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1. RESUMO

Recentemente sintomas da doenga conhecida como engrossamento
das nervuras, ou “big-vein”, foram observados no Estado de S8o Paulo, principalmente no
periodo de inverno. A doenca foi historicamente associada ao Lettuce big-vein associated
virus (LBVaV), porém a presenga dos sintomas caracteristicos foi atribuida ao Mirafiori
lettuce big-vein virus (MLBVV). Tradicionamente ambos virus vem sendo diagnosticados
pelo teste de ELISA, de modo que resultados discrepantes quanto ao agente causal dos
sintomas da doenca foram obtidos na Europa, possivelmente devido a falta de sensibilidade do
teste.

Deste modo, 0 presente trabalho teve como finalidade utilizar a
técnica de RT-PCR na detec¢do segura e especifica do MLBVYV e LBVaV. Foram coletadas
366 plantas sintomaticas nas regifes produtoras de Bauru, Campinas e Mogi das Cruzes no
Estado de S&o Paulo nos meses de junho e setembro de 2004 e abril e julho de 2005, e 18
plantas assintomaticas na regido de Mogi das Cruzes no més de dezembro de 2004. Os
oligonucleotideos especificos foram altamente eficientes na deteccdo de ambos 0s virus, sendo
que a banda viral foi clonada e sequenciada para alguns dos isolados, comprovando a
identidade viral de cada um dos virus. Foi observado que 76,2% das plantas sintométicas
apresentaram infeccdo mista do LBVaV e MLBVYV, em 11,5% somente o MLBVV e em 6,6%
somente o LBVaV. Nas plantas assintomaticas foi detectada a presenca de infeccdo mista por

MLBVV e LBVaV em quatro amostras, infeccdo apenas por MLBVV em cinco amostras e



apenas por LBVaV em trés amostras, indicando que o desenvolvimento de sintomas depende
de fatores abioticos, além da presenca dos virus.

A andlise das sequencias de aminodcidos da regido codificadora da
proteina capsidial, revelou que os isolados de LBVaV possuem baixa variabilidade genética e
mesma origem evolutiva entre isolados de diferentes partes do mundo, sugerindo uma baixa
pressdo de selecdo para areas geograficas especificas. Entre os isolados de MLBVV foi
verificada maior variabilidade genética. Os isolados brasileiros de MLBVV possuem apenas
um sitio de restricdo a enzima Rsa |, na sequéncia codificadora para a capa proteica,
pertencendo ao subgrupo A.

Uma planta com infeccdo mista por ambos virus foi utilizada em
testes de tranmisséo via extrato vegetal realizada em condigBes de temperatura e luminosidade
controlados. Foi verificado que o MLBVV foi transmitido para Nicotiana tabacum TNN, N.
rustica, N. occidentalis, Chenopodium quinoa e para as cultivares de alface Trocadero e White
Boston, enquanto o LBVaV foi transmitido apenas para a alface White Boston. Somente C.
quinoa apresentou sintomas da doenca, estes na forma de lesdes locais cloréticas.

Tanto MLBVV e LBVaV sdo transmitidos pelo fungo de solo
Olpidium brassicae. O plantio em solo proveniente de areas com histérico da doenca permitiu
a transmissao do LBVaV para alface cv. White Boston e MLBVV para alface cv. Trocadero e
White Boston, sendo que somente a cv. White Boston apresentou sintomas da doenca. A
transmissdo dos virus para alface através do solo contaminado com o vetor se mostrou dificil,
ja que ocorreram sintomas de engrossamento das nervuras em apenas trés plantas de um total
de trinta e duas, ap6s noventa dias de plantio, sendo o0 MLBVV detectado através de RT-PCR
em vinte cinco plantas e o LBVaV em nove plantas. Estes dados demonstram a complexidade
de se efetuar trabalhos para triagem de plantas resistentes com virus transmitidos por fungos
de solos e altamente dependentes de fatores abioticos para expressdo de sintomas, como o
MLBVV e LBVaV.



MOLECULAR AND BIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF Lettuce big-vein
associated virus AND Mirafiori lettuce big-vein virus AND STUDY OF THE
OCCURRENCE DURING THE YEAR AND ON LETTUCE PLANTS SHOWING
SYMPTOMS FROM SAO PAULO STATE. Botucatu, 2006. 56p. Dissertacio
(Mestrado em Agronomia / Protecdo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias

Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista.
Author: MARCIO MARTINELLO SANCHES

Adviser: RENATE KRAUSE-SAKATE

2. SUMMARY

Lettuce plants with big-vein symptons have been observed in the Séo
Paulo State during the winter. The disease has been historically associated to Lettuce big-vein
associated virus (LBVaV), however recently the development of symptoms was atributted to
Mirafiori lettuce big-vein virus (MLBVV). Tradicionally both viruses were routinely detected
by ELISA, but discrepants results about the main disease agent were obtained in the Europe
possible by the low sensibility of the assay.

The objective of this study was to detect MLBVV and LBVaV by
RT-PCR, using specifics “primers”. A total of 366 samples from symptomatic plants of
Bauru, Campinas and Mogi das Cruzes regions, from S&o Paulo State, were collected during
june and september of 2004 and april and july of 2005, and 18 symptomless plants from the

Mogi das Cruzes region during December 2004. The primers were highly efficient in the



detection of both viruses, and the fragment of some isolates were cloned and sequenced to
confirm the RT-PCR. Mixed infection of LBVaV and MLBVV was observed on 76,2%
symptomatic plants. MLBVV on 11,5% and LBVaV on 6,6%. In a total of 18 symptomless
plants, four were infected with both viruses, five only with MLBVV and three plants with
LBVaV. These results indicates that not only the presence of the viruses, but also abiotic
factors are necessary for the occurrence of big-vein symptoms.

LBVaV isolates was high indicating a possible same evolutive origin. Genetic diversity among
MLBVYV isolates was higher when compared to LBVaV isolates. MLBVYV brazilian isolates
belongs to subgroup A, with one Rsal restriction site on the coat protein sequence.

One plant with MLBVV and LBVaV (mixed infection) was sap
inoculated on a host range (temperature and luminosity controled), indicating that MLBVV
can be transmitted to Nicotiana tabacum TNN, N. rustica, N. occidentalis, Chenopodium
quinoa and lettuce cv. Trocadero and White Boston, while the LBVaV was transmitted only
for lettuce cv. White Boston. Only C. quinoa shown symptons of local lesions.

Both viruses are transmitted by Olpidium brassicae, a soilborne
fungi. Soil collected from areas with high incidence of the disease could transmit LBVaV to
lettuce cv. White Boston and MLBVV for lettuce cv. Trocadero and White Boston, but only
cv. White Boston showed big vein symptons. Only three plants in a total of 32 shown big vein
symptons after 90 days post-transplanting, however the MLBVV was detected by RT-PCR in
25 plants and the LBVaV in 9 plants, indicating the difficulty to work with viruses transmitted
by fungi, like MLBVYV and LBVaV.

Keywords: RT-PCR, biological characterization, MLBVV, LBVaV.

- { Excluido: Comparision of



3. INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) pertence a ordem Asterales, familia
Asteraceae. Esta familia compreende cerca de 1.100 géneros, com aproximadamente 25. 000
espécies de ampla distribuicdo geografica (HEYWOOD & HARBONE, 1977).

No Brasil a familia Asteraceae é representada pelos géneros
Hypochoeris, Hicracium, Sonchus, Picris, Picrosia, Tragopogon, Taraxacum, que ndo sdo
cultivadas e os géneros Cichorium e Lactuca com espécies cultivadas (BARROSO, 1986).

A alface originou-se de espécies silvestres, em regifes de clima
temperado, no sul da Europa e Asia Ocidental. Ha diversos tipos de cultivares de alface que
foram desenvolvidos através de selecdo artificial, entre os quais, repolhuda-manteiga,
repolhuda-crespa (Americana), solta-lisa, solta-crespa, mimosa e romana (FILGUEIRA,
2000).

O Estado de S&o Paulo é um dos principais produtores de alface do
Pais, com uma producdo de 57.509 toneladas em 2003 com movimentagdo de R$
25.189.306,43 (TSUNECHIRO et al., 2004).

Entre os problemas fitossanitarios da cultura da alface estdo as
doencas causadas por virus que podem ser transmitidos por diferentes vetores ou por
sementes, e que ndo possuem formas de controle depois de ocorrida a infecgdo. Dependendo
das condicBes ambientais e dos cuidados dispensados a cultura, as viroses podem ser
responsaveis por perdas de até 100% (REZENDE & CUPERTINO, 1995). Na cultura da
alface predominam o Lettuce mosaic virus, causador do mosaico da alface e os virus do género

Tospovirus, causando a doenga conhecida como vira-cabeca (SALAS, 2001).



Nos cinco altimos anos, sintomas da doenga conhecida como “big-
vein”, ou espessamento das nervuras, vem sendo verificados durante as épocas mais frias no
Estado de S&o Paulo (COLARICCIO et al., 2003; 2005). No Estado do Parand, a doenca foi
constatada no mesmo ano, nas regibes produtoras proximas a Curitiba em plantios
convencionais e principalmente nos hidropénicos (LIMA NETO et al., 2004).

A doenga tem sido historicamente atribuida ao Lettuce big-vein
associated virus (LBVaV; género Varicosavirus) (KUWATA et al., 1983, VETTEN et al.,
1987; SASAYA et al., 2001). Porém, recentemente, um segundo virus denominado de
Mirafiori lettuce big-vein virus (MLBVV) e provavelmente pertencente ao género Ophiovirus
foi isolado a partir de plantas de alface com sintomas da doenga (ROGGERO et al., 2000),
sendo que ambos sdo transmitidos pelo fungo de solo Olpidium brassicae (LOT et al., 2002).

O diagnéstico de ambos virus tem sido realizado através do teste de
ELISA com antissoros policlonais (LOT et al., 2002; ROGGERO et al., 2003; COLARICCIO
et al., 2003; COLARICCIO et al., 2005). Na Espanha (NAVARRO et al., 2004) e no Chile
(ROSALES et al., 2003, 2004) a deteccdo molecular de amostras de alface com sintomas da
doenga demonstrou a presenca de ambos 0s virus associados a doenca. No Brasil, apesar da
doenca ja ter sido relatada (COLARICCIO et al., 2003), ndo se sabe qual dos virus
predominam em plantas com sintomas de engrossamento das nervuras, bem como ndo existem
dados moleculares de isolados brasileiros.

Deste modo, o objetivo do trabalho foi utilizar técnicas moleculares
na detec¢do segura e especifica do MLBVV e LBVaV em amostras de alface provenientes das
principais regides produtoras de alface no Estado de S&o Paulo, realizar a caracterizagdo
molecular parcial por meio do sequenciamento da regido codificadora para a capa protéica,
correlacionar a ocorréncia de ambos os virus e a presenga de sintomas de engrossamento das

nervuras e realizar a caracterizagdo bioldgica de um dos isolados brasileiros.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Sintomas do “Big-vein” ou engrossamento das nervuras

O primeiro relato da doenga foi realizado por Jagger & Chandler
(1934) como possivelmente sendo causada por um virus. E uma das mais sérias e complexas
doencas virais transmitidas por fungo (VAN DER WILK et al., 2002), ocorrendo em todos 0s
tipos de alface, em cultivo protegido ou ndo e em culturas hidropdnicas (ROGGERO et al.,
2003).

O sintoma do engrossamento das nervuras é decorrente da hiperplasia
das células proximas as nervuras, que aumentam de forma exagerada seu volume. O porte da
planta é reduzido, a maturidade fisiol6gica da planta é retardada. Plantas infectadas no estagio
de muda podem chegar a ndo se desenvolver e morrer. Nas cultivares de alface do tipo
americana freqientemente ocorre a ma formacdo da cabeca, enquanto as do tipo lisas, o
engrossamento pode ser generalizado ou visivel somente em algumas folhas mais velhas da
planta, de acordo com o estadio de infeccdo da muda (ZINK & GROGAN, 1954; KRAUSE-
SAKATE et al., 2003). A perda de peso fresco é verificada quando a planta é infectada entre 5
e 7 semanas apos o transplantio (LATHAN et al., 2004).

A doenca ocorre em temperaturas abaixo de 20°C, tipica de climas
temperados. No Brasil os sintomas tém sido observados principalmente no inverno, com
temperaturas diurnas variando de 18 a 22°C e temperaturas noturnas de 10 a 16°C
(COLARICCIO et al., 2003). Navarro et al. (2004) verificaram presenga de ambos 0s virus em



amostras assintomaticas, indicando a necessidade de fatores abidticos para o desenvolvimento
de sintomas.

Segundo Westerlund et al. (1978a) a expressdo dos sintomas ocorre
principalmente entre 14 e 18°C, sendo que a movimentacdo do virus na planta é mais rapida
entre 18 e 22°C. Segundo Walsh (1994) plantas submetidas a uma temperatura constante de
18°C desenvolvem sintomas mais intensos e mais rapidamente, assim como plantas que
recebem luz de baixa intensidade durante um periodo longo, de 18 horas, podendo este fato
estar associado com a reducdo da producdo de componentes celulares de cloroplastos, como
RNA, proteinas e enzimas pela plantas. Navarro et al. (2004) verificaram que a maior
concentragdo do MLBVV e LBVaV ocorre em raizes e folhas mais velhas.

Ainda ndo ha consenso sobre o agente causal da doenga. Inicialmente
0 agente causal ndo foi encontrado devido a dificuldade de transmissdo, e se presumiu que
fosse um virus presente em pequenas concentracBes em tecidos especificos ou células
especializadas, como células companheiras do floema ou cloroplastos, se descartando a
hipdtese de ser um viréide (WESTERLUND et al., 1978a). Posteriormente identificou-se um
virus denominado de Lettuce big-vein virus, renomeado a Lettuce big-vein associated virus
(LBVaV) por Navarro et al. (2005) e que foi considerado o agente causal da doenca
(KUWATA et al., 1983), porém com o postulado de Koch ndo tendo sido concluido devido a
dificuldade em se obter particulas virais purificadas (ROGGERO et al., 2000).

Recentemente um segundo virus denominado de Mirafiori lettuce
virus, renomeado de Mirafiori lettuce big-vein virus (MLBVV) por Navarro et al. (2005) foi
associado com a doenga tendo sido capaz de induzir sozinho os sintomas da doenca
(ROGGERO et al., 2000; LOT et al., 2002). Contudo em experimentos realizados em campo
aberto na Italia, os resultados ndo foram claros, uma vez que plantas exibindo sintomas de
engrossamento encontravam-se somente infectadas pelo LBVaV. E possivel que nestes casos
discrepantes, o teste de ELISA ndo foi sensivel o suficiente para detectar MLBVV em baixas
concentragdes, ou a doencga foi causada por outro agente, ou até mesmo por alguns isolados de
LBVaV em particular (ROGGERO et al., 2003).

A deteccdo dos virus nas amostras de alface brasileiras estudadas até
0 momento foi realizada através de DAS-ELISA com anti-soro especifico para ambos o0s virus

e microscopia eletrdnica. Existe um anti-soro comercial vendido pela Loewe Phytodiagnostica



somente contra 0 MLBVYV, impossibilitando a deteccdo de ambos o0s virus. Atualmente estdo
disponiveis oligonucleotideos especificos para ambos os virus (ROSALES et al., 2003, 2004;
NAVARRO et al., 2004) e testes moleculares como RT-PCR e hibridizacdo Dot-Blot, tem
sido eficazes e sensiveis no diagnostico, detectando os virus em amostras altamente diluidas
(2 e 2°) (NAVARRO et al., 2004).

4.2 Lettuce big-vein associated virus (LBVaV)

O LBVaV possui particulas alongadas de aproximadamente 320 a
350 x 18 nm (KUWATA et al., 1983, VETTEN et al., 1987; HUIJBERTS et al., 1990).

Kuwata (1996) relatou que o LBVaV possui uma capa protéica com
48 kD e dois segmentos de RNA de dupla fita (dSRNA) de aproximadamente 7,0 kbp e 6,5
kbp. O LBVaV é sorologicamente relacionado com o Tobacco stunt virus (TStV) e é agrupado
com ele baseado na morfologia, sorologia e relacionamento com o vetor (KUWATA &
KUBO, 1986). Estes virus foram classificados como membros do género Varicosavirus
(MAYO, 2000). Recentemente analises da regido codificadora da capa protéica do TStV
revelaram que ele é uma estirpe do LBVaV, com diferencas em relagdo ao hospedeiro
(SASAYA et al., 2005).

A caracterizacdo molecular do LBVaV foi demorada devido a
dificuldade de purificacdo viral. Apos a obtencdo da seqiiéncia nucleotidica da capa protéica,
foi verificado que na verdade o LBVaV é constituido por dois segmentos de RNA de fita
simples negativo (ssSRNA) que apresenta maior identidade com proteinas do nucleocapsideo
de membros da familia Rhabdoviridae (SASAYA et al., 2001).

O RNA 1 consiste em 6797 nucleotideos que codificam uma
proteina relacionada com a L-polimerase de membros da familia Rhabdoviridae e outra
pequena regido codante (ORF- open reading frame) com potencial para codificar uma proteina
de 41 aminoacidos (Figura 1), sendo que outros rhabdovirus também possuem uma pequena
ORF na mesma posicdo (SASAYA et al., 2002).

O RNA 2 (6081 nucleotideos) possui cinco ORFs que codificam
proteinas de 44, 36, 32, 19 e 41 kDa. A ORF 1, localizada logo ap6ds o terminal 3" codifica a
capa protéica, sendo as demais de funcdo desconhecida (Figura 1). A analise dos terminais 3’

e 5 revelou semelhangas com outros rhabdovirus, como a complementariedade entre as
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extremidades, e uma estratégia de iniciacdo e terminacéo/poliadenilacdo semelhante & dos
rhabdovirus, apresentando transcritos monocistronicos e capeados (SASAYA et al., 2004).
Vérias evidéncias apontam que o LBVaV é mais relacionado a
familia Rhabdoviridae, ordem Mononegavirales. Contudo os rhabdovirus apresentam virus
envelopados e genoma ndo-segmentado o que leva a necessidade de reconsiderar a posigdo
taxondmica de Varicosavirus (SASAYA et al., 2001; 2004; 2005). Em estudos de
variabilidade genética com 16 isolados provenientes de diferentes regides geograficas foi
verificado que a regido C’ terminal da capa protéica € muito semelhante a da proteina N de

rhabdovirus e altamente conservada entre os isolados (NAVARRO et al., 2005).

3 5 LBVaVRNA1 (6797 ni)

5' —‘ 6 H L- Polymerase )— 3' VvC

5 LBVaV RNA 2 (6081 nt)

-
5 —{ cP H ORF 2 HORFsHORF4HORF5} 3 Ve

Figura 1. Representacdo esquematica da organizacdo do genoma de LBVaV, indicando
0s dois componentes do genoma, e abaixo do genoma (VC) o RNA complementar com as
ORFs representadas nos boxes. CP= Capa protéica. (Adaptado de SASAYA et al., 2004).

4.3 Mirafiori lettuce big-vein virus (MLBVV)

O MLBVV foi identificado em 2000, em plantas de alface com
sintomas de “big-vein” e provisoriamente denominado de Mirafiori lettuce virus (MiLV), por
ter sido verificado pela primeira vez na regido de Mirafiori da Italia. Ele possui uma proteina
do capsideo de 48 kDa e a sua visualizacdo ao microscépio eletrénico é dificil, com particulas
maiores e menores correspondentes as por¢des maiores € menores do genoma encapsidadas,
semelhantes aos virus do género Ophiovirus (ROGGERO et al., 2000). Posteriormente foi
renomeado para Mirafiori lettuce big-vein virus (NAVARRO et al., 2005).

O virus apresenta relacionamento soroldégico com os ophiovirus
Tulip mild mottle mosaic virus (TMMMYV) e Ranunculus white mottle virus (RWMYV), ponto
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de inativacdo térmica de 50°C, densidade de 1,22 g/ml no gradiente de sulfato de césio
(ROGGERO et al., 2000).

A organizagdo gendmica do MLBVV foi elucidada por Van der Wilk
et al. (2002) que concluiram que ele é composto de quatro moléculas de RNA (Figura 2)
ambissenso. O RNA 1 apresenta 7794 nucleotideos e duas ORFs, codificando uma proteina de
263 kDa com homologia com a RNA polimerase dependente de RNA de RWMV e L-
polimerase de rhabdovirus e uma proteina de 25kDa de funcdo desconhecida. O RNA 2
apresenta 1788 nucleotideos e duas ORFs com 10 e 55 kDa. O RNA 3 possui 1515
nucleotideos e codifica a proteina capsidial com 48,5 kDa enquanto que 0 RNA 4 possui 1402
nucleotideos e duas ORFs com 37 kDa e 10,6 kDa. As ORFs dos RNA 2 e 4 apresentam
funcdes desconhecidas.

Paralelamente, Kawazu et al (2003) verificam que a seqliéncia
nucleotidica da proteina capsidial do MLBVV (1514 nucleotideos) é similar a do Citrus

psorosis virus (CPsV), espécie-tipo do género Ophiovirus.

3' MLBVV RNA 1 (7794 nt

5
3'_| Polimerase (263k) |_| 25K |_ 5 vC

5 | 10K 3 MLBVV RNA 2 (1788 nt)
5t 3 MLBVV RNA 3 (1515 nt)
3._[CP 485K 5 ve
5 - MLBVV RNA 4 (1402 nt)

Figura 2. Representacao esquematica da organizacdo do genoma de MLBVV, indicando
0s quatro componentes do genoma, e abaixo do genoma (VC) o RNA complementar com
as ORFs representadas nos boxes, CP= Capa proteica. (Adaptado de VAN DER WILK
et al., 2002).

Navarro et al. (2005) estudando a variabilidade genética de 17

isolados de MLBVV provenientes de diferentes regides geogréficas concluiram que estes
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formam dois subgrupos, sendo que o subgrupo B foi constituido por apenas trés isolados
espanhdis. Estes subgrupos apresentaram diferencas quanto a auséncia ou ndo de sitios de
restricdo a enzima Rsal no gene codificador para a capa protéica, podendo ser diferenciados
através de RFLP. O subgrupo A apresenta apenas um sitio de restricdo na posicdo de 904
pares de bases e que gera dois fragmentos com 904 bp e 515 bp. J& o subgrupo B possui trés
sitios de restricdo, nas posicdes 904 bp, 934 bp e 1021 bp, que geram quatro fragmentos de
904 bp, 30 bp, 87 bp e 398 bp. Os subgrupos ndo apresentaram diferencas quanto a
agressividade ou sintomatologia, devendo possuir apenas efeitos nas caracteristicas fisicas das

proteinas e ndo afetando suas fungdes essenciais.

4.4 Transmissao dos virus

A transmissdo de ambos LBVaV e do MLBVV é realizada pelo
fungo de solo Olpidium brassicae, (LOT et al.,, 2002). O fungo pertence a divisdo
Chytridiomycota. O relacionamento entre virus e vetor é do tipo “in vivo”, o qual envolve a
aquisicdo do virus pelo fungo dentro de um hospedeiro vivo antes que a parede celular das
células do fungo esteja formada. Este mecanismo pode ocorrer apds o virus entrar no fungo,
este se movimenta através do micélio e se aloja nos esporos de resisténcia (CAMPBELL,
1996; ROCHON et al., 2004). O mecanismo pelo qual o virus penetra na célula das raizes do
hospedeiro é desconhecido, sendo que estudos realizados com vetores do género
Plasmodiophora sugerem um papel de regides transmembranas da capa proteica facilitando o
movimento do virus através da membrana (ROCHON et al., 2004).

A transmissdo pelo fungo se da através de zooOsporos lancados de
esporangios, que aparentemente levam o virus nos seus protoplastos e transmitem para raizes
sadias (CAMPBELL, 1962, 1985, 1996). O langcamento ocorre somente quando a
disponibilidade de agua no solo é equivalente ao ponto de saturagdo. Os zodsporos mantém a
capacidade de movimentagdo no solo por até 24 horas e permanecem infectivos por até 48
horas apds o lancamento, sendo que a capacidade de movimentacdo deles no solo é superior a
de alguns fungos do género Phytophthora (WESTERLUND et al., 1978b).

Lin et al. (1970) comprovou que os esporangios do fungo podem se
multiplicar em alface e os esporangios resultantes podem adquirir e transmitir o virus de uma

planta infectada para uma planta sadia. Os esporos de resisténcia do fungo podem permanecer
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por mais de 20 anos no solo e reter a capacidade de transmitir a doenga por mais de 15 anos,
fazendo com que sua erradicacdo seja dificil, sendo impossivel (VAN DER WILK et al.,
2002).

A germinacdo dos esporos de resisténcia ocorre sob condicGes de
umidade no solo prdximas ao ponto de saturacdo por aproximadamente seis dias, com a
presenca de raizes hospedeiras ou ndo. A germinacdo ocorre mais rapidamente a temperaturas
entre 18 e 22°C, e o desenvolvimento do fungo no hospedeiro ndo é influenciado pela umidade
do solo, a ndo ser que a planta chegue a murchar (WESTERLUND et al., 1978b).

Navarro et al. (2004) concluiram que o pico no nimero de esporos de
resisténcia e zodsporos do fungo ocorre aos 30 dias apds o transplantio da alface e coincide
com o pico da concentracdo de LBVaV nas plantas.

O LBVaV é transmitido via extrato vegetal para Chenopodium
quinoa, C. amaranticolor, Nicotiana benthamiana, N. clevelandii e N. occidentalis
(HUJBERTS, 1990). Lot et al. (2002) transmitiram este virus mecanicamente para N.
benthamiana, N. clevelandii, N. occidentalis e C. quinoa , porém com ocorréncia de escape e
baixa porcentagem de transmissdo. A planta invasora Sonchus oleraceus foi encontrada
infectada naturalmente com o LBVaV em plantagdes de alface no Estado de S&o Paulo
(CHAVES et al., 2005).

O MLBVYV ¢ transmitido mecanicamente via extrato vegetal para C.
quinoa, N. benthamiana, N. tabacum White Burley, N. occidentalis (ROGGERO et al., 2000),
N. clevelandii (LOT et al., 2002) e N. hesperis (VAN DER WILK et al., 2002).

4.5 Controle

As medidas de controle existentes sdo adotadas principalmente em
relacdo ao vetor, pois ndo existem cultivares imunes a doenga, devendo ser adotado um
manejo integrado envolvendo cultivares tolerantes e medidas culturais. Medidas visando a
eliminacdo do vetor sdo ineficientes devido a capacidade de sobrevivéncia dos virus em
esporos de resisténcia. Além disso a fumigacdo do solo com brometo de metila é
antiecondmica e atualmente o produto esta banido devido a problemas ambientais. As medidas
culturais podem ser adotadas em relacdo ao controle da irrigacdo e da umidade do solo,

hospedeiros alternativos, sanidade das mudas e a utilizacdo de filme plastico no solo, que
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diminui a umidade do solo e aumenta a temperatura, consequentemente diminuindo a
atividade dos zoosporos (JONES, 2003; LATHAM & JONES, 2004).

A utilizacdo de produtos quimicos como carbendazem, propamocarb
e thiabendazole pode aumentar a producdo de alface em areas com alta incidéncia da doenca
(FLETCHER et al., 2005). A rotacdo de culturas pode contribuir com a redugdo da fonte de
inéculo.

O desenvolvimento de cultivares de alface resistentes ao MLBVV e
LBVaV se iniciou com a identificacdo de resisténcia moderada na cultivar Merit, que foi
utilizada como parental para as cultivares Sea Green, Thompson e Pacific (RYDER, 1981a;
1981b; 1991). As cultivares Sea Green e Pacific sdo comerciais, enquanto que a Thompson €
utilizada como fonte de resisténcia (RYDER & ROBINSON, 1995). Porém, Bos & Huijberts
(1990) concluiram que a resisténcia ndo era de uso préatico, inclusive para a cultivar Pacific
que ndo apresentou producdo superior a cultivar suscetivel. Imunidade aoc MLBVV e LBVaV
foi verificada em Lactuca virosa pelos mesmos autores.

Ryder & Robinson (1995) consideraram que a auséncia de sintomas
ndo necessariamente significa a resisténcia aos virus, visto que sdo necessarios fatores
abioticos para expressdo dos sintomas (WESTERLUND et al., 1978a; WALSH, 1994). A
metodologia utilizada para os testes de resisténcia consiste no plantio das linhagens em solo
contaminado com o vetor e a inoculagdo com raizes maceradas de plantas infectadas, que

antecipam a expressdo dos sintomas em duas ou trés semanas.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Coleta de amostras de alface e localiza¢éo dos experimentos

Foram coletadas folhas velhas de alface, a partir de plantas proximas
ao ponto de colheita, exibindo sintomas tipicos de engrossamento das nervuras. Os locais de
amostragem foram produtores comerciais situados nas regifes produtoras de Mogi das Cruzes,
Campinas e Bauru, e a época de amostragem foi nos meses mais propicios para o surgimento
da doenca, durante o outono (abril/2005), inverno (junho/2004 e julho/2005) e inicio da
primavera (setembro/2004), quando as temperaturas encontram-se mais amenas. Realizou-se
também uma coleta no més de dezembro de 2004, durante o verdo, na regido de Mogi das
Cruzes, visando detectar a presencga dos virus em amostras assintomaticas (Tabela 1).

Apos a coleta as amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e
levadas ao Laboratério de Virologia, localizado no Departamento de Producéo Vegetal — Setor
de Defesa Fitossanitaria da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP em Botucatu,
onde se realizaram as analises laboratoriais e 0s experimentos. As amostras foram preservadas
pelo método de dessecamento, cortando as folhas com sintomas em tiras finas e colocando-as

em frasco na presenca de cloreto de célcio anidro.



Tabela 1. Amostras coletadas, de acordo com o produtor, época € o tipo de alface.

Numero de Propriedade Municipio Epoca Cultivar/Tipo

Plantas

6 Kiomy Nakagawa Campinas jun/04 Vera (crespa)

9 Kiomy Nakagawa Campinas jun/04 Americana

13 Kiomy Nakagawa Campinas jun/04 Lidia (lisa)

1 Kiomy Nakagawa Campinas jun/04 Yuri (americana)

5 Kiomy Nakagawa Campinas jun/04 Feltrin (mimosa)

1 Neij Takeshita Campinas jun/04 Gisele

1 José Goncalves Campinas jun/04 Mimosa

3 Ismael Mendonga Campinas jun/04 Elisa (lisa)

24 Seiti Sato Bauru jun/04 Elisa (lisa)

13 Seiti Sato Bauru jun/04 Americana (Lucybrown)
13 Seiti Sato Bauru jun/04 Mimosa

13 Luis Yano Mogi das Cruzes  jun/04 Mimosa

13 Hiroshi Shitate Biritiba-Mirim jun/04 Veronica (Crespa)

5 Hiroshi Shitate Biritiba-Mirim jun/04 Americana

7 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim jun/04 Verbnica (Crespa)

8 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim jun/04 Elisa (lisa)

10 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim jun/04 Americana (Laurel)

5 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim jun/04 Romana (Olsens Enke)
7 Neij Takeshita Campinas set/04 Americana (Lucybrown)
8 Kiomy Nakagawa Campinas set/04 Americana

1 Kiomy Nakagawa Campinas set/04 Lidia (lisa)

3 Kiomy Nakagawa Campinas set/04 Vera (Crespa)

7 Ismael Mendonca Campinas set/04 Americana (Lucybrown)
5 Eduardo Davines Campinas set/04 Gisele

5 José Gongalves Campinas set/04 Mimosa

3 Eduardo Davines Campinas set/04 Elisa (lisa)

2 Eduardo Davines Campinas set/04 Mimosa

1 Eduardo Davines Campinas set/04 Vera

2 Eduardo Davines Campinas set/04 Gisele

2 José Goncalves Campinas set/04

11 Seiti Sato Bauru set/04 Americana (Lucybrown)
4 Luis Yano Mogi das Cruzes  set/04 Mimosa

4 Luis Yano Mogi das Cruzes  set/04 Free Lice

8 Hiroshi Shitate Biritiba-Mirim set/04 Crespa (Verdnica)

6 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim set/04 Crespa (Verdnica)

1 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim set/04 Romana

5 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim set/04 Mimosa

10 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim dez/04 Americana

8 Hiroshi Shitate Biritiba-Mirim dez/04 Americana

5 Hiroshi Shitate Biritiba-Mirim abr/05 Americana

9 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim abr/05 Americana

11 Seiti Sato Bauru jul/05 Lisa

16
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Numero de Propriedade Municipio Epoca Cultivar/Tipo

Plantas

5 Seiti Sato Bauru jul/05 Americana

5 Seiti Sato Bauru jul/o5 Mimosa

10 Luis Yano Mogi das Cruzes  jul/05 Mimosa

7 Hiroshi Shitate Biritiba-Mirim jul/05 Crespa

7 Hiroshi Shitate Biritiba-Mirim jul/o5 Lisa

10 Hiroshi Shitate Biritiba-Mirim jul/05 Americana

8 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim jul/05 Americana

3 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim jul/05 Romana

12 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim jul/o5 Crespa (Verdnica)

2 Neij Takeshita Campinas jul/05 Crespa

2 Neij Takeshita Campinas jul/05 Lisa (Lidia)

6 Neij Takeshita Campinas jul/o5 Mimosa

9 Neij Takeshita Campinas jul/05 Americana (Lucybrown)
4 Kiomy Nakagawa Campinas jul/o5 Lisa (Lidia)

3 Kiomy Nakagawa Campinas jul/05 Mimosa

13 Kiomy Nakagawa Campinas jul/05 Americana (Lucybrown)

5.2 Extracdo de RNA Total

A extragdo do RNA total das amostras foi realizada de acordo com o
método de Bertheau et al. (1998).

As amostras foram trituradas (1:5 p/v) em tampdo PBS — Tween
contendo PVP K25 a 2% (p/v) e Na- DIECA 20 mM. Posteriormente centrifugadas por 10
minutos a 13000 rpm em tubos de microcentrifuga a 4°C (Centrifuga Eppendorf 5804 R).
Duzentos microlitros do sobrenadantes foram transferidos para um novo tubo, acrescentando-
se 20 pl de SDS 10%. Incubou-se a 55° C por 15 minutos em banho-maria e adicionou-se 100
ul de solugéo de acetato de potassio a 3 M, agitando-se bem. Seguiu-se incubagao no gelo por
5 minutos e centrifugagdo por 5 minutos a 13000 rpm (4°C), transferindo-se o sobrenadante
para um novo tubo. Adicionou-se 700 pul de Nal 6 M e 5 ul de uma solugéo contendo silicio,
previamente agitada para que o silicio fosse ressuspendido. Agitou-se bem e manteve-se a
solucdo por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida a solucéo foi centrifugada por 1
minuto a 5000 rpm. Descartou-se o sobrenadante e lavou-se o “pellet” duas vezes com 500 pl
de solucdo de lavagem (Tris-HCI 20 mM pH 7,5, EDTA 1mM, NaCl 100mM e igual volume

de etanol absoluto), seguida de centrifugagdo por 1 minuto a 5000 rpm para cada lavagem.
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Posteriormente secou-se 0 “pellet” a vacuo (Speed Vaccum Eppendorf Concentrator 5301) e
ressuspendeu-se 0 RNA em 400 pl de agua Milli-Q tratada com DEPC, seguido de incubagdo
por 5 minutos a 55°C em banho-maria. Seguiu-se centrifugagdo por 5 minutos a 13000 rpm. O

sobrenadante (300 pl) foi transferido para um novo tubo e armazenado a —20°C.

5.3 Deteccéo dos virus por RT-PCR

Para a deteccdo de ambos os virus foi utilizada a técnica de
Transcricdo Reversa e Reagdo de polimerizacdo em cadeia (RT-PCR) e utilizados
oligonucleotideos (“primers”) especificos que amplificam parte da porcdo codificadora da
proteina capsidial (ROSALES et al. 2003, 2004). Para 0 MLBVV utilizou-se os pares de
“primers” MiLVV CP1 (5’CAAATCTGTCCACAATTCC 3’) e MIiLVVCP2 (5’TCT
CACTTGAAAACCTTCC 3’) que amplificam um fragmento de 562 pares de bases, MiLVV
CP3 (5’TTGCAACGTGATGAAACC 3) e MiLVV CP4 (5’AAAGAAGAGAA
GCCTGTTCC 3’) que amplificam um fragmento de 743 pares de bases. Para a deteccdo de
LBVV foram utilizados os pares de “primers” LBVV CP1 (5’AAGCTTTCCGTACTGTCC
3") e LBVV CP2 (5’CCTTGATACAGTTTTTGACC 3’) que amplificam um fragmento de
485 pares de bases e LBVV CP3 (5’GTATGCTGATTTCTGTAGACC 3’) e LBVV CP4
(5’TAGATGTTCTTCGCCACC 3) que amplificam um fragmento de 570 pares de bases.

A RT-PCR com os “primers” MiLVV CP1/CP2 foi efetuada em
volume de 25 pl, utilizando-se 2,5 ul de tampdo da enzima 10X (Tris-HCI 100 mM, pH 8,3 e
KCI 500 mM); 3,5mM de MgCl; ; 0,17% de Triton X-100 ; 1mM de cada oligonucleotideo;
0,25 mM de dNTPs; 0,5 U de Tag DNA Polimerase; 0,75 U de transcriptase reversa do AMV
(Avian mieloblastosis virus); 5 ul de RNA molde e quantidade suficiente de &gua DEPC para
completar 25 pl. Para os demais pares de “primers” utilizou-se: 10ul de tampdo da enzima
5%, 0,5 mM de cada primer, 0,5mM de dNTPs, 1,25 U de Go Tag DNA Polimerase
(Promega), 0,75U de AMV, 5 ul de RNA molde e quantidade suficiente de 4gua DEPC para
completar 50 ul. A condicéo da RT-PCR foi realizada a 42°C por 30 minutos, desnaturagdo
inicial a 95°C por 5 minutos, 40 ciclos de desnaturacdo a 92°C por 30 segundos, 40 ciclos de

anelamento a 50-54°C por 40 segundos, 40 ciclos de polimerizagdo a 72°C por 40 segundos e
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polimerizacdo final a 72°C por 10 minutos. Para os “primers” MiLVV CP3/CP4 realizou-se
40 ciclos de anelamento a 50°C por 40 segundos e para os demais pares de “primers” realizou-
se 40 ciclos de anelamento a 54°C.

O produto da RT-PCR (5 ul), juntamente com o marcador molecular
1kb Ladder (Invitrogen) foi visualizado em gel de agarose a 1%, em tampdo TBE (0,1 M de
acido bdrico; 0,02 mM EDTA pH 8,3) corado com 0,1ul/ml de Brometo de Etidio. Controles
positivo, negativo e branco (reacdo de PCR com &gua substituindo o RNA molde) foram
incluidos na extracdo e nas reagdes de PCR a fim de validar e confirmar a especificidade do
método utilizado. Todas as amostras negativas, bem como as com presenca de somente um

dos virus foi verificado duas vezes por RT-PCR para confirmagé&o.

5.4 Preparo de Células Competentes de Escherichia coli

Para etapa de clonagem preparou-se células competentes de E. coli
estirpe XL1 para serem eletroporadas com o plasmidio contendo o inserto. Para isto foi
preparada em meio SOB (sem Magnésio) uma pré-cultura de 5 ml de células de E. coli XL1
preservadas a -80°C. Esta pré-cultura foi deixada durante a noite a 37°C sob agitacdo
constante. No dia posterior, a pré-cultura foi utilizada para inocular 500 ml de meio SOB-Mg
e incubada a 37°C sob agitacdo até atingir a densidade Otica de 0.750Dss0. A suspensdo foi
coletada em frascos de centrifuga previamente resfriados e centrifugada a 2600 g por 15
minutos a 4°C. Em seguida o “pellet” foi ressuspendido em glicerol 10% (gelado) e
centrifugado novamente a 2600 g por 15 minutos a 4°C. Mais uma etapa de ressuspensao em
glicerol 10% foi realizada e em seguida o excesso de liquido foi retirado dos tubos de
centrifuga e o “pellet” ressuspendido com algumas gotas de glicerol 10% e a OD 55 ajustada a
200-250 unidades/ml. Aliquotas de 80l foram repartidas em tubos e armazenadas a —80°C até

0 momento de serem eletroporadas.

5.5 Clonagem e sequenciamento
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Os fragmentos obtidos por RT-PCR de trés isolados de MLBVV e
quatro de LBVaV coletados em diferentes regiGes (Campinas, Bauru e Mogi das Cruzes)
(Tabela 2) foram clonados no vetor comercial pPGEM-T Easy (Promega). Para isto, o produto
de PCR foi purificado, utilizando-se os kits comerciais Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega) e Concert Rapid Gel Extraction System (Invitrogem) que eliminam restos
de oligonucleotideos ndo incorporados e em seguida ligado ao vetor pGEM-T Easy durante
uma noite a 4°C.

Apos a etapa de ligacdo do fragmento ao vetor, este foi eletroporado
em células competentes de Escherichia coli utilizando-se eletroporador BIO-RAD
Micropulser. As células de E. coli eletroporadas foram plagueadas em meio de cultura
contendo ampicilina, e a presenca de plasmideos recombinantes analisada pela extragdo de
plasmideos pela técnica de lise alcalina.

A cultura de bactérias foi colocada para crescer durante uma noite a
37°C sob agitacdo constante em meio LB contendo ampicilina. Apds o crescimento as
bactérias foram colocadas em microtubos e precipitadas, centrifugando por 2 minutos a 13000
rpm em temperatura ambiente, sendo o sobrenadante descartado em seguida. Posteriormente
foi adicionado 100 ul de solugdo Tris-HCI 1M pH 8,0, EDTA 0,5M pH 8,0, Glicose 1M,
misturando-se até homogeneizar e mantendo-se por 5 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida adicionou-se 200 pl de solucdo NaOH 0,2N e SDS 1% e agitou-se 15 vezes por
inversdo, mantendo-se por 5 minutos no gelo. Ap6s adicionou-se 150 ul de solugdo Acetato de
Potassio 3M/5M pH 4,8, agitando-se 10 vezes por inversdo e mantendo por 5 minutos no gelo.
Seguiu-se uma centrifugacdo a 12.000 g por 10 minutos a 4°C, transferindo-se o sobrenadante
para novos microtubos. Adicionou-se 300 pl de isopropanol, misturando-se bem e
centrifugando a 12000 g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se
500 pl de etanol 70% ao “pellet”, centrifugando-se por 1 minuto a 12000 g a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o “pellet” secado a véacuo. Ap6s a secagem este foi
ressuspendido em 20 ul de &gua ultrapura autoclavada contendo RNase.

Apo6s a extragdo dos plasmideos realizou-se digestdo com enzima de
restricdo Eco RI e a presenca ou auséncia do inserto verificado através de eletroforese em gel

de agarose a 0,9%.
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Quando os produtos de PCR apresentaram uma banda nitida optou-se
pelo sequenciamento direto, realizando-se um novo PCR com volume total de 100 ul, com
mesmos reagentes e nas mesmas condigdes do item anterior, e a seguir purificacdo com Kkits
comerciais descritos anteriormente. No caso dos plasmideos recombinantes estes foram
seqlienciados com oligonucleotideos universais (T7, SP6), cuja sequéncia estad presente no
vetor.

Tabela 2. Amostras selecionadas para o sequenciamento do gene que codifica a proteina
capsidial.

Isolado Virus Regido Produtor Tipo/ cultivar  Ano de
coleta

BR58 MLBVV Bauru Seiti Sato Mimosa 2004

BR60 MLBVV Campinas Kiomy Nakagawa Americana 2004
(Yuri)

BR61 MLBVV Mogi das Cruzes Hiroshi Shintate ~ Americana 2004
(Lucy Brown)

BR104 LBVaV  Campinas Ismael Mendonga Lisa (Elisa) 2004

BR105 LBVaV  Bauru Seiti Sato Lisa (Elisa) 2004

BR106 LBVaV  Mogidas Cruzes Luis Yano Mimosa 2004

BR107 LBVaV  Bauru Seiti Sato Americana 2005

5.6 Anélise dos dados obtidos

As sequéncias obtidas a partir do plasmideos recombinantes ou
produtos de PCR foram analisadas utilizando-se o0s programas BLASTn
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e CLUSTAL Interative W (THOMPSON et al., 1994).
A sequéncia do LBVaV e MLBVYV foi comparada com demais seqliéncias disponiveis no
GenBank. As analises filogenéticas e evolucionaria foram realizadas com a versdo 2.1 do
programa Mega (www.megasoftware.net) (KUMAR et al., 2001). Para obtencdo de ramos
filogenéticos com informag@es sobre a origem evolutiva dos isolados utilizou-se sequéncias do
gene codificador para a proteina capsidial de espécies de virus diferentes, denominados
“outgroups”. Para comparacdo com os isolados de LBVaV utilizou-se o Northern cereal

mosaic virus (NCMV) e com os isolados de MLBVYV o Citrus psorosis virus (CPsV).
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5.7 Transmissdo via extrato vegetal de isolados do LBVaV e MLBVV

Foram avaliadas a transmissdo do LBVaV e MLBVV em hospedeiras
pertencentes as familias Chenopodiaceae: Chenopodium quinoa e C. amaranthicolor,
Asteraceae: alface cultivar Trocadero, White Boston e Sonchus oleraceus e Solanaceae: N.
occidentalis, N. tabacum TNN, N. clevelandii, N. glutinosa e N. rustica.

Foi utilizado um isolado de alface sintomatica proveniente do campo
com presenca de infecgdo mista para o LBVaV e MLBVV, sendo as folhas maceradas (1:3
p/v) em almofariz com tampéo de inoculagdo fosfato de sodio pH 8,3 0,03M contendo 0,2%
de Na-DIECA e carvao ativado a 100mg/ml (LOT et al., 2002). A inoculagdo dos diferentes
hospedeiros foi feita através da friccdo das folhas previamente polvilhadas com abrasivo
carborundum 600 mesh.

Foram inoculadas 6 plantas para cada espécie, sendo que trés foram
mantidas em casa de vegetacdo e trés em cdmara de B.O.D. (com temperatura de 16°C durante
o0 dia e 10°C durante a noite, com 11 horas de fotoperiodo de luz artificial). As plantas foram

mantidas durante trés meses, com medicdo diaria de temperatura na casa de vegetagéo.

5.8 Transmissdo através de solo de area com historico da doencga

Foram plantadas C. quinoa, C. amaranthicolor, alface cultivar
Trocadero, White Boston e N. clevelandii em solo coletado de duas propriedades da regido de
Mogi das Cruzes com histérico da doenga. Duas plantas de cada espécie foram mantidas em
um vaso durante 4 meses na B.O.D. nas condigdes especificadas no item 5.7. Um segundo
experimento foi realizado com plantio de alface cv. White Boston, Trocadero, Elisa e Feltrin
(tipo Americana) ndo é Lucybrown que voce usou ou Ryder?em solo de trés propriedades da
regido de Mogi das Cruzes com histérico da doenca, plantando-se trés plantas por vaso, nas

mesmas condic¢des do experimento anterior, sendo mantidas durante trés meses.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Levantamento da ocorréncia de “Big-vein”

Foram encontrados sintomas de engrossamento das nervuras nas
cultivares do tipo crespa, lisa, americana, mimosa e romana provenientes das trés regies
analisadas, coletadas nos meses de outono, inverno e primavera (Figura 3). Os
oligonucleotideos utilizados na diagnose do MLBVV e LBVaV foram altamente eficientes na
deteccdo dos mesmos. Os pares de “primers” MiLVV CP1/CP2 e LBVV CP1/CP2 foram mais
sensiveis e utilizados para o diagnostico de rotina, gerando um fragmento de 562 pares de
bases (bp) para 0o MLBVV e 485bp para o LBVaV (Figura 4). Os pares de “primers” MiLVV
CP3/CP4 e LBVV CP3/CP4 amplificaram um fragmento de 743bp e 570bp respectivamente
(Figura 5) e foram utilizados juntamente com os demais para 0 sequenciamento de toda a
regido codificadora para a proteina capsidial.

Em todas as regifes produtoras amostradas foi verificada a presenca
de ambos os virus associados com a doenga, independente da época de coleta (Tabela 3). Em
maior parte das amostras foi verificada infeccdo mista de MLBVV e LBVaV, porém em
quantidade representativa foram constatadas plantas sintomaticas infectadas com somente um
dos virus, como no caso do MLBVYV nas regifes de Campinas e Bauru, principalmente para a
época de inverno de 2004 e do LBVaV coletado na regido de Mogi das Cruzes, principalmente
na primavera de 2004 e outono de 2005 (Figura 6). Nas amostras em que o resultado foi

negativo, pode ter ocorrido uma baixa concentracdo viral, infeccdo tardia ou distribuicdo
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irregular de virus na planta, principalmente devido a maior concentragdo dos virus estar em
raizes e folhas mais velhas (NAVARRO et al., 2004).
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Figura 3. Sintomas de big-vein em alface tipo mimosa (a), romana (b), americana (c), lisa

(d) e crespa (e).
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<— 485bp

562 bp

Figura 4. Padréo eletroforético obtido pelos oligonucleotideos em RT-PCR (a- LBVV
CP1/CP2 b- MiLVV CP1/CP2). M- Marcador de peso molecular; + contrcie positivo; -
controle negativo. 1- 5 amostras de alface.
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<+— 570 bp

<+— 743bp

Figura 5. Padrao eletroforético obtido pelos oligonucleotideos em RT-PCR (a- LBVV
CP3/CP4 b- MiLVV CP3/CP4). M- Marcador de peso molecular; + controle positivo; -

controle negativo. 1- 5 amostras de alface.
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Tabela 3. Deteccéo através de RT-PCR dos virus MLBVV e LBVaV em plantas de alface

sintomaticas em diferentes regies produtoras do Estado de S&o Paulo nos anos de 2004 e

2005.

Numero de  Regidio Produtora Epoca Infeccdo Apenas Apenas Negativas
plantas Mista MLBVV LBVaV
39 Campinas Inverno/2004 22 12 2 3
46 Campinas Primavera/2004 41 2 2 1
50 Bauru Inverno/2004 41 8 1 0
11 Bauru Primavera/2004 7 4 0 0
61 Mogi-das-Cruzes Inverno/2004 48 4 5 4
28 Mogi-das-Cruzes Primavera/2004 19 0 6 3
39 Campinas Inverno/2005 33 6 0 0
21 Bauru Inverno/2005 18 3 0 0
57 Mogi-das-Cruzes Inverno/2005 50 3 1 3
14 Mogi-das-Cruzes Outono/2005 0 0 7 7
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Figura 6. Porcentagem de plantas com infeccéo mista por LBVaV e MLBVV, ou somente com um dos virus coletadas em

diferentes épocas e regides produtoras de alface do Estado de Sao Paulo nos anos de 2004 e 2005.
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Os resultados obtidos neste trabalho mostram que ambos 0s virus
LBVaV e MLBVV encontram-se disseminados em trés regides produtoras do Estado de S&o
Paulo, incluindo os cinturfes verdes de Mogi das Cruzes, Campinas e em Bauru. Os virus
foram encontrados causando sintomas da doenca somente nas épocas mais frias (outono,
inverno e primavera), ndo sendo verificada a presenca de engrossamento das nervuras em
plantas cultivadas no verdo em solo com histérico da doenga. Entretanto, mesmo na auséncia
de sintomas, algumas plantas coletadas ao acaso mostravam-se infectadas por MLBVV e/ou
LBVaV. Em trabalhos de detecgdo realizados na Franga e Italia (LOT et al., 2002; ROGGERO
et al., 2003) respectivamente, utilizando como método de diagndstico o teste de ELISA, os
autores verificaram que existe a associagcdo entre os dois virus na maior parte das plantas
sintomaticas analisadas, como foi verificado neste trabalho.

Lot et al. (2002) observaram que nas plantas sintomaticas, o MLBVV
sempre esteve presente, e que o LBVaV sozinho ndo foi capaz de causar os sintomas da
doenca. Estes resultados foram confirmados em estudos realizados em tunel plastico na Franga
(ROGGERQO et al., 2003) e em campo aberto na Espanha (NAVARRO et al., 2004). Contudo,
Roggero et al. (2003) encontraram plantas sintomaticas em campo aberto na Italia, infectadas
somente com LBVaV e sugeriram a falta de sensibilidade do teste de ELISA como motivo da
ndo-deteccdo do MLBVV. Os mesmos autores verificaram que apesar da associagdo de
sintomas de “big-vein” com o0 MLBVYV, ao final do ciclo da cultura todas as plantas analisadas
apresentavam infecgdo mista, exceto uma que possuia somente 0 MLBVV. A presenga ou ndo
dos virus pode estar associada com a idade das plantas e época em que as plantas foram
infectadas, visto que os autores constataram que o LBVaV foi detectado antes do MLBVV, e
sempre em uma porcentagem maior de plantas. Roggero et al. (2003) também verificaram que
em dez plantas sintomaticas testadas como positivas somente para LBVaV, nove apresentaram
infeccdo mista duas semanas apos o teste.

O presente trabalho demonstrou por meio da deteccdo por RT-PCR,
teste este com sensibilidade muito superior ao do ELISA, que na maioria dos casos existe a
associacdo dos dois virus, porém plantas sintomaticas apresentaram infeccdo isolada do
MLBVV ou LBVaV no campo. A deteccdo de ambos os virus em plantas de alface
assintomaticas no campo, foi relatada na Espanha por Navarro et al. (2004). Segundo estes, 0s

virus ocorrem em maior concentracdo nas raizes e folhas mais velhas e os sintomas se iniciam
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somente 40-50 dias apds o transplantio, coincidindo com o pico de producdo de esporos do
vetor Olpidium brassicae.

Dezoito plantas assintométicas coletadas em dezembro na regido de
Mogi das Cruzes em areas com histérico da doenca foram avaliadas para a presenca do
MLBVYV e LBVaV. Quatro plantas (22,2%) apresentaram infeccdo mista, 5 plantas (27,8%)
somente infeccdo por MLBVYV e 3 plantas (16,7%) somente infeccdo por LBVaV e 6 plantas
(33,3%) das 18 plantas foram negativas para ambos 0s virus. Como as plantas foram colhidas
ao acaso, resultados negativos eram esperados.

Mesmo durante o verdo ambos os virus infectam plantas em areas
com alta incidéncia da doenga durante o inverno, porém sem causar prejuizos e passando
despercebidos por ndo causarem sintomas da doenga. Este fato pode ser explicado por fatores
abioticos como alta temperatura que impedem a manifestacdo de sintomas, porém ndo a
infeccdo da alface por ambos os virus. Segundo Walsh (1994) plantas submetidas a uma
temperatura constante de 18°C desenvolvem sintomas mais intensos e mais rapidamente,
assim como plantas que recebem luz de baixa intensidade durante um periodo longo, de 18
horas, possivelmente devido a reducdo da producdo de componentes celulares pelas plantas e
maior suscetibilidade aos virus. Maekawa et al. (2004) encontraram alface com infeccédo
sistémica de LBVaV a 27° C, enquanto que o0 MLBVV n&o infectou alface nesta temperatura.
O mesmo pode ter ocorrido com as amostras coletadas em Mogi das Cruzes no outono, que
apresentaram apenas LBVaV, visto que a temperatura ainda se encontrava alta na época da

coleta.

6.2. Sequenciamento

O gene que codifica a proteina capsidial de trés isolados de MLBVV
e quatro isolados de LBVaV foi seqlienciado. A seqiiéncia completa deste gene (860 pares de
bases para o LBVaV) foi obtida através da jungdo das sequiéncias obtidas com os pares de
“primers” LBVV CP1/CP2 e LBVV CP3/CP4. Para 0 MLBVV se obteve uma seqliéncia de
1210 pares de bases através da juncdo das sequiéncias obtidas com os pares de “primers”
MiLVV CP1/CP2 e MiLVV CP3/CP4. As seqliéncias de aminodcidos foram entdo
comparadas com 19 sequiéncias de MLBVV e 22 sequéncias de LBVaV (Tabela 4) disponiveis

no GenBank. Como “outgroup” foi utilizada a seqiiéncia do virus Northern cereal mosaic
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virus, NCMV (nimero de acesso: AB030277) para os isolados de LBVaV e do virus Citrus
psorosis virus, CPsV (numero de acesso: AF036338) para os isolados de MLBVYV (Tabelas 5
e 6 respectivamente). Uma arvore filogenética com a identidade de amino&cidos foi preparada
parao MLBVV (Figura 7) e LBVaV (Figura 8).



Tabela 4. Lista de isolados de MLBVV e LBVaV utilizados para analise filogenética. A
origem geografica e nimero de acesso no GenBank do gene codificador para a capa
protéica estdo indicados.

Virus Isolado Localidade Numero de Acesso
MLBVV JAP 01 Japéo BD418581
MLBVV HOL 01 Holanda AF525935
MLBVV HOL 02 Holanda AY581693
MLBVV ESP 01 Murcia, Espanha AY366415
MLBVV ESP 02 Galicia, Espanha AY366416
MLBVV ESP 03 Pulpi, Espanha AY366417
MLBVV ESP 04 Pulpi, Espanha AY366418
MLBVV ESP 05 Pulpi, Espanha AY581700
MLBVV ESP 06 Pulpi, Espanha AY581701
MLBVV ESP 07 Pulpi, Espanha AY581702
MLBVV ESP 08 Espanha AY 839626
MLBVV AUS 01 Australia AY581696
MLBVV DEN 01 Dinamarca AY581692
MLBVV UK 01 Wellesbourne,Inglaterra  AY581694
MLBVV GER 01 Fischenich, Alemanha AY581695
MLBVV GER 02 Stuttgart, Alemanha AY581697
MLBVV GER 03 Frankfurt, Alemanha AY581698
MLBVV ITAO1 Italia AY581699
MLBVV CHO1 Chile -

LBVaV ESP 09 Aguilas, Espanha AY581691
LBVaV ESP 10 Granada, Espanha AY581689
LBVaV ESP 11 Pulpi, Espanha AY581687
LBVaV ESP 12 Pulpi, Espanha AY581688
LBVaV ESP 13 Murcia, Espanha AY366411
LBVaV ESP 14 Pulpi, Espanha AY366413
LBVaVv ESP 15 Pulpi, Espanha AY581684
LBVaVv ESP 16 Pulpi, Espanha AY581685
LBVaV ESP 17 Pulpi, Espanha AY 366414
LBVaVv ESP 18 Pulpi, Espanha AY581686
LBVaV ESP 19 Galicia, Espanha AY366412
LBVaVv ESP 20 Espanha AY839618
LBVaV CH 02 Chile -

LBVaV UK 02 Inglaterra AY581690
LBVaV UK 03 Inglaterra AY496054
LBVaV USA 01 California, E.U.A. AY496053
LBVaVv JAP 02 Japdo AB190528
LBVaV JAP 03 Japdo AB190527
LBVaV JAP 04 Japdo AB190526
LBVaVv JAP 05 Kagawa, Japao AB050272
LBVaV HOL 03 Holanda AY496056

LBVaVv AUS 02 Australia AY 496055
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Tabela 5. Porcentagem de identidade da seqiiéncia de aminoéacidos (diagonal inferior) e de nucleotideos (diagonal superior)
de parte do gene para a capa proteica entre os isolados brasileiros (BR104, BR105, BR106 e BR107) (em azul) e demais
isolados de LBVaV. Outgroup NCMV (AB030277).

BBBB C E EEETETE E E EEUUUJ J JJ H A E E
solado RRRR H S S SSSS S S SSKKSA A AA O U s s ~
1111 o P PPPPP P P PPOOAP P PP L s P P §
o000 2 0 11111 1 1 113200 0 00 0 0 1 2 £
4 5 6 7 9 01 2 3 4 5 6 7 8 12 3 45 3 2 9 0
BR104 - 9897 98 98 95 97 97 97 97 97 98 97 98 97 97 97 97 95 95 95 95 97 97 99 98 16
BR105 99 - 98 99 98 95 97 97 97 97 97 98 97 97 97 97 97 97 95 95 95 95 97 97 98 97 16
BR106 ~ 9999 - 97 97 94 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 97 96 96 96 96 98 98 97 96 16
BR107 999898 - 98 95 97 97 98 98 98 98 98 98 97 97 97 97 95 96 95 95 98 98 98 97 16
CH 02 989898 98 - 95 99 99 99 99 99 99 99 99 99 98 98 98 96 96 96 96 98 98 98 97 16
ESP09 949493 94 94 - 9595 95 95 95 95 95 95 95 95 94 95 93 93 93 93 94 94 95 95 16
ESP10 979797 97 98 94 - 99 99 99 99 99 99 99 98 98 97 98 96 96 96 96 97 97 97 96 16
ESP11 989897 98 99 94 98 - 99 99 99 99 99 99 99 98 97 98 95 96 96 95 97 97 97 96 16
ESP12 989897 98 99 94 98 99 - 99 99 99 99 99 99 98 98 98 96 96 96 96 97 97 97 97 16
ESP13 989897 98 99 94 98 99 99 - 99 99 99 99 99 98 98 98 96 96 96 96 97 97 97 97 16
ESP14 989897 98 99 94 98 99 99 99 - 99 99 99 99 98 98 98 96 96 96 96 97 97 97 97 16
ESP15 989898 98 100 94 98 99 99 99 99 - 99 99 99 98 98 98 96 96 96 96 98 98 97 97 16
ESP16 989898 98 100 94 98 99 99 99 99 100 - 99 99 98 98 98 96 96 96 96 97 97 97 97 16
ESP17 989898 98 100 94 98 99 99 99 99 100 100 - 99 98 98 98 96 96 96 96 97 97 98 97 16
ESP18 989797 98 99 94 98 98 98 98 98 99 99 99 - 98 97 98 95 96 96 95 97 97 97 96 16
UK 03 989898 98 99 94 98 98 98 98 98 99 99 99 98 - 99 99 96 96 96 96 97 97 97 96 16
UK 02 989897 98 98 93 97 98 98 98 98 98 98 98 98 98 - 99 96 96 96 96 97 97 97 96 16
USAOL 999898 99 99 94 98 99 99 99 99 99 99 99 98 99 99 - 96 96 96 96 98 98 97 96 16
JAP02 989898 98 98 94 97 98 98 98 98 98 98 98 97 98 98 98 - 99 99 98 96 96 95 95 16
JAP03 9898908 98 98 94 97 98 98 98 98 98 98 98 97 98 98 98 100 - 99 99 96 96 95 95 16
JAP04 989898 98 98 93 97 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 99 99 99 - 98 96 96 95 95 16
JAPO5 989898 98 98 94 97 98 98 98 98 98 98 98 97 98 98 98 100 100 99 - 96 96 95 94 16
HOLO3 989898 98 98 94 97 98 98 98 98 98 98 98 97 98 98 98 98 98 98 98 - 99 97 96 16
AUS02 999899 99 98 94 97 98 98 98 98 98 98 98 98 98 98 99 99 99 98 99 99 - 97 96 16
ESP19 999998 99 99 94 98 98 98 98 98 99 99 99 98 99 98 99 99 99 98 99 99 99 - 98 16
ESP20 989898 98 98 94 97 98 98 98 98 98 98 98 97 98 98 98 98 98 98 98 98 98 99 - 16
NCMV 1616 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
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Tabela 6. Porcentagem de identidade da seqiiéncia de aminoacidos (diagonal inferior) e de nucleotideos (diagonal superior)
de parte do gene codificador para a capa proteica entre isolados brasileiros de MLBVV (BR58, BR60, BR61) e demais
isolados. Outgroup CPsV (AF036338).

Isolado B BB CH A GDWUMHJI GETEEGI EEETE E C

R RR HO U EEKOAESSSETSSSS § P

5 6 6 0L S RNOLWPRZPZPPRAPZPZPP P s

§ 01 1.0 O OO1O0OOOOOOOSOTOOOO O0 V

1 1 1 1 2 1 2 1 2 5 3 1 4 3 6 7 8

BR58 - 98 99 98 96 96 96 95 96 95 96 95 95 97 96 96 96 97 87 87 87 87 23
BR60O 97 - 98 98 96 96 96 95 96 95 96 95 95 97 96 96 96 96 87 87 87 87 23
BR61 98 98 - 98 96 96 95 95 95 95 96 95 95 97 96 96 96 97 87 87 87 87 23
CHO01 95 95 96 - 97 96 96 96 96 96 96 96 95 97 97 96 96 97 87 87 87 87 23
HOL 01 97 98 98 95 - 99 99 99 99 99 99 98 96 97 96 96 96 97 88 88 88 88 34
AUS 01 97 98 98 95 100 - 98 98 98 98 99 98 96 96 96 96 96 97 88 88 87 87 33
GER 01 96 96 97 93 98 98 - 99 98 98 99 98 95 96 95 96 96 97 87 87 87 87 33
DEN 01 96 96 97 94 98 98 97 - 99 98 98 97 95 96 95 96 95 97 88 88 87 87 33
UK 01 96 96 97 94 98 98 98 98 - 98 99 98 95 96 96 96 96 97 88 88 87 87 33
HOL 02 96 97 97 94 99 99 97 98 98 - 98 97 95 96 95 96 95 96 87 87 87 87 33
JAP 01 97 98 98 95 100 100 98 98 98 99 - 98 96 96 96 96 96 97 88 88 88 88 34
GER 02 96 97 97 94 98 98 97 97 97 98 98 - 95 96 95 96 96 96 87 87 87 87 17
ESP 01 96 96 96 93 98 98 96 96 97 97 98 97 - 96 95 95 95 96 87 86 86 86 31
ESP 02 98 98 98 95 99 99 97 97 98 98 99 98 97 - 98 97 97 97 87 87 87 87 30
ESP 05 96 96 96 93 97 97 95 95 96 96 97 96 95 97 - 97 96 97 87 87 86 86 30
GER 03 97 97 98 94 98 98 96 96 97 97 98 97 96 98 97 - 99 97 87 87 87 87 33
ITAOL 97 97 98 94 98 98 97 96 97 97 98 97 96 98 97 98 - 97 87 87 87 87 23
ESP 04 97 97 98 94 98 98 97 97 97 98 98 97 97 98 96 97 97 - 88 87 87 87 34
ESP 03 94 94 94 91 95 95 94 94 94 94 95 94 94 95 93 94 94 95 - 99 98 98 34
ESP 06 94 94 95 91 96 96 94 94 95 95 96 94 94 95 93 94 94 95 99 - 98 98 34
ESP 07 94 95 95 92 96 96 95 95 95 95 96 95 94 96 94 95 95 96 99 99 - 100 36
ESP 08 94 95 95 92 96 96 95 95 95 95 96 95 94 96 94 95 95 96 99 99 100 - 36

CPsV 34 33 34 32 34 34 33 34 33 34 34 34 34 34 32 34 34 34 33 33 33 33 -




36

CHO02

—— ESP12
ESP15
—— ESP14
ESP17
—— ESP11
ESP16

< Bvav
NCMV

—_—
0.2

ESP18
—— ESP13

ESP10

0.005

Figura 7. Andlise filogenética entre isolados de LBVaV construida com aminoéacidos de
parte do gene codificador para a capa protéica. Valor de bootstrap 2000 e outgroup
Northern cereal mosaic virus (NCMV, AB030277). Método Neighbor-Joining.
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Figura 8. Anadlise filogenética entre isolados de MLBVV construida com

aminoacidos de parte do gene codificador para a capa protéica. Valor de bootstrap 2000

e outgroup Citrus psorosis virus (CPsV, AF036338). Método Neighbor-Joining
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A anélise das sequiéncias de aminoécidos de MLBVV mostrou
que os isolados brasileiros apresentaram identidade acima de 93% com outros isolados de
MLBWVV. Identidade inferior a 94% foi verificada com os isolados ESP 03, 06, 07 e 08 e que
segundo Navarro et al. (2005) pertencem ao subgrupo B baseado no sitio de clivagem Rsa |
localizado no gene que codifica a capa protéica. Deste modo, analisando-se a arvore
filogenética (figura 8), e também verificando a carta de restri¢do enzimética do fragmento dos
isolados brasileiros através do programa WEB Cutter, pode-se concluir que os isolados
brasileiros pertencem ao subgrupo A, com somente um sitio de restricdo a enzima Rsal. Néo
existem diferencas quanto a agressividade entre os isolados pertencentes aos diferentes
subgrupos.

Entre os isolados de LBVaV analisados foi verificada baixa
variabilidade genética com identidades de aminoacidos superiores a 94%. Nao ha correlacdo
entre a variabilidade observada e a possivel origem geografica dos mesmos, indicando que
estes isolados devem possuir uma origem comum. Isto pode sugerir que a pressao de selecdo
para preservar funcdes bioldgicas particulares é maior do que para adaptacdo a areas
geogréaficas especificas, tendo sido comprovado pelo trabalho de Navarro et al. (2005), que
calculando a taxa de substitui¢cbes nucleotidicas ndo-sindnimas pelas substitui¢des sindbnimas
(dN/dS), ou seja, as substituicBes que resultaram em aminoacidos diferentes pelas que nao
resultaram em aminoacidos diferentes em relacdo a seqliéncia consenso, obtiveram valores
menores que 1. Segundo Nei & Kumar (2000) valores de dN/dS acima de 1 sugerem que as
mudancas de aminoacidos conferem alguma vantagem e indicam sele¢do positiva, enquanto
taxas menores que 1 indicam desvantagens funcionais resultantes da mudanca e selegdo
negativa. As taxas encontradas para o LBVaV foram menores do que para o MLBVV e
indicam uma pressdo negativa para mudancas nesta regido do genoma, sendo semelhante a de
outros virus.

Os dados dos isolados brasileiros confirmam estas hipoteses, ja que
se encontrou alta identidade e baixa diversidade genética entre isolados de LBVaV. Maior
variabilidade foi observada para o MLBVYV, onde o subgrupo B de MLBVV foi constituido
somente por isolados espanhois (ESP 03, ESP 06, ESP 07 , ESP 08), sugerindo que estes
isolados estdo restritos a Espanha. O isolado ESP 08 proveniente de Sonchus oleraceus, que

ndo havia sido analisado por Navarro et al. (2005) também pertence a este subgrupo.
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6.3. Caracterizacéo Bioldgica

No teste com as plantas mantidas em B.O.D. sob baixa temperatura
(16°C diurnos e 10°C noturnos) e fotoperiodo de 11 horas de luz artificial, ambos os virus
foram transmitidos mecanicamente, através de extrato de folhas, porém ocorrendo escape e
com baixa porcentagem de transmissdo. O MLBVYV foi transmitido para C. quinoa, Nicotiana
rustica, N. tabacum TNN, alface cv. Trocadero e White Boston e o LBVaV somente para
alface cv. White Boston, ambas infec¢bes confirmadas por RT-PCR. Todas as plantas foram
assintomaticas, com excec¢do de C. quinoa que reagiu com sintomas de lesdo local nas folhas.
Em condi¢bes ndo controladas de temperatura em casa de vegetacdo, o MLBVV foi
transmitido somente para N. tabacum TNN. A temperatura no interior da casa de vegetacéo
atingiu a maxima de 30°C, sendo a média superior de 26,5°C e temperatura minima de 9°C
com média inferior de 14,5°C.

No plantio em solo com histérico da doenca, ambos os virus foram
transmitidos para alface, sendo que o MLBVYV foi transmitido para as cultivares Trocadero e
White Boston e o LBVaV somente para a cv. White Boston. Somente uma planta da cv. White
Boston com infec¢do mista apresentou sintomas sistémicos de engrossamento das nervuras,
caracteristicos da doenga, quatro meses apés o plantio (Figura 9), sendo que no mesmo vaso
uma segunda planta ndo foi infectada pelos virus, caracterizando escape mesmo em solo
provavelmente infestado proveniente de um mesmo vaso. No segundo experimento realizado
em 2005, 28,1% (9) das plantas foram infectadas pelo LBVaV e 78,1% (25) foram infectadas
pelo MLBVYV, sendo que 25% (8) apresentaram infeccdo mista. Porém apenas trés plantas
apresentaram sintomas apés trés meses e entre estas, duas com infeccdo mista e uma infectada
apenas por MLBVV.
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Figura 9. Alface cv. White Boston cultivada em solo com historico da doenca. Planta a
direita exibindo sintomas de engrossamento das nervuras e planta a esquerda sem

sintomas.

Lot et al. (2002) obtiveram transmissdo mecanica dos dois virus para
diversos hospedeiros, como alface, N. benthamiana, N. clevelandii, N. occidentalis e C.
quinoa, porém também com baixa porcentagem de transmissdo. Foi observada infecgéo
sistémica nestas trés espécies de Nicotiana e alface, e lesdes locais em C. quinoa, sendo que a
alface infectada com o LBVaV permaneceu assintomatica. Também transmitiram a doenga
para alface através do fungo infectado com o0 MLBVV, sendo que este infectado somente com
LBVaV ndo causou sintomas de engrossamento das nervuras nas plantas. Verbeek et al.
(2001) transmitiram mecanicamente MLBVV de Chenopodium quinoa e Nicotiana
benthamiana para alface, sendo que somente algumas plantas desenvolveram a doenca.

Os dados referentes a transmissdo através de solo comprovaram que
0 solo proveniente de Mogi das Cruzes estava provavelmente contaminado com o vetor
Olpidium brassicae e este por sua vez infectado pelo MLBVV e LBVaV. Além disto foi
verificada a complexidade de se transmitir o virus em condic¢des de laboratorio utilizando a

inoculacdo via extrato vegetal, bem como o seu vetor, dificultando trabalhos visando a
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obtencdo de plantas resistentes ao MLBVV e ao LBVaV. Outro problema encontrado além da
transmissdo foi a visualizagdo de sintomas da doenga, uma vez que a planta pode estar

infectada pelos virus e ndo expressar os sintomas.

6.4. Considerag@es Gerais

Este trabalho, pioneiro na analise de grande quantidade de amostras
sintomaticas para o “big-vein”, permitiu concluir que em grande parte das amostras ambos 0s
virus estdo envolvidos na etiologia da doenca. A deteccdo molecular através de RT-PCR se
mostrou uma ferramenta sensivel, precisa e segura na deteccdo e realizacdo deste estudo, uma
vez que o0s sintomas ndo permitem concluir sobre qual dos virus estd presente na amostra.
Atualmente as medidas de controle sugeridas para diminuir as perdas ocasionadas por estes
virus durante as épocas frias do ano consistem na prevenc¢do de solos mal drenados e excesso
de irrigacdo, pois permitem a facil locomogdo dos zodporos (esporos flagelados) que
transmitem o virus de uma planta a outra, e o roguing (LATHAM & JONES, 2004). Cultivares
resistentes ainda ndo estdo presentes no mercado e devem ser incentivadas a serem obtidas,
porém levando-se em conta a utilizacdo de um bom sistema de triagem devido a alta taxa de

escape mesmo utilizando-se solo com O. brassicae e este infectado pelo MLBVV e LBVaV.
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7. CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Os virus estdo disseminados nas regides produtoras de Bauru, Campinas e Mogi das
Cruzes, tendo sido verificados durante todo o ano;

O diagnostico molecular através de RT-PCR com oligonucleotideos especificos foi
eficiente na identificacdo do MLBVV e LBVaV em alface;

A maioria das amostras analisadas encontrava-se com infeccdo mista de MLBVV e
LBVaV, porém foram verificadas plantas com sintomas de engrossamento das
nervuras infectadas com somente um dos virus;

Ambos os virus foram transmitidos para alface através de solo proveniente de areas
com histdrico da doenca e através de inoculagdo com extrato vegetal tamponado,
porém com ocorréncia de escape e baixas porcentagens de infeccéo;

Os isolados brasileiros de MLBVV pertencem ao subgrupo A segundo classificacdo de
Navarro et al. (2005);

Os isolados de LBVaV de diferentes regides geograficas apresentam menor
variabilidade na porcédo codificadora para a proteina capsidial, quando comparados aos
isolados de MLBVV.
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Apéndicel. Alinhamento de aminoacidos de parte da porcéo codificadora para a
proteina capsidial entre isolados de LBVaV.

ESP19
BR107
BR106
BR105
BR104
AUS02
HOLO3
JAPO5
JAPO3
JAPO2
JAPO4
ESP15
ESP14
ESP16
ESP17
CHO2

ESP13
ESP11
ESP18
ESP12
ESP10
USAO1
UKO03

UK02

ESP20
ESP0O9
NCMV

ESP19
BR107
BR106
BR105
BR104
AUS02
HOLO3
JAPO5
JAPO3
JAPO2
JAPO4
ESP15
ESP14
ESP16
ESP17
CHO2

ESP13
ESP11
ESP18
ESP12
ESP10
USAO1
UKO03

UK02

ESP20
ESP0O9
NCMV

PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVAGVDY I DAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDAADVDVKNLEVAGVDY IDAMVETNVKD
PGAMAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVDGVDY IDAMVETNVKD
PGAMAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVAGVDY IDAMVETNVKD
PRAMAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVAGVDY I DAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVDGVDY IDAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVGPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVDGVDY IDAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVPGVDY I DAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVPGVDY IDAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVPGVDY IDAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVPGVDY IDAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVAGVDY I DAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVAGVDY I DAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVAGVDY IDAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVAGVDY IDAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVAGVDY IDAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVAGVDY I DAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVAGVDY IDAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVAGVDY IDAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVAGVDY IDAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVAGVDY IDAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVAGVDY IDAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVAGVDY IDAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADLDVKNLEVAGVDY INAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVAGVDY IDAMVETNVKD
PRATAAAL IMTWNMRSVDPVAVR I FPAKDKGKDTADVDVKNLEVAGVDY IDAMVETNVKD
DYIPQGGSDLPQEIKNKIYVTTELSDSQTAGKSEAEKKKATADLIFGDNTDHDLQQ VRS

ASDIEI IRAGAFIAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
ASDIEI IRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
ASDIEIIRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
ASDIEI IRAGAFIAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH I QKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
ASDIEI IRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
ASDIEIIRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
ASDIEI IRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH I QKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
ASDIEI IRAGAFIAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNNKC
ASDIEI IRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNNKC
ASDIEIIRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNNKC
ASDIEI IRAGAFIAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH I QKRYADFCKTEYPFKEFTTNNKC
VSDIEI IRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
VSDIEIIRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
VSDIEI IRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
VSDIEI IRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH I QKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
VSDIEI IRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
VSDIEI IRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
VSDIEIIRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
VSDIEI IRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH I QKRYADFCKTEYSFKEFTTNTKC
VSDIEI IRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
VSDIEI IRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
ASDIEIIRAGAFIAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
ASDIEI IRAGAFIAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH I QKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
ASDIEI IRAGAFIAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
ASDIEI IRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
VSDIEI IRAGAF IAASTLKMFAKSFTGWTQAWEHKH IQKRYADFCKTEYPFKEFTTNTKC
QDDETIIRFGSFISAFLMKLIVKQQSNIVDGWNG——MLERYTNFYGESPITAVPKPNADW

* Fhk K-kk -k e - - okk- -k

120
120
120
120
120
120

120
120
120

120
120
120

120
120
120

120
120
120

120
120
120
117
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ESP19
BR107
BR106
BR105
BR104
AUSO02
HOLO3
JAPO5
JAPO3
JAPO2
JAPO4
ESP15
ESP14
ESP16
ESP17
CHO2

ESP13
ESP11
ESP18
ESP12
ESP10
USAO1
UKO3

UK02

ESP20
ESP0O9
NCMV

ESP19
BR107
BR106
BR105
BR104
AUS02
HOLO3
JAPO5
JAPO3
JAPO2
JAPO4
ESP15
ESP14
ESP16
ESP17
CHO2

ESP13
ESP11
ESP18
ESP12
ESP10
USAO1
UKO03

UK02

ESP20
ESP0O9
NCMV

ESP19
BR107

AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVADPRQTEMLFDQHLAN-—--— TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVADPRQTEMLFDQHLAN-—--- TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVADPRQTEMLFDQHLAN---—- TGMHI IPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVADPRQTEMLFDQHLAN-—--— TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVADPRQTEMLFDQHLAN-—--— TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVADPRQTEMLFDQHLAN-—--- TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVADPRQTEMLFDQHLAN---—- TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVADPRQTEMLFDQHLAN-—--— TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVADPRQTEMLFDQHLAN-—--— TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVADPRQTEMLFDQHLAN-—--- TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVTDPRQTEMLFDQHLAN---—- TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVTDPRQTEMLFDQHLAN-—--— TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGALGRILYALGDVTDPRQTEMLFDQHLAN-—--- TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVTDPRQTEMLFDQHLAN---—- TGMHI IPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVTDPRQTEMLFDQHLAN-—--— TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVTDPRQTEMLFDQHLAN-—--— TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVTDPRQTEMLFDQHLAN-—--— TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVTDPGQTEMLFDQHLAN—-—--- TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQRTLGRILYALGDVTDPRQTEMLFDQHLAN---—- TGMHI IPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVTDPRQTEMLFDQHLAN-—--— TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYAVGDVTDPRQSEMLFDQHLAS——--- TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVTDPRQTEMLFDQHLAN-—--— TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVTDPRQTEMLFDQHLAN---—- TGMHI IPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVTDPRQTEMLFDQHLAN-—--— TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYALGDVADPRQTEMLFDQHLAN-—--— TGMHIIPQFTN
AETMYEAYQGQKLYQGTLGRILYAFGNGADPRQTGMLFDQHLAN---—- TGMHI IPQFTN
LAGLKNYLISDPKIGHTWVRVISAAENALSVGDKSFQMVRYLASLPLSLTGMHAYKLFLE
J T FokAk

AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSLGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGALMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATAAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGATTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESLSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSIGASTAGLLSALNYGQNFGTLMQLKKL INESVSKPPGPDNRATWRFARIFDPSVFQ
AQLSSGAATGGLLSALNYGQNFGTLVQL IEL INESRNKPPGPVNRATWRFARIFDPSVLQ
VQKQSNLGMQWLLEEMVSPKTLPALEGIAKILKN FESRTSTRKPPYFRYARIMSPAYFQ

= ek e emesaa= - skakkk - ke -k

175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
175
177

235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
235
236

TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLNIAVLKQMAPERKRYTRQVA 286
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLNIAVLKQMAPERKRYTRQVA 286
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BR106
BR105
BR104
AUS02
HOLO3
JAPO5
JAPO3
JAPO2
JAPO4
ESP15
ESP14
ESP16
ESP17
CHO2

ESP13
ESP11
ESP18
ESP12
ESP10
USAO1
UKO3

UKo2

ESP20
ESP0O9
NCMV

TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLN IAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLNIAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLNIAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLN IAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLN IAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLN IAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLNIAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLNITAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLN IAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLNIAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLN IAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLNIAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLNIAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLNIAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLN IAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLN IAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLN IAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLNIAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLNIAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLNIAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLN IAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLN IAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLN IAVLKQMAPERKRYTRQVA
TLQTKYCADTVAILANINSMGKLSTETSNPLNITAVLKQMAPERKRYTRQVA
ELQTKNCPELVYLLVCLLQKYEAFGAGQEPTKIVGIERVPAN IRAEMSRAA

*hkk X * * * * *

286
286
286
286
286
286
286
286
286
286
286
286
286
286
286
286
286
286
286
286
286
286
286
286
287
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Apéndice 2. . Alinhamento de aminoacidos de parte da porcdo codificadora para a
proteina capsidial entre isolados de MLBVV.

ESP0O3 KKIEVGVKFPFSATK--————————- VKEL IEGKSLTLDQEKIQKVLEEYVKNLPRTAET 49
ESPO6 KKIEVGVKFPFSATK--=-———————- VKEL IEGKSLTLDQEKIQKVLEEYVKNLPRTAET 49
ESPO7 KKIEVGVKFPFSATK--—-——————- VKEL IEGKSLTLDQDKIQKVLEEYVKNLPRTAET 49
ESP0O8 KKIEVGVKFPFSATK-—————————- VKELIEGKSLTLDQDKIQKVLEEYVKNLPRTAET 49
BR60 KKVEVGVKFPFSAAK - - ————————- VKEL IEGKSLTLDQDK IQKVLEEYVKNLPRTAET 49
BR58 KKVEVGIKFPFSAAK--————————- VKEL IEGKSLTLDQDKIQKVLEEYVKNLPRTAET 49
CHO1 KKVEVGVKFPFSAAK-—————————- VKEL IEGKSLTLDQDKIQKVLEEYVKNLPRTAET 49
BR61 KKVEVGVKFPFSAAK - —————————- VKELIEGKSLTLDQDKIQKVLEEYVKNLPRTAET 49
ESP0O2 KKVEVGVKFPFSAAK - —————————- VKEL IEGKSLTLDQDK IQKVLEEYVKNLPRTAET 49
GERO3 KKVKVGVKFPFSAAK - —————————- VKEL IEGKSLTLDQDKIQKVLEEYVKNLPRTAET 49
1TAOL KKVEVGVKFPFSAAK-—————————- VKEL IEGKSLTLDQDKIQKVLEEYVKNLPRTAET 49
ESPO5 KKVEVGVKFPFSAAK-—————————- VKELIEGKSLTLDQDKIQKVLEEYVKNLPRTAET 49
ESPO4 KKVELGVKFPFSAAK--————————- VKEL IEGKSLTLDQDKIQKVLEEYVKNLPRTAET 49
AUSO1 KKVEVGVKFPFSAAK-—————————- VKEL IEGKSLTLDQDKIQKVLEEYVKNLPRTAET 49
JAPO1 KKVEVGVKFPFSAAK - —————————- VKELIEGKSLTLDQDKIQKVLEEYVKNLPRTAET 49
HOLO1 KKVEVGVKFPFSAAK - —————————- VKEL IEGKSLTLDQDK IQKVLEEYVKNLPRTAET 49
GERO1 KKVEVGVKFPFSAAK-—————————- VKEL IEGKSLTLDQDKIQKVLEEYVKNLPRTAET 49
UKOo1 KKVEVGVKFPFSAPK-—————————- VKEL IEGKSLTLDQDKIQKVLEEYVKNLPRTAET 49
DENO1 KKVEVGVKFPFSAAK-—————————- VKELIEGKSLTLDQDKIQKVLEEYVKNLPRTAET 49
HOLO2 KKVEVGVKFPFSAAK - —————————- VKELIEGKSLTLDQDKIQKVLEEYVKNLPRTAET 49
GERO2 KKVEVGVKFPFSAAK - - ————————- VKEL IEGKSLTLDQDKIQKVLEEYVKNLPRTAET 49
ESPO1 KKVEVGVKFPFSAAK-—————————- VKEL IEGKSLTLDQDKIQKVLEKYVKNLPRTAET 49
CPsV NPHDQGEKPTFSLASSSNIKITDIEVIKQKMEQETFQIDQLKLKEQIENFIKTVTLDDES 60
- - E . -*- -* oo -** * - e -*:::* - *-
ESPO3 YKPKEIEIKYFKGVEFSVSSLLSSGTKILDAILYSTYKDSAEHNFIFGVKVLSPDFIDSK 109
ESPO6 YKPKEIEIKYFKGVEFSVSSLLSSGTKILDAILYSTYKDSAEHNFIFDVKVLSPDFIDSK 109
ESPO7 YKPKEIEIKYFKGVEFSVSSLLSSGTKILDAILYSTYKDSAEHNFIFDVKVLSPDFIDSK 109
ESP0O8 YKPKEIEIKYFKGVEFSVSSLLSSGTKILDAILYSTYKDSAEHNFIFDVKVLSPDFIDSK 109
BR60 YKPKEIEIKCFKGVDFSISSLLSSGTKILDAILYSTYKDSAEHNFIFDVKALSPDFIDSK 109
BR58 YKPKEIEIKCFKGVDFSISSLLSSGTKILDAILYSTYKDSAGHNFIFDVKALSPDFIDSK 109
CHO1 YKPKEIEIKCFKGVDFSISSLLSSGTKILDAILYSTYKDSAEHNFIFDVKALSPDFIDSK 109
BR61 YEPKEIEIKCFKGVDFSISSLLSSGTKILDAILYSTYKDSAEHNFIFDVKALSPDFIDSK 109
ESP0O2 YKPKEIEIKCFKGVDFSISSLLSSGTKILDAILYSTYKASAEHNFIFDVKVLSPDFIDSK 109
GERO3 YKPKEIEIKCFKGVDFSISSLLSSGTKILDAILYSTYKDSAEHNFIFDVKVLSSDFIDSK 109
1TAO1 YKPKEIEIKCFKGVDFSISSLLSSGTKILDAILYSTYKDSAEHNFIFDVKVLSPDFIDSK 109
ESPOS YKPKEIEIKCFKGVDFSISSLLSSRTKILHAILYSTYKDSAEHNFIFDVKVLSSDFIDSK 109
ESPO4 YNPKEIEIKCFKGVDFSISSLLFSGTKILDAILYSTYKDSAEHNFIFDVKVLSPDFIDSK 109
AUSO1 YKPKEIEIKCFKGVDFSISSLLSSGTKILDAILYSTYKDSAEHNFIFDVKVLSPDFIDSK 109
JAPO1 YKPKEIEIKCFKGVDFSISSLLSSGTKILDAILYSTYKDSAEHNFIFDVKVLSPDFIDSK 109
HOLO1 YKPKEIEIKCFKGVDFSISSLLSSGTKILDAILYSTYKDSAEHNFIFDVKVLSPDFIDSK 109
GERO1 YKPKEIEIKCFKGVDFSISSLLSSGTKILDAILYSTYKDSAEHNFIFDVKVLSPDFIDSK 109
UKO1 YKPKEIEIKCFKGVDFSISSLLSSGTKILDAILYSTYKDSAEHNFIFDVKVLSPDFIDSK 109
DENO1 YKPKEIEIKCFKGVDFSISSLLSSGTKILDAILYSTYQDSAEHNFIFDVKVLSPDFIDSK 109
HOLO2 YKPKEIEIKCFKGVDFSISSLLSSGTKILDAILYSTYKDSAEHNFIFDVKVLSPDFIDSK 109
GERO2 YKPKEIEIKCFKGVDFSISSLLSSGTKILDAILYSTYKDSAEHNFIFDVKGLSSDFIDSK 109
ESPO1 YKPREIEIKCFKGVDFSISSLLSSGTKILDAILYSTYKDSMEHNFIFDVKVLSPDFIDSK 109
CPsV YTEGEIVIKHFGNPDAELNMLVTAGTKILDGLVYVSMKGDTKSLNLFKMEQVDG——VCDS 118
* *x ***_ - - *- -**** _:-*- - - -* - -, - ..
ESPO3 ILVNNIETGNRAIKSAFCLVYDQGGLPSKTSEERPLSKFVRET IFREKDLKANELCDHLS 169
ESPO6 ILVNNIETGNRAIKSAFCLVYDQGGLPSKTSEERPLSKFVRET IFREKDLKANELCDHLS 169
ESPO7 ILVNNIETGNRAIKSAFCLVYNQGGLPSKTSEERPLSKFVRET IFREKDLKANELCDHLS 169
ESP0O8 ILVNNIETGNRAIKSAFCLVYNQGGLPSKTSEERPLSKFVRET IFREKDLKANELCDHLS 169
BR60 LLVNNIETGNRAIKAAFCLVYNQGGLPSKTSEERPLSKFVRET IFREKDLKANELCEYLS 169
BR58 LLVNNIETGNRAIKAAFCLVYNQGGLPSKTSEERPLSKFVRET IFREKDLKANELCEYLS 169
CHO1 LLVNNIETGNRAIKAAFCLVYNQGGLPSKTSEERPLSKFVRET IFREKDLKANELCEYFV 169

BR61 LLVNNIETGNRAIKAAFCLVYNQGGLPSKTSEERPLSK-VRET IFREKDLKANELCEYLS 168



ESP02
GERO3
1TAOL
ESP0O5
ESP0O4
AUSO1
JAPO1
HOLO1
GERO1
UKO1

DENO1
HOLO2
GERO2
ESPO1
CPsV

ESP0O3
ESP0O6
ESPO7
ESP0O8
BR60

BR58

CHO1

BR61

ESP02
GERO3
1TAO1
ESP0O5
ESP04
AUSO1
JAPO1
HOLO1
GERO1
UKO01

DENO1
HOLO2
GERO2
ESPO1
CPsV

ESPO3
ESP0O6
ESPO7
ESP0O8
BR60

BR58

CHO1

BR61

ESP0O2
GERO3
1TAOL
ESPO5
ESPO4
AUSO1
JAPO1
HOLO1
GERO1
UKOo1

DENO1
HOLO2

LLVNNIETGNRAIKAAFCLVYNQGGLPSKTSEERPLSKFVRET IFREKDLKANELCEYLS
LLVSNIETGNRAIKAAFCLVYNQGGLPSKTSEERPLSKFVRET IFREKDLKANELCEYLS
LLVSNIETGNRAIKAAFCLVYNQGGLPSKTSEDRPLSKFVRET IFREKDLKANELCEYLS
LLVNHIETGNRAIKAAFCLFYNQGGLPSKTSEEPTLSKFVRET I FREKDLKANELCEYLS
LLVNNIETGNRAIKAAFCLVYNQGGLPSKTSEERPLSKFVRET IFREKDLKANELCEYLS
LLVNNIETGNRAIKAAFCLVYNQGGLPSKTSEERPLSKFVRET IFREKDLKANELCEYLS
LLVNNIETGNRAIKAAFCLVYNQGGLPSKTSEERPLSKFVRET IFREKDLKANELCEYLS
LLVNNIETGNRAIKAAFCLVYNQGGLPSKTSEERPLSKFVRET I FREKDLKANELCEYLS
LLVNNIETGNRAIKAAFCLVYNQGGLPSKTSEDRPLSKVVREP IFREKDLKANELCEYLS
LLVNNIETGNRAIKAAFCLVYNQGGLPSKTSEERPLSKFVRET IFREKDLKGNELCEYLS
LLVNNIETGNRAIKAAFCLVYHQGGLPSKTSEERPLSKFVRET IFREKDLKGNELCEYLS
LLVNNIETGNRAIKAAFCLVYNQGGLPSKTSEERPLSKFVKET I FREKDLKGNELCEYLS
LLVNNIETGNRAIKAAFCLVYNQGGLPSKTSEERPLSKFVRET IFREKDFKANELCEYLS
LLVNNIETGNRAIKAAFCLVYNQGGLPSKTSEERPLSKFVRET IFCEKDLKANELCEYLS
DIVKNIRVAKRAIQAAFVLVFTQGSLPGKADDKRKVPEFVKSKLYDG DVSLSQISEELS

sk -k SEKK - mkEk k- kk Kk k-

SADPSLFP-SQVFLKISLENLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEVPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLENLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEVPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLENLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEVPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLENLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEVPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLENLPTEVSSRCKMS IAGDKAMIYALLAQKFD-KDEVPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLENLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEVPVPTEV
1SGSFFVSKSSLFGKISLENLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEVPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLENLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEVPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLENLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEVPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLENLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEVPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLETLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEVPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLETLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEVPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLENLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEVPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLENLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEIPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLENLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEIPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLENLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEIPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLENLPAEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEIPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLETLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEIPVPTEV
SADPFLFP-SQVFLKISLENLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEIPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLENLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEIPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLENLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEIPVPTEV
SADPSLFP-SQVFLKISLENLPTEVSSRCKMS IAGNKAMRYALLAQKFD-KDEIPVPTEV
HAPTKKFP ARVFLKIDIDNLPSAVCSRCKLNIAGNRSVRYASFASSFQTKQKLSPAVGA

* ** -- **- * ****- ***---- ** -* *- *---

NPTTSSEYMQRKEKVEKAKKIVDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NPTTSSEYMQRKEKVEKAKK1VDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NPTTSSEYMQRKEKVEKAKKTVDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NPTTSSEYMQRKEKVEKAKK1VDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NP ITSSEYMLKKEKIEKAKKIVDVLCSLASDFQAQV-MHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NP ITSSEYMLKKEKIEKAKR1VDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NP ITSSEYMLKKEKIEKAKKTVDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NP ITSSEYMLKKEK IEKAKK1VDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NP ITSSEYMQKKEKIEKAKKTVDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NP ITSSEYMQKKEKIEKAKKTVDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NP ITSSEYMQKKEK IEKAKKTVDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NP ITSSEYMQKKEKTEKAKKTVDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NPTTSSEYMQKKEKIEKAKKIVDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NPTTSSEYMQKKEKIEKAKKTVDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NPTTSSEYMQKKEKIEKAKKTVDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NPTTSSEYMQKKEKIEKAKKTVDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NPTTSSEYMQKKEKIEKAKKTVDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NPTTSSEYMQKKEKIEKAKKTVDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NPTTSSEY 1QKKEK 1EKAKK1VDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
NPTTSSEYMQKKEKIEKAKKTVDVLRSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV

169
169
169

169
169
169

169
169
169

169
169
177

227
227

227
227
227

226
227
227
227
227
227
227
227
227
227
227

227
227
227
236

287
287
287
287
286

288
286
287
287
287
287
287
287
287
287
287
287
287
287
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GERO2
ESPO1
CPsV

ESP0O3
ESP0O6
ESPO7
ESP0O8
BR60

BR58

CHO1

BR61

ESP02
GERO3
1TAO1
ESPO5
ESP04
AUSO1
JAPO1
HOLO1
GERO1
UKO1

DENO1
HOLO2
GERO2
ESPO1
CPsV

ESPO3
ESP0O6
ESPO7
ESP0O8
BR60

BR58

CHO1

BR61

ESP0O2
GERO3
1TAOL
ESPO5
ESPO4
AUSO1
JAPO1
HOLO1
GERO1
UKOo1

DENO1
HOLO2
GERO2
ESPO1
CPsV

NPTTSSEYMQKKEKIEKAKKTVDVLCSLASDFQAQVKMHPLSRERSSRKNFTLQLTSAIV
NPTTSSEYMQKKEKIEKAKKTVDVLCSLASDFQAQVKMHPLSPERSSRKNFTLQLTSAIV
TPESLMPLLETNQKIEKAIAIRDFLKTMEGQWKNQKRLHPLSDEKPTIKNFTLKLTCAII

ialdiakaiad Kok K - - - SAKKK K- - KAKKK -k Ak

TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEALKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKGDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDENVFGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDENVFGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFFELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFFELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNADADFSELSVEAVK
TSLSYKGRLDMRKAIEEKKIEAFKRDEN I FGRLNALGQPTFPVLTNAYADFSELLVEAVK
YSLTPDGRTDMAERIISDNNKGFQNDRNFFGDGEGP IRTWSVLTKPEADFSNITVDGLK

**- ** **x - *x - = - * * ks - * - ***- k= *- -*

TAYGKK 353
TAYGKK 353
TAYGKK 353
TAYGKK 353
TAYGKK 352
TAYGKK 353
TAYGKK 354
TAYGKK 352
TAYGKK 353
TAYGKK 353
TAYGKK 353
TAYGKK 353
TAYGKK 353
TAYGKK 353
TAYGKK 353
TAYGKK 353
TAYGKK 353
TAYGKK 353
TAYGKK 353
TAYGKK 353
TAYGKK 353
TAYGKK 353
GIFGVA 361

-

287
287
296

347
347
347
347
346
347

346
347
347
347
347
347
347
347
347
347
347
347
347
347
347
355
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