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RESUMO

Sanches, M. M.; Spadotti, D.M. de A.; De Marchi, B.R.; Pavan, M.A.; Krause-Sakate, R. Bidens mosaic virus: detec¢do via RT-PCR e
identificagdo de Galinsoga parviflora como um novo hospedeiro natural do virus. Summa Phytopathologica, v.36, n.4, p.304-307, 2010.

O Bidens mosaic virus (BiMV) é uma espécie tentativa do género
Potyvirus, que infecta alface (Lactuca sativa). Na auséncia de métodos
eficientes para diagnose deste virus, o objetivo do trabalho foi a
sintese de oligonucleotideos especificos e sua otimizagdo em testes de
RT-PCR em uma s6 etapa, partindo-se de extrages de RNA total. Os
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oligonucleotideos 8851sens (5'AGG CAG TTC GCA CGG CAT AC 3")
e 9211ant (5" CTT CAT CTG GAT GTG TGC TTC 3") permitem a
eficiente deteccdo do virus e possibilitaram a descoberta de uma nova
hospedeira do virus, a planta Galinsoga parviflora, comumente
encontrada em canteiros de produgdo comercial de alface.
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Bidens mosaic virus (BiMV) is a tentative species of the genus
Potyvirus and infects lettuce (Lactuca sativa). In the absence of
efficient methods for the diagnosis of the virus, the objective of
this work was to develop specifics primers for a one-step RT-PCR
test using total RNA. The primer pairs 8851sens (5'AGG CAG
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TTC GCA CGG CAT AC 37) and 9211ant (5" CTT CAT CTG GAT
GTG TGC TTC 3") were considered very efficient for the detection
of BiMV and the virus was found naturally infecting Galinsoga
parviflora, a new host of BiMV, commonly found in commercial
lettuce crops.

O Bidens mosaic virus (BiMV) é uma espécie tentativa do
género Potyvirus, verificada infectando fumo (Nicotiana tabacum),
girassol (Helianthus annus), ervilha (Pisum sativum), Chenopodium
quinoa, C. amaranticolor, Zinia elegans, picdo (Bidens
pilosa)(1,4,6) e alface (3). Por meio de analises na regido codificadora
da proteina capsidial de um isolado de BiMV proveniente de ervilha
e outro de picdo, foi proposto recentemente que o BiMV poderia
ser uma estirpe do Potato virus Y, PVY(5).

Apesar de ja ter sido relatado ha algum tempo em alface (3) é
um virus pouco estudado na cultura, principalmente pela falta de
um teste de deteccéo eficiente para o virus. Antissoro contra um
isolado de BiMV proveniente de alface ja foi produzido, porém em
PTA-ELISA a sensibilidade de deteccdo do virus a partir de alface
foi baixa, tendo sido somente boa a partir de plantas de
Chenopodium quinoa infectadas pelo virus (9). Em alface o virus
causa sintomas semelhantes ao Lettuce mosaic virus (LMV) e
Lettuce mottle virus (LeMoV), sendo dificil sua identificacdo por
meio de métodos bioldgicos (8).

Na auséncia de métodos moleculares de diagnose para 0 BiMV,
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0 objetivo deste trabalho foi a elaboracdo de oligonucleotideos
especificos para este virus e sua otimizagdo em testes de RT-PCR
em uma so etapa.

Para extracdo do RNA total utilizou-se o método de Bertheau
et al. (2). Os oligonucleotideos foram desenhados a partir da
sequéncia anteriormente obtida de alface (8) e de outras depositadas
no Gen Bank provenientes de ervilha e B. pilosa (5). As sequéncias
foram analisadas pelo programa BLAST n (www.nchi.nlm.gov/
blast/) e Mega versao 3.1 (7).

Os oligonucleotideos obtidos foram denominados 8851sens
(5'AGG CAG TTC GCA CGG CAT AC 37) e 9211ant (5" CTT
CATCTG GATGTGTGCTTC 3") e amplificaram eficientemente
o fragmento de 360 bp (Figura 1), a partir de amostras de alface,
picdo preto e Galinsoga parviflova através de RT-PCR em uma
Unica etapa utilizando-se o Kit PCR Master Mix (Promega). Para
um volume de 25ul adicionou-se: 12,5ul de PCR Master Mix 2X,
100 M de cada oligonucleotideo, 1 unidade da transcriptase reversa
AMYV (Promega a 15 unidades/ L), 2,5ul de RNA e &gua livre de
RNAses para completar o volume de 25ul. O ciclo utilizado
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Figura 1. RT-PCR com os oligonucleotideos 8851 sens/9211ant. (1)
Marcador 1KB; (2) Alface infectada com BiMV; (3) Bidens pilosa infectada
com BiMV; (4) Alface sadia; (5) Bidens pilosa sadia; (6) Galinsoga
parviflova infectada com BiMV; (7) Alface infectada como controle
positivo; (8) Controle negativo.

Figura 2. Galinsoga parviflora infectada com BiMV mostrando sintomas
de mosaico.
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consistiu em 30 minutos a 42°C, seguido de 5 minutos a 95°C, 40
ciclos de 92°C/20 segundos, 56°C/40 segundos e 72°C/60 segundos,
finalizando com 72°C/10 minutos.

O sequenciamento dos fragmentos de amostras provenientes
de picédo apresentaram identidade de aminoacidos de 99% e de
nucleotideos de 97 a 99% com outros isolados de BiMV. Os
oligonucleotideos estdo sendo utilizados eficientemente na detecgdo
do BiMV a partir de alface, tendo sido possivel também a
descoberta de uma nova hospedeira do virus, a planta Galinsoga
parviflora, conhecida popularmente como fazendeiro. Plantas de
G. parvilhora naturalmente infectadas apresentam um mosaico
discreto nas folhas mais novas (Figura 2) e devem ser consideradas
como fonte de inoculo do virus no campo.
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