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1 RESUMO

As cultivares de pimentdo (Capsicum annuum L.) sdo geralmente suscetiveis a infeccao por
virus, destacando-se no Brasil espécies dos genéros Potyvirus, Begomovirus, Cucumovirus,
Tobamovirus e Tospovirus, sendo que deste ultimo género predominam as espécies GRSV
(Groundnut ring spot virus) e TCSV (Tomato chlorotic spot virus) no Estado de Sdo Paulo.
Devido ao amplo nimero de hospedeiros infectados pelos tospovirus e a ineficiéncia do
controle quimico na transmissdo do virus pelo vetor (tripes), € imprescindivel o0 manejo
integrado da doenca. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o uso do defensivo
quimico piraclostrobina + metiram (P +M) como forma alternativa de controle dos
tospovirus GRSV e TCSV no hibrido de pimentdo Dahra RX, avaliando-se a producéo
quantitativa e qualitativa da planta e a influéncia do produto sobre a quantidade relativa de
particulas virais do GRSV. Trés experimentos foram realizados paralelamente, sendo dois
em campo, dos quais um recebeu pré-tratamento pela aplicacdo de P + M (4 g. | 1) na
bandeja. No experimento em estufa, o pré-tratamento consistiu pela aplicacdo de P + M (4
g. I 1) no transplante em 50% das plantas (total de 120 plantas). Os tratamentos foram
constituidos da inoculagdo do virus de forma natural no campo e via extrato vegetal em
estufa aos 0, 15, 30, 45 dias apos o transplantio (DAT) com ou sem aplicacdo de P + M (4.0
g. | 1) durante o cultivo. A infecgdo pelos virus GRSV/TCSV foi confirmada por PTA-



ELISA e a concentracgdo viral via gPCR foi avaliada para as plantas cultivadas em estufa.
No experimento realizado em estufa obteve-se 98% das plantas infectadas quando
inoculadas via extrato vegetal, enquanto 25% das plantas no campo foram infectadas
naturalmente por GRSV ou TCSV, porém com predominancia do GRSV. A infeccdo de
plantas deste hibrido pelas espécies GRSV e TCSV até os 45 dias ap6s o transplante
causaram prejuizos significativos na qualidade e quantidade de frutos produzidos. O uso do
produto durante o cultivo deste hibrido ndo alterou os parametros de producédo das plantas.
Em condicdes de estufa, as mudas tratadas no transplantio com P + M apresentaram menor
producdo total, indicando que o modelo adotado de aplicagcdo do produto ndo foi eficiente.
A concentracéo viral do GRSV, aos 70 DAT ndo foi alterada com a utilizacdo do produto,

indicando pouco efeito deste na supressdo do virus e da doenca.

Palavras-chave: Capsicum annuum, gPCR, GRSV, TCSV, controle, inducéo de resisténcia.
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2 SUMMARY

The cultivars of pepper (Capsicum annuum L.) are usually susceptible to virus infection,
especially by the species of the genus Potyvirus, Begomovirus, Cucumovirus, Tobamovirus
and Tospovirus in Brazil. GRSV (Groundnut ring spot virus) and TCSV (Tomato chlorotic
spot virus) are the main tospovirus species in Sdo Paulo state. Due to the large host circle of
tospovirus and inefficient chemical vector control (thrips) in the virus transmission, the
integrated management of the disease is essential. Thus, the aim of this study was to evaluate
the use of chemical defensive Pyraclostrobin + Metiram (P + M) as an alternative form of
control of tospoviruses GRSV and TCSV in the pepper hybrid Dahra RX, assessing the
quantitative and qualitative production of the plant and the product's influence on the
concentration of viral particles of GRSV. Three experiments were carried out in parallel,
two in the field, one which received pre-treatment by applying P + M (4 g. L ) on the tray.
In the greenhouse experiment, the pre-treatment consisted by application of P+ M (4 g. L -
1 in the transplanting of 50% of the plants (total 120 plants). The treatments consisted of
inoculation of the virus naturally in the field and sap transmission in greenhouse at 0, 15, 30,
45 days after transplanting (DAT) with application or not of P + M (4.0 g. L -1) during
cultivation. Infection by GRSV / TCSV virus was confirmed by PTA-ELISA and virus
concentration was evaluated by gPCR for plants in greenhouse. In the greenhouse
experiment was obtained 98% of infected plants sap transmitted, while 25% of the plants in
the field were naturally infected by GRSV or TCSV, but with predominance of GRSV.
Infection of plants of this hybrid by GRSV and TCSV until 45 days after transplantation
caused considerable damage in the quality and quantity of fruits produced. The use of the
product during the cultivation of the hybrid did not affect the production parameters. Under

greenhouse conditions, the seedlings treated at transplanting with P + M had lower total



production, indicating that the model adopted for the application of the product was not
efficient. The viral concentration of GRSV at 70 DAT was not altered by the use of the

product, indicating little effect of suppression of the virus and disease.

Keywords: Capsicum annuum, gPCR, GRSV, TCSV, control, resistance induction.



3 INTRODUCAO

A familia Solanaceae constitui uma das principais familias botanicas
da agricultura brasileira e mundial, destacando-se o tomate (Solanum lycopersicum), a batata
(Solanum tuberosum) e o pimentdo (Capsicum annuum) (OLMSTEAD et al., 2008). Em
2014 o Instituto de Economia Agricola (IEA) estimou a producao do pimentdo no Estado de
Sdo Paulo em aproximadamente 94 mil toneladas em uma area de 2,3 mil hectares (IEA,
2014).

As doencas e pragas limitam severamente o cultivo do pimentdo em
todo o mundo, e em algumas areas as medidas de controle utilizadas acarretam um aumento
no custo e producdo. Embora existam apenas 5 espécies de pimentdo domesticadas (IBIZA
et al., 2012), essas cultivares sdo geralmente suscetiveis a infec¢do por virus (LAWRENCE
et al., 2014). No mundo foram listadas 65 espécies de virus capazes de infectar o género
Capsicum e no Brasil destacam-se as espécies dos genéros Potyvirus, Begomovirus,
Tospovirus, Cucumovirus e Tobamovirus, pela predominancia em diversas regides
produtoras do pais, e pelos prejuizos econdmicos que podem causar (DE AVILA et al. 2004;
LIMA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012). Os tospovirus sédo encontrados em todos 0s
continentes e infectam cultivares de hortaligas, leguminosas e plantas ornamentais
economicamente importantes (PAPPU et al., 2009; ZHOU et al, 2011,



OLIVEIRA et al., 2012).

O GRSV (Groundnut ring spot virus) é a espécie prevalente no
Brasil (LOPES; AVILA, 2005). Os tospovirus sdo transmitidos de maneira circulativa
propagativa por insetos da ordem Thysanoptera, conhecidos como tripes (WIJKAMP et al.,
1993; HOGENHOUT et al., 2008). S&o insetos muito pequenos e encontram-se
disseminados em todo o mundo. Pelo menos 14 espécies de tripes pertencentes aos géneros
Frankliniella, Thrips, Scirtothrips, Ceratothripoides e Dictyothrips ja foram descritas como
vetores de tospovirus (CIUFFO et al., 2010; KING et al., 2011).

Na préatica, 0 manejo de tospovirus é complexo em razao de envolver
um enorme numero de espécies hospedeiras tanto do virus como do vetor e dificuldades no
controle quimico do inseto (PAPPU et al., 2009). Problemas envolvendo resisténcia a
inseticidas em Frankliniella occidentalis (BIELZA, 2008) e Thrips tabaci (TODA,
MORISHITA, 2009) j& foram relatados. O controle biolégico como 0 uso do percevejo
predador Orius sp. (KAWAI, 1995; SILVEIRA, 2003; VAN DEN MEIRACKER, 1999), do
acaro predador Stratiolaelaps scimitus disponivel comercialmente no Brasil (FREIRE;
MORAES, 2007), e do fungo Metarhizium anisopliae (NIASSY et al., 2012) também foram
estudados pelos efeitos biopesticidas que causam ao vetor.

O manejo integrado da doenca é a pratica mais sustentavel para o
controle de virus, destacando-se o emprego de variedades tolerantes ou resistentes. No
género Capsicum foi relatado o gene dominante de resisténcia Tsw, efetivo apenas contra
isolados da espécie TSWV (Tomato spotted wilt virus) (BOITEUX; DE AVILA, 1994).
Entretanto, este gene de resisténcia ndo é efetivo ao tospovirus GRSV e TCSV (Tomato
chlorotic spot virus) e ja existem relatos de quebra de resisténcia para o gene Tsw na Itélia e
Espanha (GARCIA-ARENAL; MCDONALD, 2003) e Argentina (FERRAND et al., 2015).

A aplicacdo de piraclostrobina + metiram (4g/L) induziu peso e
volume maiores de frutos de tomate (GUIMARAES et al, 2014), demonstrando potencial
para aumento na producdo da cultura em areas com a ocorréncia dos virus GRSV e TCSV.

Diante desses fatos, o objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de
piraclostrobina + metiram como forma alternativa de controle dos tospovirus GRSV e TCSV
na cultura do pimentdo, utilizando-se a infecc¢do natural no campo e a inoculagéo via extrato
vegetal em condi¢6es controladas em estufa. A producdo quantitativa e qualitativa da planta
e a influéncia do produto sobre a concentracdo relativa de particulas virais do GRSV nos

diferentes tratamentos foram também investigadas neste trabalho.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 A cultura do pimentao

O piment&o (Capsicum annuum L.) pertence & familia Solanaceae, e
é cultivado praticamente em todo o territério nacional (ECHER et al., 2002). O género
Capsicum possui seu centro de origem em regibes tropicais da América Latina, e é
representado por 27 espécies, das quais apenas cinco sdo domesticadas (IBIZA et al., 2012).
Segundo o IBGE (2006), a produgéo nacional do pimentdo concentra-se nas regides Sudeste
(44%), Nordeste (31%), Sul (15%) e Norte (1%), apresentando produtividade média em
estufa de 200 toneladas por hectare, em uma area total de 12 mil hectares. O Estado de Séo
Paulo cultiva 23,7% dessa area e produz em media 50 mil toneladas por ano (AGRIANUAL,
2016). Apenas 4,7% da area total esta sob cultivo protegido no Estado de Sao Paulo e Distrito
Federal (KOBORI et al., 2008).



4.2 Viroses do pimentao

As doencas e pragas podem limitar severamente o cultivo do
pimentdo em todo o mundo, bem como a ocorréncia das desordens nutricionais. Em algumas
areas, as medidas de controle utilizadas oneram significativamente no custo de produgdo. As
cultivares de pimentdo sdo geralmente suscetiveis a infec¢do por virus (LAWRENCE et al.,
2014). Pernezny et al. (2003) listaram 65 espécies de virus capazes de infectar o género
Capsicum em todo o mundo. No Brasil, destacam-se as espéecies Potato virus Y (PVY) e
Pepper yellow mosaic virus (PepYMV) do género Potyvirus, Tomato severe rugose virus
(ToSRV) do género Begomovirus, GRSV, TCSV e TSWV do género Tospovirus e
Cucumber mosaic virus (CMV) do género Cucumovirus (DE AVILA et al. 2004; LIMA et
al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012).

Destes virus, ressalta-se a importancia dos tospovirus, pela
severidade dos sintomas ocasionados na planta que geralmente apresenta necrose dos ramos,
mosaico e deformacdo do limbo foliar, com a presenca de anéis concéntricos nos ramos,
folhas e frutos (PAPPU, et al. 2009).

4.2.1 Género Tospovirus

O primeiro relato de tospovirus na literatura ocorreu na Australia em
1915 (BRITTLEBANK, 1919) e em 1930 o agente etioldgico foi identificado como TSWV
(SAMUEL et al., 1930). Trabalhos posteriores validaram a criagdo e a posi¢do do género
Tospovirus, o Unico infectando plantas da familia Bunyaviridae, sendo TSWV a espécie tipo
(FAUQUET etal., 2005). Atualmente, a familia Bunyaviridae é composta por cinco géneros:
Orthobunyavirus, Hantavirus, Nairovirus, Phlebovirus e Tospovirus (KING et al., 2011).

Os tospovirus séo constituidos de particulas pleiomorficas de 80-120
nm de didmetro, genoma de RNA fita simples tripartido com polaridade negativa ou
ambisenso e possuem envelope formado por glicoproteinas que envolve o virus
(KORMELINK et al., 1992; STORMS et al., 1998). Os segmentos gendémicos sao
denominados RNA S (Small), RNA M (Medium) e RNA L (Large). Possuem sequéncias
terminais com uma complementaridade parcial, que permite o surgimento de uma

conformacdo pseudocircular (DE HAAN et al., 1989). O RNA S codifica uma proteina ndo



estrutural, supressora de silenciamento génico no sentido viral denominada NSs, e a
nucleoproteina (N) no sentido complementar viral (DE HAAN et al., 1990; TAKEDA et al.,
2002). O RNA M codifica uma proteina ndo estrutural de movimento no sentido viral
denominada NSm e o precursor das glicoproteinas do envelope (Gn e Gc¢) no sentido
complementar viral (KORMELINK et al., 1992; STORMS et al., 1998). J4 0 RNA L,
diferentemente dos segmentos anteriores que apresentam sequéncias ambisenso, possuli
somente polaridade negativa e codifica uma grande proteina (proteina L) com aminoacidos
conservados e encontrados em RNA polimerases dependentes de RNA (DE HAAN et al.,
1991). Assim, o virion é composto por ribonucleoproteinas (RNP), que séo os segmentos de
RNA encapsidados por nucleoproteinas (N) e por algumas copias da RNA polimerase viral
dependente de RNA (proteina L) (VAN POELWIJK et al., 1993). O envelope que circunda
estes complexos ribonucleoprotéicos é oriundo de membranas celulares dos hospedeiros e
possui projecdes na sua superficie compostas pelas glicoproteinas virais Gn e G¢ (KIKKERT
etal., 1999).

No Brasil, os tospovirus infectam varias culturas de interesse
econémico. A espécie tipo TSWV foi relatada em meados da década de 40 infectando fumo
(SILBERSCHMIDT, 1937). Essa doenga é conhecida como vira-cabe¢a, em razdo dos
sintomas que as plantas infectadas apresentam (COSTA; FORSTER, 1941). Estudos
posteriores identificaram a presenca de outras espécies como TCSV, GRSV, Iris yellow spot
virus (I'YSV), Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV) e Zucchini lethal chlorosis virus
(ZLCV) (DE AVILA et al., 1990; RESENDE et al., 1996, BEZERRA et al., 1999, POZZER
et al., 1999), e recentemente foi identificada a espécie tentativa Bean necrotic mosaic virus
(BeNMV) (OLIVEIRA et al.,, 2012). Em um estudo de levantamento realizado por
Colariccio et al. (2001) constatou-se 0 TCSV como virus predominante em Séo Paulo e Rio
Grande do Sul, 0 GRSV em Minas Gerais, 0 TSWV no Distrito Federal e 0 CNSV de

ocorréncia esporadica.

4.2.2 Transmissao de tospovirus

Os tospovirus sdo transmitidos de maneira persistente e propagativa

por insetos da ordem Thysanoptera, conhecidos como tripes (WIJKAMP et al., 1995). No

processo de transmissdo, o0 inseto adquire o virus principalmente no primeiro e segundo
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estagio larval (WIJKAMP et al., 1993). Para que o virus seja transmitido com sucesso, ele
precisa passar por diversas barreiras dentro do corpo do inseto. Os primeiros sinais de
infeccdo em tripes por tospovirus foram visualizados em células epiteliais do intestino
médio, principalmente na regido anterior, posteriormente, o virus se espalha pelos tecidos
musculares do intestino médio. Na fase adulta, o virus foi detectado nos tecidos musculares
viscerais e no epitélio do intestino médio e, apds 72 horas de aquisicéo, o virus foi detectado
nas glandulas salivares e nos ligamentos que conectam o intestino médio as glandulas
salivares (NAGATA et al., 1999; MONTEIRO-ASTUA et al., 2016).

Apesar da provavel existéncia de barreiras a circulagdo do virus no
corpo do tripes, presume-se que a entrada do virus pelas células do intestino do inseto €
mediada por uma interacdo entre receptores de membrana do intestino médio e proteinas do
RNA M do TSWV, semelhante ao que ocorre com outros membros da familia Bunyaviridae
(BANDLA et al., 1998, WHITFIELD et al., 2005). As glicoproteinas sdo as provaveis
proteinas virais com funcdo de adesao as células dos vetores; elas exercem importante papel
na infeccdo do inseto vetor e sdo, provavelmente, 0s primeiros componentes virais que
interagem com um receptor celular presente no intestino médio do tripes (ULLMAN et al.,
1992; WIJKAMP et al., 1993; WHITFIELD et al., 2005).

Em condicdes de campo, a transmissdo s se inicia quando o inseto
atinge o estagio adulto (VAN DE WETERING et al., 1996). Na fase adulta, o inseto néo
adquire o virus devido a uma barreira histoldgica localizada no intestino, que aparentemente
impede a fixacdo dos virions (ULLMAN, et al., 1992). Foi encontrada uma proteina de 50
KDa no intestino médio de F. occidentalis como uma candidata a receptora para 0 TSWV,
indicando que a concentracdo do receptor celular varia de acordo com a idade do inseto,
corroborando estudos que mostram que a aquisicdo do virus é reduzida conforme o estagio
de desenvolvimento do vetor (BANDLA et al. 1998; WHITFIELD et al., 2005). Ndo ha
transmisséo vertical do virus de insetos adultos para sua prole, ou seja, cada geracéo de tripes
sO adquire o virus no estagio larval alimentando-se em uma planta doente (WIJKAMP et al.,
1996; WHITFIELD et al., 2005).

Quatorze espécies de tripes pertencentes aos géneros Frankliniella
(nove espeécies), Thrips (duas), Scirtothrips (uma), Ceratothripoides (uma) e Dictyothrips
(uma) j& foram descritas como vetores de tospovirus no mundo (CIUFFO et al., 2010; KING
et al. 2011). No Brasil, foram relatadas cinco espécies vetoras: F. Schultzei (Trybom), F.

Occidentalis (Pergande), F. Zucchini Nakahara Monteiro, T. Tabaci Lindeman e T. Palmi
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Karny (MONTEIRO etal., 2001). Até a década de 1980, T. tabaci era considerada a principal
espécie vetora, devido principalmente a sua ampla distribuicdo geogréfica. A partir da
década de 90, F. occidentalis tornou-se o principal vetor em decorréncia de sua rapida
disseminacéo no Hemisfério Norte. As principais espécies vetores de GRSV, com relacéo a
eficiéncia de transmissao, sdo F. schultzei (93,1%) e F. occidentalis (17,5%) (NAGATA et
al., 2004).

4.2.3 Manejo de tospovirus

O manejo de tospovirus é dificil devido ao amplo circulo de
hospedeiros e ao ineficiente controle quimico do tripes que atua como vetor (PAPPU et al.,
2009). O uso de inseticidas para controlar o tripes tem se mostrado um método de baixa
eficiéncia, ndo reduzindo, de maneira significativa, a incidéncia de TSWV em diferentes
cultivos (CHO et al.,, 1989; PAPPU et al., 2009). A resisténcia a inseticidas em F.
occidentalis j& foi documentada em uma série de categorias de produtos quimicos, incluindo
os organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides e spinosins (BIELZA, 2008).

Para T. tabaci também ja foi relatada a ineficiéncia de inseticidas do
grupo dos piretroides (TODA; MORISHITA, 2009). O uso de agentes de controle bioldgico
sdo relatados na literatura, como o emprego do percevejo predador Orius sp. (KAWAI, 1995;
VAN DEN MEIRACKER, 1999; SILVEIRA, 2003), do acaro predador Stratiolaelaps
scimitus ja utilizado comercialmente no Brasil (FREIRE; MORAES, 2007), e também do
fungo entomopatogénico Metarhizium anisopliae, como biopesticida (NIASSY et al., 2012).

O emprego de variedades tolerantes ou resistentes para o controle de
tospovirus seriam ideais em um sistema de manejo integrado. No género Capsicum, foi
relatado o gene dominante de resisténcia Tsw, efetivo apenas contra isolados da espécie
TSWV (BOITEUX; DE AVILA, 1994). No entanto, apenas um ano apds 0 seu uso, em
1999, na Italia e na Espanha, houve relato da quebra de resisténcia para o gene Tsw
(GARCIA-ARENAL; MCDONALD, 2003).

Algumas espécies do género Solanum possuem resisténcia natural
aos tospovirus. A primeira fonte de resisténcia natural foi identificada em Solanum
peruvianum L., que apresentou elevado nivel de resisténcia a isolados do TSWV (STEVENS

et al., 1991). No Brasil, foram estudadas populagOes derivadas da cultivar “Stevens”,
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originadas de cruzamentos entre S. peruvianum e S. esculentum Mill., obtidas na Africa do
Sul (STEVENS et al., 1991). Essa resisténcia introduzida na cultivar Stevens é mediada pelo
gene Sw-5, que confere resisténcia ampla aos tospovirus: TSWV, GRSV e TCSV
(SPASSOVA et al., 2001). Plantas que expressam 0 gene Sw-5 restringem a infeccao
sistémica do virus e as folhas inoculadas produzem uma reacdo do tipo hipersensibilidade
(STEVENS et al., 1991).

O gene de resisténcia Sw-5 € usado comercialmente em cultivares de
tomate na Africa do Sul, Australia, Estados Unidos, Espanha e ltalia (SIVPARSAD;
GUBBA, 2011). A Embrapa Hortalicas desenvolveu a cultivar de tomate para
processamento industrial “Viradoro”, resistente aos tospovirus TSWV, TCSV ¢ GRSV
(GIORDANQO et al., 2000). Essa cultivar teve origem no cruzamento entre os cultivares
“IPA-5 (resistente a altas temperaturas, Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raca 1,
Verticillium dahlie raca 1, Stemphyllium solani e ao género Meloidogyne) e “TSW-10" que
contém o gene Sw-5, que confere resisténcia a tospovirus (GIORDANO et al., 2000).

Diversos isolados de TSWYV capazes de superar a resisténcia do gene
Sw-5 foram descritos no mundo como o isolado JF1 na Africa do Sul (THOMPSON; VAN
ZIJL, 1996), o isolado GRAU na Espanha (ARAMBURU; MARTI, 2003), no Havai
(CANADY etal., 2001) e na Itdlia (ROGGERO et al., 2002). Na Italia, o isolado identificado
TSWV-RB-TI foi capaz de infectar cinco hibridos de tomate que possuiam o gene de
resisténcia Sw-5, entretanto este isolado ndo foi capaz de infectar 5 hibridos de pimentdo que
apresentavam o gene de resisténcia Tsw (CRESCENZI; FANIGLIULO, 2015).

Na Espanha, em 2015, foram relatados dois isolados de TSWV
capazes de superar resisténcia em solanaceas, o isolado Pujol1TL3 em tomate (Sw-5) e PVR
capaz de superar a resisténcia do gene Tsw em pimentdo (DEBRECZENI et al., 2015).
Recentemente, foi descrito na Argentina um isolado denominado TSWV-A2, capaz de
superar essa resisténcia em um hibrido de pimentdo a campo na regido de La Plata
(FERRAND et al., 2015), demonstrando a presenca desse tipo de isolado na América do Sul.

O gene Tsw, proveniente de Capsicum chinense Jacg., incorporado
em variedades tolerantes de pimentéo (P1-159236) possui particularidades importantes como
possibilitar a infec¢do da planta em estagios precoces e em condi¢des de altas temperaturas
prolongadas. Recentemente, foi descoberto que a aviruléncia do TSWV ao gene Tsw esta
ligada a varias mutaces no gene NSs (DE RONDE et al., 2013). Um novo acesso de

Capsicum baccatum L., denominada PIM26-1, foi recentemente verificado como tolerante
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aos isolados de TSWV virulentos em plantas com o gene Tsw, mostrando-se promissor para
programas de melhoramento genético de cultivares do pimentdo (DEBRECZENI et al.,
2015). Entretanto, ndo existem informacOes disponiveis sobre cultivares de pimentao
resistentes ou tolerantes as espécies de tospovirus GRSV e TCSV, pois 0 gene dominante de
resisténcia Tsw é efetivo apenas contra isolados da espécie TSWV.

Uma opcéo dentro do controle quimico das doencas, € o uso de
produtos com efeitos fisioldgicos, com principios ativos que podem modificar o mecanismo
de defesa das plantas. Esses produtos contém indutores que ativam genes de defesa da
planta, de maneira ndo especifica (ROMEIRO, 2008). Estudos demonstraram efeitos
positivos com aplicagdo de acibenzolar-S-metil (ASM) em fumo no controle de Tobacco
mosaic virus (TMV), Cercospora nicotianae, Phytophthora tabacina, P. parasitica, Erwinia
carotovora e Pseudomonas syringae pv. tabaci (FRIEDRICH et al. 1996), em Arabidopsis
thaliana contra o fungo P. parasitica, a bactéria P. syringae pv. tomato e ao virus Turnip
crinkle virus (TCV) (LAWTON et al, 1996).

A aplicacdo de um fungicida da classe das estrobirulinas e da familia
F500 (piraclostrobina) foi capaz de induzir resisténcia ao TMV e a P. syringae pv. tabaci
em plantas de fumo (Nicotiana tabacum cv. Xanthi) (HERMES et al, 2002). Plantas sadias
tratadas com piraclostrobina + metiram apresentam maiores picos de atividade de peroxidase
quando comparadas as nao tratadas e ativagdo de mecanismos de defesa em patossistemas
diversos como Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli em feijdo-vagem (Phaseolus vulgaris
L.) (VIGO etal. , 2012) e Xanthomonas perforans em tomateiro (Solanum lycopersicum L.)
(ITAKO et al, 2012). Guimaraes et al. (2014) relataram que 0 uso de piraclostrobina +
metiram (4 g/L) induziu volume e peso maiores de frutos de tomate cv. “Saladinha Plus”.

O produto Cabrio Top® (BASF) é constituido de piraclostrobina +
metiram, pertence a classe dos ditiocarbamatos e estrobirulinas e apresenta duplo modo de
acao, atuando através do ingrediente ativo piraclostrobina como inibidor do transporte de
elétrons nas mitocondrias das células dos fungos, inibindo a formacdo de ATP que €
essencial nos processos metabdlicos e através do ingrediente ativo metiram que ao se
decompor, forma compostos téxicos que reagem inespecificamente com enzimas
sulfidrilicas, as quais estdo largamente distribuidas na célula do fungo, atuando assim sobre
um grande nimero de processos vitais da célula do fungo inibindo a germinacéo dos esporos,

bem como o desenvolvimento do tubo germinativo (BASF, 2016).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Experimentos a campo

Os experimentos 1 e 2 foram realizados a campo na Fazenda
Experimental da FCA/UNESP, em Sdo Manuel, SP. As plantas foram cultivadas em canteiro
com quatro linhas de 15 m e espacamento de 1,0 x 0,4 m. Na area foram realizadas calagem
e adubacdo de plantio (04-14-08), além de adubacdes semanais com sulfato de aménia (60
g/m) e cloreto de potéssio (30 g/m). Realizou-se a desbrota de ramos e flores abaixo da
bifurcacdo principal da planta, tutoramento e conduc¢édo da cultura até a colheita dos frutos.
Nesses experimentos foram realizadas trés colheitas. Além disso, foi feito o controle
mecanico das plantas daninhas nas areas. O hibrido utilizado do segmento verde de pimentao
foi o Dahra RX (Sakata®), sendo 60 plantas no experimento 1 e 60 plantas no experimento
2.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento de blocos
casualizados, e os tratamentos seguindo um arranjo fatorial 5x2, com seis repeti¢es. O
primeiro fator constituiu-se da retirada das estruturas metalicas revestidas em voil a campo
em cinco fases de crescimento: 0, 15, 30 e aos 45 dias apds o transplantio (DAT). Plantas

nédo inoculadas foram consideradas como testemunhas dos tratamentos. O segundo fator foi
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constituido da aplicacdo ou ndo de piraclostrobina+metiram (Cabrio® Top) (P + M) (4 g/L)
durante o cultivo. Ao todo foram realizadas quatro aplicagdes, espagadas em 15 dias ao longo
do ciclo da cultura, conforme recomendacéo do fabricante. O experimento 1 recebeu um pré
tratamento que consistiu na aplicacdo de piraclostrobina + metiram (4 g/L) na bandeja.

A inoculacdo ocorreu naturalmente, através de espécies de tripes
vetoras de tospovirus. As idades de inoculacdo das plantas foram controladas por meio de
isolamento das plantas por estruturas metalicas revestidas em voil, as quais foram retiradas
nas datas programas, ja descritas, permitindo o acesso dos tripes.

Os dados foram verificados quanto a normalidade e homogeneidade
e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As anélises foram feitas
pelo software estatistico SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC).

5.2 Experimento em estufa

O experimento 3 sob condicdes de estufa, realizado no
Departamento de Protecdo Vegetal da FCA/UNESP, Campus de Botucatu, S&o Paulo, Brasil,
utilizou-se de uma protecdo com tecido voil para evitar a entrada de tripes e outras pragas
no experimento. As plantas em estufa foram cultivadas em vasos pléasticos de 10 L com
substrato constituido de terra de barranco, areia grossa lavada e esterco de curral curtido na
proporcédo 1:1:1, o qual foi autoclavado e suplementado com adubo mineral. As adubagdes
de cobertura foram realizadas semanalmente com o uso de Yogen 5 (5 g/L) e nitrato de célcio
(0,4 g/L). Realizou-se a desbrota de ramos e flores abaixo da bifurcagdo principal da planta,
tutoramento e conducéo da cultura até a colheita dos frutos. Neste experimento foi realizada
seis colheitas. O hibrido utilizado do segmento verde de pimentdo foi 0 Dahra RX (Sakata®),
totalizando 120 plantas.

O experimento foi conduzido em delineamento de blocos
casualizados, e os tratamentos seguindo um arranjo fatorial 5x2, com seis repeti¢cdes. O
primeiro fator dos tratamentos constituiu da inoculagdo por extrato vegetal do virus em cinco
fases de crescimento: 0, 15, 30 e aos 45 dias ap0s o transplantio (DAT). Plantas nédo
inoculadas foram consideradas como testemunhas dos tratamentos. O segundo fator foi
constituido da aplica¢do ou ndo de piraclostrobina+metiram (Cabrio® Top) (P + M) (4 g/L)

durante o cultivo. Ao todo foram realizadas quatro aplicagdes, espagadas em 15 dias ao longo
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do ciclo da cultura, conforme recomendacéo do fabricante. No experimento um total de 60
plantas receberam o pré tratamento com a aplicacdo de piraclostrobina + metiram (4 g/L) no
transplante, de forma aleatoria, enquanto outras 60 plantas ndo foram tratadas.

No experimento, a inoculacdo dos virus foi feita via extrato vegetal
tamponado, utilizando-se plantas de tomate naturalmente infectadas por GRSV e TCSV e
previamente identificadas pelo teste de PTA-ELISA. Folhas sintomaticas foram maceradas
em tampdo fosfato de potassio 0,02 M, pH 7,0, acrescido de sulfito de so6dio 0,02 M na
proporcéo de 1:10 (p/v).

Os dados foram verificados quanto a normalidade e homogeneidade
e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As anélises foram feitas
pelo software estatistico SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC).

5.3 Determinacao da resisténcia de planta adulta (Age-related resistance —
ARR)

Quatro plantas de pimentdo do hibrido Dahra RX foram inoculadas
via extrato vegetal tamponado (conforme experimento em estufa) em condicdes de estufa
aos 60 DAT e aos 70 DAT, mantendo-se uma planta testemunha para avaliar o efeito da
inoculacdo dos virus nestas idades, e poder definir quando a ARR é adquirida neste hibrido,
obtendo assim, informacdo adicional para a o manejo integrado da doenca neste

patossistema.

5.4 Confirmagao da infecgéo viral

A confirmagéo da infeccdo nas plantas-teste foi feita por meio de

analises de sintomas aos 7, 14 e 21 dias ap0s a inoculagéo, além de testes soroldgico (PTA-
ELISA) e molecular (quantitative PCR, gPCR).
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5.5 PTA-ELISA

Foi utilizado o teste sorologico ELISA (“Enzyme Linked
Immunosorbent Assay”), do tipo PTA (“Plate Trapped Antigen”) (MOWAT; DAWSON,
1987), com algumas modificacOes. Para este teste foi utilizado o antissoro policlonal contra
0s tospovirus GRSV, TCSV, TSWV e ZLCV, os quais foram cedidos pelo Dr. Jorge Alberto
Marques Rezende (Laboratério de Virologia Vegetal ESALQ/USP). As amostras foram
maceradas individualmente, em almofariz, em presenca de tampdo de carbonato, pH 9,6 na
diluicdo 1:50. Foram colocados 100 pL de cada extrato por cavidade na placa de ELISA, os
quais foram em seguida incubados por 15 minutos a 37 °C. A placa foi entdo lavada trés
vezes consecutivas com tampédo PBS-Tween. Adicionou-se 100 pL de antissoro diluido em
tampdo PBS-TPB (dilui¢do 1:1000) por cavidade e incubou-se por 2 horas a 37°C. Lavou-
se novamente a placa com PBS-Tween. Em seguida, foram colocados 100 pL de
imunoglobulina G conjugada com fosfatase alcalina (SIGMA Anti Rabbit 1gG A-8025),
diluida em tampdo PBS-TPB, em cada cavidade e incubou-se por 2 horas a 37°C. Novamente
a placa foi lavada com PBS-Tween. Em seguida, foram colocados 100 pL de p-fosfato de
nitrofenil (SIGMA 104-105), diluido em dietanolamina (0,6 mg/mL), em cada cavidade.
Incubou-se a temperatura ambiente e esperou-se a reagao ocorrer. A reacdo foi avaliada
medindo a absorbancia a 405 nm no leitor de ELISA Metertech Y’ 960. Uma amostra foi
considerada positiva quando o valor médio de absorbancia foi pelo menos trés vezes superior

ao da absorbancia do controle sadio.

5.6 Extracdo do RNA e preparo do cDNA

O RNA total foi extraido através do kit de purificacdo de RNA da
Norgen Biotek Corporation, Thorold, ON, Canada, utilizando-se 300 mg do penultimo
foliolo do apice de cada planta, conforme o protocolo do fabricante. O total RNA extraido
foi utilizado para amplificacgdo do cDNA alvo, utilizando o primer BR 60
(5’CCCGGATCCTGCAG AGCAATTGTGTCA 37) (EIRAS et al. 2002), de acordo com o
protocolo da enzima de transcricdo reversa AMV para posterior deteccao e quantificacdo do

fragmento desejado em qPCR.



18

5.7 PCR quantitativo (Real time PCR)

O gPCR foi otimizado através da diluicao seriada em cinco vezes de
uma amostra positiva, determinando o limite de deteccéo e linearidade do protocolo. O slope
foi de -3,554 e o coeficiente de correlacdo de 91,1% da curva de diluicdo. A concentracdo
final dos primers (10 Mm) foi determinada para a detec¢do do virus em planta e no tripes
vetor (LEAO, 2015).

Os primers especificos utilizados foram (GSRV-F/GRSV-R)
(LEAO, 2015). Foram utilizadas 40 amostras na anélise, representando todos os tratamentos
em estufa. A reacdo de gPCR foi realizada em placas de reagdo com 96 pogos “MicroAmp”
(Life Technologies) em volume final de 10 pl com o Kit GoTag® qPCR Master Mix
(Promega). A reacdo consistiu de 5 pL de Gotaq Qpcr Master mix, 0,3 uL de cada primer
(10 Mm) e 1 pL de cDNA. Foi realizada triplicata de cada amostra. A reagcdo ocorreu no
equipamento StepOnePlus Real-Time PCR System, e o ciclo consistiu em: 1 ciclo de 95°C
por trés minutos (ativacdo da DNA polimerase) e 40 ciclos de 95°C por 10 segundos

(desnaturacdo) e 60°C por 30 segundos (anelamento e extensdo).

5.8 Aspectos de producéo

Foram realizadas seis colheitas no experimento 3 em Botucatu e trés
colheitas nos experimentos 1 e 2 em S&do Manuel, as quais foram iniciadas no final de marco
de 2015. Os critérios adotados (CEAGESP) para a avaliacdo de producdo de cada tratamento
foram: numero total de frutos, peso total de todas as colheitas (Kg), comprimento médio dos

frutos (mm) e didmetro médio dos frutos (mm).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Experimentos a campo

No experimento 1 onde foi realizado o tratamento com P + M na
bandeja, cinco (14%) em 37 plantas foram infectadas por tospovirus, das quais trés
apresentavam infeccdo por GRSV e duas por GRSV+TCSV (Figura 1). No experimento 2
realizado simultaneamente, porém no qual as mudas nao receberam o tratamento de P + M
na bandeja, 17 (33%) no total de 51 plantas foram infectadas, das quais oito apresentavam
infeccdo por GRSV e nove por GRSV+TCSV (Figura 1). Cinco plantas morreram devido a
infeccdo ocasionada pelos tospovirus nos experimentos. A inoculacdo do virus ocorreu de
forma natural, através de tripes. Verificou-se tendéncia de maior nimero de plantas
infectadas quando néo houve aplicacdo do produto na bandeja, porém a maior incidéncia de
virus nestas plantas pode também ter sido ocasionada pela direcdo de chegada do vetor
virulifero, uma vez que estas plantas infectadas se localizavam na bordadura do experimento
e agrupadas (Figura 1).

O surgimento de sintomas nas plantas nao coincidiu com a retirada
do voil e sim com revoadas de tripes ao final do més de janeiro de 2015, verificada pela

captura de insetos em armadilhas adesivas amarelas posicionadas no experimento. O GRSV
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é eficientemente transmitido por F. schultzei e F. occidentalis em condi¢Ges de campo
(NAGATA etal., 2004). No Estado de Sao Paulo a principal espécie que atua como vetor de

tospovirus em diversas culturas é a F. schultzei (LEAO, 2015).
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4/2 6/5 18/2 14/5*
3/2 8/5 17/2 13/5
5/2 7/5 16/2 15/5
1/2 10/5 20/2 12/5*
5/1 1/6 11/1 16/6
7/1 4/6 15/1 18/6
10/1 3/6 13/1 19/6*
8/1 5/6 14/1 17/6*
6/1 2/6 12/1 20/6
2/1 9/6 19/1* 13/6
5/1 7/6 17/1 15/6
3/1 6/6* 16/1 11/6*
1/1 8/6 18/1 14/6
L 41 10/6 20/1 12/6
Experimento 1 Experimento 2

Figura 1. Croqui dos experimentos realizados na Fazenda Experimental de Sdo Manuel.
Experimento 1 (plantas que receberam o tratamento de P + M nas mudas) e experimento 2 (plantas que ndo
receberam tratamento nas mudas). Em cinza, plantas que receberam 4 aplicacGes de P +M durante o cultivo da
cultura e em branco plantas que ndo receberam as aplicagdes do produto durante o cultivo. *Plantas infectadas
por tospovirus. Numeros indicam data de exposi¢do das plantas ao virus, onde as plantas de nimeros 1, 6, 11,
16 foram expostas aos 0 dias apos o transplantio (DAT); plantas 2, 7, 12, 17 aos 15 DAT; plantas 3, 8, 13, 18
aos 30 DAT; plantas 4, 9, 14, 19 aos 45 DAT e plantas 5, 10, 15, 20 representam plantas protegidas por voil
até a colheita de frutos. O nimero seguinte a barra indica o nimero da repetigdo (1 a 6).
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6.2 Experimento em estufa

A eficiéncia da inoculagédo de tospovirus no experimento em estufa
foi em torno de 98% para todas as fases de inoculacdo (transmissdo por extrato vegetal),
confirmadas através da presenca de sintomas tipicos ocasionados por tospovirus e pelo teste
sorologico PTA-ELISA. As plantas utilizadas como fonte de indculo para as transmissoes
por extrato vegetal foram coletadas de tomateiro infectado por GRSV+TCSV, confirmadas
por PTA-ELISA, entretanto obteve-se na transmissdo 57 plantas infectadas pelo GRSV, 36
com infeccdo mista de GRSV e TCSV, e uma planta infectada somente pelo TCSV. Este
resultado indica que 0 GRSV aparentemente possui mecanismos de replicacdo, proteinas de
movimento ou mecanismos supressores do silenciamento génico das plantas mais eficazes
que o TCSV.

Independentemente da aplicagdo ou ndo do produto no transplante e
durante o ciclo da cultura, a inocula¢do aos 0 DAT influenciou drasticamente na quantidade
e peso dos frutos, além de menor comprimento e didmetro dos frutos em relagdao aos outros
tratamentos (Tabela 1, Figuras 2 e 3). Os sintomas mais comuns nas plantas foram: mosaico
e anéis concéntricos nas folhas, necrose apical, anéis concéntricos no caule, tamanho
reduzido e frutos com bolhosidade, mosaico, anéis concéntricos € deformados. As plantas
que nao receberam P + M no transplante produziram maior peso total de frutos (significincia
pela analise de variancia), enquanto que os valores dos parametros nimero de frutos,
comprimento e didmetro ndo apresentaram significancia entre as mudas tratadas ou ndo no
transplantio (Tabela 1).

As plantas inoculadas aos 15 DAT tiveram maior porte e
apresentaram numeros significativamente maiores de niimero de frutos, produgdo total,
comprimento e diametro de frutos comparadas as plantas inoculadas aos 30 DAT (Tabela 1,
Figuras 4 e 5), independentemente da aplicacdo de P + M durante o transplante e cultivo.
Entretanto os frutos dos tratamentos 15 DAT e 30 DAT, bem como os frutos oriundos de
plantas inoculadas aos 0 DAT ndo foram comerciais, apresentando deformagdes e
bolhosidades. E notavel que os danos causados pelos virus nas mudas inoculadas aos 45
DAT foram menores em relagdo as inoculagdes anteriores, apresentando numero, peso €
dimensdes de frutos significativamente mais elevados (Tabela 1, Figura 6).

Mediante o aumento da idade, ocorrem modificacdes nas plantas

como o espessamento das paredes das células, formacao de lignina, o que pode influenciar



22

no estabelecimento do virus dentro da planta (BALAMURALIKRISHNAN et al., 2003). A
influéncia da idade de inoculagdo das plantas por virus e o aparecimento de sintomas foi
observado em outros patossistemas como o Maize dwarf mosaic virus em diferentes hibridos
de sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench), Sugarcane mosaic virus em cana-de-aglicar
(Saccharum sp. L.) e Cotton leaf curl virus em algodao (Gossypium hirsutum L.) (RANGEL
etal., 1996; BALAMURALIKRISHNAN et al, 2003; AKHTAR et al., 2004).

A maior producao total de plantas de pimentao Dahra RX que nao
receberam o tratamento com P + M no transplante, indica que o modelo adotado de aplicagao
do produto para este hibrido ndo funcionou como esperado, sendo portanto necessario
refazer o modelo de aplicagdo. A aplicacdo de P + M durante o ciclo da cultura ndo alterou
os parametros de producao (Tabela 1), entretanto levando-se em consideragao que os trés
experimentos utilizaram apenas o hibrido de pimentao Dahra RX e os tospovirus sao virus
que ocasionam sintomas extremamente severos, novos trabalhos devem ser realizados,
especialmente através do uso de novos hibridos de pimentao e virus pertencentes a espécies
menos agressivas, bem como o uso de produtos diferentes.

No México utilizando-se o pimentao C. annuum cv. Sonora Anaheim
inoculado com o begomovirus Pepper golden mosaic virus (PepGMV) ocorreu um menor
indice de plantas infectadas, sintomas menos severos e concentragdo viral de cinco a seis
vezes menores quando as plantas foram tratadas com o produto benzothiadiazole (BTH),
conhecido por suas propriedades ativadoras do SAR (“Resisténcia sistémica adquirida”) com
maior producdo de 4cido salicilico (AS) (TREJO-SAAVEDRA et al., 2013). Em fumo
inoculado com o TSWV com aplicagdo de acibenzolar-S-methyl (ASM), outro composto
analogo do AS, foi relatado menor niimero de lesdes locais com maiores doses do produto
(MANDAL et al., 2008).

Diversas formulagdes do grupo de estrobirulinas foram testadas na
semeadura de plantas de feijoeiro contra o potyvirus Bean common mosaic virus (BCMV),
destacando a piraclostrobina, onde obteve-se 65% de protecdo em condi¢des de campo e
76% de protecdo em casa-de-vegetacio (UDAYASHANKAR et al., 2012). Guimaraes
(2016) obteve resultados promissores para o tomateiro cv. “Mariana” tratados com
piraclostrobina + metiram na semeadura e durante o cultivo e infectados por virus dos
géneros Crinivirus € Begomovirus. Plantas tratadas apresentaram maior producao e menor
concentragdo de Tomato severe rugose virus (ToSRV, Begomovirus). Tomateiros com a

aplicacdo de piraclostrobina F-500 apresentaram atraso na infeccdo de patogenos sob
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condi¢des controladas contra o cucumovirus Cucumber mosaic virus (CMV), o potyvirus
PVY e Pseudomonas syringae pv. tomato, sugerindo o mecanismo de “priming”, ou seja,
acumulo de proteinas de defesa latentes da planta através de algum tipo de estresse biodtico
ou abiotico (SKANDALIS et al., 2016).

O produto piraclostrobina + metiram pertence ao grupo fungicida
das estrobirulinas, e ¢ indicado para a cultura do pimentao para o controle de oidio, cuja fase
assexuada (Oidiopsis taurica) é responsavel pelas infecgdes em pimentao, embora Leveillula
taurica, fase teleomorfica, tenha sido encontrada em outras plantas hospedeiras (PAZ-LIMA
et al., 2004). No experimento instalado em estufa houve incidéncia de oidio nas plantas ndo
tratadas com o produto durante o final do cultivo, enquanto que as plantas tratadas pouco
foram afetadas, mostrando o efeito do produto sobre o fungo.

A piraclostrobina auxilia a planta na melhor utilizacdo do COo,
reduzindo os gastos de energia e levando ao maior acimulo de carboidratos, aumentando a
fotossintese liquida, causando incremento da atividade da enzima nitrato redutase que ¢
fundamental para a incorporagdo de nitrogénio em moléculas vitais a planta, causando o
efeito verde pelo maior teor de clorofila. Além disso, ocorre a diminuigdo do estresse
associado a redugdo da produgdo de etileno, o que permite maior duragdo da vida util das
folhas e principalmente maior rendimento devido a maiores produtividades. Esses efeitos
estao associados a0 modo de acao do produto que atua na respiracao celular na mitocondria,
especificamente no citocromo Bcl, interferindo no transporte de elétrons (VENANCIO et

al., 2003; OLIVEIRA, 2005).



Tabela 1. Efeito de P + M na producéo e qualidade dos frutos, aplicado ou ndo no transplante e durante o ciclo da cultura em estufa.
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Variaveis NiUmero de Frutos Producéo Total (kg/planta)
Transplante Cultivo Transplante Cultivo
Inoculagéo Com Sem Com Sem - Com Sem Com Sem -
(dias;; P+M P+M P+M P+M Media P+M P+M P+M P+M Media
0 0.91 1.83 1.66 1.08 1.37d 0.01 0.02 0.01 0.01 0.01d
15 17 15.08 19.16 12.91 16.04 bc 0.45 0.40 0.46 0.37 0.42c
30 9.75 14 10.66 13.08 11.87c 0.18 0.28 0.20 0.25 0.23cd
45 18.92 25.83 20.75 24.00 22.37 ab 0.67 0.78 0.80 0.65 0.72b
TEST 26.08 27.25 28.00 25.33 26.66 a 1.22 1.82 1.64 1.40 152a
Média 1453 A 16.80 A 16.05 A 15.28 A 0.50B 0.66 A 0.62 A 0.54 A
P(Pré Trat) 0.1093 0.0450*
P(Inoc) 0.0001* 0.0001*
P(A) 0.6520 0.4396
P (Pré Trat x Inoc) 0.8388 0.5643
P (Pré Trat x A) 0.6795 0.5412
P (Inoc x A) 0.1678 0.8489
Comprimento Frutos (mm) Diametro Frutos (mm)
Transplante Cultivo Transplante Cultivo
Inoculagéo Com Sem Com Sem - Com Sem Com Sem .-
(dias;; P+M P+M P+M P+M Media P+M P+M P+M P+M Media
0 14.08 25.41 18.77 20.72 19.74d 9.58 18.91 14.36 14.13 14.24 c
15 48.48 52.09 49.18 51.38 50.28 ¢ 28.47 32.79 31.50 29.76 30.63 b
30 47.95 40.58 44.61 43.92 44.27 ¢ 26.59 25.86 27.36 25.09 26.22 b
45 74.50 66.04 79.75 60.77 70.26 b 32.56 30.05 33.99 28.61 31.30b
TEST 89.64 98.24 99.07 88.80 93.94 a 39.17 42.83 42.82 39.18 41.00 a
Média 5493 A 56.47 A 58.28 A 53.12 A 2727 A 30.08 A 30.00 A 27.35A
P(Pré Trat) 0.1075 0.0635
P(Inoc) 0.0001* 0.0001*
P(A) 0.5060 0.0800
P (Pré Trat x Inoc) 0.0685 0.1125
P (Pré Trat x A) 0.6972 0.5342

*Médias seguidas de letras iguais mindsculas na coluna e mailsculas na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey p<0.05. A (Aplicacdo de piraclostrobina + metiram
(4 g.1-1), Pré-Trat (Pré-tratamento), Inoc (Inoculagdes). * Indica interacdo entre os fatores.
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Figura 2. Plantas testemunhas dos 4 tratamentos (sem Cabrio® Top no transplante e com
durante o ciclo da cultura; sem Cabrio® Top no transplante e sem durante o ciclo da cultura;
com Cabrio® Top no transplante e com durante o ciclo da cultura; com Cabrio® Top no
transplante e sem durante o ciclo da cultura), respectivamente.

Figura 3. Plantas inoculadas aos 0 DAT dos 4 tratamentos (sem Cabrio® Top no transplante
e com durante o ciclo da cultura; sem Cabrio® Top no transplante e sem durante o ciclo da
cultura; com Cabrio® Top no transplante e com durante o ciclo da cultura; com Cabrio® Top
no transplante e sem durante o ciclo da cultura), respectivamente.
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Figura 4. Plantas inoculadas aos 15 DAT dos 4 tratamentos (sem Cabrio® Top no transplante
e com durante o ciclo da cultura; sem Cabrio® Top no transplante e sem durante o ciclo da
cultura; com Cabrio® Top no transplante e com durante o ciclo da cultura; com Cabrio® Top
no transplante e sem durante o ciclo da cultura), respectivamente.

FiguaSTP’Iantas inoculadas aos 30 DAT dos 4 tratamentos (sem Cabrio® Top no Transplante
e com durante o ciclo da cultura; sem Cabrio® Top no transplante e sem durante o ciclo da
cultura; com Cabrio® Top no transplante e com durante o ciclo da cultura; com Cabrio® Top

no transplante e sem durante o ciclo da cultura), respectivamente.
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Figura 6. Plantas inoculadas aos 45 DAT dos 4 tratamentos (sem Cabrio® Top no transplante
e com durante o ciclo da cultura; sem Cabrio® Top no transplante e sem durante o ciclo da
cultura; com Cabrio® Top no transplante e com durante o ciclo da cultura; com Cabrio® Top
no transplante e sem durante o ciclo da cultura), respectivamente.

6.3 Determinacao da resisténcia de planta adulta (Age-related resistance —
ARR)

Em relagdo as quatro plantas inoculadas aos 60 DAT, apenas uma
delas apresentou sintomas de tospovirus nas folhas mais novas, porém sem causar grandes
prejuizos a sua producdo, enquanto nenhuma das quatro plantas inoculadas aos 70 DAT
apresentaram sintomas da doenca (Figura 7). Portanto, o hibrido de pimentdo Dahra RX
passou a exibir a resisténcia de planta adulta a partir de inoculagdes realizadas ap6s os 60
DAT (Figura 7). A resisténcia de planta adulta (Age-related resistance — ARR) foi observada
em inumeras espécies de plantas e patdgenos.

Esse tipo de resisténcia ¢ considerada como uma resposta de defesa
distinta, diferentemente da SAR e da resisténcia sistémica induzida (ISR); entretanto, parece
estar relacionada com o acimulo de AS (KUS et al., 2002). Oito cultivares de pimentao com
diferentes niveis de resisténcia foram avaliados de acordo com a severidade de Phytophtora

capsici considerando a ARR em ambiente controlado, verificando-se que com o aumento da
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idade os niveis de intensidade da doenca variaram conforme o método de inoculagdo e a
concentracao do indculo. Os autores sugerem possiveis alteracdes fisioldgicas das raizes das
plantas (KIM et al., 1989). Em Arabidopsis thaliana infectada por Cauliflower mosaic virus
(CaMV), a ARR foi identificada na transicdo do estagio vegetativo para o de floracdo
(LEISNER et al., 1993).

Uma defini¢do precisa da defesa ou potencial de resisténcia de cada
hospedeiro durante seu ciclo de vida ¢ um fator primordial para o controle da infec¢do de
patogenos, e ¢ essencial para garantir altas produgdes nas diversas culturas (DEVELEY-
RIVIERE; GALIANA, 2007). Dentro do contexto de manejo integrado das doencas, o
desenvolvimento da resisténcia com o tempo € um fator importante a ser considerado na
racionalizacdo de praticas culturais em videiras e esta sendo estudada para diversas outras
espécies de plantas (COOLEY et al., 1996; FICKE et al., 2002).

O aumento ou aquisi¢cdo de resisténcia a patdgenos em fun¢ado do
desenvolvimento do hospedeiro recebeu varias denominacdes (“‘ontogenic resistance”;
“developmental resistance”; “mature seedling resistance”; “adult seedling resistance”;
“flowering-induced resistance” e “senescence-induced resistance”), e este pluralismo de
denominacdes refletem o fato que diferentes laboratorios estudaram esta forma de resisténcia
independentemente, indicando uma natureza polimoérfica do fendmeno e varios estagios
associados com resisténcia, dependendo da interagdo planta e patdogeno estudados.
Entretanto, uma vez induzida a ARR, esta persiste durante todo o ciclo de vida do hospedeiro,
e pode funcionar contra um patdgeno especifico ou ter um amplo espectro de atividade

(DEVELEY-RIVIERE; GALIANA, 2007).
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Figura 7. Porcentagem de plantas infectadas por GRSV e TCSV, conforme a idade de
inoculacéo via extrato-vegetal tamponado.

6.3 PCR quantitativo (Real time PCR)

Na reagcdo de PCR quantitativo, foram utilizadas 40 amostras do
experimento 3 em estufa, representando todos os tratamentos, portanto considerando a
aplicacdo ou ndo de P + M no transplante, e a aplicacdo ou nao do produto durante o cultivo
nas distintas fases de inoculacéo do virus e testemunha. O valor médio de CT foi considerado
a partir da triplicata de cada amostra na placa. A colheita do material foi realizada no dia 26
de fevereiro de 2015, 10 dias apds a ultima aplicacdo de P + M e antes do inicio das colheitas.
A concentracdo do virus GRSV aparentemente ndo foi influenciada pela idade de inoculagéo
das plantas, bem como pela aplica¢do ou ndo do produto (Tabela 2).

Apesar de produtos com efeito fisioldgico terem sido demonstrados
como promissores no manejo de alguns virus de plantas (MANDAL et al., 2008;
UDAYASHANKAR et al., 2012; TREJO-SAAVEDRA et al., 2013; GUIMARAES, 2016;
SKANDALIS et al., 2016), este efeito ndo é regra e depende do patossistema estudado, uma
vez que pode-se concluir que para o pimentdo Dahra RX o modelo de aplicagdo com
piraclostrobina ndo trouxe incrementos de producdo como esperado, bem como néo teve

efeito na replicacdo do GRSV.



Tabela 2. Detecgéo do Groundnut ringspot virus por qPCR.
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SEM O USO DE CABRIO® TOP NO TRANSPLANTE

'”?gji%ao Tratamento ctl ct2 ct3 CglggtiAlN ctl ct2 Ci3 CglaMngAzN
0 CP 2377 2663 2432 24.91 2695 2487  24.83 2555
0 SP 2432 2430  24.95 24.53 2318 2301  23.20 23.13
15 CP 2354 2391  22.83 23.43 2179 2194 2172 21.82
15 SP 2490 2555  25.90 25.45 18.04 1794  18.40 18.13
30 CP 2400 3057 2856 2771 2653 2653  27.02 26.70
30 SP 2852 2875  29.34 28.87 2479 2494  26.89 2554
45 CP 2497 2496  24.86 24.93 1888 1857 1857 18.68
45 SPp 1928 2099 2096 20.41 2361 2377 2359 23.66
TEST SP 3203 3234  32.78 32.39 3202 3234  32.38 32.25
COM O USO DE CABRIO® TOP NO TRANSPLANTE
'”?[C)‘jiaTg)ao Tratamento ctl ct2 Ct3 CFT”::EAlN ctl Cct2 Ct3 CFT,IaMnéAéN
0 CcP 2733 2788 28.15 2779 19.44 2047  20.85 20.26
0 SP 2697  27.84  28.00 27.61 1847 1867 1813 18.43
15 CP 2040 2687  28.29 28.28 2044 2050  20.26 20.41
15 SPp 2480 2321  20.39 22.81 1723 1825  18.35 17.95
30 CP 2710 2983  30.16 29.03 2940 2687  28.29 28.19
30 SP 2611 2592  26.20 26.08 2695 2694  27.16 27.02
45 CP 1715 1856  16.78 17.50 2574 2375  24.38 24.63
45 SPp 2847 2856  29.45 28.83 2215 2251  22.71 22.46
TEST SP 3234 3273 32.92 32.67 3219 3181  32.04 32.02

Ct (“threshold cycle™) indica a média da leitura obtida da triplicata de duas plantas/tratamento oriundas do experimento 3 realizado em estufa no Departamento de Protecdo

Vegetal. Legenda: SP: Sem Cabrio®Top no cultivo; CP: Com Cabrio®Top no cultivo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

e A infeccdo de plantas do hibrido de pimentdo Dahra RX pelas
espéecies GRSV e TCSV do género Tospovirus até os 45 DAT causa prejuizos na qualidade
e quantidade de frutos produzidos;

e A resisténcia de planta adulta (ARR) é exibida para o hibrido de
pimentdo Dahra RX apds os 60 DAT.

e O modelo de aplicacdo utilizado do produto piraclostrobina +
metiram ndo funcionou para este hibrido, bem como sua aplicacéo durante o ciclo da cultura
n&o alterou os parametros de producéo, sintomas de infec¢do mista por GRSV e TCSV, bem

como replicacdo do GRSV.
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APENDICE A
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Figura 1. Curva de Melt da gPCR no equipamento StepOnePlus Real-Time PCR System do
experimento 3 realizado em estufa no Departamento de Protecdo Vegetal FCA/UNESP

Botucatu.
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APENDICE B
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Figura 2. Instalacdo dos experimentos 1 e 2 a campo na Fazenda Experimental de Séo
Manuel, UNESP e experimento 3 em estufa no Departamento de Producdo Vegetal da

Faculdade de Ciéncias Agronémicas de Botucatu.
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APENDICE C

Figura 3. A) Plantas com tratamento no transplante e sem aplicacdo do produto nas 4
inoculagdes (0,15, 30,45) e testemunha respectivamente. B) Plantas com tratamento no
transplante e com aplicagdo do produto nas 4 inoculagdes (0,15, 30,45) e testemunha
respectivamente. C) Plantas sem tratamento no transplante e com aplicagdo do produto nas
4 inoculagdes (0,15, 30,45) e testemunha respectivamente.
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APENDICE D

Figura 4. Sintomas de “Vira- Cabega” nos experimentos 1 e 2 a campo na Fazenda Séo
Manuel UNESP. A) Planta com gaiola retirada aos 45 DAT sem Cabrio® Top na bandeja e
sem durante o ciclo da cultura. B) Planta testemunha sem Cabrio® Top na bandeja e com
durante o ciclo da cultura. C) Planta com gaiola retirada aos 30 DAT sem Cabrio® Top na
bandeja e sem durante o ciclo da cultura. D) Planta com gaiola retirada aos 15 DAT com
Cabrio® Top na bandeja e com durante o ciclo da cultura.
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APENDICE E

Figura 5. A) Frutos da planta testemunha sem Cabrio® Top ap6s transplante e com durante
o ciclo da cultura. B) Frutos da planta inoculada 30 DAT sem Cabrio® Top apds transplante
e sem durante o ciclo da cultura. C) Frutos da planta inoculada 45 DAT com Cabrio® Top
apos transplante e sem durante o ciclo da cultura.\ D) Frutos da planta inoculada 0 DAT com
Cabrio® Top ap0s transplante e com durante o ciclo da cultura.
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APENDICE F

F ) ¥ ,
Figura 6. Sintomas de “Vira-Cabega” no experimento 3 realizado em estufa FCA/UNESP
Botucatu. A) Planta inoculada 30 DAT sem Cabrio® Top apds transplante e sem durante o
ciclo da cultura. B) Planta inoculada 30 DAT com Cabrio® Top ap6s transplante e com
durante o ciclo da cultura C) Planta inoculada 30 DAT com Cabrio® Top ap0ds transplante e
com durante o ciclo da cultura. D) Planta inoculada 45 DAT sem Cabrio® Top apos
transplante e com durante o ciclo da cultura.
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