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CHUNG, R. M. REACAO DE LINHAGENS E CULTIVARES DE ALFACE AO LETTUCE
MOSAIC VIRUS (PATOTIPO 1V). 2005. Dissertacdao (Mestrado em Melhoramento Genético
Vegetal) — Instituto Agrondmico de Campinas.

RESUMO

Este trabalho teve como metas avaliar a reacdo de 18 linhagens superiores do
programa de melhoramento de alface (Lactuca sativa) do Centro de Pesquisa
Desenvolvimento e Analises de Horticultura IAC-apta (CPDAH IAC-apta) e de seis
cultivares comerciais, ao Lettuce mosaic virus (LMV), isolado de alfaces do tipo americana
‘Raider’, lisa ‘Karla’ e crespa ‘Horténcia’, em 2003, na regido de Atibaia, SP. O virus
presente nestes isolados foi identificado no Laboratdrio de Fitovirologia, Centro de Pesquisa e
Desenvolvimento de Sanidade Vegetal do Instituto Biologico, por meio de inoculagdo
mecanica em plantas indicadoras e diferenciadores e de testes sorologicos de Plate Trapped
Antigen-Enzyme linked-immunosorbent assay (PTA-ELISA). Foram inoculados 18 linhagens
e 6 cultivares, ¢ como controle positivo foi utilizada a cultivar ‘White Boston’ por sua
suscetibilidade ao LMV. Em todas as amostras de alface ‘Raider’, ‘Karla H25’ ¢ ‘Horténcia’
avaliadas, foi identificada a presenga do LMV patotipo IV. Nos experimentos de avaliacdo da
reacdo dos genoétipos de alface ao LMV, as plantas foram inoculadas com o isolado ‘Karla
H25°. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso e analisado pelo teste do qui-
quadrado. Foram detectados genotipos com comportamento de susceptibilidade e tolerancia.
As linhagens 602-3 e 602-4 foram classificadas como tolerantes ao LMV patotipo IV isolado
de alface ‘Karla’ H25 podendo, portanto, ser recomendado o seu plantio, para reduzir os
prejuizos causados pelos sintomas do LMV. Os cultivares comerciais, que possuem tolerancia
para o patotipo II, manifestaram sintomas de mosaico mais brandos, quando inoculadas com

este isolado do LMV.

Palavras-chave: Lactuca sativa; LMV patotipo I'V; Tolerancia; Alface.



CHUNG, R. M. REACTION OF LACTUCA SATIVA LINES TO AGAINST OF
LETTUCE MOSAIC VIRUS (PATHOTYPE V). 2005. Dissertation (Master Program in

Genetic and Breeding Plants) — Instituto Agronémico de Campinas.

ABSTRACT

This research aimed to investigate the reaction of 18 best lines and 6 varieties of lettuce
(Lactuca sativa) to an isolate of Lettuce mosaic virus (LMV), collected from plants of lettuce
around Atibaia in March of 2003. The symptoms observed in the field conditions on the
lettuce varieties ‘Raider’, ‘Karla’ H25 and ‘Horténcia’ were stunted plants, mosaic and
necrotic leaves. The symptoms etiology was identified by mechanical inoculation in host
plants and differential lettuce varieties, containing genes of resistance for LMV pathotypes
and by serology ELISA-PTA. The results of virus identification were positive for LMV
pathotype IV in all cultivated varieties. For the screening of the best lines of apta lettuce
program and commercial variety, the choose strain was ‘Karla’ H25. The 18 best lines and 6
varieties were inoculated with the LMV pathotype 1V isolate ‘Karla’ H25 and the reaction
evaluation was made by the presence of the symptoms. The plants apparently symptomless
were submitted to PTA-ELISA and retro-inoculation biological test in Chenopodium
amaranticolor. The reactions of the 24 lines were classified by the reaction proposed by
Matthews. The results indicated the presence of lines with susceptibility and tolerance degree.
The lines 602-3 and 602-4 were classified how tolerant and this results suggests they can
provide an alternative to reduce the damage of the disease. The commercial varieties with
tolerant reaction to LMV pathotype II, showed mild mosaic were fewer symptoms in

comparison with susceptible control.

Key words: Lactuca sativa; LMVpathotype IV; Tolerance; Lettuce.
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1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) pertence a familia Asteraceae, género Lactuca, no qual
estdo identificadas mais de 100 espécies. E a hortalica folhosa mais consumida no Brasil e

apresenta em sua constitui¢ao nutricional, célcio e vitaminas A e C.

No estado de Sao Paulo, no ano de 2003, a aquisi¢do domiciliar "per capita" anual de
alface foi de 0,672 Kg (IBGE, 2004). No mesmo ano, foram cultivados 6580,15 hectares, com
uma producdo de 4.792.486,00 engradados, com capacidade para 9 duzias (IEA, 2004). No
Brasil foram comercializadas, durante o ano de 2000, 25 toneladas de sementes nuas € 72

toneladas de sementes peletizadas (ABCSEM, 2001).

Um dos principais problemas fitopatoldégico que atinge diretamente a producdo da
alface ¢ a ocorréncia de viroses, ocasionando queda na qualidade e na producdo. Dentre os
diversos virus que ocorrem na cultura da alface o mais importante é o Lettuce mosaic virus
(LMV), com ocorréncia generalizada em todas as regides produtoras de alface do Brasil

(ZERBINI, 1995).

A epidemiologia do LMV esta associada a transmissao por sementes, podendo variar
de 3 a 10% dependendo do cultivar e do patotipo; a rapida disseminacdo pelos afideos
vetores; a ocorréncia de espécies da vegetacdo espontdnea, como reservatdrios naturais do

virus e as condi¢des ambientais.
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As perdas causadas pelo LMV podem atingir até¢ 100 % , quando o virus estd presente

em lavouras em estadio de desenvolvimento avangado e condigdes climaticas favoraveis a
presenga de afideos (ZERBINI, 1995; DINANT E LoOT, 1992). No Brasil as perdas ocorrem,
principalmente, devido ao sistema de plantio escalonado e consecutivo empregado na cultura
da alface, ao grande niimero de hospedeiras do LMV, entre as espécies da vegetacao
espontanea, as quais contribuem para a manutengao da fonte de inoculo no campo, o modo de

transmissdo ndo persistente ¢ a ocorréncia de diferentes patotipos do LMV nessa cultura.

Na Europa, uma das principais medidas de controle adotada ¢ o uso de cultivares
resistentes ao LMV. Ja nos Estado Unidos , como medida de controle é adotado o uso de
sementes indexadas, associado ao manejo de plantas daninhas e periodos sem cultivo
(ZERBINI et al., 1995). Em regides primarias de plantio, onde ainda ndo ha ocorréncia do

virus, a utilizagdo de sementes sadias pode retardar o estabelecimento da doenga.

No Brasil os sintomas do LMV foram diminuidos pela utilizagdo de cultivares
resistentes da série Brasil, sendo o primeiro a ser langado o ‘Brasil 48’ do IAC, cuja fonte dos

genes de resisténcia utilizados foi da ‘Gallega de Invierno’ (NAGAL, 1979).

A identificagdo e a caracterizagdo dos patotipos do LMV, que ocorrem no Brasil ¢ de
fundamental importancia para a recomendacdo de cultivares e direcionamento dos programas
de melhoramento, visando o uso ¢ a obtencgao de cultivares de alface com resisténcia ao LMV.
Entretanto convém lembrar que, o uso de cultivares resistentes pode levar ao aparecimento de
novas estirpes, capazes de quebrar a resisténcia estabelecida. Assim, sdo necessarios, sempre,
novos estudos, para a identificacdo de genes de resisténcia e sua incorporagdo em linhagens

promissoras dessa olericola.



Por mais de 20 anos a resisténcia genética condicionada pelos genes g e mo, foi
classificada como duravel, sendo responsavel pela baixa incidéncia de mosaico (LMV) no
Brasil. Em 1994, STANGARLIN (1995) identificou uma nova variante do LMV que quebrou a

resisténcia conferida por estes genes.

A capacidade de diferentes estirpes do LMV de suplantar a resisténcia conferida pelos
genes mo'; (g) e mo’; (mo) é empregada como base para a classificagio do LMV em
patotipos, sendo reconhecidos os patotipos I, II, III e IV nas principais regides produtoras de
alface do mundo (PINK, 1992a, REVERS et al., 1997a). No Brasil, foram identificados os
patotipos II, IV (STANGARLIN et al., 2000) e o patotipo IIT em cultivo de alface hidropdnico
no cinturdo verde de Sdo Paulo (CossA et al., 2000). Em 2003, foi observada uma epidemia
de mosaico em cultivos comerciais de alface ‘Horténcia’ na regido de Atibaia, SP, cujo agente

causal foi identificado como LMV patotipo IV (CHUNG et al., 2004).

O presente trabalho teve como objetivos identificar os patotipos do LMV isolado de
alface, provenientes de cultivos comerciais da regido de Atibaia, SP e avaliar a reagcdo de
linhagens superiores, do Programa de Melhoramento de Alface do Centro de Horticultura do
Instituto Agronomico (IAC), da Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios (apta), e

de cultivares de alface a esse isolado.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lactuca sativa

A alface (Lactuca sativa L.) pertence a familia Asteraceae, tribo Cichoraceae e género
Lactuca (FERAKOVA, CITADO POR RYDER, 1986). Os primeiros relatos da cultura da alface
ocorreram no Egito onde supde - se que a utilizavam como forrageiras e para extrair 6leo das
suas sementes. Em pinturas encontradas nas tumbas dos tumulos egipcios em 4500 aC, a
alface assemelhavam-se ao tipo romana, que eram plantas de folhas lanceoladas e pontudas.
Do Egito, o cultivo difundiu-se para Grécia e Roma. Com a descoberta do Novo Mundo, a
alface espalhou-se rapidamente neste Continente e em 1647 ja era cultivada no Brasil. A
forma ancestral da alface, L.serriola, é ainda encontrada do Mediterraneo e Asia central até o

Norte da China e Nepal (LINDQUIST, 1960 a).

A alface cultivada, L. sativa pertence ao grupo Serriola, juntamente com as espécies L.
serriola, L. saligna, L. virosa em ordem decrescente de compatibilidade sexual com L. sativa
(LINDQUIST, 1960 b; RYDER E WHITAKER, 1976). L. serriola ¢ provavelmente o progenitor de
L sativa (KESSELI et al., 1991) e, por esta razdo, apresenta boa especificidade combinatoria. O
genoma de L. sativa tem tamanho de aproximadamente 2.3 pg (KOOPMAN E DE JONG, 1996) e

nimero diploide de cromossomo igual a dezoito (RYDER, 1986).



2.2 Alface no Brasil

A alface é uma das hortali¢as folhosa mais consumida no Brasil e apresenta em sua
constituicdo nutricional, calcio e vitaminas A e C. No estado de Sido Paulo, em 2003, a
aquisi¢ao domiciliar "per capita" anual de alface foi de 0,672 Kg (IBGE, 2004), sendo
cultivado 6580,15 hectares com uma produgdo de 4.792.486,00 engradados, com capacidade
para 9 duazias (IEA, 2004). No Brasil foram comercializadas, durante o ano de 2000, 25

toneladas de sementes nuas e 72 toneladas de sementes peletizadas (ABCSEM, 2001).

Nos anos 80, o padrao da alface consumida no Brasil era do tipo lisa “White Boston’.
Nessa €poca, as principais contribui¢cdes no langamento de cultivares de alface tipo lisa foram
feitas pelo setor publico IAC com o langamento dos cultivares da série ‘Brasil’ (NAGAI, 1993)

e Instituto de Genética (USP/ESALQ) com a cultivar ‘Regina’.

Atualmente, a alface lisa vem sendo gradativamente substituida por outras e
atualmente, o seu espago corresponde a menos de 20 % do mercado. A alface tipo crespa tem
maior adaptabilidade para o cultivo de verdo, em contraste com o tipo lisa, devido
principalmente ao pendomento lento (COSTA E SALA, 2005). O segmento de alface

predominante no Brasil ¢ do tipo crespa, com 60 % do mercado (ABCSEM, 2003).

Outro grupo de alface que tem participagdo no mercado brasileiro ¢ a alface
americana, que ocupa 15 % do mercado (ABCSEM, 2003) sendo que a maioria dos cultivares
comercializados ¢ adaptado para o cultivo em areas de temperaturas amenas (COSTA E SALA,

2005).



2.3 O Género Potyvirus

O LMV pertence ao género Potyvirus, familia Potyviridae. Este género possui 75
espécies e infecta, aproximadamente, trinta diferentes familias de plantas (SHUKLA et al.,

2000).

Os potyvirus apresentam como caracteristicas comuns, a morfologia alongada e
flexuosa das particulas, a formacdo de inclusdes cilindricas no citoplasma das células
infectadas, a transmissao por afideos de modo ndo persistente e a transmissao por sementes de

algumas espécies deste genéro (MATTHEWS, 2002).

Quanto as propriedades bioldgicas, a maioria dos virus pertencentes a esse género ¢
transmitida experimentalmente, por inoculagdo mecanica e tem um circulo de hospedeiras
restrito a familia na qual foram identificados; poucas espécies de Potyvirus possuem
hospedeiras em familias botanicas diferentes. Para a identificagdo das estirpes de diferentes
espécies de Potyvirus, a inoculagdo mecanica em plantas hospedeiras diferenciadoras é um

método bioldgico bastante sensivel, que possibilita essa diferenciacdo (MATTHEWS, 2002).

A transmissdo de espécies de Potyvirus por afideos ocorre de maneira ndo persistente,
em poucos minutos ou alguns segundos. Existem mais de 200 espécies de afideos conhecidas
como vetores de Potyvirus (SHUKLA et al., 2000). Para a transmissdo do LMV os vetores mais
eficientes foram Nasonovia ribisnigri (BRASE E RAGOzzINO, 1977); Aphis gossypii;

Macrosiphum euphorbia; M. gei e Myzus persicae (BRUNT et al., 1990). No Brasil, o LMV ¢
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transmitido pelos afideos Macrosiphum euphorbiae; Myzus persicae; M. solanifolli e

Uroleucon sonchi (CosTA, 1998; KRAMER et al., 1945).

2.4 Virus do mosaico da alface Lettuce mosaic virus (LMV)

A morfologia das particulas do LMV ¢ flexuosa e alongada, medindo
aproximadamente 750 nm de comprimento ¢ 13nm de diametro. O genoma é composto de um
unico RNA de fita simples, com aproximadamente 10.000 nucleotideos, de sentido positivo

(REVERs et al., 1997 b).

O ponto de inativagdo térmica esta entre 55 ¢ 60 °C, o ponto final de diluicdo é de 10

ald?ea longevidade in vitro ,a 20 °C, é de 1 a 2 dias (TOMLINSON, 1970).

Os sintomas de LMV em alface caracterizam-se por mosaico esbranquigado,
mosqueado, distor¢des foliares, amarelecimento e, principalmente, pela reducdo do
crescimento. Isolados mais agressivos do virus podem ocasionar manchas necréticas nas

folhas e morte da planta (TOMLINSON, 1970; STANGARLIN, 1995; CHUNG et al., 2004).

Cultivares do grupo lisa apresentam sintomas de mosaico distor¢des e amarelecimento
foliares, podendo ainda desenvolver necrose de nervuras ¢ ma formagdo ou distor¢cdes da
cabega. Em cultivares de alface crespa, os sintomas manifestam-se por mosaico e clareamento
das nervuras e sdo menos visiveis, porém a redugdo do crescimento e as distor¢des foliares

sdo comumente observadas. Cultivares de alface americana apresentam amarelecimento da



saia e reducdo de crescimento, este sintoma ¢ descrito nos EUA como “June Yellows”

(GROGAN, 1980; DAavis et al., 1997).

A capacidade das estirpes de LMV de quebrar a resisténcia conferida pelos genes mo',
e mo”; possibilitou a classificagio do LMV em patotipos (PINK et al., 1992b). Os isolados de
LMYV podem ser classificados nos patotipos I, II, Il e IV de acordo com a capacidade do
isolado do virus de infectar uma série de cultivares de alface que possuem genes de resisténcia

para os patotipos (PINK et al., 1992 b, REVERS et al., 1997a).

O patotipo I infecta somente cultivares suscetiveis, o patotipo II infecta a cultivar
‘Ithaca’, que tem um gene de resisténcia (Mo?); o patotipo III provoca sintomas severos em
todos as cultivares, incluindo aquelas que tém o gene Mo e g; € o patotipo IV causa sintomas
de necrose e mosaico em cultivares com genes que conferem tolerancia (mo'; e mo”;) (PINK et
al., 1992 b). A agressividade do LMV patotipo IV é maior que o LMV patotipo II (JADAO et

al., 2004).

O aumento da pressdo de in6culo do LMV e a capacidade de multiplicar-se em
cultivares, com os genes de resisténcia mo e g podem ter contribuido, para o aparecimento de
novos patotipos, nas regides onde a producdo de alface ¢ intensiva e continua. A cultivar
‘Salinas 88’ resistente aos patotipos I, II e III, foi suscetivel ao isolado da Grécia (GRY),
sugerindo a existéncia de outro patotipo (Bos et al.,, 1994), que ndo se enquadrava na
classifica¢do proposta por PINK et al. (1992b). Os primeiros relatos da ocorréncia do patotipo

IV foram feitos na Europa e nos Estados Unidos (PINK et al., 1992b).
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No Brasil, o primeiro relato da ocorréncia do LMV foi feito por KRAMER et al. (1945),

no estado de Sao Paulo. Em levantamentos realizados, posteriormente, no estado de Sdo Paulo
em 1994, foi relatada a primeira ocorréncia do patotipo IV no Brasil (STANGARLIN et al.,
2000). Analises moleculares dos isolados de LMV AF198 e AF 199 provenientes do Brasil
indicaram similaridade filogenética, com os isolados procedentes dos EUA, Europa e Chile
(SAKATE et al., 2001). Essas informagdes sugerem que a entrada do LMV patotipo IV no

Brasil, possivelmente ocorreu através de sementes infectadas provenientes desses paises.

2.5 Transmissao e circulo de plantas hospedeiras

O LMV ¢ transmitido, na natureza, de plantas infectadas para outras plantas , através
de diferentes afideos vetores. A transmissdo por afideos ocorre apdés um breve periodo de
aquisi¢ao e a infeccdo se da durante o periodo da alimentagdo, que pode durar de poucos
segundos até poucos minutos, transmissdo nao persistente. Os virus sdo geralmente retidos
pelos afideos viruliferos durante o periodo alimentar, por um intervalo inferior a uma hora,
embora, fora do periodo alimentar, tais insetos possam reter determinados isolados de virus

por um periodo de 30 a 40 horas (FERRERES et al., 1992).

O virus também pode ser transmitido de maneira eficiente através das sementes
contaminadas da alface. A infec¢do em sementes ocorre através do podlen e do 6vulo das
plantas infectadas (RYDER, 1964), porém os mecanismos de infec¢do de sementes ainda ndo

estdo bem estabelecidos, apesar dos efeitos histopatoldgicos e citologicos terem sido relatados
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(HUNTER E BOWYER, 1993; HUNTER E BOWYER, 1994). Plantas de alface infectadas quando

cultivadas em temperaturas baixas, apresentam uma maior taxa de transmissdo por semente

(RYDER, 1973).

1 2 ~ ~ - .
Plantas com os genes g (mo ;) € M0 (mo”;) ndo sdo imunes ao virus, mas este se
multiplica nelas mais lentamente do que em cultivares susceptiveis e a manifestagdo dos

sintomas ¢ mais branda (PINK et al., 1992a).

O LMYV apresenta um grande numero de hospedeiras, entre elas, plantas da vegetacao
espontanea que sdo consideradas reservatorios naturais do virus. As principais familias de
hospedeiras sdo: Aizoaceae, Amaranthaceae, Asteraceae, Brassicaceae, Boraginaceae,
Caryyophyllaceae, Chenopodiaceae, Curcubitaceae, Geraniaceae, Lamiaceae, Leguminosae,
Malvaceae, Martyniaceae, Papilionaceae, Polygonaceae, Primulaceae e Solanaceae (DINANT E

Lor, 1992).

2.6 Resisténcia genética e expressao dos sintomas

As primeiras fontes de resisténcia ao LMV em alface, foram identificadas no final dos
anos 60 ¢ possuiam o gene recessivo mo'; (anteriormente denominado g) (BANNEROT et al.
1969). Este gene foi obtido a partir da cultivar argentina ‘Gallega de Invierno’ (VAN DER
PAHLEN E CRNKO, 1965) e 0 gene recessivo mo?; (anteriormente denominado mo) de L. sativa
(PINK et al., 1992 a), proveniente do Egito (RYDER, 1968). Os genes recessivos g € Mo sdo

considerados muito proximos e altamente ligados ou alelos do mesmo locus (PINK et al., 1992
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b). Dois genes dominantes foram identificados, um em L. sativa (Mo”) (PINK et al., 1992 a) e

outro em L. virosa (Mo®) (MAISONNEUVE et al., 1997).

No Brasil, por mais de 20 anos a resisténcia genética condicionada pelos genes g € mo,
foi classificada como duravel, sendo responsavel pela baixa incidéncia de mosaico. Em
levantamentos realizados no estado de Sdo Paulo em 1994, foram observados sintomas do
LMV nos cultivares comerciais de alface ‘Brasil-303’e ‘Elisa’, ambos com genes de
resisténcia ao LMV (STANGARLIN, 1995). Estudo realizado com esses cultivares possibilitou a
identificagdo da ocorréncia de uma nova variante do LMV, denominado patotipo IV, capaz de
quebrar a resisténcia conferida pelos genes presentes nesses materiais (STANGARLIN et al.,

2000).

O primeiro cultivar a ser lancado no Brasil com resisténcia ao LMV foi ‘Brasil 48’ do
IAC, cuja fonte de resisténcia foi proveniente da ‘Gallega de Invierno’ (NAGAIL 1979). Outro
material com resisténcia foi a P.I. 251245-9 proveniente de L. serriola altamente resistente,
mas por apresentar fortes caracteristicas de planta selvagem, ndo foi comercialmente viavel
(NAGAI, E COSTA, 1971). Posteriormente, foram lancados outros cultivares da série Brasil:
202, 221, 303, 304, 311 (NAGAL 1993). Os genes recessivos gg (mo';) e momo (mo’),
identificado respectivamente em ‘Gallega de Invierno’ e PI 251245-9, expressam tolerancia
permitindo a multiplicacdo do virus com supressao de sintomas nas plantas infectadas e ndo

interferem no crescimento das mesmas. (RYDER, 1970).

Estudos realizados por RYDER (2002) demonstraram que os sintomas necroticos
causados pelo LMV sdo condicionados por dois alelos, o Necrotic-lm e Necrotic-1p. Foi

constatado, também, que na PI 226514 existem dois genes nucleares recessivos, um alélico
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para mo-1 e outro interagindo com o mo-1 que confere alta resisténcia ao virus. Plantas
provenientes do cruzamento da PI 226514 e 'Salinas 88', combinando os genes Mi e mo-1le
foram classificadas como altamente resistentes, pela redugdo da quantidade do virus

acumulado, em comparagdo com os cultivares resistentes atualmente cultivados (HAYES E

RYDER, 2004).

Os sintomas do virus no campo podem variar de acordo com a cultivar, o isolado viral,
o estadio de desenvolvimento das plantas e as condi¢des do ambiente, tais como temperatura e
luminosidade, tendo sido verificado que em condigdes de temperaturas elevadas, o nimero de

planta assintomaticas ¢ maior. (RYDER, 1979).

2.7 Programa de melhoramento de alface do IAC

O programa de melhoramento de alface do Instituto Agrondmico de Campinas iniciou-
se em 1968, e apds cinco anos de trabalhos, langou o cultivar ‘Brasil 48°, primeiro cultivar
nacional com resisténcia ao LMV. Esse programa continuou nos anos posteriores, com
outros objetivos tais como aumentar o tamanho de planta, melhorar a resisténcia ao ‘Tip
Burn’, diminuir as brotag¢des, aumentar a largura da base, melhorar a formagao de cabeca,
e selecionar plantas precoces com maior tolerdncia ao pendoamento, resultando desses

estudos o lancamento das séries Brasil 202, 221, 303, 304 ¢ 311 (NAGAI, 1993).
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No ano de 1988, houve a ocorréncia do tospovirus do tomateiro em alface, causando
grandes prejuizos aos produtores. Por essa razao iniciou-se um trabalho para incorporagao
de genes de resisténcia também a esse virus, utilizando-se a Lactuca sativa PI 342517-
‘Ancora’, como fonte de resisténcia (HARTMAN, 1986 citado por NAGAI, 1993), resultando

nas séries Brasil 602 ¢ 603 (NAGAIL, 1993).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizagdo dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Fitovirologia e Fisiopatologia
(LFF) do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Sanidade Vegetal (CPDSV), do Instituto
Biologico, Sao Paulo, e na Estacdo Experimental Hortec Tecnologia de Sementes LTDA

(EEH) em Jarinua, Sao Paulo.

Os testes biologicos para a identificagdo das amostras coletadas em Atibaia, SP, e o
estudo da reagdo das linhagens de alface, pertencentes ao IAC-apta, e dos cultivares ao
isolado de alface ‘Karla H25’, foram realizados na casa de vegetacdo do LFF, protegidas com
telas anti-afideos; os testes sorologicos foram realizados no LFF. Os experimentos foram

conduzidos durante os anos de 2003 e 2004.

3.2 Procedimentos experimentais

Os procedimentos experimentais foram compostos das seguintes etapas:

1 - O substrato utilizado foi terra vegetal esterilizada (TVE) com vapor quente por um periodo

de 48 horas;
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2- Foram realizadas sementeiras para obtengdo das plantas utilizadas na determinagdo parcial
do circulo de hospedeiras e na identificacdo do isolado de LMV presente nas amostras
coletadas. As sementeiras foram feitas em caixas plasticas, utilizando substrato (TVE) com

semeadura a lango coberta com substrato TVE peneirado;

3 — As sementeiras dos genotipos de alface e das plantas indicadoras utilizadas como controle
(Chenopodium quinoa e C. amaranticolor) foram feitas em bandejas de ‘isopor’ de 200
células, em substrato comercial Eucatex e mantidas em estufa na EEHORTEC, até atingirem
o estadio de quatro folhas verdadeiras. Entdo, as plantulas foram transplantadas para vasos

com volume de 150 ml, contendo o substrato TVE e mantidas em casa de vegetagdo no LFF.

4 - Como fonte de indculo de LMV foi empregado um isolado de alface ‘Karla H25’ coletado
em Atibaia, SP. Para avaliar a reacdo dos genotipos de alface a este isolado foram inoculadas
vinte plantas por gendétipo, divididas em trés experimentos. As plantas foram inoculadas no

estadio de 5-6 folhas verdadeiras, sendo reinoculadas, sete dias apds a primeira inoculagao.

5 - Em cada experimento utilizou-se: como controle negativo, uma planta sem inocular de
cada um dos genotipos de alface avaliados; e como controle positivo foi inoculadas seis
plantas de cada cultivar de alface diferenciador, e para cada genotipo avaliado foi inoculadas

duas plantas indicadoras (Chenopodium quinoa e C. amaranticolor).

6- A avaliacdo das plantas inoculadas foi realizada pela leitura dos sintomas. As plantas
assintomaticas foram submetidas a testes de recuperagdo biologica em C. quinoa e sorologico

por PTA-ELISA, contra o antissoro de LMV;
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7 — Para a obtencao de plantulas dos cultivares de alface diferenciadores, empregados para a
identificagdo dos patotipos do LMV, as sementes foram pré-germinadas em papel (filtros para
café¢), umedecido com agua destilada, e colocadas em recipientes plasticos na parte inferior da
geladeira por um periodo de 48 horas. Apos o inicio da germinagdo foram transferidas para
bandejas de ‘isopor’ de 200 células, utilizando-se um substrato comercial da Eucatex. As
bandejas foram mantidas na EEHORTEC até o estadio de 4-5 folhas verdadeiras, quando
foram transferidas para o LFF e transplantadas para vasos plasticos individuais com
capacidade de 150 ml, quando atingiram o estadio de 5-6 folhas verdadeiras as plantas foram

inoculadas mecanicamente com o LMYV isolado ‘Karla H25’;

8 — A irrigacdo foi realizada com intervalos de uma a duas vezes ao dia de acordo com a

necessidade, pelo sistema de microaspersao;

9 — Foi realizado um controle fitossanitario para doengas foliares, sempre que necessario.

3.3. Transmissao mecanica

Os inodculos empregados nos testes de transmissdo mecanica foram preparados pela
trituragdo das folhas apicais de plantas sintomaticas de alface em almofariz, adicionando-se
PBS-Tween pH 7,4 (tampao fosfato de sddio e potassio em salina) contendo Sulfito de Sédio
0,01 M. Utilizou-se 1 g de folhas frescas infectadas para cada 10 ml de tampao. Os in6culos

foram preparados a baixas temperaturas, pela manutengdo dos almofarizes a -20 °C. As
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folhas foram polvilhadas com abrasivo (caborundum 600 mesh) antes de serem friccionadas

com o pistilo embebido no extrato bruto.

3.4 Coleta, identificacdo e manutencéo dos isolados.

Foram coletadas 50 amostras de alface, pertencente as cultivares ‘Raider’ tipo
americana, ‘Karla’ tipo lisa e ‘Horténcia’ tipo crespa, com sintomas de mosaico, redu¢ido no
porte da planta, ma-formacdo da cabeca e necrose das folhas (semelhante ao sintoma do
complexo ‘vira-cabega’), em campos de producdo comercial na regido de Atibaia, Estado de
Sao Paulo, durante o ano de 2003 (Figuras 1, 2 , 3 e 4). Os materiais foram identificados ¢
acondicionados em sacos plasticos de polietileno, os quais foram colocados em caixas de

‘isopor’ com gelo e levados ao LFF do CPDSV do IB.

No laboratério, as amostras foram avaliadas pelos sintomas e separadas em dois
grupos: um com sintomas severos caracteristicos de LMV e outro com sintomas brandos e
pouco caracteristicos do LMV. Com o objetivo de identificar o agente causal dos sintomas, as
amostras foram submetidas a PTA-ELISA com os antissoros contra LMV, Tomato sppoted
wilt virus (TSWV), Tomato chlorotic spot virus (TCSV), Groundnut ringspot virus (GRSV),
Inpatiens necrotic spot virus (INSV), Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV),

Cucumber mosaic virus (CMV) e Turnip mosaic virus (TuMV).



Figura 2. Alface ‘Karla’ com sintomas, necrose, Atibaia -SP
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Figura 3. Alface ‘Raider’ com sintomas de mosaico e nanismo, Atibaia-SP

Figura 4. Alface ‘Horténcia’ com sintomas de mosaico e nanismo, Atibaia-SP
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As amostras também foram inoculadas mecanicamente em plantas indicadoras
pertencentes as espécies: C. amaranticolor; C. quinoa; C. murale; L. sativa ‘White Boston’;
Datura stramonium; Nicotiana bhentamiana; N. debneyi; N. glutinosa; N. tabacum ‘Samsun’;
N. tabacum ‘White Burley’ ¢ Petunia hybrida. As plantas indicadoras foram mantidas em
casa de vegetacdo, para observacdo da manifestacdo dos sintomas, ¢ submetidas a testes de
recuperacdo do virus, em C. amaranticolor, L. sativa ‘White Boston’, e avaliagdo em PTA-

ELISA com o antissoro para o LMV.

A infectividade dos virus isolados de ‘Raider’, ‘Karla’ e ‘Horténcia’ foi mantida pela
técnica de desidratacdo do material foliar em cloreto de célcio (CaCl,) e armazenamento a
baixa temperatura (-20 °C), conforme BARRADAS (1978). O virus isolado de alface ‘Karla
H25’ foi mantido, também, in vivo pela inoculagdo mecanica periodica, a cada trinta dias, em
plantas de C. amaranticolor, C. murale ¢ L. sativa ‘“White Boston’, com inoculo proveniente

de plantas da cultivar ‘Vanguard 75’ com sintomas caracteristicos de mosaico.

3.5 ldentificacdo do patotipo do LMV nos isolados ‘Raider’, ‘Karla’ e

‘Horténcia’.

Para identificar o patotipo do LMYV, isolado nos cultivares de alface coletados, os
isolados foram submetidos a testes de transmissdo mecanica para os cultivares de alface
diferenciadores: ‘White Boston’, ‘Ithaca’, ‘Calona’, 'Malika', ‘Salinas 88’ ¢ “Vanguard 75°, as
quais, possuem diferentes genes de resisténcia ao LMV (PINK, et al., 1992a) (Tabela 1). O
cultivar White Boston foi empregado como padrido suscetivel, em substituicdo ao ‘Saladin’

(JADAO et al., 2004).
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Tabela 1 Comportamento dos cultivares de alface diferenciadores para os quatros patotipos do

LMYV, proposto por PINK et al. (1992 b).

Cultivares de alface Genes que conferem Patotipo do LMV
diferenciadores resisténcia I 1II m 1v
‘White Boston’ - s s s s

‘Ithaca’ Mo, Mo, R S S S
‘Malika’ (g) mo';, Mo R R S S
‘Calona’ (2) moll, Mo", R R S S
‘Salinas 88’ (mo) mo?;, Mo, R R R S
‘Vanguard 75° (mo) mozl, Mo, R R R S

'Susceptibilidade (S) e Resisténcia (R).

Cada isolado foi inoculado, em duas plantas de cada hospedeira diferenciadora e seis
plantas de C. amaranticolor e C. quinoa. As plantas foram inoculadas no estadio de 5-6 folhas
verdadeiras, como controle negativo, foi mantida uma planta de cada cultivar de alface e uma
de cada hospedeira. As plantas assintomaticas foram submetidas a testes de recuperacao em

C. amaranticolor e PTA-ELISA, para avaliar a presenga do LMV.

3.6 Genealogia dos genotipos de alface pertencentes ao IAC/apta

Foram utilizadas 18 linhagens do Programa de Melhoramento de Alface do IAC/apta
selecionadas, pelas caracteristicas agrondmicas e por apresentarem sintomas de mosaico
brando em ensaios realizados em campo experimental. As linhagens utilizadas foram
provenientes do cruzamento entre o cultivar 'Regina’ e o PI 342517 (‘Ancora’) cuja
genealogia estd representado na Figura 5. O genitor ‘Regina’ possui o gene recessivo mo'

(anteriormente denominado g), incorporado pelo uso do cultivar Brasil 48 em sua genealogia
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(Figura 6). Foram selecionados seis cultivares, representando os tipos crespa, lisa e
americana, um com padrdo de susceptibilidade e quatro cultivares com gene de resisténcia ao

patotipo II.

Tabela 2 Relacdo dos genotipos empregados na avaliagdo da reagdo ao LMV isolado ‘Karla

H25°.

Lactuca sativa Genes descritos Origem

Linhagem 602-3 IAC/apta
Linhagem 602-4 IAC/apta
Linhagem 602-5 IAC/apta
Linhagem 602-22 IAC/apta
Linhagem 602-23 IAC/apta
Linhagem 602-33 IAC/apta
Linhagem 602-35 IAC/apta
Linhagem 602-44 IAC/apta
Linhagem 602-50 IAC/apta
Linhagem 602-53 IAC/apta
Linhagem 602-54 IAC/apta
Linhagem 602-71 IAC/apta
Linhagem 602-78 IAC/apta
Linhagem 602-82 IAC/apta
Linhagem 602-89 IAC/apta
Linhagem 602-108 IAC/apta
Linhagem 602-109 IAC/apta
Linhagem 602-110 IAC/apta
Cultivar ‘Brasil 221 mo'| IAC/apta
Cultivar ‘Rubete’ m021 Rijk Zwaan
Cultivar ‘Kazan’ mo’| Rijk Zwaan
Cultivar ‘Gizele’ moll Agristar

Cultivar ‘Horténcia’
Cultivar ‘White Boston’

Hortec Sementes
IAC/apta




‘Gallega de Invierno’

X

‘White Boston’

(GI-2456) mmKKYY — | MMkkyy
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MmKkYy
X Mmkkyy
MmkkY_ (‘Sem Rival’)
MmkkYy
MmkkY
Mmkkyy mmkkY'Y Mmkkyy
Mmkkyy mmkkYY
48 X ‘17 48’ ‘63’
M |] KYy ‘Brasil 48’
mmkkY
mmkkY'Y
[3 9 [3 b X MMkkYY
2027 e 221 (‘Aurélia’)
MmkkYY
mmkkYY
mmkkY'Y
mmkkY'Y X “63”
‘Brasil 303’ mmKKYy L1
mm — resisténcia a0 mosaico . ) ,
Kk — formagio de cabeca Brasil 304 mmKKY L1
YY — sementes pretas mmKKY L1
1l — resisténcia ao calor -
SS —resisténcia a vira cabeca mmKKYy L1
4‘53295 e 4‘57595
PI1342517 X Regina (275)
MMEKKYYSS
1
F,
F;
6‘602” e “603”

Genotipos do IAC - Fg

Figura 5. Genealogia da série Brasil do IAC/apta.

(Fonte —-NAGAIL, 1993; AZEVEDO FILHO et al. 1998).



24

‘Monstruense Ronde

White Boston IX d’Et&’
I
. 30 progénies
‘Brasil 48’ X
(F)

F

F,

F;

F,

Fs

‘Vivi’
e s X 19 progénies irmés
Vivi de “Vivi’ (F)
I
C, (retrocruzamento)
C, (retrocruzamento)
F,
F;
F4
Fs... ‘Regina’ (Fonte — ZATARIN, 1985).

Figura 6. Genealogia do cultivar 'Regina'.

3.7 Avaliacéo da reacdo dos genotipos de alface ao virus isolado de ‘Karla H25’

Para avaliar a reagdo das linhagens e cultivares empregados nestes experimentos, foi
feita a opcao pelo isolado de alface ‘Karla H25’, visto que todas as amostras apresentaram a
mesma reagdo nas hospedeiras diferenciadoras. Para a realiza¢do da inoculagdo o isolado
‘Karla H25’ foi multiplicado na cultivar ‘White Boston’, a partir de indculo proveniente de

plantas da cultivar ‘“Vanguard 75’ com sintomas caracteristicos de mosaico.
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Foram realizadas duas inoculagdes mecanicas, sendo a primeira no estddio de 5-6

folhas e a segunda no estadio de 7-8 folhas, uma semana ap6s a primeira. Foram inoculadas
com o isolado ‘Karla H25’, seis plantas de cada um dos 23 gen6tipos € como controle positivo
da presenga do virus no indculo foram inoculadas seis plantas de C. quinoa e seis plantas de
alface ‘White Boston’. Como controle negativo da manifestagdo dos sintomas nos genotipos

avaliados, foi mantida uma planta de cada gendtipo, sem ser inoculada.

O numero de plantas foi definido para o estudo do comportamento em func¢do do
material genético utilizado ser proveniente de linhagens em geracdo avancada (Fs) e de

cultivares, apresentando portanto, baixa variabilidade genética.

A avaliacdo do comportamento desses gendtipos foi realizada semanalmente, apos a
primeira inoculagdo, pela manifestagdo e tipo dos sintomas. A presenga ou auséncia do virus
em plantas sem sintomas foi avaliada pela recupera¢dao bioldgica (retroinoculagdo em C.
quinoa) ¢ teste sorologico (PTA-ELISA) 30 dias apos a primeira inoculagdo, sempre nas
folhas apicais. Nos testes biologicos foram consideradas positivas as amostras que induziram
sintomas em C. quinoa. Em PTA-ELISA foram consideradas positivas as plantas que
apresentaram, apos leitura a 405 nm em leitor de ELISA, valores médios trés vezes superiores
aos valores médios dos controles sadios. O comportamento dos gendtipos foi classificado com
base na recuperacdo do virus de plantas assintomaticas, conforme os critérios estabelecidos

por MATTHEWS (2002) (Tabela 3).
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Tabela 3 Classificagao do comportamento das plantas a infeccao por virus, conforme critérios

estabelecidos por MATTHEWS (2002).

Comportamento Sintomas Replicagdo viral Recuperagao
Imune Ausente Ausente Negativa
Resistente Local Ausente Negativa
Tolerante Ausente Presente Positiva
Suscetivel Sistémico Presente Positiva

Para avaliar se os resultados foram significativos, foi realizado o teste de x*a 1% de
significancia para o grupo de linhagens e cultivares e através desta andlise testou-se a hipotese
de igualdade H, na qual os genotipos apresentaram comportamentos iguais (suscetiveis) e a

hipotese alternativa H; na qual os genotipos apresentam comportamentos diferentes.

O valor de * foi calculado pela formula:

J
X'= X(0d)/ni- (ZOYN

p-q

Sendo:
Oy;: freqliéncia observada na coluna | da linha i
Ni: total da linha i

2 0i/N

o |
Il

l-p

Q|
Il
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Os graus de liberdade foram calculados segundo a férmula:

Gl = nameros de linhas da tabela - 1

Tabela 4 Dados climaticos de temperatura ¢ luminosidade, médias obtidas nos meses da

avalia¢ao dos experimentos, no ano de 2004.

Experimentos I 11 111
Meses Fevereiro Abril Dezembro

Temperaturas Max 30 °C e Max 28 °C e Max 34 °C e
médias Min 26 °C Min 20 °C Min 24 °C

Luminosidade 13 horas 10 horas 15 horas

3.8 Teste sorolégico PTA-ELISA (“Plate Trapped Antigen - Enzyme Linked-

Immunosorbent Assay”)

Os virus presentes nas amostras de alface, coletadas em Atibaia, SP, foram
identificadas sorologicamente, em PTA-ELISA (MOWART E EDAWSON, 1987) utilizando
antissoros policlonais contra o LMV. Para a confirmagdo da presenca do virus em folhas
apicais ndo inoculadas, de plantas de alface sem sintoma, pertencentes aos genotipos,
inoculados com o isolado ‘Karla H25’, utilizou-se o antissoro policlonal contra 0 LMV em
PTA-ELISA. Para tanto folhas de alface foram trituradas em tampao fosfato de sddio

acrescido de Tweem e polivinilpirrolidona (PBS-TPo) na propor¢do 1:10 (g/ml) e o extrato
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foliar foi diluido em tampao carbonato de calcio pH 9,6, na propor¢ao 1:1 (ml/ml). Foram
utilizados como controle negativo, folhas de alface sadia e como controle positivo, folhas de
alface infectadas com o virus. Foram aplicados 100 pl de cada amostra nos pogos das placas

de poliestireno, com duas repeti¢des, empregando-se o procedimento descrito por Clarck e

Adams (1977).

Na ultima etapa foi empregado como o substrato da fosfatase alcalina, P-nitrofenil
fosfato diluido em tampao substrato, dietanolamina pH 9,8, na proporcao de 1:1 (mg/ml)
aplicando-se 100 pl em cada poco da placa. As leituras foram realizadas em um leitor de

ELISA Microplate Reader 3550-UV (Bio-Rad) a Aspsnm.

Os resultados foram avaliados, dividindo-se o valor médio da absorbancia obtida na
leitura de cada amostra infectada (I), pelo valor médio obtido da leitura das amostras sadias
(S). Os valores de I/S iguais ou superiores a trés foram considerados positivos (COLARICCIO et

al., 2002).



4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ldentificacdo do virus nos isolados de alface

O resultado do PTA-ELISA para as amostras estudadas foi positivo somente para o
antissoro do LMV, possibilitando a identificagdo desta espécie de virus como agente causal
dos sintomas em alface nos cultivares ‘Karla’ (lisa), ‘Horténcia’ (crespa) e ‘Raider’
(americana). As amostras ndo reagiram com os demais antissoros, resultado que indica a

auséncia de infecgdes mistas nas amostras avaliadas.

O resultado da inoculacdo mecanica das amostras de alface ‘Raider’, ‘Horténcia’ e
‘Karla’ em plantas indicadoras, possibilitou confirmar a identificagdo do agente causal dos
sintomas de mosaico e necrose no cultivo comercial de alface, como sendo o LMV, pois como
relacionado na Tabela 5, as plantas de C. amaranticolor, C. quinoa e C. murale reagiram com
sintomas de lesdes locais cloréticas, que evoluiram para necréticas e se manifestaram
sistemicamente nas folhas apicais, ndo inoculadas. Em plantas de C. amaranticolor foram
observados os sintomas de lesdes cloréticas sistémicas. Plantas de alface ‘White Boston’
reagiram com sintomas de mosaico sistémico, distor¢ao foliar, redu¢ao do tamanho das folhas
e da planta, caracteristicas do LMV (Figura 7). As demais hospedeiras testadas, Datura
stramonium; Nicotiana bhentamiana; N. debneyi; N. glutinosa; N. tabacum ‘Samsun’; N.

tabacum ‘White Burley’ e Petunia hybrida ndo manifestaram sintomas (Tabela 5). O
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resultado negativo destas hospedeiras indicou que, as amostras ndo estavam infectadas por
nenhuma das espécies de virus do complexo do vira-cabega, um dos principais problemas na
cultura da alface, além do LMV. Algumas espécies de hospedeiras t€ém sido utilizadas como
indicadoras para a presenga de LMV, por apresentarem sintomas caracteristicos de lesao local
e sistémica, como as espécies C. quinoa e C. amaranticolor, sintomas sist€émicos como

Nicotiana benthamiana e sintoma local como Gomphrena globosa (ZERBINI et al., 1995).

Na Tabela 6 estdo relacionados os comportamentos das hospedeiras diferenciadoras
quando inoculadas com LMYV isolado de alface ‘Raider’, ‘Horténcia’ e ‘Karla H25’. Todas as
hospedeiras diferenciadoras reagiram com sintomas sistémicos de mosaico, distor¢do do
limbo foliar e nanismo (Figura 8) ao LMYV, isolado de ‘Raider’, ‘Karla H25’ e ‘Horténcia’.
Esse resultado indica a presenca do LMV patotipo IV nessas amostras, conforme reagao

descrita na literatura, em hospedeiras diferenciadoras (PINK et al, 1992b).

Tabela 5 Circulo parcial de hospedeiras e tipo de sintomas induzidos pelos trés isolados de

virus de alface.

Isolados de LMV em alface

Plantas indicadoras

‘Karla H25° ‘Horténcia’ ‘Raider’
Chenopodium amaranticolor LLN; LSN' LLN; LSN LLN; LSN
Chenopodium quinoa LLC; LSC LLC; LSC LLC; LSC
Chenopodium.murale LLC; LSC LLC; LSC LLC; LSC
Datura stramonium AS AS AS
Lactuca sativa ‘White Boston’ MS; NA MS; NA MS; NA
Nicotiana bhentamiana MS MS MS
Nicotiana debneyi AS AS AS
Nicotiana glutinosa AS AS AS
Nicotiana tabacum ‘Samsun’ AS AS AS
Nicotiana tabacum *White Burley’ AS AS AS
Petunia hybrida AS AS AS

'AS: Auséncia de sintomas; MS: Mosaico Sistémico; LLN: Lesdo Local Necrotica; LLC: Lesdo Local

Cloroética ; LSN: Lesdo Sistémica Necrotica ; LSC: Lesdo Sistémica Clordtica ; NA: Nanismo
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Tabela 6 Reagdo das hospedeiras diferenciadoras utilizadas para a identificacdo do patotipo

do LMYV presente nos isolados de alface ‘Raider’, ‘Karla H25’ e ‘Horténcia’.

) Cultlyares Isolados de LMV de alface
diferenciadores
‘Raider’ REC ‘Karla H25’ REC ‘Horténcia’ REC
‘White Boston’ +! + + + + +
‘Ithaca’ + + + + + +
‘Malika’ + + + + + +
‘Calona’ + + + + + +
‘Salinas 88’ + + + + + +
‘Vanguard 75’ + + + + + +

"+ presenca de sintoma; REC: Recuperagio em Chenopodium quinoa

4.2 Reacdo dos genotipos de alface ao LMV patotipo 1V isolado ‘Karla H25’.

Na tabela 7 encontram-se os resultados da reacdo dos genotipos inoculados com o LMV
patotipo IV isolado ‘Karla H25’. Pela avaliacdo realizada, os sintomas observados foram
semelhantes aqueles descritos para o LMV em alface por STANGARLIN (1995) e PINK et al.

(1992b).
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Tabela 7 Principais sintomas induzidos pelo LMV nos genotipos avaliados para a resisténcia.

Experimento — Sintomas

Lactuca sativa I — fevereiro 2004 II — abril 2004 III — dezembro 2004
Linhagem 602-3 ss! SS Na
Linhagem 602-4 SS SS SS
Linhagem 602-5 ALF, Mo, E MoB DLF, Mo
Linhagem 602-22 MoB MoB DLF, Mo
Linhagem 602-23 MoB SS Mo
Linhagem 602-33 SS SS DLF, Mo
Linhagem 602-35 E, Mo, Na E, Mo, Na E, Mo, Na
Linhagem 602-44 E, Mo, Na SS DLF, Mo, Na
Linhagem 602-50 E, Mo, Na E, Mo, Na DLF, Mo, Na
Linhagem 602-53 DLF DLF, MoB DLF
Linhagem 602-54 DLF, Mo SS DLF, Mo
Linhagem 602-71 SS Mo DLF, Mo
Linhagem 602-78 E, Mo, Na Mo, Na DLF, Mo, Na
Linhagem 602-82 DLF DLF DLF, Mo
Linhagem 602-89 DLF, SS DLF DLF, Mo
Linhagem 602-108 DLF DLF DLF, Mo
Linhagem 602-109 DLF, E, Mo DLF, E, Mo DLF, E, Mo
Linhagem 602-110 DLF, Mo SS DLF, Mo

Cultivar ‘Brasil 221° SS SS NR
Cultivar ‘Rubete’ MoB NR MoB
Cultivar ‘Kazan’ MoB NR MoB
Cultivar ‘Gizele’ MoB NR MoB
Cultivar ‘Horténcia’ E, Mo, Na NR Mo, Na
Cultivar ‘White Boston’ E, Mo, Na E, Mo, Na. E, Mo, Na.

'ALF - Afilamento do Limbo Foliar; DLF - Distor¢ao do Limbo Foliar; E — Esbranquicamento; Mo - Mosaico; Na - Nanismo;

MoB — Mosaico brando; SS — Sem Sintoma; NR — Nao Realizado
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Tabela 8 Comportamento dos gendtipos de alface ao LMV patotitpo IV isolado 'Karla H25'.

Lactuca sativa Experimento I Experimento II Experiemnto III Total das
NP CS SS ELISA Rec NP CS SS ELISA Rec NP CS SS ELISA Rec plantas avaliadas
Linhagem 602-3 4 0 4 + + 6 0 6 + + 7 1 6 + + 17
Linhagem 602-4 3 0 3 + + 6 0 6 + + 8 0 8 + + 17
Linhagem 602-5 6 4 2 + + 6 4 2 - - 8 8 0 NR NR 20
Linhagem 602-22 6 5 1 + + 6 2 4 - - 8 5 3 + + 20
Linhagem 602-23 6 2 4 - - 6 0 6 + + 8 5 3 + + 20
Linhagem 602-33 5 1 4 + + 6 2 4 + + 8 6 2 + + 19
Linhagem 602-35 6 6 0 NR NR 6 5 1 - - 8 7 1 + + 20
Linhagem 602-44 6 4 2 + + 6 0 6 + + 8 5 3 + + 20
Linhagem 602-50 3 2 1 + + 6 3 3 + + 8 5 3 + + 17
Linhagem 602-53 4 1 3 + + 6 2 4 + + 8 7 1 + + 18
Linhagem 602-54 6 2 4 - - 6 0 6 + + 8 5 3 + + 20
Linhagem 602-71 6 4 2 + + 6 3 3 - - 8 7 1 + + 20
Linhagem 602-78 6 5 1 + + 6 2 4 + + 8 7 1 + + 20
Linhagem 602-82 3 2 1 + + 6 3 3 - - 8 5 3 + + 17
Linhagem 602-89 6 5 1 + + 6 2 4 - - 8 8 0 NR NR 20
Linhagem 602-108 6 4 2 + + 6 2 4 - - 8 6 2 + + 20
Linhagem 602-109 6 4 2 + + 6 2 4 - - 8 8 0 NR NR 20
Linhagem 602-110 6 4 2 - - 6 0 6 + + 8 7 1 - - 20
Cultivar ~ ‘Brasil 221° 4 1 3 + + 6 0 6 + + NR NR NR NR NR 10
Cultivar  ‘Rubete’ 6 6 0 - - NR NR NR NR NR 8 8 0 NR NR 14
Cultivar  ‘Kazan’ 5 4 1 - - NR NR NR NR NR 8 8 0 NR NR 13
Cultivar ~ “Gizele’ 5 5 0 - - NR NR NR NR NR 8 8 0 NR NR 13
Cultivar  ‘Horténcia’ 6 5 1 + + NR NR NR NR NR 8 1 7 + + 14
Cultivar  “White Boston’ 6 6 0 NR NR 6 6 0 NR NR 8 8 0 NR NR 20

'NP: ntimero de plantas avaliadas ; CS: com sintoma; SS: sem sintoma; ELISA: + positivo, - negativo ;

Chenopodium quinoa, + positivo, - negativo; NR: ndo realizado.

¥’ para linhagens = 61,45 ;

v’ para cultivares =42,16**; y° para genotipos= 105,61**

Rec.: Recuperacdo em
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Figura 7. Alface “White Boston’, planta com sintomas de nanismo x planta sadia.

Figura 8. Alface ‘Salinas 88’, folha sadia x folha com distor¢ao do limbo foliar
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Os sintomas observados nas plantas avaliadas, durante os trés experimentos realizados,
foram ligeiramente diferentes. Este fato pode ter ocorrido devido aos experimentos terem sido
conduzidos em diferentes épocas do ano, em casa de vegetacdo sem controle de temperatura e
de luminosidade, embora ndo tenham sido registradas alteragdes significativas nas condigdes
ambientais, nos trés periodos em que foram realizados os experimentos (Tabela 4). A
manifestagdo dos sintomas do LMV pode ser alterada de acordo com os fatores ambientais,
como temperatura ¢ luminosidade (RYDER, 1979). Em temperaturas elevadas, o nimero de

plantas sem sintomas ¢ maior (RYDER, 1979).

No experimento II o nimero de plantas assintomaticas foi maior quando comparado com
os experimentos I e III realizados em outras épocas do ano. Segundo RYDER (1979), isto pode
ser atribuido a interagdo entre temperatura ¢ luminosidade, pois ele observou, nos Estados
Unidos, que a porcentagem de plantas com sintomas foi menor no periodo de primavera —
verdo, quando havia mais horas didrias de temperaturas acima de 23 °C e mais horas de luz
comparado com o periodo de outono-inverno, o inverso do que ocorreu nestes experimentos

no Brasil.

Os resultados obtidos indicaram que o LMV pode multiplicar-se nas plantas de alface sem
manifestar sintomas, como foi observado em alguns gendtipos que apresentaram
comportamento de tolerancia ao virus, porém estas plantas poderdo manifestar sintomas do
virus, sob condigdes favoraveis. O maior numero de plantas com sintomas em alguns
gendtipos, pode ter ocorrido devido a alteragdes fisioldgicas provocadas pela mudanca das

condi¢des ambientais ou pelo estadio de desenvolvimento da planta (COLARICCIO, 1996).
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Pelo teste do y° a 1% de significancia para o grupo dos gendtipos estudados, foram
consideradas significativas as diferengas estatisticas, descartando a hipdtese de que os
genotipos sdo iguais , ou seja , suscetiveis ao LMV (Tabela 8). O mesmo resultado foi
observado paras cultivares comerciais (Tabela 8). Tendo sido possivel identificar gendtipos

com tolerancia ao LMV patotipo IV ‘Karla H25’ entre as diferentes linhagens avaliadas.

Pela classificagdo do comportamento das plantas a presenca dos virus, conforme
MATTHEWS (2002), as linhagens 602-3 e 602-4 foram consideradas tolerantes ao patotipo IV,
uma vez que as plantas ndo apresentavam sintomas, mas a presen¢a do virus foi detectada por

ELISA e por testes de retro-inoculagdo em C. amaranticolor.

A identificagdo de uma planta dentro da linhagem 602-3 com comportamento susceptivel,
observado no experimento III (Tabela 8), pode ser devido a contaminagdo genética. As
sementes utilizadas para a avaliacdo foram obtidas em campo aberto, onde estavam sendo
cultivadas 120 linhagens diferentes, em pequenas parcelas de um metro quadrado (doze
plantas) circundadas por linhagens irmas, ou seja, mesmo a alface sendo autdogama pode
ocorrer até¢ 6,3% de polinizacdo cruzada (VIGGIANO, 1990). Ou a contamina¢do mecanica
durante o processo de beneficiamento das sementes das 120 linhagens (AZEVEDO FILHO, J. A.

Comunicacdo pessoal: Pesquisador da apta Leste Paulista).

Os geno6tipos com auséncia de sintomas submetidos a retroinoculagdo, das quais o virus
ndo foi recuperado seriam considerados imunes. Como ndo hé infec¢do, também nao ha
replicagdo do virus nas células hospedeiras, portanto ndo ha o estabelecimento de doenga. Isto

também pode ser atribuido a baixa concentracdo viral (Tabela 8). Como nenhum genétipo
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apresentou esse comportamento nos trés experimentos, nao foi identificado gene para reagao

de imunidade entre os materiais avaliados.

Dentre os sintomas causados pelo LMV, o mais severo ¢ a deformagao do limbo foliar e
nanismo, o que foi observado em diversas linhagens, na cultivar ‘White Boston’ e alfaces
diferenciadores. Os cultivares ‘Brasil 221°, ‘Rubete’, ‘Kazan’ e ‘Gisele’ que apresentam gene

de resisténcia ao patotipo II (Tabela 2) apresentaram sintomas de mosaico suave (Tabela 7).



5.0 CONCLUSAO

As alfaces com sintomas de mosaico coletada em produtores da regido de Atibaia foram

identificada como sendo o LMV, patotipo IV.

As linhagens 602-3 e 602-4 apresentaram comportamento de tolerancia, conforme o

critério de classificagdo adotado.

Os genotipos com genes de resisténcia ao patotipo I (‘Brasil 221°, ‘Kazan’, ‘Rubete’, ¢
‘Gisele’) reagiram com sintomas de mosaico brando ao LMV patotipo IV isolado ‘Karla

H25’, representando uma alternativa ao cultivo comercial de alface em nosso Estado.
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