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1. RESUMO

Espécies de virus dos géneros Potyvirus, Carlavirus e Allexivirus sdo comumente
encontradas na cultura do alho (Allium sativum L.) e em decorréncia da sua propagagéo
vegetativa, hd o acumulo de virus de um ciclo para outro, formando um complexo entre
espécies dos géneros citados. Uma das principais causas da reducdo da produtividade
ocorre devido a infeccdo por virus, e a termoterapia associada a cultura de tecido pode ser
um método eficiente para limpeza clonal e obtencdo de alho semente livre de virus. O
estudo da degenerescéncia do alho livre de virus €, portanto, importante para se conhecer o
namero de ciclos em que o alho semente, inicialmente sadio, pode ser multiplicado no
campo, sem que ocorra a reducdo da produtividade. Neste estudo foi verificado que apo6s
trés anos a produtividade foi 13,75% superior ao alho 100% infectado por virus. Os
bulbilhos aéreos também podem ser utilizados para a multiplicacdo de sementes e tem
como vantagem o baixo custo quando comparado a utilizacdo de bulbos provenientes da
cultura de tecido. Entretanto, essa técnica sO se torna viavel com a utilizacdo de matrizes
isentas de virus, pois a transmissdo de virus para os bulbilhos aéreos, provenientes de
matrizes infectadas, podem chegar a 83,33% no caso dos potyvirus, 20% para carlavirus e
70% para allexivirus, segundo dados obtidos neste trabalho. Realizar uma diagnose precisa
dos virus que infectam o alho torna-se essencial para que ndo ocorram falhas durante a
indexacdo. Pbde-se observar que para a deteccdo dos potyvirus, utilizando o teste de
ELISA indireto, deve-se utilizar folhas novas, entre 21 e 63 dias apds o plantio, pois a
concentracdo viral nesse periodo é a mais elevada. Diferentes técnicas como o DIBA
colorimétrico, DIBA quimioluminescente, ELISA e PCR em tempo real foram avaliadas

para deteccdo do LYSV, aos 21 dias apds a inoculagdo das plantas. O teste de ELISA



detectou o LYSV somente aos 21 dias apos inoculacdo, enquanto a PCR em tempo real,
aos 5 dias apds inoculagdo, detectou o virus, devido a sua elevada sensibilidade. Os

demais testes também detectaram o LYSV aos 21 dias ap6s infecgéo.

Palavras-chaves: potyvirus; carlavirus; allexivirus; concentragao viral.



GARLIC VIRUSES: METHODS OF DIAGNOSIS, DAMAGE AND
DEGENERATION OF GARLIC VIRUS-FREE

Botucatu, 2013. Thesis (Doutorado em Agronomia/Prote¢do de Plantas) — Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Campus

de Botucatu.

Author: Tatiana Mituti
Adviser: Marcelo Agenor Pavan
Co-Adviser: Renate Krause Sakate

2. SUMMARY

Virus species of genera Potyvirus, Carlavirus and Allexivirus are commonly infecting
garlic plants (Allium sativum L.). Due to the vegetative propagation, the accumulation of
viruses might occur from one cycle to another. The infection of viruses might induce yield
losses, and the technique of thermotherapy associated with meristem tip culture is an
efficient method to obtain virus-free seeds. The study of degeneration of seeds free of virus
is important to know the number of cycles in which garlic may be multiplied in the field
without reduction of productivity. In this study it was observed that after three years, the
productivity increased 13,75% compared to 100% infected seeds. Currently, aerial bulbils
may be used for multiplication of seeds with low cost, compared to meristem tip culture.
However, this is a viable technique only if the matrix is free of viruses, because the
transmission to aerial bulbils, from infected plants can reach 83.33 % for potyviruses, 20%
for carlavirus and 65% for allexivirus, data obtained in this work. An accurate diagnosis in

viruses that infect garlic is important to avoid mistakes during indexing material. It was



observed that the best time to detect potyvirus, through ELISA test is between 21 and 63
days after planting on young leaves, as the virus concentration is higher in this period.
Whem using different techniques, such as the colorimetric DIBA, chemiluminescent DIBA,
ELISA, and real-time PCR, it was possible to perform the detection of LYSV 21 days after
inoculation. ELISA test detected LYSV only at 21 days after inoculation, whereas using
real time PCR, in 5 days after inoculation it was possible to detect the virus due to its high

sensitivity. The other tests also detected the virus 21 days after infection.

Keywords: Potyvirus; Carlavirus; Allexivirus; Viral concentration.



3. INTRODUCAO

A cultura do alho favorece a ocorréncia do complexo viral devido a
sua forma de propagacdo vegetativa (FAJARDO et al., 2001). No Brasil h& dez espécies
virais descritas em alho, sendo duas do género Potyvirus: Leek yellow stripe virus (LYSV)
e Onion yellow dwarf virus (OYDV); duas do género Carlavirus: Garlic common latent
virus (GarCLV) e Shallot latent virus (SLV) e o género Allexivirus conta com seis
espécies: Garlic mite-borne filamentous virus (GarMbFV), Garlic virus A (GarV-A),
Garlic virus B (GarV-B), Garlic virus C (GarV-C), Garlic virus D (GarV-D) e Garlic virus
X (GarV-X) (DUSI, et al., 1994; MELO FILHO et al., 2004; MITUTI et al., 2011;
OLIVEIRA, 2013).

Os sintomas tipicos observados nas folhas de alho séo estrias de cor
verde claro ou amarela, conhecidas como “mosaico do alho” e 0s virus geralmente ndo
ocasionam morte das plantas e convivem com o alho de forma cronica, perpetuando-se
através de distintos ciclos de cultivo, ajudado pela natureza agamica da espécie (PAVAN,
1998).

A infeccdo mista entre duas ou mais espécies de diferentes géneros
pode ocasionar até 78% de redugdo da producdo. A termoterapia associada a cultura de
meristema é um método eficaz, utilizado para a producdo de sementes livres de virus.

O alho livre de virus em condi¢bGes de campo esta sujeito a re-
infeccdo viral. Para determinar por quantas geracdes o alho inicialmente sadio se mantém
mais produtivo quando comparado ao alho infectado por virus, foi realizado um estudo de

degenescéncia do alho. Estes dados sdo apresentados no Capitulo 1.



Outra forma alternativa de producdo de alho livre de virus é o
aproveitamento dos bulbilhos aéreos provenientes dos escapes florais a partir de plantas
sadias (EBI et al., 2000). O baixo custo e a rapidez para formacao do bulbo, que ja ocorre
apos o segundo ano de cultivo (MATHEW, 2007; POSPISIL, 2010) tornam a técnica
bastante atrativa. No segundo capitulo foi analisada se 0s virus sdo perpetuados através dos
bulbilhos aéreos e qual a porcentagem de perpetuacdo. Os resultados estdo descritos no
capitulo 2.

Até o momento, pouco se sabe sobre o movimento e distribuicéo
dos virus em plantas de alho recém-infectadas. Diagnosticos mais precisos podem ser
realizados se a coleta do tecido vegetal contiver maior concentragdo viral (CONCI et al.,
2010). Estudos realizados com OYDV e LYSV indicam que a concentra¢do viral em
diferentes partes da folha pode variar, dependendo do virus (CONCI et al., 2010). Como no
Brasil o clima tropical propicia um menor ciclo de cultivo do alho (em geral 180 dias)
comparado aos 230 dias em paises como Argentina e Japdo, realizou-se um experimento
para verificar a distribuicdo de virus pelas diferentes folhas do alho ao longo do ciclo da
cultura. Estes resultados estdo descritos no Capitulo 3.

A espécie LYSV é considerada mundialmente a mais importante
em alho, podendo ocasionar sintomas severos e reducao de até 44,7% no peso dos bulbos
(LOT et al., 1998). Nos capitulos 4 e 5 foram descritas diferentes técnicas para detec¢do do
LYSV, analisando sua sensibilidade, em diferentes partes da planta de alho.

Deste modo, o presente trabalho foi dividido em 5 capitulos
intitulados: 1) “Estudo da degenerescéncia do alho-semente livre de virus durante trés anos
consecutivos” redigido em portugués conforme as normas da revista Scientia
Horticulturae; 2) “Analise de virus em bulbilhos aéreos de alho provenientes dos escapes
florais” redigido em portugués conforme as normas da revista Journal of Plant Pathology;
3) “Concentracdo de Potyvirus durante diferentes estagios de desenvolvimento do alho
(Allium sativum L.)” redigido conforme as normas da revista Summa Phytopathologica; 4)
“Detection of Leek yellow stripe virus in garlic: sensitivity of different techniques and
methods of sample preparations”, redigido em inglés conforme normas da revista Journal
of Virological Methods; 5) “Concentration of Leek yellow stripe virus on garlic leaves in
different stages of development” redigido em inglés conforme as normas da revista

Tropical Plant Pathology.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. A cultura do alho e sua producéo

O alho (Allium sativum L.) é uma planta pertencente a familia
Liliaceae, do género Allium. E uma espécie herbéacea, que origina um bulbo, composto por
bulbilhos, sendo que cada bulbilho contém uma gema capaz de originar uma nova planta
ap6s a brotacdo. E uma planta que se comporta como uma cultura anual, apresentando
apenas a etapa vegetativa do ciclo biolégico (FILGUEIRA, 2007).

O centro de origem dessa cultura s&o as Zonas Temperadas da Asia
Central, de onde se espalhou para a regido do Mediterraneo. Acredita-se que o alho
cultivado hoje no Brasil tenha vindo do México, Egito e de alguns paises da América do
Sul (MENEZES SOBRINHO, 1978).

As épocas de plantio podem variar de regido para regido, devido a
diversidade climética. Para que ocorra a formacdo dos bulbos, é necessario que haja
interacdo entre fotoperiodo e temperatura, que depende da cultivar (MULLER e SILVA,
1983).

As temperaturas médias mensais mais indicadas para o bom
desenvolvimento das plantas é de 24 °C, e para formacdo dos bulbos as temperaturas
exigidas sdo de aproximadamente 13 °C, sendo que na falta dessas temperaturas ndao ha
formacgédo dos bulbos, mesmo sob dias longos (MASCARENHAS, 1978). Na fase de
amadurecimento dos bulbos, um clima seco e quente é mais favoravel (FILGUEIRA,
2007).



Pesquisadores brasileiros adaptaram a técnica da vernalizacéo pré-
plantio, que consiste em manter os bulbos a uma temperatura de 3 °C a 4 °C, durante 40 a
55 dias, e os bulbos sdo retirados da camara fria as vésperas do plantio, possibilitando o
plantio de cultivares tardias no centro-sul do Pais (FILGUEIRA, 2007).

Os quatro grandes centros de producdo de alho sdo o asiético,
europeu, norte-americano e sul-americano. No centro asiatico, a China destaca-se como
maior produtor (77% da producdo), consumidor e exportador mundial. A Argentina
destaca-se como maior produtor do centro sul-americano, sendo o Brasil seu maior
comprador. O volume importado em 2011 foi de 163.670 toneladas no valor de
US$ 249.366.197,00. O maior fornecedor de alho para o Brasil desde 2005 é a China,
representando 61,45% do total importado. A Argentina ocupa o segundo lugar com
37,05%. No Brasil, 0 consumo anual, por pessoa, passou de 400 gramas para 1,4 Kg, em
2011 (LUCINI, 2012).

De acordo com dados obtidos pelo Levantamento Sistemético da
Producdo Agricola (2013), em 2012 o Brasil produziu 107.054 toneladas, com rendimento
médio de 10.634 Kg/ha, em uma area de 10.067 hectares. Dados obtidos até o presente
momento indicam uma &rea plantada em 2013 de 8.077 hectares, com producdo de 78.606
toneladas e rendimento medio de 9.732 Kg/ha.

Na safra 2012 o Estado de Goias foi o que mais produziu no Pais,
com uma area de 2.392 hectares, produziu 35.303 toneladas. Em seguida veio o Estado de
Santa Catarina, com producdo de 19.315 toneladas, seguido de Minas Gerais, com 18.132
toneladas, e essas regides tem um rendimento médio de 12.444 Kg/ha (Levantamento
Sistematico da Producdo Agricola, 2013).

As cultivares plantadas sdo divididas em trés grupos, de acordo
com as regides onde serdo cultivadas. As cultivares precoces como 0 Branco Mineiro e
Cateto Roxo tém um ciclo curto de apenas quatro meses, sem muita exigéncia a
fotoperiodo e frio e possuem baixo valor comercial. O segundo grupo corresponde as
cultivares de ciclo mediano (Lavinia e Amarante), que tem o ciclo de aproximadamente
cinco meses, um pouco mais exigentes em fotoperiodo e frio, com adaptagéo regional mais
restrita. E por fim, o grupo das cultivares tardias, que é o alho nobre, com maior valor
comercial, como por exemplo, a cultivar Chonan, Roxo-Pérola-de-Cagador e Quitéria,
apresentam ciclos longos, exigentes a fotoperiodo e frio, e podem ser cultivadas em regides

mais quentes como o centro-sul, aplicando-se a vernalizagdo (FILGUEIRA, 2007).



4.4. Viroses do alho

Na cultura do alho, devido a sua propagacdo vegetativa, € comum a
ocorréncia de dois ou mais virus de diferentes grupos taxonémicos (CONCI et al., 1992;
BARG et al., 1994; TSUNEYOSHI et al., 1998; FAJARDO et al., 2001;) e esses virus

formam um complexo que causa a degenerescéncia do alho.

4.4.1. Género Allexivirus

Os allexivirus pertencem a Familia Alphaflexiviridae, que engloba
outros cinco géneros: Botrexvirus, Lolavirus, Mandarivirus, Potexvirus e Sclerodarnavirus
(KING et al., 2012). A transmissdo dos virus pertencentes a esse género ocorre através de
acaros da especie Aceria tulipae (KANG et al., 2007).

Possuem particulas filamentosas flexuosas de 800 nm de
comprimento e 12 nm de didmetro, constituido de uma fita simples de RNA com
aproximadamente 9.0 Kb e o genoma é composto de 6 ORFs (“open reading frame” ou
fase aberta de leitura), e uma pequena regido nédo traduzida na regido 5’ (Figura 1). A
ORF1 corresponde a polimerase, as ORFs 2 e 3 correspondem a TGB (Triple gene block),
proteina envolvida no movimento célula-a-célula, a ORF4 ndo tem homologia com
nenhuma outra proteina conhecida, sendo uma das caracteristicas que difere um grupo do
outro, e em plantas infectadas, essa proteina foi expressa em quantidades relativamente
grandes e mostrou estar envolvida na montagem do virion. A ORF5 corresponde a proteina
capsidial, e a ORF6 codifica uma proteina que tem um motivo “dedo de zinco”, com
capacidade para se ligar a &cidos nucléicos, e a funcdo deste polipeptideo ainda ndo é
conhecido (KING et al., 2012).

Um dos critérios para demarcacdo de espécies envolve a analise
dos genes da polimerase ou da regido codificadora para a proteina capsidial. Isolados de
diferentes espécies devem apresentar identidade de nucleotideos inferior a 72% (ou 80% de
identidade de aminoacidos) nestes genes. Virus pertencentes a diferentes géneros

geralmente tém menos de 45% de identidade de nucleotideos (KING et al., 2012).
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5 — e A(1) 3’ OH
ORF2 ORF 4
26 kDa 42 kDa 15 kDa
195 kDa 11kDa 28 kDa
(Polimerase) kDa (capa protéica)

Figura 1 — Organizagdo do genoma da especie Shallot virus X, membro tipo do género
Allexivirus. As ORFs estdo demonstradas pelos retangulos, e as proteinas traduzidas, pelas
linhas sélidas, com suas respectivas massas moleculares (kDa) (KING et al., 2012).

Estudos realizados demonstram que as espécies de allexivirus
comumente infectam plantas de alho em todo o mundo (CHANG et al.,, 1991;
HELGUERA et al, 1997; SUMI et al, 1999; MELO FILHO et al., 2004).

As espécies relatadas nesse género sdo: Garlic mite-borne
filamentous virus (GarMbFV), Garlic virus A (GarV-A) (SUMI et al., 1993), Garlic virus
B (GarV-B) (SUMI et al., 1993), Garlic virus C (GarV-C) (SUMI et al., 1999), Garlic
virus D (GarV-D) (SUMI et al., 1993), Garlic virus X (GarV-X) (SONG et al., 1997) e
Garlic virus E (GarV-E) (CHEN et al., 2001). No Brasil ha relatos das espécies GarV-A,
GarV-B, GarV-C, GarV-D, GarMbFV (MELO FILHO et al., 2004) e recentemente GarV-
X (OLIVEIRA, 2013).

Estudos realizados por Cafrune e colaboradores (2006)
demonstraram que o GarV-A é a espécie que mais afeta a producdo, podendo levar a uma
reducdo de 14% a 32% no peso dos bulbos, e 6% a 11% na reducdo do didmetro dos
bulbos.

4.4.2. Género Carlavirus

O género Carlavirus pertence a familia Betaflexiviridae, onde
engloba mais cinco outros géneros: Capillovirus, Citrivirus, Foveavirus, Trichovirus e
Vitivirus (KING et al., 2012).

As particulas virais sdo filamentosas flexuosas, tendo didmetro de

12-15 nm, com 610 a 700 nm de comprimento, constituidos por uma molécula de RNA fita



11

simples (ssSRNA), com tamanho de 8.3 a 8.7 kb, e poliadenilado na regiao terminal 3°.
Algumas espécies do género Carlavirus possuem dois RNAs subgenomicos (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 como demonstra a 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
protéica. A ORF6 codifica uma proteina de 11-16 kDa, com fungdo ainda ndo determinada,
entretanto sua capacidade de se ligar a &cidos nucleicos, indica que pode auxiliar na
transmissdo por afideos, ou estar envolvida na transcricio do gene do hospedeiro,
silenciamento génico ou replicacdo do RNA viral (ZERBINI et al., 2006; KING et al.,
2012).

Para demarcacgdo de espécies, um dos critérios utilizados é a anlise
dos genes da polimerase ou da proteina capsidial, onde sdo considerados isolados da
mesma espécie quando apresentam identidade de nucleotideos superior a 72% (ou 80% de
identidade de aminoacidos). Virus pertencentes a diferentes géneros geralmente tém menos
de 45% de identidade de nucleotideos (KING et al., 2012).

5’ AA(H) 3’ OH
U —— oo

v ' v

25 kDa 7 kDa 11-16 kDa

223 kDa 12kDa 34 kDa
(capa protéica)

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) (KING et al., 2012).

As especies de carlavirus descritas em alho sdo o Garlic common
latent virus (GarCLV) e o Shallot latent virus (SLV). A espécie GarCLV tem relatos na
Franca (DELECOLLE e LOT, 1981, apud VAN DUK, 1993), na Alemanha (GRAICHEN
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e LEISTNER, 1987, apud VAN DIJK, 1993), na Holanda (VAN DIJK, 1993) e no Brasil
(DANIELS, 1999; FAJARDO et al., 2001). GarCLV nao é endémico no Japdo, Taiwan e
na Tailandia (BARG et al., 1994).

A outra espécie ocorrente € o SLV, identificado pela primeira vez
na Holanda, em plantas de chalota (Allium cepa var. ascalonicum) (BOS et al., 1978),
ocasionalmente encontrados em alho-porré (Allium ampeloprasum var. porrum) e cebola
(Allium cepa) na Holanda e Dinamarca (VAN DIJK, 1993). Em plantas de alho foi
identificado pela primeira vez na Inglaterra (WALKEY et al., 1987), ha relatos da sua
ocorréncia na Argentina (TORRICO e CONCI, 2010) e no Brasil (MITUT]I et al., 2011).

4.4.3. Género Potyvirus

A familia Potyviridae é contituida de seis géneros (Potyvirus,
Rymovirus, Tritimovirus, Bymovirus, Ipomovirus, Macluravirus e Brambyvirus). As
particulas virais dos potyvirus séo alongadas flexuosas com comprimento de 680-900 nm e
com 11-13 nm de espessura. O virion é composto por uma molécula de RNA de fita
simples, senso positivo, com aproximadamente 9,7 kb de tamanho. O genoma compreende
uma unica ORF que codifica uma poliproteina de aproximadamente 345 kDa, e geram dez
proteinas: P1-Pro, HC-Pro, P3, 6k1, Cl, 6k2, Nla-VPg, Nia-Pro, NIb e CP (Figura 3)
(KING et al., 2012).. Uma pequena ORF, denominada pipo (Pretty Interesting Potyviridae
ORF), é embutida com a P3 da poliproteina e traduzida na fase de leitura +2, descoberta
recentemente (CHUNG et al., 2008).

A proteina P1 desempenha um papel importante na replicacdo de
virus provavelmente devido a estimulacdo do gene supressor do silenciamento HC-Pro
(Helper component-Protease), e a proteina HC-Pro é responsavel pela transmissdo por
vetores. A P3 estd envolvida no processo de replicacdo do virus e desenvolvimento de
sintomas, a 6K1 € uma pequena proteina com funcdo desconhecida. As proteinas CI
(Cylindrical Inclusion), que possui a fungdo de helicase e NIb (Nuclear Inclusion b), com
funcdo de polimerase, sdo as principais responsaveis pela replicacdo viral, que ocorre no
citoplasma da célula vegetal (URCUQUI-INCHIMA et al, 2001). A proteina CI forma
inclusdes cilindricas denominadas ‘“cata-vento”, caracteristicas da familia Potyviridae
(MURPHY et al., 1991). A proteina Nlb, forma inclusdes nucleares, assim como a proteina
Nla (VPg-Pro), que é a principal protease viral (URCUQUI-INCHIMA et al, 2001). A



13

proteina capsdial (CP) auxilia no movimento dos virus, amplificacdo do genoma e
transmissao por vetores.

As espécies distinguem-se pelos seguintes critérios: espécies
diferentes tém identidade de aminoacidos menores que 80%, e sequéncia de nucleotideos
menores que 76% para a CP ou genoma completo; gama de hospedeiras e reacfes do
hospedeiro; inclusdes com diferentes morfologias; relacdes soroldgicas podem ajudar a
distinguir espécies diferentes (KING et al., 2012).

Pipo
J
Vg, ORF A(n) 3' OH
345 kDa

} } } }

35 kDa l 71 kD
50 a a

(P1-Pro) kD a 21 kDa 58 kD

- (P3) (€1 (NIa-VPg) (NIb)

} } } | }
52 kDa 6 K1 6 K2 27 kDa 30 kDa
(HC-Pro) (NIa-Pro) (CP)

Figura 3 — Organizacdo do genoma da espécie Tobacco etch virus, membro do género
Potyvirus. As ORFs estdo demonstradas pelos retangulos, e as proteinas traduzidas, pelas
linhas sélidas, com suas respectivas massas moleculares (kDa) (KING et al., 2012).

As espécies de potyvirus mais frequentemente encontradas em alho
séo Onion yellow dwarf virus (OYDV) e Leek yellow stripe virus (LYSV) (MAESO et al.,
1997; CHEN et al., 2001; KLUKACKOVA et al., 2007) com relatos no sul e sudeste da
Asia (BARG et al., 1994), Itdlia (BELLARDI et al., 1995), Venezuela (MARYS et al.,
1994), Franca (MESSIAEN, 1994), Japdo (TAKAICHI et al., 1998) e no Brasil (DUSI, et
al., 1994; DANIELS, 1999; FAJARDO et al., 2001).

LYSV pode causar sintomas de mosaico, estrias nas folhas e
nanismo da planta; OYDV também pode causar nanismo, leve clorose e ndo apresentam
estrias (BAI et al., 2010). As espécies de potyvirus sdo as mais frequentemente detectadas
e as que tém causado mais danos em alho (SALOMON, 2002).

Quando ha infeccédo isolada somente com a espécie OYDV, pode

ocorrer perdas na producdo de bulbos de até 50%, e a infec¢do mista de OYDV e LYSV
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pode levar a redugéo de 78% na produgdo (WALKEY e ANTILL, 1989; FIDAN et al.,
2009).

4.5. Transmissao

A transmissdo no caso dos allexivirus ocorre através de acaros
(Aceria tulipae), e pode ocorrer tanto naturalmente em campo, como pode ser transmitido
durante o armazenamento dos bulbos (CAFRUNE et al, 2006; KANG et al., 2007).

Os géneros Carlavirus e Potyvirus sdo transmitidos por afideos de
maneira ndo-persistente. Testes de transmissao realizados com as espécies LYSV e OYDV
indicaram nove espécies de afideos como vetores. A espécie mais eficiente foi o0 Myzus
persicae, com taxa de transmissao 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 transmissdo dos virus (EL-WAHAB, 2009).

A espécie de afideo que coloniza a cultura do alho é Neotoxoptera
formosana (MELO FILHO et al., 2005).

4.6. Métodos para identificacdo e deteccdo de virus em alho

Através da sintomatologia ndo se pode identificar qual o virus que
infecta o alho, pois a infecgdo por diferentes espécies induz sintomas foliares semelhantes
(DUSI, 1995). Quando h& formacdo do complexo entre mais espécies e/ou géneros, 0S
sintomas podem ser mais intensos, e a infeccdo de apenas uma espécie pode induzir
sintomas mais atenuados, dependendo do género (TAKAICHI et al., 1998).

Métodos sorologicos e identificacdo bioldgica foram substituidos
pela biologia molecular, pois os virus que infectam a cultura do alho possuem

caracteristicas similares, e através dos sintomas ndo é possivel diferenciar uma espécie da
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outra. Testes soroldgicos sdo mais precisos quando comparados com testes bioldgicos,
entretanto o custo dos kits comerciais é elevado (BAI et al., 2010).

Os métodos moleculares, ndo sé melhoram a especificidade de
deteccdo e sensibilidade, mas também podem fornecer dados para a analise da sequéncia
do genoma, importante no estudo de variabilidade dos virus.

Para os virus em alho existem oligonucleotideos disponiveis na
literatura, para deteccdo a nivel de género (potyvirus, carlavirus e allexivirus), e também
para identificacdo de espécies (GIBBS e MACKENZIE, 1997; TAKAICHI et al., 1998;
MOTA et al, 2004; MITUTI, 2009; OLIVEIRA, 2013).

A PCR em tempo real (quantitativo) também estd sendo utilizado
para a deteccdo de virus em alho, tendo metodologias descritas para LYSV, OYDV, SLV e
GarMbFV, e de acordo com resultados obtidos, pode ser até 70% mais eficiente
comparando com métodos sorologicos (LUNELLO et al, 2004; LEISOVA-
SVOBODOVA et al., 2011; TASKUN et al., 2013).

4.7. Controle de viroses em alho

As plantas infectadas por virus podem ter uma drastica reducéo de
produtividade, e de acordo com dados obtidos por Fajardo (1998), pode haver uma queda
de quase 40% quando comparadas com a produtividade de plantas livres de virus. O peso
médio dos bulbos de uma planta infectada € de 19,32 gramas, e uma planta sadia pode
chegar até 44,47 gramas.

No caso dos potyvirus e carlavirus, o controle do inseto vetor nao é
eficiente, pois o inseto transmite o virus em poucos segundos e a transmissdo podera
ocorrer antes que o afideo morra em decorréncia da ingestao do inseticida (SATURNINO e
CRUZ FILHO, 1980). Ja no caso dos allexivirus, a transmissdo ocorre facilmente, pois €
comum encontrar acaros nos bulbos armazenados (CAFRUNE et al, 2006), sendo
recomendado a aplicacdo de acaricida para o armazenamento dos bulbos.

Medidas de cultivos podem ser aplicadas para controlar a
incidéncia dos virus. Pesquisas realizadas na China, demonstram que realizar o plantio em
areas com altitudes elevadas, 1.800 metros acima do nivel do mar, pode reduzir a

ocorréncia da doenca (BAI et al., 2010), associando medidas de préaticas culturais como
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evitar plantios sucessivos, evitar culturas novas proximo as velhas, realizar o controle de
plantas daninhas hospedeiras de afideos e eliminar restos de culturas contaminados (DUSI,
1995).

Em 1929, McKinney descobriu que havia interferéncia mutua entre
estirpes de virus de plantas, o que proporcionou uma premissa para 0 uso de protecdo
cruzada contra as viroses. Atualmente, muitos estudos tém sido realizados com efeitos
protetores em plantas de alho, frutas citricas, macds, tomates dentre outras plantas. Em
2005, Takaki e colaboradores utilizaram estirpes severas de LYSV e atenuada, utilizando a
protecdo cruzada, e 0 mesmo procedimento fizeram com 0 OYDV (TAKAKI et al., 2006).

Atualmente, a metodologia que tem sido empregada no controle
dos virus em alho, € a associacdo de termoterapia e cultura de tecido, indexacao para 0s
principais virus e propagacéao controlada para obtencdo de material basico de alta qualidade

sanitaria para multiplicacdes posteriores (PAVAN, 1998).
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RESUMO
Os virus em alho geralmente formam um complexo entre os géneros Potyvirus, Carlavirus
e Allexivirus, reduzindo a sua produtividade. A utilizacdo de materiais isentos de virus €
uma alternativa viavel, entretanto é necessario um estudo de quantas geracdes esse alho-
semente pode ser plantado sem que cause a degenerescéncia. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi analisar durante trés anos de cultivos sucessivos, a taxa de reinfecgdo pelos
virus e avaliar a produtividade de cada ano para verificar o periodo em que as sementes
livres de virus podem ser multiplicadas sem que ocorra a queda da produtividade. No
primeiro ano (2010) foram selecionados clones isentos de virus para multiplicagdo nos
anos de 2011, 2012 e 2013. Em cada ano as amostras foram coletadas e analisadas por RT-
PCR utilizando oligonucleotideos universais para os trés géneros descritos. No primeiro
ano a produtividade teve um aumento de 45,63% em relacdo a testemunha 100% infectada,
no segundo ano 37,10% e no terceiro ano 13,92%. A taxa de reinfeccdo no ultimo ano foi
de 73,5% para potyvirus, 29% para allexivirus e as plantas estavam isentas de carlavirus.
De acordo com os dados obtidos, pdde-se observar que até o terceiro ano ainda € viavel a
utilizacdo dessas sementes no campo, e possivelmente apés 0 quarto ou quinto ano a
producéo podera se igualar as sementes 100% infectadas. No entanto, é necessario analisar
esse material ao longo de varios anos, pois outros fatores podem interferir no

desenvolvimento da planta e na produtividade.
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Palavras-chave: produtividade; reinfeccdo; potyvirus; carlavirus; allexivirus

ABSTRACT

Viruses in garlic usually occur in complex between genera Potyvirus, Carlavirus and
Allexivirus, reducing the productivity. Using garlic virus-free is a viable alternative,
requiring a study of degeneration of garlic seeds. Thus, the aim of this study was to analyze
three years of successive growth, verify the rate of reinfection by viruses and evaluate the
productivity of each year to estimate the period in which the seeds free of virus may
multiply without the decline in productivity. In the first year (2010) clones free of viruses
were selected to multiply in 2011, 2012 and 2013. In each year the samples were collected
and analyzed by RT-PCR with universal primers for the three genres described. The
productivity in the first year increased by 45,63% compared to control 100% infected with
viruses, in the second year 37,10% and 13,92% in the third year. The reinfection rate in
2013 was 73,5% for potyvirus, 29% for Allexivirus and none for carlavirus. According to
the data, it was observed that until third year it is still possible to use these seeds in the
field, and perhaps after fourth or fifth year, the productivity will be equal to 100% infected
seeds. However, it is necessary to analyze this material over many years, as other factors
may affect the development of the plant and productivity.

Keywords: Productivity; reinfection; potyvirus; carlavirus; allexivirus
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A producdo de alho no Brasil em 2012 foi de 107.054 toneladas, e
0 Pais necessitou importar 163.670 toneladas, o que corresponde quase 53% a mais do
volume produzido. Aproximadamente 61% do total importado provém da China e 37,05%
da Argentina (Levantamento Sisteméatico de Produgdo Agricola, 2013; LUCINI, 2012).
Através desses dados é possivel verificar a necessidade do Brasil em aumentar o
rendimento e a qualidade dos bulbos produzidos, para que seja possivel competir com o
mercado externo (China e Argentina).

A cultura do alho é constantemente afetada pelo complexo viral
formado por virus pertencentes a diferentes géneros, e isso ocorre devido a sua propaga¢do
vegetativa que propicia o acimulo dos virus de um ciclo de producéo para outro. Ha& mais
de dez espécies de virus descritas no mundo, sendo as espécies relatadas no Brasil: Leek
yellow stripe virus (LYSV) e Onion yellow dwarf virus (OYDV) pertencentes ao género
Potyvirus; Garlic common latent virus (GarCLV) e Shallot latent virus (SLV) do género
Carlavirus; e do género Allexivirus ha seis espécies descritas, Garlic mite-borne
filamentous virus (GarMbFV), Garlic virus A (GarV-A), Garlic virus B (GarV-B), Garlic
virus C (GarV-C), Garlic virus D (GarV-D) e Garlic virus X (GarV-X) (DUSI, et al., 1994;
MELO FILHO et al., 2004; MITUT]I et al., 2011; OLIVEIRA, 2013).

Uma das formas de melhorar a qualidade e produtividade é a
termoterapia, associada a cultura de meristema, que possibilita a producdo de sementes de
alho livres de virus (CONCI et al., 1991).

Com a utilizagdo dessas sementes sadias, hd um aumento no vigor
vegetativo e a altura da planta em relagdo as sementes convencionais infectadas
(WALKEY e ANTILL, 1989), e de acordo com estudos realizados por Resende e
colaboradores (2000), a producdo comercial pode ter um aumento em até 50,87%.

Na China, ap6s cinco geracdes de multiplicacdo de clones
provenientes de cultura de meristema, Lin (1985) observou que 52,1% das plantas estavam
assintométicas, enquanto que plantas oriundas de multiplicagdo convencional
apresentavam somente 7,14% de plantas livres de virus.

Com o estudo da andlise de degenerescéncia das plantas de alho
livres de virus, € possivel determinar o nUmero de geracdes em que as sementes podem ser
multiplicadas sem que ocorra reducdo dréstica no crescimento e queda na produtividade.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi verificar em condicGes brasileiras, quantas
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geragBes sucessivas 0 produtor poderd utilizar a mesma semente para plantios
consecutivos, obtendo melhor produtividade comparada com o alho-semente existente no
mercado.

Clones de alho livres de virus (cv. Cacador) obtidos atraves de
termoterapia e cultura de meristema, técnica desenvolvida e obtida no laboratorio da
Faculdade de Ciéncias Agronémicas, UNESP, Campus de Botucatu (Pavan, 1998), foram
multiplicados em estufa com tela anti-afideo e plastico repelente a insetos, localizados na
regido de Guarapuava/PR. Inicialmente foram coletadas 100 plantas assintomaticas (ano de
2010) e as amostras foram analisadas por RT-PCR para os géneros Carlavirus, Potyvirus e
Allexivirus, a fim de selecionar somente os clones isentos de virus.

Primeiramente foi realizada a extracdo de RNA total das plantas
coletadas, de acordo com protocolo descrito por Bertheau e colaboradores (1998).

As amostras foram analisadas por RT-PCR em uma sO etapa
utilizando o Kit GoTag® Colorless Master Mix (Promega). Para um volume de 25 pl
adicionou-se 12,5 uL de PCR Master Mix 2X, 10uM de cada oligonucleotideo, 1 unidade
da transcriptase reversa AMV (Avian myeloblastosis virus, marca Promega a 15
unidades/uL), 2,5 uL de RNA e Nuclease Free Water para completar o volume de 25 pL.
Foram utilizados oligonucleotideos universais (Quadro 1) para deteccdo dos virus
pertencentes aos géneros Allexivirus (Oliveira, 2013), Carlavirus (Mituti, 2009) e
Potyvirus (Gibbs e Mackenzie, 1997; Mota et al, 2004).

Quadro 1 - Oligonucleotideos utilizados para detec¢cdo dos géneros Carlavirus, Potyvirus

e Allexivirus.

Género Oligonucleotideo Sequéncia
Carlavirus | SLV/GCLV 7303 | 5 - GGNTKKGAAWCTGGGAGDCC -3’
(370bp) | SLV/GCLV 7665 | 5 — CATKTMATTCCAAACAACNGGYGC — 3’
Potyvirus | WCIEN 5-ATGGTTTGG TGY ATY GAR AAT -3’
(800bp) | PV1 5’ — GAT TTAGGTGACACTATAGT 15 — 3
Allexivirus | Cpallexi-senso 2 |5 — CTACCACAAYGGNTCVTC -3
(240bp) Cpallexi-anti 1 5 — CACNGCGTTRAAGAARTC -3



http://www.promega.com/resources/protocols/product-information-sheets/g/gotaq-colorless-master-mix-m714-protocol/
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Os bulbos sadios (matriz - 2010) foram tratados com fungicida
Sumilex® (Procimidona), conforme recomendacgdo do fabricante, e acondicionados em
sacos plasticos, para posterior plantio no ano de 2011 (geracdo 1). Quarenta e cinco dias
que antecederam o plantio, os bulbos foram colocados em camara fria para vernalizacéo.
Apos esse procedimento, foi feito a contagem do nimero de bulbilhos, que foram divididos
em 4 partes (4 blocos) para realizar o plantio em Santa Juliana/MG, em uma é&rea de
multiplicacdo de sementes (campo aberto). O experimento foi realizado com 2 tratamentos,
sendo o tratamento 1 utilizando sementes provenientes de cultura de tecido (isentos de
virus), divididos em 4 blocos (I a V) distribuidos ao acaso no campo de producéo
comercial, e o tratamento 2 utilizando sementes 100% infectadas, cultivadas pelo produtor
durante varios ciclos (testemunha).

Sessenta dias apds o plantio, foram coletadas as folhas mais jovens
de todas as plantas, para extracdo de RNA total e andlise por RT-PCR, como descrito
anteriormente.

Nos anos de 2012 (geracdo 2) e 2013 (geracdo 3) foram realizados
0s mesmos procedimentos descritos acima. As sementes coletadas no ano anterior ao
plantio foram misturadas, e retiradas ao acaso para plantio. No ano de 2012, foram
semeados 96 bulbilhos por tratamento, e no ano de 2013 foram semeados 200 bulbilhos
por tratamento.

No quadro 2 estdo descritos de forma resumida, as etapas do
experimento.

A época de plantio e as operagbes de conducdo (irrigacéo,
adubacdo, controle quimico) foram realizadas conforme padres tradicionais do produtor.
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Quadro 2 — Conducéo do ensaio em campo para estudo de degenerescéncia do alho livre

de virus.
Plantio Material para plantio Local de plantio
Ano 01 | Plantio de clones de alho livres | Estufas com telado anti-afideo
(2010) | de virus (aclimatizacdo) (Guarapuava/PR)
Ano 02 | Plantio de 453 bulbilhos do ano | Campo de producdo comercial
(2011) | 01 (multiplicacdo de semente) (Santa Juliana/MG)
Ano 03 | Plantio de 384 bulbilhos do ano | Campo de producdo comercial
(2012) | 02 (multiplicacéo de semente) (Santa Juliana/MG)
Ano 04 | Plantio de 400 bulbilhos do ano | Campo de producdo comercial
(2013) | 03 (producdo comercial) (Santa Juliana/MG)

Das 100 plantas assintomaticas analisadas (2010), somente 36
plantas apresentaram-se negativas para todos os géneros (Carlavirus, Potyvirus e
Allexivirus), e nos anos seguintes, esses clones isentos de virus foram utilizados para
multiplicacdo em campos comerciais.

No primeiro ano do estudo da degenerescéncia do alho-semente
livre de virus (2011), das 453 amostras analisadas, 201 estavam infectadas com potyvirus
(44,37%), 6 amostras positivas para carlavirus (1,32%) e 188 para allexivirus (41,5%)
(Tabela 1). O peso médio de cada bulbo foi de 36,70 gramas (Tabela 2), com aumento da
produtividade de 45,63% em relacdo a testemunha 100% infectada.

Em 2012, das 384 amostras, 223 havia a presenca de potyvirus
(58,07%), 177 amostras com allexivirus (46,09%) e todas as amostras isentas de carlavirus
(Tabela 1). No segundo ano, houve um aumento de 37,10% da produtividade, comparado
com a testemunha, tendo peso médio do bulbo de 38,28 gramas (Tabela 2).

No ultimo ano de estudo (2013), 400 amostras foram analisadas,
onde 294 foram positivas para potyvirus (73,5%), para allexivirus 116 amostras (29%) e
nenhuma amostra positiva para carlavirus (Tabela 1). No terceiro ano de plantio
consecutivo, o peso medio de cada bulbo foi de 34,46 gramas, com aumento de 13,92% de
da produtividade, quando comparadas com a testemunha.

De acordo com experimentos realizados por Conci e colaboradores
(2003), com mais de dois ciclos de cultivo sucessivo da cultura do alho, foi possivel

observar 0 aumento na porcentagem de producdo de bulbos pequenos, sendo que 0 peso
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dos bulbos tem declinio progressivo até o terceiro ano de cultivo. Entretanto, apds cinco
anos de cultivo, a producéo ainda foi elevada, quando comparado com plantas infectadas
com o complexo viral.

Silva e colaboradores (2010) observaram que durante nove anos
consecutivos para as cultivares provenientes de cultura de tecido (Gigante Roxo, Gravata,
Gigante de Lavinia e Gigante Rox&o), na regido de Lavras/MG, a produtividade foi
superior quando comparada com as cultivares de multiplicacdo convencional. A producgéo
tende a reduzir a partir do terceiro ou quarto ano de cultivos sucessivos, dependendo da
cultivar.

Fajardo (1998) observou que no primeiro ano de cultivo a
produtividade de sementes livres de virus foi de 10,48 t/ha, enquanto que o alho infectado
foi de 4,13 t/ha. Ja no segundo ano, 13,97 t/ha para livres de virus (obtidos no ano anterior),
e 547 t/ha utilizando sementes infectadas. O aumento no peso dos bulbos chegou a
157,51% ap0s o segundo ano de cultivo sucessivo. A taxa de reinfeccdo do material sadio
foi de apenas 20% apds o segundo ano de cultivo em campo. A tolerancia da cultivar e o
nivel populacional dos vetores podera influenciar na taxa de reinfeccdo através de
sucessivas geracoes de multiplicacdo (Graichen et al., 1990).

Foi possivel observar a reducéo gradual da produtividade, devido a
infecgdo viral que ocorreu naturalmente em campo, durante os periodos avaliados, no
entanto ainda ha vantagem na utilizacdo dessas sementes até trés anos sucessivos de
cultivo do alho, por ter produtividade superior as sementes 100% infectadas.

Nas condi¢Oes de Santa Juliana (Cerrado Mineiro), possivelmente
ap6s o0 quarto ou quinto ano de multiplicacdo dessas sementes, a producdo podera se
igualar a testemunha 100% infectada, no entanto, ha a necessidade de avaliar esse material
ao longo de vérios anos e em outras localidades, pois outros fatores podem influenciar no
desenvolvimento da planta (clima, solo, irrigacdo, adubacdo), bem como a taxa de
reinfeccdo e degenerescéncia, devido a alta ou baixa populacdo de insetos vetores

presentes no campo.
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Tabela 1. Nimero de plantas analisadas para a presenca dos género Potyvirus, Carlavirus e Allexivirus, durante os periodos de 2011 a 2013.

2011 2012 2013
Blocos N. Poty Carla Allex N. Poty Carla Allex N. Poty Carla  Allex
plantas plantas plantas
74 19 66 31 60 32
! HO 67201 O arorwy| P es7sm) O @220 | 00 eowy 0 (2w
62 5 63 58 44 85 27
. 120 s166%) (416%) (525%) | °  (60.42%) O (a583%) | 00 @sw) 0 mw)
35 1 52 50 50 64 22
I 6 3017%) (086%) (4483%)| P (5208w O (2080 | 00 eawy 0 (2m)
30 54 49 52 85 35
v 07 ogoaw)y O moarwy| P mroaw O matrwy | 00 @m0 (35w
201 6 188 223 177 294 116
Total 453 4437%) (132%) (415%) | OF  (5807%) O (46,09%)| 00 (7350%) 0 (29%)
Tabela 2. Peso médio de cada bulbo (gramas) referente aos 2 tratamentos realizados nos anos de 2011 a 2013.
2011 2012 2013
Tratamentos Blocos Peso médio do .- Peso medio do . Peso médio -
bulbo (q) Media (blocos) bulbo (q) Media (blocos) do bulbo (g) Media (blocos)
| 36,70 42,71 34,45
1 I 40,41 36,98 36,41
(livre de virus) i 37,93 36,70 35,42 38,28 34,54 34,46
v 31,77 38,02 32,43
2
(Testemunhal) I 25,20 27,92 28,72
CVv 7,34 2,98 2,70

1 = Testemunha 100% infectadas por virus.
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RESUMO
Em campos de producdo comercial de alho é comum observar plantas naturalmente infectadas
por virus dos géneros Potyvirus, Carlavirus e Allexivirus. Os bulbilhos aéreos podem ser uma
alternativa para a propagacdo de plantas de alho livres de virus. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi analisar a taxa de transmissdo dos virus de plantas infectadas para os bulbilhos
aéreos. Esses bulbilhos aéreos obtidos de plantas infectadas foram analisados por RT-PCR
utilizando oligonucleotideos universais para 0os géneros Potyvirus, Allexivirus e Carlavirus. A
taxa de transmisséo foi de 83,33% para potyvirus, 20% para carlavirus e 65% para allexivirus.

Os resultados demonstraram que a transmissdo dos diferentes virus do bulbo para os bulbilhos
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aéreos € elevada, inviabilizando a utilizacdo direta dos bulbilhos aéreos provenientes de
plantas matrizes infectadas por virus. Esta metodologia deve ser utilizada somente a partir de

plantas isentas de virus.

Palavras-chaves: potyvirus, carlavirus, allexivirus, propagacéo.

ABSTRACT

In commercial fields of garlic production is common to observe plants naturally infected by
virus of genera Potyvirus, Carlavirus and Allexivirus. Previous studies indicate that the aerial
bulbils may be indicated for propagation of garlic plants free of virus. Thus, the aim of this
study was to analyze the rate of transmission of viruses to aerial bulbils and verify the
feasibility of the utilization of these seeds for propagation in the field. Microbulbils obtained
from infected plants were analyzed by RT-PCR using universal oligonucleotides for three
genres, and it was possible to observe that the rate of transmission was 83,33% for potyvirus,
20% for carlavirus and 65% for allexivirus. The results showed that the transmission of
different viruses to the bulbils is high, preventing the direct use of aerial bulbils from virus-

infected plants. This methodology should be used only from plants free of viruses.

Keywords: potyvirus, carlavirus, allexivirus, propagation.
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1. INTRODUCAO

A reducdo na producdo de alho pode ser ocasionada devido ao
acumulo de um complexo de virus dos géneros Potyvirus, Carlavirus e Allexivirus, que séo
transmitidos de uma geracdo para outra, através da propagacédo vegetativa. No Brasil, ha duas
espécies de potyvirus descritas em alho: Leek yellow stripe virus (LYSV) e Onion yellow
dwarf virus (OYDV); duas espécies de carlavirus: Garlic common latent virus (GarCLV) e
Shallot latent virus (SLV); e seis espécies de allexivirus: Garlic mite-borne filamentous virus
(GarMbFV), Garlic virus A (GarV-A), Garlic virus B (GarV-B), Garlic virus C (GarV-C),
Garlic virus D (GarV-D) e Garlic virus X (GarV-X) (Dusi, et al., 1994; Melo Filho et al.,
2004; Mituti et al., 2011; Oliveira, 2013).

Para obtencdo de plantas livres de virus, 0 método mais utilizado até o
momento € a termoterapia associado a cultura de meristema. Utilizando o cultivo in vitro de
plantas de alho, pode-se evitar ou reduzir a propagacdo dos virus de uma geracao para outra,
permitindo a obtencdo de 80 a 95% de plantas livres de virus (Pavan, 1998; Menezes Junior,
2011).

A obtencdo de plantas através da cultura de meristemas é uma técnica
onerosa e que demanda tempo, sendo necessarios de dois a trés anos até a fase de
aclimatizacdo e mais alguns anos para multiplicacdo dos bulbilhos em campos de produgéo
comercial.

O cultivo de alho através de bulbilhos aéreos, obtidos dos escapes

florais tem gerado um grande interesse, e essa pratica foi iniciada no Canada para
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multiplicacdo de sementes a um baixo custo, e para evitar a transmissao de doencas de solo
(Pospisil, 2010).

Os bulbilhos aéreos sdo pequenos, comparados aos dentes de alho,
podendo variar o tamanho e aparéncia, de acordo com a cultivar. Em uma Unica capsula, pode
conter de 4 a 150 bulbilhos (Pospisil, 2010).

No primeiro ano, os bulbilhos tém peso aproximado de 1 grama, que se
desenvolvera em um Unico dente, e apds o segundo ano havera a formacéo do bulbo completo
com peso aproximado de 15 gramas (Mathew, 2007).

Dentro de dois anos, a propagacdo do alho através de bulbilhos aéreos
oferece uma multiplicacdo 45 vezes maior que o método convencional, e plantios sucessivos
das progénies dos bulbilhos tém qualidade superior a produzida a partir dos dentes originados
da planta mae (Mathew et al., 2005; Pospisil, 2010).

Para verificar a viabilidade de multiplicacdo de bulbilhos aéreos
isentos de virus, o presente trabalho teve como objetivo analisar as plantulas obtidas através de
bulbilhos aéreos, provenientes de matrizes infectadas, a fim de verificar a taxa de transmissao

de potyvirus, carlavirus e allexivirus.

2. MATERIAL E METODOS

Dez plantas de alho com sintomas de mosaico foram coletadas no
municipio de Sdo Manuel/SP (2011 - matriz) e analisadas para a presenga de virus. Foi
realizada a extracdo de RNA total, seguindo protocolo descrito por Bertheau e colaboradores

(1998).
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As amostras foram analisadas por RT-PCR em uma s¢ etapa utilizando
0 Kit GoTag® Colorless Master Mix (Promega). Para um volume de 25 ul adicionou-se 12,5
uL de PCR Master Mix 2X, 10uM de cada oligonucleotideo, 1 unidade da transcriptase
reversa AMV (Avian myeloblastosis virus, marca Promega a 15 unidades/uL), 2,5 uL de RNA
e Nuclease Free Water para completar o volume de 25 uL. Foram utilizados oligonucleotideos

universais para detecgdo dos géneros Allexivirus (241bp), Carlavirus (370bp) e Potyvirus

(800bp), conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1 — Oligonucleotideos utilizados para deteccdo dos géneros Allexivirus, Carlavirus e

Potyvirus.

Género Sequéncias Referéncias

5’-GGNTKKGAAWCTGGGAGDCC-3’
Carlavirus Mituti, 2009
5’-CATKTMATTCCAAACAACNGGYGC-3’

5-GAT TTA GGT GAC ACT ATA GT6-3' Gibbs & Mackenzie, 1997
Potyvirus
5-ATG GTTTGG TGY ATY GAR AAT-3' Mota et al, 2004

5 CTACCACAAYGGNTCVTC 3°
Allexivirus Oliveira, 2013
5> CACNGCGTTRAAGAARTC 3’

Apos o desenvolvimento completo da planta, os escapes florais (Figura 1A)
foram cortados, e os bulbilhos aéreos foram armazenados, para plantio no ano seguinte (2012
— geracdo 1). Dez bulbilhos aéreos originados de cada matriz foram semeados em bandejas,
com substrato Plantmax, totalizando 100 plantas, e mantidos em casa-de-vegetacao. Apds 30

dias as folhas originadas da geracdo 1, foram coletadas e analisadas por RT-PCR, conforme


http://www.promega.com/resources/protocols/product-information-sheets/g/gotaq-colorless-master-mix-m714-protocol/
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descrito anteriormente. Os bulbos produzidos apds o primeiro e o segundo ano estdo

demonstrados nas figuras 1B e 1C.

Figura 1 — (A) Escape floral; (B) Bulbilho aéreo com um Unico dente obtido no primeiro ano;

(C) Formagé&o do bulbo completo ap6s o segundo ano.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das dez plantas analisadas (matrizes), nove amostras foram positivas
para potyvirus, uma para carlavirus e quatro positivas para allexivirus (Tabela 2).

No ano seguinte (2012), as 100 plantas da geracdo 1 foram analisadas.
Para potyvirus, 75 amostras da primeira geracdo apresentaram-se positivas. Os bulbilhos

aéreos obtidos da matriz negativa também foram analisadas, e uma amostra da planta 6
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(geracdo 1) apresentou-se positiva para potyvirus (Tabela 2). Supde-se que a concentracdo do
virus estivesse baixa e ndo pode ser detectado o virus na matriz.

Para allexivirus, 28 amostras foram positivas. Duas dessas amostras da
geracdo 1 continham virus, sendo que a matriz (planta nimero 3) estava isenta de allexivirus.
Neste caso, duas hipdteses podem ser consideradas para a ocorréncia de virus na geragédo 1:
como os allexivirus podem ser transmitidos por acaros durante o armazenamento, pode ter
ocorrido a infeccdo da geracdo 1 durante esse periodo, pois nenhum tratamento com acaricida
foi realizado, e as sementes permaneceram juntamente com os demais bulbos infectados; ou o
mesmo pode ter ocorrido como explicado anteriormente no caso dos potyvirus, devido a baixa
concentracdo, ndo foi possivel realizar a detec¢do do virus em sua matriz.

Para a analise de carlavirus, apenas uma matriz foi detectada a

presenca do virus, e para geracdo 1 somente duas plantas foram positivas.
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Tabela 2. Analise para a presenca de Potyvirus, Allexivirus e Carlavirus em plantas de alho (matriz) coletadas em 2011 e plantas

provenientes de bulbilhos aéreos (geracdo 1), obtidos das matrizes.

2011 (Matriz)

2012 (Geracao 1)

Amostras % % %
Poty Carla Allexi Poty Carla Allexi
perpetuacao perpetuacao perpetuacao
1 + + - 9/10 90% 2110 20% 0/10 -
2 + - + 7/10 70% 0/10 - 6/10 60%
3 + - - 10/10 100% 0/10 - 2/10 -
4 + - + 10/10 100% 0/10 - 0/10 0%
5 + - + 8/10 80% 0/10 - 10/10 100%
6 - - - 1/10 - 0/10 - 0/10 -
7 + - + 9/10 90% 0/10 - 10/10 100%
8 + - - 3/10 30% 0/10 - 0/10 -
9 + - - 8/10 80% 0/10 - 0/10 -
10 + - - 10/10 100% 0/10 - 0/10 -
Total / Média* | 9/10 1/10 4/10 | 75/100 83,33%* 2 /100 20%* 28 /100 65%*

*= % realizada de acordo com 0 numero de amostras posifivas, obfidas das m

atrizes.
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De acordo com trabalhos realizados por alguns pesquisadores, 0s
resultados sdo contraditorios, pois Etoh e Nakamura (1988), afirmam que ha vantagem na
utilizacdo de bulbilhos aéreos, pois sdo livres de nematoides e outras doencas causadas por
virus. Em contrapartida, Verbeek e colaboradores (1995) afirmam que nao ha diferenca para a
presenca de virus nos bulbos e nos bulbilhos aéreos, e seria inviavel a utilizacdo dos bulbilhos
como material propagativo. Pesquisas desenvolvidas na Italia utilizando bulbilhos aéreos para
analise, demonstraram infeccdo de 86% para OYDV, 57% para LYSV, 71% de GarV-X e
29% para GarCLV (Parrano et al., 2012).

Os dados obtidos neste trabalho estdo de acordo com Verbeek e
colaboradores (1995) e Parrano e colaboradores (2012), onde foi verificada uma elevada taxa
de transmissdo das matrizes infectadas para os bulbilhos aéreos. Para potyvirus a transmissao
foi de 83,33%, para carlavirus 20% e 65% para allexivirus.

Sendo assim, a utilizacdo de bulbilhos aéreos se torna inviavel para
multiplicacdo de sementes, quando as matrizes sdo provenientes de materiais naturalmente
infectados, sendo necessaria a indexacdo do material. Entretanto, utilizando matrizes isentas
de virus, a multiplicacdo dos bulbilhos aéreos se torna viavel, pois € um método que
possibilita a obtengdo de grandes quantidades de sementes, que poderdo ser multiplicadas em
campo dentro de dois anos, ao contrdrio da cultura de meristema, que necessita de
aproximadamente seis anos a mais, para obter quantidades suficientes para multiplicacdo em
campos comerciais. Além disso, o custo de producdo utilizando bulbilhos aéreos para
multiplicacdo serd menor. No caso de sementes obtidas através de cultura de meristema, para a
compra de sementes suficientes para um hectare, o custo de producdo sera de

aproximadamente 175 mil reais (considerando 350 mil sementes/ha, sendo R$0,50/semente).
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RESUMO

Duas importantes espécies do género Potyvirus estdo descritas na cultura do alho, Leek yellow
stripe virus e Onion yellow dwarf virus, e devido a propagacao vegetativa podem perpetuar de
um ciclo para o outro. Uma diagnose precisa é necessaria para que ndo ocorram falhas durante
a detecgdo. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes idades e partes da
planta para que possibilitem uma diagnose mais precisa dos potyvirus. As plantas de alho
foram analisadas aos 21, 42, 63, 84, 105 e 113 dias ap6s o plantio, separando-as em folhas
novas, velhas e bulbilhos, utilizando teste de ELISA indireto com antissoro policlonal anti-
potyvirus. As maiores concentracdes foram observadas aos 21 e 63 dias nas folhas mais novas,
aos 21 dias em folhas mais velhas, e para os bulbilhos aos 84 dias ap6s semeadura.
Conhecendo a localizacdo do virus e a época com maior concentracdo do mesmo é possivel

realizar uma diagnose mais confiavel de materiais coletados em campo.

Palavras-chave: Diagnose; ELISA.
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ABSTRACT

Two important species of genus Potyvirus are described in garlic, Leek yellow stripe virus and
Onion yellow dwarf virus, and due to vegetative propagation of garlic, the viruses can
perpetuate to another cycle. An accurate diagnosis is necessary, to avoid failures during
detection, thus the objective of this study was to analyze different part of the plant, in order to
verify the best time for potyvirus diagnosis. Garlic plants were analyzed at 21, 42, 63, 84, 105
and 113 days after planting, separating them into new leaves, old leaves and bulbils, using
indirect ELISA with polyclonal antiserum potyvirus. The highest concentrations were
observed at 21 and 63 days on younger leaves, in old leaves at 21 days, and bulbs at 84 days
after planting. Knowing the location of the virus and the period with highest concentration will

produce a more reliable diagnosis of collected materials in the field.

Keywords: Diagnosis; ELISA
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1. INTRODUCAO

Com a exclusiva propagacdo vegetativa do alho, ha formacdo do
complexo viral entre os géneros Potyvirus, Carlavirus e Allexivirus, e o acimulo dos virus de
um ciclo para o outro (Tsuneyoshi & Sumi, 1996). Os potyvirus sdo mais comumente
encontrados em plantas de alho, e as duas principais espécies descritas s&o Onion yellow dwarf
virus (OYDV) e Leek yellow stripe virus (LYSV) (Maeso et al., 1997). A associacdo dessas
duas espécies pode ocasionar reducao de 68,8% no peso dos bulbos. A infecgdo somente de
LYSV pode reduzir até 44,7% e quando infectadas por OYDV 52,8% (Lot et al., 1998).

O controle desses virus ocorre através da utilizacdo de alho semente
sadias, obtidas por cultura de meristema, devidamente certificadas e multiplicadas em estufas
com telados anti-afideos para evitar a reinfec¢cdo (Conci, 1997).

De acordo com Conci e colaboradores (2010) é necessario conhecer a
localizacdo do virus e em qual parte da planta h& uma maior concentragdo viral, para que seja
possivel realizar uma diagnose precisa e confiavel.

O objetivo desse trabalho foi verificar o pico de concentracdo dos
potyvirus, utilizando a técnica de ELISA indireta, para identificar qual a melhor época de
coleta de material em campo para diagnose.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado em campos de producdo comercial de
alho, no ano de 2010, no municipio de Santa Juliana/MG, divididos em dois blocos, com o
total de 100 plantas cada. Para cada andlise foram coletadas 10 plantas. Foi utilizada a cultivar
Cacador, que possui ciclo intermediario (aproximadamente 120 dias), e foram selecionados
alho-semente previamente infectados por potyvirus (LYSV e OYDV).

Através do teste de ELISA indireto, utilizando-se o antissoro
policlonal para potyvirus (Agdia Inc., Elkhart, IN), foi realizada a quantificacdo de materiais
coletados aos 21, 42, 63, 84, 105 e 113 dias apds semeadura, analisando-se as folhas novas,
folhas velhas e os bulbilhos, seguindo o desenvolvimento da planta (Tabela 1). As amostras
foram coletadas, pesadas e maceradas na mesma proporcao (1:10), e o protocolo de ELISA foi
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realizado de acordo com a recomendacdo do fabricante. A leitura da absorbancia foi realizada
a 405 nm (Leitor Multiskan Plus Titertek - ICN).

Tabela 1 - Desenvolvimento da cultura do alho.

Dias Fases de desenvolvimento

0-5 dias Germinacao

5-20 dias Desenvolvimento de plantulas (fase de mudas)
20-40 dias Desenvolvimento vegetativo (desmame)
40-60 dias Desenvolvimento vegetativo
60-80 dias Diferenciacéo
80-120 dias Bulbificacdo (enchimento do bulbo)

120-130 Final do ciclo — Senescéncia natural (colheita)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através das analises realizadas por sorologia, foi possivel observar que
as maiores concentracdes de virus (absorbancia) ocorreram em folhas novas (segunda ou
terceira folha abaixo do &pice), entre 21 e 63 dias apds o plantio (fase de muda e
diferenciacdo), conforme demonstra a figura 1. Para folhas velhas, a época mais adequada para
deteccdo é aos 21 dias (fase de muda), e apds esse periodo a concentracdo viral tem um
decréscimo gradativo. No caso dos bulbos, a maior concentracdo foi detectada aos 84 dias

(fase de bulbificacdo).
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Figura 1 - Média da concentracéo viral dos dois blocos com relagédo a época de coleta.
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Na Argentina, foram realizados testes para verificar a concentragao de
LYSV em diferentes épocas do ciclo do alho, utilizando trés tipos: Tipo Branco (ciclo de 244
dias), Tipo Vermelho (ciclo de 232 dias) e uma cultivar de ciclo curto (ciclo de 199 dias).
Pdde-se observar que a distribuicdo do virus ndo foi uniforme para as diferentes cultivares.
Para o alho tipo branco, a maior concentracdo do virus foi detectada na fase inicial do ciclo,
com uma drastica queda na fase vegetativa e aumento gradual no final do ciclo. No alho tipo
vermelho houve baixa concentracdo do virus, com um leve aumento na fase de bulbificacdo e
decréscimo no final do ciclo. J& para a cultivar de ciclo curto, houve um aumento na
concentragdo no final do ciclo da cultura (CONCI et al., 2002).

Conci e colaboradores (2010) analisaram as concentracfes de LYSV,
OYDV e allexivirus aos 140 (fase de bulbificacdo) e 210 dias (final de ciclo) ap6s o plantio.
As concentracfes foram maiores aos 210 dias para todos os testes. Para LYSV aos 140 dias
ndo houve diferenga na concentragdo viral entre as folhas analisadas, e aos 210 dias, a folha
mais nova havia menor concentragéo que a folha mais velha. Para OYDV, aos 140 dias a folha
mais nova havia maior concentracdo viral, e aos 210 dias a folha mais velha havia maior
concentracdo. No caso do OYDV, os resultados estdo de acordo com o realizado por Koch e
Salomon (1994) que demonstraram que em folhas mais jovens, a concentracdo de OYDV é
relativamente baixa e em folhas mais maduras apresentaram niveis crescentes de virus até a
quarta ou quinta folha abaixo do apice.

De acordo com os trabalhos realizados por diversos autores, € possivel
observar que a concentracdo viral pode variar de acordo com as cultivares, e possivelmente as
condigBes climaticas para o desenvolvimento da cultura podem influenciar na concentragdo
viral. No Brasil o0 alho é uma cultura de ciclo mais curto, com 120 a 180 dias (Filgueira, 2007),
sendo a regido sul onde o alho possui ciclos mais longos, e a regido do Cerrado (Goias) com
ciclo mais curto, sendo esta ultima onde a area plantada com o alho vem aumentando ano apés
ano. Com os resultados obtidos nesse trabalho foi possivel determinar que para uma diagnose
mais confiavel, para o alho de ciclo mais curto e no caso dos potyvirus, a coleta do material
deve ser feita dos 21 aos 63 dias apds o plantio, dando preferéncia para folhas mais novas
(segunda ou terceira folha abaixo do apice) onde se verificou maior concentragdo viral. No
caso dos bulbos, ha baixa concentracdo de virus, e de acordo com testes realizados

anteriormente (Pavan, comunicacéo pessoal), foi possivel verificar que a distribuicdo dos virus
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nos bulbos é irregular, onde nem todos os bulbilhos estéo infectados pelo virus, sendo inviavel
a sua utilizacdo para detec¢do de virus em alho.
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ABSTRACT
Leek yellow stripe virus (LYSV) cause mosaic disease in garlic, and generally can be
associated with another virus of genus Potyvirus, Allexivirus and Carlavirus. The objective of
this work was to compare different techniques to detect LYSV in garlic. There were used
crude sap and purified virus particle to test with four different techniques: Colorimetric-DIBA,
Chemiluminescent-DIBA, ELISA and real-time RT-PCR. Specific pair of primers were
designed to detect this specie in real-time RT-PCR. The samples were serially diluted to check
the end point of detection for each technique. Using virus purification, colorimetric-DIBA
testgave positive reactions at dilutions from 10 pg/mL to 50 ng/mL, for chemiluminescent-
DIBA positive reactions were detected at 10pug/mL to 100 ng/mL, ELISA test gavepositive
atl0 pg/mL to 500 ng/mL and real time RT-PCR the dilutions at 10 pg/mL to 1ng/mL were
positive. Using crude sap, colorimetric and chemiluminescent DIBA 1,000 x dilutions were
positive, for ELISA 5,000x dilutions and for real time RT-PCR 10,000x dilutions. Purified
virus and crude sap can be used for detection, and the results showed that real time RT-PCR

have high sensitivity comparing with other techniques.

Key-words: Real-Time RT-PCR, DIBA, ELISA.
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RESUMO

Leek yellow stripe virus (LYSV) causa a doenca do mosaico do alho e, geralmente, pode estar
associado com outros virus de género Potyvirus, Allexivirus e Carlavirus. O objetivo deste
trabalho foi comparar diferentes técnicas para detectar LYSV em alho. Foram utilizados
extrato bruto macerado e virus purificado para testar quatro diferentes técnicas: DIBA-
colorimetrico, DIBA-quimioluminescente, ELISA e PCR em tempo real. Oligonucleotideos
especificos foram desenhados para a deteccdo do LYSV por PCR em tempo real. As amostras
foram diluidas em série para verificar a concentracdo minima para detecgdo. Utilizando o virus
purificado, para o teste DIBA-colorimétrico foi possivel observar reagdes positivas nas
diluicdes de 10 pg/mL a 50 ng/mL, para o teste de quimioluminescéncia, as reacdes positivas
foram detectadas a 10pug/mL a 100 ng/mL, o teste ELISA apresentou-se positivo de 10 pg/mL
a 500 ng/mL e para o PCR em tempo real, as diluices de 10 pg/mL a 1ng/mL foram
positivas. Utilizando extrato bruto, para os testes colorimétrico e quimioluminescente reacoes
positivas foram observadas até a diluicdo de 1.000 vezes. Para ELISA, a diluicdo de 5.000
vezes, e para 0 PCR em tempo real até a diluicdo de 10.000 vezes. O virus purificado e extrato
bruto podem ser utilizados para a deteccdo, e os resultados mostraram que a PCR em tempo

real tem uma sensibilidade elevada quando comparadas com as demais técnicas.

Palavras-chave: PCR em tempo real, DIBA, ELISA.
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1. INTRODUCTION

Potyviruses are the most frequently detected and serious viruses
known to cause more severe damage in garlics (Salomon, 2002). Two potyvirus species,
Onion yellow dwarf virus (OYDV) and Leek yellow stripe virus (LYSV) (Chen et al., 2001;
Klukackova et al., 2007; Maeso et al., 1997;), have been reported widely in the South and
Southeast Asian countries (Barg et al., 1994), Italy (Bellardi et al., 1995), Venezuela (Marys et
al., 1994), France (Messiaen, 1994), Japan (Takaichi et al., 1998), China (Chen et al., 2001)
and Brazil (Daniels, 1999; Dusi, et al., 1994; Fajardo et al., 2001).

LYSV belongs to the genus Potyvirus (Family Potyviridae), with a
single strand, positive sense RNA genome of approximately 10.297 nucleotides in length.
LYSV was first detected in leek plants in 1970, with 40% of detection frequency in Belgium
(Verhoyen et al, 1973). LYSV also infects garlic showing yellow stripes in leaves (Takaki et
al., 2005), and can cause severe losses in yields and quality due to the smaller and mal formed
bulbs.

ELISA diagnostic kits are available commercially, however, by the
progress in gene diagnosis techniques based on reverse transcription — polymerase chain
reaction (RT-PCR), the pathogen can be now detected more easily and specifically. To
establish more accurate and specific diagnosis technique for the major garlic viruses, here we
developed real-time RT-PCR primers for LYSV, and compared the sensitivity to the

conventional techniques, such as ELISA, colorimetric-DIBA, and chemiluminescent-DIBA.
2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Primer design
Based on the genome sequences of LYSV (accession numbers
AB194623, AB194622, AB194621), six pairs of primers were designed from the regions

coding cylindrical inclusion (CI), nuclear inclusion b (NIb) and coat protein (CP) using the
program Primer 3 (Genotype Vers.11) and DNASIS Pro (Hitachi).
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2.2. Samples preparation

2.2.1. Virus purification

One hundred grams of garlic leaves were homogenized with five
volumes (w/v) 0.5M phosphate buffer pH 8.5 containing 0.5M urea and 0.2% thioglycolic
acid. The homogenate was filtered through cheesecloth and the filtrate centrifuged at 7,000xg
for 10 minutes, and 2% of Triton X-100 was added to the supernatant and it was agitated for
30 minutes at room temperature. The suspension was centrifuged at 100,000 g for 90 minutes
and the pellet was resuspended in 1 volume of 0.05M phosphate buffer pH 8.5 containing
0.5M urea, agitated for 60 minutes at 4 °C, and centrifuged for 2 minutes at 7,000xg. The
supernatant was centrifuged 100,000 g for 90 minutes and the pellet was resuspended in 6 mL
of 0.05M phosphate buffer, and layered over a 0-40% CsCl4 containing 20% sucrose in 0.5M
phosphate buffer. The gradient was ultracentrifuged at 38,000 rpm for 150 minutes. The virus
band was extracted with syringe and ultracentrifuged at 100,000 g for 90 minutes, and the
pellet was resuspended in 200 pl of 0.05M phosphate buffer. The purified virus was quantified
and analyzed in the electron microscopy.

2.2.2. Crude sap and total RNA extraction

Garlic leaves (0.1g) were homogenized with 1 mL of four different
buffers: TE (Tris-EDTA), 0.05M phosphate buffer pH 7.5, 0.05M borate buffer pH 8.5, 0.1M
Tris pH 8.0 and DEPC water.

Total RNA was extracted from garlic leaf, using Plant total RNA Mini

Kit (Favorgen Biotech Corp), according to manufacturer’s instruction.

2.3. Real time RT-PCR

The reaction was performed using Takara PS Plus RT-PCR One Step
SYBR Green Kit. A total 12.5 pl of the reaction mixture contains 6.25 pL of 2X Buffer, 0.25
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ML RTase, 0.75 pL EX Taq HS Mix, 20 pmol each of primers, 1 pL of sample and Nuclease
Free Water. Annealing temperatures of the primers were determined by temperature gradient
PCR. The sequential reaction is consisted of reverse transcription for 10 minutes at 42 °C,
denaturation for 55 seconds at 95 °C, and 35 cycles of amplification at 95 °C for 5 seconds
and 61 °C for 30 seconds.

2.4. Dot Immunobinding Assay (DIBA) using chemiluminescent protein detection

Five pl of each sample was applied in Polyvinylidene difluoride
(PVDF) membrane (BioRad). The membrane was immersed in a solution of 2% Triton X-100
for 15 minutes, and then blocked using 2% BSA in Tris-buffered saline (TBS) with 1% Triton
for 15 minutes, and then incubated for 20 minutes in LYSV antibody (Peptide of N-terminal
region of CP) (1:1000). After incubation, the membrane was washed twice with TTBS buffer
for 7 minutes. The membrane was incubated in anti-rabbit 1gG alkaline phosphatase antibody
(Sigma) for 20 minutes, and washed twice in TTBS buffer. The substrate used was Immun-
Star AP GOAT Anti-Rabbit IgG (H+L) Detection Kit (BioRad), and the membrane was
analyzed at ChemiDoc MP (BioRad).

2.5. DIBA using colorimetric protein detection

Except for nitrocelulose membrane (0.2 um, BioRad), the protocol was
the same to chemiluminescent protein detection. NBT/BCIP (nitro blue tetrazolium / 5-bromo-
4-chloro-3-indolyl-phosphate) was used as substrate.

2.6. Enzyme linked Immunosorbent Assay (ELISA)

One hundred pl of the sample was applied in a polypropylene plate
and incubated for 2 hours at 37 °C. The plate was washed for three times with PBS-Tween,
and then LYSV antibody (Peptide of N-terminal region of CP) (1:1000) was incubated for 1
hour at 37 °C. After this step, the plate was washed for three times with PBS-Tween and
added Anti-rabbit 1gG Alkaline Phosphatase antibody (Sigma), incubated for 1 hour and



61

washed with PBS-Tween. The substrate used was p-nitrophenyl phosphate (1 mg/mL). After
incubation for 60 minutes, the color development was measured using Microplate Reader
BioRad 3550 at the absorbance wave length of 405nm.

2.7. Dilutions of samples

For each test, samples were serially diluted by 10-folded to compare
the detection end point of the assays. For the total RNA preparation, samples were diluted at
concentrations of 10pg/mL, 1 pug/mL, 100 ng/mL, 10 ng/mL, 1 ng/mL, 100 pg/mL, 10 pg/mL,
1 pg/mL, 100 fg/mL and 10fg/mL. For the purified virus preparation, concentrations were
from 10pg to 1pg/mL, which were then used for real-time RT-PCR and DIBA using
colorimetric and chemiluminescent protocols. For ELISA the dilution test was performed at
10pg-1ng/mL. For crude sap preparation, the dilutions started from 10 t0100,000-fold for real-
time RT-PCR, and 10 t010,000-fold for DIBA and ELISA.

3. RESULTS

3.1. Selection of real time RT-PCR primers and buffers for nucleic acids preparation

For the real time RT-PCR assay of LYSV, we have first examined the
primers using the purified virus and crude sap. As the result, among the six pairs of primers
examined, the primer pair, LYS F 9802 (5’-CATTTAAAAAGTCCCGAGTG-3") and
LYS R9963 (5’- ACCTCAAACCAAGTGTTGAC-3’), extracted from CP coding region,
gave the best amplification. The amplicon size was 160 bp and the best annealing temperature
was 61 °C. The dissociation curve is showed in figure 1. Then, extraction/dilution buffers
were examined. Namely, LY SV-infected garlic leaf samples were homogenized in four kinds
of extraction buffers, and used for real-time RT-PCR assay.The result showed that 0.05M

phosphate buffer gave the best amplification without causing noticeable non specific reaction.
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Figure 1. Dissociation curve (melt) realized for LYSV.

3.2. Comparison of ELISA, DIBA and Real Time RT-PCR using purified virus

Colorimetric-DIBA test gave positive reactions at dilutions of 10
pg/mL, 5Spg/mL,1pg/mL, 500 ng/mL, 100 ng/mL and 50 ng/mL (Figure 2A).
Chemiluminescent-DIBA gave positives at 10pg/mL to 100 ng/mL (Figure 2B). ELISA test
gave positive at 10 pg/mL to 500 ng/mL (Figure 3A). Real time RT-PCR the dilutions of 10
pg/mL, 5pug/mL, 1pug/mL, 500ng/mL, 100 ng/mL, 50 ng/mL, 10 ng/mL, 5 ng/mL and 1 ng/mL
(Figure 3B). In summary, the detection end point was 50 ng/mL for colorimetric-DIBA, 100
ng/mL for chemiluminescent-DIBA, 500 ng/mL for ELISA, and 1 ng/mL for real time RT-
PCR, showing that real time RT-PCR was 50 — 500 times sensitive than the other methods.
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10 pg/mL 5pg/mL 1pg/mL 500 ng/mL 100 ng/mL 50ng/mL 10ng/mL  5ng/mL 1 ng/m Buffer

Figure 2. (A) Colorimetric DIBA test; (B) Chemiluminescent test. Both of tests were used
purified virus in a dilution of 10pg/mL to 1 ng/mL.
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Figure 3. (A) ELISA test with purified virus in a dilution of 10pug/mL to 1 ng/mL. (VF= virus
free garlic leave used as negative control). (B) Real time RT-PCR with dilutions of purified

virus in a dilution of 10ug/mL to 1 ng/mL. Each color corresponds to one dilution.
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3.3. Comparison of ELISA, DIBA and Real time RT-PCR using crude sap

In colorimetric (Figure 4A) and chemiluminescent DIBA test (Figure
4B), positive reactions were obtained down to 1,000x dilutions. In ELISA test, positive were
obtained at 5,000x dilution (Figure 5A). Real time RT-PCR was again the most sensitive and
positive reactions were obtained t010,000x dilutions (Figure 5B). Furthermore, when we used
purified LYSV-RNA as standard, it was possible to estimate the concentrations of LYSV in
crude sap by real time RT-PCR; i.e., the estimated concentration of LYSV in our crude sap

preparations were 5 — 100 pg/mL (Table 1).

B
10 x 100x 500x 1.000x  5.000x 10.000x Buffer

Figure 4. (A) Colorimetric DIBA test; (B) Chemiluminescent DIBA test. Both of tests were

used crude sap in a dilution of 10x to 10,000x.
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Figure 5. (A)ELISA test with crude sap in a dilution of 10x to 10,000x (OYDV= Onion

yellow dwarf virus and VF= virus free garlic leave used as negative control). (B) Real Time

RT-PCR with crude sap, with the dilutions of 10x to 500,000x.
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Table 1. Dilutions with crude sap used for real time RT-PCR, and the estimated concentration

of each sample, based in purified LYSV-RNA dilutions used as standard curve.

Purified LYSV-RNA Crude sap
Concentration Ct Dilution Ct Estimated concentration of samples

10 pg/mL 15 10x N/A -

1 pg/mL 19 100x 17 5 pug/mL
100 ng/mL 22 500x 21 100 ng/mL
10 ng/mL 25 1.000x 24 10 ng/mL

1 ng/mL 27 5.000x 28 100 pg/mL
100 pg/mL 28 10.000x 29 10 pg/mL
10 pg/mL 29 50.000x N/A -

1 pg/mL 30 100.000x N/A -

100 fg/mL 31 500.000x N/A -

10 fg/mL 32

Ct = Cycle Threshold (amplification); N/A = no amplification

4. DISCUSSION

Real time RT-PCR protocols were developed and optimized for the
sensitive detection of LYSV in garlic. By comparative analysis with the conventional virus
detection protocols, the real time RT-PCR with purified virus preparation proved to be 500
times, 100 times and 50 times more sensitive than ELISA, chemiluminescent-DIBA, and
colorimetric-DIBA, respectively. Similarly, with crude sap preparation, the real time RT-PCR
was 10 times more sensitive than chemiluminescent- and colorimetirc-DIBA.

In the previous reports using duplex RT-PCR protocol for two garlic
viruses, OYDV and SLV, duplex RT-PCR was shown to be about 10?-10* times more
sensitive than ELISA (Dovas et al, 2001). In case of real time RT-PCR using TagMan® for
Beet necrotic yellow vein virus, the result was somewhat unstable but the real time RT-PCR
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protocol was 100 times more sensitive than ELISA, however, the dilution end point was
almost the same with each other in some cases (Harjuet al., 2005). These results are in
agreement with our present work. In comparison, a protocol combining Immuno-Capture RT-
PCR and TagMan® RT-PCR developed for two garlic potyviruses, OYDV and LYSV,
showed extremely higher increase of sensibility; i.e., the sensitivity increased 10°-fold
comparing to ELISA (Lunello et al., 2004).

According to Hibi and Saito (1985), DIBA in general is more sensitive
than ELISA and can be completed within a shorter time. Our present analysis on the
comparison of DIBA and ELISA, using purified virus, also showed that DIBA was10 times
more sensitive than ELISA. On the contrary, in the protocol developed for the detection of
Banana bunchy top virus, in one of the tests, DIBA was two-fold less sensitive than ELISA
and DIBA-ECL (using luminol and hydrogen peroxidase as substrate) (Geering and Thomas,
1996). In the report on Closterovirus detection by DIBA, chemiluminescent detection was
more sensitive than colorimetric detection using NBT/BCIP (Pollini et al., 1993), however, the
result was reverse in our protocol. These inconsistencies may be dependent on the quality of
virus anti-body, specificity of PCR primers and/or the characters of viruses and hosts, but
anyway, it can be stress that real time RT-PCR can be one the most sensitive detection method
to detect garlic viruses such as LYSV.

When we used crude sap for ELISA, the positive reaction in 10x
dilution was lower than that in 100x. It was also the case in real time RT-PCR, in which no
positive amplification was obtained from 10x diluted crude sap; i.e., the most concentrated
sample. It is apparent that higher amounts of inhibitors contained in garlic leaves inhibited the
amplification. Those host components, e.g. polysaccharide in garlic extracts, can bind and
aggregate with a lot of virus particles during incubation periods. Therefore, successful

elimination of these inhibitory components will further improve the sensitivity.
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CAPITULO 5

Titulo: Distribuicdo e concentragdo do Leek yellow stripe virus em folhas de alho em
diferentes estagios de desenvolvimento. Distribution and concentration of Leek yellow stripe
virus on garlic leaves in different stages of development.
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ABSTRACT

Leek yellow stripe virus may cause damage in garlic. This species belongs to genus Potyvirus
with a single strand RNA, positive sense. To make an accurate diagnosis in garlic plants, the
objective of this work was to verify the distribution of LYSV at 5, 8, 14 and 21 days after
inoculation (d.a.i.) and identify the part of the leaf with the highest concentration by ELISA
test, colorimetric and chemiluminescent DIBA and qRT-PCR. At 21 d.a.i. the virus was
detected by all tests used. Colorimetric and chemiluminescent DIBA could detect the virus at
14 days. With the gRT-PCR to 5 or 8 days after inoculation using the first or second leaf, and
at 14 and 21 days after the inoculation, the younger leaves are the most suitable for analysis

due to higher concentrations of the virus.

Keywords: Real time RT-PCR, colorimetric and chemiluminescent DIBA, ELISA
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RESUMO

Leek yellow stripe virus pode causar danos em plantas de alho. Esta espécie pertence ao
género Potyvirus que é constituido de um RNA de fita simples, sentido positivo. Para fazer um
diagnostico preciso em plantas de alho, o trabalho teve como objetivo verificar a distribuicao
de LYSV 5, 8, 14 e 21 dias ap0s a inoculacdo, e identificar a parte da folha com maior
concentracdo através do teste de ELISA, DIBA colorimétrico, DIBA quimioluminescente, e
gRT-PCR. Aos 21 dias foi possivel fazer a deteccdo com todos os testes utilizados. Utilizando
DIBA colorimetrico e quimioluminescente foi possivel detectar o virus aos 14 dias. Com o
gRT-PCR aos 5 ou 8 dias ap06s a inoculacgdo, utilizando a extremidade da primeira ou segunda
folha, e aos 14 e 21 dias ap0s a inoculacdo, as folhas mais jovens sdo as mais indicadas para a

analise, devido as concentragdes mais elevadas.

Palavras-chaves: PCR em tempo real; DIBA colorimetrico e quimioluminescente; ELISA
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1. INTRODUCTION

Potyvirus species are easily detected on garlic plants and is the one that
have caused more damage in garlic (Salomon, 2002). This genus has a single strand RNA
(ssSRNA), with positive sense and approximately 10.297 nucleotides in length (King et al.,
2012).

There are two important species in this genus: Leek yellow stripe virus
(LYSV) and Onion yellow dwarf virus (OYDV) (Maeso et al., 1997; Chen et al., 2001;
Klukackova et al., 2007), related in Asia (Barg et al., 1994), Italy (Bellardi et al., 1995),
Venezuela (Marys et al., 1994), France (Messiaen, 1994), Japan (Takaichi et al., 1998) and
also in Brazil (Dusi, et al., 1994). LYSV can cause severe symptoms of mosaic, streak on
leaves, stunting of the plant and great reduction of bulb weight (Lot et al., 1998; Bai et al.,
2010).

According to the work carried out by some authors, it is possible to
observe that the viral concentration and localization may vary according to the cultivar, and
possibly climate conditions for the development of culture may influence the viral
concentration.

An accurate diagnosis of a plant virus depends on the title of the virus
in the tissue analyzed and its distribution in the plant (Conci et al., 2010).

The objective of this work was to analyze the distribution of a severe
strain of LYSV in garlic leaves after 5, 8, 14 and 21 days after inoculation, using different

techniques and identify the part of the leaf with the highest concentration of the virus.
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2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Inoculation of plants and sample preparation

Fourteen cloves from virus-free garlic were planted, and after 25 days
from planting, two-leaf stages of the plant were inoculated with a severe strain of LYSV
(isolate LYIAIl from Aomori, Japan). Infected leaves were grinded in a mortar with 0,05M
potassium phosphate pH 7,5 and Carborundum 600 as abrasive. After 5, 8, 14 and 21 days
after inoculation (d.a.i.) garlic plants were collected for analysis. All leaves of the plant were
analyzed and each leaf was divided into three parts (tip, middle and base) for analysis of the
presence of virus using crude sap and total RNA, according to figure 1. Crude sap was
prepared using 0,05g of garlic leaf and homogenized with 1 mL of 0,05M phosphate buffer,
and diluted 1:100 (w/v). Total RNA was extracted using Plant total RNA Mini Kit (Favorgen
Biotech Corp).

This experiment was performed at Aomori Prefectural Industrial

Techonology Research Center (Aomori-Shi, Rokunohe-machi, Japan).
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Middle

Base

Figure 1 — Parts of garlic leaves analyzed, divided into three parts (tip, middle and base); and

number of each leaf analyzed.

2.2. Techniques of analysis

2.2.1. Enzyme linked Immunosorbent Assay (ELISA)

A hundred microliter of the sample was applied in a polypropylene
plate and incubated for 2 hours at 37 °C. The plate was washed for three times with PBS-
Tween, and then the LYSV IgG (1:100) was incubated for 1 hour at 37 °C. After this step, the
plate was washed for three times with PBS-Tween and then added Anti-rabbit 1gG alkaline
phosphatase antibody (Sigma), incubated for 1 hour and washed with PBS-Tween. The
substrate used was p-nitrophenyl phosphate (1 mg/mL). After 60 minutes the analyses were

performed using Microplate Reader BioRad 3550 at the absorbance wave length of 405nm.
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2.2.2. Dot Immunobinding Assay (DIBA) using chemiluminescent and colorimetric

protein detection

For DIBA using chemiluminescent and colorimetric protein detection,
five microliters of each sample was applied in Polyvinylidene difluoride (PVDF) and
Nitrocelulose membrane 0,2 um from BioRad, respectively. The membrane was immersed in
a solution of 2% Triton X-100 for 15 minutes, and then blocked using 2% BSA in TTBS for
15 minutes, and then incubated for 20 minutes in LYSV IgG (1:100). After incubation, the
membrane was washed twice with TTBS buffer for 7 minutes. After washing, the membrane
was incubated in Anti-rabbit IgG Alkaline Phosphatase antibody (Sigma) for 20 minutes, and
washed twice in TTBS buffer. The substrate used for chemioluminescent detection was
Immun-Star AP GOAT Anti-Rabbit IgG (H+L) Detection Kit (BioRad), and the membrane
was analyzed at ChemiDoc MP (BioRad). For colorimetric detection the substrate used was

NBT/BCIP (nitro blue tetrazolium / 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate).

2.3.3. Real Time RT-PCR

The reaction was performed using Takara PS Plus RT-PCR One Step
SYBR Green Kit. The reaction was performed in a volume of 12,5 pl, using 6,25 pL of 2X
Buffer, 0,25 uL RTase, 0,75 pL EX Tag HS Mix, 20 pMol of each primer LYS_F 9802 (5
CATTTAAAAAGTCCCGAGTG 3°) and LYS_R9963 (5° ACCTCAAACCAAGTGTTGAC
37), 1 uL of sample and Nuclease Free Water. The cycle consisted of 10 minutes at 42 °C, 55

seconds at 95 °C, 35 cycles of 95 °C/5 seconds and 61 °C/30 seconds. The primer pair used
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amplifies the partial coat protein (CP) sequence producing an amplicon size of 160 bp. Virus

purification was diluted in a concentration of 10ug/mL to 1 ng/mL and used as standard.

3. RESULTS AND DISCUSSION

With the ELISA test, the virus could be successfully detected at 21
d.a.i. on the base of second, fourth and fifth leaves stages. Before 21 d.a.i. the test is not able
to detect the virus (Figure 2).

For colorimetric and chemiluminescent DIBA, it was possible to detect
positive reaction in almost all leaves collected on 14 and 21 d.a.i. (Table 1), showing that these
two techniques are more sensitive than ELISA test.

Using a more sensitive test as gRT-PCR, the virus could be detected at
5 d.a.i. and the highest concentration could be observed at 21 d.a.i. (Figure 3). Using crude sap
(Figure 3A) and total RNA (Figure 3B) from garlic leaves, the results were equivalent, but the
sensibility of the test was higher using total RNA as observed by the numbers of Ct value
(Table 2). Using total RNA the virus could be detected with greater sensitivity on the tip of
fifth leaf (Ct value 8) and the estimated virus concentration was upper to 10 pg/mL (Table 2).

Table 2 compared the sample with the highest concentration of each
collection date and between crude sap and RNA, showing the difference of Ct values. With
total RNA the reaction was detected with the greatest sensitivity. On the tip of fifth leaf the Ct

value was about 8. With crude sap, the reaction started at Ct value 10.
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Table 1 — Results from colorimetric and chemiluminescent DIBA test with 14 and 21 days

after inoculation

14 days 21 days
Position of leaf
DIBA Chemi | DIBA Chemi

First tip + + - -
First base - - + .
Second tip + + + .
Second middle ++ ++ + +
Second base + - + +
Third tip + + + +
Third middle + + ++ +
Third base ++ + ++ ++
Fourth tip ++ ++ + +
Fourth middle ++ ++ ++ +
Fourth base + + ++ +
Fifth tip X X ++ +
Fifth base X X + +

++ Indicates the highest posifive r

eacfion; "X indicates part of Ieaf that was not analyzed
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Table 2 — Virus concentration in garlic leaves using crude sap and total RNA. The collection
date and number of copies of the virus per microliter was estimated using the formula:
Copy/uL = (A/B) x C. A = Concentration (ng); B = 330 x length of fragment (bp); C =

6,02x10™ (Takara Bioview - https://www.takara-bio.co.jp/goods/bioview/pdfs/45_41-44.pdf)

Sap RNA
Days after
Estimated Estimated
inoculation | Ct N. copies | Ct N. copies
concentration concentration
5days | 27 1ng/mL 1,13x10" | 21 100ng/mL 1,13 x10%

8 days 26 5ng/mL 566x10"° | 21 100ng/mL 1,13 x10*
14 days | 15 10 pg/mL 1,13x10" | 11 >10ug/mL  >1,13x10™

21days | 10  >10ug/mL  >1,13x10" | 8 >10 pg/mL >1,13x10"

5 days = Tirst leaf (1Ip); 8 days = first leaf (tip); 14 days = fourth leaf (tip); 21 days = Tifth leaf (tip); Ct = Cycle Threshold (Cycle of
amplification).

Interaction between host and viral species, host defense system and
environment, and several other factors can cause irregular distribution of virus in the leaves
(Dovas et al., 2002). Conci et al (2010) observed with ELISA test, that the distribution of
LYSV at 20 d.a.i was irregular. The highest concentration was in the youngest and oldest
leaves. Dovas et al (2002) also detected virus in the oldest leaves, but with lower
concentration, and the highest concentration was observed in the tips of youngest leaves,
which is in agreement with our results.

The sensibility to detect the virus depends on the technique used, and

according to several studies, real time RT-PCR is 10% to 10°-fold more sensitive than ELISA
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(Harju et al., 2005; Lunello et al., 2004). DIBA test in general is more sensitive and faster than
ELISA (Hibi and Saito, 1985).

Excluding ELISA test, in 14 d.a.i. (39 days after planting) it was
possible to detect LYSV by different tests. The most sensitive test was real time RT-PCR, but
it is also the most expensive. According to the data obtained, youngest leaves are better to do

the analysis.
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CONCLUSOES GERAIS

e Ha vantagem na utilizacdo de alho semente provenientes de cultura de tecido até trés
anos sucessivos de plantio por ter produtividade mais elevada comparadas com a
semente proveniente de plantas infectadas com virus;

e Os bulbilhos aéreos sdo vidveis para multiplicacdo de semente apenas se forem
provenientes de matrizes isentas de virus;

¢ Folhas mais jovens sdo recomendadas para analise dos potyvirus em alho, entre os 21 e
63 dias apos o plantio, devido a alta concentracéo de virus;

e Diversos testes (ELISA, DIBA colorimétrico, DIBA quimioluminescente, PCR em
tempo real) podem ser utilizados para detec¢do do LYSV, diferindo apenas na sua

sensibilidade e dependendo da concentracdo da amostra.



