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RESUMO

O Bidens mosaic virus (BiMV) é uma espécie tentativa do gênero
Potyvirus, que infecta alface (Lactuca sativa). Na ausência de métodos
eficientes para diagnose deste vírus, o objetivo do trabalho foi a
síntese de oligonucleotídeos específicos e sua otimização em testes de
RT-PCR em uma só etapa, partindo-se de extrações de RNA total. Os
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O Bidens mosaic virus (BiMV) é uma espécie tentativa do
gênero Potyvirus, verificada infectando fumo (Nicotiana tabacum),
girassol (Helianthus annus), ervilha (Pisum sativum), Chenopodium
quinoa ,  C. amaranticolor ,  Zinia elegans ,  picão (Bidens
pilosa)(1,4,6) e alface (3). Por meio de análises na região codificadora
da proteína capsidial de um isolado de BiMV proveniente de ervilha
e outro de picão, foi proposto recentemente que o BiMV poderia
ser uma estirpe do Potato virus Y, PVY(5).

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

Na ausência de métodos moleculares de diagnose para o BiMV,

o objetivo deste trabalho foi a elaboração de oligonucleotídeos
específicos para este vírus e sua otimização em testes de RT-PCR
em uma só etapa.

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

Os oligonucleotídeos obtidos foram denominados 8851sens
(5'AGG CAG TTC GCA CGG CAT AC 3´) e 9211ant (5´ CTT
CAT CTG GAT GTG TGC TTC 3´)  e amplificaram eficientemente
o fragmento de 360 bp  (Figura 1), a partir de amostras de alface,
picão preto e Galinsoga parviflova  através de RT-PCR em uma
única etapa  utilizando-se o Kit PCR Master Mix (Promega). Para
um volume de 25l adicionou-se: 12,5l de PCR Master Mix 2X,
100  M de cada oligonucleotídeo, 1 unidade da transcriptase reversa
AMV (Promega a 15 unidades/ L), 2,5l de RNA e água livre de
RNAses para completar o volume de 25l. O ciclo utilizado
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oligonucleotídeos 8851sens (5'AGG CAG TTC GCA CGG CAT AC 3´)
e 9211ant (5´ CTT CAT CTG GAT GTG TGC TTC 3´) permitem a
eficiente detecção do vírus e possibilitaram a descoberta de uma nova
hospedeira do vírus, a planta Galinsoga parviflora ,  comumente
encontrada em canteiros de produção comercial de alface.

TTC GCA CGG CAT AC 3´) 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.
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Figura 1. RT-PCR com os oligonucleotídeos 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.

consistiu em 30 minutos a 42°C, seguido de 5 minutos à 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 picão apresentaram identidade de aminoácidos de 99%  e  de
nucleotídeos de 97 a 99%  com outros isolados de BiMV. Os
oligonucleotídeos estão sendo utilizados eficientemente na detecção
do BiMV a partir de alface, tendo sido possível também a
descoberta  de uma nova hospedeira do vírus, 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 vírus no campo.
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Figura 2. Galinsoga parviflora infectada com BiMV mostrando sintomas
de mosaico.


