cultivares
suscetivel e resistente agrupou os valores significativamente diferentes em dois grupos, sendo
grupo | com um individuo por planta na cultivar suscetivel e o grupo Il, com 5 a 60 vetores,
na cultivar resistente o grupo | foi composto pelos tratamentos com 1 a 15 e o grupo Il pelos
tratamentos com 30 e 60 insetos. Os valores de incidéncia médios foram de 33% para 0 grupo
| e de 67% a 100% para o grupo Il na cultivar Heinz-9553, e foram de 17% a 33% para o
grupo | e de 67% e 83% para o grupo Il na cultivar BRS Sena, todos os dados sdo valores das
avaliacdes finais. Entretanto, no desdobramento dos tratamentos dentro das cultivares, aqueles
com 5 a 60 moscas-brancas foram significativamente iguais entre eles na cultivar suscetivel e
ndo havouve diferenca significativa entre uma mosca-branca e o tratamento controle, mesmo
sendo observados valores médios de 33% neste tratamento.

Na cultivar com resisténcia, foi observada nesta repeticdo uma diferenca significativa
entre os tratamentos com 30 e 60 moscas-brancas (67% a 83% de incidéncia), sendo 0s
demais tratamentos significativamente iguais a testemunha. Entretanto, mesmo ndo havendo
diferenca significativa, os tratamentos 5, 10 e 15 apresentaram valores de 17%, 33% e 33%,
respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de plantas de tomateiro infectadas com Tomato severe rugose virus (TOSRV)
em cultivar suscetivel (S) e resistente (R) submetidas a diferentes quantidades de in6culo inicial em
quatro repeticdes do ensaio no tempo.

Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4 Valores médios
Nimerode ¢ o ¢ R s R s R S R
insetos
0 0OAa 0Aa 0Aa 0Aa 0OAa 0OAa 0Aa 0Aa 0 0
1 60Bb 0Aa 0Aa O0Aa 33Aa 0Aa 83Bb 0OAa 44 0
5 60Ba 20Aa OAa O0OAa 83Bb 17Aa 100Bb 17Aa 61 14

10 80Bb 0Aa 50Ba 17Aa 83Bb 33Aa 100Bb 17Aa 78 17
15 80Ba 40Aa 50Ba 17Aa 67Ba 33Aa 100Bb 33Aa 74 31
30 100Bb 20Aa 50Bb 0Aa 100Ba 67Bba 100Bb 33Aaa 88 25
60 100Ba 60Aa 83Bb 50Aa 100Ba 83Ba 100Bb 33Aa 96 57

*Meédias seguidas por mesma letra diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (P<0,05) entre as quantidades de
moscas-brancas (letras mailsculas) e as cultivares (letras mindsculas).

O desdobramento dos tratamentos dentro das cultivares da repeticdo 4 do ensaio

mostrou que todas as quantidades de moscas-brancas resultaram em valores de incidéncia
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significativamente diferentes do controle, com valores médios finais de incidéncia iguais a
83% (1 vetor) e 100% (5, 10, 15, 30 e 60 vetores). Quanto a cultivar com resisténcia, mesmo
sendo observado incidéncia com valores médios de 17% (5 e 10 vetores) e 33% (15, 30 e 60
vetores) ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos e a testemunha.

Quanto aos valores de porcentagem de incidéncia, os tratamentos com as menores
populacdes de vetor (1 e 5) corresponderam as menores médias de incidéncia nas quatro
repeticdes do ensaio. Com valores variando entre 33% a 100% na cultivar suscetivel e abaixo
de 21% na resistente inoculada com 5 vetores. Nessa cultivar resistente, ndo houve ocorréncia
de planta com sintomas com um Unico vetor para nenhuma das repeticdes do ensaio. Na
segunda repeticdo do ensaio nas menores populacdes de vetor (1 e 5) ndo houve presenca de
plantas com sintomas em nenhuma das cultivares suscetivel e resistente.

As populacdes de 10, 15 e 30 vetores variaram as porcentagens de incidéncia entre 50,0
a 100,0% na cultivar suscetivel e 0,0 a 67,0% na resistente nas quatro repeticdes do ensaio. Os
tratamentos com 60 moscas-brancas alcancaram 100% de incidéncia na cultivar suscetivel
independente do valor inicial observado, com excecdo da repeticdo dois do ensaio onde o
valor maximo para 60 vetores foi de 83%. Da mesma forma, para a cultivar resistente as
porcentagens de incidéncia com 60 vetores foram as maiores (Tabela 1).

Observando o progresso da doenca para os distintos tratamentos no tempo, uma
variagdo nas quatro repeticfes do ensaio foi verificada. Claramente, nas duas cultivares, o
tratamento com 60 moscas-brancas estava entre 0s primeiros a apresentarem plantas
sintomaticas (Fig. 5-8). Quanto aos demais tratamentos, aqueles com 10, 15 e 30 moscas-
brancas foram 0s primeiros a apresentar os sintomas da doenca em cultivares suscetivel e
resistente na primeira e terceira repeticdo. Na segunda repeticdo (Fig. 6A) os tratamentos com
10 e 15 vetores expressaram 0s sintomas a0 mesmo tempo em que o com 60 vetores em

Heinz-9553. Enquanto na quarta repeticdo (Fig. 8) as populagdes com 1 e 60 vetores
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apresentaram sintomas ao mesmo tempo em cultivar suscetivel e os tratamento com 30
(17,0%) e 60 (17,0%) moscas-brancas na resistente.

As quatro repeticdes do ensaio apresentaram variagdes em relacdo ao aparecimento dos
primeiros sintomas. A terceira e quarta repeticdo (Fig. 7 e 8) apresentaram a mais rapida
expressao de sintomas, respectivamente, aos 9 e 8 dias apos a inoculacdo (DAI). Na terceira
repeticdo os tratamentos com 5, 10, 15, 30 e 60 moscas-brancas foram 0s primeiros na
cultivar suscetivel e a partir do 11 DAI no tratamento com 60 moscas-brancas na cultivar
resistente (Fig. 7A e B). Na repeticdo quatro do ensaio foi observado algo inesperado, as
plantas inoculadas com um vetor expressaram sintomas ao mesmo tempo que aquelas plantas
inoculadas com 60 vetores na cultivar suscetivel (Fig. 8A), sendo estes tratamentos os que
expressaram mais rapidamente os sintomas da doenca. Na cultivar resistente desta repeticdo
0s sintomas so foram visiveis aos 18 DAI nos tratamentos com 30 e 60 vetores. As demais
repeticdes do ensaio apresentaram a primeira expressdo de sintomas da virose para o
tratamento com 60 vetores entre 0 13° a 15° DAI na cultivar suscetivel e 17° a 20° DAI na
cultivar resistente (Fig. 5-7). Em todos os casos, as plantas inoculadas com apenas um
individuo ndo exibiram sintomas na cultivar resistente e foram as Ultimas a expressar a doenca
em plantas suscetiveis, quando esta foi expressa, apareceu entre 0 11° e 13° DAI, com excec¢do

para a repeticdo 4 do ensaio em que os sintomas foram observados aos 8 DALI.

2.3.3 Influéncia da quantidade de inoculo inicial de ToOSRV na severidade da virose

Os dados de severidade da virose ocasionada por TOSRV com diferentes quantidades de
moscas-brancas representando pressdes de inoculo sdo apresentados a seguir (Tabela 2) e
demonstram a mesma tendéncia observada para a incidéncia, quanto maior a populacéo de

vetores viruliferos maior a severidade dos sintomas expressos.
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Tabela 2. Notas de severidade de sintomas em plantas de tomateiro infectadas com Tomato severe
rugose virus (ToSRV) em cultivar suscetivel (S) e resistente (R) submetidas a diferentes pressbes de
inoculos em quatro repeti¢bes do ensaio no tempo aos 30 dias apos a inoculagéo.

Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4 Valores médios

N“irr:‘;rtgsde s R S R S R S R S R
0 0,0Aa 0,0Aa 0,0Aa 0,0Aa 0,0Aa 0,0Aa 0,0Aa 0,0Aa 0,0 0,0

1 1,4Aa 0,0Aa 0,0Aa 0,0Aa 0,7Aa 0,0Aa 1,5Bb 0,0Aa 0,9 0,0

5 1,2Aa 0,0Aa 0,0Aa 0,0Aa 2,0Bb 0,2Aa 2,0Bb 0,2Aa 1,3 0,1

10 2,2Bb 0,0Aa 0,7Ba 0,2Aa 2,0Bb 0,3Aa 1,8Bb 0,2Aa 1,7 0,2
15 2,2Bb 0,2Aa 0,5Ba 0,2Aa 1,5Ba 0,5Aa 2,0Bb 0,3Aa 1,6 0,3
30 2,4Bb 0,6Aa 0,7Bb 0,0Aa 2,5Bb 0,7Aa 2,0Bb 0,3Aa 1,9 0,4
60 2,8Bb 0,8Aa 15Cbh 0,8Aa 2,7Bb 1,3Ba 2,0Bb 0,3Aa 2,2 0,8

* As notas correspondem a média de seis plantas da escala de severidade de 0 a 3, sendo: 0 — plantas sem presenc¢a de
sintomas; 1 - plantas com sintomas fracos e pouco visiveis de clareamento de nervuras, suaves manchas cloroticas
internervais; 2 — plantas com sintomas moderados, onde mais de duas folhas verdadeiras apresentam sintomas claros da
virose, como manchas clordticas, clorose internerval e rugosidade; 3 — plantas com sintomas fortes da virose distribuidos por
toda a planta com presenca de nanismo.

**Médias seguidas por mesma letra diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (P<0,05) entre as quantidades de
moscas-brancas (letras maiusculas) e as cultivares (letras mindsculas).

Todos os tratamentos com 10 a 60 individuos de B. tabaci na cultivar suscetivel foram
significativamente diferentes da testemunha nas quatro repeticbes do ensaio (Tabela 2).
Apenas na repeticdo quatro dos ensaios o tratamento com um vetor foi significativamente
diferente da testemunha, e o tratamento com 5 vetores diferiu da testemunha nesta repeticdo e
na terceira. Nas repeticbes 1 e 2 os tratamentos com 1 e 5 moscas-brancas ndo foram
significativamente diferentes da testemunha sem mosca-branca, apesar de na primeira
repeticdo do ensaio apresentar notas proximas a 1,5. Na cultivar resistente apenas na terceira
repeticdo do ensaio houve diferenca significativa no tratamento com 60 moscas-brancas. Para
as outras repeticbes do ensaio nenhum dos tratamentos diferiu significativamente da
testemunha, mas foram observadas notas proximas variando entre 0,3 a 1,3 para o tratamento
com a maior populacao de vetor (Tabela 2).

O progresso da doenga observado nas quatro repeti¢cdes destacou o tratamento com 60
moscas-brancas como o mais favoravel ao desenvolvimento dos primeiros sintomas da virose,
ocorrendo entre 8° e 13° DAI na cultivar suscetivel e alcangando as maiores notas ao final das

avaliacdes (30 DAI) (Fig. 9A-12A). O mesmo tratamento na cultivar resistente foi também o
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primeiro a expressar os sintomas entre o0 11° DAI e o0 18° DAL, alcancando os maiores valores
ao final das avaliacdes (Fig. 9B-12B).

Assim como relatado anteriormente, um vetor virulifero foi incapaz de induzir o
desenvolvimento de sintomas na cultivar resistente. Na cultivar suscetivel, quando houve
expressao da doenca, o progresso da doenca foi mais lento e as plantas demonstraram
severidade de sintomas sempre menores que 0s demais tratamentos, com excecao da repeticao
1 onde esse tratamento foi superior ao com 5 moscas-brancas.

Quanto aos demais tratamentos a evolucdo dos sintomas foi gradativamente
aumentando com o tempo, sempre proporcionalmente a quantidade de moscas-brancas

viruliferas.
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Figura 9. Severidade de ToSRV em cultivar suscetivel (a) e resistente (b) no ensaio 1 com diferentes niveis de indculo
inicial.
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Figura 10. Severidade de ToSRV em cultivar suscetivel (a) e resistente (b) no ensaio 2 com diferentes niveis de inéculo
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Figura 12. Severidade de ToSRV em cultivar suscetivel (a) e resistente (b) no ensaio 4 com diferentes niveis de indculo
inicial.

A média das notas do tratamento com 60 moscas-brancas variou entre 1,4 a 2,8 na
cultivar suscetivel das quatro repeticbes do ensaio (Fig. 9A-12A). Na cultivar resistente, as
maiores notas de severidade também se correlacionaram com a maior populagdo de vetores,

entretanto, ndo ultrapassaram a nota média de 1,3 para os sintomas ao final das avaliacdes,

quando observados sintomas.
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Apenas na segunda repeticdo do ensaio nao se observou sintomas nas plantas inoculadas
com 0s menores numeros de insetos (1 e 5). Nas demais repeticOes, as notas meédias de
severidade foram menores ou iguais a 1,4 e 2,0, respectivamente, com 1 e 5 individuos
vetores na cultivar suscetivel. Na cultivar com resisténcia, um individuo vetor nédo foi capaz
de induzir sintomas da doenca em nenhuma das repeticdes do ensaio. O tratamento com 5
individuos, bem com aqueles com 10, 15 e 30 individuos, apresentaram notas de severidade
inferiores a 1,0 em todas as repeticdes do ensaio, quando estes expressaram sintomas.

As plantas inoculadas com 10, 15, 30 e 60 moscas-brancas por planta na cultivar
suscetivel apresentaram notas médias iguais ou superiores a 1,4, com excecdo do observado
para a segunda repeticdo do ensaio. O tratamento com plantas inoculadas por 60 moscas-
brancas apresentou as maiores notas de severidade em todas as repeticdes do ensaio na
cultivar suscetivel e resistente, com os valores variando respectivamente entre 1,4a2,8¢e 0,3 a
1,3.

A maior nota de severidade de sintomas da escala para virose ocasionada por ToSRV,
nota 3,0, foi varidavel nas repeticdes do ensaio. Em geral, as quantidades de uma e cinco
vetores ndo ocasionaram nota maxima, e 10, 15, 30 e 60 resultaram em notas iguais a 3 na
cultivar suscetivel. Entretanto, nas plantas inoculadas com 60 moscas-bancas maior numero
de plantas com nota maxima foi observada. Na cultivar resistente a maior nota observada foi
igual a 2,0, quando ocorreu, foi principalmente com 15 e 60 insetos inoculando o virus. Como
exemplo, na repeticdo 3, plantas da cultivar suscetivel inoculadas com 10 a 60 moscas-
brancas apresentaram nota igual a 3,0 e com mais de 50% das plantas inoculadas com 60
insetos com essa nota, enquanto para as plantas com resisténcia a maior nota foi de 2,0 com

15 e 60 insetos utilizados para a inoculacao.
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2.4 DISCUSSAO

Briddon (2015) e Mahatma et al. (2016) destacam que varios fatores afetam a
epidemiologia das begomoviroses (variagdes no vetor, virus e ambiente) e que a etapa de
disseminacdo protagonizada pelo vetor é amplamente determinada pela sua biologia e
comportamento migratério. A ecologia e a epidemiologia das doengas associadas a moscas-
brancas sdo complexas, particularmente no Brasil, um pais tropical de tamanho continental e
com grande atividade agricola.

Moriones & Navas-Castillo (2010) descrevem os dados de recentes estudos realizados
por Cuellar e Morales (dados ndo publicados) no CIAT, Colombia, em que uma distinta
eficiéncia de transmissdo de um begomovirus de tomateiro foi observada entre os bi6tipos B e
A. Eles concluiram que o bidtipo A é mais eficiente como vetor que o bioétipo B, baseado no
fato de que um unico inseto do bi6tipo B apresentou uma eficiéncia de transmissédo de apenas
4,9% em média, enquanto o bidtipo A apresentou média de 26,6%. Adicionalmente, eles
relatam que a eficiéncia de transmissdo dos insetos do biotipo B aumentou significativamente
durante os trés anos de estudo, sugerindo que pode existir uma gradual adaptacdo do virus ao
vetor presente na regido. Isso implica que a co-existéncia do virus e vetor em uma mesma area
pode resultar em aumento da eficiéncia de transmissdo ao longo do tempo. No estudo
conduzido aqui com ToSRYV e B. tabaci biotipo B, foi verificada que uma Gnica mosca-branca
foi capaz de transmitir o virus em até 83% de plantas em cultivar suscetivel (repeticdo 4,
Tabela 1), mas falhando em causar doenga em cultivar resistente. Isso indica que, se as
condi¢Bes sdo favoraveis, uma baixissima ocorréncia de moscas-brancas viruliferas pode
ocasionar uma alta incidéncia de virose.

Em outro patossistema, Perveen (2003), realizando estudo de comparacao de variedades
de algodoeiro a infeccdo por Cotton leaf curl virus (CLCuV), verificou que 51 das 64

variedades estudadas apresentaram correlacdo significativa positiva entre altas populacoes de
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moscas-brancas e o desenvolvimento de sintomas, mas esta correlacdo ndo foi observada em
treze das variedades testadas, sendo que nestas variedades houve pouca infestacdo pelo vetor
e a presenca da doenca. O autor relata que possivelmente estes poucos vetores estariam
viruliferos, o que corrobora com os dados observados neste trabalho em que sdo necessarias
poucas ou uma mosca-branca virulifera para o desenvolvimento da doenca.

O progresso da doenca no ensaio conduzido aqui representa os efeitos da virose na
planta ap6s o evento de inoculacgdo, realizado em um momento anterior por uma quantidade
de inoculo inicial (quantidade de moscas-brancas) fixa. Desta forma, as observacdes deste
ensaio implicam que uma infec¢do por begomovirus em um tempo X qualquer pode ser
expressa muitos dias apds este evento, sendo este tempo variavel conforme a quantidade de
vetores capazes de inocular o virus ou pela reacdo da cultivar. Nas repeticdes do ensaio
existiu uma nitida distincdo entre a data de aparecimento dos primeiros sintomas em cultivar
suscetivel, a qual ocorreu aos 8 DAI, e a cultivar resistente, em no minimo 11 DAI, e sempre
guando a inoculac¢do foi realizada com muitos individuos (>60).

Os sintomas mais severos de infeccdo foram observados nas populacdes com 60
moscas-brancas nas quatro repeti¢cbes, sendo essas as primeiras a expressarem sintomas da
virose em ambas as cultivares testadas. E mesmos nos tratamentos em que a expressao dos
primeiros sintomas foi concomitante ao da maior populacdo de vetores, em sua maioria,
nenhum apresentou valores de severidade maiores ou iguais ao desse tratamento. Como
demonstram os dados da Tabela 2, a severidade da virose foi diretamente relacionada a
quantidade de inoculo inicial, apesar de estatisticamente os valores serem iguais entre si na
cultivar suscetivel e iguais ao controle na resistente.

Neste trabalho, foi possivel corroborar Perveen (2003) e Zhang et al. (2000), que
demonstram correlacdo significativamente positiva entre o0 desenvolvimento de

begomoviroses e popula¢Ges de moscas-brancas. Zhang et al. (2000) descreveram o progresso
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da doenca e os modelos dindmicos que apresentaram uma taxa de infeccdo bilinear que é
diretamente proporcional a ambas, a abundancia de hospedeiro suscetivel e a abundancia de
vetores viruliferos no caso de "Cassava mosaic virus disease” (CMVD - doenca de mosaico
em mandioqueira). Comparando as infeccbes observadas para ToSRV em tomateiro
suscetivel, a mesma tendéncia foi observada, na qual quanto maior a populacdo de moscas-
bancas viruliferas maior foi a incidéncia de plantas infectadas observadas em condicgdes
controladas e com numero fixo de individuos vetores. Os dados obtidos neste estudo
demonstraram que altas populacbes de moscas-brancas viruliferas resultaram em maiores
incidéncias e maior severidade de sintomas da begomovirose nas condi¢cdes estudadas. S&o
resultados similares aos obtidos por Legg & Fauquet (2004) em que foi demonstrado que
pandemias relacionadas & doenca do mosaico da mandioca na Africa estdo correlacionadas a
altas populacdes de moscas-brancas sobre plantas de mandioca, associado ao uso de material
vegetal infectado transportado pela migracdo de pessoas devido a instabilidade e guerras na
Africa.

Macedo et al. (2014) verificaram que a incidéncia de begomovirus em diferentes
regides do Brasil é altamente dependente da populacdo de moscas brancas presentes na area.
Além disso, existe uma diferenca na incidéncia de begomovirose em tomateiro para industria
e tomateiro para mesa. Em tomateiro de crescimento indeterminado (tomate mesa), cujos
frutos sdo destinados ao consumo fresco, existe uma oferta maior de cultivares que
apresentam bom nivel de resisténcia e esses sdo mandatoriamente usados nas regides de alta
incidéncia. Por outro lado, para tomateiro de crescimento determinado, destinado
principalmente a agroindustria, s&o poucos os hibridos com resisténcia e 0 uso dessas
cultivares é reduzido, sendo que a incidéncia de begomovirus é problematica, podendo atingir
100%. Algumas vezes, perdas totais na lavoura sdo observadas. Nas condic¢des de cultivo de

tomateiro rasteiro existe uma grande dificuldade no controle de moscas brancas.
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Neste trabalho foi observado que a variedade resistente BRS Sena (de crescimento
determinado e destinado a processamento) apresentou um numero maior de plantas néo
infectadas e, para aquelas plantas infectadas, sintomas mais amenos que nas suscetiveis. Em
uma situacdo de alta populacéo de insetos vetores viruliferos (por exemplo, maior que 60 por
planta) muitas plantas foram infectadas, permitindo a multiplicacdo viral e expressao de
sintomas. Exemplos de suplantagdo do gene Ty-1 que confere resisténcia moderada a
begomovirus foi descrita em condicGes de alta pressdo de indculo (Michelson et al., 1994;
Picé et al., 1996). Caso semelhante também foi observado para o Cotton leaf curl disease
(CLCuD) no Pakistdo (Mahatma et al., 2016). Entretanto, € inegavel que o uso de variedades
resistentes contribui para a reducdo do numero de plantas infectadas no campo e
consequentemente diminui a presenca de plantas-fontes e provavelmente a taxa de moscas-
bancas viruliferas.

Na cultivar resistente, os sintomas observados foram, em geral, tardios e mais brandos.
A principal caracteristica da virose na cultivar resistente testada sdo manchas cloréticas sem
delimitacdo definida e observadas em folhas relativamente novas ou intermediarias, em
alguns casos com restricdo ao crescimento. Essas caracteristicas foram observadas igualmente
em todos os tratamentos que desenvolveram a doenca nesta cultivar. Para Bergamin Filho et
al. (2016), a baixa pressdao de inoculo sobre cultivares com moderada resisténcia e
variabilidade geneética provavelmente suprimem a doenga eficientemente; entretanto, altas
cargas de inoculo podem conduzir a severas epidemias nestas cultivares.

Similarmente, Régo (2016) relata a observacdo de que no campo a maior severidade dos
sintomas foi observado na cultivar suscetivel (H-9553) e sendo estes menos destacados na
cultivar resistente (BRS Sena). Estes resultados eram esperados, a resisténcia da BRS Sena foi
confirmada, mas foi demonstrado que o maior nimero de moscas-brancas favorece a maior

expressao de sintomas e a reducdo da eficiéncia de controle da doenca.
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A utilizacdo de cultivares resistentes € altamente favoravel aos cultivos de tomate no
campo. Essa tecnologia, quando aplicada em parceria com eficientes formas de controle das
populacdes de moscas-brancas na lavoura e a eliminacdo de plantas fontes presentes na
lavoura proporciona uma reducédo da ocorréncia de virose e aparecimento de sintomas. Assim,
cria-se um ambiente menos propicio ao desenvolvimento de epidemias. Trabalhos como os de
Macedo et al. (2016) e Bergamin et al. (2016) destacam as plantas de tomate espontaneas ou
em cultivos abandonados como as principais fontes de indculo inicial do virus no campo. Esta
situacdo, aliada as altas populacdes de moscas-bancas observadas ao final das estacdes de
cultivo de verdo nas principais regifes produtoras do pais, representa um risco para estas
areas agricolas pelo continuo desenvolvimento de epidemias de begomoviroses associadas a
maior presenca de vetores viruliferos nas altas populac@es de moscas-brancas e também a
possivel emergéncia de novos begomovirus.

Na regido central do Brasil s&o comumente observadas nuvens de moscas-brancas
migrando de culturas velhas como tomate, soja, algoddo e feijdo. Entretanto, muitas destas
moscas-brancas saindo de culturas que ndo sejam o tomateiro possivelmente ndo sao
transmissoras de begomovirus do tomate (Bergamin et al., 2016). Esta observacdo demonstra
gue na natureza, altas populacdes de moscas-brancas ndo necessariamente significam alta
populacdo de vetores viruliferos, mas sim a possibilidade de algum ou alguns vetores
viruliferos. Atualmente, € possivel se detectar a presenca dos begomovirus na mosca-branca
com técnicas de deteccdo como a hibridizacdo com sondas especificas, o PCR ou Print-
capture PCR (Nagata et al., 2004), porém estas séo de alto custo.

A realizacdo deste ensaio foi complexa e exigiu a montagem de um cronograma bem
planejado, o desenvolvimento de habilidade para manuseio do vetor e cuidados com a
qualidade das fontes de virus e moscas-brancas para execucdo do ensaio. Mesmo com o0

controle desses fatores, entre as quatro repeticdes realizadas no tempo houve variacdo nos
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resultados finais observados. Os principais pontos que influenciaram esta variacdo muito
provavelmente estdo relacionados com o manuseio inadequado do vetor nos primeiros
ensaios, a dificuldade do controle do vetor com inseticidas apds a inoculacdo e inducao de
fitotoxidez nas plantas e na ocorréncia de condi¢bes ambientais diversas durante a montagem
e conducdo do ensaio. Acredita-se que essas dificuldades relacionadas a multiplicacdo e
manuseio de moscas-brancas sdo as principais razdes do reduzido nimero de pesquisadores
que trabalham com esse inseto. Entretanto, em vista da grande importancia deste inseto tanto
como praga como vetor é urgente que mais trabalhos sejam realizados no Brasil e no mundo.
A realizacdo de pesquisas nesta area produzira avangos ndo apenas na compreensdo da
interacdo vetor-virus-planta, mas também o desenvolvimento de novas estratégias

urgentemente necessarias de manejo de moscas-brancas e begomoviroses (Luan et al., 2014).
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2.5 CONCLUSOES DO CAPITULO

A inoculacdo com o maior nimero de insetos viruliferos resultou em maiores valores de
incidéncia e severidade na cultivar suscetivel Heinz-9553 e com resisténcia BRS Sena.

Um danico vetor virulifero é capaz de transmitir TOSRV em plantas suscetiveis e
favorecer a expressao de sintomas fortes da virose. Entretanto, quando em cultivar resistente
este vetor virulifero parece ser incapaz de expressar sintomas em planta resistente a
begomovirus.

A presenca de uma alta populacdo de moscas-brancas viruliferas deve exercer papel
importante no desenvolvimento da virose, acelerando a expressdo e severidade dos sintomas
em cultivar suscetivel e resistente.

A importéncia da atuacdo de cultivares resistentes a begomovirus como fonte de virus
no campo necessita ser estudada, uma vez que altas populacGes de moscas-brancas sao

constantemente relatadas em cultivos de tomateiro.
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CAPITULO 3.

INFLUENCIA DA IDADE DE MUDAS DE TOMATEIRO NA
SUSCEPTIBILIDADE A INFECCAO POR TOMATO SEVERE RUGOSE VIRUS
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INFLUENCIA DA IDADE DE MUDAS DE TOMATEIRO NA
SUSCEPTIBILIDADE A INFECCAO POR TOMATO SEVERE RUGOSE VIRUS

RESUMO

Altas incidéncias de viroses séo relatadas em tomateiros, particularmente o mosaico dourado
causado por espécies de begomovirus (Fam. Geminiviridae, gen. Begomovirus) em todo o
mundo. No Brasil, Tomato sereve rugose virus (ToSRV) € a espécie mais importante,
transmitida por mosca-branca (Bemisia tabaci). O controle desta virose é complexo, sendo o
uso de cultivares resistentes e a implantacdo do manejo integrado de pragas as taticas de
maior emprego. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes idades de
mudas de tomateiro suscetivel (Heinz-9553) a ToSRV na taxa e velocidade de infeccdo e na
expressdo de sintomas da virose. Os tratamentos consistiram de mudas com 20, 30, 40, 50 e
60 dias de idade distribuidas em trés blocos inteiramente casualizados com 10 plantas para
cada tratamento, e inoculadas com B. tabaci bi6tipo B viruliferas para ToSRV. O ensaio foi
repetido trés vezes no tempo. Utilizou-se como controles plantas inoculadas com moscas-
brancas aviruliferas e plantas sem a presenca de moscas-brancas. As avaliacbes foram
realizadas visualmente por uma escala de notas previamente desenvolvida para infeccdes por
ToSRV em tomateiro. A analise estatistica dos dados ndo demonstrou diferengas
significativas entre os tratamentos para a incidéncia ou severidade da doenca. Entretanto,
houve uma clara variagdo entre a taxa de infec¢do e a severidade dos sintomas observados
entre as distintas idades. O tratamento com 20 dias apresentou as maiores porcentagens de
incidéncia (média de 81%), e os com 30, 40, 50 e 60 dias se concentraram na faixa entre 62 e
75% em média. Na avaliacdo da severidade de sintomas, a mesma tendéncia foi observada
para 0s tratamentos, com as maiores notas para as mudas de 20 dias e as menores para as de
60 dias e valores intermediarios para os demais tratamentos. O aparecimento de sintomas foi
mais rapido nas mudas com 20 dias (12 a 14 dias ap6s a inoculacdo) e evoluiu mais
lentamente naquelas de 40 e 60 dias, chegando a notas muito proximas ao final das
avaliacbes. Quanto aos parametros de altura e peso fresco das plantas, uma diferenca
estatisticamente significativa foi observada entre as mudas inoculadas e as ndo inoculadas
com ToSRV. Em ambos os parametros as plantas inoculadas aos 20 dias apresentaram 0s
menores valores (média 25,86 cm e 7,27 @), sendo estatisticamente diferente dos demais
tratamentos inoculados com o virus. As mudas com 60 dias foram as que apresentaram maior
altura (média 35,69 cm) e peso fresco (média 12,61 g), neste caso, diferindo estatisticamente
das demais idades. Os dados observados sugerem que a diferenca na idade de mudas no
momento da inoculacdo do ToSRV por moscas-brancas exerce alguma influéncia na taxa de
infeccdo e na severidade da doenga, além de afetar o desenvolvimento normal das plantas
apos a inoculacdo..

Palavras-chave: idade de transplantio, begomovirose, suscetibilidade.
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INFLUENCE OF THE AGE OF TOMATOES IN THE SUSCEPTIBILITY TO
TOMATO SEVERE RUGOSE VIRUS INFECTION

ABSTRACT

High incidence of viruses is reported in tomato plants, particularly the golden mosaic disease
caused by begomovirus (Fam. Geminiviridae, gen. Begomovirus) species worldwide. In
Brazil, Tomato sereve rugose virus (ToSRV) is the most important species transmitted by
whiteflies (Bemisia tabaci). The control of this virus is complex. The use of resistant cultivars
and the implementation of an integrated pest management are the most popular strategies. The
objective of this work was to evaluate the influence of different ages of transplants of
susceptible tomato plants (Heinz-9553) to ToSRV on the rate and speed of infection on the
expression of viral symptoms. Treatments consisted of 20, 30, 40, 50 and 60 day old
transplants distributed in three completely randomized blocks with 10 plants for each
treatment, and inoculated with ToSRV by B. tabaci biotype B. The experiment was repeated
three times in time. The controls consisted of plants inoculated with aviruliferous whiteflies
and plants without the presence of whiteflies. The evaluations were performed visually by a
disease scale rating previously developed to infections of ToSRV in tomato. Statistical
analysis of the data did not show significant differences between the treatments for the
incidence or severity of the disease. However, there was a clear variation between the
infection rate and the severity of the symptoms observed between the different ages. The
treatment with 20 days presented the highest incidence rates (mean of 81%), and those with
30, 40, 50 and 60 days were concentrated in the range between 62 and 75% on average. For
severity evaluation, the same tendency was observed for the treatments, with the highest
values for the 20 day transplants and the lowest for the 60 day transplants and intermediate
values for the other treatments. The symptom expression was faster on the transplants at 20
days (12 to 14 days after inoculation), while those inoculated at 40 and 60 days the symptoms
evolved more slowly, but reaching similar level of severity at the end of the evaluation period.
Regarding the height and fresh weight parameters of the plants, a statistically significant
difference was observed between inoculated and non-inoculated transplants. In both
parameters the plants inoculated at 20 days showed the lowest values (mean 25.86 cm and
7.27 g, respectively), being statistically different from the other treatments inoculated with the
virus. The 60 day transplants presented the highest height (mean 35.69 cm) and fresh weight
(mean 12.61 g), in this case, differing statistically from the other ages. The observed data
suggest that the difference in the age of transplants at the time of inoculation of the TOSRV by
whiteflies has an effect in the infection rate and severity of the disease, in addition to affecting
the normal development of the plants after inoculation..

Keywords: transplanting age, begomoviruse, susceptibility.
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3.1 INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum) pertence a familia Solanaceae, é cultivado em
varias regides do mundo e os seus frutos sdo fontes de licopeno, compostos antioxidantes e
vitaminas A e C (Naika et al., 2006). A producdo mundial em 2016 foi de aproximadamente
170 milhGes de toneladas e o Brasil, com uma producdo de 3,5 milhGes de toneladas, se
coloca entre os 10 maiores produtores mundiais, com 0s principais estados produtores sendo
Goiéas, Minas Gerais e Sdo Paulo (IBGE, 2016; FAO, 2017). Trata-se da primeira hortalica em
importancia econdmica no pais, produzidos para consumo in natura e para industrializacéo
(IBGE, 2016).

Diversos problemas fitossanitarios acometem o tomateiro, ocasionados por fungos,
bactérias, nematoides e virus. As viroses destacam-se entre as principais doencas para a
cultura, sendo as begomoviroses as de maior incidéncia nas principais regides produtoras. Os
virus do género Begomovirus, pertencentes a familia Geminiviridae, sdo 0s agentes
causadores destas doencas. Os membros desta familia possuem DNA circular de fita simples
(ssDNA) e particulas geminadas. Estes podem apresentar genoma monopartido ou bipartido,
com aproximadamente 2,8 kb e 5,2 kb, respectivamente (Briddon, 2001).

A maioria dos begomovirus do Novo Mundo possui genoma bipartido, isto &,
constituido por duas moléculas de DNA (DNA-A e DNA-B), cada uma com
aproximadamente 2500 a 2600 nucleotideos (Briddon, 2015). Segundo Mansoor et al. (2003),
grande parte dos prejuizos na produtividade agricola sdo ocasionados por begomovirus,
principalmente em regides tropicais e subtropicais do mundo.

No Brasil sdo reconhecidos 17 espécies de begomovirus que infectam o tomateiro pelo
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), entre estas os de maior ocorréncia sdo
Tomato severe rugose virus (ToSRV) e Tomato mottle leaf curl virus (ToMoLCV), sendo a

primeira predominante (Fernandes et al., 2008; Inoue-Nagata, 2013, Bergamin Filho et al.,
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2016). Os begomovirus sdo transmitidos de maneira persistente pelo inseto vetor mosca-
branca (Bemisia tabaci), pertencente a familia Aleyrodidae da ordem Hemiptera e classificado
em biotipos ou espécies, sendo o biotipo B ou espécie Middle East Asian Mean-1 (MEAM-1)
(Ghanim et al., 2001; Perring, 2001; De Barro et al., 2011) prevalente no Brasil.

Os sintomas de begomoviroses normalmente observados em tomateiro sdo mosaico,
clorose, reducdo de crescimento, enrolamento dos foliolos e rugosidade, mas podem variar
com o estadio de desenvolvimento em que a planta foi infectada, variedade e fatores
ambientais, além da ocorréncia de infeccdo mista (Faria et al., 2000).

Os tomateiros sdo agrupados em dois grupos principais segundo seu habito de
crescimento, determinado e indeterminado. Segundo essa divisdo, as praticas culturais e o
mercado final sdo distintamente aplicados. O primeiro, denominado comumente como
tomateiro rasteiro, exige menor mao-de-obra para conducédo da cultura e é predominantemente
destinado ao mercado de processamento industrial e representa as maiores areas cultivadas
com a cultura no mundo. A segunda, com crescimento indeterminado, tem uma alta demanda
de mao-de-obra para a realizacdo de praticas como desbrota, amarrio e colheitas sucessivas,
visto que essas variedades apresentam maturacdo dos frutos desuniforme na mesma planta.
Sdo destinados ao mercado de consumo fresco dos frutos, cultivados em geral por pequenos
produtores em areas familiares ou potencialmente menores que as observadas para 0S
tomateiros destinados a industria (Filgueira, 2003; Naika et al., 2006; Jacinto et al., 2012;
Nascimento et al., 2012; Clemente et al., 2013).

Em ambos os casos, os plantios comerciais de tomateiros sdo geralmente implantados
com a utilizacdo de mudas com 35 a 42 dias de idade que séo produzidas sobre bandejas em
estufas e posteriormente transplantadas no campo. Essa pratica contribui para a antecipagéo
das colheitas, implementacdo de tratos culturais, redugdo no estresse ao transplante, menor

taxa de replante e também maior uniformidade do crescimento e producédo (Kelley & Boyhan,
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2014; Orzolek et al., 2016). Além disso, ha menor desperdicio de sementes. Esse fator é
importante, devido aos altos custos de sementes de tomateiro na atualidade. As sementes de
tomateiros hibridos de crescimento indeterminado podem custar até mais de seiscentos reais
uma quantidade de mil sementes.

Segundo Macedo et al. (2014), existe uma diferenca na incidéncia de begomovirose em
tomateiro para industria e tomateiro para mesa. Em tomateiro produzido para consumo fresco,
existem cultivares que apresentam bom nivel de resisténcia e esses sao amplamente usados
nas regibes com alta taxa de incidéncia. Por outro lado, em tomateiros destinados a
agroindustria a incidéncia de begomovirus € muito mais problematica, podendo atingir 100%,
e por vezes sendo observadas perdas totais na lavoura. A oferta de hibridos de crescimento
determinado com resisténcia é pequena e ha uma grande dificuldade no controle de moscas
brancas em grandes areas.

A epidemiologia é o estudo de doencas em populacGes, e investiga 0s seus
determinantes, a sua dinamica e distribuicdo (Vanderplank, 1963), sendo essencial para o
sucesso do controle. O emprego das medidas de controle de viroses deve visar a eliminacéo
ou a reducdo das fontes dos virus, da populacdo de inseto vetor existente e, se possivel,
reduzir o nivel de suscetibilidade da cultura (Polston & Anderson, 1997; Seal et al. 2006).
Entretanto, nas viroses, as epidemias possuem comumente o fator vetor adicionado a
interacdo entre hospedeiro, patdgeno e ambiente, constituindo-se em um sistema complexo,
com muitas interacdes e envolvendo multiplos fatores (Jeger, 2004; Van den Bosch et al.,
2006; Moriones & Navas-Castillo, 2010). Entre estes fatores destacam-se as condicGes de
cultivo, a variabilidade viral, a dispersdo dos vetores, a fonte de infeccdo, a gama de
hospedeiros, as condi¢des climaticas e a intervencdo do homem (BARBOSA et al., 2008).
Frente a dificuldade de manejo das begomoviroses, praticas que visem reduzir a incidéncia e

disseminacdo da doenca devem ser investigadas e adotadas como parte de um manejo
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integrado. Para isso, o conhecimento da epidemiologia desta virose necessita ser mais
aprofundado (Colvin et al., 2006; Moriones & Navas-Castillo, 2010; Luan et al., 2014;
Mahatma et al., 2016).

Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi determinar o efeito da idade de mudas
de tomateiros a infeccdo pelo begomovirus Tomato severe rugose virus (ToSRV) em
inoculacdo por Bemisia tabaci quanto a incidéncia, severidade e caracteristicas como peso e

altura das plantas.

76



3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Isolado de Tomato severe rugose virus (ToSRV)

O isolado viral utilizado no estudo foi 0 mesmo clone 1164-ToSRV de Tomato severe

rugose virus descrito no capitulo 2.

3.2.2 Criacao de Bemisia tabaci biétipo B

Como descrito no capitulo 2, as popula¢gdes de moscas-brancas biotipo B utilizadas no
estudo foram oriundas da criacdo de B. tabaci biétipo B mantida na unidade da Embrapa
Hortalicas (CNPH) sobre plantas de couve (Brassica oleraceae var. acephala) e pepino

(Cucumis sativus), espécies sabidamente ndo hospedeiras de begomovirus de tomateiro.

3.2.3 Manutencao do isolado viral em plantas fontes

O isolado de ToSRV é mantido in planta pela infeccdo sucessiva de plantas de
tomateiro suscetivel via transmissao por vetor e denominadas “plantas fontes”. Essas plantas
sdo utilizadas para no periodo de acesso de aquisicdo do virus pelas moscas-brancas que
posteriormente realizardo o periodo de acesso de inoculacdo do virus em plantas sadias.

A producdo de “plantas fontes” para a realiza¢do dos ensaios seguiu um cronograma
baseado no estadio fenoldgico do tomate, onde estes foram inoculados aos 20 a 25 dias ap0s a
germinacdo, com o objetivo de utilizar plantas jovens, recem-inoculadas e com expressiva
expressao de sintomas da virose entre os 40 a 45 dias. As plantas-fonte foram regularmente

avaliadas via PCR para confirmar a infecgdo por ToSRV, como descrito no capitulo 2.
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3.2.4 Agquisicdo e inoculacdo do isolado viral para conducéo dos ensaios

O periodo de acesso de aquisi¢do do virus ToSRV foi de 48 horas e seguiu 0s mesmos
procedimentos descritos no capitulo 2. As mudas foram distribuidas aleatoriamente em mini-
bandejas com 30 células cada, sendo um tratamento por bandeja, e mantidas em gaiolas
confeccionadas com organza (Fig. 1A-C). Decorrido o periodo de acesso de aquisi¢do, 0s
tubos contendo moscas-brancas viruliferas foram transferidas para as gaiolas onde as mudas
de tomateiro foram distribuidas para o periodo de acesso de inocula¢do. As moscas-brancas
foram entdo espalhadas sobre as plantas nas gaiolas para garantir o contato entre as mesmas, e
0s tubos foram deixados abertos na gaiola. Foram utilizados em média cinco tubos por gaiola,
totalizando uma relacdo média de 30 moscas-brancas por planta. O periodo de acesso de
inoculacdo foi de 72 horas, ocorrendo simultaneamente para todas as diferentes idades de
mudas, e apds a inoculacdo as moscas-brancas e suas possiveis ninfas e ovos foram
eliminados das plantas com a aplicacdo de inseticida sistémico (Thiamethoxam -
neonicotinoide - Actara 250 WG) e de contato (Piriproxifem — Eter piridiloxipropilico — Tiger
100 EC) e com eliminacdo mecanica. As plantas foram entdo mantidas em camara de
crescimento (25°C +/- 2 e fotoperiodo de 12 horas) por um periodo de 7 a 10 dias e
posteriormente transportadas para estufa e distribuidas em compartimentos preparados com

tecido de organza (Fig. 1D e E).
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Figural. (A) Mini-bandejas utilizadas para disposi¢cdo das mudas com diferentes idades na inoculagdo pelas moscas-brancas
em gaiolas confeccionadas com organza (B-C) e posteriormente transplantadas e distribuidas aleatoriamente em
compartimentos (D-E) preparados com tecido organza para cada bloco.

3.2.5 Efeito de diferentes idades de mudas de tomateiro sobre a taxa de infeccdo por

ToSRYV inoculado com moscas-brancas

As mudas utilizadas na realizacdo dos ensaios foram produzidas no Viveiro Vivati, em
Abadia de Goiénia, Goias, e entregues um dia antes da inoculacdo. Foram produzidas mudas
em bandejas de polietileno de 400 células em substrato. Utilizou-se a cultivar Heinz-9553,
suscetivel a infeccdo pelo virus ToSRV, em cinco diferentes idades, sendo estas 20, 30, 40, 50
e 60 dias de semeadura. As mudas foram produzidas em condic¢des controladas e sob sistema
de fertirrigacdo, sendo mantidas livres da presenca de moscas-brancas, com plantios

realizados em diferentes datas (Tabela 1).
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Tabela 1. . Epocas de plantios dos tomateiros realizados pelo Viveiro Vivati para realizacdo do ensaio

com diferentes idades de mudas

Datas de plantio por repeticéo

Idades 12 28 32
60 17/02/2016 03/08/2016 12/09/2016
50 27/02/2016 13/08/2016 22/09/2016
40 08/03/2016 23/08/2016 02/10/2016
30 18/03/2016 02/09/2016 12/10/2016
20 28/03/2016 12/09/2016 22/10/2016

O delineamento experimental foi em blocos inteiramente casualizados com trés
repeticdes e um total de 10 plantas por repeticdo. Cada uma das idades 20, 30, 40, 50 e 60
dias no momento da inoculagdo constituiu um tratamento. Os controles negativos utilizados
foram constituidos dos mesmos tratamentos na presenca de moscas-brancas aviruliferas e
sem a presenga de moscas-brancas, respectivamente com um ndmero de dez plantas e trés
plantas como repeti¢des por tratamento por bloco. O ensaio foi repetido trés vezes no tempo.
Todos os tratamentos foram inoculados como descrito no item acima. Gaiolas foram
confeccionadas para acomodar as mudas em suas diferentes idades, sendo utilizada uma
gaiola para cada idade e para cada um dos controles negativos. Essas plantas foram mantidas
na presenca de moscas-brancas viruliferas, aviruliferas e na auséncia de moscas-brancas
durante o periodo de inoculacdo de 72 horas.

Concluido o periodo de inoculacéo, as mudas foram entdo transplantadas em vasos de
1,5 Kg com solo tratado com vapor quente e transferidas para estufa previamente preparada
para a montagem do ensaio. Estas foram mantidas em casa de vegetacdo para conducdo do
ensaio até o 30° dias apos a inoculagdo (DAI). As avaliagdes de incidéncia e severidade dos
sintomas da virose foram realizadas dos 7 (sete) dias apds a inoculacdo (DAI) até o 30° DA,
como realizado para o ensaio do capitulo 2. Apds o fim das avaliacdes de severidade a altura
em centimetros (cm) e peso fresco em gramas (g) das plantas foram mensuradas para todas as

plantas dos tratamentos e seus controles para comparacdo. Para maior confiabilidade dos
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dados levantados trés repeticdes do ensaio foram conduzidas em diferentes momentos no
tempo no ano de 2016 (Tabela 1). Altura e peso fresco foram mensurados apenas nos dois
ultimos ensaios repetidos no tempo Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) pelo teste F (Fisher) a 5% (p = 0,05) de significancia no programa SISVAR 5.3, e

as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (1974) a 5% de probabilidade de erro.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Efeito da idade de mudas de tomateiro sobre a incidéncia de ToSRV em cultivar

suscetivel Heinz-9553

Cinco idades de mudas foram avaliadas quanto a taxa de incidéncia de ToSRV em
tomateiro em trés repeticdes. Ao final das avaliagdes houve alta incidéncia de plantas
infectadas com ToSRYV inoculado pelas moscas-brancas viruliferas em todas as idades (média
de 62-81%). As plantas controles, que tiveram contato com moscas-brancas aviruliferas ndo
desenvolveram sintomas. Adicionalmente, todas as repetices do ensaio apresentaram maior
incidéncia de sintomas para o tratamento com 20 dias que foram inoculadas com ToSRV em
comparag¢do com os demais tratamentos no inicio das avaliacBes. Nas avaliacfes finais, 0s
tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa entre eles, com valores superiores a 70%
em todos os tratamentos (Fig. 2A-C). A Unica exce¢do observada foi na repeti¢do 1 do ensaio,
em qgue as idades de 40 e 60 dias foram significativamente diferentes das demais com valores
de incidéncia variando entre 20 e 50% (Fig. 2A).

Os menores valores de incidéncia observados nas repeticdes do ensaio foram variaveis
como demonstra a Tabela 2 e se concentraram entre 70 e 80% nas repeticdes 2 e 3 ou 30% na

repeticdo 1. Apesar desta variacdo, ndo houve diferenca significativa entre estes valores.
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Tabela 2. Porcentagem de plantas de tomateiro (Heinz-9553) infectadas com Tomato severe rugose
virus (ToSRV) inoculadas por moscas-brancas viruliferas (MBV) e confinadas com moscas-brancas
aviruliferas (MBA) em diferentes idades de mudas em trés repeti¢ces do ensaio no tempo aos 30 dias
apos a inoculagdo.

Rep 1 Rep 2 Rep 3 Valores médios

Idades  MBA MBV MBA MBV MBA MBV MBA MBV
20 Oa 50b Oa 100a Oa 93a 0 81
30 Oa 40b Oa 87a Oa 73a 0 67
40 Oa 20a Oa 90a Oa T7a 0 62
50 Oa 37b Oa 100a Oa 87a 0 75
60 Oa 27a Oa T7a Oa 87a 0 64

*Meédias seguidas por mesma letra diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (P<0,05) entre as idades de mudas no
momento da inoculagio.

N&o houve uma diferenca estatisticamente significativa para a incidéncia no efeito da
resisténcia de planta madura para a virose ocasionada por ToSRV. Entretanto, todas as
repeticdes do ensaio demonstraram que o tratamento com as mudas de 20 dias foram as que
proporcionaram 0s maiores valores de incidéncia, seguido pelo tratamento com 50 dias nas
repeticdes 2 e 3. Ja os menores valores observados foram verificados para as mudas com 60
dias, com valores de 27%, 77% e 87% ao final das avaliagdes das repeticdes 1, 2 e 3,
respectivamente.

O progresso da doenca foi similar nas trés repeticGes do ensaio, com as mudas mais
novas (20 dias) apresentando os primeiros sintomas e 0 maior nimero de plantas infectadas
mais precocemente, e as mudas mais velhas (60 dias) demonstrando sintomas mais tardios e
com menor incidéncia nas plantas (Fig. 2A-C). Em todos os tratamentos o progresso da
incidéncia da doenca foi gradativo, aumentando com o tempo, e apresentando um progresso
mais rapido no tratamento com mudas de 20 dias. Em geral, os valores de incidéncia
superiores a 50% foram observados ap6s 18° DAI nas mudas com 60 dias e antes dos 15° DAI
nas mudas com 20 dias. Uma excecdo foi observada na repeti¢do trés do ensaio, onde 0s
valores acima de 50% de incidéncia na muda mais nova s6 foram observados ap6s o 21° DAI

(Fig. 2C).
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Figura 2. Porcentagem de plantas com sintomas de infeccdo por ToSRV em tomateiros da cultivar Heinz-9553 com
diferentes idades de inoculagdo em trés distintas épocas de realizagdo do ensaio (inoculagdo em: 18/04/2016 — A, 22/09/2016

- B, 02/11/2016 - C).
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3.3.2 Efeito da idade de mudas sobre a severidade de sintomas causados por ToSRV

em cultivar suscetivel Heinz-9553

Quanto a severidade da doenca, as mesmas tendéncias foram observadas, sendo que as
maiores notas de severidade foram observadas para a idade de 20 dias em todas as repeticdes
do ensaio e as menores para 0 tratamento com 60 dias nas repeticbes 1 e 3, e 30 dias na
repeticdo 4 (Tabela 3).

Tabela 3. Notas de severidade de sintomas em plantas de tomateiro (Heinz-9553) infectadas com
Tomato severe rugose virus (ToSRV) com diferentes idades de mudas na inoculagdo por moscas-
brancas aviruliferas (MBA) e viruliferas (MBV) em trés repeti¢cdes do ensaio no tempo aos 30 dias
apos a inoculagéo.

Rep 1 Rep 2 Rep 3 Valores médios

\Idades = MBA MBV MBA MBV MBA MBV MBA MBV
20 0,0a 1,4b 0,0a 2,8a 0,0a 1,6a 0,0 1,9
30 0,0a 1,1b 0,0a 2,2a 0,0a 1,3a 0,0 15
40 0,0a 0,6a 0,0a 2,5a 0,0a 1,4a 0,0 1,5
50 0,0a 1,0b 0,1a 2,4a 0,1a 1,5a 0,0 1,6
60 0,0a 0,6a 0,0a 1,7a 0,0a 1,5a 0,0 1,3

*Meédias seguidas por mesma letra diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (P<0,05) entre as idades de mudas no
momento da inoculagdo

Diferencas significativas ndo foram observadas nas avaliacdes finais das repeti¢des 2 e
3, mesmo com as notas médias entre 1,3 e 2,8. As menores notas foram observadas na
repeticdo 1, onde os valores ndo ultrapassaram a nota 2.

Os primeiros sintomas da doenca foram expressos nas mudas com 20 dias em todas as
repeticdes do ensaio, alcancando rapidamente notas superiores a 1. Em media, apds o 15° DA
todos os tratamentos apresentaram aumento progressivo da severidade da doenca, alcangando

as maiores notas ao final das avalia¢des (Fig. 3A-C).
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Figura 3. Média do indice de severidade de sintomas pela infeccdo de ToSRV em tomateiros da cultivar Heinz-9553 com
diferentes idades de inoculagdo em trés distintas épocas de realizagdo do ensaio (inoculagdo em: 18/04/2016 — A, 22/09/2016

- B, 02/11/2016 - C).
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3.3.3 Analise da altura e peso fresco das plantas com diferentes idades de mudas

inoculadas com ToSRV em cultivar suscetivel Heinz-9553

O peso e altura fresco das plantas foram medidos nas duas ultimas repeticbes dos
ensaios. Ao final das avaliacdes (30 DAI) as mudas inoculadas mais prococemente tenderam
a apresentar menor peso e altura que as inoculadas mais tardiamente nas diferentes idades
testadas. Os tratamentos com 20 dias foram diferentes dos demais tratamentos sem e com
inoculacdo do virus, apresentando respectivametne os menores valores de altura (30,67 e

25,14 cm) e peso (9,92 e 4,63 g) (Fig. 4 e 5).
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Figura 4. Valores médios do peso fresco das plantas de tomateiro Heinz-9553 com diferentes idades de inoculagdo com
ToSRV, medido ap6s 30 DAI em duas épocas de realizagdo do ensaio (inoculacdo em: 22/09/2016 — A, 02/11/2016 — B). Os
cddigos distinguem os diferentes tratamentos com ou sem inoculagdo do virus, sendo MBA as plantas confinadas com
moscas-brancas aviruliferas, MBV as plantas inoculadas com moscas-brancas viruliferas e SMB as plantas que néo tiveram
contato com moscas-brancas durante o periodo de acesso de inoculagéo.
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Figura 5. Valores médios da altura das plantas de tomateiro Heinz-9553 com diferentes idades de inoculagdo com ToSRV,
medido ap6s 30 DAI em duas épocas de realizagdo do ensaio (inoculagdo em: 22/09/2016 — A, 02/11/2016 — B). Os cédigos
distinguem os diferentes tratamentos com ou sem inoculagdo do virus, sendo MBA as plantas confinadas com moscas-
brancas aviruliferas, MBV as plantas inoculadas com moscas-brancas viruliferas e SMB as plantas que ndo tiveram contato
com moscas-brancas durante o periodo de acesso de inoculagéo.

Uma variacéo significativa entre o peso das plantas inoculadas e as ndo inoculadas com
o0 virus foi constatada nos tratamentos com 20, 30 e 40 dias da repeticdo 2 do ensaio e, em
todos os tratamentos da repeticdo 3 (Tabela 4). Independente da presenca do virus nas
diferentes mudas, todas as idades testadas apresentaram uma varia¢ao no seu peso ao final do
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ensaio, sendo 0s menores pesos encontrados no tratamento com 20 dias inoculado com
moscas-brancas viruliferas ou aviruliferas. Os maiores pesos das mudas inoculadas com
moscas-brancas viruliferas e aviruliferas na repeticdo 3 foram observados no tratamento com
60 dias. Na repeticao 2 do ensaio, o tratamento com 40 dias apresentou os maiores valores nas
mudas confinadas com moscas-brancas aviruliferas e o com 60 dias nas plantas inoculadas

com moscas-brancas viruliferas.

Tabela 4. Peso fresco em gramas das plantas de tomateiro (Heinz-9553) infectadas com Tomato
severe rugose virus (ToSRV) com diferentes idades de mudas na inoculagdo por moscas-brancas
viruliferas (MBV) e confinamento com moscas-brancas aviruliferas (MBA) em duas repeti¢cbes do
ensaio no tempo aos 30 dias apds a inoculagao.

Rep 2 Rep 3 Valores médios
Idades MBA MBV MBA MBV MBA MBV
20 15,5aa 9,9ab 6,7aa 4 6ab 11,1 7,2

30 16,2aa  13,6bb 9,0ba 7,0bb 12,6 10,3
40 18,6ca  14,6bb  10,0ba 7,9bb 14,3 11,2
50 13,2ba  12,7ba 9,4ba 6,8bb 11,3 9,8
60 155aa  16,dca  11,8ca 9,1cb 13,7 12,6

*Meédias seguidas por mesma letra diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (P<0,05) entre as idades de mudas no
momento da inoculagdo.

A andlise estatistica dos dados de altura mostrou uma diferenca significativa entre os
tratamentos com virus e sem virus para todas as idades testadas da repeticdo 3 e nos
tratamentos com 20, 30 e 40 dias da repeticdo 2, enquanto as idades de 50 e 60 dias nédo
diferiram dos controle sem virus (Tabela 5). Nao foi observada diferenca estatistica nos
tratamentos inoculados com moscas-brancas aviruliferas na repeticdo 2 e uma diferenca
existiu entre os tratamentos com 20 e 30 dias e aqueles com 40, 50 e 60 dias da repeticéo 3.
Nos tratamentos inoculados com mosca-brancas viruliferas, na repeticdo 2, apenas o
tratamento com 20 dias diferiu estatisticamente dos demais, com um diferenca média de 10,0

cm entre este tratamento e 0 com a maior altura nesta repeticéo (tratamento com 60 dias).
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Tabela 5. Altura em centimetros das plantas de tomateiro (Heinz-9553) infectadas com Tomato severe
rugose virus (ToSRV) com diferentes idades de mudas na inoculacdo por moscas-brancas aviruliferas
(MBA) e viruliferas (MBV) em duas repeticdes do ensaio no tempo 30 dias apds a inoculacéo.

Rep 2 Rep 3 Valores Meédios
Idades MBA MBV MBA MBV MBA MBV
20 43,6aa 30,6ab  29,2aa  21,0ab 36,4 25,8
30 443aa 395bb  31,9aa  26,9bb 38,1 33,2
40 44,0aa  39,1bb  3571ba  30,9cb 39,5 35,0
50 40,4aa  389ba  37,0ba  31,8¢cb 38,7 35,4
60 42,2aa  40,8ba  38,4ba  30,5cb 40,3 35,6

*Meédias seguidas por mesma letra diferem significativamente pelo teste de Scott-Knott (P<0,05) entre as idades de mudas no
momento da inoculagéo

A repeticdo 3 apresentou diferencas estatisticas entre as idades de 20 dias (21,05 cm),
30 dias (26,94) e 40, 50 e 60 dias (30,5 a 31,8 cm), as quais ndo diferiram entre si. Os valores
extremos encontrados nas repeti¢fes do ensaio foram 30,67 cm e 21,05 cm de minima e 40,85
cm e 31,85 cm de maxima altura, respectivamente, para as plantas aviruliferas e viruliferas

das repeticdes 2 e 3.
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3.4 DISCUSSAO

Na realizacdo de trabalhos envolvendo varios fatores com a interrelacdo planta-virus-
vetor estudada neste ensaio, comumente se depara com diversas dificuldades relacionadas a
uniformizacdo de cada componente nas repeticdes e principalmente com obtencdo de
resultados padronizados ao final das avaliagdes dos tratamentos. Na situacdo estudada, os
mesmo problemas foram observados quanto adequacdo das mudas nas diferentes idades no
momento exato para montagem do ensaio, a uniformizagdo da quantidade de moscas-brancas
viruliferas na aquisicdo e na inoculacdo, devido a mortalidade natural do inseto e problemas
de manuseio, a obtencdo de igual controle das moscas-brancas apos a inoculagdo com os
inseticidas, a reducao das variaveis ocasionadas pelo estresse do transplantio e do ambiente de
conducdo do ensaio, assim como a casualizacdo das repeticbes para amenizar o efeito
diversificado do ambiente sobre as mudas. Todos esses fatores conduzem a possiveis erros e
diminuem a confiabilidades dos dados quando nao controlados e verificados antecipadamente.
Apesar da ocorréncia de muitas destas variaveis, o controle prévio das mesmas e a realizacdo
de ensaios completos feitos separadamente no tempo e concordando entre si, permitiu gerar
dados estatisticamente analisaveis e gerar conclusbes confidveis para o efeito das idades de
mudas na inoculacdo por ToOSRV pela moscas-brancas.

Uma variacdo no peso e altura das mudas com diferentes idades na inoculacdo foi
observada tanto nos tratamentos com a presenca do virus como naqueles sem o virus, quando
esses dados foram mensurados aos 30 dias apés a inoculagdo. Essa caracteristica parece estar
associada principalmente ao estadio de desenvolvimento das plantas no momento do
transplantio, sendo que empiricamente ja se esperava que a muda de 60 dias fosse mais alta e
pesada que a de 20 dias, o que de fato foi observado. No entanto, nas mudas onde houve a
inoculacdo de ToSRYV a diferenca foi maior, principalmente nos tratamentos com plantas mais

novas, quando quanto maior foi a idade das plantas menor diferenca de peso e altura foram

90



observadas. Foi verificado que em média para as mudas de 20 e 30 dias a diferenca de
tamanho nos tratamentos com inoculacdo do begomovirus foi de 22,4% a 21,98% na altura e
de 27,4% a 34,1% de gramas no peso fresco das duas repeticdes, respectivamente. Por outro
lado, nas plantas ndo inoculadas com o virus a variacdo média foi de no maximo 4,4% na
altura e 12,0% no peso. Nas idades de 30 a 60 dias a variacdo no peso e altura para as mudas
com virus ou sem virus foram iguais, sendo de em média de 1,0 a 2,0% na altura e 17,0 a
19,0% no peso, sendo que nas plantas com ToSRV os valores foram sempre menores. E
interessante destacar que a simples presenca das moscas-brancas aviruliferas nas plantas de
tomate, quando comparadas aos controles sem moscas-brancas, apresentaram uma reducao no
tamanho e peso fresco destas plantas. Demonstrando o efeito prejudicial da colonizacdo das
plantas pelo inseto.

A diferenca da altura e peso entre as plantas com e sem ToSRYV diminui com as idades
das mudas, sendo gue essa diferenca na idade de 20 dias foi em média de 10 cm para altura e
4 gramas para o peso. Ndo foi demonstrada uma diferenca estatistica para todos o0s
tratamentos, os valores visivelmente tenderam a ser crescentes com as idades das plantas,
tanto nas mudas com virus como naquelas sem virus. Essas informacBes sugerem que as
mudas mais velhas desenvolvem-se melhor mesmo na presenca do virus, enquanto as mudas
de 20 dias foram as menos favorecidas, ou seja, as que mais sofreram déficit de
desenvolvimento na presenca do virus.

Essa diferenca no desenvolvimento das plantas, entre outros fatores, possivelmente,
influéncia a atratividade da planta para as moscas-brancas. Nesse contexto, é necessario
destacar que a forma de inoculagéo aplicada neste ensaio visou impedir o efeito seletivo das
moscas-brancas quanto as mudas com diferentes idades, visto que plantas mais novas
aparentam ser mais atrativas para o inseto. Assim, a inoculacdo das mudas com diferentes

idades em uma mesma gaiola iria provavelmente mascarar os dados da taxa de infeccéo, e
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conduzir a observacdo de que uma maior resisténcia ao virus esta presente em plantas mais
velhas no momento da inoculacdo. Nesse caso, na realidade o que estaria acontecendo é que
as moscas-brancas se concentrariam nas plantas mais novas em detrimento das mais velhas
pela seletividade exercida pelo inseto sobre as mudas. Nao ha trabalhos que demonstrem essa
seletividade quanto a idade da muda pelas moscas-brancas, mas esta situacdo € normalmente
observada no campo.

Os processos de defesa natural das plantas tém um impacto direto sobre a adaptacéao e
interacdo com insetos e patdgenos (Huot et al., 2013). Interacbes entre mosca-branca e
begomovirus com as plantas podem sofrer influéncia dos processos de defesa de plantas
(Belliure et al., 2005; Colvin et al., 2006). A observacdo de que plantas mais velhas sdo mais
resistentes a determinadas doencas € relatada em campo por pesquisadores e produtores
(Macedo et al., 2014; Patel et al., 2012). Neste trabalho, ndo foi possivel comprovar a
existéncia desta resisténcia de planta velha em tomateiros susceptiveis a ToOSRV. Entretanto,
dentre as idades de mudas avaliadas, naguelas mais velhas com 60 dias de semeadas, foi
observado um atraso no desenvolvimento da doenca em alguns dias e diminuicdo da
severidade da virose.

Segundo Briddon (2015), a resposta da planta a infeccdo € manifestada pelo
desenvolvimento de sintomas caracteristicos de uma combinagdo particular de virus-
hospedeiro. Este sintoma tipico é definido pelas complexas interacfes envolvendo as
condi¢cdes ambientais, a morfologia da planta e o estadio de desenvolvimento na época da
infeccdo. O gendtipo do virus ira influenciar o tropismo e acumulagéo no tecido. Como
resultado de sua diversidade genética e ampla gama de hospedeiros, begomoviroses séo
associadas com uma variedade de sintomas que incluem nanismo da planta, enrolamento

foliar, clorose, clareamento de nervuras, producdo de enacdo e outras anormalidades nos
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tecidos. Sintomas semelhantes foram observados no presente estudo, como demonstrados na

figura 6A-G.

Figura 6. Sintomas observados nas mudas de tomateiro Heinz-9553 com diferentes idades na inoculacéo pela mosca-branca
do virus ToSRV. A- muda de 20 dias com nota 2 (presenca de clorose internerval, resquicios do clareamento de nervuras e
leve enrugamento e deformacéo foliar, inicio da estagnacdo no desenvolvimento); B- muda de 20 dias com nota 1 aos 18 DAI
(acentuada deformacéo foliar e presenca de clareamento de nervuras); C- muda de 30 dias com nota 1/2 (presenca de suave
deformacéo foliar, inicio de enrugamento e reducdo do tamanho das folhas, clareamento de nervuras e suave clorose
internerval); D- muda de 40 dias com nota 2 (presenca de clareamento de nervuras em vérias folhas); E- muda de 50 dias com
nota 2 aos 18 DAI (clorose internerval, enrugamento foliar e resquicio de clareamento de nervuras); F- muda de 30 dias com
nota 3 aos 23 DAI (clorose internerval em praticamente todas as folhas, rugosidade foliar e aparente redugdo no
crescimento); G- muda de 60 dias com nota 2 (clorose internerval, rugosidade foliar suave). *Observar na figura B que
existem pontos cloréticos nas folhas mais velhas da planta que ndo séo efeito da infecgdo pelo virus, mas sim resposta a
fitotoxidade do inseticida utilizado na eliminagdo das moscas-brancas apés a inoculagéo.

Distintos sintomas foram observados nas mudas inoculadas com ToSRV neste ensaio.
Em todas as repeticbes foi constatado um maior efeito do virus na redugdo do
desenvolvimento inicial das mudas com 20 dias. Ocorreu uma reducdo significativa do
tamanho e do peso destas em comparacdo com aquelas ndo inoculadas com o virus, sendo
também observada uma expressdo mais forte dos sintomas nestas plantas. Com exce¢do do
observado para a repeticdo 3 do ensaio, as mudas de 20 dias apresentaram um atraso mais
forte no desenvolvimento da planta e consequentemente na expressao de sintomas tipicos da
virose. O que observarmos foram deformacdes foliares e leve clareamento de nervuras,
acompanhado da estagnacdo no desenvolvimento das folhas. Entretanto, no 28° DAI os

sintomas aumentaram rapidamente, coincidindo com o retorno do desenvolvimento foliar
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mais abundante na planta. As mudas de 30 dias apresentaram um efeito semelhante com a
presenca do virus, mas conseguiram retornar o seu desenvolvimento mais eficientemente.
Quanto as mudas de 40, 50 e 60 dias, a variacdo na expressdo de sintomas iniciais foi menos
ampla. Em geral, a virose se expressou pelo clareamento de nervuras das folhas mais novas e
progrediu nestas folhas para um clorose internerval. Possivelmente devido a maior quantidade
de area foliar, essas mudas expressaram mais nitidamente area clordticas nas folhas novas e
velhas, seguindo por uma evolucdo na rugosidade destas folhas. O efeito do nanismo
destacado nas mudas de 20 dias ndo foi nitido nas mudas de 40, 50 ou 60 dias, apesar de
serem observadas variacGes significativas de tamanho e peso para plantas de alguns destes
tratamentos e em alguns casos com a atribui¢do de nota 3. Cabe resaltar, que, em geral, ndo
foram observadas variac@es significativas quanto a severidade de notas e a incidéncia para 0s
tratamentos testados, mesmo os valores sendo inversamente proporcionais a idade das mudas,
porém o efeito destes tratamentos ocorreu de forma significativa no desenvolvimento
fenoldgico das plantas sob infeccdo com ToSRV.

Moriones & Navas-Castillo (2010) também descrevem que sintomas observados em
tomateiros infectados variam amplamente dependendo da época da doenca sobre as plantas, as
condicdes ambientais e a cultivar de tomate. Em adicdo, nanismo e aborto floral, um
proeminente enrolamento das margens foliares é observado, assim como uma reducdo do
tamanho das folhas e amarelecimento das folhas jovens. A redu¢do no tamanho pode também
ocorrer em frutos de plantas afetadas sem sintomas 6bvios, conduzindo a significativas
reducdes em producdo. Plantas infectadas no estadio inicial de cultivo serdo severamente
estagnadas, com abortamento floral e ndo sustentando os frutos. Entretanto, quando infecc¢des
ocorrem em estadios tardios de crescimento, frutos presentes antes da doenca parecem

amadurecer quase normalmente. Em adicdo as perdas diretas causadas por infeccdes, perdas
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indiretas podem também resultar de limitacdes de producdo de tomate em areas e periodos
quando moderada a baixa pressao da doenca ocorrem.

A observacdo de que plantas mais velhas sdo mais resistentes a determinadas doencas é
relatada em campo por pesquisadores e produtores (Macedo et al., 2014; Patel et al., 2012). O
plantio comercial de tomate no Brasil é geralmente implantado com a utilizacdo de mudas
com 30 a 40 dias de idade que sdo produzidas por viveiros certificados para esta atividade e
posteriormente transplantadas no campo. Como relatado anteriormente por Kelley & Boyhan
(2014) e Orzolek et al. (2016), varias vantagens sdo observadas com essa pratica. Entretanto,
guando surge a necessidade de utilizacdo de mudas mais velhas, o viveiro e o proprio
agricultor se deparam com dificuldades quanto a producgdo, manuseio e até mesmo conducéo.
Na producdo de mudas mais velhas o viveiro necessita controlar o desenvolvimento dos
tomateiros, e para isso, frequentemente utiliza horménios e estabelece um controle rigoroso
da irrigacdo. Porém, ambas as praticas podem acarretar em prejuizos no desenvolvimento da
planta apds o transplantio no campo, devido principalmente a falta de conhecimento sobre as
formas mais adequadas de reabilitar essa planta no campo e conduzir seu desenvolvimento.
Em paises como os Estados Unidos, a utilizacdo de plantas mais velhas vem sendo utilizada
eficientemente e manejada sem muitos problemas de desenvolvimento das mudas
transplantadas. Cabe aqui ampliar as informacGes sobre o efeito benéfico de mudas mais
velhas de tomateiro no campo e impulsionar o desenvolvimento de estratégias para produzir e
manejar mais eficientemente este tipo de mudas.

A infeccdo causada pelos begomovirus em tomateiro pode provocar prejuizos graves,
principalmente quando as plantas se infectam cedo, até trés semanas do transplantio (Macedo
et al., 2014). Sendo o controle eficiente da begomovirose baseado no atraso da infeccdo das
plantas. Assim, os primeiros 30 dias ap0s o transplantio sdo determinantes para o sucesso do

manejo da doenca. Todavia, retardar o inicio da infecgdo ndo é uma tarefa facil, por isso, o
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controle da doenca deve-se ser iniciado antes mesmo do transplantio do tomateiro. Para o
manejo da begomovirose, 0 primeiro ponto a ser considerado é definir a programacao dos
plantios ao longo da safra, evitando-se o plantio escalonado (sucessivo) de tomateiro em areas
vizinhas. Quando isso ndo for possivel, a idade entre cultivos e de plantas dentro da mesma
lavoura ndo deve ultrapassar 60 dias. O proximo passo é selecionar areas de cultivo sem
historico de ocorréncia de begomovirus, embora seja tarefa complexa hoje em dia. A época de
plantio também é importante. Deve-se fugir dos periodos com altas populagcdes de moscas
brancas, multiplicados em outras culturas, como soja, algoddo e feijdo. Uma recomendacéo
fundamental para um bom produtor de tomate é controlar as moscas brancas em culturas
vizinhas, principalmente aquelas que atuam como multiplicadoras de moscas brancas (soja,
algodoeiro, feijoeiro e cucurbitaceas) (Macedo et al., 2014).

A completa erradicacdo de infecgbes virais é dificil a partir do momento em que a
doenca ja se tornou estabelecida em uma determinada area, embora uma combinacdo de boas
praticas de producdo ajude a minimizar o impacto da doenga. Estas medidas incluem selecéo
de datas de plantio que evitem periodos criticos quando altas populacdes de moscas-brancas
estdo presentes. O uso de telas de protecdo para as culturas ajudam muito a excluir o vetor e
infeccbes (Moriones & Navas-Castillo, 2010). Praticas de cultivo que reduzam a taxa de
transmisséo do vetor e/ou a densidade populacional podem também minimizar a dispersao das
infeccdes (Seal et al. 2006).

Desta forma, a utilizagdo do plantio de mudas mais velhas no campo como forma de
escape de epidemias mais severas desta begomovirose ird atuar como uma estratégia de

manejo a mais a ser implantada nos cultivos de tomateiros para reducdo da taxa de infeccao.
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3.5 CONCLUSOES DO CAPITULO

N&do foi observado um efeito estatisticamente significativo da resisténcia de planta
madura a virose ocasionada por ToSRV em relacdo a idade de mudas no momento da
avaliacdo.

Mudas de 20 dias demonstram maior sensibilidade a virose, apresentando os maiores
valores de incidéncia e severidade, enquanto que as mudas mais velhas (60 dias) apresentaram
0s menores valores para incidéncia e severidade.

O desenvolvimento da virose foi mais rapido nas mudas mais novas que nas mais
velhas, porém apos os 30 dias seguidos a inoculacao, a taxa de infec¢do de tomateiros ao virus
ToSRYV foi igual para os tratamentos testados.

Independente da idade da muda, o aumento da expressao/severidade da doenca foi
gradativo e se igualou estatisticamente ao final das avaliacdes.

A presenca do virus afetou significativamente a altura e o peso fresco das mudas

utilizadas no ensaio.
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CONCLUSOES GERAIS

Ensaios de taxa de incidéncia e severidade de sintomas sdo complexos de serem
realizados, com diversas variaveis que influenciam os resultados.

A presenca de uma alta populacdo de moscas-brancas viruliferas deve exercer papel
importante no desenvolvimento da virose, acelerando a expresséo e severidade dos sintomas
em cultivar suscetivel e resistente.

A inoculacdo de ToSRV com um alto nimero de insetos viruliferos (30-60) resulta em
valores altos de incidéncia em cultivar suscetivel Heinz-9553 e expresséo de sintomas visiveis
em cultivar resisténcia BRS Sena.

A presenca de um Unico vetor virulifero em cultivar suscetiveis (Heinz-9553) é capaz de
infectar a planta com ToSRV e favorecer a expressdo de sintomas severos da virose.
Enquanto na cultivar resistente apenas um vetor virulifero parece ser incapaz de infectar uma
planta resistente ao begomovirus (BRS Sena).

A atuacdo de cultivares resistentes a begomovirus como fontes de virus no campo
necessita ser estudada, uma vez que altas popula¢des de moscas-brancas séo constantemente
relatadas em cultivos de tomateiro.

Neste trabalho ndo foi possivel observar um efeito estatisticamente significativo da
resisténcia de planta madura a virose ocasionada por ToSRV nas idades de mudas avaliadas.

Plantas de tomate entre 20 e 30 dias de semeadura s&o mais sensiveis a virose por
ToSRV que mudas de 60 dias. Mas para este trabalho, independente da idade o aumento da
expressao/severidade da doenca é gradativo e se igualou ao final das avaliacGes.

A presenga do begomovirus ToSRV afeta significativamente a altura e peso fresco dos
tomateiros quando inoculados com o virus entre as idade de 20 a 60 dias depois da

semeadura.
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