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RESUMO

RABELO FILHO, Francisco de Assis Camara. Caracterizacao de isolados
de Potato virus Y (PVY) de Minas Gerais e avaliacdo da disseminacdo do
virus e de residuos de inseticidas em tubérculos de batata apds o controle de
vetores. 2008. 101p. Dissertacdo (Mestrado em Fitopatologia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Com a importagdo de sementes de diversos paises, pelo Brasil e devido
ao meio de propagacao vegetativa da batata, a ocorréncia de virus no campo ¢
dindmica e freqiientemente aparecem novos isolados mais agressivos e mais
facilmente disseminaveis no campo. Assim sendo, cada vez mais tém sido
utilizados inameros produtos inseticidas para o controle dos vetores que
disseminam esses virus no campo, com riscos constantes de deixar nos
tubérculos residuos nocivos a saude humana. Neste trabalho fez-se um
levantamento nas principais regides produtoras do estado de Minas Gerais, com
a finalidade de caracterizar, bioldgica e molecularmente, os isolados virais
presentes no campo na safra de 2007. Na caracterizacdo biologica, foram
utilizadas espécies de trés familias botanicas: Solanaceae, Amaranthaceae e
Chenopodiaceae, com enfoque especial as espécies de fumo Nicotiana tabacum
cv. TNN e N. tabacum cv. White Burley, por serem geralmente empregadas na
distin¢do das estirpes do PVY. A caracterizagdo molecular foi feita empregando-
se um conjunto de primers especificos para diferenciacdo de isolados por RT-
PCR e um par de primers desenhados para amplificar o gene da capa protéica,
que foi seqiienciada e analisada. A comparacdo entre as seqiiéncias de
nucleotideos e de aminoacidos foi feita com 24 isolados de PVY, escolhidos
entre os disponiveis no GenBank. Foi também realizado um experimento de
campo, seguindo o manejo adotado por produtores de batata consumo para o
controle quimico de vetores, avaliando-se, posteriormente, a ocorréncia de
residuos nos tubérculos de batata produzidos. Foram utilizados dois tratamentos
de sulco combinados com quatro diferentes inseticidas para pulveriza¢des
foliares e uma testemunha, sem tratamento. As plantas de Gomphrena globosa,
Datura stramonium, Chenopodium quinoa e Nicandra physaloides foram
imunes a todos os catorze isolados e as demais espécies inoculadas apresentaram
sintomas cuja severidade variou com o isolado inoculado. Os resultados dos
testes biologicos, de PCR e os do seqiienciamento mostraram que todos os
isolados de PVY pertenciam a estirpe necrotica, sendo que metade delas se
tratava do variante PVY"'". Comparando-se a seqiiéncia de nucleotideos, as
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identidades entre os 14 isolados variaram entre 87% e 99%. Entre esses e os
isolados do GenBank, a variagdo foi de 86% a 99%. O mesmo foi observado
quando os isolados do GenBank foram comparados entre si. No alinhamento
multiplo de aminodcidos, a identidade entre os 14 isolados brasileiros foi de
83% a 98% e entre esses e os do GenBank foi de 86% a 99%. A identidade
entre os isolados do GenBank ficou entre 91% e 100%. As arvores filogenéticas
construidas com base no alinhamento de nucleotideos e de aminoacidos
mostraram uma distribuicdo dos isolados brasileiros em dois grupos distintos,
um contendo os PVY"™ (SGT-AG, TAP-AG, SAT-AG, IPU-MA, ALF-VI,
ARA-MO e COR-AQG) e outro, os isolados PVYV (MFE-AG, BRE-EM, LUM-
CE, FOR-AG, SGS-AG, LAV-CL e POL-AG). Quando os nucleotideos ¢ os
aminoacidos foram alinhados com os 24 isolados do GenBank, ALF-VI, ARA-
MO e COR-AG formaram um clado distinto dentro do grupo dos PVY"™ e
BRE-EM e MFE-AG no grupo da estirpe necrdtica comum, mostrando
distanciamento entre eles e os demais. Os dados indicaram que a variante NTN
estd aumentando a sua ocorréncia em diversas partes do estado, o que acarreta
prejuizos maiores, por causarem anéis necrdticos nos tubérculos, depreciando-os
para o comércio. No teste com os inseticidas, os diferentes tratamentos nao
impediram a disseminacdo do PVY no campo, provavelmente devido ao alto
indice inicial de virus nas sementes. Isso demonstra a importincia de se
empregar sementes livres de virus para o estabelecimento da cultura. Os diversos
tratamentos ndo deixaram residuos nos tubérculos, indicando que a concentragao
do inseticida indicada pelo fabricante ¢ segura para o consumidor.

i



ABSTRACT

RABELO FILHO, Francisco de Assis Camara. Characterization of
Potato virus Y (PVY) isolates and evaluation of virus dissemination
and of insecticides residues in potato tubers after vector control.
2008. 100p. Dissertation (Master on Science in Phythopathology) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Due to the Brazilian import of potato seeds from several countries,
associated with the vegetative propagation of potato plants, the occurrence of
virus in the field is quite dynamic. It often allows the appearance of new and
more aggressive virus isolates, which besides increasing the tuber losses spreads
damages more easily in the field. Therefore, the use of several chemical
insecticides to control the virus vectors has increased, making the risk of
insecticides residue higher, unsafe for human and animal healthy, remaining on
the potato tubers. This work carried out a survey in the main potato field regions
of Minas Gerais State- Brazil, with the purpose of characterizing biologically
and molecularly the virus isolates infecting potato plants in the year of 2007. In
the biological characterization species of three botanic families were used:
Solanaceae, Amaranthaceae and Chenopodiaceae, with a special focus on the
tobacco species: Nicotiana tabacum cv. TNN and N. tabacum cv. White Burley
because they have been employed to discriminate PVY strains. The molecular
characterization was done by using a set of primers, specific for PVY strain
discrimination by RT-PCR, and a pair of primers settled to amplify the coat
protein gene, which was sequenced and analyzed. The comparison of the
nucleotides and amino acids sequences was done with 24 PVY isolates, chosen
among those available in GenBank. A field experiment was also carried out,
following the techniques adopted by potato growers for the chemical control of
virus vectors, in order to evaluate the virus spread and the occurrence of residue
on potato tubers produced. The experiment was accomplished with potato
cultivar Agata, using two soil treatments combined with four different
insecticides for leaves spraying, and one control without any treatment. The
Gomphrena globosa, Datura stramonium, Chenopodium quinoa and Nicandra
physaloides plants were immune to all of the fourteen isolates. The symptoms
shown by other inoculated species had different severity degrees, which changed
according to the inoculated virus isolate. The results of the mechanical
inoculation, PCR and coat protein gene analysis showed that all the fourteen
studied PVY isolates were necrotic strain, but half of them was a PVY"'™
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variant. Comparing the nucleotide sequence, the identities among the 14 isolates
ranged between 87 and 99%. When compared with the PVY isolates from
GenBank, the variation was between 86% and 99%. The same was found when
the GenBank isolates were compared among themselves. The identity of amino
acids among Brazilian isolates ranged from 83% to 98% and among them and
the GenBank PVY isolates was between 86% and 99%. The identity among the
GenBank PVY isolates was between 91% and 100%. The phylogenetic trees
based on nucleotide and amino acid sequences showed a distribution of the
Brazilian isolates into two distinct groups, one containing PVY™'™™ (SGT-AG,
TAP-AG, SAT-AG, IPU-MA, ALF-VI, ARA-MO and COR-AG) and the other
PVY" isolates (MFE-AG, BRE-EM, LUM-CE, FOR-AG, SGS-AG, LAV-CL
and POL-AG). When both nucleotide and amino acid sequences were aligned
with the 24 GenBank isolates, ALF-VI, ARA-MO and COR-AG isolates joined
distinct subgroups within PVY"™ group. BRE-EM and MFE-AG joined the
group of the necrotic strain, but were distant from the other Brazilian PVY
isolates. The data pointed out that the occurrence of PVYN'™ variant has
increased in several parts of Minas Gerais State, which brings about greater
losses because it induces necrotic rings on the tubers, making them improper for
commercialization. In the test with the insecticides, the different treatments did
not prevent the spread of PVY in the field, probably because of the high virus
incidence on the seeds. It demonstrates the importance of potato virus-free seeds
to guarantee the crop profitability. The several insecticide treatments have left
no residue on the tubers suggesting that the insecticides concentration advised
by the manufacturer is safe to the consumer.

v



CAPITULO 1: Introducéo geral e referencial teérico



1 INTRODUCAO GERAL

A batata ¢ a hortalica mais plantada no Brasil, com grande expansao
econOmica em varios estados, como Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Santa
Catarina, Rio Grande do Sul, Goias e Bahia. No entanto, um dos fatores
limitantes a produgdo ¢ a incidéncia de doengas na cultura, entre as quais as de
etiologia viral ocupam lugar de destaque, uma vez que acarretam perdas
consideraveis a producdo de tubérculos. Dentre as doencas viréticas, o Potato
virus Y (PVY) tem se destacado, pois, além de causar perdas significativas na
qualidade e na quantidade de produc¢ao, ainda pode ser rapidamente disseminado
no campo. Sua incidéncia tem sido maior que a de outros virus também
importantes, como o Potato leafroll virus, PLRV (Souza-Dias et al., 1995;
Figueira et al., 1996a; Souza-Dias & Tristdo, 1997; Figueira, 2002).

O PVY pertence ao género Potyvirus, familia Potyviridae, e tem sido
classificado em trés principais grupos de estirpes: nos dois primeiros grupos, a
estirpe comum (PVY®), que causa mosaico sistémico e a estirpe necrotica
(PVY™), que causa mosaico e necrose em plantas de fumo (Nicotiana tabacum
L.); no terceiro grupo, a estirpe denominada de PVY®, induz sintomas do tipo
“stipple streak” em cultivares de batata que possuem o gene NC (De Bokx &
Huttinga, 1981; Camargos et al., 2007). A PVY" possui, ainda, uma estirpe
variante, que causa anéis necroticos em tubérculos de batata, denominada de
PVY™™ que chegou recentemente ao Brasil (Souza-Dias et al., 1998, 1999) e
tem sido detectada em varios estados, tais como Santa Catarina, Sdo Paulo,
Minas Gerais (Fonseca, 2003; Fonseca et al., 2005; Avila et al., 2007), Parana,
Espirito Santo, Goias e Bahia (Avila et al., 2007).

A disseminagdo do PVY ¢ feita por meio de afideos, de modo ndo
persistente ou estiletar, dentre os quais o Myzus persicae se destaca pela

eficiéncia na transmissdo (Costa et al., 1960; De Bokx & Huttinga, 1981;



Sigvald, 1984; Piron, 1986). Como as fitoviroses ndo possuem controle curativo,
as medidas de controle devem ser de carater preventivo, destinado a eliminar e
ou a evitar fontes de inoculo e impedir a transmissdo, bem como a disseminagao
dos virus por meio do vetor. Desse modo, o uso indiscriminado de inseticidas no
controle dos vetores tem sido uma constante nos campos cultivados com batata,
pois os produtores nem sempre se baseiam em subsidios obtidos por meio de
estudos apropriados. Isso leva ao risco do aparecimento de residuos nos
tubérculos produzidos para consumo, que podem ser toxicos a satide humana e
animal.

Com o objetivo de obter subsidios para incrementar as medidas de
manejo do PVY no campo, no presente trabalho foi feito um levantamento dos
isolados virais que se encontravam nos campos de batata-semente e para
consumo, no ano de 2007, nas principais regides produtoras de Minas Gerais.
Além de fazer a caracterizacdao bioldgica e molecular desses isolados de PVY,
foi instalado experimento de campo para verificar o efeito de tratamentos com
inseticidas, de diferentes grupos quimicos, na disseminagdo do virus em batata
cv. Agata. O teor de residuos dos mesmos, nos tubérculos produzidos pelas

plantas tratadas, foi também determinado.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura da batata no Brasil e no mundo

A batata ¢ um dos alimentos mais nutritivos e versateis do mundo.
Mesquita et al. (1999) salientam que uma produtividade média de 13,3t.ha” de
batata fornece 280 kg de proteina.ha™. Cerca de 77% do tubérculo de batata é
constituido por agua e de 19% a 20% por carboidratos, destacando-se o amido e
os agucares (Fontes, 2005). Adicionalmente, além de ser um alimento com baixo
teor de lipideos e isento de colesterol, apresenta também, em sua composi¢ao,
sodio e potassio, além de vitaminas, como a vitamina C. A batata apresenta
também propriedades nutracéuticas, atuando em enfermidades como o cancer,
diabetes, doenga celiaca e no controle da pressdo arterial, reduzindo possiveis
riscos coronarianos (Pereira et al., 2005).

O plantio de batata (Solanum tuberosum L.) teve inicio ha oito mil anos
nas montanhas andinas, tendo sido posteriormente levado para a Europa por
Francisco Pizarro. A partir da Espanha, disseminou-se por todo o continente
europeu (Mascarenhas et al., 1999). Esta hortalica se adaptou com rapidez as
condi¢gbes climaticas do hemisfério norte, estabelecendo-se como alimento
basico numa época de acelerado crescimento demografico. Da Europa seguiu
para outras partes do mundo, de modo que hoje se produz batata numa area
estimada em 180 mil quilometros quadrados (Food and Agriculture Organization
- FAO, 2007).

A cultura da batata ocupa a quarta posi¢cdo, em importancia econdmica
no mundo, com produgao anual de mais de 321 milhdes de toneladas. A Asia é o
maior continente produtor (42,14%), seguida pela Europa (40,22%) e pelos
continentes americano (12,04%) e africano (5,07%). No continente americano,
destacam-se as Américas do Norte ¢ do Sul, com 7,03% e 4,28% da produgdo

mundial, respectivamente (FAO, 2008). Em 2007, foram plantados cerca de



16,74 milhdes de hectares de batata no mundo, com produgdo de mais de 321
milhdes de toneladas, o que representa uma produtividade média de 19,20 t.ha™
(FAO, 2008). A China ¢ o maior produtor dessa olericola, com cerca de 72
milhdes de toneladas, seguida por Rissia, India, Ucrénia e Estados Unidos, com
producdo de, aproximadamente, 37, 26, 19, e 18 milhdes de toneladas,
respectivamente (FAO, 2008). Na América do Sul, o Brasil é o maior produtor
(3,39 milhdes de toneladas anuais), seguido de perto pelo Peru, que responde por
3,38 milhoes de toneladas. O Brasil ocupa a 17 posi¢do no ranking mundial dos
paises produtores de batata (FAO, 2008).

Embora a maior parte da producdo mundial de batata ainda venha da
Asia e da Europa, outros paises em desenvolvimento tém aumentado a sua
participacdo. Isso se deve ao fato de que, nos ultimos anos, os paises em
desenvolvimento tém estado mais dispostos a aceitar a introducdo de novas
variedades. Além disso, o melhoramento genético, juntamente com uma
producgdo mais eficiente e com programas de distribuigdo de batatas-sementes,
tem contribuido para melhorar os niveis de produtividade (FAO, 2007).

No Brasil, segundo dados estimados de 2007, as maiores regides
produtoras sdo Sudeste, Sul e Nordeste, sendo as duas primeiras, representadas
pelos estados de Minas Gerais, S8o Paulo, Espirito Santo, Parand, Rio Grande
do Sul e Santa Catarina, responsaveis por cerca de 86% da produ¢do nacional.
Minas Gerais ¢ o maior estado produtor, contribuindo com 60% da producao da
regido Sudeste, o que corresponde a 1/3 da produgdo nacional, ou seja,
aproximadamente 1,1 milhdo de toneladas anuais, seguido por Sdo Paulo e
Parana, que produzem em torno de 751 mil e 611 mil toneladas, respectivamente
(Agrianual, 2008). Destaque tem sido dado as regides do Triangulo Mineiro e do
Alto do Paranaiba, consideradas areas bastante promissoras, devido a fatores

como topografia, solos favoraveis & mecanizacao da cultura, disponibilidade de



agua para irrigagdo e localizagdo geografica favoravel ao escoamento da

producdo (Mascarenhas et al., 1999; Faria et al., 2001).

2.2 Disseminacéo e perdas ocasionadas pelas principais doencas virdticas na
cultura da batata

A cultura da batata, como as demais olericolas, é muito susceptivel ao
ataque de fitopatogenos. As doengas de etiologia viral tém merecido destaque,
pois, devido ao método de propagacdo vegetativa da batata, elas sdo perpetuadas
por meio do tubérculo, o que contribui para aumentar a sua incidéncia a cada
plantio (Costa, 1965; Beemster & De Bokx, 1987).

Existem em torno de 70 doencas relatadas para a cultura da batata e,
dentre essas, pelo menos 25 sdo causadas por virus e uma por virdéide (Hooker,
1981; Beemster & De Bokx, 1987). No Brasil, as principais doencas causadas
por fitovirus na cultura de batata sdo: o enrolamento da folha da batata (Potato
leafroll virus - PLRV), o virus Y da batata (Potato virus Y - PVY) e os latentes
virus X (Potato virus X - PVX) e o virus S (Potato virus S - PVS) (Daniels,
1995; Figueira, 1995; Hirano, 1995; Lima, 1995; Souza-Dias, 1995; Salas,
2004). Porém, os que tém sido mais associados a degenerescéncia da batata no
Brasil, devido a sua alta incidéncia no campo, sdo o PLRV e o PVY (Cémara et
al., 1986; Figueira, 1995; Souza-Dias, 1995).

Durante muito tempo, o PLRV era o principal virus responsavel pela
degenerescéncia das batatas produzidas em territorio nacional (Costa, 1965;
Cupertino & Costa, 1970; Souza-Dias et al., 1984, 1990; Figueira & Pinto 1995;
Souza-Dias, 1996). Entretanto, em meados de 1994-95, o PVY tornou-se o virus
mais importante para o Brasil, devido a introdug@o de estirpes mais agressivas,
por meio de batata-semente importada (Figueira & Pinto, 1995; Figueira et al.,

1996a,b; Moraes et al., 1997), de modo que o produtor brasileiro passou a ser



onerado por novas perdas causadas por doencgas virdticas. Atualmente, o PVY ¢
mais importante que o PLRV (Figueira, 1999; 2002).

Varios sdo os trabalhos que relatam as perdas causadas pelas doengas
virdticas, em diferentes cultivares de batata (Cupertino & Costa, 1970; Lima &
Hamerschmidt, 1982; Camara et al., 1986; Marton et al., 1993; Figueira et al.,
1996a,b). Cupertino & Costa (1970) observaram redugdo média de 74,1% e 97,1
% no peso dos tubérculos graudos, infectados com o PLRV, das cultivares Delta
A e Gunda, respectivamente.

Plantas de batata infectadas com PVY também podem apresentar perdas
significativas, que variam de 10% a 80%, dependendo da cultivar de batata, da
época em que esta foi infectada e da estirpe do virus (De Bokx & Huttinga,
1981). Lima & Hamerschmidt (1982) observaram que uma incidéncia de 0,5%
de PVY e de 7,4% de PLRV + PVY na batata-semente foi capaz de provocar
16,7% e 51,1%, respectivamente, de reducdo na producao total de tubérculos em
plantas de batata cv. Delta. Camara et al. (1986) observaram redugdo média de
43,2% na produgdo de tubérculos de 4 cultivares de batata com média de 80,3%
de PLRV e 49,6% de PVY, em relacdo as batatas-sementes certificadas com
2,1% de PLRV e 6,5% de PVY. Marton et al. (1993) encontraram reducdo de
67,1% na produgdo de batata cv. Achat e de 57,92% na cv. Baronesa, quando
estas eram provenientes de batata-semente com 100% de infec¢do. Figueira et al.
(1996b), estudando um novo isolado da estirpe necrdtica do PVY, observaram
que as plantas de batata da cv. Achat, provenientes de batatas-sementes
infectadas, apresentaram redugdo de 23,9% no numero e de 45,3% no peso dos
tubérculos produzidos, em relagdo as plantas sadias.

A velocidade de degenerescéncia também varia com a cultivar e as
condi¢gdes ambientais. Andrade & Figueira (1991) estudaram a incidéncia do
PLRV e do PVY em trés geracdes sucessivas, em seis cultivares de batata

plantadas em Maria da F¢ (MG): ‘Achat’, ‘Baraka’, ‘Baronesa’, ‘Bintje’,



‘Granola’ e ‘Monalisa’. Da primeira para a segunda geragdo, a cultivar Bintje
aumentou a incidéncia de PLRV de 29,1% para 90,9%, enquanto a ‘Monalisa’
aumentou de 10,7% para 24,4%, respectivamente. No caso do PVY, as
incidéncias das geragdes Fy, que eram de 16,7% e 15%, aumentaram para 90,0%
e 83,9% nas cultivares Bintje e Baraka, respectivamente, na geragado F.

Isolados de PVY introduzidos em meados dos anos 1990 t€m se
mostrado ainda mais facilmente disseminaveis no campo. Figueira et al. (1996b)
observaram que o novo isolado PVYY, detectado em 1994, em Minas Gerais, na
cultivar Achat, que até entdo era resistente ao PVY, apresentava alta
disseminagdo no campo, sendo capaz de chegar a 50% e 90% de incidéncia nas
segundas e nas terceiras geragdes, respectivamente.

Esses resultados demonstram a importancia do uso de batata-semente
com boa qualidade sanitaria, principalmente no Brasil, que apresenta clima ideal
para a ocorréncia de altas densidades populacionais de afideos, favorecendo a

disseminacdo desses virus dentro e fora da cultura.

2.3 Potato virus Y (virus Y da batata)

O virus Y da batata (PVY) é o membro tipo do género Potyvirus, familia
Potyviridae e possui RNA fita simples, com particulas medindo
aproximadamente 730 nm de comprimento ¢ cerca de 11 nm de didmetro
(Delgado-Sanchez & Grogan, 1970; De Bokx & Huttinga, 1981; Hooker, 1981;
Shukla et al., 1994; Kerlan, 2006). Apresenta algumas propriedades fisicas,
como: ponto de inativag¢do térmica (PIT) entre 50° e 62°C; ponto méaximo de
diluigio (PMD) entre 107 ¢ 10 ¢ longevidade “in vitro” (LIV) de 7 a 50 dias, &
temperatura de 18°a 22°C (De Bokx & Huttinga, 1981).



2.4 Caracterizagéo molecular

De modo geral, os testes moleculares sdo mais sensiveis que o0s
sorologicos e, atualmente, vém sendo cada vez mais empregados na diagnose de
fitovirus, por apresentarem uma série de vantagens em relacdo aos testes
sorologicos. A principal delas seria a facilidade de se produzir sondas,
comparada a produgao de anti-soro (Zerbini & Maciel-Zambolim, 2000).

Os métodos moleculares sdo usados principalmente quando ocorre
alguma limitagdo, como no caso do geminivirus, que apresenta baixas
concentragdes de particulas virais em seus tecidos. Véarios sdo os trabalhos que
relatam o uso dessas técnicas para o estudo e a caracterizagdo de fitovirus.
Brioso et al. (1996) estudaram a efici€ncia de técnicas, como o RT-PCR e Dot-
Blot, na diagnose de fitoviroses em batata e Singh & Singh (1998) utilizaram a
RT-PCR na detecgdo de Potato virus A, em tubérculos dormentes. Baseando-se
na comparacdo do genoma das diferentes estirpes de PVY, Boonham et al.
(2002) desenharam primers especificos para a sua detecgdo por meio de RT-
PCR, sendo possivel a separagdo entre os diferentes variantes genéticos. Esse
trabalho é considerado de grande importincia, pois nem sempre ¢ possivel
diferenciar a estirpe necrotica da sua variante, a PVY"'", por meio de
caracterizagdo bioldgica. Trabalho parecido foi realizado por Fonseca et al.
(2005), que empregaram primers especificos para diferenciar estirpes de PVY.

Alguns autores, como Le Romancer et al. (1994), citam que a variante
NTN pode ser diagnosticada por métodos biologicos, empregando-se cultivares
diferenciadoras, como as de pimentao ‘Bastidon’ e “Yolo Wonder’. Porém, nem
sempre esses resultados puderam ser comprovados. Truta et al. (2004)
verificaram que um isolado pertencente a estirpe necrotica comum foi capaz de
induzir mosaico em ambas as cultivares, ao contrario do que foi relatado por Le
Romancer et al. (1994). Da mesma forma, Palazzo (2005) observou que isolados

da estirpe comum também infectaram a cultivar Yolo Wonder, ou seja,



dependendo das condi¢des do experimento e dos isolados empregados, que
geralmente sdo muito varidveis, pode haver uma reagdo diferente dessas
cultivares. Portanto, o uso de técnicas moleculares tem se mostrado mais util,
principalmente quando as caracterizagdes sorologicas e biologicas nao fornecem

um resultado satisfatorio.

2.4.1 Genoma do PVY

O genoma do PVY estd esquematizado na Figura 1. O RNA gendémico
possui uma unica ORF (Figura 1), que codifica 10 proteinas funcionais: P, HC-
PRO, P; 6K,, CI, 6K,, VPG, Nla-Pro, NIb e CP (Murphy et al., 1995). As

funcdes de cada uma das proteinas estdo detalhadas na Tabela 1.

Pl HC-Pro P3 6Kl CI 6K2  VPg NIa-Pro NIb Cp

sovee [ ] [ 1] N | | | aara s

FIGURA 1 Esquema do genoma dos Potyvirus, indicando as proteinas
codificadas.
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TABELA 1

Proteinas codificadas pelo Potato virus Y (PVY): nome, peso
molecular e suas respectivas fungdes.

Proteina

Peso molecular

Funcdes

P1

HC - Pro

P3

6K1

CI

6K2

VPg

NIa - Pro

NIb

CP

32 -64 KDa

56 — 58 KDa

37 KDa

70 KDa

49 KDa

58 KDa

28 — 40 KDa

Proteinase serina semelhante a tripsina, de
autoclivagem da extremidade C-terminal;
sintomatologia; movimento célula a célula.

Transmissao por afideos; auto-interagdo;
movimento sistémico; sinergismo e
desenvolvimento dos sintomas; supressdo do
silenciamento génico; proteinase de cisteina
semelhante a papaina de autoclivagem da
regido C-terminal.

Patogenicidade da planta;
replicagao.

Nio elucidada.

ATPase/RNA helicase; movimento célula a
célula.

Ancoramento do complexo de replicagdo viral
na membrana.

Replicagdo do genoma; especificidade do
gendtipo hospedeiro.

Localizagao celular; Proteinase serina
semelhante a tripsina, atuando em Cis e Trans;
interag@o proteina-proteina.

RNA polimerase dependente de RNA,;
envolvida na replica¢do do genoma.

Transmissao por afideos; movimentos
sistémicos e de célula a célula; montagem da
particula viral; replicagdo viral.

Fonte: Urcuqui-Inchima et al. (2001); Fonseca (2003).
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2.5 Caracterizacéo bioldgica e transmissao do PVY por afideos

Existem trés grupos principais de estirpes do PVY: PVY® ou estirpe
comum, PVY™ ou estirpe necroética e PVYS, classificadas com base nos sintomas
causados em batata, fumo e Physalis floridana (De Bokx & Huttinga, 1981). Até
o inicio dos anos 1990, a estirpe comum era a que predominava nos campos de
produgdo de batata. Andrade & Figueira (1992), em levantamento realizado no
Sul de Minas Gerais, empregando seis cultivares de batata, observaram que as
incidéncias da estirpe comum variaram de 81,4% a 100%, nas cultivares
Monalisa e Granola, respectivamente. A estirpe comum induz sintomas fortes
em Nicotiana glutinosa, Physalis floridana e em batata (Delgado-Sanchez &
Grogan, 1970). Geralmente, essa estirpe e a PVY® causam sintomas mais
severos que a estirpe necrdtica. Dependendo da cultivar de batata, ¢
caracterizado por necrose e amarelecimento e, em algumas vezes, até morte
prematura, quando infectada com a estirpe comum (Hooker, 1981).

A partir de 1994, a estirpe necrotica tornou-se predominante no Brasil,
devido a introdugdo de um isolado com alto poder de disseminacdo. Os sintomas
apresentados pela planta de batata infectada com essa estirpe se caracterizam por
um mosaico leve, as vezes quase imperceptivel. Na planta de fumo, ao contrario
do que se observa com a maioria dos isolados da estirpe necrética, induz uma
necrose bem mais leve. Entretanto, induz sintomas severos, seguidos de desfolha
em plantas de Physalis floridana. Esse virus ndo reagiu com o anti-soro
monoclonal da Agdia para a estirpe necrética (Moraes et al., 1999).

Um isolado semelhante foi descrito na Polonia, por Chzanowska (1991,
1994), tendo sido denominado de PVY™™. Esse virus foi também associado a
alta disseminagdo, sintomas mais suaves em fumo, ¢ também nao reagiram com
anti-soro monoclonal para PVY". Posteriormente, foi sugerido que ele poderia
ser recombinante entre as estirpes comum e necrotica (Blanco-Urgoiti et al.,

1998; Kerlan et al., 1999; Glais et al., 2002, 2005). Isolados semelhantes ja
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foram relatados na Espanha (Blanco-Urgoiti et al., 1998), na Franca (Kerlan et
al., 1999) e no Canada (McDonald & Singh, 1996a). Como o Brasil importa
sementes com freqii€ncia de paises europeus, essa estirpe deve ter tido a mesma
origem.

A estirpe C ainda ndo foi detectada no Brasil (Daniels, 2000; Souza-Dias
2001; Avila et al., 2007).

Outro isolado de PVY", descrito pela primeira vez na Hungria, por
Beczner et al. (1984), foi introduzido ha pouco tempo no Brasil (Souza-Dias et
al., 1998; Fonseca, 2003). Como causa anéis necréticos nos tubérculos, foi
denominado de PVY™™. Esse isolado tem se disseminado rapidamente pelas
regides produtoras de batata do Brasil e a sua importancia, provavelmente, tem
sido subestimada. A planta infectada com esse isolado apresenta sintomas de
mosaico bastante evidente, com foliolos apicais ondulados e de tamanho menor
que o de plantas sadias. Freqiientemente, nota-se o aparecimento de necroses
superficiais na forma de anéis concéntricos, em tubérculos de variedades
susceptiveis (Beczner et al., 1984; Le Romancer et al., 1994; Souza-Dias, 2001).

O PVY"'™ se diferencia dos demais isolados nio somente por induzir a
formacao de anéis necroticos nos tubérculos, mas também pela sua capacidade
de infectar algumas cultivares de pimentdo (Le Romancer et al., 1994). Os
sintomas de anel nos tubérculos podem ser vistos no momento da colheita, ou
logo apds, durante o armazenamento (Souza-Dias, 2001; Fonseca, 2003). Le
Romancer et al. (1994) relatam que o NTN ¢ incapaz de infectar Chenopodium
amaranticolor e Chenopodium quinoa. Logo, essas duas espécies poderiam ser
usadas como diferenciadoras entre eles e a estirpe necrotica.

McDonald & Singh (1996b) utilizaram dois isolados de PVY™™ (Tu
660 e Tu 619) para estudar a reagdo de 19 cultivares de batata, fazendo avaliagdo
na folhagem e nos tubérculos. As cultivares reagiram de modo diferente,

mostrando: 1) sintoma na folha e no tubérculo, 2) sintoma s6 na folha, 3)
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sintoma s6 no tubérculo e 4) auséncia de sintoma na folha e no tubérculo das
cultivares denominadas Red Gold e Redsen, quando estas foram inoculadas com
o isolado (Tu 660). O mesmo nao aconteceu quando essas duas cultivares foram
inoculadas com o isolado (Tu 619), que induziu sintomas nas folhas e nos
tubérculos, mostrando a variabilidade entre esses isolados.

Em um trabalho realizado no Japao, Ohshima et al. (2000) observaram
quatro varia¢des nos sintomas que ocorreram nos tubérculos provenientes de

plantas infectadas com o PVY"™

, sendo o primeiro necroses deprimidas, o
segundo rachaduras e necroses no tecido interno, o terceiro manchas necréticas
na superficie com necrose nos tecidos adjacentes internos e o quarto, presenca
de lesdes necroticas em tubérculos aparentemente saudaveis. Daniels & Pereira
(2004) também chamaram a ateng¢do para o fato de que nem sempre os
tubérculos mostram os sintomas caracteristicos de lesdo necrotica, dificultando a
diagnose visual e aumentando as perdas de producdo da batata. Essas
variabilidades no tipo e na severidade dos sintomas tém sido comumente
observadas nos isolados da estirpe necrética do PVY.

Como a maioria dos fitovirus, para a sua disseminacdo, o PVY depende
da a¢do de vetores, com os quais apresenta inter-relagdes complexas (Costa,
1998). O PVY pode ser transmitido mecanicamente, por enxertia € por, no
minimo, 25 espécies de afideos vetores, de maneira nédo persistente (De Bokx &
Huttinga, 1981). Isso significa que o virus pode ser adquirido e transmitido em
poucos segundos, o que demonstra a importancia dos vetores no processo
epidémico. Diversas espécies de afideos podem transmitir o PVY, entretanto, o
Myzus persicae parece ser o mais eficiente, tanto para a estirpe necroética (Piron,

1986) como para a comum (Sigvald, 1984).
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2.6 Métodos de controle e analise de residuo

O fato de as viroses ndo possuirem um método de controle curativo faz
com que as medidas empregadas para o seu manejo sejam essencialmente de
carater preventivo. Assim sendo, uma das medidas mais importantes é o controle
da disseminag¢do do virus por meio do afideo vetor. Entretanto, sabe-se que esse
controle ndo ¢ uma tarefa facil, uma vez que existem fatores agravantes, como a
rapidez de transmissdo e a baixa especificidade inseto-planta, ou seja, mais de
um afideo vetor, como o Aphis craccivora, Aphis gossypii e o Myzus persicae,
pode transmitir 0 mesmo virus e um unico afideo pode transmitir mais de uma
espécie viral para uma determinada planta. Além disso, o fato de serem
polifagos facilita a disseminagdo e o estabelecimento dos virus nas hospedeiras
alternativas, onde permanecem até a implantagdo do préximo cultivo
(Weidemann, 1988; Souza-Dias et al., 1993; Figueira, 1999; Salas, 2004).

Segundo Daniels & Pereira (2004), o controle das viroses em batata ¢é
dificultado pela falta de inverno rigoroso, o que favorece a multiplicagdo dos
vetores durante todo o ano, especialmente nas épocas proprias para o cultivo da
batata. Portanto, o controle de fitovirus deve incluir diversas medidas de manejo,
como: uso de material de propagacdo comprovadamente sadio; eliminagdo de
plantas hospedeiras, cultivadas e selvagens; controle do inseto vetor; quando
possivel, evasdo, ou seja, fazer o plantio em época que nao ha vetores na area,
ou em ¢épocas desfavoraveis ao mesmo, diminuindo, assim, a dissemina¢do da
virose e uso de cultivares resistentes ou tolerantes.

A medida de controle mais desejada seria o uso de cultivares
resistentes. Entretanto, nem sempre as cultivares resistentes estdo disponiveis e
quando estdo, a resisténcia apresentada pela planta acaba sendo vencida pela
facilidade com que o virus se modifica geneticamente e se torna apto a quebrar a
resisténcia da hospedeira. Portanto, o controle quimico vem sendo mais usado,

pois ainda € o que gera resultados mais rapidos.
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Diversos trabalhos tém investigado métodos de controle do inseto vetor,
visando ao controle da dissemina¢do das doencas virdticas, nas mais diversas
culturas. Muitas vezes, o produtor aplica produtos granulados no sulco de
plantio, pois, quando a planta emerge, ja possui o inseticida em seus tecidos
(Yoshida, 1973). Porém, ¢ comum a aplicagdo de inseticidas foliares. Costa et
al. (1964) obtiveram controle satisfatorio do vira-cabega-do-tomateiro, causado
pelo Tomato spotted wilt virus (TSWV), por meio do controle do tripes com
inseticidas. Boiteau & Singh (1999), observaram redugdo da disseminagdo para
duas viroses em batata quando da utilizagdo do imidacloprid. Mesmo que o
controle quimico seja um método eficiente para impedir a disseminagdo viral no
campo, ¢ necessario ter o devido cuidado com a aplicagdo excessiva de
inseticidas, para que ndo ocorra resisténcia por parte do inseto, sendo, assim,
necessario fazer uma alternancia de produtos pertencentes a diferentes grupos
quimicos. Além disso, mesmo que em pequenas quantidades, essas substancias
quimicas podem ser prejudiciais para a saide dos consumidores (Rigitano,
1982a).

De fato, a presenga de pesticidas em alimentos, em concentragdes acima
do permitido, constitui um importante problema toxicoldégico para a saude
publica (Wang, 1982). Por outro lado, é dificil imaginar e associar grandes
producdes e produtividades sem o uso desses insumos “protetores”. A maioria
das doencas poderia constituir uma epidemia ou em algumas situagdes uma
pandemia, sem o auxilio dos agroquimicos, mais popularmente denominados de
agrotoxicos. Portanto, eles ajudam a minimizar as perdas ocasionadas ndo s6
pelas doencgas, mas também pelas pragas.

O uso de defensivos agricolas para evitar ou reduzir os prejuizos
econdmicos causados por pragas, doengas e plantas invasoras tem sido objeto de
crescente aten¢do da sociedade, sobretudo quando se refere ao cultivo de

alimentos. Atualmente, tem-se procurado praticar uma agricultura mais limpa e
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justa, considerando o seu efeito no meio ambiente e no aspecto socioeconomico.
Assim sendo, fica cada vez mais importante o monitoramento dos niveis de
residuos, nos produtos agricolas e no ambiente propriamente dito.

O Brasil ¢ um dos paises que mais vendem defensivos agricolas,
alcancando o terceiro maior mercado de vendas no mundo, com,
aproximadamente, 400 ingredientes ativos registrados (Caldas et al., 2004). A
estabilidade de certos agroquimicos ¢ o fato de os residuos poderem continuar
nos alimentos aumentam o risco a saude humana. O grupo dos inseticidas
apresenta um risco maior, tendo em vista que a maioria dos produtos disponiveis
se enquadram nas classes toxicoldgicas I e II (Associacdo Nacional de Defesa
Vegetal - ANDEF, 2008) e¢ a demanda por esses produtos ¢ também maior, em
relacdo aos demais defensivos agricolas.

Poucos sdo os trabalhos que estudam a possibilidade de se encontrar
residuos em tubérculos de batata. Rigitano (1982a) verificou que residuos
provenientes de aplicagdes tardias em plantas de tomate sdo os mais importantes,
pela proximidade da colheita, bem como pelo fato de haver pequeno aumento de
peso dos frutos nessa fase e, conseqiientemente, menor diluigdo dos residuos.
Desse modo, € necessario que produtos considerados de alta toxicidade para
mamiferos, como o Granutox 5G, que gera um subproduto considerado
carcinogénico, o phorate analogo oxigenado, durante a sua degradacdo, tenham
seus residuos monitorados em tubérculos de batata (Rigitano, 1982b).

A grande utilizagdo desses produtos, o desconhecimento dos riscos
associados ao seu uso, o conseqiiente desrespeito as normas basicas de
seguranca, a livre comercializagdo ¢ a pressdo comercial por parte das empresas
distribuidoras e produtoras constituem fatores criticos no agravamento dos
problemas sociais encontrados no meio rural brasileiro, relacionados aos quadros
de contamina¢do humana e ambiental. Acrescentam-se, ainda, a deficiéncia da

assisténcia técnica ao homem do campo, a dificuldade de fiscalizacdo da
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inobservancia das leis. E a atribuicdo da culpa aos trabalhadores, como
contribuintes diretos do impacto sobre a saide humana, decorrente da utilizagao
de agrotdxicos, tornando-se um dos maiores problemas de satide publica no
meio rural, principalmente nos paises em desenvolvimento.

Apesar de ndo haver, do ponto de vista de satde publica, nenhuma
situacdo de alarme com niveis altos de residuos detectaveis nos principais
produtos alimentares que compdem a cesta basica da populacdo, o fato de néo
haver nenhum monitoramento sistematizado dos alimentos no pais e o de alguns
estudos pontuais mostrarem contaminagdes diversas indicam uma situagdo
preocupante que exigiria uma agao técnica mais concreta.

Além dos residuos encontrados nos alimentos, deve-se considerar
também a possibilidade de contaminacdo ambiental. Pesticidas presentes no solo
podem ser absorvidos pelas plantas, dissipados por degradacdo quimica ou
microbiana, lixiviado ou volatilizado, bem como, uma parte do produto quimico
pode tornar-se parte do sistema solo na forma de residuos ligados (El-Hamady et
al., 2008). Lopez-Pérez et al. (2006), investigando a presenca de residuos em
batata, observaram que o Metalaxil foi o unico pesticida detectado em
tubérculos, cuja concentragdo ndo excedeu ao limite residual maximo, ndo tendo
comprometido a seguranga alimentar.

Algumas medidas tém sido recomendadas ao consumidor, para
minimizar os riscos de contaminag¢do dos alimentos, como fritar os alimentos,
lava-los ¢ ou manté-los sob condi¢gdes de baixa temperatura. Isso pode ajudar
quando ndo se conhece o teor de possiveis residuos desses alimentos.

Soliman (2001) verificou uma reducdo nos niveis de pesticidas durante o
processo de fritura, que variou de 30,1% e 35,3% com os compostos
organoclorados, devido a sua alta estabilidade. Arcangelo et al. (2004) também
verificaram que o cozimento diminuiu a presenga de residuos na amostra de

batata contaminada.
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Outro procedimento utilizado para remover residuos de agrotdxicos
presentes na superficie de alimentos é a lavagem com agua por um periodo
prolongado, pois o tempo de lavagem é um dos fatores que determinam a
percentagem de remocdo residual (Wolfe et al.,, 1959; Ritcey et al., 1987).
Oliveira (1993), estudando a reducdo de residuos de agrotéxicos em morangos,
verificou que os residuos de Captan, Mancozeb, Dicofol e Clorotalonil foram
eliminados com a lavagem dos morangos com agua. Em suma, a diminui¢ao do
teor de residuo nos alimentos parece depender da natureza quimica dos

defensivos aplicados.
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RESUMO

O Potato virus Y (PVY) se tornou um dos virus de maior importancia no
Brasil, em fun¢ao das perdas ocasionadas e do grande niimero de lotes de batata
condenados pela alta incidéncia ocorrida nos ultimos anos. Este trabalho foi
realizado com o objetivo de verificar quais isolados desse virus estdo ocorrendo
em condi¢cdes de campo em Minas Gerais. Catorze amostras de tubérculos ¢ ou
folhas de batata, com suspeita de infec¢do, foram coletadas em campos de
produgdo de batata ou fornecidas pelo Centro de Indexagdo de Virus de Minas
Gerais. Apos diagnose sorologica, os isolados virais coletados foram inoculados
mecanicamente em plantas de fumo (Nicotiana tabacum L.) cv. Turkish NN,
para a observacao dos sintomas e a multiplicacdo e armazenamento do indculo e,
em outras plantas hospedeiras, para o estudo da sua reagdo. Posteriormente, foi
feita a identificagdo das estirpes, por meio de primers especificos ¢ um
fragmento de 849 pb, contendo a regido da proteina do capsideo, foi
amplificado, seqiienciado e analisado. Entre as plantas inoculadas com os
catorze isolados, Gomphrena globosa, Datura stramonium, Chenopodium
quinoa e Nicandra physaloides foram imunes, enquanto as restantes reagiram
com sintomas de diferentes severidades. Os resultados dos testes bioldgicos, de
PCR e os do seqlienciamento indicaram que todos os isolados pertenciam a
estirpe necrética do PVY, sendo que metade deles pertencia a variante PVY™',
O alinhamento multiplo de nucleotideos mostrou que as identidades entre os 14
isolados variaram entre 87% e 99% quando comparados entre si e entre 86% e
99%, quando comparados com os isolados do GenBank. A identidade entre os
isolados do GenBank apresentou uma variabilidade semelhante, entre 88% e
99%. Considerando-se o alinhamento multiplo de aminoacidos, a identidade
entre os isolados brasileiros ficou entre 83% e 98% e, entre eles ¢ os do
GenBank, foi de 86% a 99%. Quando os isolados do GenBank foram
comparados entre si, observou-se identidade entre 91% e 100%. Tanto nas
arvores filogenéticas construidas com base no alinhamento de nucleotideos
como no de aminodcidos, os isolados se distribuiram em dois grupos distintos,
tendo os PVYN™ (SGT-AG, TAP-AG, SAT-AG, IPU-MA, ALF-VI, ARA-MO
e COR-AG) se reunido no primeiro e os isolados pvyY~ (MFE-AG, BRE-EM,
LUM-CE, FOR-AG, SGS-AG, LAV-CL e POL-AG), no segundo. No primeiro
grupo, os isolados ALF-VI, ARA-MO e COR-AG, e no segundo, os isolados
MFE-AG e BRE-EM e LUM-CE se separaram dos demais, mostrando maior
distdncia genética. Nas arvores filogenéticas construidas com base nos
nucleotideos dos isolados brasileiros e de outros 24 isolados de PVY do
GenBank, eles se separaram em dois grandes grupos, tendo o U25672 da China
ficado separado de todos eles. O primeiro grupo foi constituido por dois
subgrupos, contendo os isolados do tipo PVY™'™, com excegdo do isolado
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AJ890345, da Alemanha, que se separou desse grupo e mostrou maior
proximidade genética com os isolados da estirpe necrdtica comum. Os isolados
brasileiros do tipo NTN, ARA-MO e COR-AG formaram um subgrupo
separado, enquanto os demais se distribuiram no segundo subgrupo. No grupo
da estirpe necrotica, também subdividido em dois subgrupos distintos, o isolado
brasileiro, MFE-AG, se separou dos demais, ficando sozinho no primeiro,
enquanto os demais se distribuiram no segundo. Alguns isolados do GenBank
descritos como membros da estirpe necrdtica comum, como o EF027868 do
Reino Unido e o EU182576 da China, se agruparam com os isolados NTN e
apresentaram alta identidade com eles. Na arvore construida com base na
seqiiéncia de aminoacidos, o primeiro grupo foi constituido apenas pelos
isolados AY601680 e U25672, da China e o AY840082, do Brasil. No segundo
grupo, os isolados necroticos brasileiros BRE-EM e MFE-AG se separaram de
todos os demais e os restantes se separaram em dois subgrupos com os
necréoticos em um € os NTN em outro. Novamente, os isolados ALF-VI, ARA-
MO e COR-AG apresentaram um maior distanciamento genético dos demais
isolados NTN. O fato de o PVY"'™ ter sido detectado em metade dos campos
amostrados em Minas Gerais indica que esse deve estar encontrando as
condi¢des favoraveis para se disseminar nos campos brasileiros, adquirindo uma
importancia crescente com o tempo. Considerando-se que esses isolados NTN,
além de afetar a quantidade, afetam decisivamente a qualidade dos tubérculos,
causando anéis necroticos que inviabilizam a sua comercializagdo, isso significa
um problema adicional para o bataticultor brasileiro.
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ABSTRACT

Potato virus Y (PVY) became one of the most important virus in
Brazilian potato crops because of the ocurred losses and also the great number of
rejected potato seed lots due to its high incidence in the last years. The objective
of this work was to verify which PVY strains are infecting plants in potato fields
located in the potato producers regions of Minas Gerais State-Brazil. Fourteen
samples of tubers and/or leaves of infected potato plants were either collected in
potato-growing fields or donated by the Center of Virus Indexation from Minas
Gerais. After serological diagnosis, they were mechanically inoculated on
tobacco plants (Nitotiana tabacum L.) cv. Turkish NN, for symptoms survey and
virus multiplication and storage, and also in other plant hosts for the study of its
reactions. Afterwards, the identification of the PVY strains was done using
specific primers, and a fragment of 849 pb containing the capside protein region
was amplified, sequenced and analyzed. Among the inoculated plants,
Gomphrena globosa, Datura stramonium, Chenopodium quinoa, and Nicandra
physaloides were immune, while the remainders reacted with symptoms of
different severities, depending on the PVY isolate. The results of the mechanical
inoculation and PCR, further confirmed by capside protein sequencing pointed
out that all the fourteen Brazilian PVY isolates were necrotic strain of PVY.
However, half of them were PVY™'™ variant. The multiple alignment of
nucleotides showed that the identities among the 14 isolates ranged between 87
and 99% when compared to each other, and from 86% to 99% when compared
to the GenBank PVY isolates. The identity among the GenBank PVY presented
similar values, between 88% and 99%. Considering the multiple alignments of
amino acids, the identity among the Brazilian isolates varied between 83% and
98% and among those and the GenBank PVY isolates ranged from 86% to 99%.
The identity values among the GenBank isolates were from 91% to 100%.
Either in the phylogenetic trees based on the nucleotide or based on amino acid
alignment of Brazilian isolates, they were divided into two distinct groups, with
the PVY"™ (SGT-AG, TAP-AG, SAT-AG, IPU-MA, ALF-VI, ARA-MO and
COR-AG) in the first and the PVY" (MFE-AG, BRE-EM, LUM-CE, FOR-AG,
SGS-AG, LAV-CL e POL-AG) in the second one. In the phylogenetic trees
based on the nucleotides of Brazilian isolates and also on the other 24 GenBank
PVY isolates, they were separated in two great groups, but the U25672 isolate
from China stood alone and isolated from all of them. The first group was
divided in two subgroups, containing the PVY""" isolates, except the AJ890345
from Germany, which was closer to PVY" isolates. The PVY ™ Brazilian
isolates, ARA-MO and COR-AG joined the first subgroup and the remaining
were displaced in the second one. Within the group of PVYY, only MFE-AG
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isolate stood separate and the other thirteen Brazilian isolates joined the other
similar PVY isolates from GenBank. Some PVY isolates from GenBank,
described as PVY", such as EF027868, from United Kingdom, and EU182576
from China, grouped together with PVY™™ isolates, and presented a high
identity with them. In the phylogenetic tree based on amino acids, the first group
was composed only by three isolates, the AY601680 and U25672 from China
and AY840082 from Brazil. In the second group, BRE-EM and MFE-AG
separated themselves from all the remaining and stood both alone and the
remaining PVY isolates were divided in PNY™ and PVY™™ subgroups. The AF-
VI, ARA-MO and COR-AG presented again a greater genetic distance from the
other similar PVY isolates. That great PVY™"™ occurrence in Minas Gerais State
suggests that this genetic variant probably found good spread conditions at this
state fields, increasing its importance with time. Considering that the PVY"™
isolates, besides decreasing the potato yields, also affect the quality of the
tubers, causing necrotic rings and making them improper for being
commercialized, it constitutes an additional problem to the Brazilian potato
growers.
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1 INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum L.), originaria dos Andes, na América do
Sul, foi levada para a Europa e introduzida em paises, como Espanha e
Inglaterra, em 1570 e 1588, respectivamente (Melo, 2007). Da Europa, foi
levada para a América do Norte, a Africa do Sul e a Australia, no inicio do
século XVIII, s6 chegando ao Brasil no fim do século XIX (Fedalto, 1982;
Hawkes, 1994; Melo, 2007), e é considerada, desde a Antiguidade, como um
alimento de alto valor nutricional. No Brasil, a produtividade média da batata,
em 2007, foi de 23,9 t/ha, superando o ano anterior, com 22,3 t/ha. Minas Gerais
¢ o maior produtor nacional de batata, seguido por Sdo Paulo, Parana, Rio
Grande do Sul, Bahia e Goids (Agrianual, 2008).

A cultura da batata ¢ muito suscetivel ao ataque de pragas e doengas e,
dentre essas, as de etiologia viral t€m merecido destaque, por ndo apresentarem
medidas de controle curativas e pelo fato de essa planta ser propagada
vegetativamente, perpetuando o virus de uma para outra gera¢ao e entrando em
degenerescéncia apds poucas re-multiplicagdes no campo (Costa, 1965;
Cupertino & Costa, 1970; Hooker, 1981; Beemster & De Bokx, 1987,
Weidemann, 1988).

Diversos virus podem infectar a batateira, entretanto, o Potato virus Y
(PVY) tem sido o mais prevalente nos campos brasileiros de batata, na Gltima
década (Figueira & Pinto, 1995; Souza-Dias et al., 1995; Figueira et al.,
1996a,b; Moraes et al., 1997; Souza-Dias & Tristdo, 1997). Trata-se do membro
tipo do género Potyvirus, familia Potyviridae, e foi descrito pela primeira vez,
na Inglaterra, por Smith (1931), citado por De Bokx & Huttinga (1981), Shukla
(1994) e Kerlan (2006). No Brasil, provavelmente esta presente desde que se
iniciou o cultivo da batata (Silberschmidt, 1937; Kramer & Silberschmidt, 1940;
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Costa & Forster, 1942). Causador do mosaico comum da batateira, o PVY ¢
considerado importante para a cultura da batata porque pode reduzir
significativamente a produc¢do da maioria das cultivares plantadas no mundo
todo, dependendo da cultivar, da época de infec¢do e da estirpe do virus (De
Bokx & Huttinga, 1981; Lima & Hammerschmidt, 1982; Camara et al., 1986;
Marton et al., 1993; Figueira et al., 1996b).

O PVY possui um ssRNA+ com cerca de 9,7 Kb de tamanho e ¢
encapsulado em particula filamentosa, flexivel, medindo em torno de 730nm de
comprimento e, aproximadamente, 11nm de diametro, com um orificio central
em torno de 2-3nm de didmetro (De Bokx & Huttinga, 1981; Shukla, 1994;
Figueira, 1999; Kerlan, 2006). Considerando os sintomas induzidos em plantas
de fumo, esse virus tém sido classificados em trés grupos de estirpes: a primeira
¢ a comum (PVY®), que causa mosaico leve em plantas de fumo e, dependendo
da cultivar de batata, pode induzir necrose, amarelecimento € morte prematura.
Essa estirpe causa necrose sistémica em plantas jovens de Physalis floridana ¢ ¢
de distribui¢do mundial (De Bokx & Huttinga, 1981; Hooker, 1981). A estirpe
necrética (PVY") foi assim denominada por causar necrose em plantas de fumo
e esta disseminada na Europa, em partes da Africa e na América do Sul (De
Bokx & Huttinga, 1981; Hooker, 1981).

Os isolados dessa estirpe sdo bastante variaveis, como o causador de
anéis necroticos em tubérculos de batata denominado de PVY™™. Além disso,
se diferenciam dos demais isolados da estirpe necrética pela sua capacidade de
infectar algumas cultivares de pimentdo (Le Romancer et al., 1994). O isolado
PVY"™ se originou da recombinagio das estirpes comum e necrdtica e vem
quebrando a resisténcia de cultivares comercias, como € o caso da cv. Monalisa
(Souza-Dias, 2001; Glais et al., 2002; Fonseca, 2003). Outro variante da estirpe
necrética ¢ o Wilga (PVY™™), que foi descrito, pela primeira vez, na Polonia,

na cultivar de batata que originou seu nome. Assim como a variante NTN, o
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Wilga induz necrose em plantas de fumo, porém, bem mais leve do que o usual,
nao reage sorologicamente com anti-soro monoclonal para essa estirpe necrotica
e se destaca, principalmente, por apresentar alto poder de disseminagdo no
campo ( Beczner et al., 1984; Chrzanowska, 1991, 1994; Le Romancer et al.,
1994; Blanco-Urgoiti et al., 1998; Nie & Singh, 2003). Ja a estirpe PVY®
(estirpe clordtica) induz sintomas do tipo “stipple streak”, em algumas cultivares
de batata que possuem o gene NC (De Bokx & Huttinga, 1981; Singh et al.,
2008). Essa estirpe ja foi relatada na Australia, india e parte da Europa (De Bokx
& Huttinga, 1981). Para identificagdo, caracterizagdo e classifica¢do de isolados
de PVY, podem ser empregadas diversas técnicas.

A caracterizacdo das estirpes por métodos bioldgicos ainda hoje ¢ muito
usada, principalmente quando ndo se dispdem de informagdes sobre o virus em
estudo, sendo, nesse caso, uma ferramenta de auxilio na identificagdo do
patogeno. Nesses métodos utilizam-se, com freqiiéncia, os ensaios com plantas
indicadoras e transmissdo com vetores virais. Apesar de serem considerados
mais simples, sdo também mais demorados e, muitas vezes, os resultados so
imprecisos.

Quanto a caracterizacdo soroldgica, apesar de ser facil e largamente
utilizada para a diagnose de virus, a discriminacdo entre as estirpes, €
principalmente os variantes genéticos do PVY, s6 pode ser feita por meio de
testes moleculares, como RT-PCR, freqiientemente seguidos pelo
seqiienciamento dos nucleotideos (Glais et al., 1996; Weidemann & Maiss 1996;
Fonseca, 2003; Fonseca et al., 2005).

Para fazer a caracterizagdo dos isolados de PVY que ocorrem em Minas
Gerais, neste trabalho foram coletados catorze isolados desse virus, provenientes
das principais regides produtoras. Esses isolados foram inicialmente
diagnosticados por DAS-ELISA, empregando anticorpos policlonais e, em

seguida, foram inoculados mecanicamente em diferentes plantas indicadoras
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para investigacdo dos sintomas induzidos. Em seguida, as estirpes e as variantes
foram discriminadas por RT-PCR empregando primers especificos e a sua capa

protéica foi amplificada, seqiienciada e analisada para investigar a sua filogenia.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacdo do experimento

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, no
Laboratorio de Fitovirologia Molecular ¢ no Centro de Indexacdo de Virus de
Minas Gerais (CIV-MG), do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Lavras (UFLA).

2.2 Origem, obtencéo e armazenamento dos isolados de PVY

Os isolados eram provenientes de tubérculos e ou folhas de batatas em
campos de produgdo de batata consumo e de batata-semente infectadas
encaminhadas ao Centro de Indexa¢do de Virus de Minas Gerais para analise.
Foram, inicialmente, diagnosticados quanto a presenca de PVY por DAS-
ELISA, empregando-se anti-soro policlonal da Bioreba. Quando na forma de
tubérculos, esses foram plantados em casa de vegetagdo em vasos de 5 kg,
utilizando-se como substrato: terra, areia e esterco previamente fumigados com
brometo de metila, na propor¢do 2:1:1. O extrato foliar das plantas com
sintomas, coletadas no campo ou oriundas dos tubérculos, foi inoculado em
plantas de fumo cv. Turkish NN. Apoés o aparecimento dos sintomas, parte das
folhas foi armazenada a temperatura de -80°C, para re-inoculagdo e
multiplicagdo do virus, sempre que necessario. A denominacdo e a origem dos
isolados estdo discriminadas na Tabela 1. Na denominagdo do isolado
empregou-se a nomenclatura binomial, colocando-se as iniciais do local de

origem do isolado, acrescidas das iniciais da cultivar.
2.3 Diagnose soroldgica e molecular do PVY em batata

A coleta das amostras foi feita nas principais regides produtoras do

estado, com énfase nos municipios representativos de cada regido. As regides
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amostradas foram Campos das Vertentes, Sul, Triangulo Mineiro e Alto do

Paranaiba, por serem as maiores produtoras (Tabela 1; Figura 1).

TABELA 1 Isolados de Potato virus Y: procedéncia, regido, cultivar de
batata infectada ¢ denominagdo dos isolados estudados. Lavras,

MG, 2008.
PROCEDENCIA REGIAO™ CULTIVAR DENOMINACAO
SACRAMENTO ™ AGATA SAT-AG
SAO GONCALO DO SAPUCAI SM AGATA SGS-AG
LUMINARIAS CvV CAESAR LUM-CE
MARIA DA FE SM AGATA MFE-AG
FORMIGA SM AGATA FOR-AG
COROMANDEL AP AGATA COR-AG
PRES. OLEGARIO AP AGATA POL-AG
LAVRAS CV CLONE LAV-CL
SAO GOTARDO AP AGATA SGO-AG
ALFENAS SM VIVALDI ALF-VI
IPUIUNA SM MARKIES [PU-MA
TAPIRA ™ AGATA TAP-AG
ARAXA ™ MONALISA ARA-MO
BOM REPOUSO SM EMERAUDE BRE-EM

“T™M — Triangulo Mineiro; SM — Sul de Minas Gerais; CV — Campo das Vertentes; AP —
Alto do Paranaiba.
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1. Sacramento - TM

2. Sao Gongalo do Sapucai
-SM

3. Luminarias - CV

4. Bom Repouso - SM

5. Formiga - SM

6. Coromandel - AP

7. Lavras - CV

8. Sdo Gotardo - AP

9. Presidente Olegario - AP
10. Alfenas - SM

11. Ipuitina - SM

12. Tapira - TM

13. Araxa - TM

14. Maria da Fé - SM

FIGURA 1 Mapa do estado de Minas Gerais com a indicag@o dos
municipios e regides os quais foram coletados os catorze
isolados de Potato virus Y (PVY) estudados. Lavras, MG, 2008.

2.3.1 Teste DAS-ELISA

O teste DAS-ELISA (Clark & Adams, 1977) foi empregado para
diagnosticar o PVY no material coletado no campo e para checar a presenca do
virus nas plantas inoculadas mecanicamente com e sem sintomas. Além do
PVY, foram realizados testes para verificar a presenga dos virus X (Potato virus
X - PVX), virus S (Potato virus S — PVS) e enrolamento da folha (Potato leafroll
virus - PLRV), visando detectar possiveis casos de infec¢des mistas. Foram
utilizados os anticorpos policlonais da Bioreba e o procedimento empregado foi

o recomendado pelo fabricante.

2.3.2 Discriminacao e identificacéo dos isolados de PVY por RT-PCR
Para a diferenciacdo das estirpes/variantes genéticos de PVY foi
empregada a combinacdo de primers descrito por Boonham et al. (2002),

discriminada na Tabela 2.

41



TABELA 2 Seqiiéncia de primers empregados na caracterizagdo de isolados
de Potato virus Y (PVY) coletados em Minas Gerais. Lavras,
MG, 2008.

Primers Seqiéncia (5' - 3") Amplificacéo (pb)

0-9295-R  TGTACTGATGCCACCGTCGAAC
0-8687-F TCTGGRACACATACWGTRCCRA 609
N-8687-F TCTGGAACTCAYACTGTGCCAC 280

2.3.2.1 Extracdo do RNA total dos isolados de PVY

A extragdo do RNA seguiu o protocolo de Trizol (AFGC Protocols,
2002). Folhas de fumo jovens, com os sintomas caracteristicos do PVY, foram
maceradas em almofariz na presenga de nitrogénio liquido e, ao pd obtido, foi
adicionada a solugdo de Trizol (380 mL/L; 118,16g de guanidina tiocianato,
0,8M; 76,12g de amonia tiocianato, 0,4M; acetato de sodio 33,4 mL, 0,1M;
glicerol 50 mL e 4gua ultrapura), na propor¢do de 1 g/SmL. Posteriormente, 0s
microtubos foram incubados em banho-maria, por 5 minutos, a temperatura
constante de 60°C e centrifugados a 12.000 rpm, por 10 minutos, a 4°C.
Descartou-se o precipitado, adicionaram-se 300uL de cloroféormio a cada
microtubo, agitou-se em vortex e deixou-se a temperatura ambiente por 3
minutos. Em seguida, os microtubos foram centrifugados a 12.000 rpm, por 10
minutos, a 4°C, a fase aquosa foi cuidadosamente transferida para outro
microtubo, e a ela foi adicionado metade do seu volume de isopropanol e a outra
metade com uma solucdo de 0,8M de citrato de s6dio/1,2M de NaCl. Essa
mistura foi homogeneizada cuidadosamente por inversao dos tubos e deixada a
temperatura ambiente, por 10 minutos, para a precipitagio do RNA.

Posteriormente, os microtubos foram centrifugados a 12.000 rpm, por 10
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minutos, a 4°C, o sobrenadante descartado e o precipitado lavado com 300 pL de
etanol gelado a 70%. Apds a secagem do precipitado, a vacuo, o RNA foi
ressuspendido em 25ul. de agua ultrapura tratada com dietilpirocarbonato

(DEPC). O RNA total extraido foi analisado em gel de agarose a 0,7%.

2.3.2.2 Sintese do cDNA

A reagdo para a sintese do cDNA foi preparada para um volume final de
20uL contendo: 2 pL. do tampao 5 X M-MLV; 4 uL de MgCl, 25 mM; 2 pL de
dNTPs 10mM; 5,5uL de agua com DEPC (dietilpirocarbonato); 1 pL do Primer
0-9295-R; 0,5uL da enzima transcriptase reversa(M-MLV RT) e 5 uL do RNA
total extraido. Os tubos foram incubados e submetidos a 42°C, por 60 minutos, e
95°C, por 5 minutos, apés o qué foram imediatamente colocados em um

recipiente com gelo.

2.3.2.3 Reacdo de PCR

Na reacdo de PCR empregada para cada isolado, utilizaram-se: 12uL de
agua ultrapura previamente tratada com DEPC, 5,0 uL. do tampao 5X PCR; 1,5
pL de MgCl, 25mM; 0,5 pL de dNTPs 10mM; 1,25 pL de cada um dos 3
primers em estudo (N-8687 F, 0-8687 F ¢ 0-9295 R); 0,25 uL da enzima Taq
DNA polimerase, 2 uL. do cDNA, montando uma reagdo final de 25 pL . Na
reacao de amplificagdo do DNA foi empregado o seguinte ciclo: 94°C, por 2
minutos; 94°C, por 1 minuto; 65°C, por 1 minuto; 72°C, por 1 minuto; isso foi
repetido por 30 vezes, em seguida foi utilizado um ciclo de 72°C, por 10 minutos
e por fim permaneceu a 4°C indefinidamente. Os produtos amplificados foram,
entdo, analisados em gel de agarose a 0,7%, corados com GelRed Nucleid Acid
Gel Stain (Invitrogen).
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2.4 Inoculacéo mecanica de isolados de PVY em diversas espécies de plantas

As plantas hospedeiras foram obtidas por semeadura em bandejas
plésticas, com posterior transplante para vasos com capacidade de 2kg, contendo
o substrato descrito anteriormente. As espécies testadas foram: Chenopodium
quinoa; C. amaranticolor; Nicotiana tabacum, cv. TNN, cv. Sansun, cv. Havana
e cv. White Burley; Nicotiana Glutinosa; N. rustica; Capsicum annum cv.
Bastidon; Physalis floridana; Datura stramonium; Gomphrena globosa e
Nicandra physaloides.

Plantas com trés ou quatro folhas definidas foram inoculadas
mecanicamente utilizando-se extrato foliar das plantas de fumo infectadas com
os respectivos isolados de PVY, obtido pela maceragdo dos tecidos foliares na
presenca de tampao fosfato 0,01M, pH 7,0 contendo sulfito de s6dio na mesma
molaridade, na propor¢do de (1:10 p/v). A inoculacdo foi feita friccionando-se
esse extrato contendo 0 indculo nas folhas previamente polvilhadas com carbeto
de silicio (carburundum), com o devido cuidado para evitar contaminagdo entre
os isolados. As folhas foram, entdo, lavadas em agua corrente e as plantas

permaneceram na casa de vegetagdo até a avaliacdo final dos sintomas.

2.5 Amplificacéo e seqlienciamento do gene da capa protéica dos isolados de
PVY por RT-PCR
Os primers utilizados nesta etapa foram desenhados com base nas
seqiiéncias de PVY depositadas no GenBank, para amplificar um fragmento de
849 pb contendo o gene do capsideo. Foram eles:
e  Y-8549-F: GCGATACTTATGAAGTGCACC;
e  Y-9397-R: CGTCCGGAGGAGCACTAC.
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A extragdo do RNA, sintese e amplificacdo da fita de cDNA por PCR

seguiu a mesma técnica descrita anteriormente na discriminacao dos isolados.

2.6 Seglienciamento e analise das sequiéncias

O DNA amplificado para cada um dos 14 isolados foi purificado
diretamente do gel de agarose, utilizando o kit de purificacdo “GFX PCR DNA
and Gel Band Purification kit” da Bioscience, seguindo-se o protocolo
recomendado pelo fabricante. O seqiienciamento dos isolados foi realizado no
Laboratorio de Sequenciamento de DNA da Embrapa Milho e Sorgo, localizada
em Sete Lagoas, MG. As seqiiéncias oriundas dos esferogramas foram
analisadas pelo Programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e os
alinhamentos multiplos foram feitos pelo programa CLUSTALW
(http://clustalw.genome.jp), utilizando-se, para comparagdo, 24 dos isolados de
PVY disponiveis no GenBank (Tabela 3). As arvores filogenéticas foram obtidas
por meio do programa MEGA 4.0 (www.megasoftware.net) com bootstrap,

considerando valores superiores a 2.000 repeti¢des.
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TABELA 3 Relagdo dos isolados de Potato virus Y (PVY) disponiveis no
GenBank (NCBI, 2008), empregados para comparacdo com 0S
isolados estudados. Lavras, MG, 2008.

Codigo Acesso  Origem Estirpe Autores

AB185832 Siria PVYY™™  Chikh et al. (2007)

AB295479 Siria PVY"™  Chikh et al. (Ndo Publicado)

AB295478 Siria PVY"™  Chikh et al. (Ndo Publicado)

AB331544 Japio PVY™™N  Ogawa et al. (2008)

AJ890345 Alemanha pvy "™ Schubert et al. (2007)

AJ390298 Dinamarca PVYNTN_ Boonham et al. (Ndo Publicado)

AM113988 Alemanha PVY™™  Schubert et al. (2007)

AM411503 Vietna N.imform. Nguyen et al. (Nao Publicado)

AY601680 China PVYN Ding et al. (Nao Publicado)

AY742733 China N.imform. Na et al. (Ndo Publicado)

AY 840082 Brasil PVY"™  Sawazaki et al. (Ndo Publicado)

DQ008213 EUA PVY" Lorenzen et al. (Nao Publicado)

DQI157179 EUA pPVY™? Piche et al. (Nao Publicado)

EF016294 Reino Unido PVY™™  Gow et al. (Ndo Publicado)

EF026076 EUA PVY™? Baldauf et al. (NaoPublicado)

EF027867 Reino Unido  N.imform. Gow et al. (Ndo Publicado)

EF027868 Reino Unido PVY™ Gow et al. (Nao Publicado)

EF027892 Reino Unido PVY"™ Gow et al. (Ndo Publicado)

EU182576 China PVY" Wen et al. (Nao Publicado)

S74813 Japdo N. imform. Hataya et al. (1994)

u09509 Canada PVY® Singh & Singh (1996)

U25672 China N.imform. Chu et al. (1992)

X92078 Franca N.imform. Le Romancer et al. (Nao

Publicado)
770239 Pol6nia PVY® Chachulska et al. (N2o
Publicado)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Diagnose e identificacédo dos isolados de PVY

Todos os isolados reagiram positivamente com o anti-soro policlonal da
Bioreba, confirmando a identidade do PVY. A reagdo de PCR empregando os
primers descritos por Bonham et al. (2002) permitiu uma clara discriminagao
entre os isolados. A banda de 609 pb indicou os isolados de PVY"'™, enquanto a
banda de 280pb se referiu aos isolados da estirpe necrética comum (PVYM).
Portanto, os isolados comuns sdo: BRE-EM, FOR-AG, SGS-AG, LUM-CE,
MFE-AG, POL-AG, LAV-CL e os PVY"™: SAT-AG, COR-AG, SGT-AG,
ALF-VI, TPU-MA, TAP-AG ¢ ARA-MO (Figura 2). Diversos autores tém
descrito diferentes conjuntos de primers para a detec¢do de estirpes e variantes
genéticas do PVY no campo, devido a sua grande importancia em praticamente
todos os paises em que se cultiva a batata (Nie & Sing, 2003; Glais et al., 2005;
Balme-Sinibaldi et al., 2006; Schubert et al., 2007; Rigotti & Gurgeli, 2007).

Dos catorze isolados obtidos, oito estavam infectando a cv. Agata, o que
€ compreensivel por ser esta a cultivar mais plantada no Brasil. Como se pode
observar, metade desses oito isolados foi classificada como PVY™™, mostrando
uma ocorréncia igual a da estirpe PVY™. Desse modo, a sua ocorréncia nio
parece estar ligada a suscetibilidade da cultivar. As trés cultivares restantes
infectadas com o isolado NTN foram a ‘Monalisa’, detectada em batata-semente
produzida em Araxa, a ‘Markies’, de campo cultivado em Ipuitna e a ‘Vivaldi’,
de Alfenas. Considerando-se que os outros quatro isolados detectados na cv.
Agata vieram de Sido Gotardo, Coromandel, Sacramento e Tapira, nota-se que
esse isolado estd disseminado em praticamente todas as regides produtoras de
Minas Gerais. As outras trés cultivares que estavam infectadas com o isolado

necrotico comum foram a ‘Caesar’, de Luminarias, a ‘Emeraude’ de Bom
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Repouso e um clone (LAV-CL) pertencente ao programa de melhoramento
genético do Departamento de Biologia da UFLA, que foi infectado por ocasido
da sua multiplicagdo no campo, em Lavras, MG. Os demais isolados N
encontrados em ‘Agata’ vieram de Presidente Olegario, Sdo Gongalo do
Sapucai, Maria da Fé e Formiga, mostrando que ambos os isolados estdo
espalhados pelas diversas regidoes produtoras e, provavelmente, competem por

sobrevivéncia e prevaléncia no campo.
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FIGURA 2  Analise eletroforética dos produtos de PCR amplificados
com os primers desenhados por Boonham et al. (2002). 1 ¢
18: 1Kb ladder; 2: controle PVYN™; 3:SAT-AG, 4: COR-
AG, 5: SGT-AG, 6: ALF-VI, 7: IPU-MA, 8:TAP-AG, 9: ARA-
MO, 10: controle PVY™; 11: BRE-EM, 12: FOR-AG, 13: SGS-
AG, 14: LUM-CE, 15: MFE-AG, 16: POL-AG ¢ 17: LAV-CL.
Lavras, MG, 2008.
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Quando o PVYN™ foi detectado no Brasil (Souza-Dias et al., 1998,
1999) ele parecia estar localizado na regido de Vargem Grande do Sul, no estado
de Sdo Paulo. Foi realizado um levantamento em Minas Gerais (Figueira,
comunicagdo pessoal) e esse isolado se encontrava localizado em poucas
regides, principalmente no sul do estado, nas proximidades do estado de Sdo
Paulo. Entretanto, com base nestes resultados, pode-se concluir que esta se
disseminando rapidamente por todo o estado.

A variante PVY"'™ foi originalmente descrita em meados dos anos 1980
(Beczner et al., 1984), mas, na década seguinte, foi detectada na maioria dos
paises da Europa, no Libano e em Israel (Weidemann & Maiss, 1996), Portugal
(Serra & Weidemann, 1997), além da Italia (Tomassoli et al., 1998), América do
Sul (Salazar et al., 2000) e América do Norte (McDonald & Sing, 1993, 1996).
Isso mostra que esse isolado ¢ de facil disseminagdo e, com a importagdo
constante de batata-semente de outros paises, o Brasil sempre corre o risco de
deixar entrar patogenos exoticos, que contribuem para onerar ainda mais os

custos dos produtores de batata.

3.2 Inoculagdo em diversas hospedeiras

Os resultados da inoculagdo dos catorze isolados nas diversas espécies
de plantas estdo discriminados nas Tabelas 4 ¢ 5. As espécies Chenopodium
quinoa, Nicandra physaloides, Gomphrena globosa e Datura stramonium foram
imunes a todos os isolados testados. Isso ja era esperado para G. globosa e D.
stramonium que, sabidamente, sdo imunes ao PVY (De Bokx & Huttinga, 1981;
Moraes, 2003). Nobrega & Silberschmidt (1944) também ja haviam observado
que os isolados de PVY por eles estudados ndo induziram sintomas em N.
physaloides. Trabalhos realizados por Le Romancer et al. (1994) mostraram que
C. quinoa nio foi suscetivel a isolados de PVY"'™. Por outro lado, Moraes

(2003) observou que alguns isolados necroticos foram capazes de infectar C.

49



quinoa, causando lesdes locais, enquanto outros ndo foram capazes de induzir
nenhuma reacgao nessa espécie. Todos os isolados necroticos aqui estudados ndo
foram capazes de infecta-la.

As plantas de C. amaranticolor apresentaram sintomas de lesdes locais
quando inoculadas com todos os isolados PVY™ (Tabela 4; Figura 3A), o que
ndo aconteceu quando foram inoculadas com os isolados PVYN™. Isso faz com
que essa planta tenha um alto valor experimental, pois pode ser utilizada para
fazer uma triagem inicial, visando a identificagdo entre os isolados necréticos do
PVY. Le Romancer et al. (1994) também observaram que isolados de PVYN'™
ndo infectam essa espécie de planta.

As plantas de fumo (N. tabacum) cultivares Turkish NN (TNN), Sansun
e White Burley reagiram com sintomas de diferentes intensidades, apresentando

NTN .
como entre os isolados

reagoes diferenciadas tanto entre os isolados de PVY
de PVY™. Os sintomas de N. tabacum cv. TNN e N. tabacum cv. Sansun estio
ilustradas nas Figuras 4 ¢ 5. Os trés isolados que apresentaram os sintomas mais
fracos foram ARA-MO, PVY"™; LAV-CL e MFE-AG, PVY"; tendo esse
ultimo induzido pontuagdes necroticas e enrugamento, ligeiramente mais fortes
que os dois anteriores. Isolados de PVY causando sintomas fracos em fumo
foram primeiramente detectados em Minas Gerais em meados de 1995 (Moraes
et al., 1997) e, posteriormente, caracterizados como sendo, provavelmente, do
tipo PVY™™ (Moraes et al, 1999; Moraes, 2003) que, do mesmo modo que o
PVY"™ ¢ considerado um recombinante entre as estirpes PVY® ¢ PVY™ (Glais
et al., 2002). Esse isolado foi primeiramente encontrado na Poldnia e descrito
por Chrzanowska (1991). As principais diferencas encontradas por ele, em

relacdo aos outros isolados, foram a sua sintomatologia e agressividade.
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TABELA 4 Sintomas apresentados pelas espécies de plantas inoculadas com os isolados PVY™ coletados em Minas Gerais.
Lavras, MG, 2008.

IS

Sintomas provocadas por sete isolados de PVY nas espécies inoculadas*

Espécies inoculadas

BRE-EM SGS-AG LUM-CE MFE-AG FOR-AG POL-AG LAV-CL
Chenopodium quinoa SS SS SS SS SS SS SS
Nicandra physaloides SS SS SS SS SS SS SS
C. amaranticolor LL LL LL LL LL LL LL
Gomphrena globosa SS SS SS SS SS SS SS
Datura stramonium SS Ss SS SS SS SS Ss
C. annum cv. Bastidon M M M M M M++ M
Physalis floridana DF++M DF++,PN+M PC, M, ER+, DF DF++, PN+, M DF++, PN+, M DF++, PN, ER, M DF, M, PC!
Nicotiana tabacum cv. PN+, EN, ER, NN PN+,ER,EN,NN PN++, ER+, NN+, PN+, NN, ER+, PN+, ER+, EN, ER+, EN, NN, ER, PN, NN
TNN EN EN NN+ PN++
N. tabacum cv. White PN, NN, ER+, EN PN+, PC, ER+, EN  PC+, PN++ ER+, EN PN+ EN, ER+,PC PN+, PC, ER+, EN EN, PC PC, PN
Burley
N. tabacum cv. Havana S/S S/S M S/S S/S S/S S/S
N. tabacum cv. Sansun PN++, ER+, EN, PN+, ER, EN, NN NN, PN+, ER+, EN ER, PN+ PN+, ER+, EN, PN++, NN, ER+ ER, NN, PN

NN NN

N. rustica M M M M M SS SS
N. glutinosa S,CN, BL, M, ER CN, ER,M CN, ER, M, BL CN, M, CN, ER,M CN, ER,M CN, ER,M

*CN- clareamento de nervura; DF— desfolha; EN- encarquilhamento; ER— enrrugamento; BL— bolhosidade; LL— lesdo local, M—
mosaico; NN— necrose das nervuras; PC— pontos cloroticos; PN- pontuagdes necroticas; S— subdesenvolvimento; SS— sem sintomas;
sintomas: () fraco; (+) intermediario; (++) forte.
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TABELA 5 Sintomas apresentados pelas espécies de plantas inoculadas com os isolados PVY™™ coletados em Minas Gerais.
Lavras, MG, 2008.

Espécies inoculadas

Sintomas provocadas por sete isolados de PVY nas espécies inoculadas®

SGO-AG ALF-VI IPU-MA TAP-AG ARA-MO SAT-AG COR-AG
Chenopodium quinoa SS SS SS SS SS SS SS
Nicandra physaloides SS SS SS SS SS SS SS
C. amaranticolor SS SS SS SS SS SS SS
Gomphrena globosa SS SS SS SS SS SS SS
Datura stramonium SS SS SS SS SS SS SS
C. annum cv. Bastidon M++ M++ M M++ M M++ M++
Physalis floridana ER,DF, BL, M M ER+, DF, M, BL M, BL, ER, DF M, BL M, ER, BL, DF DF+, PN, BL, M
Nicotiana tabacum cv. TNN PN++, NN+, ER+, EN, NN, NN, PN+, ER, EN NN, PN+, EN, ER EN, ER, NN, PN PN++,NN,ER+,EN PN++,NN,ER+,
ER, EN PN++ EN
N. tabacum cv. White Burley PC+, PN+, EN, EN, PC, PN+, PC+, PN+, ER+, PN+, EN+, ER, PN, PC+, ER PC+, PN+, ER+, PC+, PN+, ER, EN
ER+ ER EN PC+ EN
N. tabacum cv. Havana NN, ER NN, ENR NN, ER NN. ENR S/S NN,ENR ENR, PN
N. tabacum cv. Sansun PN-++, NN+, NN, PN+, ER+ PN++, NN, ER, PN++, NN, ER, PN+, ER PN+, NN+, ER, NN, EN, ER+,
ER, EN EN EN EN PN+
N. rustica M+ M M M M M+ M
N. glutinosa CN, M, ER, BL S,CN, BL, M, CN, ER, BL,M S, BL, CN, ER, M S,CN, BL,M S,CN, BL,M CN, ER,M
PN

*CN- clareamento de nervura; DF— desfolha; EN- encarquilhamento; ER— enrrugamento; BL— bolhosidade; LL— lesdo local, M—
mosaico; NN— necrose das nervuras; PC— pontos cloréticos; PN- pontuagdes necroticas; S— subdesenvolvimento; SS— sem sintomas;
sintomas: () fraco; (+) intermediario; (++) forte.



Desde que esse isolado chegou ao Brasil, foi descrito como um virus
causador de sintomas fracos em batata, quase imperceptivel para olhos pouco
treinados. Entretanto, tinha uma alta capacidade de disseminagdo no campo,
tendo sido um dos isolados que mudaram o panorama das viroses em batata no
Brasil, pois, até entdo, o PVY nunca havia sido encontrado em altas incidéncias
nos campos de batata (Moraes et al., 1997; Moraes et al., 1999; Moraes, 2003).
Uma das caracteristicas dele ¢ ndo reagir com o anti-soro monoclonal para o
PVY", apesar de induzir sintomas de necrose leve em plantas de fumo (Moraes
et al 1999; Moraes, 2003). Como um dos isolados, 0 ARA-MO ¢ do tipo NTN;
os outros dois poderiam ser do tipo Wilga, o que evidencia sua permanéncia e
importancia no campo.

Plantas de fumo ‘Havana’ e de N. rustica reagiram com sintomas fracos,
para boa parte dos isolados, ndo tendo portanto, sido consideradas boas
indicadoras para a diferenciacdo dos isolados. Resultados parecidos foram
encontrados por outros autores, que também ndo consideram essas plantas boas
indicadoras para o PVY (Nobrega & Silberschmidt, 1944; Moraes, 2003;
Camargos et al., 2007). Entretanto, plantas da cv. Havana nio foram suscetiveis
aos isolados POL-AG e LAV-CL, o que nao deixa de ser uma diferenca de
comportamento que merece ser explorada.

Physalis floridana foi uma espécie que, de maneira geral, apresentou
sintomas uniformes como mosaico, enrugamento, desfolha e, em alguns casos,
bolhosidade, estando de acordo com resultados obtidos por Moraes (2003), que
também verificou esses sintomas de intensidade variada. Porém, a espécie de
pimentdo cv. Bastidon apresentou sintomas de mosaico em diferentes
intensidades, sendo susceptivel tanto aos isolados PVY" como aos PVY"'". Na
Figura 6 tem ilustrado a variagdo de sintomas ocasionados nessa cultivar,
provocados por dois isolados da variante NTN. Esses resultados contradizem os

obtidos por Le Romancer et al. (1994), que conseguiram infectar essa cultivar
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apenas quando inocularam isolados de PVY"™™. Entretanto, concordam com os
obtidos por Truta et al. (2004) que também conseguiram infectar plantas de
pimentdo cv. Bastidon com um isolado de PVY™. J4 as plantas de Nicotiana
glutinosa, apresentaram sintomas variados desde clareamento de nervura com

mosaico leve, até subdesenvolvimento associado a outros sintomas (Figura 3B).

FIGURA 3 (A) Planta de Chenopodium amaranticolor com sintoma de
lesdo local causada por um isolado pertencente a estirpe
necrdtica comum do PVY (B) Planta de Nicotiana glutinosa
com subdesenvolvimento, provocado por um isolado
pertencente a estirpe necrética comum (esquerda) comparada a
planta sadia de mesma idade (direita). Lavras, MG, 2008.
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FIGURA 4

Plantas de Nicotiana tabacum cv. TNN, mostrando sintomas de
diferentes intensidades causados pelo Potato virus Y quando
inoculadas com dois isolados da estirpe necrotica comum: (A)
sintoma fraco, (B) mostrando destaque para o sintoma fraco e
(C) sintoma severo.

FIGURA 5

Plantas de Nicotiana tabacum cv. Sansun apresentando (A)
sintoma fraco e (B) sintoma severo, mostrando a diferen¢a nos
sintomas induzidos nessa espécie quando inoculada com dois
isolados da variante NTN. Lavras, MG, 2008.
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FIGURA 6 Folhas de pimentdo cv. Bastidon apresentando (A) mosaico
fraco e (B) mosaico forte, mostrando a diferenca nos sintomas
induzidos nessa espécie quando inoculada com dois isolados da
variante NTN. Lavras, MG, 2008.

3.3 Caracterizagédo molecular dos 14 isolados estudados

Com o par de primers desenhado, foi possivel amplificar um fragmento
de 849 pb, que foi seqiienciado e analisado. Fez-se um alinhamento multiplo de
nucleotideos e de aminoacidos apenas entre os 14 isolados estudados e entre
esses e outros 24 escolhidos entre os que estdo disponiveis no banco de dados do
GenBank. Quando se fez a comparagio entre os sete isolados de PVY™ (Tabela
6), a menor identidade observada foi de 91%, entre o isolado BRE-EM, de Bom
Repouso ¢ o MFE-AG, de Maria da Fé. A maior identidade foi de 98%,
observada entre o isolado de Sdo Gongalo do Sapucai (SGS-AG) e os isolados
de Formiga (FOR-AG), de Lavras (LAV-CL) e de Presidente Olegario (POL-
AG). A menor identidade entre os isolados de PVYN™ foi de 94%, entre o
isolado de Alfenas (ALF-VI) e o de Coromandel (COR-AG) e a maior de 98%,
entre os isolados de Ipuituna, Sacramento (SAT-AG), Sdo Gotardo (SGT-AG) e
Tapira (TAP-AG). Como se pode observar, ndo parece que essa maior

identidade esteja ligada a proximidade de regides do estado. Quando se
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YN as identidades foram mais

compararam os isolados PVY" com os de PV
baixas, variando entre 87% e 91%.

Na comparagdo entre os aminoacidos da capa protéica dos 14 isolados
de PVY estudados (Tabela 7), a menor identidade entre os isolados PVY™ foi
86% entre BRE-EM e MFE-AG, mostrando que a substituicdo de nucleotideos
gerou uma alteragdo ainda maior nos aminoacidos (91 = 86%), o que ¢
denominado de substitui¢do sinénima (Nei & Gojobori, 1986). A maior
identidade foi de 98% e ocorreu entre os isolados de Presidente Olegario,
Formiga, Lavras e Sdo Gongalo do Sapucai. Comparando-se os isolados de
PVYN™  a menor identidade foi de 90%, novamente entre os isolados de
Alfenas e Coromandel, mostrando também um tipo de alteragdo sinénima. A
maior identidade foi de 98%, entre os isolados de Sacramento, Sao Gotardo ¢

Tapira. Na comparagio entre os isolados PVY" e PVY"'™, as identidades

variaram entre 84% e 92%.

TABELA 6 Porcentagem de identidade entre os nucleotideos do gene da
capa protéica dos 14 isolados de Potato virus Y estudados.
Lavras, MG, 2008.

Isolados 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14

1 ALF-VI 96 88 94 88 96 88 88 87 89 97 89 97 97
2 ARA-MO 87 96 87 96 88 87 87 88 96 88 96 96
3 BRE-EM 87 94 88 95 94 91 96 89 95 89 89
4 COR-AG 87 95 88 87 88 88 95 88 95 95
5 FOR-AG 89 97 96 92 97 89 98 90 89
6 IPU-MA 90 89 88 90 98 90 98 98
7 LAV-CL 97 94 98 90 98 90 90
8 LUM-CE 94 97 90 97 89 &9
9 MFE-AG 93 88 93 88 88
10 POL-AG 90 98 91 91
11 SAT-AG 90 98 98
12 SGS-AG 91 91
13 SGT-AG 99

57



Quando se compararam os nucleotideos dos 14 isolados estudados com
os isolados do GenBank (Tabela &), notou-se que houve maior variabilidade
quando se comparou o PVY™"™ com o PVY™ e entre isolados de PVY" com
PVY", com as porcentagens de identidade entre 87% e 99%. No caso da

NTN s~
, essa variagdo ficou dentro do esperado, ou

variagdo entre isolados de PVY
seja, entre 91% e 99%. Da mesma forma, os isolados PVY™™ do GenBank
apresentam uma identidade, entre si, de 91% a 99%, enquanto que, quando se
considera a comparagdo entre esses ¢ os de PVY" e entre eles mesmos, a
identidade varia entre 88% e 99%.

Os isolados LAV-CL e MFE-AG, confirmando os resultados observados
em plantas de fumo, que reagiram com sintomas fracos, apresentaram altas
identidades, entre 93% e 99%, com os isolados AB185832, da Siria ¢ o isolado

AMI113988, da Alemanha, que sdo descritos como isolados PVY™Y. O mesmo

foi observado na identidade de aminodacidos, que foi de 91% a 98% (Tabela 9).

TABELA 7 Porcentagem de identidade entre os aminoacidos do gene da
capa protéica dos 14 isolados de Potato virus Y estudados.
Lavras, MG, 2008.

Isolados 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1 ALF-VI 92 86 90 88 94 88 88 86 89 95 89 94 94
2 ARA-MO 84 93 85 92 86 85 84 87 92 87 92 93
3 BRE-EM 83 91 8 91 90 86 92 87 92 87 87
4 COR-AG 86 92 86 86 86 87 92 86 91 92
5 FOR-AG 90 96 94 89 97 91 98 91 90
6 IPU-MA 91 90 86 92 97 91 97 97
7 LAV-CL 95 91 98 92 97 92 91
8 LUM-CE 89 95 90 94 89 89
9 MFE-AG 90 87 89 86 &7
10 POL-AG 92 98 92 92
11 SAT-AG 92 98 98
12 SGS-AG 92 92
13 SGT-AG 98
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Observando-se com cuidado os isolados depositados no GenBank, foi
possivel verificar que alguns ndo devem ter sido apropriadamente classificados,

de modo que, provavelmente, sdo isolados de PVYN™

. Por exemplo, o isolado
EF027868 do Reino Unido, que ¢ descrito como necrotico comum, apresenta
identidade de 87% com o BRE-EM e com o LUM-CE do Brasil ¢ 89% com
outros necroticos do GenBank, mas apresenta de 93% a 96% de identidade com
os PVY"™ deste estudo e até 99% de identidade com isolados desse tipo no

GenBank (Tabela 8).
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TABELA 8 Porcentagem de identidade na seqiiéncia de nucleotideos do
gene da capa protéica entre os quatorze isolados estudados em
comparagdo com a seqiiéncia de outros 24 isolados de Potato
virus Y depositados no GenBank. Lavras, MG, 2008.

Isolados 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
ALF-VI 89 97 97 95 97 95 89 97 97 89 92 89 89 97 89 89 95 97 95 95 88 88 96 89
ARA-MO 89 96 96 94 96 94 88 96 96 88 91 88 88 96 88 88 93 96 94 94 88 88 95 88
BRE-EM 96 89 89 87 89 87 96 89 89 95 92 96 96 89 95 96 87 89 89 87 94 94 88 95
COR-AG 88 96 96 93 96 93 88 96 95 88 91 88 88 96 88 88 93 96 93 94 88 87 95 88
FOR-AG 98 90 90 88 90 88 97 90 90 97 93 97 97 90 97 98 88 90 90 88 95 96 89 96
P U-MA 90 99 98 96 98 96 90 98 98 90 93 90 90 98 90 90 95 98 96 96 90 89 97 90
LAV-CL 99 90 91 89 90 89 98 90 91 98 95 98 99 90 99 98 88 91 91 89 96 97 90 97
LUM-CE 98 89 90 88 89 88 97 89 90 97 93 97 98 89 98 97 87 90 90 88 95 96 89 96
MFE-AG 94 88 88 86 88 86 93 88 88 93 91 93 94 88 94 94 96 88 89 86 92 92 87 93
10 POL-AG 99 91 91 89 91 89 99 91 91 99 94 99 99 91 99 99 89 91 92 89 97 97 90 98
11 SAT-AG 91 99 99 96 99 96 90 99 99 91 94 91 91 99 91 91 96 99 96 97 90 90 98 90
12 SGS-AG 98 91 91 89 91 89 98 91 91 98 94 98 98 91 98 99 89 91 91 89 97 97 90 97
13 SGT-AG 91 99 99 96 99 96 91 99 99 91 93 91 91 99 91 91 96 99 97 97 90 90 98 90
14 TAP-AG 91 99 98 96 98 96 91 98 98 91 93 91 91 98 91 91 96 99 96 97 90 90 97 90

—_

O N N U AW N

15 AB185832 91 91 89 91 89 99 91 91 99 94 99 99 91 99 99 89 91 92 89 97 97 90 98
16 AB295479 99 97 99 97 91 99 99 91 94 91 91 99 91 91 96 99 97 97 90 90 98 90
17 AB295478 96 99 96 91 99 99 91 94 91 91 99 91 91 96 99 97 97 91 90 98 91
18 AB331544 96 99 89 96 96 89 92 89 89 96 89 89 99 97 96 98 89 88 95 89
19 AJ890345 96 91 99 99 91 94 91 91 91 91 91 96 99 97 97 90 90 98 90
20 AJ390298 89 96 96 89 92 89 89 96 89 89 99 97 96 98 89 88 95 89
21 AM113988 91 91 99 94 99 99 91 99 99 89 91 92 89 97 97 90 98
22 AM411503 99 91 94 91 91 99 91 91 96 99 97 97 90 90 98 90
23 AY601680 91 94 91 91 99 91 91 96 99 97 97 90 90 98 90
24 AY742733 94 99 99 91 99 99 89 91 92 89 97 97 90 98
25 AY840082 90 94 94 94 95 92 94 94 92 95 94 93 94
26 DQO008213 99 91 99 99 89 91 92 89 97 97 90 98
27 DQI57179 91 99 99 89 91 92 89 97 97 90 98
28 EF016294 91 91 96 99 97 97 90 90 98 90
29 EF026076 99 89 91 92 89 97 97 90 98
30 EF027867 89 91 91 89 97 97 90 98
31 EF027868 96 96 98 88 88 95 88
32 EF027892 97 97 90 90 98 90
33 EUI82576 95 91 91 96 91
34 S74813 88 88 96 89
35 U09509 97 90 97
36 U25672 90 97
37 X92078 90
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TABELA 9 Porcentagem de identidade na seqiiéncia de aminoacidos do
gene da capa protéica entre os quatorze isolados estudados em
comparagdo com a seqiiéncia de outros 24 isolados de Potato
virus Y depositados no GenBank. Lavras, MG, 2008.

kolados 5 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

ALF-VI 89 95 95 95 95 95 89 95 95 89 92 89 89 95 89 89 95 95 95 94 88 87 94 88
ARA-MO 88 93 93 93 93 93 87 93 93 87 90 87 88 93 88 87 93 93 93 91 87 86 92 86
BRE-EM 92 88 88 87 87 88 93 87 88 92 90 93 92 88 92 92 88 88 88 88 91 90 87 91
COR-AG 88 92 92 92 92 92 87 92 92 87 89 87 88 92 88 87 92 92 92 91 8 85 91 86
FOR-AG 97 91 92 91 91 91 97 91 92 97 94 97 97 91 97 98 91 92 91 91 95 94 91 95
PU-MA 92 98 98 98 98 98 92 98 98 92 94 92 92 97 92 91 97 98 98 96 91 90 97 91
LAV-CL 98 92 93 92 92 92 98 92 93 98 94 91 98 92 98 97 92 93 92 93 95 95 92 96
LUM-CE 96 90 90 89 89 90 95 89 90 95 91 95 96 90 96 95 89 90 90 90 93 92 89 94
MFE-AG 91 87 87 87 87 87 91 87 87 91 88 91 91 87 91 90 8 87 87 88 88 88 86 89
10 POL-AG 99 93 94 93 93 93 99 93 94 98 95 99 99 93 99 98 93 94 93 94 97 96 92 98
11 SAT-AG 93 99 98 98 98 99 92 98 98 92 95 92 93 98 93 92 98 98 99 97 91 92 97 92
2 SGS-AG 98 92 93 92 92 92 98 92 93 98 95 98 98 92 98 99 92 93 92 92 97 95 92 97
13 SGT-AG 92 98 98 98 98 98 92 98 98 92 95 92 92 98 92 92 98 98 98 97 91 90 97 91
14 TAP-AG 92 98 98 98 98 98 92 98 98 92 95 92 92 98 92 92 98 98 98 97 91 91 97 92

© 9N W R WD

15 ABI85832 98 94 93 93 94 99 93 94 99 95 99 100 94 100 98 93 94 94 94 97 96 93 97
16 AB295479 99 99 99 100 93 99 99 93 96 93 94 99 94 93 99 99 100 98 92 91 98 92
17 AB295478 99 99 99 94 99 100 94 96 94 94 99 94 93 98 100 99 98 92 92 98 93
18 AB331544 99 99 93 99 99 93 95 93 93 98 93 92 98 99 99 97 92 91 98 92
19 AJ890345 99 93 99 99 93 95 93 93 98 93 92 98 99 99 97 92 91 98 92
20 AJ390298 93 99 99 93 96 93 94 99 94 93 99 99 100 98 92 91 98 92
21 AM 113988 93 94 95 95 100 99 93 99 99 93 94 93 94 97 96 92 98
22 AM411503 99 93 95 93 93 98 93 92 98 99 99 97 92 92 98 92
23 AY601680 94 96 94 94 99 94 93 98 100 99 98 93 92 98 93
24 AY742733 94 99 99 93 99 98 92 94 93 94 96 95 92 97
25 AY840082 95 95 96 95 95 95 96 96 96 95 93 95 94
26 DQ008213 99 93 99 99 93 94 93 94 97 96 92 98
27 DQIS7179 94 100 98 93 94 94 94 97 96 93 97
28 EF016294 94 93 98 99 99 98 92 91 98 92
29 EF026076 98 93 94 94 94 97 96 93 97
30 EF027867 92 93 93 93 97 95 92 97
31 EF027868 98 99 97 92 91 97 92
32 EF027892 99 98 92 92 98 93
33 EUIB2576 98 92 91 98 92
34 874813 92 92 97 93
35 U09509 95 91 96
36 U25672 91 96
37 X92078 92
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Isso pode ter acontecido porque, geralmente, o modo de se fazer a
diferenciacdo visual entre os isolados necrdticos comuns e o PVY"N'™ ¢ a
presenca de anéis necrdticos nos tubérculos. Entretanto, nem sempre, esses
sintomas estdo presentes. Le Romancer & Nedellec (1997) investigaram o efeito
do PVY"™ em 33 cultivares de batata e observaram que os sintomas induzidos
dependem do gendtipo da planta, do isolado viral e das condi¢des ambientais.
Muitas vezes esses anéis somente aparecem depois de terem sido armazenados
por pelo menos trés meses na cimara fria.

A arvore filogenética construida com base nos nucleotideos, para os 14
isolados estudados (Figura 6), mostrou uma clara separacdo entre os isolados
PVYM™N ¢ 0s PVYN. Dentre os primeiros, os isolados ALF-VI, ARA-MO e
COR-AG se mantiveram sozinhos e se separaram dos demais. Entre os PVY"
os isolados MFE-AG e BRE-EM ficaram separados de todos os demais. A
mesma tendéncia foi observada na arvore construida com base na seqiiéncia de
aminoacidos, com os isolados ARA-MO e COR-AG se agrupando no mesmo
clado, porém separadamente dos demais, da mesma forma que os isolados MFE-
AG, BRE-EM e LUM-CE, do grupo dos PVY" (Figura 7). Na comparacio dos
nucleotideos dos 14 isolados com os do GenBank, os isolados ARA-MO e COR-
AG formaram um subgrupo, enquanto os demais isolados se distribuiram no
segundo subgrupo (Figura 8). Vale lembrar que os dois foram provenientes das
regides vizinhas do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba.

Os isolados SGT-AG, SAT-AG, TAP-AG e IPU-MA apresentaram
proximidade com isolados da Franca e do Vietna. O isolado tipo Wilga MFE-
AG ndo se agrupou proximo ao LAV-CL, sendo esse ultimo o mais proximo ao
isolado Wilga da Alemanha, o AM113988 utilizado para comparacgdo. Existe
uma suspeita de que esse isolado tenha chegado ao Brasil via batata-semente

infectada, proveniente da Alemanha.
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FIGURA 6 Arvore filogenética construida com base na seqiiéncia de
nucleotideos do fragmento estudado dos quatorze isolados
brasileiros de Potato virus Y. Os valores do bootstrap foram
obtidos pelo programa MEGA e UPGMA,

repeticdes. Lavras, MG, 2008.
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FIGURA 7  Arvore filogenética construida com base na seqiiéncia de
aminoacidos do fragmento estudado dos quatorze isolados
brasileiros de Potato virus Y. Os valores do bootstrap foram
obtidos pelo programa MEGA e Neighbor Joining, com 2.000
repetigdes. Lavras, MG, 2008.
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FIGURA 8

Arvore filogenética construida com base na seqiiéncia de
nucleotideos do fragmento estudado dos quatorze isolados
brasileiros de Potato virus Y e dos isolados do GenBank
empregados neste estudo. Os valores do bootstrap foram obtidos
pelo programa MEGA e UPGMA, com 2.000 repetigoes.

Lavras, MG, 2008.
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Na arvore baseada no alinhamento de aminoacidos (Figura 9), os
isolados MFE-AG e BRE-EM também se agruparam separadamente de todos os
isolados do GenBank e o LAV-CL se agrupou no clado préoximo ao isolado
Wilga da Siria. Essa variabilidade nem sempre € de facil entendimento, uma vez
que esses isolados apresentam alto grau de mutagdo e diferenciacdo e ja se
encontram no Brasil ha mais de 10 anos. Ogawa et al. (2008), comparando a
populagdo de isolados do PVY do Japdo com os da Europa e da América do
Norte, observaram que a populagdo dos isolados de PVY"™ do Japdo era
diferente daquelas da Europa e dos Estados Unidos. Esses autores concluiram
que os isolados foram introduzidos recentemente no Japao e se disseminaram a
partir de uma populagdo original. O Brasil, além de se receber material de
diversos paises da Europa, dos Estados Unidos e do Canad4, ainda apresenta
condicdes climdaticas diversas, nas diferentes regides, o que pode causar efeitos
ambientais antagoénicos, podendo influenciar distintamente os genomas dos
isolados de PVY no material multiplicado no campo e nas hospedeiras naturais e
selvagens.

De qualquer forma, ¢ interessante notar que os isolados de Maria da Fé e
Bom Repouso, municipios situados na regido Sul de Minas, formam individuos
distintos, porém, parecem, com base na arvore filogenética construida a partir da
seqiliéncia dos aminoacidos, terem os mesmos ancestrais da maioria dos isolados
comparados, com excec¢do de dois isolados da China (um necroético e outro sem

identificagdo) e outro PVY"™ do Brasil, o AY840082.
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4 CONCLUSOES

Entre os 14 isolados detectados nas regides produtoras de Minas Gerais,
todos eles pertenciam a estirpe PVY™. Dois deles apresentaram alta
semelhanga com o variante Wilga (PVY™"") ¢ sete foram caracterizados
como o variante PVYN'™,

As plantas de Gomphrena globosa, Datura stramonium, Chenopodium
quinoa e Nicandra physaloides foram imunes aos isolados estudados
neste trabalho.

As plantas de fumo foram as melhores indicadoras para os isolados
estudados, reagindo com sintomas cuja severidade variou com o isolado,
sendo os isolados ARA-MO, LAV-CL ¢ MFE-AG os menos severos.
Todos os isolados estudados infectaram plantas de pimentdo cv.
Bastidon.

Plantas de Chenopodium amaranticolor foram suscetiveis apenas aos
isolados de PVY™.

Com base na seqiiéncia de nucleotideos e aminodacidos, trés isolados
pertencentes a variante PVY™'™ (ALF-VI, ARA-MO e COR-AG) e dois
a estirpe PVY"™ (MFE-AG e BRE-EM) se agruparam separadamente dos
demais isolados brasileiros pertencentes as respectivas estirpes,

mostrando um maior distanciamento genético entre eles.
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CAPITULO 3: Avaliagio da disseminacdo do Potato virus Y (PVY) e de

residuos de inseticidas em tubérculos de batata, ap6s o controle de vetores
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RESUMO

Apesar de a batata ser suscetivel a diversos virus, o Potato virus Y
(PVY) e o Potato leafroll virus (PLRV) sdo os que ocorrem em maior incidéncia
no campo. A sua disseminagdo ¢ realizada, principalmente, pelos afideos. Entre
eles, o mais importante ¢ o Myzus persicae. Para controlar essa disseminagio,
sdo empregados inseticidas no sulco, por ocasido do plantio, e diversas vezes na
parte aérea, durante o ciclo da cultura. Isso pode acarretar residuos no solo, na
agua e nos tubérculos utilizados na alimentagdo, causando distirbios
indesejaveis na saide humana. Visando investigar o efeito dos principais
tratamentos empregados no controle desses afideos vetores e na disseminacao de
virus na cultura da batata, bem como a possibilidade de deixarem residuos
indesejaveis nos tubérculos destinados a alimentacdo, este experimento foi
realizado no campo experimental do Departamento de Biologia/UFLA.
Empregaram-se duas combinagdes de granulados no sulco de plantio com quatro
inseticidas foliares assim distribuidas em 11 tratamentos: T; Thiamethoxam +
Methamidophos; T, Thiamethoxam + Imidacloprid; T; Thiamethoxam +
Parathion Methyl; T, Thiamethoxam + Thiamethoxam; Ts Somente
Thiamethoxam no sulco; Tg Phorate + Methamidophos; T; Phorate +
Imidacloprid; Ts Phorate + Parathion Methyl; Ty Phorate + Thiamethoxam; T
Somente Phorate no sulco e Ty; Controle. A incidéncia inicial e final de virus
nos tubérculos foram determinadas por DAS-ELISA e a analise de residuos foi
feita no Laboratério de Analises de Residuos do Departamento de Entomologia
(DEN) da UFLA. A producdo média por parcela variou de 24,91 kg/parcela
(25,95 t/ha) no tratamento T6 a 32,73 kg/parcela (34,08t/ha) no tratamento T2.
Esses tratamentos apresentaram também o menor € o maior numero de
tubérculos, respectivamente, mas foi o tratamento T4 que apresentou a maior
percentagem de tubérculos comercializaveis (71,94%), pertencentes as classes 1
a III. Apesar dessa tendéncia em apresentar pequenas diferencas entre os
tratamentos, essas ndo foram estatisticamente representativas. A incidéncia de
PVY, que no inicio da cultura era de 28,5%, no final apresentou nimeros médios
que variaram entre 39,8% e 60,4%. De modo geral, observou-se que os
tratamentos inseticidas empregados ndo impediram a disseminagdo do virus no
campo, provavelmente devido a alta incidéncia inicial do virus e ao seu modo de
transmissdo pelo vetor, que é do tipo ndo persistente ou estiletar. Isso evidencia
a importancia do uso de sementes sadias. Os niveis de residuos de inseticidas,
em todos os tratamentos empregados, se mantiveram dentro do limite permitido
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), mostrando que, se os
mesmos forem aplicados conforme a recomendacdo, ndo existe risco para a
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saude humana. Provavelmente, a presenca de residuos em tubérculos somente
ocorre quando as concentra¢des do principio ativo empregadas pelo agricultor
estdo acima das recomendadas pelo fabricante.
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ABSTRACT

Even being susceptible to different viruses, the most important viruses in
potato fields are the Potato virus Y (PVY) and Potato leafroll virus (PLRV),
because they are found in high incidences. Their spread is performed by several
aphid species, but the most important seems to be the Myzus persicae. The
measures to control the potato viruses spread in field by the vector include the
use of soil treatment with insecticides, followed by several leaves spraying with
different products. It can leave residue in the soil, in the water and in the
produced tubers, which has been considered too risky for human and animal
health. Aiming to investigate the effect of the routine insecticide treatments,
which are recommended by insecticide traders and have been used by potato
growers, one experiment was carried out at the experimental field of UFLA. It
was accomplished with eleven treatments and four replicates, employing two
combinations of soil treatment with four insecticides to leaf sprayings as follow:
T,-Thiamethoxam + Methamidophos ; T, - Thiamethoxam + Imidacloprid; T; -
Thiamethoxam + Parathion Methyl. T4 - Thiamethoxam + Thiamethoxam;Ts -
Only soil treatment with Thiamethoxam; T¢ - Phorate + Methamidophos; T; -
Phorate + Imidacloprid ; Ts - Phorate + Parathion Methyl; Ty - Phorate +
Thiamethoxam; Ty Only soil treatment with Phorate; Ty; - Control, with no
insecticide. The initial and final incidence of virus in the tubers was determined
by DAS-ELISA and the residue analysis was done in the Residue Analysis
Laboratory of the Entomology Department (DEN) at UFLA. The average
production per parcel ranged from 24.91 kg/plot (25.95 ton/ha) in the treatment
T6 to 32.73 kg/plot (34.08ton/ha) in the treatment T2. Those treatments
presented also the lowest and the highest number of tubers, respectively, but
only in the treatment T4 the greatest percentage of tubers proper for
commercialization (71.94%) was observed, belonging to classes 1 to IIL
However, even showing a tendency to present small differences among the
treatment yields, there was no statistical difference. The incidence of PVY,
which at the beginning of harvest was of 28.5%, increased to 39.8% and to
60.4% in the harvested potato tubers. In general, it was found that the insecticide
treatments employed did not prevent the spread of the virus in the field, probably
because of the high virus incidence in potato seeds and because of the
mechanism of virus spread which is non persistent. That demonstrates the
importance of using healthy seeds. The levels of insecticides residue in every
tested insecticide treatment, was smaller than those allowed by ANVISA
(National Agency of Sanitary Surveillance), showing that products and
concentration recommended by manufactures are quite safe for human and
animal health. Therefore, the presence of higher levels of insecticides residue on
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potato tubers probably will occur only if potato growers do not follow the
supplier’s prescriptions.
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1 INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum L.) é considerada, em termos mundiais, a
terceira fonte alimentar da humanidade, suplantada pelo arroz, trigo e seguida
pelo milho (Fontes, 2005). O Brasil ocupa a 17" posi¢do no ranking mundial de
paises produtores de batata, e as regides Sul e Sudeste (PR, RS, SC, MG, SP ¢
ES) sdo responsaveis por mais de 86% dessa produgdo (Agrianual, 2008; FAO,
2008). Minas Gerais ocupa a destacada posicdo de maior estado produtor de
batata, desde 1997, com um volume produzido, em 2007, de mais de um milhao
de toneladas (Agrianual, 2008).

A batateira € susceptivel a muitas doengas bidticas, de modo que, até o
momento, cerca de 70 delas, incluindo mais de 20 de origem viréticas, ja foram
relatadas (Hooker, 1981; Beemster & De Bokx, 1987; Figueira, 1999). No Brasil
e na maior parte dos paises onde se cultiva a batata, os principais virus
encontrados tém sido o Potato virus Y (PVY), o Potato leafroll virus (PLRV), o
Potato virus X (PVX) e o Potato virus S (PVS). Esses sdo os responsaveis pela
maioria das perdas observadas no campo e estdo diretamente ligados a
degenerescéncia dos tubérculos semente (Salas, 2004).

Embora o PVX e o PVS ndo sejam freqiientemente transmitidos por
vetores, o PLRV e o PVY sdo transmitidos de modo bastante eficiente por
afideos vetores diversos, dentre os quais o Myzus persicae ocupa lugar de
destaque (Costa et al., 1960; De Bokx & Huttinga, 1981; Souza-Dias, 1996;
Figueira, 1999; Salles, 2002). Como as viroses ndo apresentam controle
curativo, este deve ser feito principalmente por meio de medidas preventivas,
como o uso de cultivares resistentes e o controle da disseminagdo do virus por
meio do controle do vetor, utilizando inseticidas. Existem diversos produtos no

mercado capazes de atuar na elimina¢do do vetor, porém, o seu uso irracional
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tem sido questionado, pois, dependendo da dosagem e do periodo de aplicagdo,
pode deixar residuos toxicos extremamente prejudiciais a saude do consumidor.

Embora o uso desses produtos para a prote¢do das plantas seja de grande
valia, pois, direta ou indiretamente, concorrem decisivamente para o aumento da
producdo, a procura por seguranga alimentar tem estimulado estudos sobre o
risco de se consumir alimentos contaminados por agroquimicos. Rigitano
(1982a) chama a ateng@o para o fato de que o uso de agroquimicos contribui
para o incremento da produgdo agricola, mas também pode acarretar persisténcia
de residuos toxicos nas partes tratadas, cujo consumo, mesmo em pequenas
doses, representa grave risco a saide do consumidor. A estabilidade de certos
agroquimicos e o fato de que residuos podem continuar no alimento podem
acentuar esse risco.

Neste trabalho foram empregadas dez tratamentos com inseticidas, na
dosagem e no intervalo de aplicagdo utilizado pelo bataticultor, acrescido de um
tratamento testemunha sem inseticida, com a finalidade de verificar o seu efeito
na disseminagdo do PVY e a possibilidade de deixarem residuos acima do limite

permitido pela ANVISA nos tubérculos de batata destinados ao consumo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1. Modelo e local do experimento

O experimento foi realizado no periodo de setembro de 2007 a janeiro
de 2008, no campo experimental do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), em uma 4rea rica em matéria organica, proveniente
da decomposi¢do de palhada de milho. O local fica a 910 m de altitude, 21°16° S
de latitude e 44°58” W de longitude.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados em
esquema fatorial 2 X 5 + 1, com 11 tratamentos e 4 repeticdes. As parcelas
foram constituidas de 40 plantas da cv. Agata, distribuidas em duas linhas com
espacamento de 0,30 m entre plantas e 0,80m entre linhas. As incidéncias do
PVY, PLRV, PVS e PVX, nos tubérculos empregados e nos tubérculos colhidos,
foram determinadas por DAS-ELISA, empregando-se anti-soros policlonais. Os
tratamentos empregados constaram de uma aplicagdo de Thiamethoxam ou
Phorate granulado no sulco, combinados com inseticidas foliares como segue: T
- Thiamethoxam granulado no sulco + Methamidophos; T, - Thiamethoxam
granulado no sulco + Imidacloprid; T; - Thiamethoxam granulado no sulco +
Parathion Methyl; T, = Thiamethoxam granulado aplicado no sulco de plantio +
Thiamethoxam granulado dispersivel aplicado via foliar; Ts - somente
Thiamethoxam granulado no sulco; T - Phorate + Methamidophos; T, - Phorate
+ Imidacloprid; Tg - Phorate + Parathion Methyl; T, - Phorate + Thiamethoxam
granulado dispersivel; Tjy - somente Phorate no sulco; T;; - controle, sem
tratamento inseticida. As aplica¢des no sulco foram feitas imediatamente antes
do plantio dos tubérculos, enquanto as pulverizagdes foram realizadas em
intervalos de 7 a 9 dias, dependendo das condigdes ambientais, como ocorréncia

ou ndo de chuva. Na maioria das aplicagdes foi adotado o intervalo de 7 dias
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entre aplicagdes, para repetir a metodologia empregada pelo bataticultor em
campos comerciais de produgao.

A adubagio de plantio foi feita com a formulacdo de NPK 4-14-8 (N,
P,0s5 e K,0) na dosagem de 3,0 t/ha. Cerca de 50 dias apds o plantio, realizou-se
a adubagdo de cobertura, empregando-se 300 kg/ha de sulfato de aménio seguida
da operacdo de amontoa. O manejo das fitodoengas seguiu o recomendado para
a cultura e o sistema de irrigacdo foi por aspersdo, geralmente irrigando o
experimento duas vezes por semana, na auséncia de chuva, dependendo,
portanto, das condi¢des de umidade do solo. Os dados de precipitagao
pluviométrica, insolac@o, temperatura e umidade relativa no periodo da pesquisa,

encontram-se nas Figuras 1, 2, 3 e 4.
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FIGURA 1  Precipitagdo (mm) pluviométrica no periodo de condugao
do experimento no campo. Dados obtidos da Estacao
Meteorologica da Universidade Federal de Lavras. Lavras,
MG, 2008.
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FIGURA 2  Insolagdo (h) no periodo de condugdo do experimento no
campo. Dados obtidos da Estacdo Meteoroldgica da
Universidade Federal de Lavras. Lavras, MG, 2008.
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FIGURA 3  Temperatura (°C) diurna e noturna no periodo de condugao
do experimento no campo. Dados obtidos da Estacao
Meteoroldgica da Universidade Federal de Lavras. Lavras,
MG, 2008.
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FIGURA 4  Umidade relativa (UR%) no periodo de condugdo do
experimento no campo. Dados obtidos da Estacdo
Meteoroldgica da Universidade Federal de Lavras. Lavras,
MG, 2008.

2.2 Avaliacéo da producéo

Antes da colheita, um tubérculo de cada planta de todas as parcelas foi
coletado e encaminhado para o laboratério para analise virologica. A colheita foi
feita manualmente, aos 100 dias apos o plantio, e os tubérculos foram
classificados por tamanho, utilizando-se o seguinte critério: tipo I) >61 mm; tipo
1I) >51<60mm; tipo III) >41<50mm,; tipo IV) >31<40 mm e tipo V) >21<30mm.
Apos a separagdo por tamanho, os tubérculos foram contados e pesados por tipo.
Foram considerados também o numero, o peso e a classificacdo dos tubérculos
encaminhados para andlise de virus e para analises de residuos no Laboratorio de

Toxicologia da UFLA.
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2.3 Procedimentos laboratoriais

2.3.1 DAS-ELISA

O teste DAS-ELISA (Clark & Adams, 1977) foi empregado para
diagnosticar PVY, PVX, PVS e PLRV. Foram utilizados os anticorpos
policlonais da Bioreba e o procedimento empregado foi o recomendado pelo
fabricante. A leitura das placas foi feita a 405 nm, no espectofotometro da
Dinatech, tendo sido consideradas positivas as amostras que apresentaram

absorbancia igual ou maior a duas vezes a absorbancia do controle sadio.

2.3.2 Anélise de residuos

Os métodos analiticos utilizados na andlise de residuos foram baseados
naqueles disponibilizados pela Agéncia de Prote¢do Ambiental dos Estados
Unidos (United States Environmental Protection Agency, 2007)*. As
subamostras de 100g de batata foram submetidas a extragdo dos residuos em
liquidificador, utilizando-se acetona como solvente extrator. Os extratos foram
purificados por meio de particdo liquido-liquido e, no caso do Phorate, os
extratos foram posteriormente submetidos a oxidagdo com permanganato de
sodio, para analise conjunta do Phorate e seus produtos de oxidagdo toxicos. Nos
casos em que uma purificacdo mais apurada dos extratos foi necessaria, essa foi
feita por cromatografia de camada delgada em silica gel. A quantificagdo dos
residuos foi feita em sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia, com
detector de ultravioleta, nos casos de Thiamethoxam e Imidacloprid, ou em
sistema de cromatografia gas-liquido, com detector de nitrogénio e fosforo, para
os demais compostos. A avaliagdo da comparagdo de residuos foi feita

utilizando-se pardmetros estipulados pela ANVISA (Tabela 1).
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TABELA 1 Limite maximo de residuo em batata permitido pela ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2008).

Produtos Limite de residuo permitido

(mg/kg)*
Actara-Thiamethoxam 0,02
Granutox-Phorate 0,05
Stron-Methamidophos 0,10
Folidol-Parathion Methyl 0,10
Confidor-Imidacloprid 0,50

*Miligrama de residuo por quilo de batata analisada.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacéo da producéo

As produgdes médias das plantas de batata submetidas aos diversos
tratamentos, em kg/parcela e em t/ha, estdo discriminadas nas Tabelas 2 e 3,
respectivamente. Elas variaram de 24,91 kg/parcela e 25,95 t/ha, no tratamento 6
(Phorate + Methamidophos) a 32,73 kg/parcela e 34,08 t/ha, no tratamento 2
(Thiamethoxam granulado no sulco + Imidacloprid).

Considerando-se o tamanho dos tubérculos, observou-se que a menor
producdo de tubérculos graudos foi obtida pelas parcelas submetidas aos
tratamentos 6 (Phorate + Methamidophos), 7 (Phorate + Imidacloprid) e 10
(somente Phorate no sulco). Por outro lado, os tratamentos 2 e 5 (somente
Thiamethoxam granulado no sulco ) foram os que propiciaram a maior produgao
de tubérculos graidos. Também na Tabela 3 podem-se observar as incidéncias
finais de PVY nas parcelas.

As menores incidéncias finais de virus foram observadas nas parcelas
submetidas aos tratamentos 9 (Phorate + Thiamethoxam granulado dispersivel) e
10. Entretanto, ndo se notou correspondéncia entre essa incidéncia mais baixa e
alta produtividade. Pelo contrario, as plantas submetidas ao tratamento 7, que
tiveram a incidéncia mais alta (60,40%), apresentaram producdo ligeiramente
maior que as submetidas ao tratamento 10, com incidéncia de 39,8%. Isso
poderia ser explicado pela época em que a planta deve ter sido infectada, ou seja,
plantas infectadas no final do ciclo, apesar de apresentaram tubérculos
infectados, ndo apresentam perdas significativas, pois as perdas sdo tanto
maiores quando mais jovens essas forem infectadas (De Bokx & Huttinga, 1981;
Beemster & De Bokx, 1987). Se as plantas das parcelas com menor incidéncia
de virus tiverem sido infectadas mais no inicio do ciclo, elas podem apresentar

maiores perdas.
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Os tratamentos, de modo geral, ndo impediram a disseminagdo do PVY
no campo. Provavelmente, isso ocorreu porque as sementes estavam com uma
alta incidéncia desse virus e por causa do seu tipo de transmissdo pelo vetor, que
¢ do tipo ndo persistente ou estiletar. Isso significa que, como o virus pode ser
transmitido na picada de prova, antes de ser eliminado pelo inseticida, o vetor
tem a oportunidade de picar mais de uma planta, disseminando o virus dentro da
cultura. O controle quimico pode se tornar mais eficiente quando o virus ¢
transmitido de forma persistente. Groves et al. (2001), utilizando o imidacloprid,
conseguiu reduzir a incidéncia do Tomato spotted wilt tospovirus, tanto no
campo (para tomate e pimenta) como em casa de vegetacdo (pimenta, tomate e
fumo). Resultado parecido foi obtido, por Boiteau & Singh (1999), para o
(PLRYV), utilizando também o imidacloprid na cultura da batata.

Nas Tabelas 4 e 5 estdo discriminados o nimero médio e o peso médio
de tubérculos, em gramas (g) por classe de I a V. Com relagdo a porcentagem de
tubérculos comercializaveis, classificados de I a III, o tratamento 4
(Thiamethoxam granulado no sulco + Thiamethoxam granulado dispersivel) foi
0 que teve a maior porcentagem de tubérculos comercializaveis: 71,94%,
enquanto o 9 teve a menor (60,82%). Considerando-se que as parcelas
submetidas ao tratamento 9 foram uma das que tiveram um menor indice final
de virus, este ¢ mais um dado indicando que a infec¢ao nessas parcelas pode ter

acontecido no inicio do ciclo.
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TABELA 2 Peso médio (kg) de tubérculos de batata nas classes de I a V, submetidas a diferentes tratamentos
quimicos, para o controle de vetores do Potato virus Y. Lavras, MG, 2008.

Distribui¢do da produgdo das parcelas (kg) por classe de tubérculos

Tratamentos Classe I Classe 11 Classe II1 Classe IV Classe V Prl(();i;;qaa;(ég{)at al
>61 mm >51<60mm >41<50mm >31<40 mm >21<30mm
1 12,08 a 8,33 a 444 a 1,26 a 0,47 ab 26,58 a
2 14,34 a 9,71 a 5,80 ab 2,21 abc 0,67 b 32,73 a
3 12,24 a 10,64 a 5,39 ab 1,67 ab 0,56 ab 30,50 a
4 14,28 a 9,80 a 6,03 b 1,63 ab 0,48 ab 32,22 a
5 14,05 a 9,60 a 5,17 ab 1,89 abc 0,54 ab 31,25 a
6 8,30 a 9,52 a 5,25 ab 1,44 ab 0,40 ab 2491 a
7 8,76 a 10,61 a 5,50 ab 2,51 be 0,49 ab 27,87 a
8 12,32 a 9,72 a 4,79 ab 1,60 ab 0,53 ab 28,96 a
9 12,27 a 8,83 a 5,31 ab 2,96 c 0,50 ab 29,87 a
10 9,97 a 9,75 a 4,74 ab 1,60 ab 0,38 a 26,44 a
11 13,43 a 8,76 a 5,24 ab 1,97 abc 0,44 ab 29,84 a

*Médias com a mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.



TABELA 3 Produgdo média de tubérculos de batata, submetidas a diferentes tratamentos, em toneladas por hectare
(t/ha), distribuida por classe de tubérculos e producdo média total. Lavras, MG, 2008.

6

Tratamentos Distribuicdo da produgdo média (tonelada/ha) nas classes indicadas

(T) e inci-

déncia final Producio

de (IT)Z)Y* Classe I Classe 11 >C41?iSSeOImHm Classe IV Classe V (:%t:_ll)

>61 mm >51<60mm . >31<40 mm >21<30mm :

T %
1 43,10 12,58 a 8,68 a 4,62 a 1,31 a 0,49 ab 27,68 a
2 57,60 1493 a 10,11 a 6,04 ab 2,30 be 0,70 b 34,08 a
3 52,40 12,75 a 11,08 a 5,62 ab 1,74 ab 0,59 ab 31,78 a
4 51,40 1488 a 10,20 a 6,28 b 1,70 ab 0,50 ab 33,56 a
5 57,50 14,63 a 10,0 a 5,39 ab 1,97 abc 0,56 ab 32,55a
6 53,10 8,64 a 9,92 a 5,47 ab 1,50 ab 0,42 ab 2595 a
7 60,40 9,12 a 11,05 a 5,73 ab 2,61 bc 0,51 ab 29,03 a
8 44,30 12,84 a 10,13 a 4,99 ab 1,66 ab 0,55 ab 30,17 a
9 40,60 12,79 a 9,20 a 5,53 ab 3,08 c 0,51 ab 31,11 a
10 39,80 10,38 a 10,15 a 4,94 ab 1,67 ab 0,40 a 27,54 a
11 43,10 13,99 a 9,12 a 5,46 ab 2,05 abc 0,46 ab 31,08 a

* A incidéncia inicial de PVY nos tubérculos empregados como sementes foi de 28,5%.
* Médias com a mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey.



Conforme pode ser observado, nas condi¢des desse experimento, houve
uma tendéncia de as parcelas tratadas com Thiamethoxam produzirem melhor do
que as tratadas com Phorate. Costa et al. (1972), empregando Phorate-5 para
controlar a disseminacdo viral em condicdes de campo, observaram,
contrariamente, que esse produto induziu um grande acréscimo de produgao.
Como nas condig¢des desse experimento as sementes apresentaram alto indice
inicial de PVY, isso pode ter influenciado de modo desfavoravel na performance
das plantas. Por outro lado, Pereira et al. (2007) verificaram que, quando o
Thiamethoxam foi aplicado no sulco de plantio, provocou um elongamento nas
raizes 63% maior que o observado nas plantas controle. Isso pode explicar o
melhor desempenho das plantas tratadas com esse produto.

A literatura relata producdes maiores do que as que foram obtidas neste
trabalho. Porém, a época e o local de plantio desse experimento apresentaram
condicdes desfavoraveis a cultura. De acordo com Antunes & Fortes (1981), o
clima ¢ um fator limitante na producdo da batateira, e as condig¢Oes ideais
incluem temperaturas noturnas entre 10°C e 20°C. Altas temperaturas reduzem o
crescimento da planta e a partigdo de assimilados aos tubérculos (Fontes &
Finger, 1999). As temperaturas durante o periodo do experimento podem ser

observadas na Figura 3.
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TABELA 4 Numero médio de tubérculos, nas classes de I a V, nimero médio total de tubérculos e porcentagem de
tubérculos comercializaveis produzidos pelas parcelas submetidas a diferentes tratamentos. Lavras, MG,
2008.
. % de tubérculos
‘% Distribuicdo dos tubérculos produzidos pelas parcelas nas classes indicadas comercializaveis
g Classe I Classe 11 Classe 111 Classe IV Classe V Numero Médio de (I'alll)
E >61 mm >51<60mm >41<50mm >31<40 mm >21<30mm tubérculos
produzidos/tratamento
1 52,75 ab 75,75 a 69,25 ab 40,00 a 60,00 a 297,75 66,41
2 74,50 b 87,50 a 89,50 b 65,00 abc 69,00 a 385,50 65,23
3 58,25 ab 89,00 a 78,00 ab 44,75 ab 57,25 a 327,25 68,83
4 64,50 ab 82,50 a 88,25 b 48,00 abc 43,75 a 327,00 71,94
5 63,75 ab 80,50 a 70,75 ab 57,75 abc 49,25 a 322,00 66,93
6 41,25a 82,25 a 69,50 ab 41,75 a 49,00 a 283,75 68,01
7 43,50 a 94,00 a 89,00 b 78,75 ¢ 50,25 a 355,50 63,71
8 58,00 ab 82,00 a 75,25 ab 61,00 abc 62,25 a 338,50 63,59
9 62,00 ab 78,75 a 81,25 ab 76,25 be 66,75 a 365,00 60,82
10 48,25 ab 84,00 a 65,75 a 45,25 abc 4425 a 287,50 68,87
11 64,25 ab 78,25 a 86,75 b 62,00 abc 61,75 a 353,00 64,85

*Médias com a mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey
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TABELA 5 Peso médio dos tubérculos de batata, em gramas (g), das classes I a V, produzidos por plantas
submetidas aos onze tratamentos para o controle de afideos vetores do Potato virus Y. Lavras, MG, 2008.

Tratamentos Peso médio (g) apresentado pelos tubérculo nas classes indicadas

Classe I Classe 11 Classe 111 Classe IV Classe V

>61 mm >51<60mm >41<50mm >31<40 mm >21<30mm
1 230 a 110 a 60 ab 30 b 8 a
2 200 a 110 a 70 ab 30 b 10 abc
3 210 a 120 a 70 ab 40 b 10 be
4 220 a 120 a 70 ab 30 b 11 be
5 220 a 120 a 70 ab 30 b 12 ¢
6 200 a 120 a 80 b 30 b 9 abc
7 200 a 110 a 60 ab 30 ab 10 abc
8 210 a 120 a 60 ab 30 a 8 ab
9 200 a 110 a 70 ab 40 b 8 a
10 210 a 120 a 70 ab 40 b 9 abc
11 200 a 110 a 60 a 30 b 7 a

*Médias com a mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey



3.2 Avaliacao dos niveis de residuo

Os resultados dos niveis de residuo nos tubérculos das plantas

submetidas aos diferentes tratamentos podem ser observados na Tabela 6.

Notam-se dois comportamentos: o primeiro referentes a produtos que foram

aplicados via foliar, que normalmente apresentaram um nivel tdo baixo de

residuo abaixo do minimo detectdvel, indicando que esses produtos sio

altamente seguros do ponto de vista toxicologico.

TABELA 6 Resultado da analise de residuos de inseticidas em tubérculos de
batata submetidas aos diferentes tratamentos, fornecidos pelo
Laboratorio de Toxicologia, no Departamento de Entomologia
da Universidade Federal de Lavras. Lavras, MG, 2008.
Repeticdes (residuos em mg de
Tratamentos Forrpas Nd N Ingrediente ativo b gi:.a./kfg de batata) * y
aplicacdo
A B C D
I Sulco Thiamethoxam nd?® 0,002 0,002 n.d.
Foliar Methamidophos n.d. n.d. n.d. n.d.
11 Sulco Thiamethoxam 0,003 0,002 n.d. 0,002
Foliar Imidacloprid n.d. n.d. n.d. n.d.
111 Sulco Thiamethoxam n.d. n.d. 0,002 n.d.
Foliar Parathion Methyl  n.d. n.d. n.d. n.d.
I\% Sulco/Foliar ~ Thiamethoxam 0,002 0,003 n.d. 0,002
\ Sulco Thiamethoxam n.d. 0,003 0,004 0,002
VI Sulco Phorate 0,002 0,006 0,003 0,003
Foliar Methamidophos n.d. n.d. n.d. n.d.
VII Sulco Phorate 0,004 0,005 0,003 0,002
Foliar Imidacloprid n.d. n.d. n.d. n.d.
VIII Sulco Phorate 0,005 0,004 0,007 0,003
Foliar Parathion Methyl  n.d. n.d. n.d. n.d.
IX Sulco Phorate 0,004 0,006 0,004 0,004
Foliar Thiamethoxam n.d. n.d. n.d. n.d.
X Sulco Phorate 0,003 0,005 0,006 0,004
X1 Testemunha  Sem Tratamento n.d n.d n.d n.d

* No caso do phorate, os valores se referem a soma de phorate e seus produtos de

oxidagao toxicos. ®n.d. = ndo detectével (limites minimos de quantificagdo iguais a
0,002 .mg/kg, para todos os compostos).

96



Por outro lado, quando se comparam os niveis de residuo de produtos
aplicados no sulco, nota-se que os tubérculos das plantas tratadas com
Thiamethoxam no sulco apresentaram um nivel de residuo um pouco acima do
minimo detectavel, na ordem de 0,002 mg/kg, enquanto que os das tratadas com
Phorate apresentaram um nivel maior, chegando a 0,007 mg/kg. Porém, todos
esses valores se encontram abaixo da quantidade méaxima permitida pela
ANVISA (Tabela 1). Caldas et al. (2004) trabalhando com niveis de fungicidas
do grupo dos Dithiocarbamates para varias culturas, ndo encontraram niveis de
residuos acima do limite maximo permitido para diversas espécies, inclusive
para a cultura da batata.

Resultados diferentes foram encontrados por Daraghmeh et al. (2007)
que verificaram residuos de imidacloprid acima do permitido em vérias culturas,
entre elas, a batateira.

Rigitano (1982b) utilizou trés tratamentos com phorate, o primeiro
seguindo as recomendacdes do fabricante, o segundo usando o dobro da dose
indicada pelo fabricante e aplicada exclusivamente no sulco de plantio e o
terceiro tratamento utilizando o dobro da dose recomendada pelo fabricante. O
ultimo tratamento foi feito de forma parcelada, com metade aplicada no sulco na
ocasido do plantio e o restante na amontoa. Quando o autor usou a dose mais
alta, independentemente de ter sido aplicado de forma parcelada ou nao, foi
possivel detectar residuo nos tubérculos de batata, acima do limite estabelecido

por Cavero et al., 1976.
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4 CONCLUSOES

As plantas de batata submetidas aos tratamentos com o Thiamethoxam
apresentaram, de modo geral, maior produg¢do, maior numero de
tubérculos e, conseqiientemente, maior produtividade quando

comparadas aquelas tratadas com Phorate.

Os tratamentos com inseticidas ndo impediram a dissemina¢do do PVY
no campo, mostrando a importancia de se empregar sementes livres de

virus.

Os residuos encontrados nos tubérculos provenientes das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos ficaram abaixo do limite
permitido pela ANVISA, mostrando que, se as dosagens recomendadas

de inseticidas forem respeitadas, ndo existe risco para o consumidor.
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