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1. RESUMO

Os potyvirus constituem cerca de 90% das espécies conhecidas da familia Potyviridae. No
Brasil ocasionam sérios entraves em alface (Lactuca sativa L.) e em pimentdo (Capsicum
annuum L.), onde se pode citar o Lettuce mosaic virus — LMV e o Pepper yellow mosaic
virus (PepYMYV), respectivamente. Com o intuito de melhor compreender o reservatdrio
natural de potyvirus em plantas invasoras, amostras foram coletadas em areas produtoras
de pimentdo e analisadas utilizando-se antissoro anti-potyvirus (Agdia). Entre estas plantas
positivas, destacou-se Solanum americanum Mill, onde foi verificada infec¢do mista do
Cucumber mosaic virus e do Potato virus Y, e Commelina benghalensis L. em que foi
encontrado um possivel novo potyvirus com a maior identidade de nucleotideos da
proteina capsidial (62%) com a espécie Hardenbergia mosaic virus. Este potyvirus ndo foi
transmitido por extrato vegetal, bem como por afideos para plantas de pimentdo e
Nicotiana tabaccum TNN. Na regido codificadora para a proteina capsidial do potyvirus
ndo foi encontrado o dominio DAG, relacionado a transmissd@o por afideos. Visando
encontrar possiveis fontes de resisténcia ao Lettuce mosaic virus - LMV, genoétipos foram
inoculados com o isolado LMV-AF-199 (LMV-Most) e o fator de iniciacdo de tradugdo
eucaridtico elF4E destes gendtipos analisado. Em Calona e Salinas-88, conhecidas
previamente como portadoras dos genes recessivos mol’ e mol* foram observados sintomas
em todas as plantas inoculadas e verificado o padrio tipico do eIF4E' e eIF4E%

respectivamente. Em Sierra, Robson, Rafaela, Laurel e nos genotipos 169501, 169501C,



suscetibilidade em alface. Nos genotipos 169501, 169501C, 172918A e 162499 foi
verificado retardo no aparecimento de sintomas e estes inicialmente foram restritos as
folhas inoculadas progredindo lentamente as folhas mais velhas. Este fenotipo ndo pdde ser
correlacionado a mutagdes no alelo eIF4E’. Apesar dos virus pertencentes ao género
Potyvirus serem bem estudados, existe pouca informagdo sobre a localizagdo subcelular de
suas proteinas, de modo que esta foi analisada para as proteinas virais VPg, CI e P3N-
PIPO do LMV assim como para o fator eucariotico eI[F4E de alface. Os ensaios foram
realizados in vivo em plantas agro infiltradas de Nicotiana benthamiana. Em plantas
sadias, dois dias apos a agroinfiltragdo das proteinas isoladas, a CI foi observada no
citoplasma e nucleo, enquanto que a VPg no nucleo e nucléolo. Na agroinfiltracdo conjunta
de CI+VPg, a sub-localizacdo da VPg foi alterada, tendo sido observada no citoplasma,
nucléolo e nucleo. Em plantas infectadas pelo LMV-0 (constru¢do com GFP e mcherry) e
agroinfiltradas com CI+VPg, pode se observar uma forte localizagdo da VPg no
citoplasma. Pontuacdes ao longo da membrana plasmatica presumivelmente associadas aos
plasmodesmas foram observadas em todos os ensaios em que a CI foi agroinfiltrada,
independente da constru¢do P3NPipo/VPg/elF4e. A agroinfiltracdo de CI + P3NPipo e CI
+ elF4E ndo causou alteracdes na localizagdo das duas proteinas, tanto em plantas sadias
quanto infectadas por LMV-0. Os ensaios permitiram concluir que a CI, na presen¢a do

virus, € possivelmente direcionado aos plasmodesmas das células vegetais.

Palavras-chave: potyvirus, plantas daninhas, genes recessivos, eI[F4E



Potyvirus: PARTIAL CHARACTERIZATION ON WEED SPECIES ASSOCIATED
WITH SWEETPEPPER CULTURE, EVALUATION OF LETTUCE GENOTYPES AND
SUBCELLULAR ANALYSIS OF eIF4E AND Lettuce mosaic virus PROTEINS.
Botucatu, 2013. Thesis (Doutorado em Agronomia/Protecdo de Plantas) — Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista.

Author: MONIKA FECURY MOURA

Adviser: RENATE KRAUSE-SAKATE

2. SUMMARY

The Potyvirus genus corresponds to 90% of known species of the Potyviridae family. In
Brazil potyviruses causes serious problems in lettuce (Lactuca sativa L) and in pepper
crops (Capsicum annuum L.), which we can highlight Lettuce mosaic virus — LMV and
Pepper yellow mosaic virus (PepYMYV), respectively. To increase knowledge about the
natural reservoir of potyviruses in weeds, samples were collected from a pepper producer
area and analyzed for potyvirus using antiserum anti-potyvirus (Agdia). Solanum
americanum Mill was identified as a host for Cucumber mosaic virus and Potato virus Y.
In Commelina benghalensis L. a possible new species of potyvirus was found with higher
nucleotide identity of the coat protein (62%) with Hardenbergia mosaic virus. This
potyvirus could not be transmitted by aphids to sweetpepper and Nicotiana tabaccum

TNN. The DAG motif, as already demonstrated as important for aphid transmission, was
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evaluated for resistance to Lettuce mosaic virus — LMV, isolate LMV-AF-199 (LMV-
Most) and the elF4E allele sequenced. Calona and Salinas-88, previously reported with the
mol' ¢ mol* genes, developed mosaic and necrosis symptoms, respectively. A typical
eIF4E' and elF4E? sequence was observed for these cultivars. For Sierra, Robson, Rafaela,
Laurel and genotypes 169501, 169501C, 172918A, 162499, a sequence correlated for
eIF4E" was observed, despite the delay in appearance of symptoms observed in 169501,
169501C, 172918A, 162499 genotypes. This phenotype could not be correlated with
mutations on the eIF4E’ allele. The subcelullar localization of the VPg, CI and P3NPipo of
LMV and the elF4E was analyzed in vivo in plants agro-infiltrated of Nicotiana
benthamiana. In healthy plants, two days after the agroinfiltration of isolated proteins, CI
was observed in cytoplasm and nucleus, whereas the VPg on nucleus and nucleolus. When
CI+VPg were agro infiltrated simultaneously, the sub-localization of VPg was modified,
being observed in cytoplasm, nucleolus and nucleus. In plants infected by LMV-0 (fused
with GFP and mcherry) and agroinfiltrated with CI+VPg, the VPg could be observed in the
cytoplasm. Points along the plasmatic membrane, presumably associated to the
plasmodesmata, were observed in all tests which CI were agroinfiltrated, independently of
construction P3NPipo/VPg/elF4e. The agroinfiltration of CI+P3NPipo e CI+elF4E did not
caused changes in the co-localization of both proteins either in healthy plants as infected
by LMV-0. The tests showed that CI in the presence of the virus is possibly re-located to

the plasmodesmata of the cells.

Key-words: potyvirus, weeds, recessive genes, eI[F4E



3.INTRODUCAO

A familia Potyviridae constitui a maior e economicamente mais importante familia
de virus de plantas, com ampla gama de hospedeiros que englobam dicotiledoneas e
monocotiledoneas (HULL, 2002; KING et al., 2012).

O género Potyvirus ¢ o mais estudado entre a familia Potyviridae, tendo 146
espécies ja caracterizadas (KING et al., 2012). Sdo virus compostos de RNA de fita
simples, sentido positivo que ao ser traduzido gera uma poliproteina que se autocliva em
10 proteinas maduras (KING et al., 2012). Recentemente uma pequena ORF incorporada
na regido codificadora para a proteina P3 foi identificada e denominada de Pretty
Interesting Potyviridae ORF - PIPO (CHUNG et al., 2008).

Algumas espécies deste género sdo importantes para culturas agrondmicas,
podendo ocasionar perdas significativas na producdo. O Pepper yellow mosaic virus
(PepYMV) e o Lettuce mosaic virus (LMV) provocam entraves produtivos nas culturas de
pimentdo e alface, respectivamente, no Brasil (MOURA, 2009; PAVAN et al., 2008). Em
pimentdo ha também o Potato virus Y (PVY), um virus cosmopolita e de distribuicao
mundial (JANZAC et al., 2008) mas que no Brasil vem sendo encontrado cada vez com
menor freqiiéncia em pimentdo (MOURA, 2009). Pouco se sabe sobre a gama de
hospedeiros alternativos para os potyvirus em cultivos de pimentdo a campo aberto. Neste
trabalho foram identificados e caracterizados alguns destes reservatorios, descritos nos

capitulos 1 e 2 desta tese.



A resisténcia genética ¢ a maneira mais eficaz no controle de doengas causadas por
virus. Um exemplo muito conhecido sdo os genes recessivos mol' e mol’ existentes em
alface que conferem tolerancia ao Lettuce mosaic virus (LMV). O LMV ¢ dividido em dois
grupos denominados LMV-Common e LMV-Most. Os LMV-Most sdo capazes de
contornar a resisténcia conferida pelos genes mol’ e mol’ em alface e sdo transmitidos pela
semente nestas cultivares (KRAUSE-SAKATE et al, 2002). Estes isolados ja foram
descritos em diversas regides do mundo, incluindo no Brasil (KRAUSE-SAKATE et al.,
2002) e infelizmente ndo ha variedades resistentes ou tolerantes para os LMV-Most. O
capitulo 3 descreve alguns genotipos avaliados para resisténcia ao LMV, bem como
caracteriza o fator de traducdo eucariotico eIF4E destes materiais.

Nos ultimos anos estudos vém tentando elucidar a maneira como ocorre o
movimento viral nas células dos hospedeiros. Estes trabalhos foram facilitados devido o
desenvolvimento de técnicas que permitem a expressdo rapida e facil de proteinas em
plantas através da agroinfiltragdo, normalmente em Nicotiana benthamiana, permitindo a
visualizagdo e rastreamento em células individuais através de fusdes de proteinas
fluorescentes a serem observadas em microscopia confocal. Porém, apesar da grande
importancia dos potyvirus, o movimento célula a célula viral, a localizacdo das proteinas,
bem como da fun¢do conjunta das diferentes proteinas virais no ciclo replicativo, ainda
necessita ser melhor estudado. Neste trabalho foram estudadas a co-localizagdo das
proteinas CI, VPg e P3NPipo do LMV e do eIF4E do alface, no contexto de agroinfiltragcao
em N. benthamiana e agroinfiltracdo desta mesma espécie vegetal previamente infectada
com o LMV. Os resultados preliminares estdo descritos no capitulo 4 desta tese.

Portanto, o presente trabalho foi dividido em 4 capitulos intitulados:1)
“Caracterizacdo de um novo potyvirus encontrado em Commelina benghalensis L”
redigido em portugués conforme normas da revista European Journal of Plant Pathology;
2) Solanum americanum: hospedeira natural do Potato virus Y e Cucumber mosaic virus,
escrito em inglés para a Summa Phytopathologica; 3) “Comportamento de genotipos de
alface ao LMV e caracterizacdo do alelo elF4E” redigido em portugués conforme as
normas da revista Tropical Plant Pathology ¢ 4) “Estudo da localizagdo subcelular da CI e
elF4E, Vpg e P3NPIPO que contém resultados preliminares obtidos no Institut National de
la Recherche Agronomique (INRA — Bordeaux).



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Principais caracteristicas do género Potyvirus

A familia Potyviridae possui cerca de 30% dos virus de plantas ja descritos e ¢ umas
das familias mais estudadas entre os fitovirus. Atualmente as espécies podem ser
classificadas em sete géneros (Potyvirus, Rymovirus, Tritimovirus, Bymovirus, Ipomovirus,
Macluravirus e Brambyvirus). Esta divisdo ¢ baseada de acordo com o inseto vetor € o
nimero de componentes do genoma viral, que ¢ conservado dentro da familia, com
excegdo do género Bymovirus que apresenta genoma bipartido (KING et al., 2012).

O género Potyvirus, que inclui os virus transmitidos por afideos, representa
cerca 1/5 dos fitovirus relatados (HULL, 2002). Possuem particulas alongadas e flexuosas
de tamanho entre 680 a 900 nm de comprimento, cerca de 11 a 15 nm de largura e
espessura de 3,4 nm. O genoma ¢ constituido por uma molécula de RNA de fita simples,
em torno de 10.080 nucleotideos, senso positivo, apresentando uma Unica fase aberta de
leitura (open reading frame, ORF) localizada entre as regides 5S’NTR e 3’NTR. O genoma
¢ composto por uma poliproteina, que apos processos de clivagem geram 10 proteinas
maduras e uma proteina incorporada na regido codificadora para a proteina P3,
denominada PIPO (CHUNG et al., 2008; KING et al., 2012). Esta ORF ¢ traduzida na fase
+2 e sua expressdo ocorre pela fusdo da proteina P3 na regido N-terminal (P3N-PIPO)
como pode ser observado na Figura 1. A extremidade 5° do genoma dos potyvirus ¢
covalentemente ligada a uma proteina de origem viral, denominada de VPg, e o terminal 3’
¢ poliadenilado (MURPHY ef al., 1991; ADAMS et al., 2005) (Figura 1). A proteina CI
forma inclusGes cilindricas denominadas “cata-vento”, que € uma caracteristica
taxonOmica importante de espécies classificadas a familia Potyviridae (MURPHY et al.,
1991). J4 a proteina Nib (Nuclear inclusion b), forma inclusdes nucleares, assim como a

proteina NIa (Nuclear inclusion a - VPg-Pro) (URCUQUI-INCHIMA et al, 2001).



Figura 1 - Esquema do genoma dos potyvirus representando as proteinas geradas apds
clivagem da poliproteina, bem como das proteinas PIPO e P3N-PIPO. As numeragdes
indicam o primeiro e ultimo nucleotideo da ORF completa do Turnip mosaic virus

(Adaptado de WEI et al., 2010).

A poliproteina dos potyvirus é processada através de trés proteases codificadas pelos
virus que sdo denominadas de P1, HC-Pro e Nla. As duas primeiras proteases autoclivam-
se em cis. A Gltima atua de duas maneiras: na propria clivagem em cis e em seis clivagens
em trans (DAROS & CARRINGTON, 1997; URCUQUI-INCHIMA et al., 2001). As
proteinas geradas através destes processos sdo multifuncionais e produzidas em
quantidades exatamente iguais. Porém, esta producdo ndo ¢ dependente da quantidade
necessaria requisitada pelo virus, isto é, a produ¢do de determinada proteina pode ser
gerada em excesso podendo ocasionar acimulos nas células infectadas. Todas essas
caracteristicas sdo inerentes ao mecanismo de replicacdo dos potyvirus (SHUKLA et al.,
1994; URCUQUI-INCHIMA et al., 2001).

A proteina capsidial dos potyvirus contém trés regides distintas, sendo uma regido
variavel em tamanho e seqiiéncia, localizada na extremidade amino-terminal; a regido
central com cerca de 215 a 227 aminoacidos altamente conservada e uma regido carboxi-

terminal com 18-20 aminoacidos (SHUKLA ef al, 1991). O motivo conservado DAG

(Acon Ala I\ valanianada A trancmical®a rnar nfidana A vmrrita achnidada a ancantra aa na



regido N-terminal da proteina capsidial (ATREYA et al., 1995). Esta proteina também ¢
uma das mais importantes para a taxonomia dos potyvirus. Os critérios para
estabelecimento de uma nova espécie no género incluem a andlise da identidade de
seqiiéncia de aminoacidos da capa protéica inferior a 80%; identidade da seqiiéncia de
nucleotideos menor que 76% na seqiiéncia completa da proteina capsidial ou em relag¢do ao
genoma viral; presenga de diferentes sitios de clivagem na poliproteina; analise da gama de
hospedeiros € 0 modo de transmissdo (KING ez al., 2012). A proteina HC-Pro, possui dois
motivos conservados relacionados a transmissdo por insetos vetores. O motivo PTK
interage com o motivo DAG, que esta presente na CP, e o motivo KITC tem afinidade pela
cuticula do estilete dos afideos (PIRONE & BLANC, 1996).

O movimento viral nas plantas pode ocorrer de duas formas: movimento célula-a-
célula e movimento sistémico (GILBERTSON & LUCAS, 1996). O movimento célula-a-
célula através das conexdes intercelulares denominadas de plasmodesmas, envolve pelo
menos as proteinas HC-Pro, CP, CI e Vpg no caso dos potyvirus (CARRINGTON et al.,
1996, HULL, 2002). A proteina recém identificada denominada PIPO, também esta
relacionada ao movimento viral. Wen & Hajimorad (2010) verificaram que adicionando
um ou mais coédons de parada na proteina PIPO do Soybean mosaic virus (SMV), sem
substituicdo de aminodcidos na poliproteina, a replicacdo viral ndo foi alterada, porém
observou-se uma restrigdo viral do mutante nas células das folhas inoculadas, indicando
envolvimento no movimento célula-a-célula. Wei et al (2010), demonstraram que a P3N-
PIPO ¢ uma proteina co-localizada nos plasmodesmas e que hd uma interacdo fisica entre a
P3N-PIPO e a CI, onde a P3N-PIPO atuaria direcionando a CI para os plasmodesmas. O
movimento sistémico baseia-se na capacidade do virus de entrar e sair dos elementos do
tubo crivado, floema e células companheiras, utilizando também os plasmodesmas que
fornecem a conectividade entre as células. As proteinas relacionadas no movimento a
longa distancia dos potyvirus descritas at¢ o momento sdo a HC-Pro e a proteina capsidial

(CRONIN et al., 1995; CARRINGTON et al., 1996).

4.2 O fator de tradugdo eucaridtico 4E e a resisténcia aos potyvirus

Os virus sdo parasitas obrigatorios, portanto, dependentes da maquinaria celular do

hospedeiro para que a infecg@o seja eficiente. A perda ou mutagdo de um fator da planta

. ’ . . . . A . .
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virus (DIAZ-PENDON et al., 2004). Até o momento, todos os genes recessivos envolvidos
na interacdo planta-virus foram caracterizados como codificadores do fator de iniciag@o de
tradugdo eucariotico (elFs), dentre estes o elF4E, elF4G e isoformas. Ao contrario do
verificado em eucariotos, as plantas possuem uma segunda forma do elF4F denominada de
isoforma ou elF(iso)4F. Todos esses fatores podem ter atividades complementares e/ou
redundantes (WANG & KRISHNASWAMY, 2012).

Até o momento foram caracterizados 14 genes de resisténcia recessivos naturais
contra virus de plantas. Estes foram clonados a partir de diferentes espécies vegetais dos
quais pode-se citar o mol em alface (Lactuca sativa) (NICAISE et al., 2003); nsv em
meldo (Cucumis melo) (NIETO et al 2006); pot-1 em tomate (Solanum lycopersicum)
(RUFFEL et al., 2005); os genes rym4, rym5 ¢ rym6 em cevada (Hordeum vulgare)
(KANYUKA et al., 2005; STEIN et al., 2005); os genes sbml, wlv e cyv2 em ervilha
(Pisum sativum) (GAO et al., 2004). Todos esses genes codificam o fator de tradugdo
eucaridtico 4E (elF4E) ou a sua isoforma elF(iso)4E. Os genes tsv/ e rymv-1 em arroz
(Oryza sativa), codificam uma forma mutada do elF4G ou uma forma do elF(iso)4G,
conferindo resisténcia aos virus Rice tungro spherical virus (RTSV, Waikavirus) (LEE et
al., 2010) e Rice yellow mottle virus (RYMV, Sobemovirus) (ALBAR et al., 2006). Os
primeiros genes recessivos caracterizados como codificadores do fator de tradugdo
eucariotico foram pvr2 e pvr6, correspondentes ao elF4E e eIF(ISO)4E e provenientes de
pimenta e pimentdo (Capsicum annuum and C. chinense), respectivamente (RUFFEL et
al., 2002; RUFFEL et al., 2006).

A tradug@o inicial € um processo de multiplos passos que requer a montagem de um
complexo proteina-mRNA por elFs diferentes. A primeira etapa ¢ a ligagdo do elF4E a 5'-
TmGpppN capeada (CAP) dos mRNAs. Subsequentemente o eIlF4E recruta o elF4G e
elF4A, formando o complexo elF4F (GOODFELLOW & ROBERTS, 2008). No caso dos
potyvirus a proteina VPg encontra-se ligada a regido 5’do genoma, atuando no papel do
CAP (NIEPEL & GALLIE, 1999). Entre as fun¢des da VPg destaca-se o recrutamento de
fatores importantes para tradug@o pelos ribossomos. A proteina VPg tem sido identificada
como um determinante de viruléncia dos potyvirus para contornar a resisténcia recessiva
mediada pelo elF4E, demonstrando existir uma interag@o entre a proteina viral e este fator
de iniciagdo de traducdo eucarioto (KANG et al, 2005; CHARRON et al, 2008;
ROUDET-TAVERT et al., 2012).
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Existem hoje pelo menos trés mecanismos propostos para interagdo do elF4E
durante a infec¢do por potyvirus (WANG & KRISHNASWAMY, 2012). Sao elas: a)
ligacdo do elF4E a VPg viral e recrutamento do complexo de tradugdo essencial para
traducdo do genoma viral dos potyvirus; b) eIF4E, CI e eI[F4G podem formar um complexo
que se liga a VPg para mediar o trafego intracelular do genoma viral pelos plasmodesmas
(movimento célula-a-célula) e movimento sist€émico, € ¢) o complexo VPg-eIF4E pode
estar envolvido na supressdo do transporte mediado pelo el[F4E do mRNA do nucleo ao
citoplasma para tradug@o e no distarbio do processamento dos siRNA e microRNA no
nucleo. elF4E, P1, VPg e HC-Pro poderiam formar um complexo que funcionaria como
um supressor do silenciamento de RNA para garantir a traducdo/replicagdo do virus no
citoplasma. Os trés mecanismos estdo exemplificados na Figura 2 retirada de Wang &

Krishnaswamy (2012).

Figura 2 - Presumiveis modelos de interagdo do fator de tradugdo eucarioticos 4E (elF4E)
durante a infecg@o por potyvirus, (a) eIF4E liga-se a VPg para a traducdo dos potyvirus, (b)
complexo formado pelo elF4E, CI e elF4G liga-se a VPg para mediar o movimento do

genoma viral, (c) o complexo formado pelo elF4E e VPg pode estar envolvido no
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impedimento do transporte do mRNA do nucleo para o citoplasma (WANG &
KRISHNASWAMY, 2012).

4.3 A resisténcia da alface ao LMV

Em alface a resisténcia ao LMV ¢ conferida pelos alelos recessivos mol’ e mol’
considerados alelos mutantes de um unico gene chamado de mo! e codificado pelo elF4E
(NICASE et al., 2003; GERMAN-RETANA et al., 2008). O alelo mol ! foi inicialmente
denominado de “gg” e identificado na Argentina na cultivar Gallega de Invierno por Von
der Pahlen & Crnko (1965). O alelo mol” foi isolado de Lactuca serriola proveniente do
Egito, PI-251245 Ryder (1970).

Com base no fenotipo das cultivares de alface frente aos isolados do LMV, Pink et
al. (1992) propuseram uma classificagdo dos isolados em patotipos, onde o patotipo I
infectam apenas cultivares que ndo possuem genes de resisténcia. O patdtipo II € capaz de
infectar as cultivares que possuem o gene Mo2, mas ndo aquelas com os genes mol’ (gg) e
mol? (momo). Isolados pertencentes ao patdtipo III superam a resisténcia proporcionada
pelos genes Mo2 e mol’. Os isolados pertencentes ao patotipo IV sdo capazes de superar a
resisténcia proporcionada pelos trés genes.

No Brasil, Stangarlin (1995) observou em cultivares comercias no Estado de Sao
Paulo, consideradas tolerantes ao LMV, sintomas da infec¢do pelo virus, identificando o
patotipo IV no pais. Além do IV, ja foram identificados, em alface, o patotipo II
(STANGARLIN, 2000) e o patdtipo III (COSSA et al., 2000).

De acordo Krause-Sakate ef al. (2002) os isolados do LMV podem ser agrupados
em trés grandes grupos: um grupo do Yemen, um de Balkans (Grécia e Croacia)
denominado grupo Gr e o grupo RoW (Rest of the World). Os isolados dos grupos Yemen
e Gr, ndo sdo transmitidos por sementes, infectando plantas portadoras dos alelos mol’ e
mol”. O grupo RoW ¢ dividido em dois sub-grupos: 0 LMV-Commom, onde os isolados
sdo incapazes de infectar plantas com os alelos mol’ ou mol’ ¢ o LMV-Most (mol-
breaking seed transmitted) que superam a tolerancia conferida por ambos os alelos e sdo
transmitidos via sementes.

Na Tabela 1 podem ser visualizadas as principais mutagdes capazes de discriminar

os alelos mol em alface. No caso do alelo eIF4E' uma delecdo de seis nucleotideos ocorre

Aantra ac I“\f\CI‘f‘F\QC ’ZAA a QAO (NTTFATQE nt ﬂl 7““'1\ nﬂﬂﬁﬂf]ﬁlﬂf‘f\ AQ Q(TVQCC;‘II‘AQAQ f‘f\
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isolado de LMYV, o alelo mol confere resisténcia verdadeira ou também conhecida como
imunidade (auséncia de acumulagdo viral nas plantas inoculadas) ou tolerancia, onde ha
acumulagdo viral, porém a planta ndo apresenta sintomas ocasionados pela infec¢do viral
(GERMAN-RETANA et al., 2008).

A VPg do LMV interage in vitro com o elF4E de alface (MICHON et al., 2006;
ROUDET-TAVERT et al., 2007). Porém duas regides genomicas independentemente sido
responsaveis pela “quebra” de resisténcia de alguns isolados de LMV em alfaces
portadoras do gene mol: a VPg possibilita contornar o alelo mol’, enquanto que o terminal
da CI (CI-Cter) possibilita contornar mol’ e mol’ (ABDUL-RAZZAK et al., 2009). Isto
foi demonstrado para os isolados LMV-0 e LMV-E, onde o primeiro isolado ndo infecta
sistemicamente gendtipos de alface portadoras do alelo mol’ enquanto que o LMV-E
infecta sistemicamente e causa sintomas em alfaces portadoras dos alelos mol’ e mol’. A
substituicio da VPg do LMV-0 pela do LMV-E confere ao virus recombinante a
habilidade de contornar a resisténcia mediada pelo alelo mo!’ enquanto que a CI do LMV-
E possibilita 0 LMV-E contornar ambos alelos mol’ ¢ mol’ (ABDUL-RAZZAK et al.,
2009).

Roudet-Tavert et al. (2012) verificaram que o terminal da CI (CI-Cter) e a VPg do
LMYV, bem como o elF4E de alface interagem in vitro e in vivo e que esta interagcdo ¢ mais
forte para o isolado LMV-E quando comparada com o LMV-0. A proteina CI é necessaria
para a replicacdo do RNA viral, possui atividade de helicase e ATPase e ja foi demonstrada
como essencial ao movimento intra e inter celular (CARRINGTON et al., 1998; WEI et
al., 2010). Deste modo para o LMV ¢ possivel que a resisténcia mediada pelo eIF4E esteja
associada com a dificuldade do virus infectar sistemicamente a planta, ou de se mover
célula a célula pela interagdo da VPg, CI, elF4E e elF4G, conforme exemplificado pela

Figura 2b (WANG & KRISHNASWAMY, 2012).
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Posicao dos nucleotideos

Alelos 228 299 344-349 576 730
mol’leIlF4E’ G C AAGAGC G C/T
mol'[eIFAE" - T Delecio T -
mol’/eIFAE*  C - - - T

Tabela 1 — Diferencas entre a seqiiéncia de nucleotideos verificada nos trés alelos eIF4E
descritos em alface. O niimero indica a posi¢do dos nucleotideos na sequéncia elF4E.

Adaptado de Nicaise et al. (2003).
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RESUMO

Trapoeraba (Commelina benghalensis L.) ¢ uma planta daninha facilmente encontrada em
areas cultivadas por solanaceas e frequentemente estd infectada pelo Cucumber mosaic virus
(CMV) no Brasil. Neste trabalho plantas desta espécie, apresentando sintomas de mosaico,
foram coletadas em Lins (SP) em 2011, em campos comerciais de piment2o e analisadas para
presenca de virus. Nas 17 plantas analisadas foi verificada a presengca do CMV e detectado um
potyvirus pelo teste de ELISA utilizando-se antissoro anti-potyvirus. A microscopia eletronica
confirmou a presenca de particulas alongadas e flexuosas medindo cerca de 800 nm, tipica dos
potyvirus. O sequenciamento da proteina capsidial indicou maior identidade de nucleotideos
(62%) com a espécie Hardenbergia mosaic virus. O potyvirus ndo foi transmitido por extrato
vegetal para as espécies de hospedeiras testadas, bem como também ndo foi transmitido por
afideos da espécie Myzus persicae para pimentdo (Capsicum annuum cv. Magda) e Nicotiana
tabaccum "TNN". A sequéncia de aminoacidos "DAG", localizado na regido N-terminal da
CP, relacionado com a transmissdo dos potyvirus por afideos, ndo foi encontrado na CP deste
potyvirus. A auséncia do motivo DAG pode estar relacionada a ndo transmissdo do potyvirus
pelo vetor Myzus persicae. A importancia deste potyvirus € totalmente desconhecida. O nome

provisoriamente sugerido para a espécie ¢ Commelina mottle virus (CoMoV).

Palavras-chave: planta daninha, potyvirus, pimentao
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ABSTRACT

Benghal dayflower (Commelina benghalensis L.) is a weed easily found in solanaceous
cultivated areas in Brazil and being often infected with Cucumber mosaic virus (CMV).
During 2011, plants of this species showing mosaic symptoms were collected in Lins (SP) in
sweetpeppers commercial fields and analyzed for the presence of viruses. In 17 plants
analyzed, the presence of CMV and potyvirus was confirmed by RT-PCR and ELISA assay
using anti-potyvirus antiserum. Electron microscopy confirmed the presence of elongated and
flexuous particles measuring about 800 nm, typical of potyvirus. The higher nucleotide
identity observed for the capsid protein was of 62% with Hardenbergia mosaic virus. The
potyvirus was not sap transmitted and not transmitted by the aphids Myzus persicae to
sweetpepper (Capsicum annuum cv. Magda) and Nicotiana tabaccum "TNN". The triplet
aminoacid "DAG", related to the transmission of potyviruses by aphids, was not found in the
N-terminal region of the viral CP from this potyvirus. The absence of DAG may be related to
the untransmissibility of this potyvirus by aphids. The economical importance of this
potyvirus is totally unknown. The suggested name for the species is Commelina mottle virus

(CoMoV).

Key-words: Weeds, potyvirus, sweetpeppers
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INTRODUCAO

A trapoeraba (Commelina benghalensis 1..) ¢ uma planta daninha da classe
Monocotiledonea, familia Commelinaceae (LORENZI, 1994). E uma das trés espécies mais
importantes nesta familia cuja reprodu¢do se da principalmente por sementes (LORENZI,
1994).

Estima-se que no Brasil a perda produtiva devido a interferéncia de plantas daninhas
seja em torno de 20 a 30%. Este entrave pode ser maior quando estas plantas atuam como
fonte de indculo, comprometendo indiretamente algumas culturas agricolas (LORENZI,
1994). No mundo, entre as espécies virais que podem ser encontradas infectando plantas do
género Commelina encontra-se: Commelina mosaic virus (CoMV-Potyvirus) e Commelina
yellow mottle virus (ComYMV-Badnavirus). Essas espécies sdo restritas ao género
Commelina (MORALES & ZETTLER, 1977; MIGLIORI & LASTRA, 1978). No Brasil, o
virus mais comum observado em trapoeraba ¢ o Cucumber mosaic virus (CMV —
Cucumovirus) (DUARTE et al., 1994). Recentemente, também foi detectado naturalmente
Citrus leprosis virus C (CiLV-C - Cilevirus) em pomares citricos (NUNES ef al., 2012).

O género Potyvirus ¢ o mais numeroso com cerca de 146 espécies descritas e que
inclui os virus de RNA senso positivo, com um componente gendmico, que sdo transmitidos
por afideos (ANDREW et al., 2012). Entre os critérios de demarcacdo de novas espécies
dentro do género incluem-se a identidade de aminoacidos da proteina capsidial (CP) menor
que 80% e a identidade de nucleotideos na CP ou em todo o genoma menor que 76%
(ANDREW et al., 2012).

Em 2011, o total de 17 plantas sintomaticas de trapoeraba foram coletadas na Regido
de Lins no estado de Sao Paulo (Figura 1a). Os sintomas observados variaram de mosqueado a
mosaico. Para verificar a possivel presenga de potyvirus as amostras foram analisadas através
do teste de ELISA indireto utilizando-se o antissoro policlonal universal anti-potyvirus
(Agdia) na propor¢ao 1:100, seguindo as recomendagdes do fabricante. A revelacdo foi feita
usando-se o p-nitrofenilfosfato (pastilha de 5 mg) diluida em 5 mL de tampdo especifico. As
amostras foram consideradas positivas quando o valor de absorbancia (A405) foi de pelo
menos trés vezes do obtido para as plantas sadias. Todas as plantas analisadas foram positivas

para potyvirus neste teste.
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As amostras foram observadas em microscdpio eletronico de transmissdo por leaf dip e
particulas alongadas e flexuosas com cerca de 800 nm de comprimento, caracteristicos do

género Potyvirus foram encontradas (Figura 1b).

Figura 1 — Planta de trapoeraba (Commelina benghalensis) infectada com Cucumber mosaic
virus e potyvirus (a); particula viral observada no isolado 39d em microscopia eletronica de

transmissdo (b).

As 17 plantas também foram testadas para presenca de CMV, utilizando-se o teste RT-
PCR com os oligonucleotideos 038-8 ¢ 035-3, conforme descrito por BOARI et al, (2000).
Todas as amostras foram positivas para presenca de CMV.

Folhas de cinco plantas de trapoeraba positivas para presenca de CMV e potyvirus foram
utilizadas no ensaio de transmissio por extrato vegetal. Os indculos foram preparados a partir
da maceracdo das folhas em tampao fosfato de potassio 0,05 M pH 7,0, adicionou-se a solug¢ao
abrasiva Carborundum de 400 mesh e o produto macerado foi friccionado nas folhas de
plantas de abobrinha (Cucurbita pepo cv. Caserta), Nicotiana tabaccum “TNN”, Nicotiana
benthamiana, Chenopodium quinoa, Chenopodium amaranticolor, Chenopodium murale,
pimentdo (Capsicum annuum cv. Magda) e tomateiro (Solanum lycopersicum cv. Santa Clara).
As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo para a observagdo de sintomas aos 10, 14 ¢
20 dias ap6s a inoculagdo. Em Caserta, TNN e N. benthamiana foram verificados sintomas de
mosaico, enquanto em pimentdo e tomateiro mosqueado. Todas as plantas inoculadas foram

negativas por ELISA anti-potyvirus e positivas para CMV por RT-PCR (Tabela 1).
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Planta Hospedeira Sintomas RT-PCR RT-PCR
Potyvirus CMV

Abobrinha (Cucurbita pepo cv. Mosaico Negativo Positivo
Caserta)
Nicotiana tabaccum “TNN” Mosaico Negativo Positivo
Nicotiana benthamiana Mosaico Negativo Positivo
Chenopodium quinoa Lesdo local Negativo Positivo
C. amaranthicolor Lesao local Negativo Positivo
Pimentao (Capsicum annuum cv. Mosqueado Negativo Positivo
“Magda”)
Tomateiro (Solanum lycopersicum cv. | Mosqueado Negativo Positivo
“Santa Clara”)

Tabela 1 - Sintomatologia observada nas hospedeiras inoculadas com os isolados de potyvirus 32d e

39d coletados de campo.

Testou-se a transmissdo do potyvirus por afideos da espécie Myzus persicae (Sulzer).
Estes permaneceram em jejum por 30 minutos antes da transmissdo. Com o auxilio de um
pincel, os afideos foram transferidos para folhas de trapoeraba, isolado 39d infectadas por
potyvirus + CMV, onde permaneceram durante uma hora para adquirir o virus, seguido de
transferéncia para folhas de pimentdo (Capsicum annuum var. Magda) e Nicotiana tabaccum
“TNN” onde permaneceram por 2 horas. Foram inoculadas trés plantas de cada uma das duas
espécies vegetais utilizando-se 5 pulgdes por planta. Os sintomas foram avaliados aos 15 dias
apds a transmissdo e verificou-se mosqueado em pimentdo e em fumo. O RNA total das
plantas dos testes de gama de hospedeiro e transmissdo por afideo foram extraidas pelo
método descrito por Bertheau ef al. (1998), onde foram posteriormente analisadas por RT-
PCR utilizando o par de oligonucleotideos PV-1 (5 GAT TTA GGT GAC ACT ATA GTT
ITTT TTT TTT TTT TTT 3’) e WCIEN (5 ATG GTT TGG TGY GAR ATT 3’) descritos por

Gibbs & Mackenzie (1997) e por Pappu et al. (1993), respectivamente, para deteccdo de
potyvirus.

Somente o0 CMYV foi transmitido pelos afideos para pimentdo e N. tabaccum “TNN”. Em
nenhuma planta foi detectada a presenca de potyvirus, indicando a ndo transmissdo do
potyvirus por M. persicae para as espécies testadas.

Os mesmos cinco isolados utilizados na caracterizagdo bioldgica foram selecionados
para sequenciamento de regides do genoma viral visando caracterizar molecularmente a

espécie de potyvirus. O RNA foi extraido pelo Kit de extracdo Total RNA Purification da
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marca Norgen de acordo com o protocolo do fabricante. Utilizou-se uma aliquota de 5 pL para
a RT-PCR com os oligonucleotideos PV-1/WCIEN, CIFor/CIRev (Ha et al., 2008),
NIb2F/NIb3R (Zheng et al., 2010), que amplificam parcialmente as proteinas CP, CI e NIb,
respectivamente. Além disso foi sintetizado um oligonucleotideo baseado em regides
conservadas na por¢do N-terminal da CP (CP rev173 5> GAATTC GTC CAT ATC GTG GC
3’) utilizado com PV1 para amplificagdo da CP completa. A reagdo de RT-PCR foi realizada
em uma so etapa para obter a amplificacdo das proteinas CI e NIb dos potyvirus, assim como
parte da regido da proteina capsidial. Para as reagdes utilizou-se o kit GoTaq® DNA
Polymerase (Promega), seguindo as especificagdes do fabricante para o volume final de 50 pL.

A CP completa foi obtida através de RT-PCR em duas etapas. A reagdo de RT foi
realizada para um volume final de 25 pL utilizando-se 1,0 pL da enzima AMV (Avian
mieloblastosis virus) Reverse Transcriptase (Promega), 1 pL de dNTPs (25 uM), 0,5 uL do
oligonucleotideo a 100 uM e 5 pL de RNA total extraido pelos métodos descritos
anteriormente. A reagdo de RT foi realizada de acordo com procedimentos descritos no
catalogo para a enzima AMV e a reagdo de PCR foi realizada utilizando o kit GoTaq® DNA
Polymerase (Promega), seguindo as especificagdes do fabricante.

Os fragmentos virais amplificados pelos oligonucleotideos testados foram
sequenciados utilizando-se diretamente o produto de PCR purificado pelo Kit Wizard SV Gel
and PCR Clean-up System (Promega). As sequéncias obtidas através dos produtos do
sequenciamento foram analisadas pelo programa CLUSTAL Interative W (THOMPSON et
al., 1994). A construcdo das arvores filogenéticas foram realizadas pelo programa MEGA,
versdo 5 (TAMURA et al., 2011).

A sequencia completa da proteina capsidial do potyvirus detectado em trapoeraba no
Brasil, apresentou de 31% a 38% de identidade de aminoacidos com o Chilli veinal mottle
virus — ChiVMV (Acesso GenBank: AJ237843 ) e Potato virus A - PVA (Acesso GenBank:
721670). J4 a identidade de nucleotideos nesta mesma regido variou entre 58% com Chilli
veinal mottle virus (Acesso GenBank: AJ 237843) e PepYMV (Acesso GenBank: HQ
594522) e 62% com Hardenbergia mosaic virus - HarMV (Acesso GenBank: JF 427597).
Para que potyvirus sejam considerados da mesma espécie a identidade de aminoécidos e
nucleotideos na regido codificadora para a proteina capsidial (CP) precisa ser superior a 80% e
76%, respectivamente (ANDREW et al., 2012) Os valores de identidade obtidos indicam que

se trata de uma provavel nova espécie de potyvirus infectando naturalmente trapoerada. Todos
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os isolados deste potyvirus foram coletados em campos comerciais de pimentdo e os Unicos
potyvirus no Brasil relatados até o0 momento em pimentdo sdo o PVY e PepYMV (MOURA et
al., 2012). Curiosamente estas duas espécies ndo foram identificadas em nenhuma das plantas
daninhas analisadas.

Pela analise filogenética da CP, pode-se verificar que o potyvirus encontrado em
trapoeraba encontra-se mais proximo de um potyvirus exdtico, o HarMV. Este virus foi
relatado em plantas de Hardenbergia comptoniana, uma leguminosa da Regido Sudoeste da

Australia (Figura 2).

Figura 2 — Arvore filogenética obtida pelo programa Mega 5.0 com o valor de Bootstrap de
2000 repeti¢des para a regido codificadora para proteina capsidial. Espécies analisadas:
Pepper yellow mosaic virus — PepYMV 29C (Acesso GenBank: HQ 594524), PepYMV 29N
(Acesso GenBank: HQ 594518), PepYMV 29L (Acesso GenBank: HQ 594522), PepYMV
strain DF (Acesso GenBank: AF 348610), Potato virus Y — PVY LYE84.2 (Acesso GenBank:
AJ 439545), PVY — 331 (Acesso GenBank: HQ 594528), PVY 23] (Acesso GenBank: HQ
594529), Pepper mottle virus — PepMoV (Acesso GenBank: CAM 96425), Potato virus V —
PVV (Acesso GenBank: AJ 243766), Chilli veinal mottle virus — ChiVMV (Acesso GenBank:
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AJ 237843), Narcissus late season yellow virus — NLSYV (Acesso GenBank: AJ 493579),
Potato virus A — PVA (Acesso GenBank: Z21670), Tobacco etch virus — TEV (Acesso
GenBank: M11458), Hardenbergia mosaic virus — HarMV (Acesso GenBank: JF 427597) e a
sequencia de nucleotideo referente a proteina capsidial (CP) do isolado de potyvirus 39d de

trapoeraba.

Duas arvores também foram geradas utilizando-se as sequencias parciais para as
proteinas CI e NIb. Para a CI ndo houve um agrupamento claro, enquanto que para a NIb
pode ser observada maior proximidade com o virus Chilli veinal mottle virus — ChiVMV,

relatado em C. annuum na Malasia (BURNETT, 1947) (Figura 3).

Figura 3 — Arvores filogenéticas obtidas pelo programa Mega 5.0 com o valor de Bootstrap de
2000 repeticdes para parte da regido codificadora das proteina CI (a) e NIb (b). Amostras
analisadas: Pepper yellow mosaic virus — PepYMV (Acesso GenBank: NC 004327), Potato
virus Y — PVY (Acesso GenBank:JF 927763), Pepper mottle virus — PepMoV (Acesso
GenBank: NC 001517), Potato virus V (Acesso GenBank: NC 004010), Chilli veinal mottle
virus — ChiVMV (Acesso GenBank: NC 005778), Narcissus late season yellow virus —
NLSYV (Acesso GenBank: JQ 326210), Potato virus A — PVA (Acesso GenBank:NC
004039), Hardenbergia mosaic virus — HarMV (Acesso GenBank: NC 015394), Tobacco etch
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virus — TEV (Acesso GenBank: NC 001555) e a sequencia de nucleotideo referente as
proteinas CI e Nib do isolado de potyvirus 39d de trapoeraba.

Os dominios conservados QMKAAA, WCIEN ¢ VWTMMDGDE, frequentemente
encontrados na regido codificadora para a proteina capsidial dos potyvirus, foram observados
na CP do potyvirus-trapoeraba. Nao foi observada a sequencia YAFDFYE e DAG, tendo sido
esta substituida pela sequencia DAN na CP do potyvirus em trapoeraba. De acordo com
Atreya et al. (1991) os aminoacidos DAG, observados na regido N-terminal da CP estdo
relacionados com a transmissdo dos potyvirus por afideos. Foi verificado que um isolado do
Turnip mosaic virus (TuMV), com a sequencia de aminoacidos DAN em substituicdo ao
dominio DAG, ndo foi transmitido por afideos. E intrigante porém que o potyvirus foi
encontrado em 17 plantas de trapoeraba coletadas em duas areas de produ¢do de pimentdo
distante uma da outra.

O potyvirus-trapoeraba possui uma alta especificidade com esta hospedeira, ndo tendo
sido transmitido, por extrato vegetal, para nenhuma das hospedeiras testadas. Os potyvirus
relatados em trapoeraba em outras regides do mundo, também sao descritos como altamente
especificos a familia Commelinaceae (BAKER & ZETTLER, 1988; MEDBERRY et al.,
1990). O mesmo parece para o potyvirus encontrado aqui no Brasil.

Os resultados obtidos das andlises bioldgicas e moleculares indicam a presenca de um
novo virus do género Potyvirus em trapoeraba. Os virus de RNA, como os potyvirus, sdo
caracterizados por replicag@o rapida e taxas de mutagdo elevadas, o que resulta em um enorme
potencial evolutivo (DOMINGO et al., 2008). A identificacdo de novos virus, ainda que nao
causem danos econdmicos na agricultura, ¢ importante, devido a crescente presenca de
populagdes de virus emergentes. Prever o momento em que as populagdes de virus presentes
em hospedeiros alternativos irdo adquirir a capacidade de infectar com sucesso os individuos
de uma nova espécie hospedeira, adaptar-se a ele e, eventualmente, transformar em uma
epidemia ¢ um processo complexo, porém que auxiliaria bastante na preven¢do de epidemias.
O seqiienciamento completo do potyvirus encontrado em trapoeraba ¢ importante para analisar
a evolugdo genética da espécie e sua relagdo com outros virus do género. Sugere-se o nome de
Commelina mottle virus (ComMoV) para a possivel nova espécie de potyvirus identificada em

trapoeraba no Brasil.
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CAPITULO 2

Titulo: Solanum americanum: reservatorio de Potato virus Y € Cucumber mosaic virus em
areas de cultivo de pimentdo. Solanum americanum: reservoir of Potato virus Y and Cucumber

mosaic virus in sweet pepper cultivation areas

Redigido em inglés conforme as normas da revista Summa Phytopathologica
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Solanum americanum: reservoir of Potato virus Y and Cucumber mosaic virus in sweet pepper
cultivation areas.

Moura, M.F., Soman, M., Pavan, M. A., Krause-Sakate, R.

Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, FCA-UNESP, Departamento Prote¢do Vegetal, Rua José
Barbosa de Barros, 1780, CEP: 18610-307, Botucatu, SP, Brazil.

ABSTRACT

Weeds can act as important reservoirs for viruses. Solanum americanum (Black nightshade) is
a commom weed in Brazil and samples with mosaic symptoms were collected in
sweetpepper’s crops to verify the presence of viruses. One sample showed mixed infection
between Cucumber mosaic virus (CMV) and Potato virus Y (PVY) and one showed simple
infection by PVY. The CMV and PVY could be sap transmitted and caused mosaic symptoms
in tomato (Solanum lycopersicum cv Santa Clara), sweetpepper (Capsicum annuum cv
Magda), Nicotiana benthamiana and N. tabaccum “TNN; local lesions on Chenopodium
quinoa, C. murale and C. amaranthicolor. The coat protein sequences for CMV and PVY
from Black nightshade isolates were more closely related to isolates from tomato. We
conclude that S. americanum can act as mixing vessels and reservoirs for viruses during and

between sweetpepper cropping seasons.

Key-words: Weeds, Cucumovirus, Potyvirus
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RESUMO

As plantas daninhas podem atuar como importantes reservatorios de virus. Solanum
americanum (Maria Pretinha) ¢ uma planta daninha comum no Brasil e amostras com
sintomas de mosaico foram coletadas em areas produtoras de pimentdo, para verificar a
presenca de virus. Uma amostra apresentou infec¢do mista com Cucumber mosaic virus
(CMV) e Potato virus Y (PVY) e uma amostra apresentou infec¢do simples com PVY. As
duas espécies virais foram transmitidas por extrato vegetal e ocasionaram sintomas de mosaico
em tomate (Solanum lycopersicum cv Santa Clara), pimentdo (Capsicum annuum cv Magda),
Nicotiana benthamiana e N. tabaccum “TNN; lesdes locais em Chenopodium quinoa, C.
murale e C. amaranthicolor. As seqiiéncias de proteina capsidial para o CMV e PVY
encontrados em S. americanum estdo filogeneticmente mais relacionados com isolados de
tomate. Conclui-se que S. americanum pode atuar como reservatorio de diferentes virus,

durante e entre as épocas de cultivo de pimentao.

Palavras-chave: plantas daninhas, Cucumovirus, Potyvirus
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INTRODUCTION

Solanum americanum Mill. (black nightshade) is an annual plant classified in
Solanaceae’s family. In Brazil, this species is commonly found in tomate and pepper
cultivation areas. Species of begomoviruses (1), tospoviruses (2), Potato virus Y (PVY) (3)
and Cucumber mosaic virus (CMV) (4) were already been reported in this host.

S. americanum plants showing mosaic symptoms and leaf distortion were naturally
found in sweet pepper crops in Sdo Paulo State (Lins region, October 2011) and the presence

of viruses was investigated (Figure 1).

Figure 1 — Mosaic symptoms and leaf distortion on Solanum americanum collected on the

field: isolate 71d (A), and isolate 72d (B).

Double-antibody sandwich (DAS)-ELISA for the presence of potyvirus genus was
done with antiserum anti-potyvirus (Agdia Inc., Elkhart, IN). Two potyvirus positive samples
(71 and 72d) were also analyzed by leaf dip in electron microscope and filamentous particles
with 800 nm, like potyvirus type, were observed for both samples. Presumed isometric

particles were observed on sample 72d (Figure 2).
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Figure 2 - Electron micrographs of potyvirus particle (red arrow) and presumed isometric

particles from cucumovirus (green arrow) (92.000 X).

For the biological tests, sap of the leaves samples 71d and 72d were prepared in 0.02
M phosphate buffer pH 7.0 and inoculated on Nicotiana tabaccum “TNN”, Nicotiana
benthamiana, Chenopodium quinoa, C. amaranticolor, C. murale, sweet pepper (Capsicum
annuum cv. “Magda”) and tomato (Solanum lycopersicum cv “Santa Clara”). Mottle on sweet
pepper, N. benthamiana, N. tabaccum TNN and tomato, and local lesions on C. quinoa, C.
murale, C. amaranticolor were observed for samples 71d and 72d.

Total RNA was extracted from the original plants and also for the inoculated plants
using the protocol described by (5), RT-PCR was performed with primers pair WCIEN (5°
ATG GTT TGG TGY ATY GAR AAT 3’°) (6) and PV1 (5 GAT TTA GGT GAC ACT ATA
GTT TTT TTT TTT TTT TTT 3°) (7), a general primers for Potyvirus genus. To detect CMV
the primers pair 035-3 (5 GCC GTA AGT GGA TGG ACA A 3’°) and 038-8 (TAT GAT
AAG AAR CTT GTT TCG CG 3’) were used (8), in a one-step reverse transcription (RT)-
PCR assay using the cycle 42 °C/30 min, 95 °C /2 min and 35 cycles of 94 °C/ 1 min, 55 °C/ 2
min and 72 °C/ 2 min, ending with 72 °C / 5 min.

For the potyvirus fragment, a nucleotide identity of 94% was observed with PVY
(GenBank Accession No AJ439545.1). To amplify the complete coat protein of the PVY
primers pair PepNib (5° GWTSGYYGMMTTGGATGATG 3°) and PepUTR (5’
AGTAGTACAGGAAAAGCC 3’) were used as described by (9) and the sequence compared
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with those deposited in GenBank using the Blastn (http://www. ncbi.nlm.nih.gov/BIAST) and
Clustal W (http://www. ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html) programs. For the complete CP,
a nucleotide sequence identity of 97% was observed with PVY (GenBank Accession No
HQ594528.1) for sample 72d (GenBank Submission No 1602271). A mixed infection between
PVY (GenBank Submission No. 1602256) and CMV (GenBank Submission No. 1602253)
was observed for sample 71d and confirmed by the nucleotide identity of 99% with PVY
(GenBank Submission No. 1602256) and 96% with CMV (GenBank Accession No.
JN054635.1).

Both, PVY and CMV found in S. americanum are closely related to isolates collected
from tomato (Figure 3 and 4), despite the fact that this isolate has been collected in
sweetpepper’s crops. The biological experiments confirmed that CMV and PVY from S.
americanum can infect tomato and sweetpepper, being this host a reservoir for these viruses
during and between the sweet pepper seasons. S. americanum have already been reported as an

important reservoir of CMV in sweet pepper crops (4).

48 PYY Solanum americanum
28 —‘— PYY Tomato
[PVY Potato NTN
= 30 PYY Potato O
PVY 331

1 PVY 23J
PVY Tabacum

ChiRSY

Figure 3 - Phylogenetic tree obtained by the program Mega 5.0, bootstrap value 2000
replicates based on the nucleotides sequences of the CP coding region: Potato virus Y (Isolate
71d), PVY tomato (GenBank Access: JF 804783), PVY potato NTN (GenBank Access: JQ
924285), PVY potato 0 (GenBank Access: JQ 924285), PVY Capsicum 331 (GenBank
Access: HG 594528), PVY Capsicum 23] (GenBank Access: 594529), PVY Tabacum
(GenBank Access: JN 711118). Outgroup Chilli ringspot virus (GenBank Access: DG
925438).
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g CMY Capsicum HE 971704
77 CMY Tabacum GQ 340670
301 Lemy commelina JQ 894819
CMY Cucurbita melon AJ 810265
CMY Musa HM 348783
LL— CMY Saolanum americanum
47 - CMY Tomato HG 107954
PSY NC 0020381

05

Figure 4 - Phylogenetic tree obtained by the program Mega 5.0, bootstrap value 2000
replicates for the nucleotides coding region of the coat protein. CMV Tomato (GenBank
Access: HQ 107954), CMV melon (GenBank Access: AJ 810265), CMV Capsicum (GenBank
Access: HE 971704), CMV tabacum (GenBank Access: GQ 340670), CMV commelina
(GenBank Access: JQ 894819), CMV musa (HM 348783). Outgroup Peanut stunt virus (PSV)
(GenBank Access: NC 002038.1).

In Sao Paulo, PepYMYV is the potyvirus more frequently found infecting sweet pepper
and occasionally, infections by CMV and PVY (pathotype zero) could be observed (10). The
increase use of pepper resistant material for PVY can explain the low incidence of PVY in this
culture (10). Understanding the epidemiological role played by reservoir plants in the
maintenance of viral diversity and in the acquisition of novel or enhanced virulence towards
the cultivated host can help to improve resistance gene management.

In many instances, an emerging disease appears when a pathogen “jumps” to another
host that it was not infecting (or no longer infecting) and adapts (or readapts) to it (11). RNA
viruses, like CMV and PVY, are likely to evolve in a reasonable experimental time because
they have large population size, fast replications rates, and a high mutation rate (12).

Thus, observe the incidence of potyvirus and cucumovirus periodically in producing
areas of Solanaceae is important in order to verify the possibility of a re-emergence of PVY
and CMV, since these virus are still present in the field, preferentially in weed species, not in

cultivated plants. This result shows the high adaptability of important viruses in weeds such as
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black nightshade. We conclude that S. americanum is a natural reservoir of viruses and can act

as a mixing vessels for different viruses to solanaceous in Brazil.
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Titulo: Comportamento de gendtipos de alface ao Lettuce mosaic virus e caracterizagdo do
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RESUMO

O Lettuce mosaic virus ¢ um dos principais problemas fitossanitarios que ocorrem na cultura
da alface (Lactuca sativa L.). Os isolados LMV-Most sdo capazes de contornar a resisténcia
dos alelos recessivos mol’ e mol” encontrados em alface e ndo h4 até o momento variedades
resistentes no mercado. Estes alelos recessivos codificam o fator de traducdo eucariotico
elF4E, também relacionado com resisténcia recessiva a potyvirus em outras espécies vegetais.
Neste trabalho 8 gendtipos de alface pertencentes a uma cole¢do da FCA/UNESP-Botucatu
foram avaliados para reagdo a inoculagdo com o isolado AF-199 (LMV-Most) e presenga de
possiveis variagdes no elF4E. Para a variedade Calona e Salinas-88, utilizadas como controle
e descritas como portadoras dos alelos recessivos mol’ e mol?, respectivamente, foi observado
o padrio do eIF4E' e eIF4E’. Todos os demais gendtipos analisados obtiveram o padrio
eIF4E’ (mol”), tipico padrio de suscetibilidade. Alguns destes gendtipos apresentaram
fendtipos como retardo no aparecimento de sintomas e mosaico inicialmente restrito as folhas
inoculadas. Estes sintomas ndo puderam ser correlacionados a variagdes do elF4E. A
metodologia de deteccdo e caracterizagdo do elF4E em alface podera auxiliar o trabalho de

melhoristas na selecdo de fontes de resisténcia ao LMV.

Palavras-chave: tolerancia, genes recessivos, potyvirus, eI[F4E
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ABSTRACT

Lettuce mosaic virus is one of the major viruses occurring on lettuce (Lactuca sativa L.).
LMV-Most are able to overcome the resistance of the recessive genes mol’ and mol” found in
lettuce and so far as we know there are no resistant or tolerant varieties for them. These
recessive genes encode the eukaryotic translation factor elF4E, also related to the recessive
potyvirus resistance in other plant species. In this work lettuce genotypes belonging to a
collection of FCA / UNESP-Botucatu were inoculated with the isolate AF-199 (LMV-Most)
and the presence of possible variations in the eIF4E gene evaluated. For the varieties Calona
and Salinas-88, previously reported with the tolerant genes mol’ and mol’, respectively, a
nucleotide sequence eIF4E' and eIF4E* was observed. The sequence for the others genotypes
analyzed was highly conserved and typical for eIFAE’ (mol”), the susceptible genotype.
Interestingly, some of these genotypes showed delay in symptons appearing and attenuated
symptoms. These phenotypes could not correlate with variability’s in the eIF4E sequence. The

elF4E gene can be used as a target gene in development of genetic resistance to viruses.

Key-words: tolerance, recessive genes, potyvirus, eIF4E
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INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) ¢ uma folhosa pertencente a familia Asteraceae e ¢ uma
das hortalicas mais consumidas no Brasil. Em 2011 a area cultivada no estado de Sao Paulo
foi de 10.327,75 ha com uma produtividade de 28.815 ton. no primeiro semestre deste mesmo
ano (ANUARIO DA AGRICULTURA BRASILEIRA — AGRIANUAL, 2012; IEA
www.iea.sp.gov.br).

Entre os principais virus que podem infectar a cultura cita-se o Lettuce mosaic virus
(LMV) ocasionando perdas significativas na cultura (PAVAN et al., 2008). Os isolados de
LMV apresentam uma grande variabilidade bioldgica, podendo ser classificados em dois
grandes grupos denominados de LMV-Common, que reune os isolados que infectam
cultivares de alface suscetiveis, e o grupo LMV-Most que engloba os isolados capazes de
contornar os alelos recessivos mol' ¢ mol’ (KRAUSE-SAKATE et al., 2002). Até o momento
ndo existem variedades resistentes ou tolerantes aos LMV-Most (PAVAN et al., 2008) ¢
apesar destes isolados ndo predominarem nos campos de produgdo de alface comercial do
Estado de Sao Paulo (FIRMINO et al., 2008), dada a relevancia que a cultura possui no Brasil,
¢ necessaria a busca por possiveis novas fontes de resisténcia ao LMV.

A resisténcia a virus por meio do uso de genes recessivos € a mais comumente
utilizada (WANG & KRISHNASWAMY, 2012). Como os virus sdo totalmente dependentes
da maquinaria celular para completar o seu ciclo na planta, a perda ou mutagao de um fator no
hospedeiro essencial ao ciclo viral pode levar a uma resisténcia recessiva da planta ao virus.
Até o momento, todos os genes recessivos envolvidos na intera¢do planta-virus foram
caracterizados como codificadores de fatores de iniciacdo de tradugdo eucaridticos (elFs),
dentre estes o elF4E, elF4G e isoformas. H& pelo menos 14 genes de resisténcia recessivos
naturais contra virus de plantas caracterizados, dos quais 12 destes codificam o elF4E ou sua
isoforma (WANG & KRISHNASWAMY, 2012).

No caso da alface estudos demonstraram que os alelos recessivos mol’ e mol” de
alface codificam o fator de transcri¢do eucaridtico eIF4E (NICAISE et al., 2003). A sequéncia
nucleotidica deste fator ¢ conservada, porém em posi¢des especificas ocorrem pequenas
variagdes ou delegdes que caracterizam a suscetibilidade ou tolerancia observada em
variedades de alface a diferentes isolados de LMV (NICAISE et al., 2003). Dependendo do

isolado de LMV, o gene mol confere imunidade (auséncia de acumulacdo viral nas plantas
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inoculadas) ou tolerdncia, com auséncia de sintomas, porém, com acumulagido viral
(GERMAN-RETANA et al., 2008). Ha dois fatores de aviruléncia do LMV que interagem
com o elF4E, a VPg e a regido C-Terminal da CI, que dependendo do isolado viral possibilita
que este contorne a resisténcia conferida pelos alelos mol’ e mol’ (ABDUL-RAZZAK et al.,
2009).

Neste trabalho gendtipos de alface provenientes de uma colecdo mantida na
FCA/UNESP-Botucatu foram inoculados com um isolado de LMV (AF-199) previamente
classificado como LMV-Most (KRAUSE-SAKATE et al., 2002) e a regido codificadora do
fator eucariotico eIF4E seqiienciado e analisado para presenga de possiveis variagdes. Foram
inoculadas as variedades Calona e Salinas-88, sabidamente portadoras dos genes mol’ e mol’
respectivamente, Sierra, Robson, Rafaela, Laurel e os genotipos 169501, 169501C, 172918A,
162499. As sementes de alface foram semeadas e coletadas folhas individuais 15 dias apos a
emergéncia e 60 dias apos o plantio, a fim de analisar qual a melhor época para amplificagdo
do gene. A inoculagdo do LMV-AF-199 foi realizada trés vezes consecutivas com intervalo de
1 dia, utilizando-se tampao fosfato de potassio 0,01 M pH 7,0 e o abrasivo Carborundum (600
mesh) misturado no indculo apos o seu preparo. Foram realizados 3 ensaios com 3 plantas por
genotipo em cada ensaio. O RNA total foi extraido utilizando-se o kit de extragdo InviTrap
Spin Plant RNA Kit e Total RNA Purification Norgen, seguindo as recomendagdes dos
fabricantes. Para amplificacdo do elF4E foi utilizado o par de oligonucleotideos, descrito
previamente (NICAISE et al., 2003), denominados Ls4E3f 3
GGGGGGGTGGAAGAAATA 5°) e Ls4E813r (3° GCAGAATTGTAGCATAAATCGGG
5’). A reagdo de RT-PCR foi realizada em uma sé etapa utilizando-se o Kit de PCR Master
Mix (FERMENTAS). Para um volume final de 25 pL. foram adicionados: 5 pL de produto de
extragdo de RNA, 12,5 uL de tampao Master Mix, 1 mM de cada oligonucleotideo iniciador, 1
unidade da transcriptase reversa AMV (Avian myeloblastosis virus, Promega, 15 u/ul) e dgua
DEPC para completar o volume. O ciclo utilizado consistiu em 30 minutos a 42 °C, seguido
de 2 minutos a 95 °C e 40 ciclos de 95 °C/30 segundos, 54 °C/1 minuto e 72 °C/1 minuto e
finalizando com 72 °C/10 minutos.

As alfaces Sierra, Robson, Rafaela, Laurel, Calona e Salinas-88 apresentaram os
primeiros sintomas do LMV-AF199 em média, aos 7 dias apds a inoculagdo e estes evoluiram
para mosaico e deformagdo foliar. Necrose e morte da planta foram observadas em Salinas-88,

como previamente ja verificado neste material quando inoculado com o isolado AF-199. Foi
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observada suscetibilidade ao LMV-AF-199 nos genoétipos 169501, 169501C, 172918A,
162499, porém os sintomas foram visiveis a partir dos 10 dias apos a inoculag@o. Os sintomas
se iniciaram nas folhas inoculadas e lentamente progrediam para as folhas mais jovens,
enquanto que nos demais gendtipos os sintomas sempre foram verificados inicialmente nas

folhas mais jovens (Figura 1).

Figura 1. Sintomas de mosaico tardio observados nos gendtipos de alface 169501C (a) e
162499 (b). Os sintomas se iniciaram nas folhas inoculadas e evoluiram lentamente para as

folhas mais jovens.

As sequéncias do elF4E das alfaces estudadas foram analisadas pelos programas
CLUSTAL Interative W (THOMPSON et al., 1994) e Mega 5 (TAMURA et al., 2011)
(Figura 2). Pode-se observar que os gendtipos de alface 169501, 169501C, 172918, 162499 e
as cultivares Sierra, Robson, Rafaela, Laurel apresentaram padrio eIF4E° (mol”), caracteristico
para o alelo de suscetibilidade, conforme descrito (NICAISE et al., 2003). As alfaces Calona
e Salinas-88, portadores dos genes mol’ e mol?, respectivamente, apresentaram padréo tipico
para o eIFAE' e eIF4E”.

A sequéncia dos alelos de eIF4E é conservada dentro de uma mesma espécie vegetal,
com exce¢do de poucas regides implicadas na resisténcia ou suscetibilidade desta espécie aos

virus (WANG & KRISHNASWAMY, 2012). No caso de alface o padrao do elF4E
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claramente define a suscetibilidade ou resisténcia do genotipo aos isolados capazes de
contornar a resisténcia dos alelos recessivos mol’ e mol? (NICAISE et al., 2003). Neste
trabalho ndo foi observada nenhuma variabilidade no eIF4E nos gendtipos analisados, apesar
de fenotipicamente expressarem sintomas diferentes a inoculagdo viral. A suscetibilidade
destas plantas ao LMYV, expressada pela variabilidade fenotipica, possivelmente esta
relacionado a outro componente do genoma da planta.

Observou-se também que a deteccdo do elF4E por RT-PCR € mais eficiente a partir de
folhas coletadas de plantas jovens quando comparadas a plantas velhas (60 dias). Somente na
alface Sierra o elF4E pode ser detectado em folhas coletadas em diferentes idades. O eIF4E ¢
um fator de traducdo presente durante todo o ciclo da planta, porém pode ser expresso
diferencialmente durante o desenvolvimento ou em resposta a diferencas ambientais (bidtica
ou abidtica) (GALLIE et al., 1998). No caso de cereais, os niveis de el[F4E aumentam no
inicio a metade do desenvolvimento da planta, seguido por uma diminui¢do quando a planta
inicia a producdo de sementes (GALLIE et al., 1998). No caso da alface, aos 60 dias

coincidentemente as plantas também estavam iniciando a emissdo do pendao floral.

1110Salinas88 CAGCATCCGCTCGAGCATTCTTGGACTTTCTGGTTCGATACTCCCTCTCCTAAGTCCAAG 202

1102.169501 CAGCATCCGCTCGAGCATTCTTGGACTTTCTGGTTCGATACTCCCTCTGCTAAGTCCAAG 176
GenBank32698523 CAGCATCCGCTCGAGCATTCTTGGACTTTCTGGTTCGATACTCCCTCTGCTAAGTCCAAG 184
Robson CAGCATCCGCTCGAGCATTCTTGGACTTTCTGGTTCGATACTCCCTCTGCTAAGTCCAAG 184
1105.172918A CAGCATCCGCTCGAGCATTCTTGGACTTTCTGGTTCGATACTCCCTCTGCTAAGTCCAAG 221
Laurel CAGCATCCGCTCGAGCATTCTTGGACTTTCTGGTTCGATACTCCCTCTGCTAAGTCCAAG 184
Rafaela CAGCATCCGCTCGAGCATTCTTGGACTTTCTGGTTCGATACTCCCTCTGCTAAGTCCAAG 207
1109Calona CAGCATCCGCTCGAGCATTCTTGGACTTTCTGGTTCGATACTCCCTCTGCTAAGTCCAAG 226
1103.169501C CAGCATCCGCTCGAGCATTCTTGGACTTTCTGGTTCGATACTCCCTCTGCTAAGTCCAAG 237
1106.162499 CAGCATCCGCTCGAGCATTCTTGGACTTTCTGGTTCGATACTCCCTCTGCTAAGTCCAAG 237
1115Sierra CAGCATCCGCTCGAGCATTCTTGGACTTTCTGGTTCGATACTCCCTCTGCTAAGTCCAAG 238

1110Salinas88 CAAGTCGCTTGGGGTAGTTCCATGCGCCCTATCTACACTTTCTCCTCCGTTGAAGAGTTE 262

1102.169501 CAAGTCGCTTGGGGTAGTTCCATGCGCCCTATCTACACTTTCTCCTCCGTTGAAGAGTTE 236
GenBank32698523 CAAGTCGCTTGGGGTAGTTCCATGCGCCCTATCTACACTTTCTCCTCCGTTGAAGAGTTE 244
Robson CAAGTCGCTTGGGGTAGTTCCATGCGCCCTATCTACACTTTCTCCTCCGTTGAAGAGTTE 244
1105.172918A CAAGTCGCTTGGGGTAGTTCCATGCGCCCTATCTACACTTTCTCCTCCGTTGAAGAGTTE 281
Laurel CAAGTCGCTTGGGGTAGTTCCATGCGCCCTATCTACACTTTCTCCTCCGTTGAAGAGTTE 244
Rafaela CAAGTCGCTTGGGGTAGTTCCATGCGCCCTATCTACACTTTCTCCTCCGTTGAAGAGTTE 267
1109Calona CAAGTCGCTTGGGGTAGTTCCATGCGCCCTATCTACACTTTCTCCTCCGTTGAAGAGTTHE 286
1103.169501C CAAGTCGCTTGGGGTAGTTCCATGCGCCCTATCTACACTTTCTCCTCCGTTGAAGAGTTE 297
1106.162499 CAAGTCGCTTGGGGTAGTTCCATGCGCCCTATCTACACTTTCTCCTCCGTTGAAGAGTTE 297
1115Sierra CAAGTCGCTTGGGGTAGTTCCATGCGCCCTATCTACACTTTCTCCTCCGTTGAAGAGTTE 298
344-349
1110Salinas88 TGGAGTCTTTACAACAACATACATCGACCAAGCAAGTTGGCTCAAGGAGCTGACTTCTAT 322
1102.169501 TGGAGTCTTTACAACAACATACATCGACCAAGCAAGTTGGCTCAAGGAGCTGACTTCTAT 296
GenBank32698523 TGGAGTCTTTACAACAACATACATCGACCAAGCAAGTTGGCTCAAGGAGCTGACTTCTAT 304
Robson TGGAGTCTTTACAACAACATACATCGACCAAGCAAGTTGGCTCAAGGAGCTGACTTCTAT 304
1105.172918A TGGAGTCTTTACAACAACATACATCGACCAAGCAAGTTGGCTCAAGGAGCTGACTTCTAT 341
Laurel TGGAGTCTTTACAACAACATACATCGACCAAGCAAGTTGGCTCAAGGAGCTGACTTCTAT 304
Rafaela TGGAGTCTTTACAACAACATACATCGACCAAGCAAGTTGGCTCAAGGAGCTGACTTCTAT 327
1109Calona TGGAGTCTTTACAACAACATACATCGACCAAGCAAGTTGGCTCA====== TGACTTCTAT 340

1103.169501C TGGAGTCTTTACAACAACATACATCGACCAAGCAAGTTGGCTCAAGGAGCTGACTTCTAT 357
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TGGAGTCTTTACAACAACATACATCGACCAAGCAAGTTGGCTCAAGGAGCTGACTTCTAT
TGGAGTCTTTACAACAACATACATCGACCAAGCAAGTTGGCTCAAGGAGCTGACTTCTAT

TGTTTCAAGAATAAAATCGAGCCTAAGTGGGAAGACCCTGTTTGTGCTAATGGTGGAAAG
TGTTTCAAGAATAAAATCGAGCCTAAGTGGGAAGACCCTGTTTGTGCTAATGGTGGAAAG
TGTTTCAAGAATAAAATCGAGCCTAAGTGGGAAGACCCTGTTTGTGCTAATGGTGGAAAG
TGTTTCAAGAATAAAATCGAGCCTAAGTGGGAAGACCCTGTTTGTGCTAATGGTGGAAAG
TGTTTCAAGAATAAAATCGAGCCTAAGTGGGAAGACCCTGTTTGTGCTAATGGTGGAAAG
TGTTTCAAGAATAAAATCGAGCCTAAGTGGGAAGACCCTGTTTGTGCTAATGGTGGAAAG
TGTTTCAAGAATAAAATCGAGCCTAAGTGGGAAGACCCTGTTTGTGCTAATGGTGGAAAG
TGTTTCAAGAATAAAATCGAGCCTAAGTGGGAAGACCCTGTTTGTGCTAATGGTGGAAAG
TGTTTCAAGAATAAAATCGAGCCTAAGTGGGAAGACCCTGTTTGTGCTAATGGTGGAAAG
TGTTTCAAGAATAAAATCGAGCCTAAGTGGGAAGACCCTGTTTGTGCTAATGGTGGAAAG
TGTTTCAAGAATAAAATCGAGCCTAAGTGGGAAGACCCTGTTTGTGCTAATGGTGGAAAG

TGGACTATGACCTTTACCAAAGCAAAATCCGACACCTGTTGGCTGTATACGTTGCTAGCA
TGGACTATGACCTTTACCAAAGCAAAATCCGACACCTGTTGGCTGTATACGTTGCTAGCA
TGGACTATGACCTTTACCAAAGCAAAATCCGACACCTGTTGGCTGTATACGTTGCTAGCA
TGGACTATGACCTTTACCAAAGCAAAATCCGACACCTGTTGGCTGTATACGTTGCTAGCA
TGGACTATGACCTTTACCAAAGCAAAATCCGACACCTGTTGGCTGTATACGTTGCTAGCA
TGGACTATGACCTTTACCAAAGCAAAATCCGACACCTGTTGGCTGTATACGTTGCTAGCA
TGGACTATGACCTTTACCAAAGCAAAATCCGACACCTGTTGGCTGTATACGTTGCTAGCA
TGGACTATGACCTTTACCAAAGCAAAATCCGACACCTGTTGGCTGTATACGTTGCTAGCA
TGGACTATGACCTTTACCAAAGCAAAATCCGACACCTGTTGGCTGTATACGTTGCTAGCA
TGGACTATGACCTTTACCAAAGCAAAATCCGACACCTGTTGGCTGTATACGTTGCTAGCA
TGGACTATGACCTTTACCAAAGCAAAATCCGACACCTGTTGGCTGTATACGTTGCTAGCA

ATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGATATATGTGGAGCAGTTGTAAATGTTAGA
ATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGATATATGTGGAGCAGTTGTAAATGTTAGA
ATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGATATATGTGGAGCAGTTGTAAATGTTAGA
ATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGATATATGTGGAGCAGTTGTAAATGTTAGA
ATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGATATATGTGGAGCAGTTGTAAATGTTAGA
ATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGATATATGTGGAGCAGTTGTAAATGTTAGA
ATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGATATATGTGGAGCAGTTGTAAATGTTAGA
ATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGATATATGTGGAGCAGTTGTAAATGTTAGA
ATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGATATATGTGGAGCAGTTGTAAATGTTAGA
ATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGATATATGTGGAGCAGTTGTAAATGTTAGA
ATGATTGGAGAACAGTTTGATCATGGAGATGATATATGTGGAGCAGTTGTAAATGTTAGA

576
GCAAGGCAAGAAAAAATAGCTTTGTGGACCAAAAATGCTGCG--AATGAGAGTGCTCAGC
GCAAGGCAAGAAAAAATAGCTTTGTGGACCAAAAATGCTGCG--AATGAGAGTGCTCAGC
GCAAGGCAAGAAAAAATAGCTTTGTGGACCAAAAATGCTGCG--AATGAGAGTGCTCAGC
GCAAGGCAAGAAAAAATAGCTTTGTGGACCAAAAATGCTGCG--AATGAGAGTGCTCAGC
GCAAGGCAAGAAAAAATAGCTTTGTGGACCAAAAATGCTGCG--AATGAGAGTGCTCAGC
GCAAGGCAAGAAAAAATAGCTTTGTGGACCAAAAATGCTGTG--TATGAGAGTGCTCAGC
GCAAGGCAAGAAAAAATAGCTTTGTGGACCAAAAATGTTGCG--AATGAGAGTGCTCAGC
GCAAGGCAAGAAAAAATAGCTTTGTGGACCAAAAATTCTGCG--AATGAGAGTGCTCAGC
GCAAGGCAAGAAAAAATAGCTTTGTGGACCAAAAATGCTGCG--AATGAGAGTGCTCAGC
GCAAGGCAAGAAAAAATAGCTTTGTGGACCAAAAATGCTGCG--AATGAGAGTGCTCAGC
GCAAGGCAAGAAAAAATAGCTTTGTGGACCAAAAATGCTGCG--AATGAGAGTGCTCAGC
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Figura 2: Alinhamento parcial dos nucleotideos da regido codificadora do fator de tradugdo

eucaridtico elF4E nas alfaces Calona, Salinas-88, Sierra, Robson, Rafaela e Laurel e gen6tipos

169501, 169501C, 172918 e 162499. Numero de acesso do elF4E utilizado como padrio:

32698523.
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Apesar da analise do elF4E revelar a presenca de um alelo de suscetibilidade, o retardo
no surgimento dos sintomas nos gendtipos analisados indica um potencial material para o
melhoramento. O ciclo da cultura do alface é bem curto, em torno de 45 dias, e as mudas de
alface sdo transferidas para o campo 15 dias apds a emergéncia. Nos experimentos conduzidos
neste trabalho, as plantas de alface foram inoculadas no inicio da fase da cultura. Portanto, o
sistema natural de defesa da planta ndo estd completamente estabilizado tornando-se mais
suscetivel a atuagdo de fitopatdgenos. Mesmo com este entrave, observou-se o atraso no
aparecimento dos sintomas, sendo estes pouco visiveis no inicio da infec¢@o. Estes dados sdo
importantes, pois caso a transmissdo ocorra de maneira natural no campo por afideos, ¢
possivel que a colheita seja feita antes do aparecimento dos sintomas, ndo prejudicando a
aparéncia do produto. Além disso, a metodologia empregada para deteccdo do eIF4E
demonstrou-se eficiente e uma ferramenta util em programas de melhoramento genético a
virus, devendo esta ser sempre realizada concomitantemente com andlises biologicas, podendo
ser inclusive feita para diferentes espécies vegetais em que ja ha descrita a resisténcia

recessiva a virus.
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RESUMO

Os alelos recessivos mol’ e mol’, que codificam o fator de iniciacdo de traducdo elF4e,
conferem resisténcia absoluta ou tolerancia dependendo do isolado de Lettuce mosaic virus. A
VPg viral possibilita contornar o gene mol’, enquanto que a regido C-terminal da CI
(cylindrical inclusion) ambos os genes independentemente. A proteina CI desempenha
importantes funcdes no ciclo viral sendo uma delas uma proteina essencial ao movimento intra
e inter celular e replica¢do viral. Uma possibilidade é que a resisténcia mediada pelo elF4E
esteja associada com a dificuldade do virus infectar sistemicamente a planta, ou de se mover
célula a célula pela interagdo da VPg, CI e elF4E. Deste modo o presente trabalho teve como
objetivo verificar a localizagdo subcelular das proteinas virais VPg, CI e P3NPipo do LMV e o
fator eucariotico elF4E de alface em plantas agroinfiltradas de Nicotiana benthamiana,
hospedeira do LMV. Em plantas sadias, dois dias apds a agroinfiltragao das proteinas isoladas,
a CI foi observada no citoplasma e nucleo, enquanto a VPg no ntcleo e nucléolo. Na
agroinfiltragdo conjunta de CI+VPg, a sub-localizagio da VPg foi alterada, tendo sido
observada no citoplasma, nucléolo e nucleo. Em plantas de fumo infectadas pelo LMV-0
(constru¢do com GFP e mcherry) e agroinfiltradas com CI+VPg, observou-se uma forte
localizacdo da VPg no citoplasma. Pontuagcdes ao longo da membrana plasmadtica,
presumivelmente associadas aos plasmodesmas, foram observadas em todos os ensaios em que
a CI foi agroinfiltrada, independente da constru¢do P3NPipo/VPg/elF4e. A agroinfiltragdo de
CI + P3NPipo e CI + elF4E nao causam alteragdes na localizagdo das duas proteinas, tanto em
plantas sadias quanto infectadas pelo LMV-0. Os ensaios permitiram concluir que a CI, na

presenca do virus, € possivelmente direcionada aos plasmodesmas das células vegetais.

Palavras-chave: Potyvirus, proteinas virais, microscopia confocal
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1. INTRODUCAO

O género Potyvirus ¢ um dos mais importantes e estudados entre os virus de plantas.,
causando perdas significativas em culturas importantes como em alface, tomate e pimentao.
Uma caracteristica importante inerente ao género ¢ a codificacdo de uma poliproteina que se
autocliva em sitios especificos através de trés proteases virais, gerando 10 proteinas
multifuncionais que atuam no ciclo de infec¢do viral (ADAMS et al., 2005, CHUNG et al,
2008). Recentemente uma nova proteina foi descoberta e denominada de PIPO (Pretty
Interesting Potyviridae ORF), incorporada na regido N-terminal da proteina P3, lida na fase +2
(CHUNG et al. 2008). Estudos com PIPO revelam que ela est4 localizada nos plasmodesmas
das células vegetais e que ha uma interagdo com a proteina viral CI (Cylindrical Inclusion). A
CI mutada do Turnip mosaic virus em Nicotiana benthamiana esta envolvida diretamente no
movimento célula a célula dos virus, formando assim um complexo com a PIPO coordenando
a formagdo de estruturas associadas aos plasmodesmas que facilitam o movimento viral (WEI
etal., 2010).

Entre os fatores da planta requisitados pelos potyvirus para a eficiente infecg¢@o viral
encontra-se o fator de tradugdo eucaridtico elF4E. Alguns genes recessivos a potyvirus que
codificam este fator, como por exemplo os genes localizados no l6cus pvr2 em pimentdo e os
genes localizados no 16cus mol, que conferem tolerdncia ao Lettuce mosaic virus em alface
(NICAISE et al., 2003; CHARRON et al., 2008).

A proteina VPg dos potyvirus ¢ uma das mais bem descritas em relagdo as interacdes
envolvendo o fator de tradugdo eucariotico 4E ou suas isoformas. Essa intera¢do ja foi
verificada para diferentes genes recessivos, podendo-se citar varios patossistemas (revisado
por WANG & KRISHNASWAMY, 2012). Apesar desses estudos comprovarem a interag@o
entre a VPg + elF4E, o motivo ou conseqii€éncia dessa interagdo ainda ndo estd completamente
elucidado. O envolvimento na tradu¢do do RNA viral é provavel, mas a interagdo pode
resultar na perturbacdo das algumas fun¢des do hospedeiro ou mesmo ser necessaria para
trafico célula-a-célula (GAO et al., 2004).

A proteina CI além de atuar no movimento viral célula a célula, possibilita a alguns

isolados virais contornar a resisténcia conferida por genes recessivos. Em alface ja foi
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demonstrado que uma mutagdo na regido C-terminal da CI, especificamente no aminoacido
621 desta proteina, foi suficiente para que ocorresse o contorno da resisténcia genética
conferida pelos alelos mol’ e mol2 (ABDUL-RAZZAK et al., 2009). Através de experimentos
de fluorescéncia bimolecular (BiFC), Tavert-Roudet e al. (2012) demonstraram que o elF4E
interage com a regido C-terminal da CI do LMV, entre os aminoacidos 372-643, confirmando
mais uma vez o envolvimento da CI com a resisténcia recessiva conferida pelos genes
localizados no lo6cus mol.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi analisar in vivo a localizagao da CI, proveniente
de um isolado de LMV-0, com o fator de tradugdo cucariotico elF4E' e eIF4E’ de alface,
assim como analisar a CI na presenca da Vpg ¢ P3NPIPO, ambas também provenientes de um
isolado de LMV-0. As localizagdes protéicas foram observadas em células de Nicotiana

benthamiana sadias e infectadas pelo LMV-0, através de microscopia confocal.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Construgao dos plasmideos

O Kit de clonagem Gateway Technology (Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada) foi
utilizado para obtencdo de todas as construgdes usadas neste trabalho. As regides
codificadoras dos genes da P3NPIPO, VPg e CI foram amplificados por PCR a partir de um
isolado de LMV-0, utilizando a enzima Phusion DNA polymerase (New England Biolab).
Para obter as sequéncias da P3NPIPO com e sem cddons de parada no final da proteina,
utilizou-se como estratégia a amplifica¢do através PCRs da regido C-terminal e N-terminal da
proteina. Apos a obtencdo destes, realizou-se um ultimo PCR de fusdo entre as regides C-
terminal e N-terminal do gene (Figura 1). Para a obten¢do da sequéncia do eIF4E' (Alface var.
Mantilia) e eIF4E?, foram realizados PCRs com o primer senso pENT4Ep (5° CACC ATG
AAA TCG GAG GAG C 3’) e dois primers reversos pENT4Estopm (5 TCA TAC TGT GTA
TTT GTT TTT AGC AC 3’) e pENT4Enostopm (5 TAC TGT GTA TTT GTT TTT AGC AC

3’) afim de adquirir fragmentos com codon stop e sem cddon stop, respectivamente.
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Figura 1 — Esquema utilizado para obtencdo do fragmento completo do gene P3NPIPO com
presenca e auséncia de stop codon na regido N-terminal a serem clonados no vetor pENTR

(Gateway Entry Vectors, Invitrogen).

Apb6s o PCR, os fragmentos de DNA foram purificados com o Kit MSB Spin PCRapace
(Invitek) e em seguida clonados no vetor pENTR/D-TOPO (2580bp) da Invitrogen, com
resisténcia a kanamicina. A transformacgdo foi realizada por choque térmico com a
Transforming One Shot Top 10 Competent Escherichia coli, de acordo com a recomendagdo
do fabricante. As colonias obtidas foram selecionadas por PCR, utilizando-se o par de primer
universal M13Fwd e M13Rev. As amostras positivas foram enviadas para sequenciamento
para confirmagdo da sequéncia clonada (GATC Biotech - Bordeaux).

Para as construgdes obtidas e confirmadas pelo seqiienciamento, pENTR-PipostopC-2,
pENTR4E' e pENTR4E*C-7, utilizou-se o vetor de destinagio pB7WGR2, que possui a regido
N-terminal fusionada a Red Fluorescent Protein (RFP). O pENTR-VPg e pDONR-CI,
previamente construidos, foram transferidos para os vetores de destinagdo final pPB7FWG2 (N-
terminal RFP) e pGWB705 (C-terminal GFP — Green Fluorescent Protein). A reagdo de
tranferéncia foi realizada por recombinag@o usando a enzima LR Clonase II (Invitrogen),
seguindo as recomendagdes do fabricante. Em seguida, realizou-se a transformacdo por

eletroporagdo com E. coli competente. As células eletroporadas foram plaquedas em meio LB-
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Agar contendo os antibidticos gentamicina (10 ug/ml) e cloranfenicol (20 ug/ml). As coldnias
obtidas foram novamente selecionadas por PCR utilizando-se o primer senso correspondente a
cada gene e o primer reverso AttB2 (5’ACC CAG CTT TCT TGT ACA AAG TGG T 3°). As
amostras positivas foram enviadas para sequenciamento.

As seqiiéncia obtidas neste trabalho serdo disponibilizadas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Gen- bank/) apds o término de outros experimentos que serdo

vinculados a este.
2.2 Agroinfiltra¢do dos vetores binarios em Nicotiana benthamiana

Os vetores obtidos foram transformados em Agrobacterium tumefaciens estirpe C58Cl1
por eletroporacdo plaqueadas em meio LB-Agar contendo os antibioticos gentamicina (10
ug/ml), spectinomicina (50 ug/ml) e rifampicina (25 ug/ml). As colonias novamente foram
selecionadas utilizando um primer senso especifico de cada gene e o primer reverso AttB2 e
sequenciadas para confirmagdo do fragmento. Todas as analises das sequéncias foram
realizadas pelo programa ApE — A plasmid Editor
(http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/). Para o ensaio de agroinfiltragdo, as
coldnias bacterianas foram inicialmente cultivadas em 5 mL de meio LB liquido a 28°C,
durante a noite toda, contendo os antibidticos especificos e posteriormente utilizadas na
inoculagdo de 50ml de meio LB contendo os antibioticos spectinomicina, rifampicina e
gentaminina (28°C, noite toda). A suspensdo de agrobacteria obtida foi entdo centrifugada,
ressuspendida em 10 mM  de MgCI2 ¢ 100 mM de acetoseringona. A solugdo de cada
amostra foi diluida até obter-se 0,5 de densidade 6tima (O.D.) a 600 nm. A solugdo
permaneceu incubada entre 2 a 3 horas em temperatura ambiente. As plantas de N.
benthamiana foram agroinfiltradas e mantidas em casa de vegetacdo por 2 a 3 dias.

Para os experimentos de co-agroinfiltragdo entre a proteina CI e as proteinas P3NPipo,
Vpg, eIF4AE' ¢ eIF4E’, realizou-se a mesma metodologia de obtencdo da cultura bacteriana e
para preparo da solug@o a ser agroinfiltrada utilizou-se a propor¢ao 1:1 de cada construgdo. Os

experimentos realizados no trabalho foram repetidos pelo menos 3 vezes.
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2.3 Inocula¢do do LMV-GFP e LMV-mCherry em N. benthamina e alface cultivar Trocadero

Foram utilizados para inoculagdo folhas preservadas pela metodologia descrita por BOS
et al. (1994). A alface foi inoculada no primeiro par de folhas verdadeiras e duas semanas
depois foi realizada a agroinfiltragdo. Em N. benthamiana as amostras foram inoculadas 3
semanas antes da agroinfiltracdo. Foi utilizado tampao fosfato de potéassio 0,05 M pH 8.0, o
abrasivo o carborundum (600 mesh) e carvdo vegetal em po para inoculagdo das folhas
dessecadas. Apos inoculag@o as plantas foram lavadas e mantidas em casa de vegetagdo. As
plantas inoculadas com LMV-GFP foram observadas em lupa binocular (Zeiss) para

confirmagdo da infecgdo viral.

2.4 Confirmacgao da fusdo proteica por Western Blot

Para confirmacdo da fusdo das proteinas GFP e RFP no plasmideo construido foram
realizadas varias tentativas de analise por Western Blot. Inicialmente as folhas foram
observadas no microscopio confocal para confirmar a localizag@o subcelular das proteinas. As
construgdes que foram examinadas e que obtiveram confirmacdo no confocal através da
fluorescéncia foram separadas e posteriormente as folhas agroinfiltradas foram extraidas
utilizando o tampao LOB contendo (3-mercaptoetanol.

As amostras de N. benthamiana agroinfiltradas com as constru¢cdes VPg-RFP ¢ CI-GFP
foram extraidas e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas com o reagente
Instant Blue (Expedeon — Protein Discovery & Analysis).

Para o ensaio de Western Blot, o gel foi transferido para uma membrana de
nitrocelulose. Os anticorpos utilizados foram o anti-GFP e anti-VPg, produzidos previamente
no laboratério do INRA (Institut National de la Recherche Agronomique) de Bordeaux,
Franga. Os anticorpos foram adicionados no tampao TTBS (Tris HC1 1M PH: 7,4, NaCl 5M e
Tween-20) contendo 0,3% de leite desnatado. Em seguida a membrana permaneceu durante a
noite sob agitacdo a 4°C. Apds este periodo as amostras foram lavadas no tampao TTBS trés
vezes ¢ em seguida adicionou-se o segundo anticorpo. Incubou-se por 2h sob agitacdo a
temperatura ambiente, e lavou-se a membrana trés vezes com o tampdo TTBS. Para a

revelagdo, utilizou-se o reagente NBT/BCIP (BioRad).
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2.5 Microscopia confocal

As plantas agroinfiltradas tiveram suas folhas observadas no microscopio confocal 2 ou
3 dias apds a realizagdo da agroinfiltragdo, utilizando o equipamento Leica TCS SP2 com os
lasers de Argdnio e Helio-Neonio. A proteina GFP foi excitada a 488nm e a luz foi capturada
entre 525-550. Para as proteinas RFP e mCherry a excitagdo foi de 543 e a luz foi capturada a

590-630 nm. As imagens foram geradas utilizando o programa Leica LCS.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

Através de observacdes subcelulares in planta das proteinas virais P3N-PIPO, VPg e dos
fatores de tradugdo eucaridticos eIFAE' ¢ eIF4E?, de forma isolada e na presenca da proteina
CI, buscou-se analisar a expressdo das proteinas em plantas sadias e infectadas pelo LMV
(LMV-mCherry e LMV-GFP). As construgdes testadas foram VPg-CterRFP, PIPO-NterRFP,
4E'-NterRFP, 4E*-NterRFP e CI-NterGFP, sem nenhuma mutagdo inserida nas proteinas.

Inicialmente foi testada isoladamente a proteina CI-GFP em alface (Lactuca sativa var.
Trocadero) e posteriormente as analises foram realizadas somente em Nicotiana benthamiana,
por esta possibilitar resultados mais rapidos. Através da andlise da proteina CI-GFP em alface
e fumo sadios, verificou-se a localizacdo desta proteina no citoplasma e nucleo das células
vegetais (Figura 2), sendo confirmada a presenca no nucleo através da co-agroinfiltragdo da

proteina fibrilarina, usada como controle da localiza¢do nuclear.
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Figura 2 — Localizagdo da proteina CI-GFP: no citoplasma e nucleo das células de M.
benthamiana (A), localizagdo da proteina fibrilarina (Fib-RFP) no ntcleo da célula (B),
localizagdo da proteina CI-GFP no citoplasma e nucleo das células de alface Trocadero (C),
confirma¢do da localizagdo nuclear da CI-GFP em alface utilizando a fibrilarina (Fib-RFP)

como controle (D). Setas azuis indicam localiza¢do no nucleo celular.

Em experimentos de localizag¢do da proteina CI do Turnip mosaic virus (TuMV), Wei
et al. (2010) verificaram que em N. benthamina sadia, nos estadios iniciais de infec¢do, a CI
encontra-se na parede celular e forma estruturas agregadas no citoplasma, sendo que estas
estruturas ndo foram associadas a localizagdo nuclear. A visualizagdo da CI no nucleo foi
somente observada quando uma constru¢do utilizada continha mutag@o nesta proteina oriunda
to Tobacco etch virus (TEV) (WEI et al., 2010). Portanto, no patossistema LMV, onde a CI
ndo foi alterada (tipo selvagem), tanto em alface quanto em fumo a localizagdo foi no nticleo e

citoplasma.
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Porém, quando a CI-GFP foi agroinfiltrada em N. benthamiana, previamente infectada
com LMV(0)-mCherry, observou-se pontuagdes da proteina ao longo da membrana celular,
além da localizag@o nuclear e citoplasmatica verificada anteriormente. Resultados semelhantes
foram obtidos por Wei et al. (2010), onde pontuagdes da CI-mRFP do TuMV foi visualizada
em fumo infectado por esse mesmo virus. Segundo este autor, as pontuagdes estdo
relacionadas a posi¢do do plasmodesma nas células. Assim, os resultados obtidos indicam que
a CI ao interagir com as outras proteinas virais, no caso do LMV-0 testado neste trabalho, ¢
direcionada para o plasmodesma e pode auxiliar no movimento viral.

A co-localizagdo in planta entre as proteinas CI-GFP e P3NPIPO-RFP foi observada
em N. benthamiana sadia e infectada pelo LMV-0, pois ha evidéncias de que a P3N-PIPO,
juntamente com a CI, ambas oriundas do Turnip mosaic virus (TuMV), coordenem a formagao
de estruturas conicas proximo a plasmodesmas, conectando células adjacentes,
proporcionando a passagem de particulas virais (WEI ez al., 2010).

Em fumo sadio verificou-se primeiramente a localiza¢do das proteinas separadamente
e em conjunto (CI-GFP + P3N-PIPO-RFP). Foi observado que a P3N-PIPO, esta localizada no
nicleo e na membrana plasmatica (Figura 3). Vijayapalani et al. (2012), analisando o
movimento da proteina P3N-PIPO do TuMV em N. benthamiana através de bombardeamento,
verificaram que 48h apos a introdug¢do do virus, a proteina expandiu sua localizagdo da
membrana plasmatica para o citoplasma e possivelmente para o nucleo celular. J& Wei et al
(2010), verificaram por agroinfiltragdo a presenca da P3N-PIPO na membrana e plasmodesma,
onde a localizagdo das pontuacdes ao longo da membrana foi confirmada através de uma
constru¢do PDLP1-mRFP (plasmodesma).

No experimento da P3N-PIPO-RFP as pontuagdes ao longo da membrana celular
também puderam ser observadas, porém fracamente. Nao se observou diferengas significativas
na localizagdo das proteinas CI-GFP + P3N-PIPO-RFP agroinfiltradas em fumo sadio ou
infectada pelo LMV-0 (mCherry ou GFP) (Figura 3).
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Figura 3 — Localizacdo da proteina CI-GFP no citoplasma e nucleo da célula (3A),
Localizagdo da P3N-PIPO-RFP no nucleo e citoplasma (3B), Co-agroinfiltacdo em fumo com
a CI-GFP e P3N-PIPO-RFP (3C-D), Controle negativo da agroinfiltragdo (3E), Localizacdo da
proteina CI-GFP em fumo infectado com LMV-mCherry e na presenga da P3N-PIPO-RFP, a
seta indica as pontuag¢des ao longo da membrana (3F-G), Localizagdo da CI-GFP na presenca
do LMV-mCherry (3H-I), Localizag¢do da proteina P3N-PIPO-RFP na presenca da CI-GFP em
fumo infectado pelo LMV-GFP (3J-K), Localizagdo da proteina P3N-PIPO-RFP em fumo
infectado pelo LMV-GFP (3L-M). Setas azuis indicam localiza¢do no nucleo celular, setas

vermelhas indicam pontuagdes da proteina na membrana celular.

As proteinas virais VPg e CI atuam como determinantes de viruléncia e devido a sua
importancia no ciclo viral, foi analisada como ambas sdo expressas in planta de forma isolada
e conjunta. Tavert-Roudet et al. (2012) verificaram que a regido C-terminal da CI (aa 372-643

- CI do LMV-0) interage in vitro com a VPg do LMV-0 e LMV-E, porém com intensidades
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diferentes, onde na relagdo das proteinas provenientes do LMV-E foram observadas altos
sinais de interagcdo CI-VPg.

Inicialmente foi analisada em fumo sadio a VPg-RFP isoladamente e depois na
presenca da CI-GFP. A VPg-RFP foi observada restrita ao nucleo e nucléolo das células
vegetais (Figura 4), confirmando os resultados obtidos por Rajamaki & Valkonen (2009), onde
verificou-se que a VPg do Potato virus A encontrava-se nos mesmos locais. Segundo Hiscox
(2007), proteinas virais localizadas no nucleo ou nucléolo podem atuar recrutando as proteinas
nucleares a fim de facilitar a replicacdo viral.

Porém, quando a VPg-RFP foi agroinfiltrada com a CI-GFP, tanto em plantas de fumo
sadias quanto em infectadas previamente com o LMV-0, observou-se uma distribui¢do da
proteina pelo citoplasma da célula vegetal. O resultado ndo foi 0 mesmo quando se retirou a
CI-GFP das andlises, neste caso a VPg permaneceu restrita ao nicleo e nucléolo (Figura 4).
Este resultado pode evidenciar que o direcionamento da VPg para o citoplasma na presenga da
Cl, independentemente da presenga do LMV na planta, pode estar relacionado com o
recrutamento da VPg pela CI para o movimento célula-a-célula. Porém, outros experimentos

devem ser conduzidos para elucidar melhor esta hipdtese.
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Figura 4 — Localizacdo da proteina CI-GFP no citoplasma e nucleo da célula (4A),
Localizagdo da VPg-RFP no nucleo e nucléolo (4B), Co-agroinfiltagdio em fumo com a CI-
GFP e VPg-RFP onde na presenga da proteina CI, a VPg passa a localizar-se no citoplasma
(4C-D), Controle negativo da agroinfiltragdo (4E), Localizagdo da proteina VPg-RFP em fumo
infectado com LMV-GFP e na presenca da CI-GFP, a seta indica as pontuagdes da CI ao
longo da membrana e a localizacgdo da VPg no nucleo, nucléolo e citoplasma (4F-G),
Localizagdo da VPg-RFP na presenca do LMV-GFP (4H-I). Setas azuis indicam localizagado
no nucleo celular, setas vermelhas indicam pontuac¢des da proteina na membrana celular, setas

brancas indicam a localizagdo da proteina no citoplasma.

Os experimentos realizados com o eIF4E' e eIF4E?, provenientes de alface, visaram
analisar a localizacdo destas proteinas de forma isolada e na presenca da proteina CI, em
plantas sadias e infectadas pelo LMV-0. Previamente j4 foi relatado por Tavert-Roudet ef al.
(2012), que a regido C-terminal da CI interage com o fator de tradugdo eucaridtico 4E, através

de analises de BiFC.
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No resultado das observagdes da localizagio do eIF4E' e eIF4E?, nio foi observada
diferenca entre a posicdo dos dois fatores, tanto em plantas sadias quanto em plantas
infectadas pelo LMV-0. A presenca da CI-GFP também ndo alterou a localizacdo das
proteinas. Os fatores de traducdo eucariotico 4E' e 4E% oriundos de alface, encontram-se
localizados no citoplasma e nicleo em todos as interagdes testadas (Figura 5). Beauchemin et
al. (2007), analisando a localizagdo subcelular da elF(iso)4E de Arabidopsis thaliana em N.
benthamiana verificaram que o elF(iso)4E concentrava-se ao redor do nucleo e no citoplasma.
De acordo com Wang & Krishnaswamy (2012), o elF4E ¢ preferencialmente uma proteina
nuclear, porém em plantas sua localizacio pode ser dindmica. Portanto, a diferenca da
localizagdo no nticleo pode ter ocorrido devido a diferenga de interagdo entre os elFs e plantas

hospedeiras utilizadas.

Figura 5 — Localizacdo da proteina CI-GFP no citoplasma e nucleo da célula (5A),
Localizagdo do fator 4E'-RFP no niicleo e citoplasma (5B), Co-agroinfiltagio em fumo com a
CI-GFP e P3N-PIPO-RFP (5C-D), Controle negativo da agroinfiltragdo (5E), Localiza¢do da
proteina CI-GFP em fumo infectado com LMV-mCherry e na presen¢a da 4E'-RFP, a seta
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indica as pontuagdes ao longo da membrana (5F-G), Localizagcdo da CI-GFP na presenca do
LMV-mCherry (5H-I), Localizagio da proteina 4E'-RFP na presenca da CI-GFP em fumo
infectado pelo LMV-GFP (5J-K), Localizagdo da proteina 4E'-RFP em fumo infectado pelo
LMV-GFP (5L-M). Setas azuis indicam localizagdo no nucleo celular, setas vermelhas

indicam pontuagdes da proteina na membrana celular.

Nos ultimos anos trabalhos importantes de localizag@o e interag@o entre proteinas virais
vem sendo realizados. Vdrias proteinas dos potyvirus ja foram observadas interagindo com
diferentes proteinas de plantas, onde a HC-Pro, P3 e VPg, aparentemente sdo as proteinas
virais que mais interagem com as proteinas do hospedeiro (ELENA & RODRIGO, 2012). No
caso da proteina capsidial dos potyvirus (CP) ja foi observado em microscopia eletronica uma
interagdo com a proteina CI no plasmodesma das células, sendo ambas proteinas provenientes
do Tobacco vein mottling virus (TVMV) (RODRIGUEZ-CEREZO et al., 1997). Ja a VPg do
LMV interage in vitro com o elF4E de alface (ROUDET-TAVERT et al., 2007). Através da
técnica BiFC em N. benthamiana, verificou-se que a HC-Pro das espécies Potato virus A
(PVA), Potato virus Y (PVY) e TEV interagiram com o elF4E de tabaco (Nicotiana tabacum)
e batata (Solanum tuberosum), sendo esta ultima interacdo mais fraca (POIKELA et al., 2011).

Ha evidéncias de que a P3N-PIPO est4 relacionada com o movimento viral célula-a-
célula (WEN & HAJIMORAD, 2010; WEI et al., 2010) e que também interage com proteinas
da planta como a PCaP1, onde ambos ancorariam na membrana plasmatica e no plasmodesma
formando um complexo entre a planta e o virus (VIJAYAPALANI et al., 2012).

A expressao das proteinas fusionadas nao puderam ser confirmadas por Western Blot,
apesar de varias tentativas terem sido realizadas, porém sem resultado conclusivo. Esta etapa
do trabalho estd sendo solucionada pela Equipe de Virologia do Institut National de La
Recherche Agronomique (INRA) de Bordeaux, através da aquisi¢do de novos antissoros a
serem utilizados. Os resultados obtidos neste capitulo sdo preliminares sendo necessarios
outros experimentos a fim de elucidar melhor a interagdo entre as proteinas analisadas no

patossistema LMV-planta hospedeira.
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