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RESUMO

No estudo da interacdo de um begomovirus isolado de
tomateiro (Lycopersi con esculentum) em Anépolis-GO, denominado
GO-ANPL (taxonomicamente rel acionado ao Tomato rugose mosaic
virus, TORMV) com o vetor Bemisia tabaci bi6tipo B, determinaram-
se 0 periodo de acesso de aquisi¢do do virus (PAA), o periodo de
acesso deinoculagdo (PAI), o periodo delaténcia(PL), asuaretengéo
e transmissdo a progénie. Nos experimentos empregaram-se plantas
detomateiro ‘ Santa Clara’ e cinco insetos por planta. Constatou-se
um PAA minimo de 15 min com o qual 6% dos tomateiros foram
infetados. Este percentual aumentou para 65% quando o PAA foi
estendido para 24 h. O PAl minimo foi de 30 min registrando-se
18% de infeccdo, o qual foi elevado para 67% com 24 h de PAI.
Observou-se o término do PL 16 h ap6s o vetor adquirir o virus. Na
deteccdo do GO-ANPL no vetor viaPCR, testes com mais de 2.500

espécimens constataram o virusem ninfas desenvol vidas em tomateiro
infetado, em adultos com diferentes PAAS, mas ndo em ovos de
fémeas aviruliferas ovipositados em plantainfetada. Observou-sea
passagem transestadial em 100% dos adultos testados que
transmitiram o virus em 33% dos casos. Evidenciou-se atransmisséo
a progénie pela deteccédo do virus em ovos, ninfas e adultos
provenientes defémeasviruliferas, contudo, atransmissdo do virus
pelos adultos ndo foi observada. Os resultados obtidosindicam que
a interacdo virus-vetor € estabelecida desde a fase inicial do
desenvolvimento do inseto e podem ser considerados relevantes
para os estudos epidemiol égicos dos begomovirus associados ao
biétipo B de B. tabaci no pais.

Palavras-chave adicionais: interagdo virus-vetor,
Geminiviridae, Lycopersicon esculentum, PCR.

ABSTRACT

Studies of the interaction of a new begomovirus isolate from
tomato with the whitefly

A begomovirus named GO-ANPL (taxonomically related to
the Tomato rugose mosaic virus, TORMV), obtained from tomato
(Lycopesricon esculentum) plants in Anépoalis, state of Goias, was
used to study virus/vector (Bemisia tabaci biotype B) interaction.
The acquisition access period (AAP), theinocul ation access period
(IAP), and the latent period (LP) were determined by transferring
five whiteflies per tomato seedling cv. Santa Clara. The minimum
AAP was 15 min resulting in 6% infected plants, which reached
65% asthelength of AAPincreased to 24 h. Ataminimum IAP of
30 min, 18% of plantswereinfected; thisincreased to 67% after an
IAP of 24 h. The end of the LP in the vector occurred 16 h after
virus acquisition. To detect the GO-ANPL in the vector by PCR,

more than 2,500 specimens were tested. The virus was found in
adults under different AAPs from the 1% to the 4" instar grown on
infected plants. No virus was found in the eggs that were laid on
infected plantsby aviruliferousfemales. The GO-ANPL isolate was
transmitted to the progeny of viruliferous females, since the virus
was detected in eggs, al instars and adults. However, no virus
transmission was observed from these adults. A high frequency of
viral detection was observed in newly emerged adultsfromimmature
formsreared on virus-infected plants. These adultsinfected 33% of
tomato plants in virus transmission assays. The results indicate
that the interaction between begomovirus and B. tabaci bidtipo B
starts at early stages of insect development. This is important
information for epidemiological studies of begomovirus in this
country.

INTRODUCAO

Os begomovirus, virus da familia Geminiviridae
transmitidos por mosca branca, constituem sérios patdgenos de
culturas agrondmicas e horticolas em regides tropicais e
subtropicaisemtodo o mundo. A partir dadécadade 80, tornaram-
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se freqlientes os relatos da disseminacdo da mosca branca,
Bemisia tabaci Gennadius biétipo B (B. argentifolii Bellows &
Perring), e de begomovirus provocando impacto devastador nas
regides em que ocorrem (Brown et al., 1995). No Brasil, os
begomovirusforam rel atados nas culturasdo feljoeiro (Phaseolus
vulgarisL.), tomateiro (Lycopersicon esculentumMill.), feijéo
de corda (Migna unguiculata Walp.), soja (Glycine max Merril)
e piment&o (Capsicum annuum L.). No Distrito Federal, a
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presenca de begomovirus em tomateiro foi relatada a partir de
1994, causando, no ano seguinte, perdas que variaram de 40%
a100% (Bezerraet al., 1996). Esserelato sucedeu aconstatacdo
da mosca branca no Distrito Federal em 1993 (Franga et al .,
1996). A partir de 1996, € evadaincidénciade begomovirusem
tomateiro foi observada nos estados de Minas Gerais, Bahia,
S&o Paulo, Pernambuco, Rio de Janeiro, Goias e Ceard, sendo
muitasvezes, relatado como limitante paraaproducdo do tomate
emvé&iaséareasdecultivo (Fariaet al ., 2000).

Os begomovirus ndo sdo transmitidos por semente ou
por contato entre plantas infetadas e sadias. Sua dispersdo ou
introdugdo no campo d&-se pelaagdo damoscabrancaapartir
defontes de virus de areas préximas, podendo ser de cultivos
antigos como também de fontes alternativas no campo (Costa,
1976). Diversidade genéticatem sido observadaem espécies
de begomovirus associadas ao tomateiro no Nordeste,
Sudeste e Centro-Oeste do Brasil (Ribeiro et al., 2003), e 0
rel acionamento genético observado entre as espécies de tomate
e de plantas daninhas sugerem que os virus sgjam provenientes
de plantas nativas e que estdo sendo transferidos para o toma-
teiro pelamoscabranca, B. tabaci bi6tipo B (Ambrozevicius et
al., 2002). Segundo Villas-Bbaset al. (1999) o bidtipo B tem se
dispersado nos campos rapidamente, sendo considerada a
espécie de mosca branca que comumente devasta os cultivos
agricolas nas vérias regides geogréficas do pals.

A modalidade de transmissdo de begomovirus por
moscas brancas, Bemisia spp., € do tipo circulativa, nao
propagativa(Brown, 1997; Rubingtein & Czosnek, 1997; Ghanim
etal., 1998; Morinetal., 1999). A relacdo entre osbegomoviruse
amosca branca, incluindo diversas caracteristicas de transmisséo
do viruspelo vetor, taiscomo periodo de aquisi¢&o, deinocul acéo,
de laténcia, de retencdo, passagem transovariana, entre outros,
foram estudadas em a guns paises, envolvendo begomovirus de
cucurhitaceas, como Squash leaf curl virus(SLCV) (Cohenetal .,
1989), de algoddo (Gossypium hirsutumL.) como o Cotton leaf
curl virus (CLCuV) (Nateshan et al., 1996) e de tomate,
principalmente o Tomato yellow leaf curl virus(TYLCV) (Pico
etal., 1996; Ghanim et al.,1998; Muniappaet al ., 2000) espécies
ndo relatadas no Brasil. Nesses estudos, os resultados obtidos
foramvaridveiserelacionadosaestirpevira envolvida, aregido
geogréfica e as condigdes de cada pesguisa.

Considerando a importancia dos begomovirus para a
cultura do tomate, sua associagdo com a mosca branca e a
relativaescassez de informagdes sobre o rel acionamento desses
virus com o vetor, B. tabaci biétipo B, no Brasil, realizou-se
este trabalho, o qual teve por objetivo investigar a interagdo
de um begomovirus isolado de tomate com a mosca branca
nas diferentes fases de seu desenvolvimento, e determinar as
caracteristicas de transmissao pelo adulto, visando, contribuir
para os estudos epidemiol 6gicos de begomovirus de tomate
nas condicdes brasileiras.

MATERIAL EMETODOS

Origem doisolado debegomovirusedapopulacdo dovetor
Oisolado vira empregado no estudo dainteragéo virus-
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vetor foi obtido de tomate industria ‘Jumbo,” coletado em
lavouras no municipio de Anapolis, Estado de Goias,
apresentando sintomas de mosaico, clorose internerval e
enrolamento dolimbofoliar. Ovirusfoi previamenteidentificado
como pertencente ao género Begomovirus por meio de PCR
com “primers’ especificos (Santos et al., 1998) e mediante
andlise de seqliéncia nuclectidica do componente A (Santos
et al., 2002b). Andlises preliminares da sequéncia de
nucleotideos de grande parte do genoma do componente A,
envolvendo aregido intergénica, a capa protéica, e parte da
replicase sugerem que o isolado, denominado GO-ANPL, sgja
umavariante ou umaespéci e proximaao Tomato rugose mosaic
virus(ToRMV), espécierecentementeidentificadaemtomateiro
no Brasil (Ribeiroetal., 2003).

A populacdo inicial do vetor B. tabaci biétipo B, foi
cedida pelaDra. Geni Villas-Bdas (Embrapa Hortalicas). As
coldnias do inseto foram mantidas em plantas envasadas de
repolho (Brassicaoleracea L. var. capitata) e couve (Brassica
oleracea L. var. acephala), espécies ndo hospedeiras do
begomovirus, em insetarios protegidoscommalhadenailona
prova de insetos.

Conducéo dosensaiosdetransmissio doisolado GO-ANPL
peovetor

Os ensaios de deteccdo e de transmissdo do isolado
GO-ANPL pelovetor foram conduzidosnaEmbrapaHortalicas-
DF, comtemperaturavariando de 14 a20°C, demaioajulho, e
de20a24°C, dejulho asetembro de 2000.

Paraarealizac8o dos ensai os de transmissdo pel o vetor,
empregaram-se adultos com no méximo trésdiasdaemergéncia,
coletados de plantas de couve e repolho com o auxilio de um
aspirador adaptado para insetos. A passagem das moscas
brancas das brassicas para tomate sadio precederam os
tratamentos, para efeito da adaptacdo do vetor a solanécea.
Paraainocul ago, foram usadas mudas sadiasdetomate * Santa
Clard no estagio de duas folhas verdadeiras cultivadas em
copos descartéveis de café contendo uma mistura de solo e
esterco esterilizados. Os procedimentos adotados, e descritos
aseguir, foram similares nadeterminagdo do periodo de acesso
de aquisi¢ao do virus (PAA), do periodo de acesso de
inoculacdo (PAI) edo periodo delaténcia (PL).

Aquisi¢dodoviruspedovetor

Folhas novas (12 a 32 do 4pice para a base) de ‘ Santa
Clara’ com trés a quatro semanas da inoculagdo, foram
destacadas e dispostas em tubos “falcon”. Grupos de pelo
menos 100 moscas brancasaviruliferasforam transferidaspara
cada tubo, previamente identificados para cada PAA. Este
procedimento foi adotado nos ensaios para determinagdo do
PAA edo PL, nos quais 0 tempo méximo de permanéncia de
folhas e insetos nos tubos foi de 24 h. Nos ensaios visando a
determinacdo do PAI, em virtude da necessidade de um maior
ndmero deinsetoscom PAA maislongo (72 h), dispuseram-se
as folhas destacadas com peciolos imersos em vidros com
agua, para conservar a suaturgidez. Os vidros com as folhas
foram ent&o dispostos em reci pi entes pl sticos e cobertos com
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tecido escaline, paraevitar afugadosinsetosali introduzidos.

Transmissaodoviruspeovetor

Decorrido o PAA de cada ensaio, conduziram-se 0s
tubos “falcon” ou recipientes plésticos com folhas e insetos
para serem abertos em caixa de papel &o revestida com duplex
preto. As folhas foram retiradas dos tubos e, com leves
movimentos das folhas, provocou-se a saida do vetor para o
teto da caixa. As moscas brancas foram coletadas da caixa
escura, com o auxilio de ponteiras plésticas com pontas vedadas
do pipetador automatico P-20 e transferidas, em grupos de
cinco, paraplantulasindividuais de tomate. As plantas foram
imediatamente cobertas com gaiolas confeccionadas com
copos descartéveis de 300 ml, cujo fundo foi substituido por
tecido escaline, paraconter osinsetos. Ao final do periodo da
inoculagdo, as moscas brancas foram eliminadas, as plantas
pulverizadas com inseticida sistémico e transferidas em
bandejas plésticas para casa de vegetacdo.

Deter minagdo do periododeacessodeaquisicdodovirus, PAA

Avaliaram-se nove periodos de acesso de aquisi¢éo do
viruspeovetor: 15min,30min, 1h,2h,4h,8h,16h,20he24
h, visando-se identificar o periodo minimo paraaaquisi¢éo e
0s percentuais de transmissdo do virus em cada caso. Para
tanto, apds cada PAA, as moscas brancas foram transferidas
para plantas sadias (cinco insetos por planta), onde
permaneceram por 48 h. O experimento foi conduzido com cinco
repeticdes de grupos de dez plantas submetidas a cada um
dos nove tratamentos, num total de 450 plantas inoculadas.
Ap6s 15 dias em condi¢des de casa de vegetagdo, as amostras
das brotagOes de cada planta, com ou sem sintomas, foram
coletadas e testadas individualmente por hibridizagdo. O
percentual médio de plantasinfetadasfoi definido e analisado
estatisticamente empregando-se a regressdo ndo-linear e o
modelo logaritmico que melhor se adequou para a avaliagdo
dos dados.

Deter minacao do periodo de acesso deinoculacdo dovirus,
PAI

Foram definidos nove periodos de acesso deinocul agéo
doviruspelovetor: 15min, 30min, 1h,2h,4h,8h,16h,20h
e 24 h, visando-se determinar o periodo minimo para a
inocul acdo e os percentuai s de transmissdo para cadaperiodo.
Foi adotado um Gnico PAA de 72 h pelo vetor e apés cada PAI
nas plantas de tomate, as moscas brancasforam eliminadas. A
confirmagdo de infecgdo nas plantas e a andlise estatistica
foram conduzidas conforme o procedimento anterior.

Determinagdodo periododelaténciadovirusnovetor, PL
Empregaram-se cinco periodos de acesso de aquisi¢cdo
dovirusemfolhasdestacadas: 8h, 12h, 16 h,20he 24 h. Ap6s
0 PAA, os insetos foram transferidos para tomate onde
permaneceram, continuamente, por 4h, 8h, 12h, 16 hou20 h
(PAI). Naavaliagdo destavaridvel, considerou-se o tempo total
do virusnamoscabranca, dado pelasomado PAA ePAl, para
severificar oinicio datransmissao do virus, ou sgja, 0 término
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do periodo delaténciano vetor. O nimero de plantasinocul adas
por combinacdo (PAA+PAI) variou de 20 a 30 e, decorrido o
periodo de observacao, foi calculado o percentual de plantas
infectadas pelo virus.

Deteccdo do GO-ANPL nasamodtrasfoliares

Para a deteccdo do begomovirus nas amostrasfoliares
dosensaiosde PAA, PAl e PL, foi empregada a técnica“ dot-
blot” (Rometal., 1993). Extratosde amostrasfoliares, trituradas
napresencade NaOH 0,4 N, foram gotejados em membranas
de néilon (Hybond N+ da Amersham/Pharmacia) que, apds
lavagensem Tris-HCI pH 7,5, em 2X SSC (NaCl 3 M, citratode
s0dio 0,3 M), imersdo em etanol 95% efixagdo do DNA sob UV,
foram hibridizadas em sondas preparadas com fragmento do
DNA A do GO-ANPL marcado com o a-*2P e avaliadas por
autoradiografia.

Detecciodo GO-ANPL novetor coletadodeplantainfetada

A presencado virusfoi investigada nas diversas fases
de desenvolvimento da mosca branca: em ovos de fémeas
aviruliferas, cinco a sete dias apds serem ovipositados em
tomateiro infetado, nos quatro instares do vetor que se
desenvolveram em planta infetada e em adultos com PAA de
15mina24 h. A passagem transestadia do virus no vetor foi
investigada a partir de adultos emergidos de ninfas cujo 4°
instar foi transferido da plantainfetada para folhas de couve,
espéciendo suscetivel ao virus. Emensaiosquevisaram avaliar
a retencdo do virus de ninfas do 1° instar para os estégios
posteriores, transferiram-se exemplares dessas ninfas de
plantas infetadas para planta couve e aguardando-se o seu
desenvolvimento.

Detecgdodo GO-ANPL naprogéniedovetor

Nos testes para detec¢do de transmissdo do virus a
progénietransferiram-sefémeas, individualmente, detomateiro
infetado para couve ou repolho, confinando-as as plantas por
24 ha48 h. Apdsesse periodo, asfémeasforam testadas quanto
a presenca de virus, e somente as progénies de fémeas
confirmadamente viruliferas foram coletadas. Obtiveram-se
amostras de ovos e, a medida que iam se desenvolvendo,
amostras de ninfas de 1° ao 4° instar e de adultos emergentes.

Astransferéncias de ninfas e as coletas de ovos, ninfas
e adultos foram realizadas com o auxilio de pincel fino e
microscopio estereoscopico. Em virtude do elevado nimero
de amostras, os exemplares coletados e transferidos para
microtubos contendo tampéo de extracdo (Tris-sEDTA 0,1 M
pH 9,0, 1% SDS) foram acondicionados a—20 °C paraposterior
extracdo de DNA.

Extracdodo DNA apartir damoscabranca

O DNA foi extraido de ovos em grupos de até 20
exemplares, de cada um dos quatro instares em grupos de até
dez, e de adultos em conjunto de até seis. A coletaindividual
ocorreu parafémeas usadas nos ensai os de progénie e adultos
nainvestigacdo dapassagem transestadial . A extracdo do DNA
baseou-se nametodol ogiaempregada por Methaet al. (1994a).

Fitopatol. bras. 28(6), nov - dez 2003



Estudo dainteracdo de um begomovirusisolado de tomateiro com...

Insetos congelados em TE foram triturados nos
microtubos com auxilio de pistilos plésticos, com adicdo de 1
ul deproteinase K (50 ug/ml), incubacéo a65°C, adicdo de 3,5
ul de acetato de potéssio 8 M, tratamento com cloroférmio/
fenol, precipitacdo do DNA com etanol e ressuspensdo em
aguamilli-Q. Asamostras de DNA total foram mantidasa—20
oC para posterior uso na PCR.

A extracdo de DNA apartir defolhasdetomateiro, aser
empregado como testemunha, foi realizadaconforme o método
desenvolvido por Dellaportaet al. (1983).

RealizacdodaPCR dasamostras

ParaaPCR, empregaram-se5,0 ul de DNA totd doinseto
(ovos, ninfasou adultos) ou 2 ul de DNA detomateiro, 2,5 pl
tampao 10X daenzimaTag DNA polimerase (Pharmacia), 1 ul de
dNTP (Pharmacia) a 2,5 mM, 10 pmoles (0,7 ul) de cada
oligonuclectideoiniciador, 1 U (0,2 ul) de Tag DNA polimerase
(Pharmacia), ajustando o volume da reacg&o para 25 ul com
agua (filtro Milli-Q) estéril. Constituiram o controle positivo, 0
DNA extraido de adultos com PAA de 48 h, DNA de planta
infetada.com o0 GO-ANPL e DNA plasmidial do Bean golden
mosaic virus (BGMV). O controle negativo incluiu DNA de
ovos, ninfas e adultos de col6nias aviruliferas e DNA de
tomateiro sadio. Utilizou-se o par de oligonucleotideos
5-CCCGTCGACATGY CTAAGMGKGAKGCCCC-3' (CPL) e
5-CCCCTGCAGAACTTCCAAGTCTGGACG-3' (CP2), que
amplificam fragmentos de 0,9 kb do DNA A, referente acapa
protéicado virus. Foi utilizado o termociclador modelo PTC
100 MJ Research, adotando-se um programacom aguecimento
inicial de94°C por 3 min e 33 cicloscompostosde: desnaturacéo
(94°C/1min), anelamento (52° C/1 min), extensdo (72°C/1 min)
e extensdo final a 72 °C por 7 min. Apos a eletroforese, 0s
fragmentosde DNA amplificadosforam visualizadosem gel de
agarose corado com brometo de etidio e observado sob luz
UV. Ocasionalmente, “southern blot” (Methaet al., 19944) das
amostrasfoi também realizado.

Transmissbilidadedoviruspor adultosoriundosdaprogénie
edapassagem transestadial

Paraavdiar atransmissibilidadedo virus paratomateiros
sadios, adultos da progénie de fémeas viruliferas e adultos
oriundos da passagem transestadial, e que ndo tiveram acesso
afontedevirus, foram transferidosem gruposdedez a 15 para
mudas de tomate, nas quai s permaneceram por 48 h. Apds esta
etapa, os adultos foram coletados, individualmente, para
detecgdo do virus por PCR, conforme procedimento
anteriormente descrito, permanecendo as plantas inoculadas
sob observacdo em casa de vegetacéo.

RESULTADOS

Nosexperimentosparadefinicdo de PAA, PAl ePL, as
plantas de tomate infetadas com o GO-ANPL apresentaram
sintomas iniciais de mosgueado e clareamento de nervuras
aos oito dias apos a inoculagdo, e ao décimo quinto dia,
sintomas de mosaico internerval e deformacéo foliar estavam
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bem definidos, independente do tempo de inoculag&o
concedido.

Periododeacessodeaquisicdodovirus, PAA

Os resultados dos experimentos realizados para a
determinacdo do PAA, confirmados com o “dot blot” (Figura
1A, Tabelal). A andlise estatisticadamédiados dados usando
0 modelo de regressdo ndo linear estailustrada na Figura 1B.
Nos ensaios constatou-se que B. tabaci biétipo B, foi capaz
de adquirir o begomovirus a partir de um PAA de apenas 15
min com o qual transmitiu o virus para o tomateiro em um
percentual médio de 6%. Este percentual aumentou a medida
que o PAA dos insetos foi estendido alcancando os 65%
guando esse periodo foi de 24 h (Tabela 1). O modelo
logaritmico foi 0 que melhor se adequou a andlise dos dados.

Periodo deacesso deinoculacaodovirus, PAl

Os resultados dos experimentos realizados para a
determinagdo do PAI (Tabela2) foram confirmadoscom o “dot
blot” (Figura1C). Segundo aandlise estatisticadamédias dos
dados usando o model o de regressdo ndo-linear (Figura 1D).
Observou-se que a mosca branca virulifera (PAA 72 h), nas
condi¢des desses experimentos, foi capaz de transmitir o virus
a0s30mindePAI para19% dasplantasdetomate. O percentual
médio de transmissdo aumentou com a extensdo do PAI,
havendo infeccdo em 66,7% das plantas submetidasa 24 h de
PAL.

Periododelaténcianovetor, PL

De acordo com os resultados dos experimentos para
determinagdo do periodo de laténcia (Tabela 3), observou-se
gue o inicio da transmissdo do virus paratomateiro, término
do PL, ocorreu a partir da combinacdo que somou 16 h no
vetor (8 h+8 h), quando 3,4% das plantas de tomate foram
infetadas. Percentual pouco acima deste (4,0%) foi obtido
quando otempo no vetor foi de20h (8 h+12 hou 16 h+4 h). Nas
combinagBes que resultaram nostemposde 24 h,28he32h, 0
percentua médio deplantasinfetadasfoi de6,5%, 11,9%, 12,7%,
respectivamente. Um total de 25% de infeccdo foi observado
para 0s casos em que 0 inseto permaneceu ha planta até que
se completassem 40 h do virus no vetor, tanto para a combi-
nagdo 16 h+24 h como 24 h+16 h.

Detecgéo do begomovirusnovetor

Os resultados dos testes de deteccéo do begomovirus
no vetor (Figura2, Tabela4) foram confirmados por “southern
blot”. O virusfoi detectado nos quatro estégios ninfais que se
desenvolveram em planta infetada com val ores crescentes de
15,4 a 70%, do 1° ao 4° instar. Dessa Ultima fase do inseto, o
fragmento do DNA viral amplificadofoi sempremaisfacilmente
observado no gel (Figura2). O GO-ANPL ndofoi detectado em
nenhuma das 27 amostras de ovos testadas, provenientes de
fémeas aviruliferas, cinco a sete dias ap0s a oviposicao em
tomateinfetado. Estas amostras envolveram mais de 500 ovos
coletados de diferentes plantas de tomate infetadas. A
passagem transestadial do virus, por outro lado, foi detectada
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FIG. 1 - Andlise datransmissao do begomovirus GO-ANPL pelamoscabranca (Bemisia tabaci biétipo B): (A)” dot-blot” de amostrasfoliares
de tomate (Lycopersicon esculentum) ‘ Santa Clara’ ap6s diferentes periodos de acesso de aquisicdo do virus (PAA) e periodo de acesso de
inoculacdo (PAI) fixo de 48 h. Linhas de 1 a9 - amostras de plantas com PAA de 15 min a 24 h; (B) curva representando o percentual de
transmissao com os periodos crescentesde PAA; (C) “dot blot” de amostrasfoliares coletadas apds PAA fixo de 72 h e PAl varidvel. Linhasde
1 a9 - amostras de plantas com PAI de 15 min a 24 h; S= extrato de planta sadia, T= extrato de tomate infetado; (D) curva representando o

percentual de transmissdo com os periodos crescentes de PAI.

em todas as amostras individuais testadas, sugerindo que a
passagem do virus da fase de ninfa para o adulto ocorre com
elevada freqliéncia em condicBes naturais. N&o foi possivel
avaliar aretencdo do virusdafase de 1° instar para os estéagios

TABELA 1 - Percentual de transmissdo do isolado do begomovirus
GO-ANPL pela Bemisia tabaci biétipo B para tomateiro
(Lycopersicon esculentum) SantaClara , apésdiferentes periodosde
acesso deaguisicdo do viruspelo vetor (PAA) eum periodo de acesso
deinoculagdo (PAI) fixo de 48 h. Brasilia-DF, 2001

posteriores, em virtude do insucesso da sobrevivéncia das
ninfastransferidas (sete em 30 tentativas) paraplantas sadias,
ainda que sob cuidadosa manipulacdo. Nos exemplares
testados quanto aretencdo do virus (cinco nas fases de 2° a4°

TABELA 2 - Percentua de transmiss&o do isolado do begomovirus
GO-ANPL por Bemisiatabaci bi6tipo B paratomateiro (Lycopersicon
esculentum) ‘ Santa Clara’, apds um periodo de acesso de aquisi¢ao
fixo de 72 h e diferentes periodos de acesso de inoculagéo (PAI).
Brasilia-DF, 2001

Periodo acesso de
aquisiciio (horas)

Total de plantas infetadas /
Plantas inoculadas*

Periodo acesso de
inoculaciio (horas)

Total de plantas infetadas /
Plantas inoculadas *

0,25 3/50 (6,0 )" 0,25 0/50 (0,0)®
0,5 6/50 (12,0) 0,5 10/51 (19,0)
1 9/51 (17,6) 1 13/48 (27,0)
2 10/50 (20,0) 2 18/49 (36,7)
4 17/51 (33,3) 4 20/49 (40,8)
8 19/50 (38,0) 8 28/51 (54,9)
16 26/49 (53,0) 16 29/49 (59,1)
20 28/50 (56,0) 20 29/48 (60,4)
24 32/49 (65,0) 24 34/51 (66,7)

A= Para a transmisséo foram empregadas cinco moscas brancas / planta
de tomate;
B = Percentual de plantas infetadas em cada PAA.
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A= Para a transmissdo foram empregadas cinco moscas brancas / planta
de tomate;
B = Percentual de plantas infetadas com cada PAI.
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TABELA 3- Percentual detransmiss&o do begomovirus GO-ANPL
por Bemisia tabaci bi6tipo B, na deteccdo do periodo de laténciado
virus no vetor. Brasilia-DF, 2001

Periodo total do virus
no vetor (horas) *

Total de plantas infetadas /
plantas inoculadas®

12 0/36 (0,0)¢
16 129 (3.4)
20 2/50 (4,0)
24 4/61 (6,5)
28 5/42 (11,9)
32 22173 (12,7)
40 22/88 (25,0)

A= Tempo do virus no vetor resultante das diferentes combinag6es do
periodo de acesso de aquisicdo + periodo de acesso de inoculagdo (12 h =
8h+4h;16 h=8h+8h;20h=8h+12he16 h+4 h; 24 h =8 h+16 h;
16 h+8 he20 h+4 h; 286 h =20 h+8 h e 24 h+4 h; 32 h =12 h+20 h, 16
h+16 h; 20 h+12 h e 24 h+8 h; 40 h =16 h+24 h e 24 h+16 h; B= tota
de plantas infetadas sobre o total de plantas inoculadas para as combinagfes
gue somaram 0 mesmo tempo no vetor; C= percentua e plantas infetadas
em cada combinag&o.

instar e dois na fase adulta) o resultado foi negativo.

Ovirusfoi constatado nos adultos com PAA de 30 min
a 24 h, mas ndo em adultos com o PAA de 15 min (Tabela 4),
sendo maior o percentua de deteccdo nos casos em que 0
PAA foi mais prolongado.

A transmissdo do begomovirus a progénie da mosca
brancafoi constatada em todas as fases do vetor, ou sejaem
ovos, ninfas e adultos provenientes de fémeas viruliferas
ovipositados em planta ndo hospedeira do virus. Em ovos, o
percentual foi de 13,8%, sendo menor em ninfas de 1° ao 3°
instar (4,3 a 8,3%). No 4° instar, o virus foi constatado em
23,5% das amostras e na fase adulta em 16,0% dos casos
testados. Ocasional mente, foram realizadas PCRscom o DNA
de amostras foliares de couve obtidas do local onde se
alimentavam asfasesninfaisprovenientesdefémeasviruliferas.
O resultado do teste, para todas as amostras vegetais
empregadas, foi negativo.

Transmissibilidadedovirus

Nostestes de transmissibilidade do virus pelos adultos
da progénie de fémeas viruliferas, ndo foi verificado nenhum
caso de infeccdo dentre as 23 plantas de ‘Santa Clar&
submetidas a esses insetos. Por outro lado, nos casos em que
o0s adultos foram emergentes de ninfas do 4° instar coletadas
detomateiro infetado, e para os quais se confirmou, posterior-
mente, a passagem transestadial do begomovirus, as
inocul agBes resultaram num percentual de 33% detransmisséo
viral apds48 hdePAl.

DISCUSSAO

Oisolado do Begomovirus GO-ANPL empregado neste
trabalho, por ocasio de sua caracterizacdo molecular, foi
parcia mente seqiienciado e submetido aanalisesfilogenéticas
com begomovirus identificados no Brasil e em outros paises.
Os estudos comparativos realizados com a seqliéncia de
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TABELA 4 - Percentual dedeteccao do begomovirusGO-ANPL em
diferentes estadios de desenvolvimento de Bemisia tabaci biétipo B
em planta infetada, em planta ndo hospedeira e em adultos com
variados periodos de acesso de aquisi¢do do virus. Brasilia-DF, 2001

Fase de desenvolvimento Total de amostras positivas /

do vetor Amostras Testadas ¢
Ovo 2 0/27 (0,0) ™
1°Instar 2/13 (15.4)
2°Instar 8/14 (57,1)
3°Instar 7/10 (70,0)
4°Instar 11/16 (68.8)
Adulto (transestadial) ® 8/8 (100,0)
Ovo© 4/29 (13,8)
1°Instar 1/12 (8,3)
2°Instar 1/17 (5,9)
3°Instar 123 (4,3)
4°Instar 4/17 (23,5)
Adulto (emergente) 4/25 (16,0)
15 min® 0/3 (0,0)
30 min 3/8 (37.5)
1h 2/6 (33,3)
2h 4/6 (66,7)
4h 5/8 (62,5)
8h 417 (57,1)
16 h 5/7 (71,4)
20 h 3/4 (75,0)
24h 6/6 (100,0)
Fémea virulifera 26/42 (61,9)
OvoF 0/12 (0,0)
1°a0 4°Instar 0/15 (0,0)
Adulto 0/13 (0.0)

A = ovo a 4° instar - provenientes de fémeas aviruliferas e desenvolvidos
em tomate infetado; B = ninfa de 4° instar transferida de tomate infetado
para couve para emergéncia do adulto; C = ovo a adulto provenientes de
fémeas viruliferas e desenvolvidos em couve; D = adultos com PAA de
15 min a 24 h; E= fémeas com PAA de 24 h e testadas individual mente;
F = ovo a adulto provenientes de insetos aviruliferos; G = detecgéo por
PCR: ovos, até 20 por tubo; ninfas até dez por tubo; adultos, até seis por
tubo., H = Percentual de plantas infetadas.

nucleotideos obtida de grande parte do genoma do
componente A do GO-ANPL (Santos et al., 2002b), sugerem
gue esse isolado seja uma variante ou uma possivel espécie
préximaao ToRMV, begomovirusrecentementerelatado entre
as novas espécies ocorrentes em tomateiro no Brasil (Ribeiro
etal. (2003).

Em ensaios preliminares paraadeterminagéo do PAA,
PAl e PL, a adogdo de trés insetos por planta causou mais
escapes do gue quando se usaram cinco insetos, e com este
ndmero os resultados foram similares ao uso de dez insetos.
Para alguns virus, como o Tomato leaf curl virus (TLCV)
isolado deBangd ore, ToL CV-Ban4, atransmissao comum Unico
adulto alcangou 40 a 65%, no entanto, cinco insetos foram
regueridos paraos 100% deinfeccdo (Muniyappaet al., 2000).
Parao TYLCV, o emprego de cinco insetos resultou em uma
transmissdo maxima de 81%, enquanto que 97% foram
a cancados com a adogéo de 20 insetos por planta (Metha et
al., 1994b).

Na transmissdo do GO-ANPL, fémeas foram mais
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FIG. 2- Andiseeletroforéticade amostras de moscabranca (Bemisia
tabaci biétipo B) submetidasaPCR. A - Colunas1 a4 - ninfasde 1°,
2,°4°e 3 instar coletadasem plantainfetada; 5a7 - 1°, 2°e4° instar
daprogéniedefémeasviruliferas; 8- 4° instar do ensaio de retengdo
de virus; 9- adulto do ensaio de retengdo de virus; 10 - adultos da
progéniedefémeavirulifera; 11- adultos da passagem transestadial;

12 - adulto avirulifero; M= marcador DNA Ladder; 13- ‘ SantaClara

infetada (controle). B - ovos de progénie defémeavirulifera; 15 min
a 24 h- adultos com periodo de acesso de aquisi¢do do GO-ANPL

de 15 min a 24 h; Fi= fémea virulifera (individual); SC = tomate
‘Santa Clara’ infetado, M = marcador 1Kb DNA Ladder; BGMV-
controle positivo.

freqlientemente empregadas que machos, em virtude de seu
maior tamanho e de serem mais numerosas nas colénias. As
fémeas de mosca branca, em geral, séo consideradas mais
eficientes na transmissdo de begomovirus que os machos
(Nateshan et al., 1996; Muniyappa et al., 2000), porém,
experimentos paracomparar a€ficiénciaentremachosefémeas
natransmissdo do GO-ANPL ndo foram conduzidos.

Nos ensaios de transmissdo, verificou-se que ocorreu
um percentual crescente dainfeccdo viral em plantasdetomate
com aextensdo do PAA ou do PAI. Conforme observou-se na
analise estatistica, existe umaassociagdo positivaentre asduas
variaveis (percentual de infeccdo e PAA) expresso pela
equacdo Y=12,289 Ln (x) + 18,189. O elevado coeficientede
determinacéo (r?) obtido paraacurva(0,9478), o qual medea
excel énciado gjustamento da equagéo encontrada, sugere que
0s percentuais de infecc8o sdo explicados pela variagdo do
PAA. Comportamento similar foi observado entreasvariaveis
do percentual deinfeccéo e 0 PAI, cujarelacdo expressa pela
equacdo Y= 13,097 Ln (x) + 24,332, obteve o coeficiente de
determinacdo (r?) de0,974.1, um pouco superior aqueleresultante
daandlise do PAA.

A constatacdo de periodos curtos (15 min ou 30 min)
para aquisi¢do ou transmissdo de begomovirus em tomateiro
reforcam a importancia de B. tabaci biétipo B na rpida
disseminac&o do virus no campo. Resultados similares aos
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obtidos com o GO-ANPL foram relatados para begomovirus
gueinfetam algodao, tomate e cucurbitéceas em outros paises
(Cohenetal., 1983; Methaet al., 1994b; Nateshan et al ., 1996;
Idris & Brown, 1998). Os percentuais de infec¢o corres-
pondentes aos tempos minimos para aqui Si¢ao ou transmissdo
dos begomovirus, porém, variam bastante com a espécie ou
mesmo com o isolado viral envolvido. Segundo Duffus (1996),
osbegomovirusdiferem entre si, em suasrel agbes de aquisicao
e persisténcia na mosca branca, e podem diferir em outras
caracteristicas de interagdes com o inseto vetor.

O periodo delaténciado GO-ANPL em B. tabaci hiétipo
B de 16 h, aproxima-se ao de outros begomovirus como o
TYLCV, isolado da Jordénia, quefoi de 20 h (Mansour & Al-
Musa, 1992) edo SCLV, quefoi de19h (Coehnet al., 1983) com
15 a 20 insetos (B. tabaci hidtipo A) por planta. Periodo de
laténcia inferior a0 GO-ANPL, porém, foi relatado para o
ToLCV-Ban 4 (6 h) com cinco insetos/planta (Muniyappa et
al., 2000).

Os dados obtidos com as varidveis estudadas na
relacdo do GO-ANPL com aB. tabaci biétipo B, evidenciando
a maior eficiéncia na transmissdo do begomovirus com o
aumento do PAA ou do PAl eum PL de 16 h, estdo de acordo
com a modalidade de transmissdo do tipo circulativa (Costa,
1976; Rossell et al., 1999).

A detecc@o do GO-ANPL foi registrada em todos os
instares do vetor desenvolvidos em plantainfetada, tendo sido
maior o percentua de detecgdo do virus nos Ultimos estagios
ninfais. Estes dados diferem daqueles obtidos por Polston et
al. (1990) parao SLCV, nosquaiso DNA viral foi detectado em
apenasumaninfadeB. tabaci biétipo A dentre as 196 testadas
individualmente e em nenhuma das 335 ninfas testadas em
grupos de cinco a dez pelos autores. Segundo Lastra (1993),
ainda que as ninfas de mosca branca possam adquirir o virus
alimentando-se em planta infetada, o seu habito séssil as
impedem de ter algum papel natransmissdo do virus do ponto
de vista epidemiol dgico. Contudo, contrariando o que afirma
esseautor, aparticipacdo das ninfas naaguisicdo do GO-ANPL
eaconseqliente passagem transestadial do virus parao adulto,
revela a importancia das ninfas na epidemiologia da virose,
umavez que adultosemergindo de“ pupas’ desenvolvidasem
plantas infetadas, mesmo sob baixa populacdo, podem
disseminar virus em uma plantacdo. Elevados niveis de
transmissdo de virus em tomateiro associados abaixo nimero
de moscas brancas no campo foram anteriormente relatados
(Limaetal., 2001).

O GO-ANPL néo foi detectado em nenhuma das
amostras constituidas de grupos de 20 ovos coletados apds
cinco asetediasdaoviposicéo realizadapor fémeasaviruliferas
deB. tabaci biétipo B em plantainfetada. Esteresultado indica
gue ndo ocorre a passagem do virus juntamente com a agua
veiculada para os ovos através de pedicelos ou hastes.
Observacdo semelhantefoi realizada por Ghanim et al. (1998)
em ensaiosrealizados parao TYLCV. Segundo Weber, citado
por Byrne & Bellows (1991), a agua presente na folha passa
osmoticamente através de umamassa coloidal e entrano ovo
deTrialeurodes vaporariorumWestwood através do pedicelo.
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autores citam aindaque Gameel, em 1974, rel atou um processo
similar ocorrendo com B. tabaci biétipo A e que outras
pesquisastém sugerido que aleirodideos usam o pedicelo como
forma de absorver aagua.

Por meio daPCR foi possivel detectar o GO-ANPL em
adultos com PAA de 30 min a 24 h em planta infetada,
observando-se um aumento no percentual de deteccdo com o
aumento do tempo para aaquisi¢do do virus. A nédo deteccdo
do virus nos adultos com PAA de 15 min pode ter sido em
raz&o do baixo niimero de amostrastestadas, umavez que com
esse tempo de alimentagdo, a transmisséo do virus do inseto
paramudas de tomateiro ocorreu em 6% dos casos. Resultados
semel hantes a estes foram observados por Muniyappa et al.
(2000) parao ToLCV, em que o DNA viral foi amplificado a
partir de insetos com PAA de 30 min, mas ndo daqueles com
PAA de 15 min. Em ensaioscom fémeasindividuaisquetiveram
um PAA continuo de 24 h em tomateiro infetado com o GO-
ANPL, ovirusfoi detectado em 63% dos casos, indicando que
€ possivel que ocorravariagdo na capacidade de aquisicdo de
DNA viral entrefémeas de moscabranca. Oscilagdessimilares
no percentua de detecgdo viral em individuos com diferentes
PAAsforam relatadas anteriormente por Rossell et al. (1999) e
Polston et al. (1990).

Narelacdo GO-ANPL eB. tabaci bidtipo B, apassagem
transestadial foi detectada em todos os adultos emergentes
testados sugerindo que, nessa relagdo, a retencdo do virus
apos a ultima ecdise ocorre com elevada freqiéncia. Estes
resultados diferem daqueles obtidos por Polston et al.(1990)
parao SLCV, que ndo detectaram o begomovirusem 63 adultos
de B. tabaci bidtipo A testados, e parao CLCuV no mesmo
vetor (Costa, 1976). Contudo, para alguns begomovirus de
tomateiro, como o TYLCV, e de plantas daninhas a passagem
transestadial em B. tabaci bi6tipo A foi também registrada
(Costa, 1976). Narelagdo GO-ANPL com o vetor, observou-se
aindaque o percentual detransmisséo viral de 33% observado
nos testes de transmissibilidade pelos adultos emergentes
acimareferidos, foi similar aquel e obtido nos ensaiosem que o
PAA concedido as moscas brancas aviruliferas foi de 4 h em
plantainfetada (Tabelal).

Asinformac6es aqui obtidasindicam que a PCR pode
ser empregada em estudos epidemiol 6gicos para a deteccéo
da presenca de begomovirus na &rea de plantio de tomateiro,
ou em suas proximidades, apartir de moscas brancas col etadas
No campo, em tomateiro ou em outras espécies vegetais.

O isolado GO-ANPL, ainda que em percentual
relativamente baixo, foi constatado em todas asfases de desen-
volvimento daprogénie oriundadefémeasviruliferas, diferindo
dos resultados negativos de transmissdo a progénie obtidos
nas investigagbes com o Euphorbia mosaic virus (EuMV)
(Harrison, 1985), com o Snaloatomato leaf curl virus(STLCV)
(Idris& Brown, 1998) eparao SLCV (Cohenetal., 1983). Neste
ultimo caso, os autores ndo detectaram o virus em pelo menos
1.000 adultos de primeira geragdo oriundos de fémeas
viruliferas. Contudo, parao TYLCV, begomovirus de genoma
monopartido, a transmissdo transovariana foi registrada em
percentuais bastante elevados (36-80%) em ovos, ninfas e
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adultosdaprogénie (Ghanim et al., 1998).

A ndo constatacdo da transmissdo do GO-ANPL para
tomateiro pelos adultos de mosca branca provenientes da
progénie de fémeas viruliferas foi baseada na auséncia de
infeccdo viral em 23 plantas de tomateiro, nas quais esses
adultos permaneceram por 48 horas. Em ensaios conduzidos
com o TYLCV, Ghanim et al. (1998) constataram uma
transmisséo viral de 10% obtida a partir de 50 plantas
submetidas aos adultos da progénie de primeira geragéo de
fémeasviruliferas. Os autores observaram, no entanto, queem
pelo menos um dos ensaios conduzidos com grupos de 20
plantas, nenhum tomateiro foi infetado pelo TYLCV. Diante
disto, é possivel imaginar que os resultados obtidos para o
GO-ANPL diferissem de zero, caso 0 ensai o detransmissdo do
virus pelos adultos da progénietivesse sido realizado com um
maior nimero de plantas.

A diversidade genética das espécies de begomovirus
detomateiro constatadano Brasil tem sido atribuidaapresenca
de plantas daninhas e da mosca branca vetora no campo
(Ambrozeviciuset al., 2002; Ribeiro et al ., 2003). Apesar dessa
diversdade, o TORMV, espéciecom aqud oisolado GO-ANPL
apresenta um relacionamento genético préximo, e o Tomato
chlorotic mottlevirus (ToCM V) ambas recentemente descritas,
tém sido as mais freqlientemente encontradas na regido de
Minas Gerais(Zerbini et al., 1996; Ambrozeviciuset al., 2002).
De modo similar ao que se observa com 0s tospovirus no
campo, a predominancia de outros begomovirus nas demais
areas produtoras de tomate no Brasil podera estar, prova-
velmente, associada as espécies de plantas daninhas (fontes
de virus) tipicas ou predominantes em cadaregido, somadaa
variagao naeficiénciade transmissdo dessesbegomoviruspela
mosca branca. No caso dos tospovirus, o Tomato spotted wilt
virus (TSWV) foi a principal espécie detectada no Distrito
Federal e Parana, o Tomato chlorotic spot virus (TCSV) a
predominante em S&o Paulo e a Groundnut ringspot virus
(GRSV) amaisdisseminadaem Pernambuco, umadistribuicdo
que, segundo Nagata et al. (1995), pode ter sido resultante de
umatransmissdo preferencia ediferencial dostospoviruspelo
tripes vetor.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a
interagdo begomovirus-vetor é estabelecidadesdeafaseinicia
do desenvolvimento do inseto e podem ser considerados
relevantes para os estudos epidemiol 6gicos dos begomovirus
de tomateiro associados ao bidtipo B de B. tabaci no pais.
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