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O propdsito do melhoramento visando resisténcia as doengas ¢ a manipulagao do
hospedeiro, do parasita e dos fatores que agem sobre eles, de tal modo que, para um dado meio
ambiente, possam ser fornecidas variedades seguras com relagdo as doengas.

Coons (1953)

Os principios fundamentais do melhoramento visando resisténcia as moléstias sao
quase os mesmos que se aplicam a outros caracteres. Ha, porém, uma importante diferenca.
Para a resisténcia as doencas, lidam-se com duas séries de fatores hereditdrios: (1) os
caracteres hereditarios da planta hospedeira, e (2) as diferengas hereditdrias no patégeno.

Hayes, Immer & Smith (1955)

Quanta viruléncia pode a natureza colocar nos fitopatogenos e quanta resisténcia
pode o homem colocar nas plantas cultivadas? Esta é uma das mais importantes questoes para a
agricultura presente e futura.

Stakman & Harrar (1957)
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RESUMO

JULIATTI, FERNANDO CEZAR. Reacio hospedeira, infectividade e controle genético da
resisténcia a tospovirus em tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.). Lavras: UFLA,
1994. 127p. (Tese - Doutorado em Agronomia, area d= concentragéo em Fitotecnia) .

O complexo viral do virus de vira-cabega do tomateiro, atualmente classificado na
familia Bunyaviridae e género Tospovirus, vem-se tornando muito limitante a cultura do tomateiro
no Brasil. Este trabalho demonstrou que néo existe interagdo diferencial das linhagens resistentes
TSWV-556 e TSWV-547 (com resisténcia oriunda do acesso Rey de Los Tempranos) a um gfupo
de isolados do virus pertencente as espécies Tomato Spotted Wilt Virus e Tomato Chlorotic Spot
Virus, indicando que a resisténcia proveniente de Rey de Los Tempranos parece ser ndo especifica
para espécies de Tospovirus. Para os isolados das duas espécies do virus, foi observado que o
unico método de preservagdo capaz de manter a infectividade de todos os isolados ap6s 12 meses,
foi o nitrogénio liquido. Determinaram-se herdabilidades no sentido amplo de 11,22 + 9,89, 53,9 +
9,8 e 77,1 £ 7,6%, para os cruzamentos Santa Clara x TSWV-556, Angela Gigante 1-5100 x
TSWV-547 e Santa Clara x Stevens, respectivamente. Conjectura-se assim a possibilidade de

eficiente selegdo para resisténcia a Tospovirus ao nivel de plantas individuais, pelo menos nos dois

" Orientador: Wilson Roberto Maluf. Membros da Banca: Antdnia dos Reis F igueira, Luiz Ricardo
Goulart Filho, Magno Ant6nio Patto Ramalho e Renato de Oliveira Resende.



Xiv
Gltimos cruzamentos. Estudou-se a herdabilidade da resisténcia & espécie TSWV, calculada ao
nivel de progénies, nos cruzamentos Santa Clara x TSWV-556 e Angela Gigante I-5100 x TSWV-
547. Determinou-se por este estudo maior magnitude da varidncia de dominéncia em relagdo a
aditiva, e herdabilid-des no sentido amplo (hz.) com valores de 96,6% e 93,29%, respectivamente.
Caracterizaram-se também progeénies resistentes, ap6s inoculagdo mecénica da espécie TSWV em
plantas individuais, para os cruzamentos F, [Santa Clara x F, (Santa Clara x Stevens)] e F,
[Nemadoro x F; (Nemadoro x Stevens)]. Procedeu-se a inoculag@o do virus (espécie TSWV) nas
progénies F; ¢ F, de cada cruzamento e comprovou-se em seguida a presenga do alelo de
resisténcia do parental Stevens em progénies homozigotas e com formato de fruto semelhante a

cultivar Santa Clara e nas progénies oriundas do parental Nemadoro.



SUMMARY

HOST RESPONSE, INFECTIVITY AND GENETICAL CONTROL OF RESISTANCE TO
TOSPOVIRUS IN TOMATO PLANTS (Lycopersicon esculentum Mill.).

The spotted wilt viral complex, currently classified in the Bungaviridae family and
Tospovirus genus, has been highly limiting to the tomato crop in Brazil. This work showed that
there is no differential interaction of the resistant lines TSWV-556 and TSWV-547 (with
resistance issued from Rey de Los Tempranos access) to a group of different tospovirus isolates of
the species “Tomato Spotted Wilt Virus” and “Tomato Chlorotic Spot Virus”, indicating that the
resistance issued from Rey de Los Tempranos seems to be non-specific for Tospovirus species.
For the isolates of the two Tospovirus species tested, the only preservation method capable of
keeping infectivity of all the isolates after 12 months was liquid nitrogen. The broad sense
heritability of the Tospovirus resistance was 11.22 & 9.89; 53.9 = 9.8 and 77.1 + 7.6% for the
crosses Santa Clara x TSWV-556, Angela Gigante 1-5100 x TSWV-547 and Santa Clara x
Stevens, respectively. The possibility of selection for resistance to Tospovirus at individual plant
level was presumed for at least in two latter crossings. Heritability of the resistance was studied at
the progeny level in the crosses Santa Clara x TSWV-556 and Angela Gigante I-5100 x

TSWV-547. Greater magnitude of the dominance variance related to the additive, and heritability

in the wide sense (h?) with values of 96.6% and 93.29%, respectively, was determined by means



of this study. Resistant progenies were also characterized after mechanical inoculation of the
TSWYV species into individual plants for the F, crosses [Santa Clara x F; (Santa Clara x Stevens)]
and F; (Nemadoro x F; (Nemadoro x Stevens)]. Inoculation of the virus (TSWV species) was
made in the F; and F, progenies of each cross, and confirmed the presence of the resistance allele
of the parental Stevens in homozygous progenies with fruit shape similar to the cultivar Santa

Clara and in the progenies issued from the parental line Nemadoro.



1 INTRODUCAO

O complexo patologico vira-cabega do tomateiro € atualmente uma das
enfermidades mais limitantes para a cultura do tomateiro no centro-sul do Brasil e em diversos
paises da Europa, Asia, América do Norte, Central, do Sul e Australia. Dado a importancia de se
trabalhar com este complexo viral em melhoramento genético para a cultura, além de que a
resisténcia genética é a alternativa mais vidvel para o controle da doenga, sdo relatados nos
capitulos que sucedem: uma revisdo geral sobre o problema (relagio patogeno x hospedeiro); a
caracterizagdo de isolados frente a linhagens de tomateiro melhoradas a partir da fonte ‘de
resisténcia Rey de L(.)s Tempranos;, comparagdo entre métodos de preservagdo para isolados do
virus; o controle genético da resisténcia ao virus ao nivel de plantas individuais; estimativas da
herdabilidade da resisténcia a Tospovirus utilizando populagdes segregantes com diferentes
proporgdes alélicas e, finalmente a selegdo e obtengdo de progénies resistentes ao virus baseando-

se na inoculagdo mecanica.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O tomateiro

O tomateiro é uma planta conhecida e cultivada no mundo inteiro, sendo o seu
fruto a hortalica de maior expressio econdmica, consumida “in natura” ou industrializada. No
Brasil, o tomate € a segunda hortali¢a de maior importancia econdmica. O pais produz cerca de 2
milhGes de toneladas de tomate/ano, com uma produtividade média em torno de 35 ton/ha, contra
53 ton/ha dos EUA e 285 ton/ha da Holanda (FAO, 1990). Os Estados maiores produtores sdo em
ordem decrescente, Sdo Paulo, Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Goias
(Anuario ..., 1992).

O tomate possui baixo valor energético, sendo uma 6tima fonte de vitamina C, cujo
teor varia de 11,2 a 21,6 mg/100 g. A espécie selvagem utilizada em programas de melhoramento,
Lycopersicon peruvianum pode conter teores desta variando de 48,2 a 77,9 mg/100 g (Silva e
Casali, 1979).

O México € apontado como o provavel centro de origem do tomate cultivado (L.
esculentum Mill), particularmente as regides de Vera Cruz e Puebla (Jenkins, 1984; Rick e Fobes,
1975). Rick e Fobes (1975) consideram L. esculentum var. cerasiforme como ancestral do tomate
cultivado. Quiros (1974) sugeriu uma filogenia que segue de um ancestral pré-lycopersicon para

L. peruvianum, L. hirsutum, L. esculentum var. cerasiforme, até finalmente chegar ao tomate



domesticado. Mais recentemente, varios autores encontraram relagdes de filogenia entre essas
espécies, por estudos de sequenciamento de DNA de mitocdndria € cloroplastos (Warnock, 1988).
Nove espécies foram reconhecidas, abolindo-se os subgéneros (Warnock, 1988). Os taxons dentro
do género Lycopersicon Miller (1754) s@o: L. esc :lentum Mill (1768); L. esculentum Mill. var.
esculentum;, L. esculentum var. cerasiforme (Dun.) Gray (1886); L. pimpinellifolium (Jusl.) Mill
(1768); L. cheesmanii Riley (1925); L. cheesmanii Riley f. cheesmanii;, L. cheesmanii f. minor
(Hook. £) Mull. (1940); L. hirsutum Humb & Bonpl. (1816); L. hirsutum Humb. & Bonpl. f.
hirsutum;, L. hirsutum f. glabatrum Mull. (1940); L. pennellii (Corr.) D’arcy (1981); L. pennelli
var. puberulum (Corr.) D’arcy (1981); L. chmieliwskii Rick, Kes., Fob. & Holle (1976), L.
parviflorum Rick, Kes., Fob. & Holle (1976); L. peruvianum (L.) Mill; L. peruvianum (L.) Mill.

peruvianum;, L. peruvianum var. humifusum Mull. (1940) e L. chilense Dun. (1852).

2.2 O complexo do vira-cabe¢a do tomateiro

O complexo patologico do vira-cabega do tomateiro foi descrito pela primeira vez
na Australia por Britlebank em 1915, causando perdas severas na cultura do tomate (Best, 1968).
Desde entdo, tem sido considerado a causa de sérios problemas em vérias culturas de regides
temperadas e subtropicais do mundo (Francki e Hatta, 1981).

A enfermidade conhecida por vira-cabega do tomateiro € uma das mais importantes
viroses nas condigdes brasileiras, e tem se tornado limitante ao cultivo do tomateiro na regido
Sudeste, Centro-Oeste (Lima, 1986) e Sul do Brasil (Lima Neto et al., 1988). No Brasil, a doenga

“ foi descrita pela primeira vez por Costa e Forster (1938), demonstrando ser particularmente

devastadora em anos recentes, na regiio de Campinas-SP, onde ocorre com maior incidéncia entre



dezembro e abril, principalmente devido a proliferagéo de tripes vetores (Costa et al., 1964; Yuki
e Costa, 1988).

A doenga pode ocorrer em plantas de qualquer idade, sendo mais comum nos
primeiros dois meses apos o transplante das mudas para o campo, podendo até levar a morte das
plantas no decorrer do ciclo da cultura. Britlebank denominou esta fitovirose de “spotted wilt” do
tomateiro. Em 1930, Samuel caracterizou o agente causal como um virus € 0 chamou de “tomato
spotted wilt virus” (Best, 1968). Costa e Forster (1941) estudando as propriedades fisicas,
vetores, sintomatologia em hospedeiros diferenciais e circulo de hospedeiras do virus concluiram
ser ele semelhante ao “spotted wilt”. Desde entdo, convencionou-se chamar a doenga pelo nome

de vira-cabega.

2.3 O patogeno

2.3.1 Morfologia, purifica¢io e comportamento viral “in vitro”

As particulas virais sdo complexas e aproximadamente isométricas (esféricas),
medindo de 70-110 nm, sio compostas de membrana ou envoltorio (Best, 1968; Francki e Hatta,
1981; e, 1970). Estas contém 20% de lipidio, 7% de carboidratos e 5% de RNA de fita simples e
do tipo ndo infeccioso (Best, 1968). A membrana viral € composta por 4 proteinas estruturais
(Figura 1). Uma proteina do nucleocapsideo (N) de aproximadamente 29 KDa, duas
glicoproteinas de membrana de 78 KDa (G)) e 58 KDa (G;), que formam as projegdes no
envelope viral e uma grande proteina de 331,5 KDa, presente em menor quantidade e associada ao

nucleocapsideo (Mohamed, Randles e Francki, 1973 e Tas, Bokerjan e Peters, 1977). O genoma
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viral consiste de trés moléculas de RNA de fita simples, designadas de S-RNA (2,9 Kb), M-RNA
(4,8 Kb) e L-RNA (8,9 Kb). Os RNAs genomicos estdo associados a proteina do nucleocapsideo
e formam nucleocapsideos pseudocirculares (Van Den Hurk, Tas e Peters, 1977, Mohamed, 1981
e Kormelink et al., 1991).

Os segmentos do RNA gendmico tém diferentes fungdes na replicagdo viral. O L-
RNA (8897 nucleotideos) apresenta polaridade negativa e contém uma unica “open reading
frame” (ORF) correspondendo a tradugio de um produto de 331,5 (KD) que provavelmente
representa a transcriptase viral (De Haan et al., 1991). Ambos, M e S-RNA possuem organiza¢ao
“ambisense”. O M-RNA ¢ composto por 4821 nucleotideos, codificando uma proteina ndo
estrutural (NSm), no sentido viral, com 33,6 KD, e no sentido anti-viral codifica o precursor para
as glicoproteinas (G, e Gz) de 127,4 KD. O S-RNA € composto por 2916 nucleotideos e codifica
uma proteina ndo estrutural (NSs) de 52,2 KD, no sentido viral e a proteina N do nucleocapsideo
no sentido anti-viral (Haan et al., citados por Resende, 1993).

Embora haja um grande interesse de fitopatologistas pelo virus, dada a sua
importancia, a sua instabilidade “in vitro” perante substancias oxidantes tem limitado os estudos
fisicos e quimicos. Isso fez com que os primeiros pesquisadores a trabalhar com esse virus
tivessem dificuldades na sua purificagdo (Best, 1968), tendo sido purificado apenas parcialmente
(Best et al, 1967). Os pesquisadores Black, Bakke e Vatter (1963) demonstraram uma
metodologia de purificagdo do virus comprovada pela densidade das particulas (1,21 g/cc) e sua
morfologia através de microscopia eletronica. Mohamed et al. (1973) sugeriram modificagdes
neste método, as quais tém sido utilizadas nos estudos e detecgdo desse virus em mamoeiro pela

' técnica sorolégica ELISA (Gonsalves, 1986). A produgdo de antissoro para o virus foi descrita



inicialmente por Fieldman e Boninsegna (1968), permitindo testes sorologicos de rotina, bem
como a comparagao das diferentes estirpes do virus.

No Brasil, Avila, Beek e Dusi (1988) também obtiveram uma purificagéo do virus
seguida da produg@o de antissoro. Estes avangos na purificagdo e produg@o de antissoro do virus
tém permitido comparar e discriminar germoplasmas de tomateiros resistentes e susceptiveis pela
técnica de ELISA, ap6s duas inoculagdes mecanicas com TSWV (Paterson, Scott e Gergerich,
1989 e Stevens, Scott e Gergerich, 1991).

No presente, para deiecgdo em larga escala de tospovirus, a técnica ELISA,
utilizando-se antissoros policlonais de alta especificidade contra virus completo e a proteina de
nucleocapsideo, continua sendo a forma mais viavel de detecgdo deste virus em plantas e tripes
(Resende et al., 1991; Cho et al., 1988).

A técnica de sondas de DNA é relatada para a detecgdo de TSWV em tomateiro
(Ronco et al., 1989). Esta técnica de alta especificidade € realizada através da hibﬁdizacéo de
DNA complementar, ndo havendo a necessidade de repetir a purificagdo viral, bem como a
necessidade de produgdo de antissoro.

O TSWYV é um dos mais instaveis “in vitro”. O ponto de inativagdo térmica € de
40-46°C e a longevidade “in vitro” é de 2-5 horas. A transmissdo mecénica € possivel através do
uso de tampdo fosfato 0,01M (pH - 7,0), contendo sulfito de s6dio na mesma molaridade, na
extragdo do inoculo (Best, 1968; Ie, 1970 e Francki e Hatta, 1981). As particulas virais

permanecem infectivas até uma diluigio de 1:1000 em agua destilada (Costa e Forster, 1941).



2.3.2 Estirpes, gama de hospedeiros e hospedeiros diferenciais

Tendo em vista que o virus TSWV € cosmopolita ocorrendo nos mais diversos
nichos ecologicos e hospedeiros, uma grande diversidade genotipica € esperada entre os diversos
isolados de tospovirus. Muitos variantes genéticos tém sido encontrados, afetando diferentes
espécies de plantas, provocando sintomas diversos e descritos ora como estirpes, ora como
diferentes isolados.

Costa (s.d.) citado por Francki e Hatta (1981) relatou que algumas estirpes de
TSWV tém-se adaptado a solanaceas, outras & feijdo e outras & cucurbiticeas. Estes variantes tém
sido caracterizados com respeito as suas propriedades biologicas e ndo existem dados disponiveis
que expressam estas diferengas em propriedades fisicas e quimicas. Salienta-se que as diferentes
moléculas de RNA que compdem o virus atuem como causadoras do aparecimento das estirpes €
variabilidade de sintomas (Best, 1968). Estirpes que diferem em severidade de sintomas tém sido
relatadas a nivel de campo (Best, 1968 e Francki e Hatta, 1981).

Os diferentes variantes do virus tém dificultado a obtengdo de material totalmente
resistente a nivel de campo (Finlay, 1952 e 1953) e Paterson, Scott ¢ Gergerich (1989). A
caracterizagdo de isolados do virus, torna-se necessaria visando a triagem de germoplasma de
tomate resistente. Deste modo, Cupertino et al. (1981) identificaram dois grupos principais de
isolados: (a) isolados mais agressivos, com reagdo necrotica sistémica, causando freqiientemente a
morte do topo da planta (provenientes de ervilha e tomate); (b) isolados menos agressivos, de
reagdo amarelo-arroxeada (provenientes de batata, jilo, pimentdio e tomate). Neste caso, foram

 retiradas partes de tecidos ao redor de lesdes simples e individuais, para obtengdo de isolados
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puros, em folhas de feijoeiro ‘Manteiga’ (Phaseolus vulgaris L.) (Costa, 1957). Apés o
isolamento testou-se a viruléncia em plantas de tomate “Santa Cruz”.

Barbosa e Figueira (1990) separaram isolacos fortes, médios e fracos em
tomateiros da regido de Lavras-MG baseando-se em plantas de fumo Nicotiana tabacum L. cv.
Turkish NN (TNN), Datura stramonium e L. esculentum “Kada”.

As plantas como Petunia hybrida, Nicotiana tabacum cv. Turkish NN (TNN).
Datura stramonium, Cucumis sativus (cotilédones) podem ser usadas como indicadoras,
destacando-ce a primeira pela rapidez na reprodugdo de lesdes locais (2-4 dias) (Francki e Hatta,
1981).

Observa-se que todas estas classificagdes exclusivamente fenotipicas ndo foram
conclusivas devido a falta de certos parametros que pudessem diferenciar estirpes e espécies de
virus. No presente, o “International Committee on Taxonomy of Viruses” (ICTV), introduziu na
taxonomia moderna de virus, o conceito de espécie de virus evitando assim o uso de ooncéitos
pouco discriminativos como sorogrupos € tipos (Francki et al., 1991). Tomato spotted wilt virus
(TSWV) é hoje classificado como membro-tipo do género tospovirus, que foi incluido na familia
Bunyaviridae (Francki et al., 1991), devido a sua similaridade com alguns virus que infectam
animais vertebrados e invertebrados. O género Tospovirus abriga agentes causais de graves
moléstias de plantas em todo o mundo, entre os quais encontramos TSWV, que causa severas
perdas na produg@o do tomateiro (Costa, Forster e Fraga Jr., 1950; Francki e Hatta, 1981).

Recentemente Avila et al. (1992, 1993a, 1993b) dividiu o género Tospovirus em
quatro espécies baseando-se em propriedades soroldgicas, na composigdo da proteina de
. nucleocapsideo, seqiiéncia de nucleotideos dos RNAs virais e na reagdo de diferentes hospedeiros.

Foram propostas as espécies: Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV), Tomato Chlorotic Spot Virus
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(TCSV), Groundnut Ring Spot Virus (GRSV) e Impatiens Necrotic Spot Virus (INSV). Segundo
Avila (1993), os Tospovirus podem infectar cerca de 70 familias boténicas e 550 espécies de
plantas, sendo a grande maioria nas familias Solanaceae e Compositae (f\vila, 1993).

Existem relatos de lista de hospedeiros do virus (Costa e Forster, 1942; Edwardson
e Christie, 1986). Entre as 40 plantas hospedeiras do virus ja relatadas no Brasil, as seguintes sdo
as mais comuns e podem funcionar como hospedeiras s vezes sem exibir sintomas aparentes:
Nicotiana tabacum L. (fumo) e outras do mesmo género, Solanum tuberosum L. (batata), S.
nigrum L. (maria pretinha), S. dulcamara L., S. melongena L. (berinjela), Lycopersicon
esculentum Mill (tomateiro), Datura stramonium L. (datura), Nicandra physaloides Goerth,
Physalis peruviana, Physalis brasiliensis, Capsicum annum L. (pimentdo), C. frutescens L.
(pimentas), Petunia sp. (petunia), Amaranthus sp. (caruri), Bidens pilosa L. (picdo), Lactuca
sativa L. (alface), Tropaeolum majus L. e Portulaca oleraceae L. (beldroega) (Tokeshi e
Carvalho, 1980). Em ervilha o patégeno causa um bronzeamento nas vagens, conhecido como

“Brown pod” (Reifschneider et al., 1989).

2.4 Sintomatologia e epidemiologia da doenca

2.4.1 Aspectos morfolégicos

A doenga de vira-cabega do tomateiro caracteriza-se por multiplicidade de sintomas

que podem variar, na mesma espécie hospedeira, com a idade, estado nutricional da planta,

~ variedade, condigGes ambientais, bem como a estirpe do virus (Costa, 1944).
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Os sintomas morfolégicos sio caracterizados por lesdes necroticas locais, mosaico
sistémico, clorose das nervuras, bronzeamento do limbo foliar, acimulo de antocianina
(arroxeamento) em partes jovens da planta. Plantas inoculadas precocemente podem apresentar
necroses, deformagdes foliares e amarel cimento. Nos frutos de tomate e pimentdo podem ocorrer
manchas circulares que conferem variegagdo na tonalidade da cor dos frutos quando maduros
(Francki e Hatta, 1981 e Tokeshi e Carvalho, 1980). A grande variabilidade na expressdo dos
sintomas é provavelmente devido a mistura de estirpes do virus (Francki e Hatta, 1981). Pavan
(1992), descreveu a infecgdo preferencial por tospovirus em flores, as quais devido a cor amarela
servem como atrativo para o tripes vetor. Conseqiientemente, ocorre a presenga de sintomas no

fruto em detrimento da auséncia de sintomas nas folhas.

2.4.2 Aspectos histolégicos ou internos

A nivel histologico podem ser observadas inclusdes na forma de viroplasmas,
caracterizadas por aglomerados de tubulos com cerca de 40 mm de didmetro, ¢ a ocorréncia
freqiiente de massas densas no citoplasma. Outro sintoma comum € 0 aparecimento de particulas
virais acumuladas no lamen do reticulo endoplasmatico. As variagdes no aparecimento de

inclusdes depende do estagio de infecgdo de virus e/ou estirpe (Francki e Hatta, 1981 e Ie, 1970).
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2.4.3 Transmissio

2.4.3.1 Vetores

Os tospovirus sd3o transmitidos na natureza por espécies de tripes
(Thysanoptera: Thripidae) como, Thrips tabaci Lind., Frankliniella schultzei Trybom, F.
occidentalis Perg. e F. fusca Hind. (Francki e Hatta, 1981). Forster e Costa (1938) descreveram a
espécie F. paucispinosa como transmissora do virus no Brasil. Segundo esses autores, T. tabaci,
apesar de ocorrer comumente, parece ndo ser de importincia como vetor de Tospovifus. As
particulas sdo adquiridas em plantas infectadas pela fase larval e os adultos as transmitem de forma
persistente (propagativo/ circulativo). O periodo de aquisigdo do virus de 15 min para I. tabaci, e
o periodo de incubagdo (periodo latente) é de 4-10 dias, dependendo da espécie de vetor. Os
vetores sdo infectivos no maximo por 22-30 dias, apds a aquisi¢do das particulas, mas algumas
vezes o virus é retido no inseto adulto por toda sua vida. Ndo ocorre a transmissdo do virus de
vetor para a sua progénie (Francki e Hatta, 1981 e Ie, 1970). No interior do inseto vetor o virus
permanece estavel em pH variando de 5,0 a 5,6, enquanto “in vitro”, € muito instavel em pH

inferior a 5,5 (Francki e Hatta, 1981).
2.4.3.2 Sementes
Admite-se a transmissdo de TSWV em tegumento das sementes de Cineria (96%)

e tomate. Neste segundo caso, acredita-se que somente em 1% dos casos o virus ¢ aparentemente

transportado no tegumento (Francki e Hatta, 1981).
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2.4.4 Influéncia dos fatores fisicos do meio ambiente no desenvolvimento da virose

O tipo de sintomatologia desenvolvido é decorrente do genoma do hospedeiro,
idade, estado nutricional da planta e condigdes ambientais (Best, 1968 e Francki e Hatta, 1981).
Hokama e Mondail (1990) usando inoculagdo mecanica do virus, citam que temperaturas de 32°C
sfio ideais para a infecg@io em Cucumis sativus (pepino) e Nicotiana glutinosa. Em temperatura de
16°C n#o ocorreu infecg@o para os dois hospedeiros testados.

Hutton e Peak (1953) compararam o desenvolvimento de TSWV em diferentes
espécies de Lycopersicon, resistentes e susceptiveis. Os autores concluiram que a inoculagdo de
progénies segregantes, a uma temperatura de 32,2°C com uma estirpe necrética e severa
(‘Ringspot strain”) pode facilitar a diferenciagdo fendtipos resistentes e susceptiveis. Foi
demonstrado também que uma estirpe mais agressiva e necrotica quando comparada a uma
mistura de estirpes, parece ter mais facilidade em invadir o hospedeiro em temperaturas mais

baixas (15,6 - 30,6°C), mesmo em espécies altamente resistente como L. peruvianum.

2.5 Manejo da doenca

As epidemias causadas por Tospovirus sdo fregiientes nas épocas quentes e
chuvosas do verdo e no fim desta estagdo, a importancia do vira-cabega se torna muito grande,
chegando a se tornar o fator limitante da cultura (Yuki e Costa, 1988). Em locais de altitude mais
elevada, assim como nos meses mais frios € secos do ano, a ocorréncia de vira-cabega

- (Tospoviroses) é menos frequente.
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As medidas de controle adotadas, geralmente ndo apresentam a eficiéncia desejada.
A eliminagdo das plantas atacadas no campo é uma medida que pode ser utilizada com algum
sucesso (Costa, 1944; Bitancourt, 1936 e Berkeley, 1935), principalmente em plantagdes novas de
tomateiro. O uso de inseticidas, que visem a eliminag@o dos insetos vetores (Costa e Costa, 1971 e
1972 e Costa e Nagai, 1977) é recomendado como alternativa de controle da virose. Outras
medidas incluem a erradicag@o de ervas daninhas hospedeiras do virus como beldroega e caruru. O
plantio de barreiras vivas, como o milho e crotalarias, ao redor do tomatal, dificulta a migragao
dos Tripes (Silva e Casali, 1979 e Sonnenberg, 1985). No Hawaii, tem-se buscado um manejo
integrado da doenga em alface, baseando em estudos de epidemiologia, métodos de progndsticos e
modelos econdmicos para o controle da doenga na cultura (Cho et al., 1987 e 1989). Baseando-se
na ineficiéncia e inviabilidade economica das estratégias de controle da fitovirose até o momento
apresentadas, vislumbra-se que a inica perspectiva viavel para um efetivo controle de tosporivus é

através da resisténcia varietal.

2.5.1 Fontes de resisténcia e estudos de heranca

O primeiro relato da existéncia de resisténcia a Tospovirus no germoplasma Red
Current (L. pimpinellifolium) é referenciado por Samuel et al., citados por Smith e Gardner
(1951). Costa (1944) e Smith (1944) confirmaram a existéncia de resisténcia nesta espécie. As
espécies L. hirsutum e L. peruvianum também foram citadas por Costa (1944) como resistente ao
virus. L. peruvianum apresenta problemas de cruzamento com variedades de tomate dificultando

deste modo, o melhoramento convencional. Neste caso, torna-se necessario o uso de cultura de
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embrides (Smith, 1944; Nagai, Lourencdo e Siqueira, 1991; Siqueira, Fonseca e Sondhal, 1988;
Duval, 1992 e Duval, Caldas e Cupertino, 1993).

Uma cultivar chamada Pearl Harbor, desenvolvida por Kikuta, Hendrix e Frazier
(1945) no Hawaii fci resistente ao isolado local mas comportou-se como susceptivel ao isolado de -
New Jersey (Holmes, 1948). Por outro lado, duas variedades Sul Americanas, oriundas da
Argentina, Rey de Los Tempranos e Manzana comportaram-se como resistentes ao isolado do
TSWV de New Jersey, mas quando testados no Hawaii, comportaram-se como susceptiveis.
Posteriormente, Rey de Los Tempranos, Manzana e Pearl Harbor foram susceptiveis a isolados do
TSWYV da Austrélia (Finlay, citado por Best, 1968 e Hutton e Peak, 1953).

Vérios pesquisadores relataram diferencas no grau de resisténcia ou
susceptibilidade de cultivares de Lycopersicon esculentum frente a TSWV. Mas, nenhuma
variedade foi imune ao virus e algumas foram tolerantes, sofrendo danos minimos. Desde que
produgéio e qualidade de fruto ndo foram associadas com resisténcia ao virus, os melhoristas
orientam seus programas na tentativa de introduzir a resisténcia aos Tospovirus em cultivares
susceptiveis com caracteristicas comerciais desejaveis (Best, 1968).

Best (1968) relata um programa de melhoramento iniciado por Phipps €
colaboradores na tentativa de transferir a resisténcia de L. pimpinellifolium para uma cultivar
comercial susceptivel, sendo as caracteristicas resisténcia ao virus e tamanho pequeno de fruto
associadas. Smith e Gardner (1951) apos 12 anos de pesquisas a nivel de campo com uma selegdo
de L. pimpinellifolium (‘“Porter’s selection”) reportaram que nenhum nivel adequado de
resisténcia foi recuperado nas progénies. Hptton e Peak (1953) trabalhando também com a selegdo

" de Porter chegaram a mesma conclusao.
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Uma contribuigdo para a elucidagdo da genética da resisténcia ao virus foi dada por
Finlay (1953). Trabalhando em condigdes controladas, ele estudou a resisténcia e susceptibilidade
de variedades de tomateiro a 10 isolados de TSWV, e demonstrou que 4 genes s@o os
responsaveis pela resistincia ao grupo de isolados estudados, e designou os simbolos Sw*;, Sw"),
SW2, sw3 € Swq. As fontes de resisténcia estudadas foram L. pimpinellifolium (“Porter’s strain”),
Rey de Los Tempranos, Pearl Harbor e Manzana, pertencentes a espécie L. esculentum. Em Rey
de Los Tempranos foram encontrados os alelos Sw’;, sw,, sws € swa.

Pels teste de alelismo o autor observou também que o cruzamento entre Rey de
Los Tempranos x L. pimpinellifolium produziu 50% de plantas F, resistentes a todos os isolados
do virus, mas que somente as plantas contendo os alelos SW;,* e SW," sdo completamente
resistentes, sendo impossivel produzir plantas resistentes e homozigéticas utilizando estes dois
tipos parentais. Neste caso, néo foi possivel encontrar uma variedade de tomateiro totalmente
resistente € homozigoética para os 10 isolados utilizados na pesquisa. A espécie L. peruvianum
relatada como imune em condigdoes de campo ndo foi incluida em seus estudos, tendo sido
recomendadas para futuros programas de melhoramento visando resisténcia a0 TSWV (Best,
1968).

No Brasil, existem vérios trabalhos relatando ou descrevendo fontes de resisténcia
ao virus de vira-cabega do tomateiro. Nagai e Costa (1967) testaram os germoplasmas
Lycopersicon pimpinellifolium (PI 126410), Rey de Los Tempranos, Platense Tambau e Rei
Umberto e verificaram que estas possuem certo nivel de resisténcia a uma outra estirpe do virus,
mas nenhuma com amplitude de resisténcia desejavel. Cupertino et al. (1986), com o objetivo de

“localizar fontes de resisténcia a Tospovirus para uso em programas de melhoramento, avaliou em

testes de inoculagdo, feitos em casa de vegetago, os niveis de resisténcia a esse virus apresentado
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por linhagens e cultivares de Lycopersicon esculentum, L. chesmanii, L. peruvianum, L.
pimpinellifolium e hibridos de L. esculentum x L. pimpinellifolium. Foram utilizados isolados do
virus coletados em lavoura de ervilha, pimentdo e tomate, que se mostraram virulentos a tomate
“Santa Cruz Kada”, e que forat: mantidos em Datura stramonium e N. rustica. Os resultados
obtidos mostraram que dentre 120 introdugdes testadas, 46 se apresentaram como resistentes.
Dessas, 37 eram L. peruvianum, 4 hibridos de L. esculentum x L. pimpinellifolium e 5 de L.
pimpinellgfo!ium.

Recentes avangos tém sido obtidos no melhoramento para resisténcia ao virus no
Brasil (Maluf, Thoma-Braghini e Corte, 1991 e Nagai, Lourengéo e Siqueira, 1991). Nos estudos
desenvolvidos em condigdes de campo por Maluf, Toma-Braghini e Corte (1991) foram
selecionados 5 acessos quanto a sua maior tolerdncia ou resisténcia a TSWV. Os acessos
estudados foram Rey de Los Tempranos, L. pimpinellifolium (P1 732293-2V), L. hirsutum var.
hirsutum (P1 127826), L. hirsutum var. glabratum (P1 134417) e um acesso de L. peruvianum
(LA 444-1). Tendo como base o acesso Rey de Los Tempranos, uma variedade de L. esculentum,
no programa de melhoramento, apos 6 anos de testes de campo foi possivel introduzir o(s) gene(s)
dessa fonte em gendtipos desejéveis agronomicamente, de base genética semelhante a Santa Clara
e Angela Gigante 1-5100. Neste trabalho, o termo resisténcia foi usado como todo mecanismo de
reduzir perdas na cultura e ndo necessariamente como sinénimo de imunidade, conforme citam
também Cooper e Jones (1983). Os autores relataram que a resisténcia encontrada em Rey de Los
Tempranos poderia ser supostamente conferida por alelo(s) recessivo(s).

No trabalho que vem sendo desenvolvido no IAC, por Nagai, Lourengéo € Siqueira
~ (1991), os acessos selvagens L. peruvianum (LA 444-1) e L. hirsutum var. glabratum (PI 134417)

tem mostrado alto nivel de resisténcia a TSWV e traca do tomateiro (Scrobipalpuloides absoluta).
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LA 444-1 foi cruzado para L. esculentum utilizando um cruzamento ponte com L.
pimpinellifolium (NAV 1062) seguido de cultura de embrido. O acesso PI 134417 foi cruzado e
retrocruzado com L. esculentum sem o uso de cultura de embrido. As progénies desses
cruzamentos foram avaliadas em condigoes de campo e laboratorio, através de inoculagdes
mecanicas com TSWV. Apos 4 ciclos de selegdo foram obtidas plantas resistentes a ambos os
agentes e produzindo frutos vermelhos com cerca de 4 cm de diametro. Estas plantas, as quais
foram derivadas de ambas as espécies selvagens, tém sido cruzadas entre si visando obter
combinagdes mais desejaveis.

Novas metodologias vém sendo testadas para identificar e selecionar germoplasmas
resistentes a TSWYV. Paterson, Scott e Gergerich (1989) desenvolveram a técnica ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay), para a detecgdo de TSWV em plantas inoculadas mecanicamente.
Germoplasmas diversos foram inoculados no estagio de 2° par de folhas definitivas e reinoculadas
uma semana depois usando tampdo fosfato a 0,01M - pH = 7,0, no qual foi adicionado sulfito de
sodio a 0,01 M. Todas as linhagens avaliadas foram susceptiveis, (ELISA positivo), incluindo
linhagens resistentes do Hawaii, Brasil e Argentina. Os autores comentaram que a susceptibilidade
desses germoplasmas se deve ao fato de a resisténcia em tomate ser especifica para certas estirpes
do virus. Plantas individuais de L. pimpinellifolium e oito acessos de L. peruvianum nao
apresentaram sintomas e apresentaram testes de ELISA negativo. A cultivar Anahu foi susceptivel
embora tenha sido desenvolvida de L. peruvianum (P1 128657), que foi resistente ao isolado
utilizado. Salientou-se neste trabalho que a resisténcia encontrada em L. peruvianum, seja
controlada por fatores multiplos. Os autores recomendam a utilizagéo de 6 a 10 plantas de uma

variedade susceptivel inoculada em cada bandeja para monitorar a eficiéncia da inoculag@o.
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Estes trabalhos demonstram que as variedades testadas, possuem certa resisténcia a
determinadas estirpes do virus, portanto torna-se necessario uma cuidadosa combinagdo de genes
para o desenvolvimento de cultivares comerciais de tomateiro mais resistentes sob as condigdes de
campo onde varias estirpes do virus podem ocorrer simultaneament: (Nagai e Costa, 1967).

Van Zijl, Bosh e Coetzee (1986), relataram a resisténcia da cultivar “Stevens” ao
TSWYV, esta cultivar foi desenvolvida a partir do cruzamento entre L. esculentum e L.
peruvianum. Mais recentemente, Stevens et al. (1991), estudaram a heranga da resisténcia ao
TSWYV, nesta cultivar. Para tal, avaliaram-se populagdes oriundas do cruzamento entre Stevens e
a cultivar Rodade. Os autores concluiram que se tratava de resisténcia controlada por um gene
cujo alelo dominante foi designado de Sw-5, diferentemente dos quatro outros designados por

Finlay (1953).
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3 HIPOTESES

1. A metodologia de duas ou trés inoculagdes mecanicas consecutivas com
intervalo semanal para o virus de vira-cabega do tomateiro podera permitir a discriminagdo de
plantas resistentes das susceptiveis em cada progénie testada;

2. E possivel determinar a heranca da resisténcia nas linhagens oriundas da
variedade Rey de Los Tempranos; utilizando isolados fortes e necroticos do virus com alta
agressividade em tomateiros susceptiveis;

3. Os métodos de preservagdo de isolados de Tospovirus disponiveis podem
permitir a manutengdo da infectividade e integridade do patogeno;

4. Confirmar-se-4 ou ndo que a resisténcia originaria de Rey de Los Tempranos €
introgredida nos “backgrounds” genéticos Angela Gigante 1-5100 e Santa Clara ¢ controlada
supostamente por alelo ou alelo(s) recessivo(s);

5. A resisténcia ao virus presente na cultivar Stevens, originaria da Africa do Sul,

portadora de um gene dominante de resisténcia podera ser estavel frente aos isolados brasileiros.



4 REACAO DE LINHAGENS AVANCADAS DE TOMATEIRO A ISOLADOS DE
TOSPOVIRUS'

RESUMO

A reagdo de cinco linhagens de tomateiro foram avaliadas por inoculagdo mecanica
de 7 isolados de Tospovirus de diferentes agressividades, coletados em diferentes locais. As
linhagens testadas foram as cultivares Angela Gigante I 5100 e Santa Clara (suscetiveis) bem
como Rey de Los Tempranos, TSWV-547 e TSWV-556 (consideradas resistentes), sendo Rey de
Los Tempranos a fonte comum da resisténcia. As linhagens TSWV-547 e TSWV-556
correspondem a gendtipos de base genética semelhante a Angela Gigante I-5100 e Santa Clara,
respectivamente. Realizaram-se 2 inoculagdes mecanicas, com intervalo de 7 dias entre elas,
utilizando-se 56 plantas para cada isolado, com 3 repetigdes (blocos) em épocas diferentes. Oito
plantas inoculadas com tampdo fosfato 0,0IM, pH 7,0, mais sulfito de sodio a 0,01M,
constituiram o controle em cada parcela. A avaliagdo de plantas individuais foi feita aos 12 e 20
dias ap6s a segunda inoculagdo e demonstrou uma maior severidade de sintomas para os isolados
mais agressivos e necréticos de Lavras-MG e Uberlandia-MG, possibilitando a distingdo das

linhagens resistentes e susceptiveis. Nao ocorreu interagdo diferencial entre os isolados e linhagens

" Trabalho publicado com algumas modificagdes na Revista Fitopatologia Brasileira, v.19, n.1,
p.62-68, mar. 1994.
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avaliadas. Estes resultados indicam a possibilidade do uso de isolados mais agressivos no estudo
da heranga da resisténcia proveniente de Rey de Los Tempranos, que parece ser do tipo parcial,

porém efetiva contra uma ampla gama de isolados.

SUMMARY

The reaction of four tomato breeding lines inoculated mechanically with Brazilian
isolates of tomato spotted wilt virus (TSWV) with varying degrees of agressiveness and sampled
in different locations was studied. The susceptible lines Angela Gigante 1-5100 and Santa Clara
and the resistent lines Rey de Los Tempranos, TSWV-547 and TSWV-556 were evaluated. Rey
de Los Tempranos was the common source of resistance. The genetic backgrounds of lines
TSWV-547 and TSWV-556 are nearly isogenic to Angela Gigante I-5100 and Santa Clara,
respectively. Two inoculations were accomplished with a 7 days interval. Fifty six plants were
inoculated for each isolate, with 3 replications (blocks) at different dates. Controls were groups of
eight plants inoculated with a 0.01M phosphate buffer, pH = 7,0, with 0.01M sodium sulphite.
The evaluation of plants at 12 and 20 days after the second inoculation, showed more severe
symptoms with isolates from Lavras-MG and Uberlandia-MG, allowing the discrimination among
resistant and susceptible lines. Differential interaction did not occur between the isolates and lines.

These results indicated the possibility of using more aggressive isolates in the study of the
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inheritance of resistance derived from Rey de Los Tempranos, which seems to be a partial

resistance, but effective against an extensive range of isolates.
4.1 INTRODUCAO

Diversos isolados anteriormente descritos como o virus do vira-cabega do
tomateiro (TSWV) tém sido mencionados como agentes causais de doengas de importancia para o
tomateiro (Zycopersicon esculentum Mill.) no Brasil (Avila, 1992 e 1993a). O patogeno infecta
um numero grande de hospedeiros naturais e experimentais. O virus infecta no minimo 550
espécies de plantas, incluindo mono e dicotiledoneas, em cerca de 70 familias boténicas (Avila,
1993a). O complexo viral pode induzir uma ampla variedade de sintomas, os quais, podem variar
com a espécie hospedeira, idade, estado nutricional da planta e condigdes ambientais. A espécie do
virus, o gendtipo do hospedeiro e seu estadio de desenvolvimento também inﬂuenciaml na
sintomatologia predominante.

As particulas dos tospovirus sdo transmitidas por diversas espécies de tripes
(Thysanoptera: Thripidae). Estas sdo adquiridas no estagio larval dos insetos, cabendo ao inseto
adulto sua transmissdo de forma persistente, (Ie, 1970; Francki e Hatta, 1981). Forster e Costa
(1938) descreveram Frankliniella paucispinosa como transmissora de Tospovirus. Segundo estes
autores 7hrips tabaci, apesar de ocorrer comumente, parece ndo ser de importania como vetor do
vira-cabega do tomateiro. As importantes espécies hospedeiras incluem culturas economicamente
importantes como o tomateiro (L. esculentum Mill), pimentdo (Capsicum annuum L.), amendoim
- (Arachis hipogea L.), abacaxi [Ananas comosus L. (Merril)] e a alface (Lactuca sativa L.) (Best,

1968; Cho et al., 1987).
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No Brasil, a ocorréncia de epifitotias fregiientes do virus durante os meses quentes
pode causar prejuizos totais a cultura do tomate, destruindo a planta ou causando desvalorizagéo
dos frutos ja formados (Tokeshi e Carvalho, 1980).

Apesar da possibilidade de manejo da doenga com © controle quimico do inseto
vetor (Francki e Hatta, 1981; Costa, Costa e Nagai, 1977), os problemas de reinfestagdes do vetor
virulifero so relevantes, considerando o grande nimero de hospedeiros do virus. Estudos prévios
para identificar métodos alternativos de controle da doenga, através de extratos inibidores naturais
de plantas (Noronha et al., 1989) ou mesmo proautos com efeito antiviral, como &cido acetil
salicilico e 4cido poliacrilico (Fazio, Kudamatsu e Vicente, 1987), demonstraram alguns resultados
positivos experimentalmente.

Dentre um sistema de manejo integrado para a doenga, a resisténcia varietal ainda €
o método ideal de controle do virus, desde que sejam combinadas fontes de resisténcia adequadas,
pois a resisténcia ao virus, dependendo da fonte, pode ser poligénica, onde os genes individuai.s de
resisténcia sdo especificos para certas estirpes do virus (Finlay, 1952 e 1953; Paterson, Scott e
Gergerich, 1989) ou monogeénica (Stevens, Scott e Gergerich, 1991). Fontes de resisténcia a
Tospovirus tém sido encontradas em Lycopersicon (Kikuta, Hendrix e Frazier, 1945 e 1946,
Finlay, 1952 e 1953; Nagai e Costa, 1967; Eskes e Nagai, 1981; Nagai, Louren¢do e Siqueira,
1991; Aratijo et al., 1983; Upreti e Hartmann, 1984; Cupertino et al., 1986 ¢ 1990; Maluf, Toma-
Braghini e Corte, 1991 e Stevens, Scott e Gergerich, 1991).

No Brasil, Maluf, Toma-Braghini e Corte (1991) conseguiram incorporar gene(s)
de resisténcia do acesso Rey de Los Tempranos, uma fonte de resisténcia em L. esculentum, em
~ “backgrounds” genéticos comerciais de ampla aceitagio no Brasil. Segundo os autores a

resisténcia encontrada em Rey de Los Tempranos ¢ possivelmente controlada por alelo(s)
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recessivo(s). Outro germoplasma de L. esculentum resistente ao virus é a cultivar Stevens
originaria de um programa de melhoramento na Africa do Sul e relatada como portadora de um
gene dominante proveniente ae L. peruvianum que controla a resisténcia ao virus (Stevens, Scott
e Gergerich, 1991).

Os objetivos deste trabalho sdo de relatar a reagdo de diferentes linhagens obtidas a
partir de Rey de Los Tempranos (L. esculentum Mill.), tidas como susceptiveis ou resistentes ao

virus, a isolados de tospovirus de diferentes procedéncias e agressividades.
4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Sele¢iio das linhagens de L. esculentum

Vinte e uma linhagens quase isogénicas & cultivar Santa Clara oriundas a partir -do
cruzamento que envolveu o acesso Rey de Los Tempranos e que receberam o codigo BPX-292
foram avaliadas em casa-de-vegetagio quanto & reagdo a um isolado agressivo de Tospovirus,
sendo usada a cultivar Santa Clara como testemunha suscetivel e a linhagem (TSWV-547) quase
isogénica a Angela Gigante 1-5100, como resistente. A linhagem TSWV-547, previamente descrita
como BPX-276 pl # 55, por Maluf, Toma-Braghini e Corte (1991), teve sua resisténcia
procedente do acesso Rey de Los Tempranos.

O inbculo foi extraido de folhas de fumo TNN (Nicotiana tabacum L.) com
sintomas sistémicos da infecgio por um isolado agressivo de Tospovirus (Barbosa e Figueira,

11990), por maceragdo de folhas infectadas em almofariz na propor¢do de 4 g de folhas/20 ml de

tampdo fosfato gelado 0,01M, pH = 7,0, contendo sulfito de sodio a 0,01M (Duval, 1992). As
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plantas foram obtidas nas bandejas de isopor do tipo “speedling” contendo 128 células nas
dimensdes 3,5 cm x 3,5 cm x 6 cm e cultivadas em composto organico. Em cada bandeja foram
deixadas 24 plantas inoculadas apenas com o tamp#o para controle. As 96 plantas restantes no
estadio de 2 pares de folhas definitivas (18 dias de idade) foram inoculadas mecanicamente apds
fricgdio com carborundum 300 mesh. Aos 12 e 20 dias apos a inoculag@o, cada planta foi avaliada
pela severidade de sintomas de TSWV, com base em uma escala de 1 a 5, onde 1 = plantas
aparentemente sadias; 2 = plantas com sintomas leves, ligeiro amarelecimento, arroxeamento dos
foliolos e desenvolvimento normal; 3 = plantas com arroxeamento' mais severo dos foliolos com
presenca de alguns anéis e pontos necroticos, nos foliolos superiores e/ou tombamento do
ponteiro para baixo (epinastia); 4 = plantas com arroxeamento e/ou amarelecimento severo com
redugdo acentuada no crescimento € necrose severa dos foliolos; 5 = necrose severa em toda

planta ou planta morta.
4.2.2 Obtenciio e caracteriza¢io dos isolados

Os isolados foram obtidos de tomateiros em éreas olericolas nos municipios de
Lavras-MG, Uberlandia-MG e Sdo Jodo Del Rey-MG. Apos testes prévios de inoculagdo
mecanica, conforme procedimento anterior nas indicadoras Datura stramonium L., L. esculentum
Mill. (cultivar Kada) e N. fabacum L. (TNN) com 3-4 pares de folhas definitivas, os isolados
foram selecionados segundo o seu comportamento, quanto a rapidez em incitar sintomas e tipo de
sintomatologia apresentado pelas indicadoras. Foram estudados 7 isolados, sendo 4 provenientes

de Lavras, 2 de Uberlandia e 1 de S@o Jofio Del Rey-MG. Em seguida os isolados foram enviados
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ao Dr. Antonio Carlos de Avila (CNPH-EMBRAPA) e ao Dr. Francisco P. Cupertino (UnB-

Brasilia), para caracterizagio com base nas espécies de Tospovirus.

4.2.3 Estado da reaciio de 5 linhagens de L. esculentum perante 7 isolados de Tospovirus

Neste ensaio foram utilizadas as linhagens susceptiveis Angela Gigante 1-5100 e
Santa Clara e as resistentes Rey de Los Tempranos, TSWV-547 e TSWV-556. As duas ultimas
correspondem a “backgrounds” genéticos quase isogénicos a Angela Gigante I-5100 e Santa
Clara, respectivamente. Os isolados utilizados foram previamente caracterizados no item 4.2.2.

As inoculagdes foram realizadas em 56 plantas semeadas em bandejas contendo
substrato organico “Plantmax”, de modo semelhante ao ensaio anterior. Oito plantas em cada 1/2
bandeja (parcela) constituiram testemunhas, inoculadas apenas com a solugdo tampdo. A
inoculagdo foi repetida 7 dias ap6s para evitar escapes, conforme o recomendado por Paterson,
Scott e Gergerich (1989). As plantas inoculadas foram mantidas em casa-de-vegetagdo com
registro diario de temperaturas minimas e maximas. O ensaio foi repetido por trés vezes em
épocas diferentes (blocos) constituindo assim um delineamento experimental do tipo blocos ao
acaso, em esquema fatorial nas parcelas (linhagens x isolados), subdivididas no tempo (data
avaliagdo) (Steel e Torrie, 1980). As avaliagdes foram realizadas aos 12 e 20 dias ap6s a segunda
inoculagdo, observando-se a severidade de infecgdo, conforme relatado anteriormente. Procedeu-
se a anilise de varidncia para as médias de cada parcela e realizou-se o teste de Tukey a 5% e 1%

de probabilidade pelo software Sanest, segundo Pimentel Gomes (1990).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Selecdo das linhagens de L. esculentum

Os resultados da Tabela 1, para as duas avaliagdes, identificaram as progénies
BPX-292B pl # 133, pl # 134, pl # 136, pl # 143, pl # 146, pl # 148, pl # 166 e pl # 167, como
resistentes ao isolado testado, com niveis de infecg@o zero ou abaixo de 11%. Em contrapartida, a
cultivar Santa Clara apresentou 67% das plantas inoculadas com sintomas. Observou-se reago
diferenciada das diversas linhagens frente ao patogeno (Tabela 1), nas plantas inoculadas com o
virus. As linhagens TSWV-547 e BPX-292B pl # 166 (TSWV-556), quase isogénicas a Angela
Gigante I-5100 e Santa Clara, respectivamente, que apresentaram 0% de infeccio ao isolado
testado foram selecionadas para o segundo experimento. Finlay (1953) relatou a resisténcia de Rey
de Los Tempranos a sete estirpes de TSWV de um total de dez testadas. Quatro genes (SW"y, swa,
sws e sw,) foram descritos como responsaveis por esta resisténcia. Maluf, Toma-Braghini e Corte
(1991) tendo como base o acesso Rey de Los Tempranos no programa de melhoramento e apos 6
anos de testes em campo conseguiram incorporar os) gene(s) dessa fonte nas linhagens
selecionadas neste ensaio. Neste caso, os autores relataram a a¢do da resisténcia com a finalidade
de reduzir perdas na cultura (Resisténcia Parcial - Maluf, 1993 - Comunicagdo pessoal). Fraser
(1990) supde que sistemas oligogénicos similares a resisténcia parcial poderdo conferir maior
estabilidade perante as variagdes de virus de plantas em condigdes de campo.

Os isolados selecionados para estudos mais avangados estdo na Tabela 2. Com base
nas 3 indicadoras utilizadas os isolados 1, 2, 5 e 7 foram considerados como de maior

agressividade dado a rapidez no desenvolvimento de sintomas sistémicos e presenca de an€is,
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TABELA 1 - Reacdo de linhagens avangadas de L. esculentum Mill. apés uma inoculagdo
mecanica de um isolado de Tospovirus. ESAL, Lavras-MG, 1991.

Nota - Severidade média? (Inrzidéncia):?'

Linhagens!
12 dias 20 dias

BPX-292B pl#133 1,00 (0% ) 1,10 (7,4% )
BPX-292B pl#134 1,01 (1,06% ) 1,17 (9,6% )
BPX-292B pl#135 2,11 (38,7% ) 2,71 (61,3%)
BPX-292B pl#136 1,00 (0% ) 1,00 (5,3% )
BPX-292B pl#143 1,00 (0% ) 1,20 (10,2%)
BPX-292B pl#146 1,02 (2,1% ) 1,15 (10,5%)
BPX-292B pl#148 1,03 (2,08% ) 1,09 (8,3% )
BPX-292B pl#151 1,14 (10,53%) 1,22 (16,8%)
BPX-292B pl#154 1,03 (1,05% ) 1,28 (17,9%)
BPX-292B pl#155 1,00 (0% ) 1,58 (47,9%)
BPX-292B pl#156 1,32 (13,83%) 1,66 (43,6%)
BPX-292B pl#159 1,53 (22,58%) 1,77 (32,2%)
BPX-292B pl#161 1,16 (8,14% ) 1,55 (27,9%)
BPX-292B pl#162 1,06 (6,38% ) 1,49 (39,4%)
BPX-292B pl#163 1,68 (35,42%) 2,33 (59,4%)
BPX-292B pl#164 1,36 (19,35%) 1,43 (22,6%)
BPX-292B pl#165 2,06 (49,47%) 2,74 (72,6%)
BPX-292B pl#166 1,00 (0% ) 1,00 (0% )
BPX-292B pl#167 1,02 (2,08% ) 1,05 (3,1% )
BPX-292B pl#171 1,11 (3,41% ) 1,57 (23,9%)
BPX-292B pl#173 1,18 (9,38% ) 1,68 (35,4%)
Tswv 5474 1,00 (0% ) 1,00 (0% )
Santa Clara® 2,60 (46,8% ) 3,16 (67% )

' Linhagens obtidas a partir da fonte original o Rey de Los Tempranos para o “background” Santa Clara.

? Média de 96 plantas inoculadas com Tospovirus (notas de 1 a 5).

? Incidéncia (entre paréntesis) - Percentagem de plantas infectadas apés uma inoculago mecénica.

4 Linhagem “background” Angela Gigante 1-5100 com resisténcia a Tospovirus oriunda de Rey de Los Tempranos.
5 Cultivar Suscetivel.
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TABELA 2 - Reacdo de plantas ou hospedeiras diferenciadoras a 7 isolados de tospovirus apos
inoculagdo mecénica. ESAL, Lavras, 1991.

Nivel Reacdo nas indicadoras
Isolados Agressividade

L. esculentum Mill. Datura stramonium L. N. tabacum L.

(Kada) (TNN)

1. Lavras-Mgl 2 LS, AN, NA3 LS, AN, NA, DF LS, AN, NA
2. Lavras-MG - LS, AN, NA LS, AN, NA, DF LS, AN, NA
3. Lavras-MG ++ LS, AR, NA LS, AN, NA, DF LS, AN, NA
4. Lavras-MG + LS, AN, DN LS., AN, DN, DF LS, AN, DN
5. Uberldndia-MG +++ LS, AN, NA (S, AN, NA, DF LS, AN, NA
6. Uberlandia-MG ++ LS, AR, NA 1.5, AN, NA, DF LS, AN, NA
7. Sdo Jodo Del

Rey-MG +H+ LS., AN, NA LS, AN, NA, DF LS, AN, NA

' +++ - Alta agressividade (10 dias); ++ - Média agressividade (15 dias); + - Baixa agressividade
(20 dias) - (rapidez no desenvolvimento de sintomas)

? Isolado obtido na linhagem TSWV-556 em condigdes de campo

* Lesdes e mosaico sistémicos (LS); Anéis necroticos (AN); Nanismo (NA); distor¢des foliares
(DF), Arroxeamento (AR) e Desenvolvimento normal da planta (DN). i

necrose e nanismo nas indicadoras testadas. Os isolados 3 e 6 foram considerados de média
agressividade dado a um retardamento de sintomas nas indicadoras e presenca de arroxeamento
intenso nas plantas de tomate Kada, com presenga de anéis necréticos em fumo TNN e datura
(Datura stramonium L.).

O isolado 4 foi considerado de baixa agressividade por apresentar sintomas tardios
nas indicadoras, embora apresentasse anéis necroticos nas trés espécies testadas. Os isolados de
média e alta agressividade de Uberlandia-MG foram obtidos na mesma lavoura de tomateiro
“Kada”. Descarta-se a possibilidade dos isolados menos agressivos conterem “defective interfering

L-RNAs” -DI (Resende et al., 1992), dado apresentarem esta caracteristica de sintomas atenuados
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nos locais de coleta no campo, além de serem mantidos por enxertia em tomateiro “Kada”.
Cupertino ef al. (1981) relataram a ocorréncia de isolados de Tospovirus mais agressivos €
necroticos e isolados menos agressivos que incitavam arroxeamento em tomateiro. Os autores
ressaltaram a importancia da caracterizagdo dos isolados do virus para uso em programas de

Melhoramento.
4.3.2 Estudo da reaciio de 5 linhagens de L. esculentum a 7 isolados de tospovirus

Os resultados na Tabela 3 demonstraram nfio haver interagdo entre isolados e
linhagens, mas houve diferengas na reagdo dos diferentes isolados em relagdo ao grupo de
linhagens de tomateiro testadas e vice-versa (Tabelas 4 e 5). A auséncia de interagdo genotipos x
isolados, e o efeito significativo de genétipos, indicam que a resisténcia dos acessos TSWV-547,
TSWV-556 e de Rey de Los Tempranos parece ser do tipo horizontal, efetiva contra um gra.nde
nimero de estirpes e/ou isolados do virus. A linhagem TSWYV-547 apresentou um nivel de
resisténcia superior a fonte original Rey de Los Tempranos, demonstrando que esta resisténcia foi
incorporada ao “background” Angela Gigante I-5100. A introgressdo dos genes de resisténcia de
Rey de Los Tempranos também foi obtida no “background” Santa Clara, ou seja, na linhagem
TSWYV-556. Possivelmente, existam genes modificadores em Angela Gigante I-5100 que interajam
de forma mais eficiente com o gene ou genes de Rey de Los Tempranos elevando o nivel da
resisténcia ao virus de vira-cabega do tomateiro (Maluf, Toma-Braghini e Corte, 1991). Os
resultados demonstram a eficiéncia da inoculagdo mecénica para reproduzir os resultados de

campo relatados por Maluf, Toma-Braghini e Corte (1991).
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TABELA 3 - Quadro de Analise de Varidncia para cinco linhagens de tomateiro inoculadas com

sete isolados de Tospovirus em duas épocas de avaliagio. ESAL, Lavras-MG,

1991.
Causas da variacdo G.L. Q.M. Valor de F Prob. > F
Blocos (épocas) 2 15,8549093 21,4642 0,00001
Linhagens 4 9,8816992 13,3778 0,00001
Isolados 6 12,309116 16,6529 0,00001
Lin. x Isol. 24 0,3404867 0,4609 0,98162
Resfduo (A) 68 0,7386659
Parcelas 104 203,44304
Avaliacdo 1 28,4611242 11,7644 0,07408
Resfduo (B)1 2 2,419256
Lin. x Aval. 4 0,4438016 4,8262 0,00207
Isol. x Aval. 6 0,3029598 3,2946 0,00683
Lin. x Isol. x Aval. 24 0,0652303 0,7094 0,82491
Resfduo (C) 68 0,0919577
Total 209 248,154299

Coeficiente de variagdo (A) = 33,81%
Coeficiente de variagdo (C) = 11,93%
! Residuo (B) corresponde a interagdo Blocos x Avaliagdo

Na Tabela 4 estao relacionadas as espécies TSWV e TCSV de Tospovirus,
relatadas por Avila et al. (1993b), com base na divergéncia da proteina do nucleocapsideo. O
mesmo autor refere que as espécies tomato spotted wilt virus (TSWV), tomato chlorotic spot
(TCSV) e groundnut ring spot virus (GRSV) e outras espécies devem ser identificadas com base
na sorologia e seqiiéncia de nucleotideos do genoma viral (Avila et al, 1993a). Mas, relatos

recentes de Nagata et al. (1993) e Boiteux e Avila (1993) reforgam a utilizagio da pimenteira
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CNPH 679 (PI 159236), para separar isolados pertencentes a espécie tomato spotted wilt virus
(TSWYV), para os quais o gene dominante da pimenteira CNPH 679 ¢é altamente efetivo. Isolados

de TCSV e GRSV, quebram a resisténcia conferida por este gene (Boiteux e Avila, 1993).

TABELA 4 - Reagdo média de severidade de sintomas para isolados de Tospovirus, apos
inoculagio mecédnica em cinco linhagens de tomateiro (Lycopersicon esculentum

Mill.). ESAL, Lavras-MG, 1991.

Agressividade/sintomas Espécie Média severidade
Isolados en L. esculentum Tospovirus
5% 1%
Lavras-M6 Alta/lesGes em anéis e necrose
nas folhas! TSWY*3 3,5 245 a
Lavras-M& Alta/lesBes em anéis e necrose
nas folhas TSWy*3 2,92 b b
Lavras-M6 Média/arroxeamento dos folfolos TCSY? 2,05 d d
Lavras-Hg Fraca/lesBes em anéis e necrose TCSV? 1,97 de d

Uberlandia-Mg Alta/lesbes em anéis e necrose

nas folhas TSWy*3 3,04 b b
Uberlandia-M6 Média/arroxeamento dos folfolos TCSV2 2,54 ¢ c
S.J.Del Rey-M& Alta/lesbes necréticas em toda a

planta TCSY2 1,78 e d
CV % 33,81

! Isolado obtido na linhagem TSWV-556
? Isolados identificados como tomato chlorotic spot virus (TCSV) pelo Dr. de Avila - EMBRAPA/CNPH
- comunicagdo pessoal
* Isolados identificados como sendo tomato spotted wilt virus (TSWV) pelo professor
Francisco P. Cupertino - UNB/Brasilia-DF (comunicagdo pessoal) - Estes isolados nio infectaram
a pimenteira CNPH 679 (Capsicum chinense L. PI 159236)
* Médias seguidas de mesma letra, na vertical, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5 e 1% de probabilidade.
*Notas de 1 a 5 (1 = plantas sem sintomas visiveis e 5 = plantas mortas).
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TABELA 5 - Médias para severidade de sintomas em linhagens de tomateiro (Lycopersicon
esculentum Mill.), inoculadas mecanicamente com diferentes isolados de
Tospovirus. ESAL, Lavras-MG, 1991.

Linhagens Médias 5% 1%
1. TSWV-547 1,97* d d
2. Rey de Los Tempranos 2532 (e c
3. TSWV-556 (BPX-292-C pl*166) 2,35 (o] (o]
4. Angela Gigante I-5100 2,92 b b
5. Santa Clara 3,16 a a
CV % 33,81

' Médias de 56 plantas inoculadas mecanicamente com 7 isolados de Tospovirus, com base em
notasde 1a5.

? Médias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 e 1%
de probabilidade.

Pelos resultados apresentados para os diferentes isolados, parece haver uma maior
agressividade dos isolados pertencentes a espécie TSWV. Isolados da espécie TCSV apresentaram
meédia e baixa agressividade as linhagens utilizadas no presente trabalho. Visualiza-se a
estabilidade da resisténcia das linhagens TSWV-547 ¢ TSWV-556 para os diferentes isolados do
virus pertencentes as duas espécies de Tospovirus testadas no presente trabalho (Tabela 5).

Os isolados mais agressivos de Uberldndia-MG e Lavras-MG foram selecionados
para o estudo da heranga da resisténcia nas linhagens avaliadas. Hutton e Peak (1953) observaram
que sob efeito de altas temperaturas os isolados que provocam de lesdes em anéis podem mutar
para tipos necréticos apenas, que sio menos agressivos, fatos estes que podem explicar o
comportamento do isolado de Sio Jodo Del Rey-MG que apds inoculagdes sucessivas por varios

meses em casa-de-vegetac#o teve sua agressividade reduzida. Os demais isolados foram mantidos
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por enxertia de garfagem em tomateiro “Kada”. Segundo Ie (1982) transferéncias sucessivas do
extrato viral tendem a aumentar a presenga de massas amorfas e escuras no citoplasma da planta
hospedeira, enquanto as particulas esféricas do virus tornam-se menos freqiientes, podendo
eventualmente obter-se isolados que produzem apenas massas amorfas e nenhuma particula
completa do virus. Esses isolados sdo chamados de defectivos e foram também estudados por
Verkleij e Peters (1983), sendo caracterizados pela auséncia de particulas envelopadas,
inteiramente desenvolvidas (Kitajima et al., 1991). Trabalhos mais recentes de Avila et al. (1990) e
Resende et al. (1991) cumprovam estas observagdes. Segundo Verkleij e Peters (1983) a falta de
glicoproteinas nestas formas defectivas foram causadas por mutagdes de ponto no M-RNA,
impedindo assim a transmissdo do virus por tripes vetores.

Para trabalhos de avaliagdo de germoplasma visando resisténcia ao virus, uma das
dificuldades € a manutengdo e multiplicagdo de isolados. As inoculagdes mecanicas sucessivas do
virus, podem gerar o aparecimento de segmentos interferentes de L-RNA (“defective interfering
L-RNA” - DI), devido a delegdes no L-RNA normal (Resende et al., 1991, 1992). As particulas
“DI” possuem um genoma defectivo necessitando assim de particulas do virus selvagem (L-RNA
normal) para sua multiplicagdo. Neste caso, a presenga de genoma viral do tipo interferente esta
frequientemente associado com a atenuagdo de sintomas (Resende et al., 1991). Estas observagdes
refletem o comportamento do isolado de S@o Jodo Del Rey - MG que possivelmente deve ser um
isolado com particulas do tipo DI, dada a redugdo acentuada de sintomas, ap6s inoculagdes
mecénicas em casa de vegetagdo por 2 anos.

As avaliagBes das linhagens quanto a severidade de sintomas demonstraram que a
avaliagdo aos 20 dias apoés a segunda inoculagio foi mais eficiente para discriminar os

germoplasmas resistentes e suscetiveis em relagdo a avaliagio aos 12 dias (Juliatti et al., 1992).
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5 COMPARACAO ENTRE METODOS DE PRESERVACAO DE ISOLADOS DE
TOSPOVIRUS

RESUMO

Neste trabalho foram testados os seguintes métodos de preservagio de Tospovirus:
1) manutengdo “in vivo™ através de inoculagdo mecanica em Nicotiana tabacum cv. Turkish NN
(TNN) e Lycopersicon esculentum cultivar Kada; 2) Manutengéo através da enxertia por garfagem
de ponteiros de tomateiros infectados, em tomateiros sadios; 3) liofilizag@o de folhas infectadas_ de
N. tabacum (TNN) e tomateiro Kada, seguida por manutengdo em vidros de penicilina contendo
silica gel, no congelador (-20°C); e 4) manutencdo de vidros de penicilina destampados contendo
folhas de tomateiro Kada e fumo TNN infectadas sistemicamente, dentro de bujdes de nitrogénio
liquido a -196°C. Pelos resultados apresentados na recuperacdo do virus em fumo TNN, o método
de preservagdo em nitrogénio liquido foi o tinico que permitiu a manutengdo de todos os isolados
de Tospovirus, além de ndo ocorrer contaminagdo por outros virus, o que pode acontecer na

preservagdo “in vivo” em casa-de-vegetagdo por enxertia ou inoculagio mecanica.
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SUMMARY

In this work were tested four preservation methods of Tospovirus: 1) “In vivo”
maintenance of TSWV by mechanical inoculation infected leaf of Nicotiana tabacum cv. Sansum
NN (TNN) and Lycopersicon esculentum, Kada cultivar; 2) Maintenance through grafting of
infected tomato cuttings on tomato rootstocks; 3) lyophilization of infected leaf pieces of N.
tabacum (TNN) and L. esculentum (Kada) followed by storage at -20°C in 10 ml flasks with silica
gel and 4) storage of infecte 4 tomato leaf fragments in open 10 ml flasks placed in liquid nitrogen
(-196°C). Preservation in liquid nitrogen was the only method able to maintain all Tospovirus
isolates for longer periods of time with minimum risk of isolates losses or contamination by other

viruses.
5.1 INTRODUCAO

O género Tospovirus da familia Bunyaviridae foi subdividido nas espécies “Tomato
Spotted Wilt Virus” (TSWV), “Tomato Chlorotic Spot Virus” (TCSV), “Groundnut Ring Spot
Virus” (GRSV) e “Impatiens Necrotic Spot Virus” (INSV) (Avila et al., 1992, 1993). Até o
presente momento, a unica forma mais segura para o controle do virus € a resisténcia genética.
Neste caso, a maior dificuldade em trabalhos de avaliagio de germoplasmas visando resisténcia ao
virus € a manutencio e multiplicagdo dos isolados. A transmissdo mecanica em casa de vegetagio
e repicagens sucessivas do virus, podem gerar mutantes contendo L-RNA defectivos interferentes
(“defective interfering L-RNA”), que provocam atenuagio de sintomas (Resende et al., 1991 e

1992).
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A contaminagio do inoculo por outros virus, selegdo de um variante atipico do
virus e eventual perda dos isolados do virus (devido a morte da hospedeira) evidencia também a
necessidade de desenvolver métodos eficientes de preservagio do virus.

Os métodos de preservagdo podem ser agrupados em congelamento, desidratagdo e
liofilizagdo (Duval e Cupertino, 1993). Segundo Duval e Cupertino (1993), um dos métodos mais
eficientes para conservagdo do virus, principalmente virus instaveis como os do género
Tospovirus, € a liofilizagdo.

Para evitar a geragdo de formas defectivas do L-RNA do virus utiliza-se mais
comumente a transmissdo por enxertia ou pelo tripes-vetor e o armazenamento dos tecidos
infectados em nitrogénio liquido (Avila et al., 1990). Tanto o método de liofilizagdo quanto
armazenamento em nitrogénio liquido s3o onerosos e nem sempre estdo disponiveis na maioria
dos laboratorios do Brasil (Duval e Cupertino, 1993).

O objetivo deste trabalho é de investigar a eficiéncia de métodos de preservagdo de

isolados pertencentes a duas espécies de Tospovirus.
5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Obtenciio e caracterizacio dos isolados
Os isolados utilizados neste trabalho foram previamente caracterizados em duas
espécies de Tospovirus e tiveram as seguintes procedéncias (Juliatﬁ, Maluf e Figueira, 1994):

Lavras-MG (dois isolados da espécie TSWV e dois da espécie TCSV); Uberlandia-MG (um da

espécie TSWV e outro da espécie TCSV); de Sio Jodo Del Rey-MG (um isolado da espécie
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TCSV) e Ijaci-MG (1 isolado de espécie ndo definida). Todos os isolados foram transmitidos
inicialmente para plantas de fumo TNN, Datura stramonium L. e tomateiro Kada, por inoculagéo
mecénica e em seguida, apos sua ca-acterizagdo, foram deixados em estufa a prova de insetos.

Posteriormente foram mantidos através de enxertia de garfagem no topo de tomateiro “Kada”.

5.2.2 Preservacio “in vivo” - inoculaciio mecanica

Os isolados descritos no item 1 foram inoculad.»s mecanicamente em folhas
polvilhadas com carborundum 600 mesh. O indculo constituiu-se de folhas provenientes de plantas
de tomateiro, infectadas sistemicamente, maceradas em almofariz contendo 20 ml de tamp@o
fosfato 0,01 M, pH = 7,0, acrescido de sulfito de sodio a 0,01 M. Procederam-se inoculagdes

mensais em tomateiro Kada ou fumo TNN com 2-3 pares de folhas definitivas.

5.2.3 Preservaciio “in vivo” - enxertia por garfagem

Apos a caracterizagdo dos isolados estes foram inoculados mecanicamente (item
caracterizaciio de isolados), e logo apds o aparecimento de sintomas de necrose sistémica no
ponteiro do tomateiro, realizaram-se 3 enxertias/isolado pelo método de garfagem dos ponteiros
infectados sistemicamente com o virus. Foram utilizados tomateiros Kada sadios e com 3-4 pares

de folhas definitivas, fazendo-se enxertias mensais durante dois anos.
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5.2.4 Preservaciio “in vitro” - liofilizacio

Neste método foi utilizado o liofilizador modelo Edwards - LAKR, por 24 horas 4 -
40°C. Previamente ao processo de liofilizago o isolados foram inoculados mecanicamente em
folhas de fumo TNN, conforme item caracterizaciio de isolados. Apés as inoculagdes as folhas
com sintomas de mosaico sistémico e necroses referentes a cada isolado foram colocadas em
placas de Petri e colocadas em congelador (-20°C) por 12 horas. Em seguida se realizou a
liofilizagdo a frio. Apos a liofilizagio os diferentes isolados foram colocados em vidros de
penicilina contendo silica gel e armazenados em congelador (-20°C). Mensalmente procedeu-se a

inoculagdo mecénica em fumo TNN e tomateiro Kada.

5.2.5 Preservaciio “in vitro” - nitrogénio liquido

Apos a inoculagdo dos isolados em fumo TNN (item caracteriza¢fio de isolados)
e a obtengdo de folhas de fumo com sintomas sistémicos, estas foram retiradas, fragmentadas e
colocadas em vidros de penicilina destampados, devidamente identificados e mergulhadas em
bujdes contendo nitrogénio liquido a -196°C. Mensalmente foram retiradas aliquotas de todos os
isolados, os quais foram inoculados em fumo TNN e tomateiro Kada na proporgdo de 1:5 (g/ml de

tampdo fosfato) pH = 7,0 a + 5°C.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAQO

Os resultados estdo apresentados na Tabela 6.
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TABELA 6 - Preservagio e infectividade de isolados de Tospovirus. ESAL, Lavras-MG, 1993.

Métodos de preservecglc

1

Isolados Agressividede/sintomes Espécie Inoculaglo mecBnica/enxerties Liof. + Cong. N 11quide
em L. esculentus Tt-m:u'.n.rir'us2
Meses Meses Meses
3 6 9 12 15 18 RS E 3 6 98 12 15 18
Lavres-MG Alte/lesBes em ankis e
necrose naos folhes TSNV T EE + + + + 4+ + + o+ o+
Levres-MG Alto/lesBes em anéis e
necrose nes folhas TSwv + 4+ 4+ o+ 0 0 g i e: e S I A R
Lavras-MG Médie/arroxesmento dos
folfolos TCSY + o+ o+ o+ + + + = = - + o+ + + o+ o+
Lavras-MG Fraca/lesles em anéis e
necrose TCSY + + + 4+ + + + - - - + 4+ + + + +
S.J. Del Rey-MG Alto/lesbes em anéis e
necrose TCSV + 4+ o+ 4+ 0 0 b A T + A W
Ijaci-MG Alta/lesBes em anéis e
necrose ND + + + + 0 0O 22 RShy BRI Al g W g et L D )
Uberldndis-MG Média/erroxesmento dos
folfolos TCSY + o+ o+ o+ 0 0 e SR + 4 4+ 4+ o+ 4+
Uberl&ndie-MG Alte/lesBes necréticas
em tods & plante TSV + + o+ o+ + *+ # = o= = + + + + + 0+

1 - Tomateiro Kada
2 - Juliatti, Maluf e Figueira (1994)
3 - (+) infectivo em fumo TNN (V. tabacum cv. Turkish) e tomateiro cultivar Kada (L. esculentum)
(-) ndo infectivo.
(0) No recuperagio dos isolados devido auséncia de translocagdo do virus, seguida da morte dos ponteiros
enxertados, além da presenga de TMV nas folhas de fumo TNN inoculadas mecanicamente.

Pelos resultados apresentados na Tabela 6 percebe-se que apenas o nitrogénio
liquido preservou a identidade e infectividade dos diferentes isolados de Tospovirus. Apés 12
meses, metade dos isolados mantidos por inoculagdo mecénica e enxertia apresentaram perda da
infectividade. Neste caso, alguns isolados ndo foram recuperados. Atribui-se tal ocorréncia,
principalmente pela morte do enxerto, translocagdo irregular do virus do enxerto para o porta-
enxerto, €/ou contaminagio por TMV nas plantas de tomateiro. Deste modo, ficou inviabilizada a
continuidade do estudo comparativo entre os diferentes métodos. A ocorréncia do TMV em

plantas de tomateiro pode ser atribuida a contaminagdo das mudas na fase de viveiro ou
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possivelmente a particulas de virus veiculadas por sementes. Conjectura-se que tais riscos nao
ocorrem quando se preserva em Nitrogénio liquido, justificando assim a implementagio deste
meétodo em laboratorios que dele dispde. Deve-se ressaltar que através do uso de N liquido
realiza-se apenas uma inoculagdo mecanica para multiplicagio do iné zulo.

Ja foi observado que inoculagdes mecanicas sucessivas do virus, podem gerar o
aparecimento de segmentos defectivos interferentes de L-RNA (“defective interfering L-RNA-DI)
que causam atenuagdo de sintomas em plantas experimentais (Resende et al., 1991, 1992). Estas
observagoes refletem o comportamento do isolado de Sdo Jodo Del Rey-MG que possivelmente
deve ser um isolado com particulas DI, dada a redugdo acentuada de sintomas, apds 15 meses de
inoculagdes mecanicas, impedindo inclusive sua manutengdo “in vivo™.

Plantas de fumo TNN mostraram-se eficientes para testar a infectividade dos
isolados principalmente em contaminagdes dos isolados de Tospovirus com TMV, para isola_dos
recém coletados no campo (Juliatti e Maluf, 1993). O método de liofilizagdo seguido por
armazenamento em congelador ndo se mostrou eficaz na manutengdo dos isolados, devido a perda
da infectividade por todos os isolados 30 dias ap6s o armazenamento em congelador (-20°C).
Segundo Duval e Cupertino (1993) fatores como a concentragdo do virus nos tecidos da
hospedeira, por ocasido da liofilizagdo dos tecidos e a temperatura de armazenamento podem
afetar a preservagdo da infectividade de isolados de Tospovirus. Além disso, pode ocorrer
varia¢do na preservagdo da infectividade para diferentes isolados do virus.

A Figura 2 apresenta um esquema geral de preservagdo e multiplicagéio de isolados
de Tospovirus “in vitro”, que podera servir como subsidios para programas de melhoramento

visando resisténcia ao complexo viral.
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FIGURA 2 - Obtengdo, manutengdo e produgdo de indculo de Tospovirus. ESAL, Lavras-MG,
1994.
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6 CONTROLE GENETICO DA RESISTENCIA DO TOMATEIRO A UM ISOLADO DE
TOSPOVIRUS (TSWV) - ANALISE EM PLANTAS INDIVIDUAIS'

RESUMO

Foi estudada a heranca de resisténcia a um isolado de Tospovirus nas linhagens
TSWV-556, TSWV-547 e Stevens. As duas primeiras, cuja base genética € semelhante a Santa
Clara e Angela Gigante I-5100, respectivamente, tém em comum a resisténcia proveniente de Rey
de Los Tempranos. A cultivar Stevens foi introduzida da Africa do Sul, e sua resisténcia_ foi
introgredida a partir de L. peruvianum. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos
casualizados com 4 repetigdes. As geragdes analisadas em cada parcela foram os parentais, F,,
retrocruzamentos (RCy; € RCy) e F,, nos cruzamentos Santa Clara x TSWV-556; Santa Clara x
Stevens e Angela Gigante 1-5100 x TSWV-547. Oito plantas controle da cultivar Santa Clara
também foram inoculadas com o virus em tampao fosfato 0,01 M, pH = 7,0, mais sulfito de sodio
a 0,01 M, no segundo par de folhas definitivas, em cada bandeja (controle). Seguiram-se mais
duas inoculagdes com intervalo de 7 dias entre si. A avaliagdo de plantas individuais ocorreu ao 14
dias apos a terceira inoculagdo, atribuindo-se notas de 1 (= auséncia de sintomas) a 5 (plantas
mortas), com base na severidade de sintomas. Apos a analise de varidncia nos trés experimentos

foram obtidas as estimativas das herdabilidades no sentido amplo e restrito, grau médio de

* Trabalho aceito a ser publicado em Fitopatologia Brasileira, v.20, 1995.
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dominéncia e curvas de distribui¢io de freqiiéncias relativas. Estimou-se que pelo menos 1 a 3
genes com domindncia parcial controlam a resisténcia nas linhagens TSWV-556 e TSWV-547 e
um gene, com expressdo do alelo dominante na cultivar Stevens, ao isolado de Tospovirus
procedente de Uberlandia-MG. As estimativas das herdabilidades no sentido amplo ao nivel de

plantas individuais foram 11,22, 53,9 e 77,1% para os cruzamentos Santa Clara (Q) x TSWV-556
(O"), Angela Gigante 1-5100 (Q) x TSWV-547 (O’) e Santa Clara (Q) x Stevens (O). Isso

demonstra a possibilidade de sucesso para selegdo de individuos resistentes em populagdes

segregantes baseando-se na analise de plantas individuais para os dois Gltimos cruzamentos.

SUMMARY

The inheritance of resistance to TSWV in breeding lines TSWV-556, TSWV-547
and Stevens was studied. The breeding lines TSWV-556 and TSWV-547 have a common source
of resistance (Rey de Los Tempranos) and are near isogenic lines to Santa Clara and Angela
Gigante I-5100, respectively. The cultivar Stevens was introduced from South Africa, and its
resistance was obtained from Lycopersicon peruvianum. The experimental design was in
randomized complete blocks with 4 replications. The generations analised were the parents, F,,
backcrosses to both parents (RCy; e RCy;) and F,. Eight control Santa Clara plants in the 2nd leaf
stage in every tray were inoculated with the virus in 0,01M phosphate buffer, pH = 7.0, with

added 0.01M sodium sulphite. Three inoculations were made, at 7-days intervals. Evaluation of
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the individuals plantas was made 14 days after the third inoculation. Ratings varying between 1 (=
no symptoms) and 5 (= dead plants) were used for the severity of symptoms. Estimates of both
broad and narrow sense heritabilities were obtained. An estimate of 1 to 3 genes with parcial
dominance was obtained for the control of resistance in the breeding lines TSWV-547 and TSWV-
556, and of one dominant gene for the cultivar Stevens. Broad sense heritability estimates were

11.22, 53.9 and 77.1%, respectively for the crosses Santa Clara (Q) x TSWV-556 (O°), Angela
Gigante 1-5100 (Q) x TSWV-547 (O") and Santa Clara (Q) x Stevens (O"). This demonstrates

the possibilities of success in the selections of resistant plants in segregating populations with basis

in individual plants analyses for the latter two crosses.

6.1 INTRODUCAO

O complexo patologico do vira-cabega do tomateiro € uma das doengas de maior
importdncia para o tomateiro no Brasil (Lima, 1986). O patégeno tem um numero grande de
hospedeiros, englobando cerca de 70 familias botanicas e 550 espécies de plantas sendo a maioria
pertencente as familias Solanaceae e Compositae (Avila, 1993a). O virus pode induzir uma ampla
variedade de sintomas, os quais podem variar com a espécie hospedeira, idade, estado nutricional
da planta e condigdes ambientais. A estirpe do virus, o genotipo do hospedeiro e seu estagio de
desenvolvimento também influenciam na sintomatologia predominante (Costa, 1947; Ie, 1970 e
Cupertino et al., 1981). Recentemente Avila (1993b) descreveu as espécies Tomato Clorotic Spot
Virus (TCSV), Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV), Groundnut Ring Spot Virus (GRSV) como
pertencentes ao género Tospovirus. As Tospoviroses foram classificadas dentro da familia

Bunyaviridae (Francki et al., 1991).
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No Brasil, a doenca foi descrita pela primeira vez por Costa e Forster (1938). Esta
virose ¢ a principal doenga virética do tomateiro nas nossas condi¢des, impedindo o seu cultivo
durante os meses quentes. Pode causar prejuizos totais, destruindo a planta ou causando
desvalorizagdo dos frutos ja formados (Tokeshi e Carvalho, 1980). Na regifo de Campinas-SP,
Tridngulo Mineiro e Planalto Central, o patogeno tem demonstrado ser particularmente
devastador, em anos recentes, ocorrendo com maior incidéncia entre dezembro a abril,
principalmente devido a proliferagdo de tripes vetores (Costa et al., 1964; Yuki e Costa, 1988). A
inexisténcia de variedades comerciais resistentes, grandes éareas pluntadas e diversidade de
hospedeiras, além de aspectos da relagdo virus-hospedeiro-vetor dificultam o melhor manejo da
doenga nos cinturdes verdes.

Atualmente, a resisténcia é o método ideal para o controle da doenga, desde que
sejam combinadas fontes de resisténcia adequadas. Para alguns pesquisadores, a resisténcia ao
virus € provavelmente poligénica, onde os genes individuais de resisténcia sdo especificos para
certas estirpes ou isolados do virus (Finlay, 1952 e Patterson, Scott e Gergerich, 1989). Finlay
(1953) relatou a resisténcia de Rey de Los Tempranos a sete estirpes de TSWV de um total de dez
testadas, sendo esta controlada por 4 genes: Sw;", swa, Sws e swy. A resisténcia a outras estirpes é
controlada pelo alelo Sw,". Van Zijl, Bosh e Coetzee (1986), relataram a resisténcia da cultivar
“Stevens” ao TSWV. Esta cultivar foi desenvolvida a partir do cruzamento entre L. esculentum e
L. peruvianum. Mais recentemente, Stevens, Scott e Gergerich (1991) relataram a heranga da
resisténcia ao virus na cultivar “Stevens”, ap6s cruzamento com a cultivar Rodade. Na populagdo
segregante avaliada concluiu-se que a resisténcia era controlada por um alelo dominante que foi

denominado Sw-5, diferentemente dos cinco outros designados por Finlay (1953).
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No Brasil, Maluf Toma-Braghini e Corte (1991) introgrediram gene(s) de
resisténcia da cultivar Rey de Los Tempranos, uma fonte de resisténcia em Lycopersicon
esculentum, nos “backgrounds” genéticos comerciais Angela Gigante I-5100 e Santa Clara,
respectivamente. As linhagens TSWV-547 e TSWV-556 assim obtidas, demonstraram uma
resisténcia do tipo parcial ou incompleta a 7 isolados do virus, provenientes de 3 municipios de
Minas Gerais, apos duas inoculagdes mecanicas (Juliatti et al., 1992 e Juliatti, Maluf e Figueira,
1994). A resisténcia encontrada em Rey de Los Tempranos € possivelmente controlada por
gene(s) com alelo(s) recessivo(s) (Maluf, Toma-Braghini e Corte, 1991).

No caso do tomateiro, o conhecimento do controle genético da resisténcia a
Tospovirus, ainda deixa muito a desejar quando comparado a outras doengas. Uma das
metodologias utilizadas para o estudo do controle genético apresentada na literatura € o uso de
progenitores Fy, F, e outras populagdes segregantes (Mather e Jinks, 1984). Neste caso, peml_ite—
se determinar os componentes da média (Cavalli, 1952 e Rowe e Alexander, 1980) como da
variancia genética para estimar herdabilidades (Warner, 1952).

O objetivo deste trabalho € de estudar a heranga da resisténcia a Tospovirus nas
linhagens TSWV-547, TSWV-556 e na cultivar “Stevens” frente a um isolado de Tospovirus, com

base na analise de plantas individuais.



6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Obtencio do isolado de Tospovirus

O isolado foi obtido de uma colegio mantida por enxertia de garfagem em
tomateiro cultivar Kada. O isolado T-6 da espécie TSWV, procedente de Uberlandia (Juliatti,
Maluf e Figueira, 1994), é de alta agressividade e expressa com predominéncia sintomas em anéis
nezréticos (“Ringspot Strain™), Finlay (1952). A multiplicagio do mesmo se deu em plantas de
fumo (N. fabacum)- TNN com 3-4 pares de folhas para posterior inoculagdo nas plantas das

geragdes a serem testadas.

6.2.2 Testes prévios para determinacio das linhagens parentais a serem usadas nos cruzamentos

As linhagens TSWV-556 ¢ TOM-547 (TSWV-547) tiveram sua resisténcia ao
Tospovirus confirmadas por Juliatti et al. (1992) e Maluf, Toma-Braghini e Corte (1991),
respectivamente. Estas foram cruzadas com os dois respectivos backgrounds genéticos recorrentes
susceptiveis (Angela Gigante I-5100 e Santa Clara), para a obtenc#io da geragdo F.

A cultivar Stevens, originéria da Africa do Sul, mostrou-se resistente a uma mistura
de isolados e a isolados bastante agressivos nos Estados Unidos (Stevens, Scott e Gergerich,
1991). Para a obtencdo da geragdo F; foi utilizada a cultivar Santa Clara como parental feminino,

obtendo-se assim o F; Santa Clara x Stevens.



61

6.2.3 Obtencdio das populagdes segregantes

Foram realizados os cruzamentos Santa Clara (Q) x TSWV-556 (O"); Santa Clara
(Q) x Stevens (O") e Angela Gigante 1-5100 (Q‘, x TSWV-547 (O"). As sementes foram obtidas

em casa de vegetagdo, sendo obtida para cada cruzamento as geragdes F,, F,, RC;)(P; x Fy) e
RCyi(P2 x Fy).

Dez plantas para cada parental foram deixadas em estufa (20-28°C), as quais foram
irngadas diariamente, segundo as necessidades. Realizaram-se polinizagdes manuais, em flores na
fase de botdo 1 a 2 dias antes da antese, ap0s a extragiio prévia de polen com vibrador manual
movido a pilha. Cada cruzamento foi identificado por uma fita de 13 com coloragéo referente ao
parental masculino. Apos o inicio do amadurecimento dos frutos as sementes foram extraidas
junto a polpa e postas a fermentar por 3 dias, em seguida secadas, embaladas e armazenadas em
cémara fria (10-15°C).

Conforme a metodologia descrita foram obtidas as geragdes de RC;; para o
parental resistente (masculino) e RCy, para o susceptivel (feminino). A geragdo F, foi obtida pela
autofecundag@o natural de 10 plantas da gerag@o Fy, extraindo-se sementes F, dos frutos obtidos

de autopolinizagéo.

6.2.4 Metodologia de inoculacdio e avaliaciio para discriminar plantas resistentes e susceptiveis
nas geracdes parentais (P, e P,), Fy, retrocruzamentos (RC;; e RC;)) e geracdio F;

O método basico de inoculagéo foi o de trés inoculagdes sucessivas com intervalo

semanal em plantas no estagio de 2-3 folhas definitivas (Paterson, Scott e Gergerich, 1989). A
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obtengéo do indculo utilizado foi obtida a partir de plantas de fumo TNN com sintomas sistémicos
(Juliatti, Maluf e Figueira, 1994), para uma concentragdo de 1:5 (Duval et al., 1993). Para tanto,
foram utilizadas as linhagens parentais, Fy, os retrocruzamentos (RC1; € RC2) e a geragdo Fa,
referente aos cruzamentos iniciais Santa Clara x TSWV-556, Angela Gigante I-51C9 x TSWV-547
e Santa Clara x Stevens.

O delineamento experimental foi o de blocos casualizados com 4 repetigdes. Oito
plantas da cultivar Santa Clara, também inoculadas com o virus em tampao-fosfato 0,01 M, pH =
7,0, com o acréscimo de sulfito de sodio a 0,01M, constituiram o controle em cada parcela com
56 plantas ou 64 plantas.

Para controle fitossanitario foram utilizados o fungicida Benomil (1 g p.c/l), 0
antibiotico agrimicina (4 g p.c./l) e o inseticida Abermectin + Dipel (1,0 + 1,0 ml/l), no dia
seguinte as inoculagdes. Seguiu-se a suplementagio de adubo foliar Ouro Verde, ap(')s_ as
inoculagoes.

As avaliacdes das plantas individuais em cada parcela ocorreram aos 12 dias apos a
3* inoculagio, atribuindo-se notas de 1 a 5 com base na severidade de sintomas (Juliatti, Maluf e
Figueira, 1994); 1 = plantas aparentemente sadias; 2 = plantas com sintomas leves, ligeiro
amarelecimento, arroxeamento dos foliolos e desenvolvimento normal, 3 = plantas com
arroxeamento mais severo dos foliolos e presenga de alguns anéis e pontos necréticos nos foliolos
superiores e/ou tombamento do ponteiro para baixo (epinastia), 4 = plantas com arroxeamento
e/ou amarelecimento severo com redugdo acentuada no crescimento e necrose severa dos foliolos;

5 = necrose severa em toda planta ou planta morta.
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6.2.5 Anilises estatisticas e genéticas

6.2.5.1 Anailise de variancia

Utilizou-se as notas de severidade com base nas plantas individuais e foi realizada a

analise de varidncia (ANAVA) para cada cruzamento utilizando as geragoes P,, P, Fy, RCyy, RCy;

e F,. As estimativas das varidncias dentro para cada geragdo corresponderam a varidncias médias

dentro ponderada pelos respectivos graus de liberdade em cada repetigéo (Tabela 7).

TABELA 7 - Esquema da analise de varidncia, em blocos casualizados, ao nivel de médias, com as

respectivas esperangas matematicas dos quadrados médios E(QM) e os
componentes da varidncia fenotipica ao nivel de plantas das geragdes Py, P, F; Fy,

RC[] e RC21. ESAL, Lavras-MG, 1993,

F.V. GL. QM E(QM) F
Blocos r-1 Q; 62 +a-6} Qs/Qy
Geragbes p-1 Q 62 +r-6% Q./Q,
Residuo (-)p-1) Q G2

Populagdes G.L. 6% = QM Componentes da variancia fenotipica
Dentro P, n;-1 Qs G
Dentro P‘z n>-1 Q5 : 612:
Dentro F[ n3-1 Qs 612_:
Dentro F, -1 Q, 6% +6% +61
Dentro RC; ns-1 Qs Y65 +6h + Y F+62
Dentro RC, ng-1 Q ¥%63% +6% - %F+632
Onde:

G2 variincia do residuo

G5 varidncia entre blocos

G : varidncia genética entre populagBes

F: covaridncia entre efeito dos locos em homozigose (efeito aditivo) e locos em heterozigose (efeito de dominéncia).
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6.2.5.2 Componentes de média

Neste procedimento utilizou-se o teste de Escala Conjunta segundo Rowe e
Alexander (1980), com base no modelo digénico aditivo-dominante proposto por Cavalli (1952) e
apresentado por Mather e Jinks (1982 e 1984). As analises foram realizadas segundo o método
dos quadrados minimos ponderados (Mather e Jinks, 1982; Ramalho, Santos e Zimmermann,

1993), para os cruzamentos Santa Clara x TSWV-556 e Santa Clara x Stevens.
6.2.5.3 Componentes de varifincia e estimativas do numero de genes

Com base no esquema proposto por Warner (1952) estimou-se as variancias

aditivas, de dominancia, herdabilidades no sentido amplo (h?), no sentido restrito (h?). As

~ 2
S 2{o(x
estimativas dos erros obtidos com base na expressdo geral 6{6(x)|= —[—ﬂ apresentada por
GL 2 -

Vello e Vencovsky (1974). Os autores também apresentaram expressoes para estimativa dos erros

das herdabilidades no sentido amplo e restrito. As expressoes utilizadas foram:

G _GE
hf: Fz,
Og
e CaA _ B RCy| RC2)
i & ~2 il ~2
Ok Ok
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(»z )2 ng +2 ng +2 n,+2

Onde:

s(h?) e s(h?): erro associado as estimativas da herdabilidade no sentido amplo e restrito,
respectivamente. Sendo n,, ny, n3, ng, ns € ng = nimero de individuos do parental

masculino, feminino, do F, F2, RC,; e RC;,, respectivamente.

Para estimativa do niimero de genes utilizou-se a expressdo de Burton (1951):

1/(3/ — 2\ p? S
nzA(A h+h?)D? _E-F
6};2_613 ’

onde n: nimero de genes
D="P,- P, Onde, P,, P, e F, sio as médias gerais dos parentais e do F ,, respectivamente,
para a expressdo do carater.

As estimativas das varidncias ambientais (GZ) foram obtidas com base nas

seguintes expressdes:
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6f = v& f:, X 0%, x Of (menores estimativas) e

1

63 +6p +261 _ AT
: (maiores estimativas)

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.3.1 Anailise de variincia

Os resultados da anélise de varidncia para os trés cruzamentos estdo apresentados

na Tabela 8. Observou-se o efeito significativo (P < 0,01) de geragdes em todos os casos.

TABELA 8 - Quadro de ANAVA da severidade de sintomas, para efeito de geragdes apds
inoculagdo de Tospovirus (TSWV), provenientes do cruzamento das linhagens
Santa Clara x TSWV-556; Angela Gigante 1-5100 x TSWV-547 e Santa Clara x
Stevens. ESAL, Lavras-MG, 1993.

Cruzementos
Sante Clers (Pz) x TSWV-556 {Pl) Angels Gigante 1-5100 {Pz) x TSWY-547 {Pll Sante Clara (Pz) x Stevens (PIJ
Fv GL OM F GL oM F BL oM F
Blocos 3 0,088 0,70ns 3 0.12 1,68ns 3 0.196 2.07ns
Geragbes 5 1,451 11,44+ 5 1,389 19,51+ 5 4,406 46,61%
Erro 15 0,127 15 0,071 15 0,095
Dentro (Pl) 213 1,745 218 0.6088 220 D.0442
Dentro (Pz) 216 11,4398 211 2,7999 216 1,4398
Dentro Fl 220 2,0532 213 1,2504 220 0,3945
Dentro RCu 219 11,5697 219 0,4905 217 0.2709
Dentro Rl:n 21B 2,2649 216 1.0839 214 1,7508
Dentro F2 247 11,5463 245 1.5477 245 1.2775

CY (%) 13,01 15,28 16.5
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6.3.2 Distribui¢iio de freqiiéncias

Os histogramas relativos a distribui¢do de freqiiéncia em cada geragdo para vs trés
cruzamentos estdo apresentados nas Figuras 3, 4 e 5. Para o cruzamento Santa Clara x
TSWV-556 as geragdes demonstraram uma distribui¢ao continua para o carater. Embora tenham
sido realizadas 3 inoculagdes a intervalos semanais € 0 monitoramento a nivel de bandejas com 8
plantas da cultivar Santa Clara, observou-se a presenga de escapes, o que pode ser atribuido a
falhas durante a inoculagdo mecanica, ou ainda a presenca de L-RNA defectivo interferente,
presentes no inoculo (Resende et al, 1991 e 1992). A amplitude térmica durante o periodo
experimental foi de 35,2 +3,5°C e 18,77 + 1,37°C, para as maximas e minimas, respectivamente.
Os pesquisadores Hutton e Peak (1953), Hokama e Mondail (1990) e Juliatti, Maluf e Figueira
(1994) relatam que a amplitude térmica pode influenciar na velocidade de aparecimento de
sintomas. Comparando-se a distribuigao das freqiiéncias dos parentais, do F; e da geragéo F; no
cruzamento Santa Clara x TSWV-556 evidencia-se uma provavel dominancia parcial para o
controle da resisténcia na linhagem TSWV-556.

No cruzamento Angela Gigante 1-5100 x TSWV-547 (Figura 4), embora tenha sido
observado uma baixa severidade de sintomas (nota 1,306) na linhagem resistente, apos 3
inoculagdes mecanicas do virus, ocorreram nela algumas plantas com notas 3, 4 ¢ 5. Para o
progenitor Angela Gigante 1-5100 ocorreu amplo espectro de reagdo ao patogeno. Maluf, Toma-
Braghini e Corte (1991) salienta a possivel agéo de genes modificadores na expressdo da
resisténcia neste “background” genético, quando comparado a cultivar Santa Clara. Uma outra
hipotese a ser levantada é a heterogeneidade de individuos dentro da cultivar Angela Gigante

1-5100, a qual pode ser composta por uma mistura de linhas puras que foram fixadas frente ao
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FIGURA 3. Freqiiéncias relativas da severidade de infecgdo por TSWV, médias e variancias em 6
geragdes de L. esculentum Mill, proveniente do cruzamento Santa Clara x
TSWV-556. ESAL, Lavras - MG, 1993.
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FIGURA 4. Fregiiéncias relativas da severidade de infecgdo por TSWV, médias e variancias em 6
geragdes de L. esculentum Mill, proveniente do cruzamento Angela Gigante-1-5100 x
TSWV-547. ESAL, Lavras - MG, 1993.
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FIGURA 5. Freqiiéncias relativas da severidade de infecgéo por TSWYV, médias e varidncias em 6
geragdes de L. esculentum Mill, proveniente

ESAL, Lavras - MG, 1993.

do cruzamento Santa Clara x Stevens.
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patogeno apds selegiio. Nagai (1989) relata que na obtengdo da cultivar foram realizados ciclos
sucessivos de selecdo no campo nas condigdes de Sdo Paulo, onde a virose provoca epifitotias
severas. Apesar desta amplitude de variagiio no parentai Angela Gigante I-5100 (8% = 2,7999), o
confronto das geragdes parentais, F) e F, demonstram, a semelhanca do cruzamento anterior, uma
tendéncia para dominéncia parcial da expressdo da resisténcia em relagéo a susceptibilidade. Deste
modo, fica caracterizada a agio da fonte de resisténcia original (Rey de Los Tempranos) nos dois
materiais genéticos estudados.

Para o cruzamento Santa Clara x Stevens, os resultados obtidos indican. a presenga
de domindncia no controle do carater. Como se constata, a linhagem Stevens apresentou grande
resisténcia, sendo as notas sempre inferiores a 3. A geragéo F, apresentou desempenho semelhante
a esse pai embora com alguns individuos apresentando na avaliagio notas superiores. Os
resultados apresentados por Stevens, Scott e Gergerich (1991) reforgam essas observagdes. Esses
autores argumentam contudo que esse gene apresenta penetrancia incompleta, dai a prové;(el

ocorréncia de individuos da geragdo F; com nota elevada de dano (Tabela 9).

6.3.3 Componentes de médias
6.3.3.1. Cruzamento Angela Gigante I-5100 x TSWV-547

Os modelos testados estio apresentados na Tabela 10. Observou-se neste
cruzamento que todos os modelos de cinco componentes testados deram valores de qui-quadrado
significativos. Infere-se que o possivel modelo para explicar os resultados seja mais complexo que

o modelo apresentado para o cruzamento Santa Clara x TSWV-556 (Tabela 10). Estes resultados



72

servem para reforgar o relato de Maluf, Toma-Braghini e corte (1991), sobre a ocorréncia de
genes modificadores no “background” Angela Gigante 1-5100, apés introdugfio do(s) gene(s) de

resisténcia de Rey de Los Tempranos quando comparado a Santa Clara.

TABELA 9 - Freqgiiéncias observadas de 3 cruzamentos de L. esculentum Mill, quanto a
severidade de infecgio por TSWV. ESAL, Lavras-MG, 1993.

Freqliéncias observadas (notas) N® plantas N® plantas

GeragOes’ avaliadas co- avaliadas co-
1 2 3 4 5 mo resistentes mo suscep%iveis
TSWV-556 (P,) 104 31 46 18 18 135 82
Santa Clara (P,) 17 9 60 31 103 26 194
o (P, %R 66 44 56 11 47 110 114
RC, (P, x F,) 106, 13 | 68 13 23 119 104
RC,, (P, x F,) 67 24 66 15 50 91 131
F, 80 56 58 17 40 136 115
TSWV-547 (P,) 184 21 8 H 4 205 17
Ang. Gig. I-5100 83 18 21 35 58 101 114
Fo (i) 153 20 24 9 11 173 44
RC, (P, x F,) 207 5 2 5 4 212 11
RC;; (B, ) 135 37 34 4 10 172 48
F, 161 26 131 14 17 187 62
Stevens (P,) 211 13 0 0 0 224 0
Santa Clara (P,) 17 9 60 31 103 26 194
F,o(P, x2Py) 201 13 2 7 1 214 10
RC;, (P t)) 163 51 4 1 2 214 7
RC,; (P, XE) 111 38 35 13 21 149 69
F 171 31 24 7 16 202 47

! _ Geragdes parentais, F,, retrocruzamentos com 56 plantas e F, com 64 plantas
2_Notas-1e2
3 _Notas-3,4eS5.
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TABELA 10 - Componentes de médias observados para os cruzamentos Angela Gigante I-5100 x
TSWV-547, Santa Clara x TSWV-556 e Santa Clara x Stevens. ESAL, Lavras-

MG, 1993.
Cruzamentos
Comp tes
do modelo Angels Gigente I-5100 x TSWV-547 Sants Clare x TSWV-556 Sents Clere x Stevens
Estimative Estimative Estimative

n 1,491902' + 0,96457' 2,075 % 0,2464 3,31305 £ 0,7859 3,0105 £ 0,043 1,9981 4 0,1198
] 0,706377 £ 0,3772 0,769 £ 0,2464 0,68521 % 0,1111 0,B645 £ 0,043 1.4085 + 0,0373
d 0,002146 = 1,30573 -1,7751 % 0,8860 -4,3942 + 1,7736 -1,4234 £+ 0,2118 -0,7778 £ 0,1408
i 0.487051 = 1,0751 - -1,29269 £ 0,7830 - 0,4590 + 0,1292
J -0,09073 + 1,21416 -0,35086 + 0,8108 - -0,9297 + 0,2074 -1,2301 + 0,1577
1 1,339101 % 0,9714 2,7201 % 1,0546 1,0959 + 0,2230
X 37.10* 15,42 4,91 0.52ns 0.87ns

onde:

m: média de todas as linhagens possiveis;

a: * dos desvios dos homozigotos;

d: T dos desvios dos heterozigotos;

i: interag@o do tipo homozigoto x homozigoto (aditivo:aditivo);

j: interagdo do tipo homozigoto x heterozigoto (aditivo:dominante);

I: interago do tipo heterozigoto x heterozigoto (dominante:dominante).

6.3.3.2 Cruzamento Santa Clara x TSWV-556

Para este cruzamento € suas geragoes segregantes, 0S resultados dos componentes
de média obtidos bem como os erros associados estdo apresentados na Tabela 10.

Pelo modelo proposto observa-se que a epistasia do tipo dominante x dominante (1)
atuam no sentido de aumentarem a susceptibilidade, enquanto os efeitos de dominéancia (d) e a
epistasia homozigoto x heterozigoto (j) atuam no sentido de aumentarem a resisténcia. Este tipo

de modelo incluindo efeitos epistaticos no controle da resisténcia a TSWV em tomateiro, a partir
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de Rey de Los Tempranos, foi relatado por Upreti ¢ Hartman (1984). No referido estudo, os
cruzamentos: PI 203230 x PI 79532 (Rey de Los Tempranos x Pearl Harbor) e PI 203229 (=
Manzana) x Brazil, apresentaram na geragéo ¥, uma relagdo de 16:27:9:9:3. Neste trabalho, onde
se combinaram duas fontes de resisténcia em cada cruzamento, os autores conclu’ram que existem
pelo menos 3 locos no controle do carater, dois dominantes e um recessivo com ago epistatica
sobre os dois anteriores. No tipo de controle genético proposto para a resisténcia, os autores ndo
utilizaram a anélise de componentes de médias. Os resultados basearam-se apenas no estudo da
segregagdo na geragio F,. No presente trabalho, analisando a distribuigio de freqiiéncia da
geragdo F, do cruzamento Santa Clara x TSWV-556, vislumbra-se uma relagdo 9:7 (resistentes:
susceptiveis), X> = 0,34 ns (p = 0,56), indicando uma possivel epistasia recessiva dupla (Ramalho,
Santos e Pinto, 1989). Neste caso, as plantas com notas 1 e 2 foram consideradas resistentes.

Para o grau médio de dominancia (gmd) estimado pelos componentes de médias
encontrou-se a relagdo d/a = 1,64. Poder-se-ia, a primeira vista, visualizar um efeito de
sobredominancia no controle genético da resisténcia. Mas, na analise de componentes de médias
os efeitos individuais aditivos (a) podem-se cancelar, quando apresentarem sinais no sentido
contrario, neste caso, o valor de a (somatorio dos efeitos aditivos individuais dos genes) fica
subestimado (Mather e Jinks, 1984). Portanto, o excesso de d sobre a pode ocorrer simplesmente
porque a contribuigdo dos locos em homozigose se cancelaram em propor¢ao maior do que a dos

em heterozigose.
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6.3.3.3 Cruzamento Santa Clara x Stevens

Neste cruzamento, os efeitos de domindncia de heterozigotos (d) bem como a
epistasia homozigoto x heterozigoto, contribuem para diminuir a susceptibilidade ou maior
resisténcia ao vira-cabega do tomateiro (Tabela 10). Stevens, Scott e Gergerich (1991) relataram
que a resisténcia na cultivar Stevens, a partir de geragoes obtidas do cruzamento Sul Africano
Stevens x Rodade é controlada por um gene dominante, com penetrancia de 98,7%. Os resultados
com base em componentes de médias demonstram e.tes efeitos de dominéincia no sentido de
resisténcia. Watterson; Wyatt e Custer (1989) relataram que uma cultivar derivada de
Lycopersicon peruvianum apresentou resisténcia conferida por um gene dominante, com um ou
mais genes modificadores. Entretanto, este germoplasma ndo se encontra disponivel para testes.
No estudo de heranga relatado por Stevens, Scott e Gergerich (1991), os autores basearam-se em
testes ELISA com leituras para absorbancias em espectrofotometro a 490 nm (Aus), considerar;do
plantas com A < 0,23 como néo infectadas (nivel Treshold). Este tipo de procedimento pode ndo
ser adequado para expressar a resisténcia ou susceptibilidade ao virus e sim a detecgdo ou nao do
mesmo nos tecidos do hospedeiro. Dai, uma possivel discrepancia entre os resultados desses
autores e 0s aqui obtidos.

O grau médio de dominancia (d/a), calculado pelos componentes de médias para o
cruzamento Santa Clara x Stevens, nas geragdes estudadas, foi estimado em 0,55, indicando uma

dominéncia incompleta no controle da resisténcia.
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6.3.3.4 Componentes de variincia genética e estimativas das herdabilidades e nimero de genes

As estimativas para os componentes da varidncia genética e estimativas das

herdabilidades, estdo apresentadas na Tabela 11.

TABELA 11 - Estimativas das variancias aditivas (G% ), ominancia (6%), ambiental (&%),

herdabilidades no sentido amplo (h?) e restrito (h?), grau médio de dominancia

(gmd) e nimero provavel de genes (n). ESAL, Lavras-MG, 1993.'

~2 1 ~2 2 52 3 =2 4 23 2 § 5 1
Cruzamento G G5 Of O% h; h; gmd n_’
Sante Clars
x 0,058 £ 0,39 0.1604 £ 0,33 11,7279 1.8228 11,22 49,89 2,9+22,04 1,67-23 1,8 - 3.3
TSHY-556
Angele Gigante
1-5100 x 1,5211 % 0,3009 02 1,3005 1,4973 53,9 +£9,8 53,9149 . 0,92 - 1.4
TSWV-547
Sante Clara
x 0,5333 + 0,2862 10,4514 % 0,211 0,2928 0,5682 77.1 +£7.6 41,7 £19.4 0.B1 -1,3 1,4 -1,9

Stevens

125¢6 Ectimativas com base na variancia ambiental obtida em 3
7¢¥ Egtimativas obtidas com base em 3 e 4. Sendo 7 obtido com base em componentes de variancia
? Estimativa obtida no valor de -1,2739

Pelos resultados apresentados na Tabela 11, demonstra-se que a expressao da
resisténcia proveniente de Rey de los Tempranos depende do “background” genético envolvido.
Os acessos TSWV-547 e TSWV-556, apresentam comportamento diferenciado quanto as diversas
estimativas. Nota-se que a herdabilidade no sentido amplo para o cruzamento Santa Clara x
TSWV-556 foi muito baixa (11,22%), apresentando um erro associado 88%. Ja para Angela
Gigante 1-5100 x TSWV-547 a herdabilidade apresentada ao nivel de plantas individuais foi de

53,9%, com um erro associado de 18%. Neste caso, infere-se na possibilidade de selegdo
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individual de plantas resistentes para este cruzamento. Maluf, Braghini e Corte (1991), ressaltaram
a possivel influéncia do genotipo utilizado em cruzamentos, na manifestacdo da resisténcia a
Tospovirus. Os autores salientam a possivel agdo de genes modificadores em Angela Gigante
1-5100 aumentando a resisténcia ao virus. Percebe-se, também, que o niimero provavel de genes
envolvidos na expressdo do caréter variou de 2 a 3, para o cruzamento Santa Clara x TSWV-556
e apenas um gene para o cruzamento Angela Gigante I-5100 x TSWV-547. Upreti ¢ Hartman
(1984) observaram que no cruzamento de Rey de Los Tempranos (PI 203320) com uma linhagem
oriunda de L. pimpinellifolium (P1 79532) - (Pear] Harbor), a resisténcia a TSWV € conferida por
3 genes, sendo 2 dominantes e um terceiro recessivo com agdo epistatica sobre os anteriores.

Para o cruzamento Santa Clara x Stevens, a herdabilidade no sentido amplo e
restrito apresentaram estimativas de 77,1% e 41,7%, com erros associados de 9,88% e 46,52%,
respectivamente. Vello e Vencovsky (1974) reportam que as estimativas de segundo grau podem

apresentar elevados erros associados devendo sua utilizagdo pratica ser abordada com restrigdes.
Mas, como a h? para este cruzamento foi de 77,1% e com um erro associado baixo, permite-se

inferir o sucesso para a selegdo de individuos resistentes em populagdes segregantes, sem a
necessidade do teste de progénies. As estimativas do grau médio de dominéncia, variando de 0,81
a 1,3, confirmam resultados obtidos por Stevens et al. (1991), onde a resisténcia ao virus, na
cultivar Stevens é conferida por um gene dominante. Neste caso, o uso dos componentes da
varidncia genética reforcam as observagdes obtidas com base na anilise de distribui¢do de
freqiiéncias do presente trabalho. A estimativa do nimero de genes envolvidos na expressdao da
resisténcia embora tenha variado de 1,4 a 1,9, pode reforgar também, o relato de Watterson,
Wyatt e Custer (1989), que no germoplasma obtido de L. peruvianum, fonte da qual originou

também a cultivar Stevens, a resisténcia é monogénica com agdo de domindncia. Segundo os
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autores, um ou mais genes modificadores podem expressar alteragdes nesta resisténcia. Infere-se
deste modo o efeito modificador do germoplasma utilizado no cruzamento com o material

sclvagem.
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7 ESTIMATIVA DA HERDABILIADE DA RESISTENCIA A TOSPOVIRUS UTILIZANDO

POPULACOES SEGREGANTES COM DIFERENTES PROPORCOES ALELICAS

RESUMO

Neste estudo foram utilizadas 60 progénies F, dos retrocruzamentos para cada

parental (RC); e RCy;) e 60 progénies F; para cada um dos cruzamentos Santa Clara (Q) X
TSWV-556 (O") e Angela Gigante I-5100 (Q) x TSWV-547 (O). Para os dois experimentos

foram utilizados 10 blocos aumentados contendo 18 tratamentos ndo comuns € seis n'ataxneﬁtos
comuns [Stevens, TSWV-547, TSWV-556, Angela Gigante 1-5100, Santa Clara e F, (Angela
Gigante 1-5100 x TSWV-547)], em cada bloco. As linhagens TSWV-347 e TSWV-556
apresentam base genética semelhante a Angela Gigante 1-5100 e a Santa Clara e foram obtidas a
partir de Rey de Los Tempranos. As parcelas experimentais constituiram de 30 plantas obtidas em
bandejas de isopor com 128 células (dimensdes 3,5 cm x 3,5 cm x 6 cm). Fara controle
experimental deixaram-se oito plantas da cultivar Santa Clara inoculadas em cada bandeja.
Realizaram-se duas inoculagdes mecénicas espagadas de 5 dias em plantas com duas folhas
definitivas. O inoculo foi obtido através de um isolado da espécie TSWV multiplicado em plantas
de fumo TNN com 6-8 folhas e em seguida maceradas em tampao fosfato gelado 0,1M, pH = 7,0,

acrescido de sulfito de sédio 0,01 M, na proporgio de 4 g de folhas com sintomas
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sistémicos/20 ml de tamp#o. A avaliagio e severidade de sintomas ocorreu aos 25 dias ap0s a
segunda inoculagdo, com base na escala de 1 a 5 (onde 1 - plantas aparentemente sadias e 5 =
plantas mortas). A anélise dos dados em blocos aumentados, para média de tratamentos comuns e
ndo comuns (progénies), revelou herdabilidades no sentido amplo (h2) e restrito (hy) com
valores de 96,6% e 32,65% para o cruzamento Santa Clara x TSWV-556 e 93,29% e 0% para o
cruzamento Angela Gigante I-5100 x TSWV-547, respectivamente. Observou-se maior magnitude

da varidncia de dominancia em relagdo a aditiva nos dois cruzamentos estudados.

SUMMARY

In this study 60 F, progenies of the backcrosses to each parental line (RCy; and

RC,,) and 60 Fs progénies were tested for each of the crosses Santa Clara (Q) x TSWV-556 (O)
and Angela Gigante 1-5100 (Q) x TSWV-547 (). In the two trials were used 10 augmented

blocks with 18 non-replicate treatments and 6 common treatments [Stevens, TSWV-547,
TSWV-556, Angela Gigante I-5100, Santa Clara) and Fy (Angela Gigante I-5100 x TSWV-547)].
The breeding lines TSWV-547 and TSWV-556 have a common source of resistance (Rey de Los
Tempranos) and are near isogenic lines to Angela Gigante 1-5100 and Santa Clara. The plots were
arranged with 30 plants in foam trays with 128 cells (3.5 cm x 3.5 cm x 6 cm). Eight plants of the
Santa Clara cultivar were inoculated as a susceptible control in each trays. Two mechanical
inoculation in 2-leaf stage plantlet were effected with a 5-day interval. The inoculum was obtained

through the multiplication of a TSWV isolate in TNN tobacco plants with 6-8 leaves. The leaves
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were ground in cold 0.01M phosphate buffer 0.01M, pH = 7.0, with 0.01M sodium sulphite (4 g
of leaves with systemic simptoms/20 ml of buffer). The greenhouse temperature variation was
checked daily. The evaluation was realized 25 days after the second inoculation based on the
severity ratings (where: 1 = aparently healthy plants and 5 = dead plants). The analysis of the data
lead to broad and narrow sense heritability estimates of 96.6% and 32.65% for the Santa Clara x
TSWV-556 cross, and 93.29% and 0% for the f\ngela Gigante 1-5100 x TSWV-547 cross,
respectively. A larger magnitude of the variance of dominance variation relatively to the aditive

variance was obseived in the crosses studied.

7.1 INTRODUCAO

Os tospovirus apresentam como membro tipo a espécie Tomato Spotted Wilt Virus
(TSWV) (Avila, 1993). O género Tospovirus foi incluido na familia Bunyaviridae (Francki et al,,
1991). No Brasil, o complexo patolégico ¢é referido como o vira-cabega do tomateiro, sendo uma
das doengas de maior importancia para o tomateiro no Brasil (Lima, 1986). Avila et al. (1993)
relataram também as espécies Tomato Clorotic Spot Virus (TCSV) e Groundnut Ring Spot Virus
(GRSV), como causadoras de doengas do complexo vira-cabega.

Fontes de resisténcia e progressos no melhoramento do tomateiro a tospovirus tém
sido mencionadas na literatura (Nagai, Lorengdo e Siqueira 1991; Maluf, Toma-Braghini e Corte,
1991; Paterson, Scott e Gergerich, 1991 e Stevens, Scott e Gergerich, 1991). No entanto, estudos
para a genética da resisténcia para o virus de vira-cabega do tomateiro ainda sdo escassos. O
primeiro relato do controle genético da resisténcia em Tospovirus foi apresentado por Finlay

(1953). O autor mencionou que a resisténcia em Rey de Los Tempranos a sete de dez isolados de
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Tospovirus utilizados, como sendo controlada por 4 genes: Swi’, swa, SW3 € Swa, ou seja um loco
com alelo dominante e 3 locos com alelos recessivos. Stevens, Scott e Gergerich (1991)
observaram um gene dominante na cultivar Stevens como responsivel pela resisténcia a
Tosnovirus. Juliatti ¢ Maluf (1993) relataram que a resisténcia a Tospovirus em Rey de Los
Tempranos é devida a 1 a 3 genes com dominincia parcial. Relato preliminar de Maluf, Toma-
Braghini e Corte (1991) sugerem que a resisténcia em Rey de Los Tempranos poderia ser
conferida por alelo(s) recessivo(s).

Juliatti e Maluf (1993), ap6s 3 inoculagdes mecénicas determinaram herdabilidades
no sentido amplo para os cruzamentos Santa Clara x TSWV-556; Angela Gigante 1-5100 x
TSWV-547 e Santa Clara x Stevens com valores de 11.22, 53.9 e 77.1%, respectivamente,
demonstrando assim a possibilidade de sucesso na selegdo de plantas individuais resistentes em
populagdes segregantes pelo menos para os dois ultimos cruzamentos.

Os objetivos deste trabalho sdo o de estimar as herdabilidades no sentido ampl.o e
restrito da resisténcia a Tospovirus (TSWV) em progénies oriundas das geragdes F, dos

retrocruzamentos e Fs para os parentais Santa Clara (Q) x TSWV-556 (O') e Angela Gigante

I-5100 x TSWV-547 (O).
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7.2 MATERIAL E METODOS

7.2.1 Cruzamento Santa Clara (Q) x TSWV-556 )

7.2.1.1 Obtenciio das populac¢ies e metodologia de inoculacdo

Foram utilizadas progénies F, dos retrocruzamentos Santa Clara (Q) x F, [Santa
Clara (Q) x TSWV-556 (O")] (O") € TSWV-556 (Q) x F1 [Santa Clara (Q) x TSWV-556 OM

(O) e as progénies F; do cruzamento Santa Clara x TSWV-556. As progénies foram obtidas de
plantas individuais autofecundadas em campo, das quais extrairam-se as sementes, sendo estas
armazenadas em cdmara fria a 12-15°C. As linhagens resistentes TSWV-547 e TSWV-556 sdo de
base genética semelhantes a Angela Gigante 1-5100 e Santa Clara, respectivamente (Maluf, Toma-
Braghini e Corte, 1991 e Juliatti, Maluf e Figueira, 1994).

O delineamento experimental adotado foi o de blocos aumentados (Federer, 1956),
com seis tratamentos comuns (Stevens, TSWV-547, TSWV-556, Angela Gigante I-5100, Santa
Clara e F, (Angela Gigante 1-5100 x TSWV-547). Utilizaram-se 10 blocos contendo ainda 18
tratamentos ndo comuns em cada bloco. As parcelas constituiram-se de 30 plantas obtidas em
bandejas de isopor do tipo “speedling” com 128 células (dimensdes 3,5 cm x 3,5 cm x 6 cm), as
quais continham substrato orgénico Plantcell, mais casca de arroz carbonizada, na proporgéo 1:1.
Adubou-se o substrato com 800 g de 4-14-8 por saco de mistura. Como controle experimental, da
eficiéncia da inoculagdo, deixaram-se oito plantas da cultivar Santa Clara em cada bandeja.
Realizaram-se duas inoculagdes espagadas de 5 dias em plantas com duas folhas definitivas. O

inéculo foi obtido de um isolado de Tospovirus da espécies TSWV (Juliatti, Maluf e Figueira,
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1994), multiplicado em plantas de fumo cujas folhas apresentavam sintomas de anéis e mosaico
sistémico. Apos a trituragdo das folhas em liquidificador utilizando tamp@o fosfato gelado 0,01M,
pH = 7,0, acrescido de sulfito de sodio 0,01M, na proporgdo 1:5 (4 g folha/20 ml tamp@o),
seguiu-se a coagem em gaze asséptico. O in(culo foi transportado para casa-de-vegetagdo em
caixa de isopor contendo gelo. Em seguida procedeu-se a inoculagio mecanica utilizando como
abrasivo Carborundum 600 mesh. A aplicagio do in6culo foi realizada com um pulverizador
Brunden-Jacto (1 1) nas folhas com abrasivo. Em seguida aplicou-se os dedos € a palma da mdo
sobre as folhas para facilitar a entrada do inbculo. Os tratos fitossanitarios foram realizados
durante a condugdo do experimento com aplicagdes semanais de benomil (1 g p.c./l), iprodione
(1,5 g/1), agrimicina (4 g p.c./l) ou kasugamicina (3 ml/l) e deltametrina (3 ml/10 1), para o
controle de Alternaria solani, Septoria lycopersici, mancha bacteriana (Pseudomonas syringae
pv. tomato) e Diabrotica speciosa, respectivamente. Também foram realizadas aplicagdes
semanais de uréia 0,5%.

O monitoramento diario das temperaturas minimas € maximas foi realizado durante
todo o experimento.

Avaliou-se aos 25 dias, apos a segunda inoculagdo, a severidade de sintomas com
base na seguinte escala de sintomas (Juliatti, Maluf e Figueira, 1994): 1 = plantas aparentemente
sadias; 2 = plantas com sintomas leves, ligeiro amarelecimento, arroxeamento dos foliolos e
desenvolvimento normal; 3 = plantas com arroxeamento mais Severo dos foliolos e presenga de
alguns anéis e pontos necroticos nos foliolos superiores ¢/ou tombamento do ponteiro para baixo
(epinastia); 4 = plantas com arroxeamento e/ou amarelecimento severo com redugdo acentuada no-
crescimento e necrose severa dos foliolos; 5 = necrose severa em toda planta ou planta morta. Os

dados obtidos foram submetidos a uma analise de variancia (Federer, 1956). A variancia fenotipica



88

média cf—: foi obtida a partir das médias ajustadas para todas as progénies referentes as trés
populagdes (retrocruzamentos e Fs). Em fungdo desta e a partir do QM residuo intrablocos foi

obtida a varidncia genética dos tratamentos regulares ou nZo comuns (fré) (Tabela 12).

7.2.1.2 Estimativa das varidncias e herdabilidade no sentido amplo (h? ) e restrito (h?)

Seguindo 0 esquema proposto por Mather e Jinks (1982 e 1984) e Ramalho,
Santos e Zimmermann (1993) obteve-se as expressdes apresentadas na Tabela 12 para estimativa
das variancias ambientais entre, além da varidncia aditiva e de dominéncia.

Também foram utilizadas expressdes para determinagdo da herdabilidade no sentido

amplo (h?) e restrito (h?).

7.2.1.3 Distribuicfio de freqiiéncia

Efetuou-se para cada populagdo e para os tratamentos comuns a distribui¢do para

severidade de sintomas (média ajustada) em cada progénie (tratamentos comuns).

7.2.2 Cruzamento Angela Gigante I-5100 (Q) x TSWV-547 (O)

Procedeu-se da mesma maneira como o item anterior.
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TABELA 12 - Expressdes utilizadas para obtencio das equagdes referentes aos cruzamentos
Santa Clara (Q) x TSWV-556 (O) e Angela Gigante 1-5100 (Q) x TSWV-547

(O) para determinagio da varidncia fenotipica média (&%), variancia genética

(62), variancia aditiva (&2 ), variancia de dominancia (G, ), varidncia ambiental

entre geragoes (G%b ), herdabilidades no sentido amplo (h?) e restrito (h?).

ESAL, Lavras - MG, 1994.

Populagdo Estimativas Simbologia da
Expressdo utilizada
Progénies F; e F, de cada Varidncia fenotipica média
retrocruzamento 62

Retrocruzamentos (F; RCy; +
F2 RCy)

Progeénies F;

A Ag L AD
GA’ GD’ GEb

A9 ~2 ~2
Gas Op, UEb

l\l -~
~2 A2 , A2
2 Og _0,j10p
h a T A2 A2
G'{E G‘F
~2
2_0Ox
h; = 0
Or

1 - Mather e Jinks (1982 e 1984) e Ramalho, Santos e Zimmermann (1993).
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7.3 RESULTADQOS E DISCUSSAO

As Tabelas 13 e 14 apresentam as anélises de varidncia para os dois experimentos
realizadns, sendo verificado efeito de tratamentos ajustados. Os coeficientes de variagdo
demonstraram valores de 15,81% para o experimento das progénies oriundas do cruzamento
Santa Clara x TSWV-556. Enquanto no cruzamento Angela Gigante I-5100 x TSWV-547
registrou-se o valor de 20,29%.

As estimativas dos componentes da variancia fenotipica média sdo apresentados na

Tabela 15. Determinou-se entdo uma herdabilidade no sentido amplo (hz) de 96,6% e no sentido

restrito (h?) de 32,65%, para o cruzamento Santa Clara x TSWV-556. Confrontando com as

estimativas obtidas para 0 mesmo cruzamento ao nivel de plantas individuais, cujos valores foram
de 11,22 e 2,9%, respectivamente, justifica-se, deste modo, em parte, o sucesso da obtengao das
linhagens resistentes a Tospovirus (TSWV-547 e TSWV-556), por Maluf, Toma-Braghini e
Corte, 1991, onde foram utilizados testes sucessivos de progénies sob indculo natural de
Tospovirus em condigdes de campo na regido de Campinas-SP. No cruzamento Angela Gigante
1-5100 x TSWV-547, cuja analise em plantas individuais apresentou herdabilidade no sentido
amplo com valor de 53,9% e um erro associado de 18% (Juliatti e Maluf, 1993), com a utilizagdo
do teste de progeénies, determinou-se uma herdabilidade no sentido amplo de 93,29%. Portanto,
maior confiabilidade podera ser obtida na sele¢do para Tospovirus em populagdes segregantes, na
qual se realiza o teste de progénies, principalmente em mecanismos de resisténcia parcial como € a
fonte de resisténcia original Rey de Los Tempranos (Kumar e Ullman, 1993), os quais sdo muito

influenciados pelo ambiente (Fisher e Rufty, 1993). Para as condigdes experimentais deste trabalho



91

as temperaturas maximas apresentaram uma variagio de 39,38 + 2,51°C, enquanto as

temperaturas minimas variaram de 19,53 + 2,05°C.

TABELA 13 - Analise de varidncia para progénies F, RCyy, F; RC; e F; do cruzamento Santa
Clara x TSWV-556 e os tratamentos comuns (TSWV-547, Stevens, Angela
Gigante 1-5100, F, (Angela Gigante 1-5100 x TSWV-547), Santa Clara e
TSWV-556). ESAL, Lavras, MG, 1994.

Fonte de variacgado GL oM F

Blocos ajustados 9 0,2016 1,28ns

Tratamentos ajustados 185 0,6231 3,96%*?
Trat. comuns (TC?) 5 6,3988 40,64%%
TNC® (TC vs. TNC) 80 0,4627 2,94 %%

Residuo intrablocos 45 0,1575

Total 239

! % significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
2 7C = Tratamentos comuns (com repetigdes)
3 TNC = Tratamentos ndo comuns (sem repeti¢des) - Tratamentos re-

gulares
Erros padroes Valor
observado
Para 2 tratamentos comuns 0,1776
Para 2 tratamentos ndo comuns (mesmoc bloco) 0,56112
Para 2 tratamentos ndo comuns (blocos diferentes) 00,6061
Para um tratamento comum e outro ndo comum 0,4495
CvV (%) 15,81

Média geral 2751
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TABELA 14 - Anélise de varidncia para progénies RC2, RC2, e F3 do cruzamento Angela Gigante
1-5100 x TSWV-547 e os tratamentos comuns (TSWV-547, Stevens, Angela
Gigante 1-5100, F; (Angela Gigante I-5100 x TSWV-547), Santa Clara e
TSWV-556). ESAL, Lavras, MG, 19%4.

Fonte de variacdo GL oM F

Blocos ajustados 9 0,26852 1,09ns

Tratamentos ajustados 185 0,5033 2,04%x%
Trat. comuns (TC?) 5 6,3464 25,79%%
T™NC® (TC vs. TNC) 80 0,3409 1,38ns

Residuo intrablocos 45 0,2461

Total 239

! ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
2 7C = Tratamentos comuns (com repetigdes)
3 TNC = Tratamentos n3o comuns (sem repetig¢des) - Tratamentos re-

gulares
Erros padrdes Valor
observado

Para 2 tratamentos comuns 0,2218
Para 2 tratamentos ndo comuns (mesmo bloco) 0,7016
Para 2 tratamentos ndo comuns (blocos diferentes) 00,7578
Para um tratamento comum e outro nao comum 0,5620
CvV (%) 20,29

Média geral 2,44
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TABELA 15 - Estimativas das varidncias fenotipica média (%), variéincia genética (6), da
soma das varidncias entre retrocruzamentos (G3c), varidncia aditiva (63),
variancia de dominancia (G}, ), varidncia ambiental entre (625h ), herdabilidades no

sentido amplo (h?) e restrito (hf), para dois cruzamentos em Lycopersicon

esculentum Mill. ESAL, Lavras, MG, 1994.

Santa Clara () x TSWV-556 (@)

Procedimento utilizado
A2 ) A2 ) A2 ~2 2 2
6 ©Og Opc Oan Op Of h; h;
Relagdo entre variincias e ANAVA
. Uso de residuo intrablocos 0,46 0,4442 0,7424 0,1502 0,2940 0,10575 96,6 32,65
Angela Gigante I-5100 (Q) x TSWV-547 (O)
Procedimento utilizado
~2 A2 ~2 ~2 ~2 ~2 2 2
Relagio entre varidncias e ANAVA
. Uso de residuo intrablocos 0,3667 0,2789 0,6273 0,0 0,3421 0,02461 93,29 0,0
Estimativa negativa (-0,0203)

Em relagio & varidncia de dominéincia (Tabela 15) determinou-se que os seus
efeitos sdo de maior magnitude em relagdo a varidncia aditiva, quando se visa a sele¢do para
resisténcia a TSWV, a partir do acesso original Rey de Los Tempranos. Resultados semelhantes
foram encontrados por Kumar e Irullappan (1991) na India, utilizando populagdes oriundas de
cruzamentos com espécies selvagens e por Juliatti e Maluf (1993) para o cruzamento Santa Clara
x TSWV-556, baseando na analise ao nivel de plantas individuais. Observando-se a distribuigdo de
fregiiéncia (Figuras 6 e 7) nas populagdes oriundas dos dois cruzamentos realizados confirmam-se

estas tendéncias. Distribuigdes de freqiiéncias assimétricas para a geragdo F, oriunda dos
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FIGURA 6. Distribuigio de freqiiéncias para linhagens (Stevens, TSWV-547, TSWV-556, Angela
Gigante 1-5100 e Santa Clara), F, (Angela Gigante I-5100 x TSWV-547), progénies
F, dos retrocruzamentos e F; do cruzamento Angela Gigante 1-5100 x TSWV-547.
ESAL, Lavras - MG, 1994.
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FIGURA 7. Distribuigdo de freqiiéncias para linhagens (Stevens, TSWV-547, TSWV-556, Angela
Gigante I-5100 e Santa Clara), F, (Angela Gigante I-5100 x TSWV-547), progénies
F, dos retrocruzamentos e F; do cruzamento Santa Clara x TSWV-556. ESAL,
Lavras - MG, 1994.
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cruzamentos Santa Clara (Q) x TSWV-556 (O) e Angela Gigante 1-5100 (Q) x TSWV-547

(O), também foram observadas por Juliatti e Maluf (1993). Indicando deste modo a presenca dos

efeitos de dominéncia para resisténcia a TSWV.
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8 SELECAO DE PROGENIES RESISTENTES A UM ISOLADO DE TOSPOVIRUS EM

Lycopersicon esculentum Mill.

RESUMO

Uma populagio de tomateiro F, [Santa Clara x F, (Santa Clara x Stevens)] foi
selecionada ao nivel de plantas individuais para formato de frutos Santa Clara. As sementes das
plantas selecionadas foram colhidas em Bulk e em seguida inoculadas por um isolado da espécie
TSWV. Uma segunda populagdo F; [Nemadoro x F; (Nemadoro x Stevens)] recebeu inoculagdo
semelhante. O inéculo foi multiplicado em plantas de fumo TNN, em seguida folhas com sintomas
sistémicos foram maceradas na proporgdo de 4 g de inculo/20 ml de tamp@o fosfato 0,01M, pH =
7,0, acrescida de sulfito de sodio 0,01M e aplicado mecanicamente em plantas no estadio de 2
folhas definitivas. Quatro bandejas de isopor com 410 plantas da primeira populagdo e 2 com 210
plantas da segunda mais 8 plantas dos respectivos parentais foram inoculadas 4 vezes em
intervalos semanais. Plantas individuais foram avaliadas para sintomas 15 dias ap6s a quarta
inoculagdo. Foi observado uma relagdo 1:1 (resistentes:susceptiveis) para a segunda populagéo,
conforme esperado se um gene dominante controlasse a resisténcia. Na avaliagdo das progénies F3
e F, para cada um dos retrocruzamentos permitiu-se a identificagdo das progénies segregantes e

ndo segregantes para o gene Sw-35.
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SUMMARY

Two populations of tomato were tested to a Tospovirus isolate. Plants from the F»
population Santa Clara x F; (3anta Clara x Stevens) was selected on an individual plant based on
their fruit similarity to Santa Clara, and seed harvested in bulk from these selected plants. From a
second population Nemadoro x F; (Nemadoro x Stevens), the F; RCyy plants unselected for fruit
were chosen according to shape and were also inoculated. An isolate of TSWV species multiplied
in TNN tobacco plants were used for the mechanical inoculations. TNN leaves with systemic
symptoms were macerated in frozen pistil mortar in the proportion of 4 g/20 ml of 0,0IM
phosphate buffer, pH = 7.0 with 0.01M of sodium sulphite added, and mechanically inoculated in
plants at the two leaf stage. Four trays with 410 plants from the first population and two others
with 210 from the second were used, respectively. Eight plants from the respective parents were
weekly inoculated. Fifieen days before the 4™ inoculation the individual plants were evaluated. A
relation of 1:1 (resistant:susceptible) was demonstrated for the 2™ population. In the F; and F; of
the backcross progenies, it was possible to identify the segregating and non segregating progenies

for the Sws gene.

8.1 INTRODUCAO

Os tospovirus, dentro da familia Bunyaviridae, sdo um complexo viral de grande
importancia epidemiologica, transmitidos por cerca de oito espécies de tripes (Avila, 1992; Cho et
al., 1989). A espécie TSWV (Tomato Spotted Wilt Virus) € tida como membro tipo dentro do

género Tospovirus (Francki et al., 1991). Avila et al. (1993a, 1993b) relataram a ocorréncia de
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outras duas espécies de tospovirus (Tomato Chlorotic Spot Virus - TCSV e Groundnut Ring Spot
Virus - GRSV). Nos meses quentes do ano, este complexo viral tem se tornado o principal
problema da cultura do tomateiro, pois infestagdes do vetor virulifero sdo constantes. O inseto
vetor desta fitov'rose pertence a familia Thripidae (ordem: Thysanoptera) (Best, 1968). Dado a
eficiéncia da resisténcia genética no controle destas doengas, urge desenvolver linhagens e/ou
variedades de tomateiro resistentes com boas caracteristicas comerciais.

Fontes de resisténcia a Tospovirus tém sido relatadas em Lycopersicon (Kikuta e
Frazier, 1946; Finlay, 1952, 1953; Eskes e Nagai, 1981; Maluf, Toma-Braghini e Corte, 1991 e
Stevens, Scott e Gergerich, 1991). A cultivar Stevens, origindria da Africa do Sul apresenta um
gene dominante de resisténcia a Tospovirus, com penetrancia de 98,7% (Stevens, Scott e
Gergerich, 1991). A partir do cruzamento da cultivar Santa Clara com este material foi
determinada uma herdabilidade de 77,1%, ao nivel de plantas individuais, indicando a possibi]idfade
de selegio de plantas resistentes com base na selegdo de plantas individuais em populagdes
segregantes (Juliatti e Maluf, 1993a). Segundo Cupertino et al. (1993), a espécie Lycopersicon
peruvianum utilizada para obtengdo da cultivar Stevens apresenta resisténcia multipla a trés
espécies de Tospovirus (Tomato Spotted Wilt Virus, Tomato Chlorotic Spot Virus e Groundnut
Ring Spot Virus). Dusi et al. (1993) apresentaram a linhagem TX-10, obtida na geragdo Fs do
cruzamento entre Rodade x Stevens como resistente as trés espécies de Tospovirus citadas
anteriormente.

O objetivo deste trabalho € de identificar plantas resistentes a partir da geragéo F,
do primeiro retrocruzamento de Santa Clara x F, (Santa Clara x Stevens) e F, [Nemadoro x F,

(Nemadoro x Stevens)] e determinar seus possiveis genotipos.
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8.2 MATERIAL E METODOS

8.2.1 Avaliagfio de plantas individuais

Do cruzamento Santa Clara x F, (Santa Clara x Stevens) foram transplantadas
cerca de 400 plantas em condigdes de campo, onde praticou-se a selegdo individual para formato
de fruto Santa Clara. As sementes RC,, das plantas selecionadas em campo foram colhidas em
Bulk e em seguida selecionadas sob a infecgdo de um isolado de Tospovirus, pertencente a espécie
TSWYV (Juliatti e Maluf, 1993b; Juliatti, Maluf e Figueira, 1994), juntamente com plantas oriundas
do cruzamento [Nemadoro x F; (Nemadoro x Stevens)]. O in6culo foi obtido em plantas de fumo
TNN (Nicotiana tabacum cv. Turkish NN) com sintomas sistémicos. Utilizou-se uma
conoemra(:ﬁo viral de 1:5 (4 g de in6culo/20 ml de tampdo fosfato 0,01M, pH = 7,0, acrescida de
sulfito de sodio 0,01M) (Duval et al., 1993a e 1993b; Juliatti, Maluf e Figueira, 1994). O in6culo
coado em gaze asséptico foi aplicado mecanicamente em plantas no estadio de 2 folhas definitivas.
Foram utilizadas bandejas de isopor do tipo “speedling”, contendo 128 células nas dimensdes (3,5
cm x 3,5 cm x 6 cm), contendo substrato organico Plantcell e casca de arroz carbonizada (1:1).
Para o cruzamento com o parental Santa Clara foram avaliadas 410 plantas e para o cruzamento
com o parental Nemadoro, 210 plantas, respectivamente. Oito plantas de cada parental, inoculadas
com o virus em cada bandeja consistiram no controle experimental.

Plantas individuais foram avaliadas 15 dias apés a quarta inoculagdo semanal,
utilizando a seguinte escala de notas descrita por Juliatti, Maluf e Figueira (1994): 1 = plantas
aparentamente sadias; 2 = plantas com sintomas leves, ligeiro amarelecimento, arroxeamento dos

foliolos e desenvolvimento normal; 3 = plantas com arroxeamento mais severo dos foliolos com
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presenca de alguns anéis e pontos necroticos nos foliolos superiores e/ou tombamento do ponteiro
para baixo (epinastia); 4 = plantas com arroxeamento e/ou amarelecimento severo com redugéo
acentuada no crescimento e necrose severa dos foliolos e 5 = necrose severa em toda planta ou
planta morta. Apdés a separagdo das notas individuais para cada populagdo as plantas foram
separadas em resistentes (notas 1 e 2) e susceptiveis (notas 3, 4 e 5), aplicando-se em seguida o

teste de qui-quadrado (Ramalho, Santos e Pinto, 1989).

8.2.2 Teste de progénies

De posse das plantas individuais selecionadas em cada populagdo (item 8.2.1)
foram obtidas em campo as progénies das mesmas, apds a autofecundagéo e colheita individual. A
semeadura em bandejas foi realizada conforme item 8.2.1 onde foram obtidas 30-40
plantas/progénie que foram inoculadas com os mesmos procedimentos previamente citados. Em
cada bandeja contendo 3 progénies, foram deixadas 8 plantas da cultivar Santa Clara intercalares a
cada progénie, como controle susceptivel. Realizaram em seguida 4 inoculagdes com 3 dias de
intervz.alo semelhante ao item anterior. As avaliagdes foram realizadas com base nos critérios de
severidade descritos anteriormente, aos 20 dias ap6s a quarta inoculagdo. Foram avaliadas 40
progénies F3 RC); [Santa Clara x F, (Santa Clara x Stevens) e 30 progénies F, RC,; [Nemadoro x

F; (Nemadoro x Stevens)] que receberam os codigos BPX 320-B e BPX 315-A, respectivamente.
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8.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.3.1 Avaliacgdio de plantas individuais

Os resultados estdo apresentados na Tabela 16.

Pelos resultados apresentados observou-se uma relagdo 1:1 (resistentes:
susceptiveis) no cruzamento Nemadoro x F,, (Nemadoro x Stevens) confornie o esperado para o
gene de resisténcia dominante oriundo da cultivar Stevens (Stevens, Scott e Gergerich, 1991). As
distorgdes observadas na segregagdo para a geragdo F, [Santa Clara x F, (Santa Clara x Stevens)],
pode ser atribuida, a penetrancia incompleta do gene Sw-5 (Stevens, Scott e Gergerich, 1991),
temperaturas desfavoraveis a multiplicagdo viral na hospedeira, apds a inoculagdo (Duval et al,
1993b; Juliatti, Maluf e Figueira, 1994) e alteragdes na concentragao do virus presente no inoculo
(Duval et al., 1993b), durante a inoculagdo. A freqiiéncia esperada de 5/8 de plantas susceptiveis €
3/8 resistentes ndo foi observada na populagdo do “background” Santa Clara, o que pode ser
atribuido a desvios de amostragem apos selegdo para formato de fruto (colheita em “bulk™ pode
ndo ter amostrado igualmente todas as plantas assim colhidas) e/ou penetrancia incompleta do

alelo Sws (Stevens, Scott e Gergerich, 1991) ou ainda falhas no processo de inoculagdo mecénica.

8.3.2 Teste de progénies

Os resultados referentes as duas populagdes estudadas estdo apresentadas nas

Tabelas 17 e 18.
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TABELA 16 - Propor¢do de plantas individuais com sintomas (susceptiveis) e resistentes nos
retrocruzamentos F, [Santa Clara x F; (Santa Clara x Stevens)] e F; [Nemadoro x

F, (Nemadoro x Stevens)]. ESAL, Lavras, 1994.

FreqOéncia Fregléncia esperada
Populagles observadal
_ 3/8 R : 5/85 1R:1S8
RZ . 3
F, [S. Clara x F, (S. Clara x
Stevens)] 208 202 30,62% =
F, [Nemadoro x F, (Nemadoro x
Stevens)] 112 98 - 0.934

1 = Apés transplante em campo.
2 = Resistentes e 3 = Susceptiveis

4 = Teste de qui-quadrado ndo significativo ao nivel de P =0,5 - 0,3

Na Tabela 17 observa-se pelo menos 16 progénies supostamente homozigotas para
o gene de resisténcia a Tospovirus (Sws), oriundo da cultivar Stevens. As demais 24 progénies
foram consideradas segregantes para o alelo de resisténcia em questdo. Todas as progénies
estudadas apresentaram formato de fruto do tipo Santa Cruz, ao contrario do parental Stevens que
é do tipo multilocular. Isso demonstra que a alta herdabilidade da resisténcia possibilitou a rapida
obtengdo de linhagens resistentes do tipo Santa Cruz com potencial comercial. Observou-se
também uma penetrincia média de 94,08% para o alelo de resisténcia nas 16 progénies
supostamente homozigotas. Neste caso, desconsiderou-se o escape médio. Stevens, Scott e
Gergerich (1991) encontraram uma penetrancia de 98,7% para o referido alelo.

A proporgdo de 24 progénies segregantes para 16 resistentes homozigotas (Tabela
17), esta de acordo com o esperado pela heranga monogeénica, atribuida ao locus Sws. Realizou-se
o teste de qui-quadrado para a propor¢do de progénies homozigotas em relagdo ao total de

progénies. O valor obtido de 0,80 (p=0,37) confirmou a relagdo esperada de 1:2 (progénies
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TABELA 17 - Comportamento de progénies referentes a geragdo F; do cruzamento Santa Clara x
F, (Santa Clara x Stevens), frente a um isolado de Tospovirus (TSWV). ESAL,
Lavras-MG, 1994.

Severidade N® plantas Freqliéncia esperada Provével’®
Progénie média Varifincia genbtipo
Resist!  Suscep.? Valor X2 Probabilidade
— X
3:1

BPX 320 B pl = 01 1,97 1,76 19 11 2,18 ns p=0,14 Sws sws
BPX 320 B pl = 07 1,71 0,95 20 11 1,82 ns p=0,18 Swis sws
BPX 320 B pl = 08 1,69 0,74 34 05 . - Sws Swis
BPX 320Bpl =13 1,82 1,94 27 11 0,32 ns p=0,57 Sws sws
BPX 320 B pl = 14 1,06 0,13 30 01 . - Swis Sws
BPX 320B pl # 16 1,35 0,62 14 03 0,49 ns p=0,48 Sws sws
BPX 320 Bpl # 19 1,44 0,96 26 06 0,67 ns p=041 Swis sws
BPX 320 B pl = 21 1,63 0,89 24 12 1,33 ns p=0,25 Sws sws
BPX 320 B pl # 22 1,28 0,79 35 04 » - Sws Sws
BPX 320 B pl =23 1,27 0,70 33 04 * - Sws Sws
BPX 320 B pl = 24 1,41 1,25 25 04 1,94 ns p=0,16 Swis sws
BPX 320 B pl # 25 1,67 T 3,02 31 08 0,42 ns p=0,52 Sws sws
BPX 320 B pl #28 1,00 0 30 0 2 - Sws Swis
BPX 320 B pl #29 1,38 0,74 24 05 0,93 ns p=0,34 Swis sws
BPX 320 B pl # 32 248 1,26 11 22 . - ND*
BPX 320 B pl # 36 1,67 1,06 23 07 0,04 ns p=0,84 Sws sws
BPX 320 B pl = 38 1,00 0 30 0 . - Sws Sws
BPX 320 B pl = 39 1,47 1,28 32 6 1,72 ns p=0,19 Sws sws
BPX 320 B pl # 46 1,70 1,53 24 9 0,09 ns p=0,76 Sws sws
BPX 320 B pl 2 47 1,25 0,33 30 2 . - Sws Swis
BPX 320 B pl = 50 1,40 1,01 26 4 2,18 ns p=0,14 Sws sws
BPX 320 B pl # 51 1,53 1,03 25 7 0,17 ns p=0,68 Sws sws
BPX 320 B pl # 52 1,29 0,88 28 3 s - Sws Sws
BPX 320 B pl = 54 1,56 1,06 27 9 0Ons p=10 Swis sws
BPX 320 B pl # 55 1,20 0,38 26 3 . - Sws Sws
BPX 320 B pl # 56 1,00 0 33 0 * - Sws Sws
BPX 320 B pl # 57 1,31 1,10 32 3 > - Sws Sws
BPX 320 B pl # 58 228 2,53 18 14 . - ND*
BPX 320 B pl # 61 1,16 0,30 35 3 > - Sws Sws
BPX 320 B pl = 62 1,94 1,03 17 15 » - ND
BPX 320 B pl = 64 1,38 0,56 27 5 1,5 ns p=0.22 Sws sws
BPX 320Bpl # 70 1,19 0,61 30 2 : - Sws Sws
BPX 320Bpl = 77 1,48 1,04 23 6 0,29 ns p=0,59 Swis sws
BPX 320 Bpl # 78 1,91 2,02 22 10 0,67 ns p=041 Sws sws
BPX 320 B pl = 80 1,50 1,29 26 6 0,67 ns p=041 Sws sws
BPX 320 B pl = 82 1,00 0 30 0 . - Sws Sws
BPX 320 B pl = 84 1,19 0,61 30 2 . - Sws Sws
BPX 320 B pl = 85 1,47 0,98 12 3 0,2 p=0,66 Sws sws
BPX 320 B pl = 87 1,47 0,74 23 7 0,04 p=0,84 Swis sws
BPX 320 B pl = 92 1,06 0,13 29 1 » - Swis Sws
Santa Clara* 3,02 1,92 04 28 SWsSWs
Stevens® 1,28 0,47 28 4 SwisSws

1=Notas1e2;2=notas 3,4e5

3 = Begundo Stevens, Scott € Gergerich (1991)
4 = Reagdo nio determinada

5 = Controle susceptivel

6 = Controle resistente



106

TABELA 18 - Comportamento de progénies referentes a geragdo F, do cruzamento Nemadoro x
F; (Nemadoro x Stevens). ESAL, Lavras, 1994.

Severidade N? plantas Valor X? Provével®
Progénie média Varidncia (Freq. esperada) Probabilidade genétipo
Resist!  Suscep? ———
: 31

BPX 315 A pl = 02 1,67 1,33 28 11 0,21 ns p=0,65 Sws sws
BPX 315 A pl=03 1,44 0,96 26 06 0,67 ns p=0,41 Sws sws
BPX 315 A pl = 04 1,91 1,12 18 14 . - ND*

BPX 315 A pl # 05 1,84 2,30 28 10 0,03 ns p=0,86 Sws sws
BPX 315 A pl = 06 1,67 1,13 22 08 0,04 ns p=0,84 Swis sws
BPX 315 Apl =07 1,00 0 30 0 * - ND

BPX 315 A pl =09 2,47 1,16 11 21 = - ND

BPX 315 Apl#10 145 0,99 25 06 0,53 ns p=047 Sws sws
BPX 315Apl =11 1,63 127 22 08 0,04 ns p=0,84 Sws sws
BPX 315Apl=12 1,76 1,70 24 10 0,35 ns p=0,56 Sws sws
BPX 315Apl =14 2,61 1,64 10 21 . - ND

BPX 315 Apl =15 1,55 1,64 33 07 1,2 ns p=0.27 Sws sws
BPX 315Apl = 16 1,77 2,58 25 06 0,53 ns p=047 Sws sws
BPX 315Apl =17 2,10 1,76 17 14 ~ - ND

BPX 315Apl=19 1,68 1,57 28 10 0,03 ns p=0,86 Swis sws
BPX 315 A pl # 23 2,02 1,63 23 13 2,37 ns p=0,12 Swis sws
BPX 315 A pl = 24 1,58 1,92 26 05 1,30 ns p=025 Sws sws
BPX 315 Apl =26 1,25 0,46 27 04 241 ns p=0,12 Sws sws
BPX 315 A pl #27 1,53 1,64 25 05 1,10 ns p=0,29 Sws sws
BPX 315 A pl =28 1,84 2,26 23 09 0,17 ns p=0,68 Swis sws
BPX 315 A pl =31 1,39 1,18 27 04 2,42 ns p=0,12 Sws sws
BPX 315 Apl #33 1,51 1,73 36 06 2,57 ns p=0,11 Swis sws
BPX 315Apl =34 2,07 1,04 24 18 ) - ND

BPX 315Apl=#35 1,65 1,51 30 10 0,00 ns p=10 Sws sws
BPX 315 A pl # 36 1,84 2,30 28 10 0,03 ns p=0.86 Sws sws
BPX 315 Apl =37 1,21 0,67 27 02 . - ND

BPX 315 Apl=38 2,81 0,87 05 27 . - SWs SWs
BPX 315 Apl =41 2,61 3,00 16 17 . - ND

BPX 315 A pl # 44 1,78 1,38 27 14 1,83 p=0,18 Sws sws
Nemadoro® 3,35 2,00 07 33 SWs SWs
Stevens® 1,39 0,67 34 04 Sws Swis

l1=Notas1e2;2=notas3,4e5

3 = Segundo Stevens, Scott e Gergerich (1991)
4 = Reagéio nfio determinada (ND)

5 = Controle susceptivel

6 = Controle resistente
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homozigotas:progénies segregantes), entre as familias F; do primeiro retrocruzamento, ap6s a
sele¢do por inoculagdo mecanica da espécie TSWV na populagdo anterior (F2RC,;). Demonstrando
assim a eficiéncia desta, apds a avaliagdo em plantas individuais.

Para as progénies I, oriundas do retrocruzamento de Nemadoro x F; (Nemadoro x
Stevens) (Tabela 18) onde todas as progénies deveriam ser segregantes (na hipdtese de a
inoculagdo mecdnica ter sido totalmente eficiente), 20 das 29 progénies foram consideradas
heterozigotas para o gene de resisténcia Sws. A progénie BPX-315 A pl # 38 foi considerada
susceptivel, e justifica-se tal ocorréncia pelo escape de plantas individuais ap6s inoculagdo
mecanica na geragdo anterior (F)RC;). A ocorréncia de progénie como BPX-315A pl # 07, onde
todos os individuos foram avaliados como resistentes, ou de outras com reagdo ndo determinada

(ND), pode ser atribuido a falhas durante a inoculagdo mecénica.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

O complexo viral denominado virus de vira-cabega do tomateiro (VVCT),
atualmente enquadrado na familia Bunyaviridae e ao género Tospovirus (Francki et al., 1991) vem
se tornando limitante a cultura do tomateiro no Brasil em anos recentes. Nos meses de dezembro a
abril, a doenga tem se tornado limitante as culturas do tomateiro no Centro Sul (Yuki e Costa,
1988). Este grupo de virus foi classificado nas espécies Tomato Chlorotic Spot Virus (TCSV),
Grandnut Ring Spot Virus (GRSV), Impatiens Necrotic Spot Virus (INSV) e no membro tipo
Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV) (Avila et al., 1992, 1993a e 1993b).

Neste trabalho, demonstrou-se que néio existe interagdo diferencial das linhagens
resistentes TSWV-556 ¢ TSWV-547 (com resisténcia oriunda da introdugdo Rey de Los
Tempranos) a um grupo de isolados do virus pertencente as espécies Tomato Spotted Wilt Virus e
Tomato Chlorotic Spot Virus (Juliatti, Maluf e Figueira, 1994), indicando que a resisténcia
proveniente de Rey de Los Tempranos parece ser ndo especifica para espécies de Tospovirus.
Devido & importéncia do indculo a ser utilizado nos testes de resisténcia, testou-se métodos de
preservagdo dos isolados do complexo vira-cabega do tomateiro, através de enxertia por garfagem
em tomateiro L. esculentum Mill. “Kada”; inoculagiio mecanica em fumo Nicotiana tabacum cv.
Turkish NN (TNN) e o tomateiro “Kada”; liofilizagdo seguida de armazenamento em congelador

(-20°C) e a preservag@o em nitrogénio liquido. Para os isolados das duas espécies de Tospovirus,
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foi observado que o unico método de preservagdo capaz de manter a infectividade de todos os
isolados apos 12 meses, fdi o nitrogénio liquido (Juliatti e Maluf, 1993).

O controle genético da resisténcia a Tospovirus foi estudado utilizando os
procedimentos de componentes de média e de varidncias. Para os cruzamentos Santa Clara x
TSWV-556, Angela Gigante 1-5100 x TSWV-547 e Santa Clara x Stevens determinou-se
herdabilidades no sentido amplo de 11,22 + 9,89, 539 = 9.8 e 77,1 = 7,6%, respectivamente.
Demonstrou-se assim a possibilidade de sele¢do para resisténcia ao virus de vira-cabega do
tomateiro ao nivel de plantas individuais, pelo menos nos dois ultimos cruzamentos. Estimou-se
também que a resisténcia proveniente de Rey de Los Tempranos (de onde se originou as linhagens
.TSWV-547 e TSWV-556) é controlada por 1 a 3 genes com dominancia incompleta. Também
encontraram-se evidéncias para um gene dominante na cultivar Stevens, o qual foi introgredido a
partir de Lycopersicon peruvianum (Stevens, Scott e Gergerich, 1991). Estudou-se a
herdabilidade da resisténcia a espécie TSWV, calculada ao nivel de progénies, a partir dos
cruzamentos iniciais, Santa Clara x TSWV-556 e Angela Gigante 1-5100 x TSWV-547.
Determinou-se por este estudo maior significincia da varidncia de domindncia em relagdo a
aditiva, e herdabilidades no sentido amplo (h?) com valores de 96,6% e 93,29%. Infere-se que
maiores sucessos na obtengdo de germoplasma resistente a Tospovirus poderdio ser obtidos
quando se utiliza o teste de progénies em populagdes segregantes, obtidas a partir de cruzamento
inicial com Rey de Los Tempranos, que apresenta resisténcia conferida por poucos genes
(oligogénica).

Caracterizaram-se progénies resistentes, apds inoculagdo mecénica em plantas
individuais, para os cruzamentos F, [Santa Clara x F; (Santa Clara x Stevens)] e F; [Nemadoro x

F, (Nemadoro x Stevens)]. Apos a inoculagdo de um isolado de Tospovirus da espécie TSWYV nas
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progeénies F3 e F, de cada cruzamento comprovou-se a presenga do gene de resisténcia do parental
Stevens em progénies com formato de fruto semelhante a cultivar Santa Clara e nas progénies
oriundas do parental Nemadoro.

Conjectura-se apos estes estudos que o melhoramento genét.co do tomateiro para
Tospovirus possa ser realizado com maior sucesso nos diversos programas conduzidos no Brasil,
e que o melhorista e o virologista devem estar atentos para os seguintes problemas: 1) Seleg#o
criteriosa de isolados mais agressivos do virus usado na triagem de germoplasmas diversos; 2)
atengdo especial a descaracterizagdo de isolados do virus e a geragdo de mutantes defectivos, por
delegdo do L-RNA, apos inoculagdes mecénicas consecutivas, evitando assim conclusdes erroneas
quanto a resisténcia ou ndo do germoplasma testado; 3) utilizar métodos eficientes de preservagéo
de isolados do virus como o nitrogénio liquido, pois métodos que utilizam a preservagdo “in vivo”
como a enxertia pode levar a perda de isolados pela morte da hospedeira ou néo translocagéo c_io
virus do enxerto para o porta-enxerto; 4) pode-se ganhar tempo e recursos financeiros em
programas de melhoramento quando se utiliza fontes de resisténcia estaveis a diversidade genética
presente em Tospovirus; 5) em familias resistentes e susceptiveis ao virus, oriundas de populagdes
segregantes, sugere-se usar a selegdo por bulk denetro de familias e repetir as inoculagdes por
véarias geragdes; 6) buscar combinagdes genotipicas que possam reunir os genes de Rey de Los
Tempranos associados ao gene da cultivar Stevens para resisténcia a Tospovirus, buscando
materiais genéticos mais estaveis frente as variagdes possiveis no genoma do virus. Neste caso, a

biologia molecular e o uso de marcadores moleculares poderdo ser muito uteis.
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FIGURA 1A - Obtengdo de TSWV-547 resistente a tospovirus. ESAL, Lavras-MG, 1994.

Fi x SANTA CRUZ
F:xFy
Y

Fi

NA
Fa

I e
F3
@

¥
F4
Ve
Fs
V@
ANGELA

l

PRODUTORES

ANGELA GIGANTE 1-5100
(FRUTOS 110-120g)

[ A.G.1-5100 x R.L. TEMPRANOS

[~ SANTA CRUZ x PI 126410 (Resisterte a Virus Y, Fusarium, Stemphylium)

75% SANTA CRUZ
25%P1 126410

AG.1-5100 x IPA-3 |

F) x AG. 1-5100 F) x A.G.1-5100

i) !

F, FiRC; x AG. 1-5100

) ¥

F1 (BULK) FiRC*
R
FaRC.

i) _

< (BULK DE POLEN 28 PLANTAS)

|

BPX-276-16-B
i ®

)
/@

BPX-276-16E

*Inoculagdo de
Meloidogyne

-85,9375% (A.G. 1-5100)
-12,5% (R.L. Tempranos)
-1,625% (IPA-3)

115



NELRDE

H. NAGAI

PROGRAMA
MELH. DE
W.R. MALUF

FIGURA 2A - Obteng¢ao de TSWV-556 resistente a tospovirus. ESAL, Lavras-MG, 1994.
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TABELA 1A - Provével proporgdo génica em cinco linhagens de tomateiro. ESAL, Lavras-MG,

1994.

LINHAGENS

ACESSOS UTILIZADOS EM CRUZAMENTOS (%)

DUKE ~ IPA-3  REY DE LOS TEMPRANOS A.GIGANTE I1-5100

ANGELA GIGANTE I-5100
SANTA CLARA

TSWV-547

TSWV-556

2 - g 100
25 = = 75

- 1,5625 1235 85,9375
18,75 10,3906 3,125 77,734375
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TABELA 2A - Médias ajustadas relativas ao grau de infecgio por TSWV para progénies da
geracdo F, dos retrocruzamentos, progénies F; referentes ao cruzamento (P))

Santa Clara x (P;) TSWV-556. ESAL, Lavras-MG, 1994.

Progénies Média Média Variéncia

(tratamentos ndo comuns) original ajustada

BPX-335 pl # 01 2,2 2,49 2,30
BPX-335 pl # 03 31 2,97 1,65
BPX-335 pl # 05 2,1 1,97 1,65
BPX-335 pl # 06 2,5 2,37 1,86
BPX-335 pl # 08 3,1 2,97 1,14
BPX-335 pl # 09 252 2,07 1,56
BPX-335 pl # 10 1,6 1,47 1,34
BPX-335 pl # 11 3,8 3,67 2,60
BPX-335 pl # 12 3,2 3,49 2,46
BPX-335 pl # 15 oot 3,62 2,58
BPX-335 pl # 16 2,6 2,85 1,70
BPX-335 pl # 17 < fois | 3,35 2,37
BPX-335 pl # 19 2,9 3,15 0,78
BPX-335 pl # 20 2,8 3,05 2,29
BPX-335 pl # 24 3,0 3729 2,21
BPX-335 pl # 28 2,9 2,85 2,40
BPX-335 pl # 29 2,9 2,85 2,71
BPX-335 pl # 31 2,8 2,75 2,49
BPX-335 pl # 32 4,1 4,14 2,09
BPX-335 pl # 43 2,7 2,74 2,80
BPX-335 pl # 47 4,0 4,04 1,72
BPX-335 pl # 48 4,1 4,14 1,69
BPX-335 pl # 49 2,9 2,94 1,62
BPX-335 pl # 51 3,1 3,22 2,74
BPX-335 pl # 52 1,9 2,01 1,86
BPX-335 pl # 56 3,31 3,22 2,64
BPX-335 pl # 57 3;5 3,79 1,08
BPX-335 pl # 58 4,6 4,89 0,45
BPX-335 pl # 60 3,0 3,29 2,90
BPX-335 pl # 62 3,4 3,69 2,35
BPX-335 pl # 63 3,0 2,92 2,21
BPX-335 pl # 67 3,5 3,42 2,64
BPX-335 pl # 69 2,7 2,37 3,43
BPX-335 pl # 71 3,3 2,97 3,48
BPX-335 pl # 73 3,2 2,87 3,29
BPX-335 pl # 75 3,7 3,37 2,99
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TABELA 2A - Continuagdo

Progénies Média Média Variéncia

(tratamentos ndo comuns) original ajustada

BPX-335 pl # 76 3,4 3,07 2,25
BPX-335 pl # 77 207 2,37 3,22
BPX-335 pl # 79 2;6 2,55 2,39
BPX-335 pl # 80 c b 3,65 2,78
BPX-335 pl # 81 4,3 4,25 0,97
BPX-335 pl # 84 2,8 2715 2 ilid
BPX-335 pl # 87 3,8 3%i1s 2,52
BPX-335 pl # 88 3,6 3,55 2,81
BPX-335 pl # 91 3,4 3,35 2,80
BPX-335 pl # 92 2,6 2,85 1,77
BPX-335 pl # 93 < J774 3,64 2,73
BPX-335 pl # 94 303 3,24 2,93
BPX-335 pl # 98 2,6 2,54 3,69
BPX-335 pl # 99 3,0 2,94 3,41
BPX-335 pl # 100 3,4 3,34 2,80
BPX-335 pl # 105 el 2,74 253
BPX-335 pl # 108 2,1 2,14 2,30
BPX-335 pl # 111 3,4 3,52 2,65
BPX-335 pl # 112 2,1 2,22 2,54
BPX-335 pl # 115 2,8 2,15 3,16
BPX-335 pl # 117 3,4 3,34 2,18
BPX-335 pl # 118 1,4 1,69 0,97
BPX-335 pl # 119 < s | 3,02 2,99
BPX-335 pl # 120 3,8 3,72 2,05
BPPX-334A pl # 01 2,6 2,47 1,27
BPPX-334A pl # 13 Ll 2,57 1,60
BPPX-334A pl # 14 1,8 1,67 1,06
BPPX-334A pl # 19 2,0 1,87 1,10
BPPX-334A pl # 29 2,2 2,07 1,60
BPPX-334A pl # 30 2,4 2,65 2,61
BPPX-334A pl # 31 1,7 1,95 1,04
BPPX-334A pl # 32 3,9 4,15 0,82
BPPX-334A pl # 33 21 2735 1,79
BPPX-334A pl # 34 3,0 3,25 2,25
BPPX-334A pl # 36 2,0 1,95 1,22
BPPX-334A pl # 37 1,6 ey 1,34
BPPX-334A pl # 38 2,2 2,15 1,38
BPPX-334A pl # 41 2,2 2,15 1,48
BPPX-334A pl # 44 2,6 2755 3,24
BPPX-334A pl # 47 2,4 2,35 3,38
BPPX-334A pl # 50 3,4 3,35 2,59
BPPX-334A pl # 51 3,6 3,55 2,92
BPPX-334A pl # 52 4,0 3,95 2,27
BPPX-334A pl # 53 3,2 3715 2,29
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TABELA 2A - Continuagédo

Progénies Média Média Variancia

(tratamentos ndo comuns) original ajustada

BPPX-334A pl # 55 2.7 2574 2,69
BPPX-334A pl # 60 2,4 2,44 2,03
BPPX-334A pl # 61 4,1 4,14 1,06
BPPX-334A pl # 64 2,6 2,64 1,93
BPPX-334A pl # 65 1,3 1,34 0,56
BPPX-334A pl # 67 2,4 2,52 2,45
BPPX-334A pl # 68 2.9 2,82 2,46
BPPX-334A pl # 69 3.3 3,42 2,53
BPPX-334A pl # 75 2,9 3,02 1,91
BPPX-334A pl # 77 3,5 3,62 2-33
BPPX-334A pl # 78 3,4 3,69 1,96
BPPX-334A pl # 79 1,8 2,09 0,92
BPPX-334A pl # 80 3,0 3,29 2,40
BPPX-334A pl # 81 1,7 1,99 1,02
BPPX-334A pl # 82 3,0 3,29 2,50
BPPX-334A pl # 84 1,8 2,09 1,25
BPPX-334A pl # 85 2,3 2,59 2,30
BPPX-334A pl # 87 2,2 2,12 1,64
BPPX-334A pl # 89 2,8 2 a2 2,43
BPPX-334A pl # 90 2,9 2,82 2,96
BPPX-334A pl # 91 3,2 3,12 2,70
BPPX-334A pl # 92 3,4 3732 2,55
BPPX-334A pl # 93 3,1 3,02 3,53
BPPX-334A pl # 95 2,4 2,07 2,86
BPPX-334A pl # 97 3.2 2,87 3,25
BPPX-334A pl # 100 2,9 2,57 3,18
BPPX-334A pl # 102 3,6 3,27 3,00
BPPX-334A pl # 104 2,6 2,27 3,24
BPPX-334A pl # 106 2,1 1977 1,93
BPPX-334A pl # 107 3,2 3,15 3,05
BPPX-334A pl # 109 2,9 2,85 2,73
BPPX-334A pl # 110 2,2 2,15 2,32
BPPX-334A pl # 112 3,8 3,74 1,59
BPPX-334A pl # 115 2,8 2,74 3,08
BPPX-334A pl # 116 2,8 2,74 3,24
BPPX-334A pl # 117 2,2 3,14 2,69
BPPX-334A pl # 118 2,5 2,44 3,15
BPPX-334A pl # 120 1,7 1,65 1,23
BPPX-334A pl # 121 2,6 2,54 2,84
BPPX-334A pl # 122 2.3 2,24 2,62
BPPX-333 pl # 06 2,5 2,37 1,15
BPPX-333 pl # 07 3,2 3,07 2,51
BPPX-333 pl # 08 2,7 2,57 2,15
BPPX-333 pl # 09 3,6 3,47 1,70
BPPX-333 pl # 11 2,5 2,37, 1,84
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TABELA 2A - Continuagéo

Progénies Média Média Varidncia

(tratamentos n3o comuns) original ajustada

BPPX-333 pl # 12 174 1,27 0,52
BPPX-333 pl # 13 1.9 2,15 2,05
BPPX~333 pl # 17 1,6 1,85 0,96
BPPX-333 pl # 18 1,5 1,75 1,08
BPPX-333 pl # 20 1,7 1,95 1,33
BPPX-333 pl # 24 2.2 2,45 2,62
BPPX-333 pl # 25 3,1 3,35 1555
BPPX-333 pl # 26 273 2,25 2,26
BPPX-333 pl # 28 2,5 2,45 0,95
BPPX-333 pl # 29 1,8 1,75 1,41
BPPX-333 pl # 30 1,8 1,75 1,69
BPPX-333 pl # 31 ] 2,24 2,46
BPPX-333 pl # 33 3,0 3,04 2,57
BPPX-333 pl # 35 2,1 2,74 2.71
BPPX-333 pl # 41 3,2 3,24 2,52
BPPX-333 pl # 43 3,0 3,04 3,20
BPPX-333 pl # 44 2,2 2,24 2,11
BPPX-333 pl # 45 3,0 3,12 3,27
BPPX-333 pl # 49 2,6 2,72 2,56
BPPX-333 pl # 52 3,1 3.22 2,81
BPPX-333 pl # 56 1,8 1,92 1,43
BPPX-333 pl # 59 2,6 2,72 2,18
BPPX-333 pl # 60 1,8 1,92 1,28
BPPX-333 pl # 63 2,2 2,32 1,78
BPPX-333 pl # 64 2,2 2,49 1,87
BPPX-333 pl # 65 1,9 2,19 2,09
BPPX-333 pl # 66 2,9 3,19 1,92
BPPX-333 pl # 67 2,3 2,59 2,48
BPPX-333 pl # 68 2,1 2,02 2,17
BPPX-333 pl # 69 2,5 2,42 3,46
BPPX-333 pl # 70 2,2 2,12 2,87
BPPX-333 pl # 73 2,2 2,12 2,33
BPPX-333 pl # 75 2,8 2,72 2,98
BPPX-333 pl # 76 2,3 2,22 3,03
BPPX-333 pl # 78 3,1 3,02 2,90
BPPX-333 pl # 79 2,6 227 3,41
BPPX-333 pl # 82 3,0 2,67 3,21
BPPX-333 pl # 83 1,3 0,97 0,75
BPPX-333 pl # 84 2,1 1,77 1,93
BPPX-333 pl # 87 1,8 1,47 2,25
BPPX-333 pl # 91 2,8 2,75 3,02
BPPX-333 pl # 93 3,0 2,95 1,82
BPPX-333 pl # 95 1,9 1,85 2,13
BPPX-333 pl # 96 3,5 3,45 3,07
BPPX-333 pl # 98 3,4 3,35 3,34
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TABELA 2A - Continuagdo

Progénies Média Média Varidncia
(tratamentos n3o comuns) original ajustada
BPPX-333 pl # 101 30 3,15 3,54
BPPX-333) pl ¢ 113 2,5 2,44 2,13
BPPX-333 pl # 115 o9 2,64 2,86
BPPX-333 pl # 116 3,0 2,94 2,38
BPPX-333 pl # 118 2,5 2,44 3,15
BPPX-333 pl # 121 2,4 2,07 3,00
BPPX-333 pl # 122 2,7 2,65 2,71
BPPX-333 pl # 123 1,2 1,45 0,30
BPPX-333 pl # 128 2,5 2,62 2,40
BPPX-333 pl # 130 2.2 2,14 2.07
Tratos comuns Média' Variancia
média®
TSWV-547 1,74 1,19
Angela Gigante I-5100 2,85 2,42
F; (Ang. Gig. I-5100 x TSWV-547) 1,92 1,57
TSWV-556 2,30 2,18
Santa Clara 3,63 2,01
Stevens 1,48 0,70

1 - Progénies BPX-335A - correspondem a F, RC, (Santa Clara x F; (Santa Clara x TSWV-556)
2 - Progénies BPX-334A - correspondem a F; (Santa Clara x TSWV-556)

3 - Progénies BPX-333A - correspondem & FoRC, (TSWV-556 x F; (Santa Clara x TSWV-556)
4 - Média de 10 repeti¢des

5 - Varidncia média ponderada obtida em 10 repetigdes.
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TABELA 3A - Médias ajustadas e varidncias relativas ao grau de infecgio por TSWV para
progénies F; dos retrocruzamentos RC,;, RC;; e F; referentes ao cruzamento de

(P;) Angela Gigante I-5100 x TSWV-547 (P,). ESAL, Lavras-MG, 1994.

Progénies Média Média Variancia

(tratamentos nao comuns) original ajustada

BPX-331A pl # 02 3,7 3,63 1,58
BPX-331A pl # 05 2,9 2,83 2,89
BPX-331A pl # 06 2,6 2,53 2,82
BPX-331A pl # 07 2,5 2,43 2,52
BPX-331A pl # 08 3,2 3,01 2,39
BPX-331A pl # 09 1,4 1,21 1,36
BPX-331A pl # 10 3,0 2,81 2,80
BPX-331A pl # 11 4,1 3,91 2,05
BPX-331A pl # 12 2,1 2,61 2,32
BPX-331A pl # 13 2,2 1,99 2,07
BPX-331A pl # 14 3,0 2,79 3,48
BPX-331A pl # 17 1,9 2523 2,00
BPX-331A pl # 19 2,4 2,19 3,01
BPX-331A pl # 21 2,4 2,19 2,11
BPX-331A pl # 22 3,3 3,09 2,34
BPX-331A pl # 23 % Jec 3,09 2,16
BPX-331A pl # 24 3,9 3,69 1733
BPX-331A pl # 25 2,09 2,30 2,89
BPX-331A pl # 26 2,4 2,19 3,08
BPX-331A pl # 27 3,0 2,79 3,66
BPX-331A pl # 28 3,2 2,99 2,56
BPX-331A pl # 46 2,7 2,48 2,01
BPX-331A pl # 47 2,4 2,18 2,12
BPX-331A pl # 48 3.1 2,88 2,88
BPX-331A pl # 49 2,0 1,48 2,43
BPX-331A pl # 50 2055 2,74 2,40
BPX-331A pl # 51 2,4 2,44 2,53
BPX-331A pl # 54 2,40 2,44 2,60
BPX-331A pl # 55 2,70 2,74 2,65
BPX-331A pl # 56 2;50 2,54 3,10
BPX-331A pl # 57 2,10 2,14 2,84
BPX-331A pl # 59 2,70 2513 2,42
BPX-331A pl # 60 1,9 1,93 2,15
BPX-331A pl # 63 2,8 2,83 3,42
BPX-331A pl # 66 2.3 2,33 1,86
BPX-331A pl # 68 3,4 3,43 3,12
BPX-331A pl # 69 2,30 2,33 2,22
BPX-331A pl # 70 2,7 2,73 2,68
BPX-331A pl # 71 3,9 3,84 2,83
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TABELA 3A - Continuagdo

Progénies Média Média Variancia

(tratamentos ndo comuns) original ajustada

BPX-331A pl # 72 2,8 2,74 2,62
BPX-331A pl # 75 2,0 1,94 2,12
BPX-331A pl # 77 2,8 2,74 3,18
BPX-331A pl # 78 2,6 2,54 3,21
BPX-331A pl # 79 2,6 2,56 3,77
BPX-331A pl # 80 1,4 1,36 0,99
BPX-331A pl # 82 1,8 1,76 1,78
BPX-331A pl # 83 2,4 2,36 2,72
BPX-331A pl # 86 3,0 2,96 3,00
BPX-331A pl # 88 3,4 3,36 3,22
BPX-331A pl # 89 1,9 2,23 2,06
BPX-331A pl # 91 1,8 2,13 1,76
BPX-331A pl # 93 1,7 2,03 1,64
BPX-331A pl # 94 2,2 2753 3,16
BPX-331A pl # 95 1,6 1,99 1,24
BPX-331A pl # 96 1,7 2,09 1,87
BPX-331A pl # 98 1,3 1,69 1,02
BPX-331A pl # 99 1:9 2,29 2,41
BPX-331A pl # 101 2,0 2,39 1,89
BPX-331A pl # 102 2,2 2,59 2,99
BPX-332A pl # 03 2,2 2,13 2,05
BPX-332A pl # 05 3,7 3,63 1,56
BPX-332A pl # 07 3,4 3,33 2,53
BPX-332A pl # 10 2,9 2,83 2,62
BPX-332A pl # 11 3.1 3,63 2,72
BPX-332A pl # 13 2,50 2,43 2,94
BPX-332A pl # 14 2,60 2,41 2,38
BPX-332A pl # 15 3,4 3,21 2,18
BPX-332A pl # 16 1,6 1,41 1,68
BPX-332A pl # 24 4,20 4,01 2,26
BPX-332A pl # 25 1,9 17 2,32
BPX-332A pl # 26 2,8 2,61 321
BPX-332A pl # 27 2,8 2,59 3,11
BPX-332A pl # 28 3.5 3,29 2,53
BPX-332A pl # 29 3,5 3,29 3,06
BPX-332A pl # 30 2,8 1,91 1,73
BPX-332A pl # 31 3,3 3,08 3,14
BPX-332A pl # 32 3,2 2,98 2,90
BPX-332A pl # 34 2,9 2,68 2,45
BPX-332A pl # 38 3,1 2,88 3,40
BPX-332A pl # 39 3,9 3,68 2,82
BPX-332A pl # 43 3,3 3,34 2,49
BPX-332A pl # 46 3,0 3,04 3,34
BPX-332A pl # 48 3,0 3,04 3,89
BPX-332A pl # 52 2,0 2,04 2,53
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TABELA 3A - Continuagdo

Progénies Média Média Varidncia

(tratamentos ndo comuns) original ajustada

BPX-232A pl # 53 22 2,23 2,29
BPX-332A pl # 55 2,6 2,63 3,00
BPX-232A pl # 58 3-8 1,83 2,27
BPX-332A pl # 60 22 2,23 3,20
BPX-332A pl # 63 2,4 2,43 2,87
BPX-332A pl # 64 1,70 d 03 1,56
BPX-332A pl # 65 310 3,13 3:39
BPX-332A pl # 66 390 2,94 3,42
BPX-332A pl # 68 3 3,04 2,92
BPX-332A pl # 69 2,9 2,84 3,22
BPX-232A pl # 70 4,0 3,94 2,16
BPX-332A pl # 71 2.2 2,14 2,89
BPX-232A pl # 75 S 3,44 3765
BPX-332A pl # 81 2,4 2,36 2,46
BPX-332A pl # 83 3,6 3,56 2,48
BPX-332A pl # 84 3,0 2,96 3,31
BPX-332A pl # 85 rhsts 2,46 2,69
BPX-332A pl # 89 3,3 3,26 2,42
BPX-332A pl # 90 2,9 2,86 2,30
BPX-332A pl # 92 2,9 2,86 3,57
BPX-232A pl # 94 2,3 2,63 3,06
BPX-332A pl # 95 1,9 2723 2,38
BPX-332A pl # 96 2,4 28513 2,64
BPX-332A pl # 97 1,8 2713 1,63
BPX-232A pl # 108 1,9 2,23 1,98
BPX-332A pl # 110 2,9 3,23 3,26
BPX-332A pl # 111 2,4 2,73 3,27
BPX-332A pl # 112 1,2 1,59 0,56
BPX-332A pl # 114 2,2 2,53 2,23
BPX-332A pl # 117 1,9 2,29 1,61
BPX-332A pl # 118 1,6 1,99 170
BPX-332A pl # 120 1,9 2,29 1,74
BPX-332A pl # 121 21 2,49 2,34
BPX-332A pl # 122 1,80 2,19 1,49
BPX-332A pl # 130 2,10 1,91 2,713
BPX-330A pl # 02 2.5 2,43 2,19
BPX-330A pl # 03 3,4 3,33 2,04
BPX-3230A pl # 04 3,1 3,03 1,25
BPX-330A pl # 06 1,8 1,73 1,36
BPX-330A pl # 08 3,7 3,63 1,09
BPX-330A pl # 11 2,8 2,13 2,91
BPX-330A pl # 12 2,4 2;33 3,18
BPX-330A pl # 14 2,0 25,51 1,80
BPX-330A pl # 15 10D 1,31 1,33
BPX-330A pl # 19 1,8 1,61 2,12




126

TABELA 3A - Continuagio

Progénies Média Média Variancia

(tratamentos ndo comuns) original ajustada

BPX-330A pl # 21 1,8 1,61 1,96
BPX-330A pl # 22 2,8 2,61 2,01
BPX-330A pl # 24 2,1 1,91 2,32
BPX-330A pl # 25 2,0 .79 2,30
BPX-330A pl # 26 2,5 2,29 2,38
BPX-330A pl # 27 2,5 2,29 2,26
BPX-330A pl # 28 2,5 2,29 3,29
BPX-330A pl # 29 2,3 2,08 2,36
BPX-330A pl # 30 3,10 2,88 1,88
BPX-330A pl # 32 2,80 2,58 1,90
BPX-330A pl # 33 1,20 0,98 0,55
BPX-330A pl # 34 1,70 1,48 1,62
BPX-330A pl # 36 2,00 1,78 2,52
BPX-330A pl # 39 1,40 1,18 0,99
BPX-330A pl # 40 2,8 2,84 1,98
BPX-330A pl # 41 2,2 2,24 2,03
BPX-330A pl # 42 2,3 2,34 2,71
BPX-330A pl # 46 2,3 2,34 2,15
BPX-330A pl # 47 2,4 2,44 2,44
BPX-330A pl # 48 1,6 1,64 1,18
BPX-330A pl # 49 3057 1,74 1,62
BPX-330A pl # 50 1,8 1,83 1,54
BPX-330A pl # 52 1,9 1,93 2,30
BPX-330A pl # 53 1.3 1,33 0,71
BPX-330A pl # 54 2,4 2,43 2,74
BPX-330A pl # 55 1,8 1,74 2,01
BPX-330A pl # 57 2,0 1,94 2,61
BPX-330A pl # 58 990 1,94 1,53
BPX-330A pl # 59 1,6 1,54 0,96
BPX-330A pl # 61 2,90 2,84 2,37
BPX-330A pl # 64 2,0 1,94 2,34
BPX-330A pl # 65 1,26 1,30 1,16
BPX-330A pl # 67 2,8 2,76 2,42
BPX-330A pl # 68 2,2 2,16 2,25
BPX-330A pl # 69 1,8 1,76 2,12
BPX-330A pl # 74 2.2 2,16 2,51
BPX-3302A pl # 75 1,6 1,93 1,94
BPX-330A pl # 76 1,50 1,83 1,43
BPX-330A pl # 78 1,50 1,83 1,16
BPX-330A pl # 79 2,30 2,63 1,87
BPX-330A pl # 80 1,80 2,13 _ 1061
BPX-330A pl # 82 1,4 1,73 0,96
BPX-330A pl # 85 3, 2,09 1,29
BPX-330A pl # 86 1,4 1,79 0,87
BPX-330A pl # 89 1,6 1,99 1,24
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TABELA 3A - Continuagdo

Progénies Média Média Varifncia
(tratamentos ndo comuns) original ajustada
BPX-330A pl # 91 2,4 2,79 2,38
BPX-330A pl # 93 1,8 2,19 1,93
BPX-330A pl # S4 1k gy 2,09 1,77
BPX-330A pl # 95 2,5 2,54 2,94
BPX-330A pl # 96 1,9 1,84 2,56
Tratos comuns Média* Variancia
média®
TSWV-547 1,95 1,58
Angela Gigante I-5100 3,23 2,79
F» (Ang. Gig. I-5100 x TSWV-547) 2,20 2,19
TSWV-556 2,52 2,47
Santa Clara 3,49 2,60
Stevens 1,37 0,69

1 - Progénies BPX-333A - correspondem a F,RC, (Angela Gigante I-5100) x (Angela Gigante
1-5100 x TSWV-547)

2 - Progénies BPX-332A - correspondem a F; (Angela Gigante 1-5100 x TSWV-547)

3 - Progénies BPX-330A - correspondem a FoRC, (TSWV-547 x F, (Santa Clara x TSWV-556)

4 - Média de 10 repeti¢des

5 - Variancia média ponderada obtida em 10 repetigdes.





