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RESUMO

O Lettuce mosaic virus (LMV) e considerado um dos virus de maior importancia na cultura da
alface, pois além de causar perdas considerdveis na cultura, é transmitido por sementes e por
afideos. Em condicGes naturais, podem ocorrer diversos variantes genéticos do LMV, como a
estirpe que causa o fechamento de cabega em alface cv. Regina 579, que tem sido estudada no
DFP/UFLA, denominado LMV cf. Neste trabalho, foi estudado o efeito dessa estirpe, em
comparagdo com outra estirpe, denominado LMV AF198, em 12 cultivares de alface: Quatro
Estacdes, Grand Rapids, Rubete, Everglades, Salinas 88, Winslow, Colorado, Regina, Raider
Plus, Balsamo, Luiza e Grandes Lagos, As cultivares de alface foram inoculadas
mecanicamente com o0s dois isolados virais, foram mantidas repetices como controle. As
plantas foram monitoras visualmente, para avaliacdo dos sintomas e, a partir do 14° dia apds
inoculacdo, foram testadas, semanalmente, pelo teste soroldgico DAS-ELISA para
acompanhar o desenvolvimento da infeccdo. As cultivares que ndo foram positivas para o
DAS-ELISA e as que apresentaram sintomas diferentes entre as estirpes foram submetidas a
extracdo de RNA e ao RT-PCR. Simultaneamente, foram desenhados primers especificos para
amplificacdo das proteinas P3 e 6K2, uma vez que em trabalhos anteriores, sugeriu-se um
estudo dessas proteinas, ou seja, as mesmas candidatas a inducdo do sintoma atipico do LMV
cf. Dentre os sintomas observados, as cultivares em que se apresentaram o fechamento da
cabeca quando inoculadas com LMV Cf, foram, Regina 579 e Quatro Estagcdes. Na estirpe
LMV cf, as cvs. Rubete, Everglades, Salinas 88 e Luiza apresentaram resisténcia, com
resultado negativo no DAS-ELISA, as demais cvs. apresentaram concentracdo de particulas
virais e foram positivas. Na estirpe LMV AF198, somente as cvs. Everglades e Luiza
mantiveram a resisténcia, apresentando resultado negativo; dentre as cvs. que apresentaram
resultado positivo destaca-se a Salinas 88, que, embora ndo tenha apresentado sintomas, foi
detectada concentracdo de particulas virais com resultado positivo no DAS-ELISA, mesmo
resistente. No RT-PCR todas as cvs. analisadas foram positivas. Foi concluido que existe
diferenca entre as duas estirpes, as quais podem ser observadas nos sintomas induzidos nas
cvs. e nos resultados obtidos pelo DAS-ELISA e RT-PCR. As proteinas 6K2 dos dois
isolados foram expressas em plantas transgénicas, ndo tendo havido diferencas entre elas,
sugere-se 0 estudo das demais proteinas. Esse estudo traz informacdes importantes na relacao
desse patdgeno com a planta hospedeira e os resultados obtidos colaboram com os estudos de
melhoramento de cultivares de alface resistente as diversas estirpes do LMV.

Palavras-chave: Alface. LMV. DAS-ELISA.



ABSTRACT

Lettuce mosaic virus (LMV), transmitted by seeds and aphids, is considered one of the most
important viruses in lettuce crop, given that it causes considerable losses in the crop. Several
genetic variants of LMV can occur under natural conditions, such as the strain that causes
head closure in cv. Regina 579, which has been studied at the Department of Phytopathology
(DFP) of the Universiadade Federal de Lavras (UFLA), denominated LMV cf. In this work,
the effect of this strain over 12 lettuce cultivars was compared to that of another strain, LMV
AF198, using the following cultivars: Quatro Estaces, Grand Rapids, Rubete, Everglades,
Salinas 88, Winslow, Colorado, Regina, Raider Plus, Balsamo, Luiza and Great Lakes. The
lettuce cultivars were mechanically inoculated with the two viral isolates, maintaining a few
replicates as control. The plants were visually monitored for symptom assessment and, from
the 14™ day after inoculation, were weekly tested using the DAS-ELISA serological test to
monitor infection development. The cultures with negative DAS-ELISA results, and those
presenting different symptoms between the strains, were submitted to RNA extraction and
RT-PCR. Simultaneously, specific primers were designed to amplify the P3 and 6K2 proteins.
In previous studies, it has been suggested that these proteins be studied, as they are candidates
for the induction of the atypical LMV cf. symptom. Among the symptoms observed, the
cultivars presenting head closure when inoculated with MRL cf. were Regina 579 and Quatro
Estacdes. In the LMV cf. strain, cvs. Rubete, Everglades, Salinas 88 and Luiza presented
resistance, with negative DAS-ELISA results. The remaining cvs. Presented viral particles
concentration, and were positive. In strain LMV AF198, only cvs. Everglades and Luiza
maintained resistance, presenting negative result. Among the cvs. that showed positive
results, Salinas 88 was highlighted given that, despite the lack of symptoms, presented viral
particles concentration, with a positive DAS-ELISA result, even while resistant. When using
RT-PCR, all cvs. analyzed were positive. In conclusion, there was difference between the two
strains, which can be observed in the symptoms induced in cvs. and with the results obtained
by DAS-ELISA and RT-PCR. The 6K2 proteins of both isolates were expressed in transgenic
plants, with no differences between them, suggesting the study of the other proteins. This
study provides important information on the relation between this pathogen and the host plant,
and the results obtained contribute to the breeding studies of lettuce cultivars resistant to
various LMV strains.

Keywords: Lettuce. LMV. DAS-ELISA.
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1 INTRODUCAO

A Alface (Lactuca sativa L.), folhosa pertencente a familia Asteracea, é a hortalica
mais consumida no Brasil e no mundo, ¢ a terceira hortalica com maior volume de producao,
ficando atrds somente da melancia e do tomate (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2016). Essa grande aceitacdo nas mesas brasileiras estd associada a
abundante variabilidade de cultivares registrada, uma vez que existe uma grande procura por
produtos diversificados. Nos ultimos anos, as cultivares de alface consumidas no pais tém
aumentado, as mais conhecidas sdo as lisas e as crespas (HENZ; SUINAGA, 2009).

Por ser um produto consumido in natura e de grande importancia para o agronegocio
brasileiro, é fundamental que se mantenha a sua qualidade, que pode ser afetada por diversos
patdgenos, como fungos, bactérias, nematoides e virus, o que leva a perdas significativas de
producdo e qualidade. Dentre os patdgenos mais importantes, 0s virus se destacam por serem
de dificil controle, rapida disseminacdo e inducdo de sintomas que inviabilizam a
comercializacdo da planta. Além disso, o0 método de cultivo escalonado da alface, na qual
existe uma sobreposicédo de ciclo das plantas, geralmente propicia a disseminacdo do virus da
cultura em final de ciclo para a cultura mais nova, com consequente introducdo do in6culo
numa fase em que a planta se encontra mais suscetivel.

Apesar de a alface ser suscetivel a diversas espécies de virus, no Brasil o Lettuce
mosaic virus (LMV) é considerado um dos patdgenos mais importantes e de ampla ocorréncia
nas lavouras, esta, portanto, associado a um grande nimero de relatos de perdas no campo
(PAVAN et al., 2008). Esse virus, descrito pela primeira vez na Flérida por Jagger (1921),
pertence ao género Potyvirus, familia Potyviridae, e, atualmente, é encontrado em todas as
areas em que se cultiva a alface no mundo. A sua transmissdo no campo é feita por afideos,
de modo ndo persistente ou estiletar, 0 Myzus persicae € uma das espécies vetoras mais
importantes. Pode também ser transmitido pelas sementes, em uma taxa que varia de 1,9 a
18% (DINANT; LOT, 1992; KRAUSE-SAKATE et al.,, 2002; GERMAN-RETANA;
WALTER; LE GALL, 2008) o que faz com que ele possa ser disseminado a grandes distancias
via material propagativo, aumentando a sua importancia como patdégeno. Os sintomas variam
com a espécie e a idade em que a planta for infectada, com o isolado viral e com as condicdes
ambientais, sdo basicamente constituidos por mosaicos com diferentes severidades,
deformacdo foliar e subdesenvolvimento da planta. Em alguns casos podem até ocorrer

NECroses severas.
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O LMV pode apresentar diferentes variantes genéticos, denominados de patdtipos ou
estirpes (ADAMS et al., 2017). As estirpes de LMV ja descritas foram classificadas em trés
principais grupos: LMV-Yar, LMV-Greek e LMV-RoW, dos quais o ultimo contém o maior
numero de isolados e esta agrupado nos dois subgrupos LMV - Most e LMV Common
(FIRMINO et al., 2008; LIM et al., 2014). Entretanto, existe uma grande variabilidade nos
isolados virais, de modo que o surgimento de novas estirpes tem sido um evento recorrente.

Um isolado de LMV coletado no Rio de Janeiro, denominado de LMV-Cf, por induzir
um fechamento na cabeca de plantas da alface cv. Regina 579, que normalmente ndo
apresentam essa caracteristica quando infectadas com outros isolados desse virus, foi descrito
pela primeira vez por Oliveira et al. (2005). Desde entéo, este tem sido alvo de estudos no
DFP/UFLA, de modo que mais de 90% de seu genoma tinha sido sequenciado por Lucas
(2014). A analise desse fragmento genémico disponivel revelou que a identidade de
nucleotideos e de aminoacidos das proteinas P3 e 6K2, com as de outros isolados de LMV
disponiveis no GenBank foram, em média, menores do que o usualmente observado entre
isolados desse virus, indicando uma possivel relacdo entre essa diversidade e os sintomas
atipicos induzidos por este isolado. Assim, concluir o sequenciamento e investigar o papel
dessas proteinas, na infecgdo viral, poderia trazer informacfes importantes sobre se essa
divergéncia se encontra localizada, apenas, nas Proteinas P3 e 6K2 e se ela estaria ligada de
algum modo a indug&o dos sintomas.

O objetivo deste trabalho foi continuar as investigacGes anteriores, terminando o
sequenciamento dos 10% restantes do genoma do LMV-Cf e investigando as propriedades
bioldgicas desse isolado, em comparagdo com as de um isolado tipico do LMV, caracterizadas
pela sintomatologia induzida por eles e a sua concentragdo em diferentes cultivares de alface.
Paralelamente, as proteinas 6K2 dos dois isolados foram amplificadas, clonadas em vetor de
expressao, fusionadas a proteina fluorescente GFP, e, posteriormente, expressadas em
linhagens de plantas transgénicas de Nicotiana benthamiana para investigar se as diferencas
de identidade observadas entre as proteinas do LMV-Cf e do LMV-AF198 seriam refletidas

na localizacdo dessas proteinas no ambiente celular in vivo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A Alface

A alface (Lactuca sativa L.), proveniente do mediterraneo, é a folhosa mais consumida
in natura e amplamente cultivada em todo o mundo (FILGUEIRA, 2003). Atualmente, apos
sucessivas selecOes artificiais, numerosas cultivares mais produtivas, adaptadas a diferentes
condic@es climéticas e de melhor qualidade para consumo ja foram registradas. As cultivares
sdo agrupadas por sua morfologia foliar e tipo de cabeca em cinco grupos diferentes:
Repolhuda Lisa: as folhas sdo lisas, com textura macia e delicada a cabeca é tipica e
compacta; Repolhuda Crespa ou Americana: como o nome diz suas folhas séo crespas, textura
crocante e cabeca grande e compacta; Solta Lisa: O proprio nhome ja caracteriza o aspecto da
folha e ndo ocorre formacgdo de cabeca compacta; Solta Crespa: Embora as folhas sejam
crespas a textura é macia, porém consistente, pode ter coloracdo verde ou roxa e ndo existe
formacdo de cabeca e a Tipo Romana: com folhas alongadas, firmes e cabeca em forma de
cone por suas folhas alongadas (HENZ; SUINAGA, 2009). Embora as cultivares mais
conhecidas seja a lisa e a crespa, nos altimos anos, houve um aumento na procura por
cultivares diferentes com textura foliar mais crocante e maior durabilidade nas prateleiras,
como € o caso da americana. Um dos fatores do aumento de sua demanda esté relacionado
com o crescimento no ramo alimenticio de fast foods (SALA; COSTA, 2012). Em 2016, a
quantidade de alface ofertada no CEASAMINAS, na grande BH, foi superior a setenta mil
quilos (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2017).

Além de sua importancia na alimentacao, principalmente por ser de baixa caloria e
auxiliar na manutencao de uma dieta saudavel, estudos relatam o seu alto potencial como uma
cultura farmacéutica, contendo propriedades analgésicas, anti-inflamatdrias, antidepressiva e
anticoagulante (ISMAIL; MIRZA, 2015).

2.2 Lettuce mosaic virus (LMV)

O LMV é pertencente ao género Potyvirus, da familia Potyviridae, e sua estrutura é
composta por particulas filamentosas e flexuosas, medindo, aproximadamente, 750nm de
comprimento por 15nm de didmetro. A maioria dos isolados possui 10.080 nucleotideos,
contendo a proteina codificada pelo virus, denominada VPG, na extremidade 5’ ¢ cauda Poli
A na extremidade 3’. Seu genoma é de RNA de fita simples, senso positiva. Possui uma
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ampla gama de hospedeiros, abrangendo mais de 120 espécies vegetais, pertencentes a 17
familias e 60 géneros. Sua disseminacdo se da através de sementes e por afideos, de modo néo
persistente. Apesar de baixa, a taxa de transmissao pelas sementes é considerada de grande
importancia na sua introducéo e disseminagdo no campo. Devido a sua variabilidade, o LMV
foi classificado em trés grupos: grupo I: cujos isolados infectam somente cultivares
suscetiveis; grupo Il: com isolados que infectam cultivar Ithaca, que carrega um gene de
resisténcia Mol?; e grupo I11: com isolados que induzem sintomas mais severos em todas as
cultivares (ADAMS et al.,, 2017; GERMAN-RETANA; WALTER; LE GALL, 2008;
KUROZAWA,; PAVAN, 1997). Dentro desses grupos os isolados recebem classificagdes que
colaboram na identificagdo das diferentes estirpes, de acordo com Pink, Lot e Johson (1992)
foram classificados os seguintes isolados, LMV-E, LMV-F, LMV-W, LMV-G e LMV-YAR.
Ja Krause-Sakate et al. (2002) classificou os isolados por diferentes localidades: isolados da
Grécia: Grl, Gr4, Gr5, Gr5b, Gr6, Gr8, Grl0, Grl7, Grl8, GrB, GrB7, GrC1, GrC4, GrD2,
GrD5, Gre4, Gre6, GrH1, GrH7, Grll, Grl4, GrJ1, GrJ5 e Knossos; Tunisia: Tn2, Tn3, Tn4,
Tn9, Tnl3, Tn19b, Tn19r, Tn21.4, TnC, TnD, TnOL2, TnOL3, TnRL1e TnSaR; Franca: 0, 1,
13, 9, Aud, Frl, Fr2, Fr3 e Fr4; Brasil: AF198, AF199, Br6 e Br21; Egito: Egl, Eg6 e Eg7;
Australia: A231 e A435; Senegal: Snl e Sn2; Dinamarca: Dg; Japdo: DK; Espanha: E;
Republica do Iémen Yar e China Yajang.

O LMV, assim como os demais Potyvirus, codifica apenas uma poliproteina, que é,
posteriormente, clivada dando origem as proteinas P1, HC-PRO, P3, 6K1, Cl, 6K2, VPg, Nla-
PRO, NIb e CP (FIGURA 1).

Figura 1 - Expressao dos genes de Lettuce mosaic virus (LMV).

Polyprotein
S’I.(/Pg\t ‘ AaAsAMANAL 3
— PIPO i
l P1-pro | HC-pro p; ‘ «a VPg lNIa-pro NIb RdRp P
y Slippage v Cleavage by Nla-pro

’P]-pro HC-pro | M\VP

U U}Mﬁ)

Fonte: adaptado de Potyviridae... (2016).
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Além de ter mais de uma fungdo, essas proteinas podem também interagir umas com
as outras, para exercer funcdes diversas. A P1 é a proteina menos conservada, e possui 0
tamanho bem variado. Possui atividade de protease e desempenha um importante papel na
replicacdo do virus, juntamente as proteinas HC-PRO, P3, CI, 6K2, VPg e Nla-PRO. A HC-
PRO também atua na supressdo do silenciamento génico pos-transcricional, transmissao por
vetores e no movimento célula-a-célula. A P3, além de atuar na replicacdo do virus, pode
atuar na selecdo da gama de hospedeiros e na inducdo dos sintomas. A 6K1 ndo possui uma
funcdo conhecida. Cl e NIb sdo as maiores responsaveis pela replicacdo, a Cl tem atividades
de helicase e a NIb de polimerase. A 6K2 mantém o complexo replicativo que fica ancorado
na membrana plasmatica do hospedeiro, enquanto que a VPg desempenha diversos papéis no
ciclo de infeccdo viral, essencial para a replicacdo e traducdo do virus. A Nla-PRO ¢
responsavel pela clivagem da maioria dos sitios de clivagem da poliproteina. A CP € a
proteina do capsideo, tem papel na transmissdo por afideos, no movimento célula-a-célula e
na amplificagdo do genoma. Estudos recentes tém mostrado a presenca de uma nova ORF
denominada PIPO, é expressa pela fusdo P3-PIPO através de um frameshifting ribossomal,
essa proteina tem importante papel no movimento intercelular do virus (ADAMS et al., 2017;
ZERBINI, 1998).

2.3 Sintomatologia e controle

Os sintomas caracteristicos do LMV em cultivares de alface sdo mosaico, mosqueado,
nanismo, clareamento das nervuras distor¢do e amarelecimento foliar, pregueado da margem
foliar, necrose e ma formacao da cabeca. A severidade dos sintomas pode variar de acordo
com a cultivar, idade da planta infectada e estirpe de virus. Quando se trata de grande
descoloracdo das nervuras e grave necrose, esses sintomas podem levar a planta infectada a
morte (GERMAN-RETANA; WALTER; LE GALL, 2008; MOU; RYDER, 2010).

Bos, Huijberts e Cuperus (1994) inocularam diversas estirpes de LMV em plantas
hospedeiras, foi possivel notar que os sintomas sao bastante variaveis. Quando inoculados em
Chenopodium amaranticolor, os sintomas foram lesfes clordticas locais, onde houve
amarelecimento das folhas, posteriormente foi observado anel necrético verde escuro e ma
formacédo foliar, na Nicotiana benthamiana, os sintomas foram mosaico e anéis clordticos.

Em Cichorium intybus, os sintomas foram tardios, com grandes anéis cloréticos, mosaico e



17

atrofia da planta. Em Pisum sativum, houve lesdes necrdticas locais, mosaico e redugdo do
crescimento.

Dentre os meios de controle da doenga, quando se trata de plantas cultivadas fora de
ambiente protegido, estd o preventivo, que seria um controle antes do plantio, a certificacdo
de sementes livre de virus e um periodo sem o plantio da alface para evitar, assim, o0 aumento
do potencial de indculo (BARRIERE et al., 2014; WISLER; DUFFUS, 2000).

A resisténcia genética € um dos principais meios de controle, sdo dois alelos
recessivos, denominados de mol' e mol?, associados & tolerancia ou resisténcia em cultivares
de alface. Quando ocorre tolerancia, as plantas ndo apresentam sintomas, porém o virus se
replica nelas, ja no caso de resisténcia as plantas ndo adquirem o acumulo viral e ndo ocorre
replicacdo (GERMAN-RETANA; WALTER; LE GALL, 2008; PAVAN et al., 2008).

2.4 Diagnose do Lettuce mosaic virus

Devido as cultivares de alface tolerante, diferentes estirpes virais e influéncia
ambiental, como os fatores bidticos e abidticos, os métodos de diagnose do LMV, além do
bioldgico, sdo de grande importancia. Os métodos utilizados sdo DAS-ELISA e RT-PCR.

A técnica soroldgica de ensaio imunoldgico DAS-ELISA descrita por Clark e Adams
(1977) é baseada na interacdo antigeno-anticorpo e gera resultados por absorbancia
semiquantitativos e semiqualitativos. Shukla e Ward (1989) afirmam que as técnicas
soroldgicas eram as mais preferidas naquele momento entre os diferentes métodos utilizados
para a deteccdo, identificacdo e classificacdo dos virus. Para avaliar a infeccdo sistémica e o
acumulo de RNA viral de LMV, Beserra Junior (2008) utilizou ambos os métodos. Pavan et
al. (2008) afirma que os métodos de deteccdo de plantas infectadas pelo LMV sdo ELISA e
PCR. Para testar a eficiéncia de resisténcia ao LMV de alfaces produzidas in vitro, Mazier et
al. (2004) analisaram, primeiramente, a concentracdo viral semiquantitativa pelo DAS-ELISA
e, posteriormente, expressou com GFP toda superficie foliar.

Os métodos de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tém sido desenvolvidos e
aplicados como sistema de deteccéo de patogenos em diversos tecidos (DUARTE et al., 2016;
PEYPELUT et al., 2004; THOMSON; DIETZGEN, 1995). Plantas assintomaticas podem
apresentar infecgdo viral, essa técnica é muito utilizada para a quantificacdo da presenca
(QRT-PCR) e concentracdo de particulas virais bem como sua interacdo com o hospedeiro
(ABDUL-CAREEM et al., 2006) e, juntamente ao teste DAS-ELISA, pode se identificar
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possiveis plantas tolerantes e avaliar a dindmica das diferentes estirpes nas diferentes
cultivares de alface (FIRMINO et al., 2008; SHARMA et al., 2016).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo das plantas e manutencao do indculo

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, no laboratdrio de Virologia
Molecular, e no Centro de Indexacdo de Virus de Minas Gerais (CIV-MG), localizados no
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

O material utilizado no presente trabalho foram sementes de diversas cultivares de
alface, isolados das estirpes LMV-AF198 e LMV Cf e linhagens transgénicas de N.
benthamiana. As cultivares de alface utilizadas foram: Grand Rapids e Colorado pertencentes
ao grupo solta crespa; Rubete, Salinas 88, Winslow, Raider Plus, Balsamo e Grandes Lagos
pertencentes ao grupo repolhuda crespa ou americana; Regina, Luiza, Everglades, e Quatro
Estacdes do grupo solta lisa. As sementes foram cedidas pelo professor Dr. Luiz Antonio
Augusto Gomes do departamento de Agricultura da UFLA, exceto Quatro Estagdes e Grandes
Lagos, que foram adquiridas comercialmente. Os isolados de LMV sédo mantidos em plantas
de alface cv. Regina, em casa de vegetacdo e, sempre que necessario, inoculados novamente

para a realizacdo de estudos.

3.2 Inoculagéo de duas estirpes do LMV em diferentes cultivares de alface

As mudas de alface foram preparadas em sementeiras contendo substrato constituido
por areia, esterco e terra; quinze dias apds a germinacdo, as mudas foram transplantadas para
vasos de 3 kg. Sete dias ap6s o transplantio, as plantas foram inoculadas mecanicamente com
os isolados LMV-AF198 (tratamento 1) e LMVCF (tratamento 2), Nesse experimento, 12
cultivares de alface foram testadas, Grand Rapids, Rubete, Everglades, Salinas 88, Winslow,
Colorado, Regina, Raider Plus, Balsamo, Luiza, Quatro Estacdes e Grandes Lagos, utilizando
quatro repeticdes de cada cultivar para cada tratamento e 0 mesmo numero de plantas foram
mantidas como controles negativos. O inoculo foi preparado macerando-se 1g de tecido
infectado em 10mL de tampéo fosfato de sodio 0,001M pH 7,0 contendo sulfito de sédio na
mesma molaridade e como abrasivo foi utilizado carborundum (600 mesh). Cada macerado
foi friccionado na face superior das folhas das diferentes cultivares testadas e, posteriormente,
lavado com &gua para retirar o excesso de abrasivo. Foram mantidas para cada cultivar quatro

plantas controle, as quais ndo foram inoculadas para posterior anélise bioldgica dos sintomas.
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Apo6s duas semanas aproximadamente da inoculagcdo, o material foi coletado e
identificado para realizacdo de testes sorologicos e moleculares, as folhas das plantas
inoculadas, foram coletadas e submetidas ao teste DAS-ELISA, utilizando antissoro
especifico para acompanhamento da infeccéo, os testes sorologicos foram realizados a cada
sete dias, durante um més. As absorbancias obtidas foram somadas e a média por semana
calculada, utilizando o resultado das repeticbes. As médias de cada semana foram
comparadas para observacdo da diferenca na infeccdo de cada estirpe durante o ciclo das
cultivares avaliadas. As amostras negativas no teste DAS-ELISA assim como as que mais se
destacaram pela diferenca nos sintomas foram coletadas e submetidas a extracdo do RNA
viral para a realizacdo do RT-PCR, conforme descrito a seguir.

3.3 Extracdo do RNA viral

O RNA total foi extraido de plantas de alface inoculadas com o LMV-Cf e LMV-
AF198 que ndo foram positivas no teste DAS-ELISA, utilizando Qiagen Rneasy Plant
minikit, segundo as instrucbes do fabricante, tanto para os testes de diagnose quanto para a

amplificacdo de fragmentos para complementar o sequenciamento do virus.

3.4 RT-PCR para diagnose do LMV nas cultivares de alface inoculadas

Para a realizacdo do RT-PCR, foram selecionadas as cultivares que foram negativas no
DAS-ELISA, cultivares que foram positivas, porém assintomaticas ou com sintomas brandos
e manifestados no final do ciclo de vida da planta e cultivares ELISA positivo que
apresentaram sintomas de fechamento de cabeca quando inoculadas com a estirpe LMV Cf.

A sintese do cDNA e a reacdo em cadeia polimerase (PCR) foram realizadas
utilizando a enzima M-MLV transcriptase reverse (Sigma) e a enzima DNA polimerase
Phusion high fidelity (Finnzymes) utilizando os primers para diagnose molecular LMV
9204F: 5° CAAAGGCAATCACACAG3’ e LMV 9798R: 5’TTCTCTTCCTGGGTTG3’
(DUARTE et al., 2016) seguindo as condic¢des descritas no artigo.

Para analisar a diferenga na concentracdo das particulas virais em cultivares que
apresentaram sintomas diferenciados quando inoculados com as duas estirpes, o0 RNA total da
planta foi extraido e quantificado. Todas as amostras foram diluidas para uma concentracdo
de 100ng/pL e, em seguida, o cDNA foi sintetizado utilizando -se 0,5ul de RNA total, 0,5uL
do primer LMV 9798R e 3,5uL de agua ultrapura. A mistura foi incubada a 70°C por 10min
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e, em seguida, colocada em gelo para posterior adi¢do de 0,5uL transcriptase reversa e 1uL de
tampé&o. Os tubos contendo os reagentes foram incubados a 37°C por 1lhora e, em seguida,
armazenados em freezer -20°C para posterior utilizacdo na PCR. Para PCR, utilizou-se 2ul de
cDNA, 10uL de tampdo, 6pL de MgCI2, 2,5ul do primer LMV9204F, 2,5uL do primer LMV
9798R, 0,25uL de taqg DNA polimerase e 24,75uL de agua ultrapura. Apds homogeneizacgdo a
mistura foi incubada 95°C por 45 segundos, 48°C por 1minuto e 72°C por 1minuto, repetido
35 ciclos. Para comparar a concentracdo de particulas em cada cultivar, a reacdo também foi
interrompida nos ciclos 15, 20, 30 e 35. Para analise dos resultados, o produto da PCR foi

analisado em gel de agarose 0,7% contrastado com Gel Red Nucleic Acid Gel Stain (Biotium)

3.5 Amplificagéo e sequenciamento complementar do LMV-Cf

Em experimentos anteriores, Lucas (2014) sequenciou a maior parte do genoma do
LMV-Cf, faltando apenas a proteina Nia e os 60 primeiros nucleotideos da NIb polimerase.
Portanto um par de primer baseado na sequéncia existente foi desenhado e utilizado para
amplificar a regido faltante (TABELA 1) por RT-PCR realizadas em duas etapas, utilizando
M-MLYV transcriptase reversa e GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega, Madison, WI), de
acordo com as instrugdes do fabricante. Os cDNAs foram sintetizados utilizando o primer
reverso e a reacao foi incubada a 42 °C, por 60 minutos, 95°C, por 5 minutos e resfriada em
gelo por, pelo menos, 5 minutos. Para a PCR, as reacdes foram incubadas, a 95 °C, por 2
minutos, seguida por 30 ciclos, a 95 °C, por 40 segundos, 54°C, por 55 segundos e 72 °C, por
1 minuto, por 1 kb. Os produtos de RT- PCR foram analisados em gel de agarose 0,7%
contrastado com Gel Red Nucleic Acid Gel Stain (Biotium). O produto obtido foi purificado
utilizando-se o kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare, Amersham
Biosciences), de acordo com as instru¢es do fabricante e enviado para sequenciamento na
Genewiz, USA.
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Tabela 1 - Sequéncia dos primers utilizados para completar o genoma do LMV Cf:

Nome do Sequéncia Posicdo nt  Regido gene
primer

LMV6671F 5> GCTAGGGTTGTTGCTCC 3’ Nla Vpg 6671 - 6687
LMV7622R 5> CCTTTTCCTCTTCGTGTG 3’ Nib 7605 - 7622
LMV6810F 5> CCAACGAATCGGACGGAATG ¥’ Nla Pro 6810 - 6829
LMV7649R 5> AGGCTCCCATCAGTGG 3’ Nib 7633 - 7649
LMV8449F 5> GGCTATGACATACACGC 3’ Nib 8449 - 8465
LMV9098R 5> CCGCTGAGTTCTTTTGC 3’ CP 9082 - 9098

Fonte: Dados da autora (2017).

A andlise das sequéncias obtidas foi realizada utilizando-se o0 NCBI BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) e a identificacdo das regides codificadoras foram
realizadas com o programa Open Reading Frame (ORF) finder, disponivel no National Center
for Biotechnology Information - NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.ntml). A
identidade e similaridade de cada ORF foi realizada utilizando o programa CLUSTAL Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) e o isolado de LMV sera depositado no GenBank.

3.6 Clonagem da proteina 6K2 em vetor de expressdo para estudos de localizacdo da

proteina em plantas de N.benthamiana

Para as proteinas 6k2 do LMVcf e LMV AF198 selecionadas para o estudo de
localizacgdo, foi desenhado um par de primers especificos com os adaptadores para clonagem,
utilizando o sistema Gateway (Invitrogen) e especificos para amplificar exatamente o gene
referente a cada proteina (TABELA 2). A proteina alvo do estudo de localizagdo foi
selecionada por apresentar diferencas significativas entre as estirpes de LMV em trabalhos
anteriores (LUCAS, 2014).


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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Tabela 2 - Sequéncia de primers desenhados, ligados aos seus adaptadores para clonagem.

Nome do primer Sequéncia Posicdo Regido gene
nt

attB 6K2 LMV F1 5’GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTT 6K2 6008 - 6027
CRAAAGARGCTCTYAGTAA3’

attB 6K2 LMV Cf R 5’"GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTA 6K2 6008 - 6027
TTGRTGTCGAACTGCATCAG3’

attB 6K2 LMV Cf F2 5’GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 6K2 6147 - 6166
ACGAAAGAGGCTCTCAGCAA3’

Fonte: Dados da autora (2017).

3.6.1 Reacdo de recombinacédo da Bp clonase - Clonagem em vetor pPDONR221

Para a construcdo do vetor de expressao seguindo o sistema Gateway, 0 primeiro passo
é a reacdo de recombinacédo da Bp clonase que constitui-se de: 5 pl do PCR (att-PCR), 2 ul do
vetor pPDONR221, 4 ul do tampdo de reacdo 5x TE Buffer da BP clonase e 2 pl da enzima Bp
clonase. Apo6s incubagdo por 1 hora a temperatura ambiente, foram adicionados 2 pl de
Proteinase K (2 ug/ul), e incubada a 37°C, por 10 minutos, antes da transformacéo em célula
competente E. coli Omnimax (Invitrogen). Essa transformacdo seguiu o método de choque
térmico adicionando-se, inicialmente, 5 ul da reacdo Bp clonase a 50 ul das células
competentes e incubadas em gelo, durante 30 min. Em seguida, foram colocadas a 42°C por
45 segundos e transferidas para o gelo por 5 minutos, apds esse periodo, foram adicionados
800 ul de meio LB liquido e incubado a 37°C por 1 h com agitacdo. Apds esse periodo, as
celulas foram plaqueadas em meio LB sélido suplementado com Kanamicina (50 pg/mL) e
incubadas a 37°C durante 12 - 16h.

As colbnias bacterianas transformadas foram submetidas a reacdo de RT-PCR,
utilizando a enzima AmpliTag Gold Fast PCR Master Mix (Applied Byosistems) e,
posteriormente, sequenciadas, para confirmacdo da presenca do fragmento desejado. As
colbnias que continham o fragmento genémico desejado foram multiplicadas em meio LB
liquido a 37°C overnight. A extracdo do DNA plasmidial foi feita utilizando-se o kit GeneJet

Plasmid (Thermo Scientific), seguindo as instruc¢des do fabricante.
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3.6.2 Reacdo de recombinacéao da LR clonase - Fusao das proteinas de interesse ao GFP

Em um tubo de 1,5 ml foram adicionados 5 pl de agua ultrapura, 1,5 ul de entry
clone (derivado da reacdo da PB clonase), 1,5 pul do pSITE-2CA (GFP) (CHAKRABARTY et
al., 2007) e por fim, 1,5 ul da enzima LR clonase (Invitrogen). Apds incubacdo por 1 hora a
temperatura ambiente, foram adicionados 2 pl de Proteinase K (2 pg/ul), e incubada a 37°C,
por 10 minutos, antes da transformacao em célula competente E. coli Omnimax (Invitrogen).
Essa transformacao seguiu 0 método de choque térmico adicionando-se, inicialmente, 5 pl da
reacdo Bp clonase a 50 pl das células competentes e incubadas em gelo, durante 30 min. Em
seguida, foram colocadas a 42°C, por 45 segundos, e transferidas para o gelo por 5 minutos,
apos esse periodo foram adicionados 800 ul de meio LB liquido e incubado a 37°C, por 1 h,
com agitacdo. Apds esse periodo, as células foram plaqueadas em meio LB soélido
suplementado com Kanamicina (50 pg/mL) e incubadas a 37°C, durante 12 - 16 h.

As col6nias bacterianas transformadas foram submetidas a reacdo de RT-PCR,
utilizando a enzima AmpliTag Gold Fast PCR Master Mix (Applied Byosistems) e,
posteriormente, sequenciadas, para confirmacdo da presenca do fragmento desejado. As
colbnias que continham o fragmento gendmico desejado foram multiplicadas em meio LB
liquido a 37°C overnight. A extracdo do DNA plasmidial foi feita utilizando-se o kit GeneJet

Plasmid (Thermo Scientific), seguindo as instrucdes do fabricante.

3.6.3 Expresséo de proteinas em plantas transgénicas

Os vetores recombinantes foram, entdo, utilizados para transformar a Agrobacterium
tumefaciens, utilizando o método de “congelamento e descongelamento™: Sul de plasmideo
(derivado da reacdo da LR clonase) foram incubados com 100 pl de suspensdo de
Agrobacterium, em 10 mM de CaCl,. Essa mistura foi congelada em nitrogénio liquido por
cinco segundos e submetida a choque térmico a 37° C, durante 5 minutos e, em seguida,
incubadas a 28° C, durante 2 horas, seguida da adi¢do e 1ml de meio LB liquido. As bactérias
foram, entdo, precipitadas por centrifugacdo e plaqueadas em meio LB 4&gar, contendo
antibioticos de selecdo, estreptomicina (100 pg/ml), espectromicina (100 pg/ml) e rifampicina
(100 pg/ml).

Para a determinacdo da localizacdo das proteinas virais fusionadas a GFP, foram
utilizadas plantas de Nicotiana benthamiana transgénicas, que expressam RFP fusionada a

histona 2b e reticulo endoplasmatico, tornando-o fluorescente. Isso permitiu 0 monitoramento
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da posicdo da proteina viral em relacdo ao nucleo e ER, aumentando, assim, a precisdo da

analise da localizacdo das proteinas virais nas células.

3.6.4 Procedimentos para agroinfiltracéo

Plantas transgénicas de Nicotiana benthamiana, que expressam RFP no nucleo e no
reticulo endoplasmatico (CHAKRABARTY et al., 2007), foram mantidas a temperatura
média de 22° C com ciclo de 16 horas luz e 8 horas de escuro. Para cada proteina expressa,
foram utilizadas trés plantas e duas folhas de cada planta, infiltradas com colonias frescas de
A. tumefaciens transformadas conforme descrito acima. Antes da infiltracdo, a concentracédo
dessas col6nias foi ajustada para um OD600 de 0.6-1.0 em tampdo MES (10 mM de MgCl,,
10 mM de MES, pH 5,9) contendo acetoseringona (150 mM), a suspensdo bacteriana foi
mantida a temperatura ambiente durante 2 - 3 h. As infiltracdes foram realizadas no meio da
folha, por suave pressdo com uma seringa descartavel de 1 ml na superficie inferior das folhas
expandidas, com cerca de 2,5 cm de largura. Uma quantidade suficiente para a suspensdo
bacteriana infiltrar-se completamente nas folhas, até observar uma aparéncia de
encharcamento. Em média, 1 - 4 pontos foram infiltrados, para o seu completo
encharcamento. Depois da agroinfiltracdo, as plantas foram mantidas em laboratério sob luz
fluorescente continua, durante pelo menos 48 h, por até cinco dias. As folhas foram levadas
em camara Umida ao laboratério de Microscopia Eletronica da Universidade Federal de

Lavras e examinadas em microscopio confocal de varredura a laser.

3.7 Microscopia confocal de varredura a laser

A microscopia confocal foi realizada utilizando o microscdpio confocal de varredura a
laser Olympus FV1000 com lasers de helium/neon, multilinha de argénio e diodo sélido,
localizado no departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras. A proteina
GFP foi excitada a 488 nm e a TagRFP a 543 nm. Pelo menos trés imagens com boa
resolucdo para cada proteina expressada serdo geradas e capturadas em sequéncia utilizando o
software Olympus FluoView. Antes da observacéo ao microscopio, secgdes de tecido de folha
com 0,5 x 0,5 cm foram cortadas, colocadas em uma lamina de vidro, sobre uma gota de agua
destilada e cobertas com uma laminula. As Micrografias foram obtidas usando lentes

40X/0.9NA com objetiva de imersdo em agua.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintomas observados nas cultivares de alface

As plantas de alface inoculadas com ambos os isolados, de maneira geral,
apresentaram sintomas mais evidentes no experimento conduzido durante o inverno
(TABELA 3), pois no verdo alguns sintomas observados no inverno ndo ocorreram. Sabe-se
que a temperatura € um dos fatores que exercem grande influéncia na expressao de sintomas
induzidos por virus em plantas (CHUNG; AZEVEDO FILHO; COLARICCIO, 2007).

Quando os sintomas induzidos pela LMV Cf foram comparados com os induzidos pelo
LMV AF198, ficou clara a diferenca entre eles. De maneira geral, as plantas inoculadas com a
estirpe LMV Cf apresentaram sintomas mais intensos e mais evidentes (FIGURA 2), e 0
fechamento da cabeca, sintoma atipico induzido por essa estirpe, foi mais visivel no
experimento conduzido no inverno.

Além da cv. Regina 579, que apresentou fechamento de cabeca nos dois experimentos,
as cultivares Quatro Estacdes e Everglades foram as Unicas que reagiram com o fechamento
da cabeca, porém isso ocorreu apenas no inverno. Notou-se, portanto, que a mesma cultivar,
inoculada com o mesmo isolado de LMV, pode apresentar sintomas variaveis quando
analisadas em épocas diferentes do ano, pois 0 aparecimento de sintomas nas plantas esta
diretamente ligado a fatores como temperatura e luminosidade. Borges (2006) também
observou fato semelhante, quando inoculou os isolados LMV-II, LMV-IV, Lettuce mottle
virus (LeMoV) e Tospovirus em diversas progénies de alface, utilizando trips e pulgdes. Os
sintomas por ele observados foram mosqueado, distorcdo e amarelecimento foliar,
clareamento de nervuras, mosaico, reducdo do crescimento, ma formacdo ou distorcdo da
cabeca, necrose, mancha necrotica e bronzeamento foliar, com intensidades variando de

acordo com a estirpe e a cultivar de alface.
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Tabela 3- Sintomas induzidos pelos dois isolados de LMV estudados em 12 cultivares de
alface, em dois periodos do ano.

1° EXPERIMENTO 2° EXPERIMENTO
Cultivares (Veréo) (Inverno)
Sintomas™ Sintomas Sintomas Sintomas
LMV AF 198 LMV Cf LMV AF 198 LMV Cf
Balsamo AF MO N, NE AF, NE, DF
Colorado N N, MFC N SS
Everglades SS SS SS SS
Grandes Lagos ~ MFC, DF, EM MO, MFC EM, AF, DF, N SS
Grandes Rapids CN, EM CN, EM MO, EM, N MO, N, EM
Luiza SS SS MO EM
Quatro Estaces DF, N, MFC NE, MFC, DF, N EM, DF, FC, MFC NE, FC, EM, DF, N, MO
Raider Plus NE EM, AF, N EM, DF, N N, DF
Regina MO, NE MO MO, MFC, EM MO, MFC, FC, EM
Rubete N, AF SS DF, CN, AF, N SS
Salinas 88 SS SS SS SS
Winslow EM, DF, AF, SS DF, EM, NE AF, NE, DF
NE

Fonte: Dados da autora (2017).

*AF = amarelecimento foliar; CN = clareamento de nervuras; DF = deformacéo foliar; EM =
embolhamento; FC=fechamento da cabe¢a; MFC = m& formagdo da cabeca; MO = mosaico; MP=
morte da planta; N = nanismo; NE = necrose; SS=sem sintomas.

Os sintomas mais comuns observados em quase todas as cultivares foram mosaico
sistémico, diminuicdo do crescimento, reducdo e deformacdo da éarea foliar, que sao
caracteristicos dessa virose em plantas de alface (FIGURA 2). Sintomas mais severos como
deformacéo e reducdo do numero de folhas e deformacéo ou auséncia de formacédo de cabeca
foram encontrados nas cultivares americanas Raider Plus, Grand Rapids e Rubete, quando
inoculadas com o LMVcf, que, normalmente, apresentam cabeca fechada. A cultivar
Colorado foi bastante afetada pelas duas estirpes de LMV e, praticamente, ndo se desenvolveu
apos a inoculagdo, mas no inverno todas as plantas inoculadas com o LMVcf morreram na
segunda semana apos inoculagdo. Foi observado, também, que algumas cultivares, como
Luiza e Salinas 88 ndo apresentaram sintomas visiveis quando inoculadas com ambas as
estirpes, indicando a presenca de algum gene de resisténcia (CHUNG; AZEVEDO FILHO;
COLARICCIO, 2007; STANGARLIN, 1995). Entretanto, outros isolados ja foram

encontrados quebrando a resisténcia da cv. Salinas 88. Chung (2005), avaliando a reagéo de



28

diferentes linhagens de alface ao LMV, observou que o patétipo IV induz sintomas de

deformagcéo foliar em plantas dessa cultivar.

Figura2 - Sintomas apresentados pelas 12 cultivares de alface, inoculadas com os dois
isolados de LMV no periodo de inverno.
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Legenda: LMV - Plantas inoculadas com o isolado LMV AF-198; LMV cf - Plantas inoculadas com o
isolado LMV - Cf e CN - Plantas sadias, denominadas controle negativo.
Fonte: Dados da autora (2017).

Como se pode observar, quando os dois isolados do LMV estudados foram inoculados
nas cultivares de alface, notou-se diferenca nos sintomas tanto entre os isolados como entre as
cultivares. Isso indica uma clara diferenca na interacdo virus planta em cada patossistema e,
também, a presenca de resisténcia e suscetibilidade distintas entre algumas cultivares. Essas
diferencas tém sido identificadas por outros autores como Revers et al. (1997) que, ap6s
inocularem isolados de LMV em diversas cultivares de alface, ndo identificaram a presenca

do mosaico tipico do LMV, mas apenas clareamento de nervuras, manchas amarelas e
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enfezamento em cultivares que possuiam algum tipo de resisténcia. Observaram ainda que,
com base na absorbancia obtida em testes ELISA, a multiplicagdo de dois dos isolados
empregados por eles, 0 LMV-9 e o LMV-1, ocorreu na cvs. Malika, que contém o gene molt e
Itaca com o gene mol?, respectivamente. Entretanto, os mesmos isolados nédo se replicaram
nas cvs, Salinas 88 e VVanguard 75, ambas contendo gene mol?2.

Outras 5 cultivares tipo lisa e crespa foram acrescentadas nas inoculagdes feitas no
periodo do inverno, para atender a demanda do setor de melhoramento de plantas da UFLA.
Os sintomas observados nessas cultivares foi, principalmente, 0 mosaico, diminuicdo da area
foliar, deformacdo, nanismo, porém a formacdo de cabeca ndo foi observada em todas as
cultivares testadas (FIGURA 3), indicando que nem todas as cultivares de alface do tipo lisa
reagem com esse sintoma. Essa interacdo diferenciada do LMVcf com as cultivares testadas

pode ser usada no futuro como indicadoras para a caracterizacdo desse isolado.

Camila Lidia Mariane Verodnica Vitdria

Fonte: Dados da autora (2017)

O fato de as diferentes cultivares reagirem com sintomas distintos tornam a diagnose
visual desse virus bastante dificil ou, as vezes, impossivel, no caso das cultivares tolerantes
que, apesar de ndo apresentarem sintomas podem conter altas concentra¢@es de virus. Como
ja observado para outros potyvirus como o Potato virus Y (PVY), que possui estirpes que nao
induzem sintomas visiveis em certas cultivares de batata, essa planta é uma fonte de indculo
ndo detectavel, tornando-se uma disseminadora silenciosa no campo (FIGUEIRA, 2000).
Além disso, pode produzir sementes portadoras de virus, 0 que € ainda mais importante no
processo de introducéo e disseminacdo do indculo no campo. Isso aponta para a necessidade
de se conhecer um pouco mais sobre a rea¢do de plantas a isolados de LMV para controlar a
disseminacdo desse patdgeno no campo e analisar plantas candidatas a producdo de sementes,

para propagacdo, por métodos soroldgicos e moleculares.
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4.2 DAS-ELISA

Os valores medios de absorbancia obtidos nas 4 repeti¢des, quando as cultivares foram
analisadas pelo teste DAS-ELISA, estdo apresentados nas figuras 4 e 5. Comparando-se as
absorbéncias obtidas entre as doze cultivares no experimento realizado no verdo, em 5 delas
as absorbancias obtidas a partir das plantas inoculadas com LMVcf foram maiores: Quatro
Estacdes, Grand Rapid, Winslow, Regina 579 e Raider Plus. As absorbancias das plantas
inoculadas com LMV AF198 foram maiores em 4 cultivares: Colorado e Grandes Lagos,
Rubete e Salinas 88, essas duas ultimas foram negativas quando inoculadas com LMVcf. As
absorbancias obtidas nos testes realizados com as cultivares Everglades e Luiza foram
negativas nas plantas inoculadas com ambos os isolados e as obtidas nas plantas infectadas

com Regina e Rider Plus foram altas e semelhantes entre si.

Figura4 - Meédia das absorbancias obtidas no teste DAS-ELISA em 12 cultivares inoculadas
com os isolados LMV AF198 e LMV cf no periodo do verdo.
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Fonte: Dados da autora (2017).
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Figura5- Meédia das absorbancias obtidas no teste DAS-ELISA em 12 cultivares inoculadas
com os isolados LMV AF198 e LMV cf no periodo do inverno.
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Fonte: Dados da autora (2017).

No experimento realizado no inverno, os valores das absorbancias obtidas foram, de
um modo geral, menores do que as observadas no verdo. De certa forma, essa diminui¢do na
absorbancia ja era esperada, uma vez que em baixas temperaturas as plantas se desenvolvem
mais lentamente e quase sempre 0s virus, de um modo geral, tém mais dificuldade para se
replicar. Nessa época, nem todas as plantas mostraram o mesmo resultado que no verdo, pois
as cultivares que apresentaram absorbancias maiores quando infectadas com o LMVcf foram
a Grand Rapids, Regina, Raider Plus e Grande Lagos.

As cvs. Quatro estacdes e Winslow, que apresentaram maior absorbancia no verdo,
mostraram absorbancias iguais ou menores no inverno, enquanto que a Grandes Lagos
apresentou absorbancia bem inferior no verdo e superior no inverno. O comportamento das
cultivares, inoculadas com LMV AF198, Colorado, Rubete, Everglades e Salinas 88,
continuou semelhante ao do experimento anterior e apenas a cultivar Quatro EstacOes
apresentou absorbéncia maior, ao contrario do observado no experimento anterior. A cultivar
Luiza, que foi negativa nos testes sorologicos realizados com as plantas inoculadas no veréo,
mostrou-se positiva em plantas inoculadas com LMV AF198, continuando negativa nas

plantas inoculadas com LMVCcHf.
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O DAS-ELISA é a técnica mais utilizada para deteccdo de fitovirus, mas a sua
sensibilidade é em torno de 1ng de virus, o que é bem menor do que a de outras técnicas
moleculares como, por exemplo, a RT-PCR que é em torno de 0,1 pg a 1fg de virus
(FIGUEIRA, 1999; HADIDI et al., 1993). Assim, quando o virus ocorre na planta em
concentragfes acima de 1ng pode ser detectado por ambas as técnicas (BANANEJ et al.,
2013), mas em concentracfes menores, o resultado pode gerar um falso negativo ao se
empregar o teste soroldgico, de modo que seria mais indicado o RT-PCR. Isso poderia ocorrer
nas plantas que apresentam uma certa resisténcia como as cultivares Everglades, Salinas 88 e

Luiza.

4.3 RT-PCR

Com base nos resultados obtidos nos testes biolégicos e DAS-ELISA, foram
escolhidas para 0 RT-PCR: as cultivares Regina 579 e Quatro estacbes como controles
positivos; cvs. Salinas 88 e Rubete, que foram ELISA positivas para o isolado LMV AF198 e
negativas para 0 LMV cf nas duas épocas e assintomaticas em qualquer uma das duas épocas;
cv. Luiza que foi ELISA negativa para ambas o0s isolados, no verdo, e ELISA positiva, com
sintomas, para o0 LMV AF198, no inverno, e Everglades que foi negativa para ambos 0s
isolados, em ambas as épocas dos experimentos.

Conforme observado na Figura 6, o fragmento com 595pb localizado no gene da capa
proteica do LMV foi amplificado para todas as plantas testadas, independentemente de terem
sido ELISA positivas ou ndo, com ou sem sintomas. Isso indica que as plantas de alface néo
sdo imunes, ou seja, permitem a multiplicacdo do LMV em seus tecidos, embora com

diferentes intensidades.



33

Figura 6 - Detecgdo do Lettuce mosaic virus (LMV) por RT-PCR.
1 2y, 39 4L b K62 a8 =S ORI TNIERIOR 1] 4
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Legenda: 1. Marcador 100pb; 2. Regina com LMV Cf; 3. Salinas com LMV Cf; 4. Luiza com LMV
Cf; 5. Quatro Esta¢Ges com LMV Cf; 6.Rubete com LMV Cf; 7.Everglades com LMV Cf; 8. Controle
negativo; 9. Regina com LMV AF198; 10. Salinas com LMV AF198; 11. Luiza com LMV AF198;
12.Quatro Estagdes com LMV AF198; 13. Rubete LMV com LMV AF198; 14. Everglades com LMV
AF198 e 15. Marcador 100pb.
Fonte: Dados da autora (2017).

Na Figura 7, pode-se observar a analise eletroforética dos fragmentos amplificados nos
testes em que se procurou investigar a concentracao das particulas virais nas amostras para as
quais foram realizados os testes de RT-PCR em plantas inoculadas com o LMV cf. Nota-se
que, no ciclo 15, ndo foi amplificada nenhuma banda nas reacdes realizadas com as cultivares
Regina, Salinas 88, Luiza e Quatro Estacfes. No ciclo 20, apenas a cultivar Regina apresentou
uma banda bem fraca e, no ciclo 30, as cultivares Regina e Quatro Estagcdes apresentaram
bandas intensas, enquanto que as cultivares Salinas 88 e Luiza apresentaram bandas muito
fracas. Ao final da reacdo, no ciclo 35, a maioria das cultivares foram positivas, apresentando
bandas intensas, com excecdo da cultivar Luiza que apresentou uma banda bem fraca.

Na Figura 8, encontra-se a analise eletroforética dos produtos de RT-PCR realizado
nas mesmas cultivares inoculadas com LMV AF198. No ciclo 15, todas as cultivares foram
negativas, ndo apresentando banda correspondente ao fragmento de interesse. No ciclo 20,
somente a cultivar Luiza permaneceu negativa, enquanto que as demais apresentaram banda
fraca e nos ciclos 30 e 35 todas as cultivares apresentaram banda intensa.

Com base nesses resultados obtidos, pode- se concluir que as plantas que foram
negativas no DAS-ELISA, realmente, apresentavam uma baixa concentragcdo de virus nos
seus tecidos, pois foram as que levaram mais tempo para amplificar o cDNA viral, em relagédo

as demais amostras analisadas. As cultivares Regina e Quatro Estagdes, que apresentaram
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maiores absorbancias no DAS-ELISA, também mostraram maior concentracdo na RT-PCR,
pois tiveram a banda alvo amplificada ja no ciclo 20. As cultivares Salinas 88 e Luiza, que
apresentaram resultado negativo no DAS-ELISA para a estirpe LMV Cf e positivo para a cv.
LMV AF198, na RT-PCR mostrou resultado positivo para as duas estirpes, porém com

bandas menos robustas e inicio da amplificagdo mais tardia.

Figura 7 - Anélise eletroforética das bandas amplificadas por RT-PCR em amostras de alface,
inoculadas com o Lettuce mosaic virus (LMVcf), submetidas a 3 ndmeros
diferentes de ciclo.

1 23 45 678 9 10111213 1415 16 1718

Legenda: 1. Marcador 100pb; 2. Regina ciclo 15; 3. Regina ciclo 20; 4. Regina ciclo 30; 5. Regina
ciclo 35; 6. Salinas ciclo 15; 7. Salinas ciclo 20; 8. Salinas ciclo 30; 9. Salinas ciclo 35; 10. Luiza ciclo
15; 11. Luiza ciclo 20; 12. Luiza ciclo 30; 13. Luiza ciclo 35; 14. Quatro Estac@es ciclo 15; 15. Quatro
Estacdes ciclo 20; 16. Quatro Estacdes ciclo 30; 17. Quatro Estagdes ciclo 35 e 18. Controle negativo.
Fonte: Dados da autora (2017).
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Figura8 - Analise eletroforética das bandas amplificadas por RT-PCR, em amostras de
alface inoculadas com o Lettuce mosaic virus (LMV AF198) submetidas a 3
nameros diferentes de ciclo.
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Legenda: 1. Marcador 100pb; 2. Regina ciclo 15; 3. Regina ciclo 20; 4. Regina ciclo 30; 5. Regina
ciclo 35; 6. Salinas ciclo 15; 7. Salinas ciclo 20; 8. Salinas ciclo 30; 9. Salinas ciclo 35; 10. Luiza ciclo
15; 11. Luiza ciclo 20; 12. Luiza ciclo 30; 13. Luiza ciclo 35; 14. Quatro Estac@es ciclo 15; 15. Quatro
Estacdes ciclo 20; 16. Quatro Estaces ciclo 30; 17. Quatro Estagdes ciclo 35 e 18. Controle negativo.
Fonte: Dados da autora (2017).

Analisando os resultados das diferentes cultivares inoculados com as diferentes
estirpes de LMV pelo DAS-ELISA, nédo foi possivel associar a concentracdo das particulas
detectadas no teste com os sintomas observados nas plantas, porém com a RT-PCR, foi
possivel visualizar mais claramente que as plantas que apresentaram sintomas mais drasticos e
visiveis possuiam uma concentracdo maior de particulas na planta, enquanto que as plantas
gue ndo apresentaram sintomas ou foram até mesmo negativa no DAS-ELISA apresentaram
bandas visiveis somente a partir dos ciclos finais da RT-PCR. Além disso, ap6s anélise dos
géis, observou-se claramente a diferenca de concentracdo entre as estirpes LMVcf e
LMVAF198, pois na cultivar salinas 88 o LMVcf estd bem menos concentrado, tendo sido
detectado apenas a partir do ciclo 20, ao passo que o LMVAF198 foi detectado no ciclo 15.
Por outro lado, na cultivar Luiza, que foi ELISA negativa quando inoculada com os dois
isolados de LMV no verdo e com o LMVcf no inverno, diferentemente do LMVAF198, uma
banda bem menos robusta que a verificada para as outras cultivares, foi amplificada apenas a
partir do ciclo 30.

Esse resultado mostra a importancia da utilizacdo de mais de uma técnica para
diagnose de virus, quando se quer detectar baixas concentracdes de virus na planta. O teste
soroldgico DAS-ELISA é muito eficaz e utilizado, porém este necessita de um maior nimero

de particulas virais para que as mesmas sejam detectadas, ndo possuindo a sensibilidade dos
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testes moleculares, conforme j& comentado anteriormente. A alta sensibilidade do RT-PCR,
que o permite detectar até 1fg de virus, deve ser levado em considera¢do nos programas de
melhoramento genético para producdo de cultivares de alface resistente ao LMV, para evitar
interpretacdes equivocadas sobre a resisténcia/imunidade da planta (ABDULLAH et al.,
2001; JACKWOOD; KWON; HILT, 1992; SHANG et al., 2011).

4.4 Amplificagéo e sequenciamento complementar do LMV-Cf

A maior parte do genoma do LMVcf ja foi amplificada e analisada anteriormente por
Lucas (2014). Os primers desenhados para completar o sequenciamento dessa estirpe
permitiram completar seu genoma com 10.068 nucleotideos, excluindo a cauda poli-A.

Quando a sequéncia de nucleotideos do genoma completo foi comparada aos isolados
de LMVcf disponiveis no banco de dados, o isolado com maior similaridade foi 95% com o
isolado KJ161179 proveniente do Chile e a menor similaridade foi de 84% com o isolado
KF268956 da Franca (TABELA 4). Entre os isolados do banco de dados, a variacdo foi
similar, de 84% quando KF268956 foi comparado com os demais e 97% entre os isolados
KJ161179 e 0 KJ161186.

Tabela 4 - Porcentagem de identidade entre as sequéncias de nucleotideos (diagonal acima) e
de aminoacidos (diagonal abaixo) entre o genoma completo do LMVcf e os
isolados de LMYV disponiveis no GenBank.

N° Isolados 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 LMV-Cf - 84 92 92 93 92 95 95 94 94 93
2 KF268956 91 - 84 84 84 84 8 8 8 8 85
3 KJ161189 9%5 92 - 99 91 91 92 92 93 92 92
4 KJ161188 9%5 92 99 - 92 91 92 92 93 92 92
5 KJ161192 9% 92 95 95 - 93 93 93 93 93 93
6 KJ161172 95 92 95 95 96 - 93 93 93 93 93
7 KJ161179 97 93 9% 9% 96 96 - 97 95 95 94
8 KJ161186 96 92 9% 9% 9% 96 97 - 95 95 94
9 KF268954 9% 92 9% 9% 9% 9% 98 97 - 99 95
10 KF268955 96 92 9% 9% 9% 9% 97 97 99 - 95
11 KJ161184 96 92 9% 9% 9% 9% 97 96 97 97 -

Fonte: Dados da autora (2017).
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Os dendogramas, construidos com base na sequéncia de nucleotideos (FIGURA 9) e
na de aminoacidos, mostraram que a estirpe LMVcf se localizou em um clado separado dos
demais isolados de LMV do banco de dados empregados para comparagdo, com uma maior
proximidade com os isolados KJ161179 do Chile e KJ191188 da Tunisia. Resultado
semelhante foi constatado por Lucas 2014, confirmando a singularidade do genoma do
LMVcf.

Figura9 - Dendrograma construido com base na sequéncia de nucleotideos (A) e na
sequéncia de aminoacidos (B) do genoma completo do isolados de LMVcf. Os
valores foram obtidos pelo programa MEGA e teste Neighbor-Joining, com 3.000

repetlgoes.
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Fonte: Dados da autora (2017).

A sequéncia da proteina Nla PRO que se encontrava com o0 sequenciamento
incompleto (LUCAS, 2014) foi complementada nesse trabalho, mostrando possuir 729
nucleotideos com inicio no nucleotideo 6733 e término no nucleotideo 7462.

Quando comparada com os isolados de LMV do GenBank, apresentou a maior
identidade de nucleotideos (92%) com os isolados KJ161192 da Tunisia, KF268954 e
KF268955 do Brasil. A menor identidade (83%) ocorreu com o isolado com o KF268956 da
Franca (TABELA 5).
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Tabela 5 - Porcentagem de identidade entre as sequéncias de nucleotideos (diagonal acima) e
de aminoécidos (diagonal abaixo) da Nla PRO do LMVcf e os isolados de LMV
disponiveis no GenBank.

N°  Isolados 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 LMV-Cf - 83 90 90 92 90 91 90 92 92 91
2 KF268956 91 - 89 89 86 87 88 86 87 87 87
3 KJ161189 93 97 - 99 93 9% 94 93 95 95 94
4 KJ161188 92 97 99 - 93 94 94 93 95 95 94
5 KJ161192 92 97 97 9% - 92 93 91 93 93 93
6 KJ161172 93 97 99 99 97 - 94 94 94 94 93
7 KJ161179 93 97 99 98 97 99 - 98 95 95 94
8 KJ161186 92 97 98 98 96 99 99 - 94 94 93
9 KF268954 92 97 99 99 96 99 98 98 - 99 97
10 KF268955 92 97 99 99 96 99 98 98 100 - 97

11  KJ161184 92 97 99 99 97 99 98 98 99 9 -
Fonte: Dados da autora (2017).

A NlaPro é a uma proteinase que, além de estar envolvida no processamento do C-
terminal da poliproteina, esta associada a formacdo da inclusdo nuclear produzida pelos
potyvirus (ADAMS; ANTONIW; BEAUDOIN, 2005; KNUHTSEN; HIEBERT;
PURCIFULL, 1974). Caracteristicas funcionais dessa proteina tém sido exaustivamente
analisadas e muitos estudos tém mostrado que existem variacdes na eficiéncia dos sitios de
clivagem de diferentes NlaPros, que influenciam, diretamente, na regulacdo da maturacao das
proteinas dos potyvirus e parecem estar envolvidas no controle do processo de infeccdo nas
plantas, regulando expressdo dos genes (ANINDYA; SAVITHRI, 2004; REVERS; GARCIA,
2015). Além disso, a NlaPro tem funcdo de DNAse, de modo que as variacGes na sequéncia
dessa proteina sdo importantes e podem estar relacionadas com a expressdo diferencial dos
sintomas apresentados pelas plantas infectadas com as diversas estirpes de LMV.

Analisando a sequéncia de aminoacidos da NlaPro do LMVCcf, a identidade variou de
91 a 93%, a menor identidade ocorreu com o isolado da Franca KF268956 e a maior com 0S
isolados KJ161189 da Tunisia, KJ161172 da Franca e 0 KJ161179 do Chile. Percebe-se que
ndo houve concordancia com o que foi observado anteriormente na identidade dos
nucleotideos. Observou-se que a grande variabilidade de nucleotideos ndo gerou a mesma

porcentagem de variagdo nos aminoacidos, indicando uma substitui¢cdo sinébnima ou silenciosa
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(NEI; GOJOBORI, 1986), entretanto, pequenas alteracbes pontuais na sequéncia de
aminoacidos de uma proteina pode modificar sua funcdo (SUGAWARA et al., 2013).

Em ambos os dendrogramas construidos com base na sequéncia de nucleotideos e de
aminoacidos da Nia PRO (FIGURA 10A e B), o LMVcf ficou agrupado em um clado
separado, com maior proximidade do isolado KJ161192 da Tunisia. Por ser uma proteina
associada com proteinas do hospedeiro envolvidas em respostas a stresse bidtico e abidtico,
metabolismo, fotossintese e conectadas ao fitohorménio etileno (MARTINEZ et al., 2016),
essa proteina torna-se também uma candidata para posteriores ensaios visando a estabelecer

uma correlacdo com os sintomas expressados pela planta infectada.

Figura 10 - Dendrograma construido com base na sequéncia de nucleotideos (A) e
aminoéacidos (B) da Nla PRO do isolado LMVcf. Os valores foram obtidos pelo
programa MEGA e teste Neighbor-Joining, com 3.000 repeticdes.
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Fonte: Dados da autora (2017).

A NIb também néo tinha sido sequenciada e analisada nos trabalhos anteriores. Trata-
se de uma proteina, que a exemplo da proteina Nla, esta associada a formagdo de inclusGes
nucleares (KASSANIS, 1939; KNUHTSEN; HIEBERT; PURCIFULL, 1974), podendo
também ser uma candidata a causar alteragdes nas expressdes de sintomas pela planta
hospedeiro. Tem também a funcdo de polimerase dependente de RNA, com provavel
associacdo com as proteinas 6K2 e NlaPro durante a replicacdo viral, o que a torna
indispensavel para a replicacdo viral (DUFRESNE et al., 2008; HONG; HUNT, 1996).

Quando a sequéncia de nucleotideos dessa proteina foi comparada com os isolados do
GenBank empregados para comparagédo, apresentou identidades entre 83% (com os isolados
KF268956 da Franca) e 95% com o isolado KJ161179 do Chile e KJ161186 da Franca
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(TABELA 6). Da mesma forma que o observado para a Nla PRO, a varia¢do da sequéncia de
aminoacidos foi menor, entre 95% (com KF268956 da Franga) e 99% com os KJ161179 do
Chile e KJ 161186 da Franca).

Tabela 6 - Porcentagem de identidade entre as sequéncias de nucleotideos (diagonal acima) e
aminoéacidos (diagonal abaixo) da NIb do LMVcf e de isolados de LMV.

N°  Isolados 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 LMV-Cf - 83 92 92 92 92 95 95 94 94 93
2 KF268956 95 - 83 83 83 83 84 84 83 83 84
3 KJ161189 97 95 - 100 92 91 93 93 93 93 93
4 KJ161188 97 95 100 - 92 91 93 93 93 93 93
5 KJ161192 98 95 97 97 - 95 93 93 93 93 92
6 KJ161172 98 94 97 97 98 - 93 93 94 94 92
7 KJ161179 9 96 98 98 98 97 - 98 95 95 94
8 KJ161186 9 96 97 97 98 97 99 - 95 95 94
9 KF268954 98 95 97 97 97 97 98 98 - 100 96
10 KF268955 98 95 97 97 97 97 98 98 100 - 96

11  KJ161184 98 95 98 98 98 97 98 98 98 98 -

Fonte: Dados da autora (2017).

Os dendrogramas construidos com base na sequéncia de nucleotideos e de
aminoéacidos (FIGURA 11A e B) também mostram LMVcf agrupado, separadamente, e com a
mesma proximidade com os isolados KJ161179 e KJ161186, do Chile e da Franca,
respectivamente, observada, anteriormente, nos dendrogramas construidos com base nos
nucleotideos e aminoacidos do genoma completo do LMVcf. Estudos que vém buscando
identificar regides conservadas entre diversos potyvirus para desenho de primers que
poderiam ser utilizados para amplificacdo de espécies do género apontam a NIb como a
regido mais conservada entre 0s potyvirus, com uma variancia de nucleotideo média (N score)
de 0.55 (ZHENG et al., 2010).

Considerando-se que o LMV é um virus transmissivel pelas sementes, esse isolado
pode ter chegado ao Brasil, provenientes de paises como a Tunisia e o Chile, via sementes

contaminadas, o que justifica a presenca desse isolado nas lavouras brasileiras.
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Figura 11 - Dendrograma construido com base na sequéncia de nucleotideos (A) e
aminoacidos (B) da NIb de isolados de LMV. Os valores foram obtidos pelo
programa MEGA e teste Neighbor-Joining, com 2.000 repeti¢des.
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Fonte: Dados da autora (2017).

4.5 Expressao das proteinas 6K2 dos dois isolados em plantas fluorescentes

A proteina 6K2 dos potyvirus estd associada a processos de rearranjos de membrana
para formagdo de compartimentos para a replicagio e movimento intracelular
(BEAUCHEMIN; LALIBERTE, 2007; COTTON et al., 2009; GRANGEON et al., 2012),
além disso, também esta envolvida na inducdo de sintomas sistémicos possuindo na regido N-
terminal uma regido importante para 0 sucesso da infeccdo e expressdo de sintomas em
plantas (SPETZ; VALKOMEN, 2004).

Lucas (2014), analisando a sequéncia da 6K2 do LMVcf, enfatizou que esta era a
proteina que mais apresentou variacdo na sequéncia de nucleotideos e aminoacidos, quando
comparada com os demais isolados do banco de dados e sugeriu que esta poderia estar
associada a inducédo do sintoma atipico de fechamento de cabeca em alface cv. Regina 579.

Os primers desenhados para amplificacdo da regido codificadora da 6K2 amplificaram
um fragmento de 140 pb (FIGURA 12) correspondendo ao tamanho da sequéncia esperado.
Os fragmentos purificados foram inseridos no plasmideo pDonor221 e a clonagem tanto no
vetor de entrada quanto no de expressdo foram confirmadas através de gel de eletroforese
comparando os tamanhos de banda esperados (figuras da confirmacéo da clonagem). Alem da

confirmacéo por eletroforese, os fragmentos foram enviados para sequenciamento.
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Figura 12 - (A) Analise eletroforética da reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) dos produtos
de amplificacdo dos genes do LMV e LMV Cf com seus respectivos tamanhos. 1.
Marcador 100pb, 2. LMV, 3. LMV Cf, 4. Plasmideo controle (pdonor 221). (B)
Construcdes génicas. Andlise eletroforética do DNA plasmidial extraido do clone
de entrada onde foram clonados os genes do LMV e LMV Cf 1. Marcador 1Kb, 2.
Plasmideo controle (PDONR 221), 3. LMV, 4. LMV Cf. (C) Construgdes génicas.
Analise eletroforética do DNA plasmidial extraido do clone de expressdo onde
foram subclonados os genes do LMV e LMV Cf. 1. Marcador 1Kb, 2. Plasmideo
controle (PSITE 2 CA). 3. LMV. 4. LMV Cf.

= =
1.000pb—> 30000> [ -
2000pb> e a
1500p> e a
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400pb -> By i
300pb—>

200pb—>
500pb—>

100pb —>

Fonte: Dados da autora (2017).

Quando as plantas de Nicotiana benthamiana transgénicas, que expressam RFP
fusionada a histona 2b, foram agroinfiltradas com o plasmideo de expressdo pSITE-2CA,
contendo a 6K2 do LMV AF198 ou LMVcf, marcada com GFP na regido C-terminal, foi

possivel observar que 6K2 esta localizada no nucleo (FIGURA 13).
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Figura 13 - Micrografias utilizando microscépio confocal da 6K2 do LMVcf e LMVAF198
fusionadas ao GFP no C-terminal e expressadas por agroinfiltracdo em folhas de
N. benthamiana expressando RFP fusinadas a histona 2b.

Mucleo Sobreposigao MNucleo Sobreposigio

Legenda: la-d. Nucleo marcado com RFP. 1lb-e. 6k2 do LMVcf localizada no nucleo. 1c-f.
Sobreposicao das imagens enfatizando a 6k2 do LMVcf no nucleo. 2a-d. Nacleo marcado com RFP.
2b-e. 6k2 do LMVAF198 localizada no nucleo. 2c-f. Sobreposicdo das imagens enfatizando a 6k2 do
LMVAF198 no nucleo.

Fonte: Dados da autora (2017).

6k2/LMVCF

6k2/LMV AF198

As imagens obtidas mostram que as proteinas 6K2 das duas estirpes do LMV se
encontram no ndcleo, porém para 0s potyvirus como o Tobacco etch virus (TEV) e Turnip
mosaic virus (TuMV) j& foi confirmado que a 6K2 associada & VPg-NlaPro formam as
vesiculas distribuidas nas membranas do reticulo endoplasmaético que sdo sitios de replicacdo
viral (COTTON et al., 2009; LEONARD et al., 2004; SCHAAD; JENSEN; CARRINGTON,
1997).

Nenhum relato de 6K2 ligada a processos da infec¢do viral que acontecem no nucleo
foi encontrado, todos 0s papéis dessa proteina estdo associados a movimento no citoplasma ou
em membranas celulares; assim, é importante que mais estudos sejam realizados para
confirmacédo desse resultado. Um ponto importante para a confirmacgdo do resultado é avaliar
a posicdo na qual a proteina fluorescente deve ser fundida, se no terminal C- ou N- da
proteina alvo. Fusdes no N-terminal tém potencial de interferir em marcagdes de proteinas no
reticulo endoplasmatico, mitocdndria e plastidios, ja fusdes no C-terminal podem causar
alteracdes na localizagédo da proteina alvo, podendo causar erros de interpretacdo nos estudos
de localizacdo (TIAN et al., 2009).

As proteinas fluorescentes expressadas em frame com proteinas de interesse sao
importantes no estudo de virus de plantas, uma vez que a natureza intracelular dos virus
reforca a necessidade de compreender a interacdo com o hospedeiro das suas proteinas e

acidos nucleicos e, ainda, o papel de cada proteina na replicacdo, movimento, encapsulacéo e
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supressao de defesas das células do hospedeiro. Continuar o estudo da proteina 6K2 de
isolados de LMV e, também, de outras proteinas que apresentam variacdo na sequéncia de
aminoacidos é importante para elucidar essa diferenca na inducdo de sintomas, observada
frequentemente no campo. Entender essas diferencas geram informagfes importantes que

podem ser diretamente aplicadas nos programas de melhoramento.



45

5 CONCLUSOES

a) Notou-se uma clara diferenca entre a interacdo dos isolados de LMV e as cultivares de
alface inoculadas, evidenciada pela reacdo sintomatoldgica das plantas aos isolados;

b) Apesar de ndo terem sido detectados em plantas assintomaticas por sorologia, todas as
plantas inoculadas reagiram positivamente quando testadas por RT-PCR indicando a
presenca do virus;

c) A analise do genoma completo do LMV-Cf ndo mostrou diferencas significativas
quando esse foi comparado com outros isolados do Genbank, indicando que a
interacdo diferencial desse isolado com a planta hospedeira deve estar ligada a alguma
substituicdo pontual de poucos aminoacidos;

d) Quando expressadas nas plantas, a proteina 6K2, de ambos os isolados estudados, se

localizou no nucleo, ndo mostrando diferenca em sua localizagéo.
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