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RESUMO

Suzuki, G. S.; Rosa, R.A.C.; Sanches, M.M.; Nozaki, D.N.; Pavan, M.A.; Krause-Sakate, R. Caracterizacio de um isolado de Bidens mosaic
virus proveniente de alface. Summa Phytopathologica, v.35, n.3, p.231-233, 2009

Em 2004, plantas de alface com sintomas de mosaico coletadas
em Sdo Manuel - SP foram analisadas por microscopia eletronica,
constatando-se presenca de particulas tipicas de potyvirus com 730
nm de comprimento. Apds purificacdo bioldgica por monolesionais
em Chenopodium quinoa, o extrato vegetal foi inoculado em uma
série de plantas diferenciadoras, verificando-se que o isolado testado
foi capaz de infectar C. quinoa e C. amaranticolor induzindo lesdes
locais seguidas de mosaico sistémico. Ervilha (Pisum sativum)
mostrou-se assintomadtica, e em diferentes cultivares de alface como
Trocadero, White Boston, Regina, Verdnica, Lucy Brown, Rafaela,
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Taind, Vera e Laurel foi observado o mosaico. A cultivar Gizele foi
tolerante ao virus. O sequenciamento da regido codificadora da
proteina capsidial revelou maior identidade de aminodcidos (97%)
deste isolado com o Bidens mosaic virus - BiMV (n° de acesso
AY960151). Diferentemente dos isolados de BiMV jd descritos, este
proveniente de alface nao foi capaz de infectar Bidens pilosa,
Helianthus annuus, Nicotiana tabacum TNN e N. glutinosa. A
ocorréncia natural do BiMV em alface, causando sintomas semelhantes
aos do LMV e a suscetibilidade de vdrias das cultivares hoje plantadas,
servem como um alerta para a correta diagnose do virus a campo.
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In 2004 lettuce plants showing mosaic symptoms collected in Sdo
Manuel, SP were analyzed by electron microscopy, and particles with
730 nm typically from potyvirus were observed. After biological
purification by monolesionals on Chenopodium quinoa, this isolate was
sap inoculated on a host range assay. The virus infected C. quinoa and
C. amaranticolor, causing local lesions and systemic mosaic. The virus
did not induce symptoms on pea (Pisum sativum), but induced mosaic on
the leaves of some lettuce cultivars such as Trocadero, White Boston,
Regina, Verdnica, Lucy Brown, Rafaela, Taind, Vera and Laurel. The
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lettuce cultivar Gizele was tolerant to the virus. The coat protein gene
was sequenced, and 97% aminoacids identity was observed with Bidens
mosaic virus — BiMV (GenBank accession number AY960151).
Differently of others previously BiMV isolates described, this isolate
from lettuce was not able to infect Bidens pilosa, Helianthus annuus,
Nicotiana tabacum TNN and N. glutinosa. The natural occurrence of
BiMV infecting lettuce and causing mosaic symptoms similar to LMYV,
also the susceptibility of many lettuce cultivars to BiMV, could be an
alert to the correct diagnosis of the viruses infecting this plant .

A cultura da alface (Lactuca sativa) é atacada por inimeras
doencas, dentre as quais no Brasil podemos citar trés de etiologia viral
como sendo as mais importantes: o mosaico da alface causado pelo
Lettuce mosaic virus - LMV, encontrado mundialmente; a doenga
conhecida como vira-cabega causada por diferentes espécies do género
Tospovirus e o engrossamento das nervuras ou “big-vein” causado
pelo Mirafiore lettuce big-vein virus — MLBVYV e o Lettuce big-vein
associated virus - LBVaV (10).

Dentre os virus de menor importancia encontra-se a espécie
tentativa Bidens mosaic virus - BiMV, descrita inicialmente em alface
por Costa & Kitajima (2). Ele ¢ comumente encontrado infectando
campos de girassol, causando redu¢do no tamanho das plantas e das
inflorescéncias, além de também ser verificado em ervilha e margarida-
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amarela (Coreopsis sp.), causando mosaico nas folhas e em alface (5).

O BiMV ainda é considerado uma espécie tentativa pelo
International Comitee on Taxonomy of Viruses (ICTV) (1).
Recentemente, com base em estudos filogenéticos realizados com um
fragmento de 1700 pares de bases de isolados de BIMV provenientes
de B. pilosa e P.sativum, correspondente a parte das regides
codificadoras para a NIb, CP e regido ndo traduzida no terminal 3’, foi
proposto que o BiMV poderia ser uma estirpe do Potato virus Y
(PVY) (4).

No verdo de 2004, em campos de alface localizados no
municipio de Sdo Manuel, SP foi verificada alta incidéncia de mosaico,
parecido ao causado pelo LMV. Testes de RT-PCR com
oligonucleotideos especificos para o LMV (11) foram negativas para
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este virus. Inoculagdes em plantas de girassol foram inicialmente
realizadas para verificar a possivel ocorréncia de BIMV, porém estas
ndo foram infectadas pelo potyvirus. Ao Microscépio Eletronico de
Transmissdo Phillips CM100, particulas flexuosas medindo
aproximadamente 730 nm, tipicas dos potyvirus, foram visualizadas.

Deste modo iniciou-se uma avaliagdo da gama de hospedeiro e
andlise molecular parcial para identificagcdo da provdvel espécie viral.
A purificacdo bioldgica, por meio de trés passagens sucessivas de
monolesionais obtidas em Chenopodium quinoa, foi realizada
anteriormente a inoculag¢@o nas diferentes espécies de plantas. As
inoculagdes foram realizadas via extrato vegetal preparado com tampao
fosfato 0,05M pH 7,0 com 0,01M de sulfito de sédio, em B. pilosa
(picao-preto), C. quinoa, C. amaranthicolor, Datura stramonium,
Gomphrena globosa, Helianthus annuus “Catissol”, Nicotiana
clevelandii, N. occidentalis, N. glutinosa, N. rustica, N. tabacum
TNN, N. tabacum Havana 425, N. tabacum Turkish, N. tabacum
Xanthi, N. benthamiana, Lycopersicon esculentum ‘Santa Clara’,
Nicandra physaloides, Physales floridana, Sonchus oleraceus,
Pisum sativum e as cultivares de L. sativa Trocadero, White Boston,
Regina, Verdnica, Lucy Brown, Rafaela, Taina, Gizele, Vera e Laurel.

Para a minipurifica¢do viral foi utilizado o método de Lane (7)
e posterior extragdo de RNA com tratamento com proteinase K,
extragdo com fenol/cloroférmio e precipitacdo com etanol. Foi
realizada a reagdo de transcrigéo reversa com o oligonucleotideo
PV1 (5 GAT TTA GGT GAC ACT ATA GTT TTT TTT TTT
TTTTTT 3°) (9) utilizando-se a enzima AMV reverse transcriptase
(Promega). A reacdo de PCR foi realizada utilizando-se cDNA e os
oligonucleotideos WCIEN (5° ATG GTT TGG TGY ATY GAR
AAT 3’) e PV1, ambos descritos por Mota et al., (9) e os
oligonucleotideos 8331 (5° CGT GGG GCT ATC CTG AAT TG
3’) e 9046 (5 CCA CAT CAG AGAAGT GTG CC 3’) desenhados
a partir das sequéncias disponiveis no GenBank, cobrindo a regido
codificadora para proteina capsidial do BIMV. A reacdo foi realizada
em um volume de 25 ml contendo Tris-HCI 10mM pH 8,8, Triton
X-100 a 0,2% (v/v), MgCl, 0,75 mM, 0,25 mM da mistura de
nucleotideos, 1 mM de cada oligonucleotideo e 2,5 unidades de
Tag DNA Polimerase. O ciclo utilizado para os oligonucleotideos
WCIEN/PV1 consistiu de 2 minutos a 95°C e 35 ciclos de 94°C/60

Figura 1. Sintomas de mosaico observados em alface White Boston.

segundos, 42°C/2 minutos e 72°C/2 minutos e finalizando com
72°C/10 minutos. Para os oligonucleotideos 8333/9046 consistiu
de 2 minutos a 95°C e 39 ciclos de 92°C/30 segundos, 50°C/1
minuto e 72°C/ 90 segundos e finalizando com 72°C/10 minutos.

O produto de PCR foi purificado com o Kit SV Gel and
PCR Clean UP system (Promega) e ligado no vetor pPGEM-T Easy
(Promega) de acordo com as instru¢des do fabricante. A
transformacdo foi realizada com bactérias competentes Escherichia
coli estirpe XL1. As sequéncias de nucleotideos e de aminodcidos
deduzidos foram analisadas utilizando-se o programa Blastn e
CLUSTALW (12). Andlises filogenéticas com outros isolados
depositados no Gen Bank foram realizadas com o programa Mega
3.1 pelo método de neighbor-joining com valor de bootstrap 2000
repeticdes (6).

Verificou-se que, dentre as plantas hospedeiras testadas, o
potyvirus em questdo infectou C. quinoa e C. amaranthicolor
causando inicialmente lesdes locais cloréticas seguidas de mosaico
sistémico. Plantas de ervilha foram assintomdticas e em todas as
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Figura 2: Arvore filogenética obtida pelo programa Mega 3.1, pelo método de Neighbor-joining com valor
de bootstrap de 2000 repeticdes, para a regido codificadora para a proteina capsidial dos isolados de Bidens
mosaic virus isolado de alface (BiMValfaceSP caracterizado neste trabalho), de Bidens pilosa (BiMV-b
nimero de acesso AY960151) e de Pisum sativum (BiMV-p nimero de acesso AY960150),Sunflower
chlorotic mottle virus (SuCMoVAR ntimero de acesso AF255677 e SucMoVBR niimero de acesso AY344048),
Potato virus Y (PVY-SN nimero de acesso AJ439544) e como outgroup Lettuce mosaic virus (LMV niimero

de acesso AJ278854).
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cultivares de alface testadas o virus causou mosaico (Figura 1),
com excecdo da Gizele, que permaneceu assintomdtica. Todas as
demais espécies de plantas, incluindo B. pilosa (14 plantas
inoculadas), ndo permitiram a multiplica¢do viral, comprovada por
meio de retroinoculagio em C. guinoa.

Com base nas andlises realizadas com a seqiiéncia
correspondente a regido codificadora para capa proteica e da regiao
terminal 3’ ndo traduzida (UTR) do potyvirus em estudo, concluiu-
se que trata-se de um isolado da espécie tentativa BIMV, uma vez
que maior identidade de aminodcidos (97%) para a capa protéica e
de nucleotideos para a regido UTR (98%) foi obtida entre isolados
deste virus, além disso, verificou-se que o isolado de BiMV de
alface compartilha o mesmo ancestral comum com o BiMV,
sustentado por 100% de bootstrap (Figura 2). No entanto, o
circulo de hospedeiras deste isolado de BiMV difere dos demais
isolados deste virus até entdo estudados, sendo incapaz de infectar
B. pilosa, H. annus, N. tabacum TNN, P. hybrida e Z. elegans.

O Sunflower chlorotic mottle virus (SuCMoV), isolado de
Zinnia elegans (8) apresenta relacionamento sorolégico com BiMV
e infecta girassol, mas ndo infecta alface. Alguns isolados de
SuCMoV sao capazes de infectar B. pilosa e outros ndo (3,8).
Estes resultados indicaram que o SuCMoV poderia ser uma estirpe
de BiIMV. Ambos, SuCMoV e BiMV foram estudados por Inoue-
Nagata et al. (4) e apresentaram uma identidade acima de 80% com
o Potato virus Y (PVY) quando comparada seqiiéncia de
aminodcidos da regido codificadora para capa protéica. No entanto,
apenas o BiMV foi considerado uma provavel estirpe de PVY,
dada semelhanca na gama de hospedeiros entre estes virus. Este
trabalho demonstra que existe maior variabilidade bioldgica entre
isolados de BiMV do que se imaginava, e que é muito precoce
caracterizar o BIMV como uma estirpe de PVY.

O BiMV proveniente de alface foi capaz de causar sintomas
em grande parte das cultivares de alface testadas, com exce¢do da
‘Gizele’, que se mostrou tolerante ao virus, podendo ser indicada
em dreas onde esteja ocorrendo este virus no campo.

O BiMYV j4 havia sido descrito em alface (2) , porém se
desconhecem relatos da importancia econdmica deste virus nesta
cultura. Este trabalho foi iniciado justamente pela alta ocorréncia
de um potyvirus causando sintomas de mosaico e deformagao foliar
semelhantes ao causado pelo LMV, porém ndo relacionado a ele,
em campos de producdo experimental de alface em Sdo Manuel,
SP. Isto é um indicativo de que o BiMV pode estar sendo
confundido visualmente com o LMV no campo, causando prejuizos
a cultura.
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