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1 RESUMO 
 
 
COMPORTAMENTO DE GENÓTIPOS DE ALFACE COM O ALELO mo10 AO 

Lettuce mosaic virus E Lettuce mottle vírus. Botucatu, 2014. 34 p. Dissertação 

(Mestrado em Agronomia / Proteção de Plantas) – Faculdade de Ciências Agronômicas, 

Universidade Estadual Paulista. 

 
 A alface (Lactuca sativa L.), pertencente à família Asteraceae, é 

uma das hortaliças mais consumidas no Brasil. Um dos principais problemas fitossanitários 

para essa cultura são as fitoviroses, em especial o Lettuce mosaic virus (LMV), que causa 

elevados prejuízos aos produtores em diversas regiões do país, além do Lettuce mottle 

virus (LeMoV), que vem crescendo em importância nos últimos anos. Como forma de 

controle, o uso de variedades resistentes é maneira mais eficaz de contornar os danos 

causados por vírus. Na maioria das variedades resistentes de alface faz-se o uso de genes 

recessivos, em sua maioria envolvidos na interação planta-vírus, são os chamados 

codificadores de fatores de iniciação de tradução eucarióticos (eIFs). Diante disso, este 

trabalho teve como objetivo avaliar dois genótipos de alface (169501 e 169501C), quanto a 

resistência ao LMV e ao LeMoV. Foram realizadas transmissões via extrato vegetal nos 

dois genótipos de alface com LMV e LeMoV em diferentes intervalos de tempo. Para 

LMV também foram realizadas transmissões por afídeos. As duas variedades testadas se 

mostraram resistentes ao LMV nas duas formas de transmissão, mas apresentaram 

sintomas quando inoculadas com LeMoV. Em reações de RT-PCR com oligonucleotídeos 

específicos, foram comprovadas a ausência de LMV e a infecção por LeMoV nas plantas 

inoculadas. O isolado de LMV após análise do sequenciamento da porção N’ terminal da 
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região codificadora para a proteína capsidial e análise biológica, não pertence aos 

subgrupos Most e Common. Dentre as variedades ‘Ithaca’, ‘Malika’, ‘Vanguard 75’ e 

‘Salinas 88’ somente na variedade ‘Salinas 88’, que possui o gene mo12, o isolado de LMV 

foi capaz de causar sintomas.  

 
 
Palavras-chaves: alface, Lettuce mosaic virus, resistência. 
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2 SUMMARY 

 
 

BEHAVIOR LETTUCE GENOTYPES WITH THE ALLELE mo10 TO Lettuce 
mosaic virus AND Lettuce mottle vírus. Botucatu, 2014. 34 p. Dissertação (Mestrado em 
Agronomia / Proteção de Plantas) – Faculdade de Ciências Agronômicas, Universidade 
Estadual Paulista. 

   Author: GERSON SHINYA SUZUKI 

 Adviser: RENATE KRAUSE SAKATE 

 
 
 Lettuce (Lactuca sativa L.) belongs to the Asteraceae family and is 

one of the most consumed vegetables in Brazil. One of the major disease problems in this 

crop are plant viruses, especially the Lettuce mosaic virus (LMV) that cause losses to 

producers in various regions of the country, but also Lettuce mottle virus (LeMoV). As a 

form of control, the use of resistant varieties is the most effective way to overcome the 

damage caused by plant viruses. Most of the resistant varieties of lettuce makes the use of 

recessive genes, mostly involved in plant-virus interactions and characterized as eukaryotic 

translation initiation factor (eIFs). Thus, this study aimed to evaluate two lettuce genotypes 

(169501 and 169501C) for resistance to LMV and LeMoV. LMV and LeMoV were sap 

transmitted at different time of intervals. For LMV also transmissions with aphids were 

carried out. The two varieties tested were resistant to LMV in both forms of transmission, 

but showed symptoms when inoculated with LeMoV. In RT-PCR with specific primers, 

LMV was not detected but LeMoV yes, confirming the infection in the inoculated plants. 

The isolate of LMV used in the tests was not classified as belonging to subgroups Most 
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and Common. Varieties 'Ithaca', 'Malika', 'Vanguard 75' and 'Salinas 88' were sap 

inoculated and only symptoms could be observed in Salinas 88, that carries mo12 gene.  

 
 
Keywords: lettuce, Lettuce mosaic virus, resistance. 
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3 INTRODUÇÃO 

 

 

 A alface (Lactuca sativa L.) tem como centro de origem regiões de 

clima temperado no sul da Europa e Ásia Ocidental. É uma planta herbácea, com caule 

diminuto, onde as folhas se prendem. As folhas são delicadas e crescem na forma de roseta 

em torno do caule. Existem vários tipos de cultivares de alface que foram desenvolvidos 

através de programas de melhoramento no Brasil e no exterior, entre eles podemos citar: 

repolhuda-crespa (americana), repolhuda-manteiga, solta-lisa, solta-crespa, romana e 

mimosa (FILGUEIRA, 2007).   

 Economicamente, a alface é uma das hortaliças mais importantes 

no mundo. No Brasil, a região sudeste concentra a maior produção, tendo o estado de São 

Paulo como um dos principais produtores, com uma área cultivada de 9.099,04 ha e 

produção de 110.035,11 toneladas no ano de 2013 e movimentou R$ 160.321.172,72 (IEA, 

2014).  

 A cultura da alface é acometida por diversos problemas 

fitossanitários, entre elas estão as doenças causadas por vírus que podem ser transmitidos 

por diferentes vetores ou por sementes contaminadas, e que depois de ocorrida a infecção 

não possuem formas de controle. Dependendo das condições edafoclimáticas e dos 

cuidados empregados à cultura, os vírus podem causar perdas de até 100% (RESENDE & 

CUPERTINO, 1995). 

As principais doenças causadas por vírus na alface são o mosaico 

da alface causada pelo Lettuce mosaic virus, LMV e os vírus do gênero Tospovirus, que 
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causam a doença conhecida como vira-cabeça (SALAS, 2001). Há também o Lettuce 

mottle virus, LeMoV um provável vírus pertencente ao gênero Sequivirus (JADÃO, 2004). 

 O LMV pertence à família Potyviridae, gênero Potyvirus, possui 

partículas flexuosas e filamentosas e genoma composto por uma molécula de RNA fita 

simples, sentido positivo (SHUKLA, 1994).  

 A resistência genética como modo de controle de fitoviroses é a 

mais eficaz. Os genes recessivos mol1 e mol2 existentes em alface que conferem tolerância 

ao Lettuce mosaic virus (LMV), são um bom exemplo disso. O LMV pode ser dividido em 

dois grupos denominados LMV-Common e LMV-Most. O LMV-Most tem a capacidade 

de contornar a resistência conferida pelos genes mol1 e mol2 em alface e são transmitidos 

pela semente nestas cultivares (KRAUSE-SAKATE et al., 2002). Estes isolado já foram 

descritos em diversas regiões do mundo, inclusive no Brasil (KRAUSE-SAKATE et al., 

2002) entretanto não há variedades resistentes ou tolerantes para os LMV-Most.  

 Os genótipos de alface 169501(11-02) e 169501C (11-03) 

fornecidos pelo Prof. Dr. Norberto da Silva, foram testados quanto à infecção pelo LMV 

AF199 e apresentaram sintomas leves de infecção viral (MOURA, 2013). Estes mesmos 

genótipos quando avaliados pela empresa Sakata Seed Sudamérica, não apresentaram 

sintomas de LMV, utilizando-se o isolado aqui denominado de LMV-SK. Deste modo, os 

objetivos deste trabalho foram de melhor caracterizar o isolado LMV-SK quanto a sua 

capacidade de infectar estes genótipos, bem como infectar a série diferencial de alface 

descrita por Pink et al. (1992). O sequenciamento parcial da região codificadora para as 

proteínas NIb e CP e posterior construção de uma árvore filogenética também 

possibilitaram avaliar o LMV-SK, nesta porção do genoma, comparativamente a outros 

isolados.   
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4 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
  
 

4.1 Principais características do gênero Potyvirus  
  

 Cerca de 30% dos vírus de plantas já descritos pertencem a família 

Potyviridae, sendo também uma das famílias mais estudadas entre os fitovírus. Os 

membros desta família podem ser classificadas em sete gêneros (Potyvirus, Bymovirus, 

Rymovirus, Tritimovirus, Macluravirus, Ipomovirus e Brambyvirus) (KING et al., 2012). 

Os Potyvirus representam cerca 20% dos fitovírus já relatados, incluindo os vírus 

transmitidos por afídeos (HULL, 2002). As divisões de gênero são baseadas no inseto 

vetor que o transmite e o número de  componentes do genoma viral, que é conservado 

dentro da família, com exceção do gênero Bymovirus que apresenta genoma bipartido 

(BERGER et  al., 2005; KING et al., 2012).  

 Os Potyvirus possuem partículas alongadas e flexuosas que variam 

de 680 a 900 nm  de comprimento, cerca de 11  a 15 nm de largura e espessura de 3,4 nm. 

Seu genoma é constituído por uma molécula de RNA de fita simples, contendo em torno de 

10.080 nucleotídeos, senso positivo, apresentando uma única fase aberta de leitura (open 

reading frame, ORF) localizada entre duas regiões não codificadoras 5’NTR e 3’NTR. É 

composto por uma poliproteína precursora que dá origem a 10 proteínas e uma proteína 

incorporada na região codificadora para a proteína P3, chamada PIPO (CHUNG et al., 

2008; KING et al., 2012) (Figura 1). Esta região é traduzida na fase +2 e sua expressão 

ocorre pela fusão da proteína P3 na  região N-terminal  (P3N-PIPO). Em geral os potyvirus 

possuem a proteína VPg no terminal 5’ ligada de maneira covalente e uma cauda 
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poliadenilada (poli-A) no terminal 3’. (MURPHY et al., 1991; ADAMS et al., 2005; 

BERGER et  al., 2005).  

 A proteína CI forma inclusões cilíndricas denominadas “cata-

vento” no interior da células infectadas, que é uma característica taxonômica importante de 

espécies classificadas na família Potyviridae (MURPHY et al., 1991). A NIb (Nuclear 

inclusion b) forma inclusões nucleares, assim como a proteína NIa (Nuclear inclusion a - 

VPg-Pro) (URCUQUI-INCHIMA et al, 2001). Dessa forma a poliproteína dos potyvirus é 

processada através de três proteases codificadas pelos vírus que são denominadas de P1, 

HC-Pro e NIa. A P1 e a HC-Pro autoclivam-se em cis. A NIa atua de duas maneiras: na 

própria clivagem em cis e em seis clivagens em trans (DAROS  &  CARRINGTON, 1997; 

URCUQUI-INCHIMA et  al., 2001).  

 

 

 

 
 

Figura 1. Representação do genoma dos potyvirus mostrando as proteínas diferentes 
geradas após clivagem da poliproteína. Os números apresentados indicam o primeiro e 
último nucleotídeo da ORF completa do Turnip mosaic virus (fonte: WEI et al., 2010).  
 

 As proteínas oriundas destes processos possuem várias funções e 

são produzidas em quantidades estequiometricamente idênticas. No entanto, esta produção 

não depende da quantidade necessária requisitada pelo vírus, isto é, a produção de 

determinada proteína pode ser gerada em excesso podendo causar acúmulos nas células 

infectadas. Todas essas características são inerentes ao mecanismo de replicação dos 

potyvírus (SHUKLA et al., 1994; URCUQUI-INCHIMA et al., 2001).  
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4.2 Lettuce mosaic virus – LMV  
 

 O LMV é considerado um dos vírus mais importante na cultura da 

alface (KRAUSE-SAKATE et al., 2002). Encontra-se disseminado por todo o mundo, 

provavelmente através do intercâmbio de sementes contaminadas (DINANT & LOT, 

1992). Pertence ao gênero Potyvirus e possui partículas com cerca de 730 nm de 

comprimento por 13 nm de diâmetro (MURPHY et al., 1995). 

Este vírus apresenta uma gama de hospedeiros bem ampla, 

podendo infectar 121 espécies vegetais pertencentes à 17 famílias botânicas (PAVAN et 

al., 2005). O seu primeiro relato ocorreu na Flórida, nos EUA, por Jagger, em 1921. No 

Brasil, KRAMER et al. (1945) fizeram o primeiro relato do vírus nos arredores da capital 

São Paulo. Os sintomas causados pelo LMV variam de acordo com o isolado presente, e 

incluem mosaico, distorção e redução das folhas, clareamento de nervuras, má formação de 

cabeça, nanismo, necrose e até mesmo a morte da planta (GROGAN, 1980; PAVAN & 

KUROZAWA, 1997). 

 A transmissão por semente pode ocorrer podendo ser infectada 

tanto pelo pólen como pelo óvulo (RYDER, 1964). Segundo Jadão et al. (2002), a taxa de 

transmissão pode alcançar 16,5% em genótipos suscetíveis. Em levantamentos realizados 

por Firmino et al. (2008) nas regiões produtoras de alface de Bauru, Campinas e Mogi das 

Cruzes no estado de São Paulo, verificaram com o uso de técnicas moleculares a infecção 

de LMV em 504 das 1362 amostras. Destas 504 amostras positivas, 440 eram de cultivares 

suscetíveis ao LMV e 64 com o gene de resistência mo1¹. Dentre as plantas suscetíveis, em 

340 amostras (77,3%) tinham infecção por LMV-Common e em 100 por LMV-Most 

(22,7%). Isso aponta que o LMV-Most não predominou em cultivares sem genes de 

resistência na ocasião do levantamento. O LMV-Most foi identificado em 86,8% e o LMV-

Common em 13,2% das 64 amostras positivas para o LMV em plantas contendo o gene de 

resistência mo1¹, evidenciando que o LMV-Most está normalmente associado à cultivares 

de alface que possuem genes de resistência, enquanto o LMV-Common se multiplica em 

cultivares tolerantes, nas quais geralmente não induz sintomas. 

 Assim, independentemente do subgrupo envolvido na infecção, o 

LMV está largamente distribuído devido ao aumento das áreas de plantio e do crescente 

mercado consumidor de alface que busca diferentes cultivares pertencentes aos segmentos 

‘Lisa’ e ‘Crespa’ (SALA & COSTA, 2005).  
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4.3 Transmissão de LMV por afídeos 

  
 Do ponto de vista epidemiológico, as transmissões de vírus 

efetuadas por afídeos de forma não persistente é a que acarreta maiores prejuízos às 

culturas de importância econômica (COSTA, 1998). Somado a ausência de especificidade 

entre as espécies de vírus e afídeos e o fato da aquisição e inoculação dos vírus 

acontecerem durante picadas de prova, não havendo portanto necessidade de colonização 

da planta pelo afídeo, para que ocorra a transmissão, compõem as principais características 

a serem consideradas (SHUKLA et al., 1994; ZERBINI & MACIEL-ZAMBOLIM, 1999). 

Sendo assim, o controle químico de afídeos não é um meio eficiente para deter a 

disseminação do vírus no campo (ZERBINI & MACIEL-ZAMBOLIM, 2000). 

Os Potyvirus são transmitidos de forma bastante eficiente por mais 

de 200 espécies de afídeos (COSTA, 1998). Como exemplo, podemos também citar o 

Papaya ringspot virus (PRSV) que pode ser transmitido por mais de trinta e duas espécies 

de afídeos, enquanto que Myzus persicae também transmite eficientemente, mais de 100 

espécies de Potyvirus (RACCAH et al., 2001). 

O componente auxiliar essencial na transmissão de vírus por 

afídeos tem sido amplamente estudado em diferentes espécies virais, principalmente ao 

Potyvirus, onde existem evidências de especificidade e seletividade (PIRONE & BLANC, 

1996). A estratégia de transmissão, mediada por um componente auxiliar (correspondente 

à proteína HC-Pro de Potyvirus), bem esclarecida para diversos Potyvirus, sugere em uma 

interação molecular de motivos específicos de aminoácidos da capa protéica, da HC-Pro e 

de receptores da cutícula do estilete do afídeo. Pequenas mutações que provoquem 

alterações nesses motivos levam à perda da capacidade de transmissão dos vírus por 

afídeos (RACCAH et al., 2001). 

A eficiência de transmissão de Potyvirus pode variar de uma 

espécie para outra de afídeo. A espécie Myzus persicae é a mais eficiente na transmissão 

do LMV (RACCAH et al., 2001; NEBREDA et al.,2004). 

Segundo Yuki (2000), os principais afídeos já descritos na cultura 

da alface no estado de São Paulo, de acordo com o número de ocorrências registradas, são 

Myzus persicae, Nasonovia ribisnigri, Rhophalosiphum rubiabdominalis, Uroleucom 

ambrosiae, Aphis gossypii, Aphis fabae, Aphis spiraecola, Aphis solani, Macrosiphum 

euphorbiae, Pemphigius bursarius e Hyperomyzus lactucae. 
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Plantas das espécies Sonchus oleraceus e Emilia sonchifolia, 

pertencentes à família Asteraceae são consideradas, em nossas condições, hospedeiras 

naturais de um grande número de espécies 96 de afídeos, principalmente M. euphorbiae e  

M. persicae que se estabelecem no campo formando grandes colônias nestas plantas 

invasoras (MICHELOTTO et al., 2004). Relatos de S. oleraceus como reservatório natural 

do LMV foram descritos em áreas produtoras de alface, situadas no município de Mogi das 

Cruzes (CHAVES et al., 2003), onde a pressão das variantes do LMV é extremamente 

elevada devido ao plantio durante todo o ano. 

Yuki (2000), recomenda para a redução das populações de afídeos 

vetores e do LMV na cultura da alface, evitar que plantas de alface desprezadas para a 

comercialização e plantas invasoras permaneçam no campo de produção. Após a colheita, 

deve-se incorporar ao solo todos os restos culturais e plantas invasoras com o auxilio de 

uma enxada rotativa ou grade aradora, mantendo os canteiros limpos até o próximo plantio.  

 

4.4 A resistência da alface ao LMV e seu controle  
  

 Na cultura da alface a resistência ao LMV é atribuída aos alelos 

recessivos mo11 e mo12 considerados alelos mutantes de um único gene chamado de mo1 e 

codificado pelo eIF4E (NICASE  et al., 2003; GERMAN-RETANA et al., 2008). 

Inicialmente denominado de “gg”, o alelo mo11 foi identificado na Argentina na cultivar 

‘Gallega de Invierno’ por Von der Pahlen & Crnko (1965). Já o alelo mo12 foi isolado de 

Lactuca serriola proveniente do Egito, PI-251245 Ryder (1970).  

 Segundo Nicaise et al. (2003), pelas mutações em certos pontos na 

seqüência de nucleotídeos do alelo eIF4E podemos diferenciar os alelos mo1 em alface. 

Conforme a agressividade do isolado de LMV, o alelo mo1 pode conferir resistência 

verdadeira ou também denominada imunidade (ausência de acumulação viral nas plantas 

inoculadas) ou tolerância, onde há acumulação viral, porém a planta não apresenta 

sintomas ocasionados pela infecção viral (GERMAN-RETANA et al., 2008).   

 Existe uma interação in vitro da região VPg do LMV com o eIF4E 

de alface (MICHON et al., 2006; ROUDET-TAVERT et al., 2007). No entanto, duas 

regiões do genoma independentes são responsáveis pela “quebra” de resistência de certos 

isolados de LMV em alfaces com o gene mo1: a VPg possibilita suplantar o alelo mo11, já 
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o terminal da CI (CI-Cter) permite suplantar mo11 e mo12 (ABDUL-RAZZAK et al., 

2009).   

 Abdul-Razzak et al., (2009), fizeram demonstrações para os 

isolados LMV-0 e LMV-E, onde o primeiro isolado não é capaz de infectar de forma 

sistêmica genótipos de alface que possuem o alelo mo11, enquanto que o segundo infecta 

sistemicamente e causa sintomas em alfaces portadoras dos alelos mo11 e mo12. A VPg do 

LMV-0 foi substituída por LMV-E que conferiu ao vírus recombinante a habilidade de 

contornar a resistência mediada pelo alelo mo11 enquanto que a CI do LMV-E  possibilita 

contornar ambos alelos mo11 e mo12  

 Roudet-Tavert et al. (2012) observaram que o terminal da CI (CI-

Cter) e a VPg do LMV, assim como o eIF4E de alface sofrem uma interação in vitro e in 

vivo e que a forma que interagem é mais forte no isolado LMV-E em comparação ao 

LMV-0. A proteína CI possui atividade de helicase e ATPase; é necessária para a 

replicação do RNA viral, e já foi demonstrada como fundamental ao movimento intra e 

inter celular (CARRINGTON et al., 1998; WEI et al., 2010). Assim, no caso do LMV 

possivelmente a resistência promovida pelo eIF4E esteja relacionada com a dificuldade do 

vírus em infectar sistemicamente a planta, ou de se mover célula a célula pela interação da 

CI, VPg, eIF4E e eIF4G (WANG & KRISHNASWAMY, 2012). 

Segundo Pink et al. (1992), os isolados podem ser classificados em 

patótipos, de acordo com o fenótipo das cultivares de alface frente aos isolados do LMV 

(Tabela 1). O patótipo I não é capaz de infectar cultivares com genes de resistência (Mo2, 

mo11 e mo12). Dessa forma o patótipo II causa sintomas nas cultivares que possuem o gene 

Mo2. Sendo assim o patótipo III é capaz de infectar e causar sintomas em plantas com os 

genes Mo2 e mo11. Portanto os isolados do patótipo IV são capazes de superar a resistência 

proporcionada pelos três genes (Mo2, mo11 e mo12).  
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Tabela 1. Reação de cultivares de alface a isolados de LMV classificados em diferentes 
patótipos (de acordo com Pink et al., 1992). 
 

Cultivar Gene(s) de resistência Reaçãoa 

   I II III IV 
Salinas --  S S S S 

Ithaca Mo2  R S S S 

Malika mo11  R R S S 

Salinas 88 mo12  R R R S 

Vanguard 75 mo12 Mo2  R R R S 
 

a S: reação de suscetibilidade; R: reação de resistência 

 

 Existe uma segunda classificação de acordo com Krause-Sakate et 

al. (2002) onde os isolados do LMV podem ser agrupados em três grandes grupos: um 

grupo do Yemen, um de Balkans (Grécia e Croácia) denominado grupo Gr e o grupo RoW 

(Rest of the World). Os isolados dos grupos Yemen e Gr, não são transmitidos por 

sementes, infectando plantas portadoras dos alelos mo11 e mo12. O grupo RoW é dividido 

em dois sub-grupos: o LMV-Commom, onde os isolados são incapazes de infectar plantas 

com os alelos  mo11 ou mo12 e o LMV-Most (mo1-breaking seed transmitted) que superam 

a tolerância conferida por ambos os alelos e são transmitidos via sementes. O isolado 

LMV-AF199 classificado como LMV-Most induz sintomas de necrose sistêmica nos 

cultivares de alface ‘Ithaca’ (gene dominante Mo2) e ‘Vanguard 75’ (Mo2 e mo1²), 

levando a morte da planta. (PAVAN et al., 2005). 

 O LMV pode infectar outras plantas além da alface como: escarola, 

espinafre, endívia, chicória e várias espécies selvagens da família Asteraceae (DINANT e 

LOT, 1992). Experimentalmente, o vírus pode infectar algumas espécies das famílias 

Chenopodiaceae e Solanaceae, incluindo Chenopodium quinoa e Nicotiana benthamiana 

(KRAUSE-SAKATE et al., 2001).  

 Em países como EUA e Holanda, a estratégia de controle mais 

utilizada para o LMV é através da certificação de sementes. Nos EUA a tolerância é de 

zero sementes contaminadas em um lote de 30.000 sementes testadas através de DAS-

ELISA; já na Holanda se adota um rigor maior, zero em um lote de 2.000 sementes (BOS 
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et al., 1994; ZERBINI et al., 2002). No Brasil a estratégia de certificação de sementes tem 

eficiência muito baixa, pois o cultivo de alface ocorre durante o ano todo com condições 

propícias para o desenvolvimento dos afídeos (SALA & COSTA, 2005), e das plantas 

hospedeiras que servem de fonte de inoculo de LMV; além de plantios muito próximos uns 

aos outros. 

O uso de inseticidas como único método de controle não é 

satisfatória (PAVAN et al., 2005) uma vez que os inseticidas registrados não são rápidos o 

suficiente para eliminar os vetores antes da inoculação dos vírus. Em alguns casos, como o 

uso de inseticidas do grupo dos piretróides, podem até elevar a incidência dos vírus por 

eles transmitidos, devido a excitação causada por esses produtos antes da morte do inseto, 

aumentando as picadas de prova (SLEUTJES, 2003). Para o controle do LMV devemos 

adotar um conjunto de medidas como eliminação de plantas daninhas e restos culturais e 

adoção de um período livre de alface na área (PAVAN et al., 2005).  

Atualmente as principais variedades de alface plantadas no Brasil 

apresentam tolerância ao LMV-II tais como Elisa, Lídia, Gamboa e Regiane (tipo lisa); 

Vanda, Gizele e Malice (tipo crespa), Maisah (tipo americana) e Mimosa Bolinha (tipo 

mimosa). Não há variedades resistentes ao LMV-IV sendo comercializados no Brasil, de 

forma que é imprescindível a busca por fontes de resistência a este grupo de isolados de 

LMV.  

Aliada à ausência de genes que confiram tolerância ou resistência ampla para os dois 

subgrupos do LMV e a sua transmissão por sementes, à diversidade de afídeos presentes 

em nossas condições é de extrema importância para a disseminação do LMV. Somado a 

isso, o grande número de espécies de afídeos envolvidos na transmissão deste vírus, e à 

modalidade não persistente com que são transmitidos os tornam agentes poderosos na 

disseminação do vírus nas áreas cultivadas (RACCAH et al., 2001). 

 

4.5 Lettuce mottle virus (LeMoV)  
 

 O LeMoV é um possível membro do gênero Sequivirus (JADÃO, 

2004). Foi inicialmente descrito por Marinho et al. (1982) no Distrito Federal, infetando 

tanto cultivares imunes como resistentes ao LMV. Apresenta partículas isométricas com 

aproximadamente 30 nm de diâmetro, ocorre em baixas concentrações no extrato foliar e é 
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transmitido via extrato vegetal tamponado (MARINHO et al., 1982). Oligonucleotídeos 

específicos para LeMoV são disponíveis para a detecção em RT-PCR (JADÃO, 2004). 

Estudos de incidência do LeMoV em diferentes regiões produtoras de alface do Estado de 

São Paulo foram realizados, mostrando que aproximadamente 10% das amostras coletadas 

com sintomas de mosaico e mosqueado no campo estavam infectadas por este  vírus, tanto 

em infecção isolada como em infecção mista com o LMV (KRAUSE-SAKATE et al., 

2008).   

 Os sintomas do LeMoV quando isolados podem se confundir com 

os causados pelo LMV, sendo porém mais fracos, sob a forma de um mosqueado salpicado 

e sem necrose (PAVAN et al., 2005).  Dados preliminares indicam que o LeMoV é 

transmitido pelo afídeo Hyperomyzus  lactucae e não é transmitido por semente.  

A principal medida de controle é a produção de mudas em 

condições protegidas de pulgões e evitar a presença de plantas daninhas hospedeiras 

(PAVAN et al., 2005).  
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

5.1 Localização dos experimentos 
    

As cultivares de alface, 169501 (11-02) e 169501C (11-03), 

utilizadas nos ensaios são oriundos da coleção pertencente à Faculdade de Ciências 

Agronômicas (FCA) da UNESP em Botucatu e foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. 

Norberto da Silva. 

 Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetação do 

Departamento de Proteção Vegetal da FCA/UNESP em Botucatu, e também onde se 

realizaram as análises laboratoriais.  

 

5.2 Escolha do isolado viral 
  

 No presente trabalho não foi utilizado o isolado de LMV AF-199, 

sabidamente pertencente ao subgrupo Most, pois Moura (2013) já havia testado o 

comportamento destas mesmas variedades a este isolado viral. Os resultados obtidos com o 

isolado AF-199, mostraram que os dois genótipos foram suscetíveis ao LMV, porém 

sintomas leves e tardios foram verificados. O isolado de LMV oriundo da empresa Sakata 

Seed Sudamerica, chamado de LMV-SK, foi estudado neste trabalho, pois dados prévios 

indicavam ausência de infecção viral por este isolado nos genótipos 169501 (11-02) e 

169501C (11-03) de alface. O isolado de LeMoV, foi obtido em lavoura comercial de 
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alface na região de Piedade/SP. A espécie viral foi confirmada com o uso de primers 

específicos em reação de RT-PCR descritos por Jadão et al. (2004). 

 

5.3 Manutenção do isolado viral 
 

Os isolados de LMV-SK e LeMoV foram mantidos por meio de 

inoculações via extrato vegetal, utilizando-se tampão fosfato de potássio 0,05M pH 7,0 em 

plantas de alface cultivar ‘Trocadero’, altamente suscetível a infecções por vírus. Como 

abrasivo, foi utilizado o Carborundum (600 mesh) misturado ao inóculo após o seu 

preparo.   

As amostras foram preservadas pelo método de dessecamento, 

cortando as folhas com sintomas em tiras finas e colocando-as em pequenos frascos 

preparados com uma camada de cloreto de cálcio anidro no fundo, sobreposta com algodão 

e papel de filtro. Os frascos foram vedados, etiquetados e armazenados em geladeira a 4°C 

na tentativa de se preservar a infectividade original; além da coleta de sementes das plantas 

mais velhas. 

 

 

5.4 Transmissão via extrato vegetal de isolados do LMV-SK e LeMoV 
 

 Foi utilizado como inóculo folhas de alface ‘Trocadero’ 

infectadas com o isolado viral, sendo maceradas (1:3 p/v) em almofariz com tampão de 

inoculação tampão fosfato de potássio 0,05M pH 7,0. A inoculação nas duas variedades foi 

realizada através da fricção das folhas previamente polvilhadas com abrasivo carborundum 

600 mesh. 

 Foram inoculadas três plantas por semana de cada variedade, 

além de uma planta de alface da cultivar ‘Trocadero’ como controle da efetividade da 

inoculação. No total foram realizadas quatro inoculações semanais, como mostra a Tabela 

2. 
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Tabela 2. Cronograma de transmissões via extrato vegetal e via afídeos. DAT: dias após o 
transplantio. 
 
Cronograma do ensaio Data 

Semeadura 18/05/2014 

Transplantio 06/06/2014 

1ª. Inoculação e transmissão 07 DAT 

2ª. Inoculação e transmissão 14 DAT 

3ª. Inoculação e transmissão 21 DAT 

4ª. Inoculação e transmissão 28 DAT 

 

 

5.5 Transmissão via afídeos 
  

 As colônias de pulgão Myzus persicae, foram gentilmente cedidas 

pelo Dr. Valdir Atsushi Yuki (IAC/Campinas), previamente identificadas como 

pertencentes a tal espécie. Estas foram mantidas em plantas de nabo forrageiro sadias 

(Raphanus sativus) em casa de vegetação no Departamento de Proteção Vegetal da 

FCA/UNESP. 

Indivíduos ápteros de M. persicae foram retirados das folhas com 

auxílio de pincel fino e macio e acondicionados em placas de Petri de vidro, onde 

permaneceram em jejum por 30 minutos. Em seguida, foram submetidos a um período de 

acesso à aquisição de 40 a 50 minutos em uma folha de alface ‘Trocadero’ infectada com 

LMV e transferidos para um período de acesso à transmissão de uma hora, sobre três 

plantas de alface da variedade 169501 (11-02) e mais três da variedade 169501C (11-03) 

sadias.  

Como controle da transmissão foi utilizado uma planta de alface da 

variedade ‘Trocadero’. Cada planta recebeu 15 pulgões. Posteriormente as plantas foram 

pulverizadas com inseticida piretróide (Decis 25EC®, na dosagem 1 mL do produto 

comercial em 3 L de água) para a eliminação dos afídeos. As plantas foram mantidas em 

casa de vegetação para posteriores avaliações de sintomas e analise por ELISA. 
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5.6 Teste biológico com plantas diferenciadoras 
 

 O teste biológico foi realizado de acordo com Pink et al. (1992), 

onde foram inoculadas as seguintes variedades de alface: ‘Salinas’, ‘Ithaca’, ‘Malika’, 

‘Salinas 88’ e ‘Vanguard 75’ com o LMV-SK. Estas variedades são capazes de 

diferenciar os isolados de LMV em patótipos. 

 Como inoculo foram utilizadas folhas de alface ‘Trocadero’ 

infectadas com LMV-SK, que foram maceradas (1:3 p/v) em almofariz com tampão de 

inoculação tampão fosfato de potássio 0,05M pH 7,0 com adição de abrasivo carborundum 

600 mesh. A inoculação foi realizada através da fricção da solução contendo o inoculo. 

Plantas de alface da cultivar ‘Trocadero’ foram utilizadas como controle da efetividade da 

inoculação. 

 

5.7 Extração de RNA Total pelo método de Bertheau et al. (1998) 
 

 As amostras foram trituradas (1:5 p/v) em tampão PBS – Tween 

contendo PVP K25 a 2% (p/v) e Na- DIECA 20 mM. Posteriormente centrifugadas por 10 

minutos a 13000 rpm em tubos de microcentrífuga a 4°C (Centrífuga Eppendorf 5804 R). 

Duzentos microlitros do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo, 

acrescentando-se 20 μl de SDS 10%. Incubou-se a 55° C por 15 minutos em banho-maria e 

adicionou-se 100 μl de solução de acetato de potássio a 3 M, agitando-se bem. Seguiu-se 

incubação no gelo por 5 minutos e centrifugação por 5 minutos a 13000 rpm (4°C), 

transferindo-se o sobrenadante para um novo tubo. Adicionou-se 700 μl de NaI 6 M e 5 μl 

de uma solução contendo silício, previamente agitada para que o silício fosse 

ressuspendido. Agitou-se bem e manteve-se a solução por 10 minutos a temperatura 

ambiente. Em seguida a solução foi centrifugada por 1 minuto a 5000 rpm. Descartou-se o 

sobrenadante e lavou-se o “pellet” duas vezes com 500 μl de solução de lavagem (Tris-

HCl 20 mM pH 7,5, EDTA 1mM, NaCl 100mM e igual volume de etanol absoluto), 

seguida de centrifugação por 1 minuto a 5000 rpm para cada lavagem. Posteriormente 

secou-se o “pellet” a vácuo (Speed Vaccum Eppendorf Concentrator 5301) e 

ressuspendeu-se o RNA em 400 μl de água Milli-Q tratada com DEPC, seguido de 
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incubação por 5 minutos a 55°C em banho-maria. Seguiu-se centrifugação por 5 minutos a 

13000 rpm. O  sobrenadante (300 μl) foi transferido para um novo tubo e armazenado a –

20°C.  

5.8 Amplificação por RT-PCR 
 

 Plantas de duas variedades de alface 169501(11-02) e 169501C 

(11-03) foram testadas para a presença de LMV. A reação foi realizada através dos 

oligonucleotídeos LMV 9171 (5’ GCGTTGATGTCGTCATCYTT 3’) e LMV 8894 

(5’CCGTACATAGCIGARTGTGCT 3’),   que amplificam um  fragmento de 278 bp, 

descritos por Revers et al.  (1997).  

A reação de RT-PCR foi realizada em uma só etapa utilizando-se o 

Kit de PCR Master Mix (Ampliqon). Para um volume final de 25 µL foram adicionados: 5 

µL de produto de extração de RNA, 12,5 µL de tampão Master Mix, 1 mM de cada 

oligonucleotídeo iniciador, 1 unidade da transcriptase reversa AMV (Avian myeloblastosis 

virus, Promega, 15 u/µl) e água DEPC para completar o volume. A condição da reação de 

RT-PCR foi de 42 °C por 15 minutos para transcrição reversa; desnaturação inicial a 95 °C 

por 5 minutos; 40 ciclos de desnaturação a 95 °C por 20 segundos; 40 ciclos de anelamento 

a 54 °C por 20 segundos; 40 ciclos de polimerização a 72 °C por 40 segundos e 

polimerização final por 10 minutos a 72 °C.   

 Para as plantas dos ensaios de inoculação por  LeMoV foram 

utilizados os oligonucleotídeos Lmo3 (5´ ACATGAGCACTAGTGAGG 3’) e Lmo4 (5’ 

AGATAGAGCCGTCTGGCG 3’), que amplificaram um fragmento de 300 bp, descritos 

por Jadão (2004). Para a reação de RT-PCR foram utilizados 5 µL de produto de extração 

de RNA, 12,5 µL de tampão Master Mix, 1 mM de cada oligonucleotídeo iniciador, 1 

unidade da transcriptase reversa AMV (Avian myeloblastosis virus, Promega, 15 u/µl) e 

quantidade suficiente de água DEPC para completar 25 µL. O ciclo utilizado consistiu em 

30 minutos a 42 °C, seguido de 2 minutos a 95 °C e 40 ciclos de 95 °C/30 segundos, 54 

°C/1  minuto e 72 °C/1 minuto e finalizando com 72 °C/10 minutos.5.9 Análise da RT-

PCR em gel de agarose 

O produto da RT-PCR (5 µL) foi corado com 1 μl de corante, e 

juntamente com o marcador molecular 1kb Ladder (Invitrogen)  foi visualizado em gel de 
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agarose a 0,8%, em  tampão TBE (0,1 M de ácido bórico; 0,02 mM EDTA pH 8,3) corado 

com intercalante GelRedTM (Biotium). 

 
 

5.10 Teste sorológico  
  
 

Na detecção de LMV também foi utilizado o teste de ELISA-

indireto utilizando anti-soro Anti-Poty (Agdia), onde inicialmente as amostras foram 

maceradas em tampão de extração Indirect Sample Extraction (1,59 g de Na2CO3, 2,93 g 

de NaHCO3, 0,2 g de NaNO3, 20 g de Polyvinylpyrrolidona (PVP) dissolvidos em 1000 

mL de água destilada), 100 µL do macerado foi  adicionado às cavidades das placas e 

incubado por 2 horas em temperatura ambiente. A placa foi lavada por 7 vezes em tampão 

PBS-Tween (NaCl (8,0g), Na2HPO4 (1,5 g), KH2PO4 (0,2 g), KCl (0,2 g), Tween 20 (500 

µL) dissolvidos em 1000 mL de água destilada obtendo uma solução final com pH 7.4), 

seguido da adição do anticorpo, diluído (1:400) em ECI Buffer (20 g de 

Polyvinylpyrrolidona (PVP), 2,0 g de albumina bovina, 0,2 g de NaNO3) e incubado por 

16 horas a 4°C, seguido de lavagem por 7 vezes em tampão PBS-Tween. Em seguida 

adicionou-se o conjugado, diluído em ECI Buffer (1:400), e incubado por 2 horas, seguido 

de lavagem por 7 vezes em tampão PBS-Tween. A revelação foi feita utilizando a enzima 

p-nitrofenilfosfato (1,0 mg/mL) diluído em 5 mL de tampão Tris 0,2 M (Sigma). Após 60 

minutos, a leitura da placa foi efetuada em leitor automático de microplaca, em 

absorbância de 405 nm. Foram consideradas amostras positivas os que apresentaram 

valores três vezes maiores que o controle negativo.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 22

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1 Inoculação por extrato vegetal 
 

As plantas de alface das variedades 169501(11-02) e 169501C (11-

03) inoculadas com o isolado de LMV-SK, não apresentaram sintomas de infecção viral 

em nenhuma das quatro inoculações. Todas as alfaces da variedade ‘Trocadero’, utilizadas 

como controles da efetividade da inoculação, apresentaram sintomas de infecção por vírus 

em média 10 dias após a inoculação (Figura 2). 
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Figura 2.  A) Alface cultivar ‘Trocadero’ (esquerda) e alface 169501(11-02) e B) alface 
cultivar ‘Trocadero’ (esquerda) e  alface 169501C (11-03) aos 14 dias após inoculação 
com o Lettuce mosaic virus. 
 

Quanto a inoculação destes mesmos genótipos com o Sequivirus 

LeMoV, verificou-se que ambos possibilitaram o aparecimento de sintomas ocasionados 

pelo vírus, equivalentes aos verificados na alface ‘Trocadero’ utilizada como padrão de 

suscetibilidade (Figura 3). 

 
 
 

A 

B 
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Figura 3. Sintomas ocasionados pelo Lettuce mottle virus em alface cultivar 
‘Trocadero’(A) e nos genótipos 169501C (11-03) (B) e 169501 (11-02) (C). 
 

Os mesmos resultados foram observados utilizando-se o afídeo 

Myzus persicae para transmissão do LMV-SK. Não foi observado sintoma de infecção 

viral por LMV-SK em nenhuma das duas variedades de alface 169501(11-02) e 169501C 

(11-03). Em contrapartida, as plantas de alface ‘Trocadero’ apresentaram sintomas de 

infecção viral em todos os intervalos de transmissão.  

Testes de transmissão com LeMoV não foram realizados, pois 

ainda não está bem definida a espécie de afídeo responsável pela sua transmissão. 

 

6.2 Detecção do LMV-SK e LeMoV por RT-PCR 
 

 Todas as plantas pertencentes aos genótipos 169501(11-02) e 

169501C (11-03) inoculadas com LMV-SK e LeMoV foram submetidas a extração de 

RNA pelo método de Bertheau et al., (1998)  seguida de reação de RT-PCR com 

oligonucleotídeos específicos para cada espécie viral.  

Folhas dos genótipos 169501(11-02) e 169501C (11-03) inoculadas 

com LMV-SK foram negativas para a presença do vírus (Figura 4), indicando imunidade 

ao vírus. Já as plantas de alface ‘Trocadero’ utilizadas como controle foram positivas para 

este vírus.  
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Figura 4.  Análise em gel de agarose a 0,8% da RT-PCR para LMV. M: Marcador 
molecular 1Kb plus DNA Ladder; 1 a 3: cultivar  169501C (11-03); 4 a 6: 169501 (11-02); 
7: alface ‘Trocadero’ infectada com LMV-SK; 8 e 9: controles positivos para LMV; 10: 
planta sadia; e 11: água. 
 
 
 Quanto ao LeMoV, todas as plantas inoculadas foram positivas 

para o teste de RT-PCR, confirmando-se a presença do vírus nas plantas sintomáticas 

(Figura 5). 

 
 

 
 
Figura 5. Análise em gel de agarose a 0,8% da RT-PCR para LeMoV: 1 a 3: amostras da 
variedade 169501C (11-03); 4 a 6: amostras da variedade 169501 (11-02); 7: alface 
‘Trocadero’ infectada com LeMoV; 8: controle positivo; 9: planta sadia e 10: água. 
 

6.3 Detecção do LMV-SK por ELISA 
 

 Além da detecção molecular para o LMV-SK também foi realizado 

o teste de detecção por meio de ELISA indireto utilizando anti-soro Anti-Poty (Agdia). Os 

resultados confirmaram a ausência do LMV-SK em todas as plantas pertencentes aos 

genótipos 169501C (11-03) e 169501(11-02), enquanto que foram positivas as plantas de 

‘Trocadero’ inoculadas com o mesmo vírus. 

  M      1        2        3       4       5        6       7       8        9      10 

    M      1       2       3      4       5      6  

    M       7         8        9      10       11 

300bp 
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 Moura (2013) avaliou estes mesmos genótipos quanto à inoculação 

com o isolado de LMV-AF199, caracterizado como patótipo IV, e observou o 

aparecimento de um sintoma de mosaico leve, porém tardio. Estes genótipos foram 

avaliados também pelo mesmo autor quanto ao alelo mol0. Foi observada a presença de um 

alelo de suscetibilidade, indicando que o retardo no aparecimento dos sintomas não está 

ligada a este alelo.   

 Diferentemente do trabalho conduzido por Moura (2013), no 

presente trabalho foi utilizado um isolado proveniente da empresa Sakata Seed 

Sudamerica. Para confirmar o subgrupo a que este isolado pertence foi realizada a extração 

pelo método de Bertheau et al., (1998) e feita a reação de RT-PCR com oligonucleotídeos 

específicos para LMV. O produto de RT-PCR foi enviado a empresa Macrogen, na Coréia 

do Sul, onde foi purificado e submetido a sequenciamento.  

Após as análises nos programas Blast n 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e Mega 5.0 (TAMURA et al., 2011), observou-se 

que o isolado LMV-SK não pertence aos subgrupos Most e Common. Trata-se de um 

isolado com identidade de 93% ao isolado Fr4 (acesso no GenBank n. AF369010), 92% ao 

A435 (acesso n. AF368954) e 90% ao isolado Br6 (acesso n. AF368958) (Figura 6). 

 Um teste biológico foi realizado utilizando-se o isolado, que foi 

inoculado em plantas de alface das cultivares ‘Ithaca’ (Mo2), ‘Malika’ (mo11), ‘Vanguard 

75’ (mo12 e Mo2) e ‘Salinas 88’ (mo12).  A cultivar ‘Salinas 88’ apresentou um leve 

clareamento da nervura e a infecção viral foi confirmada por RT-PCR. As folhas desta 

cultivar foram retroinoculadas em Chenopodium quinoa e foi possível observar sintomas 

de infecção viral na forma de lesão local e posteriormente mosaico sistêmico típicos aos 

causados pelo LMV nesta hospedeira (Figura 7). Já nas cultivares ‘Ithaca’, ‘Malika’ e 

‘Vanguard 75’ não foi verificado sintomas nas plantas inoculadas com o LMV-SK. A 

partir da retroinoculação não foi possível detectar o LMV nestas plantas. Este resultado 

mostra um comportamento diferente ao observado para o isolado AF199, um típico LMV-

IV e LMV-Most, que infecta estes cultivares (KRAUSE-SAKATE et al., 2001). 
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LMV Common

LMV‐Most

 
Figura 6. Árvore filogenética obtida pelo programa Mega 5.0 com os isolados de LMV. A 
árvore foi construída utilizando neighbor joining, com valor de Bootstrap de 2000.  
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Figura 7. Alface cultivar ‘Salinas 88’ (A) com sintoma de leve clareamento das nervuras e 
C. quinoa  sintoma de lesão local (B) aos 14 dias após retroinoculação.  
 

 
Pôde-se concluir pelas análises biológicas que a resistência 

verificada nos genótipos 169501C (11-03) e 169501(11-02) ao LMV-SK não é conferida 

pelo alelo mo12, uma vez que em ‘Salinas 88’ que possui este gene o isolado LMV-SK foi 

capaz de induzir sintomas de mosaico. Pôde-se concluir pelas análises biológicas que a 

resistência verificada nos genótipos 169501C (11-03) e 169501(11-02) ao LMV-SK não é 

conferida pelo alelo mo12, uma vez que em ‘Salinas 88’ que possui este gene o isolado 

LMV-SK foi capaz de induzir sintomas de mosaico.  

 Os dados aqui obtidos reforçam a necessidade de se conhecer muito 

bem o isolado viral para o qual se realiza avaliação de resistência ou tolerância de plantas, 

visando melhoramento genético. Apesar dos genótipos 169501C (11-03) e 169501(11-02) 

serem imunes ao LMV-SK, este não é um isolado de LMV típico e não é representativo 

dos isolados de LMV encontrados no campo.  
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7 CONCLUSÕES 
 
 

• Os genótipos de alface 169501C (11-03) e 169501(11-02) são imunes ao isolado 

LMV-SK, mas suscetíveis ao LeMoV; 

• O isolado LMV-SK não pôde ser classificado em patótipos segundo a classificação 

de Pink et al. (1992); 

• O isolado LMV-SK não pertence ao subgrupo Most, nem ao subgrupo Common. 
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