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RESUMO

A alface é uma das hortalicas mais consumida pelos brasileiros e cultivada por todo o mundo.
Um fator limitante na producdo desta cultura é a presenca de doencgas viréticas que afetam
principalmente as folhas, desvalorizando e inutilizando-as comercialmente. Com a finalidade
de determinar quais sdo os virus prevalentes em alface, foram coletadas amostras em lavouras
comerciais. As amostras foram coletadas em campos de producdo nas cidades de Lavras,
Nepomuceno, Santana da Vargem, Boa Esperanca, Trés CoracOes, Trés Pontas, Varginha e
Sdo Gongalo do Sapucai. Parte do material coletado foi inoculado mecanicamente em plantas
indicadoras. A outra parte foi dessecada e armazenada para estudos futuros e o restante
submetido a RT-PCR para diagnose dos virus presentes. Foram empregados primers
especificos para os principais virus que infectam a alface: Lettuce mosaic virus (LMV),
Lettuce mottle virus (LeMoV), Lettuce big-vein associated virus (LBVaV), Mirafiori lettuce
big-vein ophiovirus (MLBVV), para espécies do género Tospovirus e especifico para
Groundnut ringspot tospovirus (GRSV), Tomato chlorotic spot tospovirus (TCSV),
Chrysanthemum stem necrosis virus (CSNV) e Tomato spotted wilt tospovirus (TSWV). Os
virus encontrados no campo foram o LMV, LeMoV e os Tospovirus TCSV e GRSV, com
maior ocorréncia do LMV e do TCSV. A caracterizagdo molecular dos isolados brasileiros
confirmou a identidade das espécies de Tospovirus TCSV e GRSV.

Palavras-chave: diagnose viral, Tospovirus, LMV, LeMoV, GRSV, TCSV.



ABSTRACT

Lettuce (Lactuca sativa) can be found growing all over the world and is the Brazil’s most
consumed vegetable. The viral diseases are considered a limiting factor in the production of
this crop, since it can affect their leaves, devaluing and making them commercially useless.
This study was carried out aiming to determine which viruses are prevalent in some
commercial areas located in southern region of Minas Gerais state, Brazil. Samples were
collected in crops located in Lavras, Nepomuceno, Santana da Vargem, Boa Esperanca, Trés
Coracdes, Trés Pontas, Varginha and Sdo Gongalo do Sapucai. Part of the collected material
was mechanically inoculated in indicators plants; part was desiccated and stored for future
studies and the remainder was submitted to RT-PCR. The primers used were specific for the
mains viruses that infect lettuce: Lettuce mosaic virus (LMV), Lettuce mottle virus (LeMoV),
Lettuce big-vein associated virus (LBVaV), Mirafiori lettuce big-vein ophiovirus (MLBVV),
Tospovirus genus and Tospovirus species specific for Groundnut ringspot tospovirus
(GRSV), Tomato chlorotic spot tospovirus (TCSV), Chrysanthemum stem necrosis virus
(CSNV) and Tomato spotted wilt tospovirus (TSWV). The viruses found in the field were
LMV, LeMoV and Tospovirus TCSV and GRSV, with higher occurrence of LMV and TCSV.
The molecular characterization of the Brazilian isolates confirmed the identity of the
Tospovirus TCSV and GRSV species.

Keywords: viral diagnosis, Tospovirus, LMV, LeMoV, GRSV, TCSV.
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1. INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) é uma planta herbécea, com caule diminuto, ao qual se
prendem as folhas. Estas sdo amplas e crescem em roseta, em volta do caule, podendo ser
lisas ou crespas, formando ou nao uma “cabega”, com coloracdo em varios tons de verde, ou
roxa, conforme a cultivar. E uma das hortalicas mais cultivadas e consumidas no mundo, com
producdo mundial de 24,9 milhdes de toneladas anuais (FOOD AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS-FAO, 2017).

No Brasil, representa 50% de toda a producéo e comercializacdo nacional de hortalicas
com 66.301 propriedades produtoras, area total plantada de 80.000 ha, gerando cinco
empregos diretos/ha. A cultura é também a terceira em maior volume de producdo, perdendo
apenas para a melancia e o tomate e movimentando cerca de 8 bilhdes de reais no varejo, com
producdo de mais de 1,5 milhdo de tonelada por ano (FILGUEIRA, 2008; ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE COMERCIO DE SEMENTES E MUDAS-ABCSEM, 2016). O Estado de
Minas Gerais se destaca como uma das regides de maior producdo do pais, com producdo de
30 mil toneladas e produtividade de 23 toneladas/ha (SOCIEDADE NACIONAL DE
AGRICULTURA-SNA, 2015).

Diversas doencas podem afetar a cultura da alface, entre as quais as de origem viral
despertam a atencdo pela sua complexidade, inexisténcia de medidas curativas de controle e
frequentemente por causarem perdas significativas na producdo. Geralmente, os sintomas
foliares observados em plantas infectadas por virus sdo mosaico, necrose, arroxeamento,
deformacéo, mosqueado e bronzeamento, além de reducdo no desenvolvimento da planta,
resultando em alteragdes morfoldgicas que inviabilizam a sua comercializacao.

Durante muito tempo o Lettuce mosaic virus (LMV), pertencente ao género Potyvirus,
foi o principal virus detectado nas lavouras de alface brasileiras. Em anos recentes, algumas
espécies de tospovirus tém aparecido com maior frequéncia, em incidéncias que tem levado
0s produtores até a abandonarem certas areas de producdo. As principais espécies de
tospovirus detectadas no Brasil foram: Tomato spotted wilt tospovirus (TSWV), Groundnut
ringspot tospovirus (GRSV), Tomato chlorotic spot tospovirus (TCSV). Esses virus
pertencem a familia Tospoviridae, género Orthotospovirus. Além desses virus, outro que
também tem aparecido, embora com menor incidéncia, o Lettuce big-vein associated

varicosavirus (LBVaV), do género Varicosavirus, e o Mirafiori lettuce big-vein ophiovirus



(MLBVV) do género Ophiovirus, agente etiolégico do engrossamento das nervuras da alface
(PAVAN et al., 2008; LIMA et al., 2016; PACIFICO, 2017) .

Mais de 900 espécies de plantas, pertencentes a 90 familias boténicas, incluindo
plantas cultivaveis, ornamentais e daninhas, jd foram relatadas como susceptiveis aos
tospovirus (OLIVER; WHITFIELD, 2016). Geralmente eles provocam perda de rendimento
em um grande numero de culturas economicamente importantes, como amendoim, alface,
papaia, ervilha, batata, pimenta doce, tabaco, tomate e em culturas ornamentais, como
alstroemeria, beg0nia, crisantemo, dalia, gerbera, gloxinia e impatiens. Sob condicGes
naturais, os tospovirus sdo transmitidos pelo inseto vetor tripes de modo persistente
propagativo (RILEY et al, 2011). A aquisi¢do do virus pelo vetor ocorre na fase larval, porém
a transmissdo somente ocorrerd na fase adulta.

Entre os anos de 2016 e 2017, um levantamento das doencas em alface no sul de
Minas Gerais, 15,4% das doencas encontradas foram de etiologia viréticas, sendo que 0s
tospovirus foram encontrados em 99% das propriedades avaliadas (PACIFICO, 2017). Nesse
levantamento foram encontradas apenas as espécies TCSV e GRSV.

Nesse trabalho pretende-se investigar a ocorréncia de viroses nos campos produtores

de alface, localizados na regido Sul de Minas Gerais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O cultivo da Alface

A alface (Lactuca sativa L.) pertence a ordem Asterales e familia Asteraceae. O centro
de origem esta no sudoeste da Asia, mais precisamente entre a Mesopotamia e o Curdistao,
devido a diversidade de espécies. No Egito as folhas foram utilizadas na alimentacdo, como
afrodisiaco e sacrificios a deusa Min, e as sementes para 6leo alimentar. A partir do Egito
chegou a Grécia e Roma, tornou-se conhecida pelas qualidades relacionadas a digestdo sendo
mencionada por varios escritores. Difundiu-se pela China, Europa, América (VRIES, 1997) e
foi introduzida no Brasil pelos portugueses em 1647 (SALA; COSTA, 2012).

E uma planta anual, originaria de clima temperado, uma das hortalicas mais populares
e consumidas no Brasil e no mundo, devido ao sabor, qualidade nutricional e preco acessivel
ao consumidor (SALA; COSTA, 2012). Entre os principais tipos de alface produzidos no pais
destacam-se 0s tipos: crespa, lisa, americana, mimosa, romana, roxa/vermelha e crocante, com
variacdo de formatos, tamanho e coloragéo (SALA; COSTA, 2016).

Cultivares do grupo lisa foram as mais plantadas até a década de 1990.
Posteriormente, ocorreu uma mudanca na tendéncia do mercado consumidor e as cultivares
pertencentes ao grupo crespa passaram a ser produzidas em larga escala e, atualmente,
correspondem ao principal segmento de alface cultivado no Brasil. A ndo formacao de cabeca,
aliada a presenca de folhas flabeladas, conferiu as cultivares crespas uma melhor adaptagéo as
condi¢cdes ambientais do verdo, que se caracterizam pelas altas temperaturas e indices de
pluviosidade elevados. No inicio dos anos 90, a demanda de mercado da alface americana
também foi impulsionada para atender as redes de lanchonetes fast foods (AZEVEDO
FILHO, 2017).

Seu cultivo é realizado de maneira intensiva e geralmente € praticado por agricultores
familiares, gerando cinco empregos diretos por cada hectare cultivado e a obtencdo de elevada
producdo em pequenas areas de plantio (COSTA; SALA, 2005; CARVALHO FILHO;
GOMES; COSTA-CARVALHO, 2012). Atualmente, existem pelo menos quatro sistemas
produtivos de alface no Brasil: o cultivo convencional, o sistema organico em campo aberto, 0
cultivo protegido no sistema hidrop6nico e o protegido sob solo (RESENDE et al., 2007;
FILGUEIRA, 2008).



2.2. Doencas virdticas que afetam a alface

Dentre os fitopatdgenos que infectam a alface, os virus sdo importantes pelo seu
potencial de induzir quedas na produtividade, qualidade e rentabilidade da cultura, pela
auséncia de medidas curativas e pela sua rapida disseminacdo no campo. Muitas viroses tém
sido descritas na cultura da alface, entretanto nem todas sdo de ocorréncia rotineira (PAVAN
et al., 2008; MORENO; FERERES, 2012).

Diversos virus foram relatados afetando regides produtoras de alface mundialmente, as
espeécies Alfalfa mosaic virus (AMV, Alfamovirus); Arabis mosaic virus (ArMV, Nepovirus);
Beet western yellows virus (BWYV, Polerovirus); Beet yellow stunt virus (BYSV,
Closterovirus); Bidens mottle virus (BiMoV, Potyvirus); Bidens mosaic virus (BiMV,
Potyvirus); Broad bean wilt virus (BBWYV, Fabavirus); Cucumber mosaic virus (CMV,
Cucumovirus); Dandelion yellow mosaic virus (DYMV, Sequivirus); Lettuce big-vein
associated varicosavirus (LBVaV, Varicosavirus); Mirafiori lettuce big-vein ophiovirus
(MLBVYV, Ophiovirus); Lettuce chlorosis virus (LCCV, Crinivirus); Lettuce infectious
yellows virus (LIYV, Crinivirus); Lettuce mosaic virus (LMV, Potyvirus); Lettuce mottle
virus (LeMoV, um possivel Sequivirus); Lettuce necrotic yellows cytorhabdovirus (LNYYV,
Cytorhabdovirus); Lettuce speckles mottle virus (LSMV, Umbravirus); Sonchus yellow net
nucleorhabdovirus (SYNV, Nucleorhabdovirus); Sowthistle yellow vein nucleorhabdovirus
(SYVV, Nucleorhabdovirus); Tobacco rattle virus (TRV, Tobravirus); Tobacco ringspot
virus (TRSV, Nepovirus); Tobacco streak virus (TSV, llarvirus); Tomato spotted wilt
tospovirus  (TSWV, Orthotospovirus); Tomato chlorotic spot tospovirus (TCSV,
Orthotospovirus); Groundnut ringspot tospovirus (GRSV, Orthotospovirus) e Turnip mosaic
virus (TuMV, Potyvirus) (COLARICCIO; CHAVES, 2017).

2.2.1 Lettuce mosaic virus - LMV

O mosaico da alface causado pelos virus Lettuce mosaic virus (LMV) foi relatado pela
primeira vez na Florida, EUA, em 1921. E considerada a virose de maior importancia em
lavouras de alface no mundo, e ja foi relatada em todos os continentes (GERMAN-RETANA
et al., 2008). No Brasil, teve seu primeiro relato em 1945 (KRAMER et al., 1945).

Pertencente a familia Potyviridae, género Potyvirus, é constituido por particulas virais

filamentosas e flexuosas com tamanho aproximado de 750 nm de comprimento e 15 nm de
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diametro, contendo RNA de fita simples senso positivo (sSRNA+). Seu genoma possui uma
unica ORF de 10.080 nucleotideos que codifica uma poliproteina (WYLIE et al., 2018).
Devido ao aumento de isolados identificados por todo o mundo, foi realizado o agrupamento
em patotipo ou estirpes para facilitar os estudos; Atualmente, o LMV possui trés grupos:
LMV-Yar, LMV-Greek e LMV-RoW, o Ultimo grupo contém o maior nimero de isolados e
dois subgrupos LMV-Most e LMV-Common (LIM et al., 2014).

O LMV possui uma ampla gama de hospedeiros, cerca 121 espécies, de 17 familias
botanicas, abrangendo 60 géneros; das quais a familia Asteraceae apresenta a maior
quantidade de espécies suscetiveis (GERMAN-RETANA et al., 2008; PAVAN et al., 2008).

O LMV é encontrado com maior frequéncia em periodos de temperatura amena e
baixa umidade, causando sintomas caracteristicos como mosaico, nanismo, distorcdo,
embolhamento foliar e necrose (PAVAN et al., 2008). A sua transmissdo ocorre por afideos,
de maneira ndo persistente, sendo as espécies Myzus pericae e Macrosiphum euphorbiae o0s
principais insetos vetores (BRAULT et al., 2010; KOBORI et al., 2011). Além disso, pode
também ser transmitido por sementes, infectando tecidos embrionarios, com taxa de
transmissdo entre 1 a 16%, variando de acordo com o patotipo e a cultivar (PEREIRA et al.,
2012). Essas caracteristicas facilitam a ocorréncia de epidemias em cultivares susceptiveis,
podendo afetar de 80 a 100% das plantas (DINANT; LOT, 1992).

Com o desenvolvimento de cultivares portadoras do gene de resisténcia recessiva, mol*
e mol?, houve consideravel reducdo na incidéncia do LMV nos campos produtores.
Entretanto, alta pressdo de inoculo, aliada a presenca de afideos no campo, pode levar a queda
de resisténcia da planta, uma vez que essa, quando portadora dos genes mol* e mol? ndo séo
imunes ao virus (PEREIRA et al., 2012; LUCAS, 2014; SALA; COSTA, 2016).

2.2.2 Lettuce mottle virus - LeMoV

Esse virus foi relatado pela primeira vez por Kitajima et al. (1980) no Brasil, com o
nome de mosaico necroético da alface, devido aos sintomas observados na planta. Em 1982, no
Distrito Federal, foi relatado por Marinho et al. (1982) infectando tanto as cultivares de alface
resistentes como as susceptiveis ao LMV. Em 1986 mudou o nome para Mosqueado da
alface, como é conhecido até os dias atuais (MARINHO; KITAJIMA,. 1986). No ano de
2005, foi relatado por Krause-Sakate et al., (2008) infectando alfaces no Chile.
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Esse virus induz sintomas como mosqueado e mosaico, semelhantes aos induzidos
pelo LMV e geralmente aparece em baixa incidéncia nos campos (MARINHO; KITAJIMA,
1986; FIRMINO et al., 2008). Em 2012, num levantamento realizado em algumas regides
produtoras de alface, no Estado de Sdo Paulo, observou-se maior incidéncia comparada ao
LMV (DE MARCH] et al., 2012).

A sua espécie ainda ndo estd definitivamente classificada pelo International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICVT), de modo que no momento é uma espécie
candidata a ordem Picornavirales, familia Secoviridae, género Sequivirus com base no
sequenciamento parcial do genoma e visualizagdo da particula viral em microscopio
eletrénico de transmissdo (JADAO, 2004; THOMPSON et al., 2017). O género Sequivirus é
caracterizado por particulas isométricas, ndo envelopadas com tamanho aproximado de 30 nm
de didmetro, contendo RNA de fita simples senso positivo (sSRNA+). Possui uma unica ORF
que codifica uma poliproteina que é posteriormente clivada em oito proteinas funcionais
(TURNBULL-ROSS et al., 1993; THOMPSON et al., 2017).

Marinho et al. (1986) conseguiram transmitir o LeMoV pelo afideo Hyperomyzus
Lactucae L. e por inoculacdo mecanica. Entretanto, em experimentos recentes realizados por
Oliveira (2016), ndo foi obtida a transmissdo do LeMoV pelos afideos Aphis gossypii, Aphis
fabae e Myzus persicae. Também ndo observaram a transmissdo desse virus por sementes,
mas ressaltaram que seriam necessarios estudos complementares para uma conclusdo

definitiva.

2.2.3 Varicosavirus e Ophiovirus

Conhecida como espessamento das nervuras ou Big-vein, essa virose teve 0 seu
primeiro relato na California, EUA, em 1934 (JAGGER; CHANDLER, 1934). A identidade
do agente causal permaneceu incerta por muitos anos, sendo considerada uma doenca
semelhante a virus. Somente em 1983 foram visualizadas particulas virais no extrato vegetal
de plantas infectadas, em microscopio eletronico (VERBEEK et al., 2013). O espessamento
das nervuras € uma virose complexa e importante, causada por dois virus transmitidos por
fungo, que ocorre em todos as cultivares de alface e em todos os tipos de cultivo. S&o
potencialmente capazes de causar perdas consideraveis, sendo que ja foram reportadas perdas
em torno de 50 a 70% em alguns campos (SANCHES, 2006; MORENO & FERERES, 2012).
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O sintoma ocorre devido a hiperplasia das células préximas as nervuras, que
aumentam seu volume, tornando-se clordticas e translicidas. As plantas apresentam também
deformacéo foliar e reducdo no crescimento. Caso sejam infectadas nos primeiros estagios de
crescimento, além de drastica reducdo no crescimento, as plantas chegam a morrer
(SANCHES et al., 2007; PAVAN et al., 2008; MORENO; FERERES, 2012). A doenga
ocorre em regides subtropicais, principalmente em temperaturas inferiores a 20°C. No Brasil
0s sintomas tém sido observados principalmente no inverno (PAVAN et al., 2008; KOBORI
etal,. 2011).

Estudos tém mostrado que, frequentemente, existem dois virus associados a essa
doenga: o Lettuce big-vein associated varicosavirus (LBVaV), pertence ao reino Riboviria,
filo Negarnaviricota, subfilo Haploviricota, classe Milneviricetes, ordem Serpentovirales,
familia Aspiviridae, espécie tipo do género Varicosavirus e o Mirafiori lettuce big-vein
ophiovirus (MLBVV) pertencente ao reino Riboviria, filo Negarnaviricota, subfilo
Haploviricota, classe Monjiviricetes, ordem Mononegavirales, familia Rhabdoviridae, género
Varicosavirus. O LBVaV possui genoma bipartido de RNA fita simples senso negativo
(ssRNA-), ndo envelopado, de particulas flexuosas em forma de bastonetes com cerca de 320
a 360 nm e 18 nm de didmetro. O RNA 1 (6.8 kb) codifica duas proteinas, enquanto 0 RNA
2 (6.1kb) codifica cinco proteinas (VERBEEK et al., 2013; WALKER et al., 2018). O
MLBVV possui particula filamentosa e flexuosa, ndo envelopados, com conformagao
retorcida e comprimento estimado em 760 nm, contendo RNA de fita simples de senso
negativo (sSRNA-). O seu genoma apresenta de 11,3 a 12.5 kb dividido em quatro RNAs, que
codificam sete proteinas funcionais (GARCIA et al., 2017).

A transmissdo de ambos os virus ocorre naturalmente pelo fungo de solo Olpidium
virulentus, conhecido também por O. brassicae, pelos zodsporos lancados de esporangios,
que aparentemente levam o virus nos seus protoplastos e o transmitem para raizes sadias. O
virus também é transmitido pelos esporos de resisténcia (06sporos), 0s quais sobrevivem por
anos no solo na auséncia de plantas hospedeiras (SANCHES et al., 2007; VERBEEK et al.,
2013; LAY etal., 2018).

2.2.4 Tospovirus

A primeira ocorréncia mundial da doenga virdtica denominada “vira-cabega” ou
“spotted wilt” foi observada em tomateiros na Austrélia, no inicio do seculo 20. Entretanto, o
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agente causal permaneceu desconhecido até 1930, quando foi demonstrado que a doenca era
causada por um virus denominado Tomato spotted wilt virus (TSWV), que se tornou a espécie
tipo do género Tospovirus (OLIVER; WHITFIELD, 2016). Esse nome é derivado do aspecto
da planta infectada, que apresenta o sintoma tipico de curvatura do ponteiro para baixo em
tomateiros.

As espécies de Tospovirus foram reconhecidas como uma grande praga agricola a
partir da década de 1980, ndo somente pelo seu potencial de causar perdas mais também pelo
aparecimento de novas espécies no género, chegando a ser associado a perda mundial
estimada em mais de US$ 1 bilhdo em 1994 (GOLDBACH; PETERS, 1994). Com base em
10 anos de analise de dados no estado da Georgia, EUA, entre os anos 1996 a 2006 foram
estimados perdas de US $ 1,4 bilhdo para as culturas de amendoim, fumo, tomate e pimenta
(RILEY etal, 2011).

Os tospovirus sdo virus com genoma tripartido de RNA de fita simples senso
negativo, organizados em particulas esfericas de 80 a 120 nm de didmetro, as quais s&o
envelopadas por uma membrana de glicoproteinas de 5-10 nm que estdo inseridas no
involucro de bicamada lipidica de aproximadamente 5 nm de espessura. Os trés RNAS
gendmicos possuem tamanhos variados, denominados RNA L (grande), RNA M (médio) e o
RNA S (pequeno) localizados no nucleo da particula viral, em todos os segmentos do RNA
gendmico possuem nove nucleotideos conservados no terminal 3’ e complementares ao
terminal 5° que confere uma aparéncia pseudocircular em cada segmento de RNA gendmico
(KING et al., 2012; OLIVER; WHITFIELD, 2016).

Sdo transmitidos por diversas espécies de tripes (ordem Thysanoptera, familia
Thripidae e subfamilia Thripinae) de maneira circulativa propagativa (WHITFIELD et al.,
2015). Atualmente sdo conhecidas mais de 2000 espécies de tripes, mas apenas 14 espécies
foram relatadas como transmissoras dos tospovirus por todos os continentes (PAPPU et al.,
2009; RILEY et al., 2011; WANG et al., 2016). No Brasil, cinco espécies foram relatadas
como transmissoras de tospovirus, mas a principal espécie responsavel pela disseminacdo nas
Américas do Norte e Sul, Austrdlia, Europa e o Oriente Médio é a espécie Frankliniella
occidentalis (NAGATA et al., 1999; MONTEIRO, 2001; NAGATA et al., 2000; NAGATA
etal., 2004; OLIVER; WHITFIELD, 2016).

Em 2011 o TSWYV foi listado na segunda posic¢do entre os 10 virus mais importantes
que afetam as plantas, de acordo com sua relevancia econémica e cientifica. A importancia

econdmica do TSWV resulta da sua distribuicdo mundial; ampla gama de hospedeiros (mais
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de 1000 espécies de plantas), incluindo tomate, pimenta, alface, amendoim, crisantemo e
cebola; das perdas significativas resultantes da infeccdo e a dificuldade em gerenciar os
vetores (SCHOLTHOF et al., 2011; LIMA et al., 2016).

No Brasil, TSWV foi relatado pela primeira vez em 1937, afetando plantas de fumo e,
no ano seguinte, 23 espécies foram listadas como suscetiveis, dentre elas a alface, que em
1941 teve seu primeiro relato em condi¢fes de campo. Entretanto, somente no ano de 1988,
surtos epidémicos da doenca na cultura da alface foram relatados, causando perdas estimadas
em até 100%, em lavouras no estado de Pernambuco. Posteriormente, em 2004, novas
epidemias em Sdo Paulo em condi¢bes de cultivo hidropdnico ocasionaram prejuizos da
ordem de 40%. Existem poucos estudos quantitativos sobre as perdas provocadas pelos
tospovirus no campo, porém levantamentos realizados entre os anos de 2011-2015 tem
mostrado um aumento significativo da incidéncia de vira cabeca, ndo s6 no campo mais
também em cultivos hidropénicos (COSTA; FORSTER, 1938; COSTA; FORSTER, 1941;
MORAES et al., 1988; COLARICCIO et al., 2004; COLARICCIO, 2015; LIMA et al., 2016).

Os tospovirus pertencem ao reino Riboviria, filo Negarnaviricota, subfilo
Polyploviricotina, classe Ellioviricetes, ordem Bunyavirales, familia Tospoviridae, género
Orthotospovirus. Atualmente existem 18 espécies oficialmente reconhecidas no género
Tospovirus (KING et al., 2018; ICTV, 2019), sendo que o critério para reconhecer e
oficializar uma nova espécie é baseado na especificidade do vetor, na gama de plantas
hospedeiras, nas relacdes soroldgicas da proteina N, e na identidade dessa mesma proteina
que deve ser de pelo menos 90% de aminoacidos para ser considerada uma mesma espécie
(KING et al., 2012).

No Brasil, foram relatadas seis espécies de tospovirus: Tomato spotted wilt tospovirus
(TSWV), Tomato chlorotic spot tospovirus (TCSV), Groundnut ringspot tospovirus (GRSV),
Zucchini lethal chlorosis tospovirus (ZLCV), Iris yellow spot tospovirus (IYSV) e
Chrysanthemum stem necrosis orthotospovirus (CSNV). Porém, em alface somente as
espécies TSWV, GRSV e TCSV tém sido encontradas e descritas na literatura, sendo o TCSV
a principal espécie no estado de Sao Paulo, enquanto GRSV prevaleceu no Vale do Rio Sao
Francisco, no Estado de Pernambuco (POZZER et al., 1999; COLARICCIO et al., 2001;
PAVAN et al., 2008; LIMA et al., 2016).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Local do experimento
Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagdo e no laboratorio de

Virologia Molecular do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras
(UFLA).

3.2 Obtencao das plantas e manutencéo do inéculo

As plantas de alface com sintomas suspeitos de virose foram coletadas em campos de
producéo de cidades do sul de Minas Gerais (Figura 1).

Figura 1. Localizagdo das cidades de coleta das amostras de alface no Estado de Minas
Gerais.

Legenda: A-Lavras, B-Nepomuceno, C-Santana da Vargem, D-Boa Esperanca, E-Trés Coraces, F-
Trés Pontas, G-Varginha, H-Sdo Gongalo do Sapucai.

3.3 Testes bioldgicos
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O material vegetal coletado foi empregado para multiplicacdo e confirmacdo da
infeccdo viral por inoculagdo mecéanica, parte foi utilizada para extracdo do RNA viral, e 0
restante foi armazenado em congelador a -80°C.

Na inoculacdo mecanica os tecidos foliares das amostras foram macerados em solugéo
tampdo de fosfato 0,01M, pH 7, contendo sulfito de sédio 0,01M, na propor¢do de 1g/5mL e
inoculados por friccdo em folhas de plantas indicadoras jovens (Lactuca sativa, Datura
stramonium, Chenopodium quinoa, Nicotiana tabacum, Nicotiana benthamiana e Solanum
lycopersicum), previamente polvilhadas com carborundum (CSi). Todas as plantas inoculadas

foram mantidas em casa de vegetacao e observadas diariamente a visualizagdo de sintomas.

3.3 Testes moleculares

3.3.1 Extracdo do RNA viral

O RNA total foi extraido de plantas de alface sadias e com sintomas de virose
coletados nos campos de producéo, pelo método do Trizol (AFGC PROTOCOLS, 2002). As
folhas jovens foram maceradas na presenca de nitrogénio liquido e o pd obtido foi
ressuspendido na solucdo extratora Trizol (38% de fenol saturado, 0,8M de tiocianato de
guanidina, 0,4M de tiocianato de aménio e 0,1M de acetato de sodio, pH 5 e 5% de glicerol),
na proporcao de 1g de tecido / 5mL solucdo. Em seguida, o extrato obtido foi transferido para
microtubos e incubados (em banho-maria) por 5 minutos a 60°C. Apds a incubacdo, os tubos
foram centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos, a 4°C. O pellet foi descartado e o
sobrenadante transferido para novos microtubos, adicionando-se a eles 300uL de cloroférmio.
Esses tubos foram agitados em vdrtex, deixados a temperatura ambiente por 3 minutos e
centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos, a 4°C. Apos a transferéncia da fase aquosa para
novos tubos, foi adicionado %2 volume do sobrenadante coletado, de solucdo contendo 0,8M
de Citrato de Sédio + 1,2M de Cloreto de Sadio e % volume de isopropanol. Os tubos foram
entdo agitados cuidadosamente, por inversdo, e deixados a temperatura ambiente por 10
minutos, com posterior centrifugacdo a 12.000 rpm por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado com etanol 70% gelado (-20°C). O RNA precipitado foi
secado a vacuo e ressuspendido em 25ul. de dgua ultrapura tratada com dietilpirocarbonato
(DEPC). O RNA total extraido foi analisado em gel de agarose a 0,7%, contrastado com Gel

Red Nucleic Acid Gel Stain (Biotium), antes de ser utilizado nos testes subsequentes.
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3.3.4 RT-PCR para diagnose dos virus

Para a sintese do cDNA foram utilizados 2 uL. do RNA total extraido da planta , 0,5
uL do random primer ou oligo d(T), 0,5 uL. de dNTPs (10 mM) ¢ 4,6 uL de agua ultrapura. A
mistura foi incubada por 10 minutos a 70°C, ap6s o que, imediatamente transferida para um
recipiente com gelo. Em seguida, foram adicionados 2 pL de buffer (5X) M-MLV ¢ 0,4 uL da
enzima transcriptase reversa M-MLV (Ludwig) e incubada por 60 minutos a 37°C, seguindo
de 10 min a 70°C, de acordo com as recomendacfes do fabricante. Apds essa etapa, 0s
microtubos foram mantidos em gelo para posterior uso.

Para o preparo da PCR foram utilizados: 2,5 uL buffer (10X), 0,75 uL do MgCl,, 0,5
puL de dNTPs, 0,75 uL do primer reverse, 0,75 uL do primer forward (Tabela 1), 1 uL do
cDNA, 18,5 pL de é4gua ultrapura tratada com DEPC (Dietilpirocarbonato) e 0,25 puL da
enzima TAQ DNA Polymerase (200U/ puL) (Ludwig). Na reacdo de PCR foram utilizados os
seguintes ciclos: desnaturacdo inicial a 95° C por 2 minutos, seguida por 35 ciclos de 95° C
por 45 segundos, temperatura de anelamento do par de primers (Tabela 1) por 1 minuto, 72°
C por 1 minuto, e uma extensdo final a 72° C por 5 minutos. 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).

Tabela 1 - Relacdo dos primers empregados para a diagnose de virus em alface.

VIRUS PRIMER GENE* SEQUENCIA (5°- 3?) PRODUTO FONTE

Bré5 N CCCGGATCCTGCAGAGCAATTGTGTCA

Tospovirus 453 pb Eiras et al., 2001
Br60 N ATCAAGCCTTCTGAAAGTCAT
TSWV722 N GCTGGAGCTAAGTATAGCAGC

TSWV 620 pb Adkins e Rosskopf, 2002
TSWV723 N CACAAGGCAAAGACCTTGAG
GRSV-N-v N AGAGCTGGAACATGGGTCTG

GRSV 595 pb Webster et al., 2011
GRSV-N-vc N GAAAGGTCTAGATCAAACTGCCCAC
TCSV-Nv2 N CCTAAAGCTTCTTTAGTGTTATACTTCG

TCSV 530 pb Webster et al., 2013
TCSV-Nvc2 N CTAACTCAGGCTGGAGAAATCGAG
GLY5-v GnGc CAGAGTGTGCTTTGAAGTTCCC

TCSV 166 pb Webster et al., 2011
GLY4-vc GnGe AGCATTCGTTGTTCAGGGCTAC
N5 N GAGCGACTGCGGAATACTCT .

CSNV 950 pb Takeshita et al., 2011
N3 N GACACACTTTAAATCTTTAACACACC
Lmo3 ACATGAGCACTAGTGAGG

LeMoV RdRp 300 pb Jaddo et al., 2007
Lmo4 AGATAGAGCCGTCTGGCG
LMV 9204F CAAAGGCAATCACACAG

LMV CcP 595 ph Duarte et al., 2016
LMV 9798R TTCTCTTCCTGGGTTG
LBVV-CP1 AAGCTTTCCGTACTGTCC

LBVaV cP 485 pb
LBVV-CP2 CCTTGATACAGTTTTTGACC

Rosales et al., 2004

MiLVV-CP3 TTGCAACGTGATGAAACC

MLBVV . CcP 743 pb
MiLVV-CP4 AAAGAAGAGAAGCCTGTTCC

Legenda: *N- nucleocapsideo; GNGC- glicoproteina; RdRp- RNA polimerase dependente de RNA;
CP- capa proteica. Fonte: Do autor (2019).
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3.3.5 Sequenciamento e analise das sequéncias

Os fragmentos de PCR obtidos foram sequenciados por uma empresa especializada no
Brasil. A analise das sequéncias do gene do nucleocapsideo foi realizada utilizando o NCBI
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e o alinhamento das sequéncias de
nucleotideos e aminoacidos foi por meio do programa CLUSTAL W2 (versdo 1.2.2). As
relagbes filogenéticas foram estudadas utilizando o algoritmo neighbor-joining para
nucleotideos e aminoacidos, empregando bootstrap com 5.000 repeticbes com o programa
MEGA X (KUMAR et al.,, 2018). As sequéncias empregadas para comparacdo com as

sequéncias dos isolados estudados se encontram discriminadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Isolados de tospovirus do GenBank empregados para comparagdo com as
sequéncias dos isolados estudados.

Acesso Espécie Pais de Origem Referéncia
L12048 Groudnut ringspot tospovirus (GRSV) Brasil Pang et al., 1993
KY400110 Groudnut ringspot tospovirus (GRSV) Brasil Reis et al., 2016
MH686229 Groudnut ringspot tospovirus (GRSV) Brasil De Marchi et al., 2018
JX244196 Tomato chlorotic spot tospovirus (TCSV) Estados Unidos Londono et al., 2012
KX463274 Tomato chlorotic spot tospovirus (TCSV) Brasil De Oliveira et al., 2016
HQ644140 GRSV/TCSV Recombinantes Estados Unidos Webster et al., 2011
AF067069 Zucchine lethal chlorosis tospovirus (ZLCV) Brasil Bezerra et al., 1998
DQ233474 Iris yellow spot tospovirus (1'YSV) Estados Uniudos Pappu et al., 2006
EF445397 Polygonnum ringspot tospovirus (PolRSV) Italia Ciuffo et al., 2008
NC_003843 Watermelon silver mottle tospovirus (WSMoV) Taiwan Yehetal., 1996
NC_003619 Groundnut bud necrosis tospovirus (GBNV) Estados Unidos Satyanarayana et al., 1996
EU373752 Watermelon bud necrosis tospovirus (WBNV) India Kunkalikar et al., 2011
HQ402596 Groundnut yellow spot tospovirus (GYSV) China Yinetal., 2010
NC_002051 Tomato spotted wilt tospovirus (TSWV) Holanda De Haan et al., 1990
NC_003624 Impatiens necrotic spot tospovirus (INSV) Holanda De Haan et al., 1992
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Testes bioldgicos

Os sintomas apresentados pelas plantas indicadoras inoculados com todas as amostras

coletadas, com 0s respectivos virus, se encontram discriminados na Tabela 3.

Tabela 3 - Sintomas apresentados pelas plantas indicadoras apds a inoculagdo mecénica com
0S respectivos virus.

) Sintomas Induzidos Pelos Virus*
Hospedeira Inoculada

LMV LeMoV TCSV GRSV
Lactuca sativa M, Em, En Mo PN, P%fAr: N, PN, P%fAr: N,
Chenopodium quinoa LLC - - -
Datura stramonium - - PC, Er, N PC, Er, N
Nicotiana benthamiana - - M, Df, Em M, DF, Em
Nicotiana tabacum - - AN, PC, N AN, PC, N
Solanum lycopersicum - - PC,VC,Em, Ar PC\VC, Em, Ar

Nota: *AN = anéis necréticos; Ar = arroxeamento; Df = deformacdo foliar; Er = enrugamento; Ef =
enfezamento; Em = embolhamento; LLC = lesGes locais cloréticas; M = mosaico; N = necrose; PC =
pontos cloroticos; PN = pontos necréticos; VC = vira cabega.

Fonte: Do autor (2019).

Em Lactuca sativa, os sintomas induzidos pelo LMV se caracterizaram por mosaico,
embolhamento e enfezamento, tendo aparecido aproximadamente 10 a 20 dias apo6s a
inoculagdo (Figura 2). Sintomas semelhantes tém sido encontrados por outros autores
(DINANT E LOT, 1992; GERMAN-RETANA ET AL., 2008; SOLEIMANI ET AL., 2011).
Os sintomas induzidos por LeMoV apareceram na forma de mosqueado e os induzidos pelos
tospovirus encontrados, cujas identidades foram posteriormente confirmados pelos testes
moleculares, foram  pontos cloréticos e/ou pontos necroticos, necroses, reducdo no
crescimento foliar e arroxeamento na maioria das plantas de alface (Figura 2). Sintomas
semelhantes foram descritas por Webster et al. (2015) em alface inoculadas com os tospovirus
TCSV e GRSV na Florida e por Yin et al. (2014) na China.
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Figura 2. Sintomas observados em plantas indicadoras apos inoculagdo mecéanica em casa de
vegetacao.

Legenda: A: alface infectadas com tospovirus; B: alface infectada com LMV; C: alface infectada com
LeMoV; D: planta de alface sadia; E: Datura stramonium infectada com tospovirus; F: planta de D.
stramonium sadia; G Nicotiana benthamiana infectada com tospovirus; H: N. benthamiana sadia; I:
Nicotiana tabacum infectada com tospovirus; J: N. tabacum sadia; K: Solanum lycopersicum
infectado com tospovirus; L: S. lycopersicum sadio.

Fonte: Do autor (2019).
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4.2 Testes de diagnose

Os resultados obtidos nos testes de diagnose realizados se encontram discriminados na
Tabela 4. De modo geral, nota-se que grande parte das amostras coletadas ndo foi positiva
quando analisadas por RT-PCR com os primers empregados para a diagnose dos virus LMV,
LeMoV, GRSV e TCSV. Isso provavelmente ocorreu porque 0s sintomas observados nas
plantas de alface estabelecidas em condigdes de campo nem sempre sdo prontamente
reconheciveis. Muitos outros sintomas, principalmente de necrose, causados por bactérias e
fungos podem ser confundidos com sintomas causados por virus, principalmente pelos

tospovirus.

Tabela 4 - Resultados das analises de diagnose realizados nas amostras de alface coletadas no

campo.
Local da Coleta . Total de LMV LeMoV GRSV TCSV Negativas
Amostras + % + % + % + % %

Trés Coracbes 23 2 8,7 3 13,0 78,3
Santana da Vargem 30 8 267 2 6,7 14 46,7 19,9
Boa Esperanga 20 1 5 95,6
Trés Pontas 13 5 38,5 61,5
Nepomuceno 6

S&o Gongalo do 3 1 33,3 1 33,3 33,4
Sapucai

Varginha 13 2 167 3 23,1 62,2
Lavras 5 1 20 1 20 60,0

Note: + nimero de amostras positivas.
Fonte: Do autor (2019).

Considerando-se que geralmente o produtor faz roguing das plantas com alteracbes
morfologicas na lavoura, determinar a incidéncia de virus nos campos de alface é
praticamente impossivel. 1sso porque as plantas com sintomas que permanecem no campo nNdo
indicam a incidéncia real nas lavouras, pois essa desconsideraria as plantas eliminadas. Dessa
forma, esse trabalho pode apenas registrar a ocorréncia dos virus nas diferentes areas
amostradas. Todas as amostras consideradas positivas induziram sintomas nas plantas
inoculadas mecanicamente e permitiram a amplificacdo de bandas robustas no RT-PCR,

conforme podem ser vistas na Figura 3.

21



Figura 3. Analise eletroforética em gel de agarose dos produtos da PCR para o género
Tospovirus, espécies do género, LMV E LeMoV.

A

B

M1 2 3 456

M123 4567 89101112131415

595 pb

300 pb
200 pb

Legenda: A- M: Marcador 100 pb; 1-3: amplificacdo dos primers Br60/65; 5-7: amplificagdo dos
primers Glyco 5v/4vc; 9-11: amplificagdo dos primers GRSV Nv/Nvc; 13-15: amplificagdo dos
primers TCSV Nv2/Nvc2. B- M: marcador 100 pb; 1 a 3: amplificacdo dos primers LMV
9204F/9798R; 4 a 6: amplificacdo dos primers Lmo3/ Lmo4.

Fonte: Do autor (2019).

O LMV foi detectado em cinco dos oito municipios amostrados, indicando que a sua
presenca no campo continua sendo marcante. 1sso provavelmente se deve ao fato de que a
maioria das cultivares de alfaces plantadas ou sdo suscetiveis ou tolerantes, de modo que 0
potencial de indculo permanece alto, pois as plantas tolerantes ndo mostram sintomas e se
constituem numa disseminadora silenciosa do virus no campo (PEREIRA et al., 2012;
LUCAS, 2014; SALA; COSTA, 2016).

O LeMoV apareceu apenas em Trés Coracgdes, indicando que a sua presenca é bem
restrita em relacdo aos demais virus. Essa baixa incidéncia tem sido registrada também por
outros autores, em outras partes do pais (MARINHO E KITAJIMA, 1986; FIRMINO et al.,
2008; OLIVEIRA, 2016).

Os tospovirus ndo foram encontrados nas regiGes de Nepomuceno e de Lavras.
Entretanto, isso ndo deve significar que estdo ausentes nessas regifes, mas apenas que as
lavouras de alface visitadas foram poucas, sem plantio comercial representativo. Isso porque

em anos anteriores os produtores procuraram os laboratérios do DFP-UFLA com diversas
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amostras de tospovirus, que ndo foram naquela data diagnosticados por testes moleculares
especificos, mas apenas por primers degenerados para o género (dados nao publicados).

Nas lavouras em que os tospovirus foram encontrados, nota-se que o GRSV foi o de
menor ocorréncia, detectados apenas em Trés Coracles, Santana da Vargem e Lavras
enquanto que o TCSV foi encontrado em metade das areas amostradas. Esse virus, que néo
constituia problema para as lavouras de alface na década passada, comegou a ser considerado
um problema que, segundo comunicacdo pessoal dos produtores, levou ao abandono de
determinadas areas pelo alto potencial de indculo na regido. Ao contrario do encontrado por
Pacifico (2017), ndo foram encontradas infec¢Ges mistas com esses dois virus.

No levantamento realizado por Pacifico (2017) em lavouras de alface, observou-se que
15,4% das doencas encontradas eram viroticas, e que 0s tospovirus predominavam entre elas,
tendo sido detectadas em todas as propriedades visitadas. Entretanto ndo foram encontrados
sintomas de LMV no campo.

Considerando as mudangas climaticas nos ultimos anos, com a elevacdo da
temperatura, 0 aumento das perdas em campos de producdo foram veiculadas nos meios de
comunicacdo e mudancas no cenario epidemioldgico das viroses que afetam a alface tem sido
relatada (KORBORI et al., 2011). Inspecionando a cultura da alface no estado de Séo Paulo,
no ano de 2014 encontrou 53% de infecgdo por tospovirus, seguido por LMV (9%) e LeMoV
(5%); E no ano de 2015 a incidéncia de tospovirus subiu para 80% e ndo foram encontrados
o0s outros dois virus (OLIVEIRA, 2016).

Em anos recentes, a diagnose do GRSV vinha sendo feita por meio dos primers
denominados de Glycodvc e Glyco5v descritos por Webster et al. (2010). Entretanto,
Tantiwanich et al. (2018) comprovaram que esses pares de primers anelavam com ambas as
espécies de Tospovirus, a TCSV e a GRSV, pois tém como alvo o segmento M do genoma
viral, onde ocorreram recombinacdes genémicas, conforme constatado por Webster et al.
(2015). Dessa forma, o fragmento de 166 pb pode ser amplificado nessas duas espécies, ndo
permitindo a diferenciacdo entre elas. Dessa forma, trabalhos publicados anteriormente com a
utilizacdo desse par de primer, provavelmente mostraram resultados equivocados quando se
referiram a incidéncia dessas espécies.

No inicio desse trabalho esses dois primers foram empregados para a diagnose do
GRSV. Por isso, apés a publicacdo de Tantiwanich et al. (2018), novos primers foram

adquiridos e, de fato, algumas amostras que tinham sido diagnosticadas como GRSV, foram
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posteriormente identificadas como TCSV. Por isso, uma amostra amplificada para cada uma
das espécies foi sequenciada e analisada geneticamente.

As identidades de nucleotideos do isolado brasileiro Seq 1com os outros isolados de
TCSV do GenBank ficou acima de 90%. O isolado HQ644140, que é recombinante entre o
TCSV e GRSV foi de 81%, mostrando que esse virus deve ter uma maior quantidade de
nucleotideos do GRSV do que do TCSV (Tabela 5). O isolado Seq 2, quando comparado com
0s outros isolados do GenBank também apresentou uma alta identidade, entre 98 e 100%
(Tabela 6).

As identidades dos aminodcidos estdo discriminadas nas Tabelas 7 e Tabela 8.
Novamente a identidade de amino&cidos entre 0 Seq 1 e os isolados de TCSV do GEnBank
ficou entre 95 e 100% (Tabela 7), enguanto que o Seq 2, quando comparado com 0s demais
isolados de GRSV, apresentou identidades entre 99 e 100% (Tabela 8).

Tabela 5 - Identidade de nucleotideos entre a sequéncia Segql (TCSV) com acessos do
GenBank dos membros do género Tospovirus.

Ne Isolados 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1 DQ233474 - 52 53 31 31 33 35 37 39 38 38 35 37 37
2 NC_003619 - 80 33 31 3 30 32 31 34 34 35 35 35
3 EU373752 - 3 32 36 32 32 34 37 37 35 36 36
4 NC_003624 - 3 3 39 38 39 39 39 37 38 38
5  EF445397 - 58 40 44 46 49 50 46 50 51
6 NC_003843 - 45 46 48 49 50 46 49 49
7 HQ402596 - 44 46 50 50 44 48 48
8  AF067069 - 59 64 63 61 63 62
9 NC_002051 - 74 74 88 T2 T2
10 MH686229 - 98 8 8 85
11 HQ644140 - 8 8 85
12 Seql - 9% 9
13 KX463274 - 100

14 JX244196 -

Fonte: Do autor (2019).
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Tabela 6 - ldentidade de nucleotideos entre a sequéncia Seq2 (GRSV) com acessos do
GenBank dos membros do género Tospovirus.

N° Isolados 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 EU373752 - 5 33 36 36 36 40 38 38 38 38 33 36 34
2 DQ233474 - 33 38 32 31 32 33 33 33 33 32 37 36
3 HQ402596 - 39 36 40 39 40 40 40 40 41 40 40
4 NCO003624 - 39 42 40 40 40 40 40 39 41 42
5 AF067069 - 61 64 64 64 64 64 46 52 54
6 NC002051 - 71 74 75 75 74 48 49 48
7 KX463274 - 83 83 83 83 52 51 50
8 L12048 - 9 99 98 50 52 55
9 Seq?2 - 100 99 49 52 55
10 KY400110 - 99 49 52 55
11 MH686229 - 49 52 54
12 EF445397 - 55 55
13 NCO003843 - 85
14 NCO003619 -

Fonte: Do autor (2019).

Tabela 7 - Identidade entre os aminoacidos do Seql (TCSV) e os isolados de tospovirus
provenientes do GenBank.

N° Isolados 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1 HQ402596 - 29 22 24 24 22 18 22 22 26 26 24 26 28
2 NC_003624 - 62 63 66 66 57 63 63 32 32 29 31 33
3 AF067069 - 74 80 79 73 78 78 33 35 3B 31 40
4  NC_002051 - 80 80 73 78 78 29 31 31 3 38
5 MH686229 - 9 83 89 89 32 3B 33 35 41
6 HQ644140 - 82 87 87 30 34 32 35 40
7 Seql - 95 95 26 27 28 28 34
8 KX463274 - 100 28 29 30 33 39
9 JX244196 - 28 29 30 33 39

10 NC_003843 - 90 84 43 45

11  NC_003619 - 84 42 45

12 EU373752 - 41 44

13 DQ233474 - 64

14 EF445397 -

Fonte: Do autor (2019).
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Tabela 8 - Identidade entre os aminoacidos do Seq 2 (GRSV) e os isolados de tospovirus

provenientes do GenBank.

N° Isolados 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
1  HQ402596 - 24 18 20 20 19 19 19 19 21 24 23 21 21
2 NC_003624 - 58 61 5 58 60 60 60 28 30 29 30 31
3  AF067069 - 74 79 80 81 8 8 30 30 32 30 38
4 NC_002051 - 79 80 8 81 8 30 30 30 36 37
5 KX463274 - 87 88 88 8 27 27 27 31 37
6 L12048 - 9 99 99 30 30 31 36 40
7 Seq2 - 100 100 30 30 32 35 40
8 MH686229 - 100 30 30 32 35 40
9 KY400110 - 30 30 31 35 40
10 EU373752 - 83 82 37 40
11 NC_003843 - 89 40 43
12 NC_003619 - 38 41
13 DQ233474 - 58
14  EF445397 -

Fonte: Do autor (2019).

Considerando-se que o critério para classificacdo das espécies € a identidade minima

de nucleotideos que deve ser de 90%, fica comprovada a identidade dos dois isolados

sequenciados.

As arvores construidas com base na sequéncia de nucleotideos e na sequéncia de

aminoécidos (Figuras 4 e 5) mostraram um claro agrupamento entre isolados da mesma

espécie. Excecdo foi vista no isolado HQ644140, recombinante, que se agrupou com o isolado
de GRSV.

As arvores filogenéticas construidas com base na sequéncia de aminoacidos (Figuras 6

e 7) apresentaram a mesma tendéncia das construidas com base na sequéncia de nucleotideos,

mostrando que os isolados brasileiros agruparam com as espécies TCSV e GRSV.
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Figura 4. Cladograma construido com base na sequéncia de nucleotideos do Seql (TCSV) e
de outras espécies de Tospovirus disponiveis no GenBank. Os valores foram
obtidos pelo MEGA X e teste neighbor-joining, com 5000 repetigGes.

76 KX463274 TCSV
99 | JX244196 TCSV
75| lseq1TCsV
os| | [MHE86229 GRSV
86 | HQB44140 TCSV
NC002051 TSWV
AF067069 ZLCV
52 NC003624 INSV
' HQ402596 GYSV
EF 445397 PoIRSV
491|_— NC003843 WSMoV
EU373752 WBNV
% | DQ233474 1YSV
79 INC003619 GBNV

100

0.5

Fonte: Do autor (2019).

Figura 5. Cladograma construido com base na sequéncia de nucleotideos do Seg2 (GRSV) e
de outras espécies de Tospovirus disponiveis no GenBank. Os valores foram
obtidos pelo MEGA X e teste neighbor-joining, com 5000 repetices.

MH686229 GRSV
KY400110 GRSV
Seq2 GRSV
112048 GRSV
KX463274 TCSV
AF067069 ZLCV
. L NCO002051 TSWV
NC003843 WSMoV
| EU373752 WBNV
ol pQ3srarvsv

HQ402596 GYSV

98

NC003624 INSV

EF445397 PoIRSV
NC003619 GBNV

Fonte: Do autor (2019).
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Figura 6. Cladograma construido com base na sequéncia de aminoacidos do Seql (TCSV) e
de outras espécies de Tospovirus disponiveis no GenBank. Os valores foram obtidos pelo
MEGA X e teste neighbor-joining, com 5000 repeticdes.

Seq1 TCSV

100 ' JX244196 TCSV

KX463274 TCSV

MH686229.1 GRSV

99 L HQ644140 TCSV

NC 002051.1 TSWV
AF067069 ZLCV

NC 003624.1 INSV

DQ233474.1 1YSV
95 I— EF445397.1 PoIRSV

—— EU373752.1 WBNV

po _E NC 003843.1 WSMoV
84— NC 003619.1 GBNV

99

99

HQ402596.1 GYSV

—
0.2

Fonte: Do autor (2019).

Figura 7. Cladograma construido com base na sequéncia de aminoacidos do Seg2 (GRSV) e
de outras espécies de Tospovirus disponiveis no GenBank. Os valores foram
obtidos pelo MEGA X e teste neighbor-joining, com 5000 repeti¢Ges.

KY400110 GRSV
99 |- L12048 GRSV
MH686229.1 GRSV
Seq2 GRSV
1 KX463274 TCSV
AF067069 ZLCV
NC 002051.1 TSWV
62 NC 003624.1 INSV

DQ233474.11YSV
96 I— EF445397.1 PoIRSV

— EU373752.1 WBNV

98

98

99 —E NC 003843.1 WSMoV
74— NC 003619.1 GBNV

HQ402596.1 GYSV

0.2

Fonte: Do autor (2019).
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5. CONCLUSAO

Os virus encontrados no campo foram o LMV, LeMoV e os Tospovirus TCSV e GRSV, com
maior ocorréncia do LMV e do TCSV.

Os primers Glyco4vc e Glyco5v ndo discriminaram entre as espécies TCSV e GRSV.

A caracterizacdo molecular dos isolados brasileiros, além de confirmarem a identidade das
espeécies de Tospovirus TCSV e GRSV, mostrou uma clara separagédo das diferentes espécies

de Tospovirus na arvore filogenética.
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