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RESUMO

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortalica folhosa de maior expressdo, em &rea plantada e
volume produzido. A producéo nacional € de mais de 1,5 milhdo de toneladas/ano. Uma das
maiores dificuldades no cultivo da alface é a ocorréncia de doencas, as quais prejudicam as
folhas e o sistema radicular, impedindo absorcdo de agua e nutrientes e, consequentemente,
reduz a qualidade e produtividade da lavoura. A fim de amenizar os prejuizos ocasionados por
fitopatdgenos, é necessario estabelecer programas eficientes de manejo de doencas, cujo
alicerce estd no correto diagnostico das principais doengas e em conhecer seu progresso
espaco temporal. Assim, objetivou-se com esse trabalho realizar o levantamento da ocorréncia
de doencas ao longo do tempo e estabelecer sua relagdo com varidveis ambientais. O
experimento foi conduzido em sete propriedades situadas entre as regiGes de Trés Pontas
(MG) e Boa Esperanca (MG), em produtores da alface tipo americana. Foram realizadas
coletas a cada 30 dias, percorrendo todos os lotes de cada propriedade, durante um ano,
abrangendo assim, os seis ciclos da cultura e as doencas ocorridas no verdao e no inverno. No
total, foram encontradas 13 doencas afetando a cultura da alface. As doencas de etiologia
bacteriana representaram 39%, as fungicas 34%, as viroticas 19% e os nematoides 8%. Entre
0s nematoides encontrados, Meloidogyne javanica e M. incognita estavam presentes em
42,85% das propriedades, enquanto M. arenaria em 28,57%. O total de relatos de ocorréncias
foram 1226, sendo a Mancha bacteriana a de maior frequéncia (24,7%) e 303 relatos. O vira-
cabeca, foi a segunda doenca mais relatada (233), com ocorréncia de 19%, porém sempre
observado ao longo do ano e nos lotes mais novos de 7 a 14 DAT (dias apds transplantio). As
espécies de Tospovirus encontradas nas sete propriedades foram TCSV e GRSV. E, nao foram
encontrados Tospovirus em plantas no viveiro. Xanthomonas axonopodis pv. vitians ocorreu
em elevadas frequéncias ao longo do ano, no entanto as menores frequéncias foram
observadas em baixas temperaturas. As maiores frequéncias de ocorréncia de Fusarium
oxysporum f. sp. lactucae foram em temperaturas baixas.

Palavras-chave: Epidemiologia. Lactuca sativa L.. Ocorréncia. Sazonalidade.



ABSTRACT

Lettuce (Lactuca sativa L.) is the most abundant leafy vegetable, in planted area and volume
produced. Domestic production is more than 1.5 million tons / year. One of the greatest
difficulties in lettuce cultivation is the occurrence of diseases, which damage leaves and the
root system, preventing absorption of water and nutrients and consequently, reduces the
quality and productivity of the crop. In order to mitigate the damage caused by plant
pathogens, it is necessary to establish efficient disease management programs, whose
foundation is in the correct diagnosis of the main diseases and to know their temporal
progress. Thus, this study aimed to survey the occurrence of diseases over time and establish
their relationship with environmental variables. The experiment was conducted in seven
properties located between the regions of Trés Pontas (MG) and Boa Esperanca (MG), in
iceberg lettuce producers. Collections were done every 30 days, covering all lots of each
property, for a year, covering the six cycles of the crop and diseases occurring in summer and
winter. In total, 13 diseases affecting lettuce culture were found. Diseases of bacterial etiology
represented 39%, fungi 34%, viruses 19% and nematodes 8%. Among the nematodes found,
Meloidogyne javanica and M. incognita were present in 42.85% of the properties, while M.
arenaria in 28.57%. The total number of occurrence reports was 1226, with Bacterial leaf
spot being the most frequent (24.7%) and 303 reports. Spotted wilt was the second most
frequently reported disease (233), occurring at 19%, but always observed throughout the year
and in the younger lots of 7 to 14 DAT (days after transplanting). The species of Tospovirus
found in the seven properties were TCSV and GRSV. In addition, no Tospovirus were found
in plants in the nursery. Xanthomonas axonopodis pv. vitians occurred at high frequencies
throughout the year, however the lower frequencies were observed at low temperatures. The
highest frequencies of occurrence of Fusarium oxysporum f. sp. lactucae were in cold
seasons.

Keywords: Epidemiology. Lactuca sativa L.. Occurrence. Seasonality.
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1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortalica folhosa mais consumida no mundo, em &rea
plantada e volume produzido. Segundo a FAO (2017), a producdo mundial foi de 24,9
milhGes de toneladas anuais, sendo a China o principal produtor com 13,7 milhdes de
toneladas (54% da producdo mundial), seguida dos Estados Unidos e india com 4 e 3,5
milhOes de toneladas, respectivamente.

No Brasil, existem aproximadamente 66.301 propriedades produtoras de alface, com
area total plantada de 80.000 ha, capazes de gerar cinco empregos diretos/ha. A producéo
nacional € de mais de 1,5 milhdo de toneladas/ano, permanecendo atualmente, entre os seis
vegetais mais importantes economicamente e o oitavo maior em termos de volume produzido
(SALA; COSTA, 2012). Entre os estados produtores, Minas Gerais é responsavel por 30 mil
toneladas, com produtividade de 23 toneladas/ha (SNA, 2015), sendo a regido sul do estado,
uma das principais produtoras da alface tipo americana, destinada a atender as redes de “fast
food” e lanchonetes (EMATER, 2014). Esse tipo de alface é preferido em consequéncia de
manter-se crocante, mesmo em contato com altas temperaturas, no interior de sanduiches,
além de apresentar maior durabilidade pos-colheita (DECOTEAU et al., 1995). O ciclo da
cultura varia de até 45 dias no verdo e 63 dias no inverno.

No entanto, sua producédo pode ser drasticamente reduzida tanto em quantidade quanto
em qualidade, em razdo da ocorréncia de doengas, desde o sistema radicular até as folhas,
favorecendo perda de qualidade e de produtividade da lavoura (FILGUEIRA, 2008). Mais de
75 doencas ja foram relatadas em alface no mundo, tendo como agentes etioldgicos fungos,
bactérias, virus e nematoides. Embora a grande maioria das doencas relatadas em espécies
sejam de etiologia fungica (AGRIOS, 2005), na alface prevalecem as vir6ticas e, no Brasil,
grande parte ainda ndo esta presente ou ndo foi detectada (LOPES; QUEZADO; REIS, 2010).

Para amenizar 0s prejuizos ocasionados por esses fitopatdgenos, € necessario
estabelecer programas eficientes de manejo de doencas, cujo alicerce estd no correto
diagndstico das principais doencas (SCHUMANN, D’ARCY, 2010) e em conhecer seu
progresso espaco temporal (CAMPBELL; MADDEN, 1990).

Sendo assim, considera-se fundamental obter informacgdes sobre a importancia das
doencas, a fim de realizar medidas preventivas de manejo, corretas aplicagcdes dos produtos
fitossanitarios, monitorar flutuacdes nas suas intensidades e verificar a eficiéncia e a aceitagédo
de préaticas recomendadas de controle (KING, 1980; SILVA et al., 2007). Dessa forma, o

produtor realizard o manejo da doenca diagnosticada corretamente, no momento certo, de
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forma a reduzir o impacto ambiental, financeiro e social das medidas adotadas no
agroecossistema de sua regiao.

Em decorréncia disso, a diagnose correta associada aos aspectos epidemioldgicos e o
manejo dessas doencas poderdo oferecer subsidios a pesquisas mais abrangentes, e também, a
cadeia produtiva, tornando-a mais eficiente. Sendo assim, esse trabalho teve como objetivos
realizar o levantamento da frequéncia da ocorréncia de doencas e da sua sazonalidade no

cultivo de alface americana nos municipios do sul do estado de Minas Gerais.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Origem e caracteristicas morfoldgicas da alface

A alface (Lactuca sativa L.) pertence a ordem Asterales e familia Asteraceae. Possui
origem mediterranea, é cultivada desde a Roma Antiga e foi introduzida na Europa por
intermédio dos prdprios romanos (DAVIS; SUBBARAO; KURTS, 1997). Difundiu-se
rapidamente para a Franca, Inglaterra e toda a Europa. Tornou-se expressiva economicamente
gracas ao seu ciclo curto e a alta produtividade, além de ser cultivada durante o ano todo, no
campo ou ambientes protegidos. Os portugueses a introduziram no Brasil em 1647 (RYDER;
WHITAKER, 1976; CASALI et al., 1979). Entre os diversos grupos de alface, destaca-se a do
tipo americana, introduzida no Brasil, na década de 80, com a finalidade de atender as
exigéncias dos consumidores e das redes “fast food” (ABCSEM, 2015).

A alface tipo americana possui caule curto, no qual estdo inseridas as folhas,
semelhante ao repolho, com cabeca compacta, folhas imbricadas, nervuras salientes, aspecto
crocante, sabor agradavel e maior durabilidade pés-colheita, ou seja, maior capacidade de
transporte e armazenamento. Além disso, as folhas externas sao de coloracdo verde-escura e a
parte interna apresenta cor clara, sendo creme-amarelada. A raiz pivotante pode atingir até 60
cm de profundidade, e as ramificacOes finas, curtas e superficiais atingem os 25 cm de
profundidade (YURI et al., 2002). Em razéo de boa parte dessas caracteristicas, & consumida
na forma de saladas, gracas ao seu método simples e rapido de preparo. Entre as variedades de
alface de maior consumo destaca-se a tipo americana, também conhecida como ‘iceberg
lettuce’ a qual, possui 95,5% de agua, constituindo importante fonte de fibras insoluveis e
minerais, como potassio, ferro, calcio, e vitamina K (USDA, 2014). Entretanto, essa
composicdo também a torna fonte de agua e nutrientes para patdgenos de diferentes

etiologias.
2.2 Levantamento da ocorréncia de doengas

As doencas de plantas possuem diversos agentes etiologicos, destacando os fungos, as
bactérias, 0s virus e 0s nematoides. Estima-se em 70% as doencas de etiologia fungica em
grandes culturas, potencialmente capazes de reduzir a produtividade e causar perdas
(AGRIQS, 2005).

As doencas sdo um obstaculo a producdo de hortalicas, podendo comprometé-las
completamente, embora varias vezes, o produtor as negligencie (DAL SOGLIO, 2004). Logo,
a diagnose inicial torna-se importante com a finalidade de estabelecer estratégias de controle
eficazes. Porém, os produtores, consultores e pesquisadores encontram grande dificuldade em
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associar alguns tipos de sintomas com a etiologia da doenca. Até mesmo, na diferenciacdo
entre os sintomas de origem abidtica (deficiéncia nutricional, estresse hidrico, fitotoxidez e
outros), dos bioticos (fungos, bactérias, nematoides, virus, entre outros) (POZZA et al., 1999;
TALAMINI et al., 2003).

Os dados de levantamento permitem realizar trabalhos de pesquisa com interesse em
avaliar a importancia da doenca, em constituir fonte importante sobre os dados de ocorréncia,
frequéncia e distribuicdo geografica de fitopatdgenos e ser a base de trabalhos iniciais e
relevantes com o propoésito de desenvolver projetos futuros de controle, epidemiologia,
melhoramento e manejo integrado de doencas.

Contudo, 0 manejo de doencas de plantas baseia-se no conhecimento epidemiolégico,
o0 qual inicia-se com o levantamento fitopatoldgico, cuja importancia € transmitir aos
agricultores informacGes sobre os patdgenos causadores de danos nas culturas com intengédo
de tomar medidas corretas de controle. Portanto, deve-se listar os patdgenos de um mesmo
hospedeiro, obter informacOes a respeito da distribuicdo ao longo do tempo sobre a
prevaléncia de determinado patdégeno e estimar as perdas ocasionadas de acordo com as
doencgas (POZZA et al, 1999).

No sul do estado de Minas Gerais, dentre os trabalhos de levantamento de doencas em
hortalicas destacam-se Goulart (1990), no qual constataram-se 26 doencas de etiologia
fangica, permitindo elaborar o programa de manejo integrado de doencas nessas culturas. J& 0
trabalho realizado por Pozza et al., (1999) concluiu maior ocorréncia de patdgenos de
etiologia fungica, representando 81,5% de um total de 525 doencas encontradas. Além disso,
0s autores destacaram as hortalicas como 0s hospedeiros com maior nimero de doencas nas
amostras avaliadas (29,4%) e encontraram nove patogenos afetando a cultura da alface.

No Brasil, levantamentos da ocorréncia de patdgenos na cultura da alface sdo escassos
e insuficientes, porém trabalhos realizados durante quatro meses em alface crespa na regido
da Zona da Mata e Agreste de Pernambuco, evidenciaram prevaléncia de 42,9% de
Pectocbacterium carotovorum nas areas produtoras (SILVA et al.,, 2007), alertando os
produtores para o correto manejo da doenca, principalmente préximo a colheita, evitando,
assim, maiores perdas de producdo. No entanto, no Estado de S&o Paulo, durante periodo de
12 meses, das 268 alfaces analisadas apenas 88 estavam infectadas por virus, sendo 73,6%
LeMoV (Lettuce mottle virus), 18,19% LMYV (Lettuce mosaic virus) e 5,69% BiMV (Bidens
mosaic virus), constatando prevaléncia e importancia do LeMoV comparado ao LMV, assim,
a explicacdo possivel ao seu aumento € mediante utilizacdo de cultivares tolerantes ao LMV
(DE MARCHI et al., 2012). Em levantamentos de doencas realizados em Lavras (MG), as
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doencas encontradas na cultura da alface foram Mildio e Septoriose, sendo posteriormente
estudadas as suas severidades (DA SILVA, 2015).

Em outros paises, também foram feitos levantamentos de doencas nessa cultura e em
muitos casos relacionando com o manejo da cultura. Levantamentos da ocorréncia de
Engrossamento das nervuras (‘Big Vein’) no estado da Califérnia (EUA), realizados ao longo
do tempo e em determinados locais comprovaram a influéncia dos tipos de irrigacdo na
ocorréncia do virus LBV (Lettuce big vein) e o aparecimento dos sintomas. A agua de
irrigacdo forneceu condicbes favoraveis ao vetor, fungo presente no solo (Olpidium
brassicae), ocorre producdo de zooGsporos e, assim, 0 virus é carregado até as plantas. A
irrigacdo por aspersao foi responsavel por distribuicdo aleatéria da doenca, porém em sulco e
gotejamento demostrou distribuicdo em reboleira (HAO; SUBBARAO, 2014). Em outro
trabalho, levantamentos realizados durante periodo de 12 meses revelaram o LMV (Lettuce
mosaic virus) como agente etiolégico dominante na cultura da alface em Teerd (Ird). Sua
ocorréncia nos campos foi de 48,69%, sendo superior aos demais patogenos (SOLEIMANI et
al., 2004) e, portanto, esse relato indica necessidade de pesquisa e de concentrar recursos e
mé&o de obra no manejo desse virus. Entretanto, levantamentos realizados durante os anos de
1999 a 2011 na Republica Tcheca na cultura da alface, reportaram o Mildio como principal
doenca. Durante esses 12 anos de levantamentos, houve varia¢des dos niveis dessa doenca,
isto €, das 92 localidades avaliadas apenas 43,4% foram infectadas com Mildio, no entanto,
em analises realizadas anualmente, constatou-se diminuicdo da incidéncia da doenca de
66,7% em 2004 para 4,8% em 2009 (PETRZELOVA; LEBEDA; KOSMAN, 2013).

Ja em outras hortalicas, em seis meses, foram realizados estudos da ocorréncia de
doencas em melancia e ab6bora no sertdo da Paraiba, no estado de Pernambuco. De 32
amostras com sintomas virais, foi detectada a presenca do virus ZYMY (Zucchini yellow
mosaic virus) em 27,28% das amostras de abobora e 6,3% nas de melancia. No mesmo
estudo, os autores relataram 10 géneros de fungos em 127 amostras com sintomas de doencas
fungicas. Dessa maneira, na cultura da abobora, os géneros de maior frequéncia foram
Alternaria e Cladosporium com 16,67% e 13,34%, enquanto na melancia houve
predominancia de Fusarium spp. e Alternaria spp. com 33% e 14,44% (SOARES et al.,
2016). Contudo, o levantamento de doengas possibilita a tomada de medidas eficientes de

controle, econémicas e de menor impacto ambiental.



17

2.3 Sazonalidade de doencas na alface

A importéncia de cada doenca é varidvel de ano para ano e de regido para regiao,
influenciada principalmente por condi¢fes climaticas ocorridas durante o desenvolvimento da
cultura. As relagdes entre clima e doencas séo intensas, de tal modo, sdo usadas em sistemas
de previséo de doencas e manejo de epidemias, pois as flutuacdes na severidade das doengas
sdo determinadas por meio dos anos, principalmente, por varia¢fes climaticas (GHINI, 2005).
O conhecimento da andlise temporal das doencas da alface é limitado, no entanto possui
potencial para fornecer informacgdes importantes para 0 manejo dos patogenos. A analise do
padrdo sazonal pode permitir inferéncia de fatores ambientais como influéncia do vento ou da
chuva na disseminacdo de patégenos e fornecer informagGes sobre fontes de indculos para
prever os niveis de doencas (BENSON et al., 2006).

Segundo Abawi e Grogan (1979), a podriddo de esclerotinia na alface, cujo agente
etiologico é Sclerotinia sclerotiorum depende ndo somente da concentracdo de esclerddios no
solo, mas também, de temperaturas e umidades favoraveis, as quais afetam a germinacao do
apotécio, além da velocidade e direcdo do vento serem responsaveis por realizar a dispersédo
dos ascdsporos do patégeno.

A doenca Engrossamento das nervuras (‘Big vein’) ocorre na cultura da alface
principalmente em temperaturas inferiores a 20°C. No Brasil, os sintomas foram observados
principalmente no inverno, quando as temperaturas diurnas variaram de 18° a 22°C e as
noturnas de 10° a 16°C (COLARICCIO et al., 2003). Confirmando ser uma doenca tipica de
temperaturas amenas, Sanches et al., (2007) em quatro cidades do estado de Sdo Paulo,
também encontraram os virus causando sintomas da doenca somente em épocas frias, ndo
sendo verificada a presenca de sintomas em plantas cultivadas no verdo mesmo em solos com
historico da doenca.

A Murcha de Fusarium foi relatada em 27 campos de alface no estado do Arizona
(Estados Unidos), sendo observada no outono, durante os cultivos de verdo e constatada como
a doenca mais severa, nessa epoca do ano (MATHERON et al. 2005). Da mesma forma, no
distrito de Edogowa, no Japéo, foram cultivados quatro ciclos de cultura na mesma area em
um ano, e a doenca foi relatada na primavera, verdo e outono (MATUO; MOTOHASHI,
1967). Além disso, em estudos de Matheron e Porchas (2010), cultivares de alface do tipo
americana tiveram perdas de 0 a 2,3%, quando as temperaturas estavam entre 11 e 14 ° C,
enquanto as mesmas cultivares sofreram perdas de 51 a 100% quando variaram de 21 a 32°

C., contudo, a temperatura interfere na incidéncia e na severidade da doenga.



18

O Mildio (Bremia lactucae) é detectado quando as temperaturas sdo baixas,
principalmente no inverno, com temperaturas abaixo de 20 ° C. Além disso, é necesséria a
presenca de agua nessa época do ano para o aparecimento da doenca, permitindo a
germinacdo dos esporos e a infeccdo do patdgeno na planta (WU et al., 2002). Esses autores
verificaram correlacdo negativa da temperatura e correlagdo positiva da umidade relativa com
a incidéncia da doenca. Conforme a temperatura se elevava para 25 ° C, a incidéncia da
doenca diminuia. E quando houve aumento da umidade relativa, a incidéncia se elevou. Wu et
al., (2002) observaram incidéncia de 30% de B. lactucae em mudas de alface no més de
margo quando a temperatura era de 15 ° C, no entanto, a incidéncia diminui para 5% quando
as temperaturas se elevaram para 28 ° C.

A temperatura ideal para desenvolvimento da Mancha bacteriana (Xanthomonas
axonopodis pv. vitians) em alface foi 25 °a 28 ° C (BLANCARD; LOT; MAISONNEUVE,
2004). A incidéncia da doenga em temperaturas de 27 ° a 29 ° C foi de 75% em cultivos de
alface de verdo, no estado da Carolina do Sul (Estados Unidos) (PATTERSON; GROGAN,;
CAMPBELL, 1986). No Canada, nos meses de julho e agosto foi observado surto da doenca
na temperatura de 30 ° C, com incidéncia de 62% nos campos de alface (ROBINSON, 2003).
No entanto, ocorreu epidemia da doenca no més de abril quando a temperatura era de 16 ° C,
no estado da California, nos Estados Unidos (TOUSSAINT et al., 2001). Além disso, na Italia
apo6s um periodo de frio, no més de novembro, com temperaturas préximas a 12 ° C, ocorreu
epidemia com incidéncia de 90% da doenca nas lavouras de alface (ZOINA; VOLPE, 1992).
Contudo, as condi¢es ambientais influenciam a penetracdo dos patégenos nos hospedeiros, a
sobrevivéncia e a disseminacdo de vetores transmissores de patdgenos e, desse modo, a

doenca torna-se dependente de condi¢des climaticas favoraveis para seu aparecimento.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento e coleta das amostras
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O experimento foi conduzido em sete propriedades (TABELA 1) em produtores da

alface tipo americana. Essas areas estavam localizadas entre as regides de Trés Pontas (MG) e
Boa Esperanca (MG) (FIGURA 1).

Tabela 1 — Indicacdo das areas experimentais georreferenciadas nos municipios, respectivos

cultivares e produtores de alface americana.

Propriedades / Municipios Coordenadas Cultivares
Proprietario geograéficas
1 — Eduardo Nogueira Boa Esperanca (MG)  21°12°36”’S Laurel (verdo)
45°34°50°0 Raider Plus (inverno)
2 — Douglas Spineli  Boa Esperanga (MG)  21°15°75”’S Laurel (verdo)
45°37°50°0 Raider Plus (inverno)
3 — Paulo Henrique Avila  Trés Pontas (MG) 21°24°20°°S Laurel (verdo)
45°34°80°’0  Raider Plus e Winslow (inverno)
4 — Marcos Mendonca de  Trés Pontas (MG 21°23°16”°S Laurel (verdo)
Paula 45°27°46°0 Raider Plus (inverno)
5 — Antbnio Brito Junior  Santana da Vargem 21°17°16”°S Laurel e Ludmila (verao)
(MG) 45°35°47°0 Raider Plus (inverno)
6 — Antonio Brito Junior ~ Trés Pontas (MG) 21°23°47°°S Laurel e Ludmila (verao)
45°26°57°0 Raider Plus (inverno)
7 — José Claudio Trés Pontas (MG) 21°22°15”°S Laurel (verdo)
Nogueira 45°36°28°0 Raider Plus (inverno)
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Figural— Local das propriedades situadas entre as regifes de Trés Pontas (MG) e Boa
Esperanca (MG).
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Foram realizadas 12 amostragens, a cada 30 dias durante periodo de um ano, de 13 de
novembro de 2015 a 25 de outubro de 2016, abrangendo assim, os sete ciclos da cultura e as
doencas ocorridas no verao e no inverno.

Os lotes possuiam 0,2 hectare e foram compostos, em média, de 20 canteiros de 50
metros com 4 linhas. O espacamento foi de 0,26 m entre plantas e 0,30 m entre linhas,
totalizando 192 plantas/linha, 768 plantas/canteiro e aproximadamente 15.360 plantas/lote.

Todas as propriedades possuiam cultivo de alface americana em lotes de acordo com a
época do ano ou dias apos o transplantio (AT), variando desde lotes de 7 a 14 dias (AT) até
lotes de 56 a 63 dias (AT).

Para coletar as amostras, foram percorridos todos os lotes de cada propriedade. Dentro
de cada lote foram percorridos de 4 a 5 canteiros. Esses canteiros eram escolhidos de forma
aleatdria nos lotes de até 28 dias (AT), apds essa idade, a amostragem foi tendenciosa aos
canteiros com maior aparecimento de doencas. As amostras coletadas constituiram em um
Unico exemplar de cada sintoma encontrado nos lotes em cada propriedade, sendo coletadas
folhas, raizes ou a planta inteira.

Apols a coleta, as amostras de alface com sintomas atipicos de doengas ndo
identificadas foram colocadas em sacos de papel, e levadas ao Laboratério de Epidemiologia



21

do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras com o intuito de
diagnosticar as doengas e identificar patdgenos.

Em todas as propriedades, foram obtidas informacGes adicionais sobre a cultivar
plantada, anos de cultivo da cultura em estudo na mesma area, cultura anterior, produtos

fitossanitarios usados e preparo das mudas.
3.2 Coleta de dados climaticos

Os dados meteoroldgicos foram obtidos a partir de estacdo meteorologica, modelo
Datalogger-CR10X, Campbell Scientific Inc., instalada em torre metélica. A estacdo foi
localizada em é&rea central, na propriedade 3, representativa das condi¢Ges climéticas entre
todas as propriedades estudadas (TABELA 1). Com ela foram obtidos valores diarios das
temperaturas maxima, média e minima, umidade relativa do ar e precipitacdo. Além da
estacdo meteoroldgica, foi instalado um sensor (Datalogger-HT500) na area do estudo,
proximo ao “mulching” da cultura, para coleta de dados de umidade relativa do ar e

temperatura préximos a planta.
3.3 ldentificacdo de doencas fungicas

Resultando em doencas bidticas e, com o propdsito de determinar a sua etiologia,
plantas com suspeita de doencas causadas por fungos, foram examinadas em microscopio
estereoscOpio e, por conseguinte, realizado o isolamento dos fungos, segundo a metodologia
de Amorim, Bergamin Filho e Kimati (2011). Foi realizada assepsia das folhas com agua
corrente e detergente, com o objetivo de evitar contaminacdo por organismos saprofitas. Em
seguida, foram cortados pequenos pedacos foliares entre a area lesionada e sadia, e depois,
imersos em alcool 70% durante dois minutos, em hipoclorito de sodio a 2%, durante um
minuto, e lavados com &gua destilada por dois minutos. Depois da assepsia, as amostras foram
depositadas em meio batata-dextrose-dgar (BDA), e incubadas em BOD a 25°C em
fotoperiodo de 12 horas, durante cinco a 10 dias. Apds o crescimento do patégeno em placas
de “Petri’, suas estruturas foram observadas em microscopio 6tico e seus géneros identificados
por analise morfoldgica (ELLIS, 1971; AINSWORTH; SPARROW,; SUSSMAN, 1973;
ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL et al., 1996 e DICK, 2001).

As espécies de fungos foram identificadas empregando-se literatura especifica
(TABELA 2).
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Tabela 2 — Literatura especifica para determinar as espécies flngicas de cada género.

Género Literatura
Fusarium Leslie e Summerell (2006)
Cercospora Blancard, Lot e Maisonneuve (2004)
Thielaviopsis O'Brien, Davis e Wright (1997)
Septoria Verkley et al., (2013)
Rhizoctonia Parmeter Junior e Whitney (1970)
Sclerotinia Kohn et al., (1988)
Bremia Bruggen e Scherm (1997)

3.4 ldentificacdo de doencas bacterianas

No caso de sintomas com suspeita de bactéria, as amostras foram submetidas a corrida
bacteriana. Quando positivas, as amostras foram submetidas ao isolamento. Foi entdo
realizada a desinfestacdo descrita no item 3.3. Logo apos, os fragmentos lesionados foram
transferidos para agua destilada, macerados e transferidos novamente para placas de ‘Petri’
contendo 0 meio Kado 523 (KADO; HESKETT, 1970). Apos o crescimento da colbnia pura
de bactéria, foram realizados testes bioguimicos com o objetivo de determinar o género e a
espécie (SCHAAD; JONES; CHUN, 2001).

No caso do género Xanthomonas, ap6s 0 isolamento anteriormente descrito, foram
realizados segundo Schaad, Jones e Chun (2001), testes para determinacdo da espécie, como
crescimento a 28°C em BOD, durante 24/48 horas em fotoperiodo de 12 horas, crescimento a
40°C com meio liquido em banho-maria, oxidase, hidrolise do amido e asparagina como
unica fonte de carbono de nitrogénio.

Para determinar a subespécie de bactérias pectinoliticas foi realizado o método de
iscas bioldgicas, utilizando-se tubérculos de batata. Esse método consistiu em toque na area
lesionada da alface com suspeita de podriddo mole, por meio de um palito de madeira com 2
mm de didmetro previamente autoclavado, em seguida, toque no interior do tubérculo de
batata, previamente flambada para eliminar contaminantes superficiais e cortada ao meio.
Apos esse procedimento, a batata foi fechada com elastico e colocada em camara umida por
24 horas. Apo0s esse periodo, realizou-se em camara de fluxo laminar a transferéncia da massa
de pus formada no interior da batata para placas de ‘Petri’ contendo meio Kado 523 com o
auxilio de uma alca de platina. As placas foram levadas a BOD com 25°C por 24 a 48 horas
para as colbnias crescerem. Logo apo0s, realizou-se testes de crescimento a 37°C e
sensibilidade a eritromicina para determinar subespécies, segundo Schaad, Jones e Chun
(2001).
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Para as plantas com sintomas da doenca causada por Pseudomonas spp. e para
confirmar sua espécie realizou-se reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando primers
especificos. Apos o isolamento, ja descrito da fitobactéria, foi utilizado o par de primers
PscHrc662F 5°-AGG CTT TAT GGA AAC CCT GAC G-3” e PscHrc751R 5’-ACA ATC
ACC GCC ACG ATC AG-3’, o qual amplificou um fragmento de 90bp (COTTYN et al.,
2011). A reacdo foi realizada para o volume total de 25 pL, contendo: 2,5 pL de tampao (5X),
1,5 uL de MgC12 (25mM), 1,0 uL de ANTP mix (10 mM), 1,0 uL do primer anti-senso (15
nM), 1,0 uL do primer senso (15 nM), 0,25 uL da enzima Taq DNA Polimerase, 2,0 uL do
DNA (10 ng/uL) e 15,75 pL de agua livre de nuclease.

A amplificacéo foi realizada em termociclador PTC-100TM (Programmable Thermae
Controller, MJ Research, Inc.), utilizando-se os ciclos: desnaturacdo inicial a 95° C, por 5
min, seguida por 30 ciclos de 95° C por 1 min, 63° C por 1 min e 72° C por 30 segundos, e
uma extenséo final a 72° C por 10 min (COTTYN et al., 2011).

O produto amplificado foi visualizado em gel de agarose 1,5% em tampéo TBE 1X e
corados com Gel Red Nucleic Acid Gel Stain (Biotium®). O marcador utilizado foi 100bp
DNA ladder (Bioscience).

3.5 Identificagdo de doencas viroticas

As plantas com sintomas de virus como ‘Big Vein’ (LBVaV - Lettuce big-vein
associated virus e MLBVV — Mirafiori lettuce big-vein virus) e “Vira-cabeca” (TCSV-
Tomato chlorotic spot virus, GRSV — Groundnut ringspot virus, CSNV — Chrysanthemun
stem necrosis virus e TSWV — Tomato spotted wilt virus) foram analisadas quanto aos seus
sintomas morfoldgicos. Para confirmar a etiologia, realizou-se a extracdo do acido nucleico
dos virus nas folhas macerando-as com nitrogénio liquido e submeteu-os a técnica de
transcricao reversa e reacao de polimerizacdo em cadeia (RT-PCR).

As sequéncias dos oligonucleotideos especificos para MLBVV e LBVaV foram
descritas por Rosales, Sepulveda e Bruna (2004). Para a detec¢do de MLBVV utilizou-se 0s
pares de primers: MiCP1 5'TTG CAA CGT GAT GAA ACC 3’ e MiCP2 5'AAA GAA
GAG AAG CCT GTT CC 3’ e para o LBVaV os pares de primers: LBCP1 5 AAG CTT TCC
GTA CTG TCC3’ e LBCP2 5°CCT TGA TAC AGT TTT TGA CC3’. O par de primer
MiCP1/MiCP2 amplifica um fragmento de 725 bp enquanto o par LBCP1/LBCP2 amplifica
485 bp, ambos correspondentes a parte da regido codificadora da proteina capsidial. As
sequéncias dos oligonucleotideos especificas para TCSV foram Nv2 5°CCT AAA GCT TCT
TTA GTG TTA TAC TTC G 3’ ¢ Nvc2 5°CTA ACT CAG GCT GGA GAA ATC GAG 3’
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designadas para amplificar 519 bp de uma parte do nucleo capsidial (WEBSTER et al., 2013).
A sequéncia especifica para GRSV foi descrita por Webster et al. (2010) e consistiu nos
primers Glycodve 5" AGC ATT CTG TTG TTC AGG GCT AC 3’ ¢ Glyco5v 5" CAG AGT
GTG CTT TGA AGT TCC C 3, os quais amplificam 166 bp. Para CSNV utilizou-se 0s pares
N5 5"GAG CGA CTG CGG AAT ACT CT 3'e N3 5" GAC ACA CTT TAA ATC TTT AAC
ACA CC 3’ cuja amplificacdo ¢ de 950 bp (BEZERRA et al., 1999), e por fim para o TSWV
utilizou-se o par de primers 723 5> CAC AAG GCA AAG ACC TTG AG 3’ e 722 5> GCT
GGA GCT AAG TAT AGC 3’, o qual amplifica 620 bp (ADKINS; ROSSKOPF, 2002).

Esses virus possuem RNA como &cido nucleico e, assim, a extracdo do RNA total foi
de acordo com o protocolo do método do Trizol (AFGC Protocols, 2002). Foram macerados
0,4 g de folhas jovens infectadas em almofariz na presenca de nitrogénio liquido e ao po
obtido, foi adicionado 6 mL do tampéo Trizol (380 mL/L; 118,16g de Guanidina tiocianato,
0,8M; 76,12g de Amédnia tiocianato, 0,4M; Acetato se sodio 33,4 mL, 0,1M; Glicerol 50 mL e
agua ultrapura). O extrato obtido foi transferido para microtubos e, em seguida, centrifugados
a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um outro microtubo
e foram adicionados 300 pL de cloroformio. Cada microtubo foi agitado em vortex por 15
segundos, e mantidos em temperatura ambiente por 3 minutos. Para finalizar a separagéo das
fases, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Cuidadosamente,
a fase aquosa (400 pL) foi pipetada e transferida para um novo microtubo, adicionando-se 200
pL de isopropanol e 200 pL de Citrato de so6dio 0,8M /1,2M de NaCl, (%2 do volume da fase
aquosa) e misturados gentilmente por inversao, mantidos em temperatura ambiente por 10
minutos, para ocorrer precipitacdo do RNA. Em seguida, os microtubos foram centrifugados a
uma rotacdo de 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o material
precipitado foi lavado com 500 pL de etanol 75%, em seguida, foi centrifugado novamente a
uma rotacdo de 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C e descartado o sobrenadante. O ‘pellet’
entdo foi seco na cdmara de fluxo por aproximadamente 30 a 40 minutos e ressuspendido em
25 uL de 4gua ultrapura tratada com dietil pirocarbonato (DEPC).

O RNA total extraido foi utilizado na reacdo de RT-PCR para cada virus testado. Para
a sintese do cDNA foi utilizado 1,25 uL do RNA, 0,5 uL do primer reverse (25nM)
especifico para cada virus, 5,35 uL de agua ultrapura e 0,5 uL. de dNTPs (10 mM), essa
mistura foi colocada na centrifuga para um “spin”, depois levada ao termociclador por 10
minutos a 70 °C. Apds essa etapa, 0 microtubo foi transferido para recipiente com gelo para
evitar degradacdo. Em seguida, foram adicionados 2 pL de buffer (5X) M-MLV e 0,4 uL da

enzima transcriptase reversa M-MLV (Ludwig). Essa mistura foi colocada em termociclador
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por 50 minutos a 50 °C, ap0s essa etapa, 0s microtubos foram mantidos em gelo até o preparo
da PCR.

Para o preparo da PCR foram utilizados: 5 uL buffer (5X), 1 uL de dNTPs (10 mM), 1
uL do primer reverse (25 nM), 1 uL do primer forward (25 nM), 1 uL do ¢cDNA, 40,8 uL de
agua ultrapura tratada com DEPC (Dimetil pirocarbonato) e 0,2 uL da enzima TAQ DNA
Polymerase (5U/ pL) (Cellco), resultando em um volume total de reacdo de 50 uL. Para a
reacdo de PCR foram utilizados os seguintes ciclos: desnaturacdo inicial a 95° C por 1
minuto, seguida por 35 ciclos de 95° C por 30 segundos, temperatura de anelamento do
primer testado (TABELA 3) por 30 segundos, 72° C por 30 segundos, e uma extensao final a
72° C por 5 minutos. Por fim, permaneceu a 4°C indefinidamente.

Tabela 3 — Pares de primers, temperatura de anelamento testadas para identificacdo e

comprovacao de espécies viréticas e tamanho das bandas a serem amplificadas.

Pares de Primers Espécie de virus Temperatura de Tamanho das bandas
testados anelamento (bp)
MiCP1 / MiCP2 MLBVV 50°C 725
LBCP1/LBCP2 LBVaVv 475°C 485
Nv2 / Nvc2 TCSV 64° C 519
Glyco 4vc / Glyco 5v GRSV 62,3°C 166
N5 /N3 CSNV 53°C 950
7231722 TSWV 55,7°C 620

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 0,7% e corados com
Gel Red Nucleic Acid Gel Stain (Biotium®). O marcador utilizado foi 100bp DNA ladder
(Bioscience).

Para detectar os Tospovirus em mudas dos viveiros, coletaram-se 150 folhas
assintomaticas com 28 dias apds semeadura, em cada propriedade. As coletas foram
realizadas aleatoriamente entre bandejas de 288 cédulas. Realizou-se extracdo dos virus e RT-

PCR com os primers e metodologia j& mencionados anteriormente.
3.6 Identificacdo de fitonematoides nas amostras sintomaticas

Nas raizes contendo galhas, foram retiradas as fémeas com auxilio de estilete e
transferidas para tubo com tampédo de extracdo. Em seguida, realizou-se eletroforese da
isoenzimas esterese para identificar espécies de Meloidogyne, seguindo o protocolo de
extracdo e Eletroforese Vertical (ORNSTEIN, 1964 e DAVIS, 1964) com o uso da cuba: The

Mini-PROTEAN® 3. Dessa maneira, escolheram-se de trés a cinco fémeas jovens com
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aspecto leitoso por amostra por lote. Fémeas jovens no inicio da ovoposi¢do tem alta atividade
enzimatica, podendo esta atividade ser alterada conforme a idade das fémeas, e assim, fémeas
velhas tem essa atividade reduzida (KUNIEDA DE ALONSO; ALFENAS, 1998).

3.7 Analise dos dados

Os resultados da incidéncia e frequéncia dos patdgenos por meio da estatistica
descritiva foram apresentados em gréficos de setores (pizza), tabelas e gréficos de barras, de
maneira a expressar a porcentagem dos agentes etiologicos em relacdo ao total encontrado.

Foram plotados gréaficos de setores de porcentagem da frequéncia de ocorréncia, e de
cada agente etioldgico encontrado, nas sete propriedades durante 12 meses. Os gréaficos de
barras consistiram em numero de relatos de cada espécie encontrada, em relacdo ao total de
observacdes de todos os patdégenos ocorridos nas sete propriedades, e também as frequéncias
de ocorréncia de cada espécie encontrada de acordo com a idade de cada lote, em relacdo a
todos os lotes das sete propriedades durante 12 meses. As tabelas apresentadas descreveram a
ocorréncia e a porcentagem das espécies identificada, em relacdo ao total das sete localidades
durante 12 meses. Além do relato da primeira ocorréncia de cada espécie, de acordo com a
idade ou fase da cultura, distribuidos nos 12 meses de amostragem.

Assim, as frequéncias de ocorréncia dos patdgenos em todas as propriedades foram
relacionadas com a média da temperatura, da precipitacdo e da umidade relativa, coletados na
estacdo climatoldgica, aos 7,15 e 30 dias anteriores a ocorréncia de cada doenga. Desse modo,
plotaram-se graficos com a porcentagem de ocorréncia de cada patdégeno, ao longo do tempo

(eixo X), juntamente com as varidveis ambientais coletadas na estacéo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Frequéncia da ocorréncia de doengas e patdgenos em alface americana no sul de

Minas Gerais

Nos 12 meses de levantamento de doencas entre os anos de 2015 e 2016, nas sete
propriedades avaliadas foram encontradas um total de 13 doencas, sendo a maioria, ou 53,8%
de etiologia fungica, 23% de etiologia bacteriana, 15,4 % de etiologia virotica e 7,7% de
nematoides (FIGURA 2). Mais de 10.000 espécies de fungos sdo conhecidas podendo causar
doencas em plantas e, segundo Agrios (2005), 70% das principais doencas possuem os fungos
como agentes etiolégicos. Embora 13 doengas tenham sido identificadas nesse trabalho, no
mundo, mais de 75 doencas ja foram relatadas na alface (FILGUEIRA, 2008; LOPES;
QUEZADO; REIS, 2010).

Figura2 - Ocorréncia de doencas em relacdo ao total de 13 encontradas nas sete
propriedades em municipios da regido sul de Minas Gerais.
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Calculando-se a frequéncia de ocorréncia por doengas, as de etiologia bacteriana
lideraram com 39%, seguida das fungicas com 34%, das viréticas com 19% e, por fim, das
meloidogynoses com 8% (FIGURA 3).
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Figura 3 — Frequéncia de ocorréncia das doencas em relagéo ao total de 1226 observac6es nas

sete propriedades.
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Embora as frequéncias de bactérias e fungos estejam préximas, a maior porcentagem
de bactérias deve-se a sua rapida disseminacdo e multiplicacdo (ROMEIRO, 2005) e, também
a ndo existéncia de bactericidas registrados para cultura da alface (MAPA, 2017). Entretanto,
em trabalhos de levantamentos de ndo prospeccdo a campo, ou seja, apenas recebendo as
amostras no centro de pesquisa, Pozza et al, (1999) relataram prevaléncia de doencas
fangicas, viroticas e bacterianas com 81,5%, 5,1%, e 5% respectivamente, em hospedeiros
distintos. Porém, Talamini et al. (2003) constaram prevaléncia de fungos com 70%, bactérias
12,9% e virus 1,2% no total de 1429 amostras de 85 espécies de hospedeiro. Por outro lado,
Da Silva (2015), em levantamentos realizados no campo durante periodo de seis meses,
obteve na cultura da alface 60% de doencas de etiologia fungica, 20% bacterianas e 20%

virgticas.
4.2 Doengas viroéticas

Foram encontradas duas doencas de etiologia virética, Vira-cabeca cujos agentes
etiologicos sdo Tospovirus, e ‘Big vein’ causados por Lettuce big-vein associated virus
(LBVaV) e Mirafiori lettuce big-vein virus (MLBVV).

Os Tospovirus representaram 99% (FIGURA 4) da ocorréncia de doencgas viroticas e
foram detectados em 100% das propriedades avaliadas.
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Figura 4 — Porcentagem de ocorréncia das doencas virdticas dentro de seu grupo etioldgico.
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Enquanto ‘Big vein’ representou somente 1% (FIGURA 4) da ocorréncia e foi
detectado apenas na Propriedade 1, com distribuicdo de 14,29% nas propriedades avaliadas.
Os altos valores de ocorréncia de Tospovirus assemelharam-se a resultados encontrados por
Oliveira (2016). O autor relatou 53% de presenca de Tospovirus em levantamentos no campo
no estado de S&o Paulo em 2014, e apenas 9% de LMV (Lettuce mosaic virus). O mesmo
autor, em 2015, observou 80% de plantas infectadas com Tospovirus, ndo detectando LMV.
Dentre os virus relatados na cultura da alface, LMV é considerado o mais importante
(LOPES; QUEZADO; REIS, 2010), no entanto, nesse estudo sintomas desse virus ndo foram
encontrados.

Dessa maneira, houve prevaléncia dos Tospovirus. Sua alta frequéncia no campo pode
estar relacionada as temperaturas elevadas ao longo dos ultimos anos (23° a 27 °C), as quais
favoreceram reproducdo de tripes, vetor das tospoviroses, (NONDILLO et al., 2008),
enquanto os pulgdes (vetor do LMV), foram desfavorecidos, por preferirem temperaturas
moderadas para reproducdo (16° a 24°C) (SALVADORI; PEREIRA, 2016).

A baixa ocorréncia de ‘Big vein’ também esta relacionada a temperatura. Os virus
(LBVaV e MLBVV) sdo transmitidos mediante esporos do fungo de solo (Olpidium
brassicae), contudo a transmissao por meio dos esporos ocorre em temperaturas abaixo de 20
° C durante meses consecutivos (COLARICCIO et al., 2003), condi¢do ausente nesse estudo,
caracterizando uma doenca tipica de climas temperados e épocas frias.

Os sintomas causados por Vira-cabega possuem como agente etioldgico os virus do
género Tospovirus, familia Bunyaviridae. No Brasil, ja foram relatadas seis espécies de
tospoviroses: Tomato spotted wilt virus (TSWV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV),

Groundnut ringspot virus (GRSV), Chrysantheum stem necrosis virus (CSNV), Zucchini
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lethal chlorotic virus (ZLCV) e Iris yellow spot virus (IYSV) (POZZER et al. 1999), porém
em alface somente as espécies TSWV, CSNV, GRSV e TCSV sdo encontradas na literatura
(CHAVES et al., 2001).

Por meio da RT-PCR, identificaram-se as espéecies do género Tospovirus, A utilizacdo
dos primers especificos para as espécies de Tospovirus, as quais infectavam as plantas de
alface analisadas permitiu & amplificacdo de uma banda de 519 bp (FIGURA 5),
correspondendo ao TCSV e de 166 bp para GRSV (FIGURA 6). Nao foram amplificadas
bandas referentes a utilizacdo dos primers para deteccdo do TSWV (FIGURA 5) e CSNV
(FIGURA 6). Colariccio et al., (2001), descreveram TCSV como a principal tospovirose no
estado de Sdo Paulo, sendo prejudicial a diferentes culturas, especialmente as olericolas,
enquanto GRSV prevaleceu em alface no Vale do Rio Sdo Francisco, no estado de
Pernambuco. Contudo, este € o primeiro relato dessas duas espécies do género Tospovirus no

estado de Minas Gerais.

Figura 5 - Gel de agarose dos produtos da RT-PCR utilizando os pares de primers: A -Nv2 e

Nvc2, para deteccdo de TCSV com banda amplificada de 519 bp.
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Legenda: (M) - Marcador de peso molecular 100 bp; (1-7) — Amostras de alface coletadas nas
propriedades avaliadas; (S) — Planta saudavel de alface (sem sintoma de Tospovirus); (N) Controle
negativo. B- 723 e 722 para deteccdo de TSWV.
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Figura 6 - Gel de agarose dos produtos da RT-PCR utilizando os pares de primers: A - N5 e
N3, para deteccdo de CSNV.
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Legenda: (M) - Marcador de peso molecular 100 bp; (1-7) — Amostras de alface coletadas nas
propriedades avaliadas; (S) — Planta saudavel de alface (sem sintoma de Tospovirus); (N) Controle
negativo. B- Glyco4vc e Glyco5v para deteccdo de GRSV, com banda de amplificacdo de 166 bp.

Os sintomas da doenca ‘Big vein foram encontrados em apenas uma propriedade
(Propriedade 1), e a comprovacdo dos agentes etioldgicos Lettuce big-vein associated virus
(LBVaV) e Mirafiori lettuce big vein virus (MLBVV), por RT-PCR apresentou amplificacdo
das bandas 725 bp para MLBVV (FIGURA 7) e 485 bp para LBVaV (FIGURA 7) apenas na
amostra constituida por folhas velhas, em contraste, ndo houve deteccdo dos virus na amostra
construida por folhas novas, embora apresentassem sintomas caracteristicos da doenca. Esses
resultados suportam estudos de Rogerro et al., (2003) e Navarro et al., (2004, 2005), cujas
plantas exibindo sintomas de ‘Big vein’ estavam coinfectadas com ambos os virus. Sanches et
al., (2007) também constataram infec¢do mista dos virus e, ambos estavam disseminados em
importantes areas produtoras de alface no estado de Sdo Paulo. No entanto, ha relatos de
plantas sintomaticas infectadas com somente um virus (MLBVV) na época do inverno e,
LBVaV na primavera e no outono (SANCHES et al., 2007). Nas amostras com resultados
negativos, podem ter ocorrido baixa concentracdo viral, infeccdo tardia ou distribuicdo
irregular de virus na planta, principalmente em razdo da maior concentragdo dos virus nas
folhas mais velhas (NAVARRO et al., 2004). O primeiro relato da ocorréncia dessa doenca
em regides subtropicais foi no estado de S&o Paulo em 2003, reportando associagdo entre
ambos os virus (COLARICCIO et al., 2003). Por fim, este é o primeiro relado de MLBVV e

LBVaV em alface no estado de Minas Gerais.
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Figura 7 - Gel de agarose dos produtos da PCR utilizando os pares de primers: A - LBCP1 e
LBCP2, para deteccdo de LBVaV; B- MICP1 e MICP2 para detecgdo de
MLBVV.
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Legenda: (M) - Marcador de peso molecular 100 bp. (1, 3) — Amostra folha nova coletada na
propriedade 1, (2, 4) - Amostra folha velha coletada na propriedade 1 (S) — Planta saudavel de alface
(sem sintoma de ‘Big Vein’). (N) Controle negativo (agua).

4.3 Nematoides

Os nematoides representaram 7,7% dos casos de doencas (FIGURA 2). Somente foi
encontrado o género Meloidogyne, apesar de Pratylenchus sp. ja ter sido descrito nos Estados
Unidos, Canadd, Japdo, Italia, Alemanha e Gra Bretanha na cultura da alface (BLANCARD;
LOT; MAISONNEUVE, 2004). No entanto, Meloidogyne spp. é considerado o nematoide de
maior importancia na agricultura mundial, em razdo da presenca na maioria das &reas de
cultivo, com ampla gama de hospedeiros, alta capacidade destrutiva e elevada taxa de
reproducdo (CAMPOS; SIVAPALAN; GNANAPRAGASAM, 1997).

Nas andlises realizadas por meio da eletroforese de isoenzimas, foi detectado M.
javanica nas propriedades 1, 2 e 4 (FIGURA 8), ocorrendo em 42,85% das propriedades
avaliadas (TABELA 4). Nas propriedades 3, 5 e 6 foi identificado M. incognita (FIGURA 8),
também representando 42,85% das propriedades (TABELA 4). J4, M. arenaria foi encontrado
nas propriedades 6 e 7, representando 28,57%. Na propriedade 6, houve ocorréncia das
espéecies M. incognita e M. arenaria ambos causadores de galhas. Esses resultados foram
semelhantes aos encontrados por Charchar e Moita (2005), cuja maior frequéncia de
nematoide das galhas também na cultura da alface foi de M. javanica e M. incognita. Embora
M. hapla ja ser descrito na cultura da alface no Brasil, ndo foi encontrado, nesse
levantamento, possivelmente por ser uma espécie dependente de temperaturas amenas (12° a
24°C), (CHARCHAR, 1995; BLANCARD; LOT; MAISONNEUVE, 2004).
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Figura 8 — Perfil fenotipico da esterase representando as espécies de Meloidogyne em cada

2
f

propriedade 1 — 7.

Legenda: 1 — Propriedade 1, 2 — Propriedade 2, 3 — Propriedade 3, 4 — Propriedade 4, 5 — Propriedade
5, 6 — Propriedade 6 e 7 — Propriedade 7. JA — Padrdo de comparacdo de bandas (M.
javanica). | — M. incognita. JA — M. javanica. A — M. arenaria.

Tabela 4 — Ocorréncia e distribuicdo das espécies de Meloidogyne nas propriedades avaliadas.

Espécie . ) ) Distribuicéo nas
Ocorréncia / Propriedades avaliadas )
propriedades
M. javanica 3/7 42,85%
M. incognita 3/7 42,85%

M. arenaria 217 28,57%




34

4.4 Doengas bacterianas

Foram identificadas trés espécies de bactérias, Pseudomonas cichorii, Pectobacterium
carotovorum subs. carotovorum e Xanthomonas axonopodis pv. vitians ocasionando as
doengas Mancha cerosa, Podriddo mole e Mancha bacteriana, respectivamente.

Na identificacdo de P. cichorii, o isolado de alface apresentou produto de amplificacéo
de 90 bp (FIGURA 9) quando se utilizou o par de primers PscHrc662F e PscHrc751R,
resultado semelhante ao encontrado por Cottyn et al. (2011). Seu primeiro relato em alface no
Brasil foi descrito por Freire (1954) e P. cichorii, atualmente estd disseminada nos estados de
Goias, Parang, Rio Grande do Sul, e regido Sudeste (BERIAM, 2007).

Figura 9 - Gel de agarose dos produtos da PCR utilizando o par de primers PscHrc662F e

PscHrc751R, para detectar Pseudomonas cichorii.

Legenda: (M) Marcador de peso molecular 100 bp, (1) Pc CFBP 2101 — Controle positivo. (2) Isolado
da cultura da alface.

Dentre 0os 39% de doencas bacterianas (FIGURA 3), Xanthomonas axonopodis pv.
vitians apresentou maior ocorréncia, de 63% (FIGURA 10), seguida de Pectobacterium

carotovorum subs. carotovorum e Pseudomonas cichorii, com 27 e 10%, respectivamente.
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Figura 10 — Porcentagem de ocorréncia das espécies de bactérias dentro de doencas de
etiologia bacteriana.
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Entretanto, os trés géneros de bactérias foram detectados nas sete localidades
avaliadas, representando 100 % de distribuicdo nas propriedades.

A ocorréncia de X. axonopodis pv. vitians em 100% das propriedades avaliadas
coincidiu com estudos de Sahin et al., (2003) sobre a ampla disseminacdo desse patdgeno nas
areas produtoras de alface. Embora os trés géneros de bactérias encontrados sobrevivam de
um ciclo para outro da cultura, associados a restos ndo decompostos e a plantas daninhas da
familia Asteraceae (LOPES; QUEZADO; REIS, 2010), a ampla disseminacdo de X.
axonopodis pv. vitians nas areas produtoras de alface, deve-se a esse patdgeno ser
disseminado por sementes (CARISSE; OUIMET; TOUSSAINT, 2000). Essa bactéria foi
detectada, pela primeira vez, no estado de Minas Gerais, em 2014 (TEBALDI; MARTINS;
MOTA, 2015), sendo citado com frequéncia em outros estudos. Também, Fayette et al.
(2016) relataram X. axonopodis pv. vitians como o patdgeno de maior ocorréncia na cultura
da alface, sendo Mancha bacteriana a principal doenca no estado da Flérida (EUA), em razdo
de surtos severos, ocasionando perdas totais na producdo (BARAK; KOIKE; GILBERTSON,
2001).

Silva e Lima Neto (2007), também encontraram P. carotovorum subs. carotovorum
em 100% de 10 localidades amostradas na cultura da alface no estado do Parana. No entanto,
Felix et al. (2014) encontraram outros resultados, em seus estudos de levantamento no campo
na cultura da alface, encontraram prevaléncia de 42% de P. carotovorum subsp. carotovorum
no Agreste e Zona da Mata de Pernambuco. Ou seja, a prevaléncia de determinada espécie
pode depender da regido do estudo, ainda mais em um pais de dimens@es continentais como o
Brasil, com diferentes tipos de clima e de solo. Quanto a P. cichorii, esse patdgeno possui

diferentes hospedeiros entre alface, brocolis, tomate, couve, pimentdo, beldroega e café
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(SILVA JUNIOR et al., 2009). Sua ocorréncia em 100 % das propriedades avaliadas esta em
razao dos cafezais circundarem os canteiros de alface em todas elas.

4.5 Doencas fungicas

As doencas de etiologia fungica representaram 34% do total de frequéncias de doencas

(FIGURA 3) e foram identificadas seis espécies de fungos e uma de oomiceto (TABELA 5).

Tabela 5 — Espécies de fungos identificadas e 0 nome de suas respectivas doengas.

Geéneros e espécies Nome comum da doenca
Fusarium oxysporum f. sp. lactucae Murcha de fusario
Rhizoctonia solani Queima da saia
Septoria lactucae Septoriose
Bremia lactucae Mildio
Thielaviopsis basicola Podridao negra
Sclerotinia sclerotiorum Podrid&o de esclerotinia
Cercospora longissimi Cercoporiose

Quanto aos fungos, os quatro patdgenos de maior ocorréncia foram dois de solo,
Fusarium oxysporum f. sp. lactucae e Rhizoctonia solani com 32% e 22%, seguido de dois de
parte aérea, Septoria lactucae e Bremia lactucae com 21 % e 14%. (FIGURA 11). Esse
ultimo teve menor ocorréncia entre os dois patdgenos foliares, provavelmente porque ocorreu

somente na época fria, enquanto S. lactucae ocorreu durante todo o ano.

Figura 11 — Porcentagem de ocorréncia das espécies de fungos dentro do grupo etioldgico

fangico.
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Foi detectada a presenca em 100% das localidades avaliadas de ambos os fungos de

solo de maior ocorréncia (TABELA 6).

Tabela 6 — Ocorréncia e distribuicdo das espécies de fungos nas propriedades avaliadas.

N Distribuicéo
Ga Ocorréncia/
éneros ; . nas
Propriedades avaliadas .
propriedades
Rhizoctonia solani 717 100 %
Fusarium oxysporum f. sp. lactucae 717 100 %
Bremia lactucae 717 100 %
Septoria lactucae 6/7 85,71 %
Sclerotinia sclerotiorum a/7 57,14 %
Cercospora longissima 417 57,14 %
Thielaviopsis basicola 3/7 42,86 %

Segundo Cabral (2012), F. oxysporum f. sp. lactucae foi relatado nas principais
regides produtoras de alface dos estados Sul e Sudeste, enquanto R. solani esta presente em
todas as regides produtoras do Brasil (LOPES; QUEZADO; REIS, 2010). A maior ocorréncia
de Fusarium sp. também foi encontrada por Barros (2010), em amostras recebidas no
laboratério. O autor relatou o patégeno como o de maior ocorréncia (18%) entre 36 géneros
de fungos encontrados nas culturas de algoddo, braquiéria, café, feijdo, milho e soja.
Resultados semelhantes foram encontrados por Pozza et al., (1999) e Talamini et al., (2003)
cuja ocorréncia de Fusarium sp. foi a maior entre os fungos identificados, com 12,1% e 26%,
respectivamente, ambos em levantamentos de ndo prospeccdo a campo. Em geral, a
ocorréncia de fungos de solo foi maior, comparados aos da parte aérea em decorréncia dos
cultivos sucessivos da cultura na mesma area, sem realizacdo de rotacdo e, por esses
patdgenos apresentarem dificuldades no seu manejo (LOPES; QUEZADO; REIS, 2010), além
de, possuirem estruturas de resisténcia capazes de sobreviver no solo por longos periodos
(AGRIQS, 2005).

Entre os patogenos foliares, Septoria lactucae foi encontrado em 85,7% das
propriedades enquanto Bremia lactucae em 100% (TABELA 6). Esse ultimo foi relatado no
Brasil, infectando alcachofra (Cynarascolymus L.) e duas espécies de plantas daninhas:
serralha lisa e serralha de espinho (Sonchus oleraceus e S. asper L.) (VIEIRA; BARRETO,

2006), ambas da familia Asteraceae e presentes nas lavouras de alface.
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4.6 Sazonalidade de doencas e patdgenos em alface americana em municipios do sul de
Minas Gerais

No total, foram realizadas 1226 observacdes de frequéncia de doengas dentre os 13
agentes etioldgicos encontrados, durante os 12 meses de levantamento nas sete propriedades.
Desse modo, 0 patdgeno com maior frequéncia de ocorréncia ao longo do tempo foi X.
axonopodis pv. vitians, com 303 relatos, correspondendo a 24,7 % do total (FIGURA 12),

seguida dos Tospovirus com 233 ocorréncias do total de 1226.

Figura 12 — Frequéncia e nimero de registros para todos os agentes etiol6gicos observados

na cultura da alface americana em municipios do sul de Minas Gerais.
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O maior nimero de relatos de X. axonopodis pv. vitians pode estar associado a
disseminacdo da bactéria, por meio de sementes (PERNEZNY et al. 2001). Além da
sobrevivéncia da mesma em plantas daninhas (Lactuca scariola L., L. canadensis L., L.
ludoviciana, L. pulchella, Sonchus oleraceus e Malva parvilflora), proximas as lavouras, sem
exibir sintomas caracteristicos da doenca como manchas angulares com aspecto de

encharcamento, e 0 mais importante, sobrevivéncia da bactéria em restos culturais por até
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cinco meses, transformando-se em fontes de indculo para os ciclos subsequentes (BARAK;
KOIKE; GILBERTSON, 2001).

Embora houve maior ocorréncia de X. axonopodis pv. vitians, plantas de alface
infectadas por Tospovirus ficam totalmente comprometidas, por assumirem formas irregulares
e sintomas de bronzeamento, inviabilizando o produto e, consequentemente, devem ser
retiradas da lavoura para impedir novas infec¢des. J& aquelas com sintomas da bactéria podem
ser comercializadas, em razdo do patdégeno nao afetar diretamente a “cabega” da alface,
somente as folhas externas, desse modo, as folhas séo retiradas e a planta é comercializada.

As doencas de etiologia fungica foram detectadas 416 vezes (FIGURA 12). Dentre 0s
fungos, F. oxysporum f. sp. lactucae foi o de maior ocorréncia ao longo do tempo, com 132
observacfes em 1226 totais, representando 10,8% dos relatos. Enquanto a C. longissima foi
observada 7 vezes, equivalente a 0,6% de todas as doencas relatadas. A ampla disseminacgéo
do F. oxysporum f. sp. lactucae esta relacionada com sua transmissdo, por meio de sementes
(GARIBALDI; GILARDI; GULLINO, 2004), por esporos aderidos em equipamentos
agricolas ou tubos de irrigacdo (MATHERON et al., 2005), e também por sobreviver no solo
na forma de clamidosporos, durante longos periodos (GARIBALDI; GILARDI; GULLINO,
2004). Embora Lopes, Quezado e Reis (2010), ndo considerarem esse patdgeno como um dos
mais severos a alface, no estado da Califérnia nos Estados Unidos (GARIBALDI; GILARDI;
GIULLINO, 2002) houve relatos de perdas na producgéo superiores a 50%.

Assim, a maior frequéncia de F. oxysporum f. sp. lactucae entre os fungos
encontrados, neste trabalho, comprovam prevaléncia do mesmo, o qual pode acarretar em
maiores perdas se sua frequéncia continuar aumentando nos campos, pela dificuldade no seu
manejo, por esse patdgeno apresentar estruturas resistentes sobreviventes no solo.

A baixa ocorréncia observada de C. longissima deve-se ao fato dessa doenca ser
comum em variedades de folha lisa além de maior frequentes em cultivos protegidos. Esse
patogeno prevalece em areas produtoras de alface da regido Norte e Nordeste do Brasil
(LOPES; QUEZADO; REIS, 2010). Apesar disso, na Costa do Marfim é considerada a
doenca mais severa, acarretando perdas de até 100% na produgdo de alface (SNOWDON,
2010).

As frequéncias de ocorréncia de cada doenca foram plotadas com as variaveis
climaticas. Para doencas de etiologia fungica, foi observada ocorréncia de F. oxysporum f. sp.

lactucae em todos os meses, com excecéo de abril e maio (FIGURA 13).
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Figura 13 — Frequéncia de ocorréncia de espécies de fungos de solo e foliares, médias mensais

das variaveis climaticas, temperatura minima, média e méxima, umidade relativa

(UR) e precipitacdo acumulada.
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Entretanto, a maior frequéncia de Fusariose foi de 62,5% no més de julho, quando a
temperatura permaneceu de 15° a 18 °C e a precipitacdo foi inferior a 100 mm. Esse resultado
discorda dos obtidos por Gordon e Koike (2015), cuja ocorréncia de F. oxysporum f sp.
lactucae foi menor durante os trés meses de temperatura entre 23° a 25°C, no estado da
California, e Matheron et al., (2005) cuja frequéncia do mesmo patogeno foi 88% quando a
temperatura era de 26 °C no estado do Arizona (EUA). Desse modo, houve maior severidade
da Fusariose da alface quando a temperatura se elevou (21° a 32 °C), e, por fim, ocasionou
perdas na producdo de 51 a 100%. Todavia, foi constatado severidade da doenca em
temperaturas de 18° a 23°C quando testados com duas concentra¢es de inéculo (SCOTT;
GORDON, 2010). Ja houve relatos de cultivares de alface tipo americana sofrerem perdas de
2,3% em temperaturas entre 11° a 14°C (MATHERON; PORCHAS, 2010). Assim, as
maiores frequéncias de Fusariose observadas em baixas temperaturas, no presente estudo,
podem estar relacionadas ao atraso no desenvolvimento da cultura, nessa época do ano,
tornando as plantas mais suscetiveis a infeccdo do patégeno e, também em decorréncia do
cultivo de varios ciclos da cultura na mesma area, aumentando a pressao de inoculo.

Rhizoctonia solani teve maior frequéncia de ocorréncia (67,6%) no més de janeiro
(FIGURA 13), quando a temperatura, precipitacdo e umidade relativa foram as maiores
registradas (25°C, 300 mm e 80%). No entanto, a queima da saia ndo ocorreu nos meses de
junho e julho quando a temperatura e a precipitacdo eram as minimas registradas (15° C e 70
mm). Blancard, Lot e Maisonneuve (2004), descrevem como temperatura étima para ocorrer a
doenca no campo de 23° a 27°C, com presenca de umidade, concordando com os resultados
encontrados neste estudo. Grosch; Schneider e Kofoet (2004) obtiveram resultados
semelhantes, cuja faixa para desenvolvimento micelial do patdégeno foi de 20° a 30°C,
todavia, 25°C foi a temperatura 6tima, com maior agressividade na cultura da alface. No
entanto, recentes estudos em Chipre (KANETIS; TSIMOURIS; CHRISTOFOROQOU, 2016)
observaram a temperatura de 20° a 30°C como ideal para crescimento micelial de isolados de
Rhizoctonia sp. de batata.

O Mildio (Bremia lactucae) apresentou maiores frequéncias de ocorréncia nos meses
de maio e agosto com 36% e 51%, respectivamente (FIGURA 13), quando as temperaturas
minimas registradas eram de 17° C, com umidade relativa proxima de 70%, confirmando ser
uma doenca tipica de climas amenos. Conforme relatado por Lopes, Quezado e Reis (2010),
quando a temperatura é baixa e as folhas ficam constantemente molhadas por irrigagdo, chuva
ou orvalho, o Mildio é responsavel por perdas de até 80% na producdo. Nunes et al., (2016)

citaram periodo de molhamento, umidade relativa e temperatura como fatores importantes
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para a germinagdo e penetracdo do patdgeno. De acordo com Blancard, Lot e Maisonneuve
(2004), os grandes periodos de molhamento foliar no periodo da manhd favoreceram as
infeccdes, temperaturas diurnas entre 12° e 20 °C fazem a esporulacdo do patdgeno ser
intensa e, a irrigacdo por aspersao beneficiou o aparecimento do Mildio. Essas condigcdes
foram semelhantes as relatadas, neste estudo, bem como as lavouras estudadas também
possuiam irrigacdo por aspersdo. Os resultados apresentados também se assemelharam com
estudos de Su et al., (2004), cuja sobrevivéncia dos conidios foi 6tima aos 23°C e a umidade
relativa permaneceu entre 33 e 76%. Todavia, a temperatura 6tima para infecdo foi 15°C
(VAN BRUGGEN; SCHERM, 1997), assim, com 20°C e 2 horas de molhamento foliar ou
23° a 26°C com 3 horas de molhamento foi suficiente para causar infecgdo por B. lactucae
(FALL et al., 2015). Contudo, para facilitar a germinacdo dos conidios e penetracdo do
patégeno, B. lactucae necessita de molhamento foliar e baixas temperaturas, ocorridas no
orvalho, além de condic¢des de alta umidade relativa beneficiadas com irrigacdo por asperséo,
tornando-as favoraveis ao aparecimento da doenca.

O fungo Septoria lactucae ocorreu 0 ano todo, porém, sua maior frequéncia foi
observada em épocas de maior temperatura (25°C), precipitacbes elevadas (300 mm) e
umidade relativa alta (80%) (FIGURA 13). Os periodos prolongados de molhamento foliar
em combinacdo com temperaturas favoraveis a germinacdo foram fatores importantes para
desenvolvimento da S. lactucae em alface (NAO, 2008) e S. lycopersici em tomate (SUGHA,;
KUMAR, 2000). A Septoriose é uma doenca importante em épocas chuvosas e cultivos
irrigados por aspersdo (LOPES; QUEZADO; REIS, 2010). Conforme os resultados obtidos
por Nao (2008), a temperatura de 25°C associada com 12 horas de molhamento foliar foi
suficiente para desenvolvimento dos sintomas de S. lactucae, semelhante aos resultados
obtidos neste trabalho. Temperaturas adequadas de 20° a 25°C estimularam a formacéo de
picnidios nas folhas e na parte superior dessas estruturas, formaram-se massa de esporos
(cirros), cuja liberacdo foi realizada somente na presenca de filme de agua (LOHMEIER et
al., 2013). N&o havendo agua, os conidios ndo germinaram e dificilmente sdo disseminados
por meio do vento (PAVAN; KUROZAWA, 1997). Contudo, para Lohmeier et al., (2013), no
desenvolvimento da Septoriose em alface é necessario molhamento foliar de 20 horas e
temperaturas proximas a 15°C ou molhamento de 24 horas e temperaturas entre 20° e 25°C,
elucidando os resultados obtidos neste estudo, maior frequéncia de ocorréncia do patégeno em
temperaturas e umidades relativas elevadas.

O patdgeno bacteriano de maior frequéncia de ocorréncia foi X. axonopodis pv. vitians
(FIGURA 14).
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Figura 14 — Frequéncia de ocorréncia de espécies de bactérias, virus e nematoides, medias

mensais das varidveis climaticas, temperatura minima, média e maxima,

umidade relativa (UR) e precipita¢do acumulada.
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Foi observado em frequéncias elevadas, ao longo de todo ano, porém foi encontrada
menor frequéncia de sua ocorréncia em quedas de temperaturas e baixas precipitacoes.
Blancard, Lot e Maisonneuve (2004), também relataram a dispersdo da bactéria ocorrendo por
meio de agua da chuva a qual ocasionou ferimentos nas folhas de alface, facilitando a
penetracdo das bactérias. Os maiores valores de frequéncia de X. axonopodis pv. vitians foram
acima de 95% nos meses de fevereiro e dezembro quando a umidade relativa foi de 78%, e as
temperaturas maximas em torno de 25°C. Blancard, Lot e Maisonneuve (2004) registraram a
necessidade de periodos umidos, orvalhos matinais, chuvas e irrigacdo por aspersao para
progresso da bacteriose. Os autores mencionaram desenvolvimento da bactéria entre 0 e 35°C,
sendo este, o0 motivo de sua ocorréncia ao longo do ano. Entretanto, segundo 0os mesmos
autores, a faixa 6tima para desenvolvimento da bactéria é de 25° a 28°C. Sob condicdes de
umidade relativa de 90% provocadas por neblina, irrigacdo por aspersdo ou chuva, a doenca
pode disseminar-se rapidamente causando perdas na producdo (LOPES; QUEZADO; REIS,
2010), sendo essas condigdes similares as do presente trabalho.

Os sintomas de Tospovirus também foram observados em todos os meses, mantendo a
frequéncia de ocorréncia da doenca entre 20 e 50% (FIGURA 14), contudo os maiores valores
foram registrados nos meses de maio, setembro e dezembro com 57%, 61% e 61%,
respectivamente. No Brasil, 0s vetores dessa virose em alface sdo os tripes, Frankliniella
occidentalis e F. shultzei (LOPES; QUEZADO; REIS, 2010). Segundo Nondillo et al.,
(2008), a faixa de temperatura mais indicada para desenvolvimento do inseto € de 23° a 26°C,
sendo essas condicdes semelhantes as encontradas neste estudo. Porém, quando a temperatura
aumenta, o nimero de dias do ciclo bioldgico do tripes € reduzido. Os mesmos autores
propuseram ciclo de 18 dias para o tripes em temperaturas préximas a 22°C, no entanto, aos
27°C o ciclo diminuiu para 11 dias, aumentando o numero de geracdes no ambiente. Os tripes
adquirem os virus na fase larval e os transmitem de maneira persistente propagativa
circulativa na fase adulta (WHITFIELD; ULLMAN; GERMAN, 2005). Dessa maneira, a
permanéncia das frequéncias de ocorréncia dos Tospovirus, ao longo dos meses deve-se as
seguintes hipdteses: 1. Faixa ideal de temperatura para o desenvolvimento do ciclo bioldgico
do tripes; 2. A fase de pupa do inseto ocorrer no solo e, apesar de imovel, mantém a infecgéo
viral, e permanece escondida da acdo de inseticidas, assim, quando o adulto emergir estara
ativo para disseminacgdo do virus. 3. Os ovos séo ovopositados dentro dos tecidos das plantas,
as quais os protegem dos defensivos agricolas (PAVAN et al., 2008); 4. Os virus podem

manter-se em plantas daninhas circundantes aos cultivos de alface, ao longo de todo o ano,
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tais como Amarathus spp., Ipomoea sp., Anagallis arvensis, Chenopodium amaranticolor,
Convolvulus arvensis e Solanum nigrum (BLANCARD; LOT; MAISONNEUVE, 2004).

Portanto, a tospovirose € uma doenca fatal a cultura da alface, pois condena e
compromete totalmente a planta afetada, inviabilizando-a para comercializacdo e consumo,
sendo seu vetor de dificil controle por meio de inseticidas. Assim, caso a planta infectada ndo
seja retirada da lavoura, sera fonte de indculo dos virus, pois ainda ndo existem viricidas para
seu controle ou cultivares resistentes a esses virus (LOURENCAO et al., 1997).

Para os nematoides das galhas (Meloidogyne ssp.), a maior frequéncia de ocorréncia
foi de 35% no més de abril (FIGURA 14). A duracdo do ciclo de vida dos Meloidogyne spp.
variam de acordo com a temperatura, a umidade relativa e a planta hospedeira (TAYLOR,
SASSER, 1983). Nos resultados de Ferraz, (2001) o ciclo de Meloidogyne spp. completou-se
em 21 a 28 dias quando a temperatura foi de 27°C, podendo o mesmo variar com alteracdes
de temperatura. Segundo Blancard, Lot e Maisonneuve (2004), a faixa de temperatura ideal
para o ciclo de desenvolvimento de Meloidogyne spp. foi de 18° a 27°C, faixa encontrada
neste estudo. Os nematoides desse género podem sobreviver as condi¢bes de extrema
temperatura, reduzindo ou paralisando atividades vitais e, podendo também ocorrer em
temperaturas inferiores a 5°C ou superiores a 40°C (FERRAZ, 2001). Em estudo de
Mendonca et al., (2016) na cultura da alface, com temperatura de 26°C e precipitacdo de
342,5 mm, no terceiro ciclo seguido da cultura na mesma area, ndo houve dano no
desenvolvimento dessa hortalica. Entretanto, a partir do quarto ciclo consecutivo, 0s autores
notaram aumento de 65% no nimero de galhas por planta e de 56% na populacéo final. Sendo
assim, Meloidogyne spp. foi favorecido por varios ciclos consecutivos da cultura na mesma
area e, provavelmente por temperaturas elevadas nos ciclos anteriores, beneficiando a
reproducdo dos nematoides, tornando-os expressivos a partir do quarto ciclo da cultura. Os
resultados do presente trabalho coincidiram com os dos autores citados, constatando
dificuldade no manejo desse género, por também apresentar ampla gama de hospedeiro e
elevada taxa de reproducdo (FREIRE et al., 2002), podendo ocasionar perdas de 100% na
producdo (CHARCHAR, 1995).

Dessa maneira, em razdo da intensa relacdo entre ambiente e doengas em plantas,
mudangas na distribuicdo geogréafica e temporal das doencas podem ocorrer como resultado

das alteracdes climaticas.
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4.7 Relagéo entre as fitodoencas e a idade das plantas de alface nos lotes avaliados

Os patdgenos F. oxysporum f. sp. lactucae e R. solani foram identificados em todos os
lotes avaliados (FIGURA 15).

Figura 15 — Frequéncia de ocorréncia dos géneros de fungos de solo e foliares distribuidos de

acordo com idade dos lotes.
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Ambas as espécies tiveram distribuicdo de frequéncia de ocorréncia semelhante ao
longo do ano. A maior frequéncia para F. oxysporum f. sp. lactucae foi de 35% em lotes de 28
a 35 DAT, enquanto para R. solani foi 33% em lotes de 34 a 42 DAT. Segundo Lopes,
Quezado e Reis (2010), os fungos de solo ocorrem com menor incidéncia nas lavouras,
comparados com os foliares, no entanto, no presente estudo a frequéncia de ocorréncia dos
patdgenos de solo superaram os foliares. Em decorréncia dos fungos de solo possuirem
estruturas de resisténcia sobreviventes no solo e, as lavouras da cultura permanecerem por
varios ciclos na mesma area, o0 manejo das mesmas torna-se dificil. Assim, a tendéncia desses
patdgenos é de ocorrer durante o ano todo, exceto quando a temperatura for desfavoréavel para
0 seu desenvolvimento.

Rhizoctonia solani ocasiona Queima da saia. De acordo com Blancard, Lot e
Maisonneuve (2004) e Lopes, Quezado e Reis (2010) esse fungo é encontrado em plantas
adultas proximas ao ponto de colheita (FIGURA 15). Coincidindo essa observacdao com o0s
resultados deste estudo, cuja maior ocorréncia do patdgeno se deu em lotes préximos ao ponto
de colheita (42 a 45 dias no verdo). Também foi observada a doenca em plantas de 7 a 14
DAT, porém em baixas frequéncias de ocorréncia (3,6%). A ocorréncia do patdgeno em
plantas jovens pode ser decorrente do excesso de agua na irrigacdo por aspersao, juntamente
com altas precipitacdes e temperaturas favoraveis ao patdégeno. Desse modo, os solos
permanecem Umidos e favoraveis ao aparecimento de R. solani. Existem relatos da ocorréncia
de F. oxysporum f. sp. lactucae em plantas jovens de alface com 14 dias apds semeadura
(MATHERON et al., 2005) e 37 dias (GORDON; KOIKE, 2015), concordando com as baixas
frequéncias obtidas de 6% em plantas nos lotes de 7 a 14 DAT (FIGURA 15). Plantas jovens
infectadas com o patégeno murcham e morrem (BLANCARD; LOT; MAISONNEUVE,
2004), todavia, plantas adultas infectadas sobrevivem nas lavouras, mas ficam atrofiadas
(MATHERON; PORCHAS, 2010). Assim, os numeros de plantas com sintomas da doenca
aumentam na maturidade em comparacdo com o inicio do desenvolvimento da cultura
(MATHERON et al., 2005)

As doencas foliares, Mildio e Septoriose foram encontradas em todos os lotes, ao
longo do ciclo da alface (FIGURA 15). A frequéncia de ocorréncia dos patdgenos, ao longo
das datas de plantio, permaneceu de 10 a 25% nos lotes. Segundo Blancard, Lot e
Maisonneuve (2004), plantas jovens sdo mais sensiveis ao Mildio comparadas as velhas,
porém ambas as doengas podem iniciar-se de sementes infectadas (LOPES; QUEZADO;

REIS, 2010), além disso, chuvas nas fases iniciais da cultura podem dispersar esporos por
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meio de respingos de agua (LOHMEIER et al., 2013). Portanto, em condi¢fes favoraveis a
ocorréncia dos patdgenos, a doenga pode manifestar-se em todas as idades da planta.
As bactérias P. carotovorum subs. carotovorum e P. cichorii ocorreram em elevadas

frequéncias nos lotes com maiores DAT (FIGURA 16).

Figura 16 — Frequéncia de ocorréncia das espécies bacterianas, doencas viréticas e

meloidogynoses distribuidos de acordo com idade dos lotes.
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Esses patdgenos necessitam de plantas maduras no final do ciclo da cultura, proximas
a colheita, para expressar sintomas. Desse modo, na alface tipo americana é necessaria a
formacéo da “cabega” da alface, cujo desenvolvimento completo ocorre com 42 a 45 dias no
verdo e, 56 a 63 dias no inverno. Assim, foi constatada alta frequéncia desses patdgenos em
lotes no final do ciclo da cultura. Por outro lado, X. axonopodis pv. vitians apresentou elevada
frequéncia de ocorréncia em todos os lotes avaliados. A distribuicdo dessa bactéria, ao longo
do ciclo da alface, pode estar relacionada a falta de bactericidas recomendados para cultura,
aos compostos a base de cobre serem fitotoxicos a alface (BULL et a., 2015), a irrigacdo por
aspersao favorecer o crescimento e dispersdao do patdgeno para areas isentas da doenca
(LOPES; QUEZADO; REIS, 2010), a bactéria ser disseminada por meio de sementes
(UMESH; KOIKE; GILBERTSON, 1996; LOPES; QUEZADO; REIS, 2010), e manter-se
viavel em residuos de plantas por meses, como fonte de indculo para os ciclos seguintes
(BARAK; KOIKE; GILBERTSON, 2001).

Os sintomas de Tospovirus foram observados em todos os lotes avaliados (FIGURA
16). A maior frequéncia de ocorréncia foi observada no lote de 21 a 28 DAT. A queda de
frequéncia, a partir desse lote, possivelmente esta relacionada com a retirada de alfaces
infectadas do campo. Nessa idade, as plantas apresentavam porte pequeno e 0s sintomas da
doenga ndo foram facilmente identificados, necessitando de precisdo visual para detectar a
doenca e, acarretando em elevados custos de mao de obra para a execugdo do servigo. De tal
modo, as alfaces permaneceram no campo. Assim, a partir do lote de 21 a 28 DAT, as plantas
desenvolvidas facilitaram a identificacdo dos sintomas, e as alfaces foram retiradas da lavoura
para evitar fontes de indculo, diminuindo a frequéncia de ocorréncia dos Tospovirus nos
demais lotes.

Foram listados os primeiros registros dos agentes etiologicos dentro de cada més
(TABELA 7), durante os 12 meses avaliados. Em todos os meses, o0 primeiro relato de X.
axonopodis pv. vitians ocorreu nos lotes jovens de 7 a 14 DAT, porém nos meses frios, a
bactéria foi encontrada em plantas mais adultas com 14 a 21 e 28 a 35 DAT. Conforme
relatado por Blancard, Lot e Maisonneuve (2004), houve instalacdo epifitica da bactéria sobre
alfaces jovens no campo, sem exibir sintomas da doenga. Entretanto, apos condicdes
favoraveis de presenca de agua, o patdgeno, na superficie da folha, penetrou facilmente na
planta por aberturas naturais (estdmatos e hidatédios) (LOPES; QUEZADO; REIS, 2010),
evidenciando a ocorréncia dessa bactéria em plantas jovens na presenca de condicGes

climéticas favoraveis.



Tabela 7 — Relato da primeira ocorréncia dos patdgenos, de acordo com os lotes de idade das plantas de alface definidas de 7 a 56 dias apds
transplantio durante os meses de avaliagdo das doencas.

Registros da primeira ocorréncia de acordo com meses do ano

Meses
Agente
etioldgico Géneros/Espécies Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
F. oxysporum f. sp.
lactucae 21-28  21-28 7-14 - - 7-14 14-21  21-28 14-21  14-21 21-28 28-35
R. solani 7-14 14-21  14-21 3542  28-35 - - 28-35  42-49  49-56 - 28-35
S. lactucae 07-14  14-21  21-28 14-21 14-21  42-49 14-21 28-35 21-28  35-42 07-14 07-14
Fungos B. lactucae. - - - 7-14 7-14 7-14 35-42 7-14 49-56 7-14 - -
T. basicola - 14-21  21-28 14-21  21-28 - - - - - - -
S. sclerotiorum - - - - 28-35 - 28-35  28-35 - 49-56 - -
C. longissima - - - 21-28  28-35 7-14 - - - - - -
X. axonopodis pv.
vitians . 7-14 7-14 7-14 7-14 7-14 14-21  28-35 7-14 7-14 14-21 7-14 7-14

P. carotovorum
Bactérias subs. carotovorum 21-28 21-28 21-28 35-42 28-35 28-35 28-35 35-42 35-42 21-28 21-28 21-28

P. cichorii 28-35  28-35  21-28 - 42-49  49-56 - 42-49  35-42  42-49  28-35  28-35

Nematoides  Meloidogyne. spp ~ 7-14  7-14  7-14  7-14  7-14 14-21 21-28 3542  28-35 - - 14-21

Virus Tospovirus* 7-14 714 714 714 714 714 714 714 714 714 7-14 7-14
LBV** - - - - - - - 35-42 3542 42-49 - -

*TCSV e GRSV **MLBVV e LBVaV

0§
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Os primeiros relatos da doenca ocasionada por Tospovirus foram sempre nos lotes de
7 a 14 DAT (TABELA 7) em todos 0s meses analisados. Esses resultados assimilaram-se com
os de Shrestha et al., (2015), cuja maior suscetibilidade a TSWV foi atribuida as plantas
jovens de amendoim. Neste estudo, 0s autores constataram maior incidéncia de TSWV (80%)
em plantas novas com uma semana de idade, comparadas com 40% de incidéncia em plantas
com quatro semanas. No entanto, plantas de amendoim com duas semanas de idade
apresentaram incidéncia de 73%, superando as com quatro semanas. Mandal, Pappu e
Culbreath (2001) demostraram maiores incidéncias de TSWV em plantas jovens de
amendoim com 7 dias ap6s o plantio, quando comparadas as plantas com idade superior (35
dias apos plantio). A suscetibilidade de plantas jovens esta associada ao tripes preferir plantas
novas para se alimentar, em razdo da menor espessura da folha e maiores concentracdes de
nutrientes tal como nitrogénio (TAIZ; ZEIGER, 2010). Contudo, de acordo com estudos, a
populagéo de tripes e a suscetibilidade do hospedeiro tém papel importante na transmisséo de
tospoviroses (SHRESTHA et al., 2015).

Em decorréncia dos sintomas de Tospovirus serem sempre relatados nos lotes mais
jovens de 7 a 14 DAT, sugeriu-se a hipotese da infeccdo por tripes nas mudas ocorrer ainda
nos viveiros, e essas plantas serem levadas para o campo ja infectadas com o patdgeno,
embora estivessem assintomaticas. No entanto, apds ser realizada RT-PCR para sua
confirmacgéo, ndo foi amplificada nenhuma banda referente aos primers testados (FIGURA 17
e 18). Contudo, nenhuma espécie de Tospovirus foi detectada nas folhas provenientes de
mudas dos viveiros. Dessa forma, supde-se ocorréncia da infeccdo no campo, apds ser
desconsiderada a disseminagdo do virus via semente (GOLDBACH; PETERS, 1994).
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Figura 17 - Gel de agarose dos produtos da RT-PCR utilizando os pares de primers: A - N5 e
N3, para deteccdo de CSNV; B- Glyco4vc e Glyco5v para detecgdo de GRSV.

(A) (B)
(bp)
“"1234567 SN 12 345 67 S N
1000 -
500-
100-

Legenda: (M) - Marcador de peso molecular 100 bp. (1-7) — Amostras de mudas coletadas nas
propriedades avaliadas. (S) — Planta saudavel de alface (sem sintoma de Tospovirus). (N) Controle

negativo.

Figura 18 - Gel de agarose dos produtos da RT-PCR realizado em mudas de alface,
utilizando os pares de primers: A -Nv2 e Nvc2, para deteccdo de TCSV; B- 723

e 722 para deteccdo de TSWV.

Mm@ m® M
(bp) 1:2.3°4 5 617 SN E2i3:4°56 7 S N
1000 -
500-
100-

Legenda: (M) - Marcador de peso molecular 100 bp. (1-7) — Amostras de mudas coletadas das
propriedades avaliadas. (S) — Planta saudavel de alface (sem sintoma de Tospovirus). (N)

Controle negativo.
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5 CONCLUSOES

Foram identificadas 13 doencas na cultura da alface.

As doencas bacterianas apresentaram maior frequéncia de ocorréncia ao longo do
tempo.

O agente etiologico de maior frequéncia de ocorréncia foi Xanthomonas axonopodis
pv. vitians, seguido dos Tospovirus.

O fungo de maior frequéncia foi Fusarium oxysporum f. sp. lactucae.

Xanthomonas axonopodis pv. vitians ocorreu em elevadas frequéncias ao longo do
ano, no entanto as menores frequéncias foram observadas em baixas temperaturas.

As maiores frequéncias de ocorréncia de Fusarium oxysporum f. sp. lactucae foram
em temperaturas baixas.

As espécies de Tospovirus encontradas nas sete propriedades foram TCSV e GRSV,
sendo os sintomas identificados em todos os meses do ano, em plantas com 7 a 14 dias ap0s
transplantio.

Né&o foram encontrados Tospovirus em plantas no viveiro.

Foram encontradas as espécies Lettuce big-vein associated virus (LBVaV) e Mirafiori
lettuce big vein virus (MLBVYV) ocasionando sintomas da doenga ‘Big vein’.

Foi encontrado Meloidogyne javanica, M. incognita e M. arenaria dentre as doengas
ocasionadas por nematoides.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Como perspectiva futura para dar continuidade aos plantios de alface americana nos
municipios do sul de Minas Gerais, deve-se realizar medidas preventivas do manejo de
doencas, principalmente em relacdo aos sintomas ocasionados por virus do género
Tospovirus. Desse modo, é importante a remocao das plantas daninhas e dos restos de cultura
da area de cultivo, eliminado possiveis fontes de indculo. A execucdo desse manejo acarretard
em baixas perdas nos ciclos seguintes da cultura, e caso ndo sejam desempenhadas medidas
para prevenir a ocorréncia desses patdgenos, em um futuro proximo, ndo serd possivel o

plantio de alface nos municios do sul de Minas Gerais.
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