UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

EVANDRO KELLER

LEVANTAMENTO DE Begomovirus E Crinivirus EM CULTIVOS DE BATATAE
TOMATE NO ESTADO DO PARANA, BRASIL

CURITIBA
2020



EVANDRO KELLER

LEVANTAMENTO DE Begomovirus E Crinivirus EM CULTIVOS DE BATATAE
TOMATE NO ESTADO DO PARANA, BRASIL

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pods-
Graduagao em Agronomia, Area de Concentracgéo
em Produgdo Vegetal, Departamento de
Fitotecnia e Fitossanidade, Setor de Ciéncias
Agrarias, Universidade Federal do Parand, como
parte das exigéncias para obtengao do titulo de
Mestre em Ciéncias.

Orientador: Prof. Dr. Henrique da Silva Silveira
Duarte
Coorientadora: Profa. Dra. Renata Faier Calegario

CURITIBA
2020



Keller, Evandro
Levantamento de Begomovirus E Crinivirus em cultivos de batata e
tomate no estado do Parana, Brasil. / Evandro Keller. - Curitiba, 2020.

Dissertagao (Mestrado) - Universidade Federal do Parana. Setor de
Ciéncias Agrarias, Programa de P6s-Graduagao em Agronomia.
Orientador: Henrique da Silva Silveira Duarte.

Coorientadora: Renata Faier Calegario.

1. Mosca branca. 2. Crinivirus. 3. Begomovirus. 4. Tomate - Doengas e
pragas. 5. Batata - Doencas e pragas |. Duarte, Henrique Silva Silveira. II.
Calegario, Renata Faier. Ill. Titulo. IV. Universidade Federal do Parana.

Sistema de Bibliotecas/UFPR
Guilherme Luiz Cintra Neves - CRB9/1572




UFPR

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

MINISTERIO DA EDUCAGCAO

SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO AGRONOMIA
(PRODUCAO VEGETAL) - 40001016031P6

TERMO DE APROVAGAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de P6s-Graduagdo em AGRONOMIA (PRODUGAO

VEGETAL) da Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguicdo da Dissertagdo de Mestrado de EVANDRO
KELLER intitulada: LEVANTAMENTO DE BEGOMOVIRUS E CRINIVIRUS EM CULTIVOS DE BATATA E TOMATE
NO ESTADO DO PARANA, BRASIL, sob orientagdo do Prof. Dr. HENRIQUE DA SILVA SILVEIRA DUARTE, que apds terem

inquirido o aluno e realizada a avaliagao do trabalho, sdo de parecer pela sua APROVACAO no rito de defesa.

A outorga do titulo de mestre esta sujeita @ homologagéo pelo colegiado, ao atendimento de todas as indicagbes e corregdes

solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas regimentais do Programa de P6s-Graduacéo.

CURITIBA, 28 de Maio de 2020.

Assinatura Eletronica
28/05/2020 12:56:01.0
HENRIQUE DA SILVA SILVEIRA DUARTE
Presidente da Banca Examinadora

Assinatura Eletronica
28/05/2020 15:42:22.0
KAREN SUMIRE KUBO
Avaliador Externo (PONTIFICA UNIVERSIDADE CATOLICADO
PARANA)

Assinatura Eletronica
28/05/2020 13:35:30.0
RENATA FAIER CALEGARIO
Avaliador Interno (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)

Assinatura Eletronica
28/05/2020 13:35:24.0
JULIO CESAR BARBOSA
Avaliador Externo (CENTRO UNIVERSITARIO FUNDAGAO DE
ENSINO OCTAVIO BASTOS - FEO)

Rua dos Funcionarios, 1540 - CURITIBA - Parana - Brasil
CEP 80035-050 - Tel: (41) 3350-5601 - E-mail: pgapv@ufpr.br
Documento assinado eletronicamente de acordo com o disposto na legislagdo federal Decreto 8539 de 08 de outubro de 2015.
Gerado e autenticado pelo SIGA-UFPR, com a seguinte identificagdo unica: 42339




AGRADECIMENTOS

A Deus, por me guiar pelos melhores caminhos e sempre me proteger.

A minha esposa, Camila ao meu filho Bernardo e minha filha Melissa, por todo
apoio e amor concedido e por sempre acreditarem em mim.

A minha mae, Adinir e meu nono e minha nona, Juvino e Herminia, por ensinar
os valores da vida e terem sido responsaveis pela pessoa que sou hoje.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Henrique da Silva Silveira Duarte e a minha
coorientadora, Prof. Dra. Renata Faier Calegario, pela confianga, amizade e
por todos os ensinamentos que muito contribuiram para a minha formagao
profissional.

Aos meus amigos e colegas da pds-graduacgao, que sempre estiveram
presentes em momentos bons e ruins e pela 6tima convivéncia.

A todos os meus professores da pos-graduagéao, pelos ensinamentos passados
durante os dois anos de faculdade.

Aos funcionarios e técnicos da Universidade Federal do Parana, em especial,
aqueles do Departamento de Fitotecnia e Fitossanidade, por toda ajuda e
companheirismo.



RESUMO

Nas ultimas décadas, a alta incidéncia de virus transmitidos por mosca-
branca tem sido um problema nos campos de tomate, ameagando, mais
recentemente, a cultura da batata. Um levantamento para estudar a ocorréncia
de Begomovirus e Crinivirus em campos de producdo de tomate e batata foi
conduzido de 2015 a 2018 em onze municipios do Estado do Parana, Brasil.
Amostras foliares foram coletadas em campos de Araucaria, Campo do
Tenente, Campo Largo, Castro, Contenda, Lapa, Faxinal, Morretes, Reserva,
Palmeira e Sdo Mateus do Sul. Amostras de mosca-branca foram coletadas em
campos de tomate e batata para identificar a espécie predominante e investigar
a presenga de ambos os virus no vetor. DNA e RNA totais foram extraidos das
folhas e do vetor e foram testados por PCR e RT-PCR para detectar
begomovirus e crinivirus, respectivamente, e por PCR para amplificar a regiao
mtCOl do vetor. Os respectivos amplicons foram sequenciados para
identificacdo do virus e da mosca-branca e para realizar analises filogenéticas.
Os resultados revelaram que das 215 plantas de tomate testadas, apenas 14
estavam infectadas por crinivirus, o que corresponde a 6,5% do total de
amostras. Todas as amostras de tomate, batata e mosca-branca analisadas por
PCR apresentaram reagao negativa para begomovirus e as amostras de batata
e mosca branca analisadas por RT-PCR também testaram negativo para
crinivirus. No entanto, o ToCV foi detectado em uma amostra de mosca-branca
coletada em tomateiro no municipio da Lapa. As analises filogenéticas
revelaram que os isolados de crinivirus detectados em tomates e no vetor
formaram um grupo monofilético com isolados de ToCV do Brasil e as
populagdes de mosca-branca coletadas em ambas as culturas eram Bemisia
tabaci Middle East-Asia Minor - MEAM 1. Esses resultados indicam uma baixa
ocorréncia de begomovirus e crinivirus que infectou lavouras de batata e tomate
cultivadas no Parana durante o periodo da pesquisa.

Palavras-chave: Bemisia tabaci. Tomato chlorosis virus. Tomato severe rugose
virus



ABSTRACT

In the last decades, the high incidence of viruses transmitted by whiteflies
has been a problem in the tomato fields, threatening, more recently, the potato
crops. A survey of Begomovirus and Crinivirus was conducted on cultivated
tomatoes and potatoes plants from 2015 to 2018 to study their occurrence at
eleven municipalities of the Parana state, Brazil. Leaf samples were collected in
fields from Araucaria, Campo do Tenente, Campo Largo, Castro, Contenda,
Lapa, Faxinal, Morretes, Reserva, Palmeira and Sdo Mateus do Sul. Whiteflies
samples were collected in tomato and potato fields to identify the predominant
specie and to investigate the presence of both viruses in the vector. Total DNA
and RNA was extracted from the leaves and the vector and tested by PCR and
RT-PCR to detect begomoviruses and the crinivirus, respectively, and by PCR to
amplify the mtCOI region of the vector. Respectives amplicons were directly
sequenced for virus and the whitefly identification and to perform phylogenetic
analysis. The results revealed that of the 215 tomatoes plants tested, just 14 were
infected by the virus which corresponds to 6.5% of the total analyzed samples.
All PCR-analyzed samples of tomatoes, potatoes and whiteflies proved negative
for begomoviruses and the RT-PCR of all samples of potatoes and whiteflies also
proved negative for crinivirus. However, ToCV was detected in a whitefly sample
collected in tomato field at the municipality from Lapa. The phylogenetic analysis
revealed that the isolates of criniviruses detected in tomatoes and the vector form
a monophyletic group with ToCV isolates from Brazil and all populations collected
in both crops was Bemisia tabaci Middle East-Asia Minor - MEAM 1. These
results indicate a low occurrence of begomovirus and crinivirus infecting
cultivated potatoes and tomatoes crops in Parana State during the survey period.

Keywords: Bemisia tabaci. Tomato chlorosis virus. Tomato severe rugose Vvirus
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1 INTRODUGAO

A batata (Solanum tuberosum) e o tomate (Solanum lycopersicum) estao
entre as hortalicas mais cultivadas no Brasil e no mundo, apresentando grande
importancia socio-econémica. No entanto, ambas culturas estdo sujeitas a
inumeros problemas fitossanitarios, incluindo os virus transmitidos por mosca-
branca (NAVAS-CASTILLO et al. 2011; FILHO; LIMA 2016). Entre as principais
doencgas de etiologia viral presentes nos campos de produgao de tomate do pais
destacam-se os begomovirus, com prevaléncia da espécie Tomato severe
rugose virus (ToSRV) e o crinivirus, Tomato chlorosis virus (ToCV) (INOUE-
NAGATA et al. 2016; ROJAS et al. 2018; MITUTI et al. 2019). Essas doengas,
por compartilharem o mesmo vetor, encontram-se presentes também em
campos de produgao de batata representando uma grande ameaca aos cultivos
(LIMA 2016; INOUE-NAGATA et al. 2016; MITUTI et al. 2019).

Os Begomovirus (familia Geminiviridae) possuem particulas icosaédricas
geminadas (ca. 18 x 30 nm) e genoma composto por ssDNA circular, sentido
positivo, com cerca de 2.5 a 3.0 Kb, podendo ser monopartidos, quando
possuem somente o DNA-A, ou bipartidos, quando sao compostos por DNA-A e
DNA-B (BROWN et al. 2015). Sdo transmitidos de maneira persistente/circulativa
pelo complexo de espécies cripticas de Bemisia tabaci (Gennadius) (ROSEN et
al. 2015) e em plantas de batata e tomate causam sintomas de mosaico amarelo,
clareamento de nervuras, deformacgao e enrolamento foliar e reducdo no porte
da planta (LIMA 2016; INOUE-NAGATA et al. 2016; MITUTI et al. 2019).

O ToCV pertence ao género Crinivirus (familia Closteroviridae) e apresenta
particula longa e flexivel com aproximadamente 800 a 850 nm de comprimento.
Seu genoma ¢é bipartido e composto por ssRNA, sentido positivo
(WINTERMANTEL et al. 2005). Sao transmitidos por moscas-brancas de
maneira semi-persistente, incluindo as espécies do complexo B. tabaci,
Trialeurodes vaporariorum Haldeman e T. abutilonea Westwood, porém, essa
ultima ainda nao foi relatada no Brasil (WISLER et al. 1998; WINTERMANTEL e
WISLER 2006).

Tomateiros infectados por ToCV apresentam sintomas de clorose
internerval, principalmente nas folhas baixeiras, que se tornam quebradicas e

podem apresentar manchas necroticas causando perda de area fotossintética e
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levando a reducéo da producgédo (INOUE-NAGATA et al. 2016). Em plantas de
batata, os sintomas do ToCV sdao menos acentuados do que em tomateiro,
consistindo em clorose internerval e enrolamento suave nos bordos das folhas
apicais (LIMA, 2016).

Desde o primeiro relato do ToCV em tomateiros no Brasil, na regido de
Sumaré, SP (BARBOSA et al. 2008), o virus vem se disseminado amplamente
pelo pais (BARBOSA et al. 2011). Em batateira, o primeiro relato de ToCV foi em
2011, em Cristalina, Goias (FREITAS et al. 2012), e desde ent&o, diversos
estudos envolvendo infec¢gées causadas por begomovirus e crinivirus nas
culturas da batata ne do tomate, incluindo infeccdes mistas, tém sido realizados
no Brasil para entender melhor o ciclo das relagdes virus-vetor-hospedeiro das
doengas nos campos de produg¢ado (MACEDO et al. 2014; LIMA 2016; MACEDO
et al. 2019; MITUTI et al. 2019).

Um levantamento de doengas e mosca-branca em tomateiro no Brasil
realizado no periodo de 2008 a 2011 demonstrou alto nivel de infeccao por
Begomovirus, com predominancia do ToSRV, e do ToCV em amostras do Estado
do Parana (QUEZADO-DUVAL et al., 2013). Posteriormente, em 2017, a
presenca das doencas também foi confirmada em amostras de tomateiros do
Parana por outro levantamento de viroses realizado na cultura envolvendo os
estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Parana (RIZO et al., 2017). Esses
estudos apontaram para uma crescente disseminagao dos virus no estado,
demonstrando a necessidade de expansao de novos estudos incluindo novas
areas do Parana.

Como os begomovirus e crinivirus compartilham o mesmo vetor e possuem
hospedeiros comuns que muitas vezes sido plantados em areas proximas,
ambos podem ser disseminados pela mosca-branca entre as culturas da batata
e do tomate. Informacgdes sobre a ocorréncia dessas viroses e das espécies de
mosca-branca que ocorrem batateirais e em tomateiros no Estado do Parana
sdo escassas, sendo assim, este estudo teve como objetivos: a) investigar a
ocorréncia e distribuicdo de Begomovirus e do ToCV em cultivos da batata e de
tomate de 11 municipios do Estado do Paranag; b) identificar a espécie de mosca-
branca predominante em algumas regides e c) verificar a presenga dos virus no

inseto vetor.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CULTURA DO TOMATE

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é oriundo das regides andinas do
Peru, Bolivia e Equador, onde as temperaturas sdo moderadas e as
precipitacbes pluviométricas ndo sado muito intensas, mas sua ampla
domesticagédo ocorreu no México, chamado entdo, de centro de origem
secundario. Trata-se de uma planta dicotiledbnea, pertencente a familia
Solanaceae. A condugado e manejo da cultura sdo variaveis e a caracteristica
mais importante para defini-los € o habito de crescimento, sendo esse dividido
em duas categorias: determinado e indeterminado. E uma hortalica com ampla
adaptagcdo a campo, cujo desenvolvimento e producado sofrem influéncia da
temperatura, umidade do solo e fotoperiodo (GOFFAU; HILMI; DAM, 2006).

A China é a maior produtora mundial de tomate, sendo responsavel por
31% da producéo global, seguida da india e dos Estados Unidos. Atualmente, o
Brasil encontra-se na nona posicdo no ranking mundial em producéo da
olericola, com uma representatividade de 2,5%. Porém, a producido do pais
tende a crescer significativamente nos préximos anos, pois ha uma alta
disponibilidade de terras e de técnicas que possibilitam a competitividade
econdmica. No Brasil, Goias ocupa o 1° lugar em produgdo com 17% da
producédo nacional, seguido de Minas Gerais e Sado Paulo com 16 e 15%,
respectivamente.

O Parana ocupa a quarta posigdo no ranking de producéo, com 4,3 mil
hectares em area total plantada. As principais regides produtoras do Estado s&o
0s municipios de Londrina, Reserva, Faxinal e Marilandia do Sul que produzem
juntos 33% do total estadual. A regido metropolitana de Curitiba responde por
9% do total produzido (SEAB, 2018).

2.2 A CULTURA DA BATATA

A batata (Solanum tuberosum L) é uma planta herbacea de clima
temperado, com centro de origem na Cordilheira dos Andes, América do sul. E

difundida por todo o mundo, sendo considerada a hortalica mais importante no
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cenario mundial. A batata pertence a familia das solanaceas e, diferentemente
do tomate, responde a fotoperiodo e temperatura para tuberizar. O clima
desempenha um papel importante na producédo do tubérculo. Os campos mais
produtivos estdo nas regides de temperatura amena e fotoperiodo curto,
evitando problemas como reducdo no desenvolvimento, supressao do
florescimento, tuberizagao precoce, dentre outros. Temperaturas ideais para o
cultivo dessa hortalica sdo maximas de 20 a 30°C e minimas de 8 a 10°C
(LOPES, 1999).

A producdo mundial de batata em 2018 foi de aproximadamente 341
milhdées de toneladas. O principal produtor mundial € a China, com mais de 90
milhdes de toneladas, sendo que o Brasil ocupou a vigésima posi¢géo no ranking,
com 3,9 milhdes de toneladas, o que representa pouco mais de 1% do total da
producdo mundial. No Brasil, Minas Gerais lidera o ranking (com mais de 1,2
milhdes de toneladas), seguido pelo Parana com 824,4 mil toneladas plantadas
em uma area aproximada de 29 mil hectares (SEAB, 2018).

A producao de batata no Parana é dividida em duas safras. A primeira e
mais representativa com cerca de 62% do total é conhecida como safra das
aguas sendo cultivada na primavera e verdo. A segunda safra que produz os
38% restantes ocorre no verdao e no outono. O nucleo regional de Curitiba
concentra 30% da produgéo, seguido por Guarapuava com 27% e Ponta Grossa
com 16%. A cultura da batata representa 22% do total de olericolas plantadas
no Estado, confirmando a sua importancia na economia do Parana (SEAB,
2018).

Por se tratar de uma planta propagada vegetativamente, as doencas
causadas por virus sdo um problema fitossanitario constante em campos de
producdo. Além disso, a presenca de insetos vetores contribui para a
disseminacgao e introdugéo de viroses nas lavouras (JAVIER et al., 2017).

Cerca de 50 virus ja foram descritos na cultura, sendo que 17 ocorrem no
Brasil. Dentre eles, os mais frequentes sdo o Potato virus Y (PVY), o Potato
leafroll virus (PLRV) o Potato vuris X (PVX), e o Potato virus S (PVS) (KREUZE;
JEEVALATHA; FIGUEIRA, 2020). No entanto, recentemente a ocorréncia de
alguns géneros de virus transmitidos por mosca-branca, como Begomovirus e
de Crinivirus, ttm aumentado nos campos de producdo consistindo em um novo

desafio para produtores e pesquisadores.
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2.3 BEGOMOVIRUS

Os Begomovirus (familia Geminiviridae) constituem o género de virus de
plantas com maior numero de espécies descritas, causando doencas
devastadoras em inumeras espécies de plantas, incluindo o tomateiro e a cultura
da batata (INOUE-NAGATA; LIMA; GILBERTSON, 2016). Possuem genoma
composto por DNA circular de fita simples, sentido positivo e particulas
icosaédricas geminadas, podendo ser monopartido ou bipartido. Os
begomovirus nativos das Américas sao na sua maioria bipartidos contendo DNA
A e DNA B (BROWN et al., 2015). Macedo e colaboradores em 2018 relatou uma
espécie de Begomovirus monopartido, o Tomato mottle leaf curl virus
(ToMoLCV), ocorrendo em tomate na regido nordeste do Brasil. A recombinagao
genética é a causa dessa diversidade de Begomovirus ocorrendo no campo. S&o
transmitidos por mosca-branca (Bemisia tabaci) de maneira persistente,
circulativa, para inumeras espécies de plantas dicotiledéneas, incluindo algumas
das principais hortaligas produzidas no Brasil como tomate e batata (INOUE-
NAGATA; LIMA; GILBERTSON, 2016).

Os sintomas em plantas de tomate sdo em geral o clareamento intenso das
nervuras, manchas cloréticas na forma de mosqueado e mosaico amarelo,
enrolamento e diminui¢cdo da area foliar (WISLER et al. 1998).

As principais espécies do género Begomovirus que ocorrem em tomateiro
no Brasil e que prevalecem atualmente nos campos de producédo sdao Tomato
severe rugose virus (ToRSV), presente na regiao Central e sudeste do Brasil,
Tomato common mosaic virus (ToOCoMV) na regido do espirito Santo e Minas
Gerais e Tomato mottle leaf curl virus (ToOMoLCV) mais comum em campos da
regiao nordeste do pais (INOUE-NAGATA; LIMA; GILBERTSON, 2016).

O primeiro relato de begomovirus em batata no Brasil foi na década de 80,
sendo identificado o Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV) ocorrendo em
baixa incidéncia no estado do Rio Grande do Sul. No entanto, levantamentos
subsequentes revelaram perdas de 25 a 40% causadas pelo virus, indicando a
grande capacidade de disseminagdo da doenca e seu elevado potencial de
ameaca a produgdo de batata (LIMA, 2016). Posteriormente, relatos da
ocorréncia do ToYVSV e do Tomato severe rugose virus (ToOSRV) em regides

produtoras foram realizados nos estados de Goias, Sao Paulo, Minas Gerais e
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Distrito Federal, demostrando o ressurgimento da doenga em batata (SOUZA-
DIAS et al., 2008; LIMA et al., 2011; INOUE-NAGATA et al., 2016).

Os sintomas de begomovirus em batata sdo: mosaico amarelo forte,
clorose internerval, reducdo do tamanho de folhas, inicialmente das folhas
apicais e redugéo do tamanho da planta (FILHO; LIMA 2016).

Como ja mencionado, tanto o ToYVSV quanto o ToRSV, tratam-se de
espécies que infectam primariamente a cultura do tomate. Desta forma, a
constante associacdo de plantacbes de batata com tomate dentro de uma
mesma propriedade ou entre propriedades vizinhas, além da presenca intensiva
de mosca-branca nas lavouras dificultam ainda mais o0 manejo dos begomovirus
nessas solanaceas. Portanto, trata-se de um problema fitossanitario emergente
na bataticultura que demanda inspec¢des frequentes para a detecgao das
espécies virais visando evitar o plantio de lotes de batata-semente contaminados
e evitar a disseminacao desses patégenos (FILHO; LIMA 2016).

Na cultura da batata, atualmente, as begomoviroses ocorrem em baixa
incidéncia e ndo se encontram amplamente distribuidas nas principais regides
produtoras. No entanto, como trata-se de wuma cultura propagada
vegetativamente, existe uma grande preocupagdo de que os begomovirus
migrem para os tubérculos, produzindo batatas sementes infectadas (de baixa
qualidade) e resultando em rapida disseminagéo do virus pelo pais (INOUE-
NAGATA; LIMA; GILBERTSON, 2016). Lima e colaboradores em 2012
observaram altas taxas de transmisséo viral, cerca de 80 a 100%, em tubérculos
obtidos de plantas infectadas por Begomovirus. De fato, preocupagdes desta
natureza devem ser consideradas, frente a grande eficiéncia de transmissao
dessas viroses pela mosca-branca e devido ao grande numero de espécies
desse género viral ocorrendo em outras espécies de solanaceas (por exemplo o
tomate, representando um grande problema fitossanitario.

Desta forma, acredita-se que o tomateiro representa a maior fonte de
inéculo para as infecgbes que estdo ocorrendo em batata, ja tendo sido
demonstrado em trabalhos prévios a transmissao do ToYVSV por mosca-branca
para plantas de batata apds curtos periodos de alimentacdo do vetor em
tomateiro infectado (FILHO; LIMA 2016).
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2.4 CRINIVIRUS

O género Crinivirus pertence a familia Closteroviridae. Esta familia é
composta apenas por dois géneros: Crinivirus e Closterovirus. Os Crinivirus
caracterizam-se por possuirem particulas longas e flexiveis, medindo de 650-
800 e 700-900 nm. Este género possui genoma bipartido ou tripartido formado
por moléculas de RNA de fita simples, senso positivo. De acordo com o Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) o género Crinivirus possui 14
espécies, sendo o Tomato choloris virus (ToCV) e o Tomato infectious chlorosis
virus (TICV) sado as unicas espécies do género causando doengas importantes
na cultura do tomate. Sdo transmitidos por mosca-branca de maneira semi-
persistente, incluindo as espécies Bemisia tabaci New World (NW), Trialeurodes
vaporariorum, B. tabaci Midle East Asia Minor 1 (MEAM 1) e T. abutilonea, sendo
as ultimas duas mais eficientes na transmissédo do virus (ORFANIDOU et al.,
2016; WINTERMANTEL; WISLER, 2006).

O primeiro relato do ToCV em tomateiro ocorreu na Flérida (EUA), em 1996
(WISLER et al., 1998). Porém, rapidamente 0 mesmo acabou se espalhando por
todo o territério mundial. Em 1999 foi constatado na Espanha; em 2000, em
Portugal ; em 2004, em Israel (BARBOSA et al., 2011), até que entre 2006 e
2007 foi encontrado pela primeira vez no Brasil infectando tomateiros no
municipio de Sumaré/SP (BARBOSA et al., 2008). Apés alguns anos, a presenga
do virus foi constatada em plantios do Rio de Janeiro, Bahia, Espirito Santo,
Minas Gerais e Distrito Federal (BARBOSA et al., 2011; MACEDO et al., 2014).
Estudos mais recentes apontam para disseminagao dessa virose no estado do
Parana tratando-se, portanto, em um dos focos do levantamento que foi
realizado nesse trabalho. Em 2013, ToCV foi detectado em cultivos de tomate
nos municipios de Ponta Grossa no Parana e Caxias do Sul, no Rio Grande do
Sul (Julio César Barbosa, comunicagdo pessoal). Além do tomateiro, o virus
infecta outras solanaceas como a batata, pimentédo, beringela, fisalis, maria-
pretinha e asteraceas como alface e zinia (FREITAS, 2012).

Os sintomas caracteristicos da doenca nas plantas infectadas incluem
mosqueado clordtico irregular entre as nervuras, geralmente nas folhas
baixeiras, que gradualmente avangam por toda a extenséo da planta. As areas

cloréticas das folhas podem desenvolver pontos necréticos e as folhas mais
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velhas podem ficar enroladas, grossas e quebradi¢as. Ocorre uma diminuigao
da area fotossintética ativa, causando perdas na producdo e senescéncia
precoce das plantas. Os sintomas observados fazem com que a doencga seja
atribuida a deficiéncia nutricional de magnésio, fitotoxidez ou mesmo
senescéncia natural da planta. Em alguns casos o sintoma da virose pode ser
confundida com sintomas de outras doencas que afetam os vasos condutores
causando amarelecimento das folhas (FILHO; INOUE-NAGATA, 2015).

Em um levantamento realizado no periodo de 2008 até 2011, amostras de
tomate provenientes do Parana, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Sdo Paulo,
Rio de Janeiro, Espirito Santo, Santa Catarina, Bahia, Ceara, Paraiba,
Pernambuco e do Distrito Federal foram analisadas para a presenca de diversas
doengas, incluindo as de etiologia viral (QUEZADO-DUVAL et al., 2013). Nesse
estudo, a diagnose foi baseada em testes moleculares para a detecgdo de
Begomovirus e Crinivirus. No estado do Parana, trés lavouras de tomate do
segmento mesa do municipio de Faxinal e uma em Marilandia do Sul foram
visitadas no ano de 2010, mostrando alto nivel de infeccdo por Begomovirus,
com predominancia da espécie TSRV, e crescente incidéncia de plantas
infectadas por Crinivirus da espécie Tomato chlorosis virus. Além desses, o
Tospovirus TSWV também se mostrou presente nesta regido. Os sintomas
causados pelos Crinivirus sao observados mais tardiamente que aqueles
causados por Begomovirus.

Em relagdo ao vetor mosca-branca, somente a Bemisia tabaci Middle East
Asia Minor (MEAM), foi encontrado em todos os estados. No Parana, em cultivo
protegido, a espécie Trialeurodes vaporariorum, também vetora de Crinivirus foi
encontrada (QUEZADO-DUVAL et al., 2013). ToSRV e ToCV séo eficientemente
transmitidos pela B. tabaci MEAM, porém a recente deteccdo da B. tabaci
Mediterranean (MED) em plantas ornamentais, pode alterar esse cenario, se
tornando uma ameaca ainda maior visto que a B.tabaci MED é capaz de manter
e transmitir o ToCV durante 6 dias, enquanto a B. tabaci MEAM mantém apenas
por 3 dias (MITUTI et al., 2019).

O primeiro relato de ToCV em batata ocorreu em 2011 no municipio de
Cristalina, Goias. Foram coletados quatro tubérculos de plantas apresentando
sintomas de enrolamento nas folhas e, a partir de analises moleculares, foi

possivel detectar a presenca do ToCV e de outras duas viroses que possuem



17

sintomas semelhantes, sendo o PLRV e o ToSRV. Esse relato comprova mais
uma virose primeiramente detectada em tomate acometendo plantas de batata
(FREITAS et al., 2012).

2.5MOSCA-BRANCA

As moscas-brancas sao insetos sugadores muito pequenos, com tamanho
de 1 a 2 mm, pertencentes a ordem Hemiptera e familia Aleyrodidae. A espécie
Bemisia tabaci € a mosca-branca mais frequente em cultivos de hortalicas no
Brasil e a principal transmissora de Begomovirus e Crinivirus para espécies de
solanaceas como tomate, batata, pimentéo, jil6, entre outras. O ciclo de vida
desse inseto é formado por ovo, ninfa (quatro instares) e adulto. Na fase adulta,
a espécie Bemisia tabaci possui dorso de coloracdo amarelo-palha, quatro asas
membranosas recobertas com pulveruléncia branca. Os ovos apresentam
coloracao amarelada, com formato de péra e sdo depositados isoladamente na
face inferior da folha e presos por um pedicelo. As ninfas sao translucidas, de
coloragdo amarelo a amarelo-palido. A duragédo do periodo ovo-adulto varia de
20 a 25 dias. Ovos, ninfas e adultos localizam-se na face inferior das folhas, ovos
e adultos sao encontrados principalmente nas folhas mais novas e brotacdes,
enquanto ninfas ocorrem nas folhas mais desenvolvidas, (FILHO; LIMA, 2016).

A relagdo do vetor com os virus ocorre de trés formas: ndo persistente,
semi-persistente e persistente, sendo que os virus de relacado persistente sao
divididos quanto a sua replicagéo no vetor em propagativo e ndo-propagativo. As
viroses de relacao nao persistente e semi-persistente, tem a caracteristica de um
curto periodo de aquisigao (PA), porém perdem rapidamente a efetividade apés
a aquisicdo e geralmente sao transmitidos pela picada de prova. No caso de
viroses persistentes, o cenario muda, onde se precisa de um periodo de
aquisi¢cao (PA) maior, mas por outro lado o periodo de laténcia (PL) desses virus
permite a sua transmissao por horas ou até dias, sendo possivel a transmissao
para a progénie (FIALLO-OLIVE et al., 2019).

As espécies de mosca-branca capazes de transmitir virus sdo Trialeurodes
abutilonea, Trialeurodes vaporariorum e Bemisia tabaci, sendo as duas ultimas
as que foram relatadas ocorrendo no Brasil. O primeiro relato da mosca-branca
no Brasil ocorreu em 1929 (ALBERGARIA; CIVIDANES, 2002). Desde entéo, o
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biétipo A de Bemisia tabaci era o unico que ocorria no pais. Porém, no inicio da
década de 1990, o bidtipo B foi introduzido através da importacdo de plantas
ornamentais (LOURENCAO; NAGAI, 1994) e, devido a sua alta capacidade de
oviposigao, ciclo de vida curto e a ampla gama de hospedeiros, fez com que o
MEAM 1 se tornasse o principal do pais (BARBOSA et al., 2014). Recentemente
foi relatado a presenca do bidtipo Q, com grande potencial de disseminagao
devido a menor susceptibilidade aos inseticidas. O primeiro relato ocorreu no
estado do Rio Grande do Sul (DA FONSECA BARBOSA et al., 2015) e,
posteriormente, em S&o Paulo e no Parana (DE MORAES et al., 2017).

Existe uma grande diversidade genética e similaridade morfologica dentro
do complexo Bemisia tabaci, que confunde e contradiz os taxonomistas. Na
classificagdo mais recente sao descritos o biétipo B como MEAM (Middle East-
Asia Minor), assim denominada por ter sido originada do continente asiatico e o
bidtipo A seria dividido em NW-1 (New World -1) e NW-2 (New world-2), tendo
como origem o Novo Mundo. Ja o bidtipo Q pertence ao complexo conhecido
como MED (Mediterranean), por ter sido originado na regido do Mediterraneo
(FILHO; LIMA, 2016).

Os surtos de mosca-branca ocorrendo em regides produtoras de tomate e
batata, possibilitam um ambiente propicio para epidemias das viroses, visto sua
grande eficiéncia de transmissao das viroses e seu controle cada vez mais dificil
pelo fato das moléculas quimicas ndo controlarem o ciclo todo da praga e ter a
performance afetada pela resisténcia adquirida ao longo do tempo, (FILHO;
INOUE-NAGATA, 2015).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DAS AMOSTRAS

No periodo de 2015 a 2018 foram realizadas visitas e coletas em diferentes
propriedades rurais destinadas a produgédo de batata e tomate, localizadas em
municipios produtores do Estado do Parana (Figura 1). As plantas de tomate
foram coletadas nos municipios da Lapa, Reserva, Faxinal, Campo Largo,

Morretes, Campo do Tenente, Araucaria e Contenda. Para as plantas de batata
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as coletas foram realizadas nos municipios de Sdo Mateus do Sul, Castro e
Palmeira, além dos ja mencionados para a cultura do tomate.

Durante as visitas, foram feitas inspecdes visuais das espécies cultivadas
coletando-se plantas que apresentavam sintomas semelhantes aos induzidos
por virus como mosaico, mosqueado, clorose internerval, enrolamento das
folhas e subcrescimento (Figura 2). Além de plantas sintomaticas, no ultimo ano
do estudo, em 2018, foram coletadas populacdes de mosca-branca nos
municipios de Palmeira, Araucaria, Contenda, Campo do Tenente e Lapa,
visando a identificagdo da espécie predominante nas regides avaliadas.

As plantas coletadas foram acondicionadas em sacos plasticos
devidamente identificados e transportadas dentro de caixas térmicas para
garantir a integridade e a boa conservagdo das mesmas. Além disso, foram
identificadas com nome da propriedade, cultivar, tipos de sintomas e data da
coleta. No laboratério, as amostras foram fotografadas e, posteriormente,
armazenadas em freezer -80°C. As moscas-brancas, foram coletadas com
sugadores manuais e posteriormente armazenadas em microtubos contendo

alcool 95% em freezer -20°C.

FIGURA 1- MAPA DO ESTADO DO PARANA REPRESENTANDO OS MUNICIPIOS ONDE
FORAM REALIZADAS AS COLETAS.
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FIGURA 2 - PLANTAS DE BATATA COM SINTOMAS TiPICOS DE VIROSE.

A e B, clorose internerval (Campo Largo — Campo 2); C e D, mosaico amarelo intenso, (Lapa e
Sao Mateus Do Sul); E, mosaico e redugdo do tamanho foliar (Campo Largo-Campo 1); F,
mosaico (Contenda)



21

3.2DETECCAO MOLECULAR DE BEGOMOVIRUS

Discos foliares provenientes de plantas sintomaticas de tomate e batata
foram submetidos a extracdo de DNA total, de acordo com o método de
Dellaporta et al. 1983. Para a reacdo de polimerizagcdo em cadeia (PCR),
utilizou-se 3 uL de DNA molde; 14,7 yL de agua ultrapura; 2,5 yL de tampéo
10X, 1,5 yL de MgClI2 50 mM; 0,5 uL de dNTP (10 mM); 1,25 pL de cada primer
PAL1v1978 (forward) 5° GCATCTGCAGGCCCACATYGTCTTTYCCNGT 3’ e
PAR1c496 (reverse) 5 AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG 3’ (10mM)
(ROJAS et al.,, 1993) e 0,3 yL de Taq DNA polimerase (5U/ul — Invitrogen),
totalizando um volume de 25 pL. O programa da reagao foi composto por uma
etapa unica inicial de aquecimento a 95°C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos
compostos por 94°C por 40 segundos, 54°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto,
seguido de uma etapa final de 10 minutos a 72°C. Ao final da reacédo um
fragmento de aproximadamente 1200 pares de base correspondente a parte dos
genes rep e cp era esperado para amostras positivas. Os fragmentos de DNA
foram avaliados por eletroforese em gel de agarose 0,9% corado com GelRed

(Biotium).

3.3DETECCAO MOLECULAR DE CRINIVIRUS

Para deteccdo de Crinivirus foi realizado a extragdo de RNA com o
reagente Trizol®. Para tal, aproximadamente 0,1 g do tecido foliar de cada planta
coletada foram transferidos para microtubos de 1,5 mL. Posteriormente,
adicionou-se nitrogénio liquido onde o material foi macerado com o auxilio de
pistilos até atingir uma consisténcia de pé bem fino. Em seguida foi adicionado
1 mL de Trizol para iniciar o processo de extragao e para homogeinizar seguiu
para agitacédo em vortex e incubado por 5 minutos em temperatura ambiente.
Posteriormente, foi acrescentado 0,2 mL de cloroférmio e agitado vigorosamente
por 20 segundos em vortex e em seguida incubado por 2 a 3 minutos na
geladeira (4°C). Dado o tempo, as amostras foram centrifugadas com 12000 rpm
por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa (superior) foi coletada para ser transferida
para um novo tubo um volume aproximado de 400 yL. Em seguida, foram

acrescentados 500 pL de alcool isopropilico e os tubos homogeneizados. Apds
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a agitagao, foram novamente incubados a temperatura de — 20°C por 20 minutos.
Nesta fase ocorreu a precipitagdo do RNA. Em seguida, procedeu-se uma nova
centrifugagdo com 12000 rpm por 20 minutos a 4°C e, apds centrifugagéo, o
sobrenadante foi descartado. Para lavagem do RNA, foi acrescentado 1 mL de
etanol 70% (em agua DEPC) e, ap6s uma nova centrifugagao a 12000 rpm por
10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi novamente descartado. O pellet foi seco
por aproximadamente 15 minutos a temperatura ambiente e ressuspendido em
20 uL agua ultrapura acrescida de DEPC.

Para a amplificacdo dos fragmentos de interesse do género crinivirus
utilizou-se como molde da reacdo 2,5 yL do RNA total das amostras extraidas
anteriormente, a fim de obter o cDNA molde. Além do RNA, adicionou-se 2,0 uL
do primer HS12 (reverse) 5 CCKCCACCAAARTCGTA 3’ (10 mM) (DOVAS et al
2002) e 1,0 yL agua ultrapura. A reagao foi levada ao termociclador para
aquecimento a 70°C por 5 minutos. Apds esse periodo, foi transferida para o
gelo por cerca de 3 a 5 minutos e, posteriormente, adicionou-se 2,5 uL de buffer
5x; 0,5 uL de dNTP; 3,5 pL de agua ultrapura com DEPC e 0,5 yL enzima MMLV
(200U/ pL Invitrogen). Em seguida, a reacéo foi levada ao termociclador e
aquecida por 1 hora a 37°C. A quantidade de 3,0 yL cDNA produzido na etapa
anterior foi adicionada a um mix contendo 15,2 yL agua ultrapura; 0,8 pL de
Primer HS-11 (forward) 5 GGKTTRGAKTTYGGTACTAC 3’'(10mM); 0,8 uL de
Primer HS-12 (reverse) 5° CCKCCACCAAARTCGTA 3’ (10mM) (DOVAS et al.,
2002); 0,3 yL de Tag DNA polimerase ( 5U/ul Invitrogen); 0,8 yL de MgClI2
(50mM); 1,5 uL de dNTP (10mM) e 2,5 pL de tampao 10x. Em seguida, a reagao
foi levada ao termociclador para aquecimento a 94°C por 3 minutos, seguida de
35 ciclos cada um composto por trés etapas: desnaturacdo a 94°C por 30
segundos; anelamento a 49°C por 40 segundos e extensdo a 72°C por 50
segundos. Ao término da reagdo uma etapa de 72°C por 10 minutos foi
acrescentada a reacao e, apos esse periodo a mesma foi mantida a 4°C por 30
minutos ou até ser retirada do termociclador. As amostras seguiram para
avaliacdo em gel de agarose 0,9% para ser observada a presenga ou auséncia
de bandas de 587 pb, correspondente a parte da ORF heat shock protein 70
(HSP70) tamanho esperado para o género Crinivirus. No gel, foram aplicados
um marcador de peso molecular 100 pb (Sinapse); controle positivo, ou seja,

uma planta com a presencga do virus; controle negativo, que corresponde a uma
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planta sadia; o branco, que serviu como controle da reacao e as amostras que

foram avaliadas, juntamente com o corante de DNA Gel red (Biotium).

3.4EXTRACAO DE DNA E AMPLIFICAGCAO DO GENE mtCO/ (SUBUNIDADE )

A extragdo do DNA total foi realizada através do método de CTAB (DOYLE
& DOYLE, 1991) com modificagbes. A partir de um individuo de mosca-branca,
o mesmo foi inserido em microtubos de 1,5 mL. Em seguida, 400 uL de tampao
de extragao (100 mM TRIS pH 8,0; 50 mM EDTA; 500 mM NaCl e 2% de CTAB)
foram adicionados aos tubos e o inseto macerado com o auxilio de pistilos.
Posteriormente, o material foi incubado a 65°C por 30 minutos, sendo 15 minutos
seguido de agitagdo manual e mais 15 minutos. Apds incubagao, os microtubos
foram submetidos a centrifugagéo por 6 minutos a 6000 rpm. Em seguida, o
sobrenadante (aproximadamente 400 pL) foi transferido para um novo tubo,
onde foram adicionados 400 uL de cloroférmio/alcool isoamilico, na proporgao
(24:1) seguido de agitagdo suave. Apos agitagéo, os tubos foram centrifugados
por 5 minutos a 4°C e a 13500 rpm. O sobrenadante foi coletado e 0,6 volumes
de isopropanol foi adicionado para precipitagdo do DNA seguido de agitagéo e
deixado por 30 minutos a -20°C. Em seguida os microtubos foram submetidos a
centrifugagéo por 20 minutos a 13500 rpm. O sobrenadante foi descartado e 500
pML de etanol 70% foi adicionado para lavagem do DNA seguida de nova
centrifugagédo por 10 minutos a 13500 rpm. O sobrenadante foi novamente
descartado e o pellet de DNA seco a temperatura ambiente. Por fim, o DNA foi
ressuspendido em 20 pL de agua ultrapura e uma aliquota analisada por
eletroforese em gel de agarose 1%, corado com GelRed (Biotium), para avaliar
a qualidade do DNA.

Para a amplificagdo dos fragmentos do gene mtCOI (subunidade 1) utilizou-
se como molde da reagcdo o DNA extraido na etapa anterior. A reacao foi
composta de 3 uL de DNA molde; 13,7 yL de agua ultrapura; 2,5 yL de tampéo
10X, 2,5 yL de MgClI2 50 mM; 1,0 uL de dNTP (2,5 mM); 1,0 pL do primer C1-J-
2195 (forward) 5 TTGAATTTTTTGGTCATCCAGAAGT 3 (10 Mm); 1,0 uL do
primer L2-N-3014 (reverse) 5 TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA 3’ (SIMON
etal., 1994) e 0,3 uL de Taq polimerase (5U/ul Invitrogen) totalizando um volume

de 25 pL por reacdo. O programa utilizado para reagao foi composto por 35
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ciclos, incluindo uma etapa unica inicial de aquecimento a 94°C por 5 minutos.
Cada ciclo é composto de etapas de desnaturagdo por 30 segundos 94°C,
anelamento por 45 segundos a 45°C e extensao por 1 minuto 72°C; para finalizar
o programa, um ultimo ciclo de 10 minutos a 72°C ¢é acrescentado a reagéo. Ao
final da reagdo espera-se amplificar um fragmento de 820 pares de base,
correspondente a parte do gene mtCOI (subunidade I). As amostras seguiram
para avaliagdo em gel de agarose 1% para ser observada a presenga ou
auséncia de bandas de 820 pares de base. No gel, foram aplicados um marcador
de comprimento 100 pb (Sinapse), o branco, que serviu como controle da reagéo
e as amostras que foram avaliadas. Juntamente com as amostras foi aplicado o
corante de DNA Gelred (Biotium).

3.5SEQUENCIAMENTO E ANALISE DAS SEQUENCIAS

As amostras foram sequenciadas por um Sequenciador 3500xI Genetic
Analyzerno. As sequéncias consensos geradas foram obtidas a partir das
sequéncias foward e reverse com o auxilio do software MEGA 7.02 (TAMURA et
al. 2011) e do BioEdit (HALL, 1999), sendo posteriormente comparadas com
sequéncias disponiveis no banco de dados GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

3.6 ANALISES FILOGENETICAS

As sequéncias consensos resultantes foram verificadas manualmente e
ajustadas utilizando o programa on-line MAFT v.7 (KATOH & STANDLEY, 2013).
A analise de Maxima Verossimilhanga foi realizada utilizando o portal CIPRES
Science Gateway v.3.3 (MILLER et al., 2012), usando Garli v.2.0 (ZWICKL,
2006). O modelo evolutivo foi definido pelo jModelTest v.2.1.6 (GUINDON &
GASCUEL, 2003; DARRIBA et al, 2012) e o modelo ideal de substituicdo de
nucleotideos foi baseado no critério de Informag¢ao de Akaike sendo utilizado o
Modelo TN93 + | (mosca-branca) e T92+G (Crinivirus). Foram utilizados 1000
bootstraps para geral suporte estatistico. A arvore consenso resultante foi
gerada utilizando o programa Sumtrees v.4.3.0 do pacote Dendropy v.4.3.0
(SUKUMARAN & HOLDER, 2010).
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3.7 DETECCAO SOROLOGICA PELO METODO DOUBLE ANTIBODY
SANDWICH ELISA (DAS-ELISA)

Amostras foliares de batata coletadas a campo foram submetidas a testes
soroldgicos no Centro de Diagnose Marcos Enrieti (CDME), visando confirmar a
infeccdo das plantas por quatro virus PVX, PVY, PVS e PLRYV, utilizando

antissoros policlonais (AGDIA), controles positivos e negativos (AGDIA).

3.7.1. Primeira etapa: aderéncia dos anticorpos especificos dos virus

A primeira etapa do teste consistiu em aderir aos po¢os das microplacas os
anticorpos (lgG) especificos de PVX, PVY, PVS e PLRV. Inicialmente, os
antissoros especificos dos virus foram diluidos na proporgédo de 1:1000 em
tamp&o de carbonato (1000 mL de Agua destilada (pH 4 a 6);1,59 gramas de
Na2COg; 2,93 gramas de (Na2HCO3) ou adsor¢géo. Em seguida, homogeneizou-
se e distribuiu-se aliquotas da diluicdo preparada, a base de 150 pl, por poco da
microplaca; de conformidade com mapeamento de distribuicdo das amostras
previamente elaborado constando inclusive a localizagdo dos controles positivos
(com antigenos) e negativos (sadios). Apos distribuicdo dos anticorpos
especificos e controles nas respectivas microplacas, estas foram colocadas na
estufa por 4 a 6 horas a temperatura de 37°C, em uma bandeja tampada forrada
com papel toalha umido (camara umida). Depois de incubadas, os pog¢os foram
esvaziados e lavados para retirada dos anticorpos ndo aderidos ou adsorvidos
na placa com PBS-TWEEN 20 (1000 mL PBS-TWEEN-20; 20 gramas de PVP-
40 (2%);10 gramas de Albumina de Ovo ou Leite em pé Desnatado (1%) com
uma piseta dirigindo o jato em cada pogo, individualmente. A placa foi mantida
inclinada, evitando a mistura dos conteudos dos pogos durante a lavagem.

Foram realizadas trés lavagens em cada placa.

3.7.2. Segunda etapa: aderéncia dos antigenos

As folhas das plantas de batata coletadas foram maceradas em almofariz,

na presenga de tampao PBS-TWEEN 20, e transferidas para eppendorfs. Em
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seguida foram distribuidos 100 pL de cada amostra por pog¢o, com duas
repeticdes para cada amostra. Como controle negativo foi utilizado folha de
batata sadia e como controle positivo folha de batata conhecidamente positiva
proveniente do kit (AGDIA). Apds esse processo levou-se as placas para

geladeira para incubar over night.

3.7.3. Terceira etapa: adigdo do anticorpo conjugado especifico, ligado a

fosfatase alcalina

Na terceira etapa, apos 24 horas do inicio do teste, as microplacas foram
retiradas da geladeira, realizando-se a lavagem das mesmas, pogo a pogo, por
trés vezes com PBS-TWEEN 20. Em seguida, preparou-se a diluigdo de cada
um dos anticorpos conjugados especificos na proporc¢ao (1:1000), utilizando o
Tampédo PBS-TWEEN em uma bandeja, uma para cada anticorpo, volume
suficiente para o numero de amostras em analise de 100 pyL por pogo da
microplaca, conforme o mapeamento. Em seguida as microplacas foram
colocadas em bandeja com tampa e papel umido (camara umida) e mantidas em
estufa a temperatura de 37°C para aderéncia dos conjugados especificos por
um periodo de 4 a 6 horas. Apds a incubacgao, os pogos de cada microplaca
foram esvaziados e lavados, como na primeira e segunda lavagem, porém, nesta

terceira e ultima lavagem foram feitas 4 vezes cada microplaca.

3.7.4. Quarta etapa: adicdo do substrato e leitura das reacdes

Apoés a lavagem, foram adicionadas aliquotas de 100 uL de substrato por
poco das microplacas na concentragdo de 1 mg/mL, obtido pela dissolu¢ao de
pé de p-nitrofenilfosfato em tamp&o para diluicdo de substrato (800 mL de Agua
destilada (pH 4 a 6);97 mL de Dietalonamina) - (Fosfatase Alcalina — p-
Nitrophenil phosphate (PNPP). Apds a distribuicdo das aliquotas, as microplacas
foram armazenadas em local escuro e fechado (gavetas), pois o PNPP é
sensivel a luz, aguardando-se o periodo adequado para obtengédo das reagdes
indicativas da presencga de virus nas amostras (cor amarela) ou auséncia de

virus (sem cor). As leituras foram feitas aos 60 minutos apds o periodo de
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incubacéao, no leitor de microplacas de Elisa, utilizando um filtro de 405 nm de

comprimento de onda. Foram realizadas 3 leituras para cada um dos virus.

4 RESULTADOS

4.1 DETECCAO MOLECULAR BEGOMOVIRUS

A detecgao de begomoviroses por PCR demonstrou que nenhuma das 215
plantas de tomateiro provenientes dos municipios amostrados estavam
infectadas pelo género Begomovirus. As moscas-brancas analisadas pela
mesma técnica coletadas em campos de tomate dos municipios de Araucaria,
Campo do Tenente, Contenda e Lapa também apresentaram resultado negativo
para begomovirus (Tabela 1). As 243 plantas de batata de todos os municipios
amostrados e as populagdes de moscas-brancas coletadas nos municipios de
Araucaria, Campo do Tenente, Contenda e Palmeira, também ndo apresentaram
amplificagdo do fragmento esperado de 1200 pares de base para o género

Begomovirus por PCR (Figura 3 e Tabela 2).

4.2 DETECCAO MOLECULAR CRINIVIRUS

A deteccao de crinivirose por RT-PCR na cultura do tomate demonstrou que
das 215 plantas testadas, 14 estavam infectadas com Crinivirus, o que
corresponde a 6,5% do total das amostras analisadas (Figura 4 e Tabela 1).
Todas as plantas de tomate positivas para o género foram oriundas do municipio
de Faxinal, que ocupa a terceira posigao no ranking de produgao da hortalica no
estado do Parana. Na analise das populacbes de mosca-branca coletadas em
2018 nos campos de tomate dos municipios de Araucaria, Campo do Tenente,
Contenda e Lapa, observou-se a presenca do ToCV em uma amostra
proveniente do municipio da Lapa (Figura 5 e Tabela 1).

A comparacédo das sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos
do fragmento de 587 pb do gene HSP 70h dos dois isolados de crinivirus
provenientes da planta de tomate de Faxinal (ToCV Tomate Faxinal) e da mosca-

branca coletada em campo de tomate no municipio da Lapa (ToCV Mosca-



28

branca Lapa) apresentaram 100% de identidade com os isolados de ToCV
disponiveis no GenBank (MN172420, LC342730, MG813910, MF278017,
KY679885, KY679890), demonstrando que ambos sdo da espécie Tomato
chlorotic virus. Além disso, o estudo filogenético demonstrou que os isolados de
ToCV de Faxinal e da Lapa agruparam-se somente com isolados pertencentes
a espécie ToCV do Brasil e de outras regides do mundo, formando um grupo
monofilético com 77% de probabilidade, confirmando que ambos pertencem a
unica espécie de Crinivirus relatada até o momento em cultivos de tomate no
Brasil (Figura 6). O resultado se confirma, quando é possivel observar outro
agrupamento monofilético formado somente por isolados de Tomato infectious
chlorosis virus (TICV), com 48% de probabilidade, espécie do mesmo género

que também infecta tomateiro, porém, ainda nao relatada no pais.

FIGURA 3 - PADRAO ELETROFORETICO EM GEL DE AGAROSE (1%) DE PCR PARA
IDENTIFICAGAO DE BEGOMOVIRUS EMPLANTAS DE BATATA COLETADAS NOS
CAMPOS DE PRODUGAO DO ESTADO DO PARANA

M = - AR1ARZ AR3 ARM AR5 ARG ART ARS  ARD ARI0 ARTI ARIZ ARIZ AR ARTS

100ph — &
1000 pb —

500 pb —

M, Marcador molecular 1 kb DNA ladder (Invitrogen); +, Planta de
batata infectada com Begomovirus; -, planta de batata sadia; B,
branco; AR1-AR15; Plantas de batata testadas.

FONTE: O autor (2020).
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FIGURA 4 - PADRAO ELETROFORETICO EM GEL DE AGAROSE (1%) DE RT-PCR PARA
IDENTIFICAGAO DE CRINIVIRUS EM PLANTAS DE TOMATE COLETADAS NOS CAMPOS
DE PRODUGAO DO ESTADO PARANA

M + - B c1c2c c3c4 C5 6 DI D2 D3 D4 D5 D6 D7

—
—
- -
1000 pb —» s

500 pb = - - L L L ] = ol

M, Marcador molecular (“1 kb DNA ladder” INVITROGEN); +, planta
de tomate com a presenca de ToCV; -, planta de tomate sadia; B,
branco; C1-D7; plantas de tomate testadas. As amostras C2 a C6 e
D1 e D2 amplificaram fragmento 587pb.

FONTE: O autor (2020).

FIGURA 5 - PADRAO ELETROFORETICO EM GEL DE AGAROSE (1%) DE PCR PARA
IDENTIFICAGAO DE CRINIVIRUS EM MOSCAS-BRANCAS COLETADAS NOS CAMPOS DE
PRODUCAO DE TOMATE E BATATA DO ESTADO DO PARANA

I S 4D

587pb <+« _— 587pb

M, Marcador molecular 100pb (Sinapse); +, planta de tomate infectada com Crinivirus; -, planta
de tomate sadia; B, branco: controle de contaminagao; 1 a 12, moscas-brancas analisadas; 2,
amostra de mosca-branca do municipio da Lapa apresentando fragmento de 587pb indicando a

presenga de ToCV.
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FIGURA 6 - ARVORE DE MAXIMA VEROSSIMILHANCA DE UM ALINHAMENTO DE DUAS
SEQUENCIAS PARCIAIS DA REGIAO GENE HEAT SHOCK PROTEIN (HSP 70H) DE
TOMATO CHLOROSIS VIRUS DO PARANA, BRASIL, CONSTRUIDAS COM O MODELO
EVOLUTIVO T92+ E BOOTSTRAP DE 1000 REPETIGOES. O GRUPO EXTERNO E O BEAN
YELLOW DISORDER VIRUS (BNYDV). AS LETRAS QUE ANTECEDEM O CODIGO DO
GENBANK SAO REFERENTES AOS PAISES ONDE OS ACESSOS FORAM IDENTIFICADOS.
BR, BRASIL; SA, ARABIA SAUDITA; CP, CHIPRE; LB, LIBANO; TQ, TURQUIA; JP, JAPAO;
CH, CHINA; US, ESTADOS UNIDOS; MX, MEXICO; IT, ITALIA; FR, FRANCA; CB, CUBA; SP,
ESPANHA; UR, URUGUAI; YT, MAYOTTE; EG, EGITO; MU, ILHA MAURICIO.

BR - EU868927

BR - MH688047

BR - KY400134

BR - JQ288898

SA - KT888058

SA - KT888045

BR - MK930366

CP - AM158958

LB - DQ234079

ToCV Mosca-branca Lapa
TQ - EU069363

ToCV Tomate Faxinal
BR - KX398666

BR - KY400131

JP - AB513442

CH - KR184677

US - HQ879845

ToCV
MX — DQ377368

MX — FJ609652
MX — FJ609654
IT - AM231038
FR — AJ968396
FR - AJ968394
FR - AJ968395
CB - FJ360853
SP - AF215818
FR - DQ355216
SP — AF233435
SP - AF215817
SP - DQ136146
UR - KM591580
UR - KM591581
YT -AM748818
YT - AM748817

EG - MK161112

MU — AM884013

MU — AM884014

US - NC013259

US - FJ815441

SP — FJ542305 TICV

US - FJ542306

SP - EU191905
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4.3 IDENTIFICACAO DE ESPECIE DE MOSCA-BRANCA

A identificagdo molecular de moscas-brancas por PCR demonstrou que a
espécie presente nos campos de tomate dos municipios de Araucaria, Campo
do Tenente, Contenda e Lapa em 2018 foi B. tabaci, sendo possivel observar
amplificagdo do fragmento 820 pb referente ao gene mtCOIl em todas as
amostras (Figura 7). B. tabaci também foi a espécie identificada de mosca-
branca nos campos de batata do municipio de Palmeira em 2018.

A comparacdo das sequéncias de nucleotideos obtidas a partir dos
fragmentos amplificados do gene mtCOIl das moscas-brancas apresentaram
100% de identidade com sequéncias de B. tabaci disponiveis no GenBank
(MN809809, MN809653, MN952582, KR559508, MK908132 e MH613866),
confirmando ser essa a espécie presente nos campos de tomate e batata
avaliados no estado do Parana. Pela analise filogenética foi possivel observar
que as cinco populagdes provenientes de Araucaria (areas 1 e 2), Palmeira,
Campo do Tenente, Lapa e Contenda, formaram um grupo monofilético com B.
tabaci Middle East-Asia Minor (MEAM 1, antigo biétipo B), com probabilidade de
96% para a formacao desse clado, demonstrando ser a espécie que ocorre nas

regides estudadas (Figura 8).

FIFURA 7 - PADRAO ELETROFORETICO EM GEL DE AGAROSE (1%) DE PCR PARA
IDENTIFICAGAO DA ESPECIE DAS MOSCAS-BRANCAS COLETADAS NOS
CAMPOS DE PRODUCAO DE TOMATE E BATATA DO ESTADO DO PARANA

M L1 L2 L3

800 ph . S — ., <«————— 230pb

-

M, Marcador molecular 100 pb Sinapse; L1, L2 e L3; amostras
testadas: notar amostras apresentam fragmento de 820 pares de base
(pb) indicando a espécie Bemisia tabaci.
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FIGURA 8 - AVORE DE MAXIMA VEROSSIMILHANCA DE UM ALINHAMENTO DE CINCO
SEQUENCIAS DA REGIAO GENE MITOCONDRIAL CITOCROMO OXIDASE | (MTCOI) DE
MOSCAS-BRANCAS DE 5 MUNICIPIOS DO PARANA, CONSTRUIDA COM O MODELO
EVOLUTIVO TN93+G E BOOTSTRAP DE 1000 REPETICOES. O GRUPO EXTERNO E A
BEMISIA AFER. AS LETRAS QUE ANTECEDEM O CODIGO DO GENBANK SAO
REFERENTES AOS PAISES ONDE OS ACESSOS FORAM IDENTIFICADOS. BR, BRASIL; UE,
EMIRADOS ARABES; KW, KUWAIT; FR, FRANCA; SI, SiRIA; SU, SUDAO; MR, MARROCOS;
SP, ESPANHA; ES, EL SALVADOR; PN, PANAMA; CO, COLOMBIA; AG, ARGENTINA; CH,
CHINA.

73 BR - MF624382
~BR - MF624392
~BR - MF624406
I BR- MF624381
—BR - MF624383
~BR - MF624384
——BR - MF624385
——BR - MF624387
——BR - MF624390
——BR - MF624452
——BR - MF624453
I BR- MF624466
——BR - MF624468
——BR - MF624471
———Mosca-branca Araucaria
I BR-KU242414
g ——BR-KU242413 MEAM 1
~BR - KU242411
—BR - KU242407
I BR - KU242406
~BR - KU242397
~BR - KU242383
~BR - KU242372
—~Mosca-branca Palmeira
—~Mosca-branca Campo do Tenente
~BR - JN689358
92 ~BR - KU242400
BR - MK900724
———Mosca-branca Contenda
‘E ~UE - DQ133382
~KW - GU086346
—Mosca-branca Lapa
~BR - JN689350
——FR - HQ621748
FR - AJ550177 MEAM 2
—SI - AB297897
- MK900735
- MKS00730
- MK900729
- MK900731
- KX673629
- AY827612
- AM180063
- MF624436
- MF624440
- KF991610
- KF991611

- KX673613
- KX673617
- KX673620
- KX673627 MED
- MF900721
- MF900722
- MF900723
- MF900725

- MF900726
- MF900727
- MF900728
- MF900732
- MF900733
- MFS00734
- KX673630
- AM176573

- DQ174540
- AY057128
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- AJ550167
- JN969969
- JN689350 NW
- JN689352
- JN689353
- JN689351
- JF901836
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- EU825783
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4.4 TESTES SOROLOGICOS

Como complemento ao trabalho, analises sorologicas foram realizadas a
fim de diagnosticar a presenga de outros virus endémicos na cultura da batata
como PLRV e PVY, e outros que ocorrem de forma esporadica como PVX e PVS,
ja que nenhuma planta apresentou reagédo positiva para Begomovirus e
Crinivirus. A deteccéao de PVX, PVS, PVY e PLRV por DAS-ELISA em parte das
plantas de batata demonstrou que das 111 amostras analisadas, 8 apresentaram
reacgao positiva para PVY, correspondendo a 7,2% das plantas (Figura 9), e 12
apresentaram reacgao positiva para PLRV, o que representa 10,5% das plantas
analisadas (Figura 10). Tanto o PVY quanto o PLRV estavam presentes nos
municipios de Campo Largo, Contenda e Lapa. De fato, a infecgdo mista por
ambos os virus foi detectada em quatro plantas, correspondendo a 3,6%.

Nenhuma amostra apresentou reagao positiva para PVX e PVS.

FIGURA 9 - DAS-ELISA DE PLANTAS DE BATATA UTILIZANDO ANTISSORO PARA
DETECCAO DE POTATO VIRUS Y (PVY), DILUIGAO (1:200).
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FONTE: O autor
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FIGURA 10 - DAS-ELISA DE PLANTAS DE BATATA UTILIZANDO ANTISSORO PARA
DETECCAO DE POTATO LEAFROLL VIRUS (PLRV), DILUICAO (1:200).
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FONTE: O autor (2020)
5 DISCUSSAO

Nesse estudo a ocorréncia de Begomovirus e Crinivirus na cultura da batata
foi zero, mesmo em anos em que se observou alta infestagcdo da mosca-branca.
Resultado semelhante foi relatado em um levantamento de realizado nas regides
sudeste e centro-oeste do Brasil, onde nao foi detectada presenca de quatro
espécies de begomovirus que ocorrem no pais ToSRV, ToCmMV, ToMoLCV e
ToYVV, e nem do crinivirus ToCV em amostra de batata proveniente do Estado
do Parana (MITUTI et al. 2019). De fato, a ocorréncia de begomovirus em
batateira tem se mostrado baixa sendo, até o momento, somente duas espécies
relatadas na cultura, o ToOSRV e o Tomato yellow vein streak virus (ToYVSV)
(FILHO; LIMA, 2016; KREUZE et al. 2020). Como ambas espécies infectam
primariamente o tomateiro, acredita-se que ciclos de cultivo sobrepostos de
tomate e batata, combinados com condigdes climaticas favoraveis e a
proximidade frequente entre as areas de plantio, fizeram com que os virus de
tomate migrassem para a cultura da batata (INOUE-NAGATA et al. 2016;

KREUZE et al. 2020). Considerando que os begomovirus e o ToCV séo virus
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transmitidos por mosca-branca e que altas populacdes do inseto vetor tem sido
observada com frequéncia na cultura da batata (FILHO; LIMA, 2016),
levantamentos periddicos desses virus sao indicados para que se monitore a
ocorréncia nos campos de producdo. Além disso, como se trata de uma cultura
propagada vegetativamente, deve-se haver atengao para produgao de batata
semente livre de virus, ja que tanto os begomovirus como o ToCV podem
transcolar para os tubérculos ocorrendo assim disseminagdo dos patdgenos
para novas areas (FILHO; LIMA 2016; FORTES & NAVAS-CASTILLO, 2012).

A nao constatagdo do begomovirus nas regides avaliadas pode estar ligada
a auséncia do vetor (Bemisia tabaci) na maioria das areas visitadas no primeiro
ano e ao uso de batata-semente de boa qualidade. Um estudo sobre a
transmissao do begomovirus por batata-semente mostrou que mais de 80% das
plantas oriundas de tubérculos de plantas com mosaico, apresentaram sintomas
de 30 a 40 dias ap6s o plantio, sendo a presenga do virus constatada por PCR,
(FILHO; LIMA, 2016). Portanto, quando os produtores utilizam batata-semente
de boa qualidade, as infeccbes no campo ocorrem devido a presenca do inseto
vetor, sendo este responsavel pela disseminagao do patégeno no campo.

Os campos de tomate localizados proximos a regiao metropolitana de
Curitiba dos municipios de Araucaria, Campo do Tenente, Campo Largo,
Contenda, Morretes e Lapa caracterizavam-se por serem pequenas areas,
pouco tecnificadas, com até 4 mil plantas e cultivadas a céu aberto. Em
Araucaria, apesar da alta infestacdo por mosca-branca, poucas plantas de
tomate apresentavam sintomas. Na mesma area havia cultivos de batata, soja
e feijdo implantados ao lado do campo de tomate que podem ter favorecido o
aumento populacional do vetor por serem plantas hospedeiras da mosca-branca
(Figura 11). Além disso, a soja e o feijoeiro comum também podem atuar como
potenciais hospedeiros amplificadores assintomaticos do ToSRV para tomateiro
no campo, favorecendo tanto o aumento do virus quanto do vetor (BERGAMIN
FILHO et al. 2020), no entanto, nesse estudo, nenhuma planta de tomate e
mosca-branca coletadas apresentaram resultados positivos para Begomovirus.
De fato, atualmente, o controle de begomoviroses em tomaterio € baseado na
utilizagao de cultivares resistentes e em aplicacdes frequentes de inseticida para
o controle do vetor (INOUE-NAGATA et al. 2016), uma vez que o mecanismo de

disseminagcao do virus é através da dispersao primaria, sendo o influxo de
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moscas-brancas viruliferas vindas de fontes de indculo externas a principal
causa da epidemia (MACEDO et al. 2019). Portanto, o uso de inseticida pelos
produtores das areas visitadas como uma pratica frequente, associado ao fato
de uma provavel auséncia de fontes de indculos externas do virus aos campos
de produgcdo (hospedeiros alternativos) podem ter levado a auséncia de
Begomovirus nos campos de tomate visitados nesse estudo. E importante
ressaltar que a cultura da batata € acometida por diversos géneros virais, dentre
eles os Potyvirus, Polerovirus, entre outros, sendo muitas vezes os sintomas
exibidos pelas plantas confundidos com os causados por outras espécies virais,
como pode ter sido o caso dos sintomas apresentados pelas amostras de batata

coletadas nos campos visitados neste trabalho.

FIGURA 11 -CULTIVO DE BATATA AO LADO DE
PLANTIO DE SOJA FAVORECENDO A MANUTENGAO
DA MOSCA-BRANCA NO CAMPO - ARAUCARIA/PR

FONTE: Renata Faier Calegario (2017).
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Em Faxinal as propriedades caracterizavam-se por apresentarem areas
maiores e alto grau de tecnificagcéo, elevado numero de plantas, estufas do tipo
Londrina, relevo predominantemente plano e temperatura média de 30°C. Foi
constatada elevada infestagdo por moscas-brancas e presenca de plantas tomate
com sintomas de clorose internerval nas folhas baixeiras, constatando-se 14
amostras positivas por RT-PCR para crinivirus, confirmando a presenca do
ToCV. Nessa regido, além da presenga do inseto vetor nas areas, observou-se a
pratica de escalonamento de plantio com plantas em diferentes estagios de
desenvolvimento, o que favorece a manutencao tanto do indculo quanto do vetor
no campo, sendo uma pratica de cultivo inapropriada para o manejo adequado da
doenca.

A presenga do virus nessa importante regido produtora do pais ja era
esperada, visto que a virose esta se disseminando rapidamente por diversos
estados brasileiros. O ToCV ja foi constatado em plantios nos Estados do Rio de
Janeiro, Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais e Distrito Federal, (BARBOSA et al.,
2011; MACEDO et al., 2014). Em um levantamento realizado 2008 até 2011,
amostras de tomate provenientes de varios estados brasileiros, incluindo o
Parana foram analisadas para a presenga de doengas virais (QUEZADO-DUVAL
et al., 2013). Nesse estudo, trés lavouras de tomate do segmento mesa do
municipio de Faxinal e uma em Marilandia do Sul apresentaram alto nivel de
infeccdo por Begomovirus, com predominancia da espécie TSRV, e crescente
incidéncia de plantas infectadas por Crinivirus da espécie Tomato chlorosis virus.
Outro levantamento de viroses em tomateiro realizado em 2017 no Brasil, 380
plantas de tomate foram testadas para o ToCV e 66 amostras apresentaram
reacao positiva para a doenga, sendo 28 oriundas do Estado do Parana (RIZO et
al., 2017).

Uma hipotese para a presenga do ToCV na mosca-branca coletada em
tomateiro na regido da Lapa e auséncia nas plantas de tomate nessa regido é
devido ao tipo de relacionamento semi-persistente entre cirinivirus-vetor aliada
ao manejo de pulverizagdo de inseticida realizado pelo produtor da area
estudada. Na transmissao de crinivirus, a mosca-branca pode transmitir o virus
ap6s um curto periodo de alimentacéo. O periodo de aquisicdo do virus é curto
e logo apds a aquisigao a mosca-branca ja pode transmitir o virus ao se alimentar

de uma planta sadia. Na transmissao do tipo semi-persistente, a picada de prova
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nao é suficiente para a mosca-branca adquirir o virus e nem para transmitir o
mesmo. Além disso, o inseto pode perder a capacidade de transmitir o ToCV se
ndo se alimentar novamente em uma planta infectada (FILHO; LIMA, 2016). E
importante ressaltar que no dia da coleta o produtor havia realizado pulverizagao
de inseticida e, provavelmente, o vetor ndo teve tempo suficiente para realizar a
picada de alimentacdo para realizar a transmissdo do virus para as plantas
sadias, ndo conseguindo torna-las viruliferas. Outra hipétese é a disseminagéo
da mosca-branca As moscas-brancas se deslocam por longas distancias
carregadas por correntes de vento, realizando voos altos durante a colonizagao
de novas areas e voos baixos dentro dos cultivos, se deslocando entre areas em
revoadas oriundos de cultivos vizinhos (FILHO; INOUE-NAGATA, 2015). Pode
ser que essa populacao virulifera tenha vindo de algum outro cultivo ou de
plantas daninhas que estejam mantendo o virus no campo, assim como ocorre
com os begomovirus

A mosca-branca identificada nas regides estudadas foi do tipo Middle East-
Asia Minor (MEAM 1, biétipo B), com uma probabilidade de 96% para a formagao
desse clado. Esse resultado corrobora com outros dados obtidos em trabalhos
semelhantes que indicam a predominancia desse biétipo no Estado do Parana
(QUEZADO-DUVAL et al., 2013).

As analises sorolégicas realizadas para diagnosticar outros virus
causadores de sintomas semelhantes na cultura da batata, ja que nenhuma
planta apresentou reacédo positiva para Begomovirus e Crinivirus, mostraram
presenga de PVY e PLRV. Souza em 2012 ao analisar por PCR 273 amostras
de batata coletadas em campos de produgcdo no Rio Grande do Sul para
presenga de begomovirus, também obteve reagdo negativa para todas as
amostras. Baseado nesse resultado, a autora realizou analises sorologicas para
as quatro viroses da cultura que ocorrem com mais frequéncia no Brasil, PVS,
PVX, PLRV e PVY, sendo as duas ultimas as que predominam nos campos de
producao. Os resultados obtidos corroboram com a literatura que citam PLRV e
PVY como as mais frequentes da cultura. Estudos recentes mostram que ocorreu
uma inversao, onde o PVY superou o PLRV em relevancia na cultura da batata
e que as perdas causadas por essas viroses podem chegar a 80%. Essa
mudanga de PLRV para PVY se deve a conscientizagdo dos produtores no

reconhecimento da virose no campo, bem como a introdugéo de batata semente
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importada que fez com que o PVY fosse o grande responsavel pela
degenerescéncia clonal dos tubérculos (KREUZE; JEEVALATHA; FIGUEIRA,
2020).

Diante desses resultados podemos afirmar a forte necessidade do manejo
adequado da mosca-branca, devido ao seu alto potencial de transmissao de
viroses que podem causar prejuizos enormes aos produtores. A utilizagao de
sementes e materiais propagativos de boa qualidade, proporcionam a garantia
de um bom estabelecimento da cultura no campo, seguido pelo manejo
adequado do inseto vetor, bem como introduzir no sistema a rotagéo de cultivos

nao hospedeiros da praga e das viroses.

6 CONCLUSOES

Nao foi encontrada a presenga de Begomovirus nas amostras de batata,
tomate e moscas-brancas coletadas nos municipios de Araucaria, Campo Largo,
Campo do Tenente, Contenda, Lapa, Castro, Palmeira, Reserva e Faxinal. A
provavel explicagdo € que as moscas-brancas nao estavam virulifera nas areas
visitadas, uso de batata-semente e tomate de boa qualidade por parte dos
produtores e falta de hospedeiros viruliferos.

A presenca de Crinivirus em amostras de plantas de tomate de Faxinal e
de mosca-branca na Lapa, mostram o potencial dessa virose em ser
disseminada a cultura.

Os isolados do ToCV Faxinal e ToCV Mosca-branca Lapa apresentaram
100% de identidade de sequéncias de nucleotideos com os isolados de ToCV
disponiveis no GenBank (MN172420, LC342730, MG813910, MF278017,
KY679885, KY679890);

As viroses observadas nos municipios de Araucaria, Campo Largo,
Contenda, Lapa e Campo do Tenente foram predominantemente a ocorréncia
endémica na cultura da batata, PVY e PLRV, ocorrendo inclusive em infeccbes
mistas;

A espécie de mosca-branca que ocorre nas regides estudadas de
Palmeira, Araucaria, Campo do Tenente, Lapa e Contenda é Bemisia tabaci
Middle East-Asia Minor (MEAM 1, bidtipo B).
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