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Sabemos como é a vida: num dia dd tudo certo e no outro as coisas jd ndo sdo tdo perfeitas assim.
Altos e baixos fazem parte da construgdo do nosso cardter.
Afinal, cada momento, cada situagdo, que enfrentamos em nossas trajetérias é um desafio, uma
oportunidade vinica de aprender, de se tornar uma pessoa melhor.

S6 depende de nés, das nossas escolhas. ..

Ndo sei se estou perto ou longe demais, se peguei o rumo certo ou errado.

Sei apenas que sigo em frente, vivendo dias iguais de forma diferente.

Jd ndo caminho mais sozinho, levo comigo cada recordagdo, cada vivéncia, cada ligdo.

E, mesmo que tudo ndo ande da forma que eu gostaria, saber que jd ndo sou a mesma de ontem me
faz perceber que valeu a pena.

Procure ser uma pessoa de valor, em vez de procurar ser uma pessoa de sucesso. O sucesso é s6

consequéncid.

Albert Einstein
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1 RESUMO

Uma das principais causas da perda de producdo do tomateiro ocorre devido a infeccdo
precoce das plantas por virus dos quais podemos destacar as espécies Tomato severe
rugose virus (ToSRV) e Tomato chlorosis virus (ToCV). O controle de virus é muito
dificil, e diversas taticas podem ser utilizadas pelo produtor, dos quais podemos citar o0 uso
de produtos quimicos que causam efeitos fisioldgicos secundarios. Nesta linha o presente
trabalho avaliou o efeito da aplicagdo de Piraclostrobina+Metiran (Cabrio Top®) na
producdo e qualidade de frutos de tomate em plantas infectadas por ToSRV e ToCV, em
diferentes fases fenoldgicas do ciclo da cultura. O ToSRV também foi quantificado por
gPCR nestas plantas. Dois experimentos foram realizados paralelamente, onde um recebeu
um pré-tratamento pela aplicacdo de Piraclostrobina+Metiram (P+M) (3 g. | %) (BASF) ®
+ Boscalida (0,3 g. | ) (BASF) ® na bandeja ap6s a semeadura e no outro as mudas de
tomateiro ndo receberam nenhum produto. Os tratamentos foram constituidos da
inoculacdo do virus por Bemisia tabaci bidtipo B aos 15, 30, 45, 60, 75 dias apds o
transplantio (DAT) com aplicacdo ou néo de Piraclostrobina+Metiram (P + M) (4.0 g. | ™).
O ToSRYV foi detectado por RCA-PCR e gPCR e 0 ToCV por NESTED RT-PCR , além
das carateristicas de producdo e qualidade de frutos terem sido avaliadas. Os resultados
obtidos demonstraram que plantas infectadas ap6s os 45 DAT sdo menos afetadas pela

infeccdo de ToSRV e ToCV e a aplicagédo de P + M ao longo do ciclo da cultura trouxe



beneficios ao tomateiro uma vez que caracteristicas de producdo e qualidade dos frutos
foram menos afetadas. A replicagéo viral do ToSRV foi negativamente influenciada pela
aplicacdo do P + M sugerindo um possivel envolvimento de mecanismos de resisténcia da
planta ao virus induzidos pelo produto.

Palavras-chave: Begomovirus, Crinivirus, Solanum lycopersicum, g°PCR
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2 SUMMARY

The early infection of plants by viruses such as the species of Tomato severe rugose virus
(ToSRV) and Tomato chlorosis virus (ToCV) is one of the main causes of tomato yield
loss. The virus control is very difficult and different approaches can be used by the
growers against the viruses. The use of chemicals that cause secondary physiological
effects is one example. Based on this information the present study evaluated the effect of
applying Pyraclostrobin + Metiran (Cabrio Top®) on production and fruit quality of
tomato plants infected by ToSRV and ToCV in different phenological phases of the crop
cycle. The ToSRV was also quantified by gPCR in these plants. Two experiments were
carried out in parallel, where one received a pretreatment by applying Pyraclostrobin +
metiram (P + M) (3 g. L -1) (BASF) ® + Boscalida (0.3 g. L -1) (BASF ) ® in the tray
after sowing and the other the tomato seedlings did not receive any product. The treatments
consisted of virus inoculation by Bemisia tabaci biotype B at 15, 30, 45, 60, 75 days after
transplanting (DAT) with application or not of Pyraclostrobin + Metiram (P + M) (4.0g. L
-1). The ToSRV was detected by RCA-PCR and qPCR and ToCV by NESTED RT-PCR.
In addition fruit production and quality characteristics were also evaluated. The results
indicated that infected plants after 45 DAT are less affected by the infection of ToSRV and
ToCV and application of P + M during the crop cycle brought benefits to the tomato,
because production and fruit quality characteristics were less affected. Viral replication in
ToSRV was negatively influenced by the application of P + M suggesting a possible
involvement of plant resistance mechanisms to the virus induced by the product.

Keywords: Begomovirus, Crinivirus, Solanum lycopersicum, gPCR.



3 INTRODUCAO GERAL

No Brasil, o tomateiro é cultivado praticamente em todos o0s
Estados, destacando-se as regides Sudeste e Centro-Oeste. Em 2014 foram produzidos
cerca de 18 milhdes toneladas de horticolas, sendo que a cultura do tomateiro sozinha
equivaleu a quase um quarto do total dessa producdo, com de mais de 4 milhGes de
toneladas de frutos colhidos (ABCSEM, 2014; AGRIANUAL, 2015). O Estado de S&o
Paulo é o segundo maior produtor do Pais, com uma area colhida superior a 11 mil ha e
producdo de aproximadamente 850 mil toneladas de frutos (AGRIANUAL, 2015).

Apesar de todo potencial que a cultura apresenta, ela ainda exige
muitos cuidados, uma vez que esta sujeita a uma grande quantidade de doencas e pragas,
exigindo intenso manejo desde o plantio até a colheita. E um dos setores agricolas que
mais consome produtos fitossanitarios, com um gasto médio de R$ 3.961,67/ha/ano
(AGRIANUAL, 2015).

Dentre as diversas doencas que causam problemas a cultura
destacam-se as viroses, responsaveis por grandes perdas de producdo. O tomateiro pode ser
infectado por diversos virus, dentre os quais se destacam o género Begomovirus onde a

espécie Tomato severe rugose virus (ToSRV), é uma das predominantes no Estado de Séo



Paulo e vem ocasionando danos na producdo (MACEDO, 2011; ROCHA et al., 2010;
FERNANDES et al., 2008). Um outro género de grande importancia e recentemente
detectado no Brasil € o Crinivirus com a espécie Tomato chlorosis virus (ToCV)
(BARBOSA et al. 2008). Incidéncias de ToSRV e ToCV isoladamente e/ou em infeccao
mista em tomateiro tem sido relatadas no Brasil (MACEDO et al., 2014).

Diversos estudos visam melhorar o manejo das doencas causadas
por virus, incluindo a utilizacdo de produtos com efeitos fisioldgicos secundarios. Esses
produtos alteram a fisiologia da planta, aumentam a produtividade, ativam mecanismos de
defesa e controle de diversas doencas (GUIMARAES et al.; 2014, ITAKO et al., 2012;
VIGO et al.,2012; TOFOLI et al., 2003; HERMES et al., 2002).

Assim, o presente trabalho foi realizado em capitulo Unico e
intitulado como “Piraclostrobina + Metiram induz menor replicagdo do Tomato severe
rugose virus em tomateiro cv Mariana e maior producdo em plantas com infecgdo mista

com Tomato chlorosis virus”.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Cultura do tomateiro

4.1.1 Aspectos gerais da cultura do tomateiro

O tomateiro, botanicamente denominado de Solanum lycopersicum,
é uma planta originaria dos paises andinos, pertencente a familia das Solanaceas, sendo
uma das hortalicas mais cultivadas em todo o mundo (FILGUEIRA, 2008). Ela é uma
planta perene, mas cultivada como anual, herbacea e de porte arbustivo. Pode ser cultivado
em dois tipos de segmentos produtivos, um destinado ao mercado para consumo in natura
e outro para processamento industrial (ALVARENGA, 2004; FILGUEIRA, 2008).

A arquitetura da planta pode ser profundamente modificada pela
poda, condicionando o tipo de cultura, de industria no cultivo rasteiro ou para consumo
fresco, no cultivo envarado ou estaqueado. Além disso, esse manejo pode determinar 0s
habitos de crescimento, onde na cultura do tomateiro existem dois tipos. O tipo
indeterminado ocorre na maioria das cultivares para a producdo de frutos para mesa, que
sdo tutoradas e podadas e cujo caule pode ultrapassar dois metros de altura. O habito

determinado € caracteristico das cultivares adaptadas especialmente para a cultura rasteira,



cujos frutos destinam-se para a agroindustria e suas hastes atingem cerca de um metro de
altura (FILGUEIRA, 2008), porém existem algumas espécies cuja producao é destinada ao
consumo in natura, ou seja, possuem dupla aptidao.

As flores sdo pequenas e amarelas, formato de cachos ou racemo e
sdo hermafroditas, o que aumenta a taxa de autopolinizacdo. Possui inflorescéncia cimeira
de formas simples, bifurcadas ou ramificadas (SILVA; GIORDANO, 2000).

A cultura adapta-se melhor ao cultivo em clima tropical de altitude,
como o das regides serranas ou de planalto, e também ao clima subtropical ou temperado,
seco e com luminosidade elevada. E uma cultura exigente em termoperiodicidade diaria,
requer temperaturas diurnas amenas e noturnas menores, com diferenga de 6-8 °C entre
elas, no entanto a faixa ideal de temperatura esta entre 15°C a 20°C, variando entre a idade
da planta e da cultivar. O nimero de flores e o pegamento do fruto sdo intimamente
influenciados por temperatura abaixo ou acima dos limites indicados para seu cultivo, logo,
a qualidade e quantidade de fruto sdo afetadas com a permanéncia de temperatura acima de
28°C (SEDIYAMA et al., 2003; FILGUEIRA, 2008).

O fruto do tomateiro é do tipo baga, com diferentes tamanhos e
formato, constituindo-se de pelicula, polpa, placenta e sementes. Internamente, é dividido
em léculos onde as sementes encontram-se imersas na mucilagem placentéria e,
dependendo da cultivar, os frutos podem ser biloculares, triloculares, tetraloculares ou
multiloculares. O formato do fruto define os tipos varietais do tomate no Brasil,
atualmente, consideram-se cinco segmentos principais: santa cruz, salada (Maca, Caqui ou
Tomatdo), italiano (Saladete ou San Marzano), cereja e grupo industrial (MELO 1989;
FERREIRA et al., 2004; FILGUEIRA, 2008).

4.1.2 Produgéo da tomaticultura nacional e mundial

O tomate € um dos produtos olericolas mais consumidos no mundo
juntamente com a batata, a cebola e o alho. Para o tomate industrial, a producdo é realizada
com pregos previamente acordados em contratos entre produtores e industrias, enquanto
que para o tomate de mesa o mercado € livre, com forte sazonalidade de precos e
quantidades. Os canais principais de distribui¢do no Brasil sdo os entrepostos normatizados
e as redes varejistas (CAMARGO et al, 2006b).



De acordo com os dados divulgados pela FAOSTAT (2014), os
maiores produtores mundiais de tomate sdo: China, Estados Unidos, india, Turquia, Egito,
Italia, Ird, Espanha, Brasil e Meéxico, respectivamente. Estes paises produzem 76% da
producdo mundial desta cultura.

A producéo de tomate no mundo aumentou nos ultimos anos, sendo
que em 1992 a producdo mundial era apenas de 74,9 milhdes de toneladas e em 2012
alcancou-se uma producdo superior a 161 milhdes de toneladas, perfazendo uma expansédo
de 116% nos ultimos 20 anos. O aumento da producdo foi seguido pelo aumento do
consumo, o que acompanhou o crescimento populacional (FAOSTAT, 2014).

No entanto, apesar do avanco da produtividade, o brasileiro
consome pouco tomate. O ultimo levantamento feito pela Organizacdo das Nagbes Unidas
para Agricultura e Alimentacdo, mostra que os brasileiros consomem apenas 20,2 kg de
tomate/pessoa/ano, comparado a outros paises como Grécia, Espanha e Estados Unidos
que consomem 105,3; 58,9 e 44,3 kg/pessoa/ano, respectivamente (FAOSTAT, 2014).

Em 2014 o Brasil produziu cerca de 18 milhdes de toneladas de
horticolas, sendo que a cultura do tomateiro sozinha equivaleu a quase um quarto do total,
com uma producao de mais de 4 milhdes de toneladas de frutos colhidos (ABCSEM, 2014;
AGRIANUAL, 2015).

A produgéo de tomate no Brasil, envolvendo os segmentos, para
processamento e mesa, alcancou 4,2 milhdes de toneladas, com a regido Sudeste sendo a
maior produtora e responsavel por mais de 44% do total produzido, com destaque para o
Estado de Sao Paulo que representa 45% da producdo da regido Sudeste. A segunda maior
regido produtora é o Centro-Oeste com participacdo de 31% da producdo nacional no
mesmo ano. O Estado de Goidas foi o maior produtor do Brasil, em 2014, com uma safra de
1.269 milhdo toneladas de tomate, equivalente a 29% da producdo nacional, seguido pelo
Estado de Sdo Paulo com uma producéo de 849.052 toneladas de tomate (AGRIANUAL,
2015).

Apesar das regides Sudeste e Centro-Oeste deterem a maior area
colhida do Pais, a Safra 2015 de tomate inicia com dados de producédo em queda de 19,3%.
Este fato é resultado principalmente da reducdo da &rea plantada em 15,7%. Os trés
principais Estados produtores, Goias, Sdo Paulo e Minas Gerais estimam reducdo da area
plantada e o principal fator limitante da producéo nesta safra é o clima que se mostrou até
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desenvolvimento da cultura. Mesmo em &reas que utilizardo a irrigacdo teme-se que a falta
de chuva diminua ainda mais 0s niveis dos reservatorios e que estes sejam insuficientes
para atender a area com a cultura (IBGE, 2015).

Embora a cultura de tomate tenha ganhado muito com o
melhoramento genético de plantas, muitos problemas ainda surgem durante o ciclo de
desenvolvimento, dentre eles o de principal importancia sdo os fitossanitarios, na qual
podemos destacar as viroses como um dos fatores mais limitantes para a cultura, com alto

poder restritivo sobre a producéo, em todas as regides onde o tomate é cultivado.

4.2 Género Begomovirus - Tomato severe rugose virus

Os begomovirus tém particulas geminadas, com simetria
icosaédrica e diametro de 15 a 20 nm. Séo constituidos de um ou dois DNAs circulares de
fita simples que produzem pseudorecombinantes viaveis (KING et al.,2011). O DNA-A
dos begomovirus possui seis ORF’s (“opean reading frames” — regifes abertas para
codificacdo) das quais a AV1 (CP) e AV2 sdo transcritas no sentido viral, ¢ as ORF’s AC1
(Rep), AC2 (TrAP), AC3 (REn) e AC4 sdo transcritas no sentido complementar
(STANLEY et al., 2005; ROJAS et al., 2005), conforme Figura 1. No entanto, a ORF AV2
ndo é encontrado em begomovirus do novo mundo (RYBICKI, 1994).

A proteina capsidial (CP) AV1, € responsavel pela encapsidacdo do
genoma viral e essencial para transmissao pelo inseto vetor (FONTES et al., 1992; HOFER
et al,, 1997). A ORF ACI1 esta associada a replicacdo (Rep, “replication-associated
protein”), cuja func¢do ¢ reconhecer e se ligar a origem de replicacdo e iniciar a sintese de
DNA viral via mecanismo de circulo rolante; uma proteina transativadora da transcricdo
dos genes CP e NSP (FONTES et al., 1992; OROZCO et al., 1997). A ORF AC2 codifica a
proteina TrAP (“trans-activating protein”) e que também atua como supressora de
silenciamento; uma proteina acesséria que aumenta os niveis de acimulo de DNA viral
(VOINNET et al., 1999 ; ZERBINI et al., 2006). A ORF AC3 codifica a proteina REn
(“replication-enhancer protein), que atua na replicagéo viral, ndo essencial para replicacao
mas quando esta presente aumenta o acimulo de DNA viral (FARIA & ZERBINI, 2000;
ZERBINI et al., 2006). A ORF AC4 é uma proteina que atua na expressao de sintomas
(ROJAS et al., 2005).
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O DNA-B (Figura 1), codifica duas proteinas ligadas diretamente
no movimento do virus, sendo a MP — “proteina de movimento célula a célula” ou BCI
transcrita no sentido complementar, que é responsavel pelo aumento do limite de exclusdo
dos plasmodesmas (NOUEIRY et al., 1994) e a NSP — “proteina de transporte” ou BV1 no
sentido viral, responsavel pelo transporte do DNA viral através dos poros nucleares
(SANDERFOQT et al., 1996; FARIA et al., 2000). Os begomovirus se multiplicam no
nucleo da célula e ndo no citoplasma, por isso necessitam dessa etapa adicional para a
entrada e saida do nucleo com ajuda dos genes MP e NSP (PALMER & RYBICKI, 1998).
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Figura 1. Representacdo esquematica do genoma do Bean golden yellow mosaic virus
(BGYMV), espécie tipo do género Begomovirus. Extraido de GUTIERREZ, et al. (2004).

Os begomovirus geralmente ndo sdo transmitidos naturalmente por
semente ou por extrato vegetal. A dispersdo natural ocorre via inseto vetor, mais
especificamente pelo aleirodideo Bemisia tabaci. Atualmente B. tabaci é considerado um
complexo de 36 espécies cripticas que variam quanto a biologia, principalmente em
relacdo a sua gama de hospedeiros, fecundidade, resisténcia a inseticidas, transmissdo de
virus e inducdo de distarbios em plantas, além de aspectos moleculares (DINSDALE et al.,
2010; HU et al., 2011; FIRDAUS et al., 2013).

A transmissdo de virus por B. tabaci pode ser do tipo ndo
persistente, persistente e semi-persistente. Para virus que sdo transmitidos de maneira ndo
persistente e semi-persistente, o aparelho bucal do vetor, em varios casos, € o local de
retencdo do virus. Na transmissdo ndo persistente, o inseto adquire o virus por picadas de
prova e o tempo de retencdo é de minutos ou horas. Na transmissdo semi-persistente sdo
necessarios minutos para aquisicdo e o tempo de retencdo pode ser de horas a dias. A

transmisséo persistente necessita que o inseto se alimente por horas na planta para adquiri-
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lo e o tempo de retencdo do virus na hemolinfa pode durar dias ou até mesmo toda a vida
do inseto. Neste tipo de interagdo o virus pode replicar no inseto (propagativo) ou nao
replicar (ndo propagativo) (JAMES; BRYCE, 2006; HOGENHOUT et al, 2008). O
ToSRV é transmitido de forma eficiente pela mosca branca B. tabaci bi6tipo B — Middle
East-Asia Minor 1 (MEAML1), de modo persistente e ndo propagativo (HULL, 2002;
POLSTON et al., 2014).

Tomato severe rugose virus (ToSRV), pertence a familia
Geminiviridae e ao género Begomovirus, € um dos virus mais importante em tomateiro
infectando especialmente plantas da familia Solanaceae (FERNANDES et al., 2008;
ROCHA et al., 2010, BARBOSA et al., 2011a). O ToSRV foi detectado pela primeira vez
no Brasil em 2003 (BEZERRA-AGASIE et al., 2006) e atualmente ha registros da
ocorréncia desse begomovirus causando danos em diversos estados produtores como
Pernambuco, Minas Gerais, S80 Paulo, Rio de Janeiro, Distrito Federal e Goids (ROCHA
et al., 2010; CASTILLO-URQUIZA et al., 2007; COTRIM et al., 2007; FERNANDES et
al., 2008; LIMA et al., 2006; REZENDE et al., 1997). No Estado de S&o Paulo é a espécie
predominantes (MACEDO, 2011; ROCHA et al., 2010; COTRIM et al., 2007;
FERNANDES et al., 2008).

O genoma de ToSRYV foi estudado atualmente e possui dois DNAs
circulares de fita simples: o DNA-A com 2592 nucleotideos e cinco ORFs, denominadas
AV1, AC1, AC2, AC3, AC4 e o DNA-B com 2568 nucleotideos e duas ORFs, BV1 and
BC1 (BARBOSA et al., 2011a).

Apesar dos avancos em diferentes campos de estudos, as doengas
causadas pelos begomovirus continuam sendo um problema na cultura do tomateiro e em
diversas solanaceas, ndo apenas no Brasil, mas em outras regides do mundo (HANSSEN et
al., 2010), e por isso muitos estudos estdo sendo realizados a fim de descobrir os danos

causados por begomovirus em diferentes culturas.

4.3 Género Crinivirus - Tomato chlorosis virus

Tomato chlorosis virus (ToCV), pertence a familia Closteroviridae

e ao género Crinivirus, é um virus que foi recentemente detectado no Brasil e atualmente

vem causando muitos problemas na cultura do tomateiro (BARBOSA et al., 2011D).
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Os crinivirus possuem duas moléculas de RNA de fita simples e
senso positivo. O RNAL contém quatro ORFs, e 0 RNA2 contém nove ORFs que
codificam proteinas associadas com fun¢Ges como movimento, encapsidacdo do virus e
transmissdo pela mosca branca (WINTERMANTEL et al., 2005). O RNA 1 possui 8595
nucleotideos e contém quatro ORFs (Figura 2). A ORF la estende ao longo dos
nucledtideos 303-6140, e codifica uma proteina multifuncional de 221 kDa comum entre
0os membros da familia Closteroviridae, contendo dominios de protease, helicase e
metiltransferase. A ORF 1b com nucleotideos entre 6142-7656, codifica uma RNA
dependente de RNA polimerase de 59 kDa (RdRp), contendo o0s oito motivos conservados
identificados por Koonin (1991) entre os aminodcidos 186 e 422. A RdRp é altamente
conservada entre os membros do género Crinivirus. A ORF 2 presente entre 0s
nucleotideos 7663-8244 codifica uma proteina putativa de 22 kDa de funcdo desconhecida,
com pouca homologia com outras proteinas na base de dados (WINTERMANTEL et al.,
2005). Uma pequena ORF estd localizada na extremidade 3° do RNA 1 com 155
nucleotideos, contendo um “start” codon putativo de iniciacdo. O peptideo 5 kDa previsto
tem um dominio transmembrana entre os aminoacidos 20 e 42 similar as proteinas no 3’
terminal do RNA 1 de outros crinivirus (WINTERMANTEL et al., 2005).

O RNA 2 possui 8247 nucleotideos e contém nove ORFs (Figura
2) (WISLER et al, 1998b). A ORF 1 se estende ao longo dos nucleotideos 239-340 e
codifica uma pequena proteina de 4 kDa com um grande dominio hidrofébico entre os
residuos 10 e 32 sugerindo que funciona como uma proteina transmembrana. A ORF 2
presente entre os nucleotideos 733-2397 codifica a “ heat shock protein 70” (HSP70h) e
estd envolvida na montagem de particulas virais e movimento célula-a-
célula.(WINTERMANTEL et al., 2005).

A ORF 3 com 203 nucleotideos e codifica uma proteina de 8 kDa
com similaridade com 6 kDa codificados por Beet pseudo yellows virus (BPYV) e
Strawberry pallidosis associated virus (SPaV). A ORF 4 presente entre os nucleotideos
2562-4115 codifica uma proteina de 59 kDa (P59) que também esta associada com a
extremidade dos virions e provavelmente esta envolvida no movimento célula-a-célula. A
ORF 5 presente entre os nucleotideos 4097-4333 codifica uma proteina 9 kDa ainda com
fungéo desconhecida (WINTERMANTEL et al., 2005).

As ORFs 6 com 773 e ORF 7 com 2009 codificam as proteinas da
capa “major coat protein” (CP - 29 kDa) e “minor coat protein” (CPm — 76 kDa). A CP
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encapsida a maior parte da particula viral, enquanto que a CPm esta associada a
extremidade dos virions e encapsidagdo da regido 5’ terminal. A ORF 8 com 698
nucleotideos, codifica a proteina 27 kDa (P27) e € exclusiva dos crinivirus. A ORF 9
localizada entre os nucleotideos 832-8029 é exclusiva do ToCV e codifica uma proteina
putativa de 7 kDa com um dominio transmembrana entre os residuos 5 e 27. Isto sugere
que pode ser uma proteina funcional, apesar de nenhuma homologia ter sido encontrada a
quaisquer outras proteinas nas bases de dados (WINTERMANTEL et al., 2005).
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Figura 2. Representacdo esquematica do genoma Tomato chlorosis virus (ToCV), espécie
do género Crinivirus Extraido de WINTERMANTEL et al. (2005).

O genoma bipartido do isolado ToCV brasileiro (ToCV-BR)
consiste em 8594 nucle6tidos (nt) para RNA 1 e para 0 RNA 2 8242 (nt), e possuem
caracteristicas tipicas de outros isolados ToCV descritos (ALBURQUERQUE et al., 2013).

O ToCV é um virus limitado ao floema e transmitido na natureza
de uma forma semi persistente por moscas brancas de dois géneros diferentes,
Trialeurodes (T. abutilonea e T. vaporariorum) e por B. tabaci bi6tipos A, B e Q
(WINTERMANTEL; WISLER., 2006; WINTERMANTEL et al.,, 2008, NAVAS-
CASTILLO et al., 2011). Filogeneticamente, a CPm do ToCV compartilha caracteristicas
de virus transmitidos por T. vaporariorum e B. tabaci, portanto, esta proteina pode estar
envolvida na determinacdo da ampla transmissibilidade do ToCV por seus vetores
(WINTERMANTEL et al., 2005).

O ToCV ¢ o Unico virus conhecido transmitido pelos dois géneros
de mosca branca vetores de viroses, o que leva a crer que o ToCV é um elo evolucionario
entre 0s virus que eram originalmente transmitidos por Trialeuroides e passaram a ser
transmitidos por Bemisia tabaci (WISLER, 1998a).
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No Brasil o ToCV teve sua primeira constatacdo em 2006 em
tomateiros na regido de Sumaré, Sdo Paulo (BARBOSA et al. 2008). Posteriormente foi
constatado nos Estados da Bahia, Espirito Santo, Goiads, Minas Gerais e Rio de Janeiro
(BARBOSA et al., 2011b).

Poucos estudos demonstram danos quantitativos e/ou qualitativos
provocados por esse virus no Brasil. Recentemente, Mansilla (2015) avaliou a tolerancia de
diferentes gendtipos de tomateiro ao ToCVe constatou reducédo do peso dos frutos colhidos
das plantas infectadas, da ordem de 21 a 52 % no primeiro ensaio e 0 a 49%, no segundo,
quando comparados com plantas sadias. J& para a cultura do pimentdo foi encontrada
diferenca significativa na producgéo de 45-75% entre plantas infectadas e sadias (FORTES;
MORIONES; NAVAS-CASTILLO, 2012).

Incidéncias de ToCV isoladamente e/ou em infeccdo mista com
ToSRV em tomateiro tem sido relatado no Brasil. No estado de Goiéas e Distrito Federal
um total de 150 amostras foram coletadas, sendo 123 do hibrido Dominador e 27 hibrido
AP 533 respectivamente. Desse total, cerca de 48% das plantas testadas foram infectadas
com ambos os virus, 32% foram infectados somente com ToCV e apenas 20% estavam
infectadas com o ToSRV. Analisando os hibridos de forma isolada para 0 Dominador, das
123 amostras, 23 estavam infectadas com ToSRV, 44 com ToCV e 56 apresentaram
infeccdo com ambas as espécies. Enquanto que para o hibrido AP 533, das 27 amostras
avaliadas, 7 estavam infectadas com ToSRV, 3 com ToCV e 17 plantas apresentaram
infeccdo mista. De acordo com o0s autores, a cultivar Dominador €é tolerante ao
begomovirus e suscetivel ao crinivirus, enquanto AP 533 é suscetivel para ambas as
espécies (MACEDO et al., 2014).

4.4 Produtos de efeitos fisioldgicos e seu incremento nas culturas

Sdo produtos de efeitos fisiologicos aqueles que alteram a
fisiologia da planta, podendo promover aumento de produtividade e/ou qualidade na
producéo final. Cada cultura tem sua condicdo ideal para atingir o maximo em producao e
isso depende da adubacdo, qualidade de semente, qualidade e nutricdo do solo, controle de

pragas e doengas, irrigacdo, luminosidade, temperatura, etc (RAMOS, 2013).
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Produtos da classe das estrobirulinas estdo sendo muito estudados,
uma vez que seu modo de acdo age inibindo a respiracdo mitocondrial atuando no sitio Qo
(quinona oxidase). Algumas das estrobilurinas mais comuns sdo a Azoxistrobina, Metil-
cresoxima, Picoxistrobina, Fluoxastrobina, Orizastrobina, Dimoxiystrobina, Piraclostrobina e
Trifloxistrobina (PARREIRA et al., 2009).

A Piraclostrobina auxilia a planta na melhor utilizagdo do COs,
reduzindo os gastos de energia e levando ao maior acimulo de carboidratos, aumentando a
fotossintese liquida, causando incremento da atividade da enzima Nitrato redutase que é
fundamental para a incorporacdo de nitrogénio em moléculas vitais a planta causando o
efeito verde pelo maior teor de clorofila. Além disso, ocorre a diminuigdo do estresse
associado a reducdo da producéo de etileno, o que permite maior duracdo da vida Util das
folhas e principalmente maior rendimento devido a maiores produtividades. Esses efeitos
estdo associados a0 modo de acdo do produto que atua na respiracdo celular na
mitocOndria, especificamente no citocromo Bcl, interferindo no transporte de elétrons
(OLIVEIRA, 2005, VENANCIO et al., 2003).

O Cabrio Top® (BASF) é constituido de Metiram +Piraclostrobina,
pertence a classe dos Ditiocarbamatos e Estrobirulinas e apresenta duplo modo de acéo
atuando através do ingrediente ativo Piraclostrobina como inibidor do transporte de
elétrons nas mitocéndrias das células dos fungos, inibindo a formacdo de ATP que €
essencial nos processos metabdlicos e através do ingrediente ativo Metiram que ao se
decompor forma compostos tdxicos que reagem inespecificamente com enzimas
sulfidrilicas, as quais estdo largamente distribuidas na célula do fungo, atuando assim sobre
um grande nuimero de processos vitais da célula do fungo inibindo a germinacdo dos
esporos, bem como o desenvolvimento do tubo germinativo (BASF, 2007).

As estrobilurinas proporcionam maior produtividade, folhas mais
verdes e maior teor de clorofila (BASF, 2005), devido ao aumento da fotossintese liquida,
reducdo da respiracao das plantas e aumento da atividade da enzima nitrato redutase, o que
resulta em melhor balango hormonal, aumentando teores de acido indolilacético (IAA),
isopentenil adenina (16-ADE) e acido abscisico (ABA) e diminuindo a producéo de etileno
(YPEMA,; GOLD, 1999).

Efeitos fisiologicos das estrobilurinas foram observados sobre os
reguladores vegetais enddgenos. Onde niveis de auxina séo alterados, uma vez que ocorre

aumento na producdo de &cido indolilacético (IAA), que estimula o alongamento e divisdo
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celular, desenvolvimento inicial das raizes, atraso da senescéncia das folhas e do
amadurecimento dos frutos. Além de aumentar os niveis enddgenos de acido abscisico
(ABA) que permite melhor adaptacdo da planta em situacdes de estresse (KOEHLE et al.,
1994).

Fungicidas registrados para a cultura do tomateiro, como 0s
pertencentes da classe das estrobirulinas, possuem vantagens como agdo de efeitos
fisioldgicos positivos sobre as plantas, além de serem capazes de ativar mecanismos
bioquimicos da planta que incrementam a resisténcia aos patdégenos (VENANCIO et al.,
2003) podendo ser uma possibilidade para viroses.

Diversos trabalhos mostram aumento de produtividade, ativagéo de
mecanismos de defesa e controle de diversas doencas, com o uso do Cabrio Top®
(GUIMARAES et al.; 2014, ITAKO et al., 2012; VIGO et al.,2012; TOFOLI et al., 2003;
HERMES et al., 2002). A juncdo da molécula piraclostrobina com metiran reforca o
controle da doenca no campo, podendo tornar mais dificil o surgimento de resisténcia ao
produto, uma vez que a atuacdo de cada molécula ocorre de forma diferente (GALVINO,
2008).

A possibilidade desse fungicida agir no desenvolvimento das
doencas viréticas, por meio da ativacdo de mecanismos de defesa que podem ser
responsaveis por diminuir ou paralisar a replicacdo e/ou movimentacdo viral, seria uma
alternativa de manejo muito interessante, uma vez que esse mesmo produto é capaz de
controlar de maneira bastante eficiente diversas doencas fldngicas e de aumentar a
resisténcia de doencas bacterianas do tomateiro. O uso desse produto pode servir como um
beneficio extra para a cultura e para o produtor, podendo diminuir as perdas causadas pelos

virus, incrementando a producao.
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Piraclostrobina + Metiram induz menor replicacdo do Tomato severe rugose virus em
tomateiro determinado e maior producédo em plantas com infecgdo mista com Tomato

chlorosis virus

Pyraclostrobin + Metiram induces lower replication of Tomato severe rugose virus in
determined tomato and higher production in mixed infected plants with Tomato chlorosis

virus

Leysimar R. P. Guimarées®, Denise N. Nozaki', Ménika F. Moura®, David M. A. Spadotti’,
Tatiana Mituti 4, Renate Krause-Sakate®, Marcelo A. Pavan®

! Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas, Campus de Botucatu. Departamento de Protecdo Vegetal, Rua Jose Barbosa
de Barros, 1780, 18610-370, Botucatu, SP, Brasil.

2 Universidade de Sao Paulo, ESALQ, Departamento de Nematologia e Fitopatologia,
13418-900, Piracicaba, SP, Brasil.

RESUMO

As espécies de virus Tomato severe rugose virus (ToSRV) e Tomato chlorosis virus
(ToCV) sdo importantes em tomateiro no Estado de Sdo Paulo e sua incidéncia tem sido
cada vez mais crescente. Diante da dificuldade de controle destes virus no campo, o
presente trabalho teve como objetivo verificar o efeito da aplicacdo de
Piraclostrobina+Metiran (Cabrio Top®) na producéo e qualidade de frutos em tomateiro
infectado por ToSRV e ToCV. A concentracdo do ToSRV apds aplicacdo dos produtos
também foi avaliada por PCR quantitativo. Dois experimentos foram realizados
paralelamente, um recebeu pré-tratamento com (Piraclostrobina+Metiram (P+M) (3 g. | )
+ Boscalida (0,3 g. | ) (BASF) ®) na bandeja ap6s a semeadura e no outro as mudas de
tomateiro ndo receberam nenhum produto. Os tratamentos foram constituidos da
inoculagdo do virus por Bemisia tabaci biétipo B em cinco fases de crescimento: 15, 30,
45, 60 e 75 dias ap6s o transplantio (DAT), com aplicagdo ou ndo de P+M (4.0 g. 1 %) a
cada quinze dias. Para ambos os experimentos foram avaliados a parametros de producéo e
de qualidade como ratio (°Brix/acidez titulavel). A quantificagdo do ToSRV por PCR em

tempo real foi realizada quinzenalmente apds cada inoculacdo até o final do ciclo da
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cultura. Observou-se que 0 experimento que recebeu o pré-tratamento na semeadura e
posteriormente aplicagcdo de P+M apresentou os melhores resultados de producdo e
qualidade dos frutos de tomate, principalmente quando os virus foram inoculados mais
tardiamente (60 e 75 DAT). A infeccéo viral precoce (15 e 30 DAT) por ToSRV e ToCV
causou drastica reducdo na qualidade e producdo dos frutos, independente do tratamento
utilizado. A replicacdo viral do ToSRV foi negativamente influenciada pela aplicacdo do P
+ M sugerindo um possivel envolvimento de mecanismos de resisténcia da planta ao virus

induzidos pelo produto.

Palavras-chave: Begomovirus, Crinivirus, Solanum lycopersicum, gPCR, Inducdo de

resiténcia

ABSTRACT

The incidence and importance of Tomato severe rugose virus (ToSRV) and Tomato
chlorosis virus (ToCV) has been increasingly growing on tomatoes in the State of Séo
Paulo. The control of these viruses is very difficult in the field. Due to this facts, this study
aimed to verify the effect of the application of Pyraclostrobin + Metiran (Cabrio Top®) on
production and fruit quality of tomato infected by ToSRV and ToCV. The concentration of
ToSRV after application of the products was also evaluated by qPCR. Two experiments
were carried out in parallel, one received pretreatment with Pyraclostrobin + metiram (P +
M) (3 g. L -1) + Boscalida (0.3 g. L -1) (BASF) ® in the tray after sowing and the other the
tomato seedlings did not receive any product. The treatments consisted of virus inoculation
by Bemisia tabaci biotype B in five growth stage: 15, 30, 45, 60 and 75 days after
transplanting (DAT), with application or not of P + M (4.0 g | %) every fortnight. For both
experiments production and quality parameters such as ratio (° Brix / acidity) were
evaluated. Quantification of ToSRV by gPCR was performed every two weeks after each
inoculation by the end of the crop cycle. It was observed that the experiment that received
pretreatment at sowing and subsequent application of P + M showed the best results of
production and quality of tomato fruits, especially when the viruses were inoculated later
(60 and 75 DAT). The early viral infection (15 and 30 DAT) by ToCV and ToSRV caused
drastic reduction of production and quality of the fruit, regardless the treatment. Viral
replication in ToSRV was negatively influenced by the application of P + M suggesting a

possible involvement of plant resistance mechanisms to the virus induced by the product.
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Keywords: Begomovirus, Crinivirus, Solanum lycopersicum, gPCR, Resistance induction

INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicon) é uma das hortali¢cas mais produzidas no Brasil
e no mundo. No entanto, € uma cultura que estd sujeita a diversos problemas
fitossanitarios, sejam eles patogénicos ou associados a insetos, onde a mosca branca
(Bemisia tabaci) aparece entre as pragas que vem causando problemas cada vez mais
frequentes em plantios de tomates cultivados em todo o mundo, sendo considerada uma
das principais pragas do século 20 (JONES et al., 2008). O clima brasileiro € propicio para
a multiplicacdo e disseminacao deste inseto, a sua dispersao torna-se mais facil e de dificil
controle (FARIA et al., 2000).

Como consequéncia observou-se 0 aumento na incidéncia de virus pertencentes ao
género Begomovirus (Tomato severe rugose virus - ToSRV) e também Crinivirus (Tomato
chlorosis virus - ToCV) (NAVAS-CASTILLO et al., 2011), ambos transmitidos pela
mosca branca. Essas duas espécies de virus sdo consideradas atualmente as mais
importantes limitadoras da producdo de tomate, além de sua presenca ter sido verificada
também em outras solandceas importantes na agricultura como o pimentdo e a batata
(BARBOSA et al., 2008, FREITAS, 2012).

A espécie Tomato severe rugose virus (TOSRV) € transmitida de forma eficiente
pela Bemisia tabaci biétipo B de modo persistente e ndo propagativo (POLSTON et al.,
2014). Tomato chlorosis virus (ToCV) € um virus limitado ao floema e é transmitido na
natureza de forma semi-persistente por moscas brancas de dois géneros diferentes, Bemisia
(B. tabaci bidtipos A, B e Q) e Trialeurodes (T. vaporariorum e T. abutilonea)
(WINTERMANTEL & WISLER., 2006; WINTERMANTEL et al., 2008; NAVAS-
CASTILLO etal., 2011).

Incidéncias de ToSRV e ToCV isoladamente ou em infecgdo mista em tomateiro
tem sido relatadas no Brasil (MACEDO et al., 2014, BARBOSA et al., 2011a, BARBOSA
et al., 2011b, FERNANDES et al., 2008). No entanto danos quantitativos e/ou qualitativos

provocados por esses virus ainda sdo bastante escassos.



27

A utilizagdo de cultivares resistentes pode ser considerada a op¢do mais eficaz,
durével e estavel dentro da estratégia de manejo integrado de viroses em hortalicas, no
entanto é sabido que apesar de existir resisténcia a geminivirus em tomateiro, onde 0s
genes (Ty-1, Ty-2, Ty-3,Ty-4 e Ty-5(HANSON et al., 2006; JI et al., 2007, JI et al., 2009a,
Jl et al., 2009b, HUTTON et al., 2012) atuam, no entanto, esses genes podem nao oferecer
boa resisténcia aos isolados de virus brasileiros (HURTADO et al., 2011).

Devido a dificuldade na obtencdo de plantas resistentes a viroses umas das
medidas utilizadas pelos produtores € o controle quimico do inseto vetor e o uso de
produtos com efeitos fisiologicos secundérios. Esses produtos alteram a fisiologia da
planta, aumentam a produtividade, ativam mecanismos de defesa e podem controlar
diversas doencas (GUIMARAES et al.; 2014, ITAKO et al., 2012; VIGO et al.,2012;
TOFOLI et al., 2003; HERMES et al., 2002).

Tendo em vista que h& poucos dados sobre a agdo de produtos quimicos no
controle de virus, o presente trabalho teve como objetivo verificar o efeito da aplicacdo de
Piraclostrobina+Metiran (Cabrio Top®) na producdo e qualidade de frutos de tomate em
plantas infectadas por ToOSRV e ToCV, em diferentes fases fenolégicas do ciclo da cultura

e acompanhar a replicacdo do ToSRV apds aplicacdo do produto por gPCR.

MATERIAL E METODOS

Instalacdo do experimento e Delineamento experimental

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, no Departamento de
Protecdo Vegetal, em area pertencente a Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP,
campus Botucatu, SP. Foram utilizadas mudas de tomateiro de crescimento determinado
hibrido ‘Mariana’ (Sakata®), que possui boa aceitabilidade no mercado. Foram conduzidos
dois experimentos paralelos (um que recebeu pré-tratamento com Piraclostrobina+Metiram
((P+M) (3 g. | ) + Boscalida (0,3 g. | ) (BASF) ®) na bandeja apés a semeadura e no
outro as mudas de tomateiro ndo receberam nenhum produto. O delineamento foi de blocos
inteiramente casualizados com 6 tratamentos (5 fases de inoculagdo dos virus pelo vetor B.
tabaci biotipo B em cinco fases de crescimento: 15 dias ap6s o transplantio (DAT); 30
DAT,; 45 DAT,; 60 DAT; 75 DAT e testemunha néo inoculada) x 2 (Com aplicagéo ou ndo
de Piraclostrobina+Metiram (Cabrio Top®) (P + M) (4.0 g. | ™) ao longo do tempo,

perfazendo cinco repeticoes.
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Para verificar a influéncia do pré-tratamento na semeadura, foi realizada uma
andlise conjunta dos experimentos. Os dados de ambos 0s experimentos foram submetidos
aos testes de normalidade e homogeneidade e as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey a 5% probabilidade. As andlises foram feitas pelo software estatistico SISVAR.

Condugéo do experimento

Aos vinte dias apds o transplantio, trinta plantas de ambos os experimentos,
receberam pulverizagdo com P+M (4.0 g. | ). O produto aplicado foi de acordo com as
normas de recomendacdo do fabricante, totalizando 4 aplicagOes, espacadas de 15 dias ao
longo do ciclo da cultura.

Plantas de tomateiro apresentando infeccdo mista por ToSRV e ToCV foram
utilizadas como fonte de indculo para transmissdo do virus por B. Tabaci biotipo B,
utilizando-se um periodo de aquisi¢do (PAA) e periodo de acesso a inoculagdo (PAI) de 48
horas, onde dez plantas de ambos os experimentos receberam as viroses. Foram utilizadas
20 moscas viruliferas por planta a ser inoculada. Apds o PAI, as plantas foram
pulverizadas com inseticida (Tiametoxam® 2 ¢. I-1) e mantidas em estufa durante um
periodo de 90 DAT. A avaliacdo da doenca foi realizada a cada 15 dias apds a inoculacao
até ao final do ciclo da cultura.

Deteccdo do Tomato severe rugose virus (ToSRV) e do Tomato chlorosis virus
(ToCV)

Para a detec¢cdo de ToSRV, a extracdo do DNA gendmico total foi feita por meio do
kit DNeasy Mini Plant (Qiagen, Hilden, Germany) e realizada a cada 15 dias ap0s as
inoculagBes até o fim do ciclo da cultura. O DNA total de todas as amostras coletadas foi
amplificado por circulo rolante (RCA) segundo método descrito por Inoue-Nagata et al.,
2004 e Haible et al., 2006, por meio do kit Templi Phi DNA Amplification (GE
Healthcare, USA). O produto do RCA foi utilizado na reacdo de PCR (Kit PCR Master
Mix - Promega) utilizando-se o0s  oligonucleotideos  PALIV1978  (5°-
GCATCTGCAGGCCCACATYGTCTTYCCNGT-3?) PAR1c496 (5
AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG 3°), (ROJAS et al. 1993).

Para a deteccdo do ToCV, foi realizada a extracdo do RNA total utilizando-se

Trizol® LS (Invitrogen) de acordo com protocolo do fabricante. Folhas sintométicas foram
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coletadas de cada tratamento e as extracBes foram realizadas a cada 15 dias apds as
inoculagdes até o fim do ciclo da cultura. Foi realizado o Nested-RT-PCR com os pares de
primers HS-11 (5’-GG(G/T)TT(A/G)GA(G/T)TT(C/T)GGTACTAC-3") / HS-12 (5’-
CC(GIT) CCACCAAA (A IG)TCGTA-3’) e TOC-5 (5-
'GGTTTGGATTTTGGTACTACATTCAGT-3")/ TOC-6 (5
AAACTGCCTGCATGAAAAGTCTC-3') (Dovas et al., 2002).

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose a 1% corado com Neotaq
Brilliant Green Plus DNA Stain (NEOBIO, Brasil).

Aspectos de producéo e andlises quimicas dos frutos de tomateiro

A colheita foi realizada aos 90 DAT, avaliando-se a producéo total de frutos (média
de frutos por planta); peso médio de frutos (média de 10 frutos colhidos); percentual de
namero de frutos verdes (total de frutos verdes / nimero de frutos totais). Foram analisados
0s sélidos soluveis totais (°Brix) (A.O.A. C, 1997) e acidez titulavel (BRASIL, 2005), para
obtencdo do ratio (sélidos solUveis totais/acidez titulavel) e pH. Os dados de producéo e
caracteristicas fisicas quimicas dos frutos de tomateiro foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias foram comparadas utilizando o software estatistico
SISVAR.

Quantificacdo por PCR em tempo real (QPCR) de ToSRV

A partir do produto do DNA total extraido com o kit DNeasy Mini Plant, foram
realizadas  quantificacbes  utilizando os primers especificos ToSRV  (+)
TAAAGTGATTGTCTGTGGCCC/ ToRSV (-) CCGTTTAACAACTTGGGCCT
(NOZAKI et al.,2016) nas concentracdes de 600nM.

A reagdo de qPCR foi realizada em placas com 96 pocos “MicroAmp” (Life
Technologies) com volume final de 25ul utilizando SYBR Green GoTag® gPCR Master
Mix (PROMEGA) seguindo as instru¢des do fabricante, analisadas no Step One Plus Real-
Time PCR System (Applied Biosystems). O protocolo de PCR incluiu um ciclo de 95°C
por 2 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto..

A curva padréo foi preparada usando diluigdes seriadas de DNA amplificadas por
circulo rolante (RCA) quantificadas em espectrofotdmetro (nanodrop) e diluidas nas
concentragdes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 ng/pL.
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Foi realizada a quantificacdo absoluta do nimero de DNA viral nos diferentes
tratamentos, cada uma das amostras foi analisada em triplicada, usando quatro plantas por

tratamento.

Atividade de Peroxidase

A atividade da peroxidase (EC 1.11.1.7) foi realizada por Guimardes (2013) e
determinada conforme Lima et al., (1999). O material vegetal (folhas sadias, que
receberam ou ndo pré-tratamento na semeadura, aplicacdo ou ndo de P+M (4.0 g. | %)) foi
homogeneizado em fosfato de potassio 0,2 M, pH 6,7 e centrifugado a 10000 xg (Hettich-
Micro 220R) durante 10 min a 4 ° C. O sobrenadante foi obtido e considerado como extrato
enzimatico. A leitura do extrato foi realizada em espectrofotdmetro, no comprimento de
onda 505 nm e os resultados expressos em pumol H,O, decomposto min™ g™, peso fresco.
A enzima foi analisada estatisticamente com base nas diferentes épocas de coleta e
comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).

RESULTADOS

Idade fenoldgica do tomateiro cv Mariana e eficiéncia de inoculacdo do ToSRV
e ToCV

Aos 15, 30 e 45 DAT todas as plantas inoculadas estavam infectadas por ambos os
virus. Aos 60 DAT, 60% das plantas que receberam o pré-tratamento com o produto na
semeadura foram infectadas com ambos os virus, enquanto que 80% para as que ndo
receberam o produto na semeadura. Nas plantas previamente consideradas negativas por
RCA-PCR, quando quantificadas por g°PCR de ToSRV, apesar da baixa concentracdo viral,
o virus foi detectado (Figura 1). Aos 75 DAT, as plantas mantiveram-se assintométicas ateé
o final da avaliacdo, sendo o virus ndo detectado por PCR convencional, porém detectado
por gPCR (4.10x10° — 6.81x10°ng/ul) porém com baixa concentragdo viral quando
comparadas as inoculacfes aos 15, 30 e 45 DAT (0.44 — 1.80, 0.75 — 2.74 e 1.28 — 5.82
ng/ul respectivamente (Figura 1). Para o ToCV néo foi realizado a gPCR.

Os sintomas mais severos de subdesenvolvimento, clorose intensa e enrugamento
foram observados aos 15 e 30 DAT, culminando com menor producdo (Tabela 1 e 2). Aos
45 e 60 DAT, os sintomas foram bastante variaveis, geralmente na parte apical das plantas

e com grande parte das plantas assintomaticas.



31

Efeito da Piraclostrobina+Metiram no desenvolvimento, producéo e qualidade
dos frutos

Em média as mudas tratadas com o produto na semeadura apresentaram maior
altura (11,2 cm) comparadas com as sem tratamento (7,3 cm), essa medida foi realizada no
dia do transplantio, isso reforca o efeito benéfico do pré-tratamento em mudas de
tomateiro. Para as plantas pré-tratadas na semeadura, observou-se significancia pela analise
de variancia, para a producéo total de frutos, assim como para o peso medio. As plantas
inoculadas aos 15 e 30 DAT, praticamente ndo produziram frutos, isso provavelmente
ocorreu devido a presenca da infeccdo viral nas fases iniciais da cultura, nas inoculadas a
partir dos 45, 60 e 75 DAT e que receberam a aplicagdo de P+M (4 g. | ™) tiveram um
melhor desenvolvimento e uma maior producdo, ndo diferindo estatisticamente da néo
inoculada (Tabela 1).

A mesma tendéncia foi verificada no experimento onde as mudas ndo receberam o
pré-tratamento com os fungicidas apds a semeadura (Tabela 2). Pode-se observar que
plantas que receberam o produto ao longo do ciclo da cultura tiveram uma maior producao,
quando comparadas as que ndo receberam. A producdo das plantas inoculadas aos 45, 60 e
75 DAT foi equivalente a de uma planta ndo infectada pelos virus (Tabela 1 e 2).

Foi observado que plantas que receberam o produto P+M (4 g. | %) e foram
inoculadas com os virus aos 45, 60, 75 DAT apresentaram menos frutos verdes, sugerindo
que a aplicacdo do produto ao longo do ciclo da cultura é benéfica a uniformidade da
maturacao dos frutos (Tabela 1 e 2).

A variavel pH apresentou diferencas estatisticas significativas apenas para as fases
de inoculacéo (P<0,05), onde de modo geral os frutos das plantas inoculadas com os virus
aos 15 DAT apresentaram pH 4.0 e ndo inoculadas pH 4.18. Ja no experimento sem pré-
tratamento o pH foi significativo para a aplicacdo do produto P+M (4 g. | %) durante o
ciclo da cultura e para as fases de inoculagdo dos virus (P<0,05). As médias entre 0s
tratamentos estavam na faixa de 3.94 (15 DAT) e 4.18 (plantas ndo inoculadas).

A relagdo SS/AT (‘ratio’) expressa o sabor dos frutos, onde podemos verificar que
os frutos provenientes de mudas tratadas na semeadura e de plantas inoculadas mais
tardiamente aos 45, 60, 75 DAT e o0 ndo inoculado apresentaram maior relacdo SS/AT
quando comparadas aos tratamentos 15 e 30 DAT (Tabela 1). N&o houve diferencgas

significativas para aplicacdo de P+M (4 g. | %), no entanto observou-se de modo geral que
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os tratamentos que receberam o fungicida apresentam maior ratio, ou seja, caracteristicas
gustativas mais agradaveis ao consumidor (Tabela 1). Resultados semelhantes foram
obtidos no experimento sem pré-tratamento na semeadura (Tabela 2).

Pela analise conjunta (Tabela 3), o pré-tratamento realizado na semeadura
ocasionou efeitos benéficos a cultura e suas varidveis de producdo. O ndo tratamento na
semeadura foi benéfico apenas para o peso unitario dos frutos. Como foram retirados 10
frutos de cada tratamento de modo aleatério, a ndo uniformidade desses frutos pode ter
causado essadiferenca, no entanto pode-se observar que 0s maiores valores foram
encontrados para a aplicacdo de P+M. Para as caracteristicas de fisico quimicas como
oratio, diferencas significativas ndo foram observadas (Tabela 3). H& de se ressaltar que
para quase todos os fatores analisados, a aplicacdo de P+M (4 g. | ) ao longo do ciclo da

cultura, acarretou em melhorias de producéo e qualidade dos frutos (Tabela 3).

Quantificacdo de ToSRV nas diversas fases fenoldgicas da cultura e efeito da
Piraclostrobina+Metiram sobre a replicacdo

Para a quantificacdo absoluta do ToSRV em tomateiro determinado hibrido
“Mariana” os tratamentos foram inoculados aos 15, 30, 45, 60 ¢ 75 DAT (Figura 1A,1B,
1C, 1D), porém as quantificacGes foram realizadas para todos os tratamentos a cada
quinze dias apds inoculacdo (DALI), nos periodos de 15, 30, 45, 60, 75 e 90 (Figura 1). A
deteccdo de ToCV foi realizada apenas por PCR convencional, ndo por gPCR, uma vez
que o trabalho objetiva verificar o efeito do produto sobre a replicacdo de ToSRV.
Trabalhos futuros visando verificar o efeito de produtos da classe das estrobirulinas sobre a
replicacdo do ToCV serdo realizados.

Observou-se aos 15 DAT que as plantas de tomateiro que ndo receberam o pre-
tratamento na semeadura e nem aplicacdo de P+M (4 g. | ) ao longo do ciclo
apresentaram uma maior replicacdo viral variando em média de 1.13 — 1.80 ng/ul dos 30
DAI até 90 DAI, respectivamente. A menor replicacdo para 15 DAT foi observada para
plantas que receberam o pré-tratamento na semeadura e aplicacdo de P+M (4 g. | )
(Figura 1A).

Para a inoculacao realizada aos 30 DAT, as quantificacGes foram feitas aos 45, 60,75 e
90 dias (Figura 1B). Plantas sem o pré-tratamento e que posteriormente foram aplicadas
com P+M (4 g. | 1), apresentaram uma menor replicacdo do ToSRV, sendo que em termos
médios sua quantificacdo variou de 0.75 ng/ul (45 DAI) a 0.95 ng/pl (90 DAI). Esse
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resultado sugere que para essa fase fenoldgica, independente da planta ter sido submetida
ao pré-tratamento, o produto agiu fazendo com que a replicagdo viral fosse alterada. O pico
de concentracdo viral foi verificado aos 90 DAI para plantas que ndo receberam o pré-
tratamento e nem aplicacdo do produto ao longo do ciclo da cultura (Figura 1B).

Plantas inoculadas aos 45 DAT tiveram o ToSRV quantificados aos 60, 75 e 90 dias
(Figura 1C). Maiores valores de quantificacdo foram encontrados aos 90 DAI, onde a
méaxima replicacdo foi de 5.82 ng/ul para plantas sem pré-tratamento na semeadura e sem
aplicacdo de P+M durante o ciclo da cultura. A menor replicacéo viral foi observada para
plantas com pré-tratamento na semeadura e com uso de P+M (1.28 - 1.52 ng/ul, 60 e 75
DA, respectivamente) (Figura 1C).

As plantas que foram inoculadas com o virus aos 60 DAT foram quantificadas aos 75 e
90 dias. Queda na replicacdo viral foi verificada para todos os tratamentos, especialmente
para 0s que receberam o pré-tratamento na semeadura (Figura 1D). Plantas que foram
inoculadas somente aos 75 DAT e avaliadas aos 90 dias, possibilitaram uma replicacéo
viral extremamente baixa com médias entre 4.10x10° — 6.81x10°ng/ul, sendo que por

PCR convencional ndo foi possivel a deteccdo do virus.

Modelo de quantificacdo de ToSRYV e a relagdo com atividade de Peroxidase

A Figura 2 mostra 0 modelo de quantificacdo viral do ToSRV em tomateiro
determinado hibrido*“Mariana” em todas as fases de inoculacdo e sua relagdo com a
atividade de peroxidase em plantas sadias que receberam ou ndo pré-tratamento na
semeadura, e posterior aplicacdo ou ndo de P+M (4.0 g. | ), essa analise foi retirada
extraidas em experimentos executados por Guimardes (2013) Verificou-se que plantas
inoculadas aos 15 DAT e 30 DAT, apresentam uma replicacdo constante ao longo do ciclo
da cultura. O maior pico de replicacdo viral foi verificado em plantas inoculadas virus aos
45 DAT. Decréscimos de replicacdo sdo verificados nos tratamentos aos 60 e 75 DAT
(Figura 2).

Ao correlacionar a atividade de peroxidase com a quantificacdo do ToSRV em
tomateiro cv ‘Mariana’, aumentos da atividade da enzima foram observados até os 60
DAT, fase onde ocorre aumento de replicacdo viral do ToSRV, sendo que a partir deste
periodo decréscimos da atividade da enzima, assim como da replicagdo sdo verificados
(Figura 2). Maiores niveis de peroxidase e baixa concentragdo viral podem estar

relacionados com a acdo desta enzima nos mecanismos de defesa bioquimicos existentes
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na planta, possivelmente estimulados pela aplicacdo do produto durante o desenvolvimento
da cultura (Figura 2).

DISCUSSAO

Tem sido bastante discutida a existéncia de efeitos fisiolégicos dos fungicidas do
grupo das estrobilurinas em diversas culturas, inclusive em solanaceas. Algumas empresas
tém divulgado o uso desses fungicidas para 0 manejo de estresses bioticos e abidticos em
diversas culturas, sugerindo um potencial aumento de produtividade mesmo na auséncia de
doengas no campo (WISE & MUELLER, 2011). No entanto, ndo se conhecem resultados
de pesquisa correlacionando esse potencial no aumento da produtividade causado pelo uso
desses fungicidas em tomate com a quantificacdo da doenca e o efeito na replicacdo do
virus.

Os resultados obtidos das inoculacBes de plantas de tomateiro hibrido “Mariana”
infectadas com o ToSRV e o ToCV sugerem que as plantas infectadas nos estadios
fenolégicos mais avancados (45, 60 e 75 DAT) possibilitam maior resisténcia a infeccéo
mista, quando comparadas as inoculadas aos 15 e 30 DAT e por consequéncia apresentam
melhores produgdes e qualidade de frutos (Tabelas 1 e 2). Mediante o aumento da idade da
planta, ocorrem modificagdes nas plantas hospedeiras como o espessamento das paredes
das células, formacdo de lignina que podem influenciar no estabelecimento do virus na
planta (BALAMURALIKRISHNAN et al., 2003).

A influencia da idade das plantas e infeccdo pelo virus foi observada também em
outros patossistemas como Maize dwarf mosaic virus em diferentes hibridos de sorgo
(Sorghum bicolor) (RANGEL et al., 1996), Sugarcane mosaic virus em cana-de-agucar
(Saccharum L.) (BALAMURALIKRISHNAN et al, 2003), Cotton leaf curl virus em
algoddo (AKHTAR et al., 2004), reforcando que plantas fenologicamente mais velhas
exibem menos doenca e 0 processo de infeccdo é mais lento quando comparado a plantas
jovens.

A aplicacdo da Piraclostrobina+Metiram na semeadura, seguida da pulverizacdo
com P+M (4 g. 1 %) durante o ciclo da cultura do tomateiro hibrido “Mariana”, induziu
melhorias nas caracteristicas das mudas e das plantas de tomateiro, maior peso e producao
de frutos foram encontrados (Tabela 1 e 2). Produtos como a Piraclostrobina+Metiram

pertencem a classe de fungicidas das estrobilurinas e ditiocarbamatos, esses principios


https://pt.wikipedia.org/wiki/Saccharum
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carolus_Linnaeus

35

ativos possuem uma variedade de compostos sintéticos com atividade antiflngica de largo
espectro de agdo (KOZLOWSKI et al., 2009; VENACIO et al., 2003). Além de atuarem
diretamente sobre o patdgeno, apresentam efeitos secundarios altamente benéficos as
plantas. Esse efeito fisioldgico resulta no aumento da fotossintese liquida e da atividade da
enzima nitrato-redutase, além da diminuicdo da sintese do etileno. Todos esses fatores
reunidos contribuem para o aumento da produtividade e qualidade da planta (GALVINO,
2008; TOFOLI et al., 2003; KOEHLE et al., 2002). Este efeito fisiologico inclui o
chamado “efeito verde”, isto €, mesmo na auséncia de ataque de patdgenos, as plantas
tratadas com estrobilurinas possuem um verde intenso quando comparadas as nao tratadas
com fungicidas (KOEHLE et al., 2002).

Outro aspecto importante observado foi com relacdo a menor porcentagem de
frutos verdes nas plantas tratadas com P+M (4 g. | %) (Tabelas 1 e 2). Efeitos fisioldgicos
das estrobilurinas foram observados sobre os reguladores vegetais endégenos. Onde niveis
de auxina, &cido indolilacético (IAA) e acido abscisico (ABA) séo alterados (KOEHLE et
al., 1994). O ABA desempenha papel semelhante ao etileno interferindo na maturagédo dos
frutos e senescéncia dos frutos, sendo, portanto, considerado um outro regulador do
controle do amadurecimento (ZHANG et al., 2009).0 conteudo ABA em frutos verdes é
baixo, aumentando durante o amadurecimento tanto de frutos climatéricos (BUESA et al,
1994) como de ndo climatéricos (KONDO & TOMIYAMA, 1998).

Em tomate Bastias et al. (2011) constataram que o ABA controla o
amadurecimento aumentando os niveis de acUcares sollveis, que sdo componentes
essenciais na qualidade dos frutos do tomateiro, que fazem com que a fruta fica mais doce
e saborosa. Neste trabalho foi observado um aumento no ratio em frutos de plantas
inoculadas mais tardiamente e que receberam aplicacéo de P+M (4 g. |1 %) ao longo do ciclo
da cultura (Tabela 1 e 2).

A relagdo solidos sollveis/acidez titulavel denominada de “ratio” é uma das
melhores formas de avaliacdo do sabor dos frutos, uma vez que os agucares, acidos, fenois
e 0s minerais fazem a maior contribuicdo ao gosto do tomate, sendo o “ratio” mais
representativo que a medic&o isolada de agucares ou da acidez, proporcionando, assim, boa
ideia do equilibrio entre esses dois componentes (BECKLES, 2012).

Outro parametro avaliado neste trabalho foi a replicacdo do ToSRV, verificando-se
menores taxas de replicacdo deste virus em plantas tratadas com P+M ao longo do ciclo da

cultura e que receberam o pré-tratamento na semeadura, quando comparadas ao tratamento
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controle (sem pré-tratamento, sem P+M) (Figura 1). Plantas de pimentdo, inoculadas por
biobalistica com Pepper golden mosaic virus (PepGMV) e tratadas com o produto
Benzothiadiazole (BTH) apresentaram diminuicdo de 5-6 vezes da concentracdo viral
quando comparadas as ndo tratadas com o produto (TREJO-SAAVEDRA et al., 2013),
indicando efeito direto do BTH na replicacdo do PeGMV. Em nosso experimento obteve-
se reducdo de aproximadamente 4 vezes para plantas inoculadas aos 45dias e tratadas com
0 produto na semeadura e durante o ciclo da cultura, quando comparadas as ndo tratadas
(Figura 1).

Tentando correlacionar a atividade de peroxidase realizada por Guimaraes (2013) e
a quantificacdo de ToSRV, observamos que a atividade da enzima em plantas de tomateiro
hibrido Mariana alcanga um pico em torno dos 60 DAT e posteriormente declina (Figura
2). Em nosso estudo observamos que maior replicacdo e concentracdo viral do ToSRV em
plantas inoculadas aos 15, 30, 45 DAT, coincide com maiores concentragdes de peroxidase
na planta (Figura 2). A peroxidase esta envolvida em varias reagdes, tais como a oxidacéo
de fendis, oxidacdo de &cido indol-3-acético (IAA), cicatrizacdo de feridas, defesa contra
agentes patogénicos na resposta de hipersensibilidade (HR), aumento de lignina e a
suberina para a sintese espessamento da parede da célula, regulagdo do alongamento
celular e senescéncia (QUIROGA et al, 2000; CAMPOS et al, 2004). O aumento da
atividade da peroxidase pode ser uma reposta a producdo de espécies reativas de oxigénio
que estdo sendo geradas ou terem sido estimuladas pela aplicacdo do produto. Plantas
tratadas com produto da classe das estrobirulinas apresentam maiores picos de atividade
enzimatica quando comparadas as nao tratadas e assim conseguem realizar a ativacdo de
mecanismos de defesa em patossistemas diversos como infec¢do por Tobacco mosaic virus
e Pseudomonas syringae pv tabaci em Nicotiana tabacum cv Xanthi (HERMES et al,
2002), Crinipellis perniciosa em cacaueiro (Theobroma cacao) (NOJOSA et al; 2003),
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em feijdo-vagem (Phaseolus vulgaris) (VIGO et al.
, 2012) e Xanthomonas perforans em tomateiro (Solanum lycopersicum) (ITAKO et al,
2012), Potato virus X e Potato virus Y em batata (Solanum tuberosum) (GERALDINO et
al., 2007), Tospovirus em tomateiro (Solanum lycopersicum), (GUIMARAES, 2013).
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CONCLUSAO

O uso do pré-tratamento combinado com aplicacdo de P + M (4 g.I"™") induziu um
maior volume de producdo e caracteristicas melhoradas dos frutos de tomate hibrido
“Mariana”, principalmente quando inoculados mais tardiamente com o ToSRV e ToCV. A
exposicdo das plantas a esse combinacgéo influenciou a replicacdo do ToSRV analisada por
gPCR, sugerindo um possivel envolvimento na indugdo de mecanismos de resisténcia

virais ou estresse.
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Tabela 1. Efeito da aplicacdo Piraclostrobina+Metiran em plantas infectadas com ToSRV e ToCV sobre a producao total (kg-1), peso de frutos (g-1), % frutos
verdes e Ratio (Solidos Soluaveis/ Acidez Titulavel), em plantas que receberam o pre-tratamento na semeadura.

Producao Total (kg/planta)

Peso de frutos (g™)

% Frutos verdes

Ratio (SS/AT)

Trat. Com* Sem Media Com* Sem Meédia Com* Sem Media Com* Sem Meédia
aplicacdo  Aplicaca aplicacdo  Aplicagdo Aplicacdo  aplicacao aplicacdo aplicacéo
0
15 DAT 1.39+0.09 1.11+0.18 1.25b 34.36+3.65 29.80+3.29 32.08c 54.24+561 70.31+8.11 62.27a 4.88+0.20 6.57+0.37 572 b
30 DAT 1.92+0.20 1.30+0.21 1.61b 50.18+2.19 38.38+3.79 44.28b 62.46+6.65 66.07£8.71 64.26a 6.29+0.44 6.93+0.14 6.61ab
45 DAT 251+0.08 1.68+0.07 2.10a 59.09+3.08 39.94+4.30 49.51ab 40.7446.93 50.34+2.89 45.54ab 7.35+0.53 7.19+0.07 7.27a
60 DAT 243+0.20 1.96+0.14 2.20a 55.01+1.78 42.27+2.48 48.64ab 35.64+2.36 43.55+4.42 39.60b  7.40+0.20 7.13+0.25 7.27a
75 DAT 2.58+0.05 2.23+0.05 240a 66.0+2.77 42.69+3.27 54.38a 35.26+2.13 40.83+3.53 38.04b  7.63+0.62 7.21+045 7.42a
Semvirus 2.26+0.03 2.33+0.08 2.30a 62.50+2.84 5254+1.69 57.52a 34.80+1.54 34.22+1.84 3451b 7.65+0.25 7.55+0.31 7.60a
Média 2.18 A 177 B 5453 A 40.94 B 43.86 50.88 6.87 7.10
P(A) 0.0010 0.0010 0.0663 0.3192
P (Trat.) 0.0010 0.0010 0.0010 0.0020
P(A X Trat) 0.0750 0.0980 0.8582 0.0896

Médias seguidas de letras iguais minudsculas na coluna e maiusculas na linha ndo diferem entre se pelo teste de Tukey p<0.05.

* A (Aplicacdo de Piraclostrobina+Metiran (4 g. | 1)), Trat (Tratamentos).
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Tabela 2. Efeito da aplicacdo Piraclostrobina+Metiran em plantas infectadas com ToSRV e ToCV sobre a producao total (kg-1), peso de frutos (g-1), % frutos
verdes e Ratio (Solidos Soluveis/ Acidez Titulavel), em plantas ndo tratadas na semeadura.

Producéo Total (kg/planta) Peso de frutos (g™) % Frutos Verdes Ratio (SS/AT)
Trat. Com * Sem Média Com * Sem Média Com * Sem Média Com * Sem Média
Aplicacdo  Aplicacéo Aplicacdo  aplicacéo Aplicacéo aplicacéo aplicacéo aplicacéo
15 DAT 1.38+0.25 0.64%0.16 1.01 39.12+2.60 14.28+2.11 26.70 74.90+4.85 90.06x2.32 82.48a  6.10+0.38 5.22+0.45 5.66 b
aB Bb aC bE
30 DAT 2.16+0.16  0.84+0.10 150 46.34+3.96 26.90+0.87 36.62 69.65+3.67 79.96+3.22 74.80a 6.59+0.31 5.79+0.32 6.19ab
aA bB aBC bD
45 DAT 2.03+0.17 1.51+0.05 1.77 57.31£1.02 50.27+3.18 53.79 49.81+3.29 61.93+10.92 5587 b  6.68+0.18 6.19+0.29 6.44ab
aA bA aB aC
60 DAT 2.03£0.17 1.77£0.08 190 71.02£2.75 70.95+3.92 70.98 49.45+1.77 58.39+£6.60 53.92Db 6.87£0.16  6.93+0.30 6.90 a
aA aA aA aB
75 DAT  2.14+0.05 2.01+0.13 2.08 80.93£3.37 81.45+1.71 81.19 4455+2.22 4160+3.13 43.07 b 7.02£0.43 7.09+0.41 7.05a
aA aA aA aAB
Sem 2.40£0.10 2.04+0.09 222 87.28t1.08 82.22+2.24 84.75 44.44+3.09 41.15+2.03 4279 b  7.14+0.38  7.09+0.37 7.11a
virus aA aA aA aA
Média 2.02 1.47 63.66 54.34 55.47 B 62.18 A 6.73 6.39
P (A) 0.0001 0.0001 0.0296 0.1252
P (Trat.) 0.0001 0.0001 0.0001 0.0022
P(A x Trat) 0.0049 0.0001 0.3422 0.6766

Médias seguidas de letras iguais minusculas na coluna e maitsculas na linha ndo diferem entre se pelo teste de Tukey p<0.05.
* A (Aplicacdo de Piraclostrobina+Metiran (4 g. | 1)), Trat (Tratamentos).
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Tabela 3. Analise conjunta dos experimentos com ou sem pré-tratamento de Piraclostrobina+Metiram ((P+M) (3 g. | -1) (BASF) ® + Boscalida (0,3 g. | -1)

(BASF) ®) na bandeja apds a semeadura.

Producéo Total (kg/planta) Peso delfrutos % Frutos Verdes Ratio (SS/AT)
g7)
Fatores *Com pré- Sem pre- Com pré- Sem pré- Com pré- Sem pré- Com pré- Sem preé-

tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento tratamento
Com P+M 2.18 a 2.02 a 54.53 a 63.66 a 43.86 a 55.47 b 6.87 a 6.73 a
Sem P+M 1.77b 147b 40.94 b 54.34 b 50.88 a 62.18 a 7.10 a 6.39 a
Médias 1.98 1.75 47.74 57.27 47.37 58.83 6.99 6.56
Desvio Padréo 0.33 0.34 7.89 6.54 9.79 7.74 0.96 1.12
C.V. (%) 16.64 19.68 16.45 11.08 22.32 15.22 13.90 17.90
P(A) 0.0023 0.0039 0.0043 0.0020 0.3650 0.0065 0.2800 0.5400
P (In.) 0.0019 0.0016 0.0013 0.0013 0.0068 0.0018 0.0051 0.00398
P(A x In) 0.2150 0.0038 0.1920 0.0084 0.5000 0.1480 0.2220 0.2500

a,b - média dos niveis de cada fator na coluna, seguidas de mesma letra mindscula, ndo diferem pelo teste de Tuckey (P>0,05)
A - Aplicacio de Piraclostrobina+Metiran (P+M 4 g. 1), In - Inoculagdes (Tratamentos)

* Com pré-tratamento (aplicacdo de Piraclostrobina+Metiram ((P+M) (3 g. | ') (BASF) ® + Boscalida (0,3 g. | ) (BASF) ®) na bandeja apés a

semeadura).
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Figura 1. Quantificacdo absoluta de Tomato severe rugose virus (ToSRV) em tomateiro determinado hibrido “Mariana”. As inocula¢des foram
realizadas aos A) 15 DAT, B) 30 DAT, C) 45 DAT, D) 60 DAT, ¢ as quantificagdes representadas no eixo “X” realizadas aos 15, 30, 45, 60, 75
e 90 dias apo6s inoculagdes (DAI).
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Figura 2. Modelo da quantificacdo do Tomato severe rugose virus em tomateiro hibrido “
Mariana” inoculado aos 15, 30, 45, 60 e 75; DAT com o ToSRV.e sua relacdo com a

atividade de peroxidase (POD).

POD com Pré-Trat/ Com P+M: y = -0,0002x° + 0,0317x2 - 1,3638x + 20,06 (R2=0,9457);
POD sem Pré-Trat/ Sem P+M: y = -0,0002x> + 0,0262x? - 1,1455x + 17,09 (R2 = 0,9003).
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CONSIDERACOES GERAIS

¢ Plantas infectadas ap6s 0s 45 DAT sdo menos afetadas pela infeccdo de ToSRV e ToCV.

o A aplicacéo de Piraclostrobina+Metiram ao longo do ciclo da cultura mostrou-se de forma
benéfica aos experimentos, uma vez melhorou as caracteristicas de producdo e qualidade dos

frutos em ambos 0s experimentos.

e O uso de Piraclostrobina + Metiram (3 g. | *) + Boscalida (0,3 g. | ™) na semeadura,
influenciou positivamente as plantas de tomate quando comparados aos que nao receberam o

pré-tratamento.

e A replicacdo viral é afetada com a aplicacdo do Piraclostrobina + Metiram ( Cabrio Top)

principalmente quando as plantas recebem o pré-tratamento na semeadura
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APENDICE A

Figura 1. Mudas de tomateiro cv. Mariana. A) Mudas tratadas com Piraclostrobina+Metiram
(3 9.1 + Boscalida (0,3 g. | ) na semeadura e utilizadas no experimento 1. B) Mudas ndo
tratadas na semeadura e utilizadas no experimento 2.
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Sem virus

Figura 2. Producao de frutos de tomate cv “Mariana” com pré-tratamento na semeadura,
com aplicacdo de P+M (4 g. | -1) ao longo do ciclo da cultura e inoculadas com ToSRV e
ToCV nas diferentes fases fenoldgicas 15, 30, 45, 60, 75 DAT e SV (sem virus).
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APENDICE C
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Figura 3. Produgéo de frutos de tomate cv “Mariana” com pré-tratamento na semeadura, sem
aplicacdo de P+M (4 g. | ) ao longo do ciclo da cultura e inoculadas com ToSRV e ToCV
nas diferentes fases fenoldgicas 15, 30, 45, 60, 75 DAT e SV (sem virus).
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APENDICE D

“.'i ....’,’,

“
$0e0, Veine '.;,.2’

LY fo
T Bede

45 DAT

"" L4 I é .,

Foooe  gocd ol

(L1

ﬁ".' ' b . ¥ s

Sem virus

Figura 4. Produgdo de frutos de tomate cv “Mariana” sem pré-tratamento na semeadura, com
aplicacdo de P+M (4 g. |1 ) ao longo do ciclo da cultura e inoculadas com ToSRV e ToCV
nas diferentes fases fenoldgicas 15, 30, 45, 60, 75 DAT e Sem virus.
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Figura 5. Produgdo de frutos de tomate cv “Mariana” sem pré-tratamento na semeadura, e sem

aplicacdo de P+M (4 g. | ) ao longo do ciclo da cultura e inoculadas com ToSRV e ToCV
nas diferentes fases fenoldgicas 15, 30, 45, 60, 75 DAT e Sem virus.
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