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Levantamento da diversidade de virus em batata-doce no Brasil
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RESUMO

Mais de 30 virus que infectam a cultura da batata-doce (Ipomoea batatas), distribuidos
em nove familias taxonémicas, ja foram identificados: Bromoviridae (1 virus),
Bunyaviridae (1), Caulimoviridae (3), Closteroviridae (1), Comoviridae (1),
Flexiviridae (1), Geminiviridae (15), Luteoviridae (1) e Potyviridae (9). A maioria
desses virus esta associada a infecgdes assintomaticas em batata-doce e, em alguns
casos, até mesmo na planta indicadora Ipomoea setosa. A identificacdo das espécies de
virus que ocorrem em batata-doce no Brasil € de grande importancia para o
delineamento de estratégias de manejo das lavouras e para a indexagdo de matrizes nos
programas de producdo de batata-doce livre de virus. O presente trabalho teve o
objetivo de realizar um levantamento de virus no Banco Ativo de Germoplasma de
Batata-doce da Embrapa Hortalicas. Foram amostrados 100 gendtipos de batata-doce
para a analise, que consistiu inicialmente na enxertia na planta indicadora Ipomoea
setosa e posterior deteccdo viral pela técnica NCM-Elisa para dez virus que infectam a
batata-doce: Sweet potato mild mottle virus (SPMMYV), Sweet potato latent virus
(SPLV), Sweet potato chlorotic fleck virus (SPCFV), Sweet potato mild speckling virus
(SPMSV), Sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV), C-6, Sweet potato collusive
virus (SPCV), Sweet potato virus G (SPVG), Cucumber mosaic virus (CMV) e Sweet
potato feathery mottle virus (SPFMV). Oito antissoros foram adquiridos no Centro
Internacional de la Papa (Lima, Peru) e os outros dois (para o0 SPFMV e CMV) foram
produzidos na Embrapa Hortalicas. Infecgbes simples e mistas foram identificadas nas
amostras submetidas a analise. Foram observadas plantas infectadas por apenas uma
espécie de virus (26%), duas (11%), trés (12%), quatro (14%), cinco (15%), seis (3%) e
sete espécies de virus (1%). Ou seja, grande parte das plantas de batata-doce esta
infectada por complexos virais (compostos por diferentes combinagdes de virus).
Dezoito acessos de batata-doce (18%) nédo apresentaram a infeccdo para nenhum dos

dez virus testados (ndo houve reacdo com os antissoros testados), o que os torna
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potenciais fontes de estudo para analise de resisténcia a virus no programa de
melhoramento genético da cultura.

PALAVRAS-CHAVE: diagnose viral, batata-doce, indexacdo, virus.

ABSTRACT

Survey of sweet potato viruses in Brazil

More than 30 viruses that infect the culture of sweet potato, distributed in nine
taxonomic families were identified: Bromoviridae (1 virus), Bunyaviridae (1),
Caulimoviridae (3), Closteroviridae (1), Comoviridae (1), Flexiviridae (1),
Geminiviridae (15), Luteoviridae (1) and Potyviridae (9) (Clark et al., 2012). Most of
these viruses is associated with asymptomatic infections sweet potato, and in some
cases even the indicator host Ipomoea setosa. The identification of virus species that
occur in Brazil is of great importance for the design of management strategies for crops
and for indexing arrays of sweet potato virus-free production programs. This work
presents a survey of viruses in the Sweet Potato Active Germplasm Bank from Embrapa
Vegetables. We sampled 100 genotypes of sweet potato for the analysis, which
originally consisted of grafting on indicator plant Ipomoea setosa and subsequent viral
detection in NCM-ELISA for ten viruses infecting sweet potato: Sweet potato mild
speckling virus (SPMMYV), Sweet potato latent virus (SPLV), Sweet potato chlorotic
flecks virus (SPCFV), Sweet potato mild speckling virus (SPMSV), Sweet potato
chlorotic stunt virus (SPCSV), C-6, Sweet potato collusive virus (SPCV), Sweet potato
virus G (SPVG), Cucumber mosaic virus (CMV) and Sweet potato feathery mottle virus
(SPEMV). Eight antisera were purchased from the Centre International de la Papa
(Lima, Peru) and the other two (for SPFMV and CMV) were produced in Embrapa
Vegetables. Single and mixed infections were identified in samples submitted for
analysis. Infected plants were observed for only one kind of virus (26%), two (11%),
three (12%), four (14%), five (15%), six (3%) and seven species of viruses (1%). That
is, most plants of sweet potato are infected by virus complex (composed of different
combinations of viruses). Eighteen genotypes of sweet potato (18%) had infection for
any of the ten viruses tested (there was no reaction with the antisera tested), which
makes them potential sources of study for analysis of virus resistance in the sweet
potato breeding program.

Keywords: viral diagnostics, sweet potato, indexing and virus.
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INTRODUCAO

Anualmente cerca de trés mil espécies vegetais sdo cultivadas, entretanto, dentre essas
apenas 150 sdo consideradas de valor econdmico no mercado internacional e apenas 12
sdo consideradas culturas fundamentais. A batata-doce (Ipomoea batatas (L.) Lam.),
membro da familia Convolvulaceae, esta incluida nesse grupo restrito e é considerada
uma importante cultura para a seguranca alimentar nos paises em desenvolvimento
(Barrera, 1986; Valverde et al., 2007; Gibson et al., 2009). A batata-doce apresenta
grande importancia em areas de baixa fertilidade por ser de facil cultivo e destaca-se por
possuir ampla adaptagdo, ciclo curto, tolerancia a seca e baixo custo de producéo. No
Brasil, a batata-doce apresenta caracteristicas de cultivo de subsisténcia. E rica em
carboidratos, vitaminas C e do complexo B e minerais, podendo apresentar altos teores
de vitamina A (Miranda et al., 1987). Na maioria dos paises latino-americanos, essa
cultura desempenha maior importancia para populagfes de baixa renda, sendo
produzida geralmente com pouca tecnologia e em pequenas areas marginais. E cultivada
em todas as areas tropicais e subtropicais do mundo e, consistentemente, esta no ranking
entre as 10 mais importantes culturas do mundo inteiro com base na elevada
produtividade, atingindo em torno de 130 milhdes de toneladas por ano em torno de 9
milhdes de hectares (Loebenstein & Thottappilly, 2009).

O método de propagacdo vegetativo facilita o acumulo de fitopatdgenos,
particularmente os de etiologia viral, causando a degenerescéncia e resultando em
declinio na produtividade e na qualidade do produto colhido (revisado por Karyeija et
al., 1998; Loebenstein et al., 2003; Tairo et al., 2005; Valverde et al., 2007). Embora
esta seja uma caracteristica comum da produgdo da batata-doce, a natureza dos
complexos virais que ocorrem em diferentes regibes e as estratégias tomadas para
manejar a doenca tem sido bastante variadas nos diferentes paises (Clark et al., 2012). A
batata-doce é frequentemente infectada por complexos virais (infeccGes mistas) e as
interacOes entre esses virus influenciam os sintomas e as perdas de producgéo (Carey et
al., 1999; Chung et al., 1986; Clark et al., 1998; Cohen, Milgram & Loebenstein, 1995;
Di Feo et al., 2000; Scheafers & Terry, 1976, Valverde, 2007). Existem combinacfes
virais que refletem em um quadro sintomatoldgico mais expressivo e,
consequentemente, maior perda de rendimento da cultura e outras combinagdes que

conduzem a infec¢Ges mais brandas.
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Mais de 30 virus que infectam a cultura da batata-doce, distribuidos em nove familias
taxondmicas, foram identificados: Bromoviridae (1 virus), Bunyaviridae (1),
Caulimoviridae (3), Closteroviridae (1), Comoviridae (1), Flexiviridae (1),
Geminiviridae (15), Luteoviridae (1), e Potyviridae (9). Metade deles séo virus de DNA
recentemente descritos pertencentes as familias Geminiviridae e Caulimoviridae. A
maioria desses virus esta associada com infecgdes assintomaticas em batata-doce e, em
alguns casos, até mesmo na planta indicadora Ipomoea setosa. Alguns séo sinergizados
pelo SPCSV, o mediador de doengas virais severas em batata-doce, enquanto outros
aparentemente ndo sdo. A infecgéo simultanea de SPCSV e Sweet potato feathery mottle
virus (SPFMV) caracterizam a doenga SPVD (“Sweet potato virus disease”),
responsavel por perdas consideraveis na producdo de batata-doce (Scheafers & Terry,
1976; Ngeve & Bouwkamp, 1991; Winter et al., 1992; Gibson et al., 1998; Valverde et
al., 2007). Essa doenca € caracterizada por clorose, deformacdo e diminuicdo do
tamanho das folhas, além de enfezamento da planta, podendo reduzir a produtividade
das plantas infectadas até 80% (Hahn, 1976; Mukiibi, 1977).

A deteccdo rapida e precisa dos virus € essencial para o seu correto manejo. No entanto,
a diagnose dos virus de batata-doce é dificultada devido a ocorréncia de infecgdes
mistas, diversas estirpes virais, e a distribuicdo desigual do virus no interior da planta
(Valverde et al., 2007; Clark et al., 2012). Devido a grande variabilidade de sintomas
em funcdo do genotipo e idade da planta, condicdes ambientais e presenca de
complexos virais, 0s sintomas na batata-doce, inclusive a auséncia de sintomas, tém
pequeno valor no diagndstico viral. Nos anos recentes, os virus tém sido detectados por
meio de uma combinacdo de ensaios soroldgicos e baseados em &cido nucléico, mas em
muitos casos, 0s titulos virais sdo tdo baixos que esses métodos devem ser combinados
com a enxertia prévia em |. setosa ou outros hospedeiros (Pozzer et al., 1995). Quando
se promove a enxertia combinada com os métodos de deteccdo soroldgica, verifica-se
que a eficiéncia de deteccdo pode ser altamente incrementada. Os métodos soroldgicos
mais conhecidos, tais como o ELISA em membrana de nitrocelulose (NCM-Elisa) ou
em microplaca sdo amplamente utilizados para a detec¢do de virus de batata-doce. O
CIP (Centro Internacional de La Papa, Lima — Peru) fornece um kit diagnéstico para a
detec¢do soroldgica de um nimero dos mais comuns virus de RNA de batata-doce.
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O objetivo do presente trabalho foi realizar um levantamento de virus no Banco Ativo
de Germoplasma de Batata-doce da Embrapa Hortalicas. Foram amostrados genotipos
de batata-doce para a andlise, que consistiu inicialmente na enxertia na planta
indicadora Ipomoea setosa e posterior deteccdo viral em NCM-Elisa para dez virus que
infectam a batata-doce: Sweet potato mild mottle virus (SPMMV), Sweet potato latent
virus (SPLV), Sweet potato chlorotic fleck virus (SPCFV), Sweet potato mild speckling
virus (SPMSV), Sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV), C-6, Sweet potato
collusive virus (SPCV), Sweet potato virus G (SPVG), Cucumber mosaic virus (CMV)
e Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV). A identificacdo das espécies de virus
que ocorrem no Brasil é de grande importancia para o delineamento de estratégias de
manejo das lavouras e para a indexacdo de matrizes de batata-doce nos programas de
producdo de batata-doce livres de virus.

MATERIAL E METODOS

O trabalho de levantamento de virus no Banco Ativo de Germoplasma de Batata-doce
foi iniciado em 2011. A colecdo de batata-doce fica situada na Fazenda Tamandua,
localizada na BR-060, Km 09, Bairro Gama, Brasilia-DF, com as seguintes
coordenadas: latitude de 15°56“31S e longitude 48°8“55”0 e a uma altitude de 997m
sobre o nivel do mar. Um total de 100 gendtipos foram submetidos & detecgéo viral.
Foram coletadas ramas de batata-doce com trés nds e levadas para a casa-de-vegetacao
onde foi realizada a enxertia em Ipomoea setosa. Para tal, foram realizadas sementeiras
da planta indicadora de modo que houvesse a disponibilizacdo de plantas em ponto de
enxertia de forma escalonada para a avaliacdo. Para cada amostra, realizou-se a enxertia
em trés plantas de Ipomoea setosa, tomando o cuidado para evitar contaminagdo por
enxerto como a utilizacdo de laminas individuais para cada genotipo enxertado e a
lavagem das mdos com sabdo em agua corrente a cada mudanca de genotipo. O
procedimento de enxertia consistiu em utilizar excisdes de aproximadamente 3 cm de
comprimento de caules de batata-doce coletadas como enxerto em |. setosa. As excisoes
foram cortadas em bisel e enxertadas lateralmente na regido do hipocétilo das plantas-
teste (I. setosa) que tiveram suas folhas e &pice destacados. Enxerto e porta-enxerto
foram unidos por meio de uma presilha. As plantas foram cobertas por plastico
umedecido por um periodo de dois dias e foram identificadas com o registro do BAG

utilizadas como enxerto e a data de realizacdo da enxertia. Adicionalmente, as plantas
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foram mantidas em casa-de-vegetacdo e continuamente observadas quanto &
manifestacdo de sintomas nas novas folhas emergentes de I. setosa por um periodo de
30 dias. Posteriormente, trés folhas de I. setosa foram coletadas (uma de cada planta que
recebeu enxerto do mesmo acesso de batata-doce do BAG), formando uma amostra
composta, e foram levadas ao Laboratdrio de Virologia Vegetal da Embrapa Hortalicas
para a diagnose viral.

Oito antissoros foram adquiridos no Centro Internacional de la Papa (Lima, Peru) e os
outros dois (para 0 SPFMV e CMV) foram produzidos na Embrapa Hortalicas. As
amostras foram processadas por meio de maceracdo manual com um rolinho na
presenca do tampédo de extracdo 0,5 PBS (0,07M NaCl + 1mM KH2PO4 + 4mM
Na2HPO4. 12H20 + 1mM KCI). Foram aplicadas em membrana de nitrocelulose
(Millipore 0,45 uM) aliquotas de 6ulL de cada amostra, assim como os controles de
planta sadia (negativo) e controles positivos que acompanham o kit de antissoros do
CIP. As membranas foram deixadas para secar por um periodo de 1 hora em
temperatura ambiente para a fixacdo do extrato vegetal aplicado na membrana. Em
seguida, as membranas foram mergulhadas em solucdo bloqueadora composta pelo
tampédo 0,5 PBS, acrescido de 2% de leite em p6 desnatado, permanecendo por 1 hora a
temperatura ambiente sob agitacdo de 60rpm. Apds o bloqueio, colocou-se as
membranas no 1gG (imunoglobulina) antissoro na dilui¢cdo 1:1000 sob agitagdo constate
de 60 rpm em overnight.

No dia seguinte as membranas foram submetidas a triplice lavagem em tampéo 0,5
PBS, em intervalos de 3 minutos, sob agitagdo a 100rpm e seguida incubadas numa
solugédo de tampé&o 0,5 PBS diluiu-se o anti-lIgG (imunoglobulina) geral para todos os
virus testados (SPFMV, SPMSV, SPCFV, SPMMV, SPLV, SPVG, SPCSV, SPCV, C-6
e CMV) na dilui¢do 1:1000 por 4 horas com agitacdo de 60 rpm. Apds as 3 horas de
agitacdo, as membranas foram submetidas a triplice lavagem em tampé&o 0,5 PBS, em
intervalos de 3 minutos, sob agitagdo a 100rpm. Seguindo de uma fase de revelagdo
onde a deteccdo do complexo antigeno-anticorpo foi detectado adicionando-se 10mL de
tampé&o de revelacdo (100mM NaCl + 100mM Tris-base + 5mM MgCl,) acrescido de
30uL BCIP e 60uL NBT. A interpretagdo dos resultados foi feita visualmente,

considerando-se positivas as amostras que resultaram no aparecimento de manchas de
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coloracdo purpura na membrana de nitrocelulose e negativa quando mantidas a
coloragéo de clorofila verde.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A enxertia de caule mostrou-se como um eficiente metodo de transmissao para 0s virus
testados, além da nitidez das amostras aplicadas. Apresentou-se como um método de
elevada simplicidade e confiabilidade, sendo os seus resultados associados a NCM-Elisa
bastante eficazes na diagnose dos virus de batata-doce. Além de econémico e rapido,
pode ser largamente adotada nos estudos de diversidade viral e no processo de
indexacdo de plantas matrizes de batata-doce proveniente do processo de limpeza
clonal. E possivel verificar também que, muitas vezes, a planta de batata-doce ndo
manifesta sintomas claros da infec¢do viral, entretanto, apos a enxertia em Ipomoea
setosa, verifica-se a expressao de sintomas tipicos da infeccao viral.

Um total de 100 plantas foram submetidas as analises por meio da enxertia em |. setosa
e posterior diagnose por NCM-Elisa. Um maior percentual de amostras de batata-doce
mostrou-se infectado pelo SPFMV (49%) que é o mais comum, seguindo pelo SPCSV
(46%), SPCV (42%), SPVG (41%), SPMSV (30%), SPCFV (14%), SPMMV (11%) e
SPLV (7%). InfeccBes simples e mistas foram identificadas nas amostras submetidas a
andlise. Foram observadas plantas infectadas por apenas uma espécie de virus (26%),
duas (11%), trés (12%), quatro (14%), cinco (15%), seis (3%) e sete espécies de virus
(1%) (Figuras 1 e 2). Ou seja, grande parte das plantas de batata-doce esta infectada por
complexos virais (compostos por diferentes combinacdes de virus). Dezoito plantas de
batata-doce (18%) ndo apresentaram a infeccdo para nenhum dos dez virus testados (n&o
houve reacdo com os antissoros testados), 0 que os torna potenciais fontes de estudo
para analise de resisténcia a virus, um possivel melhoramento genético, haja vista que as
plantas do BAG sdo mantidas em condicdes in vivo, suscetiveis a infeccdo pelos virus
por meio da transmissao via vetor.

E possivel verificar uma elevada proporcdo de acessos de batata-doce apresentando
infeccdo simultanea pelo SPFMV e SPCSV (24%), caracterizando a combinacao viral
responsavel pela “sweet potato virus disease” (SPVD). Pelo fato de cada acesso do
BAG ser representado por apenas duas plantas de batata-doce (cultivadas em vasos),
ndo é possivel inferir em relagdo a possiveis decréscimos de produtividade em funcéo

da infeccdo simultanea das espécies SPFMV e SPCSV, mas é possivel multiplicar os
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acessos para serem cultivados em condigdes de campo, possibilitando a avaliagédo do
desempenho agrondmico, contrastando-se a produtividade dos acessos infectados com
diferentes combinagdes virais.

Um total de 15 acessos do BAG analisados foram provenientes do Centro-Oeste
(Distrito Federal e Mato grosso), 35 da regido Norte (Rond6nia e Amazonas), 7 da
regido Nordeste (Ceard e Piaui), 14 da regido Sul (Parana e Santa Catarina), 11 da
regido Sudeste (Minas Gerais e Sao Paulo) e 18 amostras de procedéncia desconhecida.
Ao se considerar as diferentes regides geograficas brasileiras de onde os acessos foram
provenientes, verifica-se grande diferenca na distribui¢do dos virus associados a essas
plantas, como pode ser verificado na Figura 3. Os materiais analisados apresentam
diferentes caracteristicas de coloracdo de polpa e pele da raiz tuberosa, porte, ciclo,
entre outros descritores morfologicos. E de se esperar uma tolerancia/resisténcia a
infeccdo viral diferenciada entre os gendtipos, haja vista que apresentam diferentes
constituicBes genéticas.

Estudos recentes indicam que o controle das doencas virais nas lavouras de batata-doce
¢ mais desafiador do que se pensava previamente. Existem muito mais virus que
infectam a cultura do que se conhecia previamente. A maioria, sendo todos 0s virus
parecem ser distribuidos no mundo inteiro como consequéncia do movimento de
germoplasma ao longo das Ultimas décadas e séculos. Apesar dos progressos na
identificacdo dos virus de batata-doce, muitos dos quais provaram ser disseminados,
varias linhas de evidéncias sugerem que mais Vvirus permanecem ainda sem
identificacdo (Clark et al., 2012) e programas de quarentena continuaram a enfrentar
novos desafios. Virus de batata-doce continuam sendo frequentemente detectados em
programas de quarentena e testes adicionais podem ser necessarios para estes virus (Li
et al., 2008; Paprotka et al., 2010). Os resultados obtidos indicam elevada diversidade
viral associada a cultura da batata-doce em condi¢BGes brasileiras, em materiais
provenientes de diferentes unidades da federagdo. As informacgdes geradas serdo de
grande importancia no processo de indexacdo de matrizes de batata-doce apos o
processo de limpeza clonal.

O presente trabalho foi bastante relevante pelas informagdes geradas para a
caracterizagdo inicial do BAG quanto a resisténcia a viroses e direcionard estudos

futuros que enfoquem a avaliacdo da resisténcia em condi¢bes controladas para que
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sejam selecionados genétipos no programa de melhoramento. A facilidade ou
dificuldade manifestada por um acesso a infec¢do viral caracterizam o seu nivel de
resisténcia, informacao muito importante no desenvolvimento de clones superiores para
serem recomendados para o plantio pelo agricultor. A origem dos diferentes gendtipos
componentes do Banco Ativo de Germoplasma de Batata-doce da Embrapa Hortaligas é
bastante variada, ou seja, esses sdo provenientes de regides com caracteristicas
climaticas e edaficas diferentes, com consequente adaptacao particular para cada regiao.
Em relacdo a indexacdo de plantas matrizes, o conhecimento da diversidade viral
associada a cultura possibilitara o delineamento de ferramentas de deteccdo que
contemplem a diversidade encontrada em territorio brasileiro. Métodos sdo necessarios
para permitir deteccdo rapida e de baixo custo dos virus no campo e possibilitar a
execucdo de estudos epidemiologicos e o planejamento adequado de sistemas de
multiplicacdo de sementes, levando em consideracdo ambos: pressdao de infeccdo e
manejo do vetor.
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