UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS
CAMPUS DE BOTUCATU

COMPORTAMENTO DE GENOTIPOS DE ALFACE COM O ALELO

mo1® AO Lettuce mosaic virus E Lettuce mottle virus

GERSON SHINYA SUZUKI

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da UNESP - Campus
de Botucatu, para obtencéo do titulo de
Mestre em Agronomia (Protecdo de Plantas).

BOTUCATU -SP
SETEMBRO - 2014



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS
CAMPUS DE BOTUCATU

COMPORTAMENTO DE GENOTIPOS DE ALFACE COM O ALELO

mo1° AO Lettuce mosaic virus E Lettuce mottle virus

GERSON SHINYA SUZUKI

Orientador: Profa. Dra. Renate Krause Sakate

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas da UNESP - Campus
de Botucatu, para obtencdo do titulo de
Mestre em Agronomia (Protecdo de Plantas).

BOTUCATU -SP
SETEMBRO - 2014



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TECNICA DE AQUISICAO E TRATAMENTO
DA INFORMAGAO — DIRETORIA TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - UNESP —
FCA — LAGEADO — BOTUCATU (SP)

Suzuki, Gerson Shinya, 1984-

S968c Comportamento de genétipos de alface com o alelo mol® ao
Lettuce mosaic virus e Lettuce mottle virus / Gerson Shinya
Suzuki. — Botucatu : [s.n.], 2014

vi, 34 f. : fots. color., ils. color., tabs.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Ciéncias Agronbémicas, Botucatu, 2014

Orientador: Renate Krause Sakate

Inclui bibliografia

1. Alface - Resisténcia a doencas e pragas - Aspectos
genéticos. 2. Alface — Variedades. 3. Virus de plantas. 1I.
Sakate, Renate Krause. I1. Universidade Estadual Paulista
“Jalio de Mesquita Filho” (Campus de Botucatu). Faculdade
de Ciéncias Agrondmicas. I111. Titulo.




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRONOMICAS
CAMPUS DE BOTUCATU

CERTIFICADO DE APROVACAO
TITULO: “COMPORTAMENTO DE GENOTIPOS DE ALFACE COM O ALELO

mol° AO Lettuce mosaic virus E Lettuce mottle virus”

ALUNO: GERSON SHINYA SUZUKI

ORIENTADORA: PROFA. DRA. RENATE KRAUSE SAKATE

APROVADO PELA COMISSAO EXAMINADORA:

/ /| /, T
A~ QAQ AU/

PROFA. DRA. RENATE KRAUSE SAKATE

PROF. DR: MARCELO AGENOR PAVAN

4

DR, JULIO'MASSAHARU MARUBAYASHI

Data da Realizagdo: 19 de setembro de 2014.



AGRADECIMENTOS

A Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — UNESP, Campus de Botucatu, pelo suporte e

oportunidade para realizar esse trabalho.

A toda a minha familia, por todo o0 amor, incentivo, compreenséo e pela criacéo.

A minha orientadora Profa. Dra. Renate Krause Sakate pelo acolhimento, orientagdo e
ensinamentos durante a conducéo deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Marcelo Agenor Pavan, pela ajuda e contribuicdes a este trabalho.

Ao Prof. Dr. Norberto da Silva, por fornecer os genoétipos utilizados neste estudo.

Ao Dr. Julio Massaharu Marubayashi, pela amizade, ensinamentos e conselhos.

Aos professores Carlos Gilberto Raetano, Antonio Carlos Maringoni, Edson Luiz Furtado,
Silvia Renata S. Wilcken, Rumy Goto e Regiane Cristina de Oliveira F. Bueno, Adriana Z.
Kronka que contribuiram para a minha formacéo ao longo do curso.

Aos colegas e companheiros do laboratorio de Virologia Vegetal, Tatiana Mituti, Ménika
Fecury, Kelly C. Rocha, Bruno De Marchi, Leticia Moraes, Milena Leite, Marcelo Soman,
Leysimar Pitzr, David Spadotti, Leonardo Barbosa, Evelynne Urzédo, Isabel Hoffmann,
Denise Nozaki, Cristiane Melo, Daiana Bampi, Késsia Pantoja e Gabriel pelo

companheirismo, conselhos e aprendizado ao longo dessa caminhada.

Aos amigos da Rep. Tent’s, Lucas, Leo, Jodo, Eduardo, Claudio e Renato pelo

acolhimento nos periodos em que estive em Botucatu.

Aos Funcionarios do departamento de Protecdo de Plantas, Sr. Norbeto, Fatima, Samuel,

Adriana e em especial ao Sr. Paulinho pela ajuda prestada e simpatia.

E a todos que contribuiram direta ou indiretamente para a realizacdo deste trabalho.



SUMARIO

Péagina

L RESUMO ...ttt bbbttt bbbt b ettt bbbt ene s 1
2 SUMMARY ..ottt b et e ettt be e R e e re e st et et tenbe st neeneeres 3
BINTRODUGAD ..ottt sttt sttt ettt 5
AREVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt ersses s enesss s sanansens 7
4.1 Principais caracteristicas do género POLYVIIUS .........ccccvvveirierierieiene e 7

4.2 Lettuce MOSAIC VIFUS — LIMV ..ot 9

4.3 Transmissdo de LMV por afite0s ........cceveieriiini e 10

4.4 A resisténcia da alface a0 LMV e seu controle .........cccoovvvvieneneicncicnesee, 11

4.5 Lettuce mottle VIrUS (LEMOV)....couiiiiieiiecic et 14

5 MATERIAIS E METODOS ......cocooieieieeeiieetesesesiese s st enss s sassesss s sesessasnens 16
5.1 Localizagao d0S EXPErMENTOS.......ccviiviririeiieeiieienie ettt 16

5.2 Escolha do iS01ado Viral...........ccooiiiiiiiiiiiee e 16

5.3 Manutengao do iS0lado Viral............ccocoiiiiiiiiiiie 17

5.4 Transmissdo via extrato vegetal de isolados do LMV-SK e LeMoV ................... 17

5.5 Transmiss80 Via afide0S ........cccvverieiieiiiiiisieeee e 18

5.6 Teste bioldgico com plantas diferenciadoras............cccvvveieeieiiieiveie e 19

5.7 Extracdo de RNA Total pelo método de Bertheau et al. (1998)...........ccccvevrvenenn. 19

5.8 AMPLificag8o POr RT-PCR ......c.coii i 20

T O TS (R0 o] [0 oo OSSPSR 21

6 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......oovuiiiiriieiesiseissieeisssse st 22
6.1 Inoculagao por extrato Vegetal..........cccoeiiiiiiii i 22

6.2 Deteccdo do LMV-SK e LeM0oV por RT-PCR .......cccccevviierieece e 24

6.3 Detecgdo do LMV-SK POr ELISA ..o 25

7 CONCLUSOES. ...ttt 29

B8 REFERENCIAS .....oooiiiietee ettt 30



LISTA DE TABELAS
Pagina

Tabela 1. Reacdo de cultivares de alface a isolados de LMV classificados em diferentes

patétipos (de acordo com Pink et al., 1992). .....ccciiiiiiiiiiiiiieieieese e 13
Tabela 2. Cronograma de transmiss@es via extrato vegetal e via afideos. DAT: dias apds o

TrANSPIANTIO. 1..eeveeiecie ettt e e et e reeaeaneenre s 18



Vi

LISTA DE FIGURAS

Pagina

Figura 1. Representacdo do genoma dos potyvirus mostrando as proteinas diferentes
geradas ap0s clivagem da poliproteina. Os nimeros apresentados indicam o primeiro
e ultimo nucleotideo da ORF completa do Turnip mosaic virus (fonte: WEI et al.,
70 0 ) P 8
Figura 2. A) Alface cultivar “‘Trocadero’ (esquerda) e alface 169501(11-02) e B) alface
cultivar ‘Trocadero’ (esquerda) e alface 169501C (11-03) aos 14 dias ap0s

inoculagdo com 0 LEettuCe MOSAIC VIFUS. ......ccvveiveeieiieiieeiesee st sve et ra e 23
Figura 3. Sintomas ocasionados pelo Lettuce mottle virus em alface cultivar
“Trocadero’(A) e nos gendtipos 169501C (11-03) (B) e 169501 (11-02) (C)............. 24

Figura 4. Analise em gel de agarose a 0,8% da RT-PCR para LMV. M: Marcador
molecular 1Kb plus DNA Ladder; 1 a 3: cultivar 169501C (11-03); 4 a 6: 169501
(11-02); 7: alface “Trocadero’ infectada com LMV-SK; 8 e 9: controles positivos para
LMV; 10: planta sadia; € 11: AQUAL.......cccereiiieiierieiie et sie e sre e e ae e 25

Figura 5. Analise em gel de agarose a 0,8% da RT-PCR para LeMoV: 1 a 3: amostras da
variedade 169501C (11-03); 4 a 6: amostras da variedade 169501 (11-02); 7: alface
‘Trocadero’ infectada com LeMoV; 8: controle positivo; 9: planta sadia e 10: agua. 25

Figura 6. Arvore filogenética obtida pelo programa Mega 5.0 com os isolados de LMV. A
arvore foi construida utilizando neighbor joining, com valor de Bootstrap de 2000. .27

Figura 7. Alface cultivar ‘Salinas 88 (A) com sintoma de leve clareamento das nervuras e
C. quinoa sintoma de lesdo local (B) aos 14 dias ap0s retroinoculagéo..................... 28



1 RESUMO

COMPORTAMENTO DE GENOTIPOS DE ALFACE COM O ALELO mo1° AO
Lettuce mosaic virus E Lettuce mottle virus. Botucatu, 2014. 34 p. Dissertacéo
(Mestrado em Agronomia / Protecdo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias Agronémicas,

Universidade Estadual Paulista.

A alface (Lactuca sativa L.), pertencente a familia Asteraceae, é
uma das hortalicas mais consumidas no Brasil. Um dos principais problemas fitossanitarios
para essa cultura sdo as fitoviroses, em especial o Lettuce mosaic virus (LMV), que causa
elevados prejuizos aos produtores em diversas regides do pais, além do Lettuce mottle
virus (LeMoV), que vem crescendo em importancia nos ultimos anos. Como forma de
controle, o uso de variedades resistentes € maneira mais eficaz de contornar os danos
causados por virus. Na maioria das variedades resistentes de alface faz-se o uso de genes
recessivos, em sua maioria envolvidos na interacdo planta-virus, sdo os chamados
codificadores de fatores de iniciacdo de traducdo eucaridticos (elFs). Diante disso, este
trabalho teve como objetivo avaliar dois gendtipos de alface (169501 e 169501C), quanto a
resisténcia ao LMV e ao LeMoV. Foram realizadas transmissdes via extrato vegetal nos
dois gendtipos de alface com LMV e LeMoV em diferentes intervalos de tempo. Para
LMV também foram realizadas transmissdes por afideos. As duas variedades testadas se
mostraram resistentes ao LMV nas duas formas de transmissdo, mas apresentaram
sintomas quando inoculadas com LeMoV. Em reacdes de RT-PCR com oligonucleotideos
especificos, foram comprovadas a auséncia de LMV e a infec¢do por LeMoV nas plantas
inoculadas. O isolado de LMV ap6s analise do sequenciamento da porcdo N’ terminal da



regido codificadora para a proteina capsidial e analise biologica, ndo pertence aos
subgrupos Most e Common. Dentre as variedades ‘Ithaca’, ‘Malika’, “Vanguard 75’ e
‘Salinas 88’ somente na variedade ‘Salinas 88’, que possui 0 gene mo1?, o isolado de LMV

foi capaz de causar sintomas.

Palavras-chaves: alface, Lettuce mosaic virus, resisténcia.



2 SUMMARY

BEHAVIOR LETTUCE GENOTYPES WITH THE ALLELE mo1° TO Lettuce
mosaic virus AND Lettuce mottle virus. Botucatu, 2014. 34 p. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia / Protecdo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade
Estadual Paulista.

Author: GERSON SHINYA SUZUKI

Adviser: RENATE KRAUSE SAKATE

Lettuce (Lactuca sativa L.) belongs to the Asteraceae family and is
one of the most consumed vegetables in Brazil. One of the major disease problems in this
crop are plant viruses, especially the Lettuce mosaic virus (LMV) that cause losses to
producers in various regions of the country, but also Lettuce mottle virus (LeMoV). As a
form of control, the use of resistant varieties is the most effective way to overcome the
damage caused by plant viruses. Most of the resistant varieties of lettuce makes the use of
recessive genes, mostly involved in plant-virus interactions and characterized as eukaryotic
translation initiation factor (elFs). Thus, this study aimed to evaluate two lettuce genotypes
(169501 and 169501C) for resistance to LMV and LeMoV. LMV and LeMoV were sap
transmitted at different time of intervals. For LMV also transmissions with aphids were
carried out. The two varieties tested were resistant to LMV in both forms of transmission,
but showed symptoms when inoculated with LeMoV. In RT-PCR with specific primers,
LMV was not detected but LeMoV yes, confirming the infection in the inoculated plants.

The isolate of LMV used in the tests was not classified as belonging to subgroups Most



and Common. Varieties 'lthaca’, 'Malika', 'Vanguard 75" and 'Salinas 88' were sap

inoculated and only symptoms could be observed in Salinas 88, that carries mo1? gene.

Keywords: lettuce, Lettuce mosaic virus, resistance.



3 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) tem como centro de origem regides de
clima temperado no sul da Europa e Asia Ocidental. E uma planta herbacea, com caule
diminuto, onde as folhas se prendem. As folhas sdo delicadas e crescem na forma de roseta
em torno do caule. Existem varios tipos de cultivares de alface que foram desenvolvidos
através de programas de melhoramento no Brasil e no exterior, entre eles podemos citar:
repolhuda-crespa (americana), repolhuda-manteiga, solta-lisa, solta-crespa, romana e
mimosa (FILGUEIRA, 2007).

Economicamente, a alface é uma das hortaligas mais importantes
no mundo. No Brasil, a regido sudeste concentra a maior producdo, tendo o estado de S&o
Paulo como um dos principais produtores, com uma area cultivada de 9.099,04 ha e
producdo de 110.035,11 toneladas no ano de 2013 e movimentou R$ 160.321.172,72 (IEA,
2014).

A cultura da alface é acometida por diversos problemas
fitossanitarios, entre elas estdo as doencas causadas por virus que podem ser transmitidos
por diferentes vetores ou por sementes contaminadas, e que depois de ocorrida a infec¢do
ndo possuem formas de controle. Dependendo das condi¢des edafoclimaticas e dos
cuidados empregados a cultura, os virus podem causar perdas de até 100% (RESENDE &
CUPERTINO, 1995).

As principais doencas causadas por virus na alface sdo 0 mosaico

da alface causada pelo Lettuce mosaic virus, LMV e os virus do género Tospovirus, que



causam a doenca conhecida como vira-cabeca (SALAS, 2001). Ha também o Lettuce
mottle virus, LeMoV um provavel virus pertencente ao género Sequivirus (JADAO, 2004).

O LMV pertence a familia Potyviridae, género Potyvirus, possui
particulas flexuosas e filamentosas e genoma composto por uma molécula de RNA fita
simples, sentido positivo (SHUKLA, 1994).

A resisténcia genética como modo de controle de fitoviroses é a
mais eficaz. Os genes recessivos mol' e mol® existentes em alface que conferem tolerancia
ao Lettuce mosaic virus (LMV), séo um bom exemplo disso. O LMV pode ser dividido em
dois grupos denominados LMV-Common e LMV-Most. O LMV-Most tem a capacidade
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 isolado ja foram
descritos em diversas regides do mundo, inclusive no Brasil (KRAUSE-SAKATE et al.,
2002) entretanto ndo ha variedades resistentes ou tolerantes para os LMV-Most.

Os gendtipos de alface 169501(11-02) e 169501C (11-03)
fornecidos pelo Prof. Dr. Norberto da Silva, foram testados quanto a infec¢do pelo LMV
AF199 e apresentaram sintomas leves de infec¢do viral (MOURA, 2013). Estes mesmos
gendtipos quando avaliados pela empresa Sakata Seed Sudamérica, ndo apresentaram
sintomas de LMV, utilizando-se o isolado aqui denominado de LMV-SK. Deste modo, 0s
objetivos deste trabalho foram de melhor caracterizar o isolado LMV-SK quanto a sua
capacidade de infectar estes genoétipos, bem como infectar a série diferencial de alface
descrita por Pink et al. (1992). O sequenciamento parcial da regido codificadora para as
proteinas NIb e CP e posterior construcdo de uma arvore filogenética também
possibilitaram avaliar o LMV-SK, nesta porcdo do genoma, comparativamente a outros

isolados.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Principais caracteristicas do género Potyvirus

Cerca de 30% dos virus de plantas ja descritos pertencem a familia
Potyviridae, sendo também uma das familias mais estudadas entre os fitovirus. Os
membros desta familia podem ser classificadas em sete géneros (Potyvirus, Bymovirus,
Rymovirus, Tritimovirus, Macluravirus, Ipomovirus e Brambyvirus) (KING et al., 2012).
Os Potyvirus representam cerca 20% dos fitovirus ja relatados, incluindo os virus
transmitidos por afideos (HULL, 2002). As divisdes de género sdo baseadas no inseto
vetor que o transmite e 0 numero de componentes do genoma viral, que é conservado
dentro da familia, com excecdo do género Bymovirus que apresenta genoma bipartido
(BERGER et al., 2005; KING et al., 2012).

Os Potyvirus possuem particulas alongadas e flexuosas que variam
de 680 a 900 nm de comprimento, cerca de 11 a 15 nm de largura e espessura de 3,4 nm.
Seu genoma é constituido por uma molécula de RNA de fita simples, contendo em torno de
10.080 nucleotideos, senso positivo, apresentando uma Unica fase aberta de leitura (open
reading frame, ORF) localizada entre duas regides ndo codificadoras 5’NTR e 3’NTR. E
composto por uma poliproteina precursora que da origem a 10 proteinas e uma proteina
incorporada na regido codificadora para a proteina P3, chamada PIPO (CHUNG et al.,
2008; KING et al., 2012) (Figura 1). Esta regido é traduzida na fase +2 e sua expressdo
ocorre pela fusdo da proteina P3 na regido N-terminal (P3N-PIPO). Em geral os potyvirus

possuem a proteina VPg no terminal 5’ ligada de maneira covalente e uma cauda



poliadenilada (poli-A) no terminal 3°. (MURPHY et al., 1991; ADAMS et al., 2005;
BERGER et al., 2005).

A proteina Cl forma inclusbes cilindricas denominadas “cata-
vento” no interior da células infectadas, que é uma caracteristica taxonémica importante de
espécies classificadas na familia Potyviridae (MURPHY et al., 1991). A NIb (Nuclear
inclusion b) forma inclus6es nucleares, assim como a proteina Nla (Nuclear inclusion a -
VPg-Pro) (URCUQUI-INCHIMA et al, 2001). Dessa forma a poliproteina dos potyvirus €
processada através de trés proteases codificadas pelos virus que sdo denominadas de P1,
HC-Pro e Nla. A P1 e a HC-Pro autoclivam-se em cis. A Nla atua de duas maneiras: na
propria clivagem em cis e em seis clivagens em trans (DAROS & CARRINGTON, 1997;
URCUQUI-INCHIMA et al., 2001).

b ™~
P1 | HC-Pro P3 = cl = [NlavPg|NIaPro| Nib cP [(A)n
5 Tt !
131 % o4 9625
P3N-PIPO .-"PIPO".
3079 3258

Figura 1. Representacdo do genoma dos potyvirus mostrando as proteinas diferentes
geradas ap0s clivagem da poliproteina. Os nimeros apresentados indicam o primeiro e
ultimo nucleotideo da ORF completa do Turnip mosaic virus (fonte: WEI et al., 2010).

As proteinas oriundas destes processos possuem varias funcdes e
sdo produzidas em quantidades estequiometricamente idénticas. No entanto, esta producéo
ndo depende da quantidade necesséria requisitada pelo virus, isto é, a producdo de
determinada proteina pode ser gerada em excesso podendo causar acumulos nas células
infectadas. Todas essas caracteristicas sdo inerentes ao mecanismo de replicacdo dos
potyvirus (SHUKLA et al., 1994; URCUQUI-INCHIMA et al., 2001).



4.2 Lettuce mosaic virus - LMV

O LMV é considerado um dos virus mais importante na cultura da
alface (KRAUSE-SAKATE et al., 2002). Encontra-se disseminado por todo o mundo,
provavelmente atraves do intercdmbio de sementes contaminadas (DINANT & LOT,
1992). Pertence ao género Potyvirus e possui particulas com cerca de 730 nm de
comprimento por 13 nm de didametro (MURPHY et al., 1995).

Este virus apresenta uma gama de hospedeiros bem ampla,
podendo infectar 121 espécies vegetais pertencentes a 17 familias botanicas (PAVAN et
al., 2005). O seu primeiro relato ocorreu na Fldrida, nos EUA, por Jagger, em 1921. No
Brasil, KRAMER et al. (1945) fizeram o primeiro relato do virus nos arredores da capital
Sdo Paulo. Os sintomas causados pelo LMV variam de acordo com o isolado presente, e
incluem mosaico, distorcdo e reducgdo das folhas, clareamento de nervuras, ma formacao de
cabeca, nanismo, necrose e até mesmo a morte da planta (GROGAN, 1980; PAVAN &
KUROZAWA, 1997).

A transmissdo por semente pode ocorrer podendo ser infectada
tanto pelo pélen como pelo 6vulo (RYDER, 1964). Segundo Jadao et al. (2002), a taxa de
transmissdo pode alcancar 16,5% em genotipos suscetiveis. Em levantamentos realizados
por Firmino et al. (2008) nas regides produtoras de alface de Bauru, Campinas e Mogi das
Cruzes no estado de Sdo Paulo, verificaram com o uso de técnicas moleculares a infeccdo
de LMV em 504 das 1362 amostras. Destas 504 amostras positivas, 440 eram de cultivares
suscetiveis ao LMV e 64 com o gene de resisténcia mol1t. Dentre as plantas suscetiveis, em
340 amostras (77,3%) tinham infeccdo por LMV-Common e em 100 por LMV-Most
(22,7%). Isso aponta que o LMV-Most ndo predominou em cultivares sem genes de
resisténcia na ocasido do levantamento. O LMV-Most foi identificado em 86,8% e o LMV-
Common em 13,2% das 64 amostras positivas para o LMV em plantas contendo o gene de
resisténcia mol?, evidenciando que o LMV-Most estd normalmente associado a cultivares
de alface que possuem genes de resisténcia, enquanto o LMV-Common se multiplica em
cultivares tolerantes, nas quais geralmente ndo induz sintomas.

Assim, independentemente do subgrupo envolvido na infeccdo, o
LMV esta largamente distribuido devido ao aumento das areas de plantio e do crescente
mercado consumidor de alface que busca diferentes cultivares pertencentes aos segmentos
‘Lisa’ e ‘Crespa’ (SALA & COSTA, 2005).
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4.3 Transmissdo de LMV por afideos

Do ponto de vista epidemiologico, as transmissdes de virus
efetuadas por afideos de forma ndo persistente é a que acarreta maiores prejuizos as
culturas de importancia econdmica (COSTA, 1998). Somado a auséncia de especificidade
entre as espécies de virus e afideos e o fato da aquisicdo e inoculacdo dos virus
acontecerem durante picadas de prova, ndo havendo portanto necessidade de colonizagdo
da planta pelo afideo, para que ocorra a transmissao, compdem as principais caracteristicas
a serem consideradas (SHUKLA et al., 1994; ZERBINI & MACIEL-ZAMBOLIM, 1999).
Sendo assim, o controle quimico de afideos ndo € um meio eficiente para deter a
disseminacéo do virus no campo (ZERBINI & MACIEL-ZAMBOLIM, 2000).

Os Potyvirus sdo transmitidos de forma bastante eficiente por mais
de 200 espécies de afideos (COSTA, 1998). Como exemplo, podemos também citar o
Papaya ringspot virus (PRSV) que pode ser transmitido por mais de trinta e duas espécies
de afideos, enquanto que Myzus persicae também transmite eficientemente, mais de 100
espécies de Potyvirus (RACCAH et al., 2001).

O componente auxiliar essencial na transmissdo de virus por
afideos tem sido amplamente estudado em diferentes espécies virais, principalmente ao
Potyvirus, onde existem evidéncias de especificidade e seletividade (PIRONE & BLANC,
1996). A estratégia de transmissdo, mediada por um componente auxiliar (correspondente
a proteina HC-Pro de Potyvirus), bem esclarecida para diversos Potyvirus, sugere em uma
interacdo molecular de motivos especificos de aminoacidos da capa proteica, da HC-Pro e
de receptores da cuticula do estilete do afideo. Pequenas mutacdes que provoquem
alteracGes nesses motivos levam & perda da capacidade de transmissdo dos virus por
afideos (RACCAH et al., 2001).

A eficiéncia de transmissdo de Potyvirus pode variar de uma
espécie para outra de afideo. A espécie Myzus persicae € a mais eficiente na transmissao
do LMV (RACCAH et al., 2001; NEBREDA et al.,2004).

Segundo Yuki (2000), os principais afideos ja descritos na cultura
da alface no estado de S&o Paulo, de acordo com o nimero de ocorréncias registradas, séo
Myzus persicae, Nasonovia ribisnigri, Rhophalosiphum rubiabdominalis, Uroleucom
ambrosiae, Aphis gossypii, Aphis fabae, Aphis spiraecola, Aphis solani, Macrosiphum

euphorbiae, Pemphigius bursarius e Hyperomyzus lactucae.
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Plantas das especies Sonchus oleraceus e Emilia sonchifolia,
pertencentes a familia Asteraceae sdo consideradas, em nossas condi¢cdes, hospedeiras
naturais de um grande nimero de espécies 96 de afideos, principalmente M. euphorbiae e
M. persicae que se estabelecem no campo formando grandes colbnias nestas plantas
invasoras (MICHELOTTO et al., 2004). Relatos de S. oleraceus como reservatdrio natural
do LMV foram descritos em areas produtoras de alface, situadas no municipio de Mogi das
Cruzes (CHAVES et al., 2003), onde a pressdo das variantes do LMV é extremamente
elevada devido ao plantio durante todo o ano.

Yuki (2000), recomenda para a reducdo das populacdes de afideos
vetores e do LMV na cultura da alface, evitar que plantas de alface desprezadas para a
comercializacdo e plantas invasoras permanecam no campo de producdo. Apoés a colheita,
deve-se incorporar ao solo todos os restos culturais e plantas invasoras com o auxilio de

uma enxada rotativa ou grade aradora, mantendo os canteiros limpos até o préximo plantio.

4.4 A resisténcia da alface ao LMV e seu controle

Na cultura da alface a resisténcia ao LMV é atribuida aos alelos
recessivos mol' e mo1? considerados alelos mutantes de um Gnico gene chamado de mo1l e
codificado pelo elF4E (NICASE et al.,, 2003; GERMAN-RETANA et al., 2008).
Inicialmente denominado de “gg”, o alelo mo1® foi identificado na Argentina na cultivar
‘Gallega de Invierno’ por VVon der Pahlen & Crnko (1965). J4 o alelo mo1? foi isolado de
Lactuca serriola proveniente do Egito, PI-251245 Ryder (1970).

Segundo Nicaise et al. (2003), pelas mutacdes em certos pontos na
sequéncia de nucleotideos do alelo elFAE podemos diferenciar os alelos mol em alface.
Conforme a agressividade do isolado de LMV, o alelo mol pode conferir resisténcia
verdadeira ou também denominada imunidade (auséncia de acumulacdo viral nas plantas
inoculadas) ou tolerancia, onde ha acumulacdo viral, porém a planta ndo apresenta
sintomas ocasionados pela infeccdo viral (GERMAN-RETANA et al., 2008).

Existe uma interacdo in vitro da regido VPg do LMV com o elF4E
de alface (MICHON et al., 2006; ROUDET-TAVERT et al., 2007). No entanto, duas
regibes do genoma independentes sdo responsaveis pela “quebra” de resisténcia de certos

isolados de LMV em alfaces com o gene mol: a VVPg possibilita suplantar o alelo mo1', ja
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o terminal da CI (CI-Cter) permite suplantar mo1®* e mol? (ABDUL-RAZZAK et al.,
2009).

Abdul-Razzak et al., (2009), fizeram demonstracbes para 0s
isolados LMV-0 e LMV-E, onde o primeiro isolado ndo é capaz de infectar de forma
sistémica gen6tipos de alface que possuem o alelo mo1*, enquanto que o segundo infecta
sistemicamente e causa sintomas em alfaces portadoras dos alelos mo1! e mo1% A VPg do
LMV-0 foi substituida por LMV-E que conferiu ao virus recombinante a habilidade de
contornar a resisténcia mediada pelo alelo mo1* enquanto que a Cl do LMV-E possibilita
contornar ambos alelos mo1' e mo1?

Roudet-Tavert et al. (2012) observaram que o terminal da CI (ClI-
Cter) e a VPg do LMV, assim como o elFAE de alface sofrem uma interacdo in vitro e in
vivo e que a forma que interagem é mais forte no isolado LMV-E em comparacdo ao
LMV-0. A proteina ClI possui atividade de helicase e ATPase; é necesséria para a
replicagdo do RNA viral, e ja foi demonstrada como fundamental ao movimento intra e
inter celular (CARRINGTON et al., 1998; WEI et al., 2010). Assim, no caso do LMV
possivelmente a resisténcia promovida pelo elF4E esteja relacionada com a dificuldade do
virus em infectar sistemicamente a planta, ou de se mover célula a célula pela interacdo da
Cl, VPg, elF4E e elF4G (WANG & KRISHNASWAMY, 2012).

Segundo Pink et al. (1992), os isolados podem ser classificados em
patotipos, de acordo com o fenotipo das cultivares de alface frente aos isolados do LMV
(Tabela 1). O pat6tipo | ndo é capaz de infectar cultivares com genes de resisténcia (Mo2,
mo1* e mo1?). Dessa forma o patétipo Il causa sintomas nas cultivares que possuem o gene
Mo2. Sendo assim o patétipo 111 é capaz de infectar e causar sintomas em plantas com 0s
genes Mo2 e mo1®. Portanto os isolados do patétipo 1V séo capazes de superar a resisténcia
proporcionada pelos trés genes (Mo2, mol* e mo1?).
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Tabela 1. Reacdo de cultivares de alface a isolados de LMV classificados em diferentes
patotipos (de acordo com Pink et al., 1992).

Cultivar Gene(s) de resisténcia Reagao®
I v
Salinas -- S S S
Ithaca Mo2 R S S S
Malika mo1’ R R S S
Salinas 88 mo1? R R R S
Vanguard 75 mo1? Mo2 R R R S

#S: reacdo de suscetibilidade; R: reacdo de resisténcia

Existe uma segunda classificacdo de acordo com Krause-Sakate et
al. (2002) onde os isolados do LMV podem ser agrupados em trés grandes grupos: um
grupo do Yemen, um de Balkans (Grécia e Croécia) 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 mo1* e mo12. O grupo RoW é dividido
em dois sub-grupos: o LMV-Commom, onde os isolados séo incapazes de infectar plantas
com os alelos mo1! ou mo1? e o LMV-Most (mol-breaking seed transmitted) que superam
a tolerancia conferida por ambos os alelos e sdo transmitidos via sementes. O isolado
LMV-AF199 classificado como LMV-Most induz sintomas de necrose sistémica nos
cultivares de alface ‘Ithaca’ (gene dominante Mo2) e ‘Vanguard 75’ (Mo2 e mol?),
levando a morte da planta. (PAVAN et al., 2005).

O LMV pode infectar outras plantas além da alface como: escarola,
espinafre, endivia, chicdria e varias espécies selvagens da familia Asteraceae (DINANT e
LOT, 1992). Experimentalmente, o virus pode infectar algumas espécies das familias
Chenopodiaceae e Solanaceae, incluindo Chenopodium quinoa e Nicotiana benthamiana
(KRAUSE-SAKATE et al., 2001).

Em paises como EUA e Holanda, a estratégia de controle mais
utilizada para o LMV é através da certificacdo de sementes. Nos EUA a tolerancia é de
zero sementes contaminadas em um lote de 30.000 sementes testadas através de DAS-

ELISA; ja na Holanda se adota um rigor maior, zero em um lote de 2.000 sementes (BOS
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et al., 1994; ZERBINI et al., 2002). No Brasil a estratégia de certificacdo de sementes tem
eficiéncia muito baixa, pois o cultivo de alface ocorre durante o ano todo com condicdes
propicias para o desenvolvimento dos afideos (SALA & COSTA, 2005), e das plantas
hospedeiras que servem de fonte de inoculo de LMV; além de plantios muito préximos uns
aos outros.

O uso de inseticidas como unico método de controle ndo é
satisfatoria (PAVAN et al., 2005) uma vez que os inseticidas registrados ndo sdo rapidos o
suficiente para eliminar os vetores antes da inoculagdo dos virus. Em alguns casos, como o
uso de inseticidas do grupo dos piretréides, podem até elevar a incidéncia dos virus por
eles transmitidos, devido a excitacdo causada por esses produtos antes da morte do inseto,
aumentando as picadas de prova (SLEUTJES, 2003). Para o controle do LMV devemos
adotar um conjunto de medidas como eliminacdo de plantas daninhas e restos culturais e
adocdo de um periodo livre de alface na area (PAVAN et al., 2005).

Atualmente as principais variedades de alface plantadas no Brasil
apresentam tolerancia ao LMV-II tais como Elisa, Lidia, Gamboa e Regiane (tipo lisa);
Vanda, Gizele e Malice (tipo crespa), Maisah (tipo americana) e Mimosa Bolinha (tipo
mimosa). N&o h& variedades resistentes ao LMV-IV sendo comercializados no Brasil, de
forma que € imprescindivel a busca por fontes de resisténcia a este grupo de isolados de
LMV.

Aliada a auséncia de genes que confiram tolerancia ou resisténcia ampla para os dois
subgrupos do LMYV e a sua transmissao por sementes, a diversidade de afideos presentes
em nossas condicOes € de extrema importancia para a disseminacdo do LMV. Somado a
iss0, 0 grande namero de espécies de afideos envolvidos na transmissao deste virus, e a
modalidade ndo persistente com que sdo transmitidos os tornam agentes poderosos na

disseminacdo do virus nas areas cultivadas (RACCAH et al., 2001).

4.5 Lettuce mottle virus (LeMoV)

O LeMoV é um possivel membro do género Sequivirus (JADAO,
2004). Foi inicialmente descrito por Marinho et al. (1982) no Distrito Federal, infetando
tanto cultivares imunes como resistentes ao LMV. Apresenta particulas isométricas com

aproximadamente 30 nm de didmetro, ocorre em baixas concentracdes no extrato foliar e é
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transmitido via extrato vegetal tamponado (MARINHO et al., 1982). Oligonucleotideos
especificos para LeMoV sdo disponiveis para a deteccdo em RT-PCR (JADAO, 2004).
Estudos de incidéncia do LeMoV em diferentes regides produtoras de alface do Estado de
Sé&o Paulo foram realizados, mostrando que aproximadamente 10% das amostras coletadas
com sintomas de mosaico e mosqueado no campo estavam infectadas por este virus, tanto
em infeccdo isolada como em infeccdo mista com o LMV (KRAUSE-SAKATE et al.,
2008).

Os sintomas do LeMoV quando isolados podem se confundir com
os causados pelo LMV, sendo porém mais fracos, sob a forma de um mosqueado salpicado
e sem necrose (PAVAN et al., 2005). Dados preliminares indicam que o LeMoV ¢
transmitido pelo afideo Hyperomyzus lactucae e ndo é transmitido por semente.

A principal medida de controle é a producdo de mudas em
condigdes protegidas de pulgdes e evitar a presenca de plantas daninhas hospedeiras
(PAVAN et al., 2005).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Localizacéo dos experimentos

As cultivares de alface, 169501 (11-02) e 169501C (11-03),
utilizadas nos ensaios sdo oriundos da colecdo pertencente a Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas (FCA) da UNESP em Botucatu e foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr.
Norberto da Silva.

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo do
Departamento de Protecdo Vegetal da FCA/UNESP em Botucatu, e também onde se

realizaram as anélises laboratoriais.

5.2 Escolha do isolado viral

No presente trabalho ndo foi utilizado o isolado de LMV AF-199,
sabidamente pertencente ao subgrupo Most, pois Moura (2013) ja havia testado o
comportamento destas mesmas variedades a este isolado viral. Os resultados obtidos com o
isolado AF-199, mostraram que os dois genotipos foram suscetiveis ao LMV, porém
sintomas leves e tardios foram verificados. O isolado de LMV oriundo da empresa Sakata
Seed Sudamerica, chamado de LMV-SK, foi estudado neste trabalho, pois dados prévios
indicavam auséncia de infeccdo viral por este isolado nos genotipos 169501 (11-02) e
169501C (11-03) de alface. O isolado de LeMoV, foi obtido em lavoura comercial de



17

alface na regido de Piedade/SP. A espécie viral foi confirmada com o uso de primers

especificos em reacdo de RT-PCR descritos por Jadao et al. (2004).

5.3 Manutencéo do isolado viral

Os isolados de LMV-SK e LeMoV foram mantidos por meio de
inoculages via extrato vegetal, utilizando-se tampao fosfato de potassio 0,05M pH 7,0 em
plantas de alface cultivar ‘Trocadero’, altamente suscetivel a infec¢des por virus. Como
abrasivo, foi utilizado o Carborundum (600 mesh) misturado ao indculo apds o seu
preparo.

As amostras foram preservadas pelo método de dessecamento,
cortando as folhas com sintomas em tiras finas e colocando-as em pequenos frascos
preparados com uma camada de cloreto de calcio anidro no fundo, sobreposta com algodao
e papel de filtro. Os frascos foram vedados, etiquetados e armazenados em geladeira a 4°C
na tentativa de se preservar a infectividade original; além da coleta de sementes das plantas

mais velhas.

5.4 Transmissao via extrato vegetal de isolados do LMV-SK e LeMoV

Foi utilizado como indéculo folhas de alface ‘Trocadero’
infectadas com o isolado viral, sendo maceradas (1:3 p/v) em almofariz com tampdo de
inoculagdo tampdo fosfato de potassio 0,05M pH 7,0. A inoculacdo nas duas variedades foi
realizada atraves da friccdo das folhas previamente polvilhadas com abrasivo carborundum
600 mesh.

Foram inoculadas trés plantas por semana de cada variedade,
além de uma planta de alface da cultivar ‘Trocadero’ como controle da efetividade da
inoculacdo. No total foram realizadas quatro inocula¢Ges semanais, como mostra a Tabela
2.
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Tabela 2. Cronograma de transmissdes via extrato vegetal e via afideos. DAT: dias ap0s 0
transplantio.

Cronograma do ensaio Data
Semeadura 18/05/2014
Transplantio 06/06/2014
12 Inoculagéo e transmissao 07 DAT
22, Inoculacgéo e transmisséo 14 DAT
32, Inoculacdo e transmisséo 21 DAT
48, Inoculagdo e transmisséo 28 DAT

5.5 Transmissao via afideos

As colobnias de pulgdo Myzus persicae, foram gentilmente cedidas
pelo Dr. Valdir Atsushi Yuki (IAC/Campinas), previamente identificadas como
pertencentes a tal espécie. Estas foram mantidas em plantas de nabo forrageiro sadias
(Raphanus sativus) em casa de vegetacdo no Departamento de Protecdo Vegetal da
FCA/UNESP.

Individuos apteros de M. persicae foram retirados das folhas com
auxilio de pincel fino e macio e acondicionados em placas de Petri de vidro, onde
permaneceram em jejum por 30 minutos. Em seguida, foram submetidos a um periodo de
acesso a aquisicao de 40 a 50 minutos em uma folha de alface ‘Trocadero’ infectada com
LMV e transferidos para um periodo de acesso a transmissdo de uma hora, sobre trés
plantas de alface da variedade 169501 (11-02) e mais trés da variedade 169501C (11-03)
sadias.

Como controle da transmissao foi utilizado uma planta de alface da
variedade ‘Trocadero’. Cada planta recebeu 15 pulgdes. Posteriormente as plantas foram
pulverizadas com inseticida piretréide (Decis 25EC®, na dosagem 1 mL do produto
comercial em 3 L de agua) para a eliminacdo dos afideos. As plantas foram mantidas em

casa de vegetacdo para posteriores avaliacdes de sintomas e analise por ELISA.
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5.6 Teste bioldgico com plantas diferenciadoras

O teste bioldgico foi realizado de acordo com Pink et al. (1992),
onde foram inoculadas as seguintes variedades de alface: ‘Salinas’, ‘Ithaca’, ‘Malika’,
‘Salinas 88’ e ‘Vanguard 75 com o LMV-SK. Estas variedades sdo capazes de
diferenciar os isolados de LMV em patdtipos.

Como inoculo foram utilizadas folhas de alface ‘Trocadero’
infectadas com LMV-SK, que foram maceradas (1:3 p/v) em almofariz com tampao de
inoculagao tampdo fosfato de potéassio 0,05M pH 7,0 com adi¢&o de abrasivo carborundum
600 mesh. A inoculacdo foi realizada através da friccdo da solugdo contendo o inoculo.
Plantas de alface da cultivar ‘Trocadero’ foram utilizadas como controle da efetividade da

inoculacéo.

5.7 Extracdo de RNA Total pelo método de Bertheau et al. (1998)

As amostras foram trituradas (1:5 p/v) em tampédo PBS — Tween
contendo PVP K25 a 2% (p/v) e Na- DIECA 20 mM. Posteriormente centrifugadas por 10
minutos a 13000 rpm em tubos de microcentrifuga a 4°C (Centrifuga Eppendorf 5804 R).
Duzentos microlitros do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo,
acrescentando-se 20 pl de SDS 10%. Incubou-se a 55° C por 15 minutos em banho-maria e
adicionou-se 100 ul de solucdo de acetato de potassio a 3 M, agitando-se bem. Seguiu-se
incubacdo no gelo por 5 minutos e centrifugacdo por 5 minutos a 13000 rpm (4°C),
transferindo-se o sobrenadante para um novo tubo. Adicionou-se 700 ul de Nal 6 M e 5 pl
de uma solucdo contendo silicio, previamente agitada para que o silicio fosse
ressuspendido. Agitou-se bem e manteve-se a solucdo por 10 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida a solugéo foi centrifugada por 1 minuto a 5000 rpm. Descartou-se 0
sobrenadante e lavou-se o “pellet” duas vezes com 500 ul de solugdo de lavagem (Tris-
HCI 20 mM pH 7,5, EDTA 1mM, NaCl 100mM e igual volume de etanol absoluto),
sequida de centrifugacdo por 1 minuto a 5000 rpm para cada lavagem. Posteriormente
secou-se 0 “pellet” a vacuo (Speed Vaccum Eppendorf Concentrator 5301) e

ressuspendeu-se 0 RNA em 400 ul de agua Milli-Q tratada com DEPC, seguido de
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incubacdo por 5 minutos a 55°C em banho-maria. Seguiu-se centrifugacéo por 5 minutos a
13000 rpm. O sobrenadante (300 ul) foi transferido para um novo tubo e armazenado a —
20°C.

5.8 Amplificacdo por RT-PCR

Plantas de duas variedades de alface 169501(11-02) e 169501C
(11-03) foram testadas para a presenca de LMV. A reagdo foi realizada através dos
oligonucleotideos LMV 9171 (5° GCGTTGATGTCGTCATCYTT 3’) e LMV 889%
(5’CCGTACATAGCIGARTGTGCT 3’), que amplificam um fragmento de 278 bp,
descritos por Revers et al. (1997).

A reacdo de RT-PCR foi realizada em uma so etapa utilizando-se o
Kit de PCR Master Mix (Ampligon). Para um volume final de 25 pL foram adicionados: 5
puL de produto de extracdo de RNA, 12,5 uL de tampdo Master Mix, 1 mM de cada
oligonucleotideo iniciador, 1 unidade da transcriptase reversa AMV (Avian myeloblastosis
virus, Promega, 15 u/pl) e &gua DEPC para completar o volume. A condigdo da reacéo de
RT-PCR foi de 42 °C por 15 minutos para transcri¢do reversa; desnaturacao inicial a 95 °C
por 5 minutos; 40 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 20 segundos; 40 ciclos de anelamento
a 54 °C por 20 segundos; 40 ciclos de polimerizacdo a 72 °C por 40 segundos e
polimerizagéo final por 10 minutos a 72 °C.

Para as plantas dos ensaios de inoculagcdo por LeMoV foram
utilizados os oligonucleotideos Lmo3 (5° ACATGAGCACTAGTGAGG 3’) e Lmo4 (5’
AGATAGAGCCGTCTGGCG 3’), que amplificaram um fragmento de 300 bp, descritos
por Jad&o (2004). Para a rea¢do de RT-PCR foram utilizados 5 pL de produto de extragdo
de RNA, 12,5 pL de tampdo Master Mix, 1 mM de cada oligonucleotideo iniciador, 1
unidade da transcriptase reversa AMV (Avian myeloblastosis virus, Promega, 15 u/ul) e
quantidade suficiente de agua DEPC para completar 25 pL. 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.5.9 Andlise da RT-
PCR em gel de agarose

O produto da RT-PCR (5 uL) foi corado com 1 ul de corante, e

juntamente com o marcador molecular 1kb Ladder (Invitrogen) foi visualizado em gel de
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agarose a 0,8%, em tampéo TBE (0,1 M de &cido borico; 0,02 mM EDTA pH 8,3) corado

com intercalante GelRed™ (Biotium).

5.10 Teste sorolégico

Na deteccdo de LMV também foi utilizado o teste de ELISA-
indireto utilizando anti-soro Anti-Poty (Agdia), onde inicialmente as amostras foram
maceradas em tampao de extracdo Indirect Sample Extraction (1,59 g de Na2CO3, 2,93 g
de NaHCO3, 0,2 g de NaNO3, 20 g de Polyvinylpyrrolidona (PVP) dissolvidos em 1000
mL de agua destilada), 100 pL do macerado foi adicionado as cavidades das placas e
incubado por 2 horas em temperatura ambiente. A placa foi lavada por 7 vezes em tampao
PBS-Tween (NaCl (8,0g), Na2HPO4 (1,5 g), KH2PO4 (0,2 g), KCI (0,2 g), Tween 20 (500
pL) dissolvidos em 1000 mL de &gua destilada obtendo uma solucgéo final com pH 7.4),
seguido da adicdo do anticorpo, diluido (1:400) em ECI Buffer (20 g de
Polyvinylpyrrolidona (PVP), 2,0 g de albumina bovina, 0,2 g de NaNO3) e incubado por
16 horas a 4°C, seguido de lavagem por 7 vezes em tampdo PBS-Tween. Em seguida
adicionou-se o conjugado, diluido em ECI Buffer (1:400), e incubado por 2 horas, seguido
de lavagem por 7 vezes em tampdo PBS-Tween. A revelacdo foi feita utilizando a enzima
p-nitrofenilfosfato (1,0 mg/mL) diluido em 5 mL de tampé&o Tris 0,2 M (Sigma). Ap6s 60
minutos, a leitura da placa foi efetuada em leitor automéatico de microplaca, em
absorbancia de 405 nm. Foram consideradas amostras positivas 0S que apresentaram

valores trés vezes maiores que o controle negativo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Inoculagéo por extrato vegetal

As plantas de alface das variedades 169501(11-02) e 169501C (11-
03) inoculadas com o isolado de LMV-SK, ndo apresentaram sintomas de infecgéo viral
em nenhuma das quatro inoculagdes. Todas as alfaces da variedade ‘Trocadero’, utilizadas
como controles da efetividade da inoculacdo, apresentaram sintomas de infecc¢do por virus

em média 10 dias ap06s a inoculagdo (Figura 2).
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Figura 2. A) Alface cultivar ‘Trocadero’ (esquerda) e alface 169501(11-02) e B) alface
cultivar “Trocadero’ (esquerda) e alface 169501C (11-03) aos 14 dias apds inoculagdo
com o Lettuce mosaic virus.

Quanto a inoculacdo destes mesmos genotipos com o Sequivirus
LeMoV, verificou-se que ambos possibilitaram o aparecimento de sintomas ocasionados
pelo virus, equivalentes aos verificados na alface ‘Trocadero’ utilizada como padrdo de
suscetibilidade (Figura 3).
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Figura 3. Sintomas ocasionados pelo Lettuce mottle virus em alface cultivar
“Trocadero’(A) e nos gendtipos 169501C (11-03) (B) e 169501 (11-02) (C).

Os mesmos resultados foram observados utilizando-se o afideo
Myzus persicae para transmissdo do LMV-SK. N&o foi observado sintoma de infeccdo
viral por LMV-SK em nenhuma das duas variedades de alface 169501(11-02) e 169501C
(11-03). Em contrapartida, as plantas de alface ‘Trocadero’ apresentaram sintomas de
infeccéo viral em todos os intervalos de transmisséo.

Testes de transmissdo com LeMoV ndo foram realizados, pois

ainda ndo esta bem definida a espécie de afideo responsavel pela sua transmisséo.

6.2 Detec¢cdo do LMV-SK e LeMoV por RT-PCR

Todas as plantas pertencentes aos gendtipos 169501(11-02) e
169501C (11-03) inoculadas com LMV-SK e LeMoV foram submetidas a extracdo de
RNA pelo método de Bertheau et al., (1998) seguida de reacdo de RT-PCR com
oligonucleotideos especificos para cada espécie viral.

Folhas dos genotipos 169501(11-02) e 169501C (11-03) inoculadas
com LMV-SK foram negativas para a presencga do virus (Figura 4), indicando imunidade
a0 virus. Ja as plantas de alface ‘Trocadero’ utilizadas como controle foram positivas para

este virus.
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Figura 4. Anélise em gel de agarose a 0,8% da RT-PCR para LMV. M: Marcador
molecular 1Kb plus DNA Ladder; 1 a 3: cultivar 169501C (11-03); 4 a 6: 169501 (11-02);
7: alface ‘Trocadero’ infectada com LMV-SK; 8 e 9: controles positivos para LMV; 10:
planta sadia; e 11: agua.

Quanto ao LeMoV, todas as plantas inoculadas foram positivas
para o teste de RT-PCR, confirmando-se a presenca do virus nas plantas sintomaticas
(Figura 5).

Figura 5. Andlise em gel de agarose a 0,8% da RT-PCR para LeMoV: 1 a 3: amostras da
variedade 169501C (11-03); 4 a 6: amostras da variedade 169501 (11-02); 7: alface
‘Trocadero’ infectada com LeMoV; 8: controle positivo; 9: planta sadia e 10: 4gua.

6.3 Deteccdo do LMV-SK por ELISA

Além da deteccdo molecular para 0 LMV-SK também foi realizado
0 teste de deteccdo por meio de ELISA indireto utilizando anti-soro Anti-Poty (Agdia). Os
resultados confirmaram a auséncia do LMV-SK em todas as plantas pertencentes aos
gendtipos 169501C (11-03) e 169501(11-02), enquanto que foram positivas as plantas de

“Trocadero’ inoculadas com 0 mesmo virus.
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Moura (2013) avaliou estes mesmos genotipos quanto a inoculacao
com o isolado de LMV-AF199, caracterizado como patétipo 1V, e observou o
aparecimento de um sintoma de mosaico leve, porem tardio. Estes gendtipos foram
avaliados também pelo mesmo autor quanto ao alelo mol°. Foi observada a presenca de um
alelo de suscetibilidade, indicando que o retardo no aparecimento dos sintomas ndo esta
ligada a este alelo.

Diferentemente do trabalho conduzido por Moura (2013), no
presente trabalho foi utilizado um isolado proveniente da empresa Sakata Seed
Sudamerica. Para confirmar o subgrupo a que este isolado pertence foi realizada a extracdo
pelo método de Bertheau et al., (1998) e feita a reacdo de RT-PCR com oligonucleotideos
especificos para LMV. O produto de RT-PCR foi enviado a empresa Macrogen, na Coréia
do Sul, onde foi purificado e submetido a sequenciamento.

Apbs as analises nos programas Blast n
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) e Mega 5.0 (TAMURA et al., 2011), observou-se
que o isolado LMV-SK néo pertence aos subgrupos Most e Common. Trata-se de um
isolado com identidade de 93% ao isolado Fr4 (acesso no GenBank n. AF369010), 92% ao
A435 (acesso n. AF368954) e 90% ao isolado Br6 (acesso n. AF368958) (Figura 6).

Um teste biologico foi realizado utilizando-se o isolado, que foi
inoculado em plantas de alface das cultivares ‘Ithaca’ (M02), ‘Malika’ (moll), ‘Vanguard
75° (mol® e Mo2) e ‘Salinas 88’ (molz). A cultivar ‘Salinas 88’ apresentou um leve
clareamento da nervura e a infecgdo viral foi confirmada por RT-PCR. As folhas desta
cultivar foram retroinoculadas em Chenopodium quinoa e foi possivel observar sintomas
de infeccdo viral na forma de lesdo local e posteriormente mosaico sistémico tipicos aos
causados pelo LMV nesta hospedeira (Figura 7). Ja& nas cultivares ‘Ithaca’, ‘Malika’ e
‘Vanguard 75’ ndo foi verificado sintomas nas plantas inoculadas com o LMV-SK. A
partir da retroinocula¢do ndo foi possivel detectar o LMV nestas plantas. Este resultado
mostra um comportamento diferente ao observado para o isolado AF199, um tipico LMV-
IV e LMV-Most, que infecta estes cultivares (KRAUSE-SAKATE et al., 2001).
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Figura 6. Arvore filogenética obtida pelo programa Mega 5.0 com os isolados de LMV. A
arvore foi construida utilizando neighbor joining, com valor de Bootstrap de 2000.
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Figura 7. Alface cultivar *Salinas 88’ (A) com sintoma de leve clareamento das nervuras e
C. quinoa sintoma de lesdo local (B) aos 14 dias ap0s retroinoculagéo.

Pbde-se concluir pelas andlises biolégicas que a resisténcia
verificada nos genétipos 169501C (11-03) e 169501(11-02) ao LMV-SK ndo é conferida
pelo alelo mo1?, uma vez que em “Salinas 88’ que possui este gene o isolado LMV-SK foi
capaz de induzir sintomas de mosaico. P6de-se concluir pelas analises bioldgicas que a
resisténcia verificada nos genétipos 169501C (11-03) e 169501(11-02) ao LMV-SK ndo é
conferida pelo alelo mo1?% uma vez que em ‘Salinas 88’ que possui este gene o isolado
LMV-SK foi capaz de induzir sintomas de mosaico.

Os dados aqui obtidos reforgam a necessidade de se conhecer muito
bem o isolado viral para o qual se realiza avaliagdo de resisténcia ou tolerancia de plantas,
visando melhoramento genético. Apesar dos genotipos 169501C (11-03) e 169501(11-02)
serem imunes ao LMV-SK, este ndo é um isolado de LMV tipico e ndo é representativo

dos isolados de LMV encontrados no campo.
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7 CONCLUSOES

e Os gendtipos de alface 169501C (11-03) e 169501(11-02) séo imunes ao isolado
LMV-SK, mas suscetiveis ao LeMoV;

e O isolado LMV-SK néo p6de ser classificado em patotipos segundo a classificacao
de Pink et al. (1992);

e O isolado LMV-SK ndo pertence ao subgrupo Most, nem ao subgrupo Common.
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