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RESUMO

As doencas de etiologia viral sdo consideradas comalos maiores
problemas fitossanitarios da cultura da alface,eond.ettuce mosaic virus
(LMV) tem sido o mais importante entre os virus querrem no Brasil. Nesse
trabalho, um isolado de LMV, denominado de LMV-@fie causa sintomas
atipicos, caracterizados por um fechamento da eadee@lface cv. Regina 579,
0 que nao ocorre quando essa estd infectada coos éslados desse virus, foi
parcialmente sequenciado e analisado, com a fatdidle investigar possiveis
segmentos gendmicos ligados a esse sintoma. Fazaemlthdos primers com
base nas sequencias disponiveis ho GenBank e asns&p obtidas por RT-
PCR foram analisadas e comparadas com outros ésoldd LMV. Uma
alteracdo significativa foi encontrada na protéiado LMV-Cf, que apresentou
a delecdo de trés nucleotideos na regido 3’, eemldt na exclusdao de um
aminoacido, o acido glutamico, na regido C-termdwlproteina. Sendo assim,
mesmo tendo mostrado identidades de nucleotidetbe &3 e 97%, que
representa a mesma variabilidade observada entréeowis isolados do
GenBank, aidentidade de aminoacidos foi menor, entre 92 e,9%%ue o
separou desses isolados na arvore filogenéticara @roteina que apresentou
uma diferenca marcante foi a 6K2. A identidade m@aécidos dessa proteina,
entre os isolados ja sequenciados do GenBankgefdiod%, sendo, portanto, a
mais conservada, enquanto que a identidade de aonilos entre o LMV-Cf e
esses isolados foi de 92%. Como existem evidéngague tanto a P3 como a
6K2 estdo ligadas a expressdo de sintomas naaplaospedeiras, elas foram
consideradas candidatas a serem investigadas €ioalidade de se determinar
se essas diferencas, em sua composicdo de amiosaeglariam relacionadas
aos sintomas atipicos induzidos pelo LMV-Cf. Pasaoj seria necessario
realizar mutacdes sitio-dirigidas nos genes quéicach essas proteinas, e fazer
a sua expressao na planta hospedeira.

Palavras-Chave: Alface.Lettuce mosaic virys LMV. Sequenciamento
gendmico. Sintomas.



ABSTRACT

Virus diseases are considered one of the majorlgrmb of lettuce
crops, in which thd_ettuce mosaic viru$LMV) has been the most important
among the viruses detected in Brazil. In this sfuaty isolate of LMV, named
LMV-Cf, which causes closure in the head of lettagee Regina 579contrary
to what occurs with other LMV isolates was partially sequenced and
analyzed. The main objective of the study was teestigate the correlations
among its genomic diversity and the odd symptonseoled. The primers were
designed based on the sequences available in GknRad the sequences
generated by RT-PCR were analyzed and comparedhdthvailable sequences
of other LMV isolates. A significant change was riduin the P3 protein of
LMV-Cf, which had a deletion of three nucleotidesthe 3’ region, resulting in
the deletion of an amino acid, the glutamic aaidthie C-terminal region of the
protein. Thus, evethough the identity of nucleotides was shown betw28
and 97%, which had been the sawagiability observed among the other LMV
isolates from GenBank, the amino acid identity wagller, between 92 and
95%. Therefore, the LMV-Cf was separated of GenBasiates in the
phylogenetic tree. Another protein that showedraarable difference was the
6K2. The amino acid identities among the 6K2 prageiof LMV isolates
available in GenBank, were all 100 %, and therefoeemore conserved among
LMV proteins. However, the amino acid identity beem LMV-Cf and these
LMV isolates was 92%. Based on the evidence thdh IR8 and 6K2 are
correlated to the symptoms expression in host glathiey were considered
candidates to be investigated in order to determinether these differences in
their amino acid composition would be related ® dktypical symptoms induced
by LMV-Cf in lettuce plants. To get this informatiat is necessary to perform
site-directed mutations in the genes encoding BI3#&?2 proteins, and inducing
their expression in the host plant.

Key Words: Lettucelettuce mosaic viryde. MV. Genomic sequencing,
Symptoms.
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1 INTRODUCAO

A Alface (Lactuca sativ@é uma das principais hortalicas cultivadas no
mundo. De acordo com dados da Food and Agriculttgarization of the
United Nations - FAO (2013), a producdo mundiahlace e chicéria em 2012
foi estimada em aproximadamente 25 milhSes de adasl distribuidas em
aproximadamente 1,1 milhdo de hectares. A Asiarégi&io que mais produz
alface no mundo, com producdo de cerca de 17 nsilli@e toneladas, que
representa 68,5% da producdo mundial, destaca@thina com produc¢éo de 14
milh6es de toneladas. Em seguida aparece a Amédoa 4,6 milhdes de
toneladas correspondendo a 18,7% da producdo nhuadBuropa com 2,7
milhdes de toneladas correspondendo a 11 % da gioduundial e Africa e
Oceania correspondendo com 1% e 0,8%, da produglaiah de alface,
respectivamente (FAO, 2013). Suas folhas sdo comieneensumidas na forma
de saladas e em sanduiches por todo o0 mundo, matgens paises orientais,
tais como a China e Egito, a parte consumida éule cao invés da folha como
habitual, que pode ser consumido in natura, coadogconserva, desidratado ou
macerado para a composicao de molhos.

No Brasil, onde o consumo meédio de hortalicas rie @sta em torno de
27,08 kg/pessoa/ano, a producdo nacional da affiec@011 foi estimada em
1,276 milhdes de toneladas de acordo com AnuéridHdealicas (2013),
ocupando o 3° lugar na comercializacdo nacionahaitalicas do subgrupo
folha, flor e haste com 79 mil toneladas, ficand@sade repolho (240 mil
toneladas) e couve-flor (85 mil toneladas) seguB8aprincipais Centrais de
Abastecimento Brasileiras (CEASAS) (CARVALHO; KISFOLL, 2013).

Presenca certa na mesa de toda familia brasikeieslada verde faz
parte de uma refeicdo saudavel na qual o ingrediesaiis popular é a alface.

Este famoso ingrediente é a principal fonte demiitas A, B, B, Bs e C, e dos
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minerais Ca, Fe, Mg, P, K e Na apresentado baizp de carboidratos. Tais

atributos fazem da alface uma aliada na preven@alabncas ligadas a

alimentacdo, um tranquilizante natural e uma boghopara pessoas que se
preocupam em manter uma boa forma.

O plantio da alface ocorre em todo o territériosibedro por possuir
caracteristicas de facil adaptacéo as variadasigé@lcliméaticas encontradas
no pais e por ser cultivada ao longo de todo o Araiface é uma das culturas
mais plantadas por pequenos produtores e em haotagsticas. Por possuir
uma vida pés-colheita curta, o cultivo extensivo altace é realizado nos
‘cinturdes-verdes’, zonas produtoras concentrades plas grandes metrépoles.

A incidéncia de doencas na cultura da alface padsar perdas de até
100%, dependendo das condicdes climaticas e dius tealturais. Além das
diversas doencas causadas por fungos, bactériasmatdides das galhas
(Meloidogymespp.) (PAVAN et al., 2005; SILVA; LIMA NETO, 2007)xs
doencas de etiologia viral sdo consideradas comanmaior problema
fitossanitario dessa cultura. Diferentes virus géarin encontrados no Brasil
como: Lettuce mosaic virugLMV), Lettuce mottle virugLeMoV), Bidens
mottle virus(BiMoV), Bidens mosaic virugBiMV), Cucumber mosaic virus
(CMV), Lettuce necrotic yellow virugLNYV), Tomato spotted wilt virus
(TSWS), Tomato chlorotic spot virugTCSV), Groundnut ring spot virus
(GRSV), Lettuce big vein virugdLBVV) e Mirafiori lettuce virus (MiLV)
(KNITAJIMA et al., 1986; KIITAJIMA et al., 1993; PXAN et al., 2005).
Entretanto, o virus causador de maior dano ecomd#@icultura da alface no
Brasil, bem como em todo o mundo, tem sido o LM¥paontrole no campo
depende da adoc¢do de medidas preventivas.

A sintomatologia apresentada pela alface quandatiadfia pelo LMV é
bastante variada, podendo apresentar deste mosaoaismo, distor¢do ou

amarelecimento das folhas, mosqueado, enfezameraiochas necréticas ou
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necrose nas nervuras, ma formagéo da cabeca enaiéeada planta infectada
(GROGAN; WELCH; BARDIN, 1952). Porém, sintomas at@s virais sao
comumente relatados em todo o0 mundo, como o sinaifpeo de fechamento
da cabeca da alface, causado ao cultivar Reginagb@fdo infectado pelo
isolado de LMV denominado LMV-Cf (OLIVEIRA et ak005). Com isso fica
evidente a caréncia de estudos genéticos dos @soldel LMV dispersos no
mundo inteiro e que poderiam dar mais prerrogatevasaior respaldo para
explicacdo da causa de sintomas atipicos em deizdos cultivares da alface.
O obijetivo deste trabalho foi sequenciar e anatisggnoma do isolado LMV-Cf
para comparacdo com os demais isolados de LMV messeno GenBank,
buscando correlacionar possiveis segmentos genéntjue poderiam estar
relacionados aos sintomas atipicos de fechamentcabeca observados nas

plantas de alface cv. Regina 579.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Alface (actuca sativa

A alface pertence a familiasteraceagsubfamiliaCichorioideae tribo
LactuceaegéneroLactucal. e espécidactuca sativaOriginaria da regido do
Mediterraneo esta espécie ja era utilizada commtplaedicinal ha 4.500 A.C. e
provavelmente é descendente de espécies selvagmonsat.actuca serriolal.
(KUANG et al., 2008). A sua domesticacdo ocorreuvmita de 2.500 A.C, no
Antigo Egito, onde era usada para a extracdo aedale sementes, se tornando a
Unica espécie do génekactucadomesticada como hortalica. A sua vinda para
0 Brasil ocorreu por intermédio dos portuguesespedodo da colonizagéo
(GOTO; TIVELLI, 1998).

Devido as exigéncias climaticas da espécie, a gamlumundial
concentra-se no Hemisfério Norte, sendo as prifgipegides produtoras a
China, Estados Unidos (Califérnia), Espanha, Itdlian e Japdo (FAO, 2013).
No Brasil em 2011 estima-se que a producdo deealfacha somado 1,276
milhdes de toneladas (CARVALHO; KIST; POLL, 2018¢ndo que a producao
se concentra nas regides Sudeste e Sul, que gorteam mais de 80% do total
produzido no pais. Os estados com maior producdordem decrescente sao:
Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Rio Graad8ul e Parana, segundo
os dados disponiveis no ultimo Censo Agropecuasidndtituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica - IBGE (2006).

Atualmente a alface é um dos produtos horticolas o@sumidos em
saladas no Brasil e no mundo, sendo que em 20aéfoomercializados 79 mil
toneladas de alface nas Centrais de Abastecimendgil@ras (CEASAS)
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2013)Uma
planta de alface com 3509 apresenta 56 kCal, cdmt®8,80% de agua, 2,3%
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de hidratos de carbono, 1,20% de proteinas, 0,8 %ais minerais (potassio,
fésforo, célcio, sédio, magnésio e ferro) e 0,2086gdrduras. Contém ainda
vitamina A e as vitaminas dos complexos B, @ e B;) e C (FRANCO, 1987).

As cultivares de alface disponiveis no mercado posier agrupadas em
cinco tipos morfolégicos principais, com base nmanfagdo da cabeca e tipo de
folhas (HEINZ; SUNAGA, 2009): 1) repolhuda lisa:lHas lisas, delicadas e
macias, com nervuras pouco salientes, com aspdetmsoo (“Manteiga”),
formando cabeca tipica e compacta como as culsvaueora, Boston Branca,
Elisa, Luisa e Piracicaba 65; 2) repolhuda cresparnericana: folhas crespas,
consistentes e crocantes, cabeca grande e bem aampamo as cultivares
America Delicia, lara, Nabuco, Raider e Salinass@ja lisa: folhas lisas e
soltas, relativamente delicadas, sem formagdo deceacompacta como as
cultivares Baba de Verao, Regina 579, Regina déid/er Vitéria de Verao;
4) solta crespa: folhas grandes e crespas comraertacia, mas consistente,
sem formacgdo de cabeca, podendo ter a colorac@ie wemo as cultivares
Brisa, Elba, Horténcia, Marianne e Verbnica, ouom@}do roxa como as
cultivares Maravilha Quatro Estacdes, Mimosa VehmelSalad Bowl Roxa,
Veneza Roxa e Vermelha Ruby; 5) romana: folhasdipente alongada, dura,
com nervuras claras e com uma cabeca fofa e alangadorma de cone, como
€ o caso das cultivares Branca de Paris, |deat@mmana Balao.

No Brasil as alfaces mais comercializadas s@o adipio crespas,
americana e lisa. Atualmente no pais o tipo decelfarespa é o mais
comercializado, com 60% do volume de comercialiaag@ CEAGESP de Séo
Paulo (COSTA; SALA, 2012). O padrao varietal daedf do tipo crespa mais
aceita pelo consumidor no pais sdo as alfaces otivasf de coloracdo verde
clara, semelhante a coloragéo do tipo lisa. Outup@ com comercializagdo
expressiva é o da alface americana que ocupa 34%edoado, sendo muito
utilizado no segmento defast food' (COSTA; SALA, 2012). Segundo os
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mesmos autores, em relacdo as mudangas ocorridastivo de alface no pais
nos Uultimos anos, consideram como acontecimentos nsainificativo a
substituicdo no cultivo da alface do tipo lisadt\Yhite Boston) pela alface do
tipo crespa (Grand Rapids). Isso aconteceu desdmagacteristicas vantajosas
apresentadas pela alface do tipo crespa em redacéipo lisa que ndo apresenta
pendoamento e formacgéo de cabeca ao serem cuttimadeerdo e por terem se
adaptado ao sistema de comercializacdo brasileircaxas de madeira com
minimo de injdrias e quebras das folhas.

Ha hoje no mercado brasileiro de sementes, a agiatéde varias
cultivares importadas que normalmente recebem n@ameportugués no lugar
do nome original, e as cultivares nacionais queps@duzidas por empresas de
sementes parceiras de institutos de pesquisa dp geriando cultivares mais
adaptadas ao nosso clima tropical (COSTA; SALA,5200EDO; SOUSA;
SILVA, 2000). Atualmente a cultivar de alface dpcaticrespa preferida pelos
produtores é a Vanda, da empresa Sakata, que @gresemo principais
vantagens o ciclo rapido, resisténcia ao LMV e@grande da planta além da

boa aceitacdo no mercado consumidor.

2.2.Lettuce mosaic virugLMV)

O virus do mosaico da alface pertence ao géRetgpvirus apresenta
particulas virais filamentosas e flexiveis, coneiRNA de fita simples senso
positivo (ssRNA+) com 750 x 13 nm (DOUGHERTY; CARKBTON, 1988).
O seu genoma possui uma unica ORF de 10.080 nigidest(nt), excluindo a
cauda poli(A), que codifica uma poliproteina con282aminoacidos (aa) e
possui uma regido 5’ e uma regido 3" nao codifiesacontendo 103 nt e 212
nt, respectivamente. Apés a sua sintese, essdraratefre uma auto-clivagem,
dando origem a 10 proteinas (REVERS et al., 199Y)P1 (50 kDa), cuja
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funcdo é proteinase, além de atuar como fator gdifemacado do genoma e ter
um possivel envolvimento na infectividade e acumiral (RAJAMAKI et al.,
2005; VERCHOT; CARRINGTON, 1995; VERCHOT; KOONIN;
CARRINGTON, 1991); 2) HC-PRO (52 kDa) é supresstoasilenciamento
génico pobs-transcripcional, mas também apreserfiangio de proteinase e
auxilia na transmissdo por afideos, podendo aindir eenvolvida na
determinacdo da severidade de sintomas induzidodo pEMV
(ANANDALAKSHMI et al., 1998; GERMAN-RENATA et al.2000; ROJAS et
al., 1997); 3) P3 (42 kDa), ndo tem funcéo definichas pode estar envolvida
com a replicagdo viral, sendo um fator acessoérice@icacdo do genoma
(URCUQUI-INCHIMA; HAENNI; BERNARDI, 2001); 4) CI (1 kDa), possui
atividade de helicase, responsavel pela separagéfitad dupla de RNA e
também auxilia no movimento célula-a-célula (CALDERGERFELD, 1990);
5) 6k (6 kDa) e 6) 6k(6 kDa) estdo envolvidas na associacdo do complexo
replicativo com as membranas (SCHAAD; LELLIS; CARRITON, 1997),
sendo que a 6k2 pode também estar envolvida naédodde sintomas e no
movimento sistémico como mostrado para o potyyratato virus A(SPETZ;
VALKOMEN, 2004); Nla se auto cliva dando origem aad poliproteinas: 7)
Nla (27 kDa) que parece atuar na infectividadeassociando ao fator de
iniciacdo (elF4E); e movimento & curtas e longasadcias (MURPHY et al.,
1996; RUFFEL et al., 2002) e 8) Nla-VPg (22 KDajkgesta envolvida na
quebra de resisténcia de cultivares de alface edate gene mol(SCHAAD;
ANDERBERG; CARRINGTON, 2000; WITTMAN et al., 1997%) NIb (60
kDa), tem funcio de polimerase, na sintese de redgas de RNA viral (LAIN
et al., 1989); 10) CP (31 kDa), é a proteina dcsickgp e atua também na
transmisséo pelo afideo vetor e no movimento célwdélula e a longas
distancias (ATREYA; RACCAH; PIRONE, 1990; DOLJA etl., 1995).

Recentemente Chung et al. (2008) descreveu uma prateina embutida no
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genoma dofotyvirus, a qual chamou de PIPO. Ao estudar o genomEudap
mosaic virugTuMV), com o uso do software MLOGD, foi identifba o motif
G2 € As; responsavel pela mudanca de frame para €Xpresséo da proteina
em fusdo com a regido N-terminal da proteina P3aueres ndo relataram as
funcbes especificas dessa proteina.

O primeiro relato mundial do mosaico da alface mmorna Flérida
(EUA) em 1921 (JAGGER, 1921). No Brasil a doengadtatada pela primeira
vez por Kramer, Orlando e Silberschmidt (1945). adente a doenca se
encontra espalhada por todos os continentes, iuduturopa, América Norte e
Sul (México, EUA, Argentina, Brasil e Uruguai), tesla india (Bermuda),
Africa, Oriente Médio (Egito, Israel, Jorddo, Iraguiran e Turquia), Asia
(China e Japao) e Oceania (Austrdlia, TanzaniaaNMelandia) (GERMAN-
RENATA; WALTER; LE GALL, 2008). Além da sua grandexpansao
geogréfica, o LMV possui uma vasta gama de hosped@ertencentes a 60
géneros diferentes, com destaque para as espémidandlia Asteraceag
incluindo as espécies de alface: comlacfuca sativy espinho I(. serriola) e
selvagem I(. virosa; endivia Chicorium endivia e chicoéria C. intybus,
cartamo ou acafrdo-bastard€afthamus tinctorius a margarida do cabo
(Osteospermunspp.) e a gazanias@zania rigenf representantes de plantas
ornamentais, além de outras familias com granderiidpcia agricola como
BrassicaceageCurcubitaceage Solanaceaee Fabaceae(DINANT; LOT, 1992;
GERMAN-RENATA, WALTER; LE GALL, 2008).

Assim como acontece com a maioria dBstyvirus o LMV é
transmitido de maneira ndo persistente por afideog primeiro relato de
transmissdo ocorreu na Flérida-EUA. Os principagdores que atuam na
disseminacdo do LMV no campo sdo Myzus pericae e Macrosiphum
euphorbiae(JAGGER, 1921), porém sabe-se que diversas oaBpécies de

afideos também podem atuar como vetordgyrthosiphon scariolae,
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Acythosiphon pisum, Aphis gossypii, M. pericae, ddphorbiae, Nasonovia
ribisnigri, Rhopalosiphum pseudobrassicatc) (DINANT; LOT, 1992).

A maioria dos isolados de LMV também s&o transmdtidia sementes
de alface, podendo ser infectadas através do grgmoleén e/ou do 6vulo de
plantas infectadas. Nas sementes, 0 virus podemmeEmtrado em pequenas
concentracbes no embrido, tegumento, endospermarieagpo (KRAUSE-
SAKATE et al., 2002; RYDER, 1973), sendo que a @adransmissao do LMV
varia de acordo com a espécie infectada: em semdatalface pode chegar a
15%, mas em sementes @henopodium quinoatinge a taxa de 30 %
(BATISTA; MARINHO, 2001).

A sintomatologia apresentada pela planta infectgdo LMV
geralmente é variavel, caracterizando-se por mosaianismo, distor¢do ou
amarelecimento das folhas, mosqueado, enfezameraiochas necréticas ou
necrose nas nervuras, ma formacdo da cabeca e atérta das plantas,
dependendo da cultivar, do isolado viral e das igded climaticas (GERMAN-
RENATA; WALTER; LE GALL, 2008; GROGAN et al., 1980)

2.3 Formas de controle

O controle do LMV deve ser de carater essencialen@néventivo,
como o uso de sementes livres de virus e o conttel@lantas daninhas,
passando por um periodo anual de pelo menos downas sem o cultivo de
alface numa mesma area e eliminacao de possiegimplhospedeiras (FALK;
PURCIFULL, 1983; GROGAN; WELCH; BARDIN, 1952), aléaio uso de
sementes certificadas, realizar a sua andlise, egfapdo os diversos testes
disponiveis, desde os mais simples como o teskégixo, que envolve o plantio
e eliminacdo das plantas com suspeita de viros&RGEN-RENATA et al.,

2000, até o uso de técnicas mais eficientes como ceTamblogico ELISA
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(Enzyme-linked Immunosorbent ASsdZLARK; ADAMS, 1977) e testes
moleculares como o RT-PCRRéverse Transcription - Polymerase Chain
Reaction (PEYPELUT et al., 2004).

Outro método de controle preventivo bastante efieie@ o uso de
cultivares resistentes, muito difundido na Europane resto do mundo
(DINANT; LOT, 1992). Existem dois genes recessivo®1! e mol? que
conferem resisténcia a cultivares de alface canttdlV, e um gene dominante
Mo2 que confere resisténcia a poucos isolados d¥€, twbtivo pelo qual ndo é
usado em programas de melhoramento genético pefii@mcia contra a
maioria dos isolados de LMV (BOS; HUIJBERTS; CUPERUW994; DINANT;
LOT, 1992; REVERS et al., 1997).

O gene moli, antigamente chamado de g, foi ideatifs na cultivar
Argentina Gallega de Invierno por Von der Pahle@reko (1965) e é o0 mais
usado no programa de melhoramento de cultivardsudapa entre numerosas
variedades incluindbutterheadcabeca de manteigddatavig tipo cosou latin
e crisphead(cabeca crespa) (PINK; KOSTOVA; WALKEY, 1992). Eaoessos
de Lactuca sativado Egito, o0 gene mol2 foi identificado em Pl 253,2gor
Ryder (1970), conhecido anteriormente por mo. Ees® é o mais difundido
entre os programas de melhoramento dos Estadosod)néan dois tipos de
alface crisphead (cabeca crespa) e tipoos ou latin (PINK; KOSTOVA,
WALKEY, 1992). German-Renata, Walter e Le Gall (8D8escrevem os alelos
moll e mol2 como sendo resultados de duas mutagdealelo moj
encontrado para a formacdo do cédigo do fator degekdo dos Eucariotos
(elF4E) em alface. Dependendo do isolado viral igfiectar as cultivares de
alfaces contendo os genes mol! e mol2, podem asesifidados como
resistentes (quando o virus ndo se acumula natogeda planta) ou tolerantes
(quando existe o acumulo de particulas virais, paré sintomas induzidos nao

sao significativos).
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No Brasil a resisténcia genética conferida pelasegemol! e mol2
permaneceu estavel por mais de 20 anos, sendonsgsmb pela baixa
incidéncia do mosaico da alface nos campos. O poneeltivar a ser lancado
no Brasil com resisténcia ao LMV foi “Brasil 48" Ipdnstituto Agrondmico de
Campinas (IAC), no qual a fonte de resisténcia diaiveniente da cultivar
argentina “Gallega de Invierno” (NAGAI, 1979). Rersbrmente foram lancadas
varias cultivares com resisténcia ao LMV, a P.1L2-9, provenientes de
serriolg, e as cultivares da serie Brasil: 202, 221, 303,8311 (NAGAI, 1993;
NAGAI; COSTA, 1971). Plantas com os genes mol! &2mdao sdo imunes ao
virus, mas esses se multiplicam nelas mais lent@amgne em cultivares
susceptiveis e a manifestacdo de sintomas € maisddr(PINK; LOT,;
JOHNSON, 1992). Em levantamento realizado no eslad®do Paulo em 1994,
foram observados sintomas de LMV em cultivares coi@ie de alface
resistentes ao LMV, ‘Brasil-303’ e ‘Elisa’, contenads genes mol! e mol?
(STANGARLIN et al., 1995). Entretanto, posteriorrteerioi identificado um
novo variante do LMV pertencente ao patotipo IVpaa de quebrar a
resisténcia conferida pelos genes presentes nessesiais (STANGARLIN;
PAVAN; DA SILVA, 2000).

2.4 Classificacao de isolados virais do LMV

Devido a ocorréncia de um grande numero de isoldddsMV e a sua
distribuicdo em todo o mundo, tornou-se necessariagrupamento desses
isolados para facilitar e agilizar os estudos. Pib&t e Johnson (1992),
propuseram a classificacdo de 6 isolados de LM¥Yyeaientes da Espanha
(LMV-E), Estados Unidos (LMV-F), Franca (LMV-9), dtaterra (LMV-WO0) e
Iémen (LMV-Yar), capazes de causar sintomas atpi@n patotipos |, Il e lll

de acordo com a sua capacidade de quebrar @&nesistconferida pelos genes
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de resisténcia Mo2, molt. O patotipo | foi conétitupor isolados de LMV que
infectam apenas cultivares que ndo possuem quatgner de resisténcia (ex.
Salinas); o patotipo Il, por isolados que sédo capale infectar cultivares que
possuem o gene Mo2 (ex. Ithaca), e ndo sdo capaziegectar cultivares com
genes mol! e mol2 , e o patotipo lll, constituido isolados que superam a
resisténcia conferida pelos genes Mo2 (ex. Ithagaglo gene mol! (ex. Malika
e Calona). Além desses patotipos, outros isolatipg@s tém sido relatados. A
cultivar ‘Salinas 88', que contem o gene mol2, gistente aos patotipos |, Il e
lll, entretanto, mostrou-se susceptivel ao isol@R5 originario da Grécia,
sugerindo a existéncia de outro patotipo (BOS; BERTS; CUPERUS, 1994),
que nado se enquadra na classificacdo propostaimir®t e Johnson (1992).
Assim sendo, esse patotipo IV é formado por isalagdoe sdo capazes de
quebrar a resisténcia de todos os genes Mo2 (eacd}, mol! (ex. Malika e
Calona) e mol2 (ex. Salinas 88 e Vanguard 75).rAssividade dos isolados de
LMV pertencentes ao patotipo IV é maior do que ogdtotipo Il (JADAO et
al.,, 2002). Isso deve ocorrer devido ao cultiierisivo e continuo da alface,
gue é realizado nos grandes polos de producédoici@aogo um aumento na
pressdo do indculo do LMV, aliado a sua capaciddelese multiplicar em
cultivares resistentes (mol! e mol?), culminandoaparecimento do novo
patotipo.

A maioria dos isolados de LMV é classificada coratopipo I, porém
ha um grande nimero de relatos recentes da ociaréacnovos isolados da
Europa, Oriente Médio e Brasil, classificados cgpatotipo IV, quebrando a
resisténcias dos genes mol! e mol2 (KRAUSE-SAKATA. £2002; REVERS
et al., 1997). No estado de Séo Paulo foi relatadaimeira ocorréncia do
patotipo IV de LMV no Brasil (STANGARLIN; PAVAN; DASILVA, 2000).
Krause-Sakate et al. (2001) ao realizar a andliskeaular de dois isolados
provenientes do Brasil, LMV AF198 e AF199, obsengue o isolado AF199
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apresentava similaridade filogenética com isolagosvenientes dos EUA,
Franca e Chile, sugerindo que a entrada do patbfipm pais pode ter ocorrido
por sementes infectadas oriundas desses paises.

Outra classificacdo foi proposta por Krause-Saketeal. (2002),
baseadas no alinhamento de 73 isolados de difsrieti@idades: 24 isolados da
Grécia (Grl, Gr4, Gr5, Gr5b, Gr6, Gr8, Grl0, GrErl8, GrB, GrB7, GrC1,
GrC4, GrD2, GrD5, GrE4, GrE6, GrH1, GrH7, Grll, &riGrdl, Grl5 e
Knossos), 14 da Tunisia (Tn2, Tn3, Tn4, Tn9, Tnli319b, Tnl9r, Tn21.4,
TnC, TnD, TnOL2, TnOL3, TnRL1 e TnSaR), 9 da Fra(@al, 13, 9, Aud,
Frl, Fr2, Fr3 e Frd), 4 do Brasil (AF 198, AF 189 e Br21), 3 do Egito (Eg1,
Eg6 e Eg7), 2 da Austrdlia (A231 e A435), 2 doegmh (Snl e Sn2) ,
Dinamarca (Dg), Japao (Dk), Espanha (E), Repuld@démen (Yar) e China
(Yajang), além de 10 contaminantes de sementesqCS8B1, CSB2, CSB3,
CSB4, CSB5 CSB6, CSB7, CSB8 e CSB9), na regidadwaride juncdo das
proteinas NIb-CP contendo 216 nt. Na classificacaatora fez uma correlacéo
das propriedades bioldgicas apresentadas por salda®, como capacidade de
transmissdo por sementes e quebra de resistéscggenes molt e mol2 com as
propriedades moleculares.

Analisando as arvores filogenéticas formadas cose lpas sequéncias
de nucleotideos e aminoacidos, os isolados de Lbbdni separados em 4
grupos distintos: o grupo ‘LMV-Common’ composto p®r isolados (Frl,
Tn21.4, Dg, 0, CSB3, GrH7, GrE6, Grll, Grdl, GiG5C1, Sn2, CSB7, Tn2,
Grl4, GrH1, GrD2, Snl, TnOL3, CSBS5, GrE4, Tn19r9TAF198, Konossos,
Dk, CSB6, A231, TnSaR, GrD5, Yuhang, CSB8, GrB7RIh, Tn3, Tnl% e
GrC4) incluindo alguns dos isolados mais conhecidoastituido por isolados
transmitidos via sementes e controlados pelos gemed e/ou mol2; grupo
‘LMV Most’, contendo 13 isolados (Br21, CSB1, CSBmD, TnC, CSBA4,
CSB2, Tn13, Tn4, CSBO, 13, Aud e AF 199) transrogighor sementes e que
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tem a capacidade de quebrar a resisténcia de assbgsnes mol! e/ou mol?;
Grupo de isolados da Grécia (Grl7, Gr8, Gr4, Gr1GGr6, Grl8, Grsh, GrB
e Grb5) e isolado da Republica do Iémen (Yar), qie s80 transmitidos por
sementes e tem a capacidade de quebrar a resastBrgigenes mol! e mol?,
Grupo RoW (Eg6, Egl,Eg7, E, Fr3, Br6, A435, Fr4dF& e TnOL2) formado
pelos isolados atipicos.

O fato de os isolados pertencentes ao grupo de ‘IMbgt’ aliarem as
caracteristicas de quebra de resisténcia dos geesentes nas cultivares de
alface com a transmisséo via sementes € preocupaisecom a disseminacao
por sementes esses isolados podem obter uma uiigiidbgeografica imensa.
Por isso é importante a criacdo e uso de técnaas diferenciacdo de isolados
de ‘LMV Most’ e ‘LMV Common’. Foi desenvolvido em0R4, um par de
primers (Most5930p e Most6544p) especificos paidentificacdo de isolados
‘LMV Most’, com base na regido central da proteifieg, que é a menos afetada
por recombinacfes naturais dos isolados ‘LMV Mo#t',por permitir a
identificacdo de isolados ‘LMV Most' em situacfes itifeccbes mistas com
outros isolados (PEYPELUT et al., 2004). No mesmo #oi relatado a
ocorréncia do isolado LMV-Tn2 como sendo um recorabie do ‘LMV Most’

e ‘LMV Common’, mostrando similaridade de nucleetid de 98% com isolado
Most (AF 199) e 93% com isolado Common (LMV 0), & possivel regido
recombinante ocorreu entre 2859 nt e 4797 nt, sporalente as proteinas P3 e
Cl no genoma de LMV (KRAUSE-SAKATE et al., 2004).

E imprescindivel um estudo mais completo de isaadipicos de LMV
pelo mundo para a descoberta de provaveis recontbsmau de novos grupos
de isolados de LMVOliveira et al. (2005) foi o primeiro a descreveisolado
LMV-Cf, que foi coletado em plantas de alface cegiRa 579 com sintomas de
mosaico, causando a formacdo de sintoma atipiclordeacédo da cabeca. O

mesmo autor classificou o isolado LMV-Cf como pueskipatotipo II.
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Analisando a sequéncia da regido N- terminal calitengene da capa protéica,
observou-se que o isolado LMV-Cf apresentou idedidcom os isolados da
América do Norte (patotipo Il) e da Europa (patotly) superior a 94%. Na
analise filogenética, o isolado brasileiro se agmpgom isolados da Franca
(LMV 0), Espanha (LMV E) e Califérnia (LMV Ro), imchndo uma possivel
origem geografica em comum.

Costa e Pinto (1997) descrevem algumas herancasmardeteristicas
genéticas da alface, como a cor das sementes, fienfi@has, pendoamento e
formacdo da cabeca, cerosidade das folhas, moidomgoloracdo foliar. O
autor descreve que a formacéo da cabeca € um poocesiplexo, afetado por
fatores ambientais e genéticos. A genética da fpéimda cabeca é quantitativa,
e este caractere é governado por 3 pares de gendseKCa e também um
nimero de modificadores. O gene K (auséncia de dpfim de cabeca) é
dominante sobre k (formacao de cabeca) (LINDQVIEIR0).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Origem e manutencéo do inoculo

O isolado de LMV sequenciado nesse trabalho fatadb em uma area
de cultivo de alface localizada no estado do Ridaleiro, tendo recebido o
nome de “cabeca fechada” (LMV-Cf) devido a sintariadia apresentada em
alface da cultivar “Regina 579", na qual induz ot@ina de fechamento da
cabeca da alfacd dctuca sativa (OLIVERA et al., 2005). Esse isolado tem
sido mantido dessecado e em freezer a -80°C, narfaemento de Fitopatologia
da Universidade Federal de Lavras. Sempre que zendaessaria a sua
multiplicacdo para estudo, o isolado LMV-Cf é inlaclo em plantas de alface
da cultivar Regina 579, que apresenta os sint@specificos.

3.2 Desenho dos Primers

Para a amplificacdo completa do genoma do isoladofo@am
desenhados primers com base no alinhamento dafreéag de LMV
disponiveis no Genbank para amplificacdo de fragosede aproximadamente
1000 pb, com sobreposicao nas duas extremidadagrdeimadamente 200 pb
(Tabela 1).
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Tabela 1 Sequéncia de nucleotideos usados na @ridgs primers para o

sequenciamento completo do isolado LMV-Cf

Primers Sequéncia5 a3’ ggﬁéﬁg (nr?t) Genes
LMV1F AAAATAAAACAACCCAACACAACTC 1-25 5UTR e P1
LMV895R GCAGGAGGCTCATCAGCT 878-890 5UTR e P1
LMV776F CCAAGCTGGTCGCAG 776-790 P1 e HCcPRO
LMV1665R CTCAGCATCCACGCT 1667-1688 P1 e HCcPRO
LMV1580F GGGAAAATCACCTGTG 1565-1580 P1 e HCcPRO
LMV2698R GGTTCAATCACGACTGGA 2681-2698 P1 e HcPRO
LMV2405F GGAAGCGGAAGGAAAGATG 2405-2422 HcPRO e P3
LMV3495R CAGTATCTCGGTTGG 3481-3495 HcPRO e P3
LMV3412F GCGGCGATGGCGGGA 3412-3426 P3,6kleC1
LMV4410R CTCGTCCGTTAGCTC 4410-4424 P3,6kleC1
LMV4252F CATGACGTTCACTCG 4252-4266 C1
LMV4964R GTAGAAACAGTAGGCACCC 4946-4964 C1
LMV4765F  ACAGCAATTCGTCCAAGG 4765-4782  C1
LMV5692R CACACTCTCTGTGAGTCCC 5674-5692 C1
LMV5560F  GATCAAGGACGTTCC 5560-5574 \C/é';kz e
LMV6689R  GGGTTGTTGCTCCAG 6675-6689 \C/;gkz e
LMV6592F  CTCTTGCCAGCTCGGA 6592-6607 - N
LMV7635R  CACTGATGGGAGCCTACC 7635-7652 - ONAe
LMV7535F AGCACAAGCCAACTCGT 7535-7551 N1b
LMV8362R CAGCGATCCTCACTC 8349-8363 N1b
LMV8195F GGC TGG GTT TATTGC G 8195-8210 Ni1lb e CP
LMV9350R CGAGTCATGGTACGACG 9334-9350 N1b e CP
LMV9192F CCATACCTCGTACAAAGG 9192-9209 CP e 3'UTR
LMV10080R GTCTCCGACTGAAAACCAGAC 10060-10080 CP e 3UTR
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3.3 Extracdo de RNA viral

O RNA viral foi extraido a partir de folhas de akacv. Regina 579,
previamente infectadas com o LMV-Cf, usando o meel extracdo por Trizol
(AFGC protocols). Na extracdo do RNA total pelo odét de Trizol, 0,4g de
folhas de alface infectadas com o LMV-Cf, foram eradas na presenca de
nitrogénio liquido e homogeneizadas em 6 mL dacdautampéao Trizol (38%
de fenol saturado em solucdo de Tris-HCI 0,5M pHO8M de guanidina
thiocianato, 0,4M de amdnio thiocianato e 0,1M cietao de sodio, pH5, 5% de
glicerol e agua suficiente para completar o voldima da solucéo).

O extrato obtido foi transferido para microtubome&ibado em banho-
maria a 60°C por 5 minutos. ApGs essa incubacamhiss foram agitados e
centrifugados por 10 minutos a 12000 rpm a 4°Cre@ipitado foi descartado e
ao sobrenadante foram adicionados 240 pL de clonidd seguido por agitacéo
e incubacdo a temperatura ambiente por 3 minut@eceBeu-se nova
centrifugacéo a 12000 rpm por 10 minutos, o sold@ma foi transferido para
novos microtubos, adicionando-se % volume da solugitendo 0,8M de
Citrato de Sddio e 1,2M de Cloreto de Sédio e “amel de isopropanol. Apés
homogeneizacado cuidadosa por inversédo os tubas fdeixados a temperatura
ambiente por 10 minutos, centrifugados a 12000 gmn 10 minutos e o
precipitado foi lavado com etanol a 70%, secadaca® e ressuspendido em 25
uL de agua ultrapura tratada com DEPC.

3.4 RT-PCR

Na sintese do cDNA foram utilizados ogrimers antisenso,
discriminados na Tabela 1, e a enzima transcriptasersa M-MLV da

Promega, empregando-se a seguinte reacdo: foravnadols em um tubo de
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eppendorf 5uL de tampao da enzima (5X), 2uL de JNOBYM, 1uL do primer
antisenso, 10pM, 0,8uL de M-MLV RT, 5 pL do RNAabt agua ultrapura
com DEPC para completar o volume total de 20uLmeseguida essa mistura
foi incubada a 42°C por 60 minutos e a 95°C poriButns, seguido por
incubacdo em gelo. Para a reacdo de PCR, que fuiade para um volume
final 50 pL, foram empregados 2uL do cDNA, 10 plLtdmp&o da enzima
(5X), 3 uL MgCh, 25mM, 1 pL dNTP, 10mM, 25 pM de cada um gasers
senso e antisenso, 0,25uL da enzima GoTaq® FlexiA DPblymerase
(Promega) e 28,75 uL agua ultrapura tratada comMBP6s um aquecimento
inicial a 95°C por 2 minutos, seguiram-se 35 ciglasa amplificagdo do cDNA,
sendo: 95°C por 2 minutos, de 50 a 65°C (dependeladdemperatura de
anelamento prevista para cada par de primer) pandto e meio e 72°C por 5
minutos, seguidos por uma extensao final de 72%C5pminutos. Os produtos
foram analisados por eletroforese em gel de agards&%, contrastados com
Gel Red" (Biotium).

3.5 Sequenciamento e analise das sequéncias obtidas

As bandas que apresentaram o tamanho esperadogarditadas com
0 Gel Band Purification Kit (Promega). Os fragmentoram clonados no vetor
PGEM-T Easy (Promega) e enviados para sequenciamareneWIzZ, USA.

A andlise das sequencias gendmicas foram feitagegampdo-se o
programa BioEdit e o programa BLAST, disponivel Mational Centre for
Biotechnology Information (NCBI — http://blast.nallim.nih.gov/Blast.cgi). Os
alinhamentos das sequencias de nucleotideos e idedaidos e a comparacéo
com 0s outros 4 genomas completos e 21 incompldeot MV, do GenBank
(Tabela 2), foram feitos com auxilio do programa USTALW

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw) e as arvofésgenéticas foram obtidas
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por meio do programa MEGA 5.1 (http://www.megasaftsvnet) utilizando-se
neighbor Joining e bootstrap, considerando valoseperiores a 2.000
repeticoes.

Os isolados de LMV e um isolado Wgatermelon mosaic virUlVMV)
utiizado como ‘“outgroup”, todos disponiveis no @ank, que foram

empregados para comparacao, se encontram discdinsima Tabela 2.
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Tabela 2 Relacdo dos isolados disponiveis ho GdnBae foram empregados

para comparagéo com o LMV-Cf

Sequéncia/posi¢ao do

Acesso Origem genoma Autores/publicacéo
X97704 Europa Completa Revers et al. (1997a)
ggigggg?&s\ig;ﬁg‘;‘ Europa Completa Revers et al. (1997a)
AJ278854 Brasil  Completa gggg)e -Sakate et al.
AJ306288 China Completa N&o publicado
AF395804 Israel CP e 3 UTR N&o publicado
AJ278855 Brasil Nib e CP - parcial N&o publicado
AJ297630 China NIb, CP e 3' UTR Chen et al. (2001)
AJ488153 China CP N&o publicado
AJ515299 Brasil P3-CI Idem
AJ515301 Brasil NPg Idem
EF423619 China Nlb e CP N&o Publicado
EF633502 China NIb e CP N&o publicado
EU247454 USA Nlb e CP Nao publicado
JQ794776 India Nib, CP e 3' UTR Sharma et al. (2013
Z78215 Europa 5 ePl Revers et al. (1997b)
278216 Europa P1 Idem
278217 Europa P1 Idem
278218 Europa P1 Idem
278220 Europa P1 Idem
278221 Europa 5 ePl Idem
278222 Europa 5 ePl Idem
278227 Europa NIbeCP Idem
278228 Europa NlbeCP Idem
278229 Europa CP Idem
278230 Europa NIbeCP Idem
U24670 USA CP Zerbini et al. (1995)
X65652 Franca  NIb, CP e 3’ UTR Dinant et al. (1991)
DQ399708 China \Vatermelon mosaic 4 hiicado

virus (WMV)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primers desenhados com base no genoma dos isolados de LMV,
disponiveis no GenBank, permitiram a amplificacé&adase todo o genoma do
isolado LMV-Cf. As regides 5’UTR, P1, HCPro, P3, €K1, 6K2, Nla-VPg,
CP e 3' UTR foram completamente sequenciadas, staodo completas apenas
a ORF que codifica a proteina a Nla, e a NIb, sepaonessa Ultima faltaram
apenas os 60 primeiros nucleotideos na regiao 5'.

A regido 5’UTR do isolado estudado possui 91pbesgmtando 12
nucleotideos a menos que os isolados AJ306288 ida,Ct7704 e X97705 da
Europa e 15 nucleotideos a menos que o isoladildira AJ27885; por outro
lado, possui 14 nucleotideos a mais que os 6 issldd Europa estudados por
Revers et al. (1977b). A sua identidade com osdkxd disponiveis no GenBank
variou de 85 a 98%, quando comparado com outrokde® de LMV
disponiveis no banco de dados (Tabela 3). A meathemtidade foi quando a
5'UTR foi comparada com o isolado da China, Z7822& maior foi com os
isolados da China AJ306288 e do Brasil AJ278854ia¢ao de identidade igual
foi observada na comparacdo dos demais isoladdSeambank sendo que as
maiores identidades ocorreram entre os isoladd®rdsil (J278854) da Europa
(Z78216) e entre isolados europeus X97704 x Z78ZI/B215 x Z78216
(Tabela 3).
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Tabela 3 Porcentagem de identidade entre as segséae nucleotideos da

regido ndo codificante 5’UTR dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1 LMV-Cf 95 95 94 98 96 94 94 93 89 87 85 76
2 AJ306288 - 94 96 95 93 91 92 94 87 85 87 74
3 AJ278854 - 95 97 98 91 97 93 89 87 85 74
4  X97704 - 9% 94 89 93 98 85 85 87 78
5 X97705 - 97 93 96 94 88 85 84 75
6 Z78216 - 92 98 94 91 88 87 80
7 778221 - 91 89 93 89 89 78
8 Z78215 - 93 89 87 85 80
9 778217 - 8 85 87 79
10 Z78218 - 88 88 78
11 778220 - 94 82
12 778222 - 80
13 DQ399708 -

A arvore filogenética construida com base na senja&le nucleotideos
da regido 5’'UTR mostrou que os isolados de LMV mtriduiram em dois
clados principais, sendo um deles com quatro dibades descritos por Revers
et al. (1997b) e os demais isolados agrupadosqumde clado, onde também se
situou 0 LMV-Cf. Este apresentou uma maior proxigwiel com o isolado do

X97705 da Espanha (Figura 1).
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66 — 278216
80 Z78215
AJ278854
— LMV-Cf
59 L— x97705

— X97704

96 L— 778217

AJ306288

278221

778218

55 ————— 278220

96— 778222
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Figura 1 Arvore filogenética construida com basseguéncia de nucleotideos
da regido ndo 5’'UTR dos isolados de LMV . Os vadozam obtidos
pelo programa MEGA 5.1 e teste Neighbor-Joiningm c@.000
repeticoes.

A proteina P1 do LMV-Cf possui 1.311 bp, apresethdtan mesmo
tamanho que os demais isolados de LMV utilizadas padlise desta regido.
Quando a sequéncia de nucleotideos dessa regiamrfgiarada a de outros
isolados de LMV, a maior identidade ocorreu entr&éMV-Cf e o isolado
Espanhol X97705 (96%), enquanto que com os demdsnéidade foi de 93%
(Tabela 4). Entre os demais isolados do GenBadkrtidade esteve entre 93 e
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95%. Assim sendo, nao houve uma variabilidade fétgtiva que indicasse uma
caracteristica distinta entre a P1 do LMV-Cf dosidis isolados disponiveis no
GenBank, uma vez que a proteina P1 é consideratzisadivergente entre as
espécies do género Potyvirus, apresentando sidaithei de apenas 41% de
nucleotideos e 28% de aminoacidos entre 187 seqséde 46 espécies
diferentes analisadas pertencentes ao género REWADAMS; ANTONIW,
FAUQUET, 2005).

Tabela 4Porcentagem de identidade na sequéncia de nudestith regido P1
dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6
1 LMV-Cf 93 96 93 93 50
2 X97704 - 94 95 94 52
3 X97705 - 93 93 50
4 AJ278854 - 93 51
5 AJ306288 - 51
6 DQ399708 -

A identidade dos aminoacidos da proteina P1 do LGf\&presentaram
uma variacdo semelhante a observada na identidedeudleotideos, sendo que
a maior identidade (95%) ocorreu com o isolado EsplaX97705 (Tabela 5). A
identidade de aminoacidos do LMV-Cf com o isoladasbeiro e com os
demais isolados do GenBank foi igual a 91%. Ergréd ssolados disponiveis no
GenBank, a identidade variou de 92 a 94%.

Seis substituicbes de aminoacidos foram observaasquencia da P1
do LMV-CF, sendo a primeira no aminoacido 15, quamdha Alanina foi
substituida por uma Treonina. Ocorreram duas s$ulgétes nas posicdes 119
havendo a substituicdo de uma Prolina por uma &egina posi¢cdo 121 de uma
Valina por uma Metionina. Na posi¢éo 253 e 254 amde aminoacidos Acido

aspartico e Lisina foram substituidas por Isoleu@nAsparagina na sequencia
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do LMV-Cf e por fim na posi¢éo 288 houve a subgtita de uma Tirosina por

uma Histidina. A regido N-terminal da proteina Rb#asiderada a mais variavel
e menos conservada dBstyvirus(ADAMS; ANTONIW; FAUQUET, 2005),
entretanto, na proteina P1 do LMV-Cf a variacdooatrada no N-terminal foi

similar & encontrada no C-terminal, mostrando gste ®ariacdo ndo ocorre

entre isolados de um mesmo virus.

Tabela 5 Porcentagem de identidade na sequénemit@acidos da regiao P1

dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6
1 LMV-Cf 91 95 91 91 11
2 X97704 - 92 94 93 8
3 X97705 - 92 92 6
4 AJ278854 - 92 6
5 AJ306288 - 8
6 DQ399708 -

A arvore filogenética baseada da sequéncia de otidd®s (Figura 2A)
e na de aminoacidos (Figura 2B) mostrou o mesmi@patk agrupamento, com
os isolados de LMV formando dois clados principaism deles o LMV-Cf

agrupou-se com o isolado X97705, da Espanha, emsid agruparam-se no

segundo clado.
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X97704

AJ306288

AJ278854
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100 b— x97705

DQ399708
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B 75 —— X97704
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AJ278854

L[ LMV-Cf

93 X97705
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0.4 0.3 0.2 0.1 0.0
Figura 2 Arvore filogenética construida com bassemguéncia de nucleotideos
(A) e aminoéacidos (B) da P1 de isolados de LMV.v@®res foram

obtidos pelo programa MEGA e teste Neighbor-Joinicgm 2.000

repeticdes.

A proteina HC-PRO apresentou 1374 nucleotideos e&mma tamanho
das demais proteinas dos isolados disponiveis n8&@. A menor identidade
de nucleotideos foi 93% entre o isolado LMV-CF esolado X97705, da
Espanha. A identidade com os demais isolados ddB&#nfoi igual a 95%
(Tabela 6). Entre os isolados do banco de daddergtidade foi ligeiramente

maior, variando de 94 a 97%.



38

Tabela 6 Porcentagem de identidade na sequénaiactiotideos da regido HC-
PRO dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6
1 LMV-Cf 95 93 95 95 59
2 X97704 - 96 97 96 61
3 X97705 - 95 94 61
4 J278854 - 96 60
5 AJ306288 - 59
6 DQ399708 -

A identidade de amino&cidos entre o isolado LMVeChs isolados
X97705 da Espanha e AJ306288 da China foi de 96¥iiaamto que com 0s
isolados X97704 da Franca e AJ278854 do Brasddd7% (Tabela 7). Foram
encontradas cinco substituicbes de aminoacidosgiaa N terminal da proteina
HC-PRO, sendo estas nas posi¢des dos aminoacidisicdp 15, uma
Fenilalanina foi substituida por uma Leucina, naigin 71, uma Alanina foi
substituida por uma Treonina, na posicao 93, uniad/foi substituida por uma
Isoleucina, e nas posi¢Ges 136 e 179 ocorram &sitsigbes de uma Lisina por
Arginina. Na regido C terminal da proteina foi emcado apenas uma
substituicio de aminoacido na posicdo 272, no gomalAcido glutamico foi
substituido por uma Lisina, mostrando que essageda proteina € mais
conservada que a regido N-terminal. Apesar daditipS8es de aminoacidos
apresentadas no HC-PRO os motifs conservados KITETK, que sao
necessarios para transmissdo por afideos (BLANCalet 1998), foram
encontrados entre os nucleotideos 52 - 55 e 312 v&pectivamente. Outros
motifs como FRNK, associado a supressao de sileecito de RNA, IGN,
relacionado com movimento e amplificacdo viral, €QC associado ao
movimento a longas distancias, também foram ermdos$rentre os aminoacidos
181-184, 250-252 e 292-294 respectivamente (ALAKEDA et al.,, 2011;
BLANC et al., 1998; SAENZ et al., 2001). Notandoegee nenhuma das seis
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substituicdes descritas na proteina HC-PRO do dsolaMV-Cf foram

importantegpara o desempenho de suas func¢des de proteina.

Tabela 7 Porcentagem de identidade na sequéneimideacidos da regido HC-

PRO dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6
1 LMV-Cf 97 96 97 96 44
2 X97704 - 98 99 98 45
3 X97705 - 98 96 45
4 J278854 - 98 45
5 AJ306288 - 45
6 DQ399708 -

A arvore filogenética baseada na sequéncia de atidd®s da HC-PRO
também mostrou um agrupamento dos isolados de Lii\d@s clados, porém
o0 isolado X97705, originario da Espanha, ficou smf@em um clado, enquanto

0s demais se agruparam no segundo clado (Figuran8#strando que em geral

esta regido é bastante conservada. Na arvore giolastom base na sequéncia
de aminoacidos, os isolados se distribuiram emctegos, com o LMV- Cf e o

isolado X97705 da Espanha, em clados distintos, @emais no terceiro clado

(Figura 3B).
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Figura 3 Arvore filogenética construida com baseseguéncia de nucleotideos
(A) e aminoacidos (B) da HC-PRO de isolados de LNDé. valores
foram obtidos pelo programa MEGA e teste Neighlwimidg, com
2.000 repeticdes.

A proteina P3 do LMV-CF apresentou 1131 nucleo8dgossuindo 3
nucleotideos a menos que o observado nos outrEdsoempregados para
comparagdo. Houve a delecdo de uma trinca deatiddes seguidos, de uma
regido com quatro repeticbes do cédon GAA em sex@énas posi¢cdes 1121,
1122 e 1123 (Figura 4A). A identidade de nucleatsdgo LMV-Cf variou entre
93 a 97%, com a menor identidade encontrada comoladio X97705 da
Espanha e o maior com os isolados AJ306288 da GhiXa7704 da Franca
(Tabela 8). Entre os isolados do GenBank as ideisl foram semelhantes,

variando entre 93 e 99%, mostrando que essa paoteitambém bastante
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conservada entre os isolados de LMV. Portanto,lacdle de uma trinca de

nucleotideos pode ter alguma consequéncia nagéterdrus-planta.

Tabela 8Porcentagem de identidade na sequéncia de nudestith regido P3
dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6 7
1 LMV-Cf 97 93 94 97 96 56
2 X97704 - 93 95 99 98 56
3 X97705 - 93 93 94 58
4 J278854 - 95 97 56
5 AJ306288 - 97 57
6 AJ515299 - 55
7 DQ399708 -
A X97704 CTAGAAGTAGT TGAAT T T TACGAAGGT CCTGAAGAAGAAGAAGT AGAGCATCAA
AJ306288  CTAGAAGTAGTTGAATTTTACGAAGGT CCTGAAGAAGAAGAAGT AGAGCATCAA
LMWV- Cf CTAGAAGTAGT TGAGT TTTACGAAGGT CCTGAAGAAGAA- - - GTAGAGCATCAA
AJ515299  CTAGAAGTAGT TGAGT TTTACGAAGGT CCTGAAGAAGAAGAAGT AGAGCATCAA
AJ278854  CTGGAAGTAGI TGAGT TTTACGAAGGT CCTGAAGAAGAAGAAGT GGAACATCAA
X97705 CTAGAAGTAGT TGAGT TTTACGAAGGT CCTGAAGAGGAAGAAGT AGAGCATCAA
* % Ak kkkkkkkkk khkkkhkkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhhkkkkkk * % k% * % * % * Kk k k ok k
B X97705 LEVVEFYEGPEEEEVEHQ
AJ278854 LEVWEFYEGPEEEEVEHQ
AJ515299 LEVVEFYEGPEEEEVEHQ
X97704 LEVVEFYEGPEEEEVEHQ
AJ306288 LEVWEFYEGPEEEEVEHQ
LMV- Cf LEVVEFYEGPEEE- VEHQ

khkkkkkkkhkhkhkk *kkk

Figura 4 Alinhamento da regido 3' terminal da sequéncia daefna P3 no
programa ClustalWw com énfase nos gaps; (A) Seqa&mescnucleotideos
do isolado LMV-Cf e dos demais isolados do GenBd#Bl;Sequéncia
de aminoacidos do isolado LMV-Cf e dos demais dmdado GenBank.

A identidade de aminoacidos entre o LMV-Cf e odaidos do GenBank
variou entre de 92 a 95%, e entre os isolados €pB@nk essa proteina
mostrou-se um pouco mais conservada, com as ideesdvariando de 96 a

99%, (Tabela 9). Ha alta variacdo na proteinap®® a mesma apresenta 6
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pontos de substituicdo de aminoacidos na sua seiquémum ponto de delecéo
de aminoacido na regido C-terminal, com a delegiaich Acido glutamico na
posicdo 374 (Figura 4B). Os seis pontos de sulgdidude aminoacidos
ocorreram nas posicdes centrais e C-terminal deeipeo P3, na posicdo 137
houve a substituicido de uma Alanina por uma Valivae, posicbes 227 e 228
um par de aminoacidos; Leucina e Lisina, foram t#ulidas por Fenilalanina e
Acido glutamico; na posicdo 304 ocorreu a subsfiilmide uma Arginina por
uma Glutamina e nas posicoes 307 e 338, ocorreubstitslicio de uma
Treonina por uma Isoleucina, e um Acido glutamicor mma Glicina,
respectivamente.

O motif GAAAAAA da PIPO foi identificado na sequéada proteina
P3 do isolado LMV-Cf na posi¢do dos nucleotideot 54650 (3333 e 3339 no
genoma do LMV-Cf), e é o responsavel pela mudargdraime para -2, e
expressao de uma proteina pequena contendo 37 &uigos com terminagdo
no cédon de parada TAA localizado nos nucleoti@tb — 3447 da proteina
P3. Chung et al. (2008) foi o primeiro a descrawea pequena ORF embutida
na proteina P3 do génerBotyvirus denominada PIPO, localizada nas
coordenadas dos nucleotideos 3079 — 3258 do gedorfiarnip mosaic virus
(TuMV), no qual o motif G, e As7 é responsavel pela mudanca de frame para
+2, e expressdo dessa proteina em fusdo com @& fdgi@rminal da proteina
P3. O autor também cita a existéncia de outras QRAeres ou iguais a 60
codons em todos os 48 Potyvirus presentes no Gé&nBata descoberta so foi
possivel pelo uso do software MLOGD, que tem essgdo especifica de
descobrir novas ORFs (CHUNG et al., 2008). E pe$sjue aja a ocorréncia da
proteina PIPO no LMV-Cf, uma vez que ha o motf GAMMA, e a regido N-
Terminal é a mais conservada da proteina P3, a@uémnpediria a fusdo com a
PIPO, que mesmo pequena (37 aa) poderia ser eapidass estudos entre a

interacdo destas duas regides e principalment® @asoftware MLOGD sao
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necessarios para afirmacdo da existéncia da PIP@rataina P3 do isolado
LMV-Cf, uma vez que Chung et al. (2008) deixa clargpossibilidade de
existéncia de outros pequenos genes em sobrepagiedrecessitam de estudos

e ferramentas para a sua analise.

Tabela 9 Porcentagem de identidade na sequéneimit@acidos da regiao P3
dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6 7
1 LMV-Cf 95 92 94 95 95 19
2 X97704 - 96 98 99 99 19
3 X97705 - 96 96 96 18
4 J278854 - 97 98 19
5 AJ306288 - 98 19
6 AJ515299 - 19
7 DQ399708 -

Na arvore filogenética gerada com base na sequéadiacleotideos da
proteina P3, os isolados de LMV se separaram es adados, sendo que o
isolado X97705 da Espanha ficou separado em umchlals e os demais
isolados se agruparam no segundo clado (FiguraBgse segundo clado, por
sua vez, se subdividiu em dois sub clados, conmsaados AJ 278854 e AJ
515299 separados dos demais isolados. O LMV-Cfsapteu uma maior
proximidade aos isolados X97704 da Franca e o ARE®@la China (Figura
5A). Na arvore filogenética gerada com base na&wia de aminoacidos foram
formados também dois clados, sendo que o LMV-@fufiseparado de todos os
demais isolados, permanecendo separado no prirokidm, e os demais se

agruparam no segundo clado (Figura 5B).
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Figura 5 Arvore filogenética construida com basseguéncia de nucleotideos
(A) e aminoé4cidos (B) da P3 de isolados de LMV.\v@kres foram
obtidos pelo programa MEGA e teste Neighbor-Joiniogm 2.000

repeticdes.

A proteina 6K1 do LMV-Cf, a exemplo dos demais aslds ja
sequenciados anteriormente, apresentou 156 ntaeidantidade de 92 a 98%
com os outros isolados utilizados para compard€fsa mesma variabilidade
foi observada entre os isolados do GenBank, cigatidade também esteve
entre 92 e 100% (Tabela 10).
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Tabela 10 Porcentagem de identidade na sequénadeotideos da regido
6K1 dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6 7
1 LMV-Cf 92 92 94 98 98 57
2 X97704 - 100 92 94 92 63
3 X97705 - 92 94 92 63
4 J278854 - 94 93 55
5 AJ306288 - 97 55
6 AJ515299 - 57
7 DQ399708 -

A identidade entre os amino&cidos da proteina @é&ibdos os isolados
comparados mostrou uma alta conservacao dessanprosendo que a menor
identidade entre o LMV-Cf e os isolados do GenBtoikde 98%. Apenas as
identidades entre o isolado AJ7278854 e os X977B9#&05 foram de 96%,

enguanto que todas as demais foram iguais ou nsajoie98% (Tabela 11).

Tabela 11Porcentagem de identidade na sequéncia de aminséadal regido

6K1 dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6 7
1 LMV-Cf 98 98 98 100 100 48
2 X97704 - 100 96 98 98 48
3 X97705 - 96 98 98 48
4 AJ278854 - 98 98 48
5 AJ306288 - 100 48
6 AJ515299 - 48
7 DQ399708 -

A arvore filogenética baseada na sequéncia de otimd®s foi
semelhante a construida com base na sequénciain@daidos, apresentando a
mesma tendéncia de agrupamento (Figuras 6A e 68)sd@ados de LMV se
distribuiram em dois clados principais, ficandoismdados europeus X97704 e

X97705 em um deles e os demais no segundo cladcsuUovez, o segundo
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clado se subdividiu em dois subclados, com o isold278854 separado dos
demais.

65 — LMV-Cf
A 76 [ L AJ515209

— AJ306288

AJ278854

X97704
100 I X97705

DQ399708
} } } } |
0.20 0.15 0.10 0.05 0.00
LMV-Cf
AJ306288
B AJ515299
X97704
69 | x97705
AJ278854
DQ399708
} } } } } |
0.25 0.20 0.15 0.10 0.05 0.00

Figura 6 Arvore filogenética construida com basesemguéncia de nucleotideos
(A) e aminoécidos (B) da 6K1 de isolados de LMV. vafores foram

obtidos pelo programa MEGA e teste Neighbor-Joiniogm 2.000
repeticdes.

A proteina Cl, que tem funcdo de RNA helicase, eeida para
replicacdo do genoma (CARRINGTON; JENSE; SCHAADRAQ) apresentou 0
mesmo numero de nucleotideos dos isolados de LMdégaenciados, ou seja,
de 1929 nuclecotideos. A sua identidade com osdssl empregados para

comparacdo variou entre 92 e 95%, mostrando unaa \@tiabilidade na
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proteina CI (Tabela 12). O mesmo foi observado paraoutros isolados

presentes no GenBank, que apresentaram identiglatrle eles, de 92 a 99%.

Tabela 12 Porcentagem de identidade na sequénaiactitideos da regiao ClI
dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6
1 LMV-Cf 95 92 95 95 60
2 X97704 - 93 95 99 61
3 X97705 - 92 93 61
4 J278854 - 95 62
5 AJ306288 - 62
6 DQ399708 -

A identidade dos aminoacidos da proteina Cl do L&Neom os
demais isolados do GenBank mostrou-se menos virissedo que o menor
valor ocorreu entre o LMV-Cf e 0 X97705 (97%) e aion com o isolado
AJ306288 (99%), da China (Tabela 13). O mesmobieeovado nas identidades
de aminoacidos entre os isolados do GenBank, qugramm também entre 97 e
99%. Duas substituicdes foram observadas na seiqua aminoacidos do
LMV-Cf: a primeira na posicdo do aminodcido 565deruma Valina foi
substituida por uma Isoleucina, e a segunda nocgmitio da posicdo 592, com
uma Serina sendo substituida por uma Alanina, atadoatizadas na regido C-
terminal da proteina Cl. Estudos de recombinacdm t@ostrado alta
probabilidade de ocorréncia de recombinacdo naeimat Cl (KRAUSE-
SAKATE et al., 2004, 2005). A regido de juncao pgexteinas P3-Cl do isolado
Tn2, originario da Tunisia (acesso GenBank AJ51h2R®@alizada entre os
nucleotideos 2859 - 4797, foi descrita como umaidoegie provavel
recombinacdo entre os isolados francés X97704geseptante do grupo de
‘LMV Common’ e o isolado brasileiro AJ278854, regeatante do grupo de
‘LMV Most’, indicando a primeira recombinacdo ente dois grupos descrita
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na natureza (KRAUSE-SAKATE et al., 2004). A altaiagdo encontrada na
regido terminal da proteina P3 do isolado LMV-Céip@star ligada ao fato de
que alguns isolados de LMV possuem sitio de recoagdio na juncdo das
proteinas P3-Cl (KRAUSE-SAKATE et al., 2004) o doena estas proteinas
alvos para posteriores estudos de recombinacéo.

Nas regibes P3-Cl, e PI-Cl do LMV-Cf, Krause-Sakateal. (2005),
detectaram um recombinante entre os isolados X9@@@spanha e AJ278857
do Brasil, mostrando que a interagéo entre asesgi@d proteina P1 e Cl séo
capazes de quebrar a resisténcia do gene Mo2 resaralgumas cultivares de
alface, como a Ithaca, e podem estar relacionadaducdo de sintomas
sistémicos atipicos. Paalmet et al. (2004), descme virus recombinantes

podem gerar sintomas atipicos ndo semelhantesaaeados por seus parentais.

Tabela 13 Porcentagem de identidade na sequéneimideacidos da regido ClI
dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6
1 LMV-Cf 99 97 98 98 51
2 X97704 - 97 98 99 51
3 X97705 - 97 97 50
4 J278854 - 98 51
5 AJ306288 - 50
6 DQ399708 -

Quando a arvore filogenética baseada na sequéeaiaaleotideos foi
construida, os isolados de LMV se distribuiram nomate em dois clados,
sendo que o X97705 ficou isolado dos demais em asncthdos, e o LMV-Cf
juntamente com os demais no segundo clado, isalado dos trés subclados
gue se formaram (Figura 7A). A &rvore construida dase na sequéncia de
aminoacidos apresentou a mesma tendéncia de dig#tib dos isolados de
LMV (Figura 7B).
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Figura 7 Arvore filogenética construida com basesemuéncia de nucleotideos
(A) e aminoéacidos (B) da CI de isolados de LMV. @dores foram
obtidos pelo programa MEGA e teste Neighbor-Joiniogm 2.000

repeticdes.

A proteina 6K2 do LMV-Cf, com 159 nt, foi a que sgresentou mais
variavel quando comparada aos demais isolados ad@&&. Sua identidade
com os mesmos variou de 88 a 93%, enquanto addeletientre esses isolados

variou de 91 a 99% (Tabela 14).

Tabela 14 Porcentagem de identidade na sequénamdieotideos da regido

6K2 dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6
1 LMV-Cf 93 88 93 94 64
2 X97704 - 93 97 99 58
3 X97705 - 91 92 68
4 AJ278854 - 96 58
5 AJ306288 - 56
6 DQ399708 -
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Quando os aminoacidos foram comparados, a vadal# da proteina
6K2 foi ainda maior. Enquanto a identidade entrguaro isolados empregados
para comparacdo foi de 100%, mostrando um graurimgaconservacao, a
identidade entre o LMV-Cf e esses isolados permane&n 92%, mostrando
variabilidade (Tabela 15). Foram observadas suligiés em quatro pontos da
sequéncia do LMV-Cf: na posicdo 1 uma Serina fdistituida por uma
Treonina, na posicdo 20 uma Isoleucina foi subidit por uma Leucina, na
posi¢do 30 uma Valina foi substituida por uma Istilea e na posi¢éo 46, uma
Metionina por Isoleucina. Spetz e Valkonen (20@4), estudos realizados com
o Potato virusA (PVA), mostrou que a regido N-terminal interfema fungbes
de vital importancia para o sucesso da infeccaapeessdo de sintomas em
plantas deNicotiana benthamianaA regido N-terminal da proteina 6k2, é a
mais variavel em comparacdo com outros isoladod ¥ presentes no
GenBank, contendo 3 substituicbes de aa, sendm &ssia proteina pode ser
uma candidata a inducdo do fechamento da cabegifada cv. Regina 579 que

nao apresenta essa caracteristica morfolégica questéo sadias.

Tabela 15 Porcentagem de identidade na sequéncangmacidos da regido
6K2 dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6
1 LMV-Cf 92 92 92 92 37
2 X97704 - 100 100 100 39
3 X97705 - 100 100 39
4 J278854 - 100 39
5 AJ306288 - 39
6 DQ399708 -

Tanto a arvore filogenética construida com baseseguéncia de
nucleotideos como a construida com base na sequélei aminoacidos

mostraram uma clara separacdo do LMV-Cf dos deimalados empregados
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para comparacdo (Figura 8A e 8B). Na primeira,fofarmadas trés clados,
sendo que o LMV-Cf ficou separado em um clado, @20% em outro e os trés

restantes se agruparam juntos no terceiro clado.

76 [ X97704
_[ AJ306288
A 63 AJ278854

X97705

LMV -Cf
DQ399708

} } } } } |
0.25 0.20 0.15 0.10 0.05 0.00

AJ278854
90 | AJ306288

R X97705

X97704

LMV -Cf

DQ399708

0.30 0.25 0.20 0.15 0.10 0.05 0.00

Figura 8 Arvore filogenética construida com basseguéncia de nucleotideos
(A) e aminoécidos (B) da 6K2 de isolados de LMV. vafores foram
obtidos pelo programa MEGA e teste Neighbor-Joiniogm 2.000
repeticdes.

A proteina Nla-VPg do LMV-Cf também apresentou@smo tamanho
da proteina semelhante de outros isolados do LMRY Bucleotideos. A
identidade de nucleotideos variou entre 90 e 94%& enisolado estudado e os
demais isolados do GenBank e entre 91 e 98% des¢labela 16).
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Tabela 16 Porcentagem de identidade na sequénadeotideos da regido

Nla-VPg dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6 7
1 LMV-Cf 93 90 92 93 94 60
2 X97704 - 91 94 98 98 59
3 X97705 - 93 91 91 60
4 J278854 - 94 94 62
5 AJ306288 - 98 60
6 AJ515301 - 58
7 DQ399708 -

Comportamento semelhante foi observado na sequéaaainoacidos,
que variou de 94 a 97% quando o LMV-Cf foi comparadm os isolados do
GenBank e de 95 a 100% entre eles (Tabela 17).sTadasubstituicdes
observadas na sequéncia de aminoacidos do LMV+4@beaw C-terminal da
proteina, na posi¢cdo 129 uma Leucina foi substtyidr uma Prolina, na
posicdo 161-162 o par de Tirosinas e Acido glutaniizam substituidos por
Histidina e Lisina e, por ultimo, na posicdo 18&aido aspartico foi substituido
por Glicina. H4 necessidade de estudos posterjmmes a interacdo entre as
proteinas do LMV e entre as proteinas virus-placdeo provaveis causas da

inducao de sintoma atipico causada pelo LMV-Cf.

Tabela 17 Porcentagem de identidade na sequéncanihmacidos da regido

Nla-VPg dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6 7
1 LMV-Cf 96 95 94 97 97 46
2 X97704 - 96 96 99 99 a7
3 X97705 - 95 97 97 48
4 J278854 - 96 96 48
5 AJ306288 - 100 48
6 AJ515301 - 47
7 DQ399708 -
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As arvores filogenéticas baseadas na sequénciadleotideos (Figura
9A) e de aminoacidos (Figura 9B) apresentaram agneptos similares, com os
isolados distribuidos em dois clados. Na primed) (o isolado X97705 ficou
isolado em um dos clados, enquanto os demais @®lad agruparam no
segundo clado, que por sua vez se subdividiu em sudclados: o isolado
AJ278854 do Brasil e o LMV-Cf ficaram isolados ndmeiro e segundo
subclados e os demais isolados agrupados no testgiclado. Comportamento
semelhante foi observado na arvore construida case ma sequéncia de

aminoacidos (Figura 9B).
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Figura 9 Arvore filogenética construida com baseseguéncia de nucleotideos
(A) e aminoacidos (B) da Nla-VPg de isolados de LMY6 valores
foram obtidos pelo programa MEGA e teste Neighlwimidg, com
2.000 repeticdes.

A sequéncia da Nla protease e os 60 primeiroseotideos da NIb
polimerase néo foram obtidas. Entretanto, foi faittomparacédo do fragmento
da NIb polimerase contendo 1500 pares de basederlidade de nucleotideos
variou entre 93 e 96% quando o LMV-Cf foi comparadon os isolados do
GenBank e de 93 a 96% entre eles (Tabela 18).ertithde de aminoacidos foi
bem menos variavel ficando entre 97 e 99%, comparan todos os isolados.

Segundo Adams, Antoniw e Fauquet (2005) a regidw éNimais conservada
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entre as espécies dPotyvirus apresentando similaridade de 76% de

nucleotideos e 89% de aminoacidos no estudo desdd@réncia de 46 espécies

do génerdotyvirus

Tabela 18 Porcentagem de identidade na sequénamaieotideos da regido

Nlb dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6
1 LMV-Cf 96 93 94 96 58
2 X97704 - 94 96 98 59
3 X97705 - 93 93 59
4 J278854 - 95 59
5 AJ306288 - 58
6 DQ399708 -

Tabela 19 Porcentagem de identidade na sequéncanihmacidos da regido

Nlb dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6
1 LMV-Cf 99 98 98 99 59
2 X97704 - 98 98 99 59
3 X97705 - 97 98 59
4 J278854 - 98 59
5 AJ306288 - 59
6 DQ399708 -

Nas arvores filogenéticas construidas com base amméscia de
nucleotideos e de aminoacidos (Figuras 10A e 1@Bagrupamentos foram

semelhantes. Em ambas os isolados se separaragisafadios, com o X97705

separado em um clado e os demais agrupados nodeegjado.
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Figura 10 Arvore filogenética construida com baseequéncia de nucleotideos
(A) e aminoacidos (B) da NIb de isolados de LMV. @dores foram

obtidos pelo programa MEGA e teste Neighbor-Joiniogm 2.000
repeticdes.

A proteina da capa proteica (CP) apresentou 83keatieos, nimero
igual aos isolados disponiveis no GenBank. Nesse, da@i encontrado um
maior nimero de sequéncias disponiveis no GenBEnikjodo que foi possivel
fazer uma melhor avaliagdo filogenética desse feeongendmico do LMV-
Cf. Quando comparado com outros 13 isolados do @B isolado estudado
apresentou uma identidade de nucleotideos queuvanioe 90 e 98%. O mesmo
pode ser observado quando se faz a comparacgaooeriselados do GenBank,
gue mostraram identidades variando entre 89 e 1808apa protéica € o gene
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gue tem sido empregado para classificacdo Botyvirus pela grande
guantidade de sequéncia disponiveis no GenBankla gmilaridade das
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos, sendbaggado no alinhamento

de 1220 sequencias da CP de virus pertencentesémerogPotyvirus a

diferenciacdo de espécies para espécies ocorramdgua diferenca das
identidades das sequéncias de nucleotideos esidm ale 76-77% (ADAMS;

ANTONIW; FAUQUET, 2005).

Tabela 20 Porcentagem de identidade na sequénaiacteotideos da regido CP

dos isolados de LMV

N°  Isolados 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 LMV-Cf 98 95 96 98 90 97 97 98 90 92 92 92 95 62
2 X97704 - 96 97 99 90 97 98 100 90 92 93 92 96 61
3 X97705 - 95 95 90 9 95 96 90 92 92 92 95 61
4  AJ278854 - 96 89 97 96 97 89 92 92 92 95 61
5 AJ306288 - 90 97 97 99 90 92 92 92 96 60
6

7

8

9

90 100 89 89 89 90 62

AJ278855 - 89 90
AJ488153 - 97 97 89 92 93 92 096 60
EF423619 - 98 90 92 93 92 96 62
JQ794776 - 90 92 93 92 96 61
10 Z78227 - 89 89 89 90 62
11 778228 - 98 100 92 62
12 778230 - 98 92 62
13 778231 - 92 62
- 61

14 U246670
15 DQ399708 -

A identidade de aminoacidos variou entre 93 e 10886do que os
valores de 100% foram obtidos entre o LMV-Cf e salados X97704 da
Franca, AJ306288 da China, e JQ794776 da indiadektidade entre os
isolados do GenBank variou entre 92 e 100% (TahEla
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Tabela 21 Porcentagem de identidade na sequéneimideécidos da regido CP

dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 LMV-Cf 100 96 99 100 93 98 97 100 93 93 93 93 97 61
2 X97704 - 96 99 100 93 98 97 100 93 93 93 93 97 61
3 X97705 - 97 96 93 96 95 96 93 93 93 93 95 61
4  AJ278854 - 99 94 98 97 99 94 93 93 93 97 61
5 AJ306288 - 93 98 97 100 93 93 93 93 97 61
6  AJ278855 - 93 93 93 100 93 92 93 92 60
7  AJ488153 - 97 98 93 93 93 93 96 61
8  EF423619 - 97 93 93 93 93 95 60

9 JQ794776 - 93 93 93 93 97 61
10 778227 - 93 92 93 92 60
11 778228 - 98 100 93 61
12 778230 - 98 93 62
13 778231 - 93 61
14 U246670 - 61
15 DQ399708 -

A arvore filogenética construida com base na samjaé&le nucleotideos
da proteina da capa proteica também mostrou undivisdn dos isolados de
LMV em dois principais clados (Figura 11). Em untedeficaram apenas dois
isolados, o AJ278855 do Brasil e 0 Z78227 da Eyrgpeuanto todos os
demais se agruparam no segundo clado. O isolado-CiMficou mais préximo
aos isolados X907704 da Franca, JQ794776 da india\&306288 da China,

mesmo se alojando em um subclado distinto.
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Figura 11 Arvore filogenética construida com basseguéncia de nucleotideos
da CP de isolados de LMV. Os valores foram obtidel® programa
MEGA e teste Neighbor-Joining, com 2.000 repeticBes

A arvore baseada na sequéncia de aminoacidos fpoulco distinta da
de nuclectideos, e apresentou os isolados agrupadd€s clados (Figura 12).
No primeiro clado ficaram trés dos isolados dessnitor Revers et al. (1997b):
278228, 7782229 e Z78230; no segundo se alojaramoouwesse grupo, o
2782227 juntamente com o isolado AJ278855 do Brasilterceiro clado se
agruparam todos os demais isolados utilizados @argaracdo, com a mesma
tendéncia de proximidade do LMV-Cf. Todos os dadb#idos para a capa

proteica, em conjunto, ndo sugerem nenhuma caistctarque poderia explicar
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a diferenca de sintomatologia de cabeca fechadazima pelo isolado em

estudo.

LMV -Cf
g7 | X97704
AJ306288
JQ794776
65| L AJ278854
AJ488153
EF423619
U24670
L x97705

100 | AJ278855
778227

778229
4|99 778228
% | 778230

DQ399708

63

80

0.15 0.10 0.05 0.00
Figura 12 Arvore filogenética construida com baseeguéncia de aminoacidos
da CP de isolados de LMV. Os valores foram obtidel® programa
MEGA e teste Neighbor-Joining, com 2.000 repetictes

A Ultima regido completamente sequenciada foi aT®RlJque possui
212 nucleotideos. A analise da sequéncia de nimd®st mostrou se tratar de
uma regido muito conservada com grande maioridd#adidades variando de
96 a 99% (Tabela 22). Apenas um isolado, o AF395804£hina, apresentou

uma identidade menor, no valor de 88%, com o LMVY-Bitre os isolados
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GenBank as identidades ficaram ente 97 e 100%ridae filogenética (Figura

13), entretanto, houve uma separacdo em apenasladis, e o LMV-Cf ficou

separado de todos os demais em um deles, mostuaralolara distingéo.

Tabela 22 Porcentagem de identidade na sequénciaaleotideos da regido 3’

UTR dos isolados de LMV

N° Isolados 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 LMV-Cf 99 98 99 99 99 99 88 99 98 99 99 99 96 96 62
2 X97704 99 100 100 100 100 100 100 99 100 99 100 97 97 58
3 X97705 99 99 99 99 99 99 99 9 99 99 97 97 58
4 AJ278854 - 100 100 100 100 100 99 100 99 100 97 97 58
5 AJ297630 - 100 100 100 100 99 100 99 100 97 97 58
6 AJ306288 - 100 100 100 99 100 99 100 97 97 58
7 AJ488153 - 100 100 99 100 99 100 97 97 58

8 AF395804 - 100 99 100 99 100 97 97 58
9 EF423619 - 99 100 99 100 97 97 58
10 EF633502 - 99 99 99 98 98 60
11 JQ794776 - 99 100 97 97 58
12 U246670 - 99 97 97 59
13 X65652 B 97 97 59
14 778227 - 100 59
15 778228 - 59
16  DQ399708 -
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Figura 13 Arvore filogenética construida com basseguéncia de nucleotideos
da 3'UTR de isolados de LMV. Os valores foram atsighelo programa
MEGA e teste Neighbor-Joining, com 2.000 repeticbes

Em relacdo a identidade dos aminoacidos notouesejmd modo geral,
maiores identidades para a maioria dos fragmento®rgicos comparados,
mostrando que as mutacdes ocorridas na sequénciaucleotideos nédo
corresponderam a variagdo nos aminoacidos, oufeejama substituicdo nao
sindnima ou silenciosa (NEI; GOJOBORI, 1986). Atphoa 6K2 foi a menos
conservada no isolado LMV-Cf, niveis de identidadgmilares foram

observados também para na proteina P3 onde algsoastituicdes de
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aminoacidos foram encontradas nesta regido, e etegéd de aminoécido foi
observada na regiao C-terminal da proteina.

Existem varios relatos na literatura de regifesdfpas do genoma
viral controlando a expressdo de sintomas de parmagido HC-Pro afeta
sintoma de clareamento das nervuras observad&s eabacuninfectadas com
Tobacco vein mothing viruSTVMV) (ATREYA et al., 1992) e regidao CP de
Cymbidium rinsgspot viruCymRSV) na expressdo de sintomas [Batura
stramoniun(SZTTYO; BURGYAN, 2001). Pode ocorrer também a&iatao de
duas regides para a expressao do sintoma comasaalaaegido C-terminal P3
e 6K1 dePlum pox virus(PPV) que afeta a severidade de sintomas do
mosqueado clordtico em folhas k& benthamiana(SAENZ et al., 2000) e
regido P3, Cl, 6K2 e Nla-VPg dd&obacco etch virus(TEV) que séo
determinantes para murcha em pimenta tabaSapsicum annuun(CHU et
al., 1997).
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5 CONCLUSOES

A maioria das proteinas sequenciadas do LMV-Cf afiesentaram
diferencas significativas, embora tenham se sepagad clados distintos nas
arvores baseadas na sequéncia de nucleotideoso@dnarCl e no terminal
3'UTR e nas baseadas na sequéncia de aminoacidoproizinas HC-PRO,
Nla- VPg e CI.

As proteinas P3 e 6K2 LMV-Cf apresentaram difersrgignificativas
quando comparadas com os isolados de LMV do GenBamkio consideradas
candidatas a serem investigadas com relagdo acpaeel na inducdo de

sintomas atipicos.
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