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Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegécio) — Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de
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RESUMO

O cole latent virus (CoLV) infecta brassicas e tem sido identificado apenas no Brasil. O
virus possui particulas flexuosas alongadas com cerca de 650 nm de comprimento e genoma
constituido por RNA de fita simples poliadenilado com cerca de 8 kb. Apesar do CoLV néo ter
seu genoma completamente sequenciado, Cole latent virus é aceita pelo International Committee
on Taxonomy of Viruses (ICTV) como espécie definitiva do género Carlavirus. Diante da
escassez de informacgdes da interacdo virus-hospedeiros e da inexisténcia de sequéncias completas
do genoma do CoLV, foram conduzidos testes bioldgicos e moleculares a partir de espécies e
variedades comerciais de brassicas assintomticas e sintomaticas coletadas nos Estados de
Alagoas, Goias, Parana, Sdo Paulo e Distrito Federal. Para a confirmacéo da presenca do CoLV,
as amostras foram inoculadas mecanicamente em diferentes espécies de plantas indicadoras e de
brassicas comerciais e submetidas a RT-PCR utilizando primers especificos para a regido 3’ do
genoma do CoLV. Ap6s a identificacdo molecular, foram selecionados dois isolados provenientes
dos municipios de Divinolandia, SP e Arapiraca, AL, denominados, respectivamente, T25 e T90,
que induziam em suas hospedeiras originais (B. oleracea var. acephala, “couve-manteiga”)
sintomas foliares de clareamento de nervuras e mosaico. Para a obtencdo da sequéncia completa
dos genomas dos isolados de CoLV selecionados, foi utilizado o sistema de sequenciamento de
alto rendimento (HTS) associado a tecnologia HiSeq 2500 (lllumina, San Diego, USA), sendo as
extremidades 5’ obtidas por meio de 5’RACE (Rapid amplification of cDNA ends). Nicotiana
megalosiphon comportou-se como uma eficiente hospedeira experimental, expressando sintomas
severos, 0 que facilitou a triagem das amostras para posteriores testes moleculares. As analises
das sequéncias completas dos dois isolados permitiram a identificacdo das seis ORFs (Open
Reading Frame) tipicas de Carlavirus. As porcentagens de identidade da capa proteica (CP) e
replicase (RdRp), quando comparadas com outras espécies de carlavirus, foram inferiores a 67%.
Porém, quando os isolados T25 e T90 foram comparados entre si, as identidades foram superiores
a 72% para nucleotideos e 80% para aminoacidos, estando esses valores de acordo com 0s
critérios estabelecidos pelo ICTV para a demarcacdo de espécies de carlavirus. As sequéncias
parciais da CP dos isolados T25 e T90 foram comparadas com o isolado tipo de CoLV
(AY340584.1), obtendo-se valores de identidade superiores a 75%. As sequéncias genémicas dos
isolados T25 e T90 foram depositadas no Genebank e constituem o0s primeiros registros de

genomas completos do CoL V.

Palavras-chave: Brassicaceae, Carlavirus, CoLV, Couve, Filogenia, HTS.
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ABSTRACT

Cole latent virus (CoLV) infects brassicas and has been identified only in Brazil. This
virus has elongated flexuous particles of 650 nm in length and its genome consists of a single-
stranded RNA of approximately 8,000 nucleotides with a poly-A tail. Although CoLV does not
have its genome completely sequenced, Cole latent virus is accepted as a definitive species of the
genus Carlavirus by the International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV). Given the
lack of information on virus-host interactions and the absence of the whole-genome sequences of
CoLV, biological and molecular analyses were carried out on commercial varieties of
asymptomatic and symptomatic brassicas collected in the States of Alagoas, Goias, Parana, Sao
Paulo and Distrito Federal. Samples were mechanically inoculated in different indicator plants
and commercial brassica species and submitted to RT-PCR using specific primers for the 3’
region of the CoLV genome. After molecular identification, two isolates were selected from the
municipalities of Divinolandia, SP and Arapiraca, AL, respectively, named T25 and T90, which
induced in their original hosts (B. oleracea var. acephala, kale) symptoms of vein clearing and
mosaic. To obtain the complete genome sequences of the selected CoLV isolates, high throughput
sequencing system (HTS) associated with HiSeq 2500 technology (Illumina, San Diego, USA)
was used. Sequences of the 5' ends were obtained by means of 5' RACE (Rapid amplification of
cDNA ends). Nicotiana megalosiphon was an efficient experimental host, showing severe
symptoms, which facilitated the screening of the samples for the molecular tests. Full-genome
sequences analysis of both isolates allowed the identification of the six ORFs (Open Reading
Frame), typical of the genus Carlavirus. Percentage of identity of the coat protein (CP) and
replicase (RdRp), when compared to other carlaviruses, were less than 67%. However, when T25
and T90 isolates were compared with each other, it was found values of identity higher than 72%
for nucleotides and 80% for amino acids, being these values in agreement to the criteria
established by the ICTV for the demarcation of carlavirus species. Partial CP sequences of the
T25 and T90 isolates were compared with the CoLV type isolate (AY340584.1), showing values
of identity higher than 75%. Genomic sequences of both isolates were deposited in the Genebank

and constitute the first complete genome sequences of CoLV isolates.

Keywords: Brassicaceae, Carlavirus, CoLV, Kale, Phylogeny, HTS.
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1. Introducéo

As brassicas pertencem a familia Brassicaceae, e tem sua origem atribuida a regido do
Mediterraneo e Asia, sendo distribuidas, posteriormente, para todo continente europeu e
outras regides do mundo, incluindo a América do Sul. Possuem ciclo perene ou anual e,
apesar da sua variabilidade morfoldgica, a maioria das espécies possui porte herbaceo
(CAMARGO FILHO & CAMARGO, 2010). As brassicas cultivadas, dos géneros Brassica e
Raphanus, destacam-se na producdo agricola brasileira, porém fatores edafocliméticos e o
manejo inadequado em &reas de cultivo propiciam o estabelecimento de pragas e doengas
causadas por fungos, bactérias e virus, que podem influenciar a qualidade e a quantidade da
producdo. No mundo, os virus relatados em bréassicas sdo: turnip yellows virus (TuYV, género
Polerovirus, familia Luteoviridae), cucumber mosaic virus (CMV, género Cucumovirus,
familia Bromoviridae), radish mosaic virus (RaMV, género Comovirus, familia Secoviridae),
ribgrass mosaic virus (RMV, género Tobamovirus, familia Virgaviridae), turnip crinkle virus
(TCV, género Betacarmovirus, familia Tombusviridae), turnip yellow mosaic virus (TYMV,
género Tymovirus, familia Tymoviridae), cauliflower mosaic virus (CaMV, género
Caulimovirus, familia Caulimoviridae), turnip mosaic virus (TuMV, género Potyvirus, familia
Potyviridae) e cole latent virus (CoLV, género Carlavirus, familia Betaflexiviridae)
(SHATTUCK, 1992; ICTV, 2019). O CaMV e o TuMV sao 0s virus que causam maiores
danos e perdas econbmicas na cultura de brassicas nas diferentes areas produtoras de regies
de clima temperado, subtropical e tropical, incluindo o Brasil (KITAJIMA et al., 1970;
COSTA et al., 1980; CUPERTINO et al., 1986; RODRIGUES, 2019).

Por sua vez, CoLV ¢ a Unica espécie carlavirus relatada exclusivamente no Brasil que
infecta brassicas cultivadas, sendo os aspectos e importancia epidemioldgicos, relacionados a
transmissao por afideos e ao papel das plantas da vegetacdo espontanea como reservatério do
CoLV ainda desconhecidos. No campo, a transmissdo é realizada de modo ndo circulativo
(ndo persistente) por diferentes espécies de afideos vetores (Ordem Hemiptera, Subordem
Sternorrhyncha, Familia Aphididae) (COSTA et al., 1972; MELLO et al., 1987; BELINTANI
et al., 2002; EIRAS et al., 2008).

Os virus que infectam brassicas, no Brasil, como raiz-forte (Armoracia rusticana),
couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis), rucula (Eruca sativa), brocolis (B. oleracea var.
italica), mostarda (Brassica juncea), rabanete (Raphanus sativus), couve (B.oleracea var.
acephala), nabo (Brassica rapa) e couve-chinesa (B. rapa ssp. Pekinensis) podem induzir

diferentes sintomas. Os isolados de TuMV podem causar sintomas foliares de clareamento de
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nervuras, bolhas, deformacGes severas, redugdo do tamanho da planta, anéis cloréticos e
necroticos e mosaico e, em alguns casos extremos, podem causar a redugdo do porte e morte
da planta. Esses sintomas variam de acordo com o grau de severidade do isolado viral, estagio
de desenvolvimento da planta no momento da infeccdo, suscetibilidade da espécie ou da
variedade da planta hospedeira, condi¢fes ambientais e coinfeccGes com outras espécies de
virus (TOMLINSON, 1970). Isolados de CaMV podem induzir sintomas foliares de pontos
cloréticos, mosqueado, mosaico e deformacdes foliares e, em alguns casos, a infeccdo pode
transcorrer sem a inducdo de sintomas (SAUNDERS et al., 1990).

No caso especifico dos isolados de CoLV, frequentemente as infec¢bes sao
assintomaticas. Porém, algumas vezes, observa-se, tanto no campo quanto em inoculacGes
experimentais, clareamento de nervuras e um mosaico brando em variedades de Brassica
oleracea (couve e couve-flor) (KITAJIMA et al., 1970). E muito dificil associar, no campo, a
espécie de virus que é responsavel pelos sintomas observados em brassicas, pois coinfeccdes
virais podem ser recorrentes. Um exemplo de coinfeccdo de CoLV com TuMV foi relatado
em plantas de raiz-forte que apresentavam sintomas foliares severos de mosaico e anéis
sistémicos (Eiras et al., 2008). Estes mesmos autores constataram que plantas de raiz-forte,
infectadas somente com TuMYV, apresentavam 0S mesmos sintomas observados nas
coinfeccbes de TUMV e CoLV, ndo sendo possivel associar algum tipo de sinergismo entre
estes virus, uma vez que nao foi detectada a ocorréncia de plantas de raiz-forte infectadas
somente com o CoLV. No campo, as coinfec¢des entre potyvirus e carlavirus parecem ser
comuns (EIRAS, M., comunicagéo pessoal). Outro exemplo de coinfec¢des encontradas com
certa frequéncia em campos de producédo de brassicas é de CoLV e CaMV, porém os efeitos
dessas coinfeccdes ainda ndo foram mensurados (RODRIGUES, 2019). Os danos causados
pelos virus em brassicas podem levar a desvalorizacdo do produto final, principalmente em
funcdo dos sintomas que podem se manifestar nas folhas (couve, mostarda e rucula), nas
inflorescéncias (couve-flor, brdcolis) e raizes (nabo, rabanete e raiz-forte), dificultando ou
inviabilizando a sua comercializagdo (FAYAD-ANDRE et al., 2011; MITUTI, 2009;
FAJARDO et al., 2001). No caso do CoLV, tanto sua incidéncia quanto o potencial de danos
e perdas sao fatores ainda desconhecidos.

Espécies de brassicas da vegetacdo espontanea podem ter um papel fundamental na
epidemiologia do CoLV e de outras espéecies de virus que infectam bréssicas comerciais,
atuando como reservatorios de virus e hospedeiras de afideos vetores (PALLET et al., 2002).
No entanto, ndo ha estudos envolvendo espécies de plantas da vegetacdo espontanea e se

desconhece o seu papel como reservatorio do CoLV.
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O CoLV pertence ao género Carlavirus, subfamilia Quinvirinae, familia
Betaflexiviridae, ordem Tymovirales, dominio Riboviria (IGORI et al., 2016; ICTV, 2019;
SIDDELL et al., 2019). Suas particulas sdo alongadas e flexuosas com cerca de 650 nm de
comprimento. Seu genoma é constituido de um RNA de fita simples (ssRNA) com 8,3 kb,
poliadenilado no terminal 3’. A replicagdo do CoLV é mediada por uma RNA polimerase
viral sem intermediarios de DNA, e ocorre exclusivamente no citoplasma das células
infectadas. A estratégia de expressdao de suas proteinas proximas ao terminal 3 (CP de 38
kDa e proteina de 11 kDa) é baseada na sintese de RNAs subgendmicos de 1,3 e 2,6 kb (que
ndo sdo encapsidados), (BELINTANI & GASPAR, 2002; MELLO et al., 1987; COSTA et
al., 1974; KITAJIMA et al., 1970). Embora o CoLV seja considerado uma espécie definitiva
do género Carlavirus, ainda se desconhece a sequéncia completa do genoma desse virus.

Ha também pouca informacdo sobre a epidemiologia do CoLV e ndo se conhecem as
estirpes e tampouco a variabilidade genética dessa espécie de virus que ocorre exclusivamente
no Brasil. Sdo desconhecidas também as rela¢fes de sinergismo ou antagonismo das co-
infeccdes do CoLV com outros virus, principalmente com o TuMV. Dos trabalhos publicados
envolvendo estudos sobre o CoLV podem ser citados: (i) o primeiro relato de CoLV em
variedades de couve e estudos de seus aspectos ultraestruturais (KITAJIMA et al., 1970); (ii)
evidéncias de que o CoLV é uma espécie distinta do género Carlavirus (BELINTANI et al.,
2002); (iii) estudos moleculares evidenciando, experimentalmente, que as particulas de CoLV
ndo se acumulam nos cloroplastos de Chenopodium quinoa (BELINTANI & GASPAR,
2003); e (iv) o primeiro relato de CoLV em raiz-forte (EIRAS et al., 2008).

Considerando a importancia econdmica do cultivo de brassicas no Brasil e sua
vulnerabilidade a infec¢bes virais no campo, faz-se necessario o aprimoramento das técnicas
de deteccdo associadas ao manejo da cultura para que se obtenha um controle efetivo das
viroses, principalmente para agricultura familiar, que é carente de informacGes. A correta
identificacdo dos virus, de suas populacdes, da ocorréncia de mutacdes e recombinacdes
(variabilidade genética) associadas a sua capacidade de quebra de resisténcia podem fornecer
subsidios para a adocdo de estratégias de manejo e, consequentemente, controle
(TOMLINSON, 1987; MITUTI, 2009; SALAS et al., 2010; HULL, 2014).

Assim, o presente trabalho teve como objetivos: (i) Identificar e caracterizar por
técnicas moleculares, isolados brasileiros de carlavirus que infectam brassicas provenientes de
diferentes regides geogréficas do Brasil, pelo sequenciamento de porgdes gendmicas
correspondentes ao terminal 3° do RNA viral (ORF 5, ORF 6 e terminal 3’ ndo traduzido); (ii)
Analisar a variabilidade genética, de dois isolados virais, 0 CoLV de SP e o AL, pelo
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sequenciamento completo do genoma; (iii) Identificar por PCR e RT-PCR as espécies virais
em infecces simples ou em coinfeccles, presentes em bréssicas, provenientes de diferentes
Estados do Brasil; (iv) Avaliar o comportamento de variedades comerciais de brassicas frente
a infeccdo experimental com dois isolados de CoLV provenientes de B. oleracea var.

acephala;

2. Revisao de literatura

2.1. Origem, importancia econémica e social das hortalicas

Registros indicam que a produgdo agricola no Brasil teve inicio com a chegada dos
portugueses, por volta de 1530, quando diversas espécies de plantas foram trazidas da Europa,
incluindo hortalicas como as brassicas (couve, repolho, nabo, mostarda). Com a intensificacao
da imigragdo portuguesa, a partir do seculo XVIII, e o crescimento dos polos urbanos, houve
incremento da produgdo de hortaligas, ocasionando mudancas nos hébitos alimentares dos
brasileiros (CAMARGO FILHO & CAMARGO, 2010). Apo6s o fim da Segunda Guerra
Mundial, com o advento da Revolucdo Verde diversas transformacGes ocorreram na
agricultura, principalmente no que se refere & utilizacdo de agroquimicos para o controle de
pragas e doencas. Nos anos 1960, no Brasil, a Revolucdo Verde, associada a Reforma Agraria
impulsionaram o desenvolvimento agricola nacional promovendo a solucdo de alguns
problemas politicos, sociais e econdmicos do campo (PICOLOTTO, 2014; NUNES, 2017).
Nos anos 1970, Organizaces Nao Governamentais (ONGS) surgiram e promoveram
questionamentos sobre 0 “modelo de desenvolvimento agricola™.

Com isso, mudangas também ocorreram com relagdo & visdo do meio rural e 0s
modelos e principios da agricultura familiar' passaram a ser reconhecidos. Nas décadas de
1980 e 1990, mudancas no enfoque das pesquisas realizadas na area agricola, incluindo
aspectos socioeconémicos, capacidade produtiva e analises da realidade e diversidade dos
pequenos agricultores comprovaram a importancia da agricultura familiar para o
desenvolvimento do pais (PICOLOTO, 2014; NUNES, 2017; SILVA & JESUS, 2017;
DELGADO & BERGAMASCO, 2017). Documentos emitidos pela Organizacdo das Nagdes

! Lei n11.326, de 24 de julho de 2006 (Art°3) estabelece agricultura familiar aqueles que: (i) ndo detenham, a
qualquer titulo, area maior que 4 (quatro) mddulos fiscais; (ii) utilizem predominantemente mao-de-obra da
propria familia nas atividades econdmicas do seu estabelecimento ou empreendimento; (iii) tenham percentual
minimo da renda familiar originada de atividades econdmicas do seu estabelecimento ou empreendimento, na
forma definada pelo poder Executivo; (iv) dirijam seu estabelecimento ou empreendimento com sua familia.
Disponivel em: http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2004-2006/2006/lei/111326.htm.


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2004-2006/2006/lei/l11326.htm
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Unidas (ONU) revelaram que, no Brasil, a agricultura familiar representava em 2015, 84%
das propriedades rurais e contribuia com uma producdo de cerca de 70% do total dos
alimentos consumidos no mercado interno. Projecdes também indicaram que a producao de
alimentos produzidos a partir do sistema de agricultura familiar, sustentada pelo principio de
uma producdo sustentdvel e dentro das normas de seguranca alimentar, teria a capacidade para
erradicar a fome mundial (PORTAL BRASIL, 2015).

Em 2015 e 2016, o Plano Safra recebeu um investimento recorde de R$ 28,9 bilhdes,
feito pelo Programa Nacional de Fortalecimento da Agricultura Familiar (Pronaf). Com estes
investimentos foi possivel atrair novas gerages, com conceitos mais tecnificados e modernos
para 0 campo da agricultura familiar. Assim, a agricultura familiar no Brasil é reponsavel pela
producdo de 70% do feijao, 87% da mandioca, 46% do milho, 38% do café, 34% do arroz e
21% do trigo (PORTAL BRASIL, 2015; SECRETARIA ESPECIAL DA AGRICULTURA
FAMILIAR E DO DESENVOLVIMENTO AGRARIO, 2016).

Os pequenos produtores rurais® também contribuem produzindo uma grande parte de
espécies de plantas do segmento da olericultura . Essa producédo corresponde a 21,46% do PIB
brasileiro, o que totaliza um rendimento de cerca de R$ 1,2 bilhdes (EMBRAPA
HORTALICAS, 2016). Apesar da recente crise hidrica (2015-2016), o Brasil continua em
constante expansdo na producdo de olericolas e ocupa a décima posicao entre os principais
paises produtores desse segmento (ANUARIO BRASILEIRO DE HORTALICAS, 2016). A
producdo de olericolas gera, em condi¢do de campo aberto, um lucro maior do que outros
segmentos da agricultura, sendo que a estimativa de renda gerada varia de US$ 2 mil a 20 mil
por hectare. Além disso, cada hectare cultivado pode gerar de 3 a 6 empregos diretos e
indiretos, pois as plantacbes de olericolas demandam méo de obra em todas as fases do
cultivo e em diversos elos da cadeia produtiva (VILELA & HENZ, 2000).

A producdo de brassicas tem destaque na agricultura nacional. Levantamentos
realizados nas Centrais de Abastecimentos Estaduais (CEASA) distribuidas por todo o
territorio nacional, revelaram que foram comercializadas cerca de 200.000 toneladas das mais
variadas espécies e variedades de brassicas, movimentando mais de 240 milhdes de reais
(CONAB, 2014).

’Lei n°11.428, de 22 de dezembro de 2006 (Art 3°) considera pequeno produtor rural: aquele que residindo na
zona rural, detenha a posse de gleba rural ndo superior a 50 (cinquenta) hectares, explorando-a mediante o
trabalho pessoal e de sua familia, admitida a ajuda de terceiros, bem como as posses coletivas de terra
considerando-se a fragdo individual ndo superior a 50 (cinquenta) hectares, cuja renda bruta seja proveniente de
atividades ou usos agricolas, pecudrios, silvicultura ou extrativismo rural em 80% (oitenta por cento) no minimo.
Disponivel em: http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2004-2006/2006/Lei/L11428.htm.



20

Com relacéo ao género Brassica, as espéecies e variedades mais cultivadas s&o: couve-
brécolo ou brdcolis (B. oleracea var. italica), couve-de-bruxelas (B. oleracea var.
gemmifera), couve-chinesa (B. rapa ssp. Pekinensis), couve-de-folha (B. oleracea var.
acephala), couve-flor (B. oleracea var. botrytis), couve-rabano (B. oleracea var. gongylodes),
couve-tronchuda (B. oleracea var. tronchuda), mostarda-de-folha (B. juncea), nabo (B. rapa)
e repolho (B. oleracea var. capitata). Além do género Brassica, destacam-se outras
Brassicaceae como o rabanete e 0 rdbano (Raphanus sativus), a racula (Eruca sativa) e o
agrido (Nasturtium officinale) (AGRIANUAL, 2013).

Considerando apenas o Estado de Sdo Paulo, de 2012 a 2016, o volume
comercializado de variedades de couve foi de mais de 85.000 toneladas, movimentando cerca
de 200 milhdes de reais (AGRIANUAL, 2017). No Distrito Federal, em 2013, a area de
producdo de 70 especies de olericolas chegou a 8.505,92 hectares, distribuidos entre 4.500
produtores, sendo 80% provenientes da agricultura familiar. O volume comercializado foi de
248.599,80 toneladas, arrecadando cerca de 185 milhdes (EMBRAPA HORTALICAS,
BRASILIA, DF, 2017). Com relacio aos outros Estados da Federacdo ndo ha informacoes
atualizadas sobre o volume total comercializado, valores arrecadados e volume produzido. Ha
dificuldade para a obtencdo de dados atualizados sobre a producdo de brassicas (e demais
hortalicas) no Brasil, pois sdo produtos pereciveis e de comercializa¢do rapida (de consumo
imediato). Seu comércio € realizado pelos agricultores familiares em feiras livres, venda
direta nos campos de producdo, venda direta para estabelecimentos comerciais proximos as
areas de cultivo (supermercados, mercearias, hortifrutigranjeiros) e venda para centrais de
abastecimento (PICOLOTTO, 2014; NUNES, 2017). Vale ressaltar que os dados estatisticos
de producéo, area plantada, area colhida, comercializacdo de insumos e demais parametros de
producdo sdo de extrema importancia para as avaliagdes do impacto da atividade agricola na
economia nacional, fundamental para subsidiar politicas publicas, auxiliar na tomada de
decisdes e planejamento dos Orgdos e instituicbes governamentais. Esses dados basicos
também servem de suporte e direcionamento para pesquisas cientificas, acGes de extensdo
rural, avaliacGes e intervencfes socioeconémicas, além de dar condig¢bes de participacdo de
entidades privadas e ONGs (IGNACIO, 2010).

Portanto, em funcédo da importancia das olericolas no Brasil, € importante avaliar uma
série de aspectos para garantir a producéo, envolvendo desde 0 manejo consciente e adequado
da cultura, visando ao controle de pragas e doengas de modo integrado e sustentavel até a sua

comercializacdo com estudos de doengas de pos-colheita, promovendo a difusdo e 0 acesso
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dessas informacfes para 0 segmento da agricultura familiar que ainda é desguarnecida de
assiéncia técnica efetiva (IGNACIO, 2010; DELGADO & BERGAMASCO, 2017).

2.2. Brassicas: origem, classificacéo e caracteristicas

As brassicas pertencem a familia Brassicaceae, anteriormente denominada Cruciferae,
devido ao fato de suas flores possuirem formato de cruz. Considerada uma das maiores
familias boténicas, com cerca de 400 géneros que abrigam mais de 4000 espécies. As
bréassicas tem origem atribuida & costa norte do Mediterraneo e Asia. Posteriormente, sua
dispersdo ocorreu para todo o continente europeu e, subsequentemente, para os demais
continentes, tornando-se parte importante da alimentagdo humana. No Brasil, sdo registradas
cerca de 50 espécies nativas e introduzidas distribuidas em 10 géneros (SOUZA &
LORENZI, 2008; BRIGHENTI & OLIVEIRA, 2011).

Em sua grande maioria, possuem porte herbaceo com ciclos perenes ou anuais. As
folhas sdo alternas, simples ou compostas e suas flores, hermafroditas, apresentam pétalas em
formato de cruz se agrupam em inflorescéncias formando cachos ou corimbos. Sépalas e
pétalas alternam-se e possuem seis estames. Possuem ovario supero sobre um ginéforo com
dois carpelos que, ap0s a polinizacdo, ddo origem a um fruto denominado siliqua (SOUZA &
LORENZI, 2008).

Uma forma de demonstrar a evolucdo do género Brassica é através do “Triangulo de
U” (Triangle of U) (NAGAHARU, 1935), que constitui a base evolutiva de trés ancestrais
comuns diploides: B. rapa, B. nigra e B. oleracea que, por hibridacdo interespecifica,
originaram as espécies tetraploides: B. carinata, B. juncea e B. napus. Apesar de serem
espécies distintas, estdo intimamente relacionadas, apresentando compatibilidade genética,
que permitiu os cruzamentos interespecificos. Essas plantas hibridas sdo alotetraploides, pois
possuem 4 genomas derivados de duas espécies ancestrais distintas (Figura 1).

Com o avanco da ciéncia, foi possivel obter variedades de brassicas por meio do
melhoramento genético da espécie principal, B. oleracea. Dentre as variedades obtidas,
destacam-se: couve-manteiga (Brassica oleracea var. acephala), couve-de-Bruxelas, brocolis,
couve-flor e repolho. Além destas, ha outras espécies de brassicas cultivadas que também
merecem destaque: as mostardas (B. nigra e Sinapis spp.), a canola (B. napus), o rabanete, o
agrido, a racula, a couve-chinesa, o nabo e a raiz-forte. Algumas brassicas consideradas

plantas daninhas: nabica (Raphanus raphanistrum), mostardas-do-campo (Brassica rapa,
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Rapistrum rugosum e Sinapis arvensis), mentruz (Lepidium spp.), agrido-bravo (Cardamine
bonariensis) e a bolsa-de-pastor (Capsella bursa-pastoris) (SOUZA & LORENZI, 2008).
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Figura 1: Esquema do “Tridngulo de U” (NAGAHARU, 1935) com a representacdo das relagdes genéticas entre
as seis espécies do género Brassica (B. oleracea, B. rapa, B. nigra, B. napus, B. juncea e B. carinata) e o
namero de cromossomos de cada genoma A, B e C e as respectivas hibridacfes (Figura retirada da internet:
Wikipedia, the free encyclopedia).

2.3. Viroses em brassicas e influéncia das plantas de vegetacéo espontanea

Diversos fatores influenciam a qualidade e o rendimento da producdo das brassicas
cultivadas. Aspectos sazonais, varia¢des climaticas, deficiéncia nutricional (solos pobres ou
manejo nutricional inadequado), cultivos constantes de uma mesma espécie na mesma area
(monocultura), uso excessivo de agroguimicos e escassez de agua e fatores biodticos sdo
responsaveis por danos e quebras da producdo. As (insetos e acaros) e, principalmente, as
doencas de origem bacteriana (bactérias e fitoplasmas), flngica e viral sdo responsaveis por
danos e perdas nos cultivos de bréssicas. Entre os virus ja descritos em brassicas no mundo
(Tabela 1), destacam-se 0 CaMV e o0 TuMV, pois causam danos e consequentes prejuizos aos
agricultores (SHATTUCK, 1992). No Brasil, o TuMV foi relatado infectando couve-chinesa
no Estado de S&o Paulo com incidéncia acima de 60% e causando perdas econémicas
(RODRIGUES et al., 2015). Colariccio et al. (2000) ja alertavam sobre a importancia desse

virus na producdo de couve-chinesa nos Estados de Sao Paulo e Minas Gerais.


https://en.wikipedia.org/wiki/File:Triangle_of_U_Simple1.PNG
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O CoLV, unico carlavirus descrito infectando brassicas, foi relatado exclusivamente
no Brasil em espécies de bréssicas cultivadas nos Estados de Séo Paulo, Minas Gerais e
Distrito Federal (COSTA et al., 1972; MELLO et al., 1987 BELINTANI et al., 2002; EIRAS
et al., 2008). Aspectos epidemioldgicos como a transmissdo por afideos e o papel das plantas
da vegetagdo espontanea, bem como a sua importancia nos cultivos de brassicas ainda sdo
desconhecidos. Em levantamentos realizados recentemente em areas produtoras de hortalicas,
0 CoLV foi detectado em plantas de couve, induzindo sintomas de clareamento de nervuras e
mosaico ou, em alguns casos, laténcia, sendo sua incidéncia maior do que até entdo se

imaginava (EIRAS, M., comunicagdo pessoal).

Tabela 1: Virus que infectam brassicas no Brasil e no mundo.

Virus Género Familia
Turnip yellows virus — TuYV (“amarelo do nabo™) Polerovirus Luteoviridae
Cucumber mosaic virus — CMV (“mosaico do pepino”) Cucumovirus Bromoviridae
Radish mosaic virus — RaMV (”mosaico do rabanete”) Comovirus Secoviridae
Ribgrass mosaic virus — RMV (“mosaico do plantago™) Tobamovirus Virgaviridae
Turnip crinkle virus — TCV (“encrespamento do nabo™) Betacarmovirus Tombusviridae
Turnip yellow mosaic virus — TYMV (“mosaico amarelo do nabo™) Tymovirus Tymoviridae
Cole latent virus — CoLV (“virus latente da couve”) Carlavirus Betaflexiviridae
Cauliflower mosaic virus — CaMV (“mosaico da couve-flor) Caulimovirus Caulimoviridae
Turnip mosaic virus — TUMV (“mosaico do nabo”) Potyvirus Potyviridae

Em negrito, virus que ja foram descritos no Brasil infectando bréssicas (SHATTUCK, 1992; BELINTANI et
al., 2002; STEVENS et al., 2008).

Os virus que infectam bréssicas podem induzir sintomas diversos nas plantas
hospedeiras como deformacéo foliar, anéis cloroticos e necroticos, clareamento de nervuras,
mosaico e necrose generalizada das folhas, além de nanismo e, em alguns casos, pode causar
a morte da planta. Em algumas interagdes virus-hospedeiro pode ocorrer laténcia, ou seja, 0
virus se replica e infecta a planta sistemicamente, mas ndo ha a inducdo de sintomas
perceptiveis nem alteracdo significativa da producdo. A laténcia é frequentemente observada
em bréassicas infectadas pelo CoLV que, de certa forma, por passar despercebido aos olhos

dos agricultores, propicia a manutencdo da fonte de ino6culo do virus no campo (LIN et al.,
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1980; MELLO et al., 1987; SANTOS et al., 2002; ALMEIDA et al., 2003). Embora ndo haja
expressdo de sintomas, a infeccdo viral pode promover algum tipo de alteracdo no
desenvolvimento da planta e também na qualidade de producdo. Outro fator que deve ser
considerado estd relacionado as condigdes ambientais, principalmente a temperatura, que
pode ter influéncia nas interagdes virus-hospedeiro alterando a expressdo de sintomas e
quebra de resisténcia. No caso das olericolas, os danos induzidos pelas infecg¢des virais podem
afetar a qualidade do produto final, principalmente em funcdo dos sintomas que se
manifestarem depreciando as folhas e impossibilitando a sua comercializacdo (FAJARDO et
al., 2001; FAYAD-ANDRE et al., 2011; MITUTI, 2011).

No campo, a transmissdo dos virus por insetos vetores envolve, além da participacdo
das plantas cultivadas, que podem ser hospedeiras dos virus e, em alguns casos, também dos
vetores, a interacdo dos vetores com outras espécies de plantas que compdem o
agroecossistema (GALLET et al., 2018). A frequéncia com que um virus infecta uma planta
hospedeira e se dispersa nas areas cultivadas depende de fatores como tamanho e diversidade
da populacdo de plantas hospedeiras, area de distribuicdo, estratégias de defesa (constitutiva
ou induzida) e atratividade entre hospedeira e vetor (GALLET et al., 2018). As interacGes
virus-vetor-hospedeira estdo associadas a fatores abioticos (elicitores: condi¢cdes ambientais) e
bidticos (indutores de origem microbiana: fitopatdgenos) e podem ter papel determinante no
sucesso da transmissdo realizada pelo inseto vetor (ZHOU et al., 2018). Entretanto, outros
aspectos podem influenciar na epidemiologia dos virus que infectam bréssicas e estdo
relacionados com o papel das plantas da vegetacdo espontanea. Muitas espécies da vegetacao
espontanea, principalmente da familia Brassicaceae [mostarda-selvagem (B. juncea), mentruz
(Coronopus didymus), mastruz (Lepidium virginicum), nabica, rabanete selvagem (R. sativus),
mostarda-branca (Sinapsis arvensis), entre outras] e Solanaceae [joa-de-capote (Nicandra
physalodes), camapu (Physalis angulata), Solanum spp., entre outras] crescem naturalmente
nos campos de producdo, e podem atuar como reservatdrio de virus e de seus insetos vetores,
e apresentam variabilidade genética elevada, resisténcia a fatores bidticos e abidticos,
desenvolvimento rapido e ciclo curto, além de terem maior capacidade de se adaptar a
diferentes tipos de clima e solo (BRIGHENTI & OLIVEIRA, 2011). Resultados de
experimentos realizados recentemente sugerem que a nabica, espécie encontrada infestando
cultivos de brassicas, tem um papel importante na epidemiologia do TuMV (RODRIGUES,
2019). No entanto, poucos estudos foram realizados até 0 momento associando espécies de
plantas da vegetacdo esponténea e seu papel como reservatorios de virus e de insetos vetores.

Para o CoLV, ainda ndo ha trabalhos sobre os aspectos epidemiologicos envolvendo a
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transmissdo e possiveis plantas hospedeiras com potencial para atuar como reservatério do
virus no campo.

Diante desses entraves, a resisténcia genética ainda € a principal medida de controle
adotada para os virus de plantas (HULL, 2014). Porém, ainda h4 um ndmero limitado de
genes identificados que conferem algum tipo de resisténcia a doencas, e um numero ainda
menor de variedades comerciais resistentes a virus. No caso de brassicas, ha genes recessivos
e dominantes ja identificados, que conferem resisténcia ao TuMV: retrO1 (recessivo),
TurB01-05 (dominantes) (WALSH & JENNER, 2002; HULL, 2014; REVERS & NICAISE,
2014). Na auséncia de variedades com esses genes, de uma maneira geral, algumas medidas
preventivas de controle podem ser preconizadas, tais como: (i) eliminacdo de fontes de virus
(prevencao e erradicacao de focos de infec¢do primaria e secundaria, utilizacdo de mudas e
sementes com certificacdo fitossanitaria associada a rotacdo de culturas); (ii) monitoramento
das populacdes de vetores (isolamento das plantas, utilizagdo de armadilhas, controle
quimico, emprego de superficies refletoras, 6leos e repelentes); e (iii) manejo cultural (rotagcdo
de culturas e utilizacdo de diferentes variedades) (TOMLINSON, 1987; MITUTI, 2009;
PASQUAL et al., 2010; HULL, 2014).

2.4. Cole latent virus: o “virus latente da couve”

O CoLV pertence ao género Carlavirus, subfamilia Quinvirinae, familia
Betaflexiviridae, ordem Tymovirales, Dominio Riboviria (ICTV, 2019, SIDDELL et al.,
2019). Carnation latent virus é a espécie tipo que da nome ao género, pois foi descrita em
plantas de cravo (Dianthus caryophyllus L.), espécie ornamental que ndo desenvolve sintomas
foliares aparentes, mas pode apresentar perda do vigor que interfere na qualidade das flores. A
familia Betaflexiviridae é subdividida em duas subfamilias: Quinvirinae e Trivirinae. Essa
subdivisdo foi proposta apo6s andlises filogenéticas da porcdo genémica correspondente a
replicase, que proporcionou a formacdo de dois ramos principais. Nessas duas subfamilias
foram incluidos quatro novos géneros, afim de acomodar espécies que ainda ndo haviam sido
classificadas como pertencentes a Betaflexiviridae. A designacéo proposta para as subfamilias
foi definida com base no nimero de genes conservados dos membros nelas contidos, sendo
Trivirinae por possuir 3 regides conservadas [replicase (1), proteina de movimento (1) e capa
proteica (1)] e Quinvirinae por possuir 5 regides conservadas [replicase (1), triplo bloco
génico (3) e capa proteica (1)]. Os criterios de classificacdo das espécies de Betaflexiviridae
foram definidos com base nas sequéncias de nucleotideos das fases de leitura abertas (Open
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Reading Frame, ORF) que codificam a replicase (Rep) e a capa proteica (CP). Virus de
diferentes géneros devem possuir menos de 45% de identidade de nucleotideos nessas ORF.
A diferenciacdo de espécies requer uma identidade de nucleotideos menor que 72% e
identidade de aminoacidos menor que 80%, quando comparadas as por¢ées gendémicas da Rep
ou da CP. Das quase 100 espécies de virus pertencentes a familia Betaflexiviridae, mais de
50% (53 espécies) pertencem ao género Carlavirus (Tabelas 2 e 3).

As espécies de Carlavirus possuem particulas flexuosas alongadas com 610 a 700 nm
de comprimento e 12 a 15 nm de didmetro. O genoma desses virus € constituido por um RNA
linear de fita simples e senso positivo [(+)sSRNA] — corresponde ao grupo 1V da classificacéo
proposta por Baltimore (1971) —, com tamanhos entre 7,4-8,9 kb, que compreende seis ORF,
cauda de poliadenilacdo [poly(A)] localizada na regido 3’ terminal e, em algumas especies,
estrutura cap na regido 5’ terminal. A ORF 1 codifica uma proteina com funcao de replicase,
que apresenta quatro dominios conservados: metiltransferase (Mt), protease do tipo papaina
(papain-like protease - P-Pro), helicase (Hel) e RNA polimerase dependente de RNA (RNA-
dependent RNA polymerase - RdRp). As ORFs 2, 3 e 4 formam o triplo bloco génico (Triple
Gene Block, TGB), que codificam proteinas relacionadas com o movimento do virus célula a
célula. A ORF 5 codifica a CP e a ORF 6 codifica uma proteina rica em cisteina com
capacidade de ligacdo a acidos nucleicos (RNA-Binding Protein, RBP), com atividade
associada a supressao de silenciamento génico. As ORFs da regido 3’ terminal sdo traduzidas
a partir de dois RNAs subgenémicos (FOSTER, 1992; ADAMS et al., 2004; GASPAR et al.,
2008; IGORI et al., 2016; ZANARDO et al., 2017).
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Tabela 2: Namero de espécies, subfamilias e géneros aceitos pelo International Committee
on Taxonomy of Viroses (ICTV) na Familia Betaflexiviridae, Ordem Tymovirales, Dominio

Riboviria

Dominio Riboviria / Ordem Tymovirales / Familia Betaflexiviridae

Subfamilia

Quinvirinae

Trivirinae

Género

Carlavirus (53 espécies)
Foveavirus (5 espécies)
Robigovirus (7 espécies)

Né&o atribuido (3 espécies)*

Capilovirus (4 espécies)
Chordovirus (2 espécies)
Citrivirus (1 espécie)
Divavirus (3 espécies)
Prunevirus (3 espécies)
Tepovirus (2 espécies)
Trichovirus (7 espécies)
Vitivirus (15 espécies)
Wamavirus (1 espécie)

Fonte: Péagina do ICTV na internet - https://talk.ictvonline.org/taxonomy/ (acesso em margo de 2019);

*Correspondem a espécies virais que ainda ndo foram classificadas em géneros da subfamilia Quinvirinae.
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Tabela 3: Espécies aceitas pelo International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) na
subfamilia Quinvirinae e género Carlavirus.

Dominio Riboviria / Ordem Tymovirales / Familia Betaflexiviridae

Subfamilia Quinvirinae

Género Carlavirus

Espécies

Espécies

Aconitum latent virus
American hop latent virus
Atractylodes mottle virus

Blueberry scorch virus

Butterbur mosaic virus

Cactus virus 2
Caper latent virus
*Carnation latent virus
Chrysanthemum virus B
Cole latent virus
Coleus vein necrosis virus
Cowpea mild mottle virus
Cucumber vein-clearing virus
Daphne virus S
Gaillardia latent virus
Garlic commom latent virus
Helenium virus S
Helleborus mosaic virus
Helleborus net necrosis virus
Hippeastrum latent virus
Hop latent virus
Hop mosaic virus
Hydrangea chlorotic mottle virus
Kalanchoe latent virus
Ligustrum necrotic ringspot virus
Ligustrum virus A

Lily simptomless virus

Melon yellowing-associated virus
Mirabilis jalapa mottle virus
Narcissus commom latent virus
Nerine latent virus
Passiflora latent virus
Pea streak virus
Phlox virus B
Phlox virus M
Phlox virus S
Poplar mosaic virus
Potato latent virus
Potato virus H
Potato virus M
Potato virus P
Potato virus S
Red clover vein mosaic virus
Sambucus virus C
Sambucus virus D
Sambucus virus E
Shallot latent virus
Sint-Jan onion latent virus
Strawberry pseudo mild yellow edge virus
Sweet potato C6 virus
Sweet potato chlorotic fleck virus
Verbena latent virus

Yam latent virus

*Carnation latent virus: espécie

Carlavirus. Fonte: ICTV na internet -

https://talk.ictvonline.org/taxonomy/ (acesso em margo de 2019).
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A organizagdo gendmica das espécies pertencentes ao género Carlavirus, quando
comparada com o0s outros géneros da subfamilia Quinvirinae, apresenta certo grau de
similaridade, porém os carlavirus possuem seis ORFs, enquanto os outros géneros dessa
subfamilia apresentam somente 5 ORF, pois ndo possuem a ORF 6, que codifica uma proteina
de 11 kDa (ADAMS et al., 2004) (Figura 2).

ORF2 ORF4 ORF6
CARLAVIRUS ORF 1 (223 kDa) (25 kDa) (7 kDa) (11 kDa) A)
n
5 ORF3 3’
(12 kDa) ORF 5 (34 kDa)
ORF2 ORF 4
FOVEAVIRUS ORF 1 (205-247 kDa) (25 kDa) (7 kDa) Al
n
5 ORF3 3’
(13 kDa) ORF 5 (44 kDa)
ORF2 ORF 4
ROBIGOVIRUS ORF 1 (230kDa) (25 kDa) (7 kDa) A)
n
5 ORF3 3
(12 kDa) ORF 5 (30 kDa)

Figura 2: OrganizacGes gendmicas dos trés géneros pertencentes a subfamilia Quinvirinae: Carlavirus,
Foveavirus e Robigovirus. A ORF 1 codifica a replicase viral, as ORFs 2, 3 e 4 formam o Triple Gene Block
(TGB) que codificam proteinas associadas ao movimento do virus célula a célula, a ORF 5 codifica a capa
proteica (CP) viral e a ORF 6, presente somente nas espécies do género Carlavirus, codifica uma proteina (11
kDa) rica em cisteina associada a supressdo de silenciamento génico. Figura adaptada de Adams et al. (2004).

Estudos revelaram que as particulas virais de espécies de Carlavirus normalmente
estdo confinadas ao citoplasma das células da epiderme e do meséfilo e, com menor
frequéncia, podem ser detectadas no floema e xilema e, raramente, nos plasmodesmas
(JEYANANDARAJAH & BRUNT, 1993). A transmissdo dos carlavirus é feita na natureza
através de espécies de afideos de maneira ndo circulativa, ndo persistente, com exce¢do do
cowpea mild mottle virus (CPMMV) e do melon yellowing-associated virus (MYaV), que sdo
transmitidos por moscas brancas (JEYANANDARAJAH & BRUNT, 1993; NAGATA et al.,
2005). No caso especifico do MYaV, sua transmisséo é realizada apenas por enxertia ou
através do inseto vetor, ndo sendo possivel a sua transmissdo mecanicamente (AVILA et al.,
2008; ZANARDO et al., 2017).
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Dos carlavirus descritos no mundo, sete foram relatados no Brasil em diferentes
espécies de plantas cultivadas: garlic common latent virus (GarCLV) em alho (Allium
sativum) nos Estados da Bahia (BA), Distrito Federal (DF), Minas Gerais (MG), Parana (PR)
e Sdo Paulo (SP); shallot latent virus (SLV) em alho nos Estados de SP e PR; melon
yellowing-associated virus (MYaV) identificado nos Estados do Rio Grande do Norte (RN),
Pernambuco (PE) e BA em cultivos de meldo (Cucumis melo); cowpea mild mottle virus
(CPMMYV) em cultivos de soja (Glycine max) nos Estados da Bahia, Goias (GO), Mato
Grosso (MT), Maranhdo (MA), MG, PR, Pard (PA) e SP, além de ter sido detectado em
feijoeiro (Phaseolus vulgaris) nos Estados de SP e PR; potato virus M (PVM) em batata
(Solanum tuberosum) no Estado do RS; sweet potato chlorotic fleck virus (SPCFV) em
batata-doce (Ipomea batatas); cole latent virus (CoLV) em raiz-forte no Estado de SP e em
couve-flor, brdcolis, couve, nabo (B. rapa) e couve-chinesa nos Estados de MG, DF e SP
(KITAJIMA et al., 1970; DANIELS et al., 1978; LIN et al., 1979; COSTA et al., 1983;
DUSI et al., 1994; SANTOS et al., 2002; ALMEIDA et al., 2003; EIRAS et al., 2008; LIMA
et al., 2009).

Outra possivel espécie de Carlavirus, identificada em fedegoso (Cassia macranthera
DC) e poncada (Cassia sylvestris Wilkstrom), respectivamente, nos Estados do PR e SP, foi
denominada Cassia mild mosaic virus (CasMMoV) (SEABRA et al., 2001). Em 2016, porém,
uma por¢cdo do genoma (replicase) do CasMMoV foi sequenciada (cddigo de acesso no
GenBank: GU481094), indicando que essa espécie pertencia ao género Allexivirus (familia
Alphaflexiviridae, ordem Tymovirales) (BESERRA et al.,2011). Porém, até 0 momento essa
proposta ndo foi aceita pelo ICTV. Outros possiveis carlavirus também foram identificados
em cebolinha (Allium ascalonicum), alstroeméria (Alstroemeria sp.) e em seringueira (Hevea
brasiliensis). No entanto, a correta identidade desses virus ainda precisa ser confirmada
(GAMA et al., 1983; COLARICCIO et al., 1996).

O primeiro relato de CoLV foi realizado em plantas de couve no Estado de Séo Paulo
em couve (KITAJIMA et al., 1970). Estes autores ao realizarem investigacdes com relacdo a
suscetibilidade de diferentes variedades de couve ao TuMV, constataram a presenca de um
virus gque, quando isolado do TuMV e inoculado em plantas de couve, ndo induzia sintomas,
sendo entdo denominado “virus latente da couve”. Além de ser latente, foi observado que era
transmitido mecanicamente e também por afideos. As observacgdes realizadas ao microscopio
eletronico de transmissdo por meio de contrastacdo negativa e preparacGes de cortes ultrafinos
permitiram observar particulas alongadas flexuosas com cerca de 650 nm e inclusdes

citoplasmaticas formando agregados de particulas, tipicas de carlavirus. Naquela ocasido, o
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virus foi classificado como pertencente ao grupo do “virus S da batata” (potato virus S, PVS).
Posteriormente, porém, esse virus foi identificado como sendo uma nova espécie de carlavirus
e denominado Cole latent virus (BELINTANI et al., 2002). Mais recentemente, isolados de
CoLV foram identificados em amostras de raiz-forte provenientes do municipio de
Divinolandia, SP. As plantas exibiam mosaico e anéis cloréticos. No entanto, constatou-se
gque muitas amostras estavam coinfectadas com o TuMV, o que ndo possibilitou concluir o
efeito dos isolados do CoLV em plantas de raiz-forte (EIRAS et al., 2008).

O CoLV, assim como observado em outros carlavirus, raramente induz sintomas
visiveis em suas hospedeiras. Sua morfologia e organizacdo genémica ndo diferem das outras
espécies de carlavirus, e sua replicacdo € realizada como um tipico virus de (+)ssRNA,
mediada por uma RNA polimerase viral, sem intermediarios de DNA. A estratégia de
expressdao de suas proteinas da regido 3’ terminal (CP de 38 kDa e proteina de 11 kDa) €
baseada na sintese de RNAs subgenémicos de 1,3 e 2,6 kb (que ndo sdo encapsidados) (Figura
3) e ocorre exclusivamente no citoplasma das células hospedeiras (BELINTANI et al., 2002;
BELINTANI & GASPAR, 2003; ADAMS et al., 2004). Além disso, a gama de hospedeiros
experimentais do CoLV parece estar restrita a pouquissimas espécies, tais como: Gomphrena
globosa, Chenopodium giganteum, C. quinoa, Malva parviflora, B. oleracea var. acephala, B.
oleracea var. botrytis, Raphanus sativus, Citrullus lanatus, Glycine max, Solanum melongena
e Phaseolus vulgaris (COSTA et al., 1980; BRUNT et al.,1997). Até o presente momento, ha
pouco conhecimento sobre o comportamento e epidemiologia do CoLV nos cultivos de
bréassicas e, além disso, ndo se conhecem as populages e a variabilidade genética desse virus

no Brasil.
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Figura 3: Esquemas da morfologia, organizacdo gendmica e expressdo das proteinas das espécies do género
Carlavirus. (A) Particula flexuosa alongada com 610-700 nm de comprimento e 12-15 nm de diametro, com a
representacdo das subunidades da proteina da capa (CP), em azul, envolvendo a fita simples de RNA; (B)
Esquema da organizagdo gendmica dos carlavirus, indicando a posicdo de cada ORF e localizagdo dos RNAs
subgendémicos: ORF 1 codifica a replicase viral, proteina com 223 kDa com quatro dominios: metiltransferase
(Mtr), papain-like protease (P-Pro), helicase (Hel) e RNA polimerase dependente de RNA (RdRp); ORFs 2,3 e 4
formam o triplo bloco génico (Triple Gene Block, TGB) que codificam proteinas associadas ao movimento do
virus célula a célula (MP); ORF 5 codifica a capa proteica (CP) do virus; e ORF 6 codifica uma proteina rica em
cisteina (RNA-Binding Protein, RBP), com atividade associada a supressao de silenciamento génico. As ORFs do
terminal 3’ sdo traduzidas por dois RNAs subgendmicos, SgRNA (que ndo sdo encapsidados) de 1,3 kb e 2,6 kb.

2.5. Aspectos relacionados a transmisséo do CoLV

Os virus de plantas sdo parasitas obrigatorios, pois dependem exclusivamente das
células vivas e de fatores da planta hospedeira para completar seu ciclo infeccioso, que inclui:
perda da capa proteica (desencapsidagdo, que ocorre apés a sua entrada na célula), traducéo

das proteinas virais, replicacdo e acumulo dos &cidos nucleicos virais, movimento a curtas
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distancias, célula a célula (via plasmodesmas) e a longas distancias (via floema), montagem
das particulas virais e transmissdo (HULL, 2014; NICAISE, 2017; EIRAS et al., 2018). Os virus
de plantas precisam ser introduzidos no interior da célula vegetal, que pode ocorrer natural ou
experimentalmente de forma mecanica ou atraves de vetores, por exemplo, os insetos. Além
disso, a disseminacdo do virus também pode ser realizada por enxertia, pdlen, érgdos de
propagacdo vegetativa e sementes (HULL, 2014). Para que haja o inicio do(s) processo(s)
infeccioso(s), porém, os virus necessitam ter acesso a célula hospedeira. A penetracdo do(s)
virus nas células vegetais ¢ realizada de “forma passiva”, uma vez que as plantas possuem
barreiras (cuticula e parede celular) que os virus ndo conseguem ultrapassar, diferentemente
dos virus que infectam animais que reconhecem receptores especificos localizados na
membrana celular, e de bactérias e fungos fitopatogénicos que produzem enzimas capazes de
degradar componentes dessas barreiras (principalmente lignina e celulose) (HULL, 2014). Os
virus de plantas precisam ser introduzidos no interior da célula vegetal, que pode ocorrer
mecanicamente de forma experimental, natural (insetos vetores) ou por instrumentos de corte
contaminados. No caso especifico do CoLV, como na maioria dos carlavirus, principalmente
por serem virus que infectam e se acumulam nas células da epiderme e do meséfilo, o virus
pode ser transmitido mecanicamente com facilidade, por meio da fricgdo de extrato de folha
infectada sobre folhas de plantas sadias. Os demais virus de brassicas que ocorrem no Brasil,
TuMV e CaMV, também infectam e se acumulam nas células da epiderme e do meséfilo, e
sdo transmitidos mecanicamente. Porém, no campo, a transmissdo que tem maior relevancia
epidemiolégica é realizada por diversas espécies de afideos vetores, que transmitem os trés
virus de brassicas (BRAGARD et al., 2013; HULL, 2014).

A eficiéncia na transmissdo é caracterizada pela especificidade entre o vetor e o virus,
sendo que a aquisicdo do virus pelo vetor, a ligacdo e a retencdo dos virus nos sitios de
ligacdo no vetor influenciam diretamente no sucesso da transmissio (DADER et al., 2017).
As interacOes entre virus e vetores da ordem Hemiptera, principalmente os afideos, tém sido
amplamente estudadas, pois 42% dos virus conhecidos sdo transmitidos por insetos dessa
ordem (HULL, 2014).

A transmissdo de virus por vetores ocorre em duas categorias principais: (i) nédo
circulativa, subdividida nos modos nédo-persistente e semipersistente; e (ii) circulativa, que
pode ser propagativa e ndo-propagativa (BRAGARD et al., 2013; WHITFIELD et al., 2015;
DADER et al., 2017; ZHOU et al., 2018). Os afideos sdo o0s (nicos vetores capazes de

transmitir virus em todas essas categorias, tanto de maneira circulativa como nao circulativa,
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sendo que cada espécie de virus apresenta um unico tipo de vetor e um Unico modo de
transmissdo (excegdo aos virus classificados como bimodais como, por exemplo, o CaMV)
(BRAGARD et al., 2013). Os virus que sdo transmitidos por vetores sdo dependentes do
habito de alimentacdo do vetor. Portanto, o entendimento da transmisséo de virus por vetores
depende do conhecimento dos aspectos envolvidos na alimentacdo do seu vetor (HULL,
2014).

O modo de transmissdo ndo circulativo se caracteriza pela retencdo do virion na
porcdo anterior do aparelho bucal (estiletes), pré-cibario ou cibario dos afideos vetores
(WHITFIELD et al., 2015). O virus ndo circula no corpo do vetor e ndo havendo o periodo de
laténcia (periodo que o virus, ap6s a sua aquisicdo pelo vetor, ndo seré transmitido). Assim, o
vetor perdera rapidamente a capacidade de transmitir o virus, sendo este periodo menor no
modo de transmissdo ndo circulativo. O virus, portanto, ndo persiste no vetor. Outra
caracteristica importante € que, ap0s o inseto passar pela troca do exoesqueleto (ecdise), as
particulas virais sdo perdidas e o inseto, portanto, deixa de ser virulifero. O modo de
transmissdo ndo circulativo é sub-dividido em: (i) ndo persistente, quando os afideos
adquirem as particulas virais em questdo de segundos ou minutos (aquisicdo), durante as
picadas de prova realizadas em uma planta infectada, sendo capazes de transmiti-las também
em questdo de minutos ou segundos ao realizar novas picadas de prova em uma planta sadia
(inoculacdo) (exemplos: TuMV ou CoLV); e (ii) semi-persistente, quando as particulas virais
persistem no afideo por um periodo mais prolongado (horas), sendo que o tempo de aquisicao
e de inoculacdo do virus pode levar de minutos a algumas horas. Este modo de transmisséo,
em geral, é observado em virus associados ao floema como, por exemplo, o citrus tristeza
virus (CTV) (HULL, 2014; EIGENBRODE et al., 2018). O CaMV, embora ndo seja um virus
restrito ao floema, é transmitido de modo semi-persistente e, em algumas situacdes, também
pode ser transmitido de modo ndo persistente, sendo denominado virus de transmissao
bimodal (BRAGARD et al., 2013; WHITFIELD et al., 2015).

No modo de transmissdo ndo circulativo ndo persistente sdo reconhecidas duas
estratégias bésicas que envolvem as intimas interacBes virus-vetor: (i) ligagdo direta da
proteina capsidial (CP); e (ii) utilizacdo de um ou mais componentes auxiliares (Helper
Component, HC) (BRAGARD et al., 2013; HULL, 2014; VALLI et al., 2018). Recentemente,
identificou-se uma proteina (Stylin-1) localizada na extremidade anterior do estilete de
algumas espécies de afideos, que corresponde ao primeiro receptor associado as ligacdes de

virus transmitidos de modo néo circulativo (WEBSTER et al., 2018).
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O TuMV, assim como os demais potyvirus, utilizam a HC-Pro, uma proteina nao
estrutural multifuncional codificada pelo virus, que media a liga¢do entre o virion e a parede
do estilete do afideo (VALLI et al., 2018). O CaMV, por sua vez, codifica duas proteinas
auxiliares associadas a transmissdo: a P2, que possui afinidade a um receptor localizado no
duto comum nas extremidades dos estiletes maxilares do afideo; e a P3 denominada de fator
de transmissibilidade, formado por trés mondémeros que ficam ancorados no capsideo,
formando uma espécie de corpo de inclusdo (BRAGARD et al., 2013).

Vale ressaltar também que nas interacdes virus-vetor, além dos aspectos envolvidos
efetivamente na transmissdo do virus, outros fatores devem ser levados em consideracdo. A
saliva do inseto vetor, por exemplo, possui componentes que podem ativar o sistema de
defesa da planta, apresentando um papel relevante na infec¢do viral (GALLO et al., 2002).
Outro aspecto observado em alguns patossistemas esta relacionado a maior atratividade de
insetos vetores a plantas infectadas em comparacdo a plantas sadias. Além disso, ha diferentes
efeitos diretos e/ou indiretos dos virus em seus vetores, alterando a atratividade para pouso,
adaptacdo, comportamento alimentar, longevidade e oviposicdo (DADER et al., 2017;
EIGENBRODE et al., 2018; ZHOU et al., 2018).
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3. Objetivos

(i)

(i)

(iii)

(iv)

Identificar e caracterizar por técnicas moleculares isolados brasileiros de carlavirus
que infectam brassicas, provenientes de diferentes regides geograficas do Brasil, pelo
sequenciamento de por¢des gendmicas correspondentes ao terminal 3° do RNA viral

(ORF 5, ORF 6 e terminal 3’ ndo traduzido);

Analisar a variabilidade genética de dois isolados de cole latent virus (CoLV)
provenientes do Estado de S&o Paulo e Alagoas pelo sequenciamento completo dos

respectivos genomas;

Identificar por PCR e RT-PCR as espécies virais em infeccdes simples ou em

coinfec¢des, presentes em bréssicas, provenientes de diferentes Estados do Brasil;

Avaliar o comportamento de variedades comerciais de brassicas frente a infecgéo

experimental com dois isolados de CoLV de couve (B. oleracea var. acephala);
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4.1. Isolados virais

37

As amostras de bréssicas analisadas foram obtidas em &reas destinadas a producéo de

hortalicas nos Estados de Alagoas, Sdo Paulo, Goias e Parang, além do Distrito Federal. As

amostras foram constituidas por espécies cultivadas e ndo cultivadas de brassicas sintomaticas

e assintomaticas, identificadas com o nome da espécie e local da coleta, alem de receberem

um cddigo para identificagdo do isolado (Tabela 4, Figuras 4 e 5).

Tabela 4: Relacdo das amostras de brassicas coletadas em diferentes Estados brasileiros

Cadigo

Hospedeira
Nome Cientifico /

(nome popular)

Data

Procedéncia

Sintomas

T4
T6
T9
T15
T25
T36
T62
T63
T64
T89
T90
T107
T109
T110

B. oleracea var. acephala (couve)
Armoracia rusticana (raiz-forte)
B. oleracea var. acephala (couve)
B. oleracea var. acephala (couve)
B. oleracea var. acephala (couve)
B. rapa pekinensis (couve-chinesa)
B. oleracea var. acephala (couve)
B. oleracea var. acephala (couve)
B. oleracea var. italica (brécolis)
B. oleracea var. acephala (couve)
B. oleracea var. acephala (couve)
B. oleracea var. acephala (couve)
Raphanus raphanistrum (nabica)

B. oleracea var. acephala (couve)

25/06/2012
16/07/2012
26/05/2015
12/09/2015
30/09/2015
30/09/2015
30/09/2015
05/07/2017

Socorro (SP)
Divinolandia (SP)
Monte Alegre do Sul (SP)
Distrito Federal (DF)
Divinolandia (SP)
Santo Antonio do Pinhal (SP)
Pindamonhangaba (SP)
Pindamonhangaba (SP)
Pindamonhangaba (SP)
Ubatuba (SP)
Arapiraca (AL)*
Pinhais (PR)*
Pirendpolis (GO)*
Pirendpolis (GO)*

Mosaico foliar
Clareamento de nervuras/mosaico foliar
Clareamento de nervuras/mosaico foliar
Clareamento de nervuras, mosaico e deformacéo
Mosaico, deformacgéo e pontos cloréticos
Mosaico, deformacgéo e pontos cloréticos
Mosaico, clareamento e necrose de nervuras

Clareamento de nervuras/mosaico foliar

Legenda: (-) sem informacdo disponivel; (negrito) isolados selecionados para a realizagdo dos testes descritos

neste trabalho. *Amostras coletadas pelo Prof. Dr. E.W. Kitajima.
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F Arapiraca(AL)

DistritoFederal (DF)
Pirendpolis (GO)

Divinolandia (SP)

Braganga Paulista e Socorro (SP)

Santo Antonio do Pmhal (SP)

Pimdamonhangaba (SP)

I Alesoas (AL) Ubatuba (SP)
- Séo Paulo (SP)

B Goias (GO)

- Distrito Federal (DF) . .

R s 22 Pinhais (PR)

Figura 4: Estados brasileiros e cidades onde foram coletadas as amostras de brassicas.

Figura 5: 1A e 2A — Folhas de plantas de couve (Brassica oleracea var. acephala) com sintomas de clareamento
de nervuras e mosaico induzidos pelo isolado de carlavirus T90; 1B e 2B — Folhas de couve (Brassica oleracea
var. acephala) com sintomas de clareamento de nervuras e mosaico induzidos pelo isolado T25.
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4.2. Armazenamento de folhas infectadas

As amostras foliares analisadas foram cortadas em pequenos fragmentos
(aproximadamente 2 mm de largura e 2 cm de comprimento) e transferidas para placas de
Petri contendo 1,6 g de cloreto de calcio (CaCl,) para cada grama de folha fresca (peso do
CaCl, = 2 x 80% referente ao peso fresco foliar). No interior da placa de Petri, os fragmentos
foliares foram separados do CaCl, com uma tela de nailon (para evitar a queima dos tecidos
foliares). Em seguida, as placas de Petri foram mantidas a -20°C por 3 meses para a total
desidratacédo do tecido foliar. Apds esse periodo, as amostras desidratadas foram transferidas
para tubos de plastico (com capacidade para 10 mL) contendo cloreto de calcio e algodao
(para evitar que o material vegetal entrasse em contato com o CaCl,). Apos a transferéncia
para tubos, os isolados foram armazenados a -20°C e depositadas na colecdo de virus de

plantas do Laboratério de Fitovirologia e Fisiopatologia (LFF) do Instituto Bioldgico (1B).

4.3. Obtencao de plantas para realizacédo dos testes bioldgicos

Para a realizacdo dos testes bioldgicos, foram realizadas semeaduras de espécies de
plantas indicadoras das familias Amaranthaceae e Solanaceae, além de espécies/variedades
comerciais de Brassicaceae, Cucurbitaceae e Fabaceae (Tabela 5) em bandejas de
polipropileno (6 cm de altura x 28 cm de largura x 33 cm de comprimento), utilizando terra
esterilizada em autoclave (120°C / 30 minutos). ApOs a germinacdo, as mudas foram
transplantadas para vasos de polipropileno (10 cm de diametro x 6 cm de altura). As
sementeiras e 0s vasos com as plantulas foram mantidos em casa de vegetagdo sob condicdes

de temperatura ambiente e irrigacdo controlada.
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Tabela 5: Espécies botanicas avaliadas em testes de transmissdo mecanica dos isolados T25

e T90.

Familia

Espécie (nome vulgar)

Amaranthaceae

Brassicaceae

Cucurbitaceae

Fabaceae

Solanaceae

Poaceae

Chenopodium giganteum (amaranticolor)
Gomphrena globosa (perpétua)
Spinacia oleracea (espinafre ‘Nova Zelandia”)

Brassica oleracea var. italica (brédcolis ‘Precoce Piracicaba’)
B. rapa ssp. pekinensis (couve-chinesa ‘Natsume”)
B. oleracea var. botrytis (couve-flor ‘Juliana’)
B. oleracea var. gongylodes (couve-rabano ‘Branca’)
Eruca sativa (rticula ‘Astro’)
Raphanus raphanistrum (nabica)
R. sativus (rabanete ‘n°19”)

Cucurbita pepo (abobrinha-de-moita ‘Caserta’)
Citrullus. lanatus (melancia ‘Charleston Gray’)
C. lanatus (melancia ‘Crimson Sweet”)

C. lanatus (melancia ‘Fairfax”)
Cucumis sativus (pepino caipira)

Pisum sativum (ervilha ‘Triofin’)

Capsicum annuum (pimentdo ‘cascadura Ikeda’)
Datura stramonium (figueira-brava)
Nicotiana debneyi
N. glutinosa
N. megalosiphon
N. sylvestris
N. tabacum ‘Samsun’

N. tabacum ‘Samsun NN’

N. tabacum ‘White Burley’

N. tabacum ‘Xanthi’
Solanum melongena (berinjela ‘Embu’)

Zea mays (milho-verde ‘hibrido Itapua 700”)

4.4. Inoculacdo mecanica

Os testes bioldgicos, para avaliar o circulo de hospedeiras, foram realizados utilizando

os isolados T25 e T90 de carlavirus armazenados, previamente, em cloreto de calcio a -20°C.

O inoculo foi preparado pela maceracdo em tampéo fosfato 0,01 M pH 6,0 acrescido de
sulfito de sddio (5% de sulfito de sodio, 1,06 g de Na.HPO. e 0,54 g de KH2PO. para 1000

mL de &gua destilada) na propor¢do de 1:5 (g:mL), polvilhando sobre as folhas a serem

inoculadas carburundum como abrasivo. O extrato (inoculo) foi obtido pela maceragdo com o

auxilio de almofariz e pistilo de porcelana, previamente esterilizados (autoclavados) a 120°C

por 40 minutos. As plantulas foram inoculadas apds o desenvolvimento de um par de folhas
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verdadeiras, sendo a inoculacdo de cada isolado realizado em lotes constituidos por 5 plantas
de cada espécie (para cada isolado utilizado). Para cada tratamento, uma planta da mesma
espécie foi friccionada somente com tampdo, constituindo assim a testemunha (controle
negativo). A inoculacdo foi realizada na superficie adaxial das folhas, sendo este processo
realizado em duas folhas por planta. Apds a inoculagdo, as plantas foram lavadas com agua e
mantidas em casa de vegetacdo para a observacdo do surgimento de sintomas. Trinta dias ap0s
a inoculacdo, amostras de folhas assintomaticas e sintomaticas foram coletadas para a
realizacdo de testes soroldgicos (PTA-ELISA) e extracdo de RNA para RT-PCR.

4.5. Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Folhas sintomaticas de brassicas foram submetidas a observacdes ao MET. Para tanto,
foi utilizada a técnica de contrastacdo negativa (leaf dip) para a visualizacdo da morfologia
das eventuais particulas virais presentes nas amostras (KITAJIMA & NOME, 1999). Para
tanto, primeiramente foi realizada a sensibilizacdo da grade (microtela) para microscopio
eletrbnico de transmissdo com o extrato da planta preparado em tampdo fosfato pH 7,0
durante 5 minutos. Apo6s a sensibilizacdo, procedeu-se a lavagem da grade com agua
destilada. Com a finalidade de intensificar o contraste, a grade sensibilizada foi depositada
sobre uma gota de acetato de uranila 5% preparado em agua destilada durante 5-30 minutos
(Obs: para a correta contrastacdo a parte sensibilizada da grade com o extrato da planta deve
estar voltada para a gota de acetato de uranila). Em seguida, a microtela foi depositada sobre
um pedaco de parafilme no fundo de uma placa de Petri, devidamente protegida da poeira
ambiente. Em seguida, lavou-se a grade em agua destilada. O excesso de agua foi absorvido
em papel filtro, podendo-se entdo colocar a grade sobre uma gota de citrato de chumbo
durante 5-30 minutos, lavando-se e secando-se como descrito anteriormente. Apds a
contrastacéo, a grade sensibilizada e contrastada foi examinada ao MET.

Para a observacdo das particulas virais e das alteragbes ultraestruturais (inclusées
citoplamaticas), no interior das células das folhas de brassicas analisadas, foram realizadas
seccOes ultrafinas de tecidos foliares fixados em mescla de glutaraldeido/paraformaldeido,
pos-osmicado, desidratado e emblocado em resina epoxica (MARTELLI & RUSSO, 1984).

4.6. PTA-ELISA (Plate Trapped Antigen — Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Para a realizacdo do PTA-ELISA, foi, inicialmente, realizada a adsor¢do do antissoro
policlonal de CoLV (gentilmente cedido pelo Prof. E.W. Kitajima — NAP-MEPA, ESALQ-
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USP). Para esta estapa foram utilizadas folhas sadias de couve-chinesa, com o objetivo de se
reduzirem as reacGes inespecificas (reconhecimento de proteinas da planta pelo antissoro).
Para a obtencdo do extrato, folhas sadias de couve-chinesa foram maceradas em tampao
fosfato de sodio 0,05 M pH 7,0, acrescido de ‘Tween 20’ (5%) e polivinilpirrolidona (PVP)
na proporcao 1:10 (g:mL). Apoés a filtragem, utilizando gaze, foi adicionado ao extrato o
antissoro na diluicdo 1:3000 (diluicdo recomendada pelo Prof. E.W. Kitajima), sendo a
preparacdo incubada em estufa (Quincy Lab. INC, modelo 10-140 Incubator) a 37°C por uma
hora. Em seguida, o extrato foi submetido a centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos
(Centrifuga Eppendorf, modelo 5417R). Apds centrifugagdo, coletou-se o sobrenadante e ao
volume final adicionou-se 0,5% de soro albumina bovina (BSA).

Para a sensibilizacdo da placa de ELISA com os antigenos, foram preparados extratos
a partir de 0,1g de folhas frescas, obtidas a partir das plantas inoculadas mecanicamente com
os isolados T25 e T90. Os fragmentos foliares foram macerados em presenga de tampao
carbonato de sédio 0,05M, pH 9,6 (1,59 g de Na.SOs, 2,93 g de NaCO:s e 0,2 g NaNs para
1000 mL de &gua destilada) na proporcdo de 1:10 (p/v). As maceracdes foram realizadas em
sacos plasticos (10 x 15cm) e os extratos transferidos para microtubos de 1,5 mL, sendo
centrifugadas a 12.000 rpm por 3 minutos (rotor de angulo fixo modelo FA-45-30-11 da
Centrifuga Eppendorf, modelo 5417R). Em seguida, foram aplicados 50 pL dos extratos de
cada isolado em microplaca(s) (Nunc®). Cada amostra foi aplicada em triplicata (3 pocos)
para evitar erros de interpretacdo ou obtencdo de falsos negativos. Como controles positivos
foram utilizadas folhas de brassicas infectadas (experimentalmente) com isolados de
carlavirus mantidos na colecdo do LFF/IB, e como controles negativos foram utilizadas folhas
sadias de couve-chinesa. Apds incubacdo da(s) placa(s) em estufa a 37°C por 2 h, foram
realizadas lavagens (3x), utilizando tampédo de lavagem (fosfato de sédio 0,05M, pH 7,4,
acrescido de 0,5% de ‘Tween20’). Em seguida, foi realizado o bloqueio, com o objetivo de se
reduzir as reacdes inespecificas, utilizando tampao PBSTPo pH 7,4 (tampéo fosfato de sodio,
tampdo de lavagem e 2,0 g de polivinilpirrolidona, PVP), acrescido de 2% de leite em pd
desnatado e incubado a 4°C por 12h. As placas foram entdo lavadas (3x) com tampao de
lavagem, sendo, em seguida, adicionado o antissoro (previamente adsorvido). Apds incubagdo
a 37°C por 2 h, foi feita a lavagem da placa (3x) com tampdo de lavagem e, em seguida,
adicionado o anticorpo “anti-coelho” (anti-rabbit) conjugado a enzima fosfatase alcalina
(Sigma®), previamente diluido em tampao PBSTPo, na propor¢do 1:30.000. Apds incubacéo
a 37°C por 2 h, procedeu-se novamente a lavagem da placa (3x) quando entdo foi adicionado

0 substrato p-nitrofenilfosfato (Sigma®) diluido em tampéao substrato pH 9,8 (9,7 mL de
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dietolonamina, 0,01g de MgClz, 0,02 g de NaNs para 100 mL de agua destilada). Foram
realizadas 4 leituras de absorbancia no comprimento de onda de A4osnm €m intervalo de 30
minutos em leitor de ELISA Microplate reader 3550-UV (Bio-Rad). Foram consideradas
amostras positivas aquelas que apresentaram valores de absorbancia trés vezes superior aos
valores do(s) controle(s) negativo(s) (CLARK & BAR-JOSEPH, 1984). As amostras positivas
foram armazenadas em cloreto de célcio a

-20°C e depositadas na colecéo do do LFF/IB.

4.7. Extracao de RNA total

As extracOes de RNA total foram obtidas a partir de 0,1 g de cada amostra de folhas
infectadas. Com auxilio de almofariz e pistilo (previamente esterilizados), os fragmentos
foliares foram triturados na presenca de nitrogénio liquido (N;) até a obtencdo de um p6 bem
fino. Em seguida, adicionou-se 1 mL do produto comercial TRizol® Reagent (Invitrogen). As
amostras foram vertidas em microtubos de 1,5 mL (livres de RNAses), devidamente
identificados e incubados a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, adicionaram-se
200 pL de cloroférmio, e os tubos foram submetidos a agitacdo vigorosa em vortex (Vortex
Gene 2, Scientific Industries Si™). As amostras foram entdo incubadas por mais 3 minutos a
temperatura ambiente e submetidas a centrifugacdo 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C (rotor
de angulo fixo modelo FA-45-30-11 da Centrifuga Eppendorf, modelo 5417R). Em seguida,
transferiu-se o sobrenadante (fase aquosa) para microtubos novos, adicionaram-se 500 pL de
alcool isopropilico (1 volume), e promoveu-se a homogeneizacgdo por inversao e, em seguida,
procedeu-se a incubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras
foram submetidas a centrifugacdo por 10 minutos a 12.000 rpm a 4°C. O isopropanol
(sobrenadante) foi descartado e os RNA precipitados foram lavados com 1 mL de etanol 70%.
O etanol foi descartado e os tubos permaneceram a temperatura ambiente para a total
evaporacdo do alcool. Os RNA foram ressuspendidos em 40 uL de dgua tratada com DEPC
(Diethyl pyrocarbonate) e armazenados a -20°C e, em alguns casos, também foram
armazenados a -80°C.

4.8. Extracdo de DNA

As extracfes de DNA foram realizadas, para a deteccdo de isolados do cauliflower
mosaic virus (CaMV) por PCR, foram feitas a partir de 0,1 g de folha fresca por amostra.

Com auxilio de almofariz e pistilo (previamente esterilizados), o material vegetal foi triturado
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na presenca de nitrogénio liquido (N,) até a obtengdo de um pd bem fino. Em seguida, o
macerado foi transferido para microtubos de 1,5 mL (livres de RNAses) e adicionados 50 uL
de tampao de extracdo 0,1M pH 8,0 (Tris-HCI 0,1M pH 8,0, EDTA 0,05M, NaCl 0,5M, 1% de
SDS e B-mercaptoetanol 0,01M). As amostras foram submetidas a agitacdo vigorosa em
vortex (Vortex Gene 2, Scientific Industries Si™) e incubadas a 65°C por 5 minutos. Foram,
entdo, adicionados 150 pL de acetato de potdssio SM e as amostras foram novamente
submetidas a agitacdo vigorosa em vortex (Vortex Gene 2, Scientific Industries Si™), sendo
0s microtubos mantidos em gelo por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram submetidas a
centrifugacdo por 10 minutos, a 10.000 rpm (rotor fixo modelo FA-45-30-11 da centrifuga
Eppendorf modelo 5417R), sendo transferido, em seguida, 0 sobrenadante (fase aquosa) para
novos microtubos de 1,5 mL (livres de RNAses) e adicionaram-se 350 uL de isopropanol € os
microtubos foram agitados por inversdo e submetidos a centrifugacdo por 10 minutos a
10.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 200 pL de etanol
70%. As amostras foram, entdo, submetidas a uma centrifugacdo de 5 minutos a 10.000 rpm.
Em seguida, o etanol foi descartado e os tubos permaneceram a temperatura ambiente para a
total evaporagdo do alcool. Apoés a secagem, o precipitado foi ressuspendido em 50 pL de
agua esteril (livre de RNAses) (DELLAPORTA et al., 1983).

4.9. RT-PCR (Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction)

A sintese das moléculas de DNA complementares (cDNA), especificamente realizada
para o CoLV foi realizada utilizando 3 pL das solucdes de RNAs totais extraidos com TRizol®
Reagent (Invitrogen), que foram transferidos para um microtubo de 0,6 pL, em presenca de
50 pmoles (1 pL) de oligonucleotideos iniciadores complementares (OligodT 21 ou CoLV-I1I)
e agua livre de RNAses para um volume final de 10 pL. Os microtubos foram incubados a
70°C por 3 minutos e colocados imediatamente em gelo por 2 minutos. Em seguida, foram
adicionados 5 pL do tampdo da enzima transcriptase reversa (5x) (Promega®), 1 pL da
mistura de deoxinucleotideos, dNTPs (2,5 mM) e 1 uL da enzima transcriptase reversa M-
MLV (Promega®). Esta mistura, com volume final de 25 pL, foi incubada a 37°C por 60
minutos. Para as reacGes de PCR foram adicionados a um microtubo de 0,6 pL, 2 pL do
cDNA, 1 pL (5 U/uL) da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen®), 5 pL do tampéo da
enzima (10x) (Invitrogen®), de acordo com as recomendacées e especificacées do fabricante,
3 UL de cloreto magnésio (50 mM), 1 pL da mistura de dNTPs (2,5 mM), 1 uL (50 pmoles)
de cada oligonucleotideo, senso e antisenso (complementar) (Figura 6 e Tabela 6). Os
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microtubos foram transferidos para termociclador (PTC100, MJ Research) e as condicdes

para amplificacdo foram: 5 minutos a 94°C, seguidos de 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1

minuto a 50°C e 2 minutos a 72°C, com extensao final de 2 minutos a 72°C. Os fragmentos

de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose 1,2%, em presenca de brometo

de etideo (0,01%), sob luz ultravioleta em transluminador (Eagle Eye™ - |l, Stratagene).

Também foram realizadas analises por RT-PCR e PCR para a detec¢do do TuMV e para o

CaMV, respectivamente, virus comumente encontrados em brassicas (RODRIGUES, 2019).

Tabela 6: Oligonucleotideos utilizados nas reacdes de RT-PCR para amplificacdo de fragmentos

dos isolados de CoLV.

Virus Porgéo Nome dos . . Fragmento L.
. . Sequéncias dos primers . Referéncias
Gendmica Iniciadores amplificado
Carla-Uni 5’ - GGAGTAACCGAGGTGATACC - 3’ Badge et al.
~120 ph (1996)
OligodT-21 5 —TTTTTTTTTTTITTTITTITTTTIT -3’ Pappu et al.
(1993)
OligodT-21 S —TTTTTTTTTTTITTITITTITTTITIT -3’ Pappu et al.
CoLV CcpP ~ 940 pb (1993)
Carla-CP 5’ -~ GGBYTNGGBBTNCCNCANGA - 3’ Gaspar et al.
(2008)
CoLV-I 5> - ATGCGCCCAGATCCC -3’
~363 pb Rodrigues
CoLV-II 5’ - TACATGTTRACGCACAACGC - 3’ (2019)
Mtr PPro  Hel  RdRp ‘ MP RBP
. A(n)
g — IR
1 ! | (~120pb) :
1 1 = =
1 | CarlaUni OligoclT!
. . 21 1
1 ] .
i i :
; (~940pb) 1
1
1 ;C‘m‘la CP C)ligod"i"ll
I I
1(~363pb) |
= &=
ColV I ColV II

Figura 6: Esquema da organizacdo gendmica de espécies de carlavirus com os respectivos sitios de anelamento
dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nas RT-PCR. Informagdes dos oligonucleotideos estdo representados

na Tabela 6.
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4.9.1 Anédlise da diversidade genética dos isolados virais

Produtos de RNA total e DNA, extraidos a partir de folhas das amostras de brassicas,
foram utilizados como molde para a sintese de cDNAs e amplificagdes via PCR (item 4.9).
Os produtos obtidos a partir das amplificaces foram eluidos do gel de agarose com Kits de
purificacdo Pure Link® Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit (Invitrogen) e
ressuspendidos em agua estéril, conforme recomendacdes do fabricante. Apds a purificacéo,
os fragmentos de DNA foram submetidos ao sequenciamento pelo método de terminagédo de
cadeia (SANGER et al., 1977) utilizando o kit Big Dye e o sequenciador 3500XL (Applied

Biosystems).

4.10 Sequenciamento de alto rendimento e montagem das sequéncias genémicas virais

Para a realizacdo do sequenciamento dos genomas virais foram selecionados dois
isolados de couve (T25, proveniente de Divinolandia, SP e T90, proveniente de Arapiraca,
AL). Os isolados foram inoculados em plantas de couve-chinesa, que foram mantidas em casa
de vegetacdo. Vinte dias apds as inoculacbes, amostras foliares foram submetidas a extracédo
de RNA total com reagente Trizol (item 4.7) e purificados utilizando o kit RNeasy Mini
(Qiagen). Os RNAs obtidos foram processados no Laboratério de Biotecnologia Animal da
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade de So Paulo (Piracicaba, SP)
e submetidos a técnica de sequenciamento de alto rendimento (HTS) associado a tecnologia
HiSeq 2500 technology (Illumina, San Diego, USA).

A montagem das sequéncias obtidas de HTS foi realizada utilizando o programa
Geneious Package (versdao 10.2.2) e Trinity (v 2.5.1). As sequéncias de nucleotideos obtidas
foram comparadas com genomas completos de outras espécies de Carlavirus, utilizando o
programa Vector NTI Advance 11. As diferentes ORFs identificadas nos genomas dos
isolados T25 e T90 foram comparadas, uma a uma, com sequéncias completas e parciais de
espécies da familia Betaflexiviridae, com énfase no género Carlavirus disponiveis no
GenBank. Para estabelecer uma matriz de identidade, as sequéncias da CP e RdRp foram
submetidas ao Programa Sequence Demarcation Tool (SDT) versdo 1.2 para a obtencéo do
alinhamento multiplo das sequéncias de nucleotideos dos isolados T25 e T90 caracterizados
neste trabalho com outras sequéncias de nucleotideos de espécies distintas de carlavirus e

também da familia Betaflexiviridae depositadas no GenBank (Tabela 7). Analises
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filogenéticas de méxima verossimilhanca (com bootstrap para 1500 replicagdes), baseadas

nos alinhamentos multiplos de nucleotideos, foram realizadas com o auxilio do programa

MAFFT versdo 7 (KATO e STANDLEY, 2013).

Tabela 7: Sequéncias completas de isolados virais, depositadas no Genbank, utilizados nas analises

filogenéticas e de identidade de Carlavirus.

Nome do Isolado

D
01227
TP7-93B
Bittergold
SK
ACLSV-BJ
XY
AKS
Al8
Sus2
Tas3
CNPH
Tatao5
JH
Arkansas
NJ-2
J
CBV-1_S20
CBV-2_S15
Aze204
S10
SA1162-21
FC4
8241-2(s1)
CTLV_8431
WY
S
Actinidia

Isolado viral

Aconitum latent virus
Actinidia seed borne latent virus
Actinidia virus B
African oil palm ringspot virus
American hop latent virus
Atractylodes mottle virus
Apple chlorotic leaf spot virus
Apple stem grooving virus
Apple stem pitting virus
Apricot latent virus
Apricot pseudo-chlorotic leaf spot virus
Apricot vein clearing associated virus
Arracacha virus V
Asian prunus virus 1
Asian prunus virus 2
Banana mild mosaic virus
Blackberry virus A
Blueberry scorch virus
Butterbur mosaic virus
Carrot Ch virus 1
Carrot Ch virus 2
Caucasus prunus virus
Cherry green ring mottle virus
Cherry mottle leaf virus
Cherry necrotic rusty mottle virus
Cherry rusty mottle associated virus
Cherry twisted leaf associated virus
Cherry virus A
Chrysanthemum virus B
Citrus leaf blotch virus
Cole latent virus

Acronimo

AcLV
ASbLV
AcVB
AOPRV
AHLV
AtrMoV
ACLSV
ASGV
ASPV
ALV
APCLSV
AVCaV
AVV
APV1
APV?2
BanMMV
BVA
BBScV
ButMV
CChv1l
CChv2
CPrv
CGRMV
ChMLV
CNRMV
CRMaVv
CTLaVv
CVA
CcvB
CLBV
CoLV

Acesso

Genbank
AB051848
MF440375
NC_016404
NC_012519
JQ245696
KR349343
KU960942
KX686100
KY242757
HQ339956
NC_006946
KY132099
NC_034264
NC_025388
KY310582
NC_002729
MG254193
NC_003499
AB517596
KF533711
KF533710
KM507061
IX501671
NC_002500
EU188438
KF030870
KF958838
KY445749
AB245142
MG604237
AY340584

Local de Origem

Japéo
Nova Zelandia
Nova Zelandia
Estados Unidos
Coreia do Sul

China

China

China

Italia

Italia

Australia

Brasil

Estados Unidos
Coreia do Sul
Austrélia
Estados Unidos
Toquio
Reino Unido
Reino Unido
Azerbaijdo

China

Canada

Japéo
Estados Unidos
Estados Unidos

Coreia do Sul

Japéo

China

Brasil
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CPMMV:BR:GO:01:1

K
SW3.3
SW3.3
5/18-05-2010

PA3
ISA-BR
MD25
WAHH2
V5
VID561
TT2016-3
VID499
KS
SK704
HarVA-57
G5

NZ
PV-0290B

SK

M22
pml14
Zhangzhou
Marijiniup4
VRS-541
DuraznoMex1
DurazMex1
WP
BR
PV-0341

YN

Coleus vein necrosis virus
Cowpea mild mottle virus
Currant virus A
Daphne virus S
Diuris virus A
Diuris virus B
Gaillardia latent virus
Garlic commom latent virus

Grapevine berry inner necrosis virus

Grapevine rupestris stem pitting-associated virus

Grapevine virus A
Grapevine virus B
Grapevine virus D
Grapevine virus E
Grapevine virus F
Grapevine virus G
Grapevine virus H
Grapevine virus |
Grapevine virus J
Grapevine virus T
Hardenbergia virus A
Helleborus net necrosis virus
Hippeastrum latent virus
Hop latent virus
Hop mosaic virus
Hydrangea chlorotic mottle virus
Kalanchoe latent virus
Ligustrum necrotic ringspot virus
Ligustrum virus A
Lily simptomless virus
Melon yellowing-associated virus
Mirabilis jalapa mottle virus
Mume virus A
Narcissus commom latent virus
Nerine latent virus
Passiflora latent virus
Pea streak virus
Peach chlorotic mottle virus
Peach mosaic virus
Phlox virus B
Phlox virus M
Poplar mosaic virus
Potato latent virus
Potato virus H

CVNV
CPMMV
CuVvVA
DVS
DVA
DVB
GalLV
GarCLV
GINV
GRSPaVv
GVA
GVB
GVD
GVE
GVF
GVG
GVH
GVI
GVJ
GVT
HarVA
HeNNV
HLV
HpLV
HpMV
HdCMV
KLV
LNRSV
LVA
LSV
MYaV
MjMV
MVA
NCLV
NELV
PLV
PeSV
PChMV
PMV
PhlvVB
PhIVS
PopMV
PotLV
PVH

EF527260
KC884248
NC_029301
NC_008020
IX173276
IX173277
KJ415259
KX 255694
NC_015220
AF026278
AF007415
KX790785
MF774336
IX402759
KP114220
NC_040616
MF521889
MF927925
MG637048
MH182704
HQ241409
FJ196835
NC_011540
AB032469
EU527979
NC_012869
FJ531634
EU074853
KX000914
AJ516059
LC224308
IN039374
NC_040568
AM158439
NC_028111
DQ455582
NC_027527
KY 774446
KY795997
EU162589
EF492068
AY505475
EU433397
JQ904630

Estados Unidos
Brasil
Republica Checa
Coreia do Sul
Austrélia
Austrélia
Alemanha
india
Japéo
Israel
Brasil
Croécia
Estados Unidos
Africa do Sul
Nova Zelandia
Portugal
Nova Zelandia
Turcomenistdo
Eslovaquia
Australia
Estados Unidos
Taiwan
Japéo
Australia
Nova Zelandia
Dinamarca
Estados Unidos
Coreia do Sul
Coreia do Sul
Brasil
Estados Unidos
Japéo
China
Australia
Israel
México
México
Estados Unidos
Estados Unidos
Alemanha
Canada
China
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Russian wild Potato virus M PVM D14449 Russia
Bra Potato virus P PVP EU338239 Brasil
Leona Potato virus S PVS AJ863509 Alemanha
Shrev Potato virus T PVT MH069211 Reino Unido
Aze239 Prunus virus T PrvT KF700263 Azerbaijdo
Washington Red clover vein mosaic virus RCVMV FJ685618 Estados Unidos
BM-01 Rubus canadensis virus 1 RuCVv1 NC_019025 Estados Unidos
SW3 Shallot latent virus SLV JQ899443 Australia
- Sugarcane striate mosaic-associated virus SCSMaVv NC_003870 Austrélia
Sosa29 Sweet potato C6 virus SPC6V JX212747 Republica Dominicana
- Sweet potato chlorotic fleck virus SPCFV AY461421 Uganda
KF-15 Watermelon virus A WVA KY363796 China
SG1 Yam latent virus YLV KJ789130 China

Legenda: (-) sem informacdo disponivel.

4.10.1 Amplificacédo do extremo 5’ dos genomas virais

As sequéncias dos terminais 5° dos isolados virais (T25 e T90) foram obtidas a
partir da técnica de Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) utilizando o kit Smarter®
(Clontech Laboratories, Mountain View, CA), conforme as recomendagfes do fabriante. A
sintese do cDNA foi obtida utilizando 1 pL de RNA, 0,5 pL de primer Random e 4 uL de
H20 e incubado sequencialmente a 42°C/90 minutos e 70°C/10 minutos. Apos esse periodo
de incubacdo, foi adicionado 0,5 uL do SMARTER IIA (primer do Kit) e mix contendo 2 pL
de tampéo 5x, 0,25 puL de DTT (ditiotreitol), 0,5 uL de dNTP, 0,25 pL de Inibidor de RNAse
e 1 pL de transcriptase reversa e, novamente, incubado a 42°C/90 minutos e 70°C/10 minutos,
a sequir adicionou-se 5 pL de Tricina — EDTA e incubado por 90 minutos a 42°C, seguido de
10 minutos a 70°C. Depois de obtido o cDNA, foi realizada a PCR, utilizando 0,5 pL de
cDNA e adicionado ao mix contento 5 pL de buffer (2x), 0,2 uL de Taq DNA polimerase,
1pL de UPM® (10x), 0,2 pL de GSP* (primer desenhado com adaptador), 3,1 pL de 4gua e
com um ciclo de amplificacdo de 94°C por 30 segundos, seguidos de 68°C por 30 segundos e

72°C por 2 minutos, repetidos 36 vezes.

> UPM: Long primer (5" — TAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT- 3%)

* GSP (primer desenhado com adaptador): GSP (primer desenhado com adaptador: RACE-CoLV-15 (5> —
GATTACGCCAAGCTTCCAGGCCACGGCCATGCTTAACC — 3°) para o isolado T25; RACE-CoLV-16 (5’
GATTACGCCAAGCTTCGCTTCTAGACCTCTGCCATGACGCAC — 3°) para o isolado T90.
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Para a realizacédo da nested-PCR, 0,8 pL de produtos de PCR foram misturados ao
mix, contendo 0,2 pL de Tag DNA polimerase, 5 puL de tampéo, 1,8 pL de cloreto de
magnésio (MgClL), 0,5 pL de primer F°, 0,5 puL de primer R® e 15,7uL de 4gua, com ciclo de
amplificacdo de 94°C por 3 minutos, seguidos de 94°C por 30 segundos, 52°C por 30
segundos, 72°C por 1 minuto e 72°C por 7 minutos, sendo este ciclo repetido por 35 vezes. Os
fragmentos de DNA amplificados foram visualizados em gel de agarose 1%, em presenca de
brometo de etideo (0,01%), sob luz ultravioleta. As bandas foram coletadas e purificadas
utilizando o kit Wizard® SV gel and PCR Clear Up System (Promega®).

4.10.2 Clonagem e sequenciamento dos fragmentos de genoma viral

Os fragmentos obtidos na nested-PCR foram clonados. A ligacdo do vetor pGem®T
easy vector system | (Promega®) foi obtida utilizando 5 pL de produtos de PCR, 1 pL de
enzima ligase T4, 1 pL de tampdo, 2,5 pL de agua e 0,5 puL do vetor e, conforme
recomendac0es do fabricante, sendo esta mistura mantida sob condicao de auséncia de luz e a
4°C. Em seguida, procedeu-se a dialise da reacdo utilizando placa de Petri (plastico) contendo
1000 pL de &gua estéril a qual foi colocada uma membrana de 0,25 um (Merck Millipore).
Em seguida, foram aplicados 10 pL da reacdo de ligagdo do vetor sobre a membrana e
mantido em temperatura ambiente por 20 minutos. Apos a dialise, as solu¢cdes com as reacoes
de ligacdo foram recolhidas da superficie da membrana e misturadas a 40 pL de células
competentes (E. coli 10Beta) e colocadas em cubetas de electroparacdo (Biorad) de 0,2 cm
(previamente mantidas em gelo por 10 minutos). Apoés a eletroporacdo, foi acrescentado 1 mL
de meio de cultura SOC (5 mL de glucose 1 M para cada 200 mL de meio SOB”) na cubeta e
agitado gentilmente com o auxilio de uma pipeta. Em seguida, a reacéo foi transferida para
um microtubo de 1,5 mL e mantida em agitador a 37°C por 1 hora a 100 rpm. Apés esse
periodo, as culturas bacterianas transferidas para placa de Petri de plastico, contendo 20 mL
de meio de cultura LB® (10 g/L de triptona ou peptona, 5 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de
NaCl e 15 ¢g/L de &gar) e mantido aberto por 20 minutos para secar e, em seguida, foi

> Primer F: Short primer (5° — CTAATACGACTCACTATAGGGC - 3°)

® Primer R: Nest-CoLV-15R (5° - TCCAGACATACACTGCAATC — 3°) para o isolado T25; Nest-CoLV-16R
(5> - ACTATATTCGGACTACGTTGC — 3’) para o isolado T90.

’ Meio de cultura SOB (12, pH 7,0): 20g de triptona, 5g de extrato de levedura, 0,5g de NaCl, 10mL de KCI (250
mM) e SmL/L de MgCL. (2M).

® Meio de cultura LB: 10 g/L de triptona ou peptona, 5 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de NaCl e 15 g/L de
Agar.
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realizada a vedacdo da placa de Petri utilizando parafilme e deixado para crescer toda a noite
a 37°C. No dia seguinte, com o auxilio de palitos de madeira (esterilizados) as col6nias
brancas obtidas foram riscadas em uma nova placa de Petri contendo meio LB® (s6lido)
acrescido de ampicilina (100 pug/mL), 500 puL/100 mL de IPTG e 160 puL/100 mL de X-GAL,
sendo a placa mantida em estufa a 37°C por 3-4 horas. Em seguida foi feita a PCR das
colonias, para a confirmacéo da clonagem, utilizando 0,08 pL de Tag DNA polimerase, 2 pl
do tampédo da enzima, 0,72 pL de cloreto de magnésio, 0,2 de dNTPs, 0,25 pL do primer R
(primer do vetor —-M13), 0,25 uL do primer F (primer do vetor — M13) e 6,75 pL de agua e,
com o auxilio de uma ponteira as col6nias foram retiradas e deixadas em contato com o mix
por 5 minutos. Apos esse periodo, foi realizada a PCR nas condicGes de amplificacdo de 95°C
por 2 minutos, seguidos de 95°C por 0,15 minutos, 50°C por 0,15 minutos, 72°C por 1 minuto
e 72°C por 5 minutos. Os fragmentos amplificados foram visualizados em gel de agarose 1%,
em presenca de brometo de etideo (0,01%), sob luz ultravioleta. Ap6s a PCR das colbnias e
confirmacdo da clonagem as amostras foram encaminhadas para sequenciamento pelo método

de terminacdo de cadeia (item 4.9.1).

4.11. Deteccao de infecgdes mistas

Durante o processo de triagem, para a deteccdo do CoLV, as amostras analisadas
foram também submetidas a testes moleculares para a detec¢do de outras espécies de virus
relatadas em bréssicas no Brasil. Assim, foram realizados RT-PCR para a deteccéo do turnip
mosaic virus (TuMV, Potyvirus) e PCR para a deteccdo do cauliflower mosaic virus (CaMV,
Caulimovirus). Para a constatacdo da coinfeccdo com TuMV, foram utilizados
oligonucleotideos especificos para a capa proteica (CP) e incluséo citoplasmatica (Cl); para a
deteccdo do CaMV, utilizaram-se oligonucleotideos especificos para a ORF 1. Todos 0s
procedimentos realizados para a deteccdo do TuMV e CoLV seguiram protocolos descritos
por Rodrigues (2019).
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5. Resultados

5.1. Avaliacdo da gama de hospedeiros dos isolados coletados nas regides produtoras do

Brasil

Foram identificadas por PCR e RT-PCR coinfecg¢des por CoLV e TuMV nas amostras
T4, T6 e T110 e do CoLV com o CaMV nas amostras T25, T36, T62, T63, T64, T89, T107 e
T110. Na amostra de couve proveniente de Divinolandia, SP (T25), foi detectada a presenca
de dois virus: CoLV e CaMV e na T110 foi detectada a presenca dos trés virus avaliados
(Tabela 8).

Tabela 8: Identificacdo de turnip mosaic virus (TuMV), cole latent virus (CoLV) e cauliflower mosaic
virus (CaMV) nas amostras de brassicas por meio de RT-PCR com primers especificos para o turnip
mosaic virus (TuMV) e cole latent virus (CoLV), e PCR para o cauliflower mosaic virus (CaMV).

TuMV CoLV CaMV
RT-PCR RT-PCR PCR
Cadigo Nome Cientifico Nome vulgar Procedéncia

Cl CP CP ORF1
T4 Brassica oleracea Couve Socorro (SP) + + + -
T6 Armoracia rusticana Raiz-forte Divinolandia (SP) + + + -
T9 B. oleracea Couve Monte Alegre do Sul (SP) - - + -
T15 B. oleracea Couve Distrito Federal (DF) - - + -
T25 B. oleracea Couve Divinolandia (SP) - - + +
T36 B. oleracea Couve Sto Antdnio do Pinhal(SP) - - + +
T62 B. oleracea Couve Pindamonhangaba (SP) - - + +
T63 B. oleracea Couve Pindamonhangaba (SP) - - + +
T64 B. oleracea Brocolis Pindamonhangaba (SP) - - + +
T89 B. oleracea Couve Ubatuba (SP) - - + +
T90 B. oleracea Couve Arapiraca (AL) - - + -
T107 B. oleracea Couve Pinhais (PR) - - + +
T109 R. raphanistrum Nabica Pirendpolis (GO) - - - +
T110 B. oleracea Couve Pirendpolis (GO) + + + +

Legenda: (+) resultado positivo; (-) resultado negativo; Cl — inclusdo citoplasmética; CP — capa proteica; ORF 1 — porcéao

gendmica do CaMV que codifica para a proteina de movimento do virus.
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Como na amostra T25 havia coinfec¢do do CoLV com o CaMV (Tabela 8), antes de
iniciar as avaliagdes, o CoLV T25 foi isolado do CaMV por meio de inoculagdo mecanica em
N. megalosiphon, hospedeira diferencial para estes virus, pois permite a replicacéo e infec¢éo
sisttmica do CoLV e é imune ao CaMV. Para confirmar a auséncia do CaMV em N.
megalosiphon foi realizada a PCR e RT-PCR, respectivamente, 30 dias ap0s as inocula¢bes
para a deteccdo do CaMV e CoLV, com resultado positivo apenas para o CoLV. Os isolados
T25 e T90 foram mantidos em N. megalosiphon e cerca de 30 dias apds as inoculagdes, as
folhas foram coletadas e submetidas a extracdo de RNA total e RT-PCR com primers
especificos para carlavirus. Brocolis, couve-chinesa e rucula, assintomaticas para os dois

isolados virais, tiveram resultados positivos em RT-PCR.

Os isolados T25 e T90 foram inoculados em plantas indicadoras pertencentes as
familias Amaranthaceae, Brassicaceae, Cucurbitaceae, Fabaceae, Solanaceae e Poaceae
(Tabela 9). Os dois isolados de carlavirus infectaram espécies pertencentes as familias
Amaranthaceae e Brassicaceae. Em Chenopodium giganteum os dois isolados induziram
lesBes locais nas folhas inoculadas, mas o T25 induziu um maior nimero de lesbes. No caso
de couve-flor (variedade Juliana) e couve-rabano (variedade Branca), o isolado T25 induziu
mosaico, em trés das quatro plantas inoculadas de cada espécie, enquanto que o isolado T90
permaneceu latente nessas hospedeiras, nas quatro plantas inoculadas de cada espécie, sendo a
infeccdo confirmada por RT-PCR (Figura 7). Nas plantas das espécies das familias
Cucurbitaceae, Fabaceae, Solanaceae e Poaceae ndo houve a manifestacdo de sintomas, com
excecdo da espécie N. megalosiphon, da familia Solanaceae (Tabela 9), na qual os dois
isolados induziram sintomas de mosaico sistémico. Entretanto, os sintomas causados pelo T25
foram mais severos, com mosaico, deformacdes foliares e menor desenvolvimento das plantas
em comparacgédo aos sintomas causados pelo T90 (Figura 8).

Os dois isolados também foram inoculados em diferentes variedades de melancia
(Citrullus lanatus) e em uma variedade de berinjela (Solanum melongena). Quinze dias apds
as inoculacBes ndo houve qualquer manisfestacdo de sintomas nas variedades de melancia e

de berinjela desafiadas.



54

Tabela 9: Teste bioldgico em plantas indicadoras pertencentes a diferentes familias boténicas e RT-
PCR com primers especificos para a detec¢do dos isolados de cole latent virus (CoLV) na amostra

T25, proveniente de Divinolandia, SP, e T90, proveniente de Arapiraca, AL.

Sintomas RT-PCR
Familia Espécies (variedades) T25 T90 T25 T90
Amaranthaceae Spinacia oleracea (espinafre ‘Nova Zelandia’) SS SS - -
Gomphrena globosa (perpétua) SS SS - -
Chenopodium giganteum (amaranticolor) LL LL + +
Brassicaceae B. oleracea var. italica (brocolis ‘Precoce Piracicaba’) SS SS + +
B. rapa ssp. pekinensis (couve-chinesa ‘Natsume’) SS SS + +
B. oleracea var. botrytis (couve-flor ‘Juliana’) M SS + +
B. oleracea var. gongylodes (couve-rabano branca) M M + +
Raphanus sativus (Rabanete ‘n°19 Sakata’) SS SS - -
Eruca sativa (racula ‘Astro’) SS SS + +
Cucurbitaceae Cucurbita pepo (abobrinha-de-moita ‘Caserta’) SS SS - -
Citrullus lanatus (melancia ‘Charleston Gray”) SS SS - -
C. lanatus (melancia ‘Crimson Sweet”) SS SS - -
C. lanatus (melancia ‘Fairfax”) SS SS - -
Cucumis sativus (pepino caipira) SS SS - -
Fabaceae Pisum sativum (ervilha ‘Triofin’) SS SS - -
Solanaceae Solanum melongena (berinjela ‘Embu’) SS SS - -
Datura stramonium (figueira-brava) SS SS - -
Nicotiana debneyi SS SS - -
N. glutinosa SS SS - -
N. megalosiphon M/DF/AD M + +
N. tabacum ‘Samsun’ SS SS - -
N. tabacum ‘Samsun NN’ SS SS - -
N. sylvestris SS SS - -
N. tabacum ‘White Burley’ SS SS - -
N. tabacum ‘Xanthi’ SS SS - -
Capsicum annuum (pimentdo ‘cascadura Ikeda’) SS SS - -
Poaceae Zea mays (milho-verde ‘hibrido Itapua 700”) SS SS - -

Legenda: (+) positivo; (-) negativo; (LL) lesdo local; (AD) atraso no desenvolvimento; (L) laténcia; (M) mosaico; (DF)

deformacéo foliar; (SS) sem sintoma.



55

Figura 7: Sintomas de cole latent virus (CoLV) em folhas inoculadas: B) com o isolado T25 de couve
(proveniente de Divinolandia, SP) e C) com o isolado T90 (proveniente de Arapiraca, AL); Folhas de C.
giganteum: 1A — sadia, 1B-com lesGes locais necroticas, 1C— com lesdes locais; Folhas de N. megalosiphon:
2A — sadia, 2B —com clareamento de nervuras; 2C —com mosaico e deformacéo foliar; Folhas de couve-flor:
3A — sadia, 3B —sem sintoma; 3C —com “mild” mosaico; Folhas de couve-rabano: 4A — sadia, 4B — mosaico;

4C —com mosaico amarelo.
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Outra diferenca, observada entre as plantas de N. megalosiphon inoculadas, foi o tempo
para manifestacdo dos sintomas. O isolado T25 induziu sintomas de mosaico e atraso no
desenvolvimento 15 dias ap0s a inoculacdo nas 4 plantas inoculadas, enquanto que o isolado
T90, neste mesmo periodo, ndo induziu sintomas. Os sintomas induzidos pelo isolado T90,
lesbes locais (nas folhas inoculadas) cloréticas que evoluiram para necréticas e mosaico, em
N. megalosiphon, surgiram somente 20 dias apds as inoculacBes nas 4 plantas desafiadas
(Figura 8).

Figura 8: Plantas de Nicotiana megalosiphon, 20 dias ap6s as inoculagdes: A — planta inoculada com o isolado T25
com sintomas de mosaico, deformagdes foliares, bolhas e atraso no desenvolvimento; B — planta inoculada com o
isolado T90 apresentando lesdes locais necréticas nas folhas inoculadas e inicio de mosaico nas folhas mais novas.
C — planta sadia de N.megalosiphon.

5.2. Microscopia eletrénica de transmissdo (MET) das amostras de plantas infectadas

com isolados do CoLLV

Em preparacBes de constrastacdo negativa (leaf-dip), de folhas de brassicas
provenientes de Divinolandia, SP (T25), Arapiraca, AL (T90), Pinhais, PR (T107) e
Pirendpolis, GO (T109), foi possivel observar particulas alongadas flexuosas com cerca de
650 nm de comprimento com uma das extremidades arredondadas, tipicas de carlavirus. Em
cortes ultrafinos de tecidos foliares das mesmas amostras foram observadas inclusdes
caracteristicas de agregados de particulas virais, tipicas de carlavirus, no citoplasma de células

infectadas (Figura 9).
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Figura 9: Micrografias eletronicas de transmissdo (MET) de cortes ultrafinos e prepara¢des rapidas de extratos
foliares (leaf-dip) de folhas de couve infectadas provenientes de diferentes Regifes do Brasil: 1- Leaf-dip de
folha de couve proveniente de Pinhais (PR), onde podem ser visualizadas particulas alongadas e flexuosas com
cerca de 650 nm de comprimento; 2A — Corte ultrafino de folha de couve, proveniente de Pirendpolis (GO), em
que podem ser visualizadas inclusdes citoplasmaticas tipicas daquelas induzidas por carlavirus; 2B — Leaf-dip da
amostra de couve de Pirendpolis com particulas tipicas de carlavirus; 3A e 3B — Cortes ultrafinos de folha de
couve, proveniente de Arapiraca (AL), em que podem ser visualizadas inclusBes citoplasmaticas tipicas de
carlavirus. (Imagens: Dr. E.W. Kitajima, NAP-MEPA, ESALQ, USP). Parede celular (PC), mitocondria (MT),
cloroplasto (CL), inclusdo citoplasmatica (In).
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5.3. Sequenciamento e analises das sequéncias

Com os resultados de RT-PCR foram obtidos fragmentos de 120 pb e 940 pb a partir
das amostras de bréssicas. A analise de identidade de nucleotideos foi realizada com as
sequéncias de 120 pb de 11 isolados comparando-as entre si, e as porcentagens de identidade
obtidas foram superiores a 82%, para todos os isolados, sendo a maior porcentagem obtida
(99%) entre os isolados T64 e T15 (Figura 10). Na analise feita com as sequéncias de 940 pb
obtidas de 6 dos 11 isolados (T6, T15, T36 e T64), incluindo os isolados T25 e T90, as

porcentagens de identidade obtidas entre eles foram superiores a 79% (Figura 11).
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Figura 10: Matriz de identidade de nucleotideos do fragmento de 120 pb dos isolados de cole latent virus
(CoLV) de bréassicas. Sequéncia do isolado identificado como CoLV (AY340584) foi obtida no Genbank
(depositada por Belintani et al.) As informacdes sobre os isolados constam da Tabela 4 (item 4.1). Informagdes

sobre a porcdo gendmica sequenciada constam da Tabela 7(item 4.10) e Figura 6 (item 4.9).
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Figura 11: Matriz de identidade de nucleotideos do fragmento de 940 pb dos isolados de cole latent virus
(CoLV) de bréssicas. Sequéncia do isolado identificado como CoLV (AY340584) foi obtida no Genbank
(depositada por Belintani et al.). As informacdes sobre os isolados constam da Tabela 4 (item 4.1). Informagdes

sobre a por¢do gendmica sequenciada constam da Tabela 7 (item 4.10) e Figura 6 (item 4.9).

As sequéncias completas dos RNAs gendmicos dos isolados T25 e T90 foram de
aproximadamente 8.550 nucleotideos (8.538 para o isolado T25 e 8.524 para o isolado T90).
Ambos apresentaram seis ORFs, organizacdo gendmica tipica dos carlavirus: ORF 1
(replicase), ORFs 2, 3 e 4 (triple gene block), ORF 5 (CP) e ORF 6 (proteina de 11 kDa),
além do terminal 3’ ndo traduzido poliadenilado. As andlises realizadas com base no genoma
completo obtido dos dois isolados de CoLV indicaram a presenca de uma peptidase envolvida
na autoprotedlise da poliproteina de 223 kDa (Figura 12). As sequéncias completas dos dois
isolados foram depositadas no Genbank com o0s seguintes cddigos de acesso: MK684348 para
o isolado T25 e MK770418 para o isolado T90.

Anélises de identidade do isolados T25 e T90 foram realizadas atraves de
comparacg0es das sequéncias de nucleotideos (nt) e aminoacidos deduzidos (aa) com outras 40
espécies de Carlavirus cujos genomas completos estédo disponiveis no GenBank. Os isolados
T25 e T90 apresentaram porcentagem de identidade de 67,3% para nt e 64,6% para aa,

quando comparado as sequéncias gendmicas completas. Porém, a porcentagem de identidade
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de nucleotideos dos isolados T25 e T90 foi inferior a 62% quando comparados com
sequéncias de nucleotideos completas de outros carlavirus.

Além das analises das sequéncias gendmicas completas dos genomas, foram realizadas
analises comparativas por ORFs dos isolados T25 e T90. As analises realizadas com base na
ORF 1, que codifica a replicase viral, dos isolados T25 e T90, quando comparadas entre si,
indicaram porcentagens de indentidade e similaridade de 67% para nt e 70,1% para aa. Ao
serem comparados com outros isolados de carlavirus, observou-se que as porcentagens de
identidade de nt e aa foram inferiores a 62% e 58%, respectivamente. Nas andlises das
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos deduzidos da replicase e também da CP,
confirmou-se que os isolados T25 e T90 pertenciam a mesma espécie, porém eram distintos
das demais espécies de Carlavirus, com porcentagem de identidade de nucleotideos de no

maximo 62% comparaadas com o genoma do potato virus M (PVM) (Figura 13 e 14).
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Figura 12: OrganizacGes gendmicas dos dois isolados de cole latent virus (CoLV), T25 (cédigo de acesso

Genbank: MK684348) e T90 (codigo de acesso Genbank: MK770418), sequenciados neste trabalho. As barras
pretas numeradas correspondem as moléculas de RNA com 8538 e 8524 nucleotideos dos isolados T25 e T90,
respectivamente. ORF 1 codifica a replicase viral, proteina com 223 kDa com quatro dominios: metiltransferase
(Mtr), papain-like protease (P-Pro), helicase (Hel) e RNA polimerase dependente de RNA (RdRp); ORFs 2,3 e 4
formam o triplo bloco génico (Triple Gene Block, TGB) que codificam proteinas associadas ao movimento do
virus célula a célula (MP); ORF 5 codifica a capa proteica (CP) do virus; e ORF 6 codifica uma proteina rica em
cisteina (RNA-Binding Protein, RBP), com atividade associada a supressdo de silenciamento génico.
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Para o triplo bloco génico (Triple Gene Block, TGB), ORF 2 (TGB 1), ORF 3 (TGB 2)
e ORF 4 (TGB 3), comparando os isolados T25 e T90, quando comparados entre si,
apresentaram porcentagens de identidade de nucleotideos inferiores a 65%, enquanto que as
porcentagens de identidade de aminoacidos foram inferiores a de 67%. Comparando o motivo
TGB dos isolados T25 e T90 entre si, as porcentagens de identidade para cada ORF foram de
65,1% para nt e 67,7 para aa para a ORF 2, 69,1% para nt e 74,1% para aa para a ORF 3 e
60,9% para nt e 56,5% para aa para a ORF 4.

As sequéncias de nt e aa da ORF 5, que codifica a CP, foram comparadas com a
sequéncia parcial da CP do isolado de CoLV tipo (AY340584), apresentando 78% e 96% de
identidade de nt e aa, respectivamente, para o isolado T25 e 81,5% e 94% para o isolado T90.
As porcbes gendmicas da CP dos isolados T25 e T90, quando comparadas entre si,
apresentaram 71,6% e 81% de identidade para nt e aa, respectivamente (Figura 15 e 16). As
andlises também foram realizadas para a porcdo gendmica da RBP (ORF 6), sendo as
porcentagens obtidas, quando comparadas com outras espécies de carlavirus, inferiores a 58%
para nt e aa. Nas comparacfes da RBP entre os isolados T25 e T90, as porcentagens de

identidade foram de 77,8% para nt e 77,9% para aa.
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Figura 13: Matriz de identidade de nucleotideos da ORF1 (replicase) de isolados de carlavirus que possuem
sequéncia completa depositada no Genbank. As informacdes referentes aos isolados utilizados nessas andlises

constam da Tabela 7.
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Figura 14: Matriz de identidade de aminoacidos da ORF1 (replicase) de isolados de carlavirus que possuem
sequéncia completa depositada no Genbank. As informacdes referentes aos isolados utilizados nessas anélises
constam da Tabela 7.
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Figura 15: Matriz de identidade de nucleotideos da ORF 5 (capa proteica) de isolados de carlavirus que
possuem sequéncia completa depositada no Genbank. As informagdes referentes aos isolados utilizados nas

analises constam da Tabela 7.
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Figura 16: Matriz de identidade de aminoacidos da ORF 5 (capa proteica) de isolados de carlavirus que
possuem sequéncia completa depositada no Genbank. As informagdes referentes aos isolados utilizados nas

analises constam da Tabela 7.

Quando realizada a analise filogenética comparativa das por¢des gendmicas referentes a capa
proteica e a replicase, em comparacdo com outras espécies de Betaflexiviridae, observou-se
que os isolados T25 e T90 formaram um clado distinto, préximo do potato virus M (PVM)
(Figuras 17 e 18). Nas analises filogenéticas de nt observou-se um clado formado pelos
isolados T25 e T90, compartilhando 0 mesmo ramo com o isolado tipo de CoLV (AY340584)
(Figura 18). Os critérios taxondémicos para a determinacdo de espécies do género Carlavirus
levam em consideracdo a identidade de nucleotideos e aminoacidos da replicase e da capa
proteica. Nas analises filogenéticas, confirmou-se que os isolados T25 e T90 pertenciam ao
género Carlavirus, devido ao fato de estarem inseridos no mesmo clado, e pela nitida
separacdo dos membros das duas subfamilias de Betaflexiviridae, Quinvirinae e Trivirinae,
observada nas arvores filogenéticas da ORF 1, que codifica a replicase (Figura 17) e da ORF

5, da capa proteica (Figura 18).
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Figura 17: Arvore filogenética de méaxima verossimilhanca (bootstrap para 1500 replicacdes) obtida a partir do
alinhamento mdltiplo de sequéncias completas de nucleotideos da ORF 1, que codifica a replicase viral, dos
isolados T25 e T90 caracterizados neste trabalho (tridngulos) e outras espécies membros da familia
Betaflexiviridae (subfamilias Quinvirinae e Trivirinae). Os codigos de acesso do GenBank de cada isolado e

respectivos acronimos constam da Tabela 3.
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Figura 18: Arvore filogenética de maxima verossimilhanca (bootstrap para 1500 replicacdes) obtida a partir do

alinhamento multiplo de sequéncias de nucleotideos da ORF 5, que codifica a capa proteica (CP), de dos isolados

T25 e T90 caracterizados neste trabalho (triangulos) e outras espécies da familia Betaflexiviridae (subfamilias

Quinvirinae e Trivirinae).. Os cddigos de acesso do GenBank de cada isolado e respectivos acronimos constam da

Tabela 3.
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6. Discussao

Uma das caracteristicas dos membros pertencentes do género Carlavirus ¢ a ndo
inducdo de sintomas e danos (laténcia) em suas plantas hospedeiras, mesmo em infecgcdes
sistémicas. Devido ao fato do CoLV, frequentemente, ndo induzir sintomas e danos em suas
hospedeiras e ndo haver relatos de perdas de producédo, poucos estudos foram realizados, até o
momento, com relagdo aos aspectos epidemioldgicos e tampouco sobre a influéncia de sua
variabilidade genética na producdo de brassicas. Além disso, pouco se sabia sobre a gama de
hospedeiras do CoLV, sendo considerado, por alguns autores (BELINTANI et al., 2002)
como restrito ou quase restrito a espécies do género Brassica. Experimentalmente, o CoLV ja
havia sido relatado infectando Chenopodium quinoa, C. giganteum (ex C. amaranticolor),
Malva parviflora, rabanete (Raphanus sativus), perpétua (Gomphrena globosa), nabo (B. rapa
subsp. rapa), repolho (B. oleracea var. capitata), soja (Glycine max), melancia (Citrullus
lanatus), mostarda (B. rapa), couve-flor (B. oleracea var. botrytis) e berinjela (Solanum
melongena). O ColLV, até entdo, havia sido relatado em plantacdes comerciais infectando
couve, couve-flor e raiz-forte (Armoracia rusticana) (KITAJIMA et al., 1970; COSTA et al.,
1972; COSTA et al., 1974; MELLO et al., 1987; BELINTANI et al., 2002; EIRAS et al.,
2008).

A avaliacdo da resposta das variedades comerciais e de plantas hospedeiras frente a
infeccdo de isolados virais de CoLV realizada neste trabalho indicou que houve a expressao
de sintomas de mosaico em couve-flor e couve-rabano (Brassicaceae) e mosaico, deformacao
foliar e atraso no desenvolvimento em Nicotiana megalosiphon (Solanaceae). Solanum
melongena, Citrullus lanatus e Gomphrena globosa ndo foram infectadas pelos isolados de
CoLV. Esses resultados diferem dos obtidos por Mello e colaboradores (1987) que, ao
avaliarem a gama de hospedeiros de um isolado de CoLV por inoculagdo mecéanica em
diferentes espécies e variedades botéanicas, verificaram que somente 14 das 52 espécies
inoculadas foram infectadas. Todas as espécies e variedades da familia Brassicaceae foram
infectadas de forma sistémica sem inducdo de sintomas, assim como as espécies Citrullus
lanatus (familia Cucurbitaceae), Glycine max, Pisum sativum (familia Fabaceae) e Solanum
melongena (familia Solanaceae). Relataram também que CoLV foi capaz de infectar essas
espécies de forma sistémica sem inducdo de sintomas e com a inducdo de lesGes locais em
Gomphrena globosa (MELLO et al, 1987).
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Os isolados T25 e T90 de carlavirus estudados neste trabalho, assim como ja foi
descrito em trabalhos anteriores para o CoLV (KITAJIMA et al., 1970; MELLO et al., 1987;
BELINTANI et al., 2002), induziram lesGes locais em Chenopodium giganteum. Apesar dos
isolados de CoLV terem induzido sintomas em algumas espécies desafiadas neste trabalho, é
importante ressaltar que, na maioria das espécies avaliadas, as infec¢Bes transcorreram sem a
inducdo de sintomas, corroborando os resultados obtidos por outros pesquisadores (MELLO
etal., 1987; BELINTANI et al., 2002).

A avaliacdo da gama de hospedeiras realizada neste trabalho também revelou que N.
megalosiphon pode ser utilizada como hospedeira em experimentos futuros para avaliar
outros parametros associados a infeccdo pelo CoLV, pois expressa sintomas como mosaico,
deformacéo foliar e atraso no desenvolvimento, o que ainda n&o havia sido constatado por

outros pesquisadores.

Observacdes ao MET permitiram constatar que os isolados analisados de CoLV néo
diferiram das demais espécies de carlavirus descritas. Belintani e Gaspar (2003) também
observaram inclusGes caracteristicas de agregados de particulas em feixeis paralelos no
citoplasma de células infectadas de C. quinoa. Gaspar e Costa (1993), ao analisarem amostras
de feijoeiro, observaram a presenca de particulas do ‘virus do mosaico angular do feijoeiro’
com 650 nm de comprimento e inclusdes citoplasmaticas caracteristicas com a formacdo de
agregados de particulas virais em feixes paralelos no citoplasma. Zanardo e colaboradores
(2017), também observaram em amostras de soja infectada com o cowpea mild mottle virus
(CPMMV) uma espécie do género Carlavirus, particulas com 650 nm de comprimento e
inclusBes citoplasmaticas tipicas de carlavirus no citoplasma das células infectadas.
Posteriormente, Belintani e Gaspar (2003) também observaram particulas de um isolado de
CoLV e inclusdes citoplasmaticas caracteristicas de carlavirus em plantas de C. quinoa
infectadas experimentalmente. Esses resultados corroboram os obtidos por Kitajima et al.
(1970), que demonstraram que as particulas do entdo “virus latente da couve”, atualmente
CoLV, ficavam confinadas ao citoplasma da célula hospedeira em inclusdes citoplasmaticas
formadas pela presenca de particulas de virus. Belintani e Gaspar (2003) também concluiram
que o sitio de replicacdo do CoLV ocorre no citoplasma em associacdo com vesiculas
membranosas e em presenca de inclusGes citoplasmaticas, sendo sua presenca considerada

caracteristica das infecgdes por isolados virais pertencentes ao género Carlavirus.
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Com o avanco das tecnologias, novas técnicas foram desenvolvidas para facilitar e
auxiliar na caracterizacdo dos virus e ampliar o conhecimento sobre sua estrutura gendmica.
Badge et al. (1996) utilizando um primer denominado Carla-Uni em conjunto com um Oligo
dT21, desenhado por Pappu et al. (1993), descreveram uma nova espécie de Carlavirus, com
base em fragmentos de 120 pb. Belintani e Gaspar (2002) ao utilizarem esses primers em
conjunto com cDNA especifico de CoLV obtiveram um fragmento de 116 nucleotideos que

apresentou 62% de homologia com o potato virus M (PVM).

Oligonucleotideos (primers) similares foram utilizados para a detec¢do do CoLV, por
RT-PCR, nas amostras de brassicas analisadas, fato que permitiu constatar que podem ser
utilizados para a deteccdo do CoLV, uma vez que as analises de identidade de nucleotideos de
todos os isolados avaliados, quando comparados com a sequéncia obtida por Belintani e
Gaspar (2003), tiveram valores de identidade superiores a 90%. O mesmo resultado foi obtido
quando foi utilizado primer Carla-CP desenvolvido em conjunto com o primer Oligo dT21,

que possibilitam a amplificacdo de fragmento de 940 pb (GASPAR et al., 2008).

Os critérios taxondmicos para a determinacdo de espécies do género Carlavirus
consideram as porcentagens de identidade de nucleotideos e aminoécidos da replicase ou da
capa proteica como um fator primordial. Isolados de carlavirus sdo considerados pertencentes
a uma mesma espécie, quando compartilharem mais de 72% de identidade de nucleotideos ou,
no minimo, 80% de identidade de aminoacidos das porcGes gendmicas referentes a capa

proteica e a replicase (ICTV online - https://talk.ictvonline.org/).

A partir do sequenciamento dos genomas completos, via sequenciamento de alto
rendimento, foi confirmada a identidade dos isolados T25 e T90 como pertencentes ao género
Carlavirus, bem como também por compartilharem caracteristicas genémicas com as demais
espécies pertencentes a esse género: RNA de fita simples poliadenilado no terminal 3’,
presenca do triplo bloco génico e presenca de uma sexta ORF, que codifica uma proteina (11
kDa) rica em cisteina com motivos de ligacdo a acidos nucleicos (ADAMS et al., 2004).
Além dessas caracteristicas, também foi identificada a presenca de uma peptidase (papain-like
protease) envolvida na autoprotedlise da poliproteina replicase (ORF 1), ja descrita
anteriormente para outras espécies de Carlavirus (TAVANTZIS, 1991; HATAYA et al.,
2000; SCOTT e ZIMMERMAN, 2008; ZANARDO et al., 2014a; WANG et al., 2018).

Com as analises das porcentagens de identidade e similaridade das sequéncias de
nucleotideos e aminoacidos da ORF 1 (replicase), dos isolados T25 e T90, com valores
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inferiores a 72% para nucleotideos e aminoacidos, foi pressuposto que estes isolados
poderiam ser espécies distintas. Porém, as andlises realizadas com base na por¢do genémica
da capa proteica destes isolados indicaram 81% de identidade para aminoacidos e 71,6% de
identidade de nucleotideos. Portanto, esses isolados devem pertencer a mesma espécie. Além
disso, a identidade desses isolados foi confirmada por meio de analises filogenéticas que
indicaram a formacdo de um clado, distinto quando comparados com outras espécies

pertencentes a géneros distintos da familia Betaflexiviridae.

Com base nos critérios taxonémicos, novas especies de carlavirus foram propostas por
Cohen et al. (2000), Igori et al. (2016) e mais recentemente por Wang et al. (2018), que
descreveram, respectivamente, Ligustrum virus A, Aconitium latent virus e Chrysantemum
virus R (espécie ainda ndo aceita pelo ICTV). Da Silva et al. (2019), ao realizarem
sequenciamento de alto rendimento (HTS), obtiveram a sequéncia completa de um genoma
viral em plantas de alho denominado, provisoriamente, garlic yellow mosaic-associated virus
(GYMaV). Nas analises de identidade realizadas, comparando a porcdo gendmica referente a
replicase com membros da familia Betaflexiviridae, constatou-se que as porcentagens ficara
entre 55% (género Tepovirus) e 56% (género Robigovirus). Quando os autores compararam a
porcdo genémica referente a CP, foram obtidas porcentagens entre 61% a 64% de identidade
com membros do género Foveavirus. Os valores de porcentagem de identidade de
nucleotideos para que se possa considerar um novo género, segundo o ICTV, devem ficar
abaixo de 45%. No entanto, as analises filogenéticas e de cofilogenia indicaram que, apesar de
se agrupar com outros virus, o0 GYMaV formou uma linhagem evolutiva independente dentro
da familia Betaflexiviridae. Vale ressaltar que Belintani et al. (2002) obtiveram uma
sequéncia parcial de 1040 nucleotideos do terminal 3’ do CoLV, que foi depositada no
Genbank (AY340584) que, apesar de ndo haver qualquer sequéncia do genoma completo
desse virus, o ICTV aceitou como sendo uma espécie definitiva do género Carlavirus.
Naquela ocasido, uma série de informacGes bioldgicas, soroldgicas e elétrono-microscopicas
que ja havia na literatura sustentaram a inclusdo do CoLV como espécie definitiva de
carlavirus (KITAJIMA et al., 1970; MELLO et al., 1987; BELINTANI et al., 2002).

Considerando a porcentagem de similaridade de aminoacidos e os resultados obtidos
nas analises filogenéticas da capa proteica e da replicase, foi possivel concluir que os isolados
T25 e T90 podem ser mantidos como pertencentes a espécie Cole latent virus. Para a
realizacdo de analises de recombinagdo de isolados do CoLV, é necessaria a obtencédo e

inclusdo de sequéncias gendmicas (parciais ou completas) de novos isolados, quando entdo
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sera possivel determinar a ocorréncia de eventos de recombinacdo da porcdo genémica da
replicase e de outras por¢des genémicas desse virus. Eventos de recombinagdo da porcéo
gendmica da replicase podem ser frequentes em membros do género Carlavirus (SINGH et
al., 2012; ZANARDO et al., 2014a). Singh e colaboradores (2012), ao realizaram analises de
recombinacdo de cinco sequéncias de chrysantemum virus B (CVB), identificaram
recombinantes, com evidéncias de recombinagfes ocorridas a partir de um evento Unico. Estes
mesmos autores constataram também que, possivelmente, quatro eventos de recombinagéo
ocorreram entre isolados de CVB e espécies distantes relacionadas aos carlavirus, estirpes
divergentes ou espécies ndo descritas como CVB. Os autores verificaram que nas anélises da
porcdo gendmica da ORF 5 (que codifica a CP), houve um evento Unico de recombinacéo,
sugerindo que em genes que codificam para proteinas estruturais as recombinacdes tendem a
ser mais restritas. Além disso, também constataram que a ORF 6 (RNA-Binding Protein,
RBP) apresenta maior grau de conservacdo (SINGH et al., 2012). Zanardo et al. (2014a), ao
compararem a por¢do gendmica da ORF 1 (que codifica a replicase viral) de seis isolados
brasileiros de cowpea mild mottle virus com outros isolados de Gana, verificaram que as
porcentagens de identidade variaram de 60 a 61% para nt e 58% a 61% para aa. Quando
comparada a ORF 5, as porcentagens de identidade foram de 79% para nt e 95% para aa,
indicando que os isolados brasileiros e de Gana pertencem a mesma espécie. A partir dos
resultados obtidos, 0s autores sugeriram que apenas uma das ORFs, CP ou replicase, deveria
ser utilizada para a classificacdo taxondémica das espécies do género Carlavirus, sendo a CP
considerada a mais apropriada. Porém, esta caracteristica, ainda ndo foi avaliada para isolados
de CoLV.

Neste trabalho, foi possivel obter as sequéncias completas dos genomas de dois
isolados de carlavirus de couve (T25 e T90), que tiveram suas identidades confirmadas como
pertencentes a espécie Cole latent virus. Vale ressaltar que até o presente momento, o CoLV
tem sua ocorréncia natural restrita a espécies de brassicas cultivadas no Brasil. Foi possivel
obter também mais informacGes com relacdo a gama de hospedeiros do CoLV, sendo
identificada uma nova hospedeira experimental, Nicotiana megalosiphon, que expressa
sintomas bastante evidentes quando infectada pelo CoLV, e que podera ser utilizada em
experimentos futuros envolvendo aspectos das interagBes virus-hospedeiro. Testes de
transmissdo por diferentes espécies de afideos, avaliacdo da suscetibilidade de espécies da
vegetacgdo espontanea aos isolados de CoLV, principalmente da familia Brassicaceae, além de

experimentos para se avaliar a importancia da temperatura na expressdo de sintomas e
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experimentos de interagcéo entre o CoLV e o TuMV, ainda precisam ser realizados para se
conhecer outros aspectos da patologia, biologia e epidemiologia desse carlavirus

genuinamente brasileiro.
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7. Conclusoes

1. As avaliacdes da gama de hospedeiros dos isolados T25 e T90 confirmaram que as
infeccdes virais, na maioria dos casos, transcorrem sem a inducdo de sintomas na
planta. No entanto, ocasionalmente, isolados de CoLV podem induzir sintomas em

variedades comerciais de bréssicas e em plantas indicadoras;

2. Com as analises das sequéncias, organizacdes genémicas e filogenia confirmou-se que

os dois isolados (T25 e T90) pertencem ao género Carlavirus;

3. As andlises bioldgicas e moleculares, principalmente envolvendo céalculos para
comparacdo dos valores de porcentagens de identidade das porcGes gendmicas
correspondentes a replicase e a capa proteica com outros carlavirus, confirmaram que

os dois isolados (T25 e T90) pertencem a espécie Cole latent virus;

4. Analises de porcentagem de identidade das sequéncias obtidas por RT-PCR de 120 pb
e 940 pb (regides que correspondem ao terminal 3’ do genoma dos carlavirus), entre
os isoladosde carlavirus avaliados, indicam que pertencem todos a espécie Cole latent

virus;

5. Nicotiana megalosiphon comportou-se como uma hospedeira diferencial, que pode ser

empregada para distinguir isolados de CoLV dos demais virus que infectam brassicas;.

6. Na indisponibilidade de métodos sorolégicos ou moleculares para a detec¢do do
CoLV, N. megalosiphon pode ser utilizada como hospedeira, em testes de inoculagdo
experimental, para a confirmacdo da presencga do virus em plantas assintomaticas de

brassicas;

7. Apesar da grande distancia geografica entre os locais de onde os isolados T25 (SP) e
T90 (AL) foram coletados, observou-se elevada similaridade e compartilham o mesmo

clado nas analises filogenéticas;
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Diante do levantamento e analises realizadas, constatou-se que o CoLV encontra-se

disseminado em areas de cultivo de brassicas no Brasil;

Este é o primeiro registro de sequéncias completas do genoma do Cole latent virus,

espécie de Carlavirus descrita exclusivamente em bréassicas no Brasil.
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