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RESUMO

Levantamentos realizados no estado de Sdo Paulo indicaram
a ocorréncia isolada e em infecg¢des mistas do Lettuce mosaic virus
(LMV) e do Lettuce mottle virus (LeMoV) em plantas de alface
(Lactuca sativa). O presente trabalho teve como objetivo estudar os
efeitos da infecgdo isolada e mista entre o LMV (patotipos 11 e IV) e
o LeMoV, em cultivares de alface suscetivel (White Boston) e tolerante
(Elisa - gene mol’) a0 LMV patétipo II. As plantas foram inoculadas
via extrato vegetal tamponado com isolados de LMV-II, LMV-IV e
LeMoV separadamente e em diferentes combinagdes, com intervalo
de 24 h ou simultaneamente com os dois virus. As plantas infetadas

foram analisadas utilizando-se hospedeiras diferenciais para o LMV
e o LeMoV, e no caso do LMV pelo teste sorolégico de PTA-ELISA.
Nas avaliagdes de peso fresco e seco, area foliar e teor de clorofila,
observou-se que a cultivar White Boston foi a mais afetada por ambos
os virus. As infecgdes mistas e isoladas na cultivar Elisa causaram
efeitos semelhantes, provavelmente devido a presenga do gene mol’
de tolerdncia ao LMV-II. O isolado LMV-IV foi considerado o mais
agressivo nestas cultivares quando comparado ao LMV-II e o LeMoV.

Palavras chave adicionais: mosaico da alface, mosqueado
da alface, Lactuca sativa, Potyvirus.

ABSTRACT

Effects on photosynthesis and foliar area of lettuce cultivar
mechanically inoculated with Lettuce mosaic virus pathotypes
and Lettuce mottle virus

A survey of virus isolates causing mosaic in lettuce (Lactuca
sativa) in the state of Sdo Paulo, Brazil, indicated the occurrence of
Lettuce mosaic virus (LMV) and Lettuce mottle virus (LeMoV) alone
or in mixed infections. The objective of this work was to study the
effects of single and mixed infections between LMV (pathotypes 11
and IV) and LeMoV in susceptible (White Boston) and tolerant (Elisa,
mol! gene) lettuce cultivars. Plants were sap-inoculated with LMV-II,

LMV-IV and LeMoV, in single infections and in different combinations,
with either a 24 h interval between the two viruses or simultaneously.
Plants were tested for the presence of LMV and LeMoV using
differential hosts and, in the case of LMV, the serological test (PTA-
ELISA) was used. In the evaluations of fresh and dry weight, leaf area
and chlorophyll content, the White Boston cultivar was observed to
be the most affected by both viruses. This cultivar’s response to single
and mixed infections was similar, probably due to the presence of the
mol’ gene which confers tolerance to LMV-II. When compared to
LMV-IV and LeMoV, LMV-IV was the most aggressive isolate.

INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) esta entre as hortalicas de
maior importancia econdmica no Brasil. O estado de Sdo Paulo
¢ o principal produtor, com uma area cultivada de aproxima-
damente 7.370 hectares e produgdo de 17.315 toneladas em
2001 (Agrianual, 2002).

As viroses podem ser responsaveis por perdas de até
100% em cultivos de alface, dependendo das condigdes
ambientais e dos cuidados dispensados a cultura (Resende &
Cupertino, 1995).

*Parte da Dissertagdo de Mestrado do primeiro autor. FCA-UNESP-
Botucatu. (2001)
** Bolsista CAPES
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O virus do mosaico da alface (Lettuce mosaic virus,
LMYV), um dos virus mais importantes em areas de produgio
comercial de alface, encontra-se disseminado por todo o
mundo, possivelmente devido ao intercimbio de sementes
infetadas (Dinant & Lot, 1992). O LMV pertence ao género
Potyvirus, familia Potyviridae, e seu genoma ¢ constituido
por uma molécula de RNA de fita simples, senso positivo,
poliadenilada, com 10.080 nucleotideos (Reverset al., 1997). O
LMYV apresenta uma ampla gama de hospedeiros, infetando
121 espécies vegetais pertencentes a 60 géneros e 17 familias
botanicas (Dinant & Lot, 1992). A maioria das espécies
hospedeiras encontra-se na familia Asteraceae, a qual pertence
aalface.

O virus do mosaico da alface ¢ transmitido por afideos,
pelas sementes de plantas infetadas e via extrato vegetal. A
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taxa de transmissdo do virus pelas sementes de alface varia de
1,33 a 16,5%, de acordo com o isolado e cultivar utilizados
(Dinant & Lot, 1992; Jadaoet al., 2002).

Além do LMYV, levantamentos de campo realizados por
Stangarlin (1995) indicaram que um segundo virus provocando
sintoma de mosqueado em alface (Lettuce mottle virus, LeMoV)
¢ bastante prevalecente no estado de Sao Paulo, ocorrendo
freqiientemente em infec¢ao mista com o LMV. O LeMoV foi
inicialmente descrito por Marinho et al. (1982) no Distrito
Federal, infetando tanto cultivares imunes como resistentes
ao LMV. Trata-se de um virus de particulas isométricas com
aproximadamente 30 nm de diametro, quando analisadas ao
microscopio eletronico (Marinho et al., 1986a). O LeMoV pode
ser transmitido mecanicamente (Marinho et al., 1982) e pelo
afideo Hyperomyzus lactucae L. (Marinho et al., 1986b). Até o
momento, informag¢des soroldogicas e moleculares sdo
completamente desconhecidas para o LeMoV.

Algumas caracteristicas bioldgicas e taxondmicas do
LeMoV sugerem sua possivel classificacdo no género
Sequivirus, do qual faz parte um outro virus muito similar, o
Dandelion yellow mosaic virus (DaYMYV), descrito infetando
plantas de alface em diferentes paises do continente europeu
(Bos et al., 1983). Apesar de classificado na familia
Sequiviridae, género Sequivirus, nenhum dado molecular é
conhecido para o DaYMV.

Os sintomas induzidos pelo LeMoV em alface incluem
mosqueado e mosaico, semelhantes aqueles induzidos pelo
LMYV, cujos sintomas variam de acordo com o isolado viral, a
cultivar de alface e as condi¢Ges ambientais, ocasionando,
normalmente, mosaico, nanismo, distor¢do e reducdo da area
foliar. Necrose ¢ morte de plantas podem ocorrer em certas
combinagdes de isolados virais e cultivares de alface (Grogan,
1980; Zerbini et al., 1995; Krause-Sakate et al., 1999). Existe
uma grande dificuldade na disting@o desses dois virus com
base nos sintomas. Levantamentos de campo realizados no
estado de Sao Paulo revelaram que frequentemente plantas de
alface com sintoma de mosaico apresentavam muitas vezes o
LeMoV e LMV em infec¢do mista (Stangarlin, 1995).

Em infec¢des mistas entre dois ou mais virus
freqlientemente ocorre o fenémeno de sinergismo, onde a
severidade dos sintomas € maior do que a adigdo dos efeitos
dos virus isolados (Colariccio et al., 1991). Muitos casos de
sinergismo envolvem espécies do género Potyvirus. Exemplos
classicos incluem a interagdo do Potato virus X (PVX) com
varios potyvirus, incluindo Potato virus Y (PVY), Tobacco
vein mottling virus (TVMV) e Tobacco etch virus (TEV),
infetando espécies de Nicotiana e diversas outras solanaceas.
Nesses casos, o aumento da severidade dos sintomas ¢
relacionado com um aumento do acimulo do PVX, ndo havendo
aumento ou decréscimo da concentragao do potyvirus (Vance,
1991).

Para a cultura da alface sdo poucos os trabalhos que
estudaram a interacdo entre virus. Walkey & Payne (1990),
observando a infec¢do mista envolvendo o LMV, Cucumber
mosaic virus (CMV) género Cucumovirus, familia
Bromoviridae e Beet western yellows virus (BWYV) género
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Polerovirus, familia Luteovirus em alface, constataram a
ocorréncia de sintomas mais severos nas combinagdes que
incluiam o LMV.

Devido a frequente ocorréncia de infec¢ao mista entre
o LMV e o LMoV e a importancia do LMV para a cultura da
alface, o presente trabalho teve como objetivo o estudo dos
efeitos a nivel fotossintético e de area foliar da infecgao entre
diferentes patétipos do LMV e o LeMoV, em gendtipos de
alface.

MATERIAL EMETODOS

Obten¢iao e manuten¢ao dos isolados virais

Os isolados de LMV AF198 (patdtipo II), AF199
(patotipo IV) e o isolado 197 do LeMoV utilizados neste estudo
foram obtidos e identificados por Stangarlin (1995) por meio
de testes bioldgicos, soroldgicos e observagdes em
microscopia eletronica. Estes isolados foram mantidos in vivo
por meio de inoculagdes mecénicas sucessivas via extrato
vegetal tamponado (fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,2, para o
LMV-IIe-IV, e fosfato de sodio 0,05 M, pH 8,0, para o LeMoV,
ambos contendo sulfito de sddio a 0,01 M) em plantas de
Chenopodium quinoa (W.). Os isolados foram armazenados
em folhas de C. quinoa desidratadas em CaCl,, mantidas a —
20°C.

Instalacido do experimento

Conduzido em casa de vegetagdo, o experimento foi
constituido de dez tratamentos por cultivar de alface (ELISA-
tolerante; White Boston-suscetivel): 1 inoculagdo das
testemunhas apenas com tampao fosfato de sodio 0,05 M, pH
7,0; 2 inoculagdo do LMV-II; 3 inocula¢do do LMV-IV; 4
inoculag¢do do LeMoV; 5 inoculagdo do LMV-II ¢, apds 24 h,
do LeMoV; 6 inoculagdo do LeMoV e, ap6s 24 h, do LMV-II; 7
inoculagdo do LMV-IV e, apés 24 h, do LeMoV; 8 inoculagdo
do LeMoV e, apds 24 h, do LMV-IV; 9 inoculagdo do LMV-Il e
LeMoV simultaneamente; e 10 inoculagdo do LMV-IV e LeMoV
simultaneamente. Cada um dos tratamentos foi composto por
dez repetigdes, sendo que cada repetigdo foi constituida por
uma planta de alface por vaso. As plantas foram inoculadas
mecanicamente 20 dias ap6s a semeadura, utilizando-se como
indculo plantas infetadas de C. quinoa (1 g de folhas para
cada 4 ml de tamp@o). A casa de vegetacdo foi mantida com
uma temperatura em torno de 25°C.

Teste sorologico

A técnica de “PTA-ELISA” (“plate-trapped antigen™),
descrita por Mowart & Dawson (1987) foi utilizada para
confirmar a infec¢do pelo LMV nas plantas de alface
inoculadas. No teste foram utilizadas amostras de 1 g de folhas
de plantas com ou sem sintomas, coletadas 15 dias apos a
inoculagdo. Como controle negativo foram utilizadas amostras
de plantas de alface sadias. As leituras foram realizadas em
leitora BIOTEK modelo EL 307C, utilizando-se filtro para
comprimento de onda de 405 nm. As amostras foram
consideradas infetadas quando o valor médio das leituras de
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absorvancia excedia em trés vezes o valor médio das leituras
das amostras sadias.

Avaliacio do peso fresco e seco, atividade fotossintética e drea
foliar

As plantas com diagnoéstico positivo para o LMV no
teste de ELISA e com sintomas visiveis para o LeMoV foram
avaliadas. Apds 25 dias da inoculagdo, as plantas foram
cortadas rente ao solo, identificadas e pesadas para se obter o
peso fresco (g). Duas folhas intermediarias de cada planta de
alface foram retiradas, ¢ a atividade fotossintética foi medida
por meio da assimila¢do liquida de CO, pela planta, em trés
pontos de cada uma das folhas (ponta, meio e base), utilizando-
se uma camara portatil de fotossintese (marca LI-COR, modelo
LI-6200). Para a transformagao das leituras feitas pelo aparelho
foi utilizada a formula: Y = 0,0996 x (X — 0,152), onde X
corresponde a leitura do aparelho e Y ¢ igual ao teor de clorofila
expresso em mg/cm?®. As mesmas duas folhas retiradas das
plantas foram prontamente fotocopiadas e identificadas para
avaliagdo da area foliar (cm?). Nesta avaliagdo utilizou-se um
medidor portatil (marca LI-COR, modelo LI-3000 A). Para
avaliacdo do peso seco (g), as plantas foram armazenadas em
sacos de papel, identificadas e mantidas em estufa durante
cinco dias sob uma temperatura constante de 70 °C.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de
variancia de médias comparadas, por meio do teste de Tukey.
Os dados foram transformados em SQRT (x + 0,50). As analises
foram realizadas utilizando o programa ESTAT, da Universidade
Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os efeitos das diferentes combinagdes entre os virus na

atividade fotossintética, no peso seco e fresco e na area foliar das
cultivares Elisa e White Boston sdo apresentados na Tabela 1.

A redugdo do teor de clorofila na cv. Elisa foi significativa
somente para a inoculagdo isolada do LMV-IV. Este dado pode
ser explicado pelo fato da cultivar Elisa possuir o gene
recessivo mol’ que confere tolerancia ao isolado LMV-II (Pink
et al., 1992). Nesta mesma cultivar foi verificada uma certa
tolerancia para o LeMoV que apresenta sintomas fracos, quase
que imperceptiveis (Silva & Pavan, 2001). E possivel que essa
tolerancia seja devida a presenca do gene mol’, entretanto,
sabe-se que genes de resisténcia a virus e fungos estdo
geneticamente proximos na alface (Witsenboer et al., 1995).
Dessa forma, a tolerancia pode ser devido a presenga de outro
gene ou QTL especifico para o LeMoV e geneticamente proximo
ao gene mol’. Essa hipotese deve ser testada por meio de
inoculacdo de cultivares diferenciadoras de alface contendo
diferentes combinac¢des dos genes de resisténcia a LMV ja
identificados (mol’, mo1? e Mo2). Curiosamente, nas infecgdes
mistas envolvendo o LMV-IV e o LeMoV, onde os efeitos do
LMV-1V deveriam prevalecer, o teor de clorofila das plantas se
manteve proximo ao da testemunha sadia ¢ do LeMoV em
infecgdo simples.

Na cv. White Boston, suscetivel para os trés virus, a
redugdo do teor de clorofila e da area foliar foi bastante evidente
parao LMV-IV em infeccao simples. Verificou-se que as plantas
com infecgdo mista envolvendo LMV-IV e LeMoV, foram menos
afetadas do que as plantas com infecgdo simples com 0 LMV-
IV, sugerindo um efeito atenuante do LeMoV sobre este
patotipo do LMV. Os efeitos na area foliar na cultivar tolerante
ELISA foram mais expressivos quando o LMV-IV foi inoculado
sozinho ou em combina¢do com o LeMoV.

A redugdo do teor de clorofila das plantas pode estar
algumas vezes relacionada a agressividade do isolado, uma
vez que com o surgimento de sintomas como mosaico e necrose
foliar, a atividade fotossintética é reduzida, devido a grande
destrui¢do de moléculas de clorofila nos locais com sintomas
(Leite & Pascholati, 1995). A redugao no teor de clorofila foi

TABELA 1 - Avaliagdo do peso seco e fresco, area foliar e atividade fotossintética em plantas de alface (Lactuca sativa) das cultivares Elisa e
White Boston infetadas com os patotipos Il e IV do Lettuce mosaic virus (LMV) e do Lettuce mottle virus (LeMoV), separadamente ¢ em
diferentes combinagdes

Peso fresco (g)* Peso seco (g)* Area Foliar ((‘m“)"" Teor de clorofila (mgfcmz}"-

Tratamento

Elisa W, Boston Elisa W. Boston Elisa W. Boston Elisa W. Boston
| (Testemunha) 16,49 a 21,28 a 1,87 a 2.65a 18,51a 3749 a 1.8a 1.6a
2 (LMV-II) 16,08 a 17.92 ab 1.89 a 2.06a 17,44 ab 3147 ab l.6a 1,2 ab
3 (LMV-1V) 12.59 ab 13,08b 1,50 ab 1.81 a 13,44 be 13,94 ¢ 1.2b 0.8b
4 (LeMoV) 14,43 ab 14,66 ab 1.52 ab 2,08a 15,47 abe 23,01 bed 1,7a l1.4a
5(LMV-II ¢ LeMoV) 12,62 ab 16,09 ab 1,48 ab 2,17a 15,58 abe 24.63 be l.ba l.4a
6 (LeMoV e LMV-1I)! 12,39 ab 18,33 ab 1,42 ab 2,71 a 14,70 abe 22,51 bed 1.7a 1.3a
7 (LMV-IV ¢ LeMoV)' 13,32 ab 21,16 a 1,49 ab 2.89a 1491 abec 21,34 cde 1,7a 1,1 ab
S(Lcl\'lo\*'e[_l\fl\»’—l\»’)' 11,16 b 21,60 a 1,34 b 2.53a 1231 ¢ 21,41 cde 1.5a 1.2 ab
9 (LMV-II e I,L'.‘I\/Io‘v’)l 12,52 ab 20,88 a 1,55 ab 241 a 13,89 be 20,74 cde 1,7a 1,2 ab
10 (LMV-1V ¢ LeMoVY 11,55 b 16,99 ab 1,51 ab 221a 12,97 ¢ 15.26 de l5a 1,2 ab
CV (%) 9.67 11.66 7.52 12,23 8,13 12,14 5,34 10,31

! Plantas inoculadas com intervalo de 24 h entre um virus e outro.

2 Plantas inoculadas simultaneamente com os dois virus.

* Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si ao nivel de 5% de Probabilidade pelo Teste de Tukey. Cada valor representa uma média
das plantas com diagndstico positivo para os virus, em cada tratamento.
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significativa para o LMV-IV, confirmando sua maior
agressividade em comparagdo ao LMV-Il e ao LeMoV.

Foi observada uma redugao acentuada do peso fresco
na cv. Elisa infetada simultaneamente pelo LeMoV e LM V-1V,
em comparacao a infecgdo isolada destes virus. Entretanto, na
cv. W. Boston nao foi observada redugao do peso fresco para
esta combinagdo. Possivelmente este fato esta ligado a
tolerancia observada ao LeMoV nesta cultivar. A reducdo de
sintomas e danos, quando em infec¢do mista com LMV-IV e
LeMoV na cv. Elisa, pode estar sendo influenciada pela taxa de
replicagdo do LeMoV, reduzida pela presenca de um gene de
tolerancia. Como a cv. W. Boston ¢ suscetivel a ambos os
virus, o efeito da interag@o entre 0 LMV-IV e LeMoV pode ser
melhor evidenciado.

Nao houve diferenca significativa, nas duas cultivares,
entre os tratamentos com intervalo de 24 h entre as inoculagoes,
mostrando que a ordem de inoculacio dos virus nao interferiu
no efeito destes nas plantas. Também foi observado, que
prevaleceu nestas cultivares o carater agressivo do patdtipo
IVdoLMV.

A analise do fendmeno de sinergismo entre potyvirus e
virus pertencentes a outros géneros demonstrou que a proteina
HC-Pro, produzida pelos potyvirus, constitui um fator de
patogenicidade, inibindo o mecanismo de silenciamento génico
pos-transcricional que é uma resposta de defesa do hospedeiro
a infecgao viral (Anandalakshimi et al., 1998; Brignettiet al.,
1998; Kasschau & Carrington, 1998). Nessas interagdes, 0s
sintomas da infec¢do mista sdo mais acentuados do que os
sintomas de cada virus separadamente devido ao maior
actimulo do nao-potyvirus (Pruss et al., 1997). Assim sendo,
os maiores danos causados as plantas pelo LMV-IV quando
em infecgo simples comparado aos efeitos provocados pela
infecgdo mista com o LeMoV sugerem um efeito atenuante do
LeMoV sobre o LMV.

Em conjunto, os resultados sugerem que, diferente de
outras infecgdes mistas envolvendo potyvirus estudadas até
o presente, uma possivel interagdo LMV/LeMoV pode estar
envolvendo um descréscimo no actimulo do potyvirus. E
possivel que algum fator produzido pelo LeMoV seja capaz de
proteger a planta de uma infe¢do com o LMV, ou de gerar uma
resposta de defesa mais eficiente da planta direcionada a esse
virus. Um estudo mais detalhado do mecanismo envolvido
nessa interacdo pode levar a novas estratégias de controle de
doencgas causadas por potyvirus.
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