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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o da caracterizacdo dos sintomas dos principais virus isolados nos campos produtivos
de melancia do estado do Tocantins. As amostras foram coletadas em quatro areas produtoras de melancia: Formoso do
Araguaia (F.A.), Lagoa da Confusdo (L.C.), Porto Nacional (P.N.) e Gurupi (G.U.). A identificag@o foi realizada por teste
imunoenzimatico (dot-ELISA). Em seguida, os isolados foram inoculados em casa de vegetacdo em plantas de abdbora
cv. Caserta e melancia cv. Crimsom sweet. As inoculagdes foram realizadas com os virus CMV, ZYMYV, PRSV-W, WMV,
ZLCV e infecgdo mista providas das regides citadas acima. O sucesso das inoculagdes foi reconfirmado pelo teste dot-ELI-
SA, realizado 30 dias depois a inoculagdo. Os resultados mostraram que os virus mais severos em plantas de abobora e
melancia foram: CMV de PN. e L.C.; ZYMV de G.U. ¢ PN.; PRSV-W de G.U. e PN. e WMV de L.C. Os virus causaram
os sintomas mais severos em infecgdes simples em plantas de abobora Caserta em ordem decrescente de importancia foram
os isolados de CMV de P.N. e L.C.; ZYMV de G.U. e P.N.; PRSV-W de G.U. ¢ PN. e WMV de L.C. Ja para as plantas de
melancia cv. Crimsom sweet foram os isolados de CMV da L.C.,PN.e G.U.; ZYMV de FA.,L.C. EPN.; PRSV-Wda L.C.
e G.U.¢e WMV de F.A. e G.U. O CMV foi 0 mais agressivo mesmo em associacdo com outras estirpes seguidas da estirpes

PRSR-W e ZYMV tiveram sintomas severo ¢ menor tempo de apresentagdo dos primeiros sintomas nas quatro regides.

PALAVRAS-CHAVE: Citrullus lanatus, dot-ELISA, Infeccao mista, Infeccao simples, Severidade.

SYMPTOMATOLOGICAL CHARACTERIZATION OF ISOLATED WATERMELON VI-
RUS FROM THE STATE OF TOCANTINS

ABSTRACT

The objective of this study was to characterize the symptoms of major virus cucurbit isolated from the watermelon-producing
fields of the State of Tocantins. The samples were collected in four watermelon-producing areas (Formoso do Araguaia - F.A.;
Lagoa da Confusao - L.C.; Porto Nacional - P.N. and Gurupi - G.U.). Identification was performed by enzyme immune assay
(dot-ELISA). Then the isolates were inoculated in a greenhouse in the pumpkin plants cultivate caserta and watermelon crimson
sweet. The inoculations were carried out with inoculants of the viruses Cucumber mosaic virus (CMV), Zucchini Yellow Mosaic
Virus (ZYMV), Papaya ringspot virus Watermelon strain (PRSV-W), Watermelon mosaic virus (WMV) and Zucchini lethal
chlorosis virus (ZLCV) and mixed infections. The success of inoculations was reconfirmed by dot-ELISA assay performed 30
days after the last inoculation. The results showed that the most severe viruses in pumpkin and watermelon plants were: CMV
of PN. and L.C.; ZYMV of G.U. and P.N.; PRSV-W of G.U. and P.N. and WMV of L.C. The viruses caused the most severe
symptoms in simple infections in cultivate caserta pumpkin plants in descending order of importance were the CMV isolates of
PN.and L.C.; ZYMV of G.U. and P.N.; PRSV-W of G.U. and P.N. and WMV of L.C.. Already for the cultivate. Crimsom sweet
were the CMV isolates from L.C., PN. and G.U.; ZYMV of F.A., L.C. and PN.; PRSV-W of L.C. and G.U.; WMV of F.A. and
G.U. CMV was the most aggressive even in association with other strains followed by the PRSR-W and ZYMYV strains had

severe symptoms and shorter time of presentation of the first symptoms in four regions.

Keywords: Citrullus lanatus, dot-ELISA, joint infection, simple infection, Severity.
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INTRODUCAO

A familia Cucurbitaceae ¢ constituida por aproxima-
damente 825 espécies, a qual tem grande importancia na
dieta alimentar ¢ na economia do agronegoécio brasileiro
por influenciar na geragdo de empregos diretos ¢ indiretos.
O cultivo de cucurbitaceas ¢ praticado em todas as regides
em pequenas e grandes propriedades (Nascimento et al.,
2012). No Brasil, o estado do Tocantins tem se destacado
na producdo de melancia, uma de suas principais fontes da
economia. Contudo, a produgdo esta sendo limitada pelo
aparecimento de inlimeras doencas. Dentre elas, as de virus
que causam a diminui¢do da produtividade. Para este arti-
go, foram identificadas mais de quatro familias em difer-
entes cucurbiticeas no Brasil, a saber: familia Potyviridae
do género Potyvirus, familia Comoviridae do género Co-
movirus e familia Bromoviridae do género Cucumovirus e
familia Bunnyaviridae do género Tospovirus (Aguiar et al.,
2015).

A utilizagdo de método de controle preventivo tem sido
eficaz, contudo muitos produtores ndo o adotam devido ao
aumento dos custos; pois o controle curativo ¢ ineficaz. Di-
versas viroses tém sido relatadas em cucurbitaceas induzin-
do diferentes tipos de sintomas que variam desde mosaicos
foliares, nanismo a deformagdes das folhas e frutos. Assim,
a severidade e os sintomas se diversificam de acordo com
o hospedeiro e a regido onde foi coletada (Giampan et al.,
2009).

Os virus depois de infectar a planta age de forma
sistémica e a severidade dos sintomas apresentados ¢ oc-
asionada principalmente por varias alteragdes bioquimi-
cas, fisiologicas e morfologicas, através da ativagdo e/ou
bloqueio de determinadas atividades celulares nas plantas
infectadas, como por exemplo, sintomas de clorose que re-

fletem na biossintese de clorofila (Fauquet et al., 2005).

A diversidade de sintomas e a severidade podem ser
observadas, geralmente, quando associada as alteragdes
citologicas na estrutura e na funcdo dos cloroplastos (Do-
miciano et al., 2009; Desbiez et al., 2009). De modo ger-
al, as infecgdes virais sdo capazes de induzir desordens na
célula vegetal, que incluem alteragdes na fotossintese, na
respiracdo, nas atividades enzimaticas, no transporte de fo-
toassimilados e no balango hormonal (Sampol et al., 2003).
Em decorréncia disto, este processo infeccioso resultara em
queda de produtividade e da qualidade da producao (Cre-
tazzo et al., 2010).

Infecgdes virais causam sintomas de mosaico nas folhas

e podem levar ao acimulo de carboidratos, alterar a capaci-
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dade fotossintética, afetar o movimento de fotoassimilados
e alterar o transporte de elétrons em varias vias metaboli-
cas. Em geral, os virus causam uma série de perturbagdes
fisiologicas, devido suas infec¢des, que podem variar com
as condi¢cdes ambientais, tipos de vetores, estirpes dos
virus e tipo de transmissdo (Tatineni et al., 2014). Por isso,
a correta identificagao dos virus e seus sintomas € um passo
importante para definir estratégias para o seu controle. Pen-
sando nisso, sabe-se que os estudos da sintomatologia dos
virus podem servir de base para identificar e indicar as
estirpes mais severas e tragar uma estratégia de controles

mais adequado (Aguiar et al., 2015).

Em se tratando de virus de cucurbitaceas, a diagnose
no nivel de espécies e estirpes ¢ bastante dificil de ser feita
com a sintomatologia de plantas no campo, pois a maio-
ria dos virus induz sintomas muito semelhantes entre si,
além de ocorrerem infecgdes mistas (Lima e Alves, 2011).
Os sintomas de virus podem ser facilmente confundidos,
por exemplo, com deficiéncia nutricional ou diversos fa-
tores abioticos. Por isso, a diagnose correta de cada espé-
cie de virus exige a realizagdo de analises laboratoriais,
principalmente, a sorologia, RT-PCR ¢ o estudo da reacdo
fenotipica (sintomas) em diferentes espécies (Lopez-Fab-
uel et al., 2013). Contudo, trabalhos de Aguiar et al. (2015)
demostram que a sintomatologia e espécies diferentes ¢ um
fator importante para a identificag@o a nivel de campo, pois
trabalhos com resultados parecidos tém sido relatado por
(Aguiar et al., 2015, Nascimento et al., 2012).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a sintomatologia
de infec¢des simples e mistas mostrando que os sintomas é
um fator importante na identificagdo das espécies de virus
no campo e o tempo de infecgdo nos primeiros dias apos a
inoculacao (DAI) em melancia e abdbora de estirpes isola-

das em diferentes municipios do estado do Tocantins.

MATERIAL E METODOS

As amostras foram coletadas nos municipios de Formo-
so do Araguaia (F. A.), Lagoa da Confusdo (L. C.), Porto
Nacional (P. N.) e Gurupi (G. U.) de plantas de melancia
que apresentavam sintomas suspeitos de viroses como: mo-
saico (M), deformagdo (D) e estreitamento do limbo foliar
(EF), mosqueados (MQ) e subdesenvolvimento (SD). As
folhas com sintomas foram colhidas ¢ envoltas em papel
aluminio, identificadas e armazenadas em caixas térmicas
com gelo, em seguida foram conduzidas para o Laboratério
de Biotecnologia da Universidade Federal do Tocantins,
Campus de Gurupi, onde foi realizado o teste sorologico
dot-ELISA (Enzyme Linked Immuno sorbent Assay) com

anticorpos especificos para os virus Cucumber mosaic vi-
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rus (CMV), Zucchini Yellow Mosaic Virus (ZYMYV), Pa-
paya ring spot virus strain Watermelon (PRSV-W), Water
melon mosaic virus (WMV) e Zucchini lethal chlorosis
virus (ZLCV). As amostras positivas desses virus foram
separadas em fun¢do do tipo de infecgcdo simples e mis-
ta, identificadas ¢ conduzidas para inoculacdo em casa de

vegetagao.

As cultivares utilizadas para inoculacdo e avaliagdo
dos sintomas foram: abdbora cultivar Caserta e melancia
cultivar Crimsom sweet, ambas provenientes da empresa
Sakata Seed Sudamerica. As plantulas foram transplanta-
das para vasos de polietileno com capacidade de 2 litros,
onde foram mantidas trés plantas por vaso. Os vasos foram
preenchidos com substrato de terra e esterco na propor¢ao
de 2:1 respectivamente, mais adubac¢do quimica 250 g de
5-25-15 NPK para 0,5 m*de substrato.

Os cinco virus em infec¢des simples e mistas foram in-
oculados duas vezes, sendo que a primeira inoculagdo foi
realizada na fase cotiledonar e a segunda inoculagdo foi
feita trés dias apos a primeira. As inoculagdes foram efet-
uadas com as estirpes obtidas, ambos preparados através
da maceragdo de tecidos vegetais infectados, com a adigao
de tampado fosfato de potassio (K,HPO,; 0,01 M; pH 7.0)
e 0,1% de sulfito de sodio (Na,SO,) na proporgdo 1g de
tecido para 2 ml de solu¢do. Em seguida, a suspensao viral
foi friccionada nas folhas cotiledonares das mudas previa-
mente polvilhadas com carborundum (400 mesh) (Lima
e Alves, 2011). Apds isso, as evolugdes dos sintomas nas
plantas inoculadas nos diferentes tratamentos foram acom-
panhadas diariamente até 30 dias ap6s a lltima inoculacao,
fazendo comparagdes e anotagdes fotografadas das carac-

teristicas sintomatoldgicas.

O experimento de inoculacéo foi realizado em vasos de
acordo com os virus encontrados nas amostras de cada mu-
nicipio. Levando em considerag@o as infec¢des simples e
mistas, a disposi¢do dos vasos foram 12 vasos com abdbo-
ras e 12 com melancia contendo trés plantas por vaso, e por
regido (Formoso do Araguaia, Lagoa da Confusdo, Porto
Nacional e Gurupi). As infec¢des mistas entre as regides
foram variaveis como; CMV+ZYMYV; PRSV-W+CMV e
PRSV+ZLCV em Formoso do Araguaia; CMV+ZYMV
e WMV+CMV em Lagoa da Confusdo; CMV+ZYMYV,
PRSV-W+CMV e ZYMV+PRSV-W em Porto Nacional e
CMV+ZYMYV, ZYMV+PRSV-W e ZLCV+CMV em Gu-
rupi. A testemunha foi composta de plantas de abobora e

melancia sem inocula¢do com os virus.
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A presenca dos virus nas plantas com infec¢do simples
ou mista foram reconfirmadas pelo teste dot-ELISA descri-
tos por Aguiar et al. (2015). Apos 30 dias depois da tltima
inoculagdo das plantas sintomaticas foram realizados os
testes de dot-ELISA. Conforme os procedimentos que
consiste na deposi¢do do extrato da planta diluido (1:100)
em tampao PBS (NaH,PO,H,0 0,08 M; K ,HPO,0,02 M;
NaCl1,40 M; KC10,02 M e pH 7,4), foi colocado 100 pL
equivalente a uma gota do extrato com o tampao sobre

membranas de nitrocelulose.

As demais etapas do procedimento foram conduzidas
sob agitacdo em mesa agitadora, a temperatura ambiente,
com imersdo das membranas em solu¢do PBS contendo
3% de leite em p6 desnatado, por 3 horas, para bloquear
os sitios das membranas ndo ocupados pelo antigeno e, em
seguida, imersdo em antissoro especifico produzido contra
a capa proteica dos virus CMV, ZYMV, PRSV-W ¢ WMV,
diluidos (1:1000) em PBS, overnight. A lavagem das mem-
branas foi realizada trés vezes em PBS, permanecendo nes-

ta solucao por cerca de trés minutos.

A incubagdo das membranas no conjugado universal
(anti-imunoglobulina produzido em coelho e conjugado a
enzima fosfatase alcalina) foi realizada na diluigdo 1:1000
em PBS, por 3 horas e, em seguida, procedeu-se ao enx-
ague em PBS. Na revelacdo utilizou-se agua destilada e
autoclavada, contendo BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate) e NBT (Nitro blue tetrazolium). As membra-
nas ficaram imersas na solucdo, na auséncia de luz até o
surgimento dos resultados. Na avaliagdo dos resultados, as
amostras positivas apresentaram coloragdo arroxeada como
resultado da formagao de precipitado pela a¢do da enzima
fosfatase alcalina sobre o substrato BCIP ¢ NBT.

Os dados foram analisados pela sua sintomatologia e
incidéncia das plantas inoculadas através do teste t de stu-
dent.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os virus estudados na presente pesquisa, quando inoc-
ulados isoladamente e em infecgdes simples e mistas em
plantas de abobora cv. Caserta e melancia e cv. Crimsom
sweet, causaram danos desde mosaico (M) leve a mosaico
(M) severo, com deformagdes foliares (Df), mosqueados
(MQ), subdesenvolvimento e florescimento precoce (Fig-
ura 1), sendo que estes gendtipos utilizados sdo consider-
ados suscetiveis aos virus CMV, ZYMYV, PRSV-W, WMV
e ZLCV.
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Figura 1. Folhas de abobora cv. Caserta e melancia cv. Crimsom sweet com sintomas de virus apds inoculagdo mecanica
dos isolados de Formoso do Araguaia, Lagoa da Confusdo, Porto Nacional ¢ Gurupi. Sendo: A= PRSV-W+ZYMYV em abdbo-
ra; B= CMV+ZYMV em abdbora; C= CMV em Abodbora; D= ZYMYV, em abobora E= PRSV-W; em abobora; F= WMV em
abobora; G= CMV em melancia; H= ZYMYV em melancia; [= PRSV-W em melancia; J= WMV em melancia; L= Testemunha

melancia e M= Testemunha em abdbora.

Os resultados concordam com os encontrados na pre-
sente pesquisa, conforme demonstrados na Tabela 1. Desta
forma foi possivel observar também alta severidade das
infecgdes mistas PRSV-W+ZYMYV (Figura 1A) e CMV+-
ZYMV (Figura 1B). Foi observado que o CMV apareceu
em infecgdo mista com todos os Potyvirus aqui estudados
(ZYMV, PRSV-W e WMV). Isso ¢ explicado pelo fato do
CMV ter um sinergismo comprovado com os Potyvirus
(Aguiar et al., 2015). Segundo Lima (2011), apesar dos sin-
tomas destes virus serem semelhantes nas cucurbitaceas,
ainda assim ¢ possivel caracteriza-los fenotipicamente,
observando atentamente o conjunto de sintomas descritos

para cada uma de suas espécies.

A planta infectada com CMV pode apresentar mosa-
ico, mosqueado em folhas, amarelecimento e redugdo no
desenvolvimento da planta, além de distor¢do em frutos e
folhas (Gil et al., 2011). Para 0 ZYMYV os sintomas descri-
tos sdo: descoloragdo internerval. Com o avango da doenga
surge sintomas de mosaico, caracterizado por areas verdes
e areas amareladas, bolhosidade, necrose, reducio e defor-
macdo do limbo foliar, porém ndo ha severa redu¢do no
desenvolvimento da planta e na produgdo de frutos (Fletch-
er et al., 2000; Desbiez et al., 2003).

O PRSV-W pode apresentar, na maioria das vezes, nas
folhas mais novas da planta, amarelecimento entre as ner-
vuras. Posteriormente, surgem sintomas de mosaico verde
escuro ¢ verde mais claro, bolhosidade e deformagao foli-
ar. No caso de deformagao, pode ocorrer estreitamento do

limbo foliar e a folha pode ficar reduzida as nervuras. Plan-

tas com severa infec¢ao ficam com o subdesenvolvimento
(Azevedo et al., 2012). Os sintomas induzidos por WMV
em plantas infectadas sdo bastante semelhantes aos cau-
sados pelo PRSV-W como mosqueado, mosaico, rugosi-
dade e deformacao foliar (Herrington et al., 2001). Plantas
afetadas pela doenca apresentam ainda redugdo na produ-
tividade e na qualidade dos frutos. Com relagdo aos sinto-
mas do ZLCV, dependendo da espécie de cucurbitacea afe-
tada, as plantas podem exibir tonalidade verde mais claro
nas folhas, mosaico amarelo, clorose ¢ encurvamento dos
bordos das folhas mais novas e necrose nas mais velhas, ru-
gosidade, internddios curtos, epinastia, deformagao foliar e
necrose da haste. Plantas doentes apresentam reducdo no

desenvolvimento e queda na produtividade (Lima, 2011).

A maioria desses sintomas descritos foi observada ini-
cialmente nas plantas inoculadas com esses virus em in-
fecgdes simples e mista nos gendtipos de abobora e mel-
ancia utilizados na presente pesquisa, com uma variagdo
dos gendtipos e virus de cada municipio, conforme rep-
resentado na Tabela 1. As estirpes de virus da regido de
Formoso do Araguaia (F.A.) inoculadas em abodbora caser-
ta apresentaram sintomatologia severa para infecgdo mista
(PRSV-W+ZYMV) e para CMV, onde os sintomas iniciais
comegaram a aparecer aos 6 DAI para ambos genotipos,
onde a inoculagdes foram as que tiveram maior porcenta-
gem de plantas infectadas 91,66 e 83,33% respectivamente,
observando que o CMV foi severo com sintomas na mel-
ancia, contudo ndo causou subdesenvolvimento (SD) das

plantas.
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Tabela 1. Caracterizagdo fenotipica dos virus CMV, ZYMV, PRSV-W, WMV e ZLCV coletados no municipio de For-

moso de Araguaia (F.A.) em infeccdes simples e mistas inoculados mecanicamente em genotipos de abobora Caserta

(Cucurbita pepo L.) e melancia Crimsom sweet (Citrullus lanatus).

. o , Plantas ino- Plantas com Sintomas Pmnelros .
Regido Gendtipo Virus 1 sintomas  Sintomas 30 (DAI)
culadas x3 médias
(DAD
PRSV-W+- s EF; M; BF; DF; CS;
F. A. Caserta ZYMV 12 11 (91,66)+0,02 6 SD
F. A. Caserta CMV+ZYMV 12 8 (66,66)£0,03** 13 M; BF; DF; SD
F. A. Caserta PRSV-W+ZLCV 12 0(0,00)+0,00 -m-m-mm-mm-- SS
F.A. Caserta CMV 12 10 (83,33)£0,01** 6 EE; M; BFFl; BL; DF;
F. A. Caserta ZYMV 12 9 (75,00)£0,04** 8 M; DF; FP; SD
F. A. Caserta PRSV-W 12 9 (75,00)+0,06** 11 EF; M; BF; DF; SD;
F A. Caserta WMV 12 7(58,33)+0,03** 16 EF; M; BF; DF
F. A. Caserta ZLCV 12 0(0,00)£0,00  —m-mmemmee- SS
F. A. Caserta Testemunha 12 0(0,00)£0,00  ——-mmemmee- SS
Total 108 54 (50,00%)
F. A. Melancia CMV 12 8 (66,60)£0,04** 6 M; BL; DF; FP
F.A. Melancia ZYMV 12 6 (50,00)£0,02%* 7 EF; M; BF; BL; DF;
FP; SD
F. A. Melancia PRSV-W 12 7 (53,33)£0,01** 10 EF; M; DF; SD
F A. Melancia WMV 12 10 (83,33)+0,03** 13 M; DF; FP; SD; MQ
F. A. Melancia ZLCV 12 0(0,00)£0,00 —m-mmemmee- SS
F. A. Melancia Testemunha 12 0(0,00)£0,00 -m-m-mm-mm-- SS
Total 72 31 (43,05%)
DAI= Dias Ap6s Inoculagdo. Si : SS= Sem Si EF= Estrei Foliar; M= Mosaico; BF= Bordas Franzinas; BL= Formagdo de Bolha; DF= Deformagéo Foliar; FP= Flc » Precoce; SD= Subd olvimen-

to; MQ= Mosqueado; CS= Cordao de Sapato; BE= Bordo Encurvado.

Houve uma grande variagdo no surgimento dos pri-
meiros sintomas até no maximo 16 dias apds a inoculagao.
Segundo Aguiar et al. (2015), isto ¢ considerado comum
em experimentos realizados nessas condigdes controladas
de casa de vegetagdo. Nascimento et al. (2012) ainda re-
latam que alguns isolados de virus que afetam as cucur-
bitaceas apos inoculagdo, podem se apresentar de forma
latente em muitos gendtipos. Nesse caso, muitas plantas
quando infectadas ndo mostram os sintomas caracteristicos
da doenga, porém quase sempre ocorre redugdo do cresci-

mento normal da planta e o genoétipo ¢ caracterizado como

tolerante.

Na estirpe da Lagoa da Confusdo os virus CMV ¢
PRSV-W foram os mais severos, apresentando sintomas
aos 4 DAI para abobora Caserta e aos 5 DAI para mel-
ancia. Na avaliacdo dos isolados coletados na Lagoa da
Confusao, foi possivel observar que a infec¢do mista mais
severa para as plantas de abdbora cv. Caserta foi CMV+-
ZYMV e em infecgdo simples ZYMYV com 83%. Ja para
infeccao simples, o CMV (100%) se mostrou o mais seve-

ro para as plantas de abobora quando comparado as outras
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plantas inoculadas com os demais virus, sendo que apre-
sentou numero de sintomas e severidade semelhante a in-
fecgdo mista CMV+ZYMV. O segundo virus mais severo

para as plantas de abdbora foi o CMV. Ainda com relagao

19

aos isolados da Lagoa da Confusdo, observou-se que
o PRSV-W foi o virus mais severo, seguido pelo CMV,
apresentando diversos sintomas, conforme apresentado na
Tabela 2.

Tabela 2. Caracterizagao fenotipica dos virus CMV, ZYMV, PRSV-W, WMV e ZLCV coletados no municipio de

Lagoa da Confusao (L.C.) em infec¢des simples e mistas inoculados mecanicamente em gendtipos de abobora Caserta

(Cucurbita pepo L.) e melancia Crimsom sweet (Citrullus lanatus).

L.C.

Abodbora

CMV+ZYMV

12

10 (83,33)£0,03%*

EF; M; BF; BL; DF;

SD
L.C. Abébora  WMV+CMV 12 8 (66,66)£0,02%* 7 M; DF; FP; SD; MQ
L.C Abébora CMV 12 12 (100,0)20,00%* 5 M; BL; &%FP; SD;
L.C. Abébora ZYMV 12 10 (83,33)£0,01** 7 M; BL; DF
L.C. Abébora PRSV-W 12 9 (75,00)£0,04%* 5 EF; BF; DF; FP; SD
L.C Abébora WMV 12 8 (66,66)£0,03%* 9 EE; M; %&DF; SD;
L.C. Abébora ZLCV 12 0(0,00)£0,00  -wmemeees SS
L.C. Abobbora Testemunha 12 0(0,00)x0,00 --—--m-m- SS
Total 108 57 (52,77%)
L.C Melancia CMV 12 10 (83,33)+0,01%* 4 M; DF; FP; SD; MQ
L.C. Melancia ZYMV 12 8 (66,66)+0,04** 5 M; BF; BL; DF; SD
L.C. Melancia PRSV-W 12 8 (66,66)%0,02%* 4 EE; M; BS%BL; DF;
L.C Melancia WMV 12 6 (50,00)£0,03%* 14 M; DF; MQ
L.C.  Melancia ZLCV 12 0(0,00)£0,00  ---eoeem- SS
L.C. Melancia Testemunha 12 0(0,00)x0,00 --—-----——-- SS
Total 72 32 (44,44%)

DAT-Diss Apts Inculaggo. Sototna: S5 Se Sntocnas; B~ Etriamento Flir, M Moo B~ Bordas Frtzinas; B Frtn ds Bols DF— Dfotnaeo Folas FP— Florsecimento reocs; SD— Sobdssvclv

mento; MQ= Mosqueado; CS= Cordao de Sapato; BE= Bordo Encurvado.

Nos isolados de Porto Nacional, foi possivel observar
que a infecgdo mista foi mais severa em plantas de abobora
inoculadas com CMV+PRSV-W, comprometendo total-
mente o desenvolvimento das plantas. Com relag@o as in-
fecgdes simples, o CMV se mostrou mais severo dentre os
demais virus, onde os sintomas apresentados foram severos

e semelhantes quando comparados a infec¢do mista CM-

V+PRSV-W. Em seguida, a infecgdo simples mais severa
para as plantas de abobora foi a causada pelo PRSV-W.
Com relagdo as plantas de melancia inoculadas com os
mesmos isolados de Porto Nacional, foi possivel perceber
que 0 ZYMYV foi o mais severo, seguido pelo CMV, apre-
sentando diversos sintomas severos para as plantas, con-

forme apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3. Caracterizacdo fenotipica dos virus CMV, ZYMYV, PRSV-W, WMV e ZLCV coletados no municipio de e Porto

Nacional (P.N.) em infecgdes simples e mistas inoculados mecanicamente em gendtipos de abobora Caserta (Cucurbita

pepo L.) e melancia Crimsom sweet (Citrullus lanatus).

Plantas

ix o , Plantas com Sintomas P'rlmelros .
Regido Genotipo Virus inoculadas medias sintomas Sintomas 30 (DAI)
3 (DAI)
P.N.  Abobora CMV+ZYMV 12 11 (91,66)£0,01%* 6 EF; M; BF; BL;
DF; SD
P.N.  Abbora PRSV-W+CMV 12 8 (66,66)£0,02+* 5 EF; BE; BL; DF;
SD; MQ
EF; M; BL; DF;
5 EXS i 5 P 5
P.N. Abdbora CMV 12 12 (100,00)£0,00 4 FP: SD: MQ
P.N. Abdbora ZYMV 12 8 (66,66)£0,02%* 6 M; BL; DF; FP; SD
P.N.  Abobora PRSV-W 12 10 (83,33)£0,03%* 5 EF; M; BF; BL;
DF; SD
P.N.  Abébora WMV 12 8 (66,66)£0,01%* 7 M; DFI\;AZP; SD;
P.N. Abdbora ZLCV 12 0(0,00)£0,00 ~  —-memeeeee- SS
P.N. Abobora Testemunha 12 0(0,00)£0,00 ——memme- SS
1 480
Total 08 65 (56,48%)
PN Melancia CMV 12 10 (83,33)£0,01%* 7 EF; M; BF; DF; SD
. M; BL; DF; SD;
=+ 3k ’ s s B
PN, Melancia ZYMV 12 11 (91,66)%0,02 6 MQ
. EF; BF; DF; FP;
- kek s s ) >
PN, Melancia PRSV-W 12 8 (66,66)£0,03 9 D
PN Melancia WMV 12 8 (66,66)£0,01** 12 M; DF; SD; MQ
PN Melancia ZLCV 12 0(0,00)£0,00 —=mmeeee- SS
PN Melancia Testemunha 12 0(0,00)£0,00 ——-memme- SS
2 48,619
Total 7 37 (48,61%)

DAI= Dias Apo6s Inoculagdo. Sintomas: SS= Sem Sintomas; EF= Estreitamento Foliar; M= Mosaico; BF= Bordas Franzinas; BL= Formagao de Bolha;
DF= Deformagao Foliar; FP= Florescimento Precoce; SD= Subdesenvolvimento; MQ= Mosqueado; CS= Cordao de Sapato; BE= Bordo Encurvado.

Os virus que apresentaram uma maior taxa de
transmiss@o por inoculag@o mecanica foram ZYMV e CMV,
sendo que esse ultimo foi transmitido para todas as plantas
inoculadas de abobora Caserta com os isolados de todas as
quatro regioes. Porém, os in6culos dos demais municipios
também apresentaram altos valores de eficiéncia nas inocu-

lagdes mecanicas.

As estirpes CMV e a infeccdo dupla CMV+ZYMV de

Gurupi os sintomas em abdbora caserta tiveram maior seve-
ridade e apresentou sintomas aos 4 ¢ 5 DAI. Contudo, na
melancia Crinson sweet as estirpes CMV, PRSV-W e ZYMV
foram os mais severos Tabela 4. Segundo Gil et al. (2011),
a facil transmissdo de CMV para plantas cucurbitaceas pode
ser explicada devido 0 CMV ser um virus de facil transmissi-
bilidade e possuir uma caracteristica que lhe torna altamente
virulento, pois apenas a sua capa proteica no interior da célu-

la vegetal ja é capaz de causar sintomas na planta.
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Tabela 4. Caracterizagdo fenotipica dos virus CMV, ZYMYV, PRSV-W, WMV e ZLCV coletados no municipio de e
Gurupi (G.U.) em infec¢des simples e mistas inoculados mecanicamente em gendtipos de abobora Caserta (Cucurbita

pepo L.) e melancia Crimsom sweet (Citrullus lanatus).

Plantas Primeiros .
Reois Genéti Vi Pl Si . Sintomas (30
egido enotipo irus inoculadas antas com Sintomas sintomas DAI)
X3 (DAI)
EF; M; BF;
I3 kk 2 2 2
G.U. Abdbora CMV+ZYMV 12 12 (100,00)£0,00 5 BL: DF: SD
, ZYMV+PRS- . EF; M; BF;
G.U. Abdbora VoW 12 9 (75,00)+0,03 10 BL: DF: SD
G.U. Abobora ZLCV+CMV 12 0(0,00)£0,00 ——-m-m-me-- SS
G.U. Abodbora CMV 12 10 (83,33)+0,01** 4 M; BL; DF; SD
EF; M; BF;
r ** 9 9 9
G.U. Abobora ZYMV 12 11 (91,66)+0,02 5 DF: FP; SD
EF; M; BF;
G.U. Abobora PRSV-W 12 9 (75,00)£0,04** 5 BL; DF; SD;
CS
M; BL; DF;
5 o > BL; DE;
G.U. Abdbora WMV 12 11 (91,66)+0,003 7 SD: MQ
G.U. Abdbora ZLCV 12 0(0,00)£0,00 —-m-m-em- SS
G.U. Abdbora Testemunha 12 0(0,00)£0,00  —m-mem- SS
Total 108 42 (38,88%)
. EF; M; BL;
ko D) B B
G.U. Melancia CMV 12 11 (91,66)£0,02 5 DF: SD
G.U. Melancia ZYMV 12 9 (75,00)£0,01** 5 M; BL; DF; SD
. EF; M; BF;
- sksk > > B
G.U. Melancia PRSV-W 12 7 (53,33)+0,03 7 DF: FP: SD
. M; DF; FP;
kK > > E
G.U. Melancia WMV 12 6 (50,00)+0,04 10 SD: MQ
G.U. Melancia ZLCV 12 0(0,00)x0,00  —-—-—-e-- SS
G.U. Melancia Testemunha 12 0(0,00)+0,00  —-m-m-em- SS
Total 72 33 (45,83%)

DAI= Dias Apds Inoculagdo. Sintomas: SS= Sem Sintomas; EF= Estreitamento Foliar; M= Mosaico; BF= Bordas Franzinas; BL= Formacao de Bolha;
DF= Deformacao Foliar; FP= Florescimento Precoce; SD= Subdesenvolvimento; MQ= Mosqueado; CS= Cordao de Sapato; BE= Bordo Encurvado.

Segundo Mandakombo et al. (2013), na maioria das
vezes, os sintomas causados pela interacdo de dois virus
em infec¢do mista sdo bem mais severos e diferentes dos
encontrados em infecg¢des simples, o que indica sinergismo
entre esses virus e o aumento da capacidade de replicagdo
viral e disseminacdo sistémica na planta infectada. Aguiar
et al. (2015), estudando infec¢des mistas de ZYMV+PRSV

inoculados em plantas de melancia cv. Charleston Gray e

plantas de abobora cv. Caserta, constataram aumento de
severidade de sintomas relacionados ao subdesenvolvi-
mento de planta e de folhas, mosaico, bolhosidade, defor-
magcao foliar e corddo de sapato.

Na variedade Crimson Sweet, os sintomas apresen-
tados pelas plantas com infeccdo dupla foram bem mais
severos do que os apresentados pelo PRSV inoculado iso-
ladamente e com maior intensidade do que os apresentados
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por ZYMV.

Meétodos de inoculagdo mecanica tém tornado possivel
a transmissdo de varios virus ndo previamente transmitidos
mecanicamente, mas a eficacia dos melhores métodos at-
uais ainda ¢ considerada baixa para alguns virus, quando
comparados com a transmissdo pelos vetores, pois a intro-
ducdo dos virus pelos insetos ¢ feita diretamente na célu-
la do floema onde se alimentam, o que possibilita 0 maior
sucesso para o inicio da replicagdo ¢ movimento viral. Por
isso, além de a eficiéncia da inoculagdo pelos vetores ser
maior, os sintomas nesses casos sdo apresentados fenotipi-
camente pelas plantas mais rapidamente, algo que ¢ mais

trabalhoso com a inoculagdo mecanica (Santos et al., 2004).

Entre os progressos na transmissdo mecanica de virus
de plantas podem ser citados o uso de abrasivos, adigdo
de tampdo de fosfato, sulfito e outros produtos quimicos
para aumentar a eficiéncia do indculo (Mandal et al., 2008),
contudo ndo foi possivel observar a transmissdo de forma
mecanica do virus ZLCV. A dificuldade de transmissdo
mecanica artificial em experimentos também foi relatada
em varios outros trabalhos (Giampan et al., 2007; Tsom-
pana e Moyer, 2008). Um exemplo disso, foi o relatado
por Giampan et al. (2007) que, em testes complementares,
observaram que em abdbora Caserta nenhuma planta foi
infectada pelo virus ZLCV. Além de observar que todas as
tentativas de transmitir o ZLCV mecanicamente para as
plantas em casa de vegetagdo falharam, observaram tam-
bém que oito de 35 plantas cultivadas em campo foram nat-
uralmente infectadas pelo virus através dos vetores (Thys-
anoptera: Thripidae) (Rotenberg et al., 2015). Os mesmos
problemas foram encontrados por Giampam (2007) que
ndo obteve sucesso na inoculagdo mecanica de ZLCV em
plantas de abdbora moranga e abobrinha de moita, onde
em varias repeticdes, do total de oito plantas inoculadas,
nenhuma dessas apresentou sintomas, confirmado pelos
testes biologicos, PTA-ELISA e RT-PCR. Nagata et al.
(2007) estudando um tospovirus encontrado naturalmente
infectando Chrysanthemum grandiflorum, verificaram que
ndo foi transmitido para as mesmas espécies por meio de
inoculagdes mecanicas. Esses autores atribuiram esse fato
a maior eficiéncia de tripes, vetor que transmite esse virus,
quando comparado ao método usado na transmissdo exper-
imental. Esse fato pode ser explicado através da observagdo
feita por e Pappu et al. (2009), uma vez que esse virus se
replica no citoplasma, e onde os corpos de inclusao fibrosos
podem ser facilmente observados em plantas infectadas. Os
vetores (Thysanoptera: Thripidae) sdo mais eficientes na
transmissdo desse virus ZLCYV, pois conseguem introduzir

as particulas virais o mais proximo possivel do citoplasma
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da célula das plantas, onde conseguem se replicar e, a partir
dai, causar sintomas nas plantas. Isto seria mais dificil de
ocorrer com poucas passagens mecanicas. Por isso, acred-
ita-se que esse seja um dos motivos principais da dificul-
dade de infecgdo dos hospedeiros da familia Cucurbitaceae
de forma mecéanica principalmente desse virus (Lima et al.,
2009; Yuki et al., 2000).

CONCLUSAO

O CMV foi o mais agressivo mesmo em associacao
com outras estirpes seguidas da estirpes PRSR-W ¢ ZYMV
tiveram sintomas severo e menor tempo de apresentagido

dos primeiros sintomas nas quatro regides da pesquisa.
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