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1. RESUMO

Com objetivo de se estudar a variabilidade do virus do mosaico da
alface “Lettuce mosaic virus” - LMV nos plantios comerciais do Estado de Sdo
Paulo, 32 isolados obtidos em condigdes de campo foram inoculados na cultivar
suscetivel de alface Babéa de verdo. A recuperagdo de plantulas através de sementes
das plantas infectadas garantiu a obten¢do de isolados do LMYV isentos de outros
virus que afetam a cultura. A caracterizagdo e a confirmagdo do LMV foi feita por

meio de hospedeiros diferenciais, propriedades fisicas € microscopia eletronica.

A presenga de sintomas em cultivares portadores de genes de
tolerdncia ao LMV foi o indicativo que patétipos do virus, diferentes do tipo comum

(patdtipo II), ocorrem em condigdes de campo em So Paulo.
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Visando identificar quais os patétipos presentes de acordo com o
conceito de Pink et al. (1992b), isolados monolesionais obtidos por repetidas
inoculagdes em Chenopodium amaranticolor e C. quinoa, foram inoculados em
cultivares diferenciadoras internacionais de alface (Salinas, Gallega de Invierno,

Malika, Calona, Salinas-88, Vanguard-75 e Ithaca).

Constatou-se a presenca dos patétipos II e III e na maioria dos casos

do patétipo IV, para o qual ndo existe fonte de tolerancia descrita em Lactuca sativa.

Trinta € nove cultivares introduzidas e nacionais de alface foram
simultaneamente e isoladamente testadas para a reacdo aos patotipos Il e IV. A
maioria das cultivares introduzidas da Europa, tolerantes ao LMV, bem como a
cultivar Gallega de Invierno, utilizada como fonte original de tolerancia no
desenvolvimento dessas cultivares, foram assintomaticas para o patétipo II do LMV.
As cultivares nacionais consideradas como tolerantes a este mesmo patétipo, foram
suscetiveis (Brasil-303, Regina-440), varidveis (Brasil-48, Brasil-202, Karina, Elisa)
ou uniformemente tolerantes (Aurea, Aurora, Gloria, Floresta ¢ Vanessa). Todas as
cultivares testadas tanto nacionais como introduzidas foram suscetiveis ao pat6tipo

IV.



2. INTRODUCAO

O mosaico da alface causado pelo virus do mosaico da alface,
“Lettuce mosaic virus” - LMV, foi por muitos anos uma das doengas de maior
importancia em alface, devido a facilidade de disseminagio por afideos vetores e
transmissdo por sementes infectadas. O LMV foi primeiramente descrito na Flérida
por Jagger (1921) e no Brasil por Kramer et al. (1945). Nas nossas condi¢des deixou
de ser problema em plantios comerciais ép(’)s a introduc¢do de cultivares nacionais
possuidoras dos genes “gg” provenientes da cultivar argentina Gallega de Invierno
(Nagai, 1979). Apesar desta tolerancia ter durado por mais de vinte € cinco anos, nos
Gltimos anos tem-se observado grande porcentagem de mosaico em plantios

comerciais de alface em cultivares tolerantes ao LMV.
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Stangarlin et al. (1995) identificaram os virus presentes nestas
cultivares tolerantes sintomaticas e constataram que os sintomas observados ndo
podem ser atribuidos exclusivamente & virus diferentes do LMV, pois este foi
encontrado na maioria das amostras coletadas. Paralelamente trabalhos
desenvolvidos em outros paises apontam para a variabilidade do LMV com a
existéncia de diferentes patdtipos para os quais os genes de tolerdncia conhecidos
ndo sdo efetivos (Kyriakopoulou,1985; Dinant & Lot, 1992; Pink et al.,1992a,b. e
Bos et al., 1994). Esta hip6tese ja havia também sido levantada por Stangarlin et al.
(1995).

O objetivo do presente trabalho € verificar a ocorréncia de patétipos
do LMV no Estado de Sdo Paulo, responsaveis pela ocorréncia de mosaico em
cultivares tolerantes de alface e verificar o comportamento das cultivares nacionais e

introduzidas para os mesmos.



3. REVISAO DE LITERATURA

O virus do mosaico da alface € importante nas areas de producéo
comercial de alface do mundo. Foi primeiramente descrito na Florida, EUA, por
Jagger (1921). Com base na sintomatologia, gama de hospedeiros e
transmissibilidade o virus foi denominado de Lactuca virus 1 (Smith, 1937), Marmor
lactucae e finalmente Lettuce mosaic virus (LMV) por Ainsworth & Ogilvie (1939).
O LMV foi observado pela primeira vez em microscdpio eletrénico por Couch &
Gold (1954). Em 1950, o mosaico causado por LMV foi considerado a doenga de
maior importdncia em alface na Europa e nos Estados Unidos. Atualmente encontra-
se disseminado por todo o mundo, provavelmente tendo sido levado a outros paises
por meio de sementes infectadas (Horvath, 1980a, Dinant & Lot, 1992). No Brasil, o

virus do mosaico da alface foi relatado pela primeira vez por Kramer et al. (1945).



3.1. Morfologia e propriedades fisicas

O virus do mosaico da alface, “Lettuce mosaic virus” - LMV
pertence ao género Potyvirus, familia Potyviridae (Murphy et al.,1995), possuindo
particulas filamentosas e flexuosas, com dimensdes aproximadas de 730x13 nm.
Suas propriedades fisicas “in vitro”, utilizando-se extrato de alface como hospedeira,
sdo: ponto de inativacdo térmica entre 55 e 60°C; ponto final de dilui¢do entre 107" e
107 ¢ longevidade “in vitro” a 20°C de 1 a 2 dias. Variacdes em torno desses
valores foram observados por outros autores e citados por Edwardson & Crhristie
(1991) tais como: ponto de inativacdo térmica entre 52 e 62°C (Lahdenpura, 1981;
Horvath et al., 1981); ponto final de dilui¢io 10" a10°® (Cannizzaro et al., 1975;
Horvath et al., 1981); longevidade “in vitro” de 1 a 8 dias (Klinkowski &

Uschdraweit, 1968a; Cannizzaro et al., 1975).

3.2. Mecanismos de disseminac¢io

A disseminagdo do LMV pode ocorrer por meio das sementes
obtidas de plantas infectadas, ou por afideos de maneira ndo persistente e pode ser
feita por vérias espécies entre as quais: Acyrthosiphon pelargonii, A. pisum, A.

scariolo, A. scarioli barri, Aphis fafragulae, A. gossypii, A. sambuci, Aulacorthum
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barri, A. pelagonii, A. scariolae, A. solani, Brachycaudus tragopogonis, Cerosipha
gossypil,  Dactynotus  sonchi, Dysaulacorthum  pseudosolanii, Hyperomyzus
lactucae, Macrosiphum euphorbiae, M. solanifolii, Myzus hiracii, M. persicae,
Nasonovia ribis-nigri e Pemphigus bursarius, sendo o Mysus persicae o mais
eficiente (Edwardson & Christie, 1991)

O primeiro relato de transmissdo do LMV por semente de alface foi
feito por Newball (1923). Estudos posteriores indicaram que essa taxa de
transmissdo € baixa, podendo variar de 4,03 a 11,31% entre plantas infectadas da
cultivar Bibb (Couch, 1955), de 1 a 12% entre cultivares suscetiveis, ou o virus nio

ser transmitido por cultivares tolerantes de alface (Marrou, 1969; Ryder, 1973).

Segundo Ryder (1964) plantas infectadas, cultivadas a altas
temperaturas, transmitem o virus em porcentagem menor do que quando comparado
a plantas cultivadas em baixas temperaturas.

Quando a transmissdo ocorre, o LMV localiza-se no embrido,
pericarpo ou endosperma, sempre em baixa concentragio (Ryder, 1973; Lot &
Deogratias, 1991), podendo ainda ser transmitido por grios de pélem e 6vulos
(Ryder, 1964).

Além de espécies do género Lactuca, Chenopodium quinoa e
Senecio vulgaris podem também transmitir o LMV por meio de suas sementes

(Edwardson & Christie, 1991).



3.3. Gama de hospedeiros

Segundo Horvath (1980b) o LMV apresenta uma ampla gama de
hospedeiros, compreendendo 120 espécies vegetais pertencentes a 60 géneros ¢ 16
familias botanicas, podendo ser observadas no Quadro 01, tais como relacionadas
por Edwardson & Christie (1991).

Recentemente, em Salinas Valley na Califérnia foi relatada nova
hospedeira do LMV, Gazania spp., comprovada por teste soroldgico e transmissio
por afideos, Myzus persicae (Zerbini et al., 1993).

Entre as espécies citadas, algumas sdo mais comumente utilizadas
como diferenciadoras para diagnose do LMV, mediante os sintomas macroscopicos,
causados pela presenga do virus na planta (Quadro 02).

Para a propagacio do virus, as espécies indicadas sio Chenopodium
quinoa ¢ algumas cultivares de alface, nas quais os sintomas aparecem no periodo

de 10 a 15 dias apos a inoculagdo (Tomlinson, 1970).
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QUADRO 02 - Reacdes de espécies vegetais mais utilizadas na identificacio do
virus do mosaico da alface.

Espécies Sintomas Referéncias

Chenopodium LL Costa & Duffus (1958); Tomlinson (1970)

amaranticolor

Chenopodium quinoa  LL/S Tomlinson (1970); Marinho (1982);Stangarlin

MCS  (1995a)

Cucurbita pepo + Horvath (1980b)

Datura stramonium - Costa & Duffus (1958); Edwardson & Christie
(1991)

Gomphrena globosa LL Tomlinson (1970); Marinho (1982)

Helianthus annuus - Edwardson & Christie (1991)

Lactuca sativa M Kramer et al. (1945); Tomlinson (1970)

Nicotiana M Zerbini et al (1993)

benthamiana

Nicotiana clevelandii LL Costa & Duftus (1958); Marinho (1982)

Nicotiana glutinosa - Costa & Duffus (1958); Edwardson & Christie
(1991)

Petunia hybrida - Costa & Duffus (1958); Edwardson & Christie
(1991a)

Pisum sativum M Kramer et al. (1945); Marinho (1982)

Zinnia elegans M Marinho (1982)

LL: lesdo local; M: mosaico; S: sistémico; MCS: mancha clorética sistémica; —: ndo hospedeira;

+: hospedeira.
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3.4. Sintomatologia em alface

Os sintomas causados por LMV em cultivares de alfaces suscetiveis
foram relatados por: Ainsworth & Ogilvie (1939); Grogan et al. (1952); Marrou
(1960); Tomlinson (1962, 1970). Os sintomas em alface do grupo Manteiga, na fase
adulta podem ser: mosqueado, distor¢des, amarelecimento foliar, € em alguns casos
de necrose das nervuras na dependéncia da cultivar, resultando em ma formagdo ou
distor¢do das cabegas. Clareamento das nervuras e mosaico sdo comuns em plantas
Jovens e adultas, porém, esses sintomas sdo menos visiveis em cultivares com
presenca de antocianina. Quando plantas jovens sdo infectadas, as folhas internas

permanecem pequenas e inclinam-se para o centro.

Em cultivares de alface de folhas crespas, o mosaico e o
clareamento das nervuras sio menos visiveis, porém, pontuagdes, redu¢do no
crescimento e distorgdo foliar sdo comumente observadas, principalmente quando as
plantas sdo infectadas no estagio inicial de desenvolvimento. Na Califérnia, EUA, a
sindrome descrita como “June Yellow”, que ocorre em cultivares de alface do grupo
americano e que consiste no amarelecimento das folhas da saia e reducdo do
crescimento das plantas ¢ atribuido por Grogan (1980) ao LMV. Entretanto, alguns
autores, discordam que este virus seja o Unico responsavel por esta sindrome e

sugerem que o virus do amarelo da beterraba “Beet western yellow virus” pode estar
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envolvido (Duffus, 1960). Na cultivar Climax, o LMYV induz necrose interna das

nervuras € provoca uma descoloragdo castanha enferrujada em cabecas armazenadas

(Coakley et al., 1973).

Em cultivares do grupo Romana, clareamento de nervuras e
mosqueamento sdo visiveis em plantas infectadas no periodo juvenil, que ficam
atrofiadas e declinam formando uma cabega pequena. Em todos os tipos de alface, o
efeito do LMV ¢ perfeitamente visivel durante o pendoamento. As bracteas da
inflorescéncia mostram mosqueamento e 4reas necroticas e as plantas produzem

menor quantidade de sementes (Zink et al., 1973).

Isolados muito agressivos do LMV provocam severa reducdo do
crescimento, necrose e as vezes morte de cultivares suscetiveis. A reacdo de
cultivares tolerantes, quando inoculadas com o LMV , variam da auséncia absoluta
de sintomas a um leve mosqueamento na dependéncia do “background” genético do

material ou da fonte de tolerancia utilizada para o seu desenvolvimento.

3.5. Tolerancia ao LMYV em alface

A tolerincia ao LMV em alface foi primeiramente identificada na
cultivar argentina Gallega de Invierno por von der Pahlen & Crnko (1965). Marrou

(1969) demonstrou que esta tolerancia é caracterizada pela multiplicagdo do virus e
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auséncia de sintomas nas plantas infectadas. Bannerot et al. (1969) demonstraram
que a heranga da tolerdncia da cultivar Gallega de Invierno ¢é devido a um par de

alelos recessivos denominado “gg”".

Uma segunda fonte de tolerdncia ao LMV, foi descrita por Ryder
(1968) em trés introdugdes de Lactuca serriola provenientes do Egito. Ryder
(1970), estudando a heranca da tolerdncia de uma das introdugdes (PI-251245)
concluiu ser esta devida a um par de genes recessivos denominado “momo” alelos
do par “gg”, descrito anteriormente. O gene “mo” também ndo previne infecgdo
viral sistémica, mas impede o aparecimento de sintomas nas plantas infectadas cujo
crescimento ndo € afetado, havendo grande proporgdo de plantas que escapam da
infecgdo.

Na Europa a maioria das cultivares de alface tolerantes ao LMV
possuem o par de alelos “gg”, provenientes da cultivar Gallega de Invierno,
enquanto que, o PI-251245 foi utilizado nos Estados Unidos para a obtengdo de
cultivares do grupo americano com genes de tolerincia, tais como Vanguard-75 e
Salinas-88 (Dinant & Lot, 1992).

Estudos sobre os efeitos do LMV em cultivares comerciais de
alface tolerantes foram feitos por Walkey et al. (1985), verificando a resposta de 16
cultivares de alface, conhecidas por possuirem o gene “mo” de tolerancia ao virus.

Os sintomas e a quantidade de virus presentes variaram em fungdo da época de
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inoculagdo e da constituigdo genética da cultivar, ja que todas eram homozigotas

para os alelos condicionadores da tolerancia.

66 99

Lot & Deogratias (1991) mostraram que os genes “g” e “mo” sdo de
fato alelos diferentes, mas genes estreitamente unidos. Um estudo da situagdo entre
cultivares contendo as duas fontes de tolerancia indicou que o gene “mo” pode

66 .29

conferir imunidade para certos isolados, enquanto o gene “g” nio.

No Brasil, o Instituto Agrondmico de Campinas introduziu em 1968
sementes da cultivar Gallega de Invierno e do PI- 251245, iniciando um programa de
melhoramento visando incorporar tolerdncia a0 LMV em cultivares de alface do
grupo Manteiga adaptadas ao mercado brasileiro. Em 1973, foi liberada a primeira
cultivar comercial denominada de Brasil-48. Em 1977, foram lancadas novas
cultivares do mesmo grupo denominadas de Brasil-202 e Brasil-221, todas
origindrias de gera¢des avangadas do cruzamento entre Gallega de Invierno e White

Boston, com um retrocuzamento para White Boston (Nagai, 1993).

Ap6s o surgimento de uma nova cultivar francesa denominada de
Aurélia, suscetivel ao LMV, mas de cabeca grande e maior valor comercial, novos
cruzamentos foram feitos envolvendo Brasil-202 e Aurélia. Duas progénies
avangadas foram liberadas pelo IAC e denominadas Brasil-303 e Brasil-311 (Nagai,

1980).
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Nesta mesma linha de pesquisa o Instituto de Genética da ESALQ-

USP, desenvolveu a cultivar Vivi, originaria do cruzamento da geracdo F7 entre as

cultivares Sem Rival e Monstreuse Ronde d’eté com Brasil-48, visando a associagio
entre resisténcia ao calor e tolerncia ao LMV (Costa & Silva, 1976). A partir do

mesmo cruzamento foi obtida a cultivar Regina.

Novos programas de melhoramento visando tolerancia ao mosaico,
caracteristicas comerciais e adaptagdo as condi¢des climaticas do Brasil, incluindo
resisténcia ao calor, foram desenvolvidos por companhias privadas de sementes,
resultando em vdrias cultivares tais como: Aurea, Aurora, Vanessa, Karina, Gléria,

Elisa e Floresta.

3.6. Variabilidade do LMV

Além do isolado tipico do LMV, Mclean & Kinsey (1962, 1963)
diferenciaram quatro outros isolados do virus, com base nos sintomas causados nas
cultivares de alface Great Lakes e Parris Island ¢ em ervilha. Como os autores
utilizaram cultivares sem genes de tolerdncia ao mosaico, a classificagdo dos

isolados foi feita com base na agressividade dos mesmos.

Zink et al. (1973) foram os primeiros autores a relatar a ocorréncia

de um isolado do LMV obtido de Helminthia echioides, letal a algumas cultivares de
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alface sem genes de tolerancia ao mosaico, bem como virulento para a cultivar
Gallega de Invierno portadora do gene “g” de tolerincia. Os autores denominaram
este isolado de LMV-L. Isolados desse tipo, de inicio, parecem ndo terem sido muito
comuns, ja que isolados semelhantes ao LMV-L foram relatados na Grécia
(Kyriakopoulou, 1985), na Fran¢a (Lot & Maury-Chovelon, 1985), nos Estados

Unidos € no Yemen (Pink et al, 1992a) tornando duradoura a tolerancia das

cultivares comerciais de alface utilizadas até entio.

Pink et al. (1992a), foram os primeiros autores a observarem a
reagdo das cultivares de alface com genes de tolerancia proveninentes de Gallega de
Invierno (Malika e Calona) ou do PI-251245 (Salinas-88 e Vanguard-75),
juntamente com as cultivares suscetiveis Saladin e Ithaca, quando inoculadas com

isolados do LMYV coletados em diferentes paises.

Ao lado de isolados que nfo causaram sintomas em cultivares com
genes de tolerancia, provenientes das fontes originais (considerados “tipo comum”),
foram encontrados outros que induziram mosaico em todas as cultivares testadas.
Surpreendentemente, a cultivar Ithaca, considerada como suscetivel ao LMV, nio
apresentou sintomas de mosaico quando inoculada com um isolado que infectou
Saladin, outra cultivar suscetivel, demonstrando que Ithaca € portadora de um
segundo gene de tolerdncia efetivo para alguns isolados, e ndo descrito

anteriormente.
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Com base nestes resultados, os autores propuseram a existéncia de 3
grupos de isolados do LMV, que podem ser distinguidos com base nas cultivares
diferenciais utilizadas. Paralelamente a este trabalho, Dinant & Lot (1992) relataram
a ocorréncia de um novo variante do LMYV isolado de chicéria (Cichorium intybus)
virulento a cultivares de alface possuidoras de genes de tolerdncia provenientes de
Gallega de Invierno, mas avirulento para as portadoras do gene proveniente do PI-

[P

251245, evidenciando pela primeira vez que os genes “g” € “mo” néo sdo idénticos.

A descoberta de variabilidade em LMV, levou Pink et al. (1992b) a
reorganizarem a identificagdo dos isolados com base em cinco cultivares diferenciais
de alface (Quadro 03). Utilizando essas cultivares, quatro variantes do LMV para
viruléncia, incluindo o relatado por Dinant & Lot (1992), e que os autores

denominaram de patdtipos, puderam ser identificados.

Bos et al. (1994) ap6s identificarem 5 isolados do LMV procedentes
da Holanda e de outros paises, por meio de sorologia e hospedeiros diferenciais,
inocularam os mesmos em diferentes cultivares de alface, incluindo as
diferenciadoras utilizadas por Pink et al. (1992b). Concluiram que, apesar de todos
os isolados apresentarem identidade sorolégica sem grandes variagdes, 0 mesmo ndo
aconteceu quando outras propriedades biologicas foram comparadas. Grandes

variages nos sintomas causados e na concentragdo do virus, testado por meio de
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QUADRO 03 - Reacdes de cultivares de alface em func¢io dos patétipos do LMV
(Pink et al., 1992b)

Cultivar Genotipos Patétipos do LMV
I II I v
Saladin mo 'y mo % Mo",Mo", S S S S
Ithaca mo ", mo *; Mo, Mo 2 R S S S
Malika mo';mo'; Mo, Mo, R R S S
Salinas-88 mo 21 mo 2  Mo", Mo™, R R R S
Vanguard-75 mo 21 mo 2 1 Mo,Mo , R R R S

S: suscetivel R: resistente.

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), foram observados em
Chenopodium amaranticolor, Nicotiana benthamiana, Cichorium intybus, Pisum

sativum ¢ Lactuca sativa.

Apoés definirem patétipo como variagdes na patogenicidade de
diferentes isolados quando testados em uma série de cultivares diferenciais, e a
semelhanga de Pink et al. (1992b), considerarem plantas assintomaticas como
resistentes e com sintomas suscetiveis, os autores identificaram quatro grupos de
patdtipos com a série diferencial de alface utilizada. Um isolado foi identificado
como patétipo I, dois como patétipo II e um isolado como patétipo IV. Um dos
isolados obtidos de Cichorium intibys, origindrio da Grécia, ndo pode ser incluido

entre 0s quatro patotipos anteriormente descritos, j4 que ndo causou sintomas de
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mosaico nas cultivares Ithaca e Vanguard-75, mas causou mosaico severo em
Salinas-88 e Gallega de Invierno. Tal isolado, portanto, pode ser classificado como
um novo patotipo, ndo anteriormante descrito, j4 que a reacdo das cultivares de

alface foi diferente com os demais patétipos (Quadro 03).

Bos et al. (1994) observaram que a classificagdo de patétipos s6
pbde ser feita quando a reagdo do hospedeiro a inoculagdo com LMV ¢ feita com
base na presenga ou auséncia de sintomas de mosaico. Apds estudarem a presenca e
multiplicagdo do virus em plantas assintomaticas, por meio de ELISA, os autores
encontraram grande variagdo na reagdo das cultivares de alface, variando desde a
auséncia at€ a alta concentragdo de particulas virais comparével, a de plantas com
sintomas de mosaico. Diante deste fato, propuseram um sistema de avaliagdo que
considera as relagdes entre patogenos e hospedeiros de forma mais complexa. Sob
este aspecto, definiram patogenicidade como resultado da somatéria entre a
agressividade e a viruléncia do virus, sendo a agressividade relacionada com a
capacidade do virus de multiplicar-se nas plantas, avaliado por meio de ELISA, e

viruléncia a capacidade do virus de provocar sintomas da doenga.
Por outro lado as reagdes do hospedeiro podem ser consideradas

como combinagdes da presenga do virus com a presenga de sintomas; sob o

argumento de que plantas assintomaticas, mas que permitem alta multiplicagdo viral
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podem ter o desenvolvimento tdo prejudicado como plantas com fortes sintomas de

mosaico, normalmente consideradas como suscetiveis.

Quando se considera o sistema proposto, logicamente a
variabilidade de isolados do LMV varia grandemente, e o sistema de Pink et al.

(1992b) perde o significado.

Stangarlin et al. (1995), visitando as regides produtoras de alface
do Estado de Sdo Paulo em 1992, constataram que em torno de 70% de plantas de
alface de cultivares tolerantes ao LMV apresentaram-se com sintomas de mosaico.
Foram coletadas amostras provenientes de cultivares tolerantes e suscetiveis, que
quando inoculadas nas cultivares Baba de verdo e White Boston reproduziram os
sintomas de viroses observados no campo. Para identificagdo dos virus presentes
foram feitos testes de hospedeiros diferenciais, observagdo por microscopia
eletrénica (“LEAF-DIP” e “ISEM”) e sorologia (ELISA). Quando inoculadas em
diferentes hospedeiros, causaram sintomas em Chenopodium quinoa, Gomphrena
globosa, Pisum sativum e Zinnia elegans. Os hospedeiros Cucurbita pepo cv.
Caserta, Petunia hybrida, Datura stramonium 1., e Nicotiana glutinosa nio
apresentaram sintomas apos a inoculagdo. A microscopia eletronica diagnosticou a
presenga de particulas filamentosas flexuosas ou isométricas ou ambas. No teste
sorologico a maioria dos isolados provenientes de variedades tolerantes reagiu

positivamente com anti-soro do LMV. Sendo assim, os resultados permitiram
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concluir a presenga do LMV na maioria das amostras e alguns casos de virus do
mosqueado com infec¢do mista ou isolada. Como a maioria das amostras foram
provenientes de cultivares tolerantes, admitiu-se a presenga de patétipos do LMV

para as quais os genes de tolerancia presentes ndo foram efetivos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Localizagfio experimental

Os trabalhos experimentais foram conduzidos no Departamento de
Defesa Fitossanitdria e na Fazenda Experimental Sio Manuel, da Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas - Campus de Botucatu - Universidade Estadual Paulista

(UNESP).

Os testes de microscopia eletrbnica foram feitos na se¢do de
Virologia Fitotécnica do Instituto Agrondmico de Campinas, € no Instituto de

Biociéncias, Se¢do de Microscopia Eletronica, UNESP - Botucatu.
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4.2. Obtencio de isolados do LMYV utilizados

4.2.1. Obtencio do LMV e determinaciio da taxa de transmissio via

sementes

No presente trabalho utilizaram-se 32 isolados virais (Quadro 04),
de plantas de alface com sintomas de mosaico, coletados em 1992 de diferentes
regiGes do Estado de Sdo Paulo, que foram devidamente identificados através de:
microscopia eletrénica (LEAF- DIP e ISEM), sorologia (ELISA), utilizando anti-
soro policlonal da AGDIA e gama de hospedeiro, de ser o virus do mosaico da
alface (Stangarlin, 1995). Mesmo assim, considerando a possibilidade de que muitas
das amostras originais apresentavam o virus do mosqueado do alface associado ao
LMV, procedeu-se a recuperagdo exclusiva do LMV pela passagem das mesmas
através de sementes e recuperagdo de plantulas com sintomas. Para tal, plantulas da
cultivar de alface Baba de verdo, suscetiveis ao LMV, foram individualmente
inoculadas com cada uma das 32 amostras originais coletadas, apés 20 dias da
semeadura. As plantas com sintomas de mosaico foram mantidas em casa de
vegetacdo até o estado de producdo de semente. Apds a coleta das sementes, as

mesmas foram semeadas em bandejas de poliestireno com 128 células. Todas as
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QUADRUO 04 - Isolados virais coletados de plintulas de alface cultivar Baba de
verdo com sintoma de mosaico e respectiva identificaciio: n® do
isolado, cultivar original, procedéncia e regifo.

N2 do Cultivar de Alface Procedéncia Regido
Isolado Original
3 Regina Asgrow do Brasil Campinas
4 Elisa Asgrow do Brasil Campinas
() Floresta Kazume Campinas
9 Salinas Kazume Campinas
10 Floresta Maheda Campinas
11 Floresta Maheda Campinas
12 Veroénica Maheda Campinas
13 Brisa Wanderley Cavassan Campinas
14 Floresta Wanderley Cavassan Campinas
15 Verodnica Wanderley Cavassan Campinas
16 Floresta Wanderley Cavassan Campinas
17 Floresta Ariovaldo Takano Campinas
19 Veronica Seishin Nakazone Campinas
20 Regina UNESP - Sdo Manoel Botucatu
21 Aurora Jorge Horita Mogi das Cruzes
22 Aurora Jorge Horita Mogi das Cruzes
26 Floresta Nilo Umeda Mogi das Cruzes
27 Mimosa Nilo Umeda Mogi das Cruzes
33 Aurea Fernando Kussagima Sorocaba
35 Aurea Fernando Kussagima Sorocaba
36 Verbnica Fernando Kussagima Sorocaba
37 Floresta Jorge Takeuti Sorocaba
39 Floresta Jorge Takeuti Sorocaba
40 Regina Jorge Takeuti Sorocaba
41 Regina Jorge Takeuti Sorocaba
42 Regina Jorge Takeuti Sorocaba
44 Brisa Jorge Takeuti Sorocaba
46 Floresta Cesar Yohoi Sorocaba
47 Contaminante Cesar Yohoi Sorocaba
52 Elisa Otavio Tikamori Sorocaba
53 Verdnica Seishin Nakazone Sorocaba
54 Brasil-303 Seishin Nakazone Sorocaba
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plantulas, obtidas com sintomas de mosaico, dentro de cada amostra original
coletada, foram misturadas e designadas com o niimero original da amostra, seguido

da letra “S” para indicar a passagem via semente.

4.2.2. Obtenciio de isolados monolesionais do LMV

Para a obten¢do de isolados monolesionais do LMV, uma mistura de
folhas de plantulas de alface com sintomas de mosaico das 32 amostras originais
passados via semente, foi inoculada em Chenopodium amaranticolor. Vinte e uma
lesdes locais foram individualmente retiradas das folhas com auxilio de um furador
flambado, maceradas em 1 ml de tampdo fosfato e inoculadas separadamente em 21
plantas de C. quinoa para multiplicagio do indculo. Apods o aparecimento dos
sintomas, cada isolado por meio de inoculagdo mecanica foi novamente inoculado
separadamente em C. amaranticolor. Este procedimento, repetido mais duas vezes,
mantendo-se a identidade da lesfo original, permitiu apés a terceira passagem em C.
amaranticolor € C. quinoa, a obten¢do de vinte e um isolados monolesionais do

LMYV, cuja identidade foi posteriormente confirmada.
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4.2.3. Técnicas de inoculacio e manutengio do LMV

Para a inoculagéo de plantulas nas diferentes fases experimentais, o
in6culo foi preparado pela maceragdo de folhas de hospedeiro infectado em
almofariz na presenca de tampdo de fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,0, contendo 0,01
M de sulfito de sodio, utilizando-se 1g de folha fresca infectada para 10 ml de
solu¢do, com os almofarizes e o tampdo submetidos a baixa temperatura. A
inoculagdo dos diferentes hospedeiros, foi efetuada por fricgdo das folhas
previamente polvilhadas com abrasivo carborundum (600 mesh). A manutengio
tanto dos isolados do LMV obtidos via sementes, como dos monolesionais foi feita

em tecido desidratado e “in vivo”.

Para a manutengdo em tecido desidratado, plantulas de alface
cultivar Baba de verdo com sintomas de mosaico foram cortadas em tiras finas,
colocadas em placas de Petri contendo papel de filtro no fundo, colocadas em
dissecadores com silica gel e armazenadas em refrigerador & temperatura de 4°C para
desidratagdo das folhas. O armazenamento das folhas desidratadas contendo o virus
foi efetuado sobre o papel e algoddo, em pequenos frascos esterilizados, previamente
preparados com uma camada fina de silica gel no fundo. Os frascos foram vedados,
etiquetados e armazenados em freezer a — 20°C, de maneira que as amostras

ficassem disponiveis para diagnose mantendo a infectividade viral.
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A manuten¢do “in vivo” dos isolados foi feita em plantas de alface

da cultivar White Boston, inoculadas vinte dias apos a semeadura e mantidas em
condi¢les de casa de vegetacdo. O cultivo das plantulas foi feito em vasos de 250
ml, cheios de substrato constituido de uma mistura de esterco, areia e terra na

proporgdo de 1:1:1, acrescido de 2 kg por m’ da formulagdo 04-14-08.

4.3. Caracterizacio dos isolados do LMV

A caracterizagdo dos isolados do LMV, obtidos tanto via sementes
como os monolesionais foi feita por meio da reagdo de hospedeiros diferenciais,
propriedades fisicas e microscopia eletronica de acordo com os seguintes

procedimentos:

4.3.1. Reacdes de hospedeiros diferenciais

Foram utilizados os hospedeiros diferenciais Zinnia elegans, Pisum
sativum cv. Triofin, Nicotiana glutinosa, N. clevelandii, N. tabacum “TNN”,
Chenopodium quinoa, C. amaranticolor, Gomphrena globosa, Datura stramonium e

Helianthus annuus e a cultivar de alface White Boston, suscetivel ao LMV. A
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técnica de inoculagdo utilizada foi a mesma descrita no item 4.2.3 e os resultados
obtidos foram comparados com os encontrados na literatura.

Devido ao grande numero de isolados procedentes de sementes
infectadas, sete foram escolhidos com base nos fortes sintomas que causaram em
alface, e testados juntamente com um isolado padrdo do LMV obtido na Secdo de

Virologia do IAC e gentilmente cedido pelo Dr. Alvaro Santos Costa.

No caso do teste de monolesionais, um isolado L, representante do
patotipo 1V, foi utilizado e comparado com o isolado denominado Romaine-R,
identificado por Zerbini et al. (1995) como pertencente ao grupo II de Pink et al.

(1992b) e cedido pelo autor.

4.3.2. Determinacio de propriedades fisicas

A identidade dos isolados do LMYV, obtidos via sementes com o
LMV, foi estudada por meio das seguintes propriedades fisicas: ponto final de
diluicdo (P.F.D.), ponto de inativagdo térmica (P..T.) e longevidade “in vitro”
(L.ILV.).

Da mesma forma que na reagdo de hospedeiros diferenciais,
somente alguns isolados foram previamente escolhidos para a determinacdo das

propriedades fisicas.
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Para a determinag¢do do P.F.D., os isolados multiplicados em alface

da cultivar White Boston, foram macerados em tampdo fosfato pH 7,0, na propor¢io
1:1 (g de folha fresca / ml de tampio fosfato). O extrato foi diluido nas proporgdes
de 107, 102, 103 , 10* ¢ 107 ¢ inoculados mecanicamente em plantas de C. quinoa,

com aproximadamente 30 dias de idade.

Na determinagdo do P.LT., o extrato necessério foi preparado na
proporgéo de 1g de folha da cultivar de alface White Boston infectada para 10 ml de
tampdo fosfato. A seguir, foram retiradas cinco aliquotas de 2 ml cada uma e
transferidas para 5 tubos de ensaio, submetidos as temperaturas de 50°C, 55°C,
60°C, 65°C, e 70°C por 10 minutos em banho-maria. Apos resfriadas, as aliquotas
foram individualmente inoculadas em plantas de C. quinoa, com aproximadamente

30 dias de idade.

Para a determinagdo do L.I.V., macerou-se 1 g de folha de alface da
cultivar White Boston infectada, em 10 ml de tampdo fosfato. A seguir, foram
retiradas cinco aliquotas de 2 ml cada uma e transferidas individualmente para 5
tubos de ensaios. Esses tubos foram colocados em temperatura ambiente, ¢ a cada 24
horas a partir do preparo, o contetido de um tubo foi inoculado mecanicamente em

plantas de C. quinoa.
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As plantas utilizadas nos testes de determinacio das propriedades
fisicas, foram avaliadas durante os 30 dias apés a inoculagdo para observar a

ocorréncia de sintomas.

4.3.3. Microscopia eletrénica

Para visualiza¢do da morfologia das particulas de virus presentes,
foram feitos testes de microscopia eletronica utilizando-se plantas de alface cultivar
Brasil-303, usando a técnica de Imersdo Foliar Rdpida (“Leaf dip”), descrito por
Kitajima (1965).

A grade de cobre para microscopia eletronica, utilizada na

visualizag¢do das particulas, foi recoberta com uma pelicula de Parlodium-carbono.

A técnica de imersdo foliar rapida consistiu em colocar extrato de
folhas de C. quinoa, infectadas com virus, sobre a grade para microscopia eletronica
contendo uma gota de é4cido fosfottingstico PTA 1% pH 7,0. Ap6s a secagem com
papel de filtro, procedeu-se & observagdo no microscépio eletronico.

Os testes de microscopia eletronica, executadas neste trabalho,
foram desenvolvidas na Seg¢éio de Virologia Fitotécnica do Instituto Agronémico de

Campinas - IAC e no Instituto de Biociéncias - UNESP- Botucatu.
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4.4. Determinacio da variabilidade de isolados do LMV

4.4.1. Isolados obtidos através de sementes de alface

Para determinar a variabilidade quanto a patogenicidade, no
conceito de Pink et al. (1992b), de 21 isolados do LMV obtidos via sementes de
alface, os mesmos foram inoculados em cultivares portadores do genétipo “g”
(Brasil-303 e Elisa) ¢ “mo” (Vanguard-75), juntamente com as fontes originais de

tolerancia, Gallega de Invierno e PI-251245 e a cultivar suscetivel White Boston. C.

quinoa foi utilizado como indicador da eficiéncia da inoculago.

As plantas obtidas por semeadura em bandejas de poliestireno com
128 células, foram inoculadas 20 dias apos a germinagfo, e reinoculadas por duas
vezes consecutivas com intervalo de 3 dias. Em seguida foram transplantadas para
vasos plasticos e mantidas sob condigbes de tinel plastico. A metodologia de
inoculagdo estd descrita no item 4.2.3 e a avaliagio dos sintomas foi feita
periodicamente em intervalos semanais, durante 30 dias.

Os resultados foram expressos pelo niimero de plantas com sintomas
de mosaico, independente da intensidade, em relagdo ao niimero total de plantas

inoculadas.
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4.4.2. Isolados monolesionais

Nesta etapa, os 21 isolados monolesionais do LMV foram
inoculados nas cultivares de alface utilizadas como diferenciadoras de patétipos por
Pink et al. (1992b) e Bos et al. (1994), quais sejam: Malika, Calona e Gallega de
Invierno, (genétipo mo;! mo,'); Salinas-88 e Vanguard-75 (genétipo mo,> mo,?),
Ithaca (portadora de um gen dominante “Mo,” que confere tolerdncia ao patétipo I).
As cultivares Salinas e White Boston, suscetiveis aos patotipos até entdo descritos,

bem como C. quinoa foram utilizadas como controle.
A metodologia de obtengdo das plantas, inoculagdo e avaliagdo dos
sintomas foram os mesmos descritos no item 4.4.1.

O isolado do LMV denominado Romaine-R e identificado como

patétipo II ou “comum” também foi utilizado como testemunha.

4.5. Tolerincia ao LMV em cultivares de alface

Com o objetivo de confirmar a tolerancia de cultivares de alface
nacionais e introduzidas, tidas como tolerantes, ao patotipo II do LMV, bem como
identificar possiveis fontes de tolerancia ao patétipo IV, trinta e nove cultivares de

alface foram inoculadas com ambos os patotipos. As cultivares utilizadas, suas
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procedéncias, bem como a reagdo esperada ao patotipo II, podem ser observadas no
Quadro 05.

O patdtipo II foi representado pelo isolado RR e o patotipo IV pelo
isolado monolesional Ly, previamente identificados.
A metodologia de inoculagdo e avaliagdo foi a mesma utilizada nos

itens 4.4.1 e 4.4.2 e os resultados foram €xpressos em porcentagem de plantas com

sintomas de mosaico.
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QUADRO 05 - Cultivares de alface testadas para a reacio aos patétipos Il e IV
do LMYV, (sensu Pink et al., 1992b), procedéncia e reaciio
esperada ao patétipo II.

Populagéo Procedéncia " Reacdo esperada
LMV - patétipo 11
Divina Vilmorin Tolerante
Elvira Riik zwan Tolerante
Arizona Riik zwan Tolerante
Mephisto Riik zwan Tolerante
Krizet Riik zwan Tolerante
Sorava Riik zwan Tolerante
Prima Shus E’Groot Tolerante
Meridian Slius E’Groot Tolerante
Mondian Slius E’Groot Tolerante
Campan Slius E’Groot Tolerante
Petra Slius E’Groot Tolerante
Mirna Nuhens Tolerante
Vanguard-75 Asgrow Tolerante
Salinas-88 Asgrow Tolerante
Malika Univ. California Tolerante
Calona Univ. Califérnia Tolerante
Gallega-01 F.C.A.B/UNESP Tolerante
Gallega-02 F.C.A.B/UNESP Tolerante
Brasil-48 Agroflora Tolerante
Brasil-202 Agroflora Tolerante
Brasil-303 Agroflora Tolerante
Aurea Agroflora Tolerante
Aurora Agroflora Tolerante
Floresta Asgrow Tolerante
Karina Agroflora Tolerante
Gloria Agroflora Tolerante
Elisa Agroflora Tolerante
Vanessa Agroflora Tolerante
Regina-440 Agroflora Tolerante
Carolina Agroceres Desconhecido
Marisa Agroceres Desconhecido
Monalisa Agroceres Desconhecido
Ag-605 Agroceres Desconhecido
Mesa-659 Agroceres Suscetivel
Lucy Brown Asgrow Suscetivel
Brisa Asgrow Suscetivel
Veronica Agroflora Suscetivel
Salinas Univ. Califérnia Suscetivel
White Boston F.C.A B/UNESP Suscetivel

"Indica a fonte fornecedora das sementes utilizadas, podendo ser ou ndo coincidente com a
Institui¢do que obteve a populagdo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAQO

5.1. Variabilidade de isolados do LMV e transmissdo por sementes

Das 32 amostras, coletadas em plantas de alface com sintomas de
mosaico em condi¢des de campo (Stangarlin, 1995), 27 induziram sintomas de
mosaico na cultivar suscetivel Babd, apos a inoculagdo mecénica das mesmas. Apds
a colheita das sementes produzidas nestas plantas e germinagdo, obtiveram-se
porcentagens varidveis de plantulas com sintomas de mosaico, Quadro 06.

De 10.535 plantulas examinadas, 496 apresentaram sintomas de
mosaico representando uma taxa média de transmissdo de 4,71%, com variagdo de
1,81 a 17,72%, encontrando-se proxima a variagdo de 1 a 12% relatada na literatura

por diferentes autores para genétipos suscetiveis (Marrou, 1969; Ryder, 1973).
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QUADRO 06 - Porcentagem de transmissio do LMV através de sementes de
alface cultivar Baba de verio, inoculadas mecanicamente e com
sintomas de mosaico. Botucatu, 1993.

Amostra  Sementes germinadas Plantulas com virus Porcentagem de
transmissio
03 S 299 53 17,72
04 S 395 42 10,63
09 S 380 07 1,84
10 S 127 10 7,87
128 510 26 5,09
138 520 35 6,70
14 S 150 04 2,26
158 280 05 1,78
178 441 08 1,81
19S 470 14 2,97
218 380 07 1,84
268 486 29 5,96
278 360 07 1,94
33S 270 05 1,85
35S 505 26 5,14
36 S 510 15 2,94
378 310 06 1,93
398 510 18 3,52
40 S 367 08 2,17
418 440 08 1,81
428 420 08 1,90
44 S 510 42 8,23
46 S 520 38 7,30
47 S 530 58 10,94
528 470 10 2,12
538 165 03 1,81

548 210 04 1,90
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A confirmagdo de que os virus recuperados das plantulas com
sintomas sdo causadores de mosaico em alface, foi feita inoculando-se uma mistura
de plantulas provenientes de cada uma das 27 amostras na cultivar suscetivel de
alface White Boston e utilizando-se como controle C. quinoa. Todas as plantas de
White Boston inoculadas, apresentaram sintomas de mosaico e as de C. quinoa

manchas clordticas sistémicas.

Apesar do LMV ser relatado como a tUnica virose de alface
transmitida pelas sementes (Dinant & Lot, 1992), a identidade definitiva dos
isolados virais obtidos, com o LMV, foi estudada por meio de testes biologicos,
propriedades fisicas e microscopia eletronica de isolados previamente selecionados
com base na viruléncia em alface, segundo o conceito de Bos et al. (1994). Como
controle foi utilizado um isolado do LMV-IAC. Os resultados podem ser observados

nos Quadros 07 e 08.

A reagdo dos hospedeiros utilizados indica a presenga do LMV em
todos os isolados testados, ja que C. amaranticolor e Gromphrena globosa
apresentaram lesdes locais, Zinnia elegans € Pisum sativum cv. Triofin, sintomas de
mosaico € C. quinoa, manchas clordticas sistémicas. Nicotiana glutinosa, N.
tabacum TNN, Datura stramonium e Helianthus annuus como descrito na literatura

(Quadro 02), ndo apresentaram sintomas.
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QUADRO 08 - Propriedades fisicas dos isolados causadores de mosaico em

alface, obtidos de plintulas sintomiticas provenientes de
sementes de plantas de alface cultivar Baba de verdo
previamente inoculadas.

PONTO FINAL DE DILUICAO
Isolado 10! 10° 10° 10" 10”

138 + + + — -
14 S + + - - -
198 + + - - .
26 S + + + - -
44 S + + - — .
LMV-IAC + + + _ _

PONTO DE INATIVACAO TERMICA

Isolado. 50°C 55°C 60°C 65°C 70°C

138 + = - - =
14 S + + - = -
198 + + = = -
26 S + — — - =
44 S + - - - -
LMV-IAC + - - = -

TESTE DE LONGEVIDADE “in vitro”

Dias apds a inoculagio
Isolado 0 1 2 3 4
138 + + + - -
14 S + + + + -
198 + + + + +
26 S + + + + +
44 S + + + + +
LMV-IAC + + + + -

+: presenca de sintoma; — : auséncia de sintoma
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Nicotiana clevelandlii, relatada como suscetivel ao LMV por Costa
& Duffus (1958) e Marinho (1982), ndo mostrou lesdes locais. Tal fato concorda
com o observado por Stangarlin (1995) e pode ser devido a populagdo particular
utilizada, ja que o proprio isolado do LMV proveniente do [AC, também ndo induziu
sintomas neste hospedeiro.

Quanto as propriedades fisicas, o ponto final de dilui¢do variou
entre 107 a 103; o ponto de inativagdo térmica variou de 50°C a 55°C e o teste de
longevidade “in vitro” A temperatura ambiente variou de 2 a 4 dias de
infectibilidade. Apesar de haver certa variagdo em fungfo dos isolados, todos foram

semelhantes a0 LMV padrio utilizado.

Os oito isolados, quando examinados ao microscopio eletronico,
demostraram possuir particulas filamentosas flexuosas caracteristicas dos potyvirus,
género ao qual 0 LMV pertence segundo Couch & Gold (1954).

Considerando-se simultaneamente todas as caracteristicas avaliadas,
pode-se concluir que os isolados coletados em campo e passados através de

sementes de alface cultivar Baba de verio sio do LMV.

Um fato que deve ser observado no Quadro 07, é a suscetibilidade
da cultivar Brasil-303 aos oito isolados do LMV testados, incluindo o isolado
proveniente do IAC. Em principio esta cultivar deveria ser assintomatica, ja que

possui 0 par de genes recessivos “gg” originrio de Gallega de Invierno (Nagai,
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1993), que confere tolerancia ao LMV tipico, também denominado de patotipo II, na
nomenclatura de Pink et al. (1992b). Sua suscetibilidade constitui-se em um
indicativo da presenca de patotipos diferentes do “tipico” nas condicdes do Estado

de Sdo Paulo, auséncia de tolerancia a0 mosaico nesta cultivar, ou ambos os fatores.

Com o objetivo de verificar as hipGteses acima, 19 isolados,
incluindo os oito utilizados anteriormente foram inoculados em outras cultivares de
alface tolerantes ao LMV. Os resultados obtidos estdo apresentados no Quadro 09. A
eficiéncia da inoculagio pode ser demonstrada pela presenga de sintomas em todas
as plantas de C. quinoa e na cultivar de alface, White Boston, suscetivel ao LMV.
Todas as demais cultivares de alface testadas também foram suscetiveis aos 19

isolados.

Vanguard-75 € uma cultivar do grupo americano desenvolvida por
Ryder (1979), utilizando o PI-251245 como fonte do gene “mo” para tolerancia ao
LMYV, enquanto que Brasil-303 e Elisa foram desenvolvidas respectivamente, no
IAC e Agroflora e sdo portadoras do gene “g” proveniente da cultivar Gallega de
Invierno (Nagai, 1980; Della Vecchia et al., 1992).

A suscetibilidade das fontes originais de tolerdncia ao LMV e de

seus derivativos, ¢ uma comprovagdo da existéncia de patétipos diferentes do

patotipo II nas plantagSes comerciais de alface do Estado de Sdo Paulo.



43

QUADRO 09 - Rea¢iio de cultivares de alface e Chenopodium quinoa a isolados
do LMYV obtidos de plantulas sintomaticas provenientes de
sementes de plantas de alface cultivar Baba de verio
previamente inoculadas.

Isolado  Cheno- Lactuca sativa '
podium White PI-251245 Vanguard Gallega Brasil-303  Elisa
quinoa Boston -75
3S MCS 373 4/6 373 4/5 5/5 6/6
4S MCS 3/3 5/5 6/6 5/5 373 2/2
9S MCS 2/2 5/5 5/5 6/6 6/6 6/6
128 MCS 3/3 6/6 4/4 5/5 5/5 6/6
13S MCS 2/2 2/5 4/4 5/5 3/4 3/4
14S MCS 3/3 5/5 3/4 5/5 4/4 4/4
158 MCS 373 3/5 3/6 5/5 6/6 4/4
178 MCS 373 4/4 4/4 3/3 4/5 5/5
198 MCS 4/4 4/4 6/6 4/4 4/4 5/5
26S MCS 373 3/4 5/5 5/5 3/3 6/6
278 MCS 3/3 3/4 5/5 5/5 4/5 5/6
36S MCS 3/3 2/3 4/4 4/4 4/5 6/6
378 MCS 6/6 1/5 2/2 4/6 3/6 3/5
39S MCS 373 3/4 5/5 5/5 5/5 6/6
448 MCS 373 4/4 4/4 5/5 6/6 4/4
46S MCS 6/6 5/5 3/3 4/5 6/6 4/6
47S MCS 22 2/4 5/5 6/6 4/4 6/6
528 MCS 6/6 5/5 2/2 5/5 4/4 6/6
548 MCS 4/5 4/4 3/6 4/4 2/5 4/6

I\ Resultados expressos em niimero de plantas com sintoma de mosaico / nimero de plantas
inoculadas

MCS: Mancha clorética sistémica

66,9

Considerando-se que tanto os genes “mo” como “g” ndo foram
efetivos para prevenir o aparecimento de sintomas de mosaico, pode-se postular a

ocorréncia do patétipo IV no conceito de Pink et al. (1992b), como apresentado no
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Quadro 03. Tal hipétese ja havia sido formulada por Stangarlin et al. (1995),
entretanto, o teste de fontes de tolerdncia com amostras obtidas diretamente do
campo, ndo permite tal conclusdo, pela ocorréncia de mistura de outros virus, entre
0s quais o virus do mosqueado da alface. A passagem das amostras originais através
de sementes e a obtengdo de isolados constituidos exclusivamente do LMV &

necessaria e foi o procedimento adotado no presente trabalho.

E interessante observar que dos 19 isolados do LMYV testados, 10
foram coletados em cultivares de alface tidas como tolerantes ao LMV (Floresta,
Regina, Elisa e Brasil-303), ¢ oito em cultivares suscetiveis (Salinas, Veronica e
Brisa) (Quadro 04), demonstrando que o novo patétipo estd disseminado nas
diferentes regides produtoras, independente da presenca de genes de tolerincia ao
patotipo II. Por outro lado a existéncia do patétipo IV, nas amostras coletadas e
passadas via sementes da cultivar de alface suscetivel Baba de verdo, ndo exclui a
possibilidade da ocorréncia de outros patétipos, incluindo o patétipo II, em mistura
com o IV. A tolerincia conferida pelos genes “mo” ou “g” permite na maioria dos
casos a multiplicagdo do LMV, e em outros ndo, na dependéncia do “background”
genético da cultivar onde os genes de tolerincia foram incorporados.

Visando verificar se diferentes patdtipos ocorrem simultaneamente,
21 isolados monolesionais obtidos como descrito no item 4.2.2, foram inoculados

nas cultivares diferenciais de alface de Pink et al. (1992b).
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Os resultados estdo apresentados no Quadro 10, em numero de

plantas com sintomas de mosaico em relagdo ao nimero de plantas inoculadas.
Apesar da eficiéncia da inoculagdo ter sido boa, como demostrado
pela presenca de manchas cloréticas sistémicas em todas as plantas de C. quinoa,
utilizadas como indicadoras, nem todas as plantas das testemunhas suscetiveis
(White Boston e Salinas) foram infectadas. Fatores ambientais, possivelmente
temperaturas elevadas durante o teste podem ser responsaveis. Para facilitar a
interpretacdo dos resultados, no Quadro 11 estdo apresentadas as porcentagens de
plantas com mosaico, ndo em cultivares diferenciadoras isoladamente, mas
agrupadas por gendtipo. Uma das vantagens deste sistema ¢ que pode-se avaliar o
efeito ao gendtipo “g” e ou “mo”, representadas respectivamente por moll_ e mo;’
Mo,", na terminologia de Pink et al. (1992b), em diferentes “backgrounds”
gencticos. Diversos autores entre os quais Pink et al. (1992b) e Bos et al. (1994),
ressaltaram a importéincia de possiveis fatores modificadores na expressdo dos genes
principais condicionadores da tolerdncia ao LMV em alface. Segundo o critério
utilizado a interpretagdo da suscetibilidade ou da tolerdncia das cultivares
diferenciadoras, que determina o patdtipo presente, foi feito com base na

porcentagem de plantas infectadas das testemunhas suscetiveis (White Boston e

Salinas). Cultivares com genes de tolerincia e porcentagem de plantas infectadas
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QUADRO 10 - Reagio de cultivares de alface e Chenopodium quinoa a isolados
monolesionais do LMV comparativamente ao patotipo II.
Resultados expressos em niumero de plantas com sintomas /
mimero de plantas inoculadas. Botucatu (1994).

Cultivares "RR L, L, L; Ls Ls L¢ L, Ls Ly Ly

Chenopodium “MCS MCS MCS MCS MCS MCS MCS MCS MCS MCS MCS
quinoa

White Boston 4/4 6/6 911 6/11 8/10 6/7 8/11 13/13 8/8 5/6  4/4

Salinas 3/4 nt 3/4  2/5 2/4 172 2/4  4/4 3/5 nt nt
Gallega de 1/5 2/6 411 5/11  8/9 717 8/12 14/14 8/8 0/6 2/4
Invierno

Malika 2/4 nt 515 2/5 2/5 5/5 3/6 6/6 3/5 nt nt
Calona 0/4 nt 6/6 0/4 5/6 5/5 3/6 5/5 6/6 nt nt
Salinas-88 0/8 nt 3/5 0/6 2/6 2/5 2/5 3/6 5/5 nt nt
Vanguard-75 0/10  0/6 2/6 0/6 4/4 2/2 0/6 7/8 2/2 0/6 1/4
Ithaca 3/7 nt 4/6  3/6 6/6 6/6 6/6  6/6 6/6 nt nt

Cultivares Ly L Lis Lig Lis Lis Lip Lig Ly Ly Ly

Chenopodium  MCS MCS MCS MCS MCS MCS MCS MCS MCS MCS MCS
quinoa
White Boston 8/12 10/11 6/6 22 717 3/6 2/2 5/6 272 6/6 172

Salinas 2/4 5/5 nt nt 1/4 nt nt 0/5 nt 0/4 nt
Gallega de 711 1111 3/6 272 8/8 3/6 272 2/8 22 4/7 0/2
Invierno

Malika 0/5 5/5 nt nt 2/6 nt nt 3/5 nt 1/5 nt
Calona 3/5 6/6 nt nt 4/4 nt . nt 3/5 nt 3/5 nt
Salinas-88 1/5 6/6 nt nt 0/4 nt nt 2/5 nt 1/5 nt
Vanguard-75 4/6 206  0/6 072 2/2 2/6 1/2 072 212 272 02
Ithaca 4/6 4/4 nt nt 6/6 nt nt 5/5 nt 6/6 nt

"RR - representa o patdtipo II, previamente caracterizado

2/ L .
MCS - manchas cloréticas sistémicas
nt - ndo testado
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QUADRO 11 - Reacio de genétipos de alface a isolados monolesionais do LMV
comparativamente ao patotipo II. Resultados expressos em
porcentagem de plantas com sintomas de mosaico.

Genotipo  Tolerante 'RR L; L, Ls L, Ls Ls L, Ls Ls Ly
aos patotipos

mo;” Mo," - 87 100 8 50 71 78 67 100 85 83 100
mo;” Mo, I 43 ot 67 50 100 100 100 100 100 nt nt
mo;' I 1I 23 33 68 35 75 100 58 100 89 00 50
mo,” I 11, OI 00 00 45 00 60 57 18 75 100 00 25

Gen(')tipo Tolerante L11 L12 L13 L14 L15 L16 L17 ng L19 L20 L21
aos patotipos

mo;” Mo, - 62 94 100 100 73 50 100 45 100 60 50
mo;” Mo, I 67 100 nt ot nt nt 100 100 100 nt nt
mo,' _ ILII 48 100 50 100 78 50 100 44 100 47 00
mo,* . LI III 45 67 00 00 33 33 50 29 100 43 00

|"'RR: Isolado tipico; L: Lesdo monolesional; nt: Nio testada

semelhantes aos genotipos suscetiveis, inoculados com o mesmo isolado
monolesional, foram consideradas suscetiveis.

Os resultados obtidos com a classificagdo de patétipos podem ser
observados no Quadro 12. O isolado RR, anteriormente classificado como patotipo

11, teve a sua identificagdo confirmada. Pertence também a esse grupo o isolado L.

Os isolados L;, Ly e L,; apesar de nio causarem sintomas em
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QUADRO 12 - Patétipos identificados em isolados monolesionais do LMYV, com
base em cultivares diferenciais de alface, segundo critério de

Pink et al. (1992b).
Patotipo Isolados monolesionais
II RR, L;
I L
vV Lo, L4, Ls, Ly, Lg, L1y, L 12, Lyg
Toull Ly, Ly, Ly
III ou Novo Lis, Lig, Lis, Lig
IV ou Novo Ly
Duvidosos Lig, L17, Lig

g o 1 2 + .
cultivares com genes de tolerdncia mo,” ou mo;” Mo,", que os classifica como

pertencentes ao grupo II ndo podem ser definitivamente classificados neste grupo, ja

que ndo foram testados na cultivar Ithaca que distingue o grupo I de II. Fato

i R ) .
semelhante ocorreu com os isolados L;3, L4, Lis € Lig para os quais o gene mo;~ foi

efetivo e o gendtipo mo,' foi suscetivel. Como a reacdo da cultivar Ithaca nio foi

testada para esses isolados, os mesmos ndo podem ser definitivamente classificados

como grupo III, pois havendo reagdo de tolerancia desta cultivar um novo patétipo

seria descrito. O isolado 20, também por ndo ter sido testado na cultivar Ithaca, pode

pertencer ao grupo IV ou a um novo grupo. As reagdes das populagdes para Lo, L7

¢ L;g ndo permite concluir sobre o patétipo presente neste isolado.
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Deve-se observar que para nove dos vinte e um isolados
monolesionais, os genes de tolerdncia ao LMV descritos ndo foram efetivos
(patotipos IV ou novos). Cinco isolados (patétipos IIT ou novos) causaram sintomas
de mosaico nas cultivares portadoras do gene mo,' proveniente de Gallega de
Invierno. Portanto, quatorze dos vinte e um isolados monolesionais (66,7%) sdo
capazes de infectar e causar mosaico em cultivares nacionais de alface, ji que todas

elas apresentam o gene proveniente de Gallega de Invierno.

A possivel existéncia de patotipos novos, € esperada e j4 foi relatada
por Bos et al. (1994) utilizando as mesmas cultivares diferenciais do presente
trabalho. Para o novo patétipo relatado pelos autores a cultivar Salinas-88 &

suscetivel enquanto Vanguard-75 € tolerante.

Pelos resultados do Quadro 11, pode-se observar que existe uma
grande variagdo na porcentagem de plantas infectadas pelos diferentes isolados
monolesionais nas cultivares suscetiveis Salinas e White Boston. Estas diferencas,
originalmente atribuidas a fatores ambientais, podem ser devido a variagdo na
viruléncia dos patétipos. Por exemplo, nos isolados classificados no grupo IV

ocorreram variagdes nas porcentagens de planta com sintomas de 62% (L;;) a 100%

(L7, Lo).
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A 1dentidade de um dos patdtipos do grupo IV do LMV foi
demonstrada utilizando-se o isolado monolesional L7, devido a sua viruléncia em
comparagdo com o isolado RR pertencente ao grupo II.
As propriedades fisicas ¢ a gama de hospedeiros dos dois isolados
podem ser observados respectivamente nos Quadros 13 e 14, nos quais constata-se a
identidade dos mesmos com o LMV.
A microscopia eletronica do isolado monolesional L,, bem como de
outros representativos do patétipo IV (L,, Ly, Le, Lg, Liy, L1y € L;0) e do isolado
tipico RR a partir de alface, revelou particulas filamentosas flexuosas caracteristicas

do grupo potyvirus ao qual 0 LMV pertence.

5.2. Tolerancia ao LMYV em cultivares de alface

A reacdo de trinta e nove populagdes de alface introduzidas e
nacionais, foi testada separadamente com o isolado RR (patétipo II) e o isolado L,
(patotipo IV), juntamente com a cultivar White Boston considerada como padrido de

suscetibilidade. Os resultados podem ser observados nos Quadros 15 e 16.
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QUADRO 13 - Propriedades fisicas comparativas ao patotipo II (tipico) e o
isolado L, representante do patétipo IV.

PONTO FINAL DE DILUICAO
Patétipo 10" 10 10 10” 10°
L, + + + + +
Tipico RR + + + + -

PONTO DE INATIVACAO TERMICA

Isolado 50°C 55'C 60°C 65'C 70°C
L7 + + = - =
Tipico RR + + + ++ +

TESTE DE LONGEVIDADE “in vitro”

Dias apds a inoculag¢do

Isolado 0 1 2 3 4
L, + + + + +
Tipico RR + + + + +*

+: presenga de sintomas — : auséncia de sintomas
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QUADRO 14 - Rea¢iio comparativa de hospedeiros diferenciais ao patotipo 11
(RR) e ao isolado representante do patétipo I'V (L,).

Hospedeiro Patétipo IV (L) Patotipo II (RR)
Chenopodium quinoa MCS MCS
Chenopodium amaranticolor LL LL

Nicotiana tabacum TNN - -
Nicotiana rustica — -
Nicotiana glutinosa - -
N. tabacum “Sansum” - -
Nicotiana clevelandii — -
Nicotiana benthaniana M M
Nicotiana silvestris - -
N. tabacum “Turkish” - -
Zinnia elegans M M
Datura stramonium - -
Gomphrena globosa LL LL

Cucurbita pepo c. Caserta - -

LL: lesdo local;  M: mosaico; MCS: mancha clorética sistémica — : auséncia de sintomas
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QUADRO 15 - Reacdes das cultivares introduzidas de alface ao patdtipo Il e IV
do LMYV, expressa em porcentagem de plantas com sintomas de

mosaico.
Patétipo 11 Patétipo IV
Cultivares Plantas ~ N°®de plantas % de plantas  Plantas  N° de plantas % de plantas
inoculadas com mosaico com mosaico inoculadas com mosaico  com mosaico
Divina 10 0 0,0 7 6 85,7
Elvira 10 1 10,0 7 4 57,1
Arizona 10 0 0,0 10 8 80,0
Mephisto 10 1 10,0 10 9 90,0
Krizet 10 3 30,0 10 10 100,0
Soraya 10 0 0,0 10 9 90,0
Prima 10 2 20,0 10 9 90,0
Meridian 9 0 0,0 10 6 60,0
Mondian 10 1 10,0 10 9 90,0
Campan 8 2 25,0 9 8 88,8
Petra 8 0 0,0 10 9 90,0
Mirna 4 1 25,0 10 8 80,0
Gallega-pl 02 8 0 0,0 10 10 80,0
Gallega-pl 01 9 0 0,0 10 8 80,0
Lucy Brown 9 8 88.8 10 9 90,0
Brisa 6 4 66,6 7 7 100,0
Malika 4 0 0,0 8 7 87,5
Calona 4 0 0,0 4 4 100,0
Salinas-88 4 0 0,0 4 3 75,0
Salinas 4 4 100,0 4 4 100,0
Vanguard 10 0 0,0 10 9 90.00
White Boston 10 10 100,0 10 10 100,0
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QUADRO 16 - Reacdes das cultivares nacionais de alface ao patotipo Il e IV do
LMYV, expressa em porcentagem de plantas com sintomas de

mosaico.
Patétipo 11 Patétipo IV
Cultivares" Plantas N°de plantas % deplantas  Plantas ~ N°de plantas % de plantas
inoculadas com mosaico com mosaico inoculadas com mosaico com mosaico
Aurea 7 0 0,0 7 3 : 42,8
Aurora 10 0 0,0 10 8 80,0
Elisa 10 1 10,0 9 9 100,0
Regina-440 8 8 100,0 9 9 100,0
Brasil-202 9 1 10,0 9 6 66,6
Brasil-303 10 9 90,0 10 10 100,0
Gloria 10 0 0,0 10 7 70,0
Karina 10 1 10,0 10 8 80,0
Mesa-659 9 8 88,8 8 7 87,5
Elisa 10 1 10,0 10 8 80,0
Floresta 10 0 0,0 10 7 70,0
Aurora 10 0 0,0 10 8 80,0
Vanessa 10 0 0,0 9 8 88,8
Veronica 10 10 100,0 10 10 100,0
Brasil-48 8 1 10,0 10 10 100,0
Carolina 9 9 100,0 8 7 87,5
AG-605 8 8 100,0 10 9 90,0
Marisa AG-216 10 9 90,0 9 8 88,8
Monalisa AG-819 8 8 100,0 10 9 90,0
White Boston 10 10 100,0 10 10 100,0

Y Cultivares repetidas significam procedéncias diferentes de sementes.
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Todas as cultivares do grupo manteiga, introduzidas da Europa,
foram tolerantes ao patétipo II, com porcentagem de plantas infectadas variando de
10 a 30%. As cultivares Lucy Brown, Brisa e Salinas apresentaram alta porcentagem

de plantas com sintomas por nio possuirem genes de tolerancia.

Um certo nimero de plantas infectadas nas cultivares tolerantes &
esperado, considerando-se diferengas no “background” genético das mesmas, ou
baixa pressdo de selegdo para tolerdncia durante o seu desenvolvimento. A
necessidade de sele¢do para auséncia de sintomas durante os programas de
melhoramento pode ser demonstrado pela reagdo das duas diferentes progénies da
cultivar Gallega de Invierno, selecionadas para auséncia absoluta de sintomas a
partir da populagfo original, que apresentou variabilidade com a presenga de plantas

com mosaico leve apds a inoculagio.

Quanto a reacdo das cultivares nacionais ao patétipo II do LMV
(Quadro 16), como esperado, foram suscetiveis Veronica e White Boston. Carolina,
AG-605, Marisa ¢ Monalisa que ndo sdo descritas como tolerantes ao LMV ,
demonstraram ser suscetiveis ao virus. Entre as cultivares consideradas como
tolerantes, Regina-440 e Brasil-303 foram suscetiveis. O comportamento da cultivar
Brasil-303 foi semelhante ao observado em outras inoculagbes com o patotipo I,
apresentando uma alta porcentagem de plantas com sintoma de mosaico,

comparaveis aos apresentados pela inoculagio com o patétipo IV (Figura 1).



Brasil-303
patoétipo IV

FIGURA 1 - Reac@io da cultivar Brasil-303 ao patatipo I (a) e IV (b) do LMV,
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Considerando-se que a origem do material testado nestas
inoculagdes poderia ndo representar de fato a cultivar Brasil-303, uma nova amostra

de plantas da mesma cultivar, obtida de sementes comerciais, foi testada.

Das 20 plantas inoculadas, 100% apresentaram sintomas de
mosaico, demonstrando que Brasil-303 ndo apresenta tolerancia ao LMV tipico. As
demais cultivares nacionais de alface, que direta ou indiretamente possuem a série
Brasil na sua genealogia, mas ndo necessariamente Brasil-303, comportaram-se
como tolerantes ao patétipo II do LMV. Uma pequena porcentagem de plantas com
mosaico ¢ esperada e reforga a necessidade de selegdo para auséncia de sintomas
durante o processo de obtengdo de novas cultivares com tolerancia ao LMV, , mesmo
quando s3o cruzados gendtipos homozigotos para o gene de tolerancia. Este
procedimento foi adotado por Nagai (1979), quando utilizou a cultivar Gallega de
Invierno como fonte de tolerAncia ao LMV. O autor relata a utilizacdo em
cruzamentos de algumas plantas selecionadas da cultivar original, que ndo

apresentavam sintoma de mosaico e ndo transmitiam o virus através das sementes.

A reagdo de todas as cultivares de alface introduzidas ou nacionais
para o patotipo IV foram de suscetibilidade. O critério para a escolha das cultivares
testadas foi a tolerdncia ao patétipo II e representam uma amostra pequena da
variabilidade da espécie. Uma triagem também restrita de cultivares de Lactuca

sativa e de outras espécies relacionadas foi feita por Bos et al. (1994). A maioria das
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cultivares testadas foram suscetiveis ao patétipo IV, excluindo-se alguma introdugdo
de Lactuca tartarica e L. perenis, que sdo incompativeis em cruzamentos com L.
sativa. Uma triagem sistematica de novas introdugdes deve ser feita para identificar
possiveis genes de tolerdncia a novos patétipos do LMV.

Sintomas de mosaico das cultivares Gallega de Invierno e

Vanguard-75 causadas pelo pat6tipo IV podem ser observadas na Figura 2.



FIGURA 2 - Reaciio das cultivares Gallega (a) e Vanguard-75 (b) ao patétipo IV
do LMYV.
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6. CONCLUSOES

O virus do mosaico da alface “Lettuce mosaic virus” - LMV, que
ocorre no Estado de Sdo Paulo, apresenta uma mistura de patétipos diferentes com
predominéncia do patétipo IV, para o qual os genes de tolerncia descritos ndo sdo
efetivos. A ocorréncia de patétipos novos é um dos fatores responsaveis pela
ocorréncia de mosaico em cultivares tolerantes sob condigdes de campo.

Todas as cultivares introduzidas de alface, descritas como tolerantes
ao patotipo II do LMV, foram de fato tolerantes. Cultivares nacionais consideradas
como tolerantes a este mesmo patdtipo foram suscetiveis (Brasil-303, Regina-440),
variaveis (Brasil-48, Brasil-202, Karina, Elisa) ou uniformemente tolerantes (Aurea,

Aurora, Gloria, Floresta ¢ Vanessa).
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Todas as cultivares testadas, independente da origem, foram

suscetiveis ao patotipo IV,
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7. SUMMARY

The purpose of the present research was to study the variability of
Lettuce mosaic virus (LMV) occurring in commercial lettuce fields in the state of
S&o Paulo, Brazil, as well as to study the behavior of introduced and Brazilian
lettuce cultivar with reported tolerance to LMV, pathotype II.

Isolates of LMV free of other viruses occurring under field
conditions, were obtained by passing collected viruses samples through lettuce seeds
and recovering seedlings with mosaic symptoms.

To study the occurrence of different pathotypes, monolesional
isolates were obtained through repeated inoculation on Chenopodium amaranticolor

and C. quinoa.
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Pathotype were characterized by the reaction of differential lettuce
cultivar utilized by Pink et al. ( 1992), and identified as LMV by differential host
range, physical proprieties and electron microscopy.
Thirty nine Brazilian and introduced cultivars with reported
tolerance to LMV were subsequently tested against pathotype Il and IV.
It is concluded that LMV is a variable virus and pathotypes II and III
(sensu Pink et al., 1992) are frequent. Pathotype IV represented more than 50% of

monolesional isolates.

All introduced and most of Brazilian lettuce cultivars with reported
LMYV tolerance behavior as such. None of tested cultivars were tolerant to pathotype

Iv.
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