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RESUMO

Coletaram-se 216 amostras de folhas com sintomas
suspeitos de vira-cabeca, de plantas de tomate (128), cebola
(55), pimentao (16) e alface (17), em 22 lotes dos Perimetros
Irrigados Senador Nilo Coelho (Petrolina-PE) e Mandacaru,
Juazeiro-BA e, Fazenda Brilhante, Municipio de Santa
Maria da Boa Vista-PE. A identificacdo das espécies de
tospovirus foi feita em formato DAS-ELISA (double anti-
body sandwich) (tomate, alface e pimentio) e em Dot-
ELISA (cebola), segundo a divergéncia da proteina do nu-
cleocapsideo (N), utilizando-se um painel de anti-soros poli-
clonais contra as espécies de tospovirus: Tomato spotted wilt
virus (TSWYV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV),
Groundnut ring spot virus (GRSV), Impatiens necrotic spot
virus (INSV) e um isolado de cebola (BR-10). A espécie de

tospovirus GRSV foi detectada, com reacao positiva para 94
(43.52%) das 140 amostras coletadas, sendo 64 de tomate
(50% das amostras coletadas para a cultura), 16 de alface
(94.11%) e 14 de pimentao (87.5%). Das 55 amostras de
cebola, 46 (83.63%) reagiram exclusivamente com anti-soro
de um isolado de cebola, BR-10. As outras 76 amostras
mostraram reacio negativa para estas espécies de tospovirus.
Nenhum isolado de TSWV, TCSV ou INSV foi detectado.
Observou-se que a incidéncia de vira-cabeca variou de 5-
100% nas areas de tomate visitadas.

Palavras-chave: Vira-cabeca, Tomato spotted wilt
virus (TSWV), Groundnut ring spot virus (GRSV), Impa-
tiens necrotic spot virus (INSV), Tomato chlorotic spot virus

(TCSV).

ABSTRACT

Identification of tospovirus in vegetable crops in the Sao Francisco Valley by
DAS-ELISA and Dot-ELISA

Two-hundred and sixteen leaf samples, 128 from to-
mato, 55 fom onion, 16 from sweet pepper and 17 from
lettuce, exhibiting typical symptoms of spotted wilt, were
collected from twenty-two fields in Petrolina-PE, Juazeiro-
BA and Santa Maria da Boa Vista-PE. The tospovirus spe-
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cies were identified by double-antibody sandwich enzyme-
linked immunosorbent assay (DAS-ELISA) (tomato, sweet
pepper and lettuce) and Dot-ELISA (onion) according to the
divergence of the nucleocapsid protein (N) using a panel of
polyclonal antisera against the tospovirus species: Tomato
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spotted wilt virus (TSWYV), Tomato chlorotic spot virus
(TCSV), Groundnut ring spot virus (GRSV), Impatiens ne-
crotic spot virus (INSV) and an onion isolate named BR-09.
Out of 140 collected samples, GRSV was found in 94
(43.52%) of them, 64 (50% infected) of which consisted of

tomato samples, 16 of lettuce (94.11%) and 14 of sweet
pepper (87.5%). Forty-six (83.63%) of the 55 collected on-
ion leaf samples, reacted strongly to the antiserum prepared
against the BR-09 isolate.

A doenca vira-cabeca, descrita pela primeira vez na
Austrdlia em 1915 (Brittlebank, 1919), teve sua etiologia
viral comprovada em 1930 (Samuel et al., 1930). No Brasil,
a doenca, descrita por Costa & Forster (1938) € uma das mais
devastadoras na cultura do tomate (Lima, 1986), principal-
mente nos meses mais quentes e imidos, quando aumenta a
populagao do vetor, favorecendo a disseminacao da doenca.
O virus, constituido por particulas esféricas (70-110 nm de
diametro) (Black et al., 1963), contém quatro proteinas
estruturais (N, L, G; e G2) e genoma com trés segmentos
RNA de fita simples (Mohamed et al., 1973; Peters et al.,
1991). O virus pertence a familia Bunyaviridae e ao género
Tospovirus, com Tomato spotted wilt virus (TSWV) como
espécie-tipo (Murphy et al., 1995). Segundo a divergéncia da
proteina do nucleocapsideo (N), outras espécies de tospo-
virus foram propostas: Tomato chlorotic spot virus (TCSV),
Groundnut ring spot virus (GRSV) (de Avila ez al., 1992) e
Impatiens necrotic spot virus (INSV) (Law & Moyer 1990;
de Avila et al., 1992; de Haan et al., 1992) o tltimo ainda
nio detectado no Brasil (Nagata et al., 1995). Um isolado de
tomate sorologicamente relacionado com Groundnut bud ne-
crosis ¢ Watermelon silver mottle foi proposto como espécie
nova de tospovirus, por ter 33% de identidade com a proteina
N de TSWV (Heinze et al., 1995). Trés isolados brasileiros,
em caracterizacao, obtidos de crisintemo (Nagata et al.,
1994), abdbora (Pozzer et al., 1994a) e cebola (Pozzer et al.,
1994b), muito provavelmente representam novas espécies de
tospovirus.

O TSWV possui um amplo circulo de hospedeiras,
com mais de 550 espécies de plantas em cerca de 70 familias
botdnicas, entre ornamentais e hortalicas (Sether, 1992; Dick
Peters, comunicacao pessoal), com maioria pertencentes as
familias Solanaceae e Compositae (Peters et al., 1991). Entre
as culturas de importincia econémica destacam-se tomate
(Brittlebank, 1930), alface (Cho et al., 1987), cebola (Pozzer
etal., 1994b) e plmentao (de Avila et al., 1991). A sintoma-
tologla do virus € variavel (Costa, 1947) dependendo da
estirpe do virus, planta hospedeira, época do ano e condicoes
ambientais (Cupertino et al., 1981). Os sintomas variam de
arroxeamento dos foliolos, curvatura da riquis e anéis con-
céntricos nos frutos, em tomate (McKeen, 1976), murcha da
planta, em alface (Cho et al., 1989) a clorose nas folhas, em
pimentdo (Cho et al., 1989) e abortamento de umbelas em
cebola (Pozzer et al., 1994b).

As espécies de tospovirus sao transmitidas de maneira
circulativa-propagativa por tripes (Thysanoptera: Thripidae)
(Wijkamp et al., 1993; Ullman et al., 1993;), com oito espé-
cies ja relatadas como vetoras do virus (Wijkamp et al., 1993
¢ 1995). No Brasil, existem relatos de disseminagao do virus
através de Thrips tabaci Lindeman (Minami & Haag, 1979),
Frankliniella paucispinosa Moulton (Costa et al., 1964) ¢ F.
schultzei Trybom (Pavan et al., 1993), estas duas tltimas
consideradas sinonimias (De Santis, 1970).
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O tomate é uma das culturas de maior importincia
econdmica no Brasil, com producao de 2-3 milhées de tone-
ladas por ano, e desta 700.000 toneladas sao destinadas a
inddstria. O Estado de Pernambuco possui a maior drea
plantada e colhida do Brasil, entretanto, perde em rendi-
mento e produtividade para outros Estados (IBGE, 1993).
Apenas na drea correspondente ao Submédio Sao Francisco,
que compreende os Estados de Pernambuco e Bahia (Figura
1A-B), 7.000 ha sdo cultivados com tomate, com produgao
de 280.000 ton/ano. Entretanto, a produtividade média nos
perimetros irrigados ainda € baixa (40 ton/ha), considerando
o grande potencial existente para a cultura na regiao.

O objetivo deste trabalho foi determinar as espécies de
tospovirus causando a doenca vira-cabeca do tomateiro e
fazer uma avaliagao prévia de tospovirus em hortalicas na
Regiao do Submédio Sao Francisco.

Em maio de 1995, coletaram-se 216 amostras de plan-
tas de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), cebola
(Allium cepa L.), pimentao (Capsicum annuun L.) e alface
(Lactuca sativa L.), em 22 lotes do Distrito de Irrigagao
Senador Nilo Coelho (Nicleos 1, 2 e 5), Petrolina-PE, Peri-
metro Irrigado de Mandacaru, Juazeiro-BA, atingidos direta-
mente com a doenca, e Fazenda Brilhante, Municipio de
Santa Maria da Boa Vista-PE (Figura 1A-B). Foram cole-
tadas 128 amostras de tomate, SS de cebola, 17 de alface e 16
de pimentao. De cada campo, coletaram-se aleatoriamente
cerca de 20 amostras de folhas com sintomas tipicos de
vira-cabega, para cada uma das quatro culturas estudadas.
Cada amostra foi dividida em duas subamostras, uma para
processamento imediato e a outra para armazenamento a
-80°C.

A identificacao do virus foi feita utilizando-se o teste
ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) no formato
DAS-ELISA (double antibody sandwich) (Clark & Adams,
1977) para as amostras de tomate, alface e pimentio e em
Dot-ELISA (Banttari & Goodwin, 1985) para as amostras de
cebola. Foi utilizado um painel de anti-soros policlonais
contra a proteina do nucleocapsideo (N) de espécies de tos-
povirus ji caracterizadas: TSWV, TSCV, GRSV e INSV (de
Avila et al., 1993a,b). Um anti-soro produzido contra um
isolado de cebola (BR-10), em caracterizacao, e que prova-
velmente representard uma nova espécie de tospovirus, tam-
bém foi adicionado ao painel (Pozzer ez al., 1994a; Resende
et al., 1995). Uma vez que novas espécies de tospovirus
poderiam estar presentes nas amostras coletadas na regiao,
extratos de plantas foram mecanicamente inoculados em
Nicotiana benthamiana Domin. em casa-de-vegetagao, para
uma posterior avaliacdo. A identificacao do virus em DAS-
ELISA foi realizada trés vezes, duas diretamente do extrato
de folhas coletadas no campo e uma em N. benthamiana em
casa-de-vegetacdo. Este procedimento visou padronizar a
concentragao do virus e eliminar a possibilidade de eventuais
escapes inclusive de novos sorogrupos.
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disseminacdo desta espécie de tospovirus (GRSV)
e ao grande niimero de hospedeiras do virus e do
tripes.

Aproximadamente 84% das amostras de
cebola reagiram positivamente com o anti-soro de
BR-10. A etiologia viral da doenca "sapeca" da
cebola foi primeiro relatada por Pozzer et al.
(1994b) em amostras provenientes do Submédio
Sao Francisco. Segundo os dados obtidos pelos
mesmos autores, os resultados indicam um novo
sorogrupo e provavelmente representari uma
nova espécie de tospovirus (Pozzer et al., 1994b;
Resende et al., 1995). Entretanto, ainda se faz
necessaria a obtencao da seqiiéncia primaria de
nucleotideos da proteina do nucleocapsideo (de
Avila, 1993b).

Nagata et al. (1995) relataram a espécie
GRSV como a tnica ocorrendo em amostras de
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plantas de tomate coletadas no Estado de Pernam-
buco e em quase 50% das amostras de tomateiro
coletadas no Estado de Minas Gerais, em contras-
te com TSWV, predominante no Parand e Distrito
Federal e, TCSV, em Sao Paulo e Rio Grande do
Sul. Sugerem ainda que as espécies de tospovirus
podem estar sendo disseminadas em diferentes
proporgoes.

A disseminacao de tospovirus no Submédio
Sao Francisco pode estar sendo feita por uma ou

mais espécies de tripes. Entretanto, a identificacao
de amostras do inseto-vetor de areas de tomate e
cebola, nos Perimetros Irrigados Nilo Coelho e
Mandacaru, revelaram que Thrips tabaci é a espé-
cie mais comum na regiao, o que reforca a hipo-

FIG. 1 - A-B- Localizacao das areas de coleta das amostras de tomate,
pimentao, cebola e alface no Distrito de Irrigacao Senador

Nilo Coelho, Petrolina-PE.

Baseado na divergéncia da proteina do nucleocapsideo
(de Avila et al., 1993a, 1993b), apenas uma espécie de
tospovirus, Groundnut ring spot virus (GRSV), foi detectada
nas trés culturas avaliadas, tomate, pimentao e alface.
Nenhum isolado de TSWV, TCSV ou INSV, assim como
nenhuma nova espécie de tospovirus foi detectada nas
amostras analisadas. Das 216 amostras coletadas, 94 foram
positivas para GRSV, sendo 64 de tomate (50% das amostras
coletadas para a cultura), 16 de alface (94.11%) e 14 de
pimentao (87.5%) e 46 (83.63%) amostras de cebola reagi-
ram positivamente com o anti-soro de BR-10 (Tabela 1).

Nas areas amostradas, a incidéncia de tospovirus em
tomate variou de 5-100% nos campos visitados do Distrito
de Irrigacao Nilo Coelho (3.500 ha). Os campos com pe-
quena porcentagem de plantas infectadas (5-10%) observada
no Nicleo Nilo Coelho 2 (N2), possivelmente deve-se a
sistematica eliminacao de plantas daninhas, a utilizacdo de
quebra-ventos e a aplicacdo de inseticidas (Figura 1A-B).
Isto muito provavelmente reduziu a incidéncia da doenca em
plantacoes das cvs. IPA-5 e IPA-6, amplamente cultivadas
na regiao e suscetiveis ao vira-cabeca. A alta incidéncia do
virus, observada na Regiao do Submédio Sio Francisco,
deve-se principalmente a alta eficiéncia do inseto-vetor na
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tese de que a disseminacdo de GRSV pode estar
sendo feita, predominantemente por esta espécie.
Isto reforca relatos de que o tripes da cebola migra
para a cultura do tomate (Pittman 1927; Costa et
al., 1964; Best, 1968; McKeen, 1976).

Varias estratégias sao recomendadas em literatura na
tentativa de controlar TSWV, como: aplicacoes de insetici-
das para controle do inseto-vetor (Best, 1968; McKeen,
1976), plantio em épocas em que a populacao do vetor seja
baixa, escolha do local adequado de plantio em regides de
maiores altitudes (Minami & Haag, 1979) e distante de
velhos cultivos de tomate e de outros hospedeiros do vetor e
adocao de tratos culturais como a eliminacao de plantas
daninhas (Best, 1968). Entretanto, algumas destas medidas,
na Regido do Submédio Sao Francisco, tém-se mostrado
ineficazes no controle do inseto-vetor, devido a baixa efi-
ciéncia no controle quimico do tripes, que também adquire
resisténcia rapidamente aos inseticidas (Boiteux et al., 1993)
e a eficiente dispersdo do virus pelo vetor, além do baixo
nivel tecnolégico da maioria dos pequenos produtores, prin-
cipalmente no Distrito de Nilo Coelho. A utilizacao de culti-
vares resistentes €, sem divida, a melhor estratégia para o
controle do vira-cabeca (Costa, 1947; Minami & Haag,
1979). O Centro Nacional de Pesquisa de Hortalicas-CNPH/
EMBRAPA, Brasilia-DF, juntamente com a Empresa Per-
nambucana de Pesquisa Agropecuaria-IPA/PE e o Centro de
Pesquisa do Trépico Semi-Arido-CPATSA/EMBRAPA,
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TABELA 1 - Levantamento de espécies de tospovirus em hortalicas na Regiao do Sub-Médio Sao Francisco utilizando
as técnicas sorologicas DAS-ELISA e Dot-ELISA.

Espécies de Tospovirus

Localidade
TSWV TCSV GRSV INSV BR-10"
Tomate
Nilo Coelho(N1) Lote 475 - 09/14 64.29% -
Nilo Coelho(N1) Lote 1571 - 08/18 44.44% -
Nilo Coelho(N1) UOD - 09/21 42.86% -
Nilo Coelho(N2) Lote 589 - 1322 59.09% -
Nilo Coelho(NS) Lote 644/645 - 08/22 36.36% -
(area de Empresa)
Nilo Coelho(NS5) Lote 409 - 02/13 15.38% -
CICANORTE (Area de Pivd) . 15/18 83.33% .
Fazenda Brilhante - - - -
Cebola

Mandacaru 1 -
Mandacaru 2 -
Mandacaru 2 Lote 4 -
Mandacaru 2 Lote 19 -

Nilo Coelho (N1) AGROFLORA -

Nilo Coelho (N1) AGROFLORA -

19/20  95.0%
06/06 100.0%
02/10  20.0%
19/19 100.0%

Alface
16/17 94.12%
Pimentao
14/16 87.5% - -

* Anti-soro produzido contra um isolado de cebola denominado de BR-10 (Pozzer et al., 1994b)
** Nimero de amostras positivas sobre o niimero de amostras total coletada por lote amostrado.

Petrolina-PE, vém trabalhando no desenvolvimento da
variedade IPA-5 tsw, visando resisténcia a todas as espécies
de tospovirus descritas até o momento, inclusive GRSV,
presente no Submédio Sao Francisco, através da incorpo-
racao do gene de resisténcia “SwS5” da cultivar sul-africana
Stevens (Stevens et al., 1992; Boiteux & Giordano, 1992;
Boiteux & Giordano, 1993; Boiteux et al., 1993). Espera-se
com a introducao deste gene de resisténcia, uma con-
sideravel reducao no nivel de infeccao de tospoviroses em
campo, juntamente com medidas como um eficiente controle
de plantas daninhas e tratos fitossanitérios adequados.

-
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