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RESUMO

*Parte da Dissertação de Mestrado do primeiro autor. FCA-UNESP-
Botucatu. (2001)

** Bolsista CAPES

Levantamentos realizados no estado de São Paulo indicaram
a ocorrência isolada e em infecções 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 infecção isolada e mista entre o LMV (patótipos II e IV) e
o LeMoV, em cultivares de alface suscetível (White Boston) e tolerante
(Elisa - gene mol1) ao LMV patótipo II. As plantas foram inoculadas
via extrato vegetal tamponado com isolados de LMV-II, LMV-IV e
LeMoV separadamente e em diferentes combinações, com intervalo
de 24 h ou simultaneamente com os dois vírus. As plantas infetadas

foram analisadas utilizando-se hospedeiras diferenciais para o LMV
e o LeMoV, e no caso do LMV pelo teste sorológico de PTA-ELISA.
Nas avaliações de peso fresco e seco, área foliar e teor de clorofila,
observou-se que a cultivar White Boston foi a mais afetada por ambos
os vírus. As infecções mistas e isoladas na cultivar Elisa causaram
efeitos semelhantes, provavelmente devido a presença do gene mo11

de tolerância 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 São 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 II
and IV) and LeMoV in susceptible (White Boston) and tolerant (Elisa,
mo11 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
mo11 gene which confers tolerance to LMV-II. When compared to
LMV-IV and LeMoV, LMV-IV was the most aggressive isolate.

INTRODUÇÃO

A alface (Lactuca sativa L.) está entre as hortaliças de
maior importância econômica no Brasil. O estado de São Paulo
é o principal produtor, com uma área cultivada de aproxima-
damente 7.370 hectares e produção de 17.315 toneladas em
2001 (Agrianual, 2002).

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

O vírus do mosaico da alface (Lettuce mosaic virus,
LMV), um dos vírus mais importantes em áreas de produção
comercial de alface, encontra-se disseminado por todo o
mundo, possivelmente devido ao intercâmbio de sementes
infetadas (Dinant & Lot, 1992). O LMV pertence ao gênero
Potyvirus, família Potyviridae, e seu genoma é constituído
por uma molécula de RNA de fita simples, senso positivo,
poliadenilada, com 10.080 nucleotídeos (Revers et al., 1997). O
LMV apresenta uma ampla gama de hospedeiros, infetando
121 espécies vegetais pertencentes a 60 gêneros e 17 famílias
botânicas (Dinant & Lot, 1992). A maioria das espécies
hospedeiras encontra-se na família Asteraceae, a qual pertence
a alface.

O vírus do mosaico da alface é transmitido por afídeos,
pelas sementes de plantas infetadas e via extrato vegetal. A
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taxa de transmissão do vírus pelas sementes de alface varia de
1,33 a 16,5%, de acordo com o isolado e cultivar utilizados
(Dinant & Lot, 1992; Jadão et al., 2002).

Além do LMV, levantamentos de campo realizados por
Stangarlin (1995) indicaram que um segundo vírus provocando
sintoma de mosqueado em alface (Lettuce mottle virus, LeMoV)
é bastante prevalecente no estado de São Paulo, ocorrendo
freqüentemente em infecção 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 vírus de partículas isométricas com
aproximadamente 30 nm de diâmetro, quando analisadas ao
microscópio eletrônico (Marinho et al., 1986a). O LeMoV pode
ser transmitido mecanicamente (Marinho et al., 1982) e pelo
afídeo Hyperomyzus lactucae L. (Marinho et al., 1986b). Até o
momento, informações sorológicas e moleculares são
completamente desconhecidas para o LeMoV.

Algumas características biológicas e taxonômicas do
LeMoV sugerem sua possível classificação no gênero
Sequivírus, do qual faz parte um outro vírus muito similar, o
Dandelion yellow mosaic virus (DaYMV), descrito infetando
plantas de alface em diferentes países do continente europeu
(Bos et al., 1983). Apesar de classificado na família
Sequiviridae, gênero Sequivirus, nenhum dado molecular é
conhecido para o DaYMV.

Os sintomas induzidos pelo LeMoV em alface incluem
mosqueado e mosaico, semelhantes àqueles induzidos pelo
LMV, cujos sintomas variam de acordo com o isolado viral, a
cultivar de alface e as condições ambientais, ocasionando,
normalmente, mosaico, nanismo, distorção e redução da área
foliar. Necrose e morte de plantas podem ocorrer em certas
combinações de isolados virais e cultivares de alface (Grogan,
1980; Zerbini et al., 1995; Krause-Sakate et al., 1999). Existe
uma grande dificuldade na distinção desses dois vírus com
base nos sintomas. Levantamentos de campo realizados no
estado de São Paulo revelaram que frequentemente plantas de
alface com sintoma de mosaico apresentavam muitas vezes o
LeMoV e LMV em infecção mista (Stangarlin, 1995).

Em infecções mistas entre dois ou mais vírus
freqüentemente ocorre o fenômeno de sinergismo, onde a
severidade dos sintomas é maior do que a adição dos efeitos
dos vírus isolados (Colariccio et al., 1991). Muitos casos de
sinergismo envolvem espécies do gênero Potyvirus. Exemplos
clássicos incluem a interação do Potato virus X (PVX) com
vários potyvírus, incluindo Potato virus Y (PVY), Tobacco
vein mottling virus (TVMV) e Tobacco etch virus (TEV),
infetando espécies de Nicotiana e diversas outras solanáceas.
Nesses casos, o aumento da severidade dos sintomas é
relacionado com um aumento do acúmulo do PVX, não havendo
aumento ou decréscimo da concentração do potyvírus (Vance,
1991).

Para a cultura da alface são poucos os trabalhos que
estudaram a interação entre vírus. Walkey & Payne (1990),
observando a infecção mista envolvendo o LMV, Cucumber
mosaic virus (CMV) gênero Cucumovirus,  família
Bromoviridae e Beet western yellows virus (BWYV)  gênero

Polerovirus, família Luteovirus em alface, constataram a
ocorrência de sintomas mais severos nas combinações que
incluíam o LMV.

Devido à frequente ocorrência de infecção mista entre
o LMV e o LMoV e à importância do LMV para a cultura da
alface, o presente trabalho teve como objetivo o estudo dos
efeitos à nível fotossintético e de área foliar da infecção entre
diferentes patótipos do LMV e o LeMoV, em genótipos de
alface.

MATERIAL E MÉTODOS

Obtenção e manutenção dos isolados virais
Os isolados de LMV AF198 (patótipo II), AF199

(patótipo IV) e o isolado 197 do LeMoV utilizados neste estudo
foram obtidos e identificados por Stangarlin (1995) por meio
de testes biológicos, sorológicos e observações em
microscopia eletrônica. Estes isolados foram mantidos in vivo
por meio de inoculações mecânicas sucessivas via extrato
vegetal tamponado (fosfato de sódio 0,05 M, pH 7,2, para o
LMV-II e -IV, e fosfato de sódio 0,05 M, pH 8,0, para o LeMoV,
ambos contendo sulfito de sódio a 0,01 M) em plantas de
Chenopodium quinoa (W.). Os isolados foram armazenados
em folhas de C. quinoa desidratadas em CaCl

2
, mantidas à –

20oC.

Instalação do experimento
Conduzido em casa de vegetação, o experimento foi

constituído de dez tratamentos por cultivar de alface (ELISA-
tolerante; White Boston-suscetível): 1 inoculação das
testemunhas apenas com tampão fosfato de sódio 0,05 M, pH
7,0; 2 inoculação do LMV-II; 3 inoculação do LMV-IV; 4
inoculação do LeMoV; 5 inoculação do LMV-II e, após 24 h,
do LeMoV; 6 inoculação do LeMoV e, após 24 h, do LMV-II; 7
inoculação do LMV-IV e, após 24 h, do LeMoV; 8 inoculação
do LeMoV e, após 24 h, do LMV-IV; 9 inoculação do LMV-II e
LeMoV simultaneamente; e 10 inoculação do LMV-IV e LeMoV
simultaneamente. Cada um dos tratamentos foi composto por
dez repetições, sendo que cada repetição foi constituida por
uma planta de alface por vaso. As plantas foram inoculadas
mecanicamente 20 dias após a semeadura, utilizando-se como
inóculo plantas infetadas de C. quinoa (1 g de folhas para
cada 4 ml de tampão). A casa de vegetação foi mantida com
uma temperatura em torno de 25 oC.

Teste sorológico
A técnica de “PTA-ELISA” (“plate-trapped antigen”),

descrita por Mowart & Dawson (1987) foi utilizada para
confirmar a infecção 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 após a
inoculação. 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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absorvância excedia em três vezes o valor médio das leituras
das amostras sadias.

Avaliação do peso fresco e seco, atividade fotossintética e área
foliar

As plantas com diagnóstico positivo para o LMV no
teste de ELISA e com sintomas visíveis para o LeMoV foram
avaliadas. Após 25 dias da inoculação, as plantas foram
cortadas rente ao solo, identificadas e pesadas para se obter o
peso fresco (g). Duas folhas intermediárias de cada planta de
alface foram retiradas, e a atividade fotossintética foi medida
por meio da assimilação líquida de CO

2
pela planta, em três

pontos de cada uma das folhas (ponta, meio e base), utilizando-
se uma câmara portátil de fotossíntese (marca LI-COR, modelo
LI-6200). Para a transformação das leituras feitas pelo aparelho
foi utilizada a fórmula: Y = 0,0996 x (X – 0,152), onde X
corresponde à leitura do aparelho e Y é igual ao teor de clorofila
expresso em mg/cm2. As mesmas duas folhas retiradas das
plantas foram prontamente fotocopiadas e identificadas para
avaliação da área foliar (cm2). Nesta avaliação utilizou-se um
medidor portátil (marca LI-COR, modelo LI-3000 A). Para
avaliação 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 ºC.

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

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os efeitos das diferentes combinações entre os vírus na
atividade fotossintética, no peso seco e fresco e na área foliar das
cultivares Elisa e White Boston são apresentados na Tabela 1.

A redução do teor de clorofila na cv. Elisa foi significativa
somente para a inoculação isolada do LMV-IV. Este dado pode
ser explicado pelo fato da cultivar Elisa possuir o gene
recessivo mo11 que confere tolerância ao isolado LMV-II (Pink
et al., 1992). Nesta mesma cultivar foi verificada uma certa
tolerância para o LeMoV que apresenta sintomas fracos, quase
que imperceptiveis (Silva & Pavan, 2001). E possível que essa
tolerância seja devida à presença do gene mo11, entretanto,
sabe-se que genes de resistência a vírus e fungos estão
geneticamente próximos na alface (Witsenboer et al., 1995).
Dessa forma, a tolerância pode ser devido à presença de outro
gene ou QTL específico para o LeMoV e geneticamente próximo
ao gene mo11. Essa hipótese deve ser testada por meio de
inoculação de cultivares diferenciadoras de alface contendo
diferentes combinações dos genes de resistência a LMV já
identificados (mo11, mo12 e Mo2). Curiosamente, nas infecções
mistas envolvendo o LMV-IV e o LeMoV, onde os efeitos do
LMV-IV deveriam prevalecer, o teor de clorofila das plantas se
manteve próximo ao da testemunha sadia e do LeMoV em
infecção simples.

Na cv. White Boston, suscetível para os três vírus, a
redução do teor de clorofila e da área foliar foi bastante evidente
para o LMV-IV em infecção simples. Verificou-se que as plantas
com infecção mista envolvendo LMV-IV e LeMoV, foram menos
afetadas do que as plantas com infecção simples com o LMV-
IV, sugerindo um efeito atenuante do LeMoV sobre este
patótipo do LMV. Os efeitos na área foliar na cultivar tolerante
ELISA foram mais expressivos quando o LMV-IV foi inoculado
sozinho ou em combinação com o LeMoV.

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

TABELA 1 - Avaliação do peso seco e fresco, área foliar e atividade fotossintética em plantas de alface (Lactuca sativa) das cultivares  Elisa e
White Boston infetadas com os patótipos II e IV do Lettuce mosaic virus (LMV) e do Lettuce mottle virus (LeMoV), separadamente e em
diferentes combinações

 1 Plantas inoculadas com intervalo de 24 h entre um vírus e outro.
 2 Plantas inoculadas simultaneamente com os dois vírus.
* Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si ao nível de 5% de Probabilidade pelo Teste de Tukey. Cada valor representa uma média

das plantas com diagnóstico positivo para os vírus, em cada tratamento.
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significativa para o LMV-IV, confirmando sua maior
agressividade em comparação ao LMV-II e ao LeMoV.

Foi observada uma redução acentuada do peso fresco
na cv. Elisa infetada simultaneamente pelo LeMoV e LMV-IV,
em comparação à infecção isolada destes vírus. Entretanto, na
cv. W. Boston não foi observada redução do peso fresco para
esta combinação. Possivelmente este fato está ligado à
tolerância observada ao LeMoV nesta cultivar. A redução de
sintomas e danos, quando em infecção mista com LMV-IV e
LeMoV na cv. Elisa, pode estar sendo influenciada pela taxa de
replicação do LeMoV, reduzida pela presença de um gene de
tolerância. Como a cv. W. Boston é suscetível a ambos os
vírus, o efeito da interação entre o LMV-IV e LeMoV pode ser
melhor evidenciado.

Não houve diferença significativa, nas duas cultivares,
entre os tratamentos com intervalo de 24 h entre as inoculações,
mostrando que a ordem de inoculacão dos vírus não interferiu
no efeito destes nas plantas. Também foi observado, que
prevaleceu nestas cultivares o caráter agressivo do patótipo
IV do LMV.

A análise do fenômeno de sinergismo entre potyvírus e
vírus pertencentes a outros gêneros demonstrou que a proteína
HC-Pro, produzida pelos potyvírus, constitui um fator de
patogenicidade, inibindo o mecanismo de silenciamento gênico
pós-transcricional que é uma resposta de defesa do hospedeiro
à infecção viral (Anandalakshimi et al., 1998; Brignetti et al.,
1998; Kasschau & Carrington, 1998). Nessas interações, os
sintomas da infecção mista são mais acentuados do que os
sintomas de cada vírus separadamente devido ao maior
acúmulo do não-potyvírus (Pruss et al., 1997). Assim sendo,
os maiores danos causados às plantas pelo LMV-IV quando
em infecção simples comparado aos efeitos provocados pela
infecção mista com o LeMoV sugerem um efeito atenuante do
LeMoV sobre o LMV.

Em conjunto, os resultados sugerem que, diferente de
outras infecções mistas envolvendo potyvírus estudadas até
o presente, uma possível interação LMV/LeMoV pode estar
envolvendo um descréscimo no acúmulo do potyvírus. É
possível que algum fator produzido pelo LeMoV seja capaz de
proteger a planta de uma infeção com o LMV, ou de gerar uma
resposta de defesa mais eficiente da planta direcionada a esse
vírus. Um estudo mais detalhado do mecanismo envolvido
nessa interação pode levar a novas estratégias de controle de
doenças causadas por potyvírus.
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