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RESUMO

Teste do indutor de resisténcia ASM como alternativa de controle da clorose do
tomateiro causada pelo Tomato chlorosis virus (ToCV) e possiveis efeitos sobre o
vetor Bemisia tabaci biétipo B

Em 2006 foi detectada uma nova virose na cultura do tomateiro no Brasil, causada pelo
Tomato chlorosis virus (ToCV), que atualmente encontra-se presente em diversas regioes
do pais e do mundo que cultivam essa hortalica. Pertencente ao género Crinivirus, o
ToCV coloniza o floema da planta e induz uma clorose internerval das folhas basais,
como principal sintoma em tomateiro. O virus é transmitido por Bemisia tabaci biotipo
B, com relagdo do tipo semi-persistente. Até 0 momento ndo sdo conhecidas alternativas
de controle da doenca, exceto a eliminacdo de fontes de indculo e o uso de inseticidas
para o controle do vetor. O principio de controle baseado na imunizacgdo destina parte de
seus esforcos na inducdo de resisténcia de plantas a patogenos. Além de ser uma
alternativa menos danosa ao ambiente, vem demonstrando importantes e positivos
resultados de sua eficiéncia. Diante desses fatos o objetivo deste trabalho é avaliar a
eficacia do indutor de resisténcia acibenzolar-S-methyl (ASM) no controle da clorose do
tomateiro causada pelo ToCV, e verificar o efeito do ASM no comportamento do vetor
B. tabaci bidtipo B. Foram realizados trés experimentos para avaliar o desenvolvimento
de tomateiros sadios e infectadas com o ToCV, sob a aplicacdo de agua e ASM.
Constatou-se em todos os ensaios que 0 ASM ndo protegeu os tomateiros contra a
infeccdo com o ToCV inoculado com B. tabaci bi6tipo B. Nos dois primeiros
experimentos constatou-se diferencas estatisticas significativas apenas entre tomateiros
sadios e infectados com o ToCV, independente do ASM. As plantas infectadas
produziram em média aproximadamente 50% menos massa fresca do que as plantas ndo
infectadas. Ja as plantas tratadas com ASM, nas concentracdes de 50 e 100 mg/I,
produziram massas frescas em média 38% e 43% superiores as das plantas tratadas com
agua e infectadas com o ToCV, respectivamente. No terceiro experimento ndao houve
diferenga significativa entre os tratamentos. A producdo de frutos foi avaliada nos dois
ultimos experimentos. Apenas no terceiro ensaio constatou-se que as plantas infectadas
produziram significativamente menor quantidade de frutos do que as plantas sadias. No
entanto, as producdes dos tomateiros infectados com o ToCV e tratados com
concentracgdes diferentes de ASM néo diferiram daquela dos tomateiros infectados sem o
ASM. Quanto ao efeito do ASM na biologia da B. tabaci biétipo B, em trés experimentos
independentes, contatou-se que no teste com chance de escolha os insetos tiveram menor
preferéncia por ovipositar nas plantas tratadas em relacéo a testemunha. Porém, o ASM
ndo afetou o nimero de ninfas e a ecloséo dos adultos. Nos trés ensaios sem chance de
escolha do vetor ndo houve diferenga significativa entre os tratamentos para as trés
variaveis analisadas.

Palavras-chave: Amareldo do tomateiro; clorose internerval; mosca-branca; Crinivirus



1. INTRODUCAO

A relevancia da cultura do tomateiro (Solanum lycopersicum L.) para o Brasil
estd bem concretizada, seja pela importancia aos produtores ou pela geragdo de renda ao
pais (IBGE, 2010). Com uma area de 64.880 hectares e uma producao aproximada de 4,1
milhGes de toneladas de frutos (IBGE, 2012), o Brasil atualmente encontra-se entre os 10
maiores produtores mundiais de tomate (FAO, 2013). Mas ao contrério do que possa
parecer, esta cultura apresenta alguns fatores de manejo que a tornam ardua ao produtor.
Entre estes, balanceamento nutricional e controle de pragas e doencas (FILGUEIRA,
2008). Sendo o ultimo, ainda mais relevante, por conta do clima favoravel e diversidade
de patdgenos e vetores intrinsecos as regides produtoras desta horticola, o que favorece o
tridangulo da doenca (BERGAMIN FILHO et al., 1995; FILGUEIRA, 2008).

Apesar do amplo conhecimento sobre o desenvolvimento e disseminacao das
doencas, ainda existem fitomoléstias, dentre as quais destacam as viroses, que
desproveem de técnicas efetivas e duradouras, ou sdo onerosas de serem aplicadas.

De modo geral, os agentes patogénicos de natureza viral utilizam-se do
maquinario celular da planta para atender a replicacdo do virus. Para isso, alguns
aminoéacidos e fungdes celulares (transcricao e traducdo de proteinas) passam a servir aos
objetivos do patdgeno, impedindo a metabolizacdo destes pelo seu hospedeiro. Logo, 0
virus que infecta uma célula vegetal controla os processos de catabolismo e anabolismo
da célula. Consequentemente parte dos metabdlitos deixa de ser aproveitados pelas
plantas gerando uma disfung¢do na fisiologia de “fonte e dreno” e acarretando em reducéo
do rendimento (produtividade) e da qualidade dos frutos de tomate (BOS, 1983).

Até o ano de 2006, os virus pertencentes aos géneros Tospovirus e
Begomovirus destacavam-se pela soma de doencas que atingiam a tomaticultura
brasileira. Todavia, a partir da detec¢do do Tomato chlorosis virus (ToCV) em territdrio
nacional gerou uma nova preocupagdo aos tomaticultores brasileiros. A deteccdo do
ToCV aconteceu na regido de Sumaré, interior do estado de Sdo Paulo (BARBOSA et al.,
2008). O virus coloniza o floema da planta e induz uma clorose internerval das folhas
basais, como principal sintoma em tomateiro. Esta clorose € similar a deficiéncia de Mg,
entretanto, esta é acentuada ao longo do tempo e se espalha as outras folhas da planta.
Algumas folhas também exibem pontos necréticos e adquirirem um aspecto quebradico.
Em razdo disso ha perda da area fotossintética ativa do tomateiro, decréscimo do
crescimento das plantas e da produgdo (NAVAS-CASTILLO et al., 2000; BARBOSA et
al., 2008).



O ToCV tem se tornado uma emergente fonte de preocupacdo para 0S
tomaticultores de todo o mundo (LOURO et al., 2000; ACCOTO et al., 2001; SEGEV et
al., 2004; TSAl et al., 2004; ALVAREZ-RUIZ et al., 2007; NAVAS-CASTILLO et al.,
2011). Este virus pertence a familia Closteroviridae e ao género Crinivirus, consagrado
por ser 0 género detentor das fitoviroses de maior ascendéncia na decorrente agricultura
mundial (TZANETAKIS et al., 2013). O genoma do ToCV é composto por duas
moléculas de RNA de fita simples, senso positivo, encapsuladas em particulas alongadas
e flexuosas de 650-800 e 700-900 nm de comprimento (WINTERMANTEL et al., 2005).
A sequéncia completa de nucleotideos dos RNA-1 e RNA-2 do isolado brasileiro indicou
alta porcentagem de identidade com isolados de ToCV do mediterraneo
(ALBUQUERQUE et al., 2013; BARBOSA et al., 2013). A magnitude desta patologia
vegetal é vigorada por ser um virus recém detectado em territdério nacional que
rapidamente se espalhou pelas principais areas de producéo de tomate (BARBOSA et al.,
2011). Entdo, ha falta de informacGes detalhadas sobre a epidemiologia e maneiras
eficazes de como controlar a doenca causada pelo ToCV. Geralmente as principais agoes
contra doencas transmitidas por vetores consistem em usar cultivares resistentes, quando
disponiveis, e realizar o controle dos vetores. Ndo ha conhecimento sobre a resisténcia de
tomateiros a esse virus e sabe-se que 0s inseticidas nem sempre trazem o efeito desejado
de eliminacéo do vetor antes da transmisséo do virus. Esses fatos acentuam a importancia
de se conhecer e buscar alternativas de controlar esta doenca.

A transmissdo do ToCV ocorre por meio de aleirodideos, sendo B. tabaci
bidtipo A, B e Q, Trialeurodes abutilonea e T. vaporariorum os principais vetores
(NAVAS-CASTILLO et al., 2000; WINTERMANTEL e WISLER, 2006; NAVAS-
CASTILLO et al., 2011; FREITAS, 2012). Ndo hé relatos de ocorréncia de T. abutilonea
no Brasil.

A relacdo do ToCV com B. tabaci biotipo B é do tipo semi-persistente. A
aquisicdo do virus pelo vetor ocorre apos curto periodo de alimentacdo na planta
infectada. Nao h& periodo de laténcia e a retencdo do virus no vetor é de 2-3 dias
(WINTERMANTEL e WISLER, 2006).

De acordo com estudos realizados por Freitas (2012) no Brasil, apds
determinar os periodos de acesso a aquisi¢do e de inoculacdo do ToCV por B. tabaci
bidtipo B, observou-se uma eficiéncia de transmissdo do ToCV de 15% ap06s 5 min de
alimentacdo para a aquisicao do virus; 40% de transmissdo apds 1 h de aquisi¢do; 100%

apos 24 h de aquisicdo. Freitas (2012) ainda demonstrou a eficiéncia de T. vaporariorum



na transmissao experimental do ToCV no Brasil. A proporcao de 40 insetos infectivos
por planta de tomate resultou em uma eficiéncia de transmissdao de 57,7 %. Estes
resultados convergiram a outros obtidos em estudos realizados na América do Norte
(WINTERMANTEL e WISLER, 2006), demonstrando que T. vaporariorum é o vetor,
dentre os vetores do ToCV, de menor eficiéncia.

Atualmente, o principio de controle baseado na imunizacdo destina parte de
seus esfor¢os na inducdo de resisténcia de plantas a patdgenos. Ao contrario dos métodos
classicos de controle, como a aplicacéo de defensivos, a inducgéo de resisténcia nao resulta
em problemas secundarios, tais como a ressurgéncia de pragas alvos, selecdo de pragas
resistentes e contaminacdo do ambiente agricola (GRAVENA et al., 1994). Os métodos
de imunizacdo passam, quase que, intangiveis a estes aspectos. Apesar da inducéo de
resisténcia ser bem conceituada, descrita e provada desde longa data (CHESTER, 1933),
apenas recentemente teve seu afinco pratico elevado a sua viabilidade no controle de
doengas (GORLACH et al., 1996; INBAR et al, 1998; PARADELA et al., 2001; GUZZO
etal., 2001).

Mesmo nao possuindo um sistema imunoldgico propriamente dito, como 0s
vertebrados superiores, as plantas possuem uma gama de mecanismos de defesa
estruturais e bioquimicos contra patégenos (PASCHOLATI e LEITE, 1995), que por sua
vez podem ser desencadeados por eliciadores biodticos ou abidticos. (HUTCHESON,
1998; VALLAD e GOODMAN, 2004). A ativacdo destes mecanismos de defesa ocorre
por meio de respostas metabolicas aos diferentes estresses sofridos pela planta (MARTE
et al., 1993; MEERA et al., 1995; KOSAKA et al., 2001). Além das respostas naturais
ao ambiente (estresses bidticos e abidticos), as plantas podem ser induzidas
artificialmente por meio de produtos quimicos que venham a agir como eliciadores de
inducdo a resisténcia (OOSTENDORRP et al., 2001; FAIZE et al., 2004). A inducdo nao
provoca 0 surgimento da resisténcia nos organismos isentos dessa, mas sim, 0s
mecanismos latentes que passam a se expressar em resposta aos ativadores corretos (VAN
LOON et al., 1994), de modo que esta resisténcia provoque um atraso ou evite a entrada
e a subsequente atividade patogénica sobre o tecido vegetal (PASCHOLATI e LEITE,
1995).

O é&cido jasmonico (AJ) € um hormonio vegetal que junto a seus derivados
sdo naturalmente distribuidos nos tecidos vegetais, desempenhando importantes fungdes
fisioldgicas (BOSTOCK, 1999; VIEIRA et al., 2010). Juntamente com o papel anato-

fisiologico, como alongamento de raizes, inibicdo ao crescimento vegetal, inducéo a



senescéncia, quebra de dorméncia em sementes, etc. (KODA, 1992; VIEIRA et al., 2010),
0 AJ é produzido nas plantas em reacéo as injurias ou patdgenos (STICHER et al., 1997;
KOZLOWISKI et al., 1999; CORTES, 2000). Com isso, 0 AJ pode apresentar funcdes
hormonais e de defesa contra fitopatogenos e insetos (STICHER et al., 1997,
GUIMARAES et al., 2008). Muitos estudos demonstraram a importancia do AJ na
resposta de defesa das plantas contra agentes patogénicos (BOSTOCK. 1999; MAUCH-
MANI et al., 1998; GUIMARAES et al., 2008). Em tomateiros, aplicacdes exogenas de
AJ ativam genes que transcrevem enzimas relacionadas a defesa, peroxidases,
polifenoloxidases e lipoxigenases (CIPOLLINI e REDMAN, 1999; STOUT et al., 1998;
THALER, 1999).

Entre os mecanismos bioquimicos de defesa, o acido salicilico (AS) é um dos
mais relevantes e representa um dos mais primitivos, dentre os compostos vegetais. Como
horménio em plantas, o AS induz a producdo de enzimas relacionadas a resisténcia e
fitoalexinas (BONALDO et al., 2005; CAVALCANTI et al., 2005). O uso exdgeno de
AS nas plantas acarreta aumento da concentracdo deste hormonio nos tecidos vegetais
(REPKA et al., 2001), concomitantemente a producdo de proteinas relacionadas aos
processos bioquimicos de defesa. No entanto, o AS possui um grande potencial de
fitotoxidez a grande parte das fanerégamas de importancia agrondmica quando utilizado
como um indutor de resisténcia exdgeno (REGLINSKI et al., 1994; THALER et al.,
2002). Logo, a utilidade comercial do AS como protetor fica comprometida.

O acibenzolar-S-methyl (ASM), do grupo Benzotiadiazol, demonstrou ser um
composto quimico com grande potencial de inducdo de resisténcia em plantas as
moléstias vegetais (GORLACH et al., 1996). Este grupo quimico revelou ter correlagédo
entre sua atividade de induzir resisténcia e a sua estrutura molecular, de modo que a
presenca do grupo éster ¢ inerente a eficacia dos compostos derivados do Benzotiadiazol.
Além disso, a atividade da planta sob o tratamento do composto € inversamente
proporcional ao peso molecular do derivado de carboxilato, presente no ASM por meio
da estrutura 7-carboxilato (KUNZ et al., 1997)

Em contraste aos defensivos quimicos corriqueiros, 0 ASM proporciona uma
interessante vantagem, por ndo apresentar interacdo direta com 0s patdgenos, ndo causa
toxidez, atividade ou residuos antimicrobianos. Em razdo disso ndo ha selecdo de
patogenos resistentes (RUESS et al., 1995). Somado a tal fato, os impactos ambientais
gue o ASM possa causar séo praticamente nulos: (DL50 oral em ratos > 2.000 mg/kg) e

auséncia de efeitos carcinogénico, mutagénico ou teratogénico (RUESS et al., 1996).
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No ambito pratico da experimentacdo, o ASM promoveu consideraveis
resultados na indug&o de resisténcia em tomateiros a alguns de seus patégenos: murcha-
bacteriana (ARAUJO et al., 2005), Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(BAYSAL et al., 2003), Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (CAVALCANTI et al.,
2006) e outros complexos bacterianos (PARADELA et al., 2001; ANDRADE et al., 2013
).

Para a area de virologia vegetal, 0 uso do ASM € pouco expressivo, mesmo
assim este apresentou respostas consideraveis, como a reducao de sintomas em cultivares
de tomate infectado por Tomato spotted wilt virus (TWSV) (PAPPU et al., 2000;
SANTIN, 2012) e diminuic&o expressiva na concentragdo do Cucurbit cholorotic yellows
virus (CCYV), pertencente a0 mesmo género do ToCV (crinivirus), nos floemas de
meloeiro (Cucumis melo). Neste Gltimo, a inducdo de genes ligados aos processos de
defesa da planta também foi detectada (TAKESHITA et al., 2013).

Ao lado dos resultados obtidos pelo uso do ASM sobre as doencas, outro
ponto deve ser destacado, a interagdo deste indutor com o vetor do ToCV. Plantas de
pepineiro (Cucumis sativus) tratadas com ASM foram preteridas para oviposi¢do de B.
tabaci em contraponto as plantas controles. Houve ainda uma elevada taxa da
inviabilidade de ovos depositados sobre as plantas tratadas, assim como uma significante
taxa de mortalidade de ninfas (CORREA et al., 2005). Estes dados apenas reforcam outro
resultado obtido na Europa, onde 0 ASM também apresentou um efeito negativo sobre B.
tabaci biétipo B em plantas de tomateiro (PASCUAL et al., 2003).

2. OBJETIVO
O objetivo deste trabalho é avaliar a eficacia do indutor de resisténcia ASM
no controle da clorose do tomateiro causada pelo ToCV e no comportamento do vetor B.

tabaci biotipo B.

3. MATERIAL & METODOS
3.1 Planta-teste

Para este experimento foram utilizadas plantas de tomate do Grupo Santa
Cruz, variedade Kada. A semeadura foi feita em bandejas de poliestireno preenchidas
com substrato comercial Plantmax®. Apds o surgimento das primeiras folhas

verdadeiras, as plantulas foram transplantadas para vasos esterilizados, contendo



11

substrato composto por terra, areia e matéria organica. Para cada vaso foi transplantada
uma planta-teste, que por sua vez foi conduzida em haste Unica estaqueada. As plantas
foram irrigadas diariamente e adubadas semanalmente. A adubac&o foi diluida em &gua

de irrigacéo, com a formulacdo 10-10-10 de NPK.

3.2 Fonte de in6culo

O isolado do ToCV utilizado neste experimento foi obtido de um tomateiro
do grupo Santa Cruz proveniente do municipio de Sumaré — SP. Esta fonte de inéculo foi
mantida em tomateiros, em gaiolas a prova de insetos, na area experimental do

Departamento de Fitopatologia e Nematologia, ESALQ/USP.

3.3 Coldnia de B. tabaci biotipo B

As colonias de B. tabaci bidtipo B livres de virus foram mantidas em plantas
de couve (Brassica oleraceae L.), berinjela (Solanum melongena L.), tomate (Solanum
lycopersicum L.) e algoddo (Gossypium hirsutum L.) conduzidas em telado a prova de
insetos, no Departamento de Fitopatologia e Nematologia da ESALQ/USP.

3.4 Transmissdo do ToCV

O virus foi transmitido por meio de adultos de B. tabaci bidtipo B
manipulados e coletados por aspirador entomoldgico. Para o processo de aquisicdo do
virus, insetos foram acondicionados em tubos Falcon de 50 ml contendo uma ou duas
folhas sintomaticas de tomateiro, comprovadamente infectado com o ToCV. Apds 24 h
de acesso a fonte de in6culo, os vetores foram transferidos as plantas-testes a serem
inoculadas e mantidos por um periodo de 24 h. Os insetos foram eliminados através de

inseticidas de contato e ingestéo do grupo cetoenol.

3.5 Detecgdo do ToCV

3.5.1 Extracdo de RNA total

Para a confirmacdo da infecgdo das plantas com o ToCV foi realizada anélise
de RT-PCR. O RNA total foi extraido usando-se o protocolo Trizol® LS (Invitrogen).
Trés discos foliares foram amostrados em micro tubos de 1,5 ml, macerados com o auxilio
de nitrogénio liquido e pistilo, seguida da adicdo de 1 ml de Trizol®. Apos agitacdo

vigorosa 0s micro tubos foram incubados por 5 min a temperatura ambiente. A esta
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mistura foi acrescido 0,2 ml de cloroféormio. Uma leve agitacdo manual foi feita e os
micro tubos foram novamente incubados por 5 min a temperatura ambiente. A mistura
foi centrifugada a 12.000 g (10.900 rpm) por 15 min a 4° C. O sobrenadante foi retirado
com cuidado e acondicionado em um novo micro tubo contendo 0,5 ml de isopropanol
gelado. Esta solucéo foi incubada a temperatura ambiente por 15 min e centrifugada em
seguida por 10 min a 12.000 g (10.900 rpm) a 4° C, gerando a precipitagédo do RNA. A
parte liquida foi descartada e ao precipitado foi adicionado 1 ml de etanol 75%, seguida
de uma rapida agitacdo em vortex e centrifugacdo a 7.500g (8.600 rpm) por 5 mina 4° C.
Ao final, o precipitado de RNA, apds seco a temperatura ambiente, foi diluido em 20 pl

de &gua tratada com 0,1 % de Dietilpirocarbonato (DEPC).

3.5.2RT-PCR

A deteccdo do ToCV foi feita por Nested RT-PCR a partir do RNA viral total
extraido das amostras. Como etapa inicial da RT-PCR, adicionaram-se 7 pl de agua
tratada com 0,1% DEPC, 1 pul do primer (anti-senso) HS12 (5-
CC(GIT)CCACCAAA(A/G)TCGTA-3") [20 mMol] (DOVAS et al., 2002) e 3 pl do
RNA extraido das folhas do tomateiro em um micro tubo de 1,5 ml. Essa mistura foi
acondicionada em termociclador por 5 min a 65° C e posteriormente em gelo por 4 min.
Apos o resfriamento das amostras, foram adicionados 5 pl de solucéo tampéo (M-MLV
RT), 1 pl de dNTPs [10 mM] e 1 pl da enzima M-MLV. Esta mistura foi incubada em
termociclador em uma sequéncia de 37° C por 50 min, 70° C por 15 min e a 4° C ao final,
resultando em moléculas de cDNA.

Para a primeira reacdo de PCR foram utilizados para cada amostra a ser
analisada 15,3 pl de agua destilada tratada com DEPC, 2,5 pl de tampdo 10x da enzima
Tag DNA polimerase, 0,8 pl de MgClz [50 mM], 1,5 pl de dNTPs [10 mM], 3 ul do
cDNA, 0,8 pl do primer (senso) HS11 (5-
GG(G/T)TT(A/IG)GA(G/T)TT(C/IT)GGTACTAC-3") [20 mMol], 0,8 ul do primer HS12
(5’-CC(G/IT)CCACCAAA(A/G)TCGTA-3") e 0,3 ul da enzima Tag DNA polimerase.
Em termociclador essa solugéo foi aquecida a 94°C por 3 min e posteriormente submetida
a 35 ciclos de 94°C por 30 s, 49°C por 40 s, 72°C por 50 s e uma temperatura final de
72°C por 10 min.

Para a segunda etapa de PCR foram utilizados os mesmos reagentes da
primeira reagdo com a substituicdo dos primers HS11 e HS12 por Toc5 (Senso) (5°-
GGTTTGGATTTTGGTACTACAT TCAGT-3") [20 mM] e Toc6 (anti-senso) (5°-
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AAACTGCCTGCATGAAAAGTCTC-3’) [20 mM] (DOVAS et al.,, 2002). Estes
primers, na proporcdo 0,8 pul, acrescidos de 3 pl do produto da primeira reacdo foram
incubados em termociclador sob o regime de uma temperatura inicial de 95°C por 1 min
mais 40 ciclos de 95°C por 20 s, 60°C por 15 s, 72°C por 10 s e uma temperatura final de
72°C por 2 min.

O DNA foi corado por SYBR® Safe e separado por eletroforese em gel de
agarose 1% por 55 min a 60 A. Os fragmentos amplificados de aproximadamente 463 pb
do genoma do ToCV foram visualizados em transiluminador de luz UV e as imagens
foram arquivadas. A confirmacdo da identidade do virus foi feita através do
sequenciamento de nucleotideos do gene amplificado, obtido na empresa Macrogen,
Coreéia do Sul.

3.6 Efeito do ASM na infeccédo do tomateiro pelo ToCV

Tomateiros com aproximadamente 15 cm de altura foram pulverizados com
ASM diluido em &gua em duas concentragdes diferentes: 50 mg/L p.c. (segundo o
fabricante) e 100 mg/L p.c. (PASCUAL et al., 2003). O outro tratamento constituiu em
pulverizacdes de agua sobre as plantas (controle). As aplica¢fes dos tratamentos foram
feitas via pulverizadores portéateis até o ponto de escorrimento da solucao nas plantas. Ao
todo foram realizadas 2 aplicacGes, com um intervalo de 1 semana entre elas.

A transmissdo do virus foi realizada 3 dias apds a primeira aplicacdo dos
tratamentos. As plantas foram transferidas para uma gaiola, para a inocula¢do do ToCV
com B. tabaci biétipo B. Foram usadas 5 plantas para cada tratamento (ASM e H>O)
distribuidas ao acaso. Insetos viruliferos foram liberados no interior da gaiola na
proporcao de 20-30 adultos por planta, totalizando 300-450 individuos. As plantas foram
agitadas periodicamente para movimentacgao e melhor distribui¢éo dos insetos sobre elas.
Apbs 24 h as plantas foram pulverizadas com inseticida, do grupo cetoenol, para a
eliminacdo dos insetos. Em outra gaiola, a prova de insetos, 15 plantas sadias foram
mantidas. Essas plantas receberam os mesmos tratamentos (ASM e H20) e concentragdes,
entretanto ndo houve inoculagdo do virus. Deste modo, estas plantas ndo infectadas
serviram como controle para avaliagdo de desenvolvimento.

Durante a condugdo do experimento foi avaliado semanalmente o
desenvolvimento das plantas quanto a expressdo e a severidade dos sintomas. Como

mediada de avaliacdo foi adotada a seguinte escala de notas: 0, sem sintomas; 1,
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mosqueado amarelo; 2, < 20% da area foliar amarela; 3, 20-50% da area foliar amarela;
4, > 50% da area foliar amarela (Figura 1). A comprovagdo da infec¢do do ToCV foi
realizada por RT-PCR , conforme descrito, 30 dias ap06s a inoculagdo. Por fim, foi feita
avaliacdo do desenvolvimento das plantas tomando-se a altura (ao longo do ciclo), peso

fresco e peso seco da parte aérea (no final do ciclo). Em dois experimentos avaliou-se a

produgéo.

Figura 1. Escala de severidade utilizada na avaliagdo dos sintomas do ToCV em tomateiros: 0, sem
sintomas; 1, mosqueado amarelo; 2, < 20% da area foliar amarela; 3, 20-50% da &rea foliar amarela; 4, >
50% da &rea foliar amarela.

3.7 Efeito do ASM no comportamento de B. tabaci biétipo B

3.7.1 Teste com livre chance de escolha

Para avaliar a possivel influéncia do indutor de resisténcia sobre B. tabaci
biotipo B foi utilizada a mesma metodologia, com algumas adaptagdes, utilizada por
Pascual et al. (2003) e Correa et al., (2005). Foram utilizadas plantas de tomate
pulverizadas com ASM, em duas concentragdes diferentes (50 mg/L p.c. e 100 mg/L p.c.)
e H20. Foram usados aleirodideos livres de virus. As plantas de ambos os tratamentos,
em numero de cinco cada, foram distribuidas ao acaso em uma gaiola a prova de insetos.
Em seguida, adultos de B. tabaci bidtipo B foram liberados na gaiola na proporcao de 20-
30 adultos por planta, totalizando 300-450 individuos. Os insetos ficaram confinados na
gaiola por 48 h para a oviposi¢cdo nas plantas-teste. Em seguida os insetos foram

eliminados com inseticida de contato e ingestdo do grupo cetoenol. Apds um dia foi
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efetuada a contagem dos ovos em todas as folhas do tomateiro com o auxilio de uma lente
de aumento. Dentre as folhas ovipositadas, algumas foram amostradas para o
acompanhamento de ninfas ap6s 18 dias da eclosdo dos ovos. Deste modo foi possivel
averiguar a preferéncia por oviposi¢do de B. tabaci bidtipo B entre plantas tratadas e ndo
tratadas com ASM, além de observar a influéncia deste indutor sobre o desenvolvimento

do inseto.

3.7.2 Teste sem chance de escolha

Apesar de muito similar ao teste proposto com livre escolha, neste
experimento, as plantas dos dois tratamentos (ASM ou H»0) foram mantidas em gaiolas
separadas, com cinco plantas de cada tratamento. Adultos de B. tabaci bi6tipo B foram
liberados em cada gaiola na proporcéo de 20-30 adultos por planta, totalizando 300-450
individuos por gaiola. A oviposicédo e o desenvolvimento de ninfas foram mensurados do

mesmo modo que o teste com livre chance de escolha.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Eficéacia do indutor de resisténcia ASM no controle do amareldo do tomateiro
causada pelo ToCV.

4.1.1 Severidade de sintomas

Para os trés experimentos avaliou-se inicialmente a infeccdo das plantas com
0 ToCV e a severidade da doenca nas plantas de tomateiro com base na escala de notas
de sintomas.

Em todos os experimentos nao foi constatado o efeito do ASM na protecédo
das plantas de tomate contra a infecgdo pelo ToCV por meio da inoculagdo com o vetor,
uma vez que todas as plantas tratadas e inoculadas, bem como as plantas controles
inoculadas exibiram sintomas. A confirmacdo da infeccdo foi realizada por RT-PCR,
conforme ilustrado na Figura 2. Todas as plantas ndo inoculadas testaram negativo na
RT-PCR. Os amplicons sequenciados apresentaram identidade de 97% - 100% com
isolados do ToCV depositados no GenBank (numero de acesso EU868927), confirmando

portanto a identidade da espécie usada nos experimentos.
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Figura 2. Detecgdo do ToCV em gel de agarose 1%. (MP) Marcador de peso 1 kb plus; (+) controle positivo
para a presenca do virus; (-) controle negativo; (1 a 6) amostras dos tomateiros infectados; (8 a 9) amostras
dos tomateiros sadios.

Nas figuras 3, 4 e 5 estdo as notas medias de severidade dos sintomas no
decorrer do tempo para os experimentos 1, 2 e 3 respectivamente. Os primeiros sintomas
nas plantas infectadas foram identificados entre 22 e 44 dias ap0s a inoculacgéo.

Nos trés experimentos foi observado um atraso de pelo menos uma semana
na intensificacdo dos sintomas nas plantas tratadas com o0 ASM, quando comparados com
aqueles das plantas néo tratadas e inoculadas. Ao final das avaliagdes as plantas tratadas
com ASM no geral exibiram sintomas menos intensos do que as plantas controles. Este
atraso na intensificacdo da severidade dos sintomas, bem como a menor intensidade nas
plantas tratadas com ASM, pode estar associado a producdo de proteinas de resposta a
infeccdo com o virus, induzidas pelo ASM, conforme constatado por Takeshita et al.
(2013) em meloeiros infectados com o crinivirus Curcubit chlorotic yellows virus. Pappu
et al. (2000) e Santin (2012) também constataram reducdo dos sintomas induzidos pelo
Tomato spotted wilt virus (TSWV), do género Tospovirus, em tomateiros tratados com o
ASM.
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Figura 3. Evolucéo da severidade dos sintomas causados pelo ToCV em tomateiros em diferentes épocas
apos a inoculagdo, no primeiro experimento.
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Figura 4. Evolugdo da severidade dos sintomas causados pelo ToCV em tomateiros em diferentes épocas
apos a inoculacdo, no segundo experimento.
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Figura 5. Evolucéo da severidade dos sintomas causados pelo ToCV em tomateiros em diferentes épocas
apos a inoculagdo, no terceiro experimento.

3.1.2 Desenvolvimento dos tomateiros
A figura 5 ilustra diferentes estadios de desenvolvimento de tomateiros
durante um dos experimentos para a avaliacdo do efeito do ASM no controle do amareldo

causado pelo ToCV.

Figura 6. Plantio e acompanhamento do crescimento das plantas de tomateiro em um dos experimentos.
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O resultado da avaliagdo do desenvolvimento vegetativo das plantas de
tomate tratadas com ASM em duas concentragdes, quando comparado com o de plantas
controles é apresentado na figura 7. Deve-se mencionar que durante o desenvolvimento
desse experimento ocorreu uma incidéncia imprevisivel e incontrolavel do virus do vira-
cabeca do tomateiro (identificado por PTA-ELISA) que levou a eliminacdo de algumas

plantas, porém sem prejuizo completo do experimento.

100,0
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Figura 7. Crescimento vegetativo das plantas de tomate no primeiro experimento, ==#=(Sadio + H,0);
== (Sadio + ASM 50); =*(Sadio + ASM 100); (ToCV + H0); == (ToCV + ASM 50); =@
(ToCV + ASM 100). *Primeira aplicagdo do ASM; **inoculagdo do virus; ***segunda aplicacdo do ASM.

Com base na figura 7 é possivel verificar como ocorreu o crescimento
vegetativo das plantas do primeiro experimento, que abrangeu o periodo de 21/03/2014,
guando as plantas foram transplantadas para os vasos, até 02/05/2014. A principio, ndo
houve grande variagdo entre as médias finais das alturas das plantas sob os diferentes
tratamentos (desvio padrdo 5,85 e coeficiente de variacdo 24%), ndo diferindo
estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.

O segundo experimento foi conduzido no periodo de 4 de abril a 15 de julho
e os resultados das avaliag6es do desenvolvimento das plantas tratadas e néo tratadas com
0 ASM, associado com a infec¢do ou ndo com o ToCV estdo na figura 8. A distribuicéo
dos dados referentes ao crescimento vegetativo das plantas desse experimento €

semelhante ao do primeiro ensaio, no entanto o desvio padrdo foi maior (14,87) e 0
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coeficiente de variacao foi menor (22%). Consequentemente, nesse caso houve diferenca
estatistica entre a altura das plantas infectadas e ndo infectadas com o ToCV,
independente do tratamento com ASM, quando comparadas no dia 20/06/2014 (duas
semanas antes da remocao do apice das plantas) pelo teste de Scott-Knott a 5%. Em média
as plantas ndo infectadas estavam 25 cm mais altas do que as plantas infectadas, o
equivalente a uma reducdo media de 20% na altura das plantas.

Esse experimento foi conduzido por mais tempo do que o primeiro. Por conta
disso fez-se necessario a remocao do apice dos tomateiros no dia 20 de junho, a uma
altura de 110 cm, sendo esta mantida até o dia 15 de julho. Isso foi feito com o intuito de
controlar a altura das plantas para posterior avaliacdo da producdo de frutos entre os
diferentes tratamentos. Para tal, foram deixadas um total de cinco inflorescéncias por
plantas, sendo os frutos colhidos e pesados quando pelo menos um fruto apresentasse

sinais de coloracdo avermelhada (Figura 9).
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Figura 8. Crescimento vegetativo das plantas de tomate no segundo experimento, ==#=(Sadio + H,0);

== (Sadio + ASM 50); =#=(Sadio + ASM 100); (TOCV + H,0); == (ToCV + ASM 50); =¥
(ToCV + ASM 100). *Primeira aplicacdo do ASM; **inoculagéo do virus; ***segunda aplicagcdo do ASM.

A terceira repeticdo deste mesmo experimento (Figura 10) foi executada no
intervalo de 25/07/2014 a 02/12/2014. Os resultados desse ensaio convergem com o0s dos
ensaios anteriores, consolidando a observacao de que a influéncia do ToCV foi baixa no

crescimento das plantas de tomate. A nulidade de interferéncia do ASM sobre 0 ToCV,
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quanto ao desenvolvimento das plantas pode estar mais associada a possivel lentiddo com
que este crinivirus invade os tecidos vegetais, pois quando tomateiros infectados com o
TSWV, um tospovirus mais agressivo, tratados com ASM apresentaram uma resposta
positiva. Tomateiros infectados e tratados com ASM tiveram um maior crescimento em
relacdo as plantas infectadas e ndo tratadas com ASM (SANTIN, 2012).

Assim como na segunda repeticdo deste experimento, também foi feita a
colheita e pesagem dos frutos, seguindo 0s mesmos critérios pré-estabelecidos pela

metodologia desse trabalho.
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Figura 9. Crescimento vegetativo das plantas de tomate no segundo experimento, ==#= (Sadio + H,0);
== (Sadio + ASM 50); =% (Sadio + ASM 100); (TOCV + H,0); == (ToCV + ASM 50); =#=
(ToCV + ASM 100). *Primeira aplicacdo do ASM; **inoculacdo do virus; ***segunda aplicacdo do ASM.
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Figura 10. Pardmetro utilizado para a colheita dos frutos.

3.1.3 Peso fresco e seco das plantas

Ao final dos experimentos todas as plantas foram individualmente cortadas
ao nivel do solo e pesadas. Em seguida foram acondicionadas individualmente em sacos
de papel, dessecadas e pesadas novamente, para a obtencdo dos pesos fresco e seco,
respectivamente.

Na tabela 1 sdo apresentadas as médias dos pesos fresco e seco das plantas de
tomate tratadas e ndo tratadas com ASM, com e sem infeccdo com o ToCV nos trés
experimentos. Os resultados do primeiro experimento indicam diferenga estatistica
significativa apenas entre tomateiros sadios e infectados com o ToCV, independente do
ASM. As plantas infectadas em média produziram aproximadamente 50% menos massa
fresca do que as plantas ndo infectadas. Ja as plantas tratadas com ASM, nas
concentracdes de 50 e 100 mg/l produziram massas frescas da ordem de 58% e 49%
superiores as das plantas tratadas com agua e infectadas com o ToCV, respectivamente.

Os resultados do segundo experimento seguiram os do primeiro. Tomateiros
sadios, com ou sem o tratamento com ASM, no geral produziram massa fresca em média
52% superior a dos tomateiros infectados. J& as massas frescas das plantas tratadas com
ASM, nas concentragdes de 50 e 100 mg/l, foram 19% e 38% superiores as das plantas
tratadas com agua e infectadas com o ToCV, respectivamente.

No terceiro experimento ndo houve diferenca significativa no peso fresco das

plantas infectadas e tratadas com ASM em relacéo ao das plantas infectadas com o ToCV
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sem aplicacdo de ASM. Em valores absolutos, no entanto, as plantas tratadas com ASM
e infectadas com o ToCV apresentaram menor peso fresco.

Em conjunto esses resultados indicaram que a pulverizacdo dos tomateiros
com o ASM protegeu parcialmente o desenvolvimento das plantas contra os efeitos do
ToCV.

Tabela 1. Médias dos pesos frescos e seco de tomateiros tratados e ndo tratados com ASM, com e sem
infeccdo com o ToCV, em dois experimentos independentes

Peso fresco dos Tomateiros (g) Peso seco dos Tomateiros (g)
Tratamentos Experimento  Experimento  Experimento Experimento  Experimento  Experimento
| 1= i [ = "=

Sadio +H20 309,8 a 1263,0a 3246,0a 56,2 a 1511a 503,8 a
Sadio + ASM 50 304,6 a 12376 a 32240a 498 a 101,2 a 5242 a
Sadio + ASM 100 3152a 11226 a 3016,4 a 51,8a 1175a 4746 a
ToCV + H20 1252b 532,2¢ 2643,2a 32,3Db 109,2a 358,8 b
ToCV + ASM 50 198,0 b 637,8 ¢ 30274 a 344D 1011a 352,6 b
ToCV + ASM 100 187,0b 7350b 2898,4 a 30,3b 101,7a 3254 D

As médias nas colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. * Foi aplicado o teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade nas médias dos pesos frescos transformados (log(x)).

Pelo fato do ToCV causar uma doenga ainda pouco conhecida e recente em
territério nacional (BARBOSA et al., 2008), séo raros os relatos de sua interferéncia sobre
0 desenvolvimento das plantas. Entretanto, recentemente Mansilla Cordova (2015)
constatou prejuizos de até 52% e 72% em frutos colhidos e peso fresco das plantas,
respectivamente, dependendo do cultivar.

Outro importante resultado visto nestes experimentos foi a respeito da
dosagem do ASM utilizada. O tratamento de 100 mg/l, considerado o dobro do
recomendado pelo fabricante, ndo comprometeu o desenvolvimento das plantas tratadas,
0 que converge com os dados encontrados na literatura (PAPPU et al., 2000; SANTIN et
al., 2012).

4.1.4 Produtividade dos tomateiros

A produtividade dos tomateiros contabilizada nos experimentos Il e Il
(Tabela 2) ndo demonstrou a influéncia do ASM sobre as plantas infectadas com ToCV.
No experimento 111 foi possivel observar uma diferenca significativa na produtividade
das plantas sadias em relacdo as infectadas, com um valor médio de 30% superior a dos
tomateiros infectados e tratados com 0 ASM. No entanto, quando se comprara a producéo
dos tomateiros tratados com ASM e infectados com o ToCV, com a daqueles infectados
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sem tratamento com ASM ndo se observam diferencas significativas. Isto ¢, 0 ASM néo

parece auxiliar no incremento da producéo das plantas infectadas com o virus.

Tabela 2. Médias dos pesos dos frutos colhidos de tomateiros tratados e ndo tratados com ASM, com e sem
infeccdo com o ToCV, em dois experimentos independentes

Peso dos tomates colhidos (g)

Experimento Il Experimento 11
Sadio + H20 259,1a 3179b
Sadio + ASM 50 2146 a 3785a
Sadio + ASM 100 2209 a 346,6 b
ToCV + H20 219,2 a 2472 ¢
ToCV + ASM 50 201,1a 217,2¢c
ToCV + ASM 100 216,9 a 267,8 ¢

As médias nas colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

4.2 Efeito do ASM no comportamento de B. tabaci biétipo B

4.2.1 Teste com livre chance de escolha

Nos experimentos | e Il (Tabela 3) a aplicacdo de ASM resultou na
diminuig&o significativa de ovos depositados nas plantas tratadas, assim como uma maior
mortalidade de ninfas e adultos no experimento Il e I, respectivamente. Em nGmeros
absolutos, a porcentagem de ninfas eclodidas foi menor nas plantas tratadas com o ASM,
independente da concentragéo. Esses resultados corroboram outros relatados na literatura,
onde o ASM provocou uma menor oviposi¢cdo de B. tabaci em tomateiros tratados com
ASM (PASCUAL et al, 2003). A influéncia do ASM sobre a oviposicdo e
desenvolvimento da mosca-branca ja foi relatada antes em pepineiro e tomateiro
(PASCUAL et al., 2003; CORREA et al., 2005).

Na segunda repeticdo deste experimento ndo houve influéncia significativa
do ASM sobre o desenvolvimento da mosca-branca, apesar dos numeros absolutos
indicarem menor oviposi¢do, menor nimero de ninfas e adultos nas plantas tratadas em

relacdo ao controle.



25

Tabela 3. Numero médio de ovos e porcentagem de ninfas e adultos de Bemisia tabaci biétibo B eclodidas em
tomateiros tratados e ndo tratados com ASM em trés experimentos independentes.

Experimento | Experimento Il Experimento 111

H20 ASM 50 ASM 100 H20 ASM50 ASM100 H20 ASM 50 ASM 100
OVOS 29,8 a 12,4b 136 b 29,6 a 180 a 186 a 33,0a 16,2 b 16,8 b
Ninfas 852%a 60,7%a 62,0%a 657%a  39,7%a 43,0%a 79,6%al  51,0%b!  61,1%b!
Adultos 212%a 23,7%a 30,8%a 49,8% a 285%b 27,1%b 22,0%al 234%a' 334%al

As médias nas linhas seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. * Foi aplicado o teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade nas médias dos estadios de desenvolvimento de Bemisia tabaci bidtipo B; *
Valores transformados (1/x) e submetidos ao teste de Scott-Knott ao nivel de 1% de significancia.

4.2.2 Teste sem livre chance de escolha

Para este teste ndo foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos, o que seria uma possivel indicacdo de que 0 ASM nao interfere diretamente
na oviposicdo da mosca-branca, quando esta ndo tem chance de escolha. No entanto,
frente aos resultados obtidos no teste com livre chance de escolha, o ASM parece

interferir na escolha da planta para ovopositar.

Tabela 4. Nimero médio de individuos vivos de Bemisia tabaci biétibo B durante seu ciclo de vida em plantas de
tomate tratadas e ndo tratadas com ASM em trés experimentos independentes.

Experimento | Experimento Il Experimento 11l

H20 ASM 50 ASM 100 H20 ASM50 ASM100 H20 ASM 50 ASM 100
Ovos 13,6 a 124 a 10,2 a 218a 16,2 a 214a 210a 18,2 a 16,8 a
Ninfas 75.6%a 668%a 64,7%a 742%a 642%a 718%a 76,0%a  550%b 528%b
Adultos  46,9%a 36,8%a 43,0%a 521%a 419%a 446%a 376%a 254%a 25,6%a

As médias nas linhas seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. * Foi aplicado o teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade nas médias dos estadio de desenvolvimento de Bemisia tabaci biétipo B.

5. CONCLUSOES

O ASM ndo foi capaz de impedir a infeccdo das plantas pelo ToCV através
da inoculacdo com o vetor. Por outro lado, demonstrou leve indicio de amenizacao dos
sintomas e dos prejuizos trazidos pelo virus no desenvolvimento das plantas, apesar de
isso nao ter refletido em ganho significativo de produtividade.

O crescimento dos tomateiros, com base no peso fresco das plantas infectadas
com o ToCV, foi prejudicado em relacdo ao das plantas sadias. Esses prejuizos em média
resultaram em perdas de 30% no peso fresco e produtividade.

Quanto a biologia da mosca-branca, ndo foi observada influéncia na
oviposic¢do, nimero de ninfas e eclosdo de adultos quando os insetos foram confinados
nas plantas tratadas com ASM. Entretanto, quando os insetos tiveram chance de escolha
entre as plantas tratadas ou ndo com ASM, ocorreu maior preferéncia por ovipositar em

plantas ndo tratadas. Por fim, os possiveis beneficios gerados pelo ASM aos tomateiros
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devem ser avaliados sob uma perspectiva de custo/beneficio, pois esse produto € de custo
elevado. De tal forma que aplicagdes correlatas as utilizadas neste estudo incrementariam
em aproximadamente R$ 600,00 por hectare de tomateiros cultivados.
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