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RESUMO

O presente trabalho.teve como objetivo a avaliacao das reacdes.de acessos de abdbora
(Cucurbita spp.).quanto a inoculacoes de virus do género. Potyvirus: Os ensaios foram
conduzidos no periodo de fevereiro. a marco ‘de 2012, em casa-de-vegetacdo no
Laboratério de Virologia . Vegetal (LabVV) da Unwersidade Federal do Ceard,
envolvendo'13racessos de-Cucurbita spp. (BGC 512, BGC:527, BGC 531, BGC 537,
BGC 552,/BGC 553, BGC 565, BGC 566, BGC 571, BGC 578, BGC 586, BGC 682 e
BGC 684) provenientes do Banco Ativo de:Germoplasma (BAG) de Cucurbiticeas da
Embrapa Semidrido;-Petrolina, PE. Oito plantas de cada acesso foram inoculadas com
cada um_doeswvirus:;Papaya ringspotvirus_type watermelon (PRSV-W), Warermelon
mosaic virus (WMV) e Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV). As plantas inoculadas
foram mantidas em casa de vegetacdo e avaliadas quanto as reacoes sintomatologicas e
as infeccoes virais foram confirmadas por Engyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) indireto. contra antissoros especificos para PRSV-W, WMV. e ZYMV. Os
acessos de abobora ndo apresentaram imunidade ou extrema resisténcia a nenhum dos
virus testados. Apenas trés acessos apresentaram mosaico leve quando inoculados com
PRSV-W, sendo que 53% dos acessos foram considerados altamente susceptiveis ao
mesmo virus. Os sintomas mais severos foram observados com 0s acessos inoculados
com ZYMV, onde 85% deles mostraram-se altamente susceptiveis. De outra parte, os
acessos inoculados com WMV exibiram sintomas menos severos do que aqueles
induzidos por PRSV-W e ZYMYV, observando-se tolerancia e resisténcia em 31% e 23%
dos acessos, respectivamente. Os acessos de abobora que se mostraram resistentes ao
PRSV-W e a0 WMV constituem fontes promissoras de resisténcia para programas de
melhoramento genético de abdbora.

Palavras-chave: Cucurbita spp., PRSV-W, ZYMV, WMV, sintomatologia.

ABSTRACT

Reaction of pumpkin accesses to inoculations of virus from the genus Potyvirus

The present paper had the objective to evaluate the reactions of pumpkin (Cucurbita
spp.) accesses to inoculation of virus from the genus Potyvirus. The experiments were
developed during the period of February to March, 2012 in greenhouse conditions at the
Plant Virus Laboratory, Federal University of Ceard, involving 13 accesses of
Cucurbita spp. (BGC 512, BGC 527, BGC 531, BGC 537, BGC 552, BGC 553, BGC
565, BGC 566, BGC 571, BGC 578, BGC 586, BGC 682 e BGC 684) from the Active
Cucurbit Germplasm Bank from Semi Arid Embrapa Center, Petrolina, PE. Eight plants
from each pumpkin access were inoculated with each one of the virus: Papaya ringspot
virus type watermelon (PRSV-W), Watermelon mosaic virus (WMV) and Zucchini
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yellow mosaic virus (ZYMV). The inoculated plants were maintained at greenhouse
conditions and evaluated for their symptom reactions, and the possible virus infections
were confirmed by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) against antisera
specific for PRSV-W, WMV e ZYMV. Neither one of the pumpkin accesses was
immune or extreme resistant to neither one of the viruses. Only three accesses presented
mild mosaic when inoculated with PRSV-W, but 53% of the accesses were highly
susceptible to this virus. The most severe symptoms were observed on those accesses
inoculated with ZYMV and 85% of the accesses showed to be highly susceptible. On
the other hand, the pumpkin accesses_inoculated with WMV presented the mildest
symptoms, indicating that 31% of them were tolerant and 23% were moderately
resistant. The identification of soutce of resistance in cultivated cucurbit species is very
important for production of resistant cultivars to,control diseases.caused by virus from
the genus Potyvirus. The pumpkin accesses that showed to betesistant to PRSV-W and
WMV constitute promising source. of | resistance -for genetic cucurbit program for
production of resistant cultivar.

Keywords: Cucurbita spp., PRSV-W, WMV, ZYMYV, syniptomatology:

O Nordeste brasileiro possui grande potencial para producao de diferentes espécies de
cucurbitaceas, destacando-se a melancia (Citrullus lanatus (T1hunb.) Matsum & Nakai, o
meldo (Cucumis melo L.) e a abobora (Cucurbita spp.), dadas as condicdes favoraveis
de clima e solo da regido (Oliveira et al., 2002).' As aboboras possuem significativa
importancia socioeconomica, principalmente, na agricultura familiar; pela sua
rusticidade, valor nutricional, conservacao pos-colheita e utilizacao dos frutos refugos
ou da producdo excedente na alimentacao animal. Além disso, fazem parte da
alimentacdo bdasica das populacoes de varias regioes do pais (Dias, 20006).

Entre as diversas doengas que se manifestam sobre as cucurbiticeas, as viroses
afetam gravemente a qualidade € a quantidade dos frutos, representando um dos fatores
mais limitantes para o seu cultivo (Lima et al., 2002; Oliveira et al., 2002; Lima et al.,
2012). Mais de 20 virus podem infetar naturalmente plantas desta familia (Finetti-Sialer
et al., 2012), sobressaindo-se aqueles pertencentes ao género Potyvirus: virus da
mancha anelar do mamoeiro (Papaya ringspot virus type watermelon — PRSV-W), virus
do mosaico da melancia (Watermelon mosaic virus - WMV) e virus do mosaico amarelo
da abobrinha-de-moita (Zucchini yellow mosaic virus - ZYMV), todos de importancia
econOmica para as cucurbitidceas pela interferéncia nos cultivos do meloeiro, da
melancia e da aboboreira. A patologia dessas espécies e dos virus, de um modo geral,
pode ser observada por uma série de sintomas, que incluem mosqueado, mosaico,

clorose, deformacao foliar e de frutos (Oliveira et al., 2000; King et al., 2012).
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As perdas na produgdo em detrimento das infec¢Oes causadas por virus, que
podem atingir até 100%, e os graus de incidéncia ja foram estimados em vérias regides,
inclusive no Nordeste brasileiro (Oliveira et al., 2000; Ramos et al,. 2003). A forma
mais eficiente utilizada para o controle de virus tem sido a resisténcia genética de
cultivares, sendo, portanto, importante a avaliacdo de gendtipos visando a identificacdo

de fontes de resisténcia e sua transferéncia para tipos comerciais como forma alternativa

de controle (Oliveira et al., ente trabalho teve por objetivo a
avaliacdo das reacdes si i : Cucurbita spp. quanto a
inoculagdo com VIrUs, ifi de possiveis fontes

de resisténcia.

arco do ano de
2012, en s ‘ ‘ do Centro
de Ciéng as (CC. ,,7 _ rsidad 1 do Ceard (U avaliados
13 acessos de Cucurbitc ; (‘( : ; . G C 537, BGC 552,
BGC 553,BGC 5¢ * 566, BGC 571, B BGC 684),
proveniente de 3 da Embrapa

n b Lfﬂf’ﬁﬁfi 1S0] , utilizando-se de
élula. O transplantio
sterco e duas de solo foi feito
aos oito dias apds a semeadura, quando € apresentaram a primeira folha definitiva.
Para cada acesso foram utilizados dois vasos contendo quatro plantas e um com duas
plantas sadias como ‘testemunhas’.

As plantas dos acessos de Cucurbita spp. foram inoculadas a partir do extrato
vegetal de plantas infetadas com PRSV-W, WMV e ZYMV, nas folhas cotiledonares
expandidas, em torno de 10 dias apds a semeadura. Os extratos contendo os virus foram
obtidos a partir da macerag@o de tecido foliar infetado na propor¢do de 1,0 g de tecido
para 2,0 ml de tampao fosfato de potdssio 0,05 M e pH 7,5. Pequena quantidade de
abrasivo (carborundum) foi adicionada aos extratos apds filtrados em gaze.

Posteriormente, as gazes embebidas com os extratos de plantas infetadas foram
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friccionadas na superficie adaxial dos cotilédones das plantas sadias. Os isolados de
virus utilizados na presente pesquisa pertencem ao banco ativo de virus do LabVV e
foram obtidos de espécies vegetais naturalmente infetadas, em campos de producdo de
meldo e/ou melancia dos estados do Ceara (PRSV-W), Rio Grande do Norte (ZYMYV),
Bahia e Pernambuco (WMYV) (Oliveira et al., 2000).

Foram realizadas seis avaliagdes quanto as reacdes sintomatoldgicas a cada dois
dias. Os sintomas foram classificados como: ML= mesaico leve; M= mosaico; MS=
mosaico severo; B= bolhosidade. e DF= deformagao foliar. As plantas foram
classificadas quanto ao. comportamento .em: I= imune (extrema resisténcia); R=
resistente (restri¢cao do virus ao.conjunto de células inoculadas por reacao da planta); T=
tolerante (replicacdo e distribui¢ao sistémica do virus, com sintomas fracos de mosaico
leve ou infecc@o latente sem a presenca de sintomas); S=: susceptivel (replicacdo e
distribuicao sistémica’'do virus, com sintomas'de mosaico ou mosaico severo); AS=
altamente susceptivel (replicagdo e distribuicao sist€mica d10 virus, com sintomas de
mosaico severo acompanhado de deformacao foliar e/ou necrose sistémica).

Aos 22 dias apds a inoculacdo, amostras das plantas foram testadas contra
antissoros especificos para PRSV-W, WMV, e ZYMV por Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) indireto, a fim de confirmar as possiveis replicacdo e
distribuicao sistémica dos virus: Pocos de placas foram cobertos com 100 ul de extratos
obtidos a partit. de folhas comprovadamente infetadas com cada virus (antigeno
homdlogo), de folhas de plantas sadias (testemunhas) e com as devidas amostras a
serem testadas. Os extratos foram preparados em tampao carbonato, pH 9,6, diluidos na
proporcdo de 1:10 (p/v) e os antissoros especificos para os respectivos virus,
previamente absorvidos com extrato de tecido sadio, foram diluidos na propor¢do de
1:1.000. Ap6s incubacdo (37 °C por 1 h), foram realizadas trés lavagens com PBS-
Tween, ficando a solucdo nos pocos por 3 min em cada lavagem, e em seguida, uma
lavagem rapida com 4gua destilada. Apds a secagem das placas, adicionou-se aos
orificios 100 ul do antissoro correspondente. As placas foram incubadas novamente a
37 °C por 1 h e, logo depois, submetidas a mais trés lavagens com PBS-Tween. Apds
secagem, adicionou-se 100 ul de imunoglobulina G (IgG) de cabra anti-IgG de coelho
conjugada a enzima fosfatase alcalina. Mais uma vez as placas foram incubadas (37 °C

por 1 h) e depois lavadas com PBS-Tween e com dgua destilada. Por dltimo, adicionou-
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se 100 pl de substrato p-nitrofenil fosfato aos orificios. Apds 20 min, realizou-se a
primeira leitura das placas em aparelho de leitura de ELISA ("Labsystems Multiskan
MS") e apds 20 min, uma segunda leitura, utilizando-se o comprimento de onda de 405
nm. De acordo com o critério adotado para as andlises, foram consideradas positivas as
leituras que corresponderam ao dobro dos valores de absorbancia registrados para os

extratos de plantas sadias que foram utilizadas como testemunhas (Ramos et al., 2003).

RESULTADOS E DISC
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Toram observados s inoculados com

ZYMYV, onde 85% de intomas semelhantes
aos constatados por Ramo bastante severos, causando
além de mosaico, intensa bolhosidade € deformacao foliar. Segundo Yakoubi et al.
(2008), 0 ZYMYV pode ocasionar sintomas muito mais severos nos frutos e nas folhas de
espécies de cucurbiticeas do que o PRSV-W ou o WMV. Essa severidade ja foi
constatada em infec¢des simples e dupla, sendo a doencga considerada uma das viroses
mais destrutivas em cucurbiticeas, ocorrendo, tanto nos tropicos, como em regides
temperadas (Oliveira et al., 2000).

Os acessos inoculados com WMV apresentaram sintomas bem menos severos
que os ocasionados por PRSV-W e por ZYMYV, observando-se tolerancia e resisténcia
moderada em 31% e 23% dos acessos, respectivamente. No entanto, o WMV pode

ocasionar mosqueado, mosaico e deformacdo foliar e dos frutos, sendo os sintomas
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passiveis de serem confundidos com aqueles induzidos por outros virus que infetam
cucurbiticeas, inclusive o ZYMV (Oliveira et al. 2000). O WMV possui forte
relacionamento sorolégico com o ZYMYV, enquanto o PRSV-W ¢ sorologicamente
distinto dos demais (Lima et al., 1997). O desenvolvimento de cultivares de
cucurbiticeas com resisténcia a virus, sobretudo aqueles pertencentes ao género

Potyvirus €, normalmente, um processo complexo e demorado. Como etapa inicial, faz-

se necessdria a identificaca R isténcia_para posterior avaliacio em
programas de melhorame 1 em o desenvolvimento de
cultivares resisten ) sdo g entido, os acessos
de abobora BGC b BGC € are ntes a0 PRSV-W e

0OS acessos constituem

fontes pro de abdbora.
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Tabela 1. Sintomas, resultado sorolégico e comportamento de acessos de Cucurbita spp. aos virus Papaya ringspot virus type watermelon
(PRSV-W), Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV) e Watermelon mosaic virus (WMV), em casa de vegetacdo [Symptoms, serological
results and behavior of Cucurbita spp. access in relation to PRSV-W, ZYMV and WMV in greenhouse experiments]. Fortaleza, UFC,
2012.

Amostra PRSV-W ZYMV WMV
Sintomas' Sorologia Compor“tamento2 Sintomas Sorologia Comportamento Sintomas Sorologia Comportamento
BGC 512 ML + R MS/B/DF + AS M + T
BGC 527 ML + AS M + T
BGC 531 MS/B + AS MS/B + AS
BGC 537 + AS ML + R
BGC 552 + AS ML + R
BGC 553 + AS ML + R
BGC 565 + AS MS + S
BGC 566 AS MS/B + S
BGC 571 S MS/B + S
BGC 578 AS MS + S
BGC 586 S M + T
BGC 6¢ /1 AS ML + R
BGC 6! , : _ AS MS + S
IML= mosaico Jleve; M- 0; = 0 se w : B= bolhosidade; DF= deformacdo foliar; ?2R= resistente; T= tolerante; S=
susceptivel; £ a ) eptivel | aic; MS= severe mosaic; B= blistering; DF= leaf deformation; R=

resistant;

Salvador-BA

16 a 20 de julho de 2012
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