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Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatorios com o potencial de causar infecgdes
simples ou multiplas. Quando infectada por um virus, a planta sofre alteragdes fisioldgicas,
bioquimicas e morfologicas que resultam em danos a produgdo, podendo esses danos serem
potencializadas nos casos de infec¢des virais mistas. A cultura do fisalis € hospedeira de diversos
patdgenos, dentre eles os virus physalis rugose mosaic virus (PhyRMV) e tobacco mosaic virus
(TMV). Este trabalho teve como objetivos a caracterizagao do isolado de TMV utilizado e realizar
analises comparativas de aspectos quantitativos e qualitativos entre plantas de fisélis sadias, plantas
com infeccdo simples e infec¢do mista entre PhyRMV e TMV.

A caracterizagdo do isolado de TMV foi realizada pela extracdo de RNA de fita dupla
(dsRNA). O dsRNA foi utilizado para sintese de biblioteca de DNA complementar (cDNA) e
sequenciamento de nova geragdo (NGS). Para a validacdo do NGS foram desenhados e utilizados
iniciadores especificos. A detec¢cdo do TMV nas plantas utilizadas no ensaio por infec¢do mista foi
realizada através da homogeneizagdo em nitrogénio liquido de 100mg de folhas de fisalis
sintomaticas, sendo submetidas a extracdo de RNA total utilizando o reagente TRi (Sigma Aldrich)
de acordo com as especificagdes do fabricante. Para a verificagdo da integridade e quantidade dos
acidos nucleicos extraidos foi utilizada a técnica de eletroforese em gel de agarose 1% e
quantificacdo de acidos nucleicos em espectrofotometro. Na sintese de DNA complementar
(cDNA) foi utilizado o iniciador reverso Tob-Uni2 e a PCR foi realizada utilizando a enzima goTaq
Flexi DNA polymerase (Promega), de acordo com as recomendac¢des do fabricante e utilizando os
iniciadores universais para o género Tobamovirus (Tob-Unil e Tob-Uni2). Para a deteccao de
PhyRMYV, a sintese do DNA complementar foi a mesma feita para o TMV, exceto pela utilizacao
do iniciador reverso Sobemo 1R. Na PCR foram utilizados os iniciadores SobemolF e Sobemol1R,
especificos para PhyRMV. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel agarose
1%, corados com GelRed (Biotium), visualizados sobre luz UV e fotogratados.

Para a avaliacdo dos efeitos quali e quantitativos em infec¢do simples e mista foi realizado
o transplante de mudas sadias para vasos contendo solo e substrato (3:1), sendo inoculadas 20 dias
apods o transplante e mantidas em casa de vegetacdo em temperaturas de 24°C (= 2°C). Foram
utilizados 4 tratamentos, sendo eles: plantas inoculadas apenas com PhyRMV; plantas inoculadas
apenas com TMV; plantas inoculadas com as duas espécies virais e plantas controle, inoculadas
apenas com tampao. A auséncia ou presenca dos virus foi confirmada descrito anteriormente. Os
parametros vegetativos avaliados foram: altura de plantas (cm), area foliar (cm), indice SPAD,
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fotossintese, condutancia estomatica e transpiragdo. A avaliacao destes parametros foi realizada 24
dias apds a inoculagdo (DAI), sendo repetidas a cada 14 dias, totalizando 9 avaliagdes (38DAI,
52DAI, 66 DAL, 80 DAI, 94 DAL 108DAIL 122DAI, 136DAI E 152DAI). Os frutos foram colhidos
manualmente no estadio 4 de maturagdo e as variaveis analisadas foram: nimero médio de frutos
produzidos por planta, massa média da baga (g), didmetro médio da baga (mm), potencial
Hidrogenidnico (pH), teor de sélidos soluveis (°Brix) e acidez titulavel (% de 4cido citrico).

As amostras de TMV apresentaram bom rendimento e conteudo CG/AT dentro do esperado.
A sequéncia genomica do TMV obtida apresenta 6391 nucleotideos e quatro fases de leitura aberta.
Adicionalmente, os testes realizados confirmaram a presenca de PhyRMV e TMV nas plantas
inoculadas com os virus.

Para os parametros fisioldgicos e morfoldgicos, observou-se uma redugao significativa na
area foliar de plantas infectadas em comparacao a plantas sadias. As analises demonstraram uma
reducdo nos indices de SPAD nas plantas com infec¢ao viral simples, ndo sendo essa reducao
significativa em estdgios mais avancados da infeccdo. J& as plantas com infeccdo mista
apresentaram menor quantidade de clorofila. O tratamento com infec¢do mista apresentou também
menor altura de plantas em comparagdo aos outros tratamentos, que nao apresentaram diferenga
significativa. As médias de massa seca e massa fresca foram menores nas plantas com infecgdo
simples e mista. As médias de fotossintese, condutancia estomatica e transpiragdo foram menores
no tratamento com plantas sadias.

Os tratamentos com infec¢des virais simples e mistas apresentaram deformagdo e menor
quantidade de frutos do que o tratamento com plantas sadias, sendo os menores indices de producao
obtido por semana no tratamento com plantas infectadas por ambos os virus (Figura 1). Os frutos
apresentaram menor didmetro e massa de baga nos tratamentos tanto de infec¢do simples quanto
mista. As plantas com infec¢des simples apresentaram menor teor de sélidos soluveis totais.
Maiores valores de acidez titulavel foram observados em plantas sadias. Os valores de pH
apresentaram diferenca significativa apenas no tratamento com infec¢do mista. Os resultados
apresentados nessa pesquisa indicam sinergismo entre PhyRMV e TMV, considerando que os
menores valores na maioria dos parametros avaliados foram obtidos no tratamento com plantas
infectadas por ambos os virus.
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Figura 1. Numero total da colheita de frutos de fisalis oriundas de plantas sadias, plantas
inoculadas com PhyRMYV, com TMV e com PhyRMV + TMV (infeccdo mista). Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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