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RESUMO

Em razdo da fregiiente ocorréncia de infeccdo mista, na
natureza, o presente trabalho objetivou estudar o efeito dainteragdo
de diferentes espécies de potyvirus em meloeiro (Cucumis melo),
melancia (Citrullus lanatus) e abobrinha (Cucurbita pepo). Foram
usados os seguintes virus dafamiliaPotyviridae, género Potyvirus:
Papaya ringspot virus (PRSV); Watermelon mosaic virus, (WMV)
e Zucchini yellow mosaic virus, (ZYMYV). Os efeitos na
sintomatol ogia das infecgdes duplas e simples de PRSV, WMV e
ZYMV foram avaliados em trés hibridos de meloeiro, duas
variedades de melancia e abobrinha ‘ Caserta’, em experimentos
de casa de vegetacdo. Os trés virus, isoladamente ou em todas as
duplas combinagOes possiveis, foram inoculados, em plantas dos
hibridos de meloeiro Hy Mark, Gold Mine e Orange Flesh,
variedades de melancia Crimson Sweet e Charleston Gray e
abobrinha ‘Caserta’, usando-se dez plantas de cada hibrido ou

variedade, por combinacdo de virus. As inoculacfes foram
efetuadas por meio de extratos de folhas com infecgdo simples
dos respectivos virus. As plantas inoculadas com cada virus
isoladamente e suas respectivas combinagdes foram observadas
guanto ao aparecimento de sintomas durante 30 dias apos as
inoculagdes. Amostras foliares das plantas inoculadas foram,
também, testadas por ELISA indireto contra os anti-soros corres-
pondentes paracadavirus. Asinfecges duplasem meloeiro, melancia
e abobrinha revelaram, através da avaliagdo sintomatoldgica, que
existem interacBes sinérgicas entre PRSV, WMV e ZYMV. As
infec¢Besduplasenvolvendo o ZY MV apresentaram alta severidade,
exibindo sintomas ndo encontrados em infecgBes simples, apesar
da severidade nas infecgdes isoladas do ZYMV.

Palavras-chave adicionais: ZYMV, WMV, PRSV,
Potyviridae, sinergismo viral.

ABSTRACT

Symptoms of potyvirus interactions on melon hybrids,
watermelon varieties and zucchini

Considering thefrequent natural occurrence of mixed infection
of two or more viruses in the same plant, the present research was
developed with the objective of studying the symptomatological
effects of mixed virus infections in melon (Cucumis melo),
watermelon (Citrullus lanatus) and zucchini (Cucurbita pepo).
The following virus species from the family Potyviridae genus
Potyvirus were used in the study: Papaya ringspot virus (PRSV),
Watermelon mosaic virus(WMV), and Zucchini yellow mosaic virus
(ZYMV). The symptomatological effects were evaluated in double
and single infections in three melon hybrids Hy Mark, Gold Mine
and Orange Flesh, two watermelon varieties Crimson Sweet and

Charleston Gray and zucchini ‘ Caserta’ . In greenhouse experiments,
PRSV, WMV and ZYMYV alone and in all possible double
combinations were inoculated in ten-day-old melon, watermelon
and zucchini plants, using ten plants of each hybrid or variety per
virus combination. | noculationswere performed using |eaf extracts
from plants infected with each virus. Leaf samples from each
virus combination were tested by EL |1 SA against antiseraspecific
for the respective viruses. The symptomatological effects in
double virus infections revealed the existence of synergistic
interactions between PRSV, WMV and ZYMV in melon,
watermelon and zucchini. The double infectionsinvolving ZY MV
showed severe symptomsand symptomsnot presentinZY MV single
infection.

Cultivadas em praticamente todo o mundo, as espécies
da familia Cucurbitacea estdo distribuidas em
aproximadamente 80 géneros, tendo uma grande importancia
econdmica e social. O Nordeste brasileiro vem se mostrando
bastante favoravel ao cultivo de diferentes cucurbitaceas,
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dentre as quais se destacam o0 meloeiro (CucumismeloL.) ea
melancia [Citrullus lanatus (Thunb) Matsum & Nakai] dada
as condicles favoraveisde climae solo daregido. O Nordeste
€ aregido brasileira onde mais se cultiva o meloeiro, sendo
gue otipo maiscultivado no Brasil pertence ao grupo inodorus
(amarelo) devido a excelente vida Util de pés-colheita, 25 a
30 dias, em condic¢des ambientais (Gongalves et al, 1996).
A melancia ainha-se entre as cinco mais importantes
hortaligas cultivadas no Brasil, sendo o Nordeste brasileiro a
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regido maisprodutiva (IBGE, 1997). Empresas multinacionais
estdo lancando no mercado sementes de melancia tripldide,
cujos frutos ndo tém sementes.

A abobrinha (Cucurbita pepo, L.), cv. Caserta, € uma
excelente hospedeira para manutencdo e multiplicacéo de
virus, pela sua facilidade de infeccdo e 6tima qualidade de
multiplicag8o dos virus (Oliveira et al., 2000).

As doengas que mais se destacam sobre meloeiro e
melancia e abrobrinha sdo agquelas ocasionadas por virus que
ocorrem em percentuais elevados, causando prejuizos em
producdo, em conseqiiéncia das redugdes na quantidade e
qualidade dos frutos. No Brasil, mais atencéo tem sido dada
aos virus da familia Potyviridae por representarem fatores
limitantes ao cultivo de cucurbitéceas nas principais regides
produtoras do pais. O género Potyvirus se sobressai em
importancia econdmica para as cucurbitaceas por conter trés
espécies de relevancia para os cultivos do meloeiro e da
melancia: virus da mancha anelar do mamoeiro (Papaya
ringspot virus, PRSV); virus do mosaico da melancia
(Watermelon mosaic virus, WMV — antigo WMV-2) e virus
do mosaico amarel o da abobrinha-de-moita (Zucchini yellow
mosaic virus, ZYMV). A patologia destas trés espécies de
virus e dos potyvirus, de um modo geral, pode ser observada
por umasérie de sintomas, que incluem mosqueado, mosai co,
clorose, necrose, deformacdo foliar e de frutos e até mesmo
infeccdo latente, sem sintomas macroscopicos (Oliveira et
al., 2000).

Ospotyvirus podem causar infecgdesisoladas e mistas,
gue sdo observadas com relativa freqiiéncia em condigdes
naturais. Nas infecgbes mistas podem acontecer relacfes
sinérgicas, causando aumento ou decréscimo naconcentragao
dos virus na planta, modificagdo nos sintomas da doenca e/
ou ateracdo na movimentagdo sistémica dos virus (Oliveira
et al., 2000).

Em raz8o da freqiente ocorréncia natural de infeccéo
mistaentrevirus, apresente pesquisateve por objetivo estudar
os efeitos na sintomatologia de infecgbes mistas de PRSV,
WMV e ZYMV em trés hibridos de meloeiro, em duas
cultivares de melancia e em abobrinha * Caserta .

Isolados de PRSV, WMV e ZYMV usados nas
atividades de pesquisaforam obtidos em campos de producéo
de meldo e/ou melancia dos Estados do Ceara (PRSV), Rio
Grande do Norte (ZYMV), Bahia e Pernambuco (WMV)
(Oliveiraet al., 2000), efazem parte do Banco Ativo de Virus
de Culturas Tropicais do Laboratério de Virologia Vegetal da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

Experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo
com temperatura variando de 26 a 38 °C. Em todos os casos,
o plantio foi realizado em vasos de polietileno de 12 cm de
didmetro, contendo uma mistura previamente autoclavada de
terraeesterco naproporgdo de 2: 1. Ostrésvirus, isoladamente
eem todas as duplas combinagdes possive's, foram inoculados
em trés hibridos de meloeiro Hy Mark, Gold Mine e Orange
Flesh, duas variedades de melancia Crimson Sweet e
Charleston Gray, e abobrinha ‘ Caserta’.

Sementes de cada hibrido/variedade foram semeadas
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em 40 vasos, mantendo-se, apds o deshaste, duas plantas por
vaso. Osvasosforam distribuidos em oito fileiras, perfazendo
um total de oito tratamentos, variando-se a ordem de
combinagdo dos virus. As inoculagBes foram feitas dez dias
depois do plantio, nas folhas cotiledonares, de acordo com os
tratamentos. A) ZYMV; B) PRSV; C) WMV; D) ZYMV e
WMV; E) PRSV e WMV; F) PRSV e ZYMV e G) plantas
ndo inoculadas (testemunha).

As inoculagdes foram efetuadas com inoculos
preparados através damaceracdo de tecidos vegetai sinfetados
com a adicdo de tampdo fosfato de potassio pH 7,5, na
proporcéo 1:2. Nos tratamentos constituidos da inoculago
de duas espécies de virus, as inoculagdes foram efetuadas
isoladamente em folhas diferentes, na mesma ocasi&o.

A evolucdo dos sintomas nas plantas inoculadas nos
diferentes tratamentos foi acompanhada diariamente, com-
parada, e as caracteristicas sintomatol dgicas foram anotadas
e fotografadas, quando julgado necessario. A presenca dos
virusem plantas com infecg&o isoladaou mistafoi confirmada
através do teste de “enzyme linked immunosorent assay”
(ELISA) indireto, realizado 25 dias depois das inocul agoes.

Ostestesde ELISA indireto foram realizados conforme
o procedimento descrito por Almeida (2001). Pogos de placas
de ELISA foram cobertos com 100 m dos extratos obtidos de
folhas comprovadamente infetadas com o virus em quest&o
(antigeno homdlogo), folhas de plantas sadias usadas como
testemunhae as devidas amostras a serem testadas. Os extratos
foram preparados em tamp&o carbonato, pH 9,6, naproporcéo
de 1:10 (p/v). Ap6s incubagdo, lavagem e secagem da placa,
adicionaram-se 100 m do anti-soro correspondente, diluido
naproporc¢do de 1:1.000, previamente absorvidos com extrato
de tecido sadio. Ap6s nova incubagdo, lavagem e secagem,
adicionaram-se 100 ni de imunoglobulina G (IgG) de cabra
anti-lgG de coelho conjugada a fosfatase alcaling, diluida na
proporc¢éo 1:2.000. A presencado conjugado foi reveladapela
adicdo de 100 m de substrato p-nitrofenil fosfato (Sigma N-
9389) e subsequiente leituras das placas no aparelho
Labsystems Multiskan — MS, utilizando-se o comprimento
de onda 405 nm. De acordo com o critério adotado para as
andlises, foram consideradas positivas as médias das leituras
gue correspondiam ao dobro das médias dos valores de
absorbancia registrados para os extratos de plantas sadias,
usadas como testemunha.

Os sintomas exibidos pelos hibridos de meloeiro, Hy
Mark, Gold Mine e Orange Flesh, quando inoculados com
PRSV, WMV e ZYMYV isoladamente, manifestaram-se de
forma tipica para cada um dos virus em questéo. O ZYMV
MOStrou-se mais severo que 0s outros dois potyvirus, causando
mosaico, bolhosidade e deformagao foliar, nos trés hibridos
estudados (Figura1lA, B e C, Tabela 1), enquanto o PRSV eo
WMV causaram somente sintoma de mosaico nos mesmos
hibridos (Tabela 1). A severidade do ZYMV constatada em
infeccBes simples e duplajafoi mencionada, sendo a doenga
ocasionada pelo ZYMV considerada uma das viroses mais
destrutivas em cucurbitéceas, ocorrendo, tanto nos tropicos,
como em regides temperadas (Provvidenti et al., 1984;
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Oliveira et al., 2000). Mesmo menos severo quando
comparado como ZY MV, 0 PRSV pode ser considerado fator
limitante na producdo de diversas cucurbitéceas,
principalmente quando a infec¢do ocorre no inicio do ciclo
(Bhargava, 1977;c Oliveira et al., 2000). As reacdes
sintomatol gi cas causadas pelo WMV foram coincidentes com
ossintomasdescritos por Perring et al. (1992) que consideram
mosaico o principal sintoma, ndo sendo verificadadeformacéo
foliar ou bolhosidade. Ao serem inoculados com ZYMV e
WMV os hibridos de meloeiro exibiram, desde o inicio da
infeccdo, sintomas mais severos que os das plantas com
infecgdes isoladas, evidenciando interagcdo sinérgica entre os
dois virus em questdo (Figura 1, Tabela 1). Os sintomas da
infeccdo duplamanifestaram-se haforma de mosaico intenso,
bolhosidade, deformacédo foliar forte e enagéo (Figura 1,
Tabelal). O sintomade enagdo, que consistiu em afl oramento
debordasdefolhano meio dolimbofoliar, verificado somente
nos casos de infeccdo com dois virus (Figura 1D, E e F),
caracteriza-se como uma reacdo tipica de sinergismo e de
extrema severidade. O quadro sintomatoldgico nos trés
hibridos evoluiu com o passar dos dias, prejudicando, por
completo, o desenvolvimento das plantas. As consequiéncias
do sinergismo entre virus, resultando em doenca diferente,
com sintomas mais severos, jaforam relatadas por Calvert &
Ghabrial (1983) e Poolpal & Inouye (1986) em outras culturas.

Os sintomas exibidos pelos hibridos de meloeiro
guando inoculados com PRSV e WMV foram sempre menos
severos do que os apresentados pelos hibridos quando
inoculados com as combinagbesde ZYMV + WMV eZY MV
+ PRSV (Tabelal). Esteshibridos quando infetados por PRSV

e WMV apresentaram sintomas semelhantes aqueles
observados para os virus inoculados isoladamente. Os
sintomas exibidos pelo hibrido Orange Flesh, quando
inoculado com PRSV e WMV, mostraram-se mais severos,
em comparagdo com 0s sintomas apresentados pel os hibridos
Hy Mark e Gold Mine (Tabela 1). Além do mosaico cléssico
de cada virus, isoladamente, as plantas apresentaram,
bolhosidade, nervuras paralelas e deformacéo foliar leve
(Figura1G). Nacombinacdo deZY MV com PRSV, constatou-
se, mais uma vez, a presenca do sintoma de enacéo em ‘Hy
Mark’, sugerindo que este sintoma estaria relacionado ao
sinergismo do ZY MV com qualquer um dos outros potyvirus
(Figura 1H, Tabela 1). O hibrido Orange Flesh, também
apresentou sintomas bastante severos, com presenca de
mosaico severo, deformacdo foliar e bolhosidade, quando
infetados simultaneamente por ZYMV e por PRSV. A
severidade dos sintomas, com a constante presenca de enacdo
em'Hy Mark’ (FiguralH, seta), caracterizao efeito sinérgico
da interacdo ZYMV e PRSV em ‘Hy Mark’ (Tabela 1). A
severidade dos sintomas préprios do ZYMYV é enfatizada por
vérios pesquisadores (Lisa& Lecoq, 1984; Huanget al., 1993,
Oliveira et al., 2000), o que justifica a predominancia dos
Seus sintomas nainteragdo e o aparecimento de sintomasmais
severos e diferentes dos encontrados em infeccdes simples do
ZYMV (Tabelal).

Os sintomas das variedades de melancia Crimson
Sweet e Charleston Gray, inoculadas com o ZYMYV, foram
mai s discretos do que os sintomas apresentados pel os hibridos
de meloeiro (Tabela 1). O PRSV causou sintomas cléssicos
de mosaico, mosqueado e deformacdo foliar leve nas duas

FIG. 1 - Sintomas de mosaico, deformacdo foliar e bolhosidade induzidos pelo Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) em hibridos de
meloeiro (Cucumismelo): A) ‘Hy Mark’, B) ‘Gold Mine' e C) ‘Orange Flesh’; D, E e F - Sintomas de mosai co, deformagao foliar, bolhosidade
e enagdo induzidos pela combinagdo de ZYMV e Watermelon mosaic virus (WMV) em D) ‘Hy Mark’, E) ‘Gold Mine' e F) ‘Orange Flesh',
e G) mosaico, bolhosidade, nervuras paraelas e deformacdo foliar leve induzidos pela combinagdo de Papaya ringspot virus (PRSV) e
WMV em ‘Orange Flesh’; H) mosaico, bolhosidade, deformagao foliar leve e enagdo (seta) induzidos pela combinagdo de PRSV e ZYMV

em ‘Hy Mark’.
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TABELA 1 - Sintomas exibidos por abobrinha (Cucurbita pepo) ‘ Caserta, hibridos de meloeiro (Cucumis melo) e variedades de melancia
(Citrullus lanatus) inoculados com Papaya ringspot virus (PRSV), Watermelon mosaic virus (WMV) e Zucchini yellow mosaic virus
(ZYMYV), isolados ou em combinagdo, em experimento de casa de vegetacdo

SINTOMATOLOGIA*

x:':zgcombmagao o Abobrinha eeare Orange Crimson . eIancl?:harleston
Caserta Hy Mark Gold Mine Flesh Sweet Gray

ZYMV M, Df, BI, Cs M, BI, Df M, BI, Df M, BI, Df M, BI M, BI

PRSV M, Df LEVE M M M M, Df LEVE M, Df LEVE

WMV M M M M M M

ZYMV + WMV M, Df, BI, En, Ef M, Df, BI, En M, Df, BI, En M, Df, Bl, En M, Df, Ef, Sd M, Df, Sd, Fp

PRSV + WMV M, Df M M M, Df, Bl, Np M,DfLEVE M, DfLEVE

ZYMV + PRSV M, Df, BI, Es M, BI, Df, En M, BI, Df M, BI, Df, Bf M, Df, Bl, Sd M, Df, Sd, BI,Cs

Plantas sadias SIS SIS SIS SIS S/S SIS

* Bf: bordasfranzidas; Bl: bolhosidade; Es: esporéo; Et: estreitamento foliar; Cs: cordéo de sapato; Df: deformagao foliar; Ef: enrolamentofoliar; En: enagéo; Fp:

florescimento precoce; M: mosaico; Np: nervuras paralelas; Sd: subdesenvolvimento; S/S: sem sintomas.

variedades de melancia (Tabela 1) e o WMV ocasionou um
intenso mosai co em ambas as variedades (Tabela 1). Quando
inoculadas com ZYMV e com WMV, as variedades de
melancia apresentaram sintomas bastante severos,
caracterizados por mosaico, com plantas subdesenvolvidas,
deformagéo foliar, enrolamento foliar e florescimento precoce.
Evidéncias de aumento de severidade em plantas inoculadas
com dois potyvirus jaforam relatadas por Lot et al. (1998) e
Takaichi et al. (2001).

Os sintomas exibidos pelas variedades de melancia
submetidas as inoculagdes de PRSV e de WMV foram
semelhantes aqueles apresentados pelas plantas inoculadas
com os virus isoladamente, ndo havendo intensificagdo dos
sintomas com a infeccdo dupla (Tabela 1). A auséncia de
sintomas severos com a combinagéo de PRSV e WMV tanto
nos hibridos de meloeiro, como nas variedades de melancia,
pode estar associada a baixa severidade dos sintomas nas
infeccOes isoladas de cada virus (Tabela 1), o que indica a
auséncia de efeito sinérgico entre os mesmos em melancia.

No entanto, quando as mesmas variedades de melancia
foram inoculadas com ZYMV e com PRSV, constatou-se
aumento de severidade de sintomas, tendo ‘ Charleston Gray’
apresentado sintomas de subdesenvolvimento de planta e de
folhas, mosaico, bolhosidade, deformacéo foliar e corddo de
sapato, sintomas ndo verificados nas plantas inoculadas com
osvirusisoladamente, mesmo no caso do ZY MV, que sozinho
ocasionou sintomas severos nesta variedade (Tabela 1).
Verificou-se, também, nainfeccdo duplade ZYMV e PRSV
superbrotamento da ponta do ramo, conferindo a planta um
aspecto de roseta. Na variedade Crimson Sweet, os sintomas
apresentados pelas plantas com infeccdo dupla foram bem
mais severos do que os apresentados pelo PRSV inoculado
i soladamente e com maior intensidade do que os apresentados
por ZYMYV isoladamente (Tabela 1).

Em abobrinha ‘Caserta’ os trés virus induziram a
formagao de seus sintomas tipicos, quando inoculados
isoladamente (Figura 2, Tabela 1), sendo que o ZYMV
0casionou 0s sintomas mais severos, constituidos de mosai co,
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FIG. 2 - Sintomas em abobrinha (Cucurbita pepo) ‘Caserta
induzidos pela combinag&o de potyvirus: A) mosaico, deformacdo
foliar e bolhosidade induzidos por Zucchini yellow mosaic virus
(ZYMV), B) mosaico e deformagdo foliar induzidos por Papaya
ringspot virus (PRSV); C) mosaico e deformagdo foliar induzidos
por Watermelon mosaic virus (WMV); D) mosaico, bolhosidade,
deformag&o foliar, enrugamento foliar e crescimento do limbo foliar
no peciolo (espordo, seta) da folha induzidos pela combinagéo de
ZYMV e WMV; E) mosaico e deformagéo foliar induzidos pela
combinacdo de PRSV e WMV e F) mosaico, deformaco foliar,
bolhosidade e crescimento do limbo foliar no peciolo da folha
(espordo) induzidos pela combinagéo de PRSV e ZYMV.

deformacéo foliar e bolhosidade (Figura 2A). O PRSV e o
WMV ocasionaram sintomas mais leves, mas sempre com
mosaico edeformacdo foliar (Figura2B, C). Quando inoculada
com ZYMV e WMV, abobrinha ‘Caserta’ exibiu sintomas
mais severos gque 0s sintomas exibidos pelos mesmos virus
inoculados separadamente (Figura2D, Tabela1). Nainfecgdo
dupla de ZYMV e WMV, os principais sintomas foram
mosai co, bolhosidade severa, forte deformacdo foliar, enruga
mento foliar e crescimento do limbo foliar no peciolo dafolha,
com aparéncia de espordo (Figura 2D, seta), ndo constatado
em plantas com infec¢do simples de potyvirus. Quando
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inoculada com PRSV e com WMV, a abobrinha ‘ Casertal
apresentou umamisturade sintomas dos doisvirus, resultando
em mosaico e deformagdo foliar (Figura 2E, Tabela 1).

As plantas de abobrinha ‘Caserta’ inoculadas com
ZYMV e com PRSV apresentaram sintomas extremamente
severos, com crescimento do limbo foliar no peciolo dafolha
(esporéo), mosaico, deformag&o foliar e bolhosidade (Figura
2F, Tabela 1).

A presenca de cada virus foi confirmada por ELISA
indireto em todos os casos de infeccdo simples e dupla,
incluindo agueles em que a inoculagdo de dois virus néo
resultou em aumento de severidade de sintomas.

As reagBes sintomatoldgicas diferenciadas,
apresentadas pelos hibridos de meloeiro, pelas cultivares de
melancia e abobrinha ‘ Caserta’, inoculados com o0s trés
potyvirus, revelaram variabilidade genética e efeitos
interativos diferenciados entre os virus (Tabela 1).
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