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1 RESUMO

O Bidens mosaic virus (BiMV) é um Potyvirus relatado pela primeira
vez no Brasil, no Estado de S&o Paulo, onde foram realizados estudos através de microscopia
eletronica por Kitajima et al.(1961). E um virus que causa sintomas em espécies de
importancia econdmica como o girassol, a alface e a ervilha, além de algumas plantas
ornamentais. Atualmente, embora se conhe¢a 0 seu mecanismo de transmissdo, a sua
sintomatologia, as suas propriedades biologicas e fisico-quimicas e o seu circulo de
hospedeiras, pouco se sabe sobre a importancia do BiMV para a cultura da alface e a
possiveis fontes de resisténcia em Lactuca sativa. O presente trabalho teve como objetivos a
coleta de isolados de BiMV de diferentes regides produtoras de alface no Estado de Sao Paulo,
sua caracterizacdo biologica, identificacdo por meio de técnicas moleculares e triagem de
materiais de alface para resisténcia. Isolados virais coletados em plantas de picdo-preto de
regides produtoras do Estado de S&o Paulo foram submetidos a diferentes metodologias de
identificacdo e caracterizacdo. Testes bioldgicos em hospedeiros diferenciais permitiram a
diferenciacdo dos isolados de outros virus de importancia para a cultura da alface e a
caracterizacdo biologica de alguns isolados como BiMV. Foram vistas particulas flexuosas
alongadas ao microscopio eletrénico de transmisséo, sugerindo a participagdo de um Potyvirus
na manifestacdo dos sintomas. O seqiienciamento direto de produtos de PCR de um isolado
mostrou identidade de 96% com a seqiiéncia de um isolado de BiMV coletado de ervilha.

Isolados monolesionais multiplicados de BiMV foram inoculados em 89 cultivares de alface



de diferentes grupos varietais. A maioria das cultivares se mostrou resistente ao BiMV,
exceto no caso das nacionais do tipo repolhuda lisa, que foram todas suscetiveis. Como as
principais cultivares comerciais dos grupos repolhuda america e folhas crespas apresentaram
resisténcia, a importancia do BiMV em alface esta limitada a regiGes em que predominam o
cultivo de alface do tipo repolhuda lisa. Na&o foi notada correlagéo entre genes de tolerancia a
LMV-II e resisténcia ao BIMV.
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2 SUMMARY

Bidens mosaic virus (BiMV) belongs to the genus Potyvirus and was
originally described in Sdo Paulo, Brazil, under examinations by electron microscopy made on
exudates obtained from infected plants by Kitajima et al.(1961). Some of the affected plants
with economic importance are sunflower, lettuce, peas and bedding plants. Until now,
transmission mechanisms, symptomatology on host plants, physical properties and host range
had been reported, but few information are available about the importance of BiMV to
commercial lettuce fields. At the present time there is no information on resistant cultivars in
Lactuca sativa. The aims of this work was to collect isolates of BiMV from different
commercial fields in S&o Paulo State; to determine their biological characterization and their
identification by molecular methods and identify sources of resistance in lettuce by the
screening of accessions for resistance. Virus isolates originated from different regions were
submitted to various methods of detection and characterization. Tests on experimental host
range provided data to differentiate one lettuce-infecting species to the others and the virus
identification based upon symptom expression. Flexuous rods were observed in leaf extracts
from infected plants, showing the presence of a Potyvirus as the causal agent of the symptoms.
Direct nucleotide sequencing from amplified PCR products showed 96% of identity compared
to an accession of BiMV at GenBank. Monolesional isolates of BiMV properly maintained
and multiplied in propagational host were inoculated in 89 cultivars of lettuce of different

horticultural types. The great number of them showed resistance to BiMV, except in the case



of the Brazilian butterhead types, all susceptible. At present, as the most important
commercial lettuce cultivars exhibit high degrees of BiMV resistance, mainly in leafy and
iceberg types, it is possible to affirm that BiMV is usually a minor disease of lettuce though it
can be a significant problem in butterhead type-growing regions. There were not any

correlation between tolerance genes to LMV-I11 and resistance to BIMV.

Keywords: Bidens mosaic virus, lettuce, Lactuca sativa, resistance.



3 INTRODUCAO

Dentre as hortalicas cultivadas no Brasil, a alface (Lactuca sativa L. )
€ uma das mais importantes do ponto de vista de producdo e area plantada, com cerca de
30.000 ha plantados, sendo que o Estado de S&o Paulo é o principal produtor, com uma area
cultivada de aproximadamente 8.000 hectares e producdo de 73.800 toneladas (AGRIANUAL,
2004). O valor total da producéo paulista de alface foi estimado em R$ 31.454.574,49 no ano
de 2003 (TSUNECHIRO et al., 2004). E suscetivel a mais de 75 doencas de diversas causas e
etiologias, sendo fatores limitantes para a producdo na auséncia de cultivares resistentes.
Segundo Kobori (2004), a alface possui um patossistema com um ndmero estimado de pelo
menos 46 agentes causais de doencas conhecidos, em que 15 sdo de etiologia fungica, 5 sdo
bactérias, 20 sdo virus, 5 sdo nematdides e 1 fitoplasma. Dentre elas, as viroses
caracterizam-se por estarem entre as mais importantes devido a suas implicacfes
epidemiolégicas e pela dificuldade de controle, aléem da ampla gama de hospedeiros
alternativos, podendo ser responsaveis por perdas de até 100% em cultivos de alface,
dependendo das condi¢bes ambientais e dos cuidados dispensados a cultura (RESENDE;
CUPERTINO, 1995). Colariccio e Vicente (2000) citam o Lettuce mosaic virus (LMV), o
Lettuce mottle virus (LeMoV) (caracterizado também por Chaves em 1999 como um virus
isométrico causador de mosqueado em alface), o Cucumber mosaic virus (CMV), o Turnip
mosaic virus (TuMV), o complexo do vira-cabeca e um possivel virus do género Rhabdovirus

como as principais doencas de etiologia viral que ocorrem no Brasil. Stangarlin (1995)



acrescenta ainda o Bidens mosaic virus (BiMV), enquanto que Sanches et al.(2004) e Lima
Neto et al.(2004) d&o evidéncias da importancia do complexo do big vein na cultura da alface
em condicdes de clima ameno nestes ultimos anos.

O picédo-preto (Bidens pilosa L.) € uma asteracea anual, herbacea,
extremamente eficiente em seu aspecto reprodutivo, origindria da Ameérica tropical, mas
difundida amplamente em aproximadamente 40 paises. E um dos mais sérios infestantes de
lavouras anuais e perenes do Centro-Sul do pais, sendo a mais relevante planta infestante de
hortalicas no Brasil. A principal importancia do picdo-preto, no entanto, esta na sua condi¢éo
de hospedeira alternativa de fungos, nematoides e virus fitopatogénicos.

Na cultura da alface, doencas de etiologia viral associadas ao picéo-
preto sdo o Bidens mosaic virus (BiMV), o Bidens mottle virus (BiMoV) e o Sonchus yellow
net virus (SYNV) (CHRISTIE et al., 1974). Destes, o BiMV assume especial importancia por
ter sido relatado pela primeira vez no Brasil, no Estado de Sdo Paulo, onde foram realizados
estudos através de microscopia eletrénica (KITAJIMA et al., 1961). Atualmente, conhece-se
0 seu mecanismo de transmissdo, a sua sintomatologia, as suas propriedades bioldgicas e o seu
circulo de hospedeiras. O BiMV é comumente encontrado infectando campos de girassol,
causando reducdo no tamanho das plantas e das inflorescéncias; em ervilha, causando mosaico
e mosqueado verde escuro nas folhas e em margarida-amarela (Coreopsis sp.), causando
mosaico nas folhas. O BiMoV apresenta propriedades muito semelhantes ao BiMV como
morfologia de particulas, transmissdo por afideos, inducéo de incluses tipicas de Potyvirus e
ambos infectam girassol, tabaco, C. amaranticolor e Bidens pilosa. Porém, ndo foi verificado
se ambos sdo sorologicamente relacionados. O BiMoV foi relatado apenas na Fldrida e nao
existem dados moleculares para este virus (CHRISTIE et al., 1968).

O presente trabalho teve como objetivos a coleta de isolados de BiMV
de diferentes regides produtoras de alface no Estado de S&o Paulo, sua caracterizacao
bioldgica, identificacdo por meio de técnicas moleculares e triagem de materiais de alface para

resisténcia.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Aspectos gerais do Bidens mosaic virus

O Bidens mosaic virus é um fitovirus do género Potyvirus, familia
Potyviridae , medindo 720 nm de comprimento por 12 a 13 nm de didmetro, descrito pela
primeira vez em 1961 sob microscopia eletrdnica a partir de exsudatos de plantas de Nicotiana
tabacum, girassol, erva-de-Santa-Maria, Physalis floridana, Chenopodium amaranticolor,
fedegoso, cordao-de-frade e picdo, previamente inoculadas com o virus proveniente de plantas
de picdo (KITAJIMA et al., 1961). E inativado em extrato foliar mantido entre 55 a 60° C por
10 minutos e nas diluicdes acima de 10” ou ainda quando conservado por 5 dias a 24 a 26°C e
a 21 dias entre 4 a 5°C (KUHN et al., 1982). As culturas de importancia econdmica afetadas
pelo BiMV sdo o girassol, a alface e a ervilha, além de algumas ornamentais como a Zinnia

elegans e a margarida-amarela.

4.2 Transmissao

A transmissdo por vetores ocorre de maneira ndo-circulativa por

Myzus persicae, Aphis coreopsidis e Dactynotus sp. N&o ocorre transmissdo do virus por
sementes de picdo, falsa-serralha, girassol e alface (KUHN et al., 1980).



Embora seja facilmente transmitido por inoculagdo mecénica pelo
preparo do indculo com tampéo fosfato de 0,01 M a 0,5 M, numa faixa de pH entre 6,5 a 8,0,
Kuhn et al. (1980) obtiveram melhores resultados com tampéo fosfato na molaridade entre
0,01 a 0,03 M e pH entre 7,0 e 7,5, além de constatarem que a adi¢cdo de Na,SO3; ou 2-
mercaptoetanol ndo teria melhorado a transmisséo.

Kuhn et al.(1980) testaram a transmisséo do BiMV pelo pulgdo Myzus
persicae e verificaram variacdo na eficiéncia de transmissao em funcéo da cultivar. Assim,
encontraram porcentagens de infeccdo de 20 % para as cultivares ‘Grand Rapids’ e ‘Baba’,
23,3% para a “Crespa Hanson’, 60% para a “Brasil 48’, 70% para a “White Boston’ e 80% para
a ‘Brasil 221°.

4. 3 Circulo de hospedeiras e sintomatologia.

O circulo de hospedeiras do BiMV ¢ bastante amplo. Além do picéo,
outras invasoras sdo infectadas naturalmente pelo BiMV, como a Emilia sonchifolia, o
carrapicho (Acanthospermum hispidum) e, possivelmente, o caruru e a maria-pretinha (KUHN
et al., 1980), ambas amplamente disseminadas e importantes do ponto de vista de hospedeiras
alternativas. Rodrigues et al. (1991) relatou a ocorréncia de BiMV em margarida amarela
(Coreopsis lanceolata), mas os resultados de transmissdo mecanica diferiram em parte dos de
Kuhn et al. (1980). Kuhn et al. (1980) inocularam mecanicamente 88 espécies e cultivares
pertencentes a 13 familias taxondmicas, constatando que, destas, 36 espécies em 5 familias
foram hospedeiras do BiMV, conforme o quadro 1.




Quadrol. Circulo de hospedeiras do BiMV distribuidas por familias segundo Kuhn et al.
(1980).

) Espécies ou cultivares inoculadas
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Cucurbitaceae
Euphorbiaceae
Poaceae
Fabaceae 1
Liliaceae
Malvaceae
Portulacaceae
Solanaceae
Scrophulariaceae

-
-
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Total

Dentre as plantas de interesse econdmico, destacam-se o girassol, a
alface (COSTA, dados ndo publicados, segundo KUHN et al., 1980) e a ervilha (NAGATA et.
al., 1995) , que séo bastante afetadas.

A reacdo bioldgica esperada de espécies indicadoras diferenciadoras a

BiMV e a diferentes virus em alface pode ser observada no quadro 2.

Quadro 2. ReacOes de espécies vegetais utilizadas na identificagdo dos virus que causam

mosaico, mosqueado e necrose em alface. Adaptado de Stangarlin, O. S. (1995).

Virus

Hospedeiros
LeMoV LMV BiMoV _BiMV__CMV__ TuMV_TSWV

Chenopodium amaranticolor LL/S LL LL/MaC/S LL LL LL LN
Chenopodium quinoa LL/S LL/S MaC/S LL LL LL LC
Cucurbita pepo - + - * + MaC LC
Datura stramonium - - - - S + MaN
Gomphrena globosa LL LL - - LL/S + LL

Helianthus annuus - - Mq MaC + + *
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(Continuag&o)

Lactuca sativa Mg S/IMS MaC/S/Mq M M/Mq Mac AN/Mq
Nicotiana clevelandii - LL +/Mq * + + LL/S
Nicotiana glutinosa - - - MaC/S  S/LL + MaC/MaN
Nicotiana tabacum TNN - - * MaC/s * * *
Petunia hybrida * - + MaC/S + + LL
Pisum sativum - M - M + + AN
Zinnia elegans Lat M Mq M LN + MaC/Mq

Legendas: AN — anel necrético; Mg — mosqueado; M- mosaico; LN- lesdo necrotica; Lat — latente; S- sistémico;
LL — lesdo local; MaC — mancha clorética; MaN — mancha necrética; LC — lesdo clorética; -: ndo hospedeira; +:
hospedeira; *: ndo encontrada.

Kuhn et al. (1980) verificaram sintomas variados em folhas
inoculadas com o virus nas hospedeiras Nicotiana glutinosa, Nicotiana debneyi, Nicotiana
rustica, Nicotiana tabacum cultivares ‘White Burley’, ‘BS’, ‘Havana 38’, ‘Havana 42’,
Petunia hybrida, Physalis floridana, Nicotiana tabacum *TNN’, “Turkish’, ‘Xanthi NC’,
‘Xanthi NN’, Solanum nigrum, Amaranthus sp. , Zinnia elegans, Nicotiana hibrida, Emilia
sonchifolia, Callistephus chinensis, Acanthospermum hispidum, Bidens pilosa, Lupinus
angustifolius, Lupinus albus, Cassia occidentalis, Chenopodium amaranticolor e
Chenopodium chinoa.

Em alface, Kuhn et al. (1980) verificaram que as cultivares ‘Babé’,
‘Crespa Hanson’ e “‘Grand Rapids’ apresentaram manchas clordticas arredondadas aos 10 a 12
dias ap6s inoculacdo mecénica do virus, mas com sintomas pouco perceptiveis e baixa
transmissdo, enquanto que as cultivares ‘Brasil 221°, ‘Brasil 48’ e “White Boston’ reagiram
com numerosas manchas cloréticas aos 7 a 10 dias da inoculacdo, evoluindo sistemicamente
para as folhas em desenvolvimento, ocorrendo, posteriormente, mosaico, clareamento das
nervuras e deformacéao das folhas novas.

Além das hospedeiras descritas anteriormente, Rodrigues et al. (1991)
relataram sintomas de mosaico e manchas anulares causadas pelo BiMV em folhas de
margarida-amarela (Coreopsis lanceolata) coletadas no Distrito Federal, enquanto que Nagata
et al.(1995) observaram sintomas de mosqueado amarelo em isolados de BiMV coletados de

campos de producdo comercial de ervilha em Brasilia, DF.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Localizagéo dos experimentos

Os trabalhos foram conduzidos no Departamento de Produgéo
Vegetal, Se¢do de Defesa Fitossanitéria, e na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Produgdo de S&o

Manuel, pertencentes a Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP de Botucatu.

5.2 Coleta de isolados de BiMV

Foram coletadas amostras foliares de plantas de picdo-preto que
apresentavam sintomas de mosaico, clareamento das nervuras, manchas cloréticas e
deformag0es nas folhas novas, conforme figura 1. Os isolados n&o foram coletados em alface
para se evitar a possibilidade da ocorréncia de infeccdes mistas e pela dificuldade de se
identificar o BiMV apenas com base no quadro sintomatoldgico em L. sativa, visto que varias
sdo as espécies de virus que podem causar sintomas semelhantes. As amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos, transferidas para o interior de caixas de isopor com gelo e,
nessa condicdo, transportadas para o laboratério, quando coletadas na Fazenda de Ensino,
Pesquisa e Producdo de Sdo Manuel. Em virtude da rusticidade de plantas de Bidens pilosa,
algumas amostras com sintomas foram transplantadas em vasos plasticos, principalmente as

das regides de Ibitna e Ribeirdo Preto. As plantas de picdo-preto com sintomas foram
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coletados na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Producdo de Sdo Manuel, em campos de cultivo

de alface de Ibiuna e Biritiba-Mirim, no Cintur&o verde de S&o Paulo e em campos de cultivo

de hortalicas nas regides de Braganca Paulista, Bauru e Ribeirdo Preto (Quadro 3).

QUADRO 03 - ldentificacdo de plantas de picdo-preto coletadas no campo com sintomas de

.3. 7 A
DV LD, IR

Figura 1. Plantas de Bidens pilosa com sintomas de mosaico e deformacéo foliar.

7

mosaico e respectivas procedéncias e regides de origem (2003).

AMOSTRA PROCEDENCIA REGIAO
IBI-01 Jorge Nakatsu Ibitna - SP
IBI-02 Jorge Nakatsu Ibidna - SP
IBI-03 Eizo Watanabe Ibitna - SP
IBI1-04 Eizo Watanabe Ibidna - SP
IBI-05 Jodo Dias Ibitina - SP
IBI-06 Jodo Dias Ibidna - SP
BIR-01 Marco Okamuro Biritiba Mirim - SP
BIR-02 Marco Okamuro Biritiba Mirim - SP
BIR-03 Hiroshi Shintate Biritiba Mirim - SP
BIR-04 Hiroshi Shintate Biritiba Mirim - SP
BIR-05 Felicio Kazunori Suzuki Biritiba Mirim - SP
BIR-06 Felicio Kazunori Suzuki Biritiba Mirim - SP
RIB-01 Shunji Hasegawa Cajuru - SP
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(Continuacéo)

RIB-02 Shunji Hasegawa Cajuru - SP

RIB-03 Shunji Hasegawa Cajuru - SP

RIB-04 Roberto Shinji Shiramizu Guatapara - SP
RIB-05 Roberto Shinji Shiramizu Guatapar - SP
RIB-06 Roberto Shinji Shiramizu Guatapara - SP
BRA-01 William Hamamura Braganca Paulista - SP
BRA-02 William Hamamura Braganca Paulista - SP
BRA-03 William Hamamura Braganca Paulista - SP
SML-01 FEPP - Unesp Sdo Manuel - SP
SML-02 FEPP - Unesp Sé&o Manuel - SP
SML-03 FEPP - Unesp Sdo Manuel - SP
SML-04 FEPP - Unesp S&o Manuel - SP
SML-05 Erika Yamauti Bauru

SML-06 Erika Yamauti Bauru

5.3 Inoculacdo em alface e girassol.

Todas as amostras coletadas foram inoculadas mecanicamente em
plantas de alface “White Boston’, cultivar bastante suscetivel ao BiMV (KUHN et al, 1980),
na fase de duas folhas definitivas e girassol ‘Catissol 1’, na fase cotiledonar.

Para a inoculacdo, o preparo do indculo consistiu da maceracdo das
amostras foliares em um almofariz, na presenca de tampéo fosfato 0,01 M em pH 7,2, dentro
da faixa em que se pode obter melhores resultados para BiMV (KUHN et al., 1980), na
propor¢cdo de 1g de folha fresca para 5 ml de tampdo. O almofariz com o in6culo foi
submetido a baixa temperatura durante o seu preparo, manipulagdo e inoculacdo. Foram
inoculadas 3 plantas de alface, cultivar White Boston e 3 plantas de Helianthus annuus,
cultivar Catissol 1, para cada isolado, mantendo-se 3 plantas de cada espécie como controle
negativo. Como abrasivo, foi utilizado o carborundum (600 mesh) misturado ao inéculo ap6s
0 seu preparo. As inoculagdes foram feitas friccionando-se o inoculo na superficie das folhas
das plantas, com o dedo indicador, lavando-as em seguida com &gua corrente.
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5. 4 Manutencéo dos isolados.

Os isolados IBI-01, IBI-03 e RIB-01, que apresentaram sintomas tanto
em alface quanto em girassol, foram mantidos in vivo nas casas de vegetacdo da Secdo de
Defesa Fitossanitaria da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas e in vitro no Laboratério de

Virologia do Setor de Defesa Fitossanitaria.

5. 4.1 Manutencao dos isolados in vivo

A manutencdo in vivo dos isolados selecionados foi feita pela
inoculacdo mecanica de amostras de plantas de girassol infectadas como resultado do item 5. 3
em plantas de Chenopodium quinoa. Concomitantemente, os isolados foram multiplicados em
plantas de girassol cultivar Catissol 01 por ndo serem hospedeiras de Lettuce mosaic virus
(LMV) e Lettuce mottle virus (LeMoV), dois dos mais importantes virus para a cultura da
alface, sendo predominante nas principais regides produtoras do Estado de S&o Paulo
(STANGARLIN, 1995).

As plantulas de Chenopodium quinoa foram inoculadas com 22 dias
da semeadura e as de girassol com 14 dias da semeadura, tomando-se o cuidado de coincidir a
data das inoculagdes.

Os isolados selecionados foram mantidos in vivo alternando-se 0s
hospedeiros Helianthus annuus, Chenopodium quinoa e Lactuca sativa ‘White Boston’, de

forma a evitar a inoculacdo sucessiva de uma mesma espécie de hospedeiro.

5. 4. 2 Manutencao dos isolados in vitro

Foram mantidas apenas as plantas sintomaticas de Chenopodium
quinoa cujo isolado inoculado também causou sintomas em girassol nas inoculacbes
simultaneas, excluindo-se, com isso, a possibilidade de ocorréncia de LMV e/ou LeMoV.

Embora a C. quinoa reaja com sintomas de lesdes locais com evolugdo sistémica quando
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inoculada mecanicamente com ambos 0s virus, 0 girassol comporta-se como ndo-hospedeiro
tanto de LMV como de LeMoV (CHAVES et al., 2004).

As amostras foram cortadas em tiras finas e armazenadas em
dessecadores, com silica gel, em refrigerador a temperatura de 4° C para a desidratacdo das
folhas, por 7 dias. O armazenamento foi feito em pequenos frascos esterilizados preparados
com uma fina camada de silica gel no fundo, sobreposta com algodédo e papel de filtro. Os
frascos foram vedados, etiquetados e armazenados a —20° C (BOS, 1977), na tentativa de se

preservar a infectividade original.

5. 5 ldentificacdo e caracterizagéo dos isolados obtidos

5. 5. 1 Microscopia eletrénica

Para a observacdo da morfologia das particulas de virus presentes,
utilizou-se a técnica de imersdo foliar rapida (Leaf Dip), na qual as folhas de C. quinoa
infectadas provenientes do item 5. 4. 1 foram trituradas com tampéo fosfato 0,01 M pH 7,0
contendo 0,01 M de sulfito de sodio e contrastadas com acetato de uranila a 3% por 5 minutos,
segundo metodologia de Kitajima (1965). A observacao foi feita no microscopio eletrdnico de
transmissdo do Departamento de Producdo Vegetal, Setor de Defesa Fitossanitaria da FCA da
UNESP de Botucatu.

5. 5.2 Isolamento e caracterizacdo através de testes biologicos

Pela possibilidade da ocorréncia de infeccdes mistas, foi necessario
realizar o isolamento monolesional por meio de folhas de Chenopodium quinoa infectadas,
que reagem inicialmente com lesdes locais a inoculacdo mecanica com BiMV (KUHN et al.,
1982). Apds o aparecimento das lesdes, estas foram destacadas das folhas com o auxilio de
uma lamina de barbear previamente flambada e trituradas individualmente em plaquinhas

plasticas de identificacdo contendo 20 pl de tampdo fosfato 0,05 M, pH 7,2. A suspensao viral
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foi friccionada com abrasivo sobre cotilédones de mudas sadias de Helianthus annuus,
hospedeira multiplicadora do BiMV, sendo lavadas logo apds com agua corrente.

5. 5. 2. 1 Comparacéao da agressividade dos isolados monolesionais e sele¢ao

do isolado mais agressivo.

Os isolados monolesionais obtidos foram devidamente mantidos in
vivo e in vitro observando-se o item 5. 4. Para fins de comparagéo da agressividade entre os
trés isolados selecionados, foram inoculadas mecanicamente 20 plantas de girassol ‘Catissol
1’, 20 plantas de alface ‘White Boston’ e 20 plantas de C. quinoa para cada isolado
monolesional multiplicado em girassol, tomando-se o cuidado de se manter 5 plantas de cada
hospedeira como controle negativo, estas inoculadas apenas com tampéo fosfato 0,01 M em

pH 7,2 na presenca de abrasivo.

5.5.2.2 Reagéo de hospedeiros diferenciais.

O isolado monolesional selecionado conforme o item 5. 5. 2. 1 foi
multiplicado em girassol e inoculado mecanicamente em hospedeiros diferenciais para
Potyvirus .

Dentre as espécies diferenciadoras utilizadas por Kuhn et al.(1980),
foram escolhidos os hospedeiros diferenciais Nicotiana tabacum ‘Turkish’, hospedeira de
BiMV, com resultados negativos para LeMoV, LMV, BiMoV e possivelmente para TuMV;
Brassica rapa para verificacdo da ocorréncia de TuMV e Helianthus annuus para verificar a
ocorréncia de BiMoV no Brasil. Além disso, foram inoculadas também as espécies Pisum
sativum, Cucurbita pepo ‘Caserta’, Cucumis melo, Chenopodium amaranticolor, Capsicum
annuum “Casca Dura Ikeda’, Vigna unguiculata, Phaseolus vulgaris, Bidens pilosa, Nicandra
physaloides, Brassica oleracea var. capitata “YR Rampo’, Nicotina clevelandii, Nicotiana
occidentalis, Nicotiana rustica, Citrullus lanatus, Gomphrena globosa, Raphanus sativus,

Chenopodium quinoa e Datura stramonium.
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5. 5. 3 Identificacdo do isolado por testes moleculares.

Amostras do isolado monolesional multiplicado em girassol conforme o
item 5. 5. 2. 2 foram submetidos a identificacdo pelo uso de métodos moleculares. Assim, as
técnicas utilizadas foram a minipurificacdo; extracdo do RNA viral; amplificacdo por RT-
PCR; sequenciamento direto a partir de produto de PCR e comparagdo com seqliéncias

disponiveis no GenBank.

5. 5. 3. 1 Extracdo de RNA e amplificagdo por transcrigdo reversa/ reacao
de polimerizacdo em cadeia (RT-PCR) utilizando-se oligonucleotideos universais para
LMV.

Para se excluir a possibilidade da ocorréncia do LMV, amostras dos
isolados 1BI-01, IBI-03 e RIB-01 provenientes de C. quinoa inoculadas e sintomaticas do
item 5. 4. 1 foram submetidas a extracdo de RNA total de acordo com o procedimento descrito
por Bertheau et al.(1998) e amplificacdo por transcri¢do reversa/ reacdo de polimerizacdo em
cadeia (RT-PCR) utilizando-se oligonucleotideos universais para LMV. Amostras de RNAS
totais de plantas de C. quinoa sadias também foram extraidas como controle negativo. Como
controle positivo, utilizou-se uma amostra de RNA extraido de C. quinoa reconhecidamente
infectada pelo LMV.

Para a deteccdo de LMV foi utilizada a técnica de Transcrigdo
Reversa e Reacdo de polimerizacdo em cadeia (RT-PCR) com os oligonucleotideos (primers)
LMV 9171  (5’GCGTTGATGTCGTCATCYTT 3) e LMV 8894 (5
CCGTACATAGCIGARTGTGCT 3’). Para a reacdo de PCR foram utilizados 5 ul de RNA
total; 2,5 ul de tampé&o da reacdo; 3,5 mM de MgCl; ; 0,17% de Triton X-100; 1 mM de cada
oligonucleotideo; 0,25 mM de dNTPs; 0,5 U de Tag DNA Polimerase; 0,75 U da transcriptase
reversa do AMV (Avian mieloblastosis virus) e quantidade suficiente de agua DEPC para

completar 25 pl. A condigdo da reagdo de RT-PCR foi de 42°C por 15 minutos para
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transcrigdo reversa; desnaturagdo inicial a 95°C por 5 minutos; 40 ciclos de desnaturagdo a
95°C por 20 segundos; 40 ciclos de anelamento a 54°C por 20 segundos; 40 ciclos de

polimerizagédo a 72°C por 40 segundos e polimerizacéo final por 10 minutos a 72°C.

O produto da RT-PCR (5 ul) foi visualizado em gel de agarose a 1%,
em tampdo TBE (0,1 M de acido bérico; 0,02 mM EDTA pH 8,3) corado com 0,1ul/ml de
Brometo de Etidio juntamente com o marcador molecular 1kb Ladder (Invitrogen). Controles
positivo, negativo e branco (reacdo de PCR com agua substituindo o RNA) foram incluidos na
extracdo e nas reaces de PCR a fim de validar e confirmar e especificidade do método
utilizado.

5. 5. 3. 2 Minipurificacdo, Extracdo de RNA viral de isolados de BiMV e
amplificacdo por transcricdo reversa/ reacdo de polimerizacdo em cadeia (RT-PCR)

utilizando-se oligonucleotideos degenerados para Potyvirus.

Para a minipurificacdo, foi utilizado a metodologia de Lane (2001).
Foram trituradas 2 g de folhas infectadas por virus em 15 ml de tampé&o de extracdo (citrato de
amonia 0,1 M, pH 6,5), 150 ul de iodoacetamida 0,25 M e 150 ul de NaDIECA a 0,1M,
filtradas em em gaze dentro de um tubo corex de 30 ml e centrifugadas a 8. 000 rpm/10min.
A seguir, os sobrenadantes foram transferidos para um tubo de policarbonato contendo 1 ml de
triton X-100 e misturados até a dissolu¢do completa do triton. Com uma pipeta de 5 ml ,
formou-se uma almofada de 5 ml de sacarose a 20 % no fundo de cada tubo, sendo que a
sacarose foi colocada lentamente. Depois, as amostras foram centrifugadas a 35. 000 rpm por
90 minutos (rotor 70 Ti). Descartou-se o sobrenadante e lavou-se cuidadosamente as paredes
do tubo com agua destilada. Foram adicionados 500 ul de tampéo de fosfato de s6dio 50 mM
em cada tubo para ressuspensdo do ‘pellet’ durante a noite. O sobrenadante foi entdo
transferido um tubo de microcentrifuga de centrifugado a 7. 000 rpm durante 5 min.

Finalmente, o sobrenadante foi transferido para um tubo limpo e armazenado a 4° C.
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A extracdo do RNA foi realizada a partir do minipurificado. Em 200
pl de virus purificado, foram adicionados 50 ul de tampéo de extracdo de RNA (glicina a 0,2
M; NaCl a 0,2 M; EDTA a 20 mM; pH 9,0); 20 ul de SDS a 20% e 2,7 pl de proteinase K (20
mg/ml). A seguir, as amostras foram submetidas a incubacdo a 37° C por 1 hora. Em gelo,
foram adicionadas as amostras o equivalente a um volume (272,7 ul) de fenol/cloroférmio,
misturados por 30 segundos e centrifugados a 14. 000 rpm por 15min. A fase aquosa foi entéo
transferida para um tubo limpo e repetiu-se a extracdo com fenol/cloroférmio. A seguir, a fase
aquosa foi transferida para um tubo limpo em que se adicionou 1/20 volume de NaOAC a
3M, pH 5,5 e 2,5 volumes de EtOH. As amostras foram incubadas a —20° C, por pelo menos
1 hora. Depois, foram centrifugadas a 14. 000 rpm durante 30 minutos. O sobrenadante foi
descartado . Nessa fase, 0 RNA precipitado formou um “pellet’ branco visivel no fundo do
tubo. Esse ‘pellet’ foi lavado com 1 ml de EtOH a 70 % e centrifugado por 2 min. O
sobrenadante foi descartado e o “pellet’ foi secado a vacuo por 5 minutos. Finalmente, o
‘pellet’ foi ressuspendido em 20 pl de dgua DEPC e armazenado a —80° C.

A RT-PCR foi realizada com os primers WCIEN e PV 1,que
amplificam um fragmento em torno de 800 pares de bases (gentilmente cedidos por Ricardo
Gioria — Sakata Seed Sudamerica), utilizando-se 2,5 ul de tampédo da reacdo; 3,5mM de
MgCl; ; 0,17% de Triton X-100 ; 1mM de cada oligonucleotideo; 0,25 mM de dNTPs; 1,25 U
de Tag DNA Polimerase; 2,25 U de transcriptase reversa do AMV; 3 ul de RNA extraido a
partir de minipurificado e quantidade suficiente de agua DEPC para completar 50 ul. A
condicdo da RT-PCR foi de 94°C por 2 minutos de desnaturacéo inicial; 1 ciclo de 94°C por
30 segundos, 60°C por 45 segundos, 72°C por 55 segundos; 1 ciclo de 94°C por 30 segundos,
57°C por 55 segundos, 72°C por 55 segundos; 1 ciclo de 94°C por 30 segundos, 54°C por 45
segundos, 72°C por 55 segundos; 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 52°C por 45 segundos,

72°C por 55 segundos e polimerizacéo final a 68°C por 7 minutos.

O produto da RT-PCR juntamente com o marcador molecular 1kb

Ladder (Invitrogen) foi visualizado em gel de agarose a 1%, em tamp&o TBE (0,1 M de &cido
borico; 0,02 mM EDTA pH 8,3) corado com 0,1ul/ml de Brometo de Etidio.

A sequéncia obtida a partir do produto de PCR foi analisada

utilizando-se o programa BLASTn (http://www. ncbi. nlm. nih. gov/BLAST).



5.6 Triagem de materiais de alface para a resisténcia a BiMV.

virus consistiu de 2 testes de cultivares comerciais de alface pertencentes aos grupos varietais
romana, latina, folhas lisa, folhas crespas, folhas mimosas, repolhuda americana, repolhuda
lisa e repolhuda batdvia em duas épocas distintas de semeadura.
de alface no primeiro teste (Quadro 4), ocorrido em agosto de 2004, e 53 acessos no segundo
teste (Quadro 5), ocorrido em janeiro de 2005. As inoculacGes foram feitas em alface na fase

de muda com trés folhas definitivas, repetindo-se a cada trés dias para evitar escape, num total

de trés inoculagdes.

A triagem de materiais de alface para resisténcia ao Bidens mosaic

Procurou-se incluir cultivares com tolerancia ao LMV nos diferentes

grupos visando correlacionar com uma eventual resisténcia ao BiMV.

QUADRO 04. Acessos de alface submetidos a triagem sob inoculagéo de isolado de BiMV.

Primeiro teste. Sdo Manuel, 2004.

ACessos Grupo varietal Resisténcia a viroses
Gisele Folhas crespas LMV-2"
1998 Folhas crespas
1397 Folhas crespas
Balady Aswan Folhas lisas
Krizet Folhas mimosas LMV-2
Gallega de Invierno Latina LMV-2
Calona Repolhuda americana LMV-2
Vanguard 75 Repolhuda americana LMV-2
Salinas 88 Repolhuda americana LMV-2
Classic Repolhuda americana LMV-2
Challenge Repolhuda americana
Mohawk Repolhuda americana
Sonoma Repolhuda americana
Winterset Repolhuda americana LMV-2
JP 11 Repolhuda americana
Summertime Repolhuda americana
Sun Devil Repolhuda americana
Ithaca Repolhuda americana
Raider Repolhuda americana
Lucy Brown Repolhuda americana
Taina Repolhuda americana
4183 Repolhuda americana

Foram testados 36 acessos
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Elisa
Brasil48
Divina
Balisto
Elvira

Brasil 303
Aurea

Gloria

Carina
Floresta
White Boston
Regina
Pavane
Congquistador

Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Romana
Romana

LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2

LMV-2

*: Lettuce mosaic virus patotipo II.
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QUADRO 05. Acessos de alface submetidos a triagem sob inoculagéo de isolado de BiMV.

Segundo teste. S&o Manuel, 2005.

ACessos Grupo varietal Resisténcia a viroses
Gorga Batavia
Canastra Batavia
La Brillante Batévia
Doree de Printemps Batavia
Blonde a bord rouge Batavia
Sierra Batavia
Pierre Benite Batavia

Vera Lote: 29. 682
Verbnica Lote: 28. 495
Horténcia Lote: 31. 314
Ainoa

Balady Aswan
Bambino

Kristina

Florence

Gallega de Invierno
Onondaga

Classic

Lady

Calona

Julia

Cool Guard

Desert Queen

Folhas crespas
Folhas crespas
Folhas crespas
Folhas crespas
Folhas lisas
Folhas mimosas
Folhas mimosas
Folhas mimosas
Latina
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana

LMV-2"

LMV-2
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Lorca Repolhuda americana

Jackall Repolhuda americana

Tania Repolhuda americana

Fall Green Repolhuda americana

Niner Repolhuda americana

Paloma Repolhuda americana

Robinson Repolhuda americana

Haven Repolhuda americana

Summertime Repolhuda americana

Salinas 88 Repolhuda americana LMV-2
Transat Repolhuda lisa

Regina 01-404 - 2 Repolhuda lisa LMV-2
Regina 01-404 - 3 Repolhuda lisa LMV-2
Regina 01-404 - 4 Repolhuda lisa LMV-2
Regina 01-405 - 1 Repolhuda lisa LMV-2
Regina 01-405 - 2 Repolhuda lisa LMV-2
Regina 01-405 - 3 Repolhuda lisa LMV-2
Brasil 48 (2004) Repolhuda lisa LMV-2
Brasil 303 Repolhuda lisa LMV-2
Elisa Repolhuda lisa LMV-2
Luisa Repolhuda lisa

Regina 2000 Repolhuda lisa LMV-2
Baba de Verdo Repolhuda lisa

Maravilha das Quatro Estacdes Repolhuda lisa

Rouge Grenoblaise Repolhuda lisa

White Boston Repolhuda lisa

Valmaine 03-125 -1 Romana

Valmaine 03-125 - 2 Romana

Valmaine 03-125 - 3 Romana

*: Lettuce mosaic virus patétipo II.

A metodologia de inoculacdo adotada foi a mesma utilizada no item
5.3.

5. 6.1 Recuperacao do isolado viral por retroinoculacéo.
Aos 35 dias apds a primeira inoculagédo, foram coletadas amostras dos

acessos sintomaticos e assintomaticos e retroinoculadas mecanicamente em mudas de girassol

e C. quinoa previamente preparadas para este fim.
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5.7 Determinacdo da heranga para a resisténcia a BiIMV.

Com base nos resultados do primeiro teste, foram inoculadas
mecanicamente 120 plantas da geracdo F2 do acesso AH-529, cruzamento entre Summertime
e Salinas 88, cultivares respectivamente suscetivel e resistente ao BiMV. Todas as amostras,

sintomaticas e assintomaticas, foram retroinoculadas em girassol ‘Catissol 1’ e C. quinoa.



24

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6. 1 Identificacéo do isolado viral.

A maioria das amostras sintomaticas de picdo-preto ndo apresentaram
sintomas na alface ‘“White Boston’ e no girassol, ambas hospedeiras altamente suscetiveis ao
BiMV (KUHN et al., 1980). Os isolados virais coletados em plantas de picdo-preto com
sintomas e que expressaram sintomas quando inoculados mecanicamente tanto em alface
quanto em girassol mostraram-se pouco frequentes nas amostras (Quadro 6). Stangarlin
(1995) também verificou uma baixa prevaléncia de isolados virais que causaram sintomas
tanto em girassol quanto em alface quando inoculados mecanicamente, provenientes de
alface com sintomas de mosaico de diferentes regides produtoras do Estado de Sao Paulo.

Todas as plantas utilizadas como controle negativo se mostraram

sadias até a ultima avaliagéo, realizada aos 50 dias da inoculagdo mecénica.
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QUADRO 06 - Reacdo de alface ‘White Boston’ e girassol ‘Catissol 1’ a inocula¢do mecénica

de isolados virais provenientes de amostras de picdo-preto sintomaticas.

AMOSTRA Alface cultivar White Boston* Girassol cultivar Catissol 1*
IBI-01 3/3 2/3
IBI-02 0/0 0/0
IBI-03 3/3 3/3
IB1-04 1/3 0/0
IBI-05 0/0 0/0
IBI-06 1/3 0/0
BIR-01 0/0 0/0
BIR-02 1/3 0/0
BIR-03 0/0 0/0
BIR-04 3/3 0/0
BIR-05 0/0 0/0
BIR-06 1/3 0/0
RIB-01 3/3 2/3
RIB-02 0/0 0/0
RIB-03 0/0 0/0
RIB-04 0/0 0/0
RIB-05 0/0 0/0
RIB-06 0/0 0/0
BRA-01 1/3 0/0
BRA-02 0/0 0/0
BRA-03 0/0 0/0
SML-01 0/0 0/0
SML-02 1/3 0/0
SML-03 0/0 0/0
SML-04 0/0 0/0
SML-05 0/0 0/0
SML-06 2/3 0/0

* Resultados expressos em nimero de plantas com sintomas de mosaico / nimero de plantas inoculadas.

Dos 27 isolados coletados no campo, foram selecionados apenas trés
por causarem sintomas em alface e em girassol ao mesmo tempo. Os isolados virais obtidos
foram o IBI-01 e o IBI-03, originarios de Ibitina e o RIB-01, proveniente da regido de Ribeirdo
Preto. Destes, o isolado mais agressivo foi o IBI-03, causando manchas cloréticas com
mosaico sistémico e deformacdo foliar em alface ‘“White Boston’ (Figura 2) e lesfes cloroticas

sistémicas com posterior necrose das folhas em girassol ‘Catissol 1’ (Figura 3).
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A ocorréncia de necrose em folhas de girassol permite diferenciar o
BiMV do Bidens mottle virus (BiMoV) (PURCIFULL, 1971), outro Potyvirus que afeta
alface, girassol, C. quinoa e picdo-preto, entre outras hospedeiras em comum.

Figura2. A esquerda: planta sadia de alface ‘White Boston’; a direita: sintomas de mosaico
e deformacdo foliar quando inoculada com o isolado IBI-03.

Figura 3. Girassol ‘Catissol 1’ apresentando lesdes cloroticas sistémicas com posterior
necrose das folhas.
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Ao microscopio eletrénico de transmissdo, conforme o item 5. 5. 1,
foram vistas particulas flexuosas longas de aproximadamente 700 nm de comprimento nas
telinhas correspondentes as amostras dos isolados obtidos de C. quinoa utilizadas na
manuteng&o in vivo segundo o item 5. 4. 1.

Os isolados 1BI-01, 1BI-03 e RIB-01 provenientes de C. quinoa
inoculadas e sintomaticas submetidas a extracdo de RNA total de acordo com o procedimento
descrito por Bertheau et al.(1998) e amplificacdo por transcricdo reversa/ reacdo de
polimerizacdo em cadeia (RT-PCR) utilizando-se oligonucleotideos universais para LMV néo
mostraram amplificagéo, exceto no caso do controle positivo.

Dos isolados monolesionais obtidos conforme o item 5. 5. 2,
escolheu-se o proveniente do isolado IBI-03 pela baixa ocorréncia de escape, conforme 0s

resultados do quadro 7.

QUADRO 7 - Reagdo comparativa de alface “White Boston’, girassol ‘Catissol 1’ e C.

quinoa a inoculacdo mecanica de isolados monolesionais

White Boston* Catissol 1* C. quinoa
IBI-01 9/20 16/20 11/20
IBI-03 19/20 16/20 20/20
RIB-01 11/20 13/20 15/20
Tampao+abrasivo 0/5 0/5 0/5

* Resultados expressos em nimero de plantas com sintomas de mosaico / nimero de plantas inoculadas.

O isolado monolesional de 1BI1-03, quando inoculado nos hospedeiros
diferenciais, apresentou rea¢fes conforme o quadro 8.

QUADRO 08. Reac0es de espécies vegetais utilizadas na identificacdo do Bidens mosaic
virus (BiMV).

Espécies Sintomas
Bidens pilosa M/S
Brassica oleracea var. capitata “YR Rampo’ -
Brassica rapa -
Capsicum annuum “C. lkeda’ -
Chenopodium amaranticolor LC local com contorno avermelhado
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Chenopodium quinoa LC/M/S
Citrullus lanatus *Crimson Sweet’ -
Cucumis melo ‘Amarelo CAC’ -
Cucurbita pepo ‘Caserta’ -
Datura stramonium -
Gomphrena globosa -

Helianthus annuus “Catissol 1’ M /'S / necrose nas folhas mais velhas
Lactuca sativa ‘White Boston’ LClocal /M /S

Nicandra physaloides -

Nicotiana clevelandii MC/S

Nicotiana rustica Cl/S

Nicotiana occidentalis MC/S

Nicotiana tabaccum ‘Turkish’ MC/S

Phaseolus vulgaris ‘Pérola’ -

Pisum sativum ‘TT — AF’ M/S

Raphanus sativus “Coral’ -
Sonchus oleraceus -
Vigna unguiculata -

LC: lesdes cloréticas ; MC: manchas cloréticas; Cl: clareamento das nervuras; M: mosaico; S: sistémico; —:
nado hospedeira.

A principal dificuldade no isolamento de Potyvirus estd na ocorréncia
de infeccbes mistas com relativa freqiiéncia em condigOes naturais. Nas infecgdes mistas
podem acontecer relagBes sinérgicas, causando aumento ou decréscimo na concentracdo dos
virus na planta, modificacdo nos sintomas da doenca associadas ou nao a alteracdo na
movimentacao sisttémica dos virus (OLIVEIRA et al., 2000). Assim, para o BiMV, vérias
hospedeiras foram utilizadas como uma tentativa de se identificar o virus e evitar a ocorréncia
de infeccOes mistas.

Em C. quinoa, verificou-se a manifestacdo de sintomas do tipo lesdo
local cloroética aos 7 dias apos a inoculagédo (Figura 4), evoluindo posteriormente para clorose
sistémica, mosaico e distorcdo das folhas novas aos 30 dias (Figura 5), sintomas estes
atribuidos ao BiMoV. Os sintomas causados por BiMV em C. quinoa descritos por Kuhn et
al.(1980) sdo de lesdes locais clordticas entre os 6 e 8 dias apOs a inoculagdo. E possivel,
entretanto, que estes autores ndo tenham acompanhado a evolucdo dos sintomas em C.
quinoa. A reacdo diferencial dos sintomas em C. quinoa € utilizada para diferenciar o BIMV
do BiMoV (BRUNT et al., 2005a; BRUNT et al., 2005b).



29

Figura 4.

Testemunha sadia

Figura 5. No centro: evolucdo dos sintomas em C. quinoa aos 30 dias ap0s a inoculagéo.

Em N. tabacum ‘Turkish’, foram observadas manchas cloréticas
sistémicas (Figura 6) conforme verificadas por Kuhn et al.(1980). A ocorréncia de sintomas

nesta hospedeira descarta a possibilidade da ocorréncia de infeccdo mista com o LeMoV, que
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n&o causa sintomas nesta hospedeira (CHAVES, 1999). Christie et al.(1968b) verificaram que
a N. tabacum ‘Turkish’ ndo € infectada pelo BiMoV, de forma que pode ser utilizada como
hospedeira para diferenciacao de BiMV e BiMoV.

Figura 6. Reacdo de Nicotiana tabaccum “Turkish” aos 20 dias ap0s a inoculagéo.

Figura 7. Reacdo de Bidens pilosa aos 40 dias ap0s a inoculagéo.
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Figura 8. Lesdes clordticas sistémicas em C. quinoa a esquerda e lesdes clordticas locais em

C. amaranticolor a direita.

Os resultados obtidos de reagdo de hospedeiros diferenciais com a
inoculacdo do isolado estdo de acordo com Kuhn et al.(1980) para alface “White Boston’,
ervilha, C. amaranticolor, girassol, N. tabacum *Turkish’, B. pilosa, C. annuum, D.
stramonium, N. physaloides, G. globosa, P. vulgaris, V. unguiculata, B. oleracea var.
capitata, B. rapa, R. sativus, C. melo e C. lanatus. Entretanto, os sintomas divergiram no
caso de C. quinoa, sendo que foram observadas lesGes cloroticas locais que evoluiram para
lesBes clordticas sistémicas, ndo se limitando a lesBes locais (Figura 8). No caso de N.
rustica, ndo foram observadas manchas cloroticas sistémicas, mas clareamento sistémico das
nervuras. Plantas novas de picdo-preto (Figura 7) apresentaram mosaico sistémico a partir dos
18 dias depois inoculadas, mostrando que o isolado ndo perdeu a sua infectividade mesmo
sendo mantido em girassol.

Embora os isolados selecionados tenham sido submetidos a RT-PCR
com oligonucleotideos universais para LMV conforme o item 5. 5. 3. 1, foram realizadas
inoculacdes em hospedeiras diferenciais para ratificacdo da auséncia de LMV, assim, 0s

resultados em Gomphrena globosa, Helianthus annuus, Datura stramonium e Nicotiana
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tabacum descaracterizaram 0 LMV como agente etiologico pela auséncia de sintomas nestes
hospedeiros.

A reacdo diferencial de P. Sativum (Figura 9), C. amaranticolor, N.
tabacum ‘Turkish’ e H. annuus ao isolado permitiu diferencia-lo de BiMoV. As comparagdes

dos resultados obtidos com os encontrados na literatura podem ser observadas no quadro 9.

QUADRO 09. Reacdes de espécies vegetais utilizadas na identificacdo do Bidens mosaic

virus (BiMV), Bidens mottle virus (BiMoV) e comparag¢do com o isolado IBI-

03.
Espécie BiMV* BiMoV? Isolado 1BI-03
C. amaranticolor LL LL/MaC/S LL
H. annuus M/ S/ com necrose Mg/ S/ sem necrose M/ S/ com necrose
P. sativum M/ S - M/ S
N. tabacum “Turkish? MaC/s - MaC/S
LL: lesdo local; M: mosaico; Mq: mosqueado; MaC: mancha clorética; S: sistémico; —: ndo hospedeira

1: Fonte: KUHN, G. B. etal., 1980.
2: Fonte: PURCIFULL, D. E. etal., 1971.

Figura 9. Reacgdo de Pisum sativum aos 27 dias apds a inocula¢do. Folha sadia no canto

inferior direito.
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A auséncia de sintomas em G. globosa, C. pepo e D. stramonium
excluiu a ocorréncia de LeMoV, TuMV e CMV, respectivamente, quando confrontada com o
quadro 2 do item 4. 3, bem como a ocorréncia do complexo do vira-cabeca para estas mesmas
trés hospedeiras, que se mostram assintomaticas para BiMV.

A ocorréncia de sintomas em alface e em ervilha permite diferenciar o
isolado do Sunflower chlorotic mottle virus (SUCMoV), um Potyvirus que causa sintomas
muito similares aos do BiMV em girassol e picdo-preto, mas que ndo infecta L. sativa e P.
sativum ( DUJOVNY et al., 1998).

Com base nos resultados das reagdes diferenciais das hospedeiras
utilizadas no ensaio (Quadro 8) e comparadas como no quadro 10, pode-se concluir que o
isolado IBI-03 é o Bidens mosaic virus. Variacdes na sintomatologia dentro das especies €
aceitavel se considerarmos a variabilidade natural do hospedeiro e a prépria variabilidade do
virus, dai a possivel explicacdo para a manifestacdo diferencial dos sintomas quando
comparados com resultados de Kuhn et al.(1980) e Nagata et al.(1995), em cujos trabalhos

foram verificadas apenas lesdes locais em C. quinoa.

QUADRO 10 - ReacBGes de espécies vegetais utilizadas na identificacdo de virus de

importancia na cultura da alface e comparacgédo com o isolado IBI-03.

Hospedeiro VIiRUS

LeMoV LMV' | BiMoV* BiMV' | CMV' |[TuMV'| TSWV' | IBI-03
C. amaranticolor| LL/S LL LL/MaC/ S LL LL LL LN LL
C. quinoa LL/S| LL/S MaC /S LL LL LL LC LL/LCS
C. pepo - + - * + MaC LC -
D. stramonium - — - - S + MaN -
G. globosa LL LL - - LL/S| + LL -
H. annuus - - Mg MaC /MaN + + * MaC /MaN
L. sativa Mq SIMS |MaC/ S/ Mg M M/Mq| MaC | AN/Mgq |MaC/ S/ Mg
N. clevelandii - LL +/Mq * + + LL/S MaC/S
N. tabacum - - - MaC /S * % * MaC/S
Pisum sativum - M - M + + AN M/S
AN: anel necrotico; Lat: latente; LC: lesdo clordtica; LL: lesdo local; LN: lesdo necrética; M: mosaico;
MaC: mancha clorética; MaN: mancha necrética; Mgq: mosqueado;  S: sistémico; —: ndo hospedeira; +:

hospedeira; *: ndo encontrada.
': Adaptado de Stangarlin, O. S. (1995).
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6. 1.1 Analise dos dados obtidos

O fragmento amplificado de cerca de 800 pares de bases (que
correspondeu a parte da Nib e da CP dos Potyvirus) com a utilizagdo dos primers WCIEN e
PV1 e sequenciado como RKS-139 Poty W a partir do produto purificado de PCR conforme o
item 5. 5. 3 apresentou identidade de 96% com a sequéncia do isolado BiMV-p proveniente de
ervilha, depositada no Gen Bank como AY 960150 .

6. 2 Reacao de acessos de alface ao isolado de BiMV

Os resultados verificados nos diferentes acessos mostraram diferencas

entre e dentro dos diferentes grupos varietais, conforme os quadros 11 e 12.

QUADRO 11. Reacdo de acessos de alface do primeiro teste submetidos a triagem sob
inoculacdo de isolado de BiMV e sintomas apds a retroinoculacdo em girassol

e Chenopodium quinoa. S&o Manuel, 2004.

Acessos Grupo varietal Resultados* Retroinoculacdo Resisténcia

a viroses

Gisele Folhas crespas 0/6 - LMV-2

1998 Folhas crespas 0/8 -

1397 Folhas crespas 0/2 -

Balady Aswan Folhas lisas /7 -

Krizet Folhas mimosas 2/6 + LMV-2

Gallega de Inv. Latina 8/8 + LMV-2

Calona Repolhuda americana 0/6 - LMV-2

Vanguard 75 Repolhuda americana 0/6 - LMV-2

Salinas 88 Repolhuda americana 0/6 - LMV-2

Classic Repolhuda americana 0/6 - LMV-2

Challenge Repolhuda americana 0/8 ’

Mohawk Repolhuda americana 0/8 -

Sonoma Repolhuda americana 217 +

Winterset Repolhuda americana 1/3 + LMV-2

JP 11 Repolhuda americana 0/7 -

-+

Summertime Repolhuda americana 717
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Sun Devil
Ithaca
Raider

Lucy Brown
Taina

4183

Elisa
Brasil48
Divina
Balisto
Elvira

Brasil 303
Aurea

Gloria
Carina
Floresta
White Boston
Regina
Pavane
Conquistador

Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana

Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Romana
Romana

217
0/6
0/6
0/6
0/6
0/6
4/6
5/6
0/2
0/2
0/2
212
4/4
4/4
6/6
3/3
6/6
1/6
0/6
317

+ + 4+ +

+ + + + + + +

LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2

LMV-2
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* Resultados observados aos 20 dias apds a primeira inoculagdo e expressos em nimero de plantas com

sintomas de mosaico / nimero de plantas inoculadas.

+: presenca de sintomas em pelo menos uma planta/ parcela; -: auséncia de sintomas.

QUADRO 12.

e Chenopodium quinoa. S&o Manuel, 2005.

Reacdo de acessos de alface do segundo teste submetidos a triagem sob

inoculacdo de isolado de BiMV e sintomas apds a retroinoculacdo em girassol

AcCessos Grupo varietal Resultados* RetroinoculacdoResisténcia
a viroses

Gorga Batavia 2/8 +

Canastra Batavia 717 +

La Brillante Batavia 0/8 -

Doree de Print. s Batavia 0/6 -

Blonde a b. rouge Batavia 0/7 -

Sierra Batavia 5/5 +

Pierre Benite Batavia 0/5 -

Vera Folhas crespas 0/0 -

Verobnica Folhas crespas 0/0 -

Horténcia Folhas crespas 0/0 -

Ainoa Folhas crespas 0/8
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Balady Aswan
Bambino

Kristina

Florence

Gallega de Inv.
Onondaga
Classic

Lady

Calona

Julia

Cool Guard
Desert Queen
Lorca

Jackall

Tania

Fall Green

Niner

Paloma

Robinson

Haven
Summertime
Salinas 88
Transat

Regina 01-404 - 2
Regina 01-404 - 3
Regina 01-404 - 4
Regina 01-405 - 1
Regina 01-405 - 2
Regina 01-405 - 3
Brasil 48 (2004)
Brasil 303

Elisa

Luisa

Regina 2000
Baba de Verdo
M. Q. Estacdes
Rouge Grenob.
White Boston

Folhas lisas

Folhas mimosas
Folhas mimosas
Folhas mimosas
Latina

Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda americana
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa
Repolhuda lisa

Valmaine 3-125-1 Romana
Valmaine 3-125-2 Romana
Valmaine 3-125-3 Romana

0/8
0/2
717
0/4
6/6
0/6
0r7
0/5
0r7
0/7
0/6
0/6
0/8
0/8
0/8
317
0r7
0r7
0/6
0/6
6/7
0/6
3/3
3/3
5/5
717
4/4
6/6
5/5
5/5
1/1
4/4
1/1
11
3/3
0/3
or7
4/4
0/8
0/8
0/8

+ ++++++++ A+ +

+

LMV-2

LMV-2

LMV-2

LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2
LMV-2

LMV-2

* Resultados observados aos 20 dias apds a primeira inoculagdo e expressos em nimero de plantas com

sintomas de mosaico / nimero de plantas inoculadas.

+: presenca de sintomas em pelo menos uma planta/ parcela; -: auséncia de sintomas.
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No grupo das repolhudas americanas, entre as 29 cultivares testadas,
apenas Summertime, Sundevil e Fall Green foram suscetiveis. As cultivares Calona (mo1%),
Vanguard 75 (mol1' e Mo2), Salinas 88 (mo1?), Classic e Winterset apresentam tolerancia ao
LMV-II e mostraram resisténcia ao isolado de BiMV, exceto no caso do Winterset, que se
mostrou variavel, com uma planta suscetivel em trés plantas inoculadas. Como s&o cultivares
comerciais com ‘pedigree fechado’, ndo existe a possibilidade de inferéncias sobre os motivos.
A cultivar Ithaca, que se mostrou resistente ao isolado de BiMV neste trabalho, é considerada
sucetivel ao BiMoV (ZITTER; GUZMAN, 1974).

No grupo das batavias e das folhas, a maioria se mostrou resistente a
BiMV.

Entre as romanas, Conquistador, que tem tolerancia ao LMV-II, se
mostrou suscetivel, embora Pavane e Valmaine tenham se mostrado resistentes. A cultivar
Valmaine é considerada como resistente ao BiMoV (ZITTER; GUZMAN, 1974). Entretanto,
como a maioria das cultivares se mostrou resistente ao BiMV, ndo se pode discutir a
identidade entre BiMV e BiMoV com base na resisténcia de Valmaine.

O resultado mais interessante é a variabilidade observada no grupo
repolhuda lisa. Todas as cultivares nacionais, independentes de serem tolerantes a LMV-II
como a Brasil 48 (NAGAI, 1979), Gloria (DELLA VECCHIA; KIKUCHI, 1989) e Elisa
(DELLA VECCHIA et al., 1992) ou suscetiveis como a Brasil 303, Baba de Verdo e White
Boston foram suscetiveis ao isolado de BiMV. A suscetibilidade das cultivares nacionais pode
ser explicada pela sua genealogia, pois a maioria apresenta no pedigree a White Boston e a
Gallega de Invierno (mol'), ambas suscetiveis a0 BiMV. Neste caso, pode-se checar as
linhagens de Regina testadas, que apesar de possuirem em sua genealogia uma cultivar
francesa (Monstreuse Ronde d’ete), de reacdo desconhecida a BiMV, também sao resultantes
de cruzamentos com Gallega de Invierno e White Boston. As cultivares de origem européia
testadas, embora com menor nimero de plantas, foram tolerantes ao BiMV, tendo ou ndo
tolerancia a LMV-II.

O BIMV ndo é um virus aparentemente importante na cultura da
alface pela baixa predominancia nas principais regides produtoras do Estado de Sao Paulo.
Isso pode ser explicado pela utilizagéo de cultivares resistentes dos grupos de folhas crespas e
repolhudas americanas que séo resistentes ao BiMV. Em algumas regifes em que 0 grupo
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varietal mais plantado é do tipo repolhuda lisa, como Nova Friburgo e Teresopolis, ambos no
Estado do Rio de Janeiro, o0 BiMV pode ser um problema.

6. 3 Determinacdo da heranga para a resisténcia a BiIMV

O acesso AH-529, geracdo F2 do cruzamento entre Summertime e
Salinas 88, parentais respectivamente suscetivel e resistente ao BiMV, mostrou a frequiencia
verificada no quadro 13 quando inoculada com o isolado de BiMV. O Summertime foi o
acesso do tipo repolhuda crespa que apresentou o0s sintomas mais drasticos, com manchas
clordticas sistémicas, deformacdo e mosaico do limbo foliar e nanismo da planta (Figura 10),
enguanto que o Salinas 88 se mostrou resistente ao virus, mostrando plantas sadias e auséncia

de resgate de sintomas em C. quinoa e girassol quando retroinoculada (Figura 11).

QUADRO 13. Reacdo do acesso AH-529 de alface da segunda semeadura submetidos a

triagem sob inoculagéo de isolado de BiMV.

AH-529 Numero de plantas  NUmero de plantas
(Summertime X Salinas 88) com sintomas sadias
Avaliacéo inicial 66 34
Segunda avaliacédo 66 33

Terceira avaliacéo 67 15
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Figura 10. Mosaico intenso em folhas de alface repolhuda crespa Summertime aos 30 dias

apos a inoculagao.

Figura 11. Alface repolhuda crespa Salinas 88 apds retroinoculagdo em C. quinoa: auséncia
de sintomas.
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Os resultados de numeros de plantas suscetiveis para resistentes,
submetidos a prova de aderéncia pelo teste de qui-quadrado para a frequéncia de 3 para 1 de
suscetiveis e resistentes, respectivamente, se mostraram n&o-significativos para 1 grau de
liberdade e 5% de probabilidade (y2t=3,841). Assim, os dados podem ser um indicativo da
acdo de um par de alelos recessivos para a resisténcia ao BiMV em alface, mas ha a
necessidade de estudos baseados em testes de progénie.

QUADRO 14. Teste de qui-quadrado (y2) para a frequéncia esperada de 3 : 1 de plantas

suscetiveis para resistentes.

Fendtipo | Observado | Esperado | Diferenca | (Diferenca) * 7

Suscetivel 67 61,5 5,5 30,25 0,49187

Resistente 15 20,5 -5,5 30,25 1,47561
82 82 x2 0 =1,967
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7 CONCLUSOES
Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:
e O BiMV néo é um virus tdo importante na cultura da alface, visto que a predominancia é
baixa nas principais regides produtoras de alface do Estado de S&o Paulo.
e A maioria das cultivares sdo resistentes ou tolerantes ao BiMV.
e Nao ha correlacdo entre os genes de resisténcia a LMV-II com a resisténcia ao BiMV.
e Todas as cultivares do grupo repolhuda lisa nacionais se mostraram suscetiveis ao BiMV.
e A resisténcia a BiMV em alface pode ser conferida por um par de alelos recessivos,

exigindo, contudo, estudos envolvendo testes de progénie, retrocruzamentos ou

cruzamentos-teste para confirmar a hipotese.
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