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Resumo

Um Tymovirus isolado de sementes de tomateiro (Solanum lycopersicum) ‘Paronset’ com sintomas de necrose, denominado
TyToRSO08, foi caracterizado quanto ao circulo de hospedeiras, propriedades fisico-quimicas, sorolégicas e moleculares.
O virus foi transmitido mecanicamente a partir de folhas, frutos e sementes infectadas. A gama de hospedeiras incluiu espé-
cies de Amaranthaceae, Chenopodiaceae e Solanaceae, induzindo sintomas local e sistémicos na maior parte das espécies, ex-
ceto para Nicotiana sylvestris, N. tabacum ‘Samsun’, ‘White Burley’ e ‘Xanthi" que ndo manifestaram sintomas. Em tomateiros
‘Alambra’, Thomas', ‘Diva’, ‘Romana’ e ‘Graziela’, o virus induziu sintomas de mosaico e necrose branca. A presenca do virus foi
detectada, nas sementes infectadas de todas as cultivares avaliadas, porém ndo se notou em plantulas apés a germinagao
destas sementes. Foi obtida uma preparacao purificada com concentracdo de 1,04 mg mL", empregada na producdo de um
antissoro policlonal que reagiu em PTA-ELISA com um titulo de 1/32768. Utilizou-se um par de oligonucleotideos degenera-
dos, desenhados para anelar na ORF 1 de espécies de Tymovirus, que permitiu a amplificacdo por RT-PCR de fragmentos com
cerca de 700 pb. Apds o alinhamento e a andlise das sequéncias, verificou-se que o isolado TyToRSO8 possuia valores abaixo
de 70% de identidade com as espécies de Tymovirus, indicando que pode se tratar de uma espécie distinta das descritas no
género, com potencial epidemioldgico, pela sua estabilidade e disseminacdo por sementes de tomate.
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Partial characterization of a Tymovirus isolated from tomato

Abstract

A Tymovirus isolated from seeds of tomato (Solanum lycopersicum) cv. ‘Paronset’ with necrosis, named TyToRSO8 isolate, was
characterized by its host range, physical-chemical, serological and molecular properties. Firstly, it was successfully transmit-
ted by mechanical inoculation by infected seeds, and the host range was restricted to species of Amaranthaceae, Chenopo-
diaceae and Solanaceae. The symptoms induced by the virus in tomatoes ‘Alambra’, ‘Thomas’, ‘Diva’, ‘Romana’ and ‘Graziela’
were mainly mosaic and white necrosis. Nicotiana sylvestris, N. tabacum ‘Samsun’, ‘White Burley” and ‘Xanthi’ were symptom-
less. The virus was detected in seeds from five tomato cultivars, but it was not detected in seedlings from these infected
seeds. The purified preparation had a high concentration of 1.04 mg mL", and the title of the polyclonal antiserum produced,
evaluated in PTA-ELISA, was 1/32.768. RT-PCR was performed with degenerated primers directed to the ORF 1 of the ty-
moviruses, resulting in a DNA fragment of 700 bp. The sequence analysis revealed that TyToRSO8 isolate presents higher
values of percentage of identity with other species of Tymovirus. The highest identity values were under 70%, indicating that
TyToRS08 should be a distinct species of the genus Tymovirus, with great epidemiological importance due to its high stability
and potential to be spread by tomato seeds.
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1. INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum) ¢, atualmente, o
segundo produto olericola mais cultivado no mundo,
com o Brasil ocupando o nono lugar na produgio mun-
dial. A producio nacional de tomate, em 2009, ultra-
passou os quatro milhoes de toneladas, concentrando
as maiores produgées nos Estados de Goids, Sao Paulo,

Minas Gerais e Parand (IBGE, 2010).

As viroses constituem um dos principais entraves
para a producdo de tomate, causando quebras de pro-
dugao, devido as dificuldades de controle ¢ & perda da
qualidade dos frutos. No Brasil, dentre os virus j relata-
dos em tomateiros verificaram-se as espécies pertencen-
tes aos géneros: Cucumovirus, Begomovirus, Polerovirus,
Potyvirus,  Tobamovirus,  Tospovirus e  Tymovirus
(BLaNCARD, 1996; RIBEIRO et al., 1996; KUurozAwA e
Pavan, 1997; Covrariccio, 2004).
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A familia Tymoviridae engloba os géneros Marafivirus,
Maculavirus e Tymovirus. As espécies pertencentes ao géne-
ro Iymovirus possuem particulas isométricas cheias e vazias,
com 30 nm de didmetro e induzem 2 formacio de vesiculas
com membrana dupla na periferia dos cloroplastos. Possuem
RNA de fita simples nio segmentado, com tamanho do ge-
noma que pode variar de 6,0 a 6,7 Kb, contendo trés fases
abertas de leitura (ORF) e regibes nio traduzidas, no ter-
minal 5 (-m7GpppG-cap) e uma estrutura secunddria no
terminal 3" que mimetiza um RNA transportador com um
anticédon do aminodcido valina. Existem vinte e trés es-
pécies definitivas classificadas no género Tymovirus, ¢ duas
espécies tentativas (HAENNI e DREHER, 2008). Os virus do
género Tymovirus m sido descritos em espécies botdnicas
importantes para a agricultura, pertencentes principalmente
as familias Cucurbitaceae, Brassicaceae e Solanaceae (PAGAN
et al., 2010). Eles possuem distribuicio mundial, amplo
circulo de hospedeiras, ocorrem em alta concentragdo, nas
plantas infectadas e podem ser transmitidos mecanicamente,
por besouros crisomelideos e, eventualmente, por sementes
(GiBBs e HARRISON, 1973; MARTELLI et al., 2002; DREHER
et al., 2005; CoLaRrIiccIO et al., 2008).

O primeiro relato da ocorréncia de um tymovirus,
no Brasil, foi feito por Kitajima (1968) em berinjela.
Posteriormente, ocorréncias de outros tymovirus foram
relatadas em maracujazeiro (CResTANI et al., 1986), fumo
(RIBEIRO et al., 1996), petdnia (ALEXANDRE et al., 2000),
peperomia (Rivas et al., 2003) e tomateiros CoLARICCIO
et al., 2008). Em tomateiro, o relato da primeira ocorrén-
cia de Tymovirus foi feito por CHagas et al. (1975), em
Iraquaquecetuba (SP), denominando o isolado de “Virus
da Necrose Branca do Tomateiro” (VNBT), o qual foi
posteriormente identificado como Eggplant mosaic virus
(EMV). Nesses trabalhos, empregaram-se técnicas de iden-
tificagio bioldgicas, de microscopia eletrdnica, soroldgicas
e moleculares. Em 2008, nova ocorréncia de Tymovirus,
em tomateiros, foi registrada a partir de sementes com sin-
tomas de necrose, oriundas de frutos pouco desenvolvidos
e com aspermia, provenientes do Rio Grande do Sul, sen-
do o isolado denominado TyToRS08. A identificacio foi
realizada por técnicas bioldgicas, sorolégicas e microscopia
eletrdnica de transmissao (Covrariccro et al., 2008)

Este trabalho teve por objetivo caracterizar e identifi-
car o isolado Ty ToRS08 pelo circulo de hospedeiras, trans-
missdo pelas sementes, purificagio do virus, produgiao de
antissoro policlonal, andlises soroldgicas e moleculares.

2. MATERIAL E METODOS

Fonte e manutencao do virus

Amostras de frutos de tomateiros (Solanum lycopersicum)
‘Paronset’, provenientes de Caxias do Sul (RS), infectados

com mosaico, manchas brancas e aspermia, mantidas
na Colecao de Fitovirus Karl Silberschmidt (CoFiKS) a
-20 °C, ap6s a desidratagao em CaCl,, foram utilizados
como fonte de inoculo, de tomateiros ‘Alambra’, empre-
gados no presente trabalho.

Circulo de hospedeiras

Para a determinagio do circulo de hospedeiras, fo-
ram submetidas 2 inoculagio dez plantas de cada es-
pécie:  Arachis hypogaea (Fabaceae), Brassica oleracea
(Brassicaceae), Chenopodium amaranticolor, C. murale e
C. quinoa (Amaranthaceae), Cucurbita pepo e C. moschata
(Cucurbitaceae), Capsicum annuum ‘lkeda’, Datura me-
tel, D. stramonium, Gomphrena globosa (Amaranthaceae),
Lactuca sativa (Asteraceae), Nicotiana tabacum “White
Burley’, ‘Samsun’ e Xanthi’, V. glutinosa, N. debneyi,
N. megalosiphon, N. rustica, N. sylvestris, N. clevelandii,
Physalis angulata, Solanum lycopersicum ‘Diva’, ‘Alambra,
‘Graziell?, ‘Romana’ e “Thomas’, S. melongena ‘Santa
Genebra, Japonesa’, ‘Embu’, ‘Napoli’ ¢ ‘Porta Enxerto’,
S. nigrum e S. gilo (Solanaceae). As plantas foram ino-
culadas mecanicamente com extrato bruto de folhas de
tomateiro ‘Alambra’ infectado pelo isolado TyToRSO08,
obtido pela trituracio das folhas com solugio de sulfito
de sédio 0,5%, pH 6,0 na propor¢io de 1:5 (g mL"),
adicionando-se “carborundum” (400 mesh). Foram sub-
metidas 4 inoculagio duas plantas de cada espécie com
o mesmo procedimento adotado para a transmissio do
virus como controle. Apds a inoculaco, as plantas foram
mantidas em casa de vegetagao para observagio dos sinto-
mas e para a recuperagio do virus das plantas com e sem
sintomas, por inocula¢iao mecanica em C. amaranticolor e
PTA-ELISA. O ensaio foi repetido quatro vezes durante
fevereiro, marco, abril e julho de 2010.

Purificacao do virus

O virus foi purificado, empregando-se folhas infectadas
de tomateiro ‘Alambra’, pelo método descrito por CHAGAS
et al. (1975), com modificagées, adicionando-se polieti-
lenoglicol (PEG) 6000 (8%) e cloreto de sédio (4%) ao
sobrenadante por duas vezes. A preparagio semipurificada
foi submetida ao gradiente de densidade linear de sacarose
(0-50%) e ultracentrifugada a 65.000 g, por uma hora,
em rotor TH (Sorvall). As bandas resultantes foram cole-
tadas e submetidas & nova ultracentrifugacio nas mesmas
condi¢des anteriores. No fim do processo, foi realizada
leitura da preparacio purificada em espectrofotdmetro
UV-160A (Shimadzu) nos comprimentos de onda de
220 a 300 nm, para obtencio da curva de nucleoprotei-
na e célculo da concentragio. A avaliagao da presenca das
particulas de virus, da preservagio da infectividade, e da
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integridade das particulas, nas preparagdes purificadas, foi
feita pela visualizagao das particulas em contraste negativo
em microscépio eletrénico de transmissdo e pela inocula-
¢ao mecanica em C. amaranticolor.

Producdo de antissoro policlonal

A produgio do antissoro policlonal para o isolado
TyToRS08, foi feita pela imunizagao de camundongos da
linhagem Balb/c pela via intramuscular, com 0,2 mL da
preparacio purificada do isolado TyToRS08, na concen-
tracdo de 1 mg mL", aplicando-se duas inje¢des, com in-
tervalo de 15 dias entre elas, sendo a primeira inje¢ao em
adjuvante completo de Freund e a segunda em adjuvante
incompleto de Freund. Apés 15 dias da segunda imuniza-
¢ao, foi realizada uma sangria e a separagio do antissoro,
titulado por PTA-ELISA e armazenado a -20 °C. Na titu-
lagdo foram empregadas dilui¢des do antissoro de 1:512
até 1:32.768, avaliadas com o extrato bruto de S. Jyco-
persicum ‘Alambra’ infectadas com o isolado TyToRS08,
homogeneizadas em tampao carbonato de sédio pH 9,6,
na propor¢ao de 1:5 (g mL”) e 1:10 (g mL"), ¢ amos-
tras da preparacdo semipurificada diluida na propor¢io de
1:80 (v/v) empregando-se, como controle negativo, extra-
to bruto de tomateiro sadio, na propor¢io de 1:5 (g mL")
e 1:10 (g mL"). A leitura da absorbancia das amostras foi
realizada em leitor de ELISA (modelo 3550-UV, BioRad)
a 405 nm.

Deteccao do virus em sementes e plantulas
por PTA-ELISA

Para a detecgao do virus nas sementes de tomateiro, foram
submetidas 4 inoculagiao com o isolado Ty ToRS08, toma-
teiros das cultivares Alambra, Diva, Graziella, Romana
¢ Thomas, posteriormente, transplantadas para solo, em
uma estufa de cultivo protegido, localizada em Braganga
Paulista (SP). No fim do ciclo, coletaram-se os frutos com
e sem sintomas de todas as plantas infectadas e retiraram-se
todas as sementes, com sintomas de necrose e sem sinto-
mas. Para verificar a porcentagem de sementes infectadas,
72 sementes de cada cultivar divididas em dois lotes de
36 sementes, um de sementes lavadas e outro de sementes
nao lavadas (solugao de hipoclorito de sédio a 4%), foram
avaliadas, individualmente, em PTA-ELISA, empregan-
do-se o extrato-bruto das sementes diluido 1:10 (v:v) e o
antissoro Ty ToRS08 na dilui¢do 1:3000 (v:v).

Para avaliar a presenca do virus em sementes com e
sem necrose foi empregada uma amostra de cem semen-
tes divididas em dois lotes, um com 50 sementes com
necrose e outro com 50 sementes sem necrose. Cada lote
de 50 sementes foi subdividido em dois lotes de 25 se-
mentes, um de sementes lavadas e outro de sementes nao

lavadas, cada lote avaliado em PTA-ELISA, empregan-
do-se extrato-bruto de sementes diluido 1:10 (v:v), e o
antissoro- Ty ToRS08 na dilui¢do 1:3000 (v:v).

A avaliacio da presenca do virus nas plantulas foi re-
alizada apéds a germinacdo das sementes em caixas de acri-
lico (Gerbox®) forradas com papel de germinacio e man-
tidas em BOD a 25 °C, empregando-se uma amostra de
cem sementes, de cada cultivar, dividida em dois lotes, um
com 50 sementes com necrose e outro com 50 sementes
sem necrose. Cada lote de 50 sementes foi subdividido em
dois lotes de 25 sementes, um de sementes lavadas e outro
de sementes nio lavadas. As plantulas foram avaliadas por
PTA-ELISA, 20 dias apds a germinacio, no estddio de
desenvolvimento de folhas cotiledonares, empregando-se
extrato-bruto de plantulas diluido 1:10 (v:v), e o antisso-
ro-TyToRS08 na dilui¢io 1:3000 (v:v).

Deteccdo da proteina capsidal do virus por
Western-blot

Folhas de tomateiro ‘Alambra’ e de N. debneyi infectadas
pelo isolado TyToRS08, ¢ aliquotas da preparagao purifi-
cada do virus na diluicdo 1:10 (v:v), foram submetidas a
SDS-PAGE e Western-blot. As amostras foram desnatura-
das em tampao de desnaturagio (Tris HCI, pH 6,8, glice-
rol, SDS 10%) na propor¢ao de 1:5 (mg mL™"), aquecidas
a 95 °C por 5 minutos. Em seguida, aliquotas de 15 pL
de cada amostra foram aplicadas nos géis e submetidas a
eletroforese a 200 volts por 45 minutos. Apés a eletro-
forese, os géis de poliacrilamida foram transferidos para
membrana de nitrocelulose por 30 minutos a 23 A e 15
V com auxilio de aparato de transferéncia (7rans-blor
SD®, Bio-Rad). Apéds secagem em estufa por 10 minu-
tos, a membrana foi colocada em contato com a solucio
bloqueadora (0,2% de leite desnatado diluido em tampao
TTBS [Tris-buffered saline (TBS) acrescido de Tween] por
30 minutos. Apés lavagem em TTBS, acrescentou-se o
antissoro contra TyToRS08 (AS-TyToRS08) 1:2000 (v:v),
incubando-se por 1 horaa 37 °C. A revelagio da membra-
na foi feita em solu¢io de BCIP e NBT. Como controle
negativo empregaram-se folhas de tomateiro ‘Alambra’
sadias.

Extracdao de RNA total, RT-PCR e
sequenciamento

Para a extragio do RNA total, empregou-se o proce-
dimento descrito por CHOMCZYNSKI e SaccHr (1987).
Utilizaram-se fragmentos foliares de tomateiro ‘Alambra’
infectado pelo TyToRS08 e como controle positivo fo-
ram empregados os isolados de Zjmovirus denominados
VNBT e EMV-PEP pertencentes a Cole¢io de fitovirus
‘Karl Martin Silberschmidt’ (CoFiKS), e como controle
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negativo, fragmentos foliares de tomateiro ‘Alambra’
sadios. Para a sintese das moléculas de DNA comple-
mentar e a amplificagio dos motivos III e IV da me-
tiltransferase e helicase empregou-se o kit Acess Quick
(Promega) em one-step, de acordo com as instrugoes
do fabricante, acrescentando-se 1 mL de RNA, 10 mL
de tampio, 0,4 mL de oligonucleotideos degenerados
MTR1 (5'TTCATGCAYGAYGCYMTSATGT3") e
MTR2 (5'TCCCAVGCNBHBCVRGTGACCCA3")
empregando-se  as

SaBaNapzovic et al

condigoes  descritas  por
(2000). Foram empregados
também  oligonucleotideos especificos [EMV-CPs
(5’AGATCAATGGAAGACACAGC3’) e EMV-CPc
(5’ GAGAGAGTTAATTGGCTTGGA 3%)], desenhados
com base no alinhamento de sequéncias de nucleotideos
da CP de isolados de EMV depositados no GenBank.

As sequéncias obtidas dos motivos III e IV da metil-
transferase e helicase foram comparadas com as sequéncias
existentes no GenBank por meio do programa BLAST do
NCBI, e alinhadas manualmente com o programa Se-Al,
versdo 1.0 alpha 1. A determinacdo da identidade das se-
quéncias foi realizada com o programa PAUP 4.0b10 para
Macintosh (Sworrorp, 2002). As construgoes filogenéti-
cas foram feitas utilizando as sequéncias de aminodcidos.
As drvores foram visualizadas com o programa MEGA 4.0
(TamuRa et al., 2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as hospedeiras avaliadas, uma ampla gama
manifestou sintomas para o isolado TyToRS08. Em
S. lycopersicum ‘Alambra’, o TyToRS08 induziu clare-
amento de nervuras, faixa das nervuras, mosqueado e,
especialmente, o sintoma de necrose branca, sintoma
tipico de tymovirus em tomateiro (CHaGAS et al., 1975;
Gracia etal., 1998). Os mesmos sintomas foram observa-
dos em tomateiros das cultivares Diva, Graziella, Romana
e Thomas. O TyToRS08 induziu lesoes locais cloréticas
em Chenopodium amaranticolor, C. murale, C. quinoa,
Datura stramonium e Gomphrena globosa, sintomas que
evoluiram para mosaico sistémico e necrose branca no
limbo foliar. Em Lactuca sativa foram observados cla-
reamento de nervuras e bolhosidade, e Nicotiana cleve-
landii, Nicotiana debneyi, Nicotiana glutinosa, Nicotiana
megalosiphon, Nicotiana rustica, Solanum gilo, Solanum
melongena ‘Santa Genebra', ‘Japonesa’, ‘Embu’, ‘Napoli’
¢ ‘Porta Enxerto’ e Solanum nigrum reagiram com sin-
tomas sistémicos de mosaico. As hospedeiras Cucurbita
pepo, Cucurbita moschata, Brassica oleracea, Nicotiana syl-
vestris, N. tabacum ‘Samsun’, “White Burley’ e Xanthi’
nao manifestaram sintomas ¢ o virus nio pode ser delas
recuperado (Tabela 1). Pelos resultados observados, das
34 espécies submetidas & inoculagio apenas 8 nao foram
suscetiveis ao TyToRS08, confirmando que os Tymovirus

se transmitem com facilidade, por inoculagio mecanica,
para um grande nimero de hospedeiras em diferentes fa-
milias, semelhantes aqueles descritos na literatura para o
EMYV (GiBBs e HaRRISON, 1973).

Pela comparagio do circulo de hospedeiras do
isolado TyToRS08 com o isolado do EMV de tabaco
(EMV-TAB), estudado por RiBeiro et al. (1996), e
do isolado de EMV de tomateiro (EMV-TOM), es-
tudado por Gracia et al. (1998) na Argentina, veri-
ficou-se que existem diferencas na suscetibilidade das
plantas hospedeiras, pois N. tabacum “White Burley’,
Xanthi’ e ‘Samsun’, reagiram com sintomas sistémicos
aos dois isolados, diferenciando-se do TyToRS08 que
nao induziu sintomas nestas hospedeiras, assim como
o VNBT (Cuagas et al., 1975) e o EMV isolado de
Peperomia obtusifolia, EMV-PEP (Rivas et al., 2003).
O isolado TyToRS08 induziu sintomas de mosaico sis-
témico em G. globosa, assim como os isolados VNBT
e EMV-TOM. EMV-TAB ¢ EMV-PEP nio induziram
sintomas nessa hospedeira. Com relagdo as demais hos-
pedeiras, todos os isolados induziram sintomas seme-
lhantes, verificando-se que o teste bioldgico possibilita
diferenciar estirpes de virus.

Inclusoes citoplasmdticas tipicas de Tymovirus foram
detectadas em plantas de Datura stramonium infectadas
pelo isolado TyToRS08. Foi possivel observar ao micros-
cépio de luz aglomerados de cloroplastos situados préxi-
mos ao nucleo das células (dados nio apresentados). As
alteragoes causadas nos cloroplastos atuam na perda da ca-
pacidade fotossintética e estao relacionadas aos sintomas
de mosaico e perda de coloragio das folhas. BARRADAS e
Corariccro (1986) estudaram a indugio de inclusées em
quatro isolados de EMV, concluindo que, em todos os
casos, foi possivel detectar inclusdes amorfas constituidas
de um aglomerado de cloroplastos degenerados, nas pro-
ximidades do nucleo.

Apbés centrifugacio em gradiente de sacarose de 0 a
50% da preparagio semipurificada do virus, houve a for-
magcio de duas bandas opalescentes, a 2,0 € 2,8 cm de al-
tura do menisco, sendo a primeira banda correspondente
a fragao T (Zop), constituida de particulas vazias e a se-
gunda, correspondente 2 fragiao B (Botzom), de particulas
cheias. A concentracio do virus foi de 1,04 mg mL ' de
particulas isométricas cheias e vazias com ca. de 30 nm de
didmetro, tipicas de tymovirus (Figura 1).

O antissoro produzido (AS-TyToRS08) a partir dessa
preparacio reagiu positivamente até a diluicio 1:32768,
entretanto as melhores leituras para detectar o virus em
PTA-ELISA foram obtidas nas dilui¢ées 1:3000 e 1:4096.

A massa molecular da proteina capsidal do isolado
TyToRS08 foi detectada por Western-blot utilizando o an-
tissoro AS-TyToRS08 na dilui¢ao 1:2000, sendo a mas-
sa molecular estimada em cerca de 20 kDa (dados nio
apresentados). Resultados semelhantes foram obtidos por
CHagas et al. (1975) para o VNBT, por RIBEIRO et al.
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(1996) para o isolado EMV-TAB e por Rivas et al. (2003)
para o isolado EMV-PEP, que obtiveram o mesmo valor
de 20 kDa, para a proteina do capsideo viral destes isola-
dos, em SDS-PAGE.

Os frutos produzidos no campo experimental por
‘Alambra’, “Thomas’, ‘Diva’, ‘Romana’ e ‘Graziela’ mani-
festaram sintomas foliares de necrose branca (Figura 2a),
deformacio foliar e reducio de crescimento, frutos com
aspermia (Figura 2b), sendo observados sintomas mais
drésticos na cultivar ‘Romana’, a mais suscetivel ao virus,

produzindo frutos menores, com sintomas de esbranqui-
camento na epiderme (Figura 2¢) e frutos com necrose
nas sementes (Figura 2d).

Figura 1. Micrografia eletrénica da preparagio purificada do
TyToRS08, na dilui¢io de 1:10 em tampio fosfato de sédio 0,1
molar, pH 7,0, na qual sio visualizadas particulas isométricas,
cheias e vazias, de cerca de 30 nm.

Figura 2. (a) Folhas de tomateiro cultivar Alambra com sintoma
de mosaico e necrose branca induzidos pelo isolado TyToRS08;
(b) Aspermia em tomate cultivar Romana; (c) Tomate cultivar
Romana sem sintoma (esquerda) e com sintoma de mancha branca
(direita); (d) sementes de tomateiro cultivar Alambra com necrose.

O ndmero total de sementes produzidas por cultivar
foi de 3.221 em ‘Alambra’, sendo 396 com necrose; 5.433
em “Thomas’, sendo 833 com necrose; 5.250 em ‘Diva’
sendo 400 com necrose; 1675 em ‘Romana’, sendo 100
com necrose ¢ 2908 em ‘Graziela', sendo 333 com necro-
se. A cultivar Thomas foi a que mais produziu sementes
com necrose, totalizando 15%, e a Romana, a que menos
produziu sementes com necrose, totalizando 6%. Este re-
sultado para a cultivar Romana pode ser atribuido & maior
produgio de frutos com aspermia, acarretando baixa pro-
ducio de sementes (Tabela 2).

O TyToRS08 foi detectado nas sementes lavadas e
nio lavadas, de todas as cultivares de tomateiro, porém

Tabela 1. Circulo de hospedeiras e sintomas induzidos pelo
isolado Ty ToRS08

Familia e espécie botanica Sintoma §in§ort|a
local sistémico

Amaranthaceae

Gomphrena globosa LC M
Asteraceae

Lactuca sativa - CN, B
Brassicaceae

Brassica oleraceae - -
Chenopodiaceae

Chenopodium amaranticolor LC, LN M

C. murale LC, LN M

C. quinoa LC, LN M, AM
Cucurbitaceae

Cucurbita moschata - -

Cucurbita pepo - -
Fabaceae

Arachis hypogea - -
Solanaceae

Capsicum annuum ‘lkeda’ - DF, B

Datura metel LC, LN, LCA CN, M, DF

D. stramonium LC, LN M, CN, B, DF

Nicotiana clevelandii LC M

N. debneyi LC M

N. glutinosa LC, LN M

N. megalosiphon LC DF, M

N. rustica LC, LN AM

N. sylvestris - -

N. tabacum ‘Samsun’ - -

N. tabacum ‘White Burley’ - -

N. tabacum ‘Xanthi’ - -

Physalis angulata - -

Solanum gilo LC, LN AM, B, DF, CN

S. lycopersicum ‘Alambra’, ‘Diva’, LC CN, FN, MO, M

‘Graziela’, ‘Romana’, ‘Thomas’

S. melongena ‘Santa Genebra, LC M, B, FN, AM,

‘Japonesa’, ‘Embu’, ‘Napoli’, NB

‘Porta Enxerto’

S. nigrum LC CN, FN, DF

Representacio dos sintomas: (-) auséncia de sintomas; AM: amarelecimento;

B: bolhosidade; CL: clorose; CN: clareamento de nervuras; DF: deformagao foliar;
FN: faixa de nervuras; LC: lesio local clorética; LCA: lesdo local clordtica com
contorno anelar; LN: lesdo local necrética; MC: mancha clorética; M: mosaico; MB:
mosaico com bolhas; MO: mosqueado; MF: mosaico em faixas; NB: necrose branca.
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a maior porcentagem de sementes infectadas ocorreu
quando estas nio foram previamente lavadas (Tabela 3).
Dentre as cultivares avaliadas, a maior porcentagem de se-
mentes infectadas ocorreu em Thomas (61,1% em semen-
tes lavadas e 91,6% em sementes nio lavadas) (Tabela 3).
O virus também foi detectado nas sementes previamente
lavadas de todas as cultivares, porém em menor porcen-
tagem (Tabela 3), possivelmente pelo fato de o virus estar
presente no tegumento da semente ¢/ou em sua mucila-
gem; ¢ possivel também de o virus nio atingir interna-
mente a semente, devido a necrose que pode formar uma
barreira para sua disseminagio nas células embriondrias
ou por estar em uma camada interna da semente.

O TyToRS08 foi detectado em todas as sementes
com necrose quando nao lavadas. Entretanto, nas se-
mentes com necrose lavadas o virus sé foi detectado nas
cultivares Alambra, Diva e Romana (Tabela 3). Nas se-
mentes sem necrose nao lavadas, o virus foi detectado em
todas as sementes de todas as cultivares. Entretanto, nas
sementes sem necrose lavadas, o virus sé foi detectado em
‘Romana’, possivelmente pelo fato de existir uma alta taxa

de infecgio das sementes nesta cultivar e da possibilidade
do virus ter atingido internamente a semente.

O isolado TyToRS08 nio foi detectado em plantu-
las ap6s a germinacio das sementes com necrose e sem
necrose (Tabela 4), indicando que apesar das sementes
estarem infectadas e manifestarem sintomas, o virus nio
foi transmitido para as folhas cotiledonares. MEHROTRA
e AGGARWAL (2003) relataram que sementes infectadas
podem originar plantulas, nas quais o virus nio pode
ser detectado, devido ao fato de nao atingir as células do
embrido. Resultado semelhante foi obtido por Sararva et
al. (2006), em que os autores constataram a auséncia do
Papaya lethal yellowing virus (PLYV) em plantulas germi-
nadas a partir de sementes infectadas, porém constataram
a presenca do virus nas sementes infectadas, concluindo
que o virus ndo foi transmitido pelas sementes de for-
ma embriondria. Estudos sobre a evolucio da transmis-
sdo dos virus por sementes realizados por Assis FiLao
e SHERWOOD (2000) com o Turnip yellow mosaic virus
(TYMYV), Tymovirus, e lomato mosaic virus (ToMV),
Tobamovirus, em Arabidopsis thaliana, demonstraram que

Tabela 2. Ntumero e porcentagem de frutos e sementes com e sem necrose produzidos por tomateiros experimentalmente infectados pelo

isolado TyToRS08, em campo experimental de Braganca Paulista

Numero de frutos com sintoma

Nimero de frutos com

Niimero de sementes com

(LD de mancha branca/total e aspermia/total u necrose/total e

Alambra 29/68 19,7 7/68 10,2 396/3221 12,0
Thomas 10/67 6,7 14/67 20,8 833/5433 15,0
Diva 2/73 1,4 1/73 1,3 400/5250 7,6
Romana 75/114 85,5 56/114 49,1 100/1675 6,0
Graziela 23/53 12,2 14/53 26,4 333/2908 11,4

(') Ntimero total de sementes com necrose obtidas de frutos com e sem sintomas.

Tabela 3. Nimero e porcentagem de sementes lavadas e nio lavadas, avaliadas, provenientes de tomateiros experimentalmente infectados

pelo isolado TyToRS08
Sementes lavadas
Cultivares Numero de sementes Sementes infectadas
infectadas/total " (%)
Alambra 16/36 44,4
Diva 3/36 8,3
Romana 13/36 36,1
Graziela 1/36 2,7
Thomas 22/36 61,1

() Nmero total de sementes avaliadas para cada cultivar.

Sementes nao lavadas

Nimero de sementes Sementes infectadas

infectadas/total ™ (%)
30/36 83,3
14/36 38,8
28/36 77,7
18/36 50,0
33/36 91,6

Tabela 4. Detecgao do isolado TyToRS08 em sementes com e sem necrose ¢ em plantulas de tomateiro por PTA-ELISA com antissoro

policlonal especifico contra o TyToRS08

Sementes
Cultivar Sementes sem necrose Sementes com necrose
Lavada Nao lavada Lavada Nao lavada
Alambra - + + +
Thomas - + - +
Diva - + + +
Graziela - + - +
Romana + + + +

Plantulas germinadas
Sementes sem necrose
Lavada Nao lavada

Sementes com necrose
Lavada Nao lavada
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0 TYMYV era transmitido por semente de forma embrio-
ndria, pois era detectado em plantulas germinadas a partir
de sementes infectadas. Porém, o mesmo nio ocorria para
o ToMV, que nio era detectado em plantulas germinadas

de sementes infectadas, mas era detectado no envoltério
dessas sementes. Os resultados observados neste traba-
lho indicam que o isolado TyToRS08 foi detectado em

sementes de tomateiros, tanto na mucilagem quanto no

Tabela 5. Valores de identidade (em porcentagem) de nucleotideos (nt) e aminodcidos deduzidos (aa) dos motivos III e IV da
metiltransferase e helicase do isolado TyToRS08 ¢ VNBT, caracterizados neste trabalho, comparados com outras espécies de Tymovirus

depositadas no GenBank

Espécies de Tymovirus (acrdonimia) Cédigo de acesso no GenBank WALt VNBT
nt/aa nt/aa
Eggplant mosaic virus (EMV) J04374 68/76 70/76
Chayote mosaic virus (ChMV) AF195000 70/71 69/70
Physalis mottle virus (PhyMV) Y16104 69/67 66/65
Scrophularia mottle virus (SrMV) AY751777 63/65 64/64
Okra mosaic virus (OkMV) EF554577 67/62 63/63
Turnip yellow mosaic virus (TYMV) J04373 61/64 65/63
Erysimum latent virus (ErLV) AF098523 65/69 67/68
Kennedya yellow mosaic virus (KYMV) D00637 66/61 63/61
Dulcamara mottle virus (DuMV) AY987137 67/71 68/71
Plantago mottle virus (PIMoV) AY751779 67/64 61/63
Ononis yellow mosaic virus (OYMV) J04375 69/60 64/59
Isolado TyToRS08 - - 81/96
Isolado VNBT - 81/96 -
7 EMV
gg| =/ ChMV
TyToRS08
o
[ ] 100 VNBT
27
PhyMV
26
ErLV
32 DuMV
49 OkMV
61 KYMV
TYMV
SrMV
100 PIMoV
60 L—— OYMV
PVX
1 1 1 1 1 1 ]
T T T T T T 1
0,6 0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 0,0

Figura 3. Arvore filogenética baseada no alinhamento mdltiplo das sequéncias de amino 4cidos dos motivos I e IV da metiltransferase
¢ helicase, de espécies de Tjmovirus, usando o método UPGMA: Eggplant mosaic virus, EMV (J04374), Chayote mosaic virus, ChMV
(AF195000), Physalis mottle virus, PhyMV (Y16104), Scrophularia mottle virus, SsMV (AY751777), Okra mosaic virus, OkMV (EF554577),
Turnip yellow mosaic virus, TYMV (J04373), Erysimum latent virus, ErLV, (AF098523), Kennedya yellow mosaic virus, KYMV (D00637),
Dulcamara mottle virus, DuMV (AY987137), Plantago mottle virus, PIMoV (AY751779), Ononis yellow mosaic virus, OYMV (J04375). Os
valores de bootstrap para mil replicagoes estdo indicados nos ramos. A escala indica o nimero de substitui¢des por residuo. O Porato virus
X, PVX (EU571480), espécie tipo do género Potexvirus, foi empregado como grupo externo.
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tegumento envoltdrio da semente, uma vez que o virus
também foi detectado em sementes apds a desinfeccao
com hipoclorito de sédio a 4%. Porém, nio se transmi-
te de forma embriondria, pois o virus nao foi detectado
nas plantulas germinadas a partir de sementes infecta-
das. O isolado TyToRS08 pode ser considerado mais um
Tymovirus com potencial de disseminacio por semente,
assim como os isolados de Tymovirus Andean potato latent
virus (APLV) e o Dulcamara mottle virus (DuMV) estuda-
dos por GiBss et al. (1966). Tais isolados foram detectados
nas sementes, mas nao em plantulas, sendo diferente do
TYMYV que, segundo Assis FiLHO ¢ SHERwOOD (2000), é
transmitido por sementes de forma embriondria.

As sequéncias obtidas dos motivos III e IV da me-
tiltransferase e helicase originaram fragmentos de DNA
com aproximadamente 700 pb as quais, quando compa-
radas com outras sequéncias de Tymovirus no GenBank,
observaram-se valores de identidade de nucleotideos da
helicase que variaram de 60 a 76%. Na comparagao en-
tre os isolados TyToRS08 ¢ VNBT a similaridade chegou a
81%, se do estes isolados possivelmente da mesma espécie.
Porém na comparacio com o EMV a similaridade foi de
68 para o TyToRS08 e de 70% para o VNBT (Tabela 5).
Os isolados TyToRS08 ¢ VNBT nio puderam ser ampli-
ficados via RT-PCR com os oligonucleotideos especificos
para a CP de isolados de EMV. Ao contrério, o isolado de
EMV-PEP foi amplificado com sucesso quando se utiliza-
ram esses oligonucleotideos (dados nao apresentados). Este
resultado reforca a tese desses isolados serem, provavelmen-
te, pertencentes a uma nova espécie de Tymovirus.

Na drvore filogenética (Figura 3), TyToRSO08 e o
VNBT agruparam-se em um tnico ramo, compartilhan-
do um ancestral comum com elevado valor de boozstrap.
Uma nova espécie de Tymovirus, de acordo com critérios
moleculares, deverd ter a identidade de sequéncia da pro-
teina capsidial menor do que 90%. Além disso, a espe-
cificidade soroldgica, as hospedeiras diferenciadoras e o
tipo de transmissao deverdo ser considerados (HAENNI ¢
DREHER, 2008). Pelos resultados observados e pelas ana-
lises filogenéticas, porém, pode-se dizer que TyToRS08
e VNBT pertencem, possivelmente, a mesma espécie,
entretanto nao ¢ possivel afirmar se esses dois isolados
podem ser classificados como novas espécies no género
Tymovirus.

4. CONCLUSAO

O isolado Ty'ToRS08 ¢ uma espécie do género Tymovirus,
familia Tymoviridae, possivelmente uma nova espécie,
distinta do EMV, com caracteristicas bioldgicas de cau-
sar sintomas de manchas brancas nos frutos e necrose em
sementes de tomate e ser transmitido pelas sementes de
forma nio embriondria, uma vez que o virus nio foi de-
tectado nas plantulas germinadas a partir destas sementes.
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