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RESUMO GERAL

Devido ao modo de propagacdo vegetativa do alho (Allium sativum L.) os produtores
brasileiros tém que superar uma série de limitagdes no seu cultivo como, por exemplo, a
ocorréncia de pragas e doencas que podem ser perpetuadas de uma geracao para outra através
dos bulbilhos empregados como sementes. Deste modo, apesar de o Brasil ser quinto maior
consumidor per-capta de alho no mundo, boa parte desta commodity é importada para suprir a
sua demanda interna. Dentre os patdgenos que afetam a producédo do alho, as espécies de virus
pertencentes aos géneros Potyvirus, Carlavirus e Allexivirus sdo as mais frequentes nas
lavouras, conhecidas por causar perdas que podem chegar a 100% da producdo. Existe,
portanto, uma demanda por alternativas que possibilitem controlar ou minimizar as perdas
causadas pelo plantio de sementes infectadas, uma vez que a disponibilidade de sementes
completamente livres de virus € praticamente inexistente. Neste trabalho foi realizado um
levantamento das principais espécies virais presentes em Sdo Gotardo, regido do Alto Paranaiba
em Minas Gerais, bem como sua incidéncia e analise espacial em 10 campos comerciais de
producdo. Foi também avaliado o efeito de dois produtos comerciais contendo Piraclostrobina,
conhecida por promover incremento de producdo e inducdo de resisténcia a virus em plantas,
na producéo de plantas de alho com infecces virais. A incidéncia de virus em 4 das dez areas
avaliadas variou de 42,9% a 16,7%, enquanto que em duas outras foi maior, ou seja, 2,9% e
86,4%, respectivamente. As quatro demais areas mostraram uma incidéncia de 100%. O padrao
de distribuicdo espacial das plantas infectadas foi do tipo agregado em 90% dos blocos de
acordo com o teste de run e 63,3% de distribuicdo ao acaso de acordo com o teste de doublet.
Observou-se ainda um indice de dispersdo de 63,3% dos blocos com padrao espacial regular.
As amostras de plantas com e sem sintomas que foram coletadas, foram positivas para a
presenca de uma ou mais espécies de virus pertencentes aos géneros Potyvirus, Carlavirus e
Allexivirus, indicando uma possivel transmissdo pelas sementes com posterior disseminagéo
pelos vetores no campo. Embora ndo tenha sido observada diferenca estatistica no peso e
diametro dos bulbos e no nimero de bulbilhos das plantas tratadas com diferentes doses de
Piraclostrobina, dois dos tratamentos indicaram um aumento na producao acima de 4%. Esses
tratamentos deverdo ser repetidos em combinacdo com dosagens crescentes de adubacéo
nitrogenada, para testar a possibilidade de ganho ja observado em outros patossistemas.

Palavras-chave: Epidemiologia das viroses do alho, Alto Paranaiba — MG, estrobilurinas.



ABSTRACT

Due to the vegetative propagation mode of garlic (Allium sativum L.), Brazilian
producers have to overcome several limitations in its crop management, such as the occurrence
of pests and diseases that can be perpetuated from one generation to another through the bulbils
used as seeds. Thus, despite Brazil being the fifth largest per capita consumer of garlic in the
world, a large part of this commodity is imported to meet its domestic demand. Among the
pathogens that affect garlic production, virus species belonging to the Potyvirus, Carlavirus and
Allexivirus genera are the most frequent in crops, known to cause losses that can reach 100%
of yields. Therefore, there is a demand for alternatives that make it possible to control or
minimize the losses caused by the planting of infected seeds, since the availability of completely
virus-free seeds is practically non-existent. In this work, a survey of the main viral species
present in S&o Gotardo, Alto Paranaiba region in Minas Gerais, as well as their incidence and
spatial analysis in ten commercial production fields was carried out. Considering that
pyraclostrobin is known to promote increase in the yield and induction of virus resistance in
host plants, in this work was also investigated the effect of two commercial products containing
this molecule in the yield of virus-infected garlic plants. The incidence of virus in 4 of out of
ten evaluated areas ranged from 2.9% to 16.7%, while in two others it was higher: 42.9% and
86.4%, respectively. The remaining four areas showed an incidence of 100%. The pattern of
spatial distribution of infected plants was aggregated in 90% of the blocks according to the run
test and 63.3% of random distribution according to the doublet test. There was also a dispersion
index of 63.3% of the blocks with a regular spatial pattern. Samples of plants with and without
symptoms that were collected were positive for the presence of one or more species of viruses
belonging to the genera Potyvirus, Carlavirus and Allexivirus, indicating a possible
transmission by seeds with subsequent dissemination by vectors in the field. Although no
statistical difference was observed in the weight and diameter of the bulbs and in the number
of bulbs of the plants treated with different doses of pyraclostrobin, two of the treatments
indicated an increase in production above 4%. These treatments should be repeated in
combination with increasing doses of nitrogen fertilization, to test the possibility of gains
already observed in other pathosystems.

Keywords: Epidemiology of garlic viruses, Alto Paranaiba — MG, strobilurins.



SUMARIO

CAPITULO 1. INtrodUGAD GEFal .........evveieieieeeieeeseseeeee st enes sttt n st 9
1. INTRODUGAOD ..ottt 9
2. REFERENCIAL TEORICO ...ttt 10
2.1 A ProduGao de @lN0........cciiiiiiiiicee e 10
2.2 VIF0SES A0 @IN01.....iiiiiieice ettt 11
2.2.1 Espécies do genero AIIEXIVIIUS........c.coveiiiie et 12
2.2.2 ESpécies do gENero CarlaVvilUsS ..........cccveieeieiieie ettt sra e 13
2.2.3 ESPECIeS dO gENEIO POLYVIIUS .....ccviviiiieie ettt sra et sna e 14
2.3 Métodos para identificacdo e deteccdo de virusem alno ...........cccoooveiiiiciiccccccceee 17
2.4. Controle de ViroSes €M alN0.........cocviiiiiiiiie e 18
2.5 Efeito da Piraclostrobina em plantas............ccocoiiiiiiiincieseee e 18
REFERENCIAS ..ottt 21
CAPITULO 2. Andlise espacial das viroses do alho na regido do Alto Paranaiba-MG. .31
RESUMO ..ottt sttt sttt ettt b e b et e s e et et e st e benbe s eneese e e 31
L INTRODUGAOD ...ttt sttt 32
2. MATERIAL E METODOS .......coiiieeeeeeeesesiese st ses s ses s sessss st sesss s saneneas 33
2.1 Determinacao da iNCIAENCIA de VIFUS..........cceiiiiii i 33
2.2 Diagnose dos VIirus POr RT-PCR ..o 34
3. RESULTADOS ...ttt et et e e et e e et e e st e e e ant e e e snteeennaeeenneeas 36
4. DISCUSSAD ..ottt 39
5. CONCLUSOES........oooiiiiieisee sttt 42
REFERENCIAS. .....oooitieisie ettt 43
CAPITULO 3. Efeito da Piraclostrobina na producéo de plantas de alho (Allium sativum
L.) com infecgdes virais SIMPIES € MISTAS.........ccccviiiiieiiic e 46
RESUMO ..ottt sttt sttt st s e bt e e bt b et e s e et et et e se st s eneese e e 46
L INTRODUGAO ...ttt ettt 47
2. MATERIAL E METODOS .......cooiieeieeeeeeetesese e sses s seniss s isses s st snsaneeas 48
S . RESULTADOS ...ttt e e et e e st e e et e e st e e e snte e e snte e e anaeeenneeas 52
4. DISCUSSAD ..ottt 53
5. CONCLUSOES........cooiiiieiieisese ettt 54

REFERENCIAS . ..o oo oo e et e et e et e st e e et e e e e et e e s e e et e e e e e e e e s ee e 55



CAPITULO 1. Introducéo Geral

1. INTRODUCAO

O Brasil é o0 segundo maior importador de alho, ocupando o décimo quinto lugar entre
produtores mundiais desta commaodity. Entretanto, é também um dos maiores consumidores per-
capita, de modo que ainda ndo é autossuficiente para suprir a demanda interna, necessitando de
importacdo de paises como China, Argentina e Espanha. Os principais estados brasileiros
produtores de alho sdo Minas Gerais, seguidos de Goias e Santa Catarina, sendo que o primeiro
produz cerca de 4.861 hectares, concentrados principalmente na regido do Alto Paranaiba,
incluindo o municipio de Sdo Gotardo, que se destaca como um dos maiores produtores desta
regido (IBGE, 2021; AMIPA, 2022).

Os produtores nacionais de alho tém buscado um aumento continuo da producéo ao longo
dos ultimos anos, porém necessitam ainda vencer diversos desafios para conseguir ndo apenas o
aumento da producdo com o0 aumento da area plantada, mas também o incremento da
produtividade por area. Dentre esses desafios as doencas causadas por patdgenos diversos,
notadamente os virus, tém ocupado lugar de destaque.

Diversas espécies de virus tém sido identificadas nos ultimos tempos, em todos os lugares
onde se cultiva o alho no mundo. As espécies pertencentes aos géneros Potyvirus, Carlavirus e
Allexivirus tém sido as mais comuns, causando perdas de até 100% da producdo, dependendo da
qualidade do material propagativo utilizado no plantio (LUNELLO et. al., 2007). Esse material
é 0 bulbilho produzido no solo, também chamado por produtores de semente, embora nao o seja.
Devido ao alho ser propagado vegetativamente, por seus bulbilhos “semente”, também a sua
reutilizacdo proveniente de plantas infectadas durante varias geracfes leva a perpetuacao das
viroses causando a sua degenerescéncia, com consequente diminuicdo progressiva da
produtividade (FERNANDES et. al., 2013).

O maior gargalo no processo produtivo tem sido a disponibilidade de bulbilhos livres de
virus. A limpeza clonal elimina esses patdgenos, mas estas necessitam ser multiplicadas no
campo, onde a abundancia de vetores e a fonte de indculo proxima, geralmente presente na area,
faz com que ocorra rapida reinfec¢do. Assim sendo, a maioria dos materiais disponiveis no
mercado possui indices de incidéncia de virus que podem mesmo chegar a 100%. Portanto,
qualquer medida de controle que pudesse contribuir para aumentar o desempenho das plantas
infectadas seria de grande importancia para o produtor.

Uma das alternativas que tém sido investigadas por produtores de diversas culturas é o

uso de produtos quimicos contendo Piraclostrobina, um fungicida do grupo das estrobilurinas,
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capaz de causar um efeito secundario denominado “efeito verde”, induzindo aumento no teor de
clorofila e consequentemente no desempenho da planta no campo, além de conferir certa
resisténcia a alguns virus. Como exemplo pode-se citar o tratamento de sementes de feijdo com
Piraclostrobina, que conferiu 76% de protecdo contra 0 Bean common mosaic virus (BCMV)
(UDAYASHANKAR et. al., 2012), e inducdo de resisténcia ao Tobacco mosaic virus (TMV) em
plantas de Nicotiana tabacum cv Xanthi (HERMES et al., 2002). Entretanto, até 0 momento néo
foi ainda relatado o efeito da Piraclostrobina na performance de plantas de alho infectadas e
sadias.

A propagacdo das viroses via bulbilho infectado tem sido um problema relevante para 0s
produtores, ndo apenas de Minas Gerais, mas de todo o Brasil. Entretanto, sdo poucos os estudos
que abordam a epidemiologia dos virus do alho nos campos produtores. Neste trabalho foi
realizado um levantamento da ocorréncia e da incidéncia dos virus em lavouras comerciais de
alho estabelecidas em plantios irrigados na regido de S&o Gotardo-MG, visando avaliar a situacéo
atual das lavouras de alho naquela regido. Foi também investigado o efeito de diferentes
tratamentos com fungicidas contendo a Piraclostrobina em plantas de alho ja infectadas, em
experimentos de campo, para investigar a possibilidade de diminui¢do dos efeitos das infec¢bes

viroticas na producdo e produtividade das plantas.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 A producdo de alho

O alho (Allium sativum L.) € a segunda principal espécie do género Allium mais
consumida no mundo. Dezessete paises sdo responsaveis por aproximadamente 95% da producéo
de alho, sendo os maiores produtores a China (76%), seguida por india (9,5%) e Bangladesh
(1,5%) (FAO 2021).

Segundo dados do IBGE (2021) a producéo brasileira de alho é liderada pelo estado de
Minas Gerais (73.940 ton), seguido de Goias (50.213 ton) e Santa Catarina (18.419 ton). Em
Minas Gerais, a cultura ocupa cerca de 4.861 hectares, concentrados principalmente na regido do
Alto Parnaiba (IBGE, 2021). A produgdo nacional ainda ndo é o suficiente para atender a
demanda interna e para suprir o déficit, o que torna o pais o segundo maior importador de alho
do mundo, atras apenas da Indonésia, e adquiriu em 2019 165.446 toneladas, volume superior a
sua producdo, a qual foi de 131.523 toneladas no mesmo ano (FAO, 2021). O alho importado

chega ao Brasil com pregos muito competitivos, por isso com base nas regras de protecdo
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comercial da OMC o pais cobra tarifa antidumping a fim de evitar a concorréncia desleal com a
producdo nacional.

Embora ainda seja dependente de importacdo, o Brasil tem potencial agrondmico para
elevar sua producdo a ponto de suprir a sua demanda interna de alho e até mesmo tornar-se
exportador do produto (RESENDE et. al., 2013). Uma das alternativas para alcangar tal éxito
seria 0 desenvolvimento de novas tecnologias que proporcionem maior sanidade aos cultivos de
alho, com a utilizacdo de material propagativo livre de virus, que pode aumentar em cerca de
30% a produtividade da area plantada (RESENDE et. al., 2022c). Entretanto, a maioria dos
bulbilhos plantados, mesmo sendo certificados, geralmente apresenta incidéncias variaveis de
virus.

As cultivares disponiveis para cultivo no Brasil estdo divididas em dois grupos: nobre e
seminobre. O alho nobre necessita de vernalizacdo para ser cultivado nas regides do cerrado
brasileiro e possui bulbos redondos e uniformes, com bulbilhos grandes, sem palitos e
sensibilidade ao superbrotamento (MOTA et al., 2004, 2006). O grupo seminobre ndo necessita
de vernalizacdo para ser produzido em regides tropicais e apresenta bulbos em formato irregular,
com maior numero de bulbilhos e com palitos, tdnica branca e pelicula branca a levemente
arroxeada (MOTA et al., 2004, 2006).

2.2 Viroses do alho

Como o alho € propagado de forma vegetativa, os patdgenos de etiologia viral sdo
perpetuados através dos bulbilhos, produzidos pela planta mée, para as geracdes subsequentes.
Assim sendo, além de provocar perdas crescentes nas proximas geracfes, também causam a
degenerescéncia das sementes, que perdem o vigor e a produtividade (VIEIRA et. al., 2015).
Trabalhos realizados em todo o mundo tém indicado que as principais espécies virais que ja
foram detectadas em alho pertencem aos géneros Allexivirus, Carlavirus e Potyvirus, podendo
estas ocorrer em infecgdes simples e mistas (MITUTI, 2015).

Outros virus, porém, ja foram detectados infectando plantas de alho, como o Iris yellow
spot virus (IYSV), pertencente ao género Tospovirus, e transmitido pelo Thrips tabaci
(KRITZMAN et al., 2001; MUMFORD et al., 1996; NAGATA et al., 1999) detectado pela
primeira vez no Egito em 2012 (HAFEZ et al., 2012). Trata-se de um importante virus que
impacta a producdo de sementes e bulbos de cebola (Allium cepa), e esta presente em paises
como Alemanha (LEINHOS et al., 2007), Austria (PLENK e GRAUSGRUBER-GROGER,
2011), EUA (SCHWARTZ et al., 2002; MULLIS et al., 2004), Brasil (POZZER et al., 1999),
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india (RAVI et al., 2006), Australia (COUTTS et al., 2003), Africa do Sul (DU TOIT et al.,
2007), Peru (MULLIS et al., 2006), México (CREAMER et al., 2004) e Chile (ROSALES et al.,
2005).

Outro Tospovirus, o Tomato spotted wilt virus (TSWV), foi identificado infectando alho
pela primeira vez em 2011 na Sérvia, com incidéncia de plantas infectadas estimada em 40%,
entretanto parece ser de ocorréncia local. As plantas apresentavam manchas e estrias cloroticas
e o cultivo estava associado a uma alta populacio de Thrips tabaci (STANKOVIC et al., 2012).
O Garlic dwarf virus (GDV), um virus pertencente ao género Fijivirus (familia Reoviridae), foi
relatado em alho no sul da Franca em 1994 (LOT et al., 1994). Recentemente duas espécies do
género Polerovirus, Phasey bean mild yellows virus (PBMYYV) e Turnip yellows virus (TuYV),
foram identificadas em alho na Australia e sua transmissao esta relacionada principalmente a
afideos (NURULITA, et al. 2022).

A identificacdo dos virus com base na sintomatologia € praticamente impossivel, pois a
infecgdo das plantas por virus de diferentes espéecies induz sintomas foliares semelhantes, e séo
mais evidentes em folhas jovens. Os sintomas podem ser: mosaico estriado, amarelecimento,
clorose, necroses leves, subdesenvolvimento e deformacao das folhas, sendo estes mais intensos
quando hé a infecgdo mista entre potyvirus e carlavirus (FERNANDES et. al., 2013). Além disso,
infeccbes latentes sdo comuns, gerando plantas assintomaticas. Diversas espécies virais
pertencentes a géneros distintos também foram relatados em alho nos Gltimos tempos, o que
alerta para a importancia da realizacdo de monitoramento no campo, bem como otimizacao e

desenvolvimento das tecnologias de diagnostico viral (MOURA et. al., 2013).

2.2.1 Espécies do género Allexivirus

Oito espécies de Allexivirus sdo reconhecidas pelo Comité Internacional de Taxonomia
de Virus (ICTV), todas associadas a cultura do alho: Garlic virus A (GarV-A), Garlic virus B
(GarV-B), Garlic virus C (GarV-C), Garlic virus D (GarV-D), Garlic virus E (GarV-E), Garlic
virus X (GarV-X), Garlic mite-borne filamentous virus (GarMbFV) e Shallot virus X (SVX)
(KING et. al., 2012). As infecgdes por alexivirus podem causar graves perdas nos campos de
producdo de alho, tais como — diminui¢do do peso dos bulbos (14-32%) e reducdo do seu
didmetro (6-11%) (BEREDA e PADUCH-CICHAL, 2016). A disseminag&o acontece a partir de
bulbilhos infectados e pelo acaro vetor Aceria tulipae (KING et al., 2012). No Brasil ha relatos
das espécies GarV-A, GarV-B, GarV-C, GarV-D, GarMbFV (NASCIMENTO et al., 2008) e
GarVX (OLIVEIRA et al., 2014).
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Os allexivirus possuem particulas alongadas, flexiveis, medindo de 610 a 700nm x 12-15
nm, contendo ssSRNA+ com aproximadamente 9.0 Kb (KREUZE et. al., 2020). O seu genoma é
composto por 6 ORFs (“open reading frame”), e regides curtas ndo traduziveis na regido 5’ e 3’
(Figura 1). Considerando-se o sentido 5’— 3’°, o genoma viral codifica as seguintes proteinas:
OREF 1: proteina com 195 kDa: associada a replicagdo viral (Rep); ORFs 2 e 3: as proteinas com
26 e 11 kDa séo semelhantes as duas primeiras proteinas codificadas pelo TGB (triple gene
block) de outros virus relacionados e provavelmente estdo envolvidas no movimento célula a
célula do virus; ORF 4: proteina com 42 kDa, que ndo possui homologia significativa com
nenhuma proteina conhecida. Em plantas infectadas com um isolado da espécie tipo dos
allexivirus, a proteina de 42 kDa foi expressa em quantidades relativamente grandes e mostrou
estar envolvida na montagem do virion; ORF 5: proteina com 28 kDa, que é a proteina do
capsideo (CP); ORF 6: proteina com 15 kDa, que possui um sitio de ligacdo ao zinco e uma
capacidade de se ligar a &cidos nucleicos (KREUZE et. al., 2020).

Figura 1. Organizacdo dos genomas dos allexivirus, mostrando as posi¢oes relativas das ORFs
e seus produtos de expressao.

shallot virus X (8,890 nt) TGB
—
ORF1 195K 11K 15K
| Mir Hel RdRP | []
r ? !
5'm’G 27K[| 42K Aln) 3'OH

Fonte: KREUZE et. al., 2020.

2.2.2 Espécies do género Carlavirus

Duas sdo as espécies virais pertencentes ao género Carlavirus, reconhecidas pelo ICTV:
Garlic common latent virus (GCLV) e Shallot latent virus (SLV). O carlavirus mais comumente
encontrado em alho é o GarCLV, descrito originalmente na Franca (DELECOLLE e LOT, 1981)
e posteriormente na Asia, Europa, América do Norte, América do Sul (BELLARDI et al., 1995;
TSUNEYOSHI et al., 1998). Nas tltimas duas décadas ambas as espécies foram detectadas no
Brasil (FAJARDO et al., 2001; MITUTI et al., 2011). Um novo virus, garlic yellow mosaic-
associated virus (GYMaV) foi relatado em alho e sua anélise filogenética revelou estreita relagcdo
com os virus da familia Betaflexiviridae (DA SILVA et. al., 2019). Assim como as espécies do
género Potyvirus, a disseminagdo ocorre a partir de bulbilhos infectados e por afideos (VAN
DIJK, 1993).
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Os carlavirus pertencem & familia e Betaflexiviridae e sdo constituidos por particulas
alongadas, flexiveis, medindo aproximadamente 610x700nm, contendo ssSRNA+ com
aproximadamente 8.3 a 8.7 kb. Algumas espécies possuem dois RNAs subgendmicos (sgRNA),
com tamanho aproximado de 2 a 3 kb, e possivelmente encapsidados em particulas menores
(KING et al., 2012).

O genoma é composto por 6 ORFs conforme o esquema apresentado na Figura 2. A ORF1
codifica uma proteina de 223 kDa correspondente a replicase, as ORFs 2, 3 e 4 formam o TGB,
que corresponde a uma regido conservada de genes, envolvidas no movimento do virus célula-a-
célula e a longa distancia. A ORF5 corresponde a capa proteica. A ORF6 codifica uma proteina
de 11-16 kDa, com func¢do ainda ndo determinada, embora a sua capacidade de se ligar a &cidos
nucleicos indique que possa atuar na transmissao por afideos, silenciamento génico ou replicacédo
do RNA viral (ZERBINI et al., 2006; KING et al., 2012).

Figura 2. Organizagdo gendmica de Carlavirus. As ORFs estdo demonstradas pelos retangulos,

e as proteinas traduzidas, pelas linhas sélidas, com suas respectivas massas moleculares (kDa)
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Fonte: KING et al., 2012.

2.2.3 Espécies do género Potyvirus

S&o aceitas trés espécies virais pertencentes ao género Potyvirus pelo ICTV associadas a
cultura do alho: Onion yellow dwarf virus (OYDV), Leek yellow stripe virus (LYSV) e Shallot
yellow stripe virus (SYSV) (ADAMS et al., 2012). Estas espécies ja foram identificadas no sul e
sudeste da Asia (BARG et al., 1994), Itdlia (BELLARDI et al., 1995), Venezuela (MARYS et
al., 1994), Franca (MESSIAEN et. al, 1994), Japdo (TAKAICHI et al., 1998) e no Brasil (DUSI,
etal., 1994; DANIELS, 1999; FAJARDO et al., 2001).

Os potyvirus pertencem a familia Potyviridae e sdo constituidos por particulas alongadas,
flexiveis, medindo de 680-900 nm x 11-13 nm de didmetro, contendo sSRNA+ com cerca de 9,7

Kb. Esse genoma exibe uma Unica ORF, que posteriormente é clivada em 11 proteinas
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funcionais: P1, HC-Pro, P3, 6KI, Cl, 6K2, VPg, Nla, NIb, CP e PIPO (ADAMS et al., 2011)
(Figura 3). Possui a proteina VVPg ligada covalentemente ao terminal 5’ ¢ uma cauda poli (A)
no terminal 3’ (ADAMS et. al., 2011).

A proteina P1 exerce diversas func¢des: atua na replicacdo, na supressao do silenciamento
génico e também como protease de serina, responsavel pela clivagem no C terminal da HCPro.
Esta envolvida também no processo de infeccdo, na transmissao pelo vetor e no silenciamento
génico (URCUQUI-INCHIMA et al., 2001). A proteina HCPro (Helper Component Proteinase)
tem sido intensamente estudada, sendo que diversos papeis ja lhe foram atribuidos: cisteina-
proteinase, que se auto-cliva na sua regido C terminal, e auxiliar na transmisséo pelo vetor e
supressdo do silenciamento génico, além de outros envolvimentos no processo de infec¢édo viral
(GOVIER et al., 1977, CARRINGTON et al., 1989; MALLORY et al., 2002; KASSCHAU et
al., 2003; GONZALEZ-JARA et al., 2005; SYLLER et al., 2005; JAY et al., 2011; SOITAMO
etal., 2011; IVANOV et al., 2016; DEL TORO et al., 2017).

Figura 3. Organizacdo do genoma dos potyvirus indicando a posi¢do das proteinas com seus
respectivos pesos moleculares (kDa)
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Fonte: ADAMS et al., 2012.

A proteina P3 tem sido encontrada associada as inclus@es citoplasmaticas (CI), nucleares
formadas pelas proteinas Nla e Nlb e também formando inclusdes associadas ao complexo de
Golgi, que se deslocam ao longo dos filamentos de actina, ficando localizadas junto com
vesiculas de replicacdo (RODRIGUEZ-CEREZO et al., 1993, LANGENBERG et al., 1997,
GUO etal., 2001, EIAMTANASATE., 2007, LIN et al., 2009, CUI et al., 2010, ZILIAN et al.,
2011). A proteina K1 parece ter um papel relevante na infecgéo viral, principalmente no estagio
inicial da infeccdo (MERITS et al., 2002, WALTERMANN & MAISS, 2006, CUI &WANG,
2016).

A proteina PIPO, por sua vez, € uma proteina totalmente inserida na regido codificadora

da proteina P3 e € envolvida na translocacdo viral, em conjunto com a Cl e com o fator PCAP1
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(plasma membrane-associated cation-binding protein) do hospedeiro (VIJAYAPALANI et al.,
2012, CUI et al., 2017). A proteina CI (Cytoplasmatic Inclusion), conforme sugerido pelo seu
nome, € a responsavel pela formacéo das inclusées na forma de catavento que constitui uma
caracteristica tipica de espécies da familia Potyviridae (EDWARDSON et al., 1996). E também
uma proteina multifuncional, estando envolvida em: atividades de ATPase e RNA helicase,
importantes para a replicagéo viral (DENG et al., 2015), translocacéo do virus na planta (ZHANG
et al.,, 2009), montagem e desmontagem das particulas (MOVAHED et al. 2017) e fator de
viruléncia para diferentes genes (SOREL et al., 2014).

A proteina Nla forma uma inclusdo cristalina, principalmente no nucleo, apesar de
aparecerem também no citoplasma (KNUHTSEN et al., 1974, MARTIN et al., 1992). Ela tem
um dominio de protease que cliva as regides central e C terminal da poliproteina dos potyvirus
(ADAMS et al., 2005). Além da sua atividade de protease tem também a atividade de DNAse,
possivelmente exercendo um papel regulador no gene do hospedeiro, supostamente importante
para a infeccgdo viral (ANINDYA et al., 2004). Portanto, ela teria um papel relevante no controle
da infeccdo viral (SUN et al., 2010).

A VPg é uma proteina que ¢ acoplada ao terminal 5’ do genoma viral, durante a montagem
das particulas. Contém um sitio de ligacdo a nucleotideos, podendo ter atividade de NTPase,
dependendo da sua associa¢do com outras proteinas (MATHUR et al., 2012). Desempenha um
papel importante na replicacdo viral e na supresséo do silenciamento génico (COTTON et al.,
2009; RAJAMAKI et al., 2009, BEAUCHEMIN et al., 2007, ORUETXEBARRIA et al., 2001,
MATHUR et al., 2012, RAJAMAKI et al., 2014; CHENG et al., 2017).

A NIb (Nuclear Inclusion b), em conjunto com a Nla, compdem as inclusdes nucleares
cristalinas acima citadas e atua também como RNA polimerase (HONG et al., 1996), sendo,
portanto, fundamental para a replicacdo viral. Finalmente, a CP é a proteina que forma o capsideo

viral.

O Leek yellow stripe virus (LYSV) causa estrias amarelas ao longo do limbo foliar e
nanismo da planta, sendo facilmente transmitido por afideos e ferramentas contaminadas, tais
como tesouras. O Onion yellow dwarf virus (OYDV) também pode causar nanismo, leve clorose
e ndo induzem estrias nas folhas das plantas infectadas (BAI et al., 2010). Os maiores danos a
producéo em alho tém sido atribuidos as infec¢des causadas por OYDV e LYSV. A reduc¢éo na
massa e didmetro dos bulbos pode ser acentuada quando estes potyvirus ocorrem associados a
outras espécies virais na mesma planta (TAKAICHI et al., 1998). A estimativa € de que, em casos

de infeccdo isolada somente com a espécie OYDV, as perdas na producdo de bulbos sejam de
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até 50%, e em casos de infecgdo mista de OYDV e LYSV areducdo seja de até 78% na producédo
(WALKEY e ANTILL, 1989; FIDAN et al., 2009).

As espécies virais pertencentes a este género sao transmitidas por nove afideos de maneira
ndo-persistente. A espécie mais eficiente foi o0 Myzus persicae, com taxa de transmisséo de 66,7%
para OYDV, e 63,6% para LYSV, seguido de Aphis craccivora, com 60% para OYDV, e 40%
para LYSV. Outras sete espécies transmitiram o virus, porém com menor eficiéncia (A. gossypii,
Acyrthosiphon pisum, Dactynotus sonchi, Aphis nerii, Rhopalosiphum padi, Rhopalosiphum
miadis, Schizaphis graminum). Em todas as espécies testadas, os afideos alados foram menos

eficientes do que os afideos apteros na transmisséo dos virus (EL-WAHAB, 2009).

2.3 Métodos para identificacdo e deteccao de virus em alho

A identificacdo das espécies virais com base na sintomatologia € praticamente inviavel,
devido ao fato destas induzirem sintomas semelhantes em plantas de alho, além de poderem
ocorrer como infecgdo latente em plantas assintomaticas. O uso de plantas indicadoras € algo
restrito, uma vez que as plantas hospedeiras dos virus que infectam o alho sdo da familia
Alliaceae, consideradas ineficientes para deteccao, ja que ndo induzem sintomas especificos para
cada espécie (FERNANDES et. al., 2013).

Os testes soroldgicos tém sido bastante utilizados para a diagnose de virus em alho, com
varios antissoros disponiveis comercialmente. O principal método empregado para teste de rotina
em larga escala é o DAS-ELISA (ANDRE, 2011). Entretanto, os métodos moleculares, como o
RT-PCR e qRT-PCR, tém sido os mais empregados, devido a sua especificidade e sensibilidade,
além de possibilitar a anélise da sequéncia do genoma, importante para confirmacao da espécie
e estudo de variabilidade do genoma dos virus (FERNANDES et. al., 2013).

Utilizando os métodos moleculares, RT-PCR e RT-gPCR pode-se empregar
oligonucleotideos degenerados para a deteccdo dos géneros Potyvirus, Carlavirus e Allexivirus,
bem como primers especificos para a deteccédo das espécies destes e de outros géneros presentes
no material analisado (GIBBS e MACKENZIE, 1997; TAKAICHI et al., 1998; MOTA et al,
2004; MITUTI, 2009; OLIVEIRA, 2013). O RT-gPCR é um método quantitativo e mais sensivel
gue o RT-PCR, entretanto é mais oneroso, de modo que nem sempre é viavel como método de
rotina. Trabalhos realizados com este método indicaram que ele apresentou uma eficiéncia até
70% maior que os métodos sorologicos, quando foi utilizado na deteccdo do LYSV, OYDV, SLV
e GarMbFV (LUNELLO et al., 2004; LEISOVA-SVOBODOVA et al., 2011; TASKUN et al.,
2013).
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2.4. Controle de viroses em alho

As medidas de controle para as viroses do alho, como acontece com todas as demais
doencas virdticas devem ser principalmente preventivas. Métodos de limpeza clonal, pela
associacdo de termoterapia com micropropagacao e indexacdo para 0s principais virus, assim
como a propagacéo controlada para obtencdo de material basico sadio para multiplicacdo séo as
medidas consideradas mais efetivas e tém sido empregadas em larga escala, pois proporciona
desempenho agrondmico notadamente superior quando comparadas com as plantas infectadas
(FERNANDES et al. 2013; MELO FILHO et al., 2005; RESENDE et.al., 2013).

Algumas medidas simples podem ser adotadas para diminuir a incidéncia dos virus, como
0 uso de cultivar resistente e plantio em altitudes elevadas (1.800 metros acima do nivel do mar)
(BAI et al., 2010); evitar plantios sucessivos e estabelecimento de culturas novas préximo as
velhas, que provavelmente possuem alto potencial de indculo, e eliminar as plantas daninhas
hospedeiras de afideos (MOURA et. al., 2013). Para os Potyvirus e Carlavirus, o controle do
afideo vetor ndo é eficiente para evitar a introducdo do virus na cultura, ja que a transmissdo
ocorre em poucos segundos e pode ocorrer antes que haja efeito do controle quimico
(SATURNINO e CRUZ FILHO, 1980), entretanto pode evitar a disseminacdo de uma planta
para outra dentro da cultura. No caso dos Allexivirus, a transmisséo ocorre pela presenca de
acaros, principalmente nos bulbos armazenados (CAFRUNE et al, 2006), sendo recomendada a
aplicacdo de acaricida controle.

Mesmo empregando bulbilhos sadios, a reinfeccdo acontece devido as sucessivas
multiplicacBes e varia conforme a tolerancia da cultivar, nivel populacional dos vetores e do
isolamento de cultivos infectados (FERNANDES et al. 2013), tornando necessaria uma constante

reposicdo de material propagativo livres de virus.

2.5 Efeito da Piraclostrobina em plantas

No inicio da década de 80, foi isolada, a partir do fungo Strobilurus tenacellus encontrado
em cones de Pinus, uma substancia denominada estrobilurina A. Observou-se que essa substancia
inibia o crescimento de outros fungos, e pertencia ao grupo - methoxyacrilatos (KOLE et al.,
1994; BARLETT et al., 2001). Com o langamento das estrobilurinas, os fungicidas deixaram de
visar apenas a reducdo do indculo e passaram a ganhar novas perspectivas, devido ao efeito
fisiologico provocado pela molécula gerar consequéncias positivas para a produtividade.

As plantas sdo constantemente atacadas por patdgenos e apresentam mecanismos de

defesa pré e pés-formados cuja funcdo é restringir a infeccdo/colonizacdo. Em ambas as
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categorias, os fatores envolvidos na resisténcia podem ser subdivididos em estruturais ou
bioguimicos. Os estruturais atuam como barreiras fisicas, enquanto 0s bioquimicos atuam através
da producao de substancias toxicas ou repelentes ao patdgeno ou criando condi¢des adversas a
colonizacdo (PASCHOLATI, 2008).

A resisténcia da planta esté ligada a ativacdo de varios mecanismos de defesa. A resposta
envolve ativacdo da transcricdo de genes, abertura de canais de ions, modifica¢fes do status de
fosforilacdo das proteinas e ativacdo de enzimas pré-formadas para modificar os metabolismos
primarios e secundarios (PASCHOLATI, 2008). Além disso, ha a geracdo de moléculas
sinalizadoras que coordenam a resposta de defesa tanto temporalmente quanto espacialmente,
resultando na contencdo do patégeno (HAMMOND-KOSACK e JONES, 2000). Estudos
sugerem que 0sS genes responsaveis pela resisténcia tém ligacdo com o incremento do &cido
salicilico (AS), acido jasménico (AJ) e etileno (ET) (BOSTOCK, 2005; JALALI et al., 2006).

Nos fungos, a Piraclostrobina, um fungicida do grupo das estrobilurinas atua inibindo a
respiracdo mitocondrial por bloquear a transferéncia de elétrons no citrocromo BC1 do complexo
1l na respiracdo mitocondria AMMERMANN et al., 2000; VENANCIO et al., 2003;
BARLETT etal., 2003). A respiracdo mitocondrial oferece energia necessaria para o crescimento
e o desenvolvimento de fungos fitopatogénicos. A Piraclostrobina atua reduzindo a producéo de
energia e consequentemente o crescimento do fungo (FAGAN, 2007).

Outro efeito que tem sido atribuido as estrobirulinas é o chamado efeito verde. As plantas
tratadas com esse principio ativo tendem a apresentar um aumento na fotossintese liquida, além
de uma melhoria na eficiéncia na assimilacdo do nitrogénio e um ganho significativo na
producdo, devido a uma melhoria no desempenho da planta (DIAZ-ESPEJO ET AL., 2012;
BARROS, 2016; DAL CORTIVO et al., 2017; LIANG et al., 2018) Na cultura de soja, por
exemplo, a aplicacdo de Piraclostrobina promoveu a reducdo da respiracdo, incremento da
fotossintese e da atividade da enzima nitrato redutase, aumento da massa de graos e produtividade
final (FAGAN et al., 2010). Verificou-se também que as estrobilurinas aumentam tolerancia a
estresses abioticos, pois podem retardar a senescéncia da area foliar fotossintética, interferem no
balango de fitohormonios e aumentam a assimilagdo de CO2 no trigo (WU VON TIEDEMANN,
2001; KOHLE et al., 2002). Em plantas de milho que receberam o produto apresentaram aumento
da area foliar e raizes, bem como incremento de biomassa (LAZO E ASCENCIO, 2014).

Diversos fatores podem atuar induzindo a producéo de respostas da planta tratada com
estrobirulinas, provocando reacfes que podem resultar na protecdo contra fitopatdgenos
(SOBRINHO et al., 2005). Estudos realizados por Udayashankar et. al (2012) mostraram 76%

de protecdo contra 0o BCMV (Bean common mosaic virus) quando as sementes de feijdo foram
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tratadas com 10 pg/ml de Piraclostrobina. Hermes et al. (2002) demonstraram a capacidade da
Piraclostrobina de induzir resisténcia ao Tobacco mosaic virus (TMV) através da inducdo da
expressdo do gene PR1 TMV, que codifica a proteina responsavel pelo desenvolvimento das
lesbes necroticas na resposta de hipersensibilidade (HR). Resultados semelhantes foram
observados para a bactéria Pseudomonas syringae pv tabaci em plantas de fumo (Nicotiana
tabacum cv Xanthi nc). Terumi Itako et al. (2012) observaram que para a bactéria Xanthomonas
perforans houve um incremento da atividade das enzimas polifenoloxidase e peroxidases ap0s
aplicacédo de Piraclostrobina juntamente com acibenzolar-S-metil (ASM). Estas enzimas estéo
envolvidas nos mecanismos de defesa, cicatrizacdo de ferimentos, estresses abioticos e
senescéncia (LEE et al., 2001; AGRIOS, 2005).

Atualmente trés produtos contendo a Piraclostrobina como ingrediente ativo estdo
registrados no MAPA para a cultura do alho (Tabela 1). Comercialmente a Piraclostrobina é
encontrada como Comet® (Piraclostrobina— 250 g L-1) e de forma conjugada como CabrioTop®
(Piraclostrobina 50 g/kg e Metiram 550 g/kg) e Orkestra® (Piraclostrobina — 333 g L-1 e
Fluxapiroxade — 167 g L-1), todos registrado para o controle de Mancha-purpura (Alternaria

porri) e Ferrugem (Puccinia allii) na cultura do alho (BASF, 2022).

Tabela 1. Relagéo de produtos com Piraclostrobina como ingrediente ativo registrados para uso
na cultura do alho no Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA).

PRODUTO
COMERCIAL

INGREDIENTE ATIVO FORMULACAO

metiram
Cabrio® Top  (alquilenobis(ditiocarbamato)) +
Piraclostrobina (estrobilurina)

WG - Granulos Dispersiveis em
Agua

Comet® Piraclostrobina (estrobilurina) EC - Concentrado Emulsionavel

fluxapiroxade (carboxamida) +
Piraclostrobina (estrobilurina)
Fonte: Agrofit (2022).

Orkestra® SC SC - Suspensédo Concentrada

A possibilidade de esta molécula promover a ativacdo de mecanismos de defesa, que
podem provocar a diminuigdo ou paralisacdo da replicagédo e/ou movimentagéo viral, constitui
uma alternativa de manejo interessante e promissora, uma vez que a molécula é capaz de
controlar diversas doencgas (FAGAN, 2007). Além disso, uma melhora no desempenho da planta
poderia diminuir as perdas ocasionadas pela infeccdo viral, tornando o uso desse produto um

beneficio extra para a cultura e para o produtor.
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CAPITULO 2. Analise espacial das viroses do alho na regido do Alto Paranaiba-MG.

RESUMO

Diversos virus tém sido detectados na cultura do alho, sendo que as espécies pertencentes
aos géneros Potyvirus, Carlavirus e Allexivirus sdo as mais frequentes em todos os paises onde
ele € cultivado, causando relevantes perdas de producéo. Apesar de a regido do Alto Paranaiba,
em Minas Gerais, ser uma das maiores produtoras de alho do Brasil, pouco se sabe a respeito da
ocorréncia e incidéncia dos principais virus nesta regido. O objetivo deste trabalho foi realizar
um levantamento das espécies virais presentes no municipio de Sdo Gotardo — MG, localizado
no Alto Paranaiba, em 10 areas produtoras sob irrigacdo por Pivo central. Cada area amostrada
foi dividida em 3 subareas e em cada uma delas foram avaliadas visualmente 1290 plantas para
observar a presenca ou auséncia de sintomas. Em cada subarea foram coletadas 25 folhas com e
sem sintomas para a identificacdo dos virus presentes por meio da técnica RT-PCR. A incidéncia
de virus nas dez areas foi bastante varidvel, sendo que 4 delas apresentaram uma incidéncia
menor, variando de 2,9% a 16,7%. Nas demais, duas apresentaram 42,9% e 86,4% de incidéncia,
respectivamente, enquanto que as quatro restantes mostraram uma incidéncia de 100%. As
plantas infectadas apresentaram um padrao de distribuicéo espacial agregado em 90% dos blocos
no teste de run e 63,3% de distribuicdo ao acaso no teste de doublet. O indice de dispersao foi de
63,3% dos blocos em um padrdo espacial regular. Todas as amostras sintomaticas coletadas
foram positivas para a presenca de uma ou mais espécies de virus pertencentes aos géneros
Potyvirus, Carlavirus e Allexivirus, indicando uma possivel transmissdo pelos bulbilhos
empregados no plantio. Apenas trés amostras assintomaticas foram negativas para todos os virus,
outras amostras assintomaticas foram positivas, provavelmente devido a transmissao do vetor no
campo, portanto s6 devem apresentar sintomas no proximo plantio, quando a concentracdo do
virus na planta serd maior. Esses resultados demonstram a importancia do controle vetorial e do
uso de material propagativo livres de virus, pois se o indculo estiver presente no inicio do ciclo
da cultura, ele se disseminara rapidamente no campo, comprometendo a produtividade da cultura.

Palavras-chave: epidemiologia, GarV-D, GarV-X, GarV-B, SLV, GCLV, OYDV, LYSV.
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1. INTRODUCAO

Devido as suas propriedades medicinais e caracteristicas marcantes de aroma e sabor, 0
alho (Allium sativum L.) é muito apreciado como condimento de consumo ‘in natura’ em todo o
mundo. O Brasil consome 300.000 toneladas de alho, sendo o consumo médio da hortalica igual
a 1,5 kg por habitante/ano. Do total consumido, cerca de 55% séo oriundas de importacdo de
paises como China, Argentina e Espanha (ANAPA, 2022), gerando uma demanda constante para
0 aumento da producao interna de alho.

Segundo dados do IBGE (2021) a producéo brasileira de alho € liderada pelo estado de
Minas Gerais (73.940 ton), segudo de Goiés (50.213 ton) e Santa Catarina (18.419 ton). Em
Minas Gerais, a cultura ocupa cerca de 4.861 hectares, concentrados principalmente na regido do
Alto Parnaiba (IBGE, 2021).

O principal fator limitante da cultura do alho no Brasil € a disponibilidade de bulbilhos
sadios, pois o fato dele ser propagado vegetativamente via bulbilhos-semente favorece a
disseminacéo de doencas importantes, capazes de causar perdas significativas na producdo, que
podem chegar a até 100%. Entre elas, destacam-se as doencas virdticas por nao possuirem
controle curativo e serem facilmente disseminadas por vetores, que sdo abundantes no campo,
gerando transtornos e preocupacoes para os produtores (MESQUITA, 2018).

Dentre os virus frequentemente encontrados infectando alho no Brasil e no mundo, os
mais comuns sdo os pertencentes aos géneros Allexivirus, Carlavirus e Potyvirus. No Brasil ja
foram reportadas as seguintes espécies: a) Allexivirus: Garlic virus A (GarV-A), Garlic virus A
(GarV-A), Garlic virus C (GarV-C), Garlic virus D (GarV-D), Garlic mite-borne filamentous
virus (GarMbFV) (NASCIMENTO et al., 2008) e Garlic virus X (GarV-X ) (OLIVEIRA et al.,
2014); b) Carlavirus: Garlic common latent virus (GCLV) (FAJARDO et al., 2001) e Shallot
latent virus (SLV) (MITUTI et al., 2011); ¢) Potyvirus: Onion yellow dwarf virus (OYDV)
(DUSI, et al., 1994), Leek yellow stripe virus (LYSV) (DANIELS, 1999) e Shallot yellow stripe
virus (SYSV) (FAJARDO et al., 2001). As infec¢des podem ocorrer com uma Unica espécie
viral, mas sdo comumente causadas por dois ou mais virus, potencializando as perdas sofridas
pelas plantas.

A identificacdo dos virus com base na sintomatologia é praticamente impossivel, pelo
fato de os carlavirus normalmente serem latentes nas plantas, ou pela semelhanca entre os
sintomas causados por diferentes espécies virais. Diversos sintomas podem ser observados, como
mosaico estriado, amarelecimento, clorose, necroses leves, subdesenvolvimento e deformagao
das folhas (FERNANDES et. al., 2013). Portanto, a diagnose laboratorial é importante, pois

diferentes géneros de virus possuem diferentes vetores que demandam métodos de controle
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distintos. Enquanto os potyvirus e carlavirus sdo transmitidos por diversas espéecies de afideos,
como Aulacorthum solani, M. persicae, Aphis gossypii e outros (VAN DIJK, 1993; EL-WAHAB,
2009). Os allexivirus sdo transmitidos pelo acaro do bulbo Aceria tulipae (ADAMS et al., 2012).
Outro fator importante no desenvolvimento das viroses sdo as condi¢des edafocliméticas nas
regides onde se cultiva o alho no pais, que sdo altamente favoraveis aos virus e aos seus vetores.

Apesar da importancia das viroses, os estudos do desenvolvimento dessas doengas nos
campos de producdo de alho sdo bastante raros ou mesmo inexistentes. Investigar a
epidemiologia da doenca permite a obtencdo de informacbes fundamentais para subsidiar
recomendacdes racionais de inseticidas e/ou acaricidas para o controle dos insetos vetores e para
a adocdo de outras praticas de manejo nas principais regides produtoras do pais.

A regido do Alto Paranaiba em Minas Gerais € composta por dez municipios, dentre eles
Sdo Gotardo, cuja economia € pautada na atividade agricola, com o alho ocupando posicao de
destaque. Apesar da alta importancia das doencas viréticas ao longo dos Gltimos anos, as
informacdes sobre ocorréncia e incidéncia das diversas espécies de virus presentes na cultura
estabelecida nesta regido, bem como os principais componentes envolvidos na epidemiologia
dessas doencas sdo escassas ou mesmo ausentes. Uma das abordagens comuns é a analise
espacial das viroses do alho em linha de plantio, que permite caracterizar o progresso espacial
das doencas viréticas e interpretar a distribuicdo da mesma, de modo a determinar o seu
comportamento (BERGAMIM FILHO e AMORIM, 1996; BERGAMIM FILHO et al., 2004;
CAMPBELL e MADDEN, 1990).

Neste trabalho foi feito um levantamento das principais espécies virais encontradas em
lavouras de alho no municipio de Sdo Gotardo e da sua ocorréncia, incidéncia e distribuicdo

espacial em dez &reas comerciais de plantio.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Determinacéo da incidéncia de virus

O levantamento da incidéncia de viroses foi realizado em 10 campos irrigados por sistema
de pivo central, localizados na regido produtora de alho em Sdo Gotardo, regido do Alto
Paranaiba- Minas Gerais, durante a safra de 2022. A incidéncia foi determinada por inspecao
visual dos sintomas, expressa em porcentagem de plantas sintométicas em relagdo as plantas
assintomaticas. Em cada campo foram avaliadas trés subareas distribuidas aleatoriamente,

contendo 1290 plantas cada, e em cada uma das trés subareas foi coletada uma mostra contendo
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25 folhas, que foi subdividida em outras 3 amostras, para a diagnose dos virus pela técnica RT-
PCR.

A andlise espacial, nas mesmas subéreas, foi realizada aplicando-se os testes de run e de
doublet, tendo os seus resultados sido analisados pelo valor estandardizado no teste de Z (+1,64)
a 5% de probabilidade (HAU et al., 2011; BERGAMIM FILHO et al., 2004). Na analise de run,
foi calculado o niimero esperado de runs E(R)=1+2m(N-m)/N e a sua variancia 62(R)=2m(N-
m)[2m(N-m)-N]/[N?(N-1)]. Para areas com 100% de incidéncia de sintomas, a formula da
variancia foi alterada para 6%(R)=1+m(N-m)[2m(N-m)-N]/[N?(N-1)]. O valor estandardizado de
Zr=[R+0,5-E(R)]/ o(R) foi obtido com base na distribuigdo normal, no qual se considerou Zr> -
1,64 (P=0,05) como padréo acaso e Zr<-1,64 (P=0,05) como padrdo agregado, onde: R= nimero
de runs; m= numero de plantas doentes; N= namero de plantas na linha e (R) = desvio-padrao.

Para o teste de doublet, foram caracterizados os nimeros de plantas sadias (quadrados
verdes) e doentes (quadrados vermelhos) nas linhas de plantio. Foi calculado o nimero esperado
de doublets E(D)=m(m-1)/N e sua variancia 6?(D)=[m(m-1)[N(N-1)+(2N(m-2)+N(m-2)(m-3)-
(N-1)m(m-1)]/N?(N-1)]. Para areas com 100% de incidéncia de sintomas, a formula da variancia
foi alterada para variancia o?(D)=[m(m-1)[N(N-1)+(2N(m-2)+N(m-2)(m-3)-(N-1,1)m(m-
1)]/N?(N-1)]. O valor estandardizado de Zp=[(D+0,5-E(D)]/s(D) foi calculado com base na
distribuicdo normal, considerando-se Zp>1,64 (P=0,05) como padréo agregado e Zp <1,64
(P=0,05) como padrao acaso. Nesse caso, D= numero de doublet; m= nimero de plantas doentes;

N= namero de plantas na linha e o(D)= desvio-padréo.

2.2 Diagnose dos virus por RT-PCR

As plantas com sintomas foram analisadas por RT-PCR para confirmar a infecgéo e
identificar o virus presente. A extracdo do RNA total foi feita a partir de folhas, utilizando-se o
método Trizol (AFGC PROTOCOLS, 2002), como descrito adiante. Inicialmente foram
trituradas 0,2 g de tecido vegetal fresco em almofariz, na presenca de nitrogénio liquido, e em
seguida adicionado 1ml da solucédo extratora Trizol (38% de fenol saturado, 0,8 M de tiocianato
de guanidina, 0,4 M de tiocianato de amonio, 0,1 M de acetato de sddio, pH 5 e 5% de glicerol).
O extrato obtido foi incubado em banho-maria por 5 minutos a 60°C, agitado em vértex por 30
segundos e centrifugado por 10 minutos a 12.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi transferido para
novos tubos, aos quais se adicionaram 240 pl de cloroféormio. Estes foram entdo submetidos a
agitacdo em vortex, incubacdo a temperatura ambiente por 3 minutos e centrifugacdo a 12.000

rpm por 10 min a 4°C. A fase aquosa foi cuidadosamente coletada e transferida para novos tubos,
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aos quais foi adicionada metade desse volume da solucédo citrato/cloreto (0,8M de Citrato de
Sédio e 1,2M de Cloreto de Sodio) e isopropanol na proporcdo 1:1. Os tubos foram agitados
cuidadosamente, por inversdo, e deixados a temperatura ambiente por 10 minutos para que
ocorresse a precipitacdo do RNA. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm
por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 300 ul de alcool 70%,
por centrifugagdo a 12000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi secado
em temperatura ambiente e ressuspendido em 25 ul de agua ultra pura tratada com DEPC. Apos
a extracdo a qualidade do RNA extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,7%

contrastado com Gel Red (Biotium®).

A obtencdo do cDNA foi realizada com o0 uso da enzima transcriptase reversa,
empregando-se a seguinte reagdo: 3,0 ul de agua, 0,5ul de primer reverse do virus alvo, 0,5 pl de
dNTP e 2 pl do RNA total da planta. Essa mistura foi incubada por 10 minutos a 70°C e
transferida imediatamente para um recipiente com gelo. Em seguida foram adicionados 1 ul de
tampdo, 0,5 ul da enzima MMLYV transcriptase reversa (Sigma Aldrich ®) e 3,5 ul de agua. Essa
mistura foi incubada a 37°C por 50 minutos, para sintese do cDNA, e a 85°C por 5 minutos para

inativagéo da enzima.

A amplificacdo do cDNA por PCR foi realizada separadamente para cada virus a ser
diagnosticado, empregando-se os primers descrito na tabela 1. A reacdo de PCR foi composta
por: 1,25 ul do tampao da enzima, 0,5 pl de cada primer (foward e reverse) a 10 pmol, 0,5 ul de
dNTP 10pml, 1 pl do cDNA, 0,13 ul de Taq polimerase (Cellco ®) e 8,62 ul de agua ultrapura
tratada com DEPC. Para a amplificacio do DNA empregou-se inicialmente 95°C por 2 min,
seguido por 35 ciclos: 95°C por 45 s, TA (temperatura de anelamento para cada par de primer
dos diferentes virus) por 1 min e 72°C por 1 min, com uma extensdo final de 72°C durante 10
min. O produto do PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0,7% contrastado com
gel red (Biotium®).

Tabela 1. Sequéncia dos primers empregados para diagnose dos virus que infectam o alho.

Temperatura
) o _ de Tamanho o
Virus Sequéncia do Primer A da banda - Referéncia
nelamento - b
TA (°C) P
_ 5" GTITGYGTIGAYGAYTTYAAYAA 3’ ZHENG et al.,
Potyvirus 3’ TCIACIACIGTIGAIGGYTGNCC 5’ 4 350 2008
Allexivi 5" CTACCACAAYGGNTCVTC 3° 48 240 OLIVEIRA et
ExIVITUS 3’ CACNGCGTTRAAGAARTC 5’ al., 2014
Carlavirus 5" GGNTKKGAAWCTGGGAGDCC 3’ 55 362 MITUTI et al.,
CATKTMATTCCAAACAACNGGYGC 2015
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5 GAACTAGATGCAGGGACAC 3’ PARK et
LYSV 3’ GCCGTCTAATCCAAACAGC 5° 57.9 767 al.,2005
5" AAGGATAAAGACGTTGATG 3’ PARK et
OYbv 3’ CGTGTGTTGGTTCTTGTTTA 5’ 50 692 al.,2005
carva | 5 CCCAAGCTTACTGGAAGGGTGAATTAGATS 5 816 MELO FILHO
3’CCCAAGCTTAGGATATTAAAGTCTTGAGGS’ etal., 2004
5 GCAGAATAARCCCCCYTC 3’ OLIVEIRA et
GarV-B 3’ RAAGGGTTTATTCTGTTG 5° 50 439 al., 2014
carv.c | 5 CCCAAGCTTCATCTACAACAACAAAGGCGY 53 864 MELO FILHO
3’CCCAAGCTTATAAGGGTGCATGATTGTGGS’ etal., 2004
carvp | 5 CCAAGCTTAAGCAAGTGAAGAGTGTAAGY' o3 oo MELO FILHO
arv- 3’*CCAAGCTTTTTGGAAGAGGAGGTTGAGAS’® etal., 2004
GATCGGAACCAAGGAATAA PARK etal.,
GarvX GAGTGGAAACCATATTCGAG 521 660 2005
GARMB- ATGTCAGGTTCCACAAGT S0 257 PARK etal.,
FV TCAGAACGTAATCATGGGA ’ 2005
Ly AATGATGTTGGNGTBATGG o 485 MITUTI et al.,
CATKTMATTCCAAACAACNGGYGC 2015
oLy AGAGCTMGRCAGGATGCTGC o6 551 MITUTI et al.,
CATKTMATTCCAAACAACNGGYGC 2015

3. RESULTADOS

A incidéncia dos virus em cada uma das subareas amostradas esta representada na Tabela
2. Dentre as 10 areas amostradas, apenas quatro apresentaram incidéncia relativamente baixa de
virus, sendo uma com 3% e outras trés variando entre 11,4% e 12,0%. Nas demais seis, uma
apresentou incidéncia de 42,8%, outra 85,7% e as quatro restantes apesentaram incidéncia de
100% de virus. Apenas trés amostras testaram negativo para todos os virus (Tabela 2). Quando
analisados ao nivel de espécie, sete delas foram detectadas: trés pertencentes ao género
Allexivirus: Garv-B, Garv-D, Garv-X; duas pertencentes ao género Carlavirus: GCLV, SLV e
duas pertencentes ao género Potyvirus: OYDV e LYSV (Tabela 3).

A distribuicdo espacial das plantas com sintomas caracteristicos de viroses (Figura 1)
mostrou um padrdo ao acaso em todos os blocos da area A, no bloco 2 da area B, no bloco 3 da
area C e nos blocos 2 e 3 da area D; nas demais areas o padrdo espacial observado € agregado de
acordo com o teste de run. No teste de doublet as areas G, H, | e J apresentaram o padréo de
distribuicdo espacial agregado, assim como os blocos 1 e 2 da area A, blocos 2 e 3 da rea B e
blocos 3 das areas D e F. A andlise do indice de dispersdo mostrou que o padrdo espacial passa
de agregado para regular a medida que se eleva a incidéncia de plantas doentes na area (Tabela
3).



Tabela 2. % De plantas sintomaticas por area em S&o Gotardo — MG.

© N° DE GENEROS IDENTIFICADOS
%‘ O  %PLANTAS AMOSTRAS ALLEXIVIRUS  CARLAVIRUS POTYVIRUS
M & SINTOMATICAS ANALISADAS
© VIA RT-PCR AMOSTRAS + AMOSTRAS+  AMOSTRAS +
1 2,71% 3 66,6%
A 2 2,79% 3 100%
3 3,41% 3 100%
MEDIA 2,97%
1 16,30% 3 100% 33,3%
B 2 5,27% 3 100%
3 14,34% 3 66,6%
MEDIA 12,00%
1 15,50% 3 100%
c 2 10,23% 3 33,3% 100%
3 8,37% 3 100% 33,3%
MEDIA 11,37%
1 16,12% 3 100%
D 2 13,41% 3 33,3% 100%
3 8,29% 3 66,6%
MEDIA 12,61%
1 23,33% 3 100%
E 2 41,24% 3 33,3% 100%
3 63,87% 3 100%
MEDIA 42,81%
1 85,00% 3 33,3% 100%
F 2 82,10% 3 100%
3 89,90% 3 100%
MEDIA 85,70%
1 100,00% 3 100%
G 2 100,00% 3 100%
3 100,00% 3 100% 66,6%
MEDIA 100,00%
1 100,00% 3 66,6% 100%
H 2 100,00% 3 100% 66,6%
3 100,00% 3 100%
MEDIA 100,00%
1 100,00% 3 100%
I 2 100,00% 3 100% 100%
3 100,00% 3 33,3% 100% 100%
MEDIA 100,00%
1 100,00% 3 33,3% 100%
] 2 100,00% 3 100%
3 100,00% 3 100%

MEDIA 100,00%
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Tabela 3. Espécies identificadas em diferentes areas produtoras de alho na safra 2022 em S&o
Gotardo — MG.

AREA Allexivirus Carlavirus Potyvirus

A SLV

B SLV LYSV
C GarV-D SLV oYDV
D GarV-D SLV -

E GarV-D SLV -

F GarV-B SLV -

G - SLV, GCLV oYDV
H GarV-X SLV, GCLV LYSV
| GarV-D GCLV OoYDV
J GarV-D GCLV -

Figura 4. Distribuicdo espacial das viroses do alho em areas irrigadas
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Tabela 4. Padréo espacial em linha de plantio de viroses do alho causada submetidos ao teste

de run, doublet e indice de dispersdo na safra de 2022 na regido de Séo Gotardo — MG.

INDICE DE
TESTE DE RUN TESTE DE DOUBLET DISPERSA
A B M @)

R ER) ®R) ZR P D E® em z0 P Y P

35 97 691 354 151 AC 0O 092 087 -045 AC 11 AG
0
6

M
36 89 709 374 95 AC 0977 092 -049 AC 14 AG
44 105 86 553 8,28 AC 146 137 429 AG 1 AG
210 302 3526 9564 -513 AG 71 3402 2388 766 AG 17 AG
68 152 129,8 12,78 6,34 AC 3 353 317 -002 AC 13 AG
185 321 3179 7768 04 AG 29 2639 1939 0,7 AC 11 AG
200 245 33898 8836 -994 AG 79 3085 2206 104 AG 74 AG
132 201 237,98 43,38 -553 AG 41 134 1082 854 AG 33 AG
108 211 19891 30,23 228 AC 13 89 753 165 AG 22 AG
208 309 3499 9418 -416 AG 56 3338 2352 476 AG 2 AG
173 264 3006 694 -433 AC 49 2307 1732 635 AG 43 AG
107 183 1972 29,7 -252 AC 32 879 7,4 87 AC 67 AG
301 300 4625 165 -127 AG 153 70 41,2 13 AG 56 AG

O
NEFPOWONPWNPWNEP WONPEP WONE ODN B

E 532 342 6229 300 -162 AG 358 2116 75 17 AG 69 AG
824 431 5963 274 -994 AG 601 5257 688 914 AG 1 R

1097 290 329,25 8333 -424 AG 944 932,02 2098 272 AG 07 R

F 1059 332 380,27 111,3 -452 AG 886 86854 2799 339 AG 06 R
1160 219 234,8 4222 -235 AG 1038 10422 10,67 -1,13 AC 03 R

1290 1 1 1 05 AG 1289 1289 1289 004 AC O R

G* 1290 1 1 1 05 AG 1289 1289 1289 004 AC O R
3 12900 1 1 1 05 AG 1289 1289 1289 004 AC O R

*0O mesmo padréo foi observado para os pivos H, | e J. Legenda: A: pivd; B: bloco; M: nimero de plantas doentes;
R: niimero de runs; D: nimero de doublets; E: valor esperado de R e D; o: varidncia de R e D; valor estandardizado:
runs (Zg) e doublets (Zp); P (padrdo): AG (agregado), AC (acaso) e R (regular).

4. DISCUSSAO

O levantamento realizado em Sdo Gotardo possibilitou averiguar um panorama geral da
situacdo das lavouras de alho na regido do Alto do Paranaiba. Foi possivel observar que, mesmo
as quatro lavouras consideradas praticamente “livres de virus”, na realidade apresentaram
incidéncia média entre 3 e 12%. Quando o aspecto geral das plantas na lavoura foi observado
visualmente, a impressao era de que realmente estas estavam livres de virus. Entretanto, quando
observadas com mais cuidado, por pessoal treinado no reconhecimento dos sintomas, eles
puderam ser detectados, ainda que mais fracos do que nas lavouras com mais de 40% de
incidéncia de virus.

Segundo a literatura, os carlavirus estdo presentes nos cultivos de alho em todo o mundo
e tem sido relatado que, isoladamente, a infeccdo por espécies deste género ndo causa sintomas
severos nas plantas infectadas (BARG et al., 1994; BELLARDI et al., 1994). Entretanto, a
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ocorréncia de infecgOes mistas de carlavirus com os potyvirus pode levar a manifestacdo de
sintomas mais severos (TAKAICHI et al., 1998), tal qual o observado nas éareas G, H e |.

Sabe-se que as doencas causadas por virus pertencentes, principalmente aos géneros
Allexivirus, Carlavirus e Potyvirus provocam a degenerescéncia dos bulbilhos utilizados na
propagacao do alho, levando a reducédo do vigor vegetativo, potencial produtivo e qualidade dos
bulbos ao longo das geragdes da cultura (RESENDE et. al., 2016). E comum que o produtor rural
utilize o proprio material de plantio como alho-semente, o que, aliado a um armazenamento
inadequado, expde o cultivo a uma alta taxa de infeccdo de allexivirus no plantio subsequente
(DOVAS et. al., 2001). A infeccdo mista com espécies do género Allexivirus pode provocar
sintomas mais fortes e possivelmente reducdo na producdo (TAKAICHI et. al.,2002; LU et. al.,
2007), assim como o observado em seis das 10 areas visitadas.

Lunello et al. (2007) compararam plantas “livres de virus” com plantas infectadas por
LYSV e por um complexo viral (Potyvirus, Carlavirus e Allexivirus). A infecgcdo apenas com
LYSV levou a uma reducdo de 28% no peso dos bulbos, ja a presenca de infeccbes mistas
provocou reducdo de 74% no peso dos bulbos.

Os maiores danos a producdo em alho tém sido atribuidos as infeccBes causadas por
OYDV e LYSV, que sdo os dois potyvirus que ja foram relatados no pais. Esses virus podem,
isoladamente, reducdo na massa de bulbos entre 39% e 60% e entre 17% e 54%, respectivamente,
dependendo da cultivar (MOURA, 2013). A presenca destas espécies em 50% das areas visitadas
no presente trabalho proporcionou uma maior percepgdo visual dos sintomas e acendeu um alerta
para a necessidade de substituicdo dos bulbilhos-sementes para os plantios do proximo ano.

O bulbilho-semente infectado pode ser utilizado para plantio até certo nimero de
remultiplicagdes sem ocasionar perdas significativas para o produtor. Silva et al. (2010),
analisaram cultivares seminobres livres de virus e infectadas durante nove anos de cultivo e
constataram reducdo de produtividade destes materiais ao longo de sucessivos ciclos de cultivo.
Mituti (2013) analisou a taxa de reinfeccdo do complexo viral e confirmou que 0 uso de
bulbilhos-sementes apos trés anos consecutivos leva a produgdo semelhante ao alho-semente
100% infectado.

A eliminagdo das viroses é feita a partir da cultura de meristema, propiciando um aumento
no vigor das plantas e maior produtividade e qualidade do produto final. No entanto, a exigéncia
nutricional do alho oriundo de cultura de tecidos ainda € pouco conhecida e necessita de muitos
estudos para o melhor aproveitamento do seu alto potencial produtivo (RESENDE et al., 2016).

Dessa forma nem sempre a nutrigdo mineral é realizada de forma adequada, 0 que gera prejuizos
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ndo sO na producdo, mas também na conservagdo pos-colheita dos bulbos (MACEDO et. al,
2009).

O manejo adotado em cada area ¢ algo particular de cada produtor e varia conforme a
tecnificacdo dos mesmos, o que também pode contribuir para uma maior ou menor produtividade
de plantas com diferentes indices de infeccdo. Neste trabalho, observou-se que dentre as areas
que apresentaram uma incidéncia de plantas sintométicas igual a 100%, a severidade dos
sintomas foi diferente. Acredita-se que isso possa ser devido a concentragéo de virus no bulbilho
utilizado no plantio, que pode ter sido multiplicado por um maior nimero de geragdes, associado
ao manejo adotado pelo produtor, pois cada um deles adota uma metodologia diferente.

O padréo espacial regular constatado no presente experimento evidencia que os bulbilhos-
sementes utilizados para plantio ndo eram totalmente livres de virus, mesmo nas lavouras com
baixa incidéncia. Gitaitis et. al (1998) observaram que o TSWV (Tomato Spotted Wilt Virus) em
pimenta e tomate apresentam um padrdo espacial de agregacao, o que indica que a maioria das
infeccOes surgiu da transmissdo primaria. Um estudo realizado por Della Vecchia et. al (2007)
também demostrou um padrdo espacial agregado para Tomato yellow vein streak virus, uma
begomovirose do tomateiro, o que se deve a concentracao de plantas sintomaticas nos bordos das
estufas, seguida da migragdo de insetos vetores a partir de areas externas a estufa.

Os padrdes de distribuicdo ao acaso demonstram que o material utilizado nos campos com
menores incidéncias provavelmente passaram por limpeza clonal, de modo que a disseminacgéo
dos virus deve ter ocorrido através de afideos vetores, que provavelmente adquiriram o virus em
areas vizinhas com plantios mais antigos e contaminados. A limpeza clonal ndo impede a
reinfeccdo natural com os virus, portanto a deteccdo eficiente da infeccdo viral e o descarte das
plantas infectadas sdo praticas fundamentais para preservacdo do potencial de produgdo das
plantas (FERNANDES et. al., 2013). Principalmente se for considerado que uma Gnica planta de
alho infectada pode produzir 12 bulbilhos, em média, que se forem utilizados para novos plantios
dardo origem ao mesmo numero de plantas infectadas.

Por outro lado, a ocorréncia de 40% das lavouras com 100% de infeccdo viral ressalta a
importancia de se utilizar alho-semente-livre-de-virus, para obter plantas mais vigorosas e com
melhor qualidade fisiologica dos bulbos, resultando no aumento da produtividade nos plantios
seguintes (RESENDE et al., 2016). Nota-se, portanto, que 0 manejo das viroses na cultura do
alho deve ser essencialmente preventivo, fazendo uso de alho-semente com qualidade sanitaria
conhecida, que assegure baixo nivel de in6culo primario, e procurando estabelecer a cultura areas
livres de virus e de seus vetores, adotando medidas mais rigorosas se a cultura for destinada a

producéo de bulbilhos sementes.
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5. CONCLUSOES

Foram detectadas trés espécies de virus pertencentes ao género Allexivirus: Garv-B, Garv-
D, Garv-X; duas pertencentes ao género Carlavirus: GCLV, SLV e duas pertencentes ao género
Potyvirus: OYDV e LYSV, em incidéncias que variaram de 3% a 100%, em levantamento
realizado em 10 campos de produgdo comercial de alho na regido de Sdo Gotardo — Alto do
Paranaiba-MG.

O padrdo espacial apresentado pelas plantas infectadas foi agregado e regular, devido ao
método de propagacdo vegetativa utilizado na cultura e a transmissibilidade por insetos e acaros

vetores, que favorecem a introducéo e disseminacéo das doencas viréticas no campo.
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CAPITULO 3. Efeito da Piraclostrobina na producéo de plantas de alho (Allium sativum
L.) com infecgdes virais simples e mistas

RESUMO

A produgdo de alho no Brasil tem tido uma tendéncia de crescimento continuo nos Gltimos
anos, entretanto, o produtor ainda precisa vencer uma série de desafios para garantir a
produtividade e rentabilidade da cultura. Um dos principais fatores limitantes é a obtencdo de
material propagativo sadio, livre das principais espécies de Potyvirus, Carlavirus e Allexivirus,
que ocasionam grandes perdas na produgdo. Portanto, buscar alternativas para controlar ou
minimizar as perdas causadas pelo plantio de alho infectado tem sido o principal objetivo dos
produtores. Neste trabalho, foi testado o efeito de produtos comerciais CabrioTop®
(Piraclostrobina 50 g/kg e Metiram 550 g/kg) e Orkestra® (Piraclostrobina — 333 g L-1 e
Fluxapiroxade — 167 g L-1), ambos contendo a molécula Piraclostrobina, que tem mostrado um
efeito positivo na melhoria do desempenho e mesmo uma inducgdo de resisténcia a virus em
plantas. Neste trabalho foi investigado o efeito desses produtos na producéo das plantas de alho
provenientes de material propagativo infectado com virus. O experimento foi conduzido em
campo, no municipio de S&o Gotardo — MG, com delineamento experimental de blocos
casualizados, empregando-se 400 bulbilhos por parcela, sendo a parcela atil formada por 32
plantas com quatro repeti¢des. Os tratamentos envolveram diferentes doses e vias de aplicacéo,
como: tratamento de bulbilhos, incorporacdo no solo e aplicacdo foliar. A colheita manual foi
realizada quando 2/3 da parte aérea das plantas estavam amareladas, caracterizando a maturagéo
do bulbo. Apds o processo de “cura”, as seguintes variaveis respostas foram avaliadas: peso (g),
didmetro (mm) e nimero de bulbilhos. Ndo foram observados efeitos positivos ou negativos do
uso de Piraclostrobina aplicada em diferentes épocas e combinac@es de aplicacdo sobre o alho.

Palavras-chave: Estrobilurinas, viroses do alho, produtividade.
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1. INTRODUCAO

A busca pelo aumento quantitativo e qualitativo da producdo de alho nas regides
produtoras brasileiras tem sido constante, pois apesar de o Brasil produzir mais de 155 toneladas
(IBGE, 2020) ainda ndo atende totalmente a demanda nacional. As condicGes climaticas
nacionais somadas ao sistema de plantio da cultura favorecem a ocorréncia de varios patégenos,
destacando-se os de etiologia viral por causarem rapida degenerescéncia das sementes.

Diversas espécies de virus tém sido identificadas nos ultimos tempos, sendo as dos
géneros Potyvirus, Carlavirus e Allexivirus as mais comuns em todo o mundo (LUNELLO et.
al., 2007). A disseminacdo das viroses no campo é favorecida pela inexisténcia de controle
curativo, devido ao modo de replica¢do dos fitovirus e da transmissdo que ocorre através de
bulbilhos-semente infectados e de vetores no campo e na fase de armazenamento. Diante disto,
medidas de carater preventivo sdo de extrema importancia para impedir ou diminuir perdas na
producao.

A Piraclostrobina tem sido utilizada como alternativa aos danos provocados por estresses
bioticos e abioticos, devido a seu efeito benéfico na produtividade de plantas como soja, feijao,
tomate, trigo e milho, dentre outras (FAGAN et al., 2010; MAHONEY et al., 2015; DAL
CORTIVO et al., 2017; LIANG et al., 2018; SULEWSKA et al., 2019). As estrobilurinas, como
a Piraclostrobina, sdo capazes de inibir a cadeia de transporte de elétrons e aumentar o nivel de
espécies reativas de oxigénio (ROS) dentro da mitocondria. Acredita-se que isto induziria um
aumento na expressdo de genes nucleares de defesa ainda desconhecidos, resultando na inibicéo
do movimento e da replicacdo viral (Xie et al., 2001). Udayashankar et. al. (2012) demonstraram
que as sementes de feijdo tratadas com Piraclostrobina conferiram 76% de protecéo contra o
Bean common mosaic virus (BCMV) e Hermes et al. (2002) registrram a inducdo de resisténcia
ao Tobacco mosaic virus (TMV) em plantas de Nicotiana tabacum cv Xanthi. Entretanto, até o
momento ndo foi ainda investigado o efeito da Piraclostrobina na de produtividade de plantas de
alho sadias ou infectadas com virus.

Comercialmente a Piraclostrobina € encontrada como Comet® (Piraclostrobina — 250 g
L-1) e de forma conjugada como CabrioTop® (Piraclostrobina 50 g/kg e Metiram 550 g/kg) e
Orkestra® (Piraclostrobina — 333 g L-1 e Fluxapiroxade — 167 g L-1), todos registrado para o
controle de Mancha-purpura (Alternaria porri) e Ferrugem (Puccinia allii) na cultura do alho
(BASF, 2022).

Neste trabalho foi investigado o efeito da Piraclostrobina associada a fluxapiroxade e

Piraclostrobina associada a metiram na produgdo e produtividade de plantas de alho com
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infeccOes virais, quando aplicado em diversas concentragdes no tratamento de sementes, no solo

e via foliar.

2. MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido na zona rural do municipio Rio Paranaiba - MG (19°18'47.7"S
46°12'49.7"W) e no laboratério de Virologia Molecular localizados no Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA). O clima da regido € classificado como
“Aw”, que indica clima tropical, quente em todas as estagdes do ano (temperatura média mensal

> 18° C), com inverno seco.

Figura 1. Vista aérea da area experimental.

Fonte: Google Earth
Os tratamentos (Tabela 5) com o fungicida Orkestra® SC, que contém em sua formulagao

a molécula de Piraclostrobina (167g/L) mais a de fluxapiroxade (333 g/L) e o Cabrio® Top que

contém Piraclostrobina a 5%.

Tabela 5. Tratamentos empregados no experimento em campo.

Via de Composi¢do do Produto Esquema de
Tratamento S . Dose o x
aplicacéo Produto Comercial aplicagédo

1 - - - - -

2 TS fluxapiroxade + Orkestra® SC 0,75:1 Pré-plantio
Piraclostrobina

3 TS fluxapiroxade + Orkestra® SC 01:01 Pré-plantio
Piraclostrobina

4 TS + APF fluxapiroxade + Orkestra@ sC 1o FLIAPFO3IS b lantio
Piraclostrobina L/ha

5 IC fluxapiroxade + Orkestra® SC 0,75 L/ha Pré-plantio
Piraclostrobina

6 IC fluxapiroxade + Orkestra® SC 1 L/ha Pré-plantio

Piraclostrobina
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11

12

13

14

15

APF

IC + APF

IC + APF

IC

IC

APF

IC + APF

IC + APF

IC + APF

fluxapiroxade +
Piraclostrobina

fluxapiroxade +
Piraclostrobina

fluxapiroxade +
Piraclostrobina

metiram +
Piraclostrobina
metiram +
Piraclostrobina
metiram +
Piraclostrobina

metiram +
Piraclostrobina
metiram +
Piraclostrobina

metiram +
Piraclostrobina

Orkestra® SC

Orkestra® SC

Orkestra® SC

Cabrio® Top
Cabrio® Top

Cabrio® Top

Cabrio® Top

Cabrio® Top

Cabrio® Top

0,35 L/ha

IC: 0,75 L/ha; APF:
0,35 L/ha

IC: 1 L/ha; APF:
0,35 L/ha

5 Kg/ha
7,5 Kg/ha
3 Kg/ha

IC: 5 Kg/ha; APF 3
Kg/ha

IC: 7,5 Kg/ha; APF:

3 Kg/ha
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15, 30,45 e 60
(DAE)
Pré-plantio; 15,
30,45¢e 60
(DAE)
Pré-plantio; 15,
30, 45 e 60
(DAE)

Pré-plantio

Pré-plantio

15, 30, 45e 60
(DAE)
Pré-plantio; 15,
30,45e 60
(DAE)
Pré-plantio; 15,
30,45e 60
(DAE)

IC: 5 Kg/ha; APF: 3  Pré-plantio; 30

Kg/ha

e 60 (DAE)

Legenda: TS: tratamento de bulbilho-semente; IC: incorporacdo ao solo; APF: aplicacédo via

foliar; DAE: dias ap0s a emergeéncia.

Adotou-se o delineamento experimental de blocos casualizados, empregando-se 400

bulbilhos por parcela, sendo que a parcela til foi de 32 plantas com quatro repeticdes. O manejo
de plantas daninhas foi feito antes do plantio, com a aplicacdo dos herbicidas pré-emergentes
Goal (600 mL/ha), Flumyzin (60 mL/ha) e Ronstar (2 L/ha) e controle manual ap6s o plantio
conforme a necessidade da area. O plantio foi realizado a uma profundidade de 5 cm, com
espacamento de 12 cm entre linhas e 9 cm entre plantas, em solo arado e gradeado, com irrigacao

via sistema de pivé central.

A adubacéo foi feita seguindo o padrdo do produtor e foi dividida em duas fases, sendo
que a primeira fase (tabela 6) abrangeu desde o pré-plantio até o inicio da diferenciacéo, e a

segunda fase (tabela 7) abrangeu o restante do ciclo da cultura até a colheita.

Tabela 6. Adubacdo da primeira fase do alho.

12 FASE DOSE QUANTIDADE PROGRAMADA (Kg/ha)
AD. DAP ADUBO (Kg/ha) N P20Os K20 Ca Mg Mn B zZn S
02-30-
15 06+020%B+02% 3800 760 11400 2280 2470 00 00 00 76 1140
PP Zn
7 UREIA 2000 920 00 00 00 00 00 00 00 00
7 ACIDOBORICO 3 0,0 00 00 00 00 00 051 00 00
p 0 00 - 23 - 00 1100 00 2530 00 1980 00 00 00 00 1320
UREIA 1250 575 00 00 00 00 00 00 00 00
SU'—FIGCT;O DE 300 00 00 03 00 27 00 00 00 35
a
re 7 SULFQ}TO DE 50 0.0 00 01 00 00 00 00 10 00
SULFATO DE 5,0 0,0 0,0 01 00 00 16 00 00 09

MN
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ACIDOBORICO 3 0.0 00 00 00 00 00 05 00 00
20 - 00 - 20 200 400 00 400 00 00 00 00 00 00
2c 14 SULF,\';‘(TBO DE 10 0.0 0,0 01 00 09 00 00 00 12
ACIDOBORICO 3 0.0 00 00 00 00 00 05 00 00
ALGEN
a
2Cc 17 PN 100 0.0 00 00 320 30 00 00 00 00
19-04 - 19 200 380 80 380 00 20 00 02 02 20
. ACIDOBORICO 3 0.0 00 00 00 00 00 05 00 00
#C 2L TqULFATODE
-~ 5 0.0 00 01 00 00 16 00 00 09
TOTAL 1° FASE 3035 14010 3066 4770 86 31 22 88 2545
Tabela 7. Adubacédo da segunda fase do alho.
22 FASE QUANTIDADE PROGRAMADA (Kg/ha)
ADUBO DOSE

AD  DAD (Kg/ha) N P20s KO Ca Mg Mn B Zn S
C 3 ALGENMICRON 100 00 00 00 320 30 00 00 00 00
20 - 00 - 20 200 400 00 400 00 00 00 00 00 00
ACIDO BORICO 3 00 00 00 00 00 00 05 00 00
ec 10 SULF,GLO DE 5 00 00 o1 00 00 16 00 00 09

SULFATODEZn 50 00 00 01 00 00 00 00 1,0
SU'—FG‘EO DE 30 0.0 0.0 03 00 27 00 00 00 35
72C 13 ALGENMICRON 100 00 00 00 320 30 00 00 00 00
we 1 20 - 00 - 20 200 400 00 00 00 00 00 00 00 00
ACIDO BORICO 3 00 00 00 00 00 00 05 00 00
®c 24 09-00 - 24 200 180 00 480 00 00 00 04 00 00
TOTAL 22 FASE 980 00 1284 640 87 16 14 10 44

A colheita manual foi realizada quando 2/3 da parte aérea das plantas estavam

amareladas, caracterizando a maturacao do bulbo. Em seguida, as plantas foram submetidas ao

processo de “cura” até que as ramas adquirissem aparéncia bem seca, cor amarela-palha,

didmetro do colo reduzido e a pelicula externa do bulbo se soltasse com facilidade. As

caracteristicas avaliadas foram: peso (g) do bulbo, didmetro (mm) do bulbo e nimero de
bulbilhos.

Os dados obtidos apds a cura do alho foram submetidos aos testes de normalidade

(Shapiro Wilk) e homogeneidade (Bartllet) para verificar se os dados atendiam as pressuposicoes

da ANAVA através do software estatistico RStudio 2022.07.2.

As varidveis que ndo

apresentavam distribuicdo normal dos dados, tiveram seus dados transformados e apés atendidas

as pressuposicoes da ANOVA, as variaveis foram submetidas ao teste de médias de Tukey.
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A extracdo do RNA total das plantas para a identificagdo das espécies virais presentes foi
feita a partir de bulbilhos infectados, utilizando-se o método Trizol (AFGC PROTOCOLS,
2002). Paraisso, 0,29 de tecido vegetal fresco foram macerados na presenca de nitrogénio liquido
e em seguida adicionado 1ml da solugdo extratora Trizol (38% de fenol saturado, 0,8 M de
tiocianato de guanidina, 0,4 M de tiocianato de amonio, 0,1 M de acetato de sodio, pH 5 e 5% de
glicerol). O extrato obtido foi incubado em banho-maria por 5 minutos a 60°C. Logo apos, foi
agitado em vortex por 30 segundos e centrifugado por 10 minutos a 12.000 rpm a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para novos tudo e adicionado 240 pl de cloroféormio. Os tubos foram
agitados em vortex e deixados a temperatura ambiente por 3 min, em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 10 min a 12.000 rpm a 4°C. A fase aquosa foi cuidadosamente coletada e
transferida para novos tubos, aos quais foi adicionada metade do volume coletado, da fase
aquosa, da solucdo citrato/cloreto (0,8M de Citrato de Sodio e 1,2M de Cloreto de Sédio) e
isopropanol na proporcédo 1:1. Os tubos foram agitados cuidadosamente, por inversao, e deixados
a temperatura ambiente por 10 minutos para que ocorresse a precipitacdo do RNA. Em seguida,
as amostram foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet lavado com 300 pl de alcool 70% gelado, por centrifugacao a 12000 rpm
por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco em temperatura ambiente e
ressuspenso em 25 ul de dgua ultra pura tratada com DEPC. Apos a extracao a qualidade do RNA
extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,7% contrastado com Gel Red
(Biotium®).

A obtencdo do cDNA foi realizada com o0 uso da enzima transcriptase reversa,
empregando-se a seguinte reagdo: 3,0 ul de agua, 0,5ul de primer reverse do virus alvo, 0,5 pl de
dNTP e 2 pl do RNA total da planta. Essa mistura foi incubada por 10 minutos a 70°C e
transferida imediatamente para um recipiente com gelo. Em seguida foram adicionados 1 ul de
tampao, 0,5 pl da enzima MMLYV transcriptase reversa (Sigma Aldrich ®), 3,5 ul de agua, foi
submetida a incubacdo de 37°C por 50 minutos para sintese do cDNA e a 85°C por 5 minutos

para inativacdo da enzima.

A amplificacdo do cDNA por PCR foi realizada separadamente para cada virus a ser
diagnosticado, empregando-se os primers descrito na tabela 2 (capitulo 2). A reacdo de PCR foi
composta por: 1,25 pl do tampao da enzima, 0,5 pl de cada primer (foward e reverse), 0,5 ul de
dNTP, 1 pl do cDNA, 0,13 ul de Taq polimerase (Cellco ®) e 8,62 ul de dgua ultrapura tratada
com DEPC. Com ciclo da PCR: 95°C por 2 min, seguido por 35 ciclos: 95°C por 45 s, TA

(temperatura de anelamento para cada par de primer dos diferentes virus) por 1 min e 72°C por
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1 min, com uma extenséo final de 72°C durante 10 min. O produto da amplificacdo foi observado
apos corrida de eletroforese em gel de agarose 0,7% contrastado com gel red (Biotium®).

3. RESULTADOS

Todos os tratamentos apresentaram sintomas de infeccdo viral e a analise de RT-PCR
revelou que os sintomas foram causados pela presenga de infeccbes mistas causadas pelas
espécies Garlic common latent virus (GCLV) e Shallot latent virus (SLV) do género Carlavirus
e Leek yellow stripe virus (LYSV) e Onion yellow dwarf virus (OYDV) do género Potyvirus.

Os resultados obtidos ap6s a aplicacdo dos diversos tratamentos se encontram
discriminados na Tabela 8. Apesar de ndo ter sido detectado diferencas estatisticas nos
parametros avaliados, peso, didmetro e numero de bulbilhos, em relacdo ao controle, pode-se
notar algumas tendéncias de aumento ou diminuicao na performance das plantas. Os tratamentos
6 e 7, por exemplo induziram as maiores perdas no peso dos bulbilhos, de 3,12% e 4,76%,
respectivamente, enquanto que os tratamentos 3 e 5 induziram os maiores ganhos, de 4,8 e 4,2,
respectivamente. Ambos ocorreram quando foi utilizado tratamentos contendo o Orkestra® SC.
Quando foram empregados tratamento com o Cabrio® Top apenas tanto os ganhos como as
perdas foram menores, indicando uma inocuidade do tratamento. O maior ganho foi observado
no tratamento 14 que gerou um ganho de 2,4%, enquanto que a maior perda (1,9%) foi no
tratamento 15, mostrando uma maior aproximacéo do peso dos bulbilhos controle, que ndo foram

submetidos a nenhum tratamento.

Tabela 8. Teste de Tukey para as variaveis resposta peso, diametro e numero de bulbilhos.

% Ganho (+) A % Ganho (+) N° DE % Ganho (+)
TRATAMENTO  PESO o/ porga) ~ PIAMETRO o bordac)’  BULBILHOS % Perda(-)
1 67,1 - 56,7 - 12 -
2 65.5 -2,4% 552 -2,64% 11 -8,33%
3 703 +4,8% 573 +1,05% 12 0
4 66.8 -0.4% 55.9 -1,40% 11 -8,33%
5 69.9 +4,2% 576 +1,58% 12 0
6 65 -3,12% 56,5 -0,35% 12 0
7 63,9 -4,76% 547 -3,52% 11 -8,33%
8 68,3 +1,8% 57 +0,50% 12 0
9 67,6 +0,7% 56,1 1% 12 0
10 66 -1,63% 55,6 -1,94% 11 -8,33%
11 67,4 +0,4% 56.3 -0,70% 12 0
12 67,7 +0,89% 56,8 +0,10% 12 0
13 65,8 -1,9% 55,8 -1,58% 11 -8,33%
14 68.9 +2.7% 56.8 +0,10% 12 0
15 65.8 -1.9% 55.9 -1,40% 12 0
cV 457 % 2.08 % 5.99 %

*Nao houve diferenca entre as médias ao nivel de 95% de confianca pelo Teste de Tukey.
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho, onde foram aplicadas diversas dosagens de Orkestra® SC e de
Cabrio® Top em plantas de alho portadoras de 100% de infec¢fes mistas com diversas espécies
de virus pertencentes as espécies de Allexivirus. Carlavirus e Potyvirus ndo logrou detectar um
tratamento que tivesse efeito relevante sobre o desempenho das plantas. Enquanto alguns
pesquisadores que empregaram produtos a base de Piraclostrobina relataram ganhos positivos na
planta, outros observaram que nenhum efeito sobre a planta pode ser registrado. Vilela et al.
(2012), investigando a acdo da Piraclostrobina em hibridos de milho ndo detectaram nenhum
incremento na producdo e no peso de mil grdos. Marafon & Simonetti (2012) e Vilela et al.,
(2012) analisaram caracteristicas biométricas do milho e observaram que a altura de plantas,
altura de insercdo de espiga e diametro de colmo nédo sofreram alteracdes positivas ou negativas
devido a aplicacdo de Piraclostrobina.

Por outro lado, Fagan et. al. (2010) verificaram que a aplicacdo de Piraclostrobina em
plantas de soja alterou a taxa de assimilagcdo de carbono e de nitrogénio, o que levou a um
acréscimo de 7% e 8% na massa de mil grdos e de 1080 e 468 kg ha™ na produtividade.
Resultados semelhantes foram encontrados por Jadoski et. al. (2015), que observaram que a
Piraclostrobina alterou positivamente mecanismos antioxidativos e carboxilativos e também
aumentou a produtividade de graos no feijoeiro.

Diminuicéo na producédo foi também relatada por Paul et al. (2011), que relataram elevada
ocorréncia de resultados negativos no rendimento, ou seja, menores produtividades em area
tratadas com fungicida em relacdo as areas ndo tratadas.

Essa discrepancia encontrada nos resultados de producdo de plantas tratadas com
produtos a base de Piraclostrobina pode estar possivelmente relacionada com o tipo de solo,
condicdes ambientais, etc. Groff et al. (2020) submeteram plantas de trigo a doses crescentes de
nitrogénio e observaram que o aumento de massa fresca e seca da planta s6 foi observado quando
as plantas foram submetidas a aplicagéo de piraclotrobina. Shetley et al. (2015) chamaram a
atencdo para o fato de que no milho e em muitas outras plantas as respostas fisioldgicas a
Piraclostrobina incluem aumentos nos processos que requerem nutrientes. Eles testaram 13
diferentes adubos foliares em milho, na presenca e auséncia de tratamento com Piraclostrobina e
em trés locais com com condigdes edafoclimaticas diferentes: Novelty, Portageville e Albany.
Eles observaram que apenas um dos 13 fertilizantes foliares empregados aumentou em 10% o
rendimento dos grdos em Novelty e Portageville mas ndo causou nenhum efeito em Albany, em

comparacdo com os controles ndo tratados com Piraclostrobina. Isso mostrou o efeito da
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adubacdo e das condi¢cBes ambientais, que provavelmente deve estar associado a diferenca de
resultados encontrados por diversos autores.

A infeccdo viral modifica processos vitais da planta como armazenamento de reservas,
desenvolvimento de novos tecidos, absorcdo e transporte de &gua e minerais pelos vasos
condutores, a fotossintese e o uso de fotoassimilados (TAIZ e ZAIGER, 2013). Tais alteracoes
certamete estdo relacionadas a diminuicdo na producéo de alho (LOT et. al, 1998; TANABE,
1999; CONCI et. al., 2003; MELO-FILHO et. al, 2006). E possivel que a Piraclostrobina néo
tenha contribuido com efeitos significativos sobre as variaveis analisadas devido a alta incidéncia
de viroses de modo que, para apresentar um resultado mais expressivo, haveria a necessidade de
um teor de adubacdo nitrogenada mais elevado.

Ainda assim, foi possivel observar que os tratamentos T3 e T5 (Tabela 8) apresentaram
uma média de peso de bulbos 4,8% e 4.2%, respectivamente maior com a aplicacdo de Orkestra®
no tratamento de bulbilhos e incorporagdo no solo. Considerando que a média nacional de
producdo de alho esta em torno de 18 ton/ha (ANAPA, 2022), esses tratamentos poderiam
proporcionar um incremento de 864 e 756 kg/ha, ou seja, 86 e 75 caixas de 10 kg que séo
comercializadas a R$ 136,32/caixa no estado de Minas Gerais (CONAB, 2022), o que justificaria
a aplicacdo dos referidos tratamentos. A partir desses resultados, préximo passo devera ser a
aplicagdo desses tratamentos em experimentos de alho combinados com doses crescentes de
adubacdo nitrogenada visando investigar um possivel ganho mais expressivo na producgdo e

produtividade das plantas de alho.

5. CONCLUSOES

Os tratamentos com Piraclostrobina associada a fluxapiroxade e Piraclostrobina associada
a metiram, em diversas concentracdes, vias de aplicacdo e estadios de desenvolvimento nédo
induziram diferenca significativa na produtividade de plantas de alho infectadas com 4 espécies

de virus.
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