Universidade de Sao Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Resisténcia de genotipos de tomateiro a infeccdo com o Tomato
chlorosis virus e tolerancia a doenca

Pedro Javier Mansilla Cordova

Tese apresentada para obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias. Area de concentracéo:
Fitopatologia

Piracicaba
2015



Pedro Javier Mansilla Cordova
Engenheiro Agrbnomo

Resisténcia de gendétipos de tomateiro a infeccdo com o Tomato chlorosis
virus e tolerancia a doenca
verséo revisada de acordo com a resolucdo CoPGr 6018 de 2011

Orientador:
Prof. Dr. JORGE ALBERTO MARQUES REZENDE

Tese apresentada para obtencdo do titulo de
Doutor em Ciéncias. Area de concentracao:
Fitopatologia

Piracicaba
2015



Dados Internacionais de Catalogagéo na Publicacao
DIVISAO DE BIBLIOTECA - DIBD/ESALQ/USP

Mansilla Cérdova, Pedro Javier

Resisténcia de gendtipos de tomateiro a infecgdo com o Tomato chlorosis virus e
tolerancia a doenga / Pedro Javier Mansilla Cérdova. - - versao revisada de acordo com a
resolugdo CoPGr 6018 de 2011. - - Piracicaba, 2015.

61 p. :il.

Tese (Doutorado) - - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”.
1. Bemisia tabaci 2. Crinivirus 3. Solanum lycopersicum 4. Dano |. Titulo

CDD 635.642
M288r

“Permitida a copia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte — O autor”



A minha querida mde Rosita,

Com amor

DEDICO

A Aline,

OFERECO






AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, professor Dr. Jorge Alberto Marques Rezende, por ter me

aceitado como parte do grupo, pela paciéncia, estimulo e excelente orientacao.

A Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” e a todos os que fazem parte

dela.

A todos os professores do Departamento de Fitopatologia e Nematologia
ESALQ/USP, como também de outros Departamentos, pelos conhecimentos

transmitidos.

Aos funcionéarios do Departamento de Fitopatologia e Nematologia ESALQ/USP, em
especial a José Edivaldo Buriola, Fabiana Nunes Wolak e Iraides Oliveira pelo apoio
nos momentos necessarios, e a Pedro Arthuso pelo importante apoio na execucao

dos trabalhos de campo.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) pela
concessao da bolsa de estudos.

Ao Prof. Dr. Paulo C. Tavares de Melo, o Dr. André L. Lourencdo e o Eng. Agr.
Thiago Teodoro Alcéantara pelo fornecimento de sementes, essenciais para a

execucao do presente trabalho.

Aos docentes e funcionarios dos diferentes departamentos do campus pela

cooperacdo com a secagem das amostras.

A Prof. Dra. Sonia Maria de Estefano Piedade e especialmente & sua orientada MSc.
Natalie Veronika Rondinel Mendoza pelo importante apoio com as analises
estatisticas e nos trabalhos de campo.

Aos companheiros de laboratério: Ana Carolina Alves, Ana Mello, Arnaldo Esquivel,
Carla Pelizari, David Spadotti, Débora Freitas, Julio Barbosa, Marina Gouvéa,
Renata Calegario, Rodrigo Toloy, Tatiana Mituti, Vanessa Cicera, Viviana Garcia e

Michel Vargas por todo o apoio, pela convivéncia e ensinamentos.



6

Aos meus queridos amigos que colaboraram durante o trabalho quando foi preciso:

Andrea, Alejandro, Carla, Erick, Edjane, Freddy, José Carlos e Marco.

Aos demais excelentes amigos que tive a oportunidade de conhecer durante a Pés-
Graduacao, tanto da Fitopatologia como também de outros programas: a Laura,
Edward, Esteban, Javier, Juan Carlos, Julieth, Lily, Pablo, Thony, Wilfrand, Boris e

Sergio, sO para mencionar alguns deles, pelos bons momentos compartidos.
A todos os colegas e companheiros de casa pelo convivio.

A minha namorada Aline Camila Caetano e familia toda pelo apoio em todo

momento e grande carinho recebido.

A toda a minha familia que contribuiu muito, especialmente a minha méae e os meus

irméaos, pelos conselhos e pelo carinho.

Aos meus professores e colegas de graduagédo na Universidad Nacional Agraria de
la Selva e do Colégio Nacional Padre Abad, na minha cidade de nascenca Tingo

Maria, Peru.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para a realizacdo deste trabalho,

meus sinceros agradecimentos.



SUMARIO
S 11 11V 9
N = 1Y I Y O PP 11
1 INTRODUGAO ... .ottt ettt s eee e ete e, 13
2 DESENVOLVIMENTO ...uiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e e e e e 15
2.1 ReViSA0 BiblIOGIafiCa..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiii e 15
211 (@ 38 (0] 0= 1 (=] (o L TP 15
2.1.2 O TOomatO ChIOIOSIS VIFUS .....uuiiiiiiiiiie e et 16
P22 720 N \Y (o T (o] (o To | F= W= o =] [0 .4 - SR 16
2 A | 1 01 = PP 18
2.1.2.3  VEIOIES ..ottt e e e eaans 19
2.1.2.4 HOSPEUEBITOS . ....uuiiiiiee ettt e e et e e e e et e e e et e e e et e e et e aeaes 21
2.1.2.5 DistribuiCA0 geOGIafiCa.......ccevvrriiiieiiiiiie e 23
2.1.2.6  DIAGNOSE. .. ..o iiiiiiiieieee e 24
2.1.2.7 Epidemiologia € CONLIOIE ..........uuiiiiiiiiiii et 25
2.1.2.8 Melhoramento para reSiStENCIA ............eeeeeiiiiiiii e 28
2.2 Material € MELOUOS ......cooiiieeeieiii e e e e eaanees 29
2.2.1  LOCAIZAGAD .......iiiiieeiiiiie e 29
2.2.2  Genoltipos de tOMALEIND ... ..ciiiieeeeeeiiiieieeieiir e e e e e e e e 30
2.2.3 K570 ] F=To o I [0 AV 1 U I R 30
2.2.4  Colbnia de Bemisia tabaci e aquisicdo do TOCV ..........cccevvviiiieeeeiiiiiiieeeeens 32
2.2.5  Deteccao do TOCV e SeqUeNCIAMENTO ......uuiiiiieeeeeeiiiieeeiiiiiie s e e e 33
2.2.5.1 Extragdo de RNA tOtal.........ccoooiiiiiiiiiiiii e 33
2.2.5.2 RT-PCR oottt e e e 34
2.2.5.3 Sequenciamento de NUCIeotideos .........ccovevvviiiiiiiiiiie e 35
2.2.6  Avaliacdo da resisténcia dos tomateiros a infecgdo com o ToCV............... 35
2.2.7  Avaliagdo da tolerancia dos tomateiros ao amarelao .............ccccceeeviiieeeeen. 36
2.2.8  ANAlISE dOS AUOS.......uuuiiiiiiiie e 38
2.3 RESUIATOS ..ottt e e e e e e e e e e eeeeeee 39
2.3.1 o =T gl To F=To [=2e [ TN 1o T PSP 39
2.3.2  Resisténcia de tomateiros a infeccdo com 0 TOCV ........ccoeeviiiiiiiiiiiiiinnnns 39
2.3.2.1 PriMEIr0 NSAUO ... ieeeiiiiieeeee it e ettt e e e et e e e e e eat e e e e et e e e e eeabaaeeeaeas 39
VR I A 1= To 1| o Lo (o T =Y £ 17 1o P 41



8

2.3.3  Tolerancia ao amareldo NO CAMPO .......ccceverruueeeeeeiiiie e eeeiie e e e e e e eeaeenns 42
2.3.3.1 PrIMEIT0 ENS@I0 .eevvuuuiiiiiiiieee ettt e et e e e e e e e eeees 42
2.3.3.2  SEQUNUO ENS@UO ..ttt e ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e eeeees 44
24 D Yo U 1SS T- Lo PP a7

REFERENCIAS ....cooeceeeeeeeeeee e ettt et e et 53



RESUMO

Resisténcia de gendétipos de tomateiro a infeccdo com o Tomato chlorosis
virus e tolerancia a doenca

O Tomato chlorosis virus (ToCV), familia Closteroviridae, género Crinivirus é
um virus de RNA de fita simples, senso positivo, transmitido de maneira semi-
persistente por espécies da familia Aleyrodidae, dos géneros Bemisia e
Trialeurodes. Possui uma gama de hospedeiros consideravel que inclui plantas
domesticadas e ervas daninhas das familias Alzoaceae, Amaranthaceae, Apiaceae,
Apocynaceae, Asteraceae, Plumbaginaceae, e Solanaceae. No estado de Sé&o
Paulo, Brasil, foi relatado pela primeira vez em 2008, causando clorose internerval
nas folhas de tomateiros. A importancia desta doenca emergente tem incrementado
nos ultimos anos e, no entanto, até 0 momento ndo existem estimativas dos danos
causados nem alternativas adequadas para o manejo da doenca no campo. Diante
disso, esse trabalho teve como objetivos (i) avaliar a resisténcia de gendétipos de
tomateiro a infeccdo com o ToCV, (ii) avaliar a tolerancia de alguns dos genotipos a
doenca e (iii) estimar o dano produzido em campo protegido. Para isso, 57
genotipos, incluindo espécies selvagens, linhagens avancadas e cultivares
comerciais de tomateiro foram inicialmente avaliados quanto a resisténcia a
infeccdo. Plantas jovens, produzidas em bandejas de poliestireno expandido,
protegidas por gaiola recoberta com tecido de voil foram inoculadas por meio da
liberacdo massal de B. tabaci MEAML virulifera para o ToCV. A incidéncia de plantas
infectadas por gendétipo foi determinada mediante observacdo dos sintomas e a
deteccdo do virus por RT-PCR. Alguns dos genétipos também foram avaliados
guanto a toler&ncia a doenca causada pelo crinivirus. Plantas sadias e sabidamente
infectadas com o ToCV foram transplantadas no campo no interior de telados
protegidos com tecido de voil. As plantas foram avaliadas quanto ao peso de frutos
produzidos. No fim do ensaio, todas as plantas foram cortadas na regido do colo e
avaliaram-se 0s pesos fresco e seco da parte aérea. Em dois ensaios independentes
de avaliacdo da resisténcia a infeccdo com o ToCV por meio da liberacdo massal de
B. tabaci virulifera constatou-se que em condi¢des de livre chance de escolha dos
insetos 0s acessos Solanum peruvianum LA 444-1 e S. habrochaites Pl 127826 e Pl
134417 e as linhagens avancadas IAC 14-2-49+14-2-85 (somente no primeiro
ensaio) e IAC 68F-22-2-24-1 nao tiveram plantas infectadas, sugerindo alto grau de
resisténcia a infeccédo pelo crinivirus. Para os demais genoétipos avaliados a reagéo
das plantas a infeccdo com o ToCV variou de moderadamente resistente a
altamente suscetivel. Dois ensaios independentes para avaliar a tolerancia dos
diferentes genotipos de tomateiro ao amareldo causado pelo ToCV, com base no
desenvolvimento e na producdo das plantas mostrou resultados bastante variaveis.
Os resultados desse trabalho fornecerdo subsidios para futuros trabalhos de
melhoramento genético para o desenvolvimento de cultivares resistentes/tolerantes
ao ToCV.

Palavras-chave: Bemisia tabaci; Crinivirus; Solanum lycopersicum; Dano
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ABSTRACT

Resistance of tomato genotypes to infection with Tomato chlorosis virus and
tolerance to the disease

Tomato chlorosis virus (ToCV), family Closteroviridae, genus Crinivirus is a
single-stranded, positive sense RNA virus, transmitted semi-persistently by species
of the family Aleyrodidae, belonging to the genus Bemisia and Trialeurodes. ToCV
infects several species including domesticated and weed plants belonging to the
families Alzoaceae, Amaranthaceae, Apiaceae, Apocynaceae, Asteraceae,
Plumbaginaceae and Solanaceae. In S&o Paulo, Brazil, this crinivirus was first
reported in 2008, causing chlorosis in the leaves of tomato plants. The importance of
this emerging disease has increased in recent years and yet, so far there are no
estimates of the damage, nor suitable alternatives for the management of the disease
in the field. Therefore, this study aimed to (i) evaluate the resistance of tomato
genotypes to infection with ToCV, (ii) to evaluate the tolerance of some genotypes to
the disease and (iii) estimate the damage produced in infected plants. Fifty seven
genotypes, including wild species, hybrids and commercial tomato cultivars were
initially evaluated for resistance to infection. Seedlings produced in expanded
polystyrene trays protected by cage covered with voile fabric were inoculated through
the mass release of ToCV viruliferous B. tabaci MEAM1. The incidence of infected
plants per genotype was determined by observation of symptoms and virus detection
by RT-PCR. Some of the genotypes were also evaluated for tolerance to the disease
caused by the crinivirus. Healthy and ToCV infected plants were separately
transplanted in the field, in cages protected with voile fabric. Weight of harvested
fruits of the plants were evaluated. At the end of the test, all the plants were cut out
and their fresh and dry weights were measured. Results from two independent trials
showed that the accesses Solanum peruvianum LA 444-1, and S. habrochaites Pl
127826 and Pl 134417, and the hybrids IAC 14249+14285 and IAC 68F-22-2-24-1
did not have infected plants, suggesting a high degree of resistance to infection by
the crinivirus. For all other genotypes the response of the plants to infection with
ToCV ranged from moderately resistant to highly susceptible. Results from two
independent trials to assess the tolerance of different tomato genotypes to the
disease caused by ToCV, based on the development and production of the plants
were widely variable. These findings provide insights for future breeding programs for
the development of cultivars resistant and/or tolerant to ToCV.

Keywords: Bemisia tabaci; Crinivirus; Solanum lycopersicum; Yield loss
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1 INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) €, em termos econdémicos, uma das
culturas mais importantes no mundo. Ele representa um valor de producéo de mais
de 59 bilhdes de ddlares, ficando entre as principais commodities, atras sé do arroz,
do trigo, da soja e competindo com a cana de acucar. Depois da batata, o tomate &
uma das hortalicas mais consumidas do mundo, sendo a Libia, o Egito e a Grécia os
paises com maior consumo per-capita, mais de 100 kg/ano (BERGOUGNOUX,
2014; FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS -
FAO, 2012).

O tomateiro é também uma das espécies cultivadas com mais espécies
descritas de virus infecciosos, superada apenas pelo pepino (Cucumis sativus)
(BRUNT et al., 1996). A maior parte dos virus que emergiu nas ultimas duas
décadas e que limita a producao nas regides tropicais, subtropicais e temperadas &
transmitida por espécies de aleirodideos (“mosca branca”) dos géneros Bemisia e
Trialeurodes. A maioria desses virus emergentes pertence aos géneros
Begomovirus, Ipomovirus, Torradovirus e Crinivirus. No género Crinivirus (familia
Closteroviridae) destacam-se o Tomato chlorosis virus (ToCV) e o Tomato infectious
chlorosis virus (TICV). Surtos epidémicos causados por estes virus sdo frequentes
na América, Europa, Africa e na Asia (GARCIA-CANO et al., 2010; NAVAS-
CASTILLO; FIALLO-OLIVE; SANCHEZ-CAMPOS, 2011). No Brasil, o ToCV foi
encontrado oficialmente pela primeira vez em 2006 (BARBOSA et al.,, 2008) e
atualmente se encontra disseminado por diversos estados produtores de tomate
(BARBOSA et al.,, 2011) causando a doenga conhecida como amareldo. O TICV
ainda ndo foi constatado no pais.

A espécie de aleirodideo Bemisia tabaci biétipo B, mais recentemente referida
por MEAM1, é considerada uma praga cosmopolita e uma das mais importantes
invasoras do mundo. Essa caracteristica, juntamente com a capacidade de transmitir
0 ToCV de maneira bastante eficiente, tornam o panorama extremamente vulneravel
ndo sO para o tomateiro, mas também para outras solanaceas suscetiveis ao
patégeno.

Atualmente, ndo existem dados quantitativos sobre os danos a producédo do
tomateiro causados por esse crinivirus no Brasil. Também, ndo ha relatos sobre

alternativas de controle para doencas causadas por crinivirus em solanaceas no
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Brasil. Em outros paises tem sido recomendado o controle do inseto vetor e o
roguing de plantas infectadas que podem servir como fonte de in6culo do virus
(EUROPEAN AND MEDITERRANEAN PLANT PROTECTION ORGANIZATION -
EPPO, 2005; WINTERMANTEL, 2004). Em geral, acredita-se que o melhoramento
genético € a alternativa mais eficiente no controle de doencas, porém, ainda nao
existem muitos avancos nesse sentido para o controle desta doenca emergente
causada pelo ToCV.

Diante desse quadro, os objetivos do presente trabalho de pesquisa foram:

(i) Identificar fontes de resisténcia ao ToCV, transmitido por B. tabaci
MEAM1, em gendtipos melhorados, linhagens avancadas e espécies selvagens de
tomateiro.

(ii) Identificar gendtipos com tolerancia ao amareldo causado pelo ToCV
através da avaliacdo em campo protegido.

(i) Quantificar o dano produzido pelo amareléo.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Reviséo Bibliogréfica

2.1.1 O tomateiro

O centro de origem do tomateiro € a regido andina do continente americano.
Ele foi domesticado durante as civilizag6es Inca e Asteca e levado & Europa no
século XVI. Atualmente é consumido no mundo todo e € uma fonte importante de
compostos bioativos como licopeno, B-caroteno e vitamina C, necessarios para a
salude humana (BERGOUGNOUX, 2014).

O tomateiro pertence a familia Solanaceae que representa mais de 3.000
espécies, incluindo muitas de importancia econdmica como a batateira, berinjela,
fumo e pimentéo. O género Solanum é o maior dentro da familia e compreende 1200
a 1700 espécies diferentes (BERGOUGNOUX, 2014).

Junto com as espécies selvagens mais préoximas € possivel reconhecer dois
grupos bem diferenciados no tomateiro de acordo com a capacidade de cruzamento,
0 complexo Esculentum e o Peruvianum. As espécies do primeiro grupo podem
hibridizar com o tomateiro cultivado e representam importantes fontes de resisténcia
a estresses bibticos e abidticos, entre outras caracteristicas. O grupo Peruvianum é
extremamente diverso, com grande potencial para o melhoramento genético, porém,
apresenta algumas barreiras para ser hibridizado com a espécie cultivada
(BERGOUGNOUX, 2014). Devido a sua importancia horticola, o tomateiro tem uma
longa histéria de melhoramento, sendo considerado atualmente como um organismo
modelo (KIMURA; SINHA, 2008) e teve recentemente o genoma sequenciado (THE
TOMATO GENOME CONSORTIUM, 2012).

Em termos econdmicos, 72% do valor das hortalicas frescas produzidas no
mundo correspondem ao tomate, existindo uma producdo mundial de
aproximadamente 162 milhdes de toneladas em uma area plantada estimada de 4,4
milhdes de hectares. Os maiores produtores sdo a China continental, a india e os
Estados Unidos da América e a Turquia. As maiores produtividades, no entanto, séo
encontradas nos paises do norte da Europa como os Paises Baixos e a Bélgica
onde as condi¢cbes climaticas ndo sdo favoraveis e a producdo € realizada em
condicBes controladas de casa-de-vegetacdo (BERGOUGNOUX, 2014; FAO, 2012).
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O Brasil € 0 nono pais no ranking de producdo mundial (FAO, 2012), com
uma area cultivada com tomateiro equivalente a 63.632 ha, com uma producao
anual de 4.041.795 t e uma produtividade média nacional de 63,5 t/ha. Mais de 70%
da producdo no Brasil estd concentrada nas regides Centro-Oeste e Sudeste,
principalmente nos estados de Goias (32%), Sdo Paulo (17%) e Minas Gerais (16%).
O maior rendimento alcancado é encontrado no primeiro estado com mais de 79,8
t/ha, onde a producao visa principalmente a industria (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2014).

No Estado de Sado Paulo, o tomate de mesa (estaqueado) € produzido
principalmente na regido Sul e Suleste, enquanto o tomate para industria (rasteiro) é
produzido principalmente na regido Norte e Noroeste do Estado.

Na safra agricola 2012/2013 do estado de S&o Paulo foram produzidas
634.780 t de tomate envarado e 349 690 t de tomate rasteiro, cultivados em 8,6 mil
ha e 4,34 mil ha, respectivamente. A produtividade melhorou em relacdo a safra
anterior em 4,6% e 2,0%, com produtividades de 73,8 t/ha e 80,6 t/ha para o
tomateiro envarado e rasteiro, respectivamente. Os municipios com maiores areas e
producdes de tomateiro estaqueado e rasteiro foram Itapeva (396 mil t e 5 mil ha) e
Barretos (66 mil t e 737 ha), respectivamente (ANUARIO INFORMAGCOES
ESTATISTICAS DA AGRICULTURA, 2014).

2.1.2 O Tomato chlorosis virus

2.1.2.1 Morfologia e genoma

O ToCV pertence ao género Crinivirus, familia Closteroviridae. Esse virus
possui particulas filamentosas e um genoma composto por duas moléculas de RNA
de fita simples, senso positivo. Essas duas moléculas de RNA, denominadas RNA1
e RNA2, sédo independentemente encapsidadas (KARASEV, 2000; LIU; WISLER,;
DUFFUS, 2000).

Isolados do ToCV dos Estados Unidos da América (WINTERMANTEL et al.,
2005), da Espanha (LOZANO; MORIONES; NAVAS-CASTILLO, 2006, 2007), da
Grécia (KATAYA et al., 2008) e, mais recentemente, do Brasil (ALBUQUERQUE et
al., 2013) ja tiveram o genoma completo sequenciado. O RNA1 possui 8595

nucleotideos (nt) e 0 RNA2 possui 8247 nt. O RNA1 apresenta quatro fases abertas
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de leitura (open reading frames - ORFs), as duas maiores codificam proteinas
associadas com a replicacdo, enquanto o RNA2 possui nove ORFs que codificam
uma variedade de proteinas associadas com a protecdo do genoma, movimento,
transmissdo e outras fungdes ainda nédo identificadas (KARASEV, 2000; LOZANO;
MORIONES; NAVAS-CASTILLO, 2006, 2007; WINTERMANTEL; WISLER, 2006;
WISLER et al.,, 1998b). Ambos componentes genomicos codificam proteinas com
atividade de supressdo do silenciamento de RNA e essa € mais uma das
caracteristicas encontradas s6 no ToCV, dentre os crinivirus (CANIZARES; NAVAS-
CASTILLO; MORIONES, 2008).

Andlises filogenéticas realizadas com base nas sequéncias de nucleotideos
dos genes que codificam a proteina HSP70h (homéloga da “heat shock protein”) e a
proteina capsidial de diversos isolados do ToCV de varios paises indicaram alto
nivel de conservacdo, com 99,9 a 100% de identidade em relacdo aos isolados
brasileiros. Analises filogenéticas usando sequéncias de nucleotideos completas do
RNA1 e do RNA2 de um isolado brasileiro do ToCV estéo intimamente relacionadas
com as sequéncias de nucleotideos correspondentes a isolados do ToCV da Grécia,
de Chipre e da Turquia. Esses resultados demonstram baixa variabilidade genética e
sugerem que os isolados brasileiros devem ter origem a partir de uma unica
introducdo. Tendo em conta que o ToCV ndo é transmitido através das sementes e a
relacdo com o vetor € semi-persistente, 0 mais provavel é que a introdugéo tenha
acontecido por meio de material vegetativo infectado (ALBUQUERQUE et al., 2013;
BARBOSA; REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2013; WINTERMANTEL; WISLER,
2006).

Andlises realizadas até o momento indicam que o Sweet potato chlorotic stunt
virus e o Cucurbit yellow stunting disorder virus sdo os crinivirus filogeneticamente
mais proximos ao ToCV. As sequéncias de amino acidos da proteina RdRp (RNA
polimerase dependente do RNA) e da proteina HSP70h apresentam o maior grau de
conservacao entre as proteinas de diversos crinivirus, com 70-75% de homologia
(LOZANO; MORIONES; NAVAS-CASTILLO, 2006, 2007; WINTERMANTEL et al.,
2005).
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2.1.2.2 Sintomas

Os sintomas caracteristicos causados pelo ToCV no tomateiro e que séo
comuns aos demais crinivirus aparecem normalmente apos trés a quatro semanas
da inoculacdo (periodo de laténcia relativamente longo) e consistem em areas
clordticas internervais irregulares que lembram deficiéncia nutricional e senescéncia
prematura. Geralmente os sintomas iniciam nas folhas da parte inferior das plantas.
Com o progresso da doenca, conhecida como “amareldo” no Brasil, o
amarelecimento ou clorose se intensifica lembrando a deficiéncia de magnésio e
atinge as folhas superiores da planta. Geralmente aparecem bronzeamentos ou
manchas avermelhadas e listras necréticas nas areas cloréticas e as folhas ficam
grossas e quebradicas com as margens curvadas para cima. Os frutos nao
apresentam sintomas, mas pode ocorrer aborto de flores. O amarelecimento da
planta e perda de area fotossintética € acompanhado por uma diminui¢cdo do vigor,
tendo como resultado uma redugcdo no tamanho dos frutos que também demoram
em amadurecer (DOVAS; KATIS; AVGELIS, 2002; EPPO, 2005; FORTES;
MORIONES; NAVAS-CASTILLO, 2012; GARCIA-CANO et al., 2010; KARASEV,
2000; NAVAS-CASTILLO et al., 2000; WINTERMANTEL; WISLER, 2006; WISLER et
al., 1998a).

Curiosamente, o0s sintomas podem variar dependendo das condi¢bes
ambientais da regido, como também da espécie de planta infectada. Por exemplo,
no pimentdo (Capsicum annuum) os sintomas incluem elongacdo anormal e
terminacao estreita das folhas da regido média da planta. Tanto nesta espécie como
no tomateiro, a severidade dos sintomas e os danos ocasionados dependem do
cultivar e da idade da infeccao das plantas (FORTES; MORIONES; NAVAS-
CASTILLO, 2012; GARCIA-CANO et al., 2010). Existem espécies suscetiveis a esse
crinivirus que sao assintomaticas (WINTERMANTEL; HLADKY, 2009; WISLER et al.,
1998a).

Considera-se que 0s crinivirus estao restritos as células associadas ao floema
(GARCIA-CANO et al., 2006) e, portanto acredita-se que 0s sintomas ocorrem por
causa do tamponamento dos vasos pelos corpos de inclusdo viral e consequente
interferéncia no transporte dos nutrientes (WISLER; DUFFUS, 2001). No entanto,
sabe-se que alguns closterovirus podem invadir células do mesdéfilo (KARASEV,
2000; MEDINA et al., 1999).
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2.1.2.3 Vetores

A B. tabaci (Gennadius) (Insecta: Hemiptera: Homoptera: Sternorrhyncha:
Aleyrodoidea: Aleyrodidae: Aleyrodinae) € um inseto que se alimenta do floema das
plantas e vive principalmente sobre espécies herbaceas (BARRO et al.,, 2011).
Vulgarmente conhecida como “mosca-branca” (“whitefly” em inglés) e referida no
presente trabalho como aleirodideo, € uma das pragas mais devastadoras que
existe, tendo sido incluida na lista das 100 espécies invasivas mais importantes do
mundo (LOWE et al., 2000). E um inseto extremamente complexo com populacées
gue diferem na gama de hospedeiros, adaptabilidade a planta e é responsavel pela
transmissdo de 10% das espécies de virus conhecidas que infectam plantas
(BOYKIN et al., 2007).

A espécie de B. tabaci MED (“Mediterranean”, antes biotipo Q) foi descrita
pela primeira vez em 1889 como Aleyrodes tabaci por Gennadius a partir de
aleirodideos coletados de plantas infestadas de fumo na Grécia. Onze anos depois
foi descrita no Sudeste dos Estados Unidos da América a espécie Aleyrodes
insconspicua (atualmente a espécie “New World”, antes chamada de biétipo A),
posteriormente transferida para o género Bemisia. Em 1936 Takahashi transferiu A.
tabaci para o género Bemisia resultando na espécie B. tabaci que é mantida até
hoje. Com o0 passar dos anos apareceu uma grande quantidade de descricdes de
novas espécies. Em 1963 Mound relatou num artigo classico da area, que a
progénie da mesma fémea apresentava variacbes morfolégicas dependendo da
planta hospedeira. Isso evidenciou que na verdade muitas das espécies descritas
formavam um ente sé. Por isso, enquanto apareciam novas descricdes de
aleirodideos, muitos pesquisadores foram sinonimizando elas, sendo a mais notavel
aquela realizada por Russell em 1957, que agrupou nove diferentes espécies dentro
do complexo B. tabaci. Tudo isto criou confusdo porque levou a acreditar que
Bemisia tabaci € uma espécie s6, cosmopolita, com uma enorme gama de
hospedeiros e com a capacidade de transmitir uma ampla variedade de virus
(PERRING, 2001). Assim, chegou a ser considerada pela sociedade cientifica como
“0 super-inseto” (BARINAGA, 1993).

Até recentemente B. tabaci foi considerada um complexo de espécies, com
mais de 20 bibtipos descritos (PERRING, 2001). A designacdo das diferentes

populacdes desse inseto se baseia principalmente na estrutura genética delas e nao
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nas caracteristicas biolégicas (BARRO et al., 2011). O limite de divergéncia do gene
da citocromo oxidase | mitocondrial (mtCOIl) de 3,5% ¢€ indicativo de espécies
diferentes (DINSDALE et al.,, 2010). Atualmente, B. tabaci € considerada um
complexo de 36 espécies cripticas (BARRO et al., 2011). A importancia de saber e
definir se B. tabaci € uma espécie complexa ou um complexo de espécies tem
implicacdes praticas porque 0 que serve para controlar uma populacdo, pode nao
controlar uma outra (TAY et al., 2012).

Na década de 80 aconteceram surtos impressionantes de aleirodideos no
sudoeste dos Estados Unidos da América que afetaram de forma severa as culturas.
Isto chamou muito a atencdo, uma vez que o inseto até entdo era considerado uma
praga de menor importancia no continente (a espécie do “novo mundo”). As
diferencas bioldgicas e moleculares indicaram que esta era uma nova espécie
introduzida e atualmente esta presente em todos os paises latino-americanos (TAY
et al.,, 2012). Essa espécie nova ¢ a MEAM1 (“Middle East — Asia Minor 1", antes
bidtipo B) e foi relatada no Brasil por volta de 1991 no estado de Sdo Paulo, sendo
que a introdugcdo pode ter acontecido através de plantas ornamentais
(LOURENCAO; NAGAI, 1994).

Tanto a B. tabaci MEAM1 quanto a B. tabaci MED (“Mediterranean”, antes
biétipo Q) sdo as espécies mais conhecidas por serem extremamente invasivas,
possuem maior fecundidade e sdo mais polifagas que outras espécies. Elas também
tém desenvolvido altos niveis de resisténcia a inseticidas. A B. tabaci MED ja foi
relatada nos Estados Unidos da América, no México (MARTINEZ-CARRILLO;
BROWN, 2007), na Guatemala (BETHKE et al., 2009) e recentemente na Argentina,
no Uruguay (GRILLE et al., 2011), na Costa Rica (GUEVARA-COTO et al., 2011) e
no sul do Brasil, na fronteira com a Argentina e o Uruguai, infestando plantas de
pimentdo em casa de vegetacédo e batata doce no campo (BARBOSA et al., 2014).

Outras duas espécies de aleirodideos vetoras do ToCV sdo Trialeurodes
abutilonea Haldeman e T. vaporariorum Westwood (WINTERMANTEL; WISLER,
2006). Nao existem relatos de T. abutilonea no Brasil. T. vaporariorum também é
uma espécie polifaga com uma gama de hospedeiros em condi¢cdes de casa-de-
vegetacao no Brasil de 162 espécies, pertencentes a 40 familias (OLIVEIRA et al.,
2003). T. vaporariorum esteve por muito tempo restrita a espécies de plantas
cultivadas em casa de vegetacdo, mas nos ultimos 20 anos tem aumentado a sua

importancia como praga em algumas areas de producdo em campo aberto, tendo
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sido relatada a sua presenca em plantas de tomate e feijdo, como também em couve
e aboboreira, em S&o Paulo, Brasil (LOURENCAO et al., 2008).

Ainda que os aleirodideos possam causar danos importantes na producao, o0s
virus transmitidos por eles podem causar perdas economicamente mais
significativas do que as causadas apenas pela alimentacdo do vetor (BALDIN;
VENDRAMIM; LOURENCAO, 2005; NAVAS-CASTILLO; FIALLO-OLIVE;
SANCHEZ-CAMPOS, 2011; PERRING, 2001; WINTERMANTEL, 2004).

A transmissdo do ToCV é feita eficientemente de maneira semi-persistente
pelos aleirodideos B. tabaci MEAM1 e T. abutilonea e de forma menos eficiente por
T. vaporariorum e B. tabaci New World. A retencédo do virus no vetor varia de 3 a 5
dias dependendo da espécie (WINTERMANTEL; WISLER, 2006). Freitas (2012)
estudou os periodos de acesso a aquisicdo (PAA) e a inoculacdo (PAIl) do isolado
brasileiro do ToCV por B. tabaci MEAM1 e constatou que a eficiéncia de transmissao
apos 5 minutos de PAA foi em média 15%. Quando o PAA variou de 10 minutos a 1
h, a eficiéncia média de transmisséao foi de aproximadamente 40%. Para um PAA de
24 h a eficiéncia média de transmissao foi de 100%. Quando os insetos tiveram 24 h
de PAA e 5 minutos de PAI, a eficiéncia média de transmisséo foi de 25%. Para os
PAI de 10 minutos a 24 h a eficiéncia média de transmissao variou de 25% a 50%. A
autora constatou também que T. vaporariorum transmitiu o isolado brasileiro do
ToCV, com eficiéncia inferior a de B. tabaci MEAM1, conforme relatado por
Wintermantel e Wisler (2006). O ToCV nao é transmitido mecanicamente (DOVAS;

KATIS; AVGELIS, 2002) ou por sementes (KARASEV, 2000).

2.1.2.4 Hospedeiros

A gama de hospedeiros do ToCV é ampla, infectando de forma natural ou
experimental perto de 30 espécies de plantas pertencentes as familias Alzoaceae,
Amaranthaceae, Apiaceae, Apocynaceae, Asteraceae, Plumbaginaceae, e
Solanaceae (EPPO, 2005; MORRIS et al., 2006; TRENADO et al., 2007,
WINTERMANTEL; WISLER, 2006).

Dentre as espécies cultivadas, o ToCV foi encontrado pela primeira vez
infectando naturalmente o tomateiro (WISLER et al., 1998a). A infeccao natural de
pimentdo (Capsicum annuum) foi relatada na Espanha (LOZANO; MORIONES;
NAVAS-CASTILLO, 2004), no Brasil (BARBOSA; TEIXEIRA; REZENDE, 2010) e na
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Costa Rica (VARGAS et al., 2011), porém essa espécie nao foi experimentalmente
suscetivel em ensaios realizados nos Estados Unidos da América
(WINTERMANTEL; WISLER, 2006). Essa diferengca pode estar associada a
diferencas de suscetibilidade dos cultivares, segundo sugestao dos autores. O ToCV
também foi encontrado infectando naturalmente batateira na Espanha e no Brasil
(FORTES; NAVAS-CASTILLO, 2012; FREITAS et al.,, 2012). Recentemente na
Grécia, duas plantas de alface (Lactuca sativa) que apresentavam sintomas de
amarelecimento moderado e que cresciam perto de campos de tomateiro
severamente infectados por ToCV, foram encontradas infectadas com esse crinivirus
(ORFANIDOU et al.,, 2014); e nas llhas Canarias, Espanha, também foram
encontradas naturalmente infectadas plantas de fumo utilizadas como reflgio de
predadores e parasitoides em estufas de producdo de tomate (FIALLO-OLIVE et al.,
2014).

Entre as ervas daninhas hospedeiras do ToCV tem-se a Physalis ixocarpa e
P. peruviana descritas em Portugal (TRENADO et al., 2007), P. angulata no Brasil
(FONSECA et al.,, 2013), Solanum nigrum na Espanha, S. nigrum e Datura
stramonium em Portugal e S. nigrescens e D. stramonium no México (ALVAREZ-
RUIZ et al., 2007; FONT et al., 2004; LOURO et al., 2000). A erva anual Anthriscus
cerefolium, também usada na culinaria, € suscetivel experimentalmente (MORRIS et
al., 2006). Soloérzano-Morales et al. (2011) detectaram o ToCV infectando de forma
natural as ervas daninhas Ruta chalepensis (Rutaceae), Phytolacca icosandra
(Phytolacaceae), Plantago major (Plantaginaceae), e Brassica sp. (Brassicaceae),
como também uma Unica planta de Cucurbita moschata (Cucurbitaceae), todas
crescendo de forma adjacente a viveiros de tomateiro na Costa Rica. Também foi
descrita como hospedeira a planta ornamental zinia, em Taiwan (TSAI et al., 2004).
Recentemente, Orfanidou et al., (2014) analisou 1237 amostras de ervas-daninhas
pertencentes a 44 espécies e 26 familias botanicas, coletadas de campos de
producdo de tomateiro, ou perto deles, e encontrou que 2,2% delas estavam
infectadas com o ToCV. E importante salientar que a maioria das amostras positivas
para o virus eram assintomaticas. Tudo isto tem aumentado de forma notavel a
importancia das ervas daninhas como fonte do virus e possivel implicacdo na
epidemiologia da doenca. As evidéncias indicam que a gama de hospedeiros do
ToCV é maior do que o relatado até agora e pode continuar se expandindo a outras
espécies (ORFANIDOU et al., 2014).
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Como o ToCV, da mesma forma que os demais crinivirus, ndo é transmitido
através da semente, a importancia das ervas-daninhas anuais ou perenes,
sintomaticas ou ndo como hospedeiras do virus é grande, jA que podem ser
responsaveis pela continuidade da fonte de indculo entre um e outro ciclo de
producao (KARASEV, 2000).

2.1.2.5 Distribuicdo geografica

O ToCV foi relatado pela primeira vez em 1996 em tomateiros crescendo em
casa de vegetacdo na Florida, nos Estados Unidos da América, causando pelo
menos desde o0 ano de 1989, uma sindrome conhecida como amarelecimento foliar
(SIMONE et al., 1996; WISLER et al., 1998b). Desde entdo, o ToCV ja foi relatado
em mais de 20 paises: Portugal (LOURO; ACCOTTO,; VAIRA, 2000), Espanha
(NAVAS-CASTILLO et al., 2000), Itdlia (ACCOTTO et al., 2001), Africa do Sul
(JONES, 2001), Porto Rico (WINTERMANTEL et al., 2001), Grécia (DOVAS; KATIS;
AVGELIS, 2002), Marrocos (HANAFI, 2002), llhas Canarias (FONT; VAIRA;
ACCOTTO, 2003), Taiwan (TSAI et al., 2004), Israel (SEGEV et al., 2004), Franca
(DALMON et al., 2005), Libano (ABOU-JAWDAH et al., 2006), (DELATTE et al.,
2006), Chipre (PAPAYIANNIS et al., 2006), México (ALVAREZ-RUIZ et al., 2007),
Turquia (CEVIK; ERKIS, 2008), Cuba (MARTINEZ-ZUBIAUR et al., 2008), llhas
Reuni&o e llhas Mayotte (MASSE et al., 2008), Costa Rica (CASTRO et al., 2009),
llhas Mauricio (LETT et al., 2009), Japao (HIROTA et al., 2010) e Sudéao (FIALLO-
OLIVE et al., 2011).

Em territorio brasileiro o ToCV foi primeiramente detectado em tomateiro em
2008 na regido de Sumaré, Sdo Paulo (BARBOSA et al., 2008). E possivel, no
entanto, que o closterovirus encontrado em tomateiros na regido de Campinas, SP,
em 1998, causando sintomas semelhantes aos descritos para o ToCV e transmitido
pela B. tabaci, ja fosse o préprio ToCV (PAVAN; MELLO; SITOLIN, 1999).
Posteriormente o ToCV foi constatado também em tomateiros nos estados da Bahia,
Espirito Santo, Goias, Minas Gerais e Rio de Janeiro (BARBOSA et al.,, 2011).
Também foi detectado nos Estados de Santa Catarina e Pernambuco (Dr. Ricardo
Gioria, informacéo pessoal). Em plantas de pimentdo esse virus foi detectado em
2010, também no Estado de Sdo Paulo (BARBOSA; TEIXEIRA; REZENDE, 2010),

enquanto que em batateira foi encontrado pela primeira vez em amostras



24

provenientes do estado de Goias (FREITAS et al., 2012). Isso mostra que trata-se de
um virus em expansao no pais, tal como ja aconteceu em outros paises como a
Grécia, sendo que a disseminacdo € atribuida ao incremento da populacédo e
expansao do vetor (WINTERMANTEL et al.,, 2008), ao movimento de material
vegetativo de regides afetadas, como também nédo deve ser descartada a implicacédo

dos frutos infectados na disseminacéo do virus (ORFANIDOU et al., 2014).

2.1.2.6 Diagnose

A diagnose com base nos sintomas produzidos pelos crinivirus em geral &
complicada porque podem ser facilmente confundidos com aqueles causados por
problemas fisiolégicos ou nutricionais, senescéncia natural e fitotoxicidade por
produtos agricolas (EPPO, 2005; WISLER; DUFFUS, 2001; WISLER et al., 1998a,
1998b). Ainda, o fato de os sintomas induzidos pelo ToCV aparecerem de forma
tardia (WISLER; DUFFUS, 2001) faz com que a diagnose seja muitas vezes tarde
demais, piorando o panorama.

Pela sintomatologia € impossivel diferenciar a infec¢cdo do tomateiro por ToCV
com a de outro crinivirus, o TICV, ainda ndo constatado no Brasil. No entanto,
existem hospedeiras diferenciais do ToCV como N. glutinosa e Gomphrena globosa
gue nédo sado hospedeiras do TICV (DUFFUS; LIU; WISLER, 1996;
WINTERMANTEL; WISLER, 2006). Ainda, ambas as espécies de crinivirus podem
ser diferenciadas pelos sintomas produzidos em N. clevelandii e N. benthamiana,
sendo que ambos induzem uma clorose internerval, mas o TICV também induz
manchas necroticas (WISLER et al., 1998b).

Adicionalmente, o TICV e o ToCV podem ser diferenciados e identificados de
acordo com as diferencas na capacidade de transmisséo por diferentes espécies de
aleyrodideos. O ToCV, conforme mencionado anteriormente € transmitido por B.
tabaci MEAM1, New World e MED, T. abutilonea e T. vaporariorum, enquanto o
TICV é transmitido apenas por T. vaporariorum (DUFFUS; LIU; WISLER, 1996;
WISLER et al., 1998a).

Os métodos moleculares como a Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) e a hibridizacdo do é&cido nucléico sdo os mais usados por

serem altamente eficientes na deteccdo e diferenciacdo de crinivirus e cada um
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deles oferece vantagens uUnicas na diagnose (WINTERMANTEL; HLADKY, 2010;
WINTERMANTEL, 2004).

2.1.2.7 Epidemiologia e controle

Na Europa as doencas causadas pelo ToCV e o TICV sdo chamadas de
amarelecimento do tomateiro (Tomato yellowing disease, TYD). Aparentemente, a
epidemiologia dessas doencas € bastante influenciada pelas espécies vetoras
envolvidas (WINTERMANTEL; WISLER, 2006). Assim, na maior parte dos paises da
regido do Mediterraneo, onde predomina B. tabaci MED, o ToCV ¢é o virus associado
ao TYD de forma predominante (DALMON et al., 2009; LOURO; ACCOTTO; VAIRA,
2000; NAVAS-CASTILLO; FIALLO-OLIVE; SANCHEZ-CAMPOS, 2011,
PAPAYIANNIS et al.,, 2006). J4 na Grécia, onde predomina T. vaporariorum, é o
anico pais onde predomina o TICV (DOVAS; KATIS; AVGELIS, 2002). Além disso,
0s vetores também podem ser os moduladores da gama de hospedeiros desses
virus (ORFANIDOU et al., 2014).

A incidéncia de plantas infectadas com o ToCV é bastante variavel, conforme
constatado em diferentes paises. No Sudeste da Espanha foram encontradas
incidéncias maiores do que 30% de plantas sintomaticas num levantamento
realizado no ano 1999 (NAVAS-CASTILLO et al., 2000). Entre os anos de 2006 e
2009 encontraram-se incidéncias de 27-63% em Malaga, 16-38% em Murcia e 18-
27% em Almeria, enquanto em Malaga foram encontradas plantas infectadas de
pimentdo, com incidéncias de 8,2-10,9%, além de apenas uma amostra infectada
(0,3%) em Almeria. Os cultivares de pimentdo exibem diferencas em suscetibilidade,
com incidéncias de 53 a 100% (FORTES; MORIONES; NAVAS-CASTILLO, 2012).
No mesmo pais, a incidéncia do ToCV em tomateiro produzido em casa de
vegetacao alcancou 100% antes dos cinco meses apos o transplante, dependendo
do tipo de cobertura (VELASCO et al., 2008). Na Grécia, Dovas; Katis e Avgelis,
(2002) inspecionaram 61 plantios de tomateiro, em casa de vegetagao e campo e
constataram que o TICV estava presente em 53 planta¢cdes (87%), enquanto o ToCV
foi detectado em apenas 10 (16%). De 183 amostras de tomateiro analisadas por
RT-PCR o TICV foi detectado em 164, enquanto o ToCV estava presente em apenas
25. Estudos mais recentes conduzidos na Grécia, analisando amostras de

tomateiros, outras espécies cultivadas e plantas daninhas confirmaram a
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predominancia do TICV que poderia estar associada ao tipo de vetor predominante
no pais. De um total de 114 amostras de tomateiros analisadas o TICV foi detectado
em 62,5% e o ToCV em 20,5% (ORFANIDOU et al., 2014). Ja no Brasil, Barbosa et
al. (2008) relataram incidéncias bastante baixas de ToCV, de 0,25 a 3,42%,
engquanto Calaca (2011) confirmou incidéncias de 0,38 a 2,48% na mesma regiao,
em eépocas diferentes do ano. No Ultimo caso, as maiores incidéncias foram
encontradas nas periferias das lavouras e aparentemente a principal fonte de in6culo
seria externa. E importante salientar que os campos avaliados por Calaga (2011)
receberam no minimo uma aplicacao de inseticida por semana.

O ToCV pode ser disseminado em mudas infectadas no comeércio
internacional (NAVAS-CASTILLO et al., 2000). Mesmo entre regides o transporte de
mudas infectadas pode ajudar na disseminacdo do ToCV (ORFANIDOU et al.,
2014). Na Espanha foi observada uma associacéo entre os surtos do amareldo e a
disseminacdo de B. tabaci durante o verdo (NAVAS-CASTILLO et al., 2000). Ja a
disseminacédo natural do virus a longa distancia pela migracdo de vetores viruliferos
€ considerada de menor importancia. No entanto, insetos viruliferos poderiam ser
transportados a longas distancias junto com plantas hospedeiras ou néo
hospedeiras do virus (EPPO, 2005).

O efeito do ToCV na producédo das plantas ainda nao foi avaliado de maneira
quantitativa (EPPO, 2005; FORTES; MORIONES; NAVAS-CASTILLO, 2012) com
excecdo do pimentdo. Nessa Ultima espécie encontraram-se diferencas significativas
de 45-75% na producado entre as plantas infectadas e as plantas sadias. O dano
causado esteve relacionado com o tamanho e o numero de frutos. Ademais, foi
encontrada correlagdo positiva entre a resisténcia, em termos de incidéncia do
ToCV, e a tolerancia, estimada pela reducdo da producédo e altura das plantas dos
gendtipos avaliados (FORTES; MORIONES; NAVAS-CASTILLO, 2012). E possivel
que os cultivares comerciais de tomate também reajam de forma diferente ao
amareldo, ainda que até o momento ndo tenham sido relatadas diferencas na
incidéncia do ToCV, e a necessidade da sua avaliacdo para futuros programas de
melhoramento ja foi apontada por Navas-Castillo et al. (2000).

Quando dois ou mais virus infectam uma planta simultaneamente pode
acontecer interacdo entre eles, de forma que aumenta a concentragdo de um ou
mais desses virus. O ToCV pode interagir com outros virus da mesma familia ou

virus distintos. Por exemplo, em batata doce o crinivirus Sweet potato chlorotic stunt
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virus (SPCSV) interage de forma sinérgica com o potyvirus Sweet potato feather
mottle virus (SPFMV) causando uma nova doenca derivada da quebra de resisténcia
das plantas ao potyvirus, que acaba apresentando uma maior replicagcdo. O ToCV
apresenta sinergia com o tospovirus Tomato spotted wilt virus (TSWV) quando
inoculado simultaneamente, aumentando o titulo viral do ToCV, enquanto a
concentracdo do TSWV apresenta-se estavel. O peso fresco dos tomateiros
infectados com ambos os virus € duas e trés vezes menor do que quando infectados
somente com 0 tospovirus ou o crinivirus, respectivamente. Por outro lado, em
plantas resistentes a tospovirus, essa resisténcia € quebrada quando o ToCV infecta
a planta 10 dias antes que o tospovirus. Em ambos os casos € provavel que o
fendbmeno aconteca pela supressao do silenciamento génico por parte de ambos o0s
virus (GARCIA-CANO et al., 2006).

A erradicacao dos virus esta fora de questdo na maioria dos casos por ser
dificil, sendo impossivel (WINTERMANTEL; HLADKY, 2010). Medidas como
barreiras fisicas (telas) para proteger as culturas dos vetores, o controle quimico
desses vetores, datas de plantio apropriadas que néo coincidam com a biologia do
inseto vetor, o roguing ou erradicacdo de tomateiros infectados com o ToCV, de
ervas daninhas e outros possiveis hospedeiros do virus como do vetor, como
também o uso de variedades resistentes quando disponiveis sdo comumente
recomendadas para o manejo de doencas causadas por virus transmitidos por
aleirodideos (EPPO, 2005; ORFANIDOU et al., 2014).

Atualmente o controle do ToCV € essencialmente preventivo e se baseia no
controle dos vetores. O problema com o controle quimico € que B. tabaci desenvolve
resisténcia muito rapidamente a todos os grupos de inseticidas e, portanto, é
necessaria a utilizacdo de estratégias como rotacdes de inseticidas (EPPO, 2005).
Porém, os inseticidas ndo sado muito eficientes para controlar doencas causadas por
virus, ja que estes podem ser transmitidos antes de o inseto morrer pela aplicacao
do produto. Ainda, a incubacédo dos crinivirus é demorada, aparecendo 0s sintomas
entre 3 a 4 semanas apos a infeccdo, de forma que, a doenca pode estar ja bastante
espalhada antes de as medidas de controle serem implementadas
(WINTERMANTEL, 2004).
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2.1.2.8 Melhoramento para resisténcia

O controle através do uso de cultivares resistentes € uma das formas mais
econdmicas e efetivas de controlar doencgas virais. De acordo com Cooper e Jones
(1983), Hull (2014) e Walkey (1991) a resisténcia e a suscetibilidade denotam os
extremos de uma escala que abrange os efeitos de um individuo infectavel nos
processos de infeccdo, replicacdo e invasdo sistémica do virus. A tolerancia é
definida como uma resposta do hospedeiro a doenca correspondente a expressao
de sintomas fracos ou despreziveis, mas com concentragcdo e movimentacdo do
virus dentro da planta aproximadamente iguais aos de uma planta suscetivel. A
tolerancia tem reflexo no desenvolimento e na producéo da planta. A imunidade, que
€ a auséncia completa de infeccdo pode ser considerada como resisténcia do tipo
“ndo hospedeiro” e ocorre quando o virus ndo se replica em protoplastos, nem em
células da planta, mesmo naquelas inicialmente inoculadas. A maioria das espécies
vegetais € imune a infeccao pela maioria dos virus.

Na prética existe ainda um conceito conhecido como resisténcia de campo
gue consiste na resisténcia aparente sob condicdes naturais, enquanto sob
condicOes experimentais a planta pode ser suscetivel. Ela pode acontecer devido a
baixos niveis de inoculo ou por outras causas desconhecidas (WALKEY, 1991).

Entre outros conceitos, temos aquela de Rubio et al. (2003) que define
resisténcia como uma caracteristica do hospedeiro pela qual a infeccdo do virus é
impedida, enquanto a tolerancia € uma caracteristica do hospedeiro que permite a
ele suportar a infecgdo viral sistémica, mas 0s sintomas produzidos sdo menos
severos do que nas plantas mais sensiveis. Outros autores consideram como
resistentes as plantas que apo6s a inoculacdo ndo apresentam sintomas nem virus
detectavel, e como tolerantes aquelas que sdo assintomaticas, porém o virus pode
ser detectado (VIDAVSKY; CZOSNEK, 1998; ZAKAY et al., 1991).

Em contraposicdo aos begomovirus, ainda ndo existe disponibilidade de
cultivares de tomateiro resistentes ao crinivirus ToCV (HANSSEN; LAPIDOT,;
THOMMA, 2010). Em casos como este € necessario testar cultivares comerciais
disponiveis e linhas melhoradas ou acessos, expondo-os ao virus. Em caso de
sucesso, 0s cultivares com resisténcia ou tolerancia podem ser recomendados. Caso
contrario, o proximo passo € testar espécies exdticas e selvagens. Nesse caso, 0

programa de melhoramento é longo tendo entre varias dificuldades a obtencdo de
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descendéncia fértii dos cruzamentos e que estas possuam as caracteristicas
agrondmicas esperadas (SEGEREN et al., 1993a; WALKEY, 1991).

Recentemente Garcia-Cano et al. (2010) identificaram na Espanha fontes de
resisténcia nas linhagens 802-11-1 e 821-13-1, derivadas da populacdo IAC CN RT
(proveniente da hibridizacdo interespecifica de Solanum lycopersicum Xx S.
peruvianum) e LA1028 (S. chmielewskii), respectivamente. A resisténcia esta
associada a reducdo da concentracdo do virus nos tecidos das plantas e na
expressao dos sintomas.

Apesar de ja ter sido bastante criticada por representar uma fonte potencial de
virus, a resisténcia parcial tem sido bastante usada em programas de melhoramento,
em parte, porque as vezes € o Unico tipo de protecdo disponivel, mas também
porque ela pode ser mais duradoura do que no caso do uso da resisténcia total, que

muitas vezes depende de um gene so e é de baixo espectro.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Localizacao

Os ensaios foram conduzidos no periodo de julho de 2012 até abril de 2014,
sob condicbes de campo protegido e casa de vegetacdo, no campo de
experimentacdo do Departamento de Fitopatologia e Nematologia da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” — ESALQ/USP.

A andlise do solo foi realizada antes dos ensaios no campo para uniformizar a
condicdo nutricional de todo o campo de experimentacdo. Esses dados também
podem servir como referéncia para futuros trabalhos de avaliacdo de tolerancia de
tomateiros ao amarelao causado pelo ToCV (Tabela 1).

Realizou-se uma aplicacé@o corretiva de sulfato de amonia e borax em doses
de 1.500 a 2.000 Kg.ha™ e 30 Kg.ha™, respectivamente. Uma vez que a saturacdo
de bases (V) foi superior ao convencionalmente recomendado para o tomateiro e o
valor do magnésio ficou acima de 9 mmol. /dm3 que é o minimo esperado, nao foi

realizada a calagem.
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Tabela 1 — Resultados da anélise do solo

Caracteristica Resultados Caracteristica Concentracao
pH (1) 5,7 CTC 132,7 mmolc/dm®

P 378 mg/dm® \Y 132,7%

9 mmolc/dm® m 81%

K 8,7 mmolc/dm® Micronutrientes Concentracéo

Ca 76 mmolc/dm® B 0,33 mg/dm®

Mg 23 mmolc/dm® Cu 10 mg/dm®

Al 0 mmolc/dm® Fe 49 mg/dm®

H+AI 25 mmolc/dm® Mn 38,1 mg/dm®

SB 107,8 mmolc/dm?® Zn 23 mg/dm®

@ Determinado pelo método do CaCl,

2.2.2 Genotipos de tomateiro

Os genodtipos de tomateiro utilizados no estudo foram obtidos de uma colecéo
de sementes do Prof. Dr. Paulo C. Tavares de Melo, do Departamento de Producéo
Vegetal da ESALQ-USP (NI 1 a 27 da Tabela 2).

Também foram obtidas sementes de algumas espécies selvagens e algumas
linhagens avancadas de tomateiro desenvolvidos pelo Dr. Hiroshi Nagai, do Instituto
Agronémico de Campinas (IAC), por meio do Dr. André L. Lourencao, também do
IAC (Tabela 2, NI 10 e 28 a 38). Foram obtidos ainda, sementes de cultivares
utilizados atualmente pelos produtores, através do Eng. Agr. Thiago Teodoro
Alcantara, da Agristar do Brasil Ltda (Tabela 2, NI 39 a 57).

2.2.3 Isolado do virus

O isolado do ToCV utilizado foi obtido em 2006 a partir de plantas de
tomateiro na regido de Sumaré, no Estado de Sdo Paulo (BARBOSA et al., 2008), e
0 genoma completo foi sequenciado recentemente e encontra-se disponivel no
GenBank, com os numeros de acesso JQ952600 e JQ952601 para os RNAL e
RNA2, respectivamente (ALBUQUERQUE et al., 2013). O isolado foi mantido em
plantas da mesma espécie como também em Gomphrena globosa e Nicotiana
clevelandii, em casa de vegetacao, no Departamento de Fitopatologia e Nematologia
da ESALQ.
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Tabela 2 — Relacdo de tomateiros usados para avaliacdes de resisténcia a infeccdo com o ToCV e
de tolerancia ao amarelao causado por esse crinivirus
(continua)
NI (1) Nome Grupo Varietal Habito de Crescimento

1 Kada Santa Cruz Indeterminado
2 Viradouro Saladete Determinado
3 Saturno Italiano Indeterminado
4 HTX-01 Santa Cruz Indeterminado
5 HTV0601TH Saladete Determinado
6 Santa Clara Santa Cruz Indeterminado
7 Katia Saladete Determinado
8 HTX-11 Santa Cruz Indeterminado
9 Débora Max Santa Cruz Indeterminado
10 Solanum peruavianum LA 462 — -

11 HTV8022 Saladete Determinado
12 Mercurio Saladete Determinado
13 Plutéo Italiano Indeterminado
14 Jupiter Italiano Indeterminado
15 Caline IPA-6 Saladete Determinado
16 S&o Sebastiao Santa Cruz Indeterminado
17 Botu 13L Saladete Determinado
18 UNAPAL Maravilla Santa Cruz Indeterminado
19 Avalon Santa Cruz Indeterminado
20 Sahel Italiano Indeterminado
21 STV-1 (CGT 92) Saladete Determinado
22 Forty Ty Saladete Indeterminado
23 Tucson Saladete Indeterminado
24 Netuno Italiano Indeterminado
25 Alambra Saladete Indeterminado
26 Dominador Ty Saladete Indeterminado
27 Paron Saladete Indeterminado
28 S. pimpinellifolium LA 722 — —

29 S. pimpinellifolium LA 1335 - -

30 S. habrochaites Pl 134418 - -

31 S. peruavianum LA 371 - —

32 S. peruavianum LA 444-1 — —

33 S. pimpinellifolium PI 126931 — —

34 S. habrochaites Pl 127826 - -

35 S. habrochaites Pl 134417 - -

w
»

IAC CN RT F5
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(conclusao)

NI (1) Nome Grupo Varietal Habito de Crescimento

37 IAC 68F 22-2-24-1 — —

38 IAC 14-2-49 + 14-2-85 — —

39 Alambra Saladete Indeterminado
40 AP 533 Saladete Determinado
41 Caribe Italiano Indeterminado
42 Carina Ty Santa Cruz Indeterminado
43 Centenario Italiano Indeterminado
44 Ellen Saladete Indeterminado
45 Fusion Saladete Indeterminado
46 Gault Saladete Indeterminado
47 Gladiador Saladete Indeterminado
48 HMX 7885 Saladete Determinado
49 Pegasus Santa Cruz Indeterminado
50 Pizzadoro Italiano Indeterminado
51 Predador Saladete Indeterminado
52 Serato Saladete Indeterminado
53 Tyna Italiano Indeterminado
54 UG 8169 Saladete Determinado
55 Vento Saladete Indeterminado
56 Débora Pto Santa Cruz Indeterminado
57 Forty Ty Saladete Indeterminado

@ NI: Nimero de identificacsio

2.2.4 Colbniade Bemisiatabaci e aquisi¢cdo do ToCV

A transmissdo do virus foi realizada utilizando adultos de B. tabaci MEAM1,
vetor natural predominante no Brasil. Para isso, col6nias desse aleirodideo foram
criadas em plantas de couve-flor dentro de gaiolas artesanais a prova de insetos,
mantidas em casa de vegetacao.

O manuseio dos insetos foi feito com aspirador bucal construido com um tubo
de centrifuga tipo Falcon de 50 ml, uma ponteira de micropipeta de 1000 ul e uma
mangueira plastica de 30 cm x 1/4” de espessura contendo um filtro. A ponteira foi
fixada em um orificio no tubo Falcon e a mangueira com o filtro foi encaixada em um

orificio oposto ao da ponteira. Insetos viruliferos foram obtidos por meio do
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confinamento em folhas de plantas infectadas acondicionadas nos tubos tipo Falcon
dos aspiradores bucais. O PAA do virus foi de 24 h. Depois disso os insetos foram
usados para as inoculacbes de tomateiros conforme o0s objetivos dos ensaios
descritos adiante.

Alternativamente, para 0s ensaios para determinar a tolerancia, os insetos
viruliferos foram obtidos por meio do confinamento em plantas de tomate infectadas
com o ToCV, mantidas em gaiola protegida com voil. Nesse caso, 0 manuseio dos
insetos viruliferos foi realizado usando o aspirador bucal modificado, que dispensa o

tubo Falcon e a ponteira vai inserida diretamente na mangueira plastica.

2.2.5 Deteccao do ToCV e sequenciamento

2.2.5.1 Extrag&o de RNA total

As amostras utilizadas para a extracdo do RNA foram obtidas das folhas
inferiores das plantas. Nos casos em que essas folhas ndo eram apropriadas por
apresentar senescéncia as amostras foram obtidas das folhas superiores.

A extracdo do RNA total de folhas de tomateiros foi realizada com
Trizol®Reagent (Invitrogen), seguindo as recomendagdes do fabricante. Dois discos
foliares foram acondicionados no interior de tubo de microcentrifuga de 1,5 mL,
congelados com nitrogénio liquido e macerados com o auxilio de pistilos plasticos.
Em seguida foi adicionado 1 mL de Trizol®Reagent, de forma que o0 peso da
amostra correspondesse a menos de 10% do volume total da solucdo. Apds
agitacdo vigorosa e repouso de 5 minutos a temperatura ambiente foram
acrescentados 200 pL de cloroférmio em cada tubo. Apés agitacdo e repouso de
aproximadamente 5 minutos a suspenséao foi centrifugada a 12.000 g durante 15
minutos, a 4°C. Da fase aquosa (sobrenadante) foram retirados 400 pL e
transferidos a um novo tubo. O mesmo volume de isopropanol foi adicionado aos
tubos e apds misturar mediante agitacéo, eles foram armazenados a -20 °C entre 2
e 24 horas. Apds esse periodo centrifugou-se a 12.000 g por 10 minutos para
precipitar o RNA total. O sobrenadante foi descartado e o precipitado que fica retido
no fundo foi lavado adicionando 1 mL de etanol a 75% e centrifugando novamente a
7.500 g durante 5 minutos. O etanol foi descartado e os tubos foram secados numa

secadora a vacuo ou numa capela de exaustdo, tomando-se cuidado para evitar o
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ressecamento excessivo. O precipitado foi dissolvido em 20 pL de agua tratada com
DEPC (para inhibir RNases). Junto com as amostras, procurou-se sempre realizar a
extracdo do RNA de uma planta sabidamente infectada com o ToCV (controle

positivo), como também de uma planta ndo infectada (controle negativo).

2.25.2 RT-PCR

A amplificagdo do RNA viral foi realizada com o método de uma etapa so, do
inglés “one-step”, em contraposi¢cao ao “nested” RT-PCR descrito por Dovas, Katis e
Avgelis (2002). Para isso, 3 pL do RNA total foram adicionados a 22 yL de uma
mistura de reagentes. Esses reagentes, com as respectivas concentracdes finais,
foram: tampdo da enzima Tag DNA polimerase (1X); desoxinucleosideos
trifosfatados (ANTP’s - 0,15 mM); MgCl, (1,6 mM); os oligonucleotideos iniciadores
especificos ToC-5 (5'-GGT TTG GAT TTT GGT ACT ACATTC AGT-3’) e ToC-6 (5'-
AAA CTG CCT GCA TGA AAA GTC TC-3) (0,64 uM cada); 1 unidade da enzima
AMV e 1,5 unidades da enzima Tag DNA polimerase. O volume final foi completado
com agua livre de RNases (tratada com DEPC).

Os primers Toc-5 e Toc-6 flanqueiam uma regido do gene homodlogo da heat
shock protein (HSP-70) que é uma regido altamente conservada nos crinivirus
(DOVAS; KATIS; AVGELIS, 2002).

O regime do termociclador foi de 42°C por 30 min, 95°C por 1 min, seguido de
40 ciclos de 95°C por 20 s, 60°C por 15 s, 72°C por 10 s e um periodo final de 2 min
a 72°C. A separacdo dos fragmentos amplificados foi feita através de eletroforese
em gel de agarose a 1% contendo SYBR® Safe DNA gel Stain por cerca de 40
minutos. Os fragmentos de DNA de 463 pb (pares de bases) amplificados foram
visualizados em transiluminador de luz UV e as imagens foram arquivadas.

A confirmacéo da infeccdo das plantas por RT-PCR foi sempre realizada a
partir dos 30 dias apds a inoculagédo (DAI), tanto das plantas fonte de in6culo como
das plantas dos diferentes gendétipos avaliados. A auséncia de infec¢cdo nas plantas

nao inoculadas (sadias) foi confirmada da mesma maneira.
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2.2.5.3 Sequenciamento de nucleotideos

Para confirmar a identidade do ToCV, os produtos da RT-PCR de algumas
amostras representativas foram purificados mediante o kit de purificagcdo Wizard®
SV Gel e PCR Clean-up System (Promega) ou PureLink™PCR Purification Kit
(Invitrogen), segundo o protocolo de cada fabricante. Os amplicons purificados foram
guantificados esperando uma concentracdo minima de 50 ng de DNA/UL e mantidos
em freezer a -20°C. Estes amplicons foram expedidos juntamente com o0s
oligonucleotideos iniciadores especificos para a Macrogen Korea, localizada em
Seoul, Korea, onde foi realizado o sequenciamento direto de nucleotideos. Os

resultados dos sequenciamentos foram transmitidos de forma on-line através da

pagina web da empresa (disponivel em: http://dna.macrogen.com/eng/) e a
gualidade das sequéncias foi analisada pelo Electropherogram Quality Analysis da

Embrapa (Disponivel em: http://bioinformatica.cenargem. embrapa.br/phph/). As

sequéncias obtidas foram comparadas com outras sequéncias disponiveis no
Genbank mediante o programa BLASTn (ALTSCHUL, 1997) disponivel na pagina

web da National Center for Biotechnology — NCBI (http://www.ncbi.nIlm.nih.gov/).

2.2.6 Avaliacdo da resisténcia dos tomateiros a infeccdo com o ToCV

O primeiro ensaio para avaliacdo da resisténcia de tomateiros a infecgdo com
0 ToCV foi conduzido com os primeiros 38 genotipos da Tabela 1, no periodo de 14
de janeiro a 26 de abril de 2013. O segundo ensaio foi conduzido com os ultimos 27
gendtipos da Tabela 1 correspondente aos numeros 31 a 57, incluindo do sexto ao
décimo gendétipo da mesma tabela, no periodo de 24 de janeiro a 24 de abril de
2014.

A semeadura foi realizada em bandejas de poliestireno expandido de 72
células contendo substrato de casca de pinus. Foram produzidas 12 mudas por
genotipo. As bandejas foram regadas diariamente e protegidas por uma gaiola
coberta com um tecido a prova de insetos (voil). As liberacbes massais de
aleirodideos viruliferos foram realizadas quando 50% das plantas tinham trés ou
quatro folhas verdadeiras, aos 38 e 25 dias ap0s a semeadura (DAS) no primeiro e
segundo ensaio, respectivamente. As liberagcdes foram realizadas diariamente

durante um periodo de 10 dias, na proporcéao final de 20 insetos por planta. Um dia


http://dna.macrogen.com/eng/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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apos a ultima liberacdo as plantas forma pulverizadas com inseticidas com
ingredientes ativos espiromesifeno e piriproxifem. Em seguida elas foram
transplantadas para vasos de aluminio contendo uma mistura de terra, areia e
matéria organica esterilizada na relagédo 2:1:1, em niamero de duas plantas por vaso.
A confirmacéo da infeccéo foi realizada por sintomatologia a partir de 30 dias apds a
primeira inoculacédo com liberacao de aleirodideos. Os resultados foram confirmados
mediante a RT-PCR. A incidéncia dos gendtipos infectados foi calculada segundo a
formula:

PI x 100
N

(%) =

Onde I: incidéncia de plantas infectadas; PI: nimero de plantas infectadas; N:
namero total de plantas do genatipo.

De acordo com a porcentagem de plantas infectadas os genoétipos foram

classificados em altamente resistentes (0-10%), moderadamente resistentes (11-

30%), suscetiveis (31-60%) e altamente suscetiveis (61-100%).
2.2.7 Avaliacao datolerancia dos tomateiros ao amarelao

No primeiro ensaio para avaliagdo de toleréncia de tomateiros ao amarelao
causado pelo ToCV foram utilizados os primeiros seis genétipos da Tabela 1; no
segundo ensaio foram avaliados a partir do genotipo niamero 7 até o numero 23 da
mesma tabela, incluindo o quinto gendtipo da relacdo (HTVO0601TH), também
avaliado no primeiro ensaio de tolerancia.

No primeiro ensaio a semeadura das plantas foi realizada no dia 14 de julho
de 2012, a inoculacao foi realizada 25 DAS, o transplante em campo foi realizado 30
DAS e as plantas foram conduzidas até os 130 DAS. No segundo ensaio a
semeadura foi realizada no dia 26 de fevereiro de 2013, a inoculacao foi realizada
aos 24 DAS, o transplante em campo sete dias depois e as plantas foram
conduzidas até os 112 DAS.

As mudas de tomateiro dos diferentes genotipos foram produzidas em casa
de vegetacdo em vasos de aluminio contendo substrato de terra, areia e matéria
organica na relacdo 2:1:1. Foram semeadas trés sementes por vaso, mas foi

mantida s6 uma planta por vaso.
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Os aleirodideos viruliferos foram confinados em mudas individuais de
tomateiros dos diferentes gendtipos, protegidas com copos plasticos de 700 ml e 15
cm de altura. A base do copo foi coberta com o préprio substrato do vaso. Esses
copos foram confeccionados de forma a permitir a passagem de ar através de uma
janela coberta com “voil”. Os insetos foram repassados aos copos, mediante o
aspirador bucal modificado, através de um orificio que posteriormente foi fechado
com algodéao. Foram liberados 40 insetos por planta e o PAI foi de 24 h.

As plantas foram inoculadas com o ToCV no estadio de trés a quatro folhas
verdadeiras. A mesma quantidade de plantas sadias (ndo inoculadas com o ToCV)
de cada gendtipo foi utilizada como controle. Essas plantas também foram
protegidas com copos plasticos, neste caso antes da exposicdo por 24 h a
aleirodideos livres de virus. Depois de 24 horas, todas as plantas foram
transplantadas em dois telados do campo, separadamente.

Os telados foram construidos com mourfes e sarrafos de madeira numa area
de 45 m? cada um. Para o isolamento foi utilizado voil visando impedir a entrada de
aleirodideos e outros artropodes vetores de diferentes virus. Cada um dos telados

tinha 2 m de altura, 6 m de largura e 7,5 m de comprimento (Figura 1).

Figura 1 — Telados para plantios de tomateiros sadios e infectados com o ToCV para avaliagdo de
tolerancia ao amarelao no campo

O transplante foi realizado em covas de 15 x 15 x 15 cm, adubadas
previamente com sulfato de aménia, borax e matéria organica. A distribuicdo das
plantas foi ao acaso, o espacamento foi de 0,5 x 1 m e foi conduzida uma planta por

cova.
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O controle de ervas daninhas foi realizado manualmente a partir do
transplante das mudas no interior dos telados. A rega foi realizada diariamente de
forma manual na base de cada planta utilizando um aspersor acoplado a uma
mangueira. As plantas foram tutoradas com estacas de bambu e desbrotadas
frequentemente.

Quarenta dias apds o transplante no campo foram colhidas amostras de
folhas de cada uma das plantas para andlise da presenca do virus por RT-PCR.

O peso total de frutos colhidos de cada planta foi registrado durante e no final
da execucao dos ensaios. Ao fim do experimento foi realizada a remoc&o de cada
uma das plantas para a avaliacdo do peso fresco e peso seco. Os galhos e folhas de
cada planta foram separados e cortados em partes menores com ajuda de uma
tesoura de podar para facilitar o seu acondicionamento em sacos de papel
adequadamente identificados. O material vegetal foi pesado individualmente (peso
fresco) e secado em estufa a 65°C durante uma semana ou até que as amostras
ndo apresentassem perda de peso perceptivel de um dia para outro. As amostras

foram novamente pesadas para a obtencao do peso seco.

2.2.8 Analise dos dados

Todos os dados obtidos foram submetidos a analises exploratorias tais como:
normalidade de dados, independéncia dos erros e homogeneidade de variancia.

Para os ensaios de avaliacdo da resisténcia a infeccdo com o ToCV foi
realizada uma analise estatistica descritiva.

Para os ensaios de tolerancia a doengca em campo foi realizada uma analise
estatistica utilizando uma anova e posteriormente comparacées multiplas mediante o
teste de Tuckey. Para essa analise foi adotado um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) onde foram comparadas as plantas sadias com as plantas
infectadas pelo ToCV para cada gendtipo, totalizando 23 analises individuais. O
namero de repeticbes para cada gendétipo foi de cinco e quatro, para o primeiro e
segundo ensaio, respectivamente. Essa diferenca foi devido a perda de unidades
experimentais (plantas) por causa de infeccdes com o tospovirus Tomato chlorotic
spot virus (TCSV) e o oomiceto Phytophtora infestans.

A analise estatistica foi efetuada com as plataformas SAS e principalmente
RStudio.
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2.3 Resultados
2.3.1 Identidade do ToCV

Os resultados da comparacdo das sequéncias de nucleotideos de trés
amplicons do RNA2 do ToCV com aquelas disponiveis no Genebank do NCBI,
acessos AY903448 (EUA), DQ136143 (Espanha), EU284744 (Grécia), EU868927,
JQ288896, JQ288897, JQ288898 (Brasil), indicaram 98 a 100% de identidade do
isolado recuperado de algumas plantas de tomate testadas nos diferentes ensaios.
2.3.2 Resisténcia de tomateiros a infeccdo com o ToCV
2.3.2.1 Primeiro ensaio

Os resultados do primeiro ensaio de resisténcia a infec¢ao estao na Tabela 3.

Tabela 3 — Reacdo de plantas de tomateiro a infeccdo com o ToCV com base na expressédo de
sintomas e RT-PCR

(continua)
Genétipo Plantas infetadas/inoculadas Incidéncia da infeccéo (%)
IAC 14-2-49 + 14-2-85 0/11 0
Forty Ty 0/10 0
IAC 68F-22-2-24-1 or7 0
S. peruvianum LA 444-1 0/4 0
S. habrochaites Pl 127826 0/4 0
S. habrochaites Pl 134417 0/4 0
S. peruvianum LA 462 1/4 25
Santa Clara 2/6 33
Dominador Ty 4/10 40
S. habrochaites Pl 134418 2/5 40
IAC CN RT F5 2/5 40
S. peruvianum LA 371 3/7 43
Alambra 5/11 45
Katia 3/6 50
Tucson 6/11 55
Saturno 5/9 56

S. pimpinellifolium LA 1335 a/7 57
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Tabela 3 — Reacdo de plantas de tomateiro a infeccdo com o ToCV com base na expressédo de
sintomas e RT-PCR

(concluséao)

Genotipo Plantas infetadas/inoculadas Incidéncia da infecg‘éo (%)
Paron 6/10 60
Viradouro 8/11 73
Débora Max 8/11 73
Japiter 6/8 75
S. pimpinellifolium LA 722 6/8 75
Plutao 9/11 82
S. pimpinellifolium PI 126931 5/6 83
S&0 Sebastido 6/7 86
Netuno 6/7 86
Kada 7/8 88
STV-1 (CGT 92) 8/9 89
HTX-01 8/9 89
Botu 13L 9/10 90
Avalon 9/10 90
Caline IPA-6 8/8 100
UNAPAL Maravilla 8/8 100
Sahel 8/8 100
HTV8022 717 100
HTVO601TH 77 100
Mercurio 6/6 100
HTX-11 6/6 100

Os gendtipos que apresentaram alta resisténcia a infeccdo por ndo terem
plantas infectadas com o ToCV foram espécies selvagens e linhagens avancadas do
IAC. As espécies selvagens resistentes foram: Solanum peruvianum LA 444-1; S.
habrochaites Pl 127826; S. habrochaites Pl 127826 e Pl 134417. As linhagens
avancadas resistentes derivadas da hibridizacdo de S. lycopersicum x S. peruvianum
foram: IAC 14-2-49+14-2-85 e IAC 68F 22-2-24-1. A linhagem avancada IAC CN RT
F5 ndo apresentou o mesmo nivel de resisténcia a infec¢do. S. peruvianum LA-462
foi moderadamente resistente a infeccdo. Para os demais gendtipos a reacdo das
plantas a infeccdo com o ToCV variou de suscetivel a altamente suscetivel. O
cultivar Forty Ty foi uma exceg¢ao, comportando-se como altamente resistente, com
0% de plantas infectadas. Por outro lado, as trés linhagens da espécie selvagem S.

pimpinellifolium apresentaram-se suscetiveis a infeccéo.
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2.3.2.2 Segundo ensaio

Os resultados do segundo ensaio de resisténcia a infeccédo estdo na Tabela 4.

Tabela 4 — Reacédo de plantas de tomateiro a infeccdo com o ToCV com base na expressédo de
sintomas e RT-PCR

Gendtipo Plantas infetadas/inoculadas Incidéncia da infeccao (%)

S. peruvianum LA 444-1 0/12 0

S. habrochaites Pl 134417 0/11 0

S. peruvianum LA 371 0/10 0

IAC 68 F-22-2-24-1 0/9 0

S. habrochaites Pl 127826 0/4 0

IAC CN RT F5 1/9 11
HTX-11 5/8 63
S. peruvianum LA 462 2/3 67
UG 8169 8/11 73
Alambra 9/12 75
Caribe 9/12 75
Forty 9/12 75
Vento 8/10 80
Carina Ty 10/12 83
Serato 10/12 83
HMX 7885 10/11 91
Predador 11/12 92
Gault 12/12 100
Gladiador 12/12 100
Débora Pto 12/12 100
Santa Clara 11/11 100
Ellen 11/11 100
Pegasus 11/11 100
Centenario 10/10 100
Fusion 10/10 100
Tyna 10/10 100
S. pimpinellifolium PI 126931 9/9 100
AP 533 9/9 100
Katia 6/6 100
Débora Max 6/6 100
Pizzadoro 3/3 100

IAC 14-2-49 + IAC 14-2-85 2/2 100
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Neste segundo ensaio de avaliacdo da resisténcia alguns genétipos foram
reavaliados e parte deles exibiu 0 mesmo comportamento do ensaio anterior. As
espécies selvagens S. peruvianum LA 444-1, S. habrochaites Pl 127826 e PI
134417 e a linhagem avancada IAC 68F-22-2-24-1 mais uma vez comportaram-se
como altamente resistentes a infeccdo. Por outro lado, a linhagem avancada IAC CN
RT F5 e S. peruvianum LA371 que tiveram 40% e 43% de plantas infectadas no
primeiro ensaio (Tabela 3) comportaram-se neste ensaio como resistentes e
altamente resistentes, respectivamente. Todos 0os demais gendétipos comportaram-se
como altamente suscetiveis, incluindo a linhagem avancada IAC 14-2-49+14-2-85 e
o cultivar Forty Ty com 75 e 100% de plantas infectadas, respectivamente,
comportamento diferente do primeiro ensaio.

A confirmacgao da infeccdo de cada planta em ambos os ensaios foi feita por
RT-PCR.

2.3.3 Tolerancia ao amareldo no campo

2.3.3.1 Primeiro ensaio

No primeiro ensaio foram comparados o desenvolvimento e a producdo de
seis gendtipos de tomateiros infectados e nao infectados com o ToCV.

Os resultados de desenvolvimento das plantas infectadas e nao infectadas
com o ToCV com base no peso fresco, peso seco e producdo de frutos estédo
apresentados nas tabelas 5, 6 e 7, respectivamente.

Neste ensaio, somente os cultivares Kada e Saturno apresentaram diferenga
significativa na producdo de frutos produzidos por plantas sadias e infectadas.
Porém as redugdes na producdo foram de 47,7 e 51,8%, respectivamente. O
gendtipo HTVO0601TH foi o que apresentou, em valor absoluto, menor dano quando
as plantas foram infectadas com o ToCV. O desenvolvimento das plantas infectadas
de HTVO0601TH, considerando-se a matéria fresca, foi 15% menor do que o das
plantas sadias. A producéo de frutos foi reduzida em 21%. Porém, esse gendtipo foi

altamente suscetivel a infeccdo com o ToCV (Tabela 3).
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Tabela 5 - Pesos médios (g) da matéria fresca de plantas de seis genétipos de tomateiros sadios e
infectados com o ToCV e respectiva redu¢do no desenvolvimento (dano)

Gendtipos Sadio Infectado Dano (%)
Kada 4490,3 a 2655,2 b 40,9
HTVO601TH 3909,6 a 33298 a 14,8
Saturno 33076 a 985,8 b 70,2
Santa Clara 3279,8 a 22010 a 32,9
HTX-01 3087,2 a 20456 a 33,7
Viradouro 3966 a 3522 a 11,2

Nota: 1 Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem pelo teste de Tuckey com
probabilidade de 5%
2 O coeficiente de variabilidade na comparagdo entre as médias dos genétipos sadios e
infectados foi de 62,6%

Tabela 6 — Pesos médios (g) da matéria seca de plantas de seis genotipos de tomateiros sadios e
infectados com o ToCV e respectiva redu¢do no desenvolvimento (dano)

Gendtipos Sadio Infectado Dano (%)
Kada 5200 a 337,0 b 35,2
HTV0601TH 3848 a 3318 a 13,8
Saturno 380,2 a 123,3 b 67,6
Santa Clara 3470 a 252,0 a 27,4
HTX-01 297,2 a 2296 a 22,7
Viradouro 45,4 a 436 a 4,0

Nota: 1 Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem pelo teste de Tuckey com
probabilidade de 5%
2 O coeficiente de variabilidade na comparagdo entre as médias dos genotipos sadios e
infectados foi de 16,8%

Tabela 7 — Pesos médios (g) de frutos colhidos de plantas de seis genétipos de tomateiros sadios e
infectados com o ToCV e respectiva redugdo na producéo (dano)

Gendtipos Sadio Infectado Dano (%)
Kada 4415,0 a 2309,0 b 47,7
Saturno 4004,3 a 1931,3 b 51,8
HTX-01 35374 a 1921,8 a 45,7
Santa Clara 29754 a 1753,2 a 411
HTVO601TH 2938,8 a 2310,2 a 21,4
Viradouro 1567,2 a 1169,2 a 25,4

Nota: 1 Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem pelo teste de Tuckey com
probabilidade de 5%
2 O coeficiente de variabilidade na comparacgéo entre as médias dos gendtipos sadios e
infectados foi de 41,7%
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2.3.3.2 Segundo ensaio

Os resultados de desenvolvimento das plantas sadias e infectadas com o
ToCV, com base no peso fresco, peso seco e producdo de frutos estédo

apresentados nas tabelas 8, 9 e 10, respectivamente.

Tabela 8 — Pesos médios (g) da matéria fresca de plantas de 17 genétipos de tomateiros sadios e
infectados com o ToCV e respectiva redu¢édo no desenvolvimento (dano)

Gendbtipos Sadio Infectado Dano (%)
HTX-11 1549,1 a 942,6 b 39,2
Forty Ty 1401,8 a 9675 a 31,0
Débora Max 1262,4 a 354,8 b 71,9
Jupiter 1207,8 a 688,5 b 43,0
HTV0601TH 1207,1 a 628,5 b 47,9
Plutdo 1166,8 a 718,4 b 38,4
Avalon 9655 a 7476 a 22,6
Sahel 917,1 a 480,8 b 47,6
S. peruvianum LA 462 794,2 a 560,8 a 29,4
S&o Sebastido 7910 a 4105 a 48,1
HTV8022 7879 a 489,1 a 37,9
UNAPAL Maravilla 7335 a 7509 a -2,4
STV-1 (CGT 92) 587,0 a 2998 a 48,9
Caline IPA-6 567,2 a 3305 a 41,7
Mercurio 3715 a 4959 a -33,5
Katia 3305 a 4526 a -36,9
Botu 13L 3172 a 3079 a 29

Nota: 1 Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem pelo teste de Tuckey com
probabilidade de 5%
2 O coeficiente de variabilidade na comparacgéo entre as médias dos genotipos sadios e
infectados foi de 8,9%
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Tabela 9 — Pesos médios (g) da matéria seca de plantas de 17 gendtipos de tomateiros sadios
(azul) e infectados com o ToCV e respectiva reducéo no desenvolvimento (dano)

Gendétipos Sadio Infectado Dano (%)
HTX-11 208,8 a 123,7 a 40,8
Forty Ty 1974 a 135,3 b 31,5
Jupiter 1789 a 94,2 b 47,3
HTVO601TH 1732 a 100,2 b 42,1
Débora Max 1705 a 69,8 b 59,1
Plutdo 168,6 a 108,2 a 35,8
Avalon 1448 a 116,5 b 19,6
Sahel 140,7 a 853 a 39,3
S. peruvianum LA 462 124,7 a 102,3 a 18,0
UNAPAL Maravilla 1196 a 123,0 b -2,8
S&o Sebastido 1189 a 775 a 34,9
HTV8022 1140 a 86,8 a 23,8
STV-1 (CGT 92) 954 a 659 a 30,9
Caline IPA-6 92,4 a 69,2 a 25,2
Mercario 820 a 884 a -7,8
Katia 70,8 a 80,7 a -13,9
Botu 13L 684 a 675 a 1,4

Nota: 1 Médias seguidas pela mesma letra na linha n&o diferem pelo teste de Tuckey com
probabilidade de 5%

2 O coeficiente de variabilidade na comparagéo entre as médias dos genotipos sadios e
infectados foi de 8%
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Tabela 10 — Pesos médios (g) de frutos colhidos de plantas de 17 gendtipos de tomateiros sadios e
infectados com o ToCV e respectiva reducéo na producéo (dano)

Genotipos Sadio Infectado Dano (%)

S. peruvianum LA 462 2530,5 a 1437,3 b 43,2
Sahel 24850 a 1701,5 b 31,5
Forty Ty 1930,3 a 1932,0 a -0,1
Avalon 1830,8 a 1360,0 a 25,7
UNAPAL Maravilla 1821,8 a 1753,3 a 3,8

Jupiter 1668,3 a 1418,8 a 15,0
Mercurio 1576,0 a 1203,0 a 23,7
HTV0601TH 15743 a 1246,0 a 20,9
Débora Max 14923 a 763,5 b 48,8
Plutdo 13050 a 1301,8 a 0,2

Sao Sebastido 1270,3 a 1038,3 a 18,3
Botu 13L 1231,3 a 1214,5 a 1.4

Katia 11490 a 1119,3 a 2,6

HTV8022 11218 a 1215,8 a -8,4
HTX-11 11175 a 746,8 a 33,2
STV-1 (CGT 92) 877,3 a 836,3 a 4,7

Caline IPA-6 8230 a 922,0 a -12,0

Nota: 1 Meédias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem pelo teste de Tuckey com
probabilidade de 5%
2 O coeficiente de variabilidade na comparagdo entre as médias dos genétipos sadios e
infectados foi de 39,4%

Neste ensaio, poucos foram o0s genotipos que apresentaram diferenca
estatistica significativa em relacdo a producdo de plantas sadias e infectadas. No
entanto, considerando-se apenas o0s valores absolutos, os gendtipos que se
destacaram com menor dano na producdo quando infectados com o ToCV foram:
Forty Ty; Plutdo; Botu 13L; Katia e UNAPAL Maravilla. Para os genétipos HTV8022 e
Caline IPA-6, apesar da baixa produtividade apresentada em relagcdo aos demais
gendtipos, as plantas infectadas produziram mais do que as sadias. Ndo houve

correlacéo direta entre a producéo e o peso da matéria fresca.
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2.4 Discussao

Um dos primeiros trabalhos, sendo o Unico, de identificacdo de fontes de
resisténcia genética ao ToCV, bem como de caracterizacdo da resisténcia foi o de
Garcia-Cano et al. (2010). Esses autores avaliaram a resisténcia de 247 gendtipos
de tomateiro, entre cultivares e espécies selvagens, a infec¢cédo natural com o ToCV
no campo, na Espanha. Somente quatro acessos foram selecionados como
resistentes com base na expressao de sintomas: S. chmielewskii LA1028; S.
chilense LA2750; S. corneliomulleri Pl 126440 e a linhagem avangada IAC CN RT
derivada da hibridizacdo de S. lycopersicum x S peruvianum. Plantas desses
acessos foram posteriormente avaliadas em condicdes de casa de vegetacéo,
através da inoculagdo com B. tabaci. Somente os acessos S. chmielewskii LA1028
e a linhagem avancada IAC CN RT exibiram alto nivel de resisténcia ao ToCV.
Plantas da linhagem 802-11-1, obtidas apds dois ciclos de autopolinizacdo de
plantas da linhagem avancada IAC CN RT, ndo exibiram sintomas 131 dias apos a
inoculacdo e o ToCV foi detectado em apenas uma planta aos 90 dias apds a
inoculacao.

A avaliacdo da resisténcia com base somente na expresséo de sintomas néo
€ segura, pois as reacdes das plantas podem variar de um ano para outro, segundo
as condicbes ambientais, e € sabido que muitas vezes as espécies selvagens
apresentam sintomas mais fracos que as plantas cultivadas (ZAKAY et al., 1991). E
por isso que no presente trabalho, além dos sintomas foi utilizada a RT-PCR para
confirmar a presenca/auséncia do virus nas plantas inoculadas.

Nos dois ensaios de avaliagdo da reagdo dos diferentes genotipos a infecgao
com o isolado brasileiro do ToCV, por meio da liberacdo massal de B. tabaci
virulifera, constatou-se que em condicfes de livre chance de escolha dos insetos as
espécies selvagens Solanum peruvianum LA 444-1, S. peruvianum LA 371 (somente
no segundo ensaio) e S. habrochaites Pl 127826 e Pl 134417 e as linhagens
avancadas IAC 14-2-49+14-2-85 (somente no primeiro ensaio) e IAC 68F-22-2-24-1
nao tiveram plantas infectadas, sugerindo alto grau de resisténcia a infeccédo pelo
crinivirus. Apesar da alta presséo de in6culo, como os insetos tiveram livre chance
de escolha entre os diferentes gendtipos, ndo se pode descartar a possibilidade de
gue, em alguns casos, a auséncia de infeccdo possa estar associada a néo

preferéncia de B. tabaci MEAML1 pelas plantas desses genaétipos. Por exemplo, ja foi
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relatado que as linhagens Pl 134417 e Pl 127826 possuem resisténcia a B. tabaci
MEAM1, enquanto LA 371 apresenta resisténcia moderada (BALDIN; VENDRAMIM;
LOURENCAO, 2005). E necessario avaliar a resisténcia desses gendtipos a infeccéo
com o ToCV com o confinamento de insetos viruliferos nas plantas ou por meio de
enxertia em tomateiro infectado com o crinivirus.

A linhagem avancada IAC 14-2-49+14-2-85 e 0 acesso S. peruvianum LA 371
exibiram reacdes diferentes, tendo plantas infectadas em um ensaio e nenhuma
planta infectada no outro ensaio. Os acessos S. habrochaites Pl 127826 e Pl 134417
em teste de selecdo para resisténcia ao ToCV na Espanha, por meio da exposicao
das plantas a infeccdo natural, ndo exibiram a mesma resposta encontrada no
presente trabalho. La as plantas foram infectadas e exibiram sintomas de
amarelecimento e enrolamento foliar. Plantas de S. habrochaites Pl 134417 também
exibiram necrose foliar (GARCIA-CANO et al., 2010).

A linhagem avancada IAC-CN RT F5 (S. lycopersicum x S. peruvianum LA
444-1), que apresentou resposta variavel a infecgdo com o ToCV, pode ter a mesma
origem dagquela estudado por Garcia-Cano et al. (2010) na Espanha onde
comportou-se como altamente resistente, mas ndo imune ao crinivirus. Naquele
trabalho os autores constataram que as plantas da linhagem avancada IAC CN RT
ndo exibiram sintomas e o virus foi detectado tardiamente em apenas uma planta
inoculada por meio do vetor. No entanto, ensaios de enxertia de plantas sadias da
linhagem avancada em plantas de S. lycopersicum cv. Moneymaker infectadas com
o ToCV indicaram que a resisténcia ocorre no movimento sistémico do virus.
Tentativas de cruzamentos da linhagem 802-11-1, originaria de dois ciclos de
autopolinizacéo de plantas da linhagem avancada IAC CN RT, com S. lycopersicum
cv. Moneymaker, para estudos da heranca da resisténcia, falharam devido as
barreiras encontradas no cruzamento. No presente trabalho, somente trés de 14
plantas inoculadas dessa linhagem avancada foram infectadas. Por sua vez, o
acesso S. peruvianum LA 444-1, um dos parentais dessa linhagem avancada,
comportou-se como altamente resistente a infeccdo com o ToCV em teste com livre
chance de escolha do vetor. Ha necessidade de confirmar a resisténcia dessa
linhagem em teste sem chance de escolha do vetor. Essa linhagem avancada
também apresenta resisténcia a traca do tomateiro (Tuta absoluta) (Lourencéo, A. L.,

comunicacao pessoal) e a begomovirus (Melo, P.C.T., comunicacédo pessoal).
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A linhagem LA 444-1 de S. peruvianum ja foi bastante explorada em outros
estudos de selecédo de gendtipos para resisténcia a pragas e doencas do tomateiro
no Brasil. Lourencdo, Nagai e Zullo (1984) relataram que os acessos NAV 29 e NAV
115, na verdade LA 444-1 e LA 371 respectivamente (Lourencdo, A. L.,
comunicacado pessoal), apresentaram-se como altamente promissoras fontes de
resisténcia a traca do tomateiro, fato que foi confirmado por Segeren et al. (1993a).
Posteriormente, através da técnica da cultura in vitro de embrides imaturos para
superar a incompatibilidade em hibridiza¢des, foi possivel obter linhagens hibridas
entre S. lycopersicum e S. peruvianum (SEGEREN et al.,, 1993a, 1993b) para
explorar caracteristicas de resisténcia a pragas e doencas. A linhagem LA 444-1 de
S. peruvianum também se revelou resistente ao tospovirus Tomato spotted wilt virus
(TSWV) em testes de exposicdo em campo durante sete anos consecutivos
(LOURENCAO et al., 1997, 1999; SEGEREN et al., 1993b). Acrescenta-se ainda
gue a linhagem LA 444-1 apresentou alto nivel de resisténcia ao begomovirus
Tomato yellow vein streak virus (TYVSV) (MATOS et al., 2003) e ao potyvirus Potato
virus Y, estirpe PVY° (LOURENCAO et al., 2005).

Para os demais gendétipos avaliados no presente trabalho a reacdo das
plantas a infeccdo com o ToCV variou de moderadamente resistente a altamente
suscetivel, de acordo com o critério de classificacao estabelecido neste trabalho. No
primeiro ensaio, os cultivares Forty Ty e Dominador Ty, que possuem gene de
resisténcia a begomovirus como o Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV), que néo
ocorre no Brasil, comportaram-se como altamente resistente e suscetivel a infeccéo,
com 0% e 40% de plantas infectadas, respectivamente. No segundo ensaio, com
sementes de outra origem, o cultivar Forty Ty comportou-se como altamente
suscetivel. Mais uma vez € necessario mencionar que esses resultados devem ser
tomados com precaucdao, considerando que apesar da alta pressao de infestacao, o
vetor teve livre chance de escolha durante o processo de inoculagéo. No ensaio para
avaliacdo da tolerancia ao amarelao causado pelo ToCV constatou-se que todas as
plantas do cultivar Forty Ty, quando inoculadas sem chance de escolha do vetor,
foram infectadas. Novas avaliacdes de plantas de esse cultivar, de acordo com a
origem das sementes, sdo necessarias para esclarecer esse resultado contraditério.

Também foram moderadamente resistentes a infeccdo S. habrochaites Pl
134418, S. peruvianum LA 462 e S. peruvianum LA 371. O acesso LA 462 de S.

peruvianum apresenta resisténcia ao TYLCV (o DNA do virus ndo é detectavel e ndo
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aparecem sintomas) e provavelmente também tolerdncia (as plantas sédo
assintomaticas, mas o virus é detectavel) (VIDAVSKY; CZOSNEK, 1998). Os trés
acessos de S. pimpinellifolium avaliados no presente trabalho apresentaram-se
suscetiveis a infecgéo.

Esses resultados aparentemente contraditérios ja foram relatados por Garcia-
Cano et al. (2010). Naquele trabalho foram encontrados alguns genaétipos resistentes
a infeccao natural em campo que se revelaram suscetiveis sob condi¢cdes de casa
de vegetacdo. A razdo disso seria a diferenca de pressdo de inéculo em ambos os
ensaios, sendo que em casa de vegetacdo os aleirodideos viruliferos foram
confinados nas plantas. No presente trabalho, a metodologia foi inversa. O
confinamento dos insetos para o PAI foi realizado para os ensaios de avaliacado da
tolerancia e a inoculagdo com livre chance de escolha foi realizada nos ensaios de
avaliacdo da resisténcia a infeccao.

O tipo da resisténcia encontrada nos melhores genaétipos nao foi determinado
no presente trabalho. Sabe-se, no entanto que a resisténcia da linha avancada IAC
CN RT (S. lycopersicum x S. peruvianum LA 444-1) ao ToCV, caracterizada por
Garcia-Cano et al. (2010), estd associada a movimentacdo sistémica do virus.
Considerando-se a baixa diversidade genética dos isolados brasileiros do ToCV e o
alto grau de identidade com isolados de outros paises (ALBUQUERQUE et al., 2013;
BARBOSA; REZENDE; BERGAMIN FILHO, 2013) acredita-se que essa linha
avancada poderd ser de grande valor para programas de melhoramento genético do
tomateiro no Brasil, pois o parental S. peruvianum LA 444-1, além da resisténcia ao
ToCV, também mostrou-se resistente a traca do tomateiro; ao TSWV (SEGEREN et
al., 1993b), ao TYVSV (MATOS et al., 2003) e ao PVY° (LOURENCAO et al., 2005).

Os ensaios para avaliar a tolerancia de diferentes genoétipos de tomateiro ao
amareldo causado pelo ToCV, com base no desenvolvimento e na producdo das
plantas mostraram resultados bastante variaveis. No primeiro ensaio, constatou-se
gue o efeito do ToCV no desenvolvimento das plantas, com base no peso da matéria
fresca variou de 11 — 70% (Tabela 5). Considerando-se a producéo, a reducédo do
peso dos frutos colhidos das plantas infectadas variou de 21 a 52 %, quando
comparados com os das plantas sadias, indicando o grande potencial de dano que
esse crinivirus pode acarretar ao tomateiro quando infectado ainda jovem. O cultivar
HTVO0601TH, apesar de nao ter sido dos mais produtivos, foi 0 que presentou menor

reducdo (21%) na producdo das plantas infectadas, quando comparada com a das
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plantas sadias. A melhor producédo pode estar associada com o menor efeito do
ToCV no desenvolvimento das plantas (reducdo de 15% da matéria fresca).
Curiosamente, Araudjo (2013) encontrou que este hibrido foi o mais produtivo em
uma avaliagcdo envolvendo outros 13 cultivares de tomate de mesa, tanto comerciais
gquanto experimentais. O cultivar Kada, usado como padrdo nesse ensaio, teve
reducdo de 41% na matéria fresca e de 48% na producao de frutos.

No segundo ensaio de tolerancia ao amareldo causado pelo ToCV, onde um
maior numero de gendtipos foi avaliado, constatou-se mais uma vez que na maioria
dos casos ndo houve diferenca estatistica significativa entre o desenvolvimento
(matéria fresca) e a producdo das plantas infectadas vs sadias. Embora para dois
gendtipos (HTV8022 e Caline IPA-6) a producéo de frutos tenha sido superior nas
plantas infectadas, quando comparada com as das respectivas plantas sadias, para
os demais a reducdo na producéo provocada pela infeccdo precoce com o ToCV
variou de 0% (Forty Ty) a 49% (Debora Max), sendo esse ultimo usado como
controle neste ensaio. Debora Max também teve a maior reducdo na matéria fresca
(72%) provocada pelo ToCV.

A aparicdo dos sintomas que acontece aproximadamente a partir dos 30 dias
apos a inoculacao, aparentemente coincide com o inicio da reducdo no crescimento
da planta causada pela infeccdo. Garcia-Cano et al. (2006) nd&o encontrou
diferencas significativas no peso da matéria fresca entre as plantas infectadas e néo
infectadas. O momento da inoculacé&o foi aproximadamente o mesmo do presente
trabalho; porém, a avaliacdo realizada por aqueles autores foi aos 30 dias apés a
inoculacdo do virus, enquanto no presente trabalho, onde sim foram encontradas
diferencas significativas em alguns gendtipos, a avaliacdo foi realizada no final da
conducao dos experimentos.

E importante salientar a importancia da idade em que as plantas foram
inoculadas, tanto para os ensaios de avaliagcdo de resisténcia, quanto de tolerancia.
Em ambos os casos, com excecdo do primeiro ensaio de avaliacdo da resisténcia,
as inoculacdes foram realizadas aproximadamente aos 25 DAS. As primeiras
infeccbes no campo normalmente acontecem mais tarde (CALACA, 2011) e é um
fato conhecido que as plantas sdo menos tolerantes ou resistentes a patégenos
biotréficos quando jovens, quando comparadas com as plantas adultas ou mais
velhas (VELASCO et al.,, 2008). No entanto, Lapidot et al., (1997) constataram a

manifestacdo da resisténcia ao TYLCV em plantas de tomate submetidas as
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inoculacdes no estadio de uma folha verdadeira. Outra questdo a se ter em conta é
a incidéncia de 100% do amareldo nos ensaios de avaliagdo da tolerancia neste
trabalho. Em condi¢des naturais de producao a incidéncia pode nao ser tdo alta e,
portanto, existe a possibilidade de os gendtipos que exibiram alguma tolerancia ao
amareldo no presente trabalho apresentem um comportamento mais aceitavel na
pratica.

O controle de varias doencas de virus do tomateiro em diversos paises,
inclusive no Brasil, tem sido alcancado de forma relativamente adequada através de
cultivares resistentes e/ou tolerantes. E o caso, por exemplo, da doenca do vira-
cabeca (tospovirus) onde ha décadas ja se conhecem fontes de resisténcia como as
linhagens obtidas no IAC (LOURENCAO et al., 1997, 1999; ZIJL; BOSCH;
COETZEE, 1986) derivadas de cruzamentos entre o cultivar Stevens que foi
desenvolvido na Africa do Sul a partir de S. peruvianum e S. lycopersicum (Stevens,
citado por STEVENS; SCOTT; GERGERICH, 1992). Outro caso €é o
desenvolvimento de hibridos resistentes a begomovirus que também sao
transmitidos por B. tabaci (MATOS et al., 2003) e ao PVY° (LOURENCAO et al.,
2005). No caso do amarelao causado pelo ToCV, acredita-se que essa mesma linha
de abordagem do problema tera que ser adotada. Os resultados desse trabalho,
juntamente com os obtidos por Garcia-Cano et al. (2010) apontam fontes de
resisténcia a esse virus que podem ser utilizadas em programas de melhoramento

genético.
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