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RESUMO

A identificacdo das espécies de virus que ocorrem em batata-doce no Brasil é de grande
importancia para o delineamento de estratégias de manejo das lavouras e para a
indexacdo de matrizes nos programas de producdo de batata-doce livres de virus. O
presente trabalho teve o objetivo de realizar um levantamento de virus no Campo
Experimental de Batata-doce da Embrapa Hortalicas. Foram amostrados 153 geno6tipos
de batata-doce para a andlise, 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 feathery mottle virus (SPFMV), Sweet
potato latent virus (SPLV), Sweet potato mild speckling virus (SPMSV), Sweet potato
virus G (SPVG), Sweet potato mild mottle virus (SPMMYV), Sweet potato chlorotic fleck
virus (SPCFV), Sweet potato C-6 virus (C-6), Sweet potato chlorotic stunt virus
(SPCSV), Sweet potato collusive virus (SPCV) e Cucumber mosaic virus (CMV). Oito
antissoros foram adquiridos no Centro Internacional de la Papa (Lima, Peru) e 0s outros
dois (para 0 SPFMV e CMV) foram produzidos na Embrapa Hortalicas. Infeccdes
simples e mistas foram identificadas nas amostras submetidas a analise. Foram
observadas plantas infectadas por apenas uma espécie de virus (4,57%), duas (7,2%),
trés (4,57%), quatro (5,23%), cinco (11,8%), seis (11,11%), sete (9,15%), oito
(15,03%), nove (13,72%) e dez espécies de virus (17,64%).

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

ABSTRACT

Sweet potato virus survey on Embrapa Vegetables experimental field

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 experimental
sweet potato field at Embrapa Vegetables. We sampled 153 genotypes of sweet potato

for the analysis, which originally consisted of grafting on indicator plant Ipomoea
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setosa and subsequent viral detection in NCM-ELISA for ten viruses infecting sweet
potato: Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV), Sweet potato latent virus (SPLV),
Sweet potato mild speckling virus (SPMSV), Sweet potato virus G (SPVG), Sweet
potato mild mottle virus (SPMMYV), Sweet potato chlorotic fleck virus (SPCFV), Sweet
potato C-6 virus (C-6), Sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV), Sweet potato
collusive virus (SPCV) and Cucumber mosaic virus (CMV). 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. Simple and mixed
infections were identified in the samples submitted for analysis. Infected plants were
observed for only one species of virus (4.57%), two (7.2%), three (4.57%), four
(5.23%), five (11.8%), six (11.11%), seven (9.15%), eight (15.03%), nine patients
(13.72%) and ten species of viruses (17.64%).

Keywords: viral diagnostics, sweet potato, indexing and virus

INTRODUCAO

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 infec¢des assintomaticas em batata-doce e, em
alguns casos, até mesmo na planta indicadora Ipomoea setosa. Alguns séo sinergizados
pelo SPCSV, o mediador de doencas virais severas em batata-doce, enquanto outros
aparentemente ndo sdo. A infecgédo simultanea de SPCSV e Sweet potato feathery mottle
virus (SPFMV) caracterizam a doenga SPVD (“Sweet potato virus disease”),
responsavel por perdas considerdveis na producdo de batata-doce (Scheafers & Terry,
1976; Ngeve & Bouwkamp, 1991; Gibson et al., 1998; Valverde et al., 2007). Essa
doenca é caracterizada por clorose, deformacéo 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 é essencial
para o seu correto manejo. No entanto, a diagnose dos virus de batata-doce é dificultada
devido a ocorréncia de infeccOes mistas, diversas estirpes virais, e a distribuicdo

desigual do virus no interior da planta (Valverde et al., 2007; Clark et al., 2012). Devido
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a grande variabilidade de sintomas em funcdo do gendtipo e idade da planta, condi¢des
ambientais e presenca de complexos virais, 0s sintomas na batata-doce, inclusive a
auséncia de sintomas, tém pequeno valor no diagnostico viral. Nos anos recentes, 0s
virus tém sido detectados por meio de uma combinacdo de ensaios sorologicos e
baseados em &cido nucléico, mas em muitos casos, os 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 sorol6gicos mais conhecidos, tais como o ELISA
em membrana de nitrocelulose (NCM-Elisa) ou em microplaca sdo amplamente
utilizados para a deteccdo de virus de batata-doce. O CIP (Centro Internacional de La
Papa, Lima — Peru) fornece um kit diagnostico para a deteccdo soroldgica de um
namero dos mais comuns virus de RNA de batata-doce. O objetivo do presente trabalho
foi realizar um levantamento de virus no Campo Experimental de Batata-doce da
Embrapa Hortalicas. Foram amostrados genotipos de batata-doce (variedades locais,
cultivares e clones em fase de avaliacdo) para a analise, que constituiu inicialmente na
enxertia na planta indicadora Ipomoea setosa e posterior detec¢cdo viral em NCM-Elisa
para dez virus que infectam a batata-doce: Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV),
Sweet potato latent virus (SPLV), Sweet potato mild speckling virus (SPMSV), Sweet
potato virus G (SPVG), Sweet potato mild mottle virus (SPMMYV), Sweet potato
chlorotic fleck virus (SPCFV), Sweet potato C-6 virus (C-6), Sweet potato chlorotic
stunt virus (SPCSV), Sweet potato collusive virus (SPCV) e Cucumber mosaic virus
(CMV). 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 foi realizado no campo experimental da Embrapa
Hortalicas. Um total de 153 gendtipos - variedades locais, cultivares e clones em fase de
avaliacdo - foram submetidos a deteccdo viral. Foram coletadas ramas de batata-doce
com trés nds e levadas para a casa-de-vegetacdo onde foi realizada a enxertia em

Ipomoea setosa. Para tal, foram realizadas sementeiras da planta indicadora de modo
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que houvesse a disponibilizacdo de plantas em ponto de enxertia de forma escalonada
para a avaliagdo. Para cada amostra, realizou-se a enxertia em trés plantas de Ipomoea
setosa, tomando o cuidado para evitar contaminacdo por enxerto como a utilizacédo de
laminas individuais para cada genotipo enxertado e a lavagem das méos com sabao 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 excisdes foram cortadas em bisel e enxertadas
lateralmente na regido do hipocétilo das plantas-teste (1. setosa) que tiveram suas folhas
e apice 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 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 Laborat6rio
de Virologia Vegetal da Embrapa Hortaligas 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 tampéo de
extracdo 0,5 PBS (0,07M NaCl + 1mM KH2PO4 + 4mM Na2HPO4. 12H20 + 1mM
KCl). Foram aplicadas em membrana de nitrocelulose (Millipore 0,45 uM) aliquotas de
6ul 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 fixa¢do do extrato
vegetal aplicado na membrana. Em seguida, as membranas foram mergulhadas em
solugédo blogueadora composta pelo tampédo 0,5 PBS, acrescido de 2% de leite em po
desnatado, permanecendo por 1 hora a temperatura ambiente sob agitagcdo de 60 rpm.
Apbs o bloqueio, colocou-se as membranas no IgG (imunoglobulina) antissoro na
diluicdo 1:1000 sob agitacdo 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 agitacdo a 100 rpm e seguida incubadas numa solucdo de tampéo 0,5

11l Jornada Cientifica da Embrapa Hortalicas, 10 e 11 de junho, Embrapa Hortalicas 2013.



PBS diluiu-se o anti-lgG (imunoglobulina) geral para todos os virus testados (SPFMV,
SPMSV, SPCFV, SPMMV, SPLV, SPVG, SPCSV, SPCV, C-6 e CMV) na diluigéo
1:1000 por 4 horas com agitacdo de 60 rpm. Apos as 3 horas de agitacdo, as membranas
foram submetidas a triplice lavagem em tampdo 0,5 PBS, em intervalos de 3 minutos,
sob agitacdo a 100 rpm. Seguindo de uma fase de revelacdo onde a deteccdo do
complexo antigeno-anticorpo foi detectado adicionando-se 10mL de tampdo de
revelacdo (100mM NaCl + 100mM Tris-base + 5mM MgCl2) acrescido de 30uL. BCIP
e 60uL NBT. A interpretacdo dos resultados foi feita visualmente, considerando-se
positivas as amostras que resultaram no aparecimento de manchas de coloracéo parpura
na membrana de nitrocelulose e negativa quando mantidas a coloragdo de clorofila

verde.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 153 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 SPCV (83%) que é o mais comum, seguindo pelo SPMMV
(80,4%), SPFMV (77,8%), SPMSV (75,2%), CMV (69,3%), SPCFV (64,05%), SPVG
(62,09%), SPCSV (61,4%), C-6 (56,2%) e SPLV (28,1%). Infeccdes simples e mistas
foram identificadas nas amostras submetidas a analise. Foram observadas plantas
infectadas por apenas uma espécie de virus (4,57%), duas (7,2%), trés (4,57%), quatro
(5,23%), cinco (11,8%), seis (11,11%), sete (9,15%), oito (15,03%), nove (13,72%) e
dez espécies de virus (17,64%) (Tabelas 1 e 2). Ou seja, grande parte das plantas de
batata-doce esta infectada por complexos virais (compostos por diferentes combinactes
de virus) acima de 5 virus diferentes. Um total de 144 acessos do campo experimental
analisados foram provenientes do Centro-Oeste, 5 da regido Nordeste, 3 da regido Sul e
1 da regido Sudeste. Ao se considerar as diferentes regiGes geogréaficas brasileiras de
onde os acessos foram provenientes, verifica-se grande diferenga na distribuicdo dos
virus associados a essas plantas. Os materiais analisados apresentam diferentes
caracteristicas de coloracdo de polpa e pele da raiz tuberosa, porte, ciclo, entre outros
descritores morfoldgicos. E de se esperar uma tolerancia/resisténcia a infecgéo viral
diferenciada entre os genotipos, haja vista que apresentam diferentes constitui¢oes
genéticas. Os resultados obtidos indicam elevada diversidade viral associada a cultura

da batata-doce em condicGes brasileiras, em materiais provenientes de diferentes
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unidades da federagdo. As informacdes geradas serdo de grande importancia no
processo de indexacdo de matrizes de batata-doce apds o processo de limpeza clonal.
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Tabela 1. Distribuicdo das amostras de batata-doce analisadas quanto ao nimero de espécies virais associadas por regido geografica.

2 3 4 5 6 7 8 9 10
0 0 virus 1 |1lvirus| 2 virus 3 |virus| 4 |virus| 5 |virus| 6 |virus| 7 |virus virus| 9 |virus| 10 |virus
Amostras | virus (%) virus| (%) |virus| (%) |virus| (%) | virus | (%) |virus| (%) |virus| (%) |virus| (%) |virus| (%) |virus| (%) | virus | (%) Total
Sul 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 100 3
Sudeste 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 100 1
Centro-
Oeste 4,86 11 7,64 4,86 555 | 18 |125| 17 | 118 | 14 | 9,72 | 23 |1597| 21 |146| 18 | 125 144
Nordeste 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 100 5
Total 11 18 17 14 23 21 27 153
Tabela 2. Distribui¢do das amostras de batata-doce analisadas quanto as espécies virais associadas por regido geogréfica.
SPFMV SPLV SPMSV SPVG SPMMV SPCFV C-6 SPCSV SPCV CMV
Amostras | SPFMV | (%) |[SPLV| (%) |SPMSV| (%) |SPVG| (%) |SPMMV| (%) |SPCFV| (%) | C6 | (%) |SPCSV| (%) |[SPCV| (%) |CMV| (%) | Total
Sul 3 100 3 100 3 100 3 100 3 100 3 100 3 100 3 100 3 100 3 100 3
Sudeste 1 100 1 100 1 100 1 100 1 100 1 100 1 100 1 100 1 100 1 100 1
Centro-
Oeste 110 76,4 34 | 2361 106 73,61 86 59,72 114 79,17 89 61,8 74 | 51,38 85 59,03 120 | 83,33 | 107 74,3 144
Nordeste 5 100 5 100 5 100 5 100 5 100 5 100 5 100 5 100 5 100 5 100 5
Total 119 77,78 43 28,10 115 75,16 95 62,09 123 80,39 98 64,05 86 | 56,21 94 61,44 127 | 83,01 | 106 | 69,28 153
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