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1. XNTRODUCXO

O tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) é uma das
hortalicas mais conhecidas e de maior consumo no mundo (Maranca,
1981; Esquinas-Alcazar, 1981; Filgueira, 1982). 0 valor nutritivo
do tomate nao e elevado, mas tendo em vista o seu alto grau de
consumo, ele se torna uma importante fonte de vitaminas e mine-
rais (Esquinas-Alcazar, 1981). Em 1980, a producdo mundial de to -
mate foi de 50.153 mil toneladas; nesse ano, o Brasil produziu
1.611 toneladas (FAO, 1980). No Brasil, o tomate ocupa o segundo
lugar entre as culturas oleraceas, por ordem de importancia econb-

mica (Filgueira, 1982).

Em 1982, o Sistema Nacional de Centrais de Abaste-
cimento (SINAC) registrou uma comercializacdo de 86 mil toneladas

de pimentdo (Capsicum annuum L.) (Nagai, 1983).

Tomate e pimentdo podem ser infetados por mais de
30 virus (Edwardson & Christie, 1979; Hollings & Brunt, 1981; Va-
liela, 1969). No Brasil, conhecem-se pelo menos 12 doencas de Vvi-
rus afetando essas duas culturas (Costa, 1948; Costa et al., 1964;
Nagai, 1983). Dentre essas doencas o mosaico Y, causado pelo virus
Y da batata (“'Potato Virus Y", PVY) é uma das mais importantes
delas, estando largamente disseminada e podendo causar perdas de
20 a 70% nessas culturas (Costa et al., 1964; Ferreira, etal., 1982;
Dossa & Mungur, 1982; Nagai, 1983). 0 PVY foi descrito em 1931
por Smith (citado por Bokx & Huttinga, 1981).

O virus Y pertence ao grupo dos Potyvirus, sendo
o membro tipico. Até o momento, O grupo contém 85 virus descritos.

Sendo membros do grupo o virus A da batata ("Potato virus A",



PVA), "Pepper mottle virus"”, (PeMV), "Tobacco etch"™ (TEV), "Pepper
veinal mottle” (PVMV), Mosaico Comum do Feijoeiro ('Bean common
mosaic virus', BCMV), Mosaico Amarelo do Feijoeiro (‘'Bean yellow
mosaic virus'™, BYMV), Mosaico da Soja ("'Soybean mosaic virus',
SoyMV), Mosaico da Alface (‘'Lettuce mosaic virus™"™, LMV), além de

outros.

Os Potyvirus possuem particulas flexuosas com 11 X
680 - 900 nm, apresentando simetria helicoidal e contendo aproxima
damente 5% de acido nucleico e 95% de proteina. Tem um coeficiente
de sedimentacdo em torno de 150 S e densidade de flutuacdo boiante

de 1,31 g/cm3 em cloreto de césio (Hollings & Brunt, 1981).

As particulas intactas contém ARN de fita simples
com peso molecular de 3,0 - 3,5 X 10g daltons. A capa proteica da
particula contém um dnico polipeptideo com peso molecular de apro-
ximadamente 3,4 X 104 daltons. Os potyvirus induzem a formacao de
inclusbes citoplasmaticas (catavento, espiral etc) que podem ser
detectadas pela microscopia Otica ou eletrbénica. Essas inclusodes
possuem proteina com peso molecular de 6,7 - 7,0 x 104 daltons
(Hollings & Brunt, 1981) e sdo caracteristicas do grupo, podendo -
se através delas separar isolados e estirpes (Edwardson et al .,
1984). Baseado nesses dados, Edwardson (1974) propb6s a classifica-
cao dos Potyvirus em 3 grupos de acordo com a morfologia das inclu
sbes por eles induzidas: Subdivisadao I formacdo de "scrolls™ e cata
ventos; Subdivisdo Il formacdo de cataventos e agregados lamelares
e Subdivisdo 111 contém cataventos, 'scrolls"™ e agregados lamela-
res. Mais tarde Edwardson et al. (1984) propuseram a formacao da
Subdivisado 1V para® englobar os Potyvirus que induzem a formacdo de

cataventos, "'scrolls™ e agregados lamelares levemente curvados.

Os virus deste grupo sao relativamente estaveis

"in vitro” e ocorrem em concentracdes moderadamente elevadas nas



plantas, apesar de muitos serem extraidos e purificados com difi -
culdade. 0O PVY apresenta um ponto termal de inativacao (p-t.i) en

tre 50 - 602C, ponto Ffinal de diluicdo (p.f.d) entre 1072 a 10° e

longevidade "in vitro” (l.i.v) a 18 - 22»C de 7 a 50 dias (Bokx
& Huttinga, 1981).

Os Potyvirus variam grandemente em sua capacidade
imunogenica. Alguns s&o dificeis de purificar ou de obter em quan-
tidades suficientes para testes soroldgicos extensivos (Hollings

& Brunt, 1981).

Os Potyvirus reagem bem em varios testes sorologi-
cos, sendo que poucos reagem em placas contendo agar-gel sem terem
recebido tratamento prévio, varios detergentes tem sido incorpora-
dos ao gel, tendo o Dodecenil sulfato de sodio (SDS) se mostrado

superior (Hollings & Brunt, 1981).

Alguns atuores utilizando testes de imunodifuséo
dupla em agar-gel (Gooding Jr., 1975; Makkouk & Gumpf, 1976) e
testes de absorcdo cruzada (Leiser & Richter, 1979) demonstraram
haver diferencas soroldgicas entre estirpes de PVY. ja Bokx &
Huttinga (1981) consideraram que ndo existem diferencas sorolégi -
cas consistentes entre 0s grupos YO, YN e YC de PVY provenientes

de batata.

0 virus Y da batata e considerado relacionado soro
logicamente com TEV (Purcifull & Gooding, 1970; Bokx & Huttinga,
1981), BCMV (Edwardson & Christie; Moghal & Francki, 1981),
"Celery mosaic virus"™ (CeMV), "Maize dwarf mosaic virus' (MDMV)
(Edwardson & Christie), "Turnip mosaic virus”™ (TuMV) (Edwardson &
Christie; Walkey & Weble, 1984), PVMV (BOkx & Huttinga, 1981;
Edwardson & Christie), Virus do mosaico da melancia-1 (“"Watermelon
mosaic virus-1, WMMV-1) (Edwardson & Christie), LMV (Alba & OlivejL
ra, 1976; Moghal & Francki, 1981), BYMV (Alba & Oliveira, 1976;



Walkey & Weble, 1984), "Passionfruit woodiness virus" (PW)
(Moghal & Francki, 1976), "Peru tomato virus™ (PTV) (Fernandez-
Northcote & Fulton, 1980), "Henbane mosaic virus" (HMV), PVA, VI-
rus do mosaico do picdo ('Bidens mottle virus"™, BiMV) (Bokx &
Huttinga, 1981), ™"Clover yellow virus”™ (CYw) (Walkey & Weble,
1984).

Outros autores ndo encontraram diferencas soroldégi
cas entre o Virus Y da batata, o PVMV e TEV (Gooding, 1975), BYMV,
""Pea mosaic virus"™ (PMV), LMV, BCMV, Virus do mosaico da cana-de -

acucar (''Sugarcane mosaic virus'", SCMV) (Moghal & Francki, 1976).

Ha uma grande massa de informacdo sobre o relacio-
namento soroldégico entre os varios Potyvirus. Existe uma certa dis
cordancia nos resultados obtidos, o0 que pode ser explicado pelo
fato de o relacionamento dentro desse grupo ser altamente comple -
x0. Diversos métodos sao utilizados para estudar o relacionamento
e pode haver variacdo na atividade soroldgica dos isolados estuda-

dos (Hollings & Brunt, 1981).

Os Potyvirus sdo transmitidos de uma maneira nao
persistente por afidios e alguns membros pela semente ou por fun-
go. Experimentalmente sdo transmitidos por inoculacéo mecanica

(Bokx & Huttinga, 1981; Hollings & Brunt, 1981).

A maioria deles apresenta circulo de hospedeiras
resitrito (Hollings & Brunt, 1981). O virus Y infeta principalmen-
te Solanaceae, podendo afetar plantas das familias Amaranthaceae,

Chenopodiaceae, Compositae e Leguminosae (Bokx & Huttinga, 1981).

As estirpes de PVY descritas em batata por diver -
sos autores (Borges, 1971; Delhey, 1982; Kahn & Monroe, 1963;
Klinkowski & Schmelzer, 1960; Leiser & Richter, 1979; Montenegro
et al., 1968; Nobrega & Silberschmidt, 1944) podem na sua mailoria

ser classificados nos grupos Y», YN e Y~ (Bokx & Huttinga, 1981),



ou seja, grupo sao aquelas estirpes que produzem rugosidade
sistémica severa e queda de folhas em batata, necrose sistémica em
Physalis floridana e mosqueado em fumo. Grupo YN ocasionam necrose
das nervuras em fumo, mosqueado em P. floridana e mosqueado fraco
em batata. Grupo YC, a estirpe t?bica nao g transmitida sozinha
por Myzus persicae, causa mosaico em cultivares de batata susceti-
veis e o0s sintomas produzidos em P. floridana e fumo sdo semelhan-

tes aos do grupo YA

Estirpes de PVY ocorrentes em pimentédo e tomate
tem sido descritas por varios autores em diversos paises. A dife -
renciacdo das mesmas tem sido feita através da reacao de hospedei-
ras (Cook, 1963; Cook, 1967; Gracia et al., 1969; Makkouk &
Gumpf, 1974; Nagai & Smith, 1968). Outras estirpes foram separadas
baseando-se na reacdo apresentada em hospedeiras e resultados de
testes sorolégicos (Makkouk & Gumpf, 1976; Zitter, 1972). Nao é
possivel uma comparacdo entre estas estirpes, tendo em vista que
cada autor utilizou espécies ou cultivares diferentes no circulo

de hospedeiras.

No Brasil o virus Y da batata foi descrito pela
primeira vez por NObrega & Silberschmidt (1944), infetando batata.
Mais tarde o virus foi encontrado em tomateiro (Costa et al .,
1960; Costa et al., 1969; Nagail & Aradjo, 1974; Silberschmidt,
1956) e pimentdo (Araujo et al., 1974; Nagai et al., 1969; Nagai &
Aradjo, 1974). Nagai (1968, 197l1a e b) dividiu as estirpes de PVY
no grupo N (Yn) e no grupo W (YW, Y, Y~t), de acordo com a rea-
cao em N. physaloides, N. tabacum e a capacidade de em condicobes
naturais infetar pimentdo e tomate. Dentro de cada grupo, segundo
Nagai & Costa (1972) e Nagai (1983), as estirpes sao identificadas
de acordo com a reacdo dos pimentdes da Série Agrondmico. Assim
foi descrita a estirpe do virus Y de Atibaia que é capaz de infe -

i oy o - . ft
tar o pimentdo “Agrondémico 8° (Nagai et al., 1969), a estirpe Y



que infeta a pimenteira P.lI. 264281 (Nagai, 1971b), as estirpes
Yf e th que sao separadas de acordo com a reaggo de pimenta (P.I.
264281 e Ambato) e pimentdes (Agronomico 9 e 12). Em termos de
Brasil a classificacdo proposta por Nagai € a que tem sido utiliza

da para estirpes de PVY provenientes de pimentdo e tomate.

A variabilidade de PVY tem sido assinalada por va-
rios autores dentro e fora do Brasil. Esse fato é relevante tanto
sob o ponto de vista pratico, no que se refere ao melhoramento de
plantas, quanto tedrico no que toca a caracterizacdo desse virus,

como membro do grupo Potyvirus.

Na literatura j& existem varias estirpes de PVY
descritas. A distincdo entre elas é geralmente feita utilizando
0os sintomas apresentados em um grupo de hospedeiras. Cada autor

utiliza espécies diferentes, Fficando dificil a comparacdo de "es-
tirpes novas'™ com as ja existentes na literatura, tendo em vista
que muitas plantas diferenciadoras ndo sédo faceis de serem encon-
tradas. Ha a necessidade de uma padronizacdo das espécies diferen-

ciadoras de estirpes.

O presente trabalho compara quatro isolados coleta
dos no Distrito Federal, quanto ao circulo de hospedeiras, proprie
dades fisicas, eficiéncia de transmissao por afidio, relacionamen-
to soroldégico e inclusdes produzidas. Visa também apresentar crité
rios para a separacado de estirpes de PVY, producdo de antissoro e
localizacdo de fontes de resisténcia aos quatro isolados em pimen-
tdo e tomate, bem como avaliar a incidéncia desta virose nas cultu

ras de pimentdo e tomate no Distrito Federal.



I1. MATERIAIS 1 MITODOS

2.1. OBTENCAO E ISOLAMENTO DO VIRUS

Os quatro isolados do “irus testados de numeros UnB
-1, 17, 27 e 32 foram encontrados infetando pimentdo ou tomate no

Distrito Federal (Tabela 1).

O virus fol recuperado de amostras de pimentdo ou
tomate por meio de inoculacdo mecanica do suco ou detransmissao pe-

lo afidio-vetor, Myzus persicae Sulz.

Para inoculacdo mecanica, folhas infetadas foram
maceradas na presenca de tampado fosfato a 0,02 M, pH 7,0 mais
0,1% de sulfito de sédio, sendo o extrato aplicado as folhas das
plantas-teste, previamente polvilhadas com pé fino de carborundo,
com auxilio de cotonetes de algodédo ou pistilos de porcelana.
Apb6s a inoculacdo o excesso de carborundo foi lavado com agua de
torneira. Nas recuperacdes feitas a partir de folhas infetadas de
pimentdo, foi usada a diluicdo (peso/volume) de 1:10, para evitar
o efeito de inibidores no suco (Nagai, 1983). Nos demais casos,

essa diluicdo foi de 1:5.

Na transmissao do virus por afidio, utilizaram-se
individuos apteros de coldnias mantidas em plantas sadias de cou-
ve T"Gongarsol®. Os afidios foram submetidos a jejum prévio de 60
minutos em placas de Petri, sendo depois colocados para se alimen
tar em folhas infetadas de tomate, pimentdo ou fumo por um perio-
do de 10 minutos. A seguir, os pulgbes foram transferidos para
plantas de fumo em vaso. O periodo de acesso de transmissao foi
de 30 minutos a 24 horas durante o qual as plantas-teste foram co

bertas com campanulas de vidro com tampa telada. Passado o]



Tabela 1. Origem

Isolado ne

unB-1

unB-17

unB-27

UnB-32

dos i1solados do virus.

Origem e sintomas apresentados na hospedeira
original

Recuperado originalmente de folhas de pimentéo

*Agronomico 10G* com sintomas de mosaico, col<b
tadas no CNPH (F.P. Cupertino, com. pessoal)
Obtido de plantas de pimentdo “lkeda®™ com sin-

tomas de mosaico, provenientes de Tabatinga,

DF

Obtido de plantas de tomate "lguagu®™ com sinto
mas de encarquilhamento, provenientes de Taba-
tinga, DF

Obtido de plantas de tomate "Caqui®™ provenien-

tes da Vargem Bonita, DF, com sintomas de mo -

saico

Método de isolamento

Recuperacao inicial por meio de
pulgdo, seguido de inoculacfes su
cessivas em fumo e sendo poste
riormente transferido para pimen-
tdo por métodos mecéanicos.
Recuperado por meio de afidio pa-
ra fumo "TNN-".

Recuperado através de pulgdo para
fumo "TNN-.

Recuperado mecanicamente para fu-
mo “Turkish®.



periodo de transmissado, os pulgdes foram mortos, através da apli-

cacao de inseticida.

Dentre as amostas recuperadas para fumo, 10 foram

testadas em grupo de hospedeiras constituido por N. rudstica, N.

tabacum "Turkishl, C. quinoa, L. esculentum ®"Angela Gigante |
5.100%, Capsella bursapastoris, C. murale, N. glutinosa, N.
physaloides, L. esculentum "Santa Cruz®, C. annuum "Agronomico

10 G* e 1ltaipu”.

Assim que os isolados foram separados tentou-se a
purificacao bioldgica dos mesmos atraves de lesdo local em C.

quinoa, C. amaranticolor e P. floridana (Bokx & Huttinga, 1981).

2.2. MANUTENCAO E PRESERVACAO DOS ISOLADOS

Todos os isolados foram preservados em folhas de-
sidratadas a baixa temperatura (4-5 2C) (Lin £t al., 1979) e
em plantas vivas de fumo "TNN", N. physaloides, tomate e pimentao
em telado. A cada 10 - 15 dias o ind6culo era repicado para outro

grupo de plantas.

2.3. CIRCULO DE HOSPEDEIRAS

Na determinacdo do circulo de hospedeiras, testa-

ram-se, por inoculacdo mecanica 4 - 5 plantas de cada espécie ou

cultivar de planta-teste disponivel.

As plantas foram mantidas em vasos de barro ou

aluminio, ficando em telado a temperatura ambiente. No periodo
_ o]

de execucao dos trabalhos a temperatura variou de 22,1 a 27 C

e a umidade ficou na faixa de 52 a 80% segundo dados da
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Estacdo de Meteorologia do Departamento de Engenharia Civil, ins-

talada na Estacdo Experimental de Biologia da UnB.

As plantas foram observadas até 20 - 30 dias apos
a inoculacédo, tentando-se, entdo, a recuperacao do virus das

plantas-teste que ndo mostraram sintomas.

2.3.1. Reacao de Capsicum ao virus.

Variedades e introducdes de Capsicum foram avalia

das quanto ao seu grau de suscetibilidade ao"virus.

As plantas foram inoculadas com os isolados UnB
1 e 27, duas vezes, uma aos 34 e outra aos 62 dias apoés a seTeadu
ra quando apresentavam, respectivamente, 3 - 4 e 8 - 10 folhas

verdadeiras.

O in6culo foi multiplicado em plantas de fumo
"TNN", sendo utilizado 21 dias ap6s a inoculacdo. As folha”™ apre-
sentando sintomas fortes, foram maceradas na presenca de tampao
fosfato a 0,02 M, pH 7,0 contendo 0,1% de sulfito de sédio na por
porcao 1:5 (p/v). As plantas foram polvilhadas com p6é fino de
carborundo, 1inoculadas com o dedo iIndicador e em seguida lavadas

com agua por meio de um piseta.

Testaram-se, em média, 10 plantas de cada varieda
de ou introducdo, por isolado, sendo que o0s vasos continham 2
plantas. Dez plantas ficaram como controle. Além disso de espacos
em espacos colocaram-se plantas de fumo “TNN®", pimentao "Ruby

King®= e N. physaloides para verificar a eficiéncia da inoculacéo.

Realizaram-se duas leituras uma 28 dias apoOs a

primeira inoculacdo e outra 21 dias depois da segunda inoculacéao.

As plantas foram avaliadas conforme a seguinte es

cala:
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Escala: Sintoma apresentado:
(O Imune Sem sintomas e recuperacao negativa
(1) Resistente Sem sintomas e recuperacao positiva

(2) Moderamente resis Mosaico fraco
tente

(3) Moderamente susce Faixa verde das nervuras ou mosalico conspi-

tivel cuo
(4) Suscetivel Mosaico rugoso com deformacao foliar e bo -
Ihosidade

(5 Muito suscetivel Mosaico necrotico, com queda de folhas, pa-
ralizacdo do crescimento ou morte da planta

Testes de recuperacao do virus foram feitos a par-
tir de folhas retiradas das plantas que nao mostraram sintomas

nos dois testes de inoculacdo consecutivos.

2.3.2. Reacdo de Lycopersicon ao virus.

Neste experimento avaliou-se a suscetibilidade de
genotipos de Lycopersicon spp. aos isolados UnB 1, 17, 27 e 32 do

virus.

Testaram-se 5 plantas de cada gendtipo em estudo.
As plantas foram inoculadas quando apresentavam 3 - 4 folhas, cer

ca de 21 dias ap6s a semeadura.

A i1noculacdo foi executada de maneira ja descrita,
exceto que para a inoculacdo utilizou-se o pistilo, e realizou-se

apenas uma inoculacéao.

As plantas foram observadas ate 25 - 30 dias apos
a inoculacdo, quando tentou-se a recuperacdo do virus das plantas

sem sintomas.

Para a avaliacdo dos sintomas apresentados utili -

zou-se a seguinte escala:



12

Escala; Sintoma apresentado:

(O Imune Sem sintomas, recuperacao negativa

(1) Resistente Sem sintomas, recuperacao positiva

(2) Moderamente susceti- Mosaico, leve reducdo do crescimento
vel

(3) SuscetiVel Encarquilhamento ou necrose foliar

2.4. TESTES DE TRANSMISSAO DO VIRUS PELA SEMENTE

a) de Pimentao

Neste teste, inocularam-se 113 plantas de pimentao
"Agrondémico 10 G*, no estadio de 4 folhas verdadeiras. 0 1isolado
testado foi o UnB-1. Dentre as plantas inoculadas 97 apresentaram
sintomas fortes de mosaico. As plantas com sintomas foram trans -
plantadas para vasos de barro, colocando-se 2 plantas por vaso.
Quando os pimentdes comecaram formar os frutos, tentou-se a recu-
peracdo do virus para plantas de fumo jovens, através de inocula-

cao mecanica.

ApOs apresentarem manchas avermelhadas os frutos
foram colhidos e guardados em temperatura ambiente até ficarem
vermelhos. Entdo as sementes foram retiradas e deixadas a sombra

sobre folha de jornal.

As sementes foram separadas em lotes de 20 e semea
das em 2 linhas, em vasos de barro contendo solo esterilizado em

autoclave. Testaram-se 640 sementes.

Observou-se a percentagem de germinacdo e O aspec-
to das plantulas quanto a possiveis sintomas até 30 dias apés a
semeadura. Os testes de inoculacido para recuperacdo de virus fo-

ram feitos a partir de inéculo retirado das plantulas assim obti-

das .
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b) de Tomate

0 isolado UnB-27 do virus foi testado quanto a
transmissao pela semente de tomate <“Santa Cruz Kada Gigante®. As
plantas foram inoculadas quando apresentavam 3 - 4 folhas e mos
traram mosaico forte e necrose foliar. Assim que os frutos comeca

ram a ser formados, folhas com sintomas foram utilizadas para a

recuperacao do virus.

Os frutos foram colhidos quando comecaram a apre-
sentar coloracdo avermelhada e mantidos a sombra até ficarem com
cor vermelha; entdo, as sementes foram extraidas e deixadas para
fermentar em copos de plasticos cheios de agua, por 48 - 72 ho-
ras. Em seguida, as sementes foram lavadas e postas a secar sobre
folha de papel jornal a sombra. As sementes assim oétidas foram
semeadas em vasos de aluminio contendo terra esterilizada na base

de 32 sementes por vaso.

ApOGs a emergéncia, as plantulas foram observadas
periodicamente até 40 dias ap0s a semeadura, quanto a presenca de
sintomas, efetuando-se testes de recuperacado do virus a partir de

amostras de folhas dessas plantulas.

2.5. TRANSMISSAO DO VIRUS POR AFIDIOS

a) Avaliacdo da transmissdo dos quatro
virus por M. persicae.

O experimento teve como objetivo avaliar a eficién
cia de M. persicae em transmitir os 4 isolados do virus em estuda

0 teste foil executado em casa de vegetat
lado. O inoculo foi obtido de folhas destacadas de plantas de fu-
mo "“TNN®* 25 dias apdés a inoculacdo mecanica. Como planta-teste

utilizou”se-o0 pimentdo “Ruby King®™ no estadio de 4 folhas ou cerca
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de 12 dias apdés o transplante. Os pulgdes foram transferidos para
a fonte de in6culo e dai para pimentdes, utilizando-se um pincel

de artista umidecido em agua.

Utilizou-se um delineamento completamente casualiza
do com 8 repeticbes por tratamento, sendo uma planta por vaso. Ca

da planta recebeu 6 pulgdes.

Os pulgdes foram submetidos, previamente, a um pe-
riodo de jejum de 60 minutos e em seguida permitido um acesso de
aquisicao de 20 minutos e um acesso de inoculacdo de 30 minutos.
Alguns pulgbes apdés o jejum foram colocados diretamente em plan-
tas sadias para servirem como controle. Decorrido o acesso de 1ino

culacdo os pulgbes foram mortos cori aplicacdo de inseticida.

2.6. PROPRIEDADES FISICAS "IN VITRO"

Foram determinados as propriedades fisicas de todos
os isolados, utilizando-se o0 suco de fumo "TNN®" para todos os tes

tes, cerca de 16 dias apos a inoculacdo mecanica.

0 suco foi extraido na presenca de tampdo fosfato
a 0,02 M, pH 7,2 contendo 0,1% de sulfito de sédio e filtrado com

gaze.

No teste de infetividade utilizaram-se plantas-tes
te de fumo “TNN1, que Fforam inoculadas mecanicamente no estadio

de 3 a 4 folhas.

Para a determinacdo do ponto termal de inativacao

(p-t.i.) macerou-se uma grama de tecido em 4 ml de tamp&o (1:5).

Porcdes de 1,5 ml do suco obtido foram colocadas

Y

em tubos soroldégicos de 11 x 75 mm, postos em banho-maria as
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temperaturas de 45, 50, 55, 60, 65 ou 702C por 10 minutos e a se-
guir, resfriados em agua fria. Logo apds, procedeu-se ao teste de
infetividade para determinar o ponto final de diluicdo (p.f.d.),

- 1 6
o suco foi diluido de 10— a 10— .

Nos testes de longevidade ™"in vitro™ o suco foi d

luido 1 : 5 em tampdo, de maneira j& mencionada. Colocaram-se 1,5
.

ml de suco diluido em vidros fechados com tampa e vedados com Fi-

ta adesiva, sendo os mesmos mantidos a temperatura ambiente por

um a sessenta dias. Para o teste de longevidade, empregou-se uma

progressao geométrica de razao dois.

2.7. PURIFICACAO DO VIRUS

O virus foi multiplicado em plantas de fumo  "TNN*®
inoculadas mecanicamente de maneira ja descrita, 20 dias apods o]

transplante ou apdés atingirem o estadio de 5 - 6 folhas.

Para purificacao foram colhidas as folhas que apre
sentavam sintomas sistémicos e que mostraram ter atingido nivel
elevado de concentracdo do virus, cerca de 21 dias apds a inocula
cdo, demonstrado em ensaios preliminares de inoculacdo em folhas

de fumo "TNN".

Na tentativa de obter-se preparacbes purificadas,
utilizaram-se os métodos de Delgado-Sanchez & Grogan (1966) e Ma-

rinho et al. (1984).

Testou-se a extracdo do virus com agua destilada,
pH 5,2 - 5,3; tampédo fosfato a 0,05 M, pH 7,2 e tampdo fosfato a
0,2 M, pH 8,0. Como antioxidante, utilizaram-se 2-Mercaptoetanol
a 0,2% ou 0,3%, acido ascorbico a 0,3% ou sulflto de sodio a
0,75%. Para evitar a agregacao, experimentaram-se Triton X-100 a

1% e "Etileno diamino tetra-acético" (EDTA) a 0,01 ou 0,001 M.
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Na clarificacao, empregaram-se cloroférmio a 50%

(v/v), n-butanol a 8% e centrifugacdes a baixa rotacéao.

Para concentrar o virus, adicionaram-se 4 ou 8% de
polietileno glicol (PEG, PM = 6000) mais 0,2 M de cloreto de sO-
dio ao suco clarificado sob agitacdo constante por 120 minutos
ou agitando apenas até dissolver o PEG e NaCl, seguindo-se centri®

fugacdo a baixa rotacéo.

O virus fol ressuspendido em tampdo borato a 0,1
M, pH 8,2; tampdo borato a 0,01 M, pH 8,3; tampado fosfato a 0,05
M, pH 7,2 ou tampédo fosfato 0,01 M, pH 7,2.

Para separar o virus de proteinas da planta, tes-
tou-se a’centrifugacdo em gradiente de sacarose nas concentracdes
de 10 a 40% a 24000 rpm por 2,5 horas em rotor SW 25,1 e em gra-
diente de cloreto de césio a 45000 rpm por 18 horas em rotor TY

65.

A preparacdo foi examinada em microscopio eletroni
co marca Jeol antes de ser colocada em gradiente de cloreto de cé

S10.

O gradiente de cloreto de césio (Vera L. Marinho
Lab. Microscopia EletrSnicaZuUnB, com. pessoal) foi preparado da
seguinte maneira: em tubos "ultra-clear TM" de 16 x 76 mm marca
Beckman colocaram-se 2,7 ml de solucdo saturada de CsCl e adicio-
naram-se 4,8 ml de preparacdo do virus parcialmente purificada.
Os tubos foram tapados com o dedo e invertidos 2 - 3 vezes.
Os tubos foram montados, sendo o seu volume completado com oleo
mineral marca Nujol A seguir foram centrifugados a 45000 rpm por
18 horas em rotor TY 65. Apos a centrifugacdo a banda formada foi
retirada através de punctura do fundo tubo com agulha de iInjecdo. A banda
coletada foi diluida ccm tampao fosfato a 0,01 M, pH 7,2 contendo 0,001 M de
EDTA e centrifugada em rotor TY 65 a 45000 rpm por 90 minutos, "Gs ress-xii
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do o precipitado a preparacao de virus foi centrifugada a 3000 -
4000 rpm por 20 minutos em rotor SS-34, sendo em seguida levada
para leitura em espectrofotdmetro Shimadzu double-beam UV-200s da

Bausch & Lomb para avaliacdo de sua concentracdo e pureza.

2.8. SOROLOGIA

A preparacao purificada, apods ser avaliada no es
pectrofotometro, foi misturada na proporcédo 1:1 (v/v) com Adjuvan

te Completo de Freund (Calbiochem-Behring Corp., Califdérnia, USA).

A preparacdo foi emulsificada, utilizando-se para

tanto de uma seringa de vidro de 5 ml com agulha 30 x 9 acoplada.

As imunizacOes (Tabela 2) foram feitas através de
injecdes intramusculares em coelho Nova Zelandia, pesando aproxi-
madamente 2,5 quilos. As sangrias foram feitas através de punccéao

cardiaca (Tabela 2).

A cada sangria, retiraram-se cerca de 20 ml de san
gue, excetuando-se a primeira. 0 sangue foi coletado em tubos de
30 ml, sendo mantido a temperatura ambiente por 1 -2 horas. Apo0s
isto, com um bastdo de vidro descolou-se o coagulo da parede do
tubo, que foi mantido em repouso a temperatura de 122c por uma
noite. Na manhd seguinte, coletou-se a fase liquida que foi cen -
trifugada a 4000 rpm por 20 minutos em rotor SS-34. 0 sobrenadan-
te foil coletado, adicionando-se ao mesmo 2 gotas de azida soédica

a 2% (p/v). 0 antissoro assim obtido foi armazenado em congelador.

2.8.1. Testes Soroldégicos

0 antissoro obtido foi testado por imunodifusdao du
pia em agar-gel em meio contendo 0,8% de Agar Noble (Difco Lab) e

0,5% de SOdio Dodecil Sulfato (SDS) (Sigma Chemical C0.), e 1,0%
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Tabela 2. InjecOes e sangrias para obter antissoro para os isola-

dos UnB-1 e 27 do virus.

Isolado ©UnB-1 Isolado UnB-27

Data das Quant. de vi- Data Data das Quant. de vi_ Data

injecdes rus injetado das san injecdées rus iInjetado das san
(mg) grias (mg) grias
30/08/85 0,30 11/10/85  17/07/86 1,20 23/09/86
04/09/85 0,42 23/11/85 25/07/86 1,20 14/11/86
06/09/85 0,30 30/11/85  28/08/86 1,23 24/11/86
16/09/85 0,48 07/12/85  11/09/86 1,14
01/10/85 0,48 20/12/85  24/10/86 1,60
01/10/85 0,40 15/01/86  29/10/86 1,60
13/10/85 0,30 03/02/86  31/10/86 1,60
17/10/85 0,69 17/02/86
21/10/85 0,43
25/10/85 0,65
31/10/85 0,61
04/11/85 0,86
25/11/85 1,45
03/12/85 1,45
23/01/86 1,73
Total 10,55 9,57
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de azida sddica dissolvidos em agua destilada (p/v), preparado se

gundo Purcifull & Batchelor (1977).

O meio foi vertido em placas de 9 mm de diametro,

previamente tratadas com 0,1% de Formvar em cloroformio.

Para perfuracao do meio, foi utilizado um vazador
de rolha e um molde de uma figura de hexagono contendo 6 orifi-
cios externos de 5 mm de diametro e distando 4 mm entre si e do
orificio central de mesmo diametro. Os cilindros cortados foram

retirados por aspiracdo com auxilio de uma bomba de vacuo.

Como antigenos foram usados suco de folha de fumo
"TNN1, infetado com o virus e preparacfes purificadas do virus.

Como controle utilizou-se suco de folha sadia de fumo.

Primeiramente, verificou-se a reacao do antissoro
contra suco infetado e suco sadio. Depois, avaliou-se o titulo do
antissoro obtido, que foi diluido em solucdo de NaCl a 0,85%
(p/v) ou em soro normal nas proporcbes de 1:1, 1:2, 1:4 etc. 0
antigeno foi colocado no orificio central e as diluicdes do antis
soro nos orificios periféricos. As placas foram incubadas em cama

ra umida e ap0s 48 horas foram feitas as leituras.

Testaram-se algumas alteracdes nos testes sorologh
cos, objetivando obter reacdes mais nitidas, tais como:

a) variacao do intervalo entre colocacdo do antige

no e do antissoro;

b) variacdo no tamanho, numero e distancia dos ori®

ficios centrais e periféricos;

c) adicdo ao antigeno de SDS a 3% na proporcédo de
1:1 (p/Vv)-
Essas modificacbes foram comparadas com os procedi

mentos padrdes ja descritos atras.
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2.9. MICROSCOPIA ELETRONICA

2.9.1. "Leaf-dip"”

Para confirmar a infeccdo pelo virus em plantas
vindas do campo ou inoculadas em condicdes de casa-de-vegetacao,
foram feitos, sempre que necessario, exames ao microscopio eletrd
nico de pedacos de tecido, pelo método de "leaf-dip" (Kitajima,

1965) .

2.9.2. Exame de preparacdes semi-purificadas ou purificadas

Para o exame de preparacfOes semi-purificadas ou
purificadas ao microscopio eletronico utilizou-se método semplhan
te ao "leaf-dip"”. As telinhas de cobre, previamente tratadas com
Formvar a 1%, foram emergidas em gotas de preparacao purificada
ou semi-purificada. Apdés um minuto, retirou-se o excesso de liqujl
do com papel filtro e colocou-se a tela em uma gota de agua, se-
cando-se a mesma a seguir, em papel de filtro. Esse procedimento
foi repetido por trés vezes e, entdo, Imergiu-se a telinha em Si-
licotungstato de sédio a 1%, esperando-se cerca de 60 segundos.
Por fim, retirou-se o excesso de liquido com papel filtro, estan-
do as telinhas prontas para serem examinadas ao microscopio ele -

trénico (Kitajima, comunicacdo pessoal).

2.9.3. Exame de seccdes ultrafinas

Para verificar as alteracdes celulares induzidas
pelo virus utilizaram-se folhas de plantas de pimentao "Gigante

Quadrado® cerca de 15 dias apd6s a inoculacdo com os isolados.

Os tecidos foram cortados em pedacos de 1 a 2 mm,
e colocados em paraformaldeido a 2% + glutaraldeido a 2%, em tam-
pao cacodilato a 0,05 M, pH 7,2 por 2 -3 horas sob vacuo, a

temperatura ambiente. Os tecidos foram, entdo lavados por trés
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vezes durante 15 minutos em tampdo cacodilato de soédio, sendo pos
fixados em tetroxido de Osmio a 1% em tampao cacodilato a 0,05
M, a temperatura ambiente, por 1 -2 horas. Entdo, o tecido foi
lavado com tampdo cacodilato e transferido para solucdo aquosa de

acetato de uranila a 0,5%, durante uma noite. O tecido foi desi-

dratado em série crescente de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%)
por aproximadamente 15 minutos. Na solucdo pura, efetuaram-se
trés trocas. 0 tecido foi passado para uma fase intermediaria

(acetona 1:1 Spurr e Spurr puro), na qual permaneceu por trés a
quatro horas. Apoés isso o tecido foir infiltrado com resina pura
por uma noite. Na manhd seguinte colocou-se o tecido no molde,
trocando-se a resina, na qual se polimerizou, a 702C por uma nof
te. Os cortes foram executados em ultramicrotomo LKB 8000 Ultra-
tome I111-Bromme, equipado com navalha de diamante, sendo coleta -
dos em telinhas e constrastados com acetato de uranila a 2%

(Karnowisky modificado).

2.10. LEVANTAMENTO DA INCIDENCIA DO VIRUS ESTUDADO NO DISTRITO FE
DERAL

Avaliou-se a incidéncia de mosaico em lavouras de
pimentdo e tomate no DF no ano de 1986.

Para o levantamento as amostras foram coletadas,
adotando-se o0 seguinte procedimento: antes de sailr para a coleta
propriamente dita os escritérios locais da EMATER/DF foram contac
tados para verificacdo das areas que apresentavam problemas de
viroses.

ApOs selecionadas as areas realizaram-se as inspe-
lavoura a mesma era percorrida e amostras

cbes de campo. Ao chegar

a
de folhas de plantas com sintomas de mosaico eram coletadas

Ao chegar no laboratorio as amostras eram inocula-

das em grupos de plantas hospedeiras composto por D. stramonium,
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N. tabacum “TNN® ou “Turkish®, pimentdo “Ruby Kingl, "Magda“®,
*JOia", “Agrondémico 10G", "Margareth®, "ltaipu®, N. physaloides

e tomate "Santa Cruz-.

Pela sintomatologia apresentada pelas hospedeiras,
selecionavam-se amostras suspeitas de conterem o virus estudado,
que eram testadas por sorologia e examinadas ao microscopio ele -

trénico.
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I11. RESULTADOS

3.1. ISOLAMENTO, MANUTENCAO E PRESERVAGCAO DOS ISOLADOS DO VIRUS

Os quatro isolados do virus foram obtidos através
da passagem sucessiva do virus em plantas-testes <eflmo "TNN", por
transmissdo com o inseto vetor M. persicae e por inoculacdo mecani®
ca. A reacao obtida nessa planta-teste foi uniforme para cada um

dos isolados, no decorrer dos experimentos.

Os quatro isolados testados foram mantidos em plan
tas de fumo "TNN®", ao abrigo de contaminacdo em casa -de-vegetacao
do tipo telado. Esse método se revelou bastante pratico, nao se
observando perda da patogenicidade dos isolados para plantas de pi®
mentdo ou tomate. Mostrou-se eficiente o método de preservacao do
virus em folhas desidratadas, sendo possivel a recuperacado dos 4
isolados até o ultimo teste feito, cerca de 210 dias apd6s o trata-
mento do tecido, mantido a 42C em vidros de 5 ml  em vrecipiente

com silica gel.

3.2. CIRCULO DE HOSPEDEIRAS

Os quatro isolados s6 infetaram 12 espécies botani®
cas, onze da familia Solanaceae e uma Chenopodiaceae. Por outro la
do 25 outras especies pertencentes as familias Aizoaceae, Apia-
ceae, Brassicaceae, Chenopodiaceae, Cichoraceae, Cucurbitaceae, Fa
baceae, Malvaceae, Portulaccaceae e Solanaceae nao foram infetados
por nenhum dos isolados testados (Tabela 3).

As reacdes apresentadas pelas espécies que se in-

fetaram sdo descritas a seguir.



Tabela 3. Especies testadas que nao se infetaram com o potyvi

rus>.
Hospedeira

Alzoaceae
Tetragbénia expansa Thunb.

Apiaceae
Daucus carota L. “Nantes®
Petroselinum crispum Hoff. “Lisa Comuml

Brassicaceae

Brassica napus “Topo Roseo”

B. oleracea var. acephala DC. -"Couve-manteiga
*Gongarsol- *

B. oleracea var. botrytis L.

B. oleracea var. capitata "Chato de Quintal*

B. oleracea var. gongylodes "Branca Gigante~

B. oleracea var. italica "Ramoso Santana“

Eruca sativa Mill.

Raphanus sativus L. “Redondo-

Chenopodiaceae
C. murale L.
C. quinoa Willd.

Cichoriaceae
Cichorium endivia L. "Pao de Acucar*
Lactuca sativa L. "Baba", "Boston Branca“

Cucurbitaceae
Cucumis sativus L. “Meldo Amarelo*
C. anguria “Maxixe-
Cucurbita pepo (L.) Alef. =“Seca CAC Melhor-.
"Caserta*

Fabaceae
Pisum sativum L. "Torta Flor Roxa"

Vigna unguiculata (L.) Walp. "Seridol

Malvaceae
Sida spp.

Cont.

24



Tabela 3. Cont... FI. 02.

Hospedeira

Portulaccaceae
Portulacca spp. L.

Solanaceae
Datura stramonium L.
Solanum gilo Reddi "Verde Claro®", "Verde Escurol,
S. melongena L. T“Embu®, <Comprida®, "Roxa Preco -

ce” e T"ltaliana Compridal
S. tuberosum L. FAchat”

*

Os testes de recuperacao, feitos a partir de folhas
inoculadas e nédo inoculadas, foram todos negativos.
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C. amaranticolor Costa & Reyn mostrou lesdes lo-
cais clordticas que se tornaram necroticas. Quando aparecerem es-
sas lesdes foram erraticas e em pequeno numero (2-4 por folha).

D. metei L. reagiu na forma de necrose sistémica
das folhas novas e morte do ponto de crescimento, de maneira tam-
bém erratica.

N. bigelovi apresentou reducdo do crescimento e
amarelecimento, 21 dias apds a inoculacao.

N. debney Domin mostrou reducdo do crescimento, cia
reamento das nervuras (8-9 dias), encarquilhamento foliar (16
dias), manchas cloroticas (16 dias) (Figura 1).

N. glutinosa L. reagiu na forma de clareamento das
nervuras e manchas clordéticas (Figura 1).

N. physaloides Gaertn apresentou mosaico das nervu
ras, 9 a 14 dias apds a inoculacdo (Figura 1).

N. rustica L. mostrou clareamento das nervuras (9
- 12 dias) e mosaico (14 dias) (Figura 2).

N. tabacum L. “TNN" apresentou, inicialmente, cla-
reamento das nervuras (5-7 dias), seguido de riscas necroticas e
mancha de pérola ou murcha das folhas inferiores e reducdo do cres
cimento (Figura 2).

N. tabacum L. "Turkish® mostrou murcha e mancha de pé
rola 10 - 15 dias apo6s a inoculacédo (Figura 2).

N. tabacum L. "Xanthi NC1, “Xanthi NM®, “Judy"s Pride-~
"Sansun® apresentaram sintomas de mancha de pérola e reducao do
crescimento 10 - 15 dias depois da inoculacéao.

P. floridana Rydb mostrou murcha, necrose sistémi-
ca e morte das plantas 6 -13 dias apos a inoculacdo (Figura 2).

S. gilo Reddi ndo se constataram sintomas visivels

nas cultivares testadas, mas o virus foi recuperado de uma das culti®

vares ("Redondo Verde Escuro®).



Figura 1. Reacdo de hospedeiras aos quatro isolados do virus. N.
glutinosa. A) sadia, B) com clareamento das nervuras e
C) com mosqueado suave e manchas cloroticas; N. debney
D) sadia e E) com encarquilhamento e manchas cloroticas;
N. physaloides; F) sadia e G) com mosaico das nervuras.



Figura 2.
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Reacdo de algumas hospedeiras aos isolados do virus N.
tabacum "Turkish® A) com murcha das folhas baixeiras; N.
tabacum 1TNN® B) sadio, C) com clareamento das nervuras,
D) meia Ffolha com risca necrotica e E) meio folha com
mosqueado suave; P. floridana F) com murcha e necrose
sistémica; N. rustica G) sadia, H) meia folha com clarea
mento das nervuras e l)-meia folha com mosaico.
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3.3. REACAO DE Capsicum AO VIRUS

As 79 cultivares e introducOes de Capsicum testa
das apresentaram reacdes variando desde imunidade e infeccdo la-
tente até sintomas de mosaico, reducdo do crescimento, mosaico ne
crotico ou morte das plgntulas (Figuras 3 e 4).

EXPERIMENTO 1

Neste experimento, avaliou-se a reacdo de alguns
gendtipos de Capsicum aos quatro isolados do virus em estudo. As
plantas foram inoculadas mecanicamente, sendo o ind6culo extraido
de fumo "TNN1l. Como controle utilizaram-se plantas de fumo “TNN-".

"Agronémico 11, C. frutescens, "ltaipu”, Joia“,
"Magda®, "Margareth®, “Quadrado Verde® n&o se infetaram com ne-
nhum dos isolados do virus. "Casca Dura-lkeda®", "Pimentdo Gigante
Quadrado®, “Ruby King®", "Vermelho Gigante-®, *Yolo Y ", "Yolo
Wonder®™ e Pl 264281 mostraram sintomas de mosaico. "Avelar®™ apre-
sentou necrose de haste e foi possivel recuperar o virus.

EXPERIMENTO 2

Testaram-se 72 variedades e introducgdes de Capsicum
sendo que 13 mostraram-se imunes, 7 resistentes, 24 moderadamente
resistentes, 9 moderadamente suscetiveis, 15 suscetiveis e 4 mui-
tos suscetiveis aos isolados UnB-1 e UnB-27 (Tabela 4).

"ltaipu®, "Joia®", "Magda®, “Margareth-®, "Quadrado
Verde®, CNPH 49 L. 41, L. 45, L. 46, L. 48, L. 49 e L. 50, CNPH
148 e CP 83 mostraram-se imunes aos 2 isolados.

CNPH 49, L. 42, L. 43, L. 44 e L. 47; CNPH 187 e
192 foram resistentes aos 2 isolados.

"Agrondmico 10G", "Casca Dura Guapiara®"™, "Pimentao
Doce Comprido para Conserva®, “Ruby King®, CNPH 144, CNPH 162,
CNPH 180, CNPH 184, CNPH 185, CNPH 189 (M), CNPH 196; CP 5, CP 6,
cp 7, CP 8 CP 9, CP 11, CP 12, CP 14, CP 16, CP 32, CP 54 e CP

81 comportaram-se como moderadamente resistentes.
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Figura 3. Reacdo de cultivares e introducdes de Capsicum ao virus. A) “Margareth®
sem sintomas aparentes (imune ou resistente); B) "Agronomico 10G" com
mosaico fraco (moderadamente resistente); C) "CNPH 50 L. 29" com faixa
das nervuras ou D) “Casca Dura-lkedal com mosaico conspicuo infetado com
isolado UnB-27 (medianamente suscetiveils); E) "Casca Dura-lkeda®™ com mo
saico rugoso, embolhamento e deformacdo foliar, infetado com isolado UnB
1 (suscetivel); F) "CNPH 150" com mosaico necrotico (muito suscetivel).



Figura 4.
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Reducdo no crescimento causado pelo virus em Capsicum,
observada 30 dias apds a inoculacdo. Plantas a esquerda
sadias; a direita infetadas. A) "CNPH 50 L. 24" com iso
lado UnB-1, B) "CP 10" com isolado UnB-27 e C) "CP 65"
com isolado UnB-27.
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Tabela 4. Reacdo de Capsicum spp. aos isolados UnB-1 e 27 do i

rus.

Media das notas dadas por li-
nhagem ou cultivar para cada

UnB-1 UunB-27
Capsicum annuum
"Agrondmico 10G1 (Agroceres
lote 211398) 2,0* 2,0

=Agrondmico 10G*" (Agroceres
lote 221398)

"Agronbémico 10G" (Horticeres)

"Casca Dura Guapiara“

"Casca Dura - Ikeda~

"Doce Comprido para Conserva“

"Gigante Quadrado-*

"ltaipu”

*JOia"

"Magda*

"Margareth”

"Quadrado Verde-

"Ruby King*

P OOOOOA~ANWENDNNDN
N OOOOOOOOoOOoOOo

N OOOOOA~ANMOMNOWW
PO OCOOCOOOOONDO

C. baccatum var. pendulum

CNPH** 49 - L. 41 0,0 0,0
L. 42 0,3 1,0

L. 43 1,0 1,0

L. 44 1,0 0,6

L. 45 0,0 0,0

L. 46 0,0 0,0

L. 47 1,0 1,0

L. 48 0,1 0,0

L. 49 0,0 0,0

L. 50 0,0 0,0

CNPH 50 - L. 22 4,0 4.0
L. 23 4,0 4,0

L. 24 4,0 3,6

L. 25 4,0 4.0

L. 26 4,0 4,0

L. 27 4,0 4,0

L. 29 4,0 4,0

L. 30 4,0 4,0

cont.



Tabela 4 - Cont..

Genot po

C.

Capsicum spp-

«

frutescens

"Ardida de Cayenne*

"Chapeu de Bispol

CNPH
CNPH
CNPH
CNPH
CNPH
CNPH
CNPH
CNPH
CNPH
CNPH
CNPH
CNPH
CNPH
CNPH
CNPH
CNPH
CNPH
CNPH

5**

CP
CP
CP
CP
CP
CP
CP
CP
CP
CP
CP
CP
CP

6
7
8
9
10
11
12
14
16
32
54
63

144
146
147
148
150
151
162
166
180
184
185
187
189
190
191
192
196
594

D

02

cont. .

unB-1

0,0

NEFEPNWNNNWONNMNNMNNNNNOPA,WERERNMNNMNNPANRAPMNOWWREPL WNS
00 WO OO0 O0ODO0ODO0ODO0ODO0DO0O0OONONONNRPR PM~MNOOCMODUIOONOOO

UriB-27

0,0

NEFENWDNNMNNONNDNNDNNNMNNONOWWOERNNNWNMNPMOITOWNDNE NN
AP OO O0ODO0ODO0ODO0OO0OO0OO0O0O0OO0UOUTRODWOWMWOUF, TOOOOOUIT OO
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Media das notas dadas por li-

nhagem ou cultivar para
isolado testado

cada
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Tabela 4 - FI. O03.

Médias das notas dadas por li-
nhagem ou cultivar para cada

Gendtipo isolado testado

unB-1 unB-27

Capsicum spp (cont...)

CP
CP
CP
CP
CP
CP

65 5
67 5
68 5
72 4,
81 2
83 0

0 = Iimune, 1 = resistente, 2 = moderadamente resistente,
3 moderadamente suscetivel, 4 = suscetivel, 5= muito
suscetivel.

**x

CNPH - Sementes obtidas no Centro Nacional de Pesquisas
de Hortalicas; CP = sementes multiplicadas em campo na
Estacdo Experimental de Biologia (UnB).
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As demais variedades e iIntroducdes mostraram-se

suscetiveis e muito suscetiveis aos isolados testados.

Ndo se constataram diferencas marcantes nas rea-
cdes das variedades e introducdes aos dois isolados. Geralmente o
isolado UnB-1 apresentou sintomas mais fortes em Capsicum do que

o i1solado UnB-27.

3.4. REACAO DE Lycopersicon spp.

A maioria dos gendtipos de Lycopersicon apresentou
sintomas de clareamento das nervuras, mosaico, reducdo do cresci -
mento e encarquilhamento foliar 12 - 15 dias ap6s a inoculacdo. Po
rém alguns mostraram necrose das folhas 15 dias apés a inoculacao
e outros protuberéncias nas folhas. Outros Lycopersicon nao mostra

ram nenhum sintoma quando inoculados com o virus (Figura 5).

Testaram-se 70 gendétipos de Lycopersicon (Tabela
5), sendo que apenas P.l. 126410 e P.l. 306811 ndo mostraram sinto
mas quando inoculados com os isolados do virus em estudo. Os qua-
tro isolados foram recuperados de P.l. 126410. A P.l. 306811 permi
tiu a recuperacao dos isolados UnB-1 e 17 e mostrou-se imune aos
isolados UnB-27 e 32.

Plantas da introducdo LA 444-1 apresentaram protube-
rancias nas folhas sendo o virus recuperado apenas de plantas inocula-
das como os isolados UnB-27 e 32.

A maioria das plantas de "Sweetie” testadas nao
mostraram sintomas, porém permitiram a recuperacao do virus, algu

mas plantas mostraram mosaico fraco.

Os demais genoétipos mostraram-se moderadamente sus
cetiveis ou suscetiveis havendo diferencas na intensidade dos sin-

tomas apresentados, que variaram de mosaico e leve reducéo do



Figura 5. Reacdo de Lycopersicon ao virus. A) foliolo sadio, B) fo
liolo com mosaico, C) foliolo com necrose, D) folha com
mosaico e encarquilhamento e E) foliolo com protuberén -

cras.
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Tabela 5. Reacdo de Lycopersicon spp. aos 4 isolados do virus.

Média das notas obtidas na avaliacao darea

Genétipo

Acess
Americana
Angela Gig.
Beefsteak
Better Boy
Campbell 34
Caraiba
Cherry
Colorado Ag-05
Earliana
Fireball
Flora-dade
Floramérica
Fuji

Gaucho Comum
Gigante Orita
Heinz 1439
Hiper

Imperador
Improved Porter
IPA 1

IPA 2

IPA 3

IPA 4

Jubille

Kazue

Marglobe
Marglobe Extra
Miguel Pereira
Ne ide
Olho"Roxo
1168
Patio
Petomech
Pl 126410
Pl 126408-6
Pl 128659/80

I 5100

1PA

cado de 5 plantas
para cada um dos

unB-1

w
*

NNDNNWWWWWWWWNNNDNNDWNONWW

NWEPWNWWWWWWWWWWNWWWWWWWNWWWWWNWWWWNW

R NER WOWONWWNNDWOWNDNNDNWNODN

unB-17

inoculadas por
isolados testados

unB-27

WNEFP WOWWWWWWNWNNNNNOWWNNWWNWWWWNWNNNWNDWNDN

Cont.

linhagem

UnB-32

WWWWwNWWWWWWWWWWwWNWwW

P W R WNWWWNWWWWNWNWI
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Tabela 5. Cont... FI. 02.

Media das notas obtidas na avaliacao da rea
* cdo de 5 plantas inoculadas por linhagem pa
ra cada um dos isolados testados

unB-1 - UunB-17 UunB-27 UnB-32

Pl LA 444-1 0 0 1 1
Pl 306811 1 1 0 0
Pl 732293 2V 2 3 2 3
Red Cherry Small 3 2 2 2
Roma 3 2 3 3
Rutgers 3 2 3 3
Salada Floradel 3 2 3 2
Salada Tropic 3 2 2 2
San Marzano 3 2 3 2
Sandra 3 3 3 3
Sta. Cruz (EUA) 2 2 2 2
Sta. Cruz-lguacu 3 2 2 2
Sta. Cruz Kada Gig- 3 3 2 3
Santa Rita 3 2 2 3
Sto. Antdnio 3 3 3 3
Sto. Camesim 2 2 2 2
Sdo Sebastiao 3 3 3 3
Sheyenne 2 2 3 3
Super Sioux 3 2 3 3
Sweetie 1 1 1 1
Tomate Comum 3 3 2 3
Tomate Maravilha do

mercado 3 2 2 2
Tomate p/mercado

XP 5200 3 3 3 3
Top Seed Especial para

salada 3 3 3 2
VF-270 3 3 3 3
Walter 3 3 2 3
Willanete 3 3 3 3
Yokota 3 3 2 3

* 0= imune; 1 = resistente; 2 = moderadamente resistente;
3

= suscetivel.
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crescimento e encarquilhamento ou necrose foliar.

3.5. TRANSMISSAO DO VIRUS

3.5.1. Transmissao pela semente.

a) Pimentéao

0 virus (isolado UnB-1) ndo foi transn
semente de plantas infetadas de pimentao "Agronbémico 10G", tendo
sido negativos ou testes feitos com 640 sementes de plantulas ori-
ginadas dessas sementes, nao foi recuperado o virus por inoculacao

mecanica.

b) Tomate

Nao houve transmissdo do virus para nenhuma das
plantulas testadas, originarias de 420 sementes colhidas de plan -
tas infetadas de "Santa Cruz Kada Gigantel, tendo sido negativos

0os testes de recuperacdo do virus.

3.5.2. Transmissao por afidio.

a) Avaliacdo da transmissdo dos quatro isolados
do virus pelo afidio M. persicae
Houve diferenca na eficiéncia de transmisséo dos
quatro isolados. Os isolados UnB-1 e 32 foram transmitidos mais
eficientemente que UnB-17 e 27 (Tabela 6), quando se utilizou“Ruby

King®™ como planta-teste.

3.6. PROPRIEDADES FISICAS "IN VITRO"

Os isolados apresentaram diferencas nas proprieda-

des fisicas "in vitro-".



Tabela 6. Transmissdo dos quatro isolados do virus por M. persicae*.

Percentagem de plantas de pimentdo "Ruby Kingl infetadas de

um total de 8 testadas

Isolado nB UnB-1 UnB-17 UunB-27 UnB-32 CK

62,5 25,0 25,0 62,5 00,0

¢Acesso de aquisicao = 20 min
Acesso de i1noculacdo = 30 min
6 pulgbes/planta-teste.
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Os isolados UnB-1, 17 e 32 apresentram uma longevjL
dade entre 4 e 8 dias, enquanto o isolado 27 manteve-se ativo en-

tre 1 e 2 dias.

Os isolados UnB-1 e 32 toleraram uma diluicéo de

1074 a 10_5, o isolado UnB-17 de 10> a 10°° e o 27 superior a

Quanto ao ponto termal de inativacao os isolados
UnB-1, 17 e 32 resistiram a temperaturas entre 552C 60SC, enquan

to o isolado UnB-27 resistiu até a faixa de 50 - 552C (Tabela 7).

3.7. PURIFICACAO DO VIRUS

Foram infrutiferas as iInUmeras tentativas de puri-
ficar o virus utilizando o método de Delgado-Sanchez & Grogan
(1966b). Passou-se, entdo, a utilizar o método empregado por Marinho
et al. (1984) para a purificacdo de outro potyvirus. Antes da colo
cagcao no gradiente de sacarose, a preparacao parcialmente purifica
da foi observada ao microscépio eletrénico. A mesma mostrou um nd-
mero razoavel de particulas, porém apds o gradiente nao se obteve

banda infetiva.

Utilizou-se com bons resultados, um método baseado
naquele empregado por Avila et al. (1986) para purificacdo de PVY
proveniente de batata. As plantas de fumo passaram a ser inocula -
das mais jovens, 15 - 20 dias ap6s o transplante, apresentando 5 -
6 folhas, sendo colhidas para a purificacdao 21 dias apds a inocula
cdo. Aumentou-se o0 numero de plantas inoculadas e passou-se a uti-
lizar em torno de 100 vasos com 2 plantas, obtendo-se em média 500

gramas de folhas.

As Tolhas foram homogeneizadas em liquidificador

na presenca de tampédo fosfato a 0,2 M, pH 8,0 contendo 0,01 M de



42

Tabela 7. Propriedades fisicas "in vitro"” dos 4 isolados do virus.

Isolado n2

. _ UnB-1 unB-17 UnB-27 UnB-32
Propriedades fi
sicas
Longevidade (dias) 4 a 8 4 a 8 1 a?2 4 a 8
(274)* 2/74) (374) (174
- - - - -6 -4 -5
Ponto final de di 10 4 a 10 5 10 5 a 10 6 >-10 10 a 10
luicdo G374) @74) 1/74) /4
Ponto termal de 55 a 60 55 a 60 50 a 55 55 & 60
inativacao (20) 474 474 474 474

*

Plantas infetadas/plantas inoculadas.
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EDTA e 0,2% de mercaptoetanol na proporcdo 1:2 (p/v). As folhas
foram trituradas por 2 minutos no liquidificador, sendo o homoge-

neizado filtrado através de uma camada de gaze (Figura 6).

Para a clarificacdo o homogeneizado fToi centrifuga
do a 6000 rpm por 25 minutos em rotor GSA na centrifuga Sorvall
modelo RC-5 a temperatura na faixa de 10-152C. O precipitado foi
descartado e ao sobrenadante, adicionou-se 1% de Triton X-100 e

deixou-se o mesmo sob agitacdo constante por duas horas a 10-152C.

Em seguida, o material foi centrifugado a 6000 rpm
por 15 minutos em rotor GSA. O precipitado foi descartado e ao
sobrenadante adicionou-se 0,2 M de cloreto de sédio. Apds ser es-
se dissolvido, adicionou-se 4% de polietilenoglicol (PEG, PM
6000) e a preparacao foi agitada até a dissolucdo completa do
PEG. Entdo, o homogeneizado foi mantido em repouso a temperatura

ambiente por duas horas.

A preparacdo foi centrifugada a 6000 rpm por 30
minutos em rotor GSA. O sobrenadante foi descartado e o0 precipita
do ressuspendido por uma noite a 10 - 15aC em tampdo TFfosfato a
0,05 M, pH 7,2 contendo 1% de Triton X-100 (1:10 do volume origi-
nal). Esta solucdo foi centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos em
rotor SS-34. 0 sobrenadante foi recolhido, sendo centrifugado a
28.000 rpm por 120 minutos em rotor 30 na ultracentrifuga Bec-
kmann modelo L5-50. 0O precipitado foi ressuspendido em tampado fos

fato a 0,05 M, pH 7,2 contendo 0,001 M de EDTA.

A preparacao fToi clarificada a 10.000 rpm por 30
minutos em rotor SS-34. Quando a preparacdo ndo apresentava colo-
racdo branca opalescente era, entao, passada em colchdo de sacaro
se a 40.000 rpm, por 180 minutos. Os precipitados obtidos foram
ressuspendidos em tampdo fosfato a 0,01 M, pH 7,2 contendo 0,001

M de EDTA. A preparacdo foi centrifugada a 10.000 rpm por 30 minu



Figura 6.

Extracéo:
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Esquema de purificacdo do virus, adaptado de Avila et

al. (1986).

folhas infetadas + tampdo fosfato a 0,2 M, pH 8,0 +
EDTA a 0,01 M + mercaptoetanol a 0,2% (1:2, p/v)

Triturar por 2 minutos em liquidificador
Filtrar através de gaze
6000 rpm/25 minutos

S
SN + 1% de Triton X-100 e agi.tar/2 horas a 10-15 C
6000 rpm/15 minutos

Ao Sobrenadante adicionar 0,2 M de NaCl e dissolvi-rlo,
adicionar 4% de PEG e dissolvé-lo. Deixar em repouso a
temperatura ambiente por 2 horas.

6000 rpm/30 minutos

Ressuspender o precipitado em tampdo fosfato a 0,05 M,
pH 7,2 + 1% de TritonoX-100.(1/10 do volume original)
por uma noite a 10-15 C.

5000 rpm/10 Tinutos

Sobrenadante centrifugado a 28000 rpm/120" em rotor 30

Ressuspender o precipitado em tampao fosfato a 0,05 M,
pH 7,2 + 0,001 M de EDTA
i

(cont...)
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Figura 6 - Cont... FI. 02

10.000 rpm/30 minutos

¢Colchdo de sacarose (20%) a 40.000 rpm/180 minutos em
tampdo fosfato a 0,01 M, pH 7,2 + 0,001 M de EDTA

Precipitado,
resa’paxlicb e centrifugado a 10.000 rpm/30 minutos
Gradiente de CsCl a 45.000 rpm/18 horas

45.000 rpm/90 minutos

30007 rpm/20 minutos

*A preparacao s6 foi passada no colchdo de sacarose, quando

ndo apresentou coloracdo branca opalescente.
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tos em rotor SS-34 e examinada em microscoépio eletrénico, marca

Jeol para verificacdo da concentracdo de particulas.

As preparacfOes apresentando boa concentracéo de
particulas foram colocadas em gradiente de cloreto de césio. Sendo
centrifugadas a 45.000 rpm por 18 horas em rotor TY 65. Ap6s a cen
trifugacdo, a banda formada foi retirada através de punctura do
fundo do tubo com uma agulha de injecdo. A banda coletada foi di-
luida com tampdo fosfato a 0,01 M, pH 7,2 contendo 0,001 M de EDTA
e centrifugada em rotor TY 65 a 45.000 rpm por 90 minutos. Apos

ressuspendido o precipitado, a preparacado foi centrifugada a 3.000

rpm por 20 minutos em rotor SS-34, sendo em seguida levada para
leitura em espectrofotbémetro Shimadzu double-beam UV-200s da
Bausch & Lomb aonde teve sua concentracdo e pureza avaliadas. 0

espectro de absorcao obtido apresentou-se caracteristico de nucleo
proteinas (Figura 7), obtendo-se os picos maximos e minimos a 260
e 245 - 246 nm, respectivamente. As preparacfes obtidas para o iso
lado UnB-1 apresentaram de 1,71 a 5,88 mg de virus por quilo de fo
lha processada, 6,55* de ARN; *260/2&Q * 1.24, Amax/min = 1,11 e
para o isolado UnB-27 obteve-se de 2,47 a 9,74 mg/Kg, 5,69% de ARH

= 1,20 e A_* = 1,30.

260/280 max/min

3.8. SOROLOGIA

Aparentemente, nao houve vantagem em utilizar pla-
cas com orificio central com 8 mm de didametro e 8 furos periféri -
cos com 6 mm de diametro. Placas com orificio central de diametro
igual ao dos periféricos deram os mesmos resultados, quanto a ni-
tidez das linhas de precipitacdo e velocidade de reacéao. Passou-
se a utilizar rotineiramente o conjunto de 6 furos de 6 mm, sendo

0 buraco central de igual diametro. A colocacdo do suco da planta



(0.0)

ABSORBINCIA

Figura 7.

Espectro de absorcédo de

luz ultravioleta para o

UnB-1 do virus purificado a partir de fumo “TNN".
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isolado
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antes do antissoro ndo mostrou vantagem quando comparada com a coO-
locacdo dos dois na mesma hora. Ao ensaiar antigenos provenientes
de suco bruto de fumo, tomate e pimentdo tratados com SDS a 3%
ocorreu forte reacdo inespecifica. Sendo assim, rotineiramente uti
lizou-se nos testes soroldgicos a imunodifusdao dupla em agar-gel

contendo SDS a 0,5% e o antigeno rcdo sendo tratado com SDS a 3%.

0 antissoro para o isolado UnB-1 proveniente da
primeira sangria, Tfeita 120 dias ap0s o inicio da sensibilizacéo
do coelho ou ap6s a 118 injecdo, apresentou titulo de 1:2, enquan-
to o coelho imunizado com o isolado UnB-27 foi sangrado pela pri -
meira vez 90 dias apd6s o inicio da imunizacdao ou depois da 4* inje
cdo. 0 antissoro para este isolado apresentou titulo»de 1:4. Apoés
a injecao de mais virus o titulo final dos 2 antissoros subiu para

18.

0 antissoro para o isolado UnB-1 apresentou uma Ii_
nha de precipitacdo fraca em todo o contorno do orificio central,
nao interferindo, porém, nas leituras dos resultados dos testes so
rolégicos (Figura 8). 0 antissoro nado reagiu com o suco sadio de
"TNN* e apresentou linhas de precipitacdo fortes para os antigenos
dos 1i1solados UnB-1, 17, 27, 32 e estirpe do PVYN da batata (Figura
8-A). Ao se intercalar o antigeno para o isolado UnB-1 com os anti
genos dos outros isolados (UnB-17, 27 e 32), ndo houve a fTormacéao
de esporao (Figura 8-B), demonstrando-se que o relacionamento do

isolado UnB-1 como os demais é muito proximo.

Foram positivos os resultados para deteccdo sorolé
gico do virus utilizando amostras de pimentdo (Figura 8-C) e nega-
tivos em amostras de tomate (Figura 8-D). No caso do pimentdo ocor
reu a formacdo de linha de precipitina mais proxima do orificio
central para o isolado UnB-1 que provavelmente corresponde a rea-

cado do antissoro contra a proteina normal da planta. No caso do to
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Testes soroldgicos com antissoro para o isolado UnB-1.
0 = antissoro para isolado UnB-1 A) 1 = "TNN" infetado
com isolado UnB-1, 2 = F"TNN" com:isolado UnB-17, 3 =
"TNN® com isolado UnB-27, 4 - "TNN®" com isolado UnB-32
5 = "TNN" com isolado PVY obtido em batata (CNPH), 6 ="TNN"
sadio; B) 1, 3 e 5 = "TNN" com isolado UnB-1, 2 = "TNN-®

com isolado 17, 4 = "TNN" com isolado UnB-27 e 6 =
"TNN® com 1isolado UnB-32; C) 1 = F"TNN®" com isolado
UnB-1, 2 = "Agronémico 10G*" sadio, 3 = "Vermelho Gigan
te” sadio, 4 e 5 = "Vermelho Gigante® infetado com 1iso

lado UnB-1, 6 = "TNN" sadio; D) 1 = "TNN" sadio, 2 =
"TNN® com isolado UnB-1, 3 e 4 = tomate JIPA-I* sadio,
5 e 6 = "IPA-1" infetado com isolado UnB-1.
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mate essa linha de reacdo inespecifica situou-se praticamente na

mesma distancia do orificio central.

0 antissoro para o isolado UnB-27 mostrou-se espe-

cifico e também ndo foram constatadas diferencas soroldgicas entre

os isolados (Figura 9A e B).

Em testes com antissoros para o PVY™N provenientes
do CNPH e do Centro Internacional da Batata (CIP) e com antissoro
para o PVYN proveniente do CIP, constatou-se que eles ) reagiam
com 0s seus respectivos antigenos homélogos. Nenhum dos antissoros
testados para os 1isolados Y0 e YN da batata reagiram com os antrge
nos para os isolados UnB-1, 17, 27 e 32 obtidos de "TNN" em testes
realizados em imunodifusdo dupla em agar-gel contendo SDS (Figura

N

- _ z / M - -
9 C e D). Os 4 isolados do virus tambem nao reagiram com antissoro

para o TEV proveniente da Carolina do Sul (EUA).

3.9. MICROSCOPIA ELETRONICA

3.9.1. "Leaf-dip"”

Através desta técnica foi possivel visualizar par-
ticulas filamentosas, flexuosas, do tipo potyvirus em extratos de
folhas infetadas. 0 numero de particulas encontradas sempre foi
pequeno o0 que evidencia a ocorréncia do virus em baixa concentra -
cao nas células da hospedeira utilizada para purificacéao (fumo

"TNN").

3.9.2. PreparacOes parcialmente purificadas ou purificadas

Ao examinar preparacgdes parcialmente purificadas
ou purificadas ao microscopio eletrdnico verificou-se elevada con-

centracdo de particulas (Figura 10 A e B).
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Figura 9. Testes soroldégicos com antissoros (As) para os 1isola-

dos UnB-1 e 27 e estirpes MN'? e PVYN da batata. A)
e B) 0 = As isolado UnB-27; C) 0 = As PVY° (CIP e
CNPH); D) 0 = As pyy (CIP). 1 = “TNN" com isolado

UnB-1, 2 = "TNN" com isolado UnB~17, 3 = F"TNN-" com

isolado UnB-27, 4 = "TNN* com isolado UnB-32, 5 = "TNN*
sadio, 6 = preparacao purificada isolado UnB-27 (1/10),
7 = "TNN®" com PVY®, 8 = N. ruastica sadia, 9 = N.

rustica com PVYN.
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3.9.3. Cortes ultrafinos

Nos cortes ultrafinos de folhas de pimentdo "Gigan
te Quadrado®" infetado com o potyvirus é mostrada a presenca de in
clusfes lamelares do tipo catavento e 'scrolls™ no citoplasma das
células infetadas (Figura 10 C e D). Essas inclusfes ndo foram ob

servadas em cortes de tecido sadio dessa hospedeira.

3.10. INCIDENCIA DO VIRUS NO DISTRITO FEDERAL EM 1986

Inspecdes de campo foram realizadas em 6 planta-
¢cO0es de pimentdo e 7 de tomate em 3 nucleos rurais (Tabatinga.Rio
Preto e Brazlandia) no Distrito Federal em duas épocas (fevereiro

e julho).

O virus s6 foi encontrado em tomatais de 2 nucleos
rurais ZBrazlandia e Rio Preto). O virus apresentou distribuiggo
restrita, sendo coletado em apenas 4 dentre 13 propriedades 1inspe
cionadas. A incidéncia da virose variou de 3,9 a 34,1%, nao cons-
tatando-se diferencas acentuadas nas duas épocas em que se reali-

zou o levantamento.

0 potyvirus foi recuperado de amostras de tomate
"Santa Cruz®, ~lguacu®™ e "Santa Clara®™ apresentando sintomas de
clorose, mosaico e reducdo do crescimento. Foram testadas 76 amos

tras sendo que, o virus foi recuperado de 11 delas.

As variedades encontradas nas areas inspecionadas

foram os tomateiros “Santa Cruz Kada Gigantel, “Santa Cruz®, ~lgua
cu®” e "Santa Clara®™ e os pimentdes das cultivares <"Casca Dura-Ilke

da® e "Cubatado".
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Figura 10. A) e B) preparacao parcialmente purificada do virus 1iso
lado UnB-1 antes da colocacdo no gradiente de cloreto
de césio; C e D) cortes ultrafinos de tecido foliar in-
fetado de pimentdo "Gigante Quadrado* apresentando
“"scrolls" (s) e cataventos (©).
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IV. DISCUSSAO S OONOLUSFIES

Com base nos resultados do circulo de hospedeiras
restrito principalmente a solanaceas, da morfo,logia das particu -
las, da presenca de inclusb6es lamelares do tipo catavento e
"scrolls” no citoplasma das células infetadas, da transmissao es-
tiletar por afidios, propriedades fisicas "in vitro'", bem como
pelos valores obtidos nas leituras das preparacdes purificadas no
espectrofotémetro de luz ultravioleta, os 4 isolados do virus
apresentaram caracteristicas comuns a membros do grupo Y da bata-
ta, relatados anteriormente em Sdo Paulo e Distrito Federal afe -
tando tomate (Silberschmidt, 1956; Costa et al., 1960; Nagai &
Araujo, 1974) e pimentdo (Nagai, 1968; Nagai, 1971a e b; Nagai &
Araujo, 1974; Ferreira £t al ., 1982).

Esses isolados, aqui estudados diferem das 3 estir
pes de PVY descritas em batata (NObrega & Silberschmidt, 1944;
Salazar, 1971; Bokx & Huttinga, 1981) por nédo causarem doenca em
batata, nem necrose das nervuras em fumo. Por provocarem murcha
das folhas baixeiras de fumo, os 4 isolados podem ser classifica-
dos como sendo do grupo YWi(W = "wilt”, ou murcha), referido an-
teriormente por Nagai (1968, 1971b). Todavia, dentre as estirpes
do grupo YW descritas por esse autor, o potyvirus estudado esté
mais prgkimo da estirpe Y , porffnfetar a pimenteira PIlI. Toda-
via, ndo é i1déntico por infetar o tomateiro "Santa Cruz®", considE
rado resistente a esta estirpe (Nagai, 1971a). Os 4 isolados néo

apresentaram diferencas entre si, com relacdo a circulo de hospe-

deiras, exceto que o isolado UnB-1 mostrou-se mais virulento que

o UnB-27.

Os 4 isolados infetaram o pimentdo “Agronbémico 10C?
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e a pimenteira Pll considerados resistentes a maioria das estir-
pes do grupo Y relatadas em pimentdo e tomate (Nagai, 1979b).
Nos testes de resisténcia comprovou-se que as cultivares ~Quadra-
do Verde®, “Margarethl, "Magda®, “ltaipu® e JOia" e as introdu -
cbes CP 83, CNPH 49 L. 41, L. 42, L. 43, L. 44, L. 45, L. 46, L.
47, L,, 48, L. 49, L. 50, CNPH 148, CNPH 192, Cf frutescens sao resisten-

tes aos isolados do virus aqui testados.

Nos testes com cultivares de tomate, o0 tomateiro
"Angela® considerado resistente ao virus Y por Nagai (1979a), mos
trou-se suscetivel juntamente com outras cultivares e introducgdes
testadas de Lycopersicon. 0O tomateiro “Sweetie®™ e as introducdes
de Lycopersicon P_1. 126410, P.1. LA 444-1 e P.1. 306811 mostra -

ram-se resistentes ao virus.

No trabalho sdo sugeridas escalas para a avaliacéao
de graus de resisténcia ao virus em pimentdo e tomate, tendo em
vista que as escalas propostas por Nagai (1968) e Ferreira et al.
(1982) para avaliacdo de resisténcia em pimentdo sdo muito subjeti
vas, de dificil reproducdo, além de ndo possuirem um conjunto de

fotos que reproduza bem as notas citadas.

As 4 estirpes estudadas do virus (UnB-1, 17, 27 e
32) mostraram diferencas entre si quanto as propriedades fisicas
"in vitro", as quais podem ser atribuidas as variacdes de concen-

tracdo do virus nos tecidos da hospedeira.

A maior eficiéncia na transmissdo por M. persicae
dos isolados UnB-1 e 32 em comparacdo com os isolados UnB-17 e 27
pode ser atribuida a maior suscetibilidade aos primeiros isolados
apresentada pelo pimentdo “Ruby Kingl, utilizado como planta-tes-
te. Este dado esta de acordo com os resultados da inoculacdo meca
nica na qual os isolados UnB-17 e 27 foram menos virulentos ao

pimentdo "Ruby King* do que os outros isolados.
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Os 1isolados UnB-1 e 27 nao foram transmitidos pe-
las sementes de "Agronomico 10G® e "Santa Cruz Kada Gigante-,
respectivamente. Diversos membros do grupo potyvirus sdo transmi-
tidos pela semente (Hollings & Brunt, 1981), embora 1isso ocorra

em apenas algumas hospedeiras.

Com o método utilizado para a purificacdo foi pos-
sivel obter rendimentos de 1,71 a 5,88 mg/Kg de folha processada
para o isolado UnB-1 e rendimentos de 2,47 a 9,74 mg/Kg para o]
isolado UnB-27. Os rendimentos obtidos na purificacao de potyvi -
rus sao muito variavéis, tendo sido obtidos desde 9 até 40 mg/Kg
(Makkouk & Gumpf, 1976; Moghal & Francki, 1976; Bokx & Huttinga,
1981). Essas diferencas podem ser explicadas pelos métodos de pu-
rificacdo utilizados, hospedeira usada para multiplicacdo do vi-
rus, influéncia do ambiente sobre a planta infetada e pela varia-

cdo encontrada entre estirpes estudadas.

As preparacbes purificadas do isolado UnB-1 apre -
sentaram no espectrofotometro as seguintes caracteristicas &2qo/

= 1,24, A = 1,106 e 6,55% de ARN, en%yanto para o i1so-

280 260/245
lado UnB-27 obteve-se A260/280 = 1,207 A260/245 = 1,302 e 5»69#
de ARN. Os valores obtidos foram semelhantes aos de Bokx & Huttin

ga (1981), Makkouk & Gumpf (1976), Leiser & Richter (1978) e
Stace & Tremaine (1970), no estudo de diferentes estirpes de
PVY.

Os antissoros foram ensaitados em imunodifusédo du-
pla em agar-gel contendo SDS. O titulo obtido foi de 1/8 para os
dois isolados, tendo o antissoro sido diluido com soro normal,
embora outros autores (Purcifull & Gooding, 1970; Makkouk &
Gumpf, 1976) tenham obtido titulos mais elevados (1/16 e 1/128)

para estirpes de PVY, 1isoladas de batata.

Os 4 isolados do virus ndo mostraram diferencas so
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roldgicas entre si. Os antissoros para PVY0 e PVYN, quando testa-
dos contra seus antigenos e contra os 4 isolados presentemente es
tudados, apresentaram reacdo apenas para seus antigenos homélo -
gos. Isto pode ser devido provavelmente a um baixo titulo destes
antissoros ou alta diluicdo dos mesmos. Outra possibilidade é uma
baixa concentracdo dos isolados UnB-1, 17, 27 e 32 nos tecidos da
hospedeira. Ha a necessidade de mais estudos soroldgicos para po-

der chegar-se a uma conclusédo definitiva.

Utilizando o antissoro para o isolado UnB-1 foi
possivel detectar o virus em amostras provenientes de pimentdo e
fumo infetados, porém ndo foi possivel detectar o virus em plan-
tas de tomate infetadas. Os resultados concordam com o0s de
Purcifull & Gooding (1970) que conseguiram detectar o virus Y da
batata em fumo e pimentdao, ndo conseguindo detecta-lo em tomatei-
ros infetados. Eles consideraram que a concentracdo do antigeno
em tomateiro era muito baixa. Em alguns testes ocorreu forte rea-
cao i1nespecifica com suco sadio de pimentdo. A formacdo de [linha
de precipitina com suco sadio de pimentdo ndo invalida a utiliza-
¢do do antissoro preparado contra o isolado UnB-1, tendo em vista
que ela fica muito préxima do orificio central e pode ser facil -
mente distinguida daquela linha formada contra o virus. Uma possi
bilidade para evitar esse inconveniente é proceder a absorcdo do

antissoro com a proteina normal da planta de pimentéao.

Nos levantamentos de incidéncia do potyvirus estu-
dado em plantacBes de tomate e pimentdo do Distrito Federal, cons
tatou-se a presencga do virus somente em tomatais. A auséncia de
lavouras de pimentdo infetadas pelo potyvirus pode ser atribuida

a localizacdo destas, longe de tomateiros infetados ou de outras

fontes de virus.
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RESUMO

Isolados de um potyvirus, que infeta naturalmente
pimentdo e tomate no Distrito Federal (DF), foram caracterizados,
quanto a circulo de hospedeiras, modos de transmissao, morfologia
das particulas, inclusdes presentes no tecido da hospedeira, pro-
priedades fisicas "in vitro"”, purificacdo e sorologia. Com base
nas reagges de algumas hospedeiras, o virus pertence ao grupo YW,
causador de murcha em fumo, relatado primeiramente em Sao Paulo.
Esse potyvirus s6 infetou solanaceas e Chenopodium &maranticolor.
Pimentdo (Capsicum annuum L.) "Agronbmico 10G*", pimenteira
(Capsicum spp.) P.l. 264281 e tomate (Lycopersicon esculentum

_ - A * - o
Mill.) “Angela 1 5100 mostraram-se suscetiveis ao virus.

As cultivares de pimentdo Iltaipu, JOia, Magda, Mar
gareth, Quadrado Verde e o tomateiro Sweetie mostraram-se imunes
ou resistentes ao virus, o0 mesmo ocorrendo com algumas introdu-
cdes de Capsicum CNPH 49, L. 41, L. 42, L. 43, L. 44, L. 45, L.
46, L. 47, L. 48, L. 49, L. 50, CNPH 148, CNPH 187, CNPH 192, CP
83 e as introducdes de Lycopersicon P_.1. 126410, P.1. 306811 e

P.1. LA 444-1.

Alguns isolados do virus diferiram, entre si, quan
to a viruléncia em pimentdo e tomate, propriedades fisicas e a
eficiéncia na transmissdo por Myzus persicae. Nenhum deles foi
transmitido pelas sementes de pimentdo “Agronémico 10G* ou toma -

teiro "Santa Cruz Kada Gigante®.

Os isolados UnB-1 e 27 foram purificados a partir
de fumo “TNN", obtendo-se rendimentos de 1,71 a 9,74 mg/Kg- Os

antissoros apresentaram titulo de 1/8 em teste de imunodifuséao
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dupla em agar-gel contendo SDS. Nos testes feilitos com esses 2 an-
tissoros ndo se observou diferencas soroldgicas entre os 4 isola-

dos estudados. Por outro lado, os 4 isolados presentemente estuda

~ . . - N
dos nao reagiram contra antissoros especificos para PVY e PVY
(da batata), mas apenas contra seus antissoros homélogos.

0 antissoro para o isolado UnB-1 mostrou-se efi-
ciente para detectar o potyvirus estudado em suco infetado de fu-
mo ecfe pimentdo, todavia ndo se observou a formac&do de linha de

precipitina ao se utilizar suco de tomate infetado.

Em cortes ultrafinos de pimentdo “Vermelho Gigan-
te® observou-se a presenca de inclusdes lamelares do tipo cataven

to e "scrolls™, no citoplasma de células infetadas.

Nos levantamentos de campo efetuados em plantacdes
de pimentdo e de tomate no Distrito Federal, constatou-se a ocor-
réncia do virus apenas em tomatais, numa incidéncia variando de

3,9 a 34,1%, entre lavouras.
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SUMMARY

Isolates of a potyvirus, which naturally infect
pepper and tomat;o in the Federal District area, were
characterizated as to host range, methods of transmission, particle
morphology, inclusions, 1in vitro physical properties, purification
and serology. Based on their reactions in some hosts, the virus
belongs to the YW group, causing wilt in tobacco, which was first
reported iIn Sdo Paulo State. This potyvirus infected only
Solanaceae and Chenopodium amaranticolor. Pepper (Capsicum annuum
L.) F"Agrondomico 10G1l, pepper (Capsicum spp.) P.l. 264281 and tomato
(Lycopersicon esculentum Mill.) <"Angela 1 5100" showed

susceptibility to the virus.

The cultivars of pepper Iltaipu, Joia, Magda,
Margareth, Quadrado Verde and the tomato Sweetie proved to be
immune or resistant to the virus, the same occurring with some
introductions of Capsicum CNPH 49, L. 41, L. 42, L. 43, L. 44, L.
45, L. 46, L. 47, L. 48, L. 49 and L. 50, CNPH 148, CNPH 187, CNPH
192, CP 83 and the introductions of Lycopersicon P.l. 126410, P.1l.
306811 e P.I1. LA 444-1.

Some 1isolates of the virus differed in virulence in
pepper and tomato, physical properties and transmission by Myzus

persicae. None of them was transmitted by pepper or tomato seeds.

The isolates UnB-1 and 27 were purified from
tobacco "TNN". Yields of 1,71 to 9,74 mg/Kg were obtained. Both
antisera showed titers of 1/8 in double iImmunodiffusion tests in
agar-gel with SDS. No serological difference among isolates was

observed iIn tests made with these antisera. No reaction was
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noticed against PVY0 and PVYN (from potato) antisera, when the
four isolates of the virus were tested, but clear precipitin

lines were seen against their homologous antisera.

Antiserum against isolate UnB-1 proved to be
efficient to detect the virus iIn infected leaves of tobacco and
pepper, but it did not present any precipitin line when tomato

leaves were used.

The examination of thin sections of pepper
Vermelho Gigante®, showed cytoplasmic cylindrical inclusions of

the types pinwheels and scrolls.

In surveys made 1in pepper and tomato crops in the
Federal District area, the virus was only present in tomato crops.

Its incidence ranged from .3,9 to 34,1% among the crops surveyed.
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