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RESUMO

TRUTA, Adriana Aradjo Costa. Determinagdo de parametros ligados & detecgcdo dos
principais virus em batata, visando otimizar a técnica DAS-ELISA para a indexagdo de

virus em tubérculos-semente. Lavras, UFLA. (Mestrado em Fitopatologia)*

Neste trabalho investigou-se a possibilidade de se efetuar a diagnose simultanea,
através da técnica DAS-ELISA, dos principais virus que afetam a batata nas condi¢oes
brasileiras, utilizando-se uma mistura de antissoros e plantas infectadas com um ou mais
virus. Foram testadas combinages de antissoros nas concentragGes finais de 1:5000 e
1:2500 e volumes de antigenos/antissoros de 50, 100 e 150 pl/orificio para diagnose do
PVX, PVY e PLRYV, isoladamente, combinados dois a dois ou a trés, simultaneamente.
Foram utilizados extratos de folhas de batata da cultivar Achat e extrato das plantas
indicadoras. Gomphrena globosa L., para o PVX, Nicotiana tabacum L. para o PVY e

Physalis floridiana Rydb. para o PLRV, em duas diluigdes: 1:80 para todos os virus e



solugoes mais diluidas, sendo: 1:160 para o PLRV, 1: 640 para o PVY, 1:1280 para o
PVX. Foi possivel a detecgéo de todos os virus em todas as combinag¢des de antissoros e
antigenos testados, bem como em todos os volumes antigeno/antissoro utilizados.

Outro parametro investigado foi amultiplicagdo do PLRV e do PVY em plantas de
batata da cultivar Achat, inoculadas aos 15 dias pds-emergéncia e testadas aos 15,30 e
45 dias apds a inoculagdo. Verificou-se que o PVY apresentou uma taxa de multiplicacado
maior que a do PLRV em todas as fases testadas.

Foi verificada a sensibilidade e eficiéncia da técnica ELISA para a deteccdo dos
virus estudados em hastes no final do ciclo e tubérculos antes da brotagad, brotos e
plantulas oriundos dos plantas inoculadas aos 15 e 45 dias apos a emergéncia. Foi
possivel a detecgdo do PVY e PLRV em hastes no final do ciclo, brotos e plantulas nas
duas fases do ciclo analisadas. No foi detectado o PVY em nenhum dos tubérculos
testados, antes da brotagéo, nas plantas inoculadas com PVY nas duas fases do ciclo. O
PLRV foi detectado em 27,5 % dos tubérculos antes da brotagao, produzidos por plantas
inoculadas aos 15 dias pos-emergéncia, mas ndo em tubérculos produzidos por plantas
inoculadas aos 45 dias pés-emergéncia.

Entre as diversas partes da planta analisadas, a que apresentou melhores
resultados foi o broto, por atender as maiores exigéncias do teste, que é rapidez entre a
colheita e analise e a ocorréncia do minimo de escape possivel.

*Orientadora: Antonia dos Reis Figueira. Membros da banca: Francisco Murilo Zerbini Jr.

e Hilario Antdonio de Castro.



ABSTRACT

Optimization of DAS-ELISA technique for the detection of potato (Solanum

tuberosum L) viruses in tubers seed .

In this study was investigated the efficiency of DAS-ELISA technique to perform the
simultaneous diagnosis of PLRV, PVY and PVX in mixed virus infected plants, using a
mixture of antiserum to detect virus in potato. The tested antiserum dilutions were 1:5000
and 1:2500 and the volume of antigen/antiserum were 50, 100 and 150 pliwell. The
antigens were used alone or in combinations of two or three viruses, extracted from
infected potato leaves, c.v. Achat, and from the following indicator plants. Gomphrena
globosa L. (PVX), Nicotiana tabacum L. (PVY) and Physalis floridiana Rydb. (PLRV). The
DAS-ELISA tests were carried out with two antigen dilutions for each virus. The first was
1:80 for all the viruses and the second varied with end point dilution of each antigen, for

the detection by serological technique: 1:160 for PLRV, 1:640 for PVY and 1:1280 for



xii

PVXinfected plants. The results showed that all three viruses could be detected in every
test performed.

The virus multiplication rate was investigated in potato plants cv. Achat, inoculated
separately with PVY and PLRV, 15 days after plant emergence, and tested by DAS-ELISA
at 15, 30, and 45 days after inoculation. This rate was clearly greater in PVY than in
PLRV infected potato plants, in all plant ages tested.

The efficiency of DAS-ELISA for the detection of PVY and PLRV in stems at the
end of potato plant life cycle, in dormant tubers, sprouts and in seedlings of potato plants
inoculated at 15 and 45 days after plant emergence, was also investigated. The PVY and
PLRV were detected in stems, sprouts and seedlings from potato plants inoculated in both
life cycle stages. However the PVY could not be detected in dormant tubers from plants
inoculated after 15 or 45 days after emergence. PLRV was detected in 27,5% of the
dormant tubers from plants inoculated at 15 days but not in dormant tubers from plants
inoculated at 45 days after plant emergence.

The sprouts were found to be the best material to be submitted to virus indexation
tests, in official certification programns, because of the short time between seed

harvesting and comercialization required for the potato growers.



1 INTRODUGAO

A batata ( Solanum tuberosum L. ) ocupa o 42 lugar entre os principais alimentos
produzidos no mundo, desempenhando relevante papel na alimentacdo humana (FAO,
1994). E cultivada no Brasil, em praticamente todos os Estados e em diferentes épocas
do ano; porém a maioria das cultivares exploradas é suscetivel a viroses.

Devido ao modo de multiplicagdo comercial empregado na cultura da batata, ou
seja, através do uso de tubérculos-semente, as doengas de natureza virdtica tornam-se
muito importantes. Estas viroses podem ser veiculadas através desses tubérculos, o que
representa um risco em potencial, pois em alguns casos, uma incidéncia minima de virus
no campo pode ser suficiente para causar uma infecg&o generalizada (Cupertino e Costa,
1970; De Bokx e Van der Want, 1987). Consequentemente, o emprego dos mesmos em

plantios sucessivos resulta num actimulo de viroses nos tubérculos produzidos que, com



0 decorrer do tempo, conduz a degenerescéncia, chegando algumas vezes a inviabilizar a
cultura.

8 Os virus mais freqientemente relacionados com a degenerescencia de tubérculos-
semente no Brasil s&o o do enrolamento da folha (Potato Leafroll Virus- PLRV ), virus Y (
Potato Virus Y - PVY ) e o virus X ( Potato Virus X - PVX ) da batata, que podem causar
prejuizos varidveis, dependendo da introdugdo e disseminagdo das viroses no campo,
pois, uma vez iniciada a infecgdo, os virus geralmente chegam aos tubérculos (infecgéo
primaria). As perdas provocadas por esta infecgdo véo depender da idade da planta por
ocasido da inoculagdo, uma vez que, quanto mais cedo ocorre a infeccdo, maiores
chances tem os virus de chegarem aos tubérculos, ja que plantas maduras exibem uma
certa resisténcia. Porém, o grande problema é quando os tubérculos portadores de virus
s@o utilizados como batata-semente para um préximo plantio, perpetuando a virose e
originando plantas infectadas (infecgdo secundaria) . Esse tipo de infeccao geralmente
causa perdas significativas, que séo registradas em termos de reducéo em nimero e peso
dos tubérculos. O PLRV pode reduzir a produgdo em até 80 % , o PVY em 50 % e o PVX
pode provocar perdas que variam de 8 a 20 %. (Mallozzi, 1982).

A selecdo de material de plantio livre de virus, € uma medida capaz de minimizar
os efeitos da degenerescéncia, o que pode ser implementado através dos programas de
certificacdo de sementes. A multiplicagdo sucessiva de sementes basicas, sem perder a
qualidade fitossanitaria, constitui um dos principais objetivos dos programas de
certificagéo, em cujas metas estd o aumento da produtividade das lavouras. Nesses
programas, sao definidas varias medidas a fim de evitar a introdugdo e disseminacao dos

virus na cultura, tais como o uso de material sadio, controle de vetores, inspegdes visuais



no campo, que s&o complementadas pelos testes de laboratdrio, mediante amostragem e
indexac&o dos tubérculos destinados a sementes (Mizubuti, 1981 ).

Os testes de indexagdo podem ser usados para determinar a incidéncia do PLRV,
PVY e PVX em amostras de tubérculos coletadas em lotes representativos dos campos
de produgéo de batata-semente. Os resultados obtidos sdo decisivos para a classificagdo
das sementes, complementando as inspecSes visuais, as quais, se realizadas
isoladamente podem ndo corresponder & realidade, uma vez que diversas outras causas
podem ser responséaveis por sintomas semelhantes aqueles induzidos por virus, tais como
deficiéncias nutricionais e fitotoxidade. (Mallozzi, 1982). Apesar dos programas de
indexagéo de sementes ja serem bastante antigos, s6 recentemente os resultados de
inspecbes de campo sdo complementados por testes de laboratério, com resultados mais
eficientes.

Os testes mais antigos se baseavam na pré-cultura e no uso de plantas
indicadoras, que tinham a desvantagem de demorar entre 30 e 55 dias para mostrarem
resultados confidveis. Atualmente, com o desenvolvimento da técnica serolégica ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay), é possivel a obtengéo de resultados rapidos e
precisos na detecgéo de virus, mesmo na auséncia de sintomas na planta hospedeira.
(Salazar, 1993). Além disso, possui ainda uma série de outras vantagens em relagéo as
técnicas tradicionais: maior sensibilidade, podendo ser realizada para um grande numero
de amostras ac mesmo tempo, n3o exigindo, para isto, equipamentos ou reagentes muito
caros, bem como méo de obra especializada.

Apesar das inUmeras vantagens desta técnica a sua aplicagdo é relativamente

recente, havendo ainda alguns aspectos a serem investigados para melhorar a sua



eficiéncia e racionalizar o seu uso. Neste trabalho foram feitos experimentos visando a
sua otimizagéo pela diagnose simultanea de virus, com um méaximo de economia de
tempo e custo final da andlise. Outro parametro investigado foi a sua sensibilidade e
eficiéncia para detecgao de virus em hastes no final do ciclo e em tubérculos oriundos de
plantas infectadas em diferentes fases do ciclo vegetativo. Os resultados obtidos nas

investigacdes realizadas, s&o aqui apresentados e discutidos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A qualidade da batata semente é um fator de suma importancia no rendimento da
cultura, pois trata-se de uma planta de propagacgéo vegetativa, através dos tubérculos,
que séo facilmente afetados por enfermidades flngicas, bacterianas e principalmente
viréticas. Essas doengas, transmitidas de geragio & geracdo, tornam-se acumulativas,
adquirindo um papel fundamental no processo de degenerescéncia da semente, o que
afeta consideravelmente a produgéo no campo.

Sao as viroses, em grande parte, as responsaveis pela degenerescéncia da batata,
sendo que os virus mais freqUentemente relacionados com a degenerescéncia dos

tubérculos sdo o PLRV, o PVY e 0 PVX.



2.1 PLRV
2.1.1 - Caracterizagdo e Sintomatolagia

O PLRV € um luteovirus, com particulas icosaédricas de 24 nm de diametro,
contendo RNA de fita simples do tipo infeccioso. Tem uma gama restrita de hospedeiras,
limitando-se praticamente & familia Solanacea. A Physalis floridana Rydb e a Datura
stramonium L. s&o boas hospedeiras experimentais, sendo bastante utilizadas como
plantas indicadoras, bem como para multiplicaggo do virus, apresentando como sintomas
da infecdo viral uma clorose internerval, bastante caracteristica. Outras espécies de
Solanaceas silvestres também s&o hospedeiras naturais do PLRV, como, por exemplo,
Solanum aculeatissimum Jack; S. lycocarpum St. Hill.; S. paniculatum Hill,, que
constituem uma potencial fonte de virus, aumentando assim a presséo de indculo no
campo (Souza Dias, Costa e Nardin, 1993). Além das solanaceas, algumas
Amaranthaceas também s&o hospedeiras do PLRV (Hooker, 1981). Sua transmiss&o s6
€ possivel através de insetos vetores, dos quais o mais eficiente é o afideo Myzus
persicae Sulz., ou através de enxertia, apresentando replicagio confinada aos tecidos do
floema.

Este virus & transmitido por afideos de forma persistente e circulativa, isto é, depois
que um afideo se alimenta em uma planta infectada, pode transmitir o virus por um
periodo varidvel de 2 a 10 dias (Tamada e Harrison, 1981). Este tipo de transmisséo
exige uma maior especificidade virus-vetor, iniciando pela aquisicéo do virus através da
seiva do floema, passagem deste através das paredes do intestino do inseto para a
hemolinfa, e, em seguida, através dos acessérios glandulares, passando para o canal

salivar, e finalmente a liberagdo das particulas virais, juntamente com a saliva, no floema



durante a alimentagdo. Esse tempo requerido para que as particulas de virus se
concentrem nas glandulas salivares e se tornem infectivas, é conhecido como periodo de
laténcia, podendo durar de 8 a 24 horas. (De Bokx,1987; Tamada e Harrison, 1981;
Rasgdale et al., 1994; Hooker, 1981).

Segundo Tamada e Harrison (1981), o conteido de PLRV adquirido pelo afideo
aumenta com o periodo de aquisicdo e decresce rapidamente apos os afideos serem
removidos da fonte de virus, e a concentragdo do virus no M. persicae aumenta
linearmente com o periodo de aquisic&o até cinco dias, mas alcanca um platd apos 7 dias.

Os sintomas apresentados pelas plantas de batata infectadas podem ser de dois
tipos: primarios e secundarios. Os sintomas primarios aparecem quando as plantas séo
infectadas durante a estagad de plantio e se fazem mais evidentes nas folhas mais novas,
as quais, geralmente, apresentam foliolos superiores mais eretos com ligeira
descoloragéo. Além disso, esses foliolos s&o enrolados ventralmente e algumas vezes
quebradigos, uma condig@o associada com o acumulo de carboidratos, aparentemente
causado por inibicdo da respiragdo e translocagdo. Porém, esses sintomas primarios,
incluindo cloroses e enrolamento das folhas, resultantes da transmissdo por afideos,
freqientemente néo sdo visiveis quando a infeg&o ocorre no final da estagdo de cultivo,
sendo a diagnose no campo praticamente impossivel (Cupertino e Costa, 1970 b; Hooker,
1981; Beemster, 1987).

Sintomas secundérios resuitam de tubérculos infectados e sdo generalizados por
toda a planta. As folhas se apresentam enroladas, principalmente as inferiores, a planta
tem o seu crescimento retardado, intemddios curtos e maior ramificacdo. Os tubérculos

produzidos s&o em menor nimero, podendo apresentar uma necrose Nos vasos proximos



ao estoldo com subsequente redugdo na produgdo, o que os torna impréprios para o
comércio (Tokeshi e Bergamin Filho, 1980; Hooker, 1981: Smith, 1981). Plantas
severamente infectadas logo ap6s a emergéncia geralmente apresentam sintomas

semelhantes aos da infecgdo secundaria (Souza Dias, amancio e Costa 1990 a).

2.2-PVY
2. 2 1- Caracterizagdo e Sintomatologia

O PVY é o membro tipo do grupo Potyvirus, apresenta-se em forma de longas
particulas flexuosas com 730 x 11 nm , contendo RNA de fita simples, do tipo infeccioso.
S@o conhecidas muitas estirpes, que séo divididas em trés grupos principais : PVY®
(estirpe comum), PVY" (estirpe necrotica ) e o PVY® (estirpe que néo é transmitida pelo
inseto vetor). Estes sao diferenciados pelos sintomas que causam em Nicotiana tabacum
L., P. floridana e Solanum tuberosum L. (Smith 1981, De Bokx, 1987).

Este virus € transmitido mecanicamente, através de enxertia, bem como por
algumas espécies de afideos, de forma n&o circulativa. Neste tipo de transmiss&o, o virus
€ associado ao estilete, ndo ocorrendo replicagdo viral no vetor. A aquisicdo das
particulas virais ocorre logo apds alguns segundos de alimentacdo nos tecidos da
epiderme da planta. Imediatamente apds a aquisigéo, os afideos estio aptos a transmitir
o virus (Tamada e Harrison, 1981; De Bokx, 1987; Bos, 1983). Porém os virus néo
persistentes n&o s&o retidos apos a ecdise, ou apos poucas picadas de prova em plantas
sadias. No entanto a transmissé@o n&o persistente por afideos é um processo biolégico
um pouco mais complexo que simplesmente o processo mecanico, associado com a

alimentacéo do inseto, sendo mais uma excegdo que uma regra. Freqiientemente fatores



ligados & proteina (fator Helper) que reconhecem sitios de ligag&o no virus e no vetor sdo
requeridos para o sucesso da transmissao. (Radclif, 1982; Tamada e Harrison, 1981).

O PVY infecta muitas espécies botanicas, especialmente da familia Solanacea,
onde se encontram hospedeiras naturais ndo cultivadas como a P. floridana, e ainda
espécies cultivadas de grande importancia econdmica como tomate (Lycopersicum
sculentum Mill.), pimentdo (Capsicum annum L.) e fumo (Nicotiana tabacum L.).
Entretanto, também nas familias Chenopodiaceae e Leguminosae encontram-se algumas
espécies hospedeiras. (Hooker, 1981; De Bokx, 1987. Mizubuti, 1981).

Os sintomas provocados pelo PVY variam de um mosaico quase imperceptivel a
severas necroses e morte prematura das plantas, dependendo do gendtipo da cultivar e
da estirpe do virus, bem como de condigSes ambientais, assim como da presenca de
outros virus, especialmente do virus X, que influencia a severidade da expressao do PVY.
Também as infecgdes tardias podem ndo apresentar sintomas. (Silberschidt e Kramer,
1942; Tokeshi e Bergamin Filho, 1980; Radcliffe, 1982; Hooker 1981).

Estudos recentes sobre a ocorréncia e epidemiologia do PVY tém indicado que ele
pode assumir um papel importante na degenerescéncia de batata semente, fator antes
atribuido apenas ao PLRV. A detecgio da ocorréncia de uma nova estirpe do PVY", na
cultivar Achat, em lavouras de batata-semente no Estado de Minas Gerais, por F igueira e
Pinto (1995), demonstrou que esta apresenta um comportamento diferente das
detectadas anteriormente na regido, sendo facilmente disseminada, podendo chegar a
uma incidéncia de 50 % na segunda e até 80 a 90 % na terceira geragdo, o que pode

significar uma redugdo de até 50 % na producdo total. Esses dados refletem a
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necessidade de medidas de controle efetivas para esta virose (Figueira, Pinto e Moraes,

1996).

2.3-PVX
2.3.1 - Caracterizagdo e Sintomatologia

O PVX é o membro tipo do grupo Potexvirus, apresentando particulas alongadas e
flexuosas, com 515 x 13 nm contendo RNA de fita simples, do tipo infeccioso, e é
faciimente transmitido por inoculagéo mecanica. Este virus tem uma gama limitada de
hospedeiros, restrito praticamente & familia Solanaceae, onde geralmente produz
sintomas sistémicos, podendo também infectar Chenopodiaceas e Amarantaceas, nas
quais induz sintomas locais. A espécie Gomphrena globosa é a hospedeira mais utilizada
como planta indicadora, por apresentar lesdes locais em forma de anéis com halo
avermelhado, facilmente indentificaveis (Smith, 1981; Hooker 1981; De Boks e Van der
Want, 1987).

Geralmente os sintomas apresentados por plantas de batata infectadas sdo
latentes, raz&o pela qual esse virus foi considerado como sendo inofensivo por muito
tempo. N&o induz sintomas nas folhagens, apenas uma ligeira redugéo no vigor da planta
em comparacdo com plantas sadias, mas também pode induzir mosqueado leve a
rugoso, com nanismo da planta. Alguns sintomas caracterizam-se por mosaico na parte
apical, necrose das nervuras, rugosidade da lamina foliar e nanismo (Faccioli, 1984;
Hooker, 1981; Mizubuti, 1981; De Boks e Van der Want, 1987). Porém, segundo
Beemster (1987), quando ocorre uma infecgéo tardia, ou seja quando plantas velhas séo

inoculadas, as particulas virais permanecem, por algum tempo, confinadas a folha
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inoculada, nao produzindo sintomas. Além disso, plantas de batata, ao alcangarem um
certo estagio de desenvolvimento, ndo s&o mais infectadas com virus, sendo esse
fendmeno conhecido como resisténcia de plantas maduras.

Segundo Bradshaw e MacKay (1994), o nivel de resisténcia também pode
depender das condigdes sob as quais o virus e a planta interagem, ou seja, temperatura,
fonte de indculo, cultivar e estagio de crescimento em que a planta é infectada.

No entanto, o PVX pode causar perdas que vdo de 5 a 75 %, quando ele se
associa ao PVY, provocando sintomas mais severos de mosaico rugoso, devido a uma
acao sinérgica entre estes virus, causando danos & cultura, que podem ser bastante

drasticos (De Bokx e Van der Want, 1987; Mizubuti, 1981).

2.4 Resisténcia de Plantas Maduras
\

A resisténcia de plantas maduras é um fendmeno que ocorre em plantas de batata
“ infectadas tardiamente na estagdo de cultivo, com virus como PVY, PVX e PLRV e outros,
‘quando os tubérculos sdo menos afetados que plantas infectadas no inicio do cultivo. A

|
'resisténcia pode envolver a diminuicdo da proporgéo da replicagdo e translocagdo do

|

“ virus, pois a proporgéo de tubérculos sadios e infectados depende da inoculagdo em
relagdo & idade da planta, bem como do periodo entre a inoculacdo e a colheita. No
entanto a tentativa de associar o desenvolvimento da resisténcia em plantas maduras
com alteragdes bioquimicas especificas ndo tem sido conclusiva. O conhecimento do
desenvolvimento dessa resisténcia é economicamente importante, porque esta é uma

parte essencial para uma previsdo da disseminagdo do virus em cultivos de batata

semente, e porque as medidas para o controle da disseminacdo de viroses sdo
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provavelmente mais efetivas se aplicadas quando as culturas estdo mais suscetiveis
(Beemster, 1987; Gibson, 1991; Sigvald, 1985 )

A maioria das cultivares de batata, até mesmo aquelas altamente suscetiveis ao
PLRV, PVX e PVY, exibem plantas maduras resistentes, proporcionando uma menor
disseminac&o do virus em campos inoculados no final da estagdo de cultivo. As plantas
inicialmente infectadas em um estdgio maduro tendem a possuir menos tubérculos
infectados. (Difonzo, Ragsdale e Radcliff, 1994; Sangar, Agrawal e Nagaich, 1988;
Gibson, 1991)

No entantanto, de acordo com Costa (1965), a batata permite uma facil
multiplicacéo dos pulgdes e principalmente da espécie M. persicae, permitindo, assim,
uma permanéncia desses vetores nos campos de producéo, e, segundo Mallozzi (1984),
os pulgées sao também muito prejudiciais a cultura da batata, como praga. Em condigdes
ambientais favoraveis, esses insetos tém intensa proliferagdo, aumentando rapidamente a
disseminagdo de viroses e causando graves perdas na produgdo. Dadas as
caracteristicas de clima tropical e subtropical predominantes no pais, os pulgdes
proliferam durante o ano todo, o que resulta em altas freqiiéncias de infecgéo na cultura.
Portanto, o conhecimento desses fatores, que interferem na incidéncia de viroses, &
essencial para que se possam adotar medidas de controle, os quais, por sua vez, devem
ter como objetivo ndo apenas evitar a introdugédo de viroses na cultura, mas também evitar

a disseminag&o das mesmas (Shepard e Clafin, 1975; Weidemann, 1988).
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2.5 Métodos de controle

O controle de viroses, devido ao grande nimero de fatores envolvidos no processo
de infecgdo, envolve vérias medidas, que devem ter carater preventivo, as quais, se
tomadas isoladamente, produzem pouco ou nenhum efeito. Sdo citados como exemplos
culturas de meristemas, uso de variedades resistentes e plantio de tubérculos
comprovadamente livre de virus. Outra medida importante é o isolamento em relagéo a
outras culturas de solanaceas, desfavorecendo assim a ocorréncia de doencas pela
distancia das fontes de indculo, bem como o ‘roguing’ de plantas com sintomas de
viroses, impedindo que o virus seja introduzido na cultura através de diversos agentes de
disseminacéo, além dos programas de certificagdo de sementes (Weidemann, 1988:;
Bedendo, 1995; Matthews, 1992)

O controle de vetores € uma das mais importantes medidas de controle de
doencas de etilogia viral, podendo ser realizado através do uso de inseticidas, barreiras
vegetais que podem dificultar o acesso de vetores as areas cultivadas, e ainda através da
utilizac@o de superficies refletoras, como Iaminas de aluminio, filmes plasticos ou palha
vegetal, que sdo dispostos proximos as plantas, com a finalidade de repelir os insetos,
impedindo que estes cheguem & cultura. (Mowry, 1995; Peters, 1987; Barbosa, Avila e
Franca, 1984; Bedendo, 1995)

No controle de viroses & necessaria a interrupgdo do ciclo epidémico do virus,
envolvendo plantas hospedeiras e vetores. Um virus pode causar uma epidemia se todos
os fatores, e sua interagdo com o ambiente, também forem favoraveis por um longo

periodo ( Weidemann, 1988).
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A capacidade produtiva da batata depende largamente da qualidade da semente,
que pode ser afetada por alguns fatores, como a auséncia de patégenos (virus, fungos,
bactérias, nematdides), estagio fisioldgico de desenvolvimento, autenticidade e pureza da
variedade, e também o tamanho e conformacgéo dos tubérculos. Nem todos esses fatores
mencionados possuem igual importancia, devendo-se considerar a auséncia de patégeno
como a mais importante qualidade da semente. Dai a necessidade do conhecimento dos
patégenos que afetam a cultura da batata no Brasil, levando a obrigatoriedade da
implantagdo de programas de certificagdo de batata-semente (De Bokx e Mooi, 1974;
Vechi, Hirano e Bertoncini, 1984). Daniels (1983) ressalta que a batata semente é o
insumo mais dispendioso para a implantagdo de uma lavoura, representando mais de 50
% do custo total. Portanto, qualquer redug¢do no custo da batata semente influi

significativamente no custo final de produgéo.

2.6 Programas de Certificagao

A deteccdo de virus em plantas, com base apenas nos sintomas é dificil e
duvidosa, visto que plantas infectadas podem ser assintomaticas, como no caso do PVX,
ou apresentar sintomas leves, ou que podem ser confundidos com outras causas
fisiologicas, como no caso do PLRV (Opgenorth e Braum, 1987). A simples observagéo da
folhnagem, como em geral s&o feitas atualmente as inspegdes de campo, néo é suficiente
para permitir a identificag@o de infecgdes tardias. Portanto, a indexacdo de virus é uma
maneira indispensavel para a formagéo de estoques basicos livres de virus. (Costa, 1948;

Cupertino e Costa 1969; Siqueira 1968; Bedendo, 1995)
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A certificagéo da batata-semente vem sendo praticada desde o inicio do século em
varios paises, no sentido de uma consistente selecdo para a qualidade e sanidade
durante o processo de propagagéo, o que s6 se tornou possivel através dos progressos
no estabelecimento dos critérios de selegdo, em que se procurava manter o melhor
estado sanitario possivel através de inspegdes visuais e erradicacdo de plantas doentes.
(Sheppard e Claflin, 1975; De Bokx e Mooi, 1974; Hooker, 1981; Mallozzi, 1982).

O Brasil importa a quase totalidade das sementes basicas empregadas, pois é
pequena a produc@o nacional dessa classe de sementes. Porém a necessidade de
melhorar a qualidade sanitaria da batata-semente aqui produzida, possibilitando dessa
forma um aumento no numero de multiplicagdes do material importado, levou o pais a
adogdo de normas para a produgdo de batata-semente, através do estabelecimento de
um programa de certificag&o.(Siqueira, 1968; Vechi, Hirano e Bertoncini, 1984; Mallozzi,
1982).

Desde o inicio das tentativas de produgio de batata semente de alta qualidade
fitossanitaria no pais , uma das maiores dificuldades dos técnicos responsaveis pela
fiscalizagdo dos campos tem sido a diagnose visual das moléstias viréticas, pois existe
uma série de fatores que podem mascarar os sintomas provocados por virus, como
cultivar, temperatura, idade da planta, entre outros, existindo, assim, a necessidade de se
efetuarem testes mais eficientes para a detecgdo dos principais virus, antes de ser
emitido qualquer certificado de sanidade do material, para resguardar a idoneidade do
servico de certificacdo. (Cupertino, 1984 ).

O desenvolvimento de técnicas capazes de detectar virus e identifica-los, permitiu

o estabelecimento de um servigo de controle da sanidade da batata-semente nao apenas
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baseado na sintomatologia e erradicagio, mas também em controle cultural e testes de

laboratério ( Mallozzi, 1976; Sequeira, 1992).

2.7 Principais técnicas de diagnose

Apesar de os programas de certificacdo de batata semente no Brasil j& serem
bastante antigos, sé recentemente os resultados de inspegdes no campo s&o
complementados por testes em laboratério, com resultados mais répidos e precisos.

Nas dltimas décadas uma gama de testes soroldgicos foi desenvolvida, baseando-
se na capacidade antigénica dos virus, e seu reconhecimento especifico por anticorpos
policlonais. Devido & sensibilidade e simplicidade, esses testes soroldgicos passaram a
ser utilizados na deteccdo e identificacdo de virus (Testes de Aglutinagdo com Latex,
Dupla Difusdo em Gel de Agar, Microprecipitina, MEIAD ("Microscopic Eletronic
Immunosorbent Assay Decoration®) principalmente em plantas de propagagdo vegetativa,
sementes, plantas perenes e insetos vetores.(Lima 1979; Gama, Avila e Nakashima,
1987, Sequeira, 1992; Pio Ribeiro et al., 1994; Daniels, 1994; Brioso et al. 1996).
Entretanto o uso de técnicas sorolégicas em diagnoses de rotina sd foi realmente
implementado por ocasi&o do desenvolvimento da técnica ELISA por Voller et al. (1976),
que apresenta um enorme potencial para detecgédo e quantificagéo de virus, tendo sido
investigada e adaptada na “East Mailing Research Station” por Clark e Adams (1977 ).

A tecnica ELISA pode ser aplicada para virus de diversos tipos morfol6gicos, tanto
em preparados purificados, quanto em extratos brutos. O método é particularmente
conveniente quando existe um grande nimero de amostras a serem testadas em um

curto espaco de tempo. Ele & bastante sensivel detectando concentrages tdo baixas
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quanto 1 a 10ug/ml, e tem sido bastante explorado para a diagnose de virus de plantas
(Matthews, 1992; Tamada e Harrison, 1980; Maat e Huttinga, 1987; Barker, 1993; Gugerli
e Gehriger, 1980; Whintworth, Allen e Sanson, 1993 ).

Nas ultimas décadas o teste DAS-ELISA (Double antibody sandwich) tem sido o
teste sorologico preferido para detectar virus de plantas, pela sua simplicidade,
adaptabilidade , rapidez e sensibilidade, podendo ser utilizado em grande escala para
diagnose de um grande numero de amostras ao mesmo tempo. No Brasil tem sido
utilizado para a detecgdo de diversos tipos de virus de plantas (Dusi, Carvalho e
Zambolin, 1987, Berian, 1985; Figueira, Domier e Darcy, 1995; Martins, Lima e Kitajima,

1994; Daniels, 1994; De Bokx, Piron e Maat, 1980).
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido em casa de vegetagdo e no laboratério de Virologia do
Departamento de Fitopatologia da UFLA, no periodo de setembro de 1996 a abril de
1997.

As fontes de inoculo utilizadas foram provenientes da colecdo mantida no
Departamento de Fitopatologia da UFLA, estabelecidas nas seguintes indicadoras:
Gomphrena globosa (PVX), Nicotiana tabacum, cultivar TNN (PVY), e Physalis floridiana
(PLRV). Também foram utilizadas plantas de batata da cultivar Achat, naturalmente
infectadas no campo.

A cultivar de batata utilizada nos experimentos foi a Achat, escolhida para este
trabalho pelo fato de ser a mais plantada, no Estado de Minas Gerais, e de ser a primeira
a apresentar problemas de alta incidéncia de PVY no campo. E uma cultivar de origem

alema, ciclo precoce, apresenta plantas de altura média, com habito de crescimento ereto
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e seus tubércylos s@o alongados e achatados. Possui hastes com pigmentacéo violeta e
produtividade em torno de 10 t/ha. E descrita como susceptivel ao PLRV, resistente ao
PVX e ao PVY (Santos, Andrigueto e Camargo, 1986).

O presente estudo foi desenvolvido em trés etapas: na primeira delas foi testada a
possibilidade se fazer a diagnose simultanea do PLRV, PVY e PVX numa mesma
amostra; na segunda foi comparada a multiplicagéo do PLRV e do PVY na planta de batat
inoculada no inicio do ciclo, e, finalmente, na terceira etapa, foi verificada a eficiéncia do
teste seroldgico DAS-ELISA, para detectar virus em hastes de plantas no final do ciclo e
em tubérculos de batata-semente (tubérculos sem brotar (dormentes), apds a emiss&o
dos brotos e nas respectivas plantulas), oriundos de plantas inoculadas em diferentes

épocas do ciclo.

3.1. Diagnose simultinea dos virus X, Y e do PLRV

Para diagnose simultanea desses virus foram utilizadas as plantas indicadoras
citadas anteriormente, inicialmente semeadas em bandejas plésticas, e posteriormente
transplantadas para vasos com capacidade para 2 kg, mantida sob condigdes de casa de
vegetag@o. As inoculagdes, com os respectivos virus, foram feitas cerca de quinze dias
apos o transplantio.

Foram utilizadas também plantas de batata, obtidas pelo plantio de tubérculos-
semente plantados em vasos com capacidade para 5 Kg. Quinze dias apds a
emergéncia, foi realizado um desbaste, deixando-se apenas uma haste por planta, para

inoculagd@o experimental.
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As plantas indicadoras e as de batatas foram inoculadas com as seguintes
combinagGes de virus: a) PVY + PVX; b) PVY + PLRV c) PVX + PLRV; e d) PVX + PVY +
PLRYV, além dos virus isoladamente.

| O PLRV foi inoculado através do afideo vetor Myzus persicae, criado em plantas
sadias de pimentéo (Capsicum annum L.) e de Nicandra physaloides estabelecidas em
gaiolas apropriadas. Esses afideos foram submetidos a um periodo de jejum de 30 min e
em seguida colocados para se alimentarem em plantas de P. floridiana infectadas, por
48 horas, apds o que, foram transferidos para plantas sadias, onde permaneceram por
mais 48 h., antes de serem eliminados com inseticida. Forarﬁ utilizados 50 pulgdes por
planta.

O PVX e o PVY foram inoculados mecanicamente por fricgio com carborundum,
utilizando-se como in6culo folhas de plantas indicadoras maceradas em tampao fosfato
0,01 M pH 7,0, contendo Sulfito de Sédio 0,01 M . Apés a inoculagdo as plantas foram
lavadas e mantidas em casa de vegetagéo.

Para realizagdo do teste sorologico DAS-ELISA foram utilizados antissoros
provenientes da firma comercial Boehringer Mannheim. Os tampbes para cobertura
(Carbonato/bicarbonato pH 9,5 ), para a extragdo das amostras (tamp&o fosfato salino
(PBS) pH 7,4 + Polivinilpirolidona (PVP) 20g/l), para a diluicdo do conjugado (PBS + 0,1
% de leite desnatado + 0,01 % de Tween 20), para lavagens ( PBS + Tween 20 a 0,1 %),
para solugido de bloqueio ( PBS + 0,5 % de leite desnatado ) e para a diluicdo do
substrato ( Dietanolamina pH 9,8 ) foram preparados no laboratério do DFP/UFLA.

Para avaliar a possibilidade da diagnose simultanea, dos virus X, Y e do

enrolamento da folha da batata, as placas, com 96 orificios, foram cobertas com diversas
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combinagdes dos diferentes antissoros como segue: a) PLRV + PVY; b) PLRV + PVX; c)
PVY + PVX, d) PLRV + PVY + PVX. e também placas para PVY, PVX e PLRV,
isoladamente. Para as placas cobertas com dois antissoros utilizaram-se os seguintes
volumes: 50 wl/orificio, contendo os antissoros diluidos na concentragso final de 1:5000,
e 100 pl/orificio contendo os dois antissoros com a concentragéo final de 1:2500. Para as
placas contendo trés antissoros, utilizou-se um total de 150ul/orificio com a concentracéo
final, para cada um, de 1:5000. Depois de cobertas, foram incubadas por 2 horas em
estufa a 37 °C, lavadas trés vezes em agua deionizada, e uma vez em tampao de
lavagem. Apos as lavagens, adicionaram-se 100 pl/orificio da solugdo de blogueio, e
essas placas foram incubadas, por duas horas a 37 °C. Entdo descartou-se a solugdo de
bloqueio e fez-se a adigdo do extrato foliar das plantas infectadas (antigeno).

Foram testadas duas concentragbes dos antigenos, sendo um grama de folha
infectada/80 mi de tampé&o de extracdo, e outra na Uitima diluicdo capaz de ser detectada
pelo teste sorolégico DAS-ELISA, ou seja, 1:640 para PVY, 1:1280 para PVX e 1:160
para PLRV, determinadas em testes anteriores.

Os antigenos foram testados em diversas combinagdes, ou seja, a) PLRV + PVY;
b) PLRV + PVX; c) PVY + PVX; d) PLRV + PVY + PVX, e PVX, PVY e PLRV
isoladamente, para todas as combinagbes de antissoros testadas. Foram distribuidas ao
acaso nas placas, oito repeticdes do antigeno para cada combinagio de antissoro
utilizados. Como controle foram utilizados extratos das plantas indicadoras e de batata
sadias, obedecendo & mesma metodologia utilizada para as plantas infectadas. Apés a
adico dos antigenos, as placas foram incubadas a 4 °C por uma noite e em seguida

foram lavadas como descrito anteriormente. Em seguida fez-se a adigéo do anticorpo
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conjugado, utilizando-se os mesmos volumes e concentragbes da cobertura das
respectivas placas, e incubou-se por duas horas a 37 °C., com posterior lavagens e
adicdo do substrato p-nitofenilfosfato, e nova incubagéo por duas horas, a temperatura
ambiente. A leitura foi realizada em leitor de placa fabricado pela Dynatech Laboratories,

modelo MRX, com filtro de 405 nm.

3.2 - Multiplicagdo do PVY e do PLRV em plantas de batata

Para verificar a multiplicagdo dos virus , plantas de batata da cultivar Achat,
obtidas através do plantio de tubérculos em vasos, conforme descrito anteriormente,
foram desbastadas e inoculadas experimentalmente aos 15 dias apés a emergéncia.
Depois disso, foram realizados testes diagnosticos através da técnica serologica DAS-
ELISA aos 15, 30 e 45 dias apds a inoculagéo,sendo que a absorbancia a 405 nm foi
utilizada como parametro comparativo para estimar a concentragdo dos virus. A técnica
DAS-ELISA foi realizada conforme descrito anteriormente, utilizando-se o volume de 50
pl para cobertura, antigeno, conjugado e substrato, e 100 pul da solugéo de bloqueio. A
diluicéo do antissoro e do conjugado (mesma origem) foi de 1:5000, e a do antigeno de

1:5 (piv).

3.3 - Eficiéncia do teste sorolégico DAS-ELISA para detecgdo de virus em haste no
final do ciclo e em diferentes partes dos respectivos tubérculos
As plantas de batata foram obtidas e inoculadas, conforme descricao anterior. As

inoculagGes foram realizadas aos 15 e aos 45 dias ap6s a emergéncia da planta.
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O primeiro teste diagndstico, através da técnica DAS-ELISA, seguindo a mesma
metodologia anterior, foi realizado em hastes no final do ciclo (aproximadamente aos 75
dias pds-emergéncia). Depois os tubérculos produzidos, por cada planta em particular,
foram colhidos separadamente, apds a morte natural das ramas, pesados, etiquetados e
armazenados para testes posteriores. Em seguida foram realizados testes com tecidos
de tubérculos recém-colhidos, antes da emissdo dos brotos. Foi retirado, de cada um
deles, um cilindro com aproximadamente 3 mm de diametro, com um furador de rolhas,
atravessando o tubérculo desde o estoldo até a gema apical. Apds a retirada desses
cilindros, os tubérculos foram submetidos a um tratamento com acido giberélico, na
diluicao de 1:200, armazenados em caixas de polietileno, forradas com papel absorvente,
deixados secar e levados para uma camara climatica a 32 °C, onde permaneceram até a
emissao de brotos, que foram submetidos ao teste DAS-ELISA, seguindo a mesma
metodologia anterior.

Apés a andlise nos brotos, os tubérculos foram plantados em vasos com
capacidade para 2 Kg, e apés a emergéncia da plantula e expansio das suas duas
primeiras folhas, estas foram coletadas e submetidas ao teste diagndstico DAS-ELISA.

Em todos os testes descritos foram feitas quatro repeticoes da amostra testada.

3.4 - Avaliagao dos Resultados

Os dados trabalhados foram resultado das médias de quatro valores de
absorbancia de cada amostra, divididos pelo valor médio dos controles negativos.

Para avaliar a eficiéncia da técnica DAS-ELISA na detecg&o de virus, utilizando-se

hastes no final do ciclo e seus respectivos tubérculos, os dados obtidos foram
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transformados segundo raiz (X + 0) e submetidos a andlise de variancia e a um teste de
médias (Tukey). Os dados obtidos para avaliar a multiplicagdo do PVY e PLRV em

plantas de batata foram submetidos também a regress&o polinomial.



25

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Diagnose simultanea dos virus X, Y e do PLRV

Os resultados dos testes realizados para verificar a possibilidade de diagnose
simultanea dos virus estudados, numa mesma amostra, encontram-se na Tabela 1.
Observou-se que foi possivel a detecgdo de virus em todas as combinagdes de
antissoros utilizadas, juntos ou separadamente, bem como em todos os volumes testados.
Quando foram utilizadas misturas de 2 ou 3 antigenos, para os antissoros isolados ( PVY,
PVX ou PLRV ), o valor observado para a absorbancia a 405 nm foi semelhante ao

valor obtido quando se empregou o antigeno isoladamente.



TABELA 1 Detecgéo simultanea de virus pela técnica DAS-ELISA, em extratos de folhas de plantas indicadoras,
utilizando-se diferentes volumes e diferentes combinagfes de antigenos e de antissoros.

Valores médios da absorbédncia das amostras divididos pela média da absorbincia dos controles nas
diferentes combinagdes testadas

ANTISSOROS ANTIGENOS Al}hggmg/(\:m
PVX PVY PLRV PVX+PVY PVX+PLRV PVY+PLRV  PVX+PVY+PLRV CON?'ggLF.S
a b a b a b a b a b a b a b

PVX 235 114 - - - - 2861 11,71 2683 9,62 . - 2520 872 0,096

PVY . . 19,14 12,78 - . 2042 14,59 . - 18,62 13,88 2094 14,72 0,138

PLRV - - - - 372 176 - - 330 255 352 262 479 2,64 0,130
PVX+PVY(50*%) 23,69 1241 2232 13,66 - - 33,04 21,46 - . . - 3,4 12,79 0,083
PVX+ PVY(100) 2234 1499 21,39 22,92 - - 21,99 22,87 - - - - 21,91 22,82 0,140
PVX+PLRV(50) 23,66 1121 . . 667 5,14 . - 2906 1382 - . 2720 12,09 0,085
PVX+PLRV(100) 21,74 12,34 . - 831 590 . - 2191 1505 - . 22,23 21,66 0,137
PVY+PLRV(50) - . 1524 9,14 39 217 . . . - 1519 1060 16,77 504 0,166
PVY+PLRV(100) - - 23,14 19,07 22,24 1898 - - - - 2362 1805 2358 1587 0,128
PVX+PVY+PLRV(50) 22,50 11,22 28,50 21,09 2537 1996 3355 2716 30,39 2336 31,18 2587 30,18 3,50 0,098
PVX+PVY+PLRV(100) 20,56 18,10 2384 23,19 2392 2335 2761 27,14 2620 2579 2664 2598 2485 248 0,120
PVX+PVY+PLRV(150) 11,63 700 1337 4,08 854 658 17,12 935 1369 88 1549 792 1544 1306 0,193

** nl/orificio da placa.

a: diluigéio do antigeno - 1:80
b: Maior diluig#io do antigeno que mostrou ELISA positivo em testes prévios

9Z
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De um modo geral, a maior concentragdo dos antigenos manteve sempre uma maior
absorbancia, independentemente das combinagdes empregadas.

Quanto aos diferentes volumes de antissoro testados, o de 100 ul/orificio foi o que
apresentou maiores valores de absorbancia para todas as combinagdes de antissoro-
antigeno, entretanto, com o volume de 50 pl/orificio foi possivel a deteccdo segura de
todas as combinagdes testadas. Os valores de absorbancia apresentados por este ditimo
volume foram apenas 34 % menores que os valores para o volume de 100 wl/orificio, ndo
inviabilizando,portanto,o uso do menor volume, porque estes foram sempre maiores que 2
vezes o valor meédio da absorbancia dos controles, o que significa uma economia
substancial de reagentes, obtendo-se resuitados igualmente seguros.

A técnica DAS-ELISA descrita na literatura utiliza o volume de 200 plforificio
(Voller et al. 1976, Clark e Adams, 1977) para cada reagente;no entanto,segundo
Figueira, Domier e Darcy (1995) a utilizagdo do volume de 50 pl/orificio apresentou a
mesma confiabilidade, para a diagnose de outros virus, 0 que também pode ser
comprovado neste trabalho para os trés virus estudados.

Para a detecgdo simuiténea dos virus, usando como antigeno tecidos de plantas
de batata infectadas (Tab 2), os resultados foram semelhantes aos obtidos quando se
utilizou como antigeno suco de plantas indicadoras, 0 que nos permite dizer que é
possivel, através do teste sorologico DAS-ELISA, a detecgdo simultanea dos principais

virus que afetam a batata, utilizando-se para isto uma Unica placa.
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TABELA 2 Detecgdo simultanea de virus, pela técnica DAS-ELISA, em extratos de
plantas de batata cv. Achat infectadas com um ou mais virus, utilizando-se
diferentes combinagSes de antigenos e de antissoros.

Valores médios da absorbancia das amostras divididos pela média
da absorbancia dos controle nas diferentes combinagdes testadas

ANTISSOROS Média da
ANTIGENOS Absorbancia
dos controles
PVX+PVY PVY+PLRV PVX+PLRV PVX+PVY+PLRV

PVX 6,58 - 5,02 2,21 0,22
PVY 17,07 9,64 - 11,14 0,18
PLRV - 6,44 2,66 3,90 0,17
PVX+PVY 12,39 532 2,33 4,01 0,22
PVY+PLRV 2,30 11,07 2,61 7,53 0,17
PVX+PLRV 4,99 2,60 5,00 7.71 0,16
PVX+PVY+PLRV 3,91 5,33 7.72 11,06 0,14

Nas amostras que mostrarem reagdo positiva, a identidade viral podera ser
determinada pela utilizagdo individual dos antissoros, o que representa uma economia
significativa do material necessario nos testes, bem como de méo de obra especializada.
Os testes diagnésticos utilizando mistura de antissoros poderao ser utilizados na
indexag@o de material proveniente de culturas in vitro e limpeza clonal ou quando for
importante a obtencdo de um material totaimente livre de virus, desejando-se detectar
apenas a presenga ou auséncia de virus e ndo a identidade de cada um deles. Esse

tipo de trabalho ndo tem sido muito explorado na literatura.
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4.2 - Multiplicag@ao do PLRV e PVY em plantas de batata inoculadas no inicio do
ciclo

A Fig. 1 representa a multiplicagdo do PLRV e PVY em plantas de batata, ao longo

do ciclo vegetativo. Pode-se observar que o comportamento dos dois virus & semelhante,

ou seja, a concentragdo de particulas virais aumenta progressivamente nos tecidos da

planta com o passar do tempo. No entanto, a concentragéo do PVY é bem maior quando

comparada a do PLRV, e pela equagéo das retas pode-se observar que a taxa de

multiplicagdo do PVY, nessa cultivar,é bem maior do que a do PLRV.

16
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$
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FIGURA 1 - Concentragdo do PVY e do PLRV ao longo do ciclo de plantas de batata
inoculadas aos 15 dias pds-emergéncia.

Aos 15 dias apos a inoculagdo o PVY ja havia atingido valores de absorbancia
muito proximos aos que o PLRV apresentou aos 30 dias ap6és a inoculagdo. Aos 45 dias

pode ser observado que as plantas infectadas com PVY apresentaram praticamente o
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dobro de particulas virais, em relagdo as encontradas nas plantas inoculadas com PLRV.
Estes dados contrariam a descrigdo da cultivar Achat apresentada por Santos, Andrigueto
e Camargo. (1986) que faz referéncia a ela como sendo resistente ao PVY e suscetivel
ao PLRV.

A estipe empregada nesse trabalho foi a recentemente introduzida no pais,
provavelmente através da cultivar Achat, e que tem mudado completamente o quadro da
bataticultura nacional (Figueira e Pinto, 1995). Desde o inicio do programa de certificagédo
de sementes de batata no pais, o PLRV tem sido o virus predominante no campo, sendo a
principal causa da degenerescéncia do material importado (Cupertino e Costa, 1970a;
Mallozzi, 1982; Souza Dias, Costa e Ramos, 1984; Souza Dias, Amancio e Costa, 1990;
Andrade e Figueira, 1991). Os dados obtidos explicam por que pode ter ocorrido essa
mudanca, pois a maior multiplicagéo do PVY, aliado & sua transmissao do tipo estiletar,
pode estar tomando a sua disseminagéo mais fécil e rapida que a do PLRV. De fato a
sua incidéncia tem superado a do PLRV nos lotes de sementes produzidos em Minas
Gerais, e em outros estados do pais (Figueira, Pinto e Moraes, 1996). Segundo
Weidemann (1988), no geral, a maioria das cultivares de batata sdo mais tolerantes ao
PVY" do que ao PVY®, e a resisténcia de plantas maduras & desenvolvida mais
tardiamente para PVY" que para PVY°. isso ja foi observado no Brasil por Andrade e
Figueira (1992), que encontraram incidéncias acima de 80 % de PVY® em levantamentos
realizados nos anos de 1984 a 1989 no Estado de Minas Gerais. Entretanto, apéds a
entrada dessa nova estirpe necrética, esse quadro tem se revertido muito répido.

Chrzanowska (1991) descreveu um novo isolado do PVY" encontrado na cv.

Wilga, em campos situados na Poldnia, induzindo sintomas semelhantes aos
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apresentados pela cv. Achat, infectada com essa nova estirpe aqui no Brasil (mosaico
leve). Segundo esse autor, esse isolado foi encontrado em altas concentragdes, sendo
mais infectivo que os isolados de PVY" conhecidos até entsio, mesmo nas cultivares
consideradas tolerantes. Ele destaca também o aumento acelerado desse virus nos
campos produtores de batatas, de varios paises da Europa, nestes ultimos anos. Isso
reforca a possibilidade de que este virus tenha vindo para o Brasil via tubérculos

sementes importados da Europa.

4.3 - Eficiéncia do teste sorolégico DAS-ELISA, para detectar virus em hastes de
plantas no final do ciclo e em seus respectivos tubérculos e plantulas

Neste experimento, em que foram inoculadas 31 plantas com PVX aos 15 dias e
75 plantas aos 45 dias pés-emergéncia, observou-se que, das plantas inoculadas no
inicio do ciclo, foi possivel detectar o virus em 15 destas (48,4 %). Entretanto, néo foi
possivel a detecgao desse virus em nenhum dos tubérculo, brotos ou plantulas oriundas
dessas plantas positivas. Quanto as inoculadas no final do ciclo, nenhuma delas
apresentou resultado positivo nas diferentes partes da planta testadas. Isso mostra que a
cultivar Achat, que é descrita como resistente ao PVX, expressou um bom nivel de
resisténcia a esse virus.

Os resultados da diagnose do PLRV e do PVY, em diferentes partes da planta
inoculadas no inicio e no final do ciclo, estdao representados nas tabelas 3 e 4 e nas
figuras 2 e 3. As médias que foram utilizadas para confecgdo das figuras 2 e 3 estao
relacionadas nas tabelas de numero 5 até 8 e os testes de médias encontram-se nas

tabelas de nimero 1 A E 2 A (anexo). A diagnose do PVY, em hastes no final do ciclo,



32

em plantas inoculadas aos 15 dias apds a emergéncia, mostrou um valor médio de
absorbancia de 15 e a do PLRV de 7,8 vezes a média da absorbancia dos controles
negativos. Nas inoculadas aos 45 dias, esse valor foi de 5 vezes a media do controle para
o PVY e de 6,5 vezes para o PLRV (Figs. 2 e 3). Pode-se observar que, a planta de
batata da cultivar Achat, quando infectada no final do ciclo, permitiu uma maior
multiplicagédo do PLRV que do PVY. Entretanto, parece ter havido uma maior resisténcia
dessa planta & infecg&o pelo PLRV na inoculago feita no final do ciclo, pois, das plantas
inoculadas, apenas 9,6% se tornaram infectadas com esse virus, contra as 35%
infectadas com PVY. Algumas das plantas inoculadas aos 45 dias, com PVY,
apresentaram ELISA negativo nas hastes, porém o virus pode ser detectado em seus
tubérculos. Isso aconteceu com 16,3% das plantas inoculadas, o que néo foi verificado

com o PLRV, nas condigdes experimentais estabelecidas.



TABELA 3 Resultado da diagnose do PVY e do PLRV pela técnica DAS-ELISA em hastes, no final do ciclo, de
plantas de batata cv. Achat inoculadas aos 15 dias pés-emergéncia, e respectivos tubérculos e plantula

Porcentagem de infecgdo(% IN) e escape (% ESC) nos diferentes materiais testados,
em relagéo
a tubérculos, brotos e plantulas (a,b,c)
PVY PLRV
Partes da Planta
Testadas N°.Test./ N°. Test./
N°. Infec. % IN % de *ESC N°. Infec. % IN % *ESC
Hastes no final do 50/33 66 0° 50/18 36 0
ciclo
Tubérculos 105/0 0 100° 134/11 8,2 72,5
Brotos dos tubérculos 105/61 68,1 9,0° 134/31 23,1 22,5
Plantulas 105/67 63,8 0 134/40 29.9 0

*a - Plantas cujas hastes apresentaram ELISA negativo, mas que apresentaram tubérculos e plantulas positivas
b - Tubérculos que apresentaram ELISA negativo, mas apresentaram brotos e plantulas positivas.

¢ - Tubérculos que apresentaram ELISA negativo para os brotos, mas que apresentaram plantulas positivas.
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TABELA 4 Resuitado da diagnose do PVY e do PLRV pela técnica DAS-ELISA, em hastes no final do ciclo, de
plantas de batata cv. Achat inoculadas aos 45 dias pos-emergéncia, e respectivos tubérculos e plantulas.

Porcentagem de infecgéo (% IN) e escape (% ESC) nos diferentes materiais testados com

relagéo
a tubérculos, brotos e plantulas (a,b,c)
PVY PLRV
Partes da Planta
Testadas N°. Test./ % IN % de *ESC N°. Test./
N°.Infec. N°. Infec. % IN % *ESC
Hastes no final do
ciclo 80/28 35 16,3 52/5 9,6 0
Tubérculos 262/0 0 100 117/0 0 100
Brotos dos tubérculos 262/38 14,5 7,3 1171 0,9 87,5
Plantulas 262/41 15,7 0 117/8 6,8 0

*a - Plantas cujas hastes apresentaram ELISA negativo, mas que apresentaram tubérculos e plantulas positivas
b - Tubérculos que apresentaram ELISA negativo, mas apresentaram brotos e plantulas positivas.
¢ - Tubérculos que apresentaram ELISA negativo para os brotos, mas que apresentaram plantulas positivas.
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FIGURA 2 Detecgdo de virus em hastes. no final do ciclo, de plantas infectadas com PVY. que foram inoculadas aos
15 e 45 dias pos-emergéncia, ¢ seus respectivos tubérculos e plantulas.
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FIGURA 3 Detecgdo de virus em hastes. no final do ciclo de plantas infectadas com PLRV. que foram inoculadas aos
15 ¢ 45 dias pds-emergéncia, ¢ seus respectivos tubéreulos ¢ plantulas.
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Todos os resultados da diagnose do PVY, em tecidos de tubérculos sem brotar,
nas plantas inoculadas aos 15 e 45 dias do ciclo, foram negativos. No caso do PLRV foi
possivel detectar o virus em 27,5% dos tubérculos infectados, oriundos de plantas
inoculadas aos 15 dias, mas em nenhum tubérculo das inoculadas aos 45 dias (tabela 4).
Entretanto, ao se examinar a figura 3, pode-se notar que se for considerada a meédia
geral das absorbancias encontradas, na detecgdo do PLRV em todos os tubérculos sem
brotar, essa caiu para 1,5 vezes a média dos controles negativos (para serem
considerados positivos deveriam ser 2 vezes maior que a média dos controles negativos).
Este resultado diferiu estatisticamente dos demais ao nivel de 1% de significancia, pelo
teste de Tukey.

Tamada e Harrison (1980), em trabalhos realizados para detecgdo de PLRV em
tubérculos de batata, observaram que, em algumas situacdes, plantas com infecgao
primaria deste virus comportaram-se como plantas livres de virus, devido ao fato de a
translocacéo dos produtos fotossintetizados ser prejudicada pela infecgdo com o PLRV,
ndo chegando, assim, a grandes concentragdes nos tubérculos. Entretanto, quando a
infecc&o ocorre no inicio do ciclo, & possivel uma certa estimativa da infecgdo nos
tubérculos, mas quando a infecgdo ocorre tardiamente, ndo é possivel uma deteccdo
segura do virus. Beemster (1987) relata que a concentragéo de virus em tubérculos com
infecgéo primaria € muito baixa, especialmente quando estes tubérculos sdo obtidos de
plantas recentemente infectadas. Aparentemente o virus pode estar em pequenas
proporgdes no tubérculo;, no entanto, apés a quebra da dorméncia, este virus pode

eventualmente atingir, em pouco tempo, uma alta concentragdo, aumentando mais ainda
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quando os tubérculos sdo plantados. Isso explica as porcentagens de escapes na
diagnose nos brotos dos tubérculos.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que é possivel a diagnose,
tanto do PVY quanto do PLRV, na haste no final do ciclo, nos brotos e nas plantulas com
a mesma confiabilidade estatistica, mostrando ainda que os melhores resultados foram
conseguidos nas hastes no final do ciclo, para os dois virus inoculados aos 15 dias apés
emergéncia da plantula. Somente para o PVY houve o escape de 16,5% na sua
detecgdo nessas hastes, quando a inoculagdo foi feita aos 45 dias pds-emergéncia.
Esses resultados s&o bastante importantes para direcionar os testes de indexagdo de
batata-semente realizados no pais. Apesar de ja estarem em funcionamento, fazendo uso
do teste DAS-ELISA ha cerca de 10 anos, ndo existem dados comprobatérios sobre a
sua eficiéncia, para detectar infecgdes precoces e tardias , quando aplicado nas
diferentes partes da planta. Existem noticias de produtores que tiveram grande prejuizo
com a comercializacdo de sementes supostamente sadias, pelo teste DAS-ELISA
realizado no tubérculo sem brotagéo, e que depois mostraram incidéncia de mais de 50%

PVY no campo (Figueira, 1997*).

* Prof* Dr”. Figueira, Antonia dos Reis, professora pesquisadora do Departamento de

Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG. Comunicagéo Pessoal.
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Considerando-se que a analise total dos dados mostrou gue é totalmente inviavel a
detecgdo de virus nos tubérculos sem brotar, fez-se um agrupamento dos dados
referentes as plantas infectadas, provenientes dos experimentos com inoculagdes aos 15
e 45 dias pds-emergéncia, com o objetivo de avaliar a porcentagem de tubérculos
infectados em cada planta e comparar a porcentagem de escape nos brotos, em relagédo
a@s plantulas oriundas dos mesmos tubérculos. Esses dados estdo representados nas
tabelas 5, 6, 7 e 8. As plantas inoculadas com PVY, aos 15 dias pos-germinacéo,
apresentaram 100 % dos tubérculos contaminados, enquanto que nas inoculadas no final
do ciclo a contaminagdo foi de apenas 54%. Quando inoculadas com PLRV, aos 15 dias
pés-germinacdo, as plantas apresentaram 77,5 % dos tubérculos contaminados e as
inoculadas aos 45 dias apresentaram uma translocago de virus para os tubérculos de
47%. Esse fato foi observado anteriormente por Gibson (1991) que, trabalhando com
resisténcia de plantas maduras, notou que plantas de batata inoculadas no final do ciclo
produziram uma mistura de tubérculos infectados e ndo infectados.

Aliado a essa menor translocacdo de particulas virais para o tubérculo, em
infecgles tardias, deve-se considerar a existéncia também de uma resisténcia a infecgéo
por parte das plantas maduras. Conforme pode ser observado, nas tabelas 3 e 4, a taxa
de infecgéo das plantas inoculadas experimentalmente, caiu de 66 para 33 % da primeira

para a segunda época para o PVY e de 36 para 9,6% para o PLRV.
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TABELA 5 Resultado da diagnose do PVY, pela técnica DAS-ELISA, nos tubérculos e
respectivas plantulas provenientes de cada uma das plantas de batata cv. Achat
infectadas, inoculadas aos 15 dias do ciclo vegetativo.

Identificagdo N°. de tubérculos Numero de % de infeccdo  N°. de plantulas % de % de

das plantas testados brotos positivos positivas infecgdo escape*
1-Y 3 3 100 3 100 0
2-Y 3 1 33,33 3 100 66,66
3-Y 2 2 100 2 100 0
4-Y 2 2 100 2 100 0
5-Y 1 1 100 1 100 0
6-Y 3 2 66,66 3 100 33,33
7-Y 2 2 100 2 100 0
8-Y 2 2 100 2 100 0
9-Y 2 1 50 2 100 50
10-Y 1 1 100 1 100 0
1-Y 3 3 100 3 100 0
12-Y 4 4 100 4 100 0
13-Y 2 2 100 2 100 0
14-Y 2 2 100 2 100 0
15-Y 3 3 100 3 100 0
16-Y 1 1 100 1 100 0
17-Y 1 1 100 1 100 0
18-Y 1 1 100 1 100 0
19-Y 2 2 100 2 100 0
20-Y 2 2 100 2 100 0
21-Y 1 1 100 1 100 0
2-Y 2 2 100 2 100 0
23-Y 2 2 100 2 100 0
24-Y 1 1 100 1 100 0
25-Y 3 3 100 3 100 0
26-Y 2 1 50 2 100 50
27-Y 2 1 50 2 100 50
28-Y 2 2 100 2 100 0
2-Y 1 1 100 1 100
30-Y 1 1 100 1 100
31-Y 3 2 66,66 3 100 33,33
32-Y 3 3 100 3 100 0
33-Y 2 2 100 2 100 0
Totais 67 61 91,0 67 100 9,0

*Tubérculos que apresentaram ELISA negativo para os brotos, mas que apresentaram plantulas positivas



TABELA 6 Resultado da diagnose do PVY, pela técnica DAS-ELISA, nos tubérculos e
respectivas plantulas provenientes de cada uma das plantas de batata cv. Achat
infectadas, inoculadas aos 45 dias do ciclo vegetativo.

% de % de
dentificaggo  N°tubérculos Nimerode .. _  N° deplantulas = °9e .
das plantas testados brotos positivos infeccao positivas infecgdo escape
1-Y 3 3 100 2 100 0
2-Y 4 1 25 1 25 0
3-Y 2 2 100 2 100 0
4-Y 2 1 50 1 S50 0
5-Y 3 1 33,33 1 33,33 0
6-Y 2 1 50 2 100 50
7-Y 3 1 33,33 1 33,33
8-Y 3 1 33,33 1 33,33 0
9-Y 2 1 50 2 100 50
10-Y 3 1 33,33 2 66,66 50
1M1-Y 3 1 33,33 1 33,33 0
12-Y 4 2 50 2 50 0
13-Y 2 1 50 1 50 0
14-Y 3 2 66,66 2 66,66 0
15-Y 2 2 100 2 100 0
16-Y 2 1 50 1 50 0
17-Y 3 1 33,33 2 66,66 50
18-Y 2 1 50 1 50 0
19-Y 3 1 33,33 1 33,33 0
20-Y 4 2 50 2 50 0
21-Y 2 2 100 2 100 0
2-Y 3 1 33,33 1 33,33 0
23-Y 4 1 25 1 25 0
24-Y 3 2 66,66 2 66,66 0
25-Y 2 1 50 1 S0 0
26-Y 2 2 100 2 100 0
27-Y 3 1 33,33 1 33,33 (]
28-Y 2 1 50 1 50 0
TOTAIS 76 38 50 41 54 7.3

*Tubérculos que apresentaram ELISA negativo para os brotos, mas que apresentaram plantulas positivas



41

TABELA 7 Resultado da diagnose do PLRV, pela técnica DAS-ELISA, nos tubérculos e
respectivas plantulas provenientes de cada uma das plantas de batata cv. Achat
infectadas, inoculadas aos 15 dias do ciclo vegetativo.

Identificagdo N°. tubérculos Numero de N°. de
das plantas testados brotos positivos % de infecgdo plantulas % de % de
positivas infecgdo escape”
1-E 3 1 33,33 3 100 66,66
2-E 2 2 100 2 100 0
3-E 3 2 66,66 3 100 33,33
4-E 2 2 100 2 100 0
5-E 1 1 100 1 100 0
6-E 2 2 100 2 100 o
7-E 3 2 66,66 3 100 33,33
8-E 3 2 66,66 3 100 33,33
9-E 1 1 100 1 100 0
10-E 3 3 100 3 100 0
1-E 2 2 100 2 100 0
12-E 2 2 100 2 100 0
13-E 3 2 66,66 3 100 33,33
14-E 2 2 100 2 100 0
15-E 2 2 100 2 100 0
16-E 2 1 50 2 100 50
17-E 2 1 50 2 100 50
18-E 2 1 50 2 100 50
TOTAIS 40 31 77,5 40 100 22,5

* Tubérculos que apresentaram ELISA negativo para os brotos, mas que apresentaram plantulas positivas
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TABELA 8 Resul!ado df—.\ diagnose do PLRV, pela técnica DAS-ELISA, nos tubérculos e
g’espec’avas plantulas provenientes de cada uma das plantas de batata cv. Achat
infectadas, inoculadas aos 45 dias do ciclo vegetativo.

Identificag@o N°. tubérculos Namero de brotos % de N° de plantulas % de % de

das plantas testados positivos infeccdo positivas infecgdo escape*
1-E 3 0 0 1 33,33 100
2-E 2 0 0 1 50 100
3-E 4 1 25 4 100 0
4-E 4 0 0 1 25 100
5-E 4 o 0 1 25 100

TOTAIS 17 1 58 8 47.0 87,5

* Tubéreulos que apresentaram ELISA negativo para os brotos, mas que apresentaram plantulas positivas.

Esses dados permitem sugerir que o melhor material a ser empregado para
diagnose do PVY €& o broto de tubérculos submetidos a forcamento de brotagéo. Isso
porque o escape apresentado na detecgdo dos virus em plantas infectadas, tanto no
inicio quanto no final do ciclo, ndo chegou a 10%, sendo técnicamente toleravel, o que
nao aconteceu em testes realizados com a haste no final do ciclo, em infecgbes tardias,
que poderiam permitir maior escape. O fato de existir um curto periodo de tempo entre a
colheita e comercializagdo dos tubérculos, inviabiliza a aplicagéo do teste na plantula.

Quanto ao PLRV, pode-se considerar, em uma primeira analise, que o melhor
material para indexacdo desse virus seria a haste no final do ciclo, devido & baixa
concentragdo de virus nos tubérculos e brotos, em plantas infectadas tardiamente. Porém,

considerando-se a resisténcia de plantas maduras a infecgdo com o PLRV, através do
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vetor, em que a maioria das plantas visitadas pode ndo se tornar infectada, isso
compensaria a alta possibilidade de escape nos brotos dessas plantas.

Portanto, apesar da detecgéo de virus nos brotos ser mais satisfatéria para o PVY,
permitindo um escape insignificante, também pode ser usado para o PLRV.
Considerando-se que esse teste é aplicado para sementes basicas e registradas, das
quais néo se espera uma alta incidéncia de viroses, os limites de tolerancia de incidéncia
de PLRV, permitidos pelo programa de certificacdo de batata semente, sdo de 4 a 8 %,
um escape de 22,5 %, elevaria esses valores par 4,9 e 9,8%, respectivamente. Caso
esses valores passem a ser muito importantes epidemiologicamente, pode-se pensar em
diminuir o nivel de tolerancia adotado para a produgdo de sementes, para compensar
esse escape.

Apesar desses dados terem sido bastante relevantes, existe a necessidade de se
testar um maior nimero de tubérculos, incluindo outras cultivares, para que se possa ter
uma maior abrangéncia, para embasar com seguranga o uso da técnica serologica DAS-

ELISA para a indexagéo de virus nas diversas cultivares plantadas no Brasil.



5 CONCLUSOES

1- A detecgdo simultanea do PVX, PVY e PLRV, através da técnica serolégica DAS-
ELISA, utilizando-se uma mistura de antissoros, em plantas infectadas com um ou mais
virus, mostrou-se bastante eficiente, sendo que, o de 50 pl/orificio mostrou a mesma

eficiéncia dos volumes maiores para a deteccdo desses virus.

2 - O isolado de PVY estudado se multiplicou mais rapidamente que o PLRV, em plantas
de batata da cultivar Achat, inoculadas no inicio do ciclo, tendo sido observados valores
consistentemente mais altos de absorbancia para o PVY, em todas as analises

realizadas nas diferentes fases do ciclo da planta.



45

3 - Néo se detectou o PVY em tecidos de tubérculos n&o brotados, provenientes de
plantas inoculadas aos 15 ou 45 dias ap6s a emergéncia. Entretanto, foi possivel a
deteccdo do PVY na maioria dos brotos de tubérculos provenientes das plantas
infectadas, inoculadas tanto aos 15 quanto aos 45 dias apds a emergéncia, tendo em

ambos os casos havido um escape menor que 10%.

4 - O PLRV foi detectado em poucos tubérculos n&o brotados, provenientes de plantas
inoculadas aos 15 e em nenhum dos tubérculos produzidos por plantas inoculadas aos 45
dias apds a emergéncia. A detecgéo do PLRV nos brotos dos tubérculos provenientes das
plantas de batata, inoculadas no inicio do ciclo, possibilitou um escape em torno de
20%, enquanto que em brotos de tubérculos oriundos das plantas inoculadas no final

do ciclo foi bastante ineficiente, permitindo um escape maior que 80%.

5 - O melhor material para ser utilizado na indexagéo tanto do PLRV quanto do PVY,

através da técnica serolégica DAS-ELISA, é o broto dos tubérculos submetidos a

forcamento de brotagao.
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7 ANEXO
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TABELA 1.A Incidéncia do PVY na haste no final do ciclo e em diferentes partes do

tubéreulo produzidos por plantas inoculadas aos 15 e aos 45 dias pos-

emergéncia.
MEDIAS
TRATAMENTOS TRANSFORMADAS MEDIAS ORIGINAIS

Haste no final do ciclo (15 dias) 3,87 1498a™
Tubérc. sem brotar (15 dias) 0,00 0,00c
Brotos (15 dias) 3,49 1242 a
Plantulas (15 dias) 3,26 10,64 a
Haste no final do ciclo (45 dias) 1,63 5,00 b
Tubéc. sem brotar (45 dias) 0,00 0,00 ¢
Brotos (45 dias) 2,26 477b
Plantulas (45 dias) 2,16 446 b

* Dados transformados raiz (X+0)
** Média da absorbancia das amostras divididos pela média da absorbancia dos controles.
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TABELA 2.A Incidéncia do PLRV na haste no final do ciclo e em diferentes partes do

tubérculo produzidos por plantas inoculadas aos 15 e aos 45 dias pos-

emergéncia.
MEDIAS
TRATAMENTOS TRANSFORMADAS MEDIAS ORIGINAIS

Haste no final do ciclo (15 dias) 2,80* 7,82 a
Tubérc. sem brotar (15 dias) 0,68 046cd
Brotos (15 dias) 244 545a
Plantulas (15 dias) 211 455ab
Haste no final do ciclo (45 dias) 2,56 6,53 a
Tubéc. sem brotar (45 dias) 0,00 0,00d
Brotos (45 dias) 0,87 0,76 bcd
Plantulas (45 dias) 1,63 083abc

* Dados transformados raiz (X+0)
** Médias da absorbancia de cada amostra divididos pela média dos controles.
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TABELA 1 Temperaturas maximas, minimas e médias e umidade relativa mensal durante
0s meses de condugdo do experimento

ANO: 1996
MESES T. MAXIMA T. MiNIMA T.MEDIA  U. RELATIVA
Setembro 33,5 10,4 21,9 60,4
Outubro 38,8 18,4 28,6 58,8
Novembro 36,7 19,0 27,9 62,9
Dezembro 38,9 21,4 30,1 63,0
MEDIAS 37,0 17,3 27,1 61,3
ANO: 1997
MESES T. MAXIMA T. MiNIMA T.MEDIA  U. RELATIVA
Janeiro 39,8 22,1 31,0 66,4
Fevereiro 39,2 18,3 28,8 62,2
Margo 37,1 16,8 27,0 64,3

MEDIAS 38,7 19,1 28,9 64,3






