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RESUMO

MORAES, Flavio Henrique Reis. Estudo comparativo de algumas propriedades bioldgicas de
cinco isolados do virus Y da batata (“Potato Virus Y” - PVY). Lavras: UFLA, 1997.
84p. (Dissertagdo-Mestrado em Fitopatologia)*

Nesse trabalho, foi investigada, inicialmente, a incidéncia de estirpes do virus Y (PVY)
e do virus do enrolamento da folha da batata (PLRV) numa amostragem de lotes de batatas-
semente, que foram enviadas para analise no Centro de Indexacdo de Virus de Minas Gerais,
sediado no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram
analisados 17 lotes de batata-semente produzidos em Minas Gerais, 07 no Estado de Sdo Paulo e
01 no Estado de Santa Catarina, totalizando 1828 tubérculos. A incidéncia de PVY nesses
tubérculos foi bem superior, ou seja de 26,9% contra 3,1% de PLRV. Foram detectadas duas
estirpes, entre plantas infectadas com PVY, tendo a incidéncia da estirpe necrética (PVY™)
predominado sobre a comum (PVY?®), apresentando valores de 83,6% e 16,4%, respectivamente.
Foi feito também um levantamento da incidéncia, por cultivar, do PVY e do PLRV, em 424 lotes
de batata-semente, com 65.159 tubérculos, produzidos pelo Estado de Minas Gerais, no periodo
de junho/95 a maio/96. Destes, 101 lotes apresentaram incidéncia de PVY acima de 12%, com
predominéncia nas cultivares Achat e Baraka; e 20 lotes apresentaram incidéncia de PLRV acima
de 8%. Em seguida, foram estudadas algumas propriedades bioldgicas de cinco isolados de PVY,
sendo um isolado necrético detectado no campo, no Sul de Minas Gerais, por volta de 1987
(PVY™-UFLA) e mantido nas colegdes de virus da UFLA, em plantas de fumo ‘TNN’; e quatro
provenientes de lotes de batata-semente da cv. Achat, analisados na UFLA nos tiltimos dois anos

(1995/97); trés isolados de PVY™ (PVY -Br, 54 e 20) e um de PVY® (PVY®-07)

* Orientadora: Prof* Dr* Antonia dos Reis Figueira. Membros da Banca: Dr* Neusa de Lima
Nogueira; Prf® Dr. Ricardo Magela de Souza.



Xiv

No estudo da sintomatologia em plantas indicadoras, o fumo (Nicotiana tabacum L.)
cv. Turkish NN e Physalis floridana Rydb., foram as que melhor diferenciaram os isolados da
estirpe necrotica. Em fumo o isolado PVY™-UFLA foi mais agressivo em todos os sintomas
observados, ocasionando um forte colapso das folhas velhas e medianas, aléem de apresentar a
reagdo mais rapida, cerca de 4-5 dias apés a inoculagdo. Os isolados PVY™- 54 e Br apresentaram
sintomas mais suaves. Em Physalis, foi observado que o isolado PVY"-UFLA foi o unico a ndo
causar queda das folhas, e os demais isolados foram bastante agressivos, ndo havendo diferengas
marcantes entre o isolado PVY®-07 e os PVY"-54 e Br. Antes da queda das folhas, esses isolados
induziram pontos necroticos sistémicos que escureciam, causando colapso das folhas, restando
apenas a haste principal. Nos testes sorologicos DAS-ELISA, todos os isolados reagiram com o
antissoro policlonal para PVY (Bohringer Mannheim - Alemanha), porém, somente o isolado mais
antigo, da estirpe necrética (PVY'-UFLA), reagiu com o antissoro monoclonal (Agdia-USA)
especifico para PVY", indicando que essa nova estirpe necrotica detectada no Brasil ¢ realmente
diferente das estirpes que ocorriam no campo ha alguns anos atras. Tanto a longevidade “in vitro”
(LIV), como o ponto de inativag@o térmica (TIP) e o ponto maximo de diluicdo (DEP) dos cinco
isolados de PVY, foram bastante semelhantes. No estudo da multiplicagdo desses isolados na
planta de batata, cv. Achat, através da absorbancia obtida em DAS-ELISA, ao longo do ciclo da
planta infectada, observou-se que o PVY -UFLA diferiu bastante dos outros isolados,
apresentando uma concentragdo bem inferior em todas as épocas investigadas. Os demais isolados
apresentaram comportamento semelhante, sendo que a sua concentragio apresentou um pico
maximo aos 30 dias e um decréscimo siginificativo aos 40 dias apos a inoculagdo. Nos testes de
transmissibilidade por Myzus persicae Sulz.; pode-se observar uma alta taxa de transmissdo dos
isolados estudados, com excegdo do isolado PVY®-07 (6,25%), que foi muito baixa. Entre os
demais isolados o PVY"-Br e PVY™-54, apresentaram a maior (80 e 81%, respectivamente); e o
PVY"-UFLA (68,8%) e 0 PVY™-20 (50%), a menor transmissibilidade. Na diagnose de tecidos de
tubérculos, brotos e respectivas plantulas, provenientes de plantas inoculadas tanto no inicio como
no final de ciclo, observou-se um escape acima de 90% na diagnose do PVY, quando foram
utilizados tecidos de tubérculos dormentes, indicando a necessidade do tratamento de tubérculos

para quebra de dorméncia, antes desses sejam submetidos a indexag¢do do PVY, através da técnica
DAS-ELISA.



ABSTRACT

COMPARATIVE STUDY OF SOME BIOLOGICAL PROPERTIES OF FIVE POTATO
VIRUS Y ISOLATES.

In this study was firstly investigated the incidence of potato virus Y (PVY) and potato
leafroll virus (PLRV) in seventeen seed potato samples from Minas Gerais State, Brazil, seven
from Sdo Paulo State and one from Santa Catarina State, making a total of 1,828 tubers. The
PVY and PLRYV incidence tubers was 26,9% and 3,1%, respectively. Among PVY infected tubers,
16,4% were infected with PVY common strain (PVY®) and 83,6% with PVY necrotic strain
(PVY™). Virus occurrence was also investigated in others 424 seed potato samples, amounting
65,159 tubers, from Minas Gerais State, indexed between june/95 and may/96. PVY incidence
greater than 12% was detected in 101 seed potatoes lots and PLRV incidence greater than 8%, in
20 seed potato lots. After that were investigated some biological properties of five PVY isolates:
one necrotic virus collected from potato field in South part of Minas Gerais State, in 1987 (PVY™-
UFLA), that has been maintained in UFLA virus colection, and four PVY isolates coming from
seed potatoes have been indexed on the last two years in Minas Gerais state: one PVY common
strain isolate (PVY°-07) and three PVY necrotic strains isolates (PVY™-BR, 54 and 20).

Studies on host symptomatology indicated that tobacco plants (Nicotiana tabacum 1..)

cv. TNN and Physalis floridana Rybd. were the best hosts to differentiate among necrotic strains



virus. Tobacco plants infected by PVY" -UFLA reacted earlier and had severe symptoms, showing
premature old leaf falling. PVY™-54 and PVY"-Br isolates caused mild symptoms. P. floridana
showed sistemic mosaic and very light necrotic local lesions with no leaf falling when infected with
PVYN-UFLA isolate. All the others isolates caused more severe symptoms, like sistemic necrotic
lesions and old leaf falling, from lower part of infected plant. The five PVY isolates showed
positive reactions with policlonal antiserum against PVY but only PVY“-UFLA isolate reacted
with monoclonal antiserum in DAS-ELISA technique, indicating that this new PVY" isolate is
different from old PVY isolates detected few years ago in Brazil. The observed virus particles
properties: “in vitro” longevity (LIV), termal inactivation point (TIP) and dilution end point (DEP)
were similar for all five PVY isolates. The study carried out to detect virus particles
concentrations in five life cycle stages of potato plants cv. Achat, based on DAS-ELISA
absorbance (405nm) showed that PVY"-UFLA presented a clear difference from all others four
isolates, with lower concentration of virus particles in all the stages evaluated. The four others
isolates were similar, with little difference on concentrations among virus particles. It was possible
to observe that the particles concentration were greater at 30 days after inoculation and had a
significative decrease at 40 days after inoculation. The vector transmission tests with Myzus
persicae Sulz., revealed that PVY®-07 isolate was poorly transmitted, by only 6,3% of inoculated
plants. PVY™-Br and PVY"-54 showed a transmissibility rates of 80 and 81% respectively and
PVY™-UFLA (68,8%) and PVY"-20 (50%) had a little lower transmissibility rate. The PVY
isolates could not be detect by DAS-ELISA in more than 90% of tissues of dormant tubers, from
plants inoculated at 10 and 50 days after emergence. It was found that tuber sprouts are the best

material to be used for PVY indexation tests.



1 INTRODUCAO

A batata, batatinha ou batata inglesa (Solanum tuberosum L.), originaria das regiGes
andinas do Peru, Bolivia e Chile, tem destaque por ser umas das hortaligas mais cultivadas no
mundo. Seu produto comercial, o tubérculo, rico em amido, ¢ utilizado como alimento e como
batata-semente, para propagagio vegetativa.

No Brasil, a batata ocupa o primeiro lugar entre as culturas oleraceas, tanto em érea
cultivada, como em produgdo fisica e valor de produgio, sendo os maiores produtores os estados
do Parana, Sdo Paulo, Minas Gerais, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, que s3o responsaveis
por mais de 95% da produgdo brasileira (Filgueira, 1982). O cultivo da batata, no pais, é
desenvolvido basicamente por meio da utilizagdo de cultivares importadas, principalmente da
Alemanha e da Holanda. Todavia, essas sementes provenientes desses ou de outros paises,
constituem um dos grandes problemas da cultura, tanto em termos econdmicos, como

agrondmicos, representando mais de 50% do custo de produgdo (Cardoso e Guglieimelli F°,

1982).



assim, o custo inicial de implantagio de um batatal. Portanto, é de grande interesse do produtor
obter batata-semente sadia, pois esta cultura ¢ facilmente afetada por enfermidades fungicas,
bacterianas e virdticas. Tais patogenos sdo transmitidos de geragdo a geragdo, por sucessivas
multiplicacdes vegetativas, adquirindo papel fundamental na degenerescéncia da “semente”,
diminuindo o seu vigor, produtividade e resisténcia a doengas.

O cultivo de batata (S. tuberosum L.) esta mundialmente sujeito ao ataque de pouco
mais de 70 doengas bidticas, dentre as quais, cerca de 23 sdo causadas por virus. Embora as
doencas causadas por esses virus sejam raramente letais, elas reduzem o vigor da planta € o
potencial de produgdo dos tubérculos, principalmente os destinados para sementes. Nas condigdes
de campo, sua identificagdo toma-se complicada, devido & variagdo dos sintomas que sdo
causados por diferentes estirpes de virus, a resposta da planta com relagdo a maturidade e duragio
da infecgdo, a cultivar de batata utilizada e a influéncia dos fatores do ambiente (Hooker, 1981).

No Brasil, as principais doengas virdticas que ocorrem na cultura da batata sdo o virus
do enrolamento da folha da batata (PLRV), o virus Y da batata (PVY) e, muito raramente, o virus
A e os latentes X, M e S. A predomindncia de insetos vetores, principalmente o afideo Myzus
persicae Sulzer, na forma alada, durante todo o decorrer do ano; e a presenga de varias espécies
de ervas daninhas, servindo de hospedeiras para o inseto-vetor e/ou virus, tendem a favorecer a
disseminagdo e estabelecimento das principais viroses nos campos de produgéo.

Apesar da ocorréncia do PVY, em baixa incidéncia no campo, até pouco tempo atras,
somente 0 PLRYV era considerado como o unico responsavel pela degenerescéncia do tubérculo-

semente das regides produtoras de S3o Paulo (Souza Dias, Costa e Ramos, 1984; Souza Dias,



Amancio e Costa, 1990), sendo entdo apontado como o principal fator de condenac¢éo de campos
de produgdo de batata-semente no Brasil.

Entretanto, a partir de 1995, o PVY, que ndo era considerado problema de grande
importincia para a cultura da batata, comegou a ser detectado em alta incidéncia nos campos de
batata para semente e consumo, das regides produtoras de Minas Gerais e outros Estados do pais.
Devido a essa alta incidéncia, o Centro de Indexagdo de Virus do Estado de Minas Gerais, que
utilizava somente testes para detecgio do PLRV, em procedimentos rotineiros de indexagdo de
virus em tubérculos-semente, a partir do més de junho/95, passou também a incluir o teste para
detecgdo do PVY (Figueira e Pinto, 1995). A partir de entdo, tornou-se um dos grandes
causadores de condenagdo e desclassificagdo de batata-semente em Minas Gerais.

Devido a preocupagido com o reflexo desse fator, eventualmente novo, na qualidade da
batata semente produzida em Minas Gerais, tornou-se necessaria a sua caracterizagdo para que

medidas efetivas pudessem ser tomadas, visando o seu controle.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Viroses da batata

A cultura da batata esta sujeita ao ataque de cerca de 23 doengas virdticas, contudo, o
virus que tem tido maior destaque ¢ do enrolamento da folha da batata (PLRV), ocorrendo
praticamente no mundo todo (Peters e Jones, 1981; Peters, 1970). No Brasil, durante os tltimos
anos, o PLRV tem predominado em condi¢des de campo, ocorrendo em quase todas as areas de
produgdo, limitando a cultura de batata-semente e consumo, sendo considerado o principal
responsavel pela degenerescéncia do tubérculo-semente no Estado de S3o Paulo (Puttemans,
1934, Silberschmidt, 1937; Costa, 1948, 1965; Sdo Paulo, 1973 ; Siqueira, 1976, Mizubuti, 1981;
Souza Dias, Costa ¢ Ramos, 1984; Souza Dias, Amincio e Costa, 1990); de modo, que era o
unico incluido no Programa Brasileiro de Indexacio de Batata-semente, através de testes
sorologicos ELISA. Sua incidéncia varia de acordo com a cultivar e seme;nte utilizada, época de
plantio, tratos culturais, controle dos insetos vetores e condigdes ambientais, que, sendo
favoraveis, podem resultar em infecgSes de mais de 50% da cultura (Costa, 1965; Tokeshi e

Bergamin F°, 1980; Mallozzi, 1982).
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O virus Y ¢é responsavel também, no Brasil, por uma parte da degenerescéncia na
cultura da batata, pois em associagdo com o virus X e A, formando complexos, ou sozinho, pode
causar severos danos, dependendo da cultivar utilizada (Silberschmidt e Mallozzi, 1967, Tokeshi e
Bergamin F°, 1980; Mizubuti, 1981; Filgueira, 1982). Silberschmidt e Kramer (1942),
percorrendo, durante 6 anos seguidos, batatais de diversas zonas do estado de S3o Paulo,
verificaram a presenga de plantas com sintomas tipicos de mosaico, que ao serem reinoculadas em
plantas indicadoras, foram identificados como PVY, podendo entio estar envolvidos no processo
de degenerescéncia, em plantios sucessivos da batata, nesse estado.

Em meados de 1994, foi detectada em Minas Gerais, na variedade Achat, o0 aumento de
uma doenga virética, em campos de produtores de batata-consumo, que ao ser analisada em
plantas indicadoras e teste ELISA, foi caracterizada como a estirpe necrética do virus Y da batata.
Essa estirpe mostrou caracteristicas bastante diferentes das detectadas anteriormente na regido,
sendo sua disseminagdo bastante rapida, podendo atingir mais de 50% de incidéncia na geragdo F,
e cerca de 80 a 90% na geragdo F;. Inicialmente, acreditava-se ser esse um problema regional,
apesar da grande probabilidade dessa estirpe ter vindo na semente de ‘Achat’, importada da
Alemanha; e de tornar-se um fator a mais de limitagfio da cultura da batata no pais (Figueira e
Pinto, 1995; Figueira, Pinto e Moraes, 1996; Figueira, Moraes ¢ Pinto, 1996). Preocupada com o
reflexo desse fato na qualidade da semente produzida em Minas Gerais, a entidade certificadora do
estado passou, a partir do més de junho/95, a incluir o teste para detecgio do PVY, na rotina de

indexagdo de virus nas batatas-sementes mineiras (Figueira e Pinto, 1995).



2.2 PVY - Estrutura, composicéo e propriedades da particula viral.

O virus Y da batata (“Potato virus Y’ - PVY) é o membro tipo do género Potyvirus,
pertencente a familia Pozyviridae. A formagdo de corpos de inclusdo viral do tipo cata-vento
(“pinwheels™) € induzida por todos os membros desta familia, no citoplasma de células infectadas
(Edwardson, Christie ¢ Ko, 1984), e também inclusdes intranucleares cristalinas, em tecidos
infectados com algumas estirpes de PVY (Kitajima, Camargo, 1967; Kitajima, Camargo e Costa,
1968). Um virion de PVY tem a conformagdo de uma particula filamentosa, helicoidalmente
construida, flexivel e medindo em tormo de 730 nm de comprimento por 11 nm de didmetro (De
Bokx, 1981; De Bokx e Huttinga, 1981; Agrios, 1988), com um orificio central em torno de 2-3
nm de didmetro (Hollings e Brunt, 1981b) e “pitch” (volta completa da hélice) com cerca de 3,3 a
3,5 nm (De Bokx e Huttinga, 1981; Hollings e Brunt, 1981a, b).

A sequéncia completa de nucleotideos de diversos membros deste grupo ja € conhecida
(Allison, Johnston e Dougherty, 1986, Domier et al., 1986, Robaglia et al., 1989, Nicolas e
Laliberté, 1992; Vance et al.,, 1992; Thole et al., 1993). A particula flexousa de um Potyvirus
possui cerca de 9800 nucleotideos, sendo o genoma constituidlo de RNA de fita simples,
diretamente traduzivel (+ssRNA). Esse RNA compreende cerca de 5,4-6,4 % do total da massa da
particula (Stace-Smith e Tremaine, 1970). A proteina viral, covalentemente ligada ao terminal 5° e
a uma cauda poly A na extremidade 3’, é produto de uma tnica unidade codificadora traduzivel
(“open reading frame”- ORF), cujos genes codificam aproximadamente nove proteinas com

diferentes fung¢des biologicas (Dougherty e Carrington, 1988; Matthews, 1992)



Segundo De Bokx e Huttinga (1981) e Brunt et al. (1996), as propriedades de
particulas do do virus Y da batata no extrato vegetal, provenientes de folhas de fumo infectadas,
sdo: TIP (Temperatura de inativagdo térmica) entre 50 e 62°C, DEP (Ponto final de dilui¢do) entre
102 e 10° e LIV (Longevidade “in vitro”) de 7 a 50 dias. Ja Hollings e Brunt (1981a) afirmam que
para o grupo Potyvirus o TIP € de 50 a 75°C, predominado entre 55 a 60°C, LIV de 1 a 50 dias,

predominando de 2 a 4 dias e, DEP de 10™ a 10, sendo mais frequente 107 a 10™.

2.3 Estirpes e sintomatologia em batata

Dentre as estirpes de PVY, as mais comuns na cultura da batata, sio a PVY® (estirpe
comum), de ocorréncia mundial, a PVY™ (estirpe necrotica), ocorrendo na Europa, incluindo a
URSS, Africa e América do Sul; e a estirpe PVY®, provavelmente presente na Australia, India e
em algumas partes da UK e continente da Europa (De Bokx, 1981; De Bokx e Huttinga, 1981;
Brunt et al., 1996). Em Minas Gerais, Andrade (1989) e Andrade e Figueira (1992) detectaram,
com base na sintomatologia em plantas indicadoras, a ocorréncia das estirpes comum (PVY?),
necrética (PVY™) e PVY® do PVY, com predominéncia da primeira.

De Bokx (1981) afirma que, em geral, PVY® e PVY® causam sintomas mais severos nas
infecgBes primarias, em plantas de batata, do que os de PVY" que induz um fraco mosqueado. Em
infec¢Ses que ocorrem no final do ciclo, os sintomas foliares quase nio aparecem, porém os
tubérculos das plantas infectadas podem ser portadores do virus. De Bokx e Huttinga (1981);
Gallotti, Hirano e Bertocini (1992) relatam que as diferengas entre sintomas priméarios e

secundarios, induzidos por PVY, s3o, as vezes, indistinguiveis, devido a, diversidade das



cultivares de batata, estirpe de virus e condigbes climaticas, que podem variar de pouco
perceptiveis até uma pronunciada necrose da folhagem e morte das plantas infectadas, sendo o
mais comum, o sintoma de mosaico.

A estirpe necrética do virus Y da batata (PVY™), em sintomas primarios, pode causar
anéis ou pontos necroticos, porém, seus sintomas sdo mais fracos, variando de um mosqueado
suave a muito suave. Nas infec¢Oes secundarias, os sintomas tornam-se mais nitidos, podendo
provocar um mosqueado severo, dependendo das condigbes climaticas (De Bokx e Huttinga,
1981).

Os sintomas primarios de PVY®, dependendo da cultivar, s@o necroses, mosqueado ou
amarelecimento dos foliolos, queda das folhas e, as vezes, morte prematura. Necroses, que iniciam
em pontos ou anéis sobre os foliolos, causam colapso nas folhas (“leafdrop streak™). Plantas com
infecgdo secundiria de PVY® apresentam-se menores, com folhas mosqueadas e enrugadas, sendo
que, as vezes, ocorrem necroses nas folhas e no caule. Porém, essas s3o normalmente mais severas
nas infecgbes primarias que nas secundarias. O mosqueado foliar pode ser mascarado em
temperaturas abaixo de 10° C e acima de 25 °C, porém, em altas temperaturas, essa doenga pode
ser identificada por enrugamento e rugosidade nas folhagens (De Bokx, 1981; De Bokx e
Huttinga, 1981). A multiplicagdo da estirpe necrotica de PVY é favorecida por temperaturas entre
22° e 26°C, nos primeiros estagios de crescimento; e entre 14° ¢ 26°C, nos estagios posteriores.
Entretanto, a temperatura 6tima para multiplicagio de PVY® esta entre 14° e 22°C, e entre 10° a
18°C, respectivamente (De Bokx e Piron, 1977).

A estirpe PVY® causa sintomas severos de riscas com pontuagdes (“stipple-streak™) em

cultivares que, quando afetadas, sdo menores ¢ morrem prematuramente. Geralmente ha uma



correlagdo entre os sintomas foliares e aqueles em tubérculos. Sintomas de mosaico fraco nas
folhas, comumente induzido por estirpes necréticas, ndo sdo correlacionados com sintomas nos
tubérculos, mas, as cultivares que reagem com necroses foliares a infecgdo de PVY? as vezes
mostram, sobre a cuticula do tubérculo, anéis de cor marrom-claro; enquanto que a estirpe PVY®
induz necroses internas e externas, em algumas variedades (De Bokx, 1981; De Bokx e Huttinga,
1981).

Os sintomas apresentados pela estirpe PVY®, em seis cultivares de batata, no sul de
Minas Gerais, foram de mosaico, cuja intensidade variou do leve ao necrético, as vezes, na mesma
cultivar, ocorrendo também enfezamento e diminui¢do da area foliar em todas as cultivares.
Quanto 2 estirpe necrética (PVY™), os sintomas foram diversos em plantas infectadas, da mesma
cultivar, variando de mosaico intenso caracterizado por manchas de cor verde escura, geralmente
irregulares e pequenas, até necrético, delimitado as nervuras; enquanto que, com a estirpe PVY®,
os sintomas foram geralmente semelhantes aos induzidos pelas demais, caracterizando-se por
sintomas necroticos, na forma de circulos (anéis) e manchas necréticas, nas nervuras dos foliolos,
nos peciolos e nas hastes. Em alguns casos, houve queda de folhas ou permanéncia destas, secas e
presas ao caule, restando duas ou trés folhas na parte superior da planta (“pinheirinho™). Todavia
ndo foi possivel fazer uma diferenciagdo precisa entre as estirpes PVY® e PVY™, a nivel de campo

(Andrade, 1989; Andrade e Figueira, 1992).
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2.4 Caracteriza¢iio por inoculagiio em plantas indicadoras e/ou hospedeiras

Para a caracterizacdo e diferenciagio dos sintomas das estirpes de PVY, torna-se
necessaria a utilizagdo de plantas indicadoras, uma vez que os sintomas em batata variam com a
cultivar e a estirpe de virus, causando, desde fracos sintomas, 4 severa necrose nas folhas,
ocasionando a morte da planta infectada; porém, o sintoma mais comum é 0 mosaico.

Sabe-se que a estirpe PVY® ¢ diferenciada principalmente por causar fortes sintomas em
Nicotiana glutinosa L., Physalis floridana Rybd. e em algumas cultivares de batata. A PVY" ¢
assim denominada por produzir severa necrose nas nervuras das plantas de fumo (Nicotiana
tabacum L.) e a PVY® difere das outras estirpes por nio ser transmitida pelo vetor.

Muitas espécies de plantas, principalmente da familia Solanaceae, algumas
Amaranthaceae, Compositae, Chenopodiaceae e Leguminosae, sio hospedeiras do PVY. Estirpes
tipicas desse virus causam mosqueado suave em plantas de Capsicum spp., fumo e tomate (De
Bokx e Huttinga, 1981). Raramente, na natureza, as plantas perenes atuam como reserva de virus
(De Bokx, 1981).

Diversas hospedeiras experimentais tém sido utilizadas como plantas indicadoras
(Delgado-Sanchez e Grogan, 1970; Smith, 1972; De Bokx, 1981; De Bokx e Huttinga, 1981;
Brunt et al., 1996). As mais comuns s30 :

-Datura stramonium L. ou D. tatula: imune a PVY, serve para elimina-lo de outros
complexos de viroses;

-Nicotiana tabacum L.: todas as estirpes, exceto PVY", induzem clareamento nas

nervuras seguido de mosqueado, duas semanas apés a inoculagdo. Porém as cultivares Samsun
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NN e White Burley sdo utilizadas para diferenciar a estirpe Y* de Y°. A estirpe YV induz
clareamento nas nervuras e leve epinastia, seguida por lesGes necréticas escuras, podendo as
folhas sofrerem um colapso prematuro, de modo a restarem poucas folhas no apice da planta;

- N. glutinosa: demonstra mosqueados que variam de suaves a severos, dependendo da
estirpe;

-Solanum demissum ‘A’ muitas estirpes de PVY mostram sintomas de lesdes locais,
diferenciando do virus A da batata que induz lesGes locais necroticas, de trés a cinco dias apos a
inoculagao.

-S. demissum ‘Y’ e S. demissum x S. tuberosum ‘A6’. produzem lesGes necréticas
locais, cinco a sete dias apos a inoculagido, com quase todas as estirpes.

-Algumas cultivares de batata (S. ruberosum), com extrema resisténcia a outros grupos
de viroses podem ser utilizadas;

-Physalis floridana: PVY® e PVY®, causam necroses locais e sistémicas em plantas
jovens, entretanto PVY" induz somente sintomas de mosaico;

-Outras: Chenopodium amaranticolor Coste ¢ Reyn., C. quinoa Willd. e algumas
espécies de Lycium spp. sdo boas hospedeiras, para algumas estirpes, apresentando lesGes locais.

Delgado-Sanchez e Grogan (1966), demonstraram que C. quinoa se presta como uma
boa indicadora para ensaios de quantificagdo de infectividade, através das lesBes locais; todavia, os
melhores resultados foram obtidos com a utilizagdo de plantas com as margens das folhas
serrilhadas, inoculadas aos 30-35 dias apds o transplante e incubadas entre 21-22°C. Os autores
nio observaram diferenga no tamanho das lesdes (1-2 mm) entre nenhuma das trés estirpes PVY

estudadas;, porém, em geral, a aparéncia das lesGes foi diferente; plantas novas (30-35 dias)
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apresentaram lesoes com areas bem delimitadas de coloragdo mais intensa, que aquelas observadas
em plantas velhas (40-50 dias), além do que o decréscimo na sensibilidade das plantas velhas,
apresentou uma correlagdo com a iniciagdo da floragdo, que se iniciou cerca de 35 dias apos o
transplantio.

Alexandre e Barradas (1982), procurando novas hospedeiras para virus que infectam
culturas de valor econdmico, observaram que Solanum mammosum L., vulgarmente conhecida
como peito-de-moga, apresentava um mosqueado tipico e generalizado nas folhas, quando
inoculada com PVY (reagdo sistémica) e como hospedeira latente do PVY™. Nas repeti¢des do
experimento, os resultados obtidos foram sempre os mesmos, o que levou as autoras a sugerirem a
utilizacdo da referida solanacea silvestre, como planta indicadora opcional para diferenciar estirpes
do virus Y da batata. Além disso, alertaram para o fato de que a mesma pode vir a servir como
hospedeira a nivel de campo, sem apresentar sintomas nitidos.

A partir de determinagGes sorologicas por precipitagdo e visualizagio de particulas
purificadas, Kudamatsu, Alba e Chagas (1981) detectaram nas solanaceas silvestres, Solanum
viarum Dun. e S. ciliatum Lam., naturalmente infectadas, dois isolados do virus Y da batata.
Como estas plantas ocorrem em diversas regides do Brasil, podem servir como hospedeiras do
PVY para plantas cultivadas.

Barradas, Chagas e Kitajima (1984), examinando preparagdes “leaf-dip”, de plantas de
Solanum palinacanthum Dun., com diferentes sintomas, coletadas em trés regiGes do Estado de
Sdo Paulo (Tatui, Jacarei e “campus” da USP), verificaram particulas virais alongadas e
flexousas. Em cortes ultra-finos de folhas sistemicamente infectadas, de Nicotiana tabacum cv.

White Burley (USP e Tatui) e N. glutinosa (Jacarei), esses autores detectaram, nos trés casos, a
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presenca de inclusdes do tipo catavento. Inicialmente, em estudos sobre circulo de hospedeiras,
sintomatologia, ponto final de dilui¢do, ponto de inativagdo térmica e longevidade “In vitro”,
esses autores suspeitaram que os virus da USP e de Tatui possuiam semelhangas com a estirpe
necrotica do PVY (PVY™). Posteriormente Colariccio (1996), estudando o isolado Jacarei em
hospedeiras diferenciais e através de sorologia, com antissoros poli ¢ monoclonais, concluiu que se
tratava da estirpe comum do PVY.

Andrade (1989) utilizou em seu trabalho as seguintes plantas indicadoras para PVY e
PRLV: fumo (Nicotiana tabacum L.) cultivares Turkish e Turkish NN; Chenopodium quinoa
Willd.; C. amaranticolor Coste e Reyn., Gomphrena globosa L., Nicandra physaloides (L.)
Gaertn; Datura stramonium L. e Physalis sp.

Singh e Singh (1994), sugeriram a utilizagdo de Solanum brachycarpum em substitui¢do
a plantas de fumo, para ser utilizada como planta indicadora em bioensaios na caracterizagdo de
PVY", pois, a mesma foi capaz de reagir com sintomas rapidos, quando inoculada com virias
estirpes necréticas do PVY. Os sintomas consistiram de lesGes necrdticas locais, murchamento
dos foliolos, colapso do peciolo € morte total da planta, entre 7 a 10 dias apos a inoculagdo. Além
disso, inoculagdes de PVY™ e PVY®, na presenca de PVX, ndo alteraram o desenvolvimento dos
sintomas causados por esssa estirpe, 0 que em outros casos seria um fator limitante nesse

Processo.
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2.5 Mecanismos de transmissao (Relacéio virus x vetor)

As estirpes de PVY sido facilmente transmitidas por inoculagdo mecénica da seiva, por
meio de enxertia de hastes e por afideos de maneira ndo-persistente (De Bokx e Huttinga, 1981).
Entre os insetos vetores, a ordem Homoptera tem uma especial importancia, por representar
praticamente 90% dos vetores conhecidos. Esses insetos adquirem os virus, ao se alimentarem nas
plantas doentes em que nasceram, ou ainda durante os vérios voos a procura de sua planta
hospedeira (“vdos-apetitivos™), transportando as particulas, acabando por inocula-las nas plantas
hospedeiras do virus, que ndo sdo necessariamente hospedeiras do vetor (Yuki, 1982).

O grupo Potyvirus, que abriga um grande nimero de membros de importincia
agrondmica, € o mais importante dentre os virus transmitidos por afideos de forma ndo-persistente
(ndo-circulativa ou estiletar). Embora um Potyvirus possa ser transmitido por diversas espécies de
afideos, consideravel especificidade ocorre, havendo diferengas na eficiéncia de transmissio entre
diferentes clones ou coldnias de uma espécie de afideo, ou entre diferentes estirpes de um mesmo
virus (Hollings e Brunt, 1981a).

A transmiss3o dos potyvirus por afideos envolve a aquisi¢do das particulas, assim como
a producdo de uma proteina ndo estrutural “helper component” (Thornbury et al., 1990), de peso
molecular de 53 a 58 kDa, denominada HC-Pro, que ¢ codificada pelo virus (Dougherty e
Carrington, 1988). A agdo dessa proteina, provavelmente, ¢ facilitar a adesdo da particula do virus
a superficie do estilete dos afideos.

Pouco mais de 25 espécies de afideos sdo mencionadas como capazes de transmitir o

PVY, porém, pouco se conhece sobre a eficiéncia desses. Contudo, sabe-se que o Myzus persicae
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é o mais eficiente das espécies em muitas regides e épocas do ano (De Bokx, 1981; De Bokx e
Huttinga, 1981). Este, sozinho, é capaz de transmitir mais de 80 tipos de virus, sendo que outros
vetores também podem transmitir o PVY, como: Aphis fabae, Macrosiphum euphorbiae, Myzus
certus, Phorodon humuli e Rhopalosiphum insertum (Kennedy, Day e Eastop, 1962, citados por
De Bokx e Huttinga, 1981; Yuki, 1982).

Yuki (1982), cita além de M. persicae (Sulz.), outros vetores de menor importancia tais
como : Macrosiphum euphorbiae (Thomas), Aulacotthum solani (Kltb.), Aphis gossypii (Glover),
Rhopalosiphum rufiabdominalis (Sasaki) e Rhopalosiphonimus latysiphon (Davi\son).

Durante o periodo de 1983-1987, em campos de produgio de batata da Holanda, foram
capturados em armadilhas do tipo Ashby, um total de 122 espécies de afideos. Embora somente
quatro "dessas espécies (Aphis nasturtii, Aulacortthum solami, Macrosiphum euphorbiae ¢ Myzus
persicae) sdo aptas para colonizar batata, 26 foram capazes de transmitir PVY" entre plantas de
batata, em condigdes de laboratdrio. Nesse estudo, foram feitos os primeiros regristros de Aphis
sambuci, Crypomyzus galeopsidis, Dysaphis spp., Hyadaphis foeniculi, Hyalopterus pruni e
Myzus cerasi como vetores de PVY" na Holanda. O nmimero de afideos capturados por espécie foi
diferente entre as estagGes ¢ também a taxa de transmissao de alguns virus foi flutuante de um ano
para outro, como, por exemplo, para Brachycaudus helichrysi (De Bokx e Piron, 1990).

Cupertino et al. (1992) e Cupertino, Costa e Silva (1993), observaram que apteros de
Myzus nicotiane (pulgdo vermelho do fumo), foram capazes de transmitir trés estirpes de PVY
oriundas da batata (Y°), pimentdo (Y™) e tomate (Y"), respectivamente, sendo que a porcentagem
de plantas infectadas variou de acordo com o nimero de afideos utilizados na transmissdo, a

indicadora testada e a fonte de virus usada.



16

A disseminagdo dos virus ¢ determinada pela suscetibilidade da cultivar de batata ao
virus, 0 nimero de fontes de virus (a quantia de inéculo do virus) e o nimero de vetores (afideos)
com capacidade de transmitir o virus (De Bokx e Piron, 1990). As espécies de afideos ndo diferem
somente na morfologia e habilidade de transmitir os virus da batata, mas também na forma, ciclo
de vida e comportamento, dependendo das condi¢des ambientais (temperatura, umidade relativa,
fotoperiodo e condigdes da planta hospedeira), as quais o afideo progenitor é exposto. Assim, o
ciclo de vida de uma espécie em particular ndo vem a ser o mesmo, em diferentes partes do
mundo. Em climas suaves, fémeas oviparas (que produzem ovos sexualmente fertilizados no
inverno) ndo ocorrem, enquanto fémeas partenogénicas e viviparas (produzem assexuadamente,
formas jovens chamadas ninfas), sdo produzidas o ano inteiro (MacGillivray, 1981).

Costa (1970), estudando as variagbes sazonais da migragdo de Myzus persicae, em
Campinas-SP durante os anos de 1967 a 1969, coletou fémeas viviparas, partenogenéticas e aladas
em todas as semanas, durante o periodo de observagdo, sendo que as maiores migragdes

ocorreram nos meses de maio a setembro.

2.6 Resisténcia da planta madura

Apbés as particulas de virus serem introduzidas nas células da superficie foliar, pelo
vetor ou por inoculagdo mecanica, provavelmente esta ndo se movera imediatamente, iniciando
primeiramente o processo de multiplicag@io, em alguma célula infectada. Os varios tipos de virus
diferem quanto a sua velocidade de multiplicagdo, em diferentes espécies de hospedeiras e

condigBes ambientais. Aparentemente, a taxa de replicagfio do virus diminui, no sentido da ponta
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para os tubérculos, & medida que a planta se torna velha e, conseqiientemente, os tubérculos
poderdio vir a nio se tornar infectados. Este fenémeno € conhecido como resisténcia da planta
madura (Beemster, 1987).

O virus Y da batata, transmitido para todos os tubérculos da planta como infecgdo
secundaria, pode ocasionar redugdes de 10 a 80% na produgdo, dependendo da estirpe, cultivar de
batata e época de infecgio (De Bokx e Huttinga, 1981). Beemster (1976), estudando a
translocagdo das estirpes comum e necrética do virus Y da batata, inoculadas mecanicamente,
observou que o PVY? foi translocado muito mais rapido do que o PVY®, causando alto grau de
infecgdo nos tubéculos; € que a resisténcia da planta foi demonstrada para ambos os virus, em
inoculagdes tardias (68 dias pos-plantio), tendo esta sido mais pronunciada nos experimentos com
PVY’ do que com PVY™.

Trabalhos desse mesmo autor (Beemster, 1987) mostram ainda que a taxa de infecgdo
do PVY" em tubérculos é bem menor em grupos de plantas inoculadas na 13° e 14* semana, apds
o plantio do que em plantas inoculadas na 8* semana. Porém, Gibson (1991) detectou que plantas
de batata inoculadas por vetor, apresentaram também resisténcia similar para PVY® e PVY" em
plantas inoculadas nas tltimas semanas (8" e 13) apos a emergéncia. Entretanto, a resisténcia a
PNY™ também foi desenvolvida nos primeiros estagios da planta (1 semana ap6s a emergéncia). O
autor cita que esta discrepancia talvez tenha ocorrido devido as diferengas nas cultivares, nos
isolados de virus e nos métodos de inoculagdo, ficando muito dificil identificar a verdadeira razdo.
Sabe-se que a taxa de translocag@o do virus depende da taxa de replicagio do mesmo (Beemster,
1958, citado por Beemster, 1987) e que esta taxa de replicagdo aparentemente difere entre

cultivares, devido a propriedades genéticas da planta e ao seu grau de suscetibilidade a infecg@o.
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A resisténcia da planta madura, contra PVY®, também foi observada por Sigvald (1985)
na cultivar Bintje, em inoculages mecanicas. Nesse trabalho, o autor verificou que a
suscetibilidade da planta permaneceu alta em plantas inoculadas nas primeiras semanas apos a
emergéncia, havendo, em seguida, um rapido declinio, aproximando-se do valor zero nas semanas
subsequentes (4°- 6°).

Sangar, Agrawal e Nagaich (1988), estudando o efeito da idade de plantas de batata,
inoculadas mecanicamente em campo e casa-de-vegetagdo, com os virus X e Y da Batata,
observaram que ocorreu maior perda na produgio de plantas infectadas com PVY do que com
PVX, e que plantas inoculadas aos 50 dias apés o plantio apresentaram perdas maiores do que as
plantas velhas (65, 80 e 95 dias). As plantas inoculadas aos 95 dias apds plantio apresentaram os
mesmos valores da testemunha para ambos virus.

No estudo da translocagdo de PVY e PVX, Sangar, Agrawal e Nagaich (1993),
observaram que o virus X levou de 4 a 8 dias, enquanto que o virus Y de 4 a 6 dias para se
translocar de folhas inoculadas mecanicamente para as hastes de batata, enquanto que na
translocagdo para os tubérculos os mesmos levaram de 6-10 e 6-8 dias, respectivamente. Com
base nos resultados obtidos, esses autores sugeriram que, provavelmente, a translocagdo dos virus
estudados ndo se deu imediatamente apés a inoculagdo e que a diferenga nos periodos de
translocagdo para as diversas variedades pode ter ocorrido devido as caracteristicas genéticas das
mesmas.

Plantas inoculadas nos ultimos estagios de desenvolvimento com PVY’ ou PVY”
apresentam mais provavelmente uma mistura de tubérculos-filhos infectados e ndo-infectados, do

que plantas inoculadas nos primeiros estagios. Assim sendo, a proporgio de tubéculos sadios e/ou
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infectados depende da época da inoculagdo em relagdo a idade da planta e periodo entre a
inoculagdo e colheita (Beemster, 1987). Mizubuti (1981) relata que em cultivares muito sensiveis,
que reagem com sintomas de hipersensibilidade como necrose severa, paralizagdao de crescimento
e seca das folhas, tendem a produzir tubérculos sadios. Porém, cultivares que reagem a infecgdo
com sintomas moderados, geralmente produzem plantas com alta taxa de infecgdo na geragdo
seguinte.

Varias foram as tentativas de se demonstrar o inicio da resisténcia da planta a infec¢do
do virus, porém, isto ¢ amplamente variavel, dependendo, por exemplo, da composi¢io de
fertilizantes, condigSes ambientais e propriedades das cultivares (Beemster, 1976 ¢ 1987) e de
caracteristicas morfologicas da planta (Schepers e Reestmann, 1975, citado por Beemster 1987).
Braber, Bus e Schepers (1982), analisando varios critérios (matéria seca, nitrogénio organico,
clorofila e teor de proteina sohivel e atividade de peroxidase) em folhas de batata cv. Bintje,
concluiram que nenhum dos fatores estudados provou ser conclusivo para estabelecer ou
prognosticar com exatiddo o tempo de ocorréncia de um alto nivel de resisténcia da planta
madura. Porém Sigvald (1985) observou que as plantas de batata haviam adquirido consideravel

resisténcia, quando estas alcagaram o estagio onde as folhagens e os brotos haviam cessado o

crescimento.
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2.7 Utilizac@o dos antissoros Mono e Policlonais, na diferenci¢iio de estirpes de PVY

Varios trabalhos tém sido realizados na produgdo de antissoros monoclonais e sua
utiliza¢do e comparag3o com antissoros policlonais, para a detecgdo de estirpes de PVY (Gugerli
e Fries, 1983; Rose e Hubbard, 1986; Rose, McCarra e Mitchell, 1987; Sanz et al., 1990; Singh, et
al. 1993).

Mecdonald e Kristjansson (1993), comparando nove estirpes de PVY, isoladas de
culturas de fumo e batata, através da analise dos sintomas provocados em um grupo de plantas
indicadoras e do estudo de suas propriedades sorologicas por DAS-ELISA, utilizando anticorpo
policlonal para PVY® e monoclonal para PVY" e PVY®, concluiram que a utilizago de anticorpos
monoclonal para PVY® e PVY" demonstrou ter um grande potencial para diferenciar estirpes.
Porém, devido & ocorréncia de falsas reagGes positivas (reagdes cruzadas), ndo se deve ter
absoluta confianga no primeiro teste diagnostico. Pelo contrario, este sempre deve vir
acompanhado de um teste sorolégico consecutivo com anticorpos monoclonais € com testes
biologicos de amostras suspeitas (Mcdonald et al., 1994).

Recentemente, Chrzanowska (1994) observou que um novo isolado da estirpe necrética
de PVY ndo reagiu com um anticorpo monoclonal especifico para PVY" (Bioreba Company,

Switzerland).
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2.8 PVY"- Origem , epidemiologia e situagio atual

O Virus Y da Batata foi, primeiramente, descrito na Inglaterra por Smith em 1931
(Citado por De Bokx e Huttinga, 1981; Brunt et al. 1996), porém, Nobrega e Silberschmidt
(1944) relataram na América do Sul, a ocorréncia de um provavel variante desse virus, oriundo de
uma planta da variedade peruana ‘Serrana Negra’. A doenga, que os autores denominaram de
necrose das nervuras, em folhas de fumo, apresentou o primeiro sintoma, na forma de clareamento
das nervuras das folhas novas, em geral dentro da primeira semana apés a inoculagdo. Em seguida
eles notaram certo escurecimento ou, as vezes, um umedecimento geral ou parcial dessas
nervuras. Este sintoma evoluiu para uma necrose, que podia ser vista tanto na parte superior como
na parte inferior da folha;, e que na maioria dos casos atingiu as nervuras tercidrias e, as vezes,
ocupou areas relativamente extensas entre estas. Alguns tecidos, situados entre as nervuras
afetadas pela necrose, apresentavam-se de cor verde-escuro e pronunciadamente elevados. Esta
necrose foi considerada pelos autores como sendo o sintoma mais caracteristico da doenga. Com o
desenvolvimento da doenga, as folhas basais amareleceram rapidamente e, as que iam nascendo
eram menores, constituindo, assim, o inicio do enfezamento. Passadas mais de 4 semanas, a partir
da data da inoculagdo, encontravam-se as folhas com inimeras plaquinhas necréticas,
esbranquigadas ou castanhas, sobre e entre as nervuras.

Silberschmidt (1960) alertou para o fato de estirpes necrédticas do PVY serem
introduzidas no Brasil, provenientes de batata-sementes oriundas da Alemanha e outros paises da
Europa Central. Em 1959, foram testadas amostras de lotes de diversas variedades importadas da

Alemanha, Holanda, Suécia e Dinamarca e se observou que nenhum lote oriundo da Holanda,
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Suécia e Dinamarca apresentou a estirpe necrética de PVY; e que trés de nove lotes da Alemanha,

continham essa estirpe, em especial a cultivar ‘Augusta’, com cerca de 85% de infecgdo. Em
outras amostras de ‘Benedikta’ também da Alemanha, verificou-se a incidéncia de até 85 % com
PVY™.

Ultimamente, varios trabalhos (Weidemann, 1988, Chrzanowska, 1991e 1994; Figueira
e Pinto, 1995; Figueira, Pinto e Moraes, 1996, Figueira, Moraes e Pinto, 1996) vém relatando a
ocorréncia de uma estirpe diferente de PVY em varias partes do mundo, e alertando para o
crescente aumento na incidéncia dessa estirpe, 0 que sugere ser uma nova variante da estirpe
necrotica desse virus.

Weidemann (1988), em sua revisdo, chama a aten¢do para a importincia e controle da
estirpe necrética do Virus Y da Batata (PVY") em campos de produgio de batata-semente. Além
disso, este cita a severa epidemia que esta estirpe causou, nos anos 50, em diversos paises da
Europa, tornando-se economicamente importante, primeiro na Alemanha, em certas cultivares
comerciais, completamente infectadas, porém sem apresentar sintomas bem visiveis.

Zimmerman-Gries e Harpaz (1970), estudando durante dois anos consecutivos o
estoque basico de batata-sementes de Israel, em campos de produgdo, através de testes de
crescimento e inoculagio em plantas indicadoras, verificaram a seguinte incidéncia de virus : PVX
(0%), PVY (3,9 e 1,2 %), PLRV (0,3 e 0,4%) e virus do mosaico da alfafa (0,3 e 6,0%). Porém,
durante os meses mais quentes do verdo, nenhum sintoma foi observado a nivel de campo, o que
0s autores sugeriram ser um mascaramento dos sintomas devido as altas temperaturas. Do total de
incidéncia de PVY, verificada em plantas indicadoras, cerca de 50% pertenciam a estirpe

necrética. O tamanho dos tubéculos, provenientes da 1° geragdo, também foi outro fator de
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importancia na disseminag¢do dos virus Y, nos quais se observou que os tipos maiores (tipo AA, >
100g, e A, 60-100g) apresentaram maior incidéncia de virus, em relagdo aos do tipo B(40-60g) e
C(< 40g).

Gooding, Lapp e Wilson (1982), estudando a infecg¢do de viroses em batata-sementes
oriundas do Canada, Maine, Minnesota, New York, Dakota do Norte, Nebraska, Pennsylvania e
Wisconsin, e campos de produgdo da Carolina do Norte, durante trés anos, verificaram incidéncia
de PLRV de 0 a 5,2% ( média = 0,57 %) e PVY de 0 a 5,6% (média = 0,62%). Os mesmos
autores observaram que todos os isolados de batata testados (num total de 177), causaram
clareamento das nervuras e mosqueado nas cultivares de fumo NC 95 ¢ NC 2326. Nédo houve
diferenga sorologica entre estes isolados e a estirpe comum de PVY, oriunda de plantas de fumo
da Carolina do Norte. Nesse estudo, ndo houve diferenca significativa entre as incidéncias iniciais
e finais de PVY.

Figueira et al. (1985) observaram que em Minas Gerais, em variedades multiplicadas
mais de uma vez, em condigdes de campo, a taxa de PVY (19,5 %) se encontrava acima das
relatadas em outros estados. Posteriormente Figueira, Souza e Gaspar (1985) detectaram cinco
estirpes necroticas,causando diferentes severidades de sintomas em fumo e as denominaram,
inicialmente, de Y, a Y.

Andrade (1989) e Andrade e Figueira (1992), estudando as estirpes do virus Y (PVY),
nas regides produtoras de batata do sul de Minas Gerais, detectaram, com base nos sintomas
observados em plantas indicadoras, a ocorréncia dos 3 principais grupos de estirpes PVY®, PVYY
e PVY®, sendo que, entre as plantas infectadas, a maioria apresentou a estirpe comum, cuja a

incidéncia foi superior a 80% em todas as cultivares testadas, ficando em segundo lugar a PVYY,
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variando entre 1,5 e 12,4% com maior incidéncia nas cultivares Bintje e Monalisa e, finalmente, a
PVY®, com incidéncia maxima de 6,2% na cultivar Monalisa.

Em 1989, em areas de produgio de fumo, no sul de Ontario, foi detectado um surto
epidémico de necrose das nervuras em folhas de fumo, sendo entdo a causa da doenga atribuida a
estirpe necrotica do PVY (PNY™), a qual reagiu positivamente ao anticorpo monoclonal em DAS-
ELISA (Mcdonald e Kristjansson, 1993). Posteriormente, o 0rgdo responsavel pela Agricultura no
Canada, anunciou a detecgdo de PNY™ em Prince Edward Island, New Brunswick, Nova Scotia,
Quebec e Ontario, em estoques de batatas importadas da Califérnia. Em seguida, o Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos informou também a detecgio de PNY™ na Florida. Devido a
tolerancia na América do Norte ser zero para PNY", em 1992, Canada e Estados Unidos tomaram
medidas regulatorias para minimizar o risco de disseminagdo em areas, onde o virus foi detectado
(Mcdonald e Kristjansson, 1993; Mcdonald et al., 1994).

Chrzanowska (1991 e 1994) relatou a ocorréncia de um novo isolado de PVY",
detectado em 1984 na cv. “Wilga’ em campos do Nordeste da Poldnia, em altas concentragges,
com alta disseminagdo e mais infectivo em plantas de batata, induzindo sintomas suaves da
doenga, em comparagdo com os isolados previamente conhecidos. As cultivares de batata de
padrdes resistentes para o tipo de PN'Y", apresentaram-se susceptiveis ao novo isolado. O Autor
evidencia também a importincia do acimulo do virus Y da batata, que nos ultimos anos vem
aumentando na Europa, associado com as mudangas na composi¢do das estirpes deste virus.

No Brasil, a partir de 1994, comegaram a aparecer reclamagdes de consumidores de
batata-semente certificada, da cv. ‘Achat’, de Minas Gerais, que estavam observando uma

incidéncia de mais de 50% de mosaico em suas plantagbes. As plantas afetadas apresentavam
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ramas mais compridas e estioladas, as folhas pequenas e ligeiramente rugosas, com mosaico
variando de verde normal a ligeiramente mais escuro, sendo, na maioria das vezes, imperceptivel
aos olhos que n3o estdo bem treinados para detecta-lo. Os tubérculos apresentam estoldes curtos e
ficam aderidos a haste, sofrendo redu¢do em nimero e tamanho, o que pode levar a perdas de até
50% da produgdo. Testes sorologicos e de inoculagdo em plantas indicadoras, indicaram ser essa
uma estirpe necrotica do PVY, porém bastante diferente das ja observadas anteriormente (Figueira
e Pinto, 1995).

Em pouco tempo, essa estirpe passou a aparecer em campos de produtores de outros
estados do pais, o que so foi descoberto no inicio porque os produtores mineiros, numa tentativa
de fugir a incidéncia desse virus, adquiriram sementes de produtores do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina; e estas apresentaram incidéncia de até 60% dessa estirpe necrotica do PVY; e algum
tempo depois, materiais recebidos de Sdo Paulo mostraram também alta incidéncia desse virus
(Figueira, Pinto e Moraes, 1996).

Pelas suas caracteristicas e comportamento a nivel de campo, suspeitou-se que essa
estirpe poderia ser a mesma descrita por Chrzanowska (1991 e 1994).

Testes sorologicos realizados na EMBRAPA-SPSB, em Canoinhas-SC, de 1981 a
1991, indicaram que o PLRV e PVY foram os principais virus encontrados em campos de
producgio de sementes basicas (PB2, PB3 e B), na regido do Planalto Norte de Santa Catarina e
que, dependendo do ano, podia ocorrer maior percentagem de infecgdo do PVY que PLRV e
vice-versa, porém na média geral, a incidéncia de PVY foi ligeiramente superior a do PLRV

(Gallotti, Hirano e Bertocini, 1992).
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Souza-Dias et al.(1992), inspecionando trés campos no Estado de Sdo Paulo, plantados
com batata-semente Argentina (importagdo 1991), cvs. ‘Bintje’ e “Achat’, com limites de virose
dentro dos padres de tolerdncia para a categoria de batata-semente basica brasileira e
praticamente com auséncia total do PRLV, observaram algumas plantas com sintomas de viroses
ndo usualmente encontradas nos batatais paulistas. Apos teste biologico, eles foram caracterizados
como sendo dois virus, o do Mosaico da Alfafa (AMV) e o PVY", com uma incidéncia 0,3% e
4,5%, respectivamente. Esses autores observaram ainda que os sintomas apresentados pelo PVY",
foram mais severos que os eventualmente presentes em lotes de batata-semente certificada
nacional ou importada da Europa, e que a ocorréncia dessa estirpe nos batatais paulistas era
bastante rara.

Souza-Dias, Tristdo e Miranda F° (1995), informaram sobre a incidéncia de 7 a 16 % de
plantas com sintomas secundarios de PVY na cultivar Atlantic, originaria do Canada, nos ultimos
3 anos, em 7 batatais, nas regides de Tatui-Itapetininga-SP e Guarapuava-PR. Testes de
inoculagdo mecanica em plantas de fumo revelaram a presenga da estirpe PVYN em parte dessas
plantas de batata. Esses autores alertam para o fato de que, mesmo essa batata-semente estando
dentro dos padrdes de tolerdncia nas normas do Brasil, apresentavam incidéncias 3 a 8 vezes
acima do nivel toleravel naquele pais.

Pio-Ribeiro et al.(1994) detectaram na regidio de Serra Talhada-PE, em cultivares de
batatas mantidas no campo da Empresa Pemnambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA), a
presenca de infecgdo mista de PLRV e PVX, e infecgdes simples de PLRV, PVX E PVY, através
de testes soroldgicos (DAS-ELISA), utilizando-se antissoros policlonais para cada virus. O PVY

foi detectado, em maior nimero de amostras, na forma de infecgio simples nas cvs. ‘Crebella’,
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‘Mondial’ e ‘Vangoth’, e infec¢do associada ao PLRV, na cv. ‘Korringane’. Esses autores
deduziram que a ocorréncia de virus em colegdo de germoplasma de batata, mantida
vegetativamente por varias geragdes, a partir de sementes basicas, pode ser explicada pela

multiplicagdo e disseminagdo de indculos virais que escaparram durante o processo de indexagdo.



3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Departamento de Fitopatologia da Universidade

Federal de Lavras (DFP / UFLA), no periodo fevereiro/ 96 a junho de 1997.

3.1 Obteng¢io e manutencio dos isolados

As diferentes estirpes de PVY utilizadas para estudo comparativo de concentragio,
transmissibilidade e caracterizagdo das particulas, através de técnicas bioquimicas, estdio
representadas na tabela 1. Os isolados, apos detecgdo e caracterizagio em plantas indicadoras,
foram mantidos em plantas de fumo ‘TNN’ colocados dentro de gaiolas a prova de insetos, sob
condi¢des de casa-de-vegeta¢do, sendo, periodicamente, reinoculados mecanicamente em plantas
jovens para manutengio. Paralelamente, estes isolados também foram armazenados “in vitro”, em

folhas desidratadas em cloreto de calcio (CaCl,).
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TABELA 1 - Origem e caracteriticas dos isolados do virus Y da batata (PVY), utilizados no
presente trabalho. UFLA, Lavras-MG, 1997.

Virus Planta Origem Classificacio xe:;‘b":::: Denominacio
(Isolado) Hospedeira Biologica ) TNN neste
V. trabalho
PVY 315-7 Batatacv. Achat  Itajuba-MG PVY’ - PVY®-07
PVY 315-10 “ « pvYY + PVY"-Br
(Novo)
PVY 315-54 « « PVY® + PVY™-54
PVY 199-20 « Maria da Fé-MG ~ PVY" ++ PVY™ 20
PVY Fumo ‘TNN’ Colegio do PVY™ +H PVY"-UFLA
DFP/UFLA (Velho)

3.2 Levantamento da incidéncia de PVY e PLRY em diferentes cultivares de batata.

As plantas de batata analisadas foram obtidas através do plantio de 25 lotes de batata-
sementes de diferentes cultivares,totalizando 1828 tubérculos, recebidos para analise no Centro de
Indexacdo de Virus Minas Gerais (IMA/UFLA), com indices variaveis de infecgio. Antes do
plantio, os tubérculos de batata foram submetidos ao tratamento de forgamento de brotagio com
bissulfureto de carbono (25 ml/m®) por 72h., seguido de imersdo em solugdo de acido giberélico (5
ppm) por 5 minutos; e, a seguir, plantados individualmente em vasos de Skg, devidamente
etiquetados. Aos trinta dias, todas as plantas foram avaliadas visualmente e submetidas ao teste
sorologico DAS-ELISA. Plantas com sintomas visiveis e ELISA positivo para o PVY, de oito

desses lotes, foram inoculadas mecanicamente em plantas de fumo ‘TNN’, para diferenciagido de
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estirpes. A incidéncia de PVY e PLRV em lotes de batata-semente, produzidos em Minas Gerais,
no periodo de junho/95 a maio/96, foi determinada através do levantamento dos dados dos

boletins de analise emitidos pelo Centro de Indexagado de Virus nesse periodo.

3.3 Obtencdo e inoculaciio das plantas indicadoras e/ou hospedeiras para o estudo dos

sintomas

As plantas hospedeiras e/ou indicadoras foram obtidas através de semeadura em
bandejas de isopor, sendo transplantadas, ao atingir o tamanho ideal, para vasos com capacidade
de 2 kg, contendo, como substrato, terra, areia e esterco fumigados, na proporgdo 3:1:1, e
mantidas em casa-de-vegetagdo. Foram utilizadas as seguintes plantas indicadoras, nos testes de
diagnose das estirpes de PVY: Gomphrena globosa L., Chenopodium amaranticolor Coste &
Reyn,, C. quinoa Willd., Physalis floridana Rybd., Solanum tuberosum L. cv. Achat,
Lycopersicon esculentum Mill. cv. St* Clara, Datura stramonium L., Nicandra physaloides
Gaertn., Capsicum annyum L. cv. Agrondémico 10G e Nicotiana tabacum L. cv. Turkish NN
(‘TNN’).

As plantas de batata (Solarum tuberosum L.) cv Achat utilizadas, foram obtidas, como
descrito anteriormente. Cinco dias apos a emergéncia, todas as plantas foram inspecionadas e
analisadas através do teste sorologico DAS-ELISA (Double-antibody Sandwich Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), para confirmagio de sanidade. Um dia antes da inoculagio mecanica, as

plantas sadias foram submetidas ao desbate, deixando-se apenas uma haste por planta.
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A cultivar Achat, de origem Alem3, considerada precoce, possui tubérculos de formato
alongado e achatado, com olhos semi-profundos e polpa amarelo-clara, sendo descrita como
resistente ao PVY e suscetivel ao PLRV.

As inoculagbes mecanicas foram realizadas, utilizando-se extratos obtidos de folhas de
plantas infectadas, através da trituragdo em almofariz esterilizado, na proporgio de 1:5 (p/v) em
tampao fosfato 0,01M, pH 7, contendo sulfito de sédio na mesma molaridade. Este extrato foi
friccionado com algoddo umedecido, nas folhas das plantas sadias previamente polvilhadas com
carborundum (500 a 600 mesh), mantendo-se as maos protegidas por saco plastico. Apds a
lavagem das folhas inoculadas, com agua, as plantas foram mantidas em casa de vegetagao.

Todas as plantas de reagio sistémica que ndo foram positivas ao teste sorologico DAS-
ELISA, e que ndo apresentaram sintoma visual perceptivel, foram entdo reinoculadas em plantas

de fumo cv. ‘“TNN’, para detecg3o de sintomas latentes.

3.4 Teste sorologico DAS-ELISA (Double-antibody Sandwich Enzyme Linked

Immunosorbent Assay), utilizando-se antissoro policlonal (PVY) e monoclonal (PVYN)

Para diagnose através do teste sorologico DAS-ELISA, foram utilizados antissoros para
PVY (Boehringer Mannheim- Alemanha) e para PVY" (Agdia-USA). Os tampdes para cobertura
(carbonato-bicarbonato 0,025M, pH 9,6, contendo 0,2 g/l de azida de sodio) para extragio da
amostra (fosfato salino, PBS, pH 7,4, contendo 0,05% de Tween-20 e 2% de polivinilpirrolidona-
PVP), para o conjugado (PBS, contendo 0,1% de leite em p6 desnatado e 0,1% de Tween-20)

para o substrato (dietanolamina, pH 9,8 contendo 0,02% de azida sédica), para bloqueio de sitios
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inespecificos (PBS mais 0,5% de leite em p6 desnatado) e lavagem (PBS contendo 0,05% de
Tween-20), foram preparados no laboratério de Fitovirologia do DFP / UFLA. As diluiges dos
antissoros seguiram as instrugdes do fabricante. Foram utilizadas microplacas padrdes, com 96
orificios. O teste seguiu as seguintes etapas: 7
) 1 - Cobertura inicial das placas: 50ul/orificio dos antissoros para PVY (policlonal)
diluido em 1:5000 e do PVY" (Monoclonal) diluido em 1:1000. Incubagio por 2h a 37°C
(policlonal) e 4h. a temperatura ambiente (monoclonal),

2 - Lavagem: 4-5 vezes com agua deionizada e 2 vezes com tampdo de lavagem
(idéntica em todos os passos).

3 - Adigdo de 100ul /orificio da solu¢do de bloqueio (etapa realizada so pafa antissoro

policlonal). Incubagdo por 1-2h. a 37°C e descarte dessa solugdo sem lavagem da placa.

4 - Adigdo do antigeno: 50pl/orificio do extrato de tecidos de plantas e/ou tubérculos’

infectados, diluido 1:10 ou 1:5 (p/v) em PBS seguindo a distribuigdo na placa de acordo com o
protocolo elaborado. Incubagdo a 4°C de um dia para o outro, seguida de nova lavagem.

5 - Adigao do conjugado: SOplorificio de anticorpo (policlonal para PVY em geral e
monoclonal para a estirpe necrotica) conjugado com a enzima fosfatase alcalina, diluido em
1:5000 e 1:1000, respectivamente. Incuba¢do por 2-3h a 37°C (policlonal) e i temperatura
ambiente (monoclonal) e lavagem.

6 - Adigao do substrato: SOpl/orificio de p-nitrofenilfosfato (1mg/ml), incubagio a
temperatura ambiente por 1-2 horas e leitura a 405nm no aparelho MRX (Dynatech).

Foram consideradas positivas as amostras cujas absorbancias foram maiores ou iguais a"

duas vezes a média de absorbancia do controle. }
{

_— e o
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3.5 Estudo da propriedade das particulas dos isolados de PVY

Para o estudo das propriedades das particulas, investigou-se a estabilidade do virus no
extrato vegetal, determinando a sua longevidade “in vitro” (LIV), o ponto de inativagio térmica
(TIP) e o ponto maximo de diluigido (DEP). Para a determinagio do TIP, extratos de folhas de
fumo ‘TNN’, anteriormente trituradas na proporgio de 1:5 (p/v) em tampdo fosfato 0,01M de
pH7,0 contendo sulfito de sodio na mesma molaridade, infectadas com os isolados, foram
colocados em tubos de ensaio e submetidos aos diferentes tratamentos (0°C, 45°C, 50°C, 55°C,
60°C, 65°C) por 10 minutos em banho-maria. Para se determinar o DEP, os extratos das folhas,
obtidos como descrito acima, foram submetidos s seguintes diluigdes: 1:10, 1:100, 1:1.000,
1:1.500, 1:8.000, 1:10.000 e 1:1.000.000, sendo entdo inoculados mecanicamente em plantas de
fumo (2 plantas/isolado/tratamento). A seguir as plantas foram mantidas em casa de vegetagdo por
um periodo de 30 dias, para visualizagdo dos sintomas. Na determinagdo do LIV, 200 ml de
extrato de folhas de plantas infectadas foram colocados em Erlenmeyer e mantidos em
temperatura ambiente para posteriores inoculagdes. As plantas foram inoculadas a partir do
primeiro dia de armazenamento do extrato, e, posteriormente, as inoculagdes foram efetuadas em

intervalos de 5 dias, até 30 dias apés a extragio do indculo.
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3.6 Estudo da multiplicacdo dos isolados de PVY ao longo do ciclo vegetativo da planta de

batata.

Plantas de batata cv. Achat, com uma haste, foram inoculadas separadamente pelo
método mecénico, como descrito acima, com os diferentes isolados de PVY estabelecidos em
fumo. Essas plantas foram mantidas em casa-de-vegetagio até o final do ciclo (aproximadamente
70 dias). A avaliagdo da concentragdo de virus, nestas plantas, foi realizada através do teste
sorologico DAS-ELISA, nas folhas do apice, colhidas separadamente, a cada 10 dias apds a data
de inoculagdo, sendo realizados cinco testes durante o ciclo vegetativo da planta. As ramas foram
eliminadas mecanicamente no final do ciclo, uma semana antes da colheita dos tubérculos. Esses,
apos colhidos separadamente, foram acondicionados em sacolas de papel, identificados e

armazenados em camara fria, para posterior utilizacdo em testes.

3.7. Teste comparativo de transmissibilidade dos isolados de PVY pelo vetor Myzus persicae

Sulz.

Utilizou-se, como inseto-vetor, o afideo M. persicae, do insetario do DFP/UFLA, o
qual foi multiplicado em plantas sadias de Capsicum annuum (pimentdo) cv. Agronémico 10G,
Datura stramonium e Nicandra physaloides, mantidas em gaiolas apropriadas, a temperatura
ambiente. Inicialmente, os afideos foram submetidos a jejum de 30 minutos, em placas de Petri, e
depois deixados por um periodo de 20-30 minutos em plantas de batata ‘Achat’ ou fumo ‘TNN’

infectados com os diferentes isolados de PVY para aquisicio do virus. Posteriormente, estes
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foram transferidos para fumo ou batata (10 afideos/planta), por um periodo de aproximadamente
60 minutos. Finalmente, estes foram eliminados com inseticida Orthene 750Br (Acephate) e as
plantas mantidas em casa de vegetagdo por quatro semanas, até a observagdo final dos sintomas.
Todas as plantas inoculadas foram submetidas ao teste sorologico DAS-ELISA, trés semanas apos

inoculagdo, para confirmagdo dos resultados.

3.8 Diagnose dos isolados de PVY através da técnica sorolégica DAS-ELISA, em diferentes
partes dos tubérculos, e respectivas plantulas, provenientes de plantas inoculadas no

inicio e final de ciclo.

Os tubérculos sem brotagdo, oriundos das plantas de batata cv Achat obtidos do
experimento de multiplicagdo dos diferentes isolados, foram utilizados para o estudo de
concentragio do virus nos tecidos, pelo teste DAS-ELISA, através de extrato obtido de cilindros,
retirados destes, com auxilio de um furador de rolha, ¢ macerados em tampéo de extragdo (PBS)
na proporgdo de 1:5 (p/v). Esses tubérculos foram submetidos ao forgamento da brotagdo com
acido giberélico,e os brotos com aproximadamente 0,5 cm de comprimento, macerados em PBS
(1:10). Em seguida esses mesmos tubérculos brotados foram plantados em casa-de-vegetagéo, e as
plantulas emergentes foram também maceradas em PBS (1:10).

Plantas de batata provenientes de tubérculos sadios, com apenas uma haste, foram
inoculadas mecanicamente, aproximadamente 50 dias apds a emergéncia, por fricgdo com
carburundum, conforme descrito anteriormente, com os diferentes isolados de PVY. Estas foram

mantidas em casa de vegetagdo até o final do ciclo, aproximadamente 20 dias apods a inoculagdo,
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sendo realizados dois testes sorologicos DAS-ELISA, antes da colheita, para confirmagdo de
infecgdo. Posteriormente, foram realizados, como citado acima, testes diagnosticos empregando-
se tecidos infectados provenientes dos tubéculos sem brotagdo, brotos com aproximadamente 0,5

cm de comprimento e plantulas oriundas desses tubérculos.



4 RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1 Incidéncia de PVY ¢ PLRY em lotes de batata-semente

Os dados da tabela 2 e figura 1 representam uma amostragem feita ao acaso, em 25
lotes de batata-semente provenientes de diferentes regides de Minas Gerais e de outros estados.
Esses dados demonstram que o PVY est4 apresentando uma tendéncia a tornar-se mais importante
que o PLRV na bataticultura brasileira, pois, em 1828, tubérculos analisados, 491 (26,9%)
apresentaram infec¢fio por PVY e somente 57 (3,1%) estavam infectados por PLRV. Esses dados
sdo direcionados ao Estado de Minas Gerais porque os lotes foram provenientes do Centro de
Indexagido de Virus deste estado, porém, esse quadro tem se repetido também em outros estados
produtores de batata (Figueira, Pinto e Moraes, 1996). Na tabela 3 e figura 2 pode-se observar
que a estirpe necrotica (PVY™) representou cerca de 83,6% da incidéncia nos 08 lotes de batata-
semente analisados, enquanto que a estirpe comum (PVY®) s6 representou 16,4%. Chrzanowska
(1996)*, relata que atualmente a estirpe necrotica (PVY™), na Poldnia, ¢ responsavel por cerca de
90% de infec¢io em plantas de batata a nivel de campo, enquanto que a comum PVY ¢

responsavel por somente 10 %.

*Prof. Dr. Miroslawa Chrzanowska, Professor pesquisador do Instituto de Pesquisa de Batata
(Potato Research Institute. Research Center for Genetics, Breeding and Virology), Mlochow,
Pol6nia. Comunicagdo por correspondéncia.



TABELA 2 - Incidéncia de viroses em lotes de batata-semente, de diferentes cultivares,
detectada através do teste sorologico DAS-ELISA. UFLA, Lavras-MG, 1997.

LOTE Tubérculos Infectados Infectados
ORIGEM Analisados PVY PLRV
(N°/ANO) N° N° % N° %
80/95Y Santa Catarina 100 15 15,0 01 1,0
111/95% Araxa-MG 64 27 42,2 06 9.4
199/95Y  Maria da Fé -MG 07 03 42,9 01 14,3
265/96  Delfim Moreira-MG 350 140 40,0 01 0,3
280/95Y  Maria da Fé -MG 05 02 40,0 00 0,0
318/95Y Ipuiuna-MG 37 03 8,1 01 2,7
330/95¥  Nova Resende-MG 50 49 98,0 00 0,0
337/95Y  Séo Jodo da Boa 19 02 10,5 01 53
Vista - SP
340/95Y « 18 01 5,6 00 0,0
342/95% « 16 05 31,3 00 0,0
350/95¥  Senador Amaral-MG 100 01 1,0 10 10,0
09/96¥  Trés Cora¢bes-MG 66 05 7,6 01 1,5
40/96Y Formiga-MG 50 18 36,0 00 0,0
45/96Y Paraguagu - MG 12 06 50,0 00 0,0
47/96Y : “ 50 06 12,0 02 4,0
57/96¥  Braganga Paulista-SP 100 15 15,0 01 1,0
58/96Y « 100 53 53,0 o1 1,0
59/96Y « 98 20 20,4 03 3,1
60/96Y « 100 70 70,0 00 0,0
73/96Y  Cons. Lafaette - MG 100 09 9,0 03 3,0
78/96Y « 99 03 3,0 02 2,0
83/96% Ibia-MG 42 04 9,5 01 2,4
299/96Y  Camanducaia-MG 100 09 9.0 16 16,0
315/96Y Itajuba - MG 89 21 23,6 05 5,6
359/96Y Campos Gerais - MG 56 04 7.1 01 1,8
TOTAL l 1828 491 269 57 3,1

Obs: Lotes de batata cultivares : 1/ Achat, 2/ Bintje, 3/ Baraka, 4/ Monalisa, 5/ Elvira, 6/ Monalisa
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FIGURA 1 - Incidéncia de PVY e PLRV em lotes de batata-semente
analisados por pré-cultura e por DAS-ELISA. UFLA,
Lavras-MG, 1997

TABELA 3 - Incidéncia das estirpes necrética e comum de PVY em 08 lotes de batata-semente,
produzidos em Minas Gerais. UFLA, Lavras-MG, 1997.

LOTE N° de tubéculos % PVY® % PVY"
(N°/ANQO) infectados ¢/ PVY (N° infectados) (N° infectados)
111/95Y 27 18,5 (05) 81.5 (22)
199/95% 03 0,0 (00) 100,0 (03)
280/95% 02 100,0 (02) 0,0 (00)
340/95% 01 0,0 (00) 100,0 (01)
45/96% 06 0,0 (00) 100,0 (06)
78/96% .03 0,0 (00) 100,0 (03)
315/96% 21 19,1 (04) 81,0 (17)
359/96% 04 0,0 (00) 100,0 (04)
Total 67 16,4 (11) 83,6 (56)

Obs: cv. 1/ Bintje, 2/Achat
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FIGURA 2 - Incidéncia das estirpes necréticas (PVY") e comum
(PVY®) em plantas de batata infectadas com PVY.
UFLA, Lavras-MG, 1997.

A prevaléncia de estirpes do PVY, atualmente observadas no Brasil, representa uma
completa reversdo dos dados observados para as mesmas, ha uma década atras, quando o PLRV
era o virus predominante e principal causador da degenerescéncia da batata no pais (Puttemans,
1934; Costa, 1948, 1965; Souza Dias, Costa ¢ Ramos, 1984; Souza Dias, Amancio e Costa,
1990). Além disso, estudos realizados por Andrade (1989) e Andrade e Figueira (1992), no
periodo de 1983 a 1988, mostraram que a incidéncia das estirpes necroéticas encontradas no Brasil,
em materiais originados de sementes registradas, certificadas e consumo, variavam de 1,5 a 12%,
com a predominancia da estirpe comum, que apresentava incidéncias variando de 81 a 100%.

Nas figuras 3 e 4 encontram-se representados os resultados obtidos pelo Centro de
Indexagdo de Virus de Minas Gerais, na analise 424 lotes de batata-semente produzidos nesse

estado, efetuada no periodo de junho/95 a maio/96, com um total de 65.159 tubérculos.
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FIGURA 3 - Incidéncias de PVY, em lotes de batata-semente, de Minas Gerais,
no periodo de junho/95 a maio/96. UFLA, Lavras-MG, 1997.
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FIGURA 4 - Incidéncia de PLRV, em lotes de batata-semente de Minas Gerais,
no periodo de junho/95 a maio/96. UFLA, Lavras-MG, 1997.
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Dentre esses lotes, 101 apresentaram incidéncia de PVY superior a 12% e somente 20
lotes apresentaram incidéncia acima de 8% de PLRV, incidéncias essas que representam o limite
de tolerdncia para batata-semente registrada em Minas Gerais. Segundo Figueira, Pinto e Moraes
(1996), o problema com PVY ndo € unica e exclusivamente de Minas Gerais, pois em lotes
provenientes do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, foram detectadas incidéncias acima de 45%,
e amostras de Braganga Paulista e Sdao Jodo da Boa Vista, ambas do estado Sido Paulo,
apresentaram incidéncias de 14,6% e 61,7% de PVY, respectivamente.

Plantas de batata com freqiientes infecgdes com PVY tém ocorrido desde 1984 no leste
da Alemanha (Pfeffer et al, 1989, citado por Chrzanowska, 1991). Ao mesmo tempo, a
importancia do PVY" tem aumentado em campos de batata-semente e batata-consumo na
Holanda, Alemanha (Weidemann, 1988) e Polonia (Chrzanowska, 1991). Weidemann (1988),
relata que PVY?”, originario da América do Sul (Nobrega e Silberschmidt, 1944), foi introduzido
na Europa, provavelmente com a importagio de espécies de batata silvestres ou nativas cultivadas
para proposito de melhoramento. O mesmo autor cita que PVY" e PVY® talvez ocorram juntos,
porém, é notavel a diferenga de importancia econdmica do PVY™ em diversos paises da Europa.
Além disso, até o momento, essa variagdo ndo possui uma explicagio aceitavel, porém, é possivel
que as variagGes climaticas possam ser as principais responsaveis. De qualquer modo, parece que
essa predomindncia do PVY se deve a vinda de estirpes mais agressivas em batata-semente
importada da Europa. O fato de que as maiores incidéncias tém sido observadas na cultivar alema
Achat (Figuras 3 e 4), bastante plantada no pais, reforga essa suspeita. A cultivar holandesa

Baraka, apesar de menos plantada que a ‘Achat’, e a exemplo desta, é considerada resistente ao
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PVY, também tem apresentado um alto indice de PVY, semelhante ao encontrado na cv. Achat

(Figuras 3 e 4).

4.2 Sintomatologia em plantas indicadoras inoculadas com os isolados de PVY.

Na sintomatologia em plantas indicadoras, inoculadas com os diferentes isolados de
PVY em estudo, pode-se observar que as plantas de Gomphrena globosa e Datura stramonium
nio apresentaram sintomas (Tabela 4), confirmando que D. stramonium nao € susceptivel a PVY
(De Bokx e Hutinga, 1981), sendo muito utilizada para eliminar PVY em complexos virais e
também para detectar outras viroses presentes. Ja a G. globosa foi utilizada com a intengdo de
detectar o virus X da batata (PVX).

As espécies da Familia Chenopodiaceae, reagiram com nenhuma ou poucas lesdes
necroticas locais e pontos cloréticos locais, com exce¢do de Chenopodium quinca, que nio
apresentou reagdo com os isolados necrético PVY*-54 e 20. Delgado-Sanchez e Grogan (1966),
observaram que plantas de C. quinoa inoculadas em temperaturas de 25°-26°C produziram menos
lesdes que as inoculadas em 21°-22°C, e que plantas inoculadas aos 30-35 dias apds o
transplantio, produziram mais leses (de 184-219) que aquelas inoculadas com 15 dias (de 0-5).
Nesse estudo, todas as plantas utilizadas foram inoculadas com aproximadamente 10 dias ap6s o
transplantio, além do que existe uma certa variabilidade de resposta em plantas inoculadas
mecanicamente, provenientes das diferengas de agressividade de cada isolado.

Dentre as espécies da familia Solanaceae, as plantas de fumo (Nicotiana tabacum) cv.

TNN e Physalis floridana, foram as que melhor diferenciaram os isolados da estirpe necrotica.
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TABELA 4 - Reagéo de plantas indicadoras inoculadas com os cinco diferentes isolados de PVY estudados. UFLA, Lavras-MG, 1997.

SINTOMAS INDUZIDOS PELOS ISOLADOS DE PVY

INDICADORAS
FAMILIAS E ESPECIES PVY’-07 PVY"-Br PVY™-54 PVY"-20 PVY"-UFLA
Amaranthaceae
Gomphrena globosa 0 0 0 0 0
Chenopodiaceae
Chenopodium amaranticolor LNLY PCL,LNL PCL,LNL PCL,LNL PCL,LNL
C. quinoa PCL PCL 0 0 PCL
Solanaceae
Datura stramonium 0 0 0 0 0
Nicandra physaloides LENEL LCN,CL CL 0% CR.CL:
Capsicum annuum ‘Agrondémico 10G’ ML ML ML ML ML
Lycopersicon esculentum ‘St* Clara’ ML ML ML ML ML
Nicotiana tabacum ‘TNN’ CNF,MI CN,NNL, CN,NNL, CN,NN,EQ,M  CN,NNF,EQF,
EQL,M,PNL EQLM PNL PNLF,CFV
Solanum tuberosum ‘Achat’ MLI,NN,AN MLI,MR,NN MLI,MR,AN MLILMR,NNF  ML,R,NNL
AN NNL,PNL AN,PNL PNL
Physalis floridana M,PCS,LNL LCN,M,PCS M,PCS,LNL LCN,M,LNL LNC,MF,NA
PNSL,NA DEF PNSL NA DEF DEL PNSL,NA ,DEF

0 = auséncia de sintomas, _1/ LNL - lesoes necroticas locais; PCL - pontos cloroticos locais; CL - clorose leve; M - mosaico; MLI - mosaico
variando de leve a intenso; MI - mosaico intenso; MR - mosaico rugoso; R - rugosidade; CN - clareamento das nervuras; LCN - leve clareamento
das nervuras; EQ - encarquilhamento; EQ F ou L- encarquilhamento forte ou leve; NN - necrose das nervuras; NN F ou L- necrose das nervuras
forte ou leve; AN - anéis necroticos; PNL- pontos necroticos locais; PNF- pontos necroticos locais fortes; PNSL - pontos necréticos sistémicos
locais; PCS - pontos cloroticos sistémicos;NA - nanismo;, DE F ou L -desfolha forte ou leve; CNF- clareamento das nervuras forte; CFV- colapso
das folhas velhas. 2/ Infecgdo Latente (sem sintomas na planta, mas positivo em DAS-ELISA)
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Plantas de Nicandra physaloides reagiram com leve clareamento das nervuras ¢ leve
clorose, quando inoculada com todos os isolados, exceto para o isolado PVY™-20, que nio
induziu nenhum sintoma, embora sua infecgio tenha sido detectada pelo teste soroldgico DAS-
ELISA (infecgdo latente) e as particulas virais tenham sido recuperadas através da inoculagdo
mecanica em plantas de fumo ‘“TNN’.

Todos os isolados inoculados em fumo apresentaram reagéo inicial de clareamento das
nervuras (CN), o que é tipico do grupo PVY (De Bokx e Huttinga, 1981). Para o isolado PVY®’-
07, esse sintoma foi mais acentuado que os demais, apresentando um clareamento forte das
nervuras (CNF). Entre os isolados necroticos, o isolado PVYN-UFLA foi o mais agressivo em
todos os sintomas observados, ocasionando um forte colapso das folhas velhas € medianas, além
de apresentar a rea¢do mais rapida, cerca de 4-5 dias apds a inoculagdo. Os isolados mais novos
(PVY™-54 ¢ Br), apresentaram sintomas mais suaves.

Em Physalis floridana, observou-se que o isolado mais antigo (PVY"-UFLA) foi o
unico a ndo causar queda das folhas, na qual induziu mosaico sistémico e lesdes necroticas locais
leves, com nanismo menos acentuado. Os demais isolados foram bastante agressivos, ndo
havendo diferengas marcantes entre o isolado comum e os isolados novos da estirpe necrética.
Antes da queda das folhas, esses isolados induziram pontos necroticos sistémicos que escureciam,
causando o colapso das folhas, restando apenas a haste principal. De Bokx e Huttinga (1981)
citam que em P. floridana, a estirpe necrética induz somente mosqueado sistémico, enquanto a
PVY® induz necroses sistémicas.

As plantas de tomate ‘St.* Clara’ e pimentdo ‘Agronémico 10G’, positivas em DAS-

ELISA, demonstraram sintomas fracos de infecgdo quase imperceptivel na forma de mosaico leve,
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quando inoculadas com todos os isolados, sendo o virus recuperado quando reinoculado em fumo
‘TNN’. De Bokx e Huttinga (1981) e Brunt et al. (1996), relataram que muitas estirpes de PVY
causam mosqueados em pimentdo (Capsicum spp.) e tomate. McDonald e Kristjansson (1993)
trabalhando com estirpes de PVY"™ e PVY’, observaram que estas induziram somente mosaico
leve quando inoculadas em plantas de tomate ‘Sheyenne’, e ndo infectaram pimentdo
‘Calwonder’. Le Romancer, Kerlan e Nedellec (1994), estudando as caracteristicas biologicas de
isolados de PVY, demonstraram que tomate ‘Monalbo’, quando inoculado com isolados da
estirpe necrética e comum de PVY, reagiu com fracos sintomas de infec¢do, enquanto que o
pimentio cvs. Batisdon e Yolo Wonder foram resistentes. Esses autores também classificaram as
plantas de tomate, no grupo de plantas hospedeiras suscetiveis, juntamente com N. physaloides.
Os isolados de PVY oriundos de pimentdo, tem sido colocados em dois grupos denominados de
grupo N e grupo W, os quais s3o identificados pela reagdo de N. physaloides e de fumo ‘TNN’ a
infec¢do viral, e pela capacidade de infectar piment3o e tomate em condi¢Ges naturais (Brioso,
Ferreira e Oliveira, 1996).

Em plantas de batata ‘Achat’, todos os isolados induziram mosaico e necrose nas
nervuras, variando de leve a intenso, sendo que os isolados necréticos (Y"-20, Y™-54 e Y™-Br),
também induziram o mosaico rugoso. Anéis necroticos foram observados em todos os isolados,
com excegdo do mais antigo (PVY"-UFLA). Entre os novos isolados necroticos, o isolado
PVY™-20 foi 0 que induziu as necroses mais fortes das nervuras.

Pontos cloréticos locais e posteriormente pontos necréticos locais, tipicos de reagdo de
hipersensibilidade, foram observados em plantas de batatas inoculadas com o isolado necrético

velho (PVY -UFLA). Santos, Andrigueto e Camargo (1986), descreveram a cultivar Achat como
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resistente ao virus Y da batata, o que, de fato, foi observado nos estudos de concentragédo nos
tecidos da planta para o isolado mais antigo. Mizubuti (1981) destaca que plantas, que reagem
através da hipersensibilidade, produzem grande quantidade de tubérculos sadios.

Os novos isolados da estirpe necrética demonstraram ser bastante infectivos na cultivar
em estudo, sugerindo que a caracteristica de resisténcia da cultivar Achat foi quebrada pelos

novos isolados, como detectado anteriormente por Chrzanowska (1991).

4.3 Reacio dos isolados de PVY, aos diferentes antissoros.

No estudo de comparagio de testes sorologicos DAS-ELISA com extratos
provenientes de batata e fumo, utilizando-se antissoros policlonal para PVY e monoclonal
especifico para PVY", verificou-se que todos os isolados reagiram com o antissoro policlonal,
porém, somente o isolado mais antigo (PVY"-UFLA), da estirpe necrética reagiu com o antissoro
monoclonal (Tabela 5). Estes dados indicam que os isolados novos devem pertencer ao mesmo
grupo de estirpes oriundas de campos de produgio de batata da Europa, descritas por
Chrzanowska (1991). Este autor observou também que os seus isolados ndo reagiram com os
anticorpos monoclonais (Chrzanowska, 1994), semelhantes aos utilizados neste trabalho.

Virios sdo os trabalhos que chamam a aten¢do sobre o potencial de utilizagdo de
anticorpos monoclonais na detecgo e diferenciagio de isolados de PVY (De Bokx, Piron e Maat,
1982; Gugerli e Fries, 1983; Rose e Hubbard, 1986, Rose, McCarra e Mitchell, 1987; Sanz et al.,

1990; Singh et al., 1993).
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TABELA 5 - Diagnose dos isolados de PVY estabelecidos em plantas de fumo ‘“TNN’ (30 dias
apos a inoculagiio), e em plantas de batata ‘Achat’ com infecgdo secundaria (2
semanas apos a emergéncia), através do teste DAS-ELISA, utilizando-se
antissoro policlonal e monoclonal para a estirpe necrotica. UFLA, Lavras-MG,

1997.
ISOLADOS Valores de Absorbincia a 405nm obtides por DAS-ELISA
YPoliclonal UMonoclonal | *Policlonal  ¥Monoclonal
PVYY-UFLA 1.939 (+) 0,261 (+) ¥0.356 (+) ¥1.016 (+)
PVY"-Br 2,478 () 0,100 0,798 (+) 0,149
PVY™-54 2,250 (+) 0,095 0,668 (+) 0,123
PVY"-20 2,296 (+) 0,094 0,718 (+) 0,125
PVY®-07 1,738 (+) 0,089 0,759 (+) 0,125
Controle Sadio 0,131 0,115 0,086 0,130

1/Média 01 planta com 08 repetigGes; 2/ Média de 04 plantas com 03 repeti¢des; 3/ Média de 02
plantas com 03 repeti¢ces. + = Valor da absorbancia maior que duas vezes a média dos controles

Os anticorpos monoclonais produzidos pela tecnologia de hibridizagdo celular tém se
mostrado bastante precisos para caracterizagdo e andlise de variantes e estruturas antigénicas de
virus. Em muitos casos, estes possuem um valor especial, por reagirem somente com uma parte do
sitio antigénico de todos os membros de um grupo de virus em particular (Gugerli e Fries, 1983).
Os dados obtidos com o uso de antissoro monoclonal, nesse trabalho, confirmam que os novos
isolados da estirpe necrdtica, parecem pertencer a um novo grupo de variantes genéticos, pois 0s
anticorpos monoclonais possuem alta especificidade, reagindo somente com um 1nico epitopo.
Para se conseguir detecta-los, haveria a necessidade da produgio de um novo anticorpo especifico
para novos epitopos que fossem exclusivos desses variantes.

Pode-se também verificar que a absorbéncia obtida para o isolado mais antigo (PVY™-

UFLA) com o anticorpo policlonal, foi menor, com relagdo as outras estipes necréticas, tanto em
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batata quanto em fumo, indicando uma menor concentragio de particulas nessas plantas. Por
ocasido deste teste, o isolado mais antigo apresentou uma concentragdo mais préxima do isolado
comum (PVY®-07) em plantas de fumo. J4 em batata, a sua concentragéo ficou bem abaixo da
observada, para a estirpe comum; e os demais isolados apresentaram concentragio semelhantes.
Essas diferencas, se dio tanto a interagio diferencial entre essas estirpes € as diferentres
hospedeiras, como a variagdes de temperatura, que podem favorecer a multiplicagio diferencial de

cada uma delas (De Bokx e Piron, 1977).

4.4 Propriedade das particulas dos isolados de PVY.

No estudo das propriedades da particula viral, no extrato vegetal, os resultados obtidos
demonstram que houve pouca ou quase nenhuma diferenca entre os isolados (Tabela 6). Porém,
como todos os isolados sio estirpes de um mesmo virus (PVY), essa semelhanga ¢ aceitavel.
Smith (1972), cita que para o PVY o TIP ¢ de 62°C, DEP 2 x 107 (1:50.000) e LIV de cerca de
50 dias. Delgado-Sanchez ¢ Grogan (1970) e Beemster ¢ De Bokx (1987) relatam que extrato
vegetal oriundo de plantas de fumo apresenta TIP 55-60°C e 52-62°C, respectivamente, DEP 10*
a 10 e LIV dentro de 48-72hr. Segundo De Bokx e Huttinga (1981) e Brunt et al. (1996), a
estabilidade do virus Y da batata no extrato vegetal, proveniente de folhas de fumo infectadas sdo:
TIP entre 50 e 62°C, DEP entre 107 ¢ 10° ¢ LIV (18-22 °C) de 7 a 50 dias. Jé Hollings e Brunt
(1981a) afirmam que para o grupo Potyvirus o TIP é de 50 a 75°C, predominando entre 55 a
60°C, LIV de 1 a 50 dias, freqiientemente de 2 a 4 dias e, DEP de 10" a 10, sendo mais

freqiiente 10” a 10™,
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TABELA 6 - Propriedades das particulas dos isolados de PVY no extrato vegetal
de plantas de fumo (N. tabacum), cv. TNN. UFLA, Lavras-MG,

1997.
Propriedades
Estirpe (isolado) DEP TIP (°C) LIV (Dias)

PVY®-07 10* 55 - 60 10-15
PVY"-Br 6,7x 10 « 10-15
PVY™-54 10" « 15-20
PVY"-20 10°* « 10-15
PVY"-UFLA 6,7x 10" “ 15-20

Comparando os resultados citados acima, com os obtidos nesse trabalho, pode-se
observar que os isolados em estudo se comportam como os demais membros do grupo do virus Y
da Batata (PVY), familia Potyviridae.

Colariccio et al. (1997), estudando um isolado de PVY®, observou que o ponto de
inativagdo térmica foi de 63°C, o ponto de diluigido maxima igual a 10-4 e a longevidade “in vitro”
foi de um dia a temperatura ambiente, 3 dias em geladeira e 70 dias em congelador.

De Bokx, Kratchanova e Maat (1975), trabalhando com alguns isolados de PVY,
observaram variagdes quanto as suas propriedades fisicas, principalmente na longevidade “in
vitro”. Esta variou de 7 a 11 dias em extratos provenientes de plantas de batata e 38 a 50 dias em
extrato de plantas de fumo, tanto entre as estirpes PVY® como entre as PVY® e as PVY™. Ja
Gooding e Tolin (1973) ndo observaram diferencas nas propriedades de inativagio de trés isolados

oriundos de plantas de fumo. Contudo, o que se pode notar é que dentre as caracteristicas de
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estabilidade do virus no extrato vegetal, citadas na literatura, a longevidade “in vitro” (LIV) e o

ponto final de diluigdo s8o as que possuem maior variabilidade entre as estirpes de PVY.

4.5 Multiplicagio dos isolados de PVY ao longo do ciclo vegetativo de plantas de batata.

As absorbancias obtidas no teste DAS-ELISA, na diagnose dos isolados de Potyvirus
ao longo do ciclo vegetativo da cultivar Achat, inoculada separadamente aos 10 dias apos a
emergéncia, com cada um dos isolados de PVY, estdo representadas nas Figuras 5 e 6. Essas
inoculagtes foram feitas em dois periodos, diferentes, com um intervalo aproximado de um més
entre elas, mas em ambos os periodos, foi possivel notar uma rapida multiplicagio das particulas,
pelo aumento da absorbancia obtida no teste DAS-ELISA, de todos os isolados nos primeiros
trinta dias apds a inoculagdo, com excegdo do isolado velho (PVY"-UFLA). Isso corresponderia
aproximadamente ao periodo entre 35 e 50 dias apds a emergéncia. Entre 30 e 40 dias apos a
inoculagdo (50-60 dias pos-emergéncia), houve um rapido declinio na concentragdo das particulas,

que aumentou novamente no final do ciclo, ou seja, 70-80 dias apds a emergéncia.



52

1661 ‘DIN-SEIART V1AM "AAd P SOPE[OSI SO WOD AJUSWEDIUBIIW BPRNOOUT JBYDY “AD BIEIEQ 9P SAIRI[0f SOPI)
opuegardwd ‘VS[TH-SYA 21s9) OU BpIQO BIOURGIOSqR ejod ‘se[o 9Jjud SeIP ZOp 9P SO[BAIIIUI WOD ‘SBAIINOASUOD
s003vI[eAR 00U Wo epujul ‘ejuejd Bp OANEPFeA O[0l0 Op OFUO] OF SIEIA Ap seinoied ap odenuasuo) - ¢ VINOILL

(SYNAZAA) OYIVINIDONI SOV SVId

pS-NAAd—O—
1g-NAAD —%—
0T-NAAd X

| L0-0AA ——

VN =

J10JIU0D 0P BIDURQIOSAE P BIPIAL
STIISOWE SEP CIDUB(I0S(E op CIPOIA




1661 “DIN-SLIART V' TLIN “AAd OP SOP[OSI SO WOD JJUSWIEDIUEIIUW EPL[NOOUT JBYIY "AD BIEJEQq 9P SAIRI[O] SOPIOd)
opueSordws “‘YS[TH-SVA 2159} OU BPRAO BURQIOsqe e[ad S0 91ud SBIp ZOp op SO[eAIdUL WOD ‘SEAIINOASUOD
saodeI[eAR 00U W epujul ‘Bjueld Bp 0ANEIASOA O[O Op OFUO| OF SIBIA 3p seinonded op oedenuaduo) - 9 VINOII

(seuazap) QVIVTINIONI SQdV SVIA

==}

Tm-émlﬁlm
pS-NAAD —O—
0T-NAAd X
LO-0AA ——
| VTN

T
ol
—

¥
-+
—

=
J[01IUO0D OP BIDURIOSAE BP VIPIAI

-

T
oo
—

0%




54

Apesar das curvas obtidas nos dois experimentos serem bastante semelhantes, pode-se
notar uma diferenca nitida no comportamento dos isolados, nas duas diferentes €épocas, nos
primeiros vinte dias apos a inoculagdo. A concentragdo da maioria dos isolados, ao décimo e
vigésimo dia apos a inoculagdo, foi maior no experimento realizado entre outubro e dezembro/96,
sendo que a do PVY"-UFLA apresentou menor variagio ¢ a do PVY’-07 e PVY"-BR
apresentaram maior aumento. Do vigésimo ao trigésimo dia apos a inoculagdo, pode-se observar,
nas duas épocas, também uma variagio no comportamento dos isolados, porém todos eles
mostraram uma clara tendéncia de apresentar um aumento significativo na planta hospedeira.
Essas diferengas nas multiplicagbes dos isolados entre o primeiro ¢ segundo ensaio podem ter
alguma correlagdo com a temperatura na casa-de-vegetagdo, onde foi conduzido o experimento,
pois sabe-se que diferentes estirpes podem ter exigéncias diferentes em termos de temperatura
otima para a sua multiplicagdo (De Bokx e Piron, 1977). A estirpe PVY®, que foi descrita por
esses autores como sendo favorecida por temperaturas menores que as Otimas para a estirpe
PVY", apresentou em altas temperaturas, concentrag@o igual ou superior a das estirpes necroticas.
Isso pode estar relacionado com a cultivar empregada nos ensaios ou mesmo a constante
variabilidade que essas estirpes vém apresentando no campo, e a competitividade entre elas
poderia certamente ser um constante fator de pressdo de selegdo.

Entre os trinta e quarenta dias apos a inoculagdo, houve uma queda rapida da
concentragdo, com um novo aumento entre o quadragésimo e quinquagésimo dias, de todos os
isolados na planta. Somente o isolado necrético mais antigo (PVY'-UFLA), apresentou uma
concentragio praticamente uniforme, durante todo o ciclo da planta, muitas vezes menor que a

concentragdo dos demais virus, quando esses atingiram o ponto mais alto de concentragio na
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planta, cerca de 30 e 50 dias apos a inoculagdo, e no final do ciclo. Esse isolado certamente deve
pertencer ao grupo de isolados para os quais foi originalmente desenvolvida a resisténcia da
cultivar Achat na Alemanha, pois esta é descrita como resistente aos virus X e Y da batata
(Santos, Andrigueto ¢ Camargo, 1986). Os demais isolados necréticos, possivelmente, foram os
responsaveis pela quebra de resisténcia dessa cultivar. Chrzanowska (1991; 1994), verificou fato
semelhante em cultivares resistentes na Polonia.

O aumento acentuado da concentragio dos virus na planta, até o trigésimo dia, seguido
por uma brusca queda entre o trigésimo e quadragésimo dia e um novo aumento entre o
quadragésimo e quinquagésimo dia apos a inoculagédo, poderia ser explicado pelo desenvolvimento
fisiologico proprio da planta ao longo do seu ciclo vegetativo. Rowe (1993), descrevendo os
estagios de crescimento das plantas de batata, ressalta que a sua fase vegetativa pode ser dividida
em cinco estagios de desenvolvimento. O primeiro estdgio (I) é conhecido como fase
desenvolvimento dos brotos, ou seja, emergéncia das plantulas; o segundo estagio (II) é o de
crescimento vegetativo da planta, quando ocorre um rapido desenvolvimento de folhas e hastes.
Esses dois estagios duram de 30 a 70 dias, dependendo de varios fatores entre os quais as
caracteristicas particulares de cada variedade. No terceiro estagio (III), que dura de 10 a 14 dias,
ocorre o inicio de formagdo dos tubérculos, pelos estoldes, porém ndo ha apreciavel expansao
desses. No quarto estagio (IV) ferifica-se 0 aumento de volume dos tubérculos pré-formados, pelo
acumulo de agua, nutrientes e carboidratos. Nessa fase, ocorre um acentuado direcionamento de
carboidratos para os tubérculos, e um grande estimulo na mobilidade dos nutrientes inorganicos na

planta. O quinto e ultimo estagio (V) é marcado pela maturagio dos tubérculos, quando a planta
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sofre um declinio gradual em sua taxa de fotossintese, diminuindo o crescimento dos tubérculos e
alcancando o maximo de matéria seca.

A rapida multiplicagdo verificada nas trés primeiras analises, aproximadamente 25 a 45
dias apos a emergéncia, demonstrada pelos pontos 1 a 3 (10 a 30 dias apds a inoculagdo) das
figuras 5 e 6, coincide com os estagios II e III citados acima, onde o virus € favorecido pela alta
taxa de desenvolvimento vegetativa da planta, atingindo o méaximo ao trigésimo dia apds a
inoculagéio. Entre 30 e 40 dias apés a inoculagdo, provavelmente ocorreu o inicio da fase de
transloca¢do e acimulo de agua, nutrientes e carboidratos da planta para os tubérculos, havendo
também a transloca¢do e diminui¢io da concentragdio de particulas dos isolados nas folhas. O
aumento verificado entre o quadragésimo quinquagésimo dia apos a inoculagdo pode ser devido a
estabiliza¢do da transloca¢@o de nutrientes dentro da planta, fase em que o tubérculo deve perder a
prioridade de captagdo de carboidratos.

A alta concentragio do isolado PVY®-07 verificada nas condigdes deste trabalho, foi
supreendente pelo fato de a estirpe necrotica ter sido verificada em altas concentragdes, a nivel
de campo em infecGes primarias (Weidemann, 1988; Chrzanowska 1991 e 1994; Figueira e
Pinto, 1995; Figueira, Pinto ¢ Moraes, 1996, Figueira, Moraes e Pinto, 1996), ¢ secundarias em
lotes de batata-semente, muitas vezes ultrapassando os novos isolados necréticos em estudo
(Tabela 2 e Figura 1). Chrzanowska (1991) verificou, em infec¢bes primarias, que o novo
isolado da estirpe necrotica alcangou concentragdes rapidas e altas , em relagd@o ao isolado velho

e um isolado comum, porém, em infecgles secundarias, ambos os isolados tiveram

comportamento semelhante.
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4.6 Transmissibilidade pelo inseto vetor Myzus persicae L.

Estudando-se a transmissibilidade das diferentes estirpes pelo inseto vetor M. persicae
(Tabela 7) pode-se observar uma alta taxa de transmissdo dos isolados estudados, com excegdo do
isolado PVY®-07. Os isolados mais novos, ou seja as estirpes necroticas (PV'YN-Br e PVY"-54),
apresentaram entre 80 e 81% de transmissibilidade, contra 68,75% para o isolado mais velho
(PVY"-UFLA), que apresentou uma transmissibilidade ligeiramente menor. O isolado PVY 20

apresentou a menor transmissibilidade entre os necroticos, enquanto que o isolado PVY®-07 teve a

transmissibilidade mais baixa de todas.

TABELA 7 - Transmissdo dos diferentes isolados de PVY, através do vetor Myzus persicae
Sulz. (Temperatura média de 23°C). UFLA, Lavras-MG, 1997.

ESTIRPE FONTE DE | INDICADORA | N° PLANTAS %
(Isolado) INOCULO (Inf./Inoc.*) |TRANSMISSAO

PVY’-07 Batata “‘Achat’  Fumo ‘TNN’ 1/16 6,3
PVY"-Br Batata ‘Achat”  Fumo ‘TNN’ 13/16 81,3
PVY"-54 Batata ‘Achat’  Fumo ‘TNN’ 12/15 80,00
PVY™-20 Batata ‘Achat’  Fumo ‘TNN’ 8/16 50,00
PVY™-UFLA Fumo ‘TNN’  Fumo ‘TNN’ 11/16 68,8
TESTEMUNHA e Fumo ‘TNN’ 0/16 0,0

* Resultados confirmados pelo teste serologico DAS-ELISA.
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O fato de os isolados necroticos terem uma maior transmissibilidade pelo inseto vetor
tem sido atribuido a uma maior concentragdo das estirpes necroticas nos tecidos das plantas, como
ja comprovado por alguns autores (Weidemann, 1988; Chrzanowska, 1991 e 1994; Figueira e
Pinto, 1995; Figueira, Pinto e Moraes, 1996, Figueira, Moraes e Pinto, 1996).

Entretanto, os dados obtidos, representados nas figuras 5 e 6, mostram que a
concentragdo de todos os isolados estudados foi bastante semelhante durante todo o ciclo
vegetativo da batata, com excessdo do isolado PVY™-UFLA, que se manteve menor durante todo
o ciclo de vida da planta. Surpreendentemente, o isolado PVY®-07, que obteve uma das menores
transmissibilidades através do vetor, foi o que geralmente apresentou uma maior multiplicagio na
planta de batata.

Existem exemplos de que determinadas estirpes de virus podem ganhar ou perder a
habilidade de serem transmitidas por um afideo em particular (Matthews, 1992). Por outro lado, a
eficiéncia de um vetor pode ser diferente para diferentes estirpes de virus, dependendo de
propriedades ligadas & variabilidade das proteinas do capsideo ( Katis, Carpenter e Gibson, 1986;
Gera, Loebenstein e Raccah, 1979). Sabe-se que a transmissdo dos potyvirus depende de uma
proteina capsidial com peso molecular entre 53 ¢ 58 kDa, denominada de “helper component™ ou
HC-Pro (Dougherty e Carrington, 1988; Thomnbury et al., 1990).

Outro fator a ser considerado € a variabilidade na capacidade de individuos de uma
mesma populagdo de afideos em transmitir virus. Pirone e Thornbury (1977), trabalhando com
afideos alimentados artificialmente através de uma membrana, calcularam que cada afideo da
espécie M.persicae, submetido a um periodo fixo de alimentagdo, pode adquirir quantidades que

variaram de 10 a 4000 particulas de virus.
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Durante os experimentos, observou-se que houve um efeito significativo da planta
hospedeira sobre a colonizagio do afideo. Verificou-se que M. persicae se desenvolveu melhor em
plantas de N. physaloides que em pimentdo (C. annuum) e D. stramonium, onde foram criados
afideos maiores e melhores de se manejar, porém, o pimentdo apresentou-se mais tolerante aos
afideos, durando mais dias, sem apresentar definhamento. As coldnias provenientes do pimentio
apresentavam pulgSes pequenos, ou seja, a colonia apresentava-se quase que totalmente
homogeénea. Quanto a Datura, foi a que apresentou maior tolerincia & colonizagdo, porém, essa
planta € dtima hospedeira para acaros €, em determinada época do ano, pode inviabilizar a criagio.

Se a baixa transmissibilidade da estirpe PVY® fosse devida ao fato de esta estar
perdendo a habilidade de ser transmitida, durante os ultimos tempos, isso poderia explicar a
predomindncia das novas estirpes necréticas desse virus no campo. Por outro lado, essas novas
estirpes poderiam também possuir propriedades bioldgicas especificas que favorecessem a sua
dissemina¢@o por afideos, como por exemplo, ter uma proteina capsidial com maior habilidade

para promover a interagdo virus-vetor, incrementando a sua transmissibilidade.

4.7. Eficiéncia da técnica DAS-ELISA para detec¢fio de virus nas diferentes partes dos
tubérculos, e respectivas plintulas, oriundos de plantas de batata inoculadas, com os

isolados de PVY, no inicio e no final do ciclo vegetativo.

Os resultados obtidos na analise dos diferentes tecidos de tubérculo e plantulas
provenientes de plantas inoculadas, no inicio e no final do ciclo, estdo representados nas tabelas de

nimero 8 a 17. O nimero de tubérculos infectados por planta, quando esta foi inoculada
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mecinicamente no inicio do ciclo, foi acima de 90% para a maioria dos isolados estudados. A
{inica excessdo ocorreu com os tubérculos provenientes de plantas infectadas com o PVY™-UFLA,
o isolado mais antigo da estirpe necrdtica do PVY, estudado nesse trabaltho, pois estes
apresentaram um indice médio de infec¢do de apenas 24,4% (tabela 8). Como esse isolado foi o
que menos se multiplicou na planta durante todo o ciclo vegetativo, isso poderia, de fato, resultar
em uma menor translocagfo de particulas virais para os tubérculos. Chrzanowska (1991) também
relatou um alto indice de infec¢@o de virus nos tubérculos de plantas de batata infectadas com os
isolados de PVY, por ele estudados, e observou ainda que um isolado necrético novo apresentou

na planta, em infecgdes secundarias, a mesma concentragdoque a estirpe PVY °

TABELA 8 - Incidéncia de virus nas diferentes partes.do tubérculo e respectivas plantulas,
provenientes das plantas infectadas com o isolado PVY"-UFLA, inoculadas aos
10 dias ap6s a emergéncia. UFLA, Lavras-MG, 1997.

PLANTA N° tub. prod. Tecidos Brotos Plantulas
testados

Infec. % Infec. % Infec. %
1 08 00 0,0 01 12,5 01 12,5
2 01 00 0,0 00 0,0 00 0,0
3 07 00 0,0 01 14,3 01 14,3
4 08 00 0,0 01 12,5 02 25,0
5 08 00 0,0 01 12,5 02 25,0
6 09 00 0,0 01 11,1 01 11,1
7 09 00 0,0 03 333 03 33,3
8 08 01 12,5 03 37,5 03 37,5
9 08 01 12,5 02 25,0 03 37,5

TOTAL 66 02 3,0 13 19,7 16 244




TABELA 9 - Incidéncia de virus nas diferentes partes do tubérculo e respectivas plantulas,
provenientes das plantas infectadas com o isolado PVY®-07, inoculadas aos 10
dias apos a emergéncia. UFLA, Lavras-MG, 1997.

PLANTA N° tub. prod. Tecidos Brotos Plantulas
testados
Infec. % Infec. % Infec. %
1 04 00 0,0 02 50,0 04 100
2 03 00 0,0 01 33,3 03 100
3 10 01 10 07 70 10 100
4 07 00 0,0 06 85,7 06 85,7
5 05 00 0,0 03 60,0 03 60,0
6 09 01 11,1 07 77,8 08 88,9
7 07 01 14,3 06 85,7 06 85,7
8 09 02 22,2 08 88,9 09 100
9 06 01 16,7 05 83,3 06 100
10 04 01 25,0 03 75,0 04 100
TOTAL 64 07 10,9 48 75,0 59 18,6

TABELA 10 - Incidéncia de virus nas diferentes partes do tubérculo e respectivas plantulas,
provenientes das plantas infectadas com o isolado PVY"-54, inoculadas aos 10
dias apos a emergéncia. UFLA, Lavras-MG, 1997.

PLANTA N° tub. pred. Tecidos Brotos Plantulas
testados

Infec. % Infec. % Infec. %
1 04 00 0,0 02 50,0 04 100
2 07 00 0,0 07 100 07 100
3 06 00 0,0 04 66,7 06 100
4 03 00 0,0 02 66,7 02 66,7
5 06 01 16,7 03 50,0 06 100
6 03 00 0,0 03 100 03 100
7 03 00 0,0 02 66,7 03 100
8 07 00 0,0 05 71,4 07 100
9 07 00 0,0 04 57,1 06 85,7

TOTAL 46 01 2,17 32 69,6 44 95,7




TABELA 11 - Incidéncia de virus nas diferentes partes do tubérculo e respectivas plantulas,
provenientes das plantas infectadas com o isolado PVY™-20, inoculadas aos 10
dias ap6s a.emergéncia. UFLA, Lavras-MG, 1997.

PLANTA N° tub. prod. Tecidos Brotos Plantulas
testados
Infec. % Infec. % Infec. %
1 06 00 0,0 06 100 06 100
2 07 02 28,6 05 71,4 05 71,4
3 02 00 0,0 01 50,0 02 100
4 04 01 25,0 04 100 04 100
5 04 00 0,0 04 100 04 100
6 11 00 0,0 08 72,7 11 100
7 08 00 0,0 05 62,5 08 100
8 10 01 10,0 08 80,0 10 100
9 04 01 25,0 03 75,0 04 100
TOTAL 56 05 8,9 44 78,5 54 96,4

TABELA 12 - Incidéncia de virus nas diferentes partes do tubérculo e respectivas plantulas,
provenientes das plantas infectadas com o isolado PVY™-BR, inoculadas aos
10 dias apos a emergéncia. UFLA, Lavras-MG, 1997.

PLANTA N° tub. prod. Tecidos Brotos Plantulas
testados
Infec. % Infec. % Infec. %
1 07 00 0,0 05 71,4 06 85,7
2 05 00 0,0 04 80,0 05 100
3 08 01 12,5 05 62,5 08 100
4 05 01 20,0 05 100 05 100
5 06 ' 00 0,0 05 83,3 06 100
6 06 00 0,0 04 66,7 05 83,3
7 04 00 0,0 04 100 04 100
8 05 00 0,0 04 80,0 04 80,0
9 07 00 0,0 04 57,1 06 85,7

TOTAL 53 02 3,8 40 75,5 49 92,5
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TABELA 13 - Incidéncia de virus nas diferentes partes do tubérculo e respectivas plantulas,
provenientes das plantas infectadas com o isolado PVY™-UFLA, inoculadas
aos 50 dias apos a emergéncia. UFLA, Lavras-MG, 1997.

PLANTA N° tub. prod. Tecidos Brotos Plantulas
testados
Infec. % Infec. % Infec. %

1 05 00 0,0 00 0,0 00 0,0
2 03 00 0,0 02 66,7 02 66,7
3 05 00 0,0 01 20,0 02 40,0
4 03 00 0,0 00 0,0 00 0,0
5 04 00 0,0 00 0,0 00 0,0
6 03 00 0,0 00 0,0 00 0,0

TOTAL 23 00 0,0 03 13,0 04 17,4

TABELA 14 - Incidéncia de virus nas diferentes partes do tubérculo e respectivas plantulas,
provenientes das plantas infectadas com o isolado PVY®-07, inoculadas aos 50
dias apos a emergéncia. UFLA, Lavras-MG, 1997.

PLANTA N° tub. prod. Tecidos Brotos Plintulas
testados
Infec. % Infec. % Infec. %
1 04 00 0,0 02 50,0 02 50,0
2 02 00 0,0 01 50,0 01 50,0
3 06 00 0,0 01 16,7 01 16,7
4 07 00 0,0 06 85,7 07 100
5 09 00 0,0 07 77,8 09 100
6 06 02 33,3 06 100 06 100

TOTAL 34 02 5,9 23 67,7 26 76,5




TABELA 15 - Incidéncia de virus nas diferentes partes do tubérculo e respectivas pléntulas,
provenientes das plantas infectadas com o isolado PVY™-54, inoculadas aos 50
dias apos a emergéncia. UFLA, Lavras-MG, 1997.

PLANTA  N° tub. prod. Tecidos Brotos Plantulas
testados

Infec. % Infec. % Infec. %

1 02 00 0,0 00 0,0 00 0,0

2 03 00 0,0 00 0,0 00 0,0
3 02 00 0,0 01 50,0 01 50,0
4 03 00 0,0 01 33,3 01 33,3

5 04 01 25,0 03 75,0 04 100

6 05 00 0,0 00 0,0 00 0,0
TOTAL 19 01 53 05 26,3 06 31,6

TABELA 16 - Incidéncia de virus nas diferentes partes do tubérculo e respectivas plantulas,
provenientes das plantas infectadas com o isolado PVY"-20, inoculadas aos 50
dias apoOs a emergéncia. UFLA, Lavras-MG, 1997.

PLANTA  N° tub. prod. Tecidos Brotos Plantulas
testados
Infec. % Infec. % Infec. %
1 07 00 0,0 00 0,0 00 0,0
2 04 00 0,0 01 25,0 01 25,0
3 02 00 0,0 01 50,0 01 50,0
4 03 00 0,0 00 0,0 00 0,0
5 07 01 14,3 06 85,7 07 100
6 05 00 0,0 00 0,0 00 0,0
TOTAL 28 01 3,6 08 28,6 09 32,1
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TABELA 17 - Incidéncia de virus nas diferentes partes do tubérculo e respectivas plantulas,

provenientes das plantas infectadas com o isolado PVY"-Br, inoculadas aos 50

dias apos a emergéncia. UFLA, Lavras-MG, 1997.

PLANTA  N° tub. prod. Tecidos Brotos Plintulas
testados
Infec. % Infec. Infec. Y%

1 03 00 0,0 01 33,3 01 33,3
2 03 00 0,0 01 33,3 01 33,3
3 03 00 0,0 03 100 03 100
4 04 00 0,0 00 0,0 00 0,0
5 04 00 0,0 01 25,0 02 50,0
6 09 02 22,2 09 100 09 100

TOTAL 26 02 7,7 15 57,7 16 61,5

Nos experimentos em que as plantas de batata foram inoculadas no final do ciclo, como
era de se esperar devido a resisténcia de plantas maduras, o mimero de tubérculos infectados com
o isolado PVY™-UFLA foi ainda menor, ou seja, caiu para 17% (tabela 13). A translocagda dos
outros isolados de PVY também diminuiu, sendo que a menor foi observada para as estirpes
comum, PVY’-07 e PVY"-Br que infectaram, respectivamente, 76,5 e 61,5% dos tubérculos.

A resisténcia de plantas de batata no final do ciclo, comumente chamada de resisténcia
de plantas maduras, tem sido observada e estudada por diversos autores (Beemster, 1976; 1987;
Sangar, Agrawal e Nagaich, 1988; Gibson, 1991). Beemster (1976) observou que, em infecgdes
tardias, a estirpe necrética do PVY foi capaz de se translocar para os tubérculos, de quatro
cultivares de batata, a uma taxa muito mais alta que a estirpe comum. Nesse trabatho, o isolado
mais antigo da estirpe necrética do PVY apresentou uma taxa de translocagio bem inferior,

enquanto que a estirpe necrética nova apresentou uma translocagdo semelhante a estirpe comum.
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Provavelmente essa diferenca, em relacio aos resultados obtidos por Beemster (1976), seja devida
a resisténcia genética ao PVY, apresentada pela cultivar Achat, conforme comentado
anteriormente, uma vez que houve resisténcia a translocagao desse isolado também quando as
plantas foram inoculadas no inicio do ciclo. Qutro fato observado durante esses experimentos foi
que a porcentagem total de plantas infectadas caiu de uma média aproximada de 95%, entre as
plantas mecanicamente inoculadas no inicio do ciclo para, no maximo, 50% entre as plantas que
foram inoculadas no final do ciclo, com os isolados de PVY. Desse modo, verificou-se também
uma alta resisténcia da planta madura a infec¢@o por inoculagao mecanica.

Os dados das figuras 7 e 8 permitem observar que a porcentagem de escape na
diagnose do PVY, pela técnica DAS-ELISA, foi bastante grande, quando utilizaram-se tecidos de
tubérculos sem brotar, mesmo nas plantas inoculadas no inicio do ciclo, chegando a mais de 90%,
para certos isolados. Isso confirma que ndo se deve utilizar tubérculos antes da brotagdo, para
serem submetidos a indexac¢do do PVY através dessa técnica. Por outro lado, o escape observado
quando a diagnose foi feita em brotos de tubérculos originados de plantas inoculadas, tanto no
inicio quanto no final do ciclo, foi consideravelmente menor, chegando no maximo a 20% para a
maioria dos isolados. Isso porque, nesses experimentos, foi empregada a concentragdo de 1g de
tecido/10 ml de solugdo extratora. Alguns experimentos feitos posteriormente (dados ndo
publicados) mostraram que esse escape pode diminuir, quando utiliza-se a concentragdo de 1g de

tecido/5ml de solug@o.
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Resultados semelhantes foram encontrados e descritos por outros autores. Hill e
Jackson (1984), investigando a sensibilidade do teste DAS-ELISA na detec¢éo de PLRV e PVY,
observaram que o teste realizado nos tubérculos subestimou a incidéncia de ambos os virus, tendo
sido menos eficiente que os testes de pré-cultura e a diagonose direta nas folhas das plantulas,
fato que os autores atribuiram a auséncia do tratamento de quebra de dorméncia. Varios trabalhos
demonstraram que a quebra de dorméncia favorece a detecgdo de PVY em tubérculos infectados
(De Bokx, 1976, De Bokx e Maat, 1979; Gugerli e Gehriger, 1980; Reust ¢ Gugerli, 1984;
McDonald e Coleman, 1988).

Comparando-se as taxas de incidéncia de virus nos brotos e pliantulas provenientes de
tubérculos produzidos por plantas inoculadas, no inicio e no final do ciclo, pode-se notar que as
taxas de escape foram menores nos brotos dos tubérculos de plantas inoculadas no final do ciclo,
quando o resultado esperado seria exatamente o contrario. A explicagdo para esses dados pode
estar no tempo de armazenamento desses tubérculos, em cimara fria, apds a quebra da
dorméncia., antes de terem sido submetidos aos testes de diagnose. Apesar de terem sido colhidos
na mesma €poca, os tubérculos das plantas inoculadas no inicio e no final do ciclo foram também
submetidos & quebra de dorméncia na mesma época, mas os primeiros foram analisados cerca de
60 dias antes que os das plantas inoculadas no final do ciclo.

Gugerli ¢ Gehriger (1980) observaram que a diagnose do PVY em tubérculos, que
permaneceram armazenados por duas ou trés semanas a 22°C, permitiu uma avaliagio mais
acurada da incidéncia desse virus. Resultados semelhantes foram obtidos também por outros
pequisadores (Reust e Gugerli, 1984; McDonald e Coleman, 1988). De Bokx e Maat (1979),

encontraram evidéncias que a diagnose de PVY™ em tubérculos, estocados apos a brotagdo, foi
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mais eficiente do que a realizada logo apés o aparecimento dos primeiros brotos. Isso os levou a
postular que o fato de ocorrer multiplicagdo do virus nos tubérculos, durante o periodo de
estoque, ou mesmo outros fatores fisiologicos relacionados com o final da dorméncia, que forga a
liberagdo das particulas ja presentes, poderiam ter contribuido para aumentar essa eficiéncia.

De qualquer modo, como o numero de tubérculos provenientes das plantas inoculadas
no final do ciclo, analisados no presente trabalho, foi relativamente pequeno, existe a necessidade

de se estender esses testes a um maior nimero de tubérculos para uma confirmag@o dos resultados

obtidos.



5 CONCLUSOES

- No levantamento da incidéncia das principais viroses em lotes de batata-semente
observou-se que o PVY apresentou altas taxas com relagio ao PLRV; e que a sua estirpe
necrotica (PVY™) foi a que predominou quando comparada com a estirpe comum (PVY?).

- As cultivares ‘Achat’ (Alem3) e ‘Baraka’ (Holandesa), ambas descritas como
resistentes a0 PVY, foram as que apresentaram maior incidéncia em lotes de batata-semente, no
periodo de junho/95 a maio/96, sugerindo que a vinda das estirpes mais agressivas pode ter sido
através de batata-semente importada de paises da Europa.

- As plantas de fumo (Nicotiana tabacum L.) cv ‘TNN’ e Physalis floridana Rydb,
foram as que apresentaram diferengas mais nitidas entre os isolados da estirpe necrética de PVY,
demonstrando potencial para diferenciagio entre os isolados novos e antigo de PVY™.

- Plantas de batata cv. “Achat’ comportaram-se como resistentes ao isolado antigo de
PVY" e altamente susceptiveis aos novos isolados da estirpe necrotica e comum de PVY,
indicando que esses podem ter sido os reponsaveis pela quebra de resisténcia ao PVY, a nivel de

campo.
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- A reagdo positiva ao antissoro monoclonal so para o isolado mais velho, PVY"-
UFLA), leva i confimagdo de que os novos isolados da estirpe necrética sdo realmente diferentes,
havendo a necessidade de produgfio de antissoros monoclonais que sejam especificos para esses
novos variantes.

- Nio foi verificada nenhuma diferenca nas propriedades das particulas dos isolados
analisados, levando a confirmagdo de que tais caracteristicas ndo podem ser utilizadas para
diferenciagdo entre isolados pertencentes a um mesmo grupo de virus.

- A concentragio de particulas virais dos isolados estudados, com exce¢do do PVY™-
UFLA, variou consideravelmende com as principais fases vegetativas das plantas de batata cv.
‘Achat’,

- Houve uma maior transloca¢do em plantas inoculadas no inicio do ciclo, quando
comparada com as inoculadas no final do ciclo.

- Foi observado um grande escape em plantas inoculadas, no inicio e final de ciclo,
quando se utilizaram extratos de tubérculos sem brotar, na indexagio de PVY, havendo entdo a

necessidade de submeter os tubérculos a forcamento de brotagdo antes da indexagdo.
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