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1. RESUMO

O Bidens mosaic virus (BiMV) € uma espécie tentativa de virus do género Potyvirus e tem
sido encontrado em culturas de importancia econdmica como ervilha e girassol. Recentemente
foi proposto que o BiMV poderia ser uma estirpe do Potato virus Y (PVY). Em 2004 amostras
de alface apresentando mosaico intenso, coletadas no municipio de Sdao Manuel - SP,
apresentavam-se infectadas pelo BiMV. Foi realizada a caracterizacdo bioldgica, o
sequenciamento parcial e a purificacdo deste isolado para obtencdo de anti-soro policlonal.
Verificou-se que este isolado possui gama de hospedeiros restrita a alface, Chenopodium
quinoa, Chenopodium amaranticolor e ervilha (Pisum sativum) de forma assintomdtica. O
virus possui uma proteina capsidial em torno de 33 kDa e padronizou-se um teste de PTA-
ELISA para o diagnostico soroldgico deste virus. Também foi realizada a caracterizagdo
bioldgica e avangos no sequenciamento do genoma de um isolado de BiMV coletado a partir
da planta de Bidens pilosa (picdo preto). Este isolado foi capaz de infectar e causar sintomas
em girassol (Helianthus annus), alface (Lactuca sativa), ervilha (Pisum sativum), C. quinoa,
C. amaranticolor, Nicotiana benthamiana, N. clevelandii, N. occidentalis, Zinnia elegans e em
Gomphrena globosa, nesta tultima de forma assintomadtica. Através do sequenciamento de um
fragmento de 7.945 bp, correspondente a parte do gene da HC-Pro e dos genes da P3, 6K1, CI,
6K2, VPg, Nla, NIb, CP e a regido 3’UTR, verificou-se que o BiMV é possivelmente uma
espécie distinta do PVY, baseando-se nos atuais critérios para demarcacdo de espécies do
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV). Foram obtidos oligonucleotideos
especificos para diagnose do BiMV, que através de RT-PCR em uma sé etapa, detectam

eficientemente o virus a partir de alface e de plantas daninhas associadas a cultura. Através



desta técnica foram analisadas um total de 222 amostras de alface e 126 amostras de outras
culturas e plantas daninhas provenientes das regides de Bauru, Campinas e Mogi das Cruzes.
O virus tem uma incidéncia baixa em alface, podendo ser considerado uma doenga secundéria
nesta cultura. Em todas as propriedades com alface infectada havia também a ocorréncia de
picdo preto ou fazendeiro (Galinsoga parviflora) infectados com o virus, sendo esta ultima
espécie vegetal identificada como hospedeira de BiMV e de Lettuce mottle virus (LeMoV)

neste trabalho.

Palavras-chave: Potyvirus, BIMV, PVY, Galinsoga parviflora, Bidens pilosa, Lactuca sativa



CHARACTERIZATION AND OCCURENCE OF Bidens mosaic virus (BiMV) IN
LETTUCE PRODUCING AREAS IN SAO PAULO STATE. Botucatu, 2009. 107p.

Thesis (Doutorado em Agronomia/Protecdo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista.

Author: MARCIO MARTINELLO SANCHES

Adviser: RENATE KRAUSE-SAKATE

Co-adviser: MARCELO AGENOR PAVAN

2. SUMMARY

Bidens mosaic virus (BiMV) is a tentative species of the genus Potyvirus, and has been
commonly found infecting pea and sunflower. Recently it was proposed that BIMV could be a
member of the Potato virus Y (PVY) species. In 2004 lettuce plants showing intense mosaic
symptoms were collected in Sao Manuel-SP and were infected with BiIMV. The host range of
this isolate was characterized, the genome partially sequenced and the virus was purified to
obtain a polyclonal antiserum. The host range for this isolate was restricted to lettuce,
Chenopodium  quinoa, Chenopodium amaranticolor and pea (Pisum  sativum)
(assymptomatic). The virus has a coat protein with approximately 33 kDa and the antiserum
could be used for serological diagnosis by PTA-ELISA tests. A BiMV isolate from Bidens
pilosa was also studied in this work. This isolate infected sunflower (Helianthus annus),
lettuce (Lactuca sativa), pea (Pisum sativum), C.quinoa, C. amaranticolor, N. benthamiana,
N. clevelandii, N. occidentalis, Zinnia elegans and Gomphrena globosa (assymptomatic). A
fragment of 7.945bp including part of the HC-Pro, the entire genes for P3, 6K1, CI, 6K2, VPg,

NIa, Nib, CP and the 3’UTR region was sequenced. Based on the International Committee on



Taxonomy of Viruses (ICTV) criteria of potyvirus species demarcation using the individual
genes, BiMV could be considered a distinct species of PVY. Specific primers were obtained
for BIMV diagnosis and efficiently used in a one step RT-PCR test for BIMV diagnoses. A
total of 222 lettuce and 126 weeds samples were collected in the lettuce growing areas of
Mogi das Cruzes, Campinas and Bauru and analysed by RT-PCR. Low incidence of BIMV
was verified on lettuce. The presence of BIMV was also observed on B. pilosa and Galinsoga
parviflora. This last plant species was identified as a new host of BIMV and Lettuce mottle

virus (LeMoV) in this study.

Keywords: Potyvirus, BIMV, PVY, Galinsoga parviflora, Bidens pilosa, Lactuca sativa



3. INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) é origindria da regido do Mediterraneo,
onde sua utilizacdo € relatada desde 4.500 a.C., como planta medicinal. Como hortalica, é
registrada desde 2.500 a.C. e foi trazida ao Brasil pelos portugueses (GOTO, 1998). Pertence a
ordem Asterales, familia Asteraceae. Esta familia compreende cerca de 1.100 géneros, com
aproximadamente 25.000 espécies de ampla distribuicio geografica (HEYWOOD &
HARBONE, 1977).

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

A alface originou-se de espécies silvestres, em regides de clima
temperado, no sul da Europa e Asia Ocidental. H4 diversos tipos de cultivares de alface que
foram desenvolvidos através de selecdo artificial, entre os quais, americana, crespa, lisa,
mimosa e romana (FILGUEIRA, 2000).

E uma planta herbicea, com um caule diminuto ao qual se prendem as
folhas que sdo a parte comestivel da planta. A coloragdo das plantas pode variar do verde-
amarelado até o verde escuro e também pode ser roxa, dependendo da cultivar (TRANI et al.,
2005). A alface € a hortalica folhosa de maior importancia no Brasil. Até meados da década de
80, o mercado consumidor deu preferéncia ao segmento de alface lisa, quando houve uma
mudanga do segmento de alface lisa para a crespa, que corresponde atualmente a 70% do

mercado nacional. O segmento do tipo americana detém 15%, o tipo lisa 10%, enquanto



outros tipos (vermelha, mimosa, romana, etc.) correspondem a 5% do mercado (COSTA &
SALA, 2005).

O Estado de Sao Paulo é um dos principais produtores de alface do
Pais, com uma drea cultivada de 5.842 ha e producdo de 47.056 toneladas no ano de 2008 e
movimentou R$ 34.492.111,04 (IEA, 2009). Segundo dados da CEAGESP para o quinquénio
2000-2004, o tipo crespa foi o mais consumido no Estado, com participacdo de 61% dos
engradados comercializados, seguido do tipo americana com 19%, do tipo lisa com 18% e do
tipo romana com 2%, sendo que o tipo mimosa foi considerado como crespa (TRANI et al.,
2005).

Entre os problemas fitossanitarios da cultura da alface estdo as
doencas causadas por virus. Na cultura da alface predominam o Lettuce mosaic virus,
causador do mosaico da alface e os virus do género Tospovirus, causando a doenca conhecida
como vira-cabeca (SALAS, 2001).

Em 2004 foi verificada a ocorréncia de Bidens mosaic virus (BiMV)
causando sintomas de mosaico em alface no municipio de Sdo Manuel-SP. Até entdo o BIMV
havia sido relatado infectando alface esporadicamente, mas nunca causando perdas reais no
campo. Estudos preliminares conduzidos com este isolado demonstraram uma gama de
hospedeiros distinta da relatada para outros isolados de BiMV (KITAJIMA et al., 1961;
HASEGAWA, 2006; INOUE-NAGATA et al., 2006).

Inoue-Nagata et al. (2006), questionaram a posi¢do taxondmica do
BiMV, propondo que o BIMV é um membro da espécie Potato virus Y (PVY), segundo os
atuais critérios de demarcagdo de espécies do ICTV utilizando a identidade de aminodcidos na
regido codificadora para a proteina capsidial. Entretanto Silva et al. (2007), estudando um
fragmento correspondente a regido HC-Pro de um isolado de BiMV, concluiram que o mesmo
ndo seria membro da espécie PVY baseando-se nesta regido do genoma.

Portanto os objetivos deste trabalho foram: realizar a caracterizagcdo
molecular e biolégica do BiMV; realizar a purificagdo viral e obter um antissoro policlonal;
avancgar no sequenciamento completo de um isolado de BiMV proveniente de picdo preto
permitindo melhor esclarecimento da posicao taxondmica deste virus; obter oligonucleotideos
especificos para diagnose molecular do virus e avaliar a ocorréncia do BiMV no campo em

trés regides produtoras de alface.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Familia Potyviridae

A familia Potyviridae constitui a maior familia de virus de plantas.
Apresentam RNA de fita simples, sentido positivo, genoma poliadenilado, encapsidados em
particulas alongadas flexuosas (BERGER et al., 2005).

A familia Potyviridae ¢ dividida em seis géneros (Potyvirus,
Rymovirus, Tritimovirus, Bymovirus, Ipomovirus e Macluravirus), de acordo com a espécie de
inseto vetor e numero de componentes do genoma viral (BERGER et al., 2005). A
organizacdo do genoma € conservada dentro da familia e consiste em uma sequéncia compacta
de 10 proteinas, exceto em Bymovirus que apresenta genoma bipartido com 8 proteinas
correspondentes as proteinas dos outros membros a partir da por¢ao terminal 3’ € uma por¢ao
com menor homologia com os outros membros (SHUKLA et al., 1998). A familia Potyviridae
possui similaridade com membros das familias Comoviridae, Picornaviridae e Hypoviridae.
Os genomas dos membros destas familias sio RNA sentido positivo, exceto Hypoviridae que
apresenta RNA de fita dupla. A maioria tem a proteina VPg no terminal 5° e cauda
poliadenilada no terminal 3’. Os genomas sdo expressos em uma poliproteina precursora que
sdo processadas por proteases codificadas pelo virus. Os genes envolvidos na replicagdo sio
conservados entre os géneros (BERGER et al., 2005).

O género Bymovirus ainda se destaca dos demais géneros pela
transmissdo através de fungos plasmodiéforos. Ipomovirus € constituido por 3 espécies
transmitidos por mosca-branca. Macluravirus é constituido por 3 espécies transmitidas por

afideos e tamanho da particula inferior a 700 nm. Rymovirus e Tritimovirus possuem 3



espécies cada e infectam hospedeiras da familia Graminae, sendo que ambos os género tem
sua transmissdo realizada por dcaros. Dentro da familia Potyviridae, o maior género € o
Potyvirus, apresentando particulas com tamanho acima de 700 nm e transmissdo por afideos
de maneira ndo-persistente (BERGER et al., 2005). Esse género parece englobar os virus mais
bem sucedidos em infectar plantas (SHUKLA et al., 1994).

O género Potyvirus possui 111 espécies reconhecidas e 86 espécies
tentativas (BERGER et al., 2005). No ano de 2006 os bancos de dados de sequéncias
internacionais apresentavam mais de 250 sequéncias completas de genomas de potyvirus,
representando 47 espécies (ZHENG et al., 2008). Possui como espécie tipo o Potato virus Y
(PVY), apresentam particulas de tamanho entre 680 a 900 nm de comprimento e entre 11 e 13
nm de largura com simetria helicoidal e espessura de 3,4 nm, com cerca de 5% da massa
constituida de dcido nucleico. O coeficiente de sedimentagdo é de 137 a 160 S, a densidade em
gradiente de cloreto de césio de 1,31 g/cm3 e coeficiente de extincdo entre 2,4 e 2,7.
Apresentam a proteina VPg de 24 kDa ligada covalentemente ao terminal 5°, o genoma possui
cerca de 9,7 Kb de extensdo e apresenta poli A no terminal 3° (BERGER et al., 2005).

O RNA gendmico € envolto por um capsideo formado por
aproximadamente 2.200 cépias de um polipeptideo com massa molecular em torno de 34 kDa.
A proteina capsidial dos Potyvirus apresenta uma regido amino-terminal, altamente varidvel
em tamanho e seqiiéncia, uma regido central altamente conservada, contendo de 215 a 227
aminodcidos, e uma regido carboxi-terminal de 18-20 aminodcidos. As regides amino e
carboxi-terminal estdo voltadas para o exterior da particula viral, e sdo responsdveis pelas
propriedades antigénicas da proteina e, conseqiientemente, da particula viral (SHUKLA et
al.,1994).

A estratégia de replicacdo se baseia na tradu¢do de uma grande
poliproteina precursora que codifica trés tipos de proteases que clivam a poliproteina em sitios

especificos, formando 10 proteinas virais (ADAMS et al., 2005b) (Figura 1).



Figura 1. Organizagdo gendmica do virus Tobbaco etch virus (TEV), género Potyvirus. A
linha escura representa 0 RNA sentido positivo e os retangulos coloridos representam as
ORF. Os simbolos acima das ORF representam os sitios de clivagem das proteases

(retirado de Berger et al., 2005).

Essa é uma das mais bem caracterizadas familias de virus de plantas,
devido a grande importincia econdmica de seus membros, facil transmiss@o via extrato
vegetal, a relativa facilidade de purificacio das particulas virais e do RNA e disponibilidade
de sequéncias de nucleotideos (ZERBINI & MACIEL-ZAMBOLIM, 1999).

A disponibilidade de sequéncias da proteina capsidial e
posteriormente do genoma completo tem contribuido para o estabelecimento de critérios para
separacdo de estirpes e espécies de virus neste género (ADAMS et al., 2005b). Os primeiros
estudos realizados com sequéncias de aminodcidos da proteina capsidial mostraram uma
identidade de 38 a 71% entre espécies diferentes e de 90 a 99% para estirpes do mesmo virus
(SHUKLA & WARD, 1988). J4 outro estudo, com sequéncias de aminodcidos na mesma
regido entre diferentes géneros da familia, mostrou similaridades entre 17 a 32% (WARD &
SHUKLA, 1994). No entanto, estas comparagdes tem sido questionadas, pois a sequéncia da
proteina capsidial corresponde a menos de 10% do genoma viral (BOS, 1992), mas tem sido
muito utilizada pela facilidade em sua obteng¢do e disponibilidade de sequéncias para
comparacao (HA et al., 2008).

Adams et al. (2005b) comparou todas as sequéncias completas da
familia Potyviridae disponiveis até entdo no Gen Bank, analisando cada gene e a regido nio
traduzida (UTR) e determinou qual gene separadamente reflete com maior acurdcia o genoma
completo. Os diferentes géneros da familia apresentaram identidade abaixo de 46% para

sequéncia de nucleotideos do genoma viral e abaixo de 33% para sequéncia de aminoédcidos do
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genoma viral. Entre as espécies de um mesmo género obteve-se para o genoma completo
identidade na sequéncia de nucleotideos de 49 a 58% e de 42 a 56% na sequéncia de
aminodcidos. Os autores concluiram que os valores de demarcagdo de espécies situaram-se em
75 a 76% de identidade de nucleotideos e entre 81 a 82% de identidade de aminodcidos para o
genomal viral completo.

O ICTV, em sua 8* reunido, adotou como critério para demarcacao de
espécies na familia identidade de nucleotideos na sequéncia completa do genoma inferiores a
85% e identidade de aminodcidos para proteina capsidial abaixo de 80% (BERGER et al.,
2005). Contudo, Adams et al. (2005b) concluiram que um valor preciso de demarcacdo de
espécies no valor de identidade de nucleotideos é dado apenas pelos genes CI e HC-Pro. A
demarcacdo de géneros pode ser definida precisamente pela regido HC-Pro. Os genes P1 e P3
apresentaram a maior variabilidade entre as sequéncias estudadas e as regides da proteina
capsidial e UTR do terminal 3’, que geralmente sdo utilizadas em estudos taxondmicos, nao
tiveram acurdcia considerdvel em relacdo ao genoma completo. Foram desenvolvidos
oligonucleotideos universais para as regides CI e HC-Pro de Potyvirus o que deve facilitar a
obtencdo de novas sequéncias de genomas completos (HA et al., 2008).

Além das sequéncias de nucleotideos e aminodcidos, o ICTV utiliza
os seguintes critérios para demarcacio de espécies no género Potyvirus: diferentes sitios de
clivagem da poliproteina, gama de hospedeiros, diferentes morfologias de inclusdo, auséncia
de prote¢do cruzada, transmissdo ou ndo por sementes, reagdes de hospedeiros (interagdes
genéticas), diferencas soroldgicas e vetores primarios diferentes (BERGER et al., 2005).

Adams et al. (2005a) compilou informacdes sobre os sitios de
clivagem de diversos membros da familia Potyviridae e concluiu que sete dos nove sitios de
clivagem existentes nas espécies sdo clivados pela protease Nla-Pro. Usualmente os sitios de
clivagem sdo demonstrados com 4 aminodcidos antes do sitio de clivagem e um depois, como
pode ser observado para a o sitio de clivagem entre as proteinas P3 e 6K1 no PVY,
representado por VRHQ/R (ADAMS & ANTONIW, 2009). O banco de dados DPVweb

(www.dpvweb.net) apresenta os sitios de clivagem existentes para a familia Potyviridae, a

partir das sequéncias deduzidas de aminodcidos disponiveis. A tabela 1 resume os sitios de

clivagem existentes no género Potyvirus.
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Tabela 1. Dipeptidios existentes nos sitios de clivagem de espécies do género Potyvirus,
de acordo com as proteinas virais clivadas e proteases especificas (Adaptado de Adams &

Antoniw, 2009).

Sitio de Numero de espécies com sequéncias disponiveis

clivagem™  protease Protease Protease Nla-Pro
P1 HC-Pro

P1/HC- HC-Pro/ P3/6K1 6K1/CI CI/6K2 6K2/VPg VPg/Nla NIa/Nib Nib/CP

Pro P3
E/A 0 0 1 0 0 4 10 0 0
E/G 0 0 2 1 0 3 10 0 1
E/S 0 0 1 0 2 1 19 1 0
Q/A 0 0 25 4 1 3 0 6 37
Q/G 0 0 1 3 6 29 0 13 13
Q/S 0 0 3 30 25 0 0 17 46
QT 0 0 1 1 5 0 0 0 2
S/S 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Y/A 5 0 0 0 0 0 0 0 0
Y/N 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Y/S 39 0 0 0 0 0 0 0 0
Y/T 1 0 0 0 0 0 0 0 0
F/A 2 0 0 0 0 0 0 0 0
F/S 18 0 0 0 0 0 0 0 0
G/G 0 59 0 0 0 0 0 0 0

*Dipeptidios- A:Alanina, E:Acido Glutdmico, F: Fenilalanina, G: Glicina, N: Asparagina,

Q:Glutamina, S:Serina, T: Treonina, Y:Tirosina

Muitas proteinas virais presentes no género Potyvirus sao
multifuncionais, sendo que as proteinas P1, HC-Pro, P3, CI, 6K2, VPg, Nla-Pro e NIb estio
envolvidas na replicacdo do RNA (ZERBINI et al., 2002). Urchunqui-Inchima et al. (2001)
apresentaram uma revisdo das fungdes e propriedades bioldgicas das proteinas presentes no
género Potyvirus.

A proteina P1 tem entre 32 a 64 kDa e funcdes de proteinase,
autoclivagem do terminal carboxila e interfere na sintomatologia (RYAN & FLINT, 1997). A
proteina HC-Pro tem tamanho entre 56 a 58 kDa e estd envolvida na transmissdo por afideos,
interacdo propria, movimento sistémico, supressdo do silenciamento génico, sinergismo e
desenvolvimento de sintomas, proteinase e autoclivagem do carboxi-terminal (MAIA et al.,

1996).
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A proteina P3 apresenta tamanho de 37 kDa e func¢do relacionada a
patogenicidade e a proteina 6K1 apresenta funcdo desconhecida (RODRIGUEZ-CEREZO et
al., 1993; LANGENBERG & ZHANG, 1997). A proteina CI possui tamanho de 70 kDa e tem
funcdo de helicase e movimento célula-a-célula (LAIN et al., 1990; CHEN et al., 1994). A
proteina 6K2 tem funcdo de ancorar o complexo replicativo as membranas da célula
(RESTREPO-HARTWIG & CARRINGTON, 1992; 1994).

A proteina NIa (VPg-Pro) possui tamanho de 49 kDa e tem fung¢ado de
localizacdo celular, proteinase e interagdes proteina-proteina (RIECHMANN et al., 1992;
HONG et al., 1995). A proteina NIb possui tamanho de 58 kDa e fungdo de RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp) (HONG & HUNT, 1996) e a proteina CP (proteina capsidial)
possui tamanho entre 28 a 40 kDa e estd envolvida na transmissdo por afideos, movimento
célula-a-célula e sist€tmico e na montagem da particula viral (SHUKLA & WARD, 1989;
KASTEEL et al., 1993).

Existe uma série de aminodcidos conservados entre as espécies do
género Potyvirus. Zheng et al. (2008) enumeraram estes aminodcidos conservados e as
variagdes que podem ocorrer entre as espécies. Na regido correspondente a proteina CI os
principais sdo: ATNIIENGYV, parcialmente descrito por Nicholas & Laliberte (1991),
K(V/DDGR(T/S)M e VGSGKST. Na regido correspondente a NIb os principais
sa0:CVDDEFN, (A/S)MI/V)E(S/A)WG, GNNSGQ descrito por Gibbs & Mackenzie (1997),
GQPSTVVD, FTAAP(L/T)(D/E) e DGS(Q/R)FDS. Na regido da CP sdao: E(N/D)TERH,
QMKAAA (LANGEVELD et al, 1991 e PAPPU et al, 1993), YAFDFYE,
MVWCI(E/D)NG, parcialmente descrito por Langeveld et al. (1991) e Pappu et al. (1993),
W(V/TYMMDG(D/E/N), (P/R/A)YMPRYG e (A/S)SYN(E/D)VD.

Alguns aminodcidos t€ém a fun¢do conhecida, como o DAG na regido
da proteina capsidial e GDD na regido da NIb, responsdvel pela transmissao por afideos e o
ultimo presente em todas RNAs polimerases dependentes de RNA (RdRp) (DUJOVNY et al.,
2000; URCUQUI-ICHINA et al., 2001). Nas regides N-terminal e central da proteina HC-Pro
também existem os aminodcidos conservados relacionados a transmissdo por afideos:
KI/L)(T/S)C e PTK respectivamente. Além destes os presentes na regido central desta

proteina, o IGN e C(C/S)C tem fun¢do na amplificacio do RNA e movimento sistémico,
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respectivamente (URCUQUI-ICHINA et al., 2001). Na proteina VPg ha os aminodcidos
H(N)MYG responsaveis pela ligacdo ao RNA viral (HA et al., 2008).

4.2. Principais virus que infectam alface

No Brasil, virus infectando a cultura da alface foram relatados desde a
década de 1940. Tais ocorréncias foram primeiramente descritas nos arredores da capital de
Sdo Paulo, em dreas intensamente exploradas. As viroses descritas eram transmitidas
principalmente por sementes e afideos (KRAMER et al., 1945).

Brunt et al. (1990) citam que muitas plantas invasoras, ornamentais e
cultivadas, pertencentes a familia Asteraceae, sdo hospedeiras naturais dos virus que infectam
a cultura da alface, sendo possivelmente, reservatérios de virus no campo.

As principais espécies de virus serdo descritas a seguir.

4.2.1 Lettuce mosaic virus — LMV

Lettuce mosaic virus — LMV é considerado o virus mais importante
nesta cultura (KRAUSE-SAKATE et al., 1999). Encontra-se disseminado por todo o mundo,
provavelmente através do intercdmbio de sementes contaminadas (DINANT e LOT, 1992).
Pertence ao género Potyvirus e possui particulas com cerca de 730 nm de comprimento por 13
nm de didmetro (MURPHY et al., 1995).

Apresenta uma gama de hospedeiros bem ampla, podendo infectar
121 espécies vegetais pertencentes a 17 familias botanicas (PAVAN et al., 2005). Pode ser
transmitido pela semente, podendo esta ser infectada tanto pelo pdlen como pelo 6vulo
(RYDER, 1964). A porcentagem de transmissdo pode alcancar uma taxa de 16,5% em
gendtipos suscetiveis (JADAO et al., 2002). A disseminacio do LMV no campo ocorre por
varias espécies de afideos (Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae, Acyrtosiphon scariole e
Aphis gossypii). Todos os instares podem transmitir o virus (SYLVESTER, 1955) e M.
persicae é considerado o vetor mais eficiente (EDWARDSON & CHRISTIE, 1991).

Os sintomas da infec¢@o pelo virus incluem mosqueado, distor¢do e

amarelecimento foliar em plantas adultas, podendo ocorrer md formacdo de cabeca.
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Clareamento de nervuras e mosaico sdo comuns em plantas jovens e adultas, sendo que as
folhas internas de plantas jovens permanecem pequenas (PAVAN & KUROZAWA, 1997).

Os isolados podem ser classificados em patétipos, de acordo com a
capacidade de infectar cultivares contendo vérios genes de resisténcia. O patétipo 1 € incapaz
de infectar cultivares com genes Mo2, mol' mol?, o patétipo II é capaz de infectar cultivares
com o gene Mo2, o patétipo III é capaz de infectar cultivares com genes Mo2 e mol' e o
patétipo IV € capaz de infectar cultivares com genes Mo2, mol "mol* (PINK et al., 1992). A
maioria dos isolados de LMV se enquadra no patétipo II (REVERS et al., 1997).

Existe também a classificacio dos isolados em dois sub-grupos:
“Most”, para os isolados capazes de contornar os genes mol' mol*e transmitidos pela semente
nestas cultivares e sub-grupo “Commom” para os isolados capazes de infectar somente
cultivares suscetiveis. Os isolados do sub-grupo Most estdo disseminados em paises da Europa
e América do Sul (KRAUSE-SAKATE et al., 2002).

Nos E.U.A. a estratégia de controle mais utilizada para o LMV
consiste na certificacio de sementes. A tolerancia é de zero sementes contaminadas em um
lote de 30.000 sementes testadas através de DAS-ELISA (ZERBINI et al., 2002). No Brasil a
estratégia de certificacdo de sementes ndo tem eficiéncia, pois praticamente durante o ano todo
ha condic¢des para a proliferagdo e revoadas de afideos (SALA & COSTA, 2005), além da
presenga de plantas hospedeiras que servem de fonte de LMV e cultivos extensivos e
proximos uns aos outros. O uso de inseticidas como medida isolada nao € satisfatéria
(PAVAN et al., 2005) visto que os inseticidas recomendados ndo sdo suficientemente rapidos
para matar os vetores antes da inoculacdo dos virus. Em certos casos ainda podem até
aumentar a incidéncia dos virus por eles transmitidos, em conseqiiéncia da excitacdo causada
pelos inseticidas durante as picadas de prova (SLEUTIJES, 2003). Para o controle do LMV sao
indicadas uma série de medidas como eliminacdo de ervas daninhas e restos culturais e adog¢ao

de um periodo livre de alface na drea (PAVAN et al., 2005).

4.2.2 — Virus do complexo vira-cabeca
Os virus do género Tospovirus causam a doenca conhecida como vira-
cabeca. Os tospovirus pertencem a familia Bunyaviridae e infectando alface no Brasil foram

verificadas as espécies Groundnut ring spot virus (GRSV), Tomato chlorotic spot virus
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(TCSV) e Tomato spotted wilt virus (TSWV) (DE AVILA, 1993, 1996; COLARICCIO et al.,
1995). No Estado de Sao Paulo as espécies TCSV e GRSV sido responsaveis por perdas de
producao significativas em cultivos de alface (COLARICCIO et al., 2003a).

Os virus apresentam trés segmentos de RNA de fita negativa
(PETERS et al., 1991) envoltos pela proteina capsidial e envelope lipoproteico. As particulas
apresentam morfologia pleiomérfica (BLACK et al., 1963). Sdo transmitidos por nove
espécies de tripes (ordem Thysanoptera) (POZZER et al., 1996) e as epidemias sdo mais
frequentes em épocas quentes e chuvosas (PAVAN & KUROZAWA, 1997). O tripes tem
relacdo circulativa-propagativa, adquire o virus durante o primeiro estdgio larval e o transmite
na fase adulta, durante toda a vida (WIJKAMP, 1995).

Os sintomas em alface sdo manchas necréticas e bronzeamento em
folhas, geralmente em um lado da planta. A infeccdo sist€mica é caracterizada por uma
murcha marginal, amarelecimento e bronzeamento de folhas internas e da nervura. E possivel
visualizar anéis necréticos (PAVAN & KUROZAWA, 1997).

A estratégia de controle depende do estdgio da lavoura. Na fase pré-
lavoura pode ser feita a rotagdo de culturas com espécies ndo hospedeiras e o controle de
espécies hospedeiras alternativas aos virus e vetores. Durante a lavoura devem ser usadas
mudas sadias, controle quimico com inseticidas e utilizacdo de plantas armadilhas, barreiras e
diminuicdo de operacdes de cultivo que favorecam o movimento dos tripes. Na fase pds-

colheita o controle € realizado através de alqueive e tratamento do solo (PAVAN et al., 2005).

4.2.3 Engrossamento das nervuras ou “big vein”

O “big vein” ou espessamento das nervuras vem sendo verificado no
Brasil, especialmente no Estado de Sdao Paulo desde 1998, principalmente nas épocas mais
frias do inverno e primavera (COLARICCIO et al., 2003b). Desde 1934 tem sua
ocorréncia relatada nos E.U.A. (JAGGER, 1934) sendo também verificado em paises da
Europa e Japao (ROGGERO et al., 2003; KUWATA et al., 1983).

Dois virus tem sido constatados em plantas com sintomas de “big-
vein”, o Lettuce big vein associated virus (LBVaV) — género Varicosavirus e o Mirafiori

lettuce big vein virus (MLBVV) — género Ophiovirus (ROGGERO et al., 2003;
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NAVARRO et al., 2004; SANCHES et al., 2007). Porém a ocorréncia de sintomas é
atribuida apenas ao MLBVV (LOT et al., 2002; NAVARRO et al., 2004).

Ambos os virus sdo transmitidos por um fungo de solo, Olpidium
brassicae (LOT et al., 2002), o qual pode permanecer vidvel por até 26 anos devido a
presenca de esporos de resisténcia, os odsporos. A infec¢do com o virus ocorre através de
zodsporos que se movimentam na presenca de dgua no solo e infectam raizes sadias
(CAMPBELL, 1996) sendo que em cultivos hidropdnicos pode ocorrer até 100% de
infeccdo, assim como em solos encharcados e mal drenados (KRAUSE-SAKATE et al.,
2003).

Os principais sintomas s3o o espessamento de nervuras, enrugamento
das folhas, presenga de bolhosidades e ma formacdo de cabeca, principalmente em alface
do tipo americana (ZINK & GROGAN, 1954; KRAUSE-SAKATE et al., 2003). Em
periodos mais quentes, plantas com presenga de ambos os virus permanecem
assintomaticas (NAVARRO et al., 2004; SANCHES et al., 2007).

As principais medidas de controle consistem em evitar a
contaminacdo do solo pelo fungo, evitar solos encharcados e mal drenados além de
controlar a dgua da irrigacdo (JONES, 2003; LATHAM & JONES, 2004). As cultivares
resistentes ja sdo disponiveis nos EUA (HAYES et al., 2006).

4.2.4. Lettuce mottle virus (LeMoV)

O LeMoV é um possivel membro do género Sequivirus. (JADAO,
2004). Apresenta particulas isométricas com aproximadamente 30 nm de didmetro, ocorre em
baixas concentracOes no extrato foliar e € transmitido via extrato vegetal tamponado
(MARINHO et al., 1982).

Oligonucleotideos especificos para LeMoV sdo disponiveis para a
deteccdo em RT-PCR (transcriptase reversa e reacdo em cadeia de polimerase em uma tnica
etapa) (JADAO, 2004). Estudos de incidéncia do LeMoV em diferentes regides produtoras de
alface do Estado de S@o Paulo foram realizados, mostrando que aproximadamente 10% das
amostras coletadas com sintomas de mosaico € mosqueado no campo estavam infectadas por
este virus, tanto em infeccdo isolada como em infec¢do mista com o LMV (KRAUSE-

SAKATE et al., 2008).
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Os sintomas do LeMoV quando isolados podem se confundir com os
causados pelo LMV, sendo porém mais fracos, sob a forma de um mosqueado salpicado e sem
necrose (PAVAN et al., 2005).

Dados preliminares indicam que o LeMoV ¢ transmitido pelo afideo
Hyperomyzus lactucae e nao € transmitido por semente. A principal medida de controle € a
producdo de mudas em condi¢des protegidas de pulgdes e evitar a presenga de plantas

daninhas hospedeiras (PAVAN et al., 2005).

4.2.5. Bidens mosaic virus
4.2.5.1 Transmissao e sintomatologia
O Bidens mosaic virus (BiMV) € atualmente uma espécie tentativa do
género Potyvirus (BERGER et al., 2005). Foi descrito inicialmente por Kitajima et al. (1961)
infectando plantas de picdo preto (Bidens pilosa), sendo transmitido experimentalmente a
partir de extrato vegetal para plantas de fumo (Nicotiana tabacum Turkish), girassol
(Helianthus annus), erva-de-Santa Maria (Chenopodium ambrosioides), fedegoso (Cassia
occidentalis), cordao-de-frade (Leonotis nepaetifolia), C. amaranthicolor e Physalis floridana.
Em picao-preto os sintomas principais sao mosaico, nervuras esverdeadas, manchas cloréticas
sistémicas e deformacdo das folhas novas (KUHN et al., 1980).
Posteriormente, o BiIMV, também foi relatado ocorrendo naturalmente
em Emilia sonchifolia, Acanthospermum hispidum e em alface (COSTA & KITAJIMA, 1966).
A ocorréncia de sintomas em gama de hospedeiras causados por diferentes isolados estdo

resumidos na Tabela 2.



Tabela 2. Espécies hospedeiras e ocorréncia de sintomas induzidos por isolados de BIMV

estudados por diferentes autores.

Espécie hospedeira Hospedeiro de origem
Bidens pilosa Coreopsis Pisum sativum Bidens pilosa
(Kuhn et al. 1980) lanceolata (Nagata et al., (Hasegawa, 2006)
(Rodrigues et al. 1995)
1991)
Acanthospermum + o o o
hispidum
Amaranthus sp + - _ _
Callistephus + . _ .
chinensis
Cassia +

occidentalis
Chenopodium + + + +

amaranticolor

C. quinoa + + + +
Coreopsis - + S N
lanceolata
Emilia sonchifolia + - - —
Helianthus annus + + + +
Lens culinaris - - + —
Lupinus albus + - _ -
Lupinus + - - _

angustifolium
Nicotiana + +

benthamiana

N. clevelandii + . + +
N. debney + + L L
N. occidentalis + _ _ +
N. rustica + - + +
N. tabacum 4% 3 R PREEE
N. glutinosa + - _ -
Petunia hybrida + - + —
Phaseolus vulgaris - - + -

Physalis floridana + -

18
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(Continuacdo)
Espécie hospedeira Hospedeiro de origem
Bidens pilosa Coreopsis Pisum sativum Bidens pilosa
(Kuhn et al. 1980) lanceolata (Nagata et al., (Hasegawa, 2006)
(Rodrigues et al. 1995)
1991)
Pisum sativum + - + +
Sesamum indicum _ _ + .
Solanum nigrum + - _ _
Spinacia oleracea - _ + .
Vicia faba _ _ + .
Zinnia elegans + - _ _

*N. tabacum cv. “White Burley”, “BS”, “Havana 38”, “Havana 427, “TNN”, “Turkish” e “Xanthi”; ** cv. TNN e
Turkish; ***cy. TNN; ****cy, Turkish.
+ com sintomas, - sem sintomas___ nfo testada

Em alface, Kuhn et al. (1980) realizaram experimentos de inoculag¢io
com extrato vegetal em seis cultivares de alface. As cultivares “Baba”, “Crespa Hanson” e
“Grand Rapids” apresentaram manchas cloréticas arredondadas, porém a transmissdo foi
muito baixa e os sintomas pouco perceptiveis. Ja as cultivares “Brasil 2217, “Brasil 48 e
“White Boston” reagiram com numerosas manchas cloréticas nas folhas inoculadas, evoluindo
sistemicamente para as folhas em desenvolvimento, ocorrendo mosaico, clareamento de
nervuras e deformacgdo das folhas novas, sendo que algumas plantas apresentaram o tamanho
das folhas e da planta bastante reduzido.

Hasegawa (2006) realizou uma triagem de cultivares de alface,
visando a resisténcia ao BiMV. Foram inoculados 89 cultivares através de inoculacdo com
extrato vegetal e todas as cultivares do grupo repolhuda lisa nacionais se mostraram
suscetiveis ao BIMV.

O virus € transmitido pelas espécies de afideos Myzus persicae
(KUHN et al., 1980 e NAGATA et al., 1995), Aphis coreopsidis e Dactynotus sp. de maneira
ndo circulativa (KUHN et al., 1980). Em alface “Brasil 48” “Brasil 221” “White Boston”
“Crespa Hanson” “Baba” e “Grand Rapids” e ervilha “Torta de Flor Roxa” foi observada a

transmissao através de Myzus persicae (KUHN et al., 1980; NAGATA et al., 1995). Nao foi
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observada transmissdo para Coreopsis lanceolata através das espécies Myzus persicae,
Hyperomyzus lactucae e Aphis sp. (RODRIGUES et al., 1991).

Nao foi verificada transmissdo por semente do BiMV a partir de
plantas de picdo preto, Emilia sonchifolia, girassol e alface (KUHN et al., 1980), ervilha e
lentilha (Lens culinaris) (INAGATA et al., 1995).

4.2.5.2. Propriedades e caracteristicas do virus

O virus foi descrito inicialmente apresentando particulas com 720 nm
x 12-13 nm (KITAJIMA et al.,, 1961). Kuhn et al. (1982) encontraram particulas com
comprimento de 735 nm e presenca de inclusdes laminares do tipo catavento, tipica dos
membros do género Potyvirus. Rodrigues et al. (1991) relataram a presencga de particulas com
700-750 nm x 15 nm e também verificaram a presenca de inclusdes do tipo catavento, além de
inclusdes em linhas paralelas e eventuais bandas de lamelas sobrepostas em plantas de
Coreopsis lanceolata. Nagata et al. (1995) observaram em plantas de ervilha particulas de
700-800 nm x 15 nm e também inclusdes do tipo catavento.

O BiMV ¢ inativado no extrato foliar mantido na temperatura entre 55
a 60° C por 10 minutos e nas dilui¢des acima de 10~ e também quando conservado apés 5 dias
a24-26° C e ap6s 21 dias a 4-5° C (KUHN et al., 1982)..

O virus € facilmente transmitido por inoculacdo via extrato vegetal
preparado com tampao fosfato de 0,01 a 0,5 M e numa faixa de pH entre 6,5 a 8,0. Entretanto,
melhores resultados foram obtidos com tampao de molaridade entre 0,01 a 0,03 M e pH entre
7,0 e 7,5. A adicdo de Na,SO; ou 2-mercaptoetanol, como antioxidante ndo melhorou a
transmissao (KUHN et al., 1980).

Diversos autores obtiveram sucesso na purificacdo do BiMV, apesar
de Kuhn et al. (1982) relatar a baixa concentracio do BiMV nas hospedeiras, e obtencao de
purificacdes parciais apenas, utilizando-se n-butanol (8% v/v) para clarificacdo do extrato.
Ainda segundo os autores, a melhor hospedeira para multiplicagdo do virus foi Nicotiana
tabacum TNN, sendo que as folhas apresentaram maior concentracdo de particulas que o
caule.

Rodrigues et al.(1991) obtiveram sucesso na purificacio de BIMV

com um protocolo envolvendo essencialmente extracdo com tampao fosfato, clarificacio com
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n-butanol, precipitacdo com polietilenoglicol (PEG)6000 e centrifugacdo isopicnica em cloreto
de césio. Utilizando-se alface “Fiffel Tower” como multiplicadora obtiveram 5 mg de
virus/100 g de tecido foliar. Nagata et al. (1995) utilizaram ervilha “Torta de Flor Roxa”
como hospedeira de multiplicacdo e um método que consistiu em homogeinizar o tecido com
tampdo borato, filtracdo, adi¢do de Triton X-100, cloreto de sédio e PEG-6000 e centrifugacio
isopicnica com cloreto de césio.

Todos os anti-soros para detec¢do de BiMV foram obtidos através da
imunizacdo em coelhos (KUHN et al., 1982; RODRIGUES et al., 1991; NAGATA et al.,
1995). Kuhn et al. (1982) obtiveram um anti-soro que reagiu com o extrato de plantas
infectadas até a diluicdo 1:2048 e de plantas sadias até a diluicdo 1:256. Para eliminar a reacdo
com extrato de plantas sadias, foi elaborado um teste de dupla difusdo em agar gel com 0,85%
de NaCl e 3% de SDS. Nagata et al. (1995) obtiveram um anti-soro que também apresentou
reacdo nao-especifica com extrato de plantas sadias, sendo realizada a absor¢do do anti-soro
com o extrato da planta sadia. Através de testes de “western blotting” se determinou que a
proteina capsidial do isolado de BiMV apresentou tamanho de 33 kDa, e foi eficaz em testes
de Dot-ELISA e DAS-ELISA. Rodrigues et al. (1991) obtiveram um anti-soro com titulo 1/64
e utilizado em testes de dupla difusdo em agar-gel.

Sequéncias nucleotidicas da regido terminal 3’ de um isolado de
BiMV proveniente de picdo e outro proveniente de ervilha, ambos coletados no Distrito
Federal, foram obtidas por Inoue-Nagata et al. (2006). Os fragmentos contém 1702
nucleotideos. A identidade entre os dois isolados foi de 98% e ambos contém uma sequéncia
deduzida de 482 aminodcidos, correspondente a parte da proteina NIb e a proteina capsidial
(CP) completa. Ambos apresentaram o sitio de clivagem Q/A entre a NIb e CP e o motivo
DAG na regidao da CP. A CP apresentou 216 aminodcidos e peso molecular estimado em 30
kDa. A regidao UTR no terminal 3’ apresentou 253 nucleotideos nos dois isolados.

Hasegawa (2006) também amplificou um fragmento de 800
nucleotideos de um isolado proveniente de picdo, coletado no Estado de Sao Paulo. O
fragmento corresponde a regido da CP e NIb e apresentou 96% de identidade com o isolado
proveniente de ervilha do Distrito Federal. Silva et al. (2007) amplificou uma sequéncia de

2000 nucleotideos correspondentes a regido da HC-Pro dos Potyvirus.
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Existem evidéncias de um relacionamento préximo do BiMV com
outras espécies de potyvirus. O Bidens mottle virus (BiMoV) € uma espécie descrita no estado
da Flérida (E.U.A.) originalmente isolado de picdo preto e que infecta alface (CHRISTIE et
al., 1968; PURCIFULL et al., 1976). Os dois virus infectam 10 hospedeiras em comum,
entretanto hd distingdo de sintomas em algumas hospedeiras. O BiMoV causa sintomas
sistémicos em C. quinoa e C. amaranticolor, enquanto o BIMV causa apenas lesdes locais. No
girassol o BiMV induz necrose foliar e o BiMoV nao. N. tabacum “Turkish” e N. glutinosa,
Pisum sativum e Cassia occidentalis sdo hospedeiras de BiMV e nao-hospedeiras de BiMoV
(KUHN et al., 1978; 1980).

Em testes soroldgicos de dupla difusdo em dgar ndo foi observada
reacdo entre o anti-soro contra BiMoV e o extrato de plantas infectadas com BiMV, assim
como ndo ocorreu reagdo entre o anti-soro contra BiMV e o extrato de plantas infectadas com
BiMoV (KUHN et al., 1982).

Recentemente, em 2008, foi publicada uma sequéncia de BiMoV,
contendo 1800 nucleotideos correspondentes ao terminal 3, englobando a NIb e CP. A andlise
filogenética deste fragmento mostrou que se trata de uma espécie distinta do BiMV pelos
atuais critérios do ICTV (YOUSSEF et al., 2008). Liao et al. (2009) publicaram uma
sequéncia completa de um isolado de BiMoV, com uma gama de hospedeiros restrita a
girassol, N. benthamiana, C. quinoa e C. amaranticolor . Este isolado apresentou de 96% a
98% de identidade na regido terminal 3’ com outros isolados de BiMoV disponiveis no Gen
Bank, sendo que a identidade de nucleotideos com um isolado de BiMV foi inferior a 84%.

Sunflower chlorotic mottle virus (SCMoV) é outro virus relacionado
ao BIMV, que infecta picdo preto, Zinnia elegans, girassol, C. amaranticolor mas ndo causa
sintomas em ervilha, alface, Nicotiana clevelandii e N. benthamiana (DUJOVNY et al., 1998).
Maritan et al. (2004) identificou um isolado de SCMoV infectando Zinnia elegans no Brasil e
que apresentou reacdo com o anti-soro contra BiMV, mas que nao infectou picao preto.

Através de comparacdes entre as sequéncias de BiMV, SCMoV e
Potato virus Y (PVY), Inoue-Nagata et al. (2006) propos que eles fariam parte da mesma
espécie, segundo os atuais critérios do ICTV, ja que a identidade de aminodcidos na regido da
proteina capsidial estd acima dos 80% entre estas espécies. O PVY e BiMV também

apresentam um relacionamento soroldgico em testes de Dot-ELISA e western-blotting. Em
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testes de DAS-ELISA, contudo, ndo ocorreu relacionamento entre os dois virus (NAGATA et
al., 1995). Atualmente o SCMoV ¢ considerado uma espécie distinta pelo ICTV (BERGER et
al., 2005).

Comparagdes entre a sequéncia obtida na regido da HC-Pro de BIMV
e sequéncia de outros virus do Gen Bank indicaram uma identidade de aminodcidos de 81%
com PVY e 80% com TuMV (SILVA et al., 2007). Estes valores estdo abaixo dos sugeridos
como critério de demarcacdo de espécies baseados no gene HC-Pro, acima de 85% para
sequéncia de aminodcidos (ADAMS et al., 2005b).

O virus tem causado prejuizos em culturas de girassol (COSTA &
KITAJIMA, 1966), ndo se verificando cultivares resistentes ao virus (KUHN et al., 1980). Em
plantas de Zinnia elegans pode causar prejuizos em virtude de comprometer a coloragdo das
pétalas florais (KUHN et al., 1980; MARITAN et al., 2004). Em ervilha também tem sido
verificada a ocorréncia do virus em cultivos comerciais (NAGATA et al., 1995).

Em alface, Hasegawa (2006) concluiu que a maioria dos cultivares
sdo resistentes ou tolerantes ao BiMV. No entanto, todas as alfaces do grupo repolhuda lisa
nacionais se mostraram suscetiveis ao virus, o que faz do virus um potencial problema nas

regides produtoras deste grupo de alface.
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5. MATERIAL E METODOS

S.1. Manutencao dos isolados virais

Os trabalhos foram realizados com dois isolados virais, sendo o
isolado coletado a partir de alface no municipio de Sao Manuel, SP denominado de BiMV-13
e o isolado coletado a partir de B. pilosa, em Botucatu, SP, denominado de BiMV-SP. Os
isolados foram mantidos por meio de inoculacdes via extrato vegetal, em plantas de
Chenopodium quinoa e alface cultivar “Trocadero”, utilizando-se tampao fosfato de potdssio
0,01 M pH 7,0. Como abrasivo foi utilizado o Carborundum (600 mesh) misturado no inéculo
apds o seu preparo.

As amostras de folhas foram cortadas em finas tiras e dessecadas com
cloreto de cdlcio e armazenadas em refrigerador a temperatura de 4° C para a desidratagdo das
folhas. Os frascos foram vedados, etiquetados e armazenados a —20° C (BOS, 1977), visando

preservar a infectividade original.

5.2. Caracterizacao bioldgica dos isolados

Foram realizadas trés passagens por monolesionais para purificacio
bioldgica dos isolados. Utilizaram-se plantas de C. quinoa que reagem com lesdes locais
clordticas antes que o virus a infecte sistemicamente. As lesdes individualizadas nas folhas

foram retiradas por meio de estilete e maceradas em tampao fosfato de potdssio 0,05 M pH 7,0



25

e inoculadas em folhas de novas plantas de C. guinoa. Foram retiradas cerca de 15 lesdes
locais para recuperacio de um isolado monolesional.

Ap6s purificacdo bioldgica, o isolado BiMV-13 foi inoculado via
extrato vegetal tamponado (vide item 5.1) nas seguintes espécies: B. pilosa (picao-preto), C.
quinoa, C. amaranthicolor, Datura stramonium, Gomphrena globosa, Helianthus annuus
“Catissol”, Nicotiana clevelandii, N. occidentalis, N. glutinosa, N. rustica, N. tabacum
“TNN”, N. tabacum “Havana 4257, N. tabacum “Turkish”, N. tabacum ‘Xanthii”’, N.
benthamiana, Lycopersicon esculentum ‘Santa Clara’, Nicandra physaloides, Physalis
floridana, Sonchus oleraceus, Pisum sativum, Zinnia elegans, Cucurbita pepo, Petunia
hybrida e L. sativa “Trocadero”. Para determinar possivel resisténcia testaram-se as seguintes
cultivares de alface: Regina, White Boston, Veronica, Lucy Brown, Rafaela, Taind, Gizele,
Vera e Laurel.

O isolado BiMV-SP foi inoculado nas seguintes espécies: B. pilosa,
C. quinoa, C. amaranthicolor, C.murale, Datura stramonium, G. globosa, Helianthus annuus
“Catissol”, N. glutinosa, N. rustica, N. tabacum “Havana 425”, N. tabacum “TNN”, N.
tabacum “Turkish”, N. tabacum “Xanthii”, N. benthamiana, N. clevelandii, N. occidentalis,
Lycopersicon esculentum ‘Santa Clara’, Nicandra physaloides, Sonchus oleraceus, Physalis
floridana, Pisum sativum, Capsicum annum ‘“Magda”, Amaranthus viridis, Datura metel,
Zinnia elegans, Cucurbita pepo, Petunia hybrida e a cultivar de L. sativa “Trocadero”.

As inoculacdes foram realizadas em seis plantas de cada espécie,
conforme descrito anteriormente e as avaliacdes para presenca de sintomas realizadas até os
25 dias apds inoculag@o. As plantas assintomadticas foram retroinoculadas em C. quinoa para

verificar presenca de infeccao latente ou testadas através de RT-PCR.

5.3. Caracterizacao molecular do isolado BiMV-13

5.3.1 Minipurificacao viral seguido de extracao de RNA total

Para realizacdo da mini-purificacdo viral, segundo Lane (1992), 2 g de
tecidos foliares de C. quinoa infectados pelo BiMV-13 aos 15 dias apds a inoculacido foram
macerados em 15 mL de tampao citrato de amodnia 0,1 M, pH 6,5, 150 uL. de uma solucdo de

iodoacetamida 0,25 M e 150 pLL de uma solug¢do de NaDieca 1,0 M. O extrato foi filtrado em
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tubo de centrifuga usando gaze e centrifugado 10 minutos a 10.000g. Ao sobrenadante
recolhido em novos tubos, foram adicionados 1 mL de Triton X-100 e realizada agitagcao
utilizando-se vortex. Quando a solugdo ficou completamente dissolvida foram adicionados
lentamente 5 mL de sacarose a 20% e realizada uma ultracentrifugacdo de 90 minutos a
126.000g. O sobrenadante foi descartado, o ‘pellet’ ressuspendido em 300 uL de tampio
fosfato 0,05 M, pH 7,2 e a solu¢do centrifugada 5 minutos a 10.000g em centrifuga para tubos
eppendorf. O ‘pellet’ foi descartado e o sobrenadante (mini-purificado) armazenado a 4 °C.

O RNA total foi extraido a partir de 200 UL de preparagdo viral
purificada, adicionado-se 50 pL do tampdo de extracdo (0,2 M glicina, 0,2 M NaCl, 0,02 M
EDTA, pH 9,5). Esta mistura foi ajustada para 1,55% de SDS (p/v) e 100 pg/mL de
‘Proteinase’ K (GibcoBRL) e deixada a 37 °C durante 1 hora. O RNA foi extraido com igual
volume de fenol/cloroférmio (1:1) e precipitado com 2,5 vezes o volume final apds extracao
fenol/cloroférmio, de etanol 100%. O ‘pellet’” obtido foi lavado em etanol 70% e

ressuspendido em 20 pL de &dgua destilada esterilizada tratada com dietilpirocarbonato

(DEPC).

5.3.2. Reacao de Transcricao Reversa (RT)

O RNA viral foi convertido em DNA complementar para ser utilizado
nas reagdes de PCR com os oligonucleotideos Poly T-PotyBamHI (5° AGC TGG ATC CTT
TTT TTT TTT TTT 3’). A reacgdo foi realizada em volume de 25 pL utilizando-se 1,5 uL da
enzima AMV (Avian mieloblastosis virus) Reverse Transcriptase (Promega), 1 pL. de dNTPs
(25 uM) , 0,5 pL do oligonucleotideo a 100 uM e 5 pL. de RNA total extraido pelo método
descrito anteriormente. A reagdo foi realizada de acordo com procedimentos descritos no

catilogo para a enzima AMYV.

5.3.3. Reacao de PCR

Inicialmente se utilizou os pares de oligonucleotideos Poly T-
PotyBamHI e WCIEN (5 ATG GTT TGG TGY GAR ATT 3’) descritos por Pappu et. al.

(1993). Um alinhamento de nucleotideos foi realizado entre as sequéncias de: BIMV (nimero
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de acesso AY960150 e proveniente de ervilha), BIMV (nimero de acesso AY960151,
proveniente de picao preto), SCMoV (nimero de acesso AF255677 e proveniente de girassol)
e SCMoV niimero de acesso AY344048, proveniente de Z. elegans) e PVY-SN (nimero de
acesso AJ439544). Foram identificadas regides conservadas entre as sequéncias para sintese
de oligonucleotideos senso e antissenso (Tabela 3 e Figura 2).

Utilizou-se para a reacdo de PCR a enzima Platinum Taq DNA
polimerase High Fidelity (Invitrogen), utilizando-se 5 uL. de 10x High Fidelity PCR Buffer, 2
mM de MgSO4, 0,4 uM de cada oligonucleotideo, 0,2 mM de uma mistura de dNTP, 1
unidade de Platinum Taq High Fidelity, 3 uL. de cDNA e dgua DEPC para completar o volume
de 50 uL. As temperaturas e tempos da reagdo de PCR foram selecionadas de acordo com o
Tm (Temperatura de Melting) de cada oligonucleotideo e do tamanho do fragmento
amplificado, respectivamente, conforme descrito na Tabela 3.

Foram retirados 5 pL da reacdo para andlise no gel de agarose (0,9%)

corado com brometo de etidio.

Tabela 3. Oligonucleotideos desenhados para amplificacdo do genoma do BiMV-13

Primer Temperatura Seqiiéncia (5’ para 3°)*

de melting

)

BiMV 7320 sens' 45,9 GCACGGYTTYMAGAAGTGYG
BiMV 7763 sens 52 TTYGAYAGYTCAYTMACTCC
BiMV 7821 sens 50 TACATGGARGAYTGGGAT
BiMV 7885 ant 57,9 GTCTGGTGTGGCGATTGGCG
BiMV 7958 sens 529 GTGGCCAACCTTCTACAG
BiMV 8331 sens 55,7 CGTGGGGCTATCCTGAATTG
BiMV 8333 ant 53 CAATTCAGGATAGCCCCAC
BiMV 8439 ant 58,1 CGACGCAGAGCCATACTCG
BiMV 8851 sens 64 AGGCAGTTCGCACGGCATAC
BiMV 9046 ant 55,8 CCACATCAGAGAAGTGTGCC
BiMV 9211 sens 62 CTTCATCTGGATGTGTGCTTC

"sens: polaridade senso ant: polaridade anti-senso. > Y: C/T M:C/A
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Figura 2. Posicao relativa dos oligonucleotideos desenhados em relacdo ao genoma do
PVY-SN e estratégia para amplificar e sequenciar o genoma parcial do isolado de BiMV-

13.

5.4. Caracterizacao molecular do isolado BiMV-SP

Para o sequenciamento da regido terminal 3’ do isolado BiMV-SP
utilizou-se a mesma metodologia descrita no item 5.3. Para o sequenciamento do restante do

genoma viral utilizou-se a metodologia descrita a seguir.

5.4.1. Extracao do RNA

Utilizou-se RNAs extraidos pela metodologia descrita no item 5.3.1,
pelo kit “Total RNA Purification Kit”, da Norgen Biotek Coporation — Canadd e pela
metodologia de Bertheau et al. (1998). Pelo kit da Norgen, cinqiienta miligramas de tecido de
C. quinoa ,apresentando lesdes locais, foram triturados na presenga de nitrogénio liquido e em
seguida adicionados 600 uL da solugdo de lise. Essa solugdo foi centrifugada por dois minutos
a 10.000 g. O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo microtubo. Em seguida,
mediu-se o volume transferido. A esse volume foi adicionado igual volume de etanol 70%.
Agitou-se bem. Foram adicionados 600 pL do clarificado a colunas contendo resina e em

seguida centrifugado a 10.000 g por um minuto. Esta etapa foi repetida até que todo o
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conteido passasse pelas colunas. Adicionou-se entdo, 400 uL de solucdo de lavagem seguido
de uma centrifugacdo de um minuto. Repetiu-se a lavagem por duas vezes subseqiientes. A
coluna foi colocada em microtubo e adicionado 50 uL de tampdo de eluicdo. Centrifugou-se
por dois minutos a 2.000 g e por um minuto a 14.000 g. O RNA foi armazenado em ultra
freezer a -80 °C.

Pelo método de Bertheau et al. (1998), as amostras foram trituradas
(1:5 p/v) em tampao PBS — Tween contendo PVP K25 a 2% (p/v) e Na- DIECA 20 mM.
Posteriormente centrifugadas por 10 minutos a 13.000 g em tubos de microcentrifuga a 4° C
(Centrifuga Eppendorf 5804 R). Duzentos microlitros do sobrenadante foram transferidos para
um novo tubo, acrescentando-se 20 UL de SDS 10%. Incubou-se a 55 °C por 15 minutos em
banho-maria e adicionou-se 100 nUL de solucdo de acetato de potdssio a 3 M, agitando-se bem.
Seguiu-se incubacdo no gelo por 5 minutos e centrifugacdo por 5 minutos a 13.000 g (4 °C),
transferindo-se o sobrenadante para um novo tubo. Adicionou-se 700 puL. de Nal 6 M e 5 uL
de uma solucdo contendo silicio, previamente agitada para que o silicio fosse ressuspendido.
Agitou-se bem e manteve-se a solugdo por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida a
solugdo foi centrifugada por 1 minuto a 5.000 g. Descartou-se o sobrenadante e lavou-se o
“pellet” duas vezes com 500 pL de solucdo de lavagem (Tris-HCI 20 mM pH 7,5, EDTA 1
mM, NaCl 100 mM e igual volume de etanol absoluto), seguida de centrifugacdo por 1 minuto
a 5.000 g para cada lavagem. Posteriormente secou-se o “pellet” a vicuo (Speed Vaccum
Eppendorf Concentrator 5301) e ressuspendeu-se 0 RNA em 400 puL de dgua Milli-Q tratada
com DEPC, seguido de incubacdo por 5 minutos a 55 °C em banho-maria. Seguiu-se
centrifugacdo por 5 minutos a 13.000 g. O sobrenadante (300 pL) foi transferido para um novo

tubo e armazenado a —20 °C.

5.4.2. Reacao de Transcricao Reversa (RT) e PCR

A RT foi realizada de acordo com o descrito no item 5.3.2., porém
com algumas modificagdes em relacdo ao oligonucleotideo utilizado, conforme a regido
pretendida para amplificacdo. Inicialmente foram utilizados os oligonucleotideos degenerados
ClIFor/CIRev e HPFor/HPRev, descritos por Ha et al. (2008) que amplificam respectivamente

um fragmento correspondente a regido da CI e outro fragmento correspondente a regido da
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HC-Pro dos virus pertencentes ao género Potyvirus. Foi também utilizado o oligonucleotideo
7587sens descrito por Zheng et al. (2008) para a regido da NIb. Através da amplificacdo e
sequenciamento destes fragmentos, foram desenhados novos oligonucleotideos senso e
antissenso (Tabela 4 e Figura 3).

Utilizou-se para a reacdo de PCR a enzima Platinum Taq DNA
polimerase High Fidelity (Invitrogen), conforme item 5.3.3. Cada reag¢do de PCR consistiu de
uma desnaturagdo inicial a 95 °C por 2 minutos, 39 ciclos com desnaturagdo a 94 °C por 30
segundos, temperaturas de anelamento entre 40 e 60 °C por 1 minuto e extensio a 68 °C por 1
a 6 minutos, seguido de extensao final por 10 minutos a 68 °C. As temperaturas de anelamento
e tempos de extensdo da reacdo de PCR foram selecionadas de acordo com o Tm
(Temperatura de Melting) de cada oligonucleotideo e do tamanho do fragmento amplificado,
respectivamente, conforme descrito na Tabela 4.

A reacdo de PCR para os pares de oligonucleotideos CIFor/CIRev e
HPFor/HPRev foi realizada de acordo com a descrita por Ha et al. (2008), 94 °C por 3
minutos, 40 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 40 °C por 30 segundos e 68 °C por 1 minuto,
seguido de extensdo final a 68 °C por 5 minutos.

Foram retirados 5 pl da reacdo para andlise no gel de agarose (0,9%)

corado com brometo de etidio.

5.4.3. Amplificacido da regiao 5’ terminal

Para tentativas de amplificacdo da regidao 5’ terminal foi utilizado o
kit Smart Race ¢cDNA Amplification (Clontech), com algumas modificagdes no protocolo
original. Este kit integra o BD Marathon ¢cDNA Amplification Kit com o BD SMART
(Switching Mechanism at 5’end of RNA Transcript) para sintese de cDNA. A tecnologia BD
SMART elimina a necessidade de ligar adaptador e pode-se utilizar a fita simples de cDNA
diretamente em RACE PCR.
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5.4.3.1 Sintese de cDNA

Para a reacdo de transcriptase reversa foi utilizada a enzima MMLV
RT (Promega) que age sobre as regides terminais no RNA utilizado como molde, com uma
atividade transferase terminal, adicionando de 3-5 residuos (predominantemente dC) na regidao
3’terminal do cDNA fita simples. Com isto, o oligo SMART Il A que possui residuos dG na
sua extremidade 3’°, foi adicionado a reacdo e anelado a extremidade rica em residuos dC
acrescentados pela enzima, criando assim, uma extensdo do molde para a RT. A reacdo
terminou com a formagdo de uma cépia completa do RNA original, sintetizado com uma
seqiiéncia adicional do oligo SMART II A, utilizada posteriormente para a reacdo de PCR
(RACE).

A reacdo foi realizada com 3 uLL de RNA total extraido conforme o
item 5.4.1, 1 pL do oligonucleotideo 5° CDS primer e 1 uL do oligonucleotideo SMART Il A .
Incubou-se a 70 °C por 2 minutos e posteriormente no gelo por 2 minutos. ApOs isso
adicionou-se 2 uL de 5x First Strand buffer, 2 mM de DTT, 1 mM de dANTP mix (10 mM) e 1
UL da enzima MMLV RT (Promega). Incubou-se a 42 °C por 90 minutos, sendo que
posteriormente a reagdo foi diluida em 20 pLL de Buffer Tricina-EDTA e aquecida a 72 °C por

7 minutos.

5.4.3.2 RACE PCR

A amplificacdo da regido 5’ terminal do genoma foi realizada
utilizando-se o oligonucleotideo UPM (Universal Primer Mix), que reconhece a seqiiéncia BD
SMART em conjunto com oligonucleotideos especificos desenhados sentido antissenso, na
regido codificadora da HC-Pro, denominado GSPI (gene specific primer). Foi utilizada a
enzima Platinum Taq DNA polimerase High Fidelity (Invitrogen).

Utilizou-se 2,5 puLL do cDNA previamente produzido, 1 pL do
oligonucleotideo GSPI a 10 uM, 5 uL do oligonucleotideo UPM (10x), 5 uLL de 10x Hi-Fi
buffer, 0,2 mM de dNTP , 2 mM de MgSO4, 2,5 unidades da enzima Platinum Taq DNA
polimerase High Fidelity (Invitrogen) e 4gua DEPC para completar o volume de 50 pL.

A reacdo utilizando-se como GSPI os oligonucleotideos 1849ant,

RACE BIMV1 e RACE BIMV?2 foi realizada em 5 ciclos de 94 °C por 30 segundos e 68 °C
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por 3 minutos, 5 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 66 °C por 30 segundos e 68 °C por
3minutos e 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 63 °C por 30 segundos e 68 °C por 3 minutos.

Tabela 4. Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo do genoma do BiMV-SP

Primer Temperatura Seqii€ncia (5’ para 3’)*

de melting

W)

CIFOR 432 GGIVVIGTIGGIWSIGGIAARTCIAC
CIREV 434 ACICCRTTYTCDATDATRTTIGTIGC
HPFOR 31,5 TGYGAYAAYCARYTIGAYIITAAYG
HPREV 37,3 GAICCRWAIGARTCIAITACRTG
BIMYV 7463ant 60 GCCTCTTTGTCTTCGTCCG
BIMV 4290ant 62 CAACCTCTCTGCCTGGTGG
BIMV 4650ant 50 TGACAATAGAAGTGTAGC
BIMYV 1849ant 52 CGGGTAAACGTAATTACC
BIMV 2096sens 54 GTAGCAACAACTTCGTGC
BIMV 2039sens 60 GAAAGTTCGTGACATGTGCG
BIMYV 4243ant 54 ACGCTTTGTGATGCAAGC
BIMYV 1948sens 56 GGCAACAGTGGTGAACAG
BIMV 1892sens 58 GGTACGGCCGTGGAATCT
BIMV 4379ant 62 CCGTGTTTGATCATGTCGGC
BIMV 4351ant 60 CCAGTTCCTTGTGCTTCAAC
BIMV 2134sens 56 GGGAATGGCCATCGCTTA
BIMV 4202ant 64 CAAACCACGAAATGCCATGGC
BIMV 4198sens 56 CCAGTGCCATGGCATTTC
BIMYV 4048ant 64 CTTCCCCTCATGCGGAGTGT
BIMYV 4367sens 56 ACTGGTAGCAATGCCGAC
7587sens 48 TGYGTNGAYGAYYTYAAYAA
RACE BIMV1 70 GCATGATACTCTCTTTTGGCCCC
RACE BIMV2 74 GGATACAATGTTGATTCCACGGCCG
BIMV 882sens 56 GGYGATAGTGGAGTCATCT

" sens: polaridade senso ant: polaridade anti-senso. > Y: C/T R:G/A N: A/T/C/G W:A/T
V:A/C/G S:C/G D:A/G/T I: Inosina.
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Figura 3. Posicao relativa dos oligonucleotideos desenhados em relacdo ao genoma do PVY-

SN e estratégia para amplificar e sequenciar o genoma parcial do isolado de BIMV-SP.

5.5. Levantamento da ocorréncia de BiMV em trés regioes produtoras de alface no

Estado de Sao Paulo

Foram coletadas folhas de alface (Lactuca sativa), picao-preto (Bidens
pilosa), fazendeiro (Galinsoga parviflora), espinafre (Spinacea oleracea), mostarda-chinesa
(Brassica juncea), coentro (Coriandrum sativum), almeirdo (Cichorium intybus), C. quinoa,
falsa-serralha (Emilia sonchifolia) a partir de plantas exibindo sintomas de mosaico. Os locais
de amostragem foram produtores comerciais situados nas regides de Mogi das Cruzes, Mogi
Mirim, Campinas e Bauru, e a época de amostragem, durante o outono, inverno, primavera e
verdo (Tabela 5).

ApOs a coleta as amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e
levadas ao Laboratério de Virologia, localizado no Departamento de Producdo Vegetal — Setor
de Defesa Fitossanitdria da Faculdade de Ciéncias Agronomicas da UNESP, em Botucatu,
onde se realizaram as andlises laboratoriais e os experimentos. As amostras foram preservadas
pelo método de dessecamento, cortando as folhas com sintomas em tiras finas e colocando-as
em frasco na presenga de cloreto de calcio anidro (BOS, 1977).

As amostras coletadas no outono de 2008 foram diagnosticadas

através de PTA-ELISA e as demais amostras através de RT-PCR.



Tabela 5. Numero de plantas

hospedeiro analisado.
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coletadas, propriedade, municipio, época de coleta e o

Niimero de Propriedade Municipio Epoca Hospedeira e cultivar
amostras

18 Seiti Sato Bauru Mar/08  Alface Elisa

12 Seiti Sato Bauru Mar/08  Alface Lucy Brown
5 Seiti Sato Bauru Mar/08  Alface Mimosa

2 Nilson Lengdis Paulista Mar/08  Alface Americana
2 Kiomy Nakagawa Campinas Abr/08  Alface Mimosa

7 Miarcio do Espirito Santo Campinas Abr/08  Alface Americana
3 Mircio do Espirito Santo Campinas Abr/08  Alface Mimosa

3 Miarcio do Espirito Santo Campinas Abr/08  Alface Bruna R

2 Mircio do Espirito Santo Campinas Abr/08  Alface Lisa

2 Denilson Sedamo Campinas Abr/08  Alface Americana
3 Denilson Sedamo Campinas Abr/08  Alface Lisa

2 Denilson Sedamo Campinas Abr/08  Alface Crespa

9 Luis Yano Mogi das Cruzes Mai/08  Alface Mimosa

4 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim Mai/08  Alface Amanda

3 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim Mai/08  Alface Elisa

4 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim Mai/08  Alface Romana

3 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim Mai/08  Alface Mimosa
19 Hiroshi Shintate Biritiba-Mirim Mai/08  Alface Lisa

4 Hiroshi Shintate Biritiba-Mirim Mai/08  Alface Mimosa

8 Luis Yano Mogi das Cruzes Set/08 Alface Mimosa

4 Luis Yano Mogi das Cruzes Set/08 Alface Elisa

1 Luis Yano Mogi das Cruzes Set/08 Espinafre

1 Luis Yano Mogi das Cruzes Set/08 Mostarda chinesa
3 Mario Okuyama Mogi das Cruzes Set/08 Alface Elisa

2 Mairio Okuyama Mogi das Cruzes Set/08 Alface Veneranda
7 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim Set/08 Alface Elisa

8 Hiroshi Shintate Biritiba-Mirim Set/08 Alface Crespa

13 Seiti Sato Bauru Out/08  Alface Elisa

8 Seiti Sato Bauru Out/08 Alface Mimosa

6 Seiti Sato Bauru Out/08  Alface Americana
10 Seiti Sato Bauru Out/08  Bidens pilosa

5 Amauri Gongalves Holambra Out/08  Alface Americana
1 Amauri Gongalves Holambra Out/08 Alface Romana

7 Julio Marubaiashi Mogi Mirim Out/08  Bidens pilosa

2 Jalio Marubaiashi Conchal Out/08 Bidens pilosa

7 Kiomy Nakagawa Campinas Nov/08  Bidens pilosa

13 Kiomy Nakagawa Campinas Nov/08  Alface Vanda

1 Kiomy Nakagawa Campinas Nov/08  Alface Mimosa

6 Kiomy Nakagawa Campinas Nov/08  Alface Ceres

1 Kiomy Nakagawa Campinas Nov/08  Galinsoga parviflora
14 Marcio Motta Campinas Nov/08  Alface Vanda

3 Marcio Motta Campinas Nov/08  Bidens pilosa

3 Flavio dos Santos Campinas Nov/08  Bidens pilosa

8 Flavio dos Santos Campinas Nov/08  Alface Mimosa

2 Flavio dos Santos Campinas Nov/08  Alface Lucy Brown
1 Flavio dos Santos Campinas Nov/08  Coentro

2 Marcio dos Santos Campinas Abril/09  Alface Mimosa

2 Marcio dos Santos Campinas Abril/09  Alface Crespa




(Continuacdo)

Niimero de Propriedade Municipio Epoca Hospedeira e cultivar
Plantas

1 Marcio dos Santos Campinas Abril/09  Alface Americana

1 Marcio dos Santos Campinas Abril/09  Galinsoga parviflora
4 Kiomy Nakagawa Campinas Abril/09  Bidens pilosa

13 Kiomy Nakagawa Campinas Abril/09  Galinsoga parviflora
4 Kiomy Nakagawa Campinas Abril/09  Alface Crespa

1 Kiomy Nakagawa Campinas Abril/09  Alface Mimosa

2 Kiomy Nakagawa Campinas Abril/09  Alface Americana

1 Marcio Motta Campinas Abril/09  Alface Lisa

3 Marcio Motta Campinas Abril/09  Alface Mimosa

2 Marcio Motta Campinas Abril/09  Alface Crespa

1 Marcio Motta Campinas Abril/09  Bidens pilosa

9 Marcio Motta Campinas Abril/09  Galinsoga parviflora
1 Seiti Sato Bauru Maio/09 Alface Crespa

3 Seiti Sato Bauru Maio/09  Alface Lisa

3 Seiti Sato Bauru Maio/09 C. quinoa

6 Seiti Sato Bauru Maio/09  Galinsoga parviflora
1 Seiti Sato Bauru Maio/09  Almeirdo

4 Seiti Sato Bauru Maio/09 Bidens pilosa

8 Luis Yano Mogi das Cruzes Junho/09 Alface Mimosa

4 Luis Yano Mogi das Cruzes Junho/09 Alface Lisa

6 Luis Yano Mogi das Cruzes Junho/09  Galinsoga parviflora
2 Luis Yano Mogi das Cruzes Junho/09 Mostarda

5 Hiroshi Shintate Biritiba-Mirim Junho/09 Alface Americana

4 Hiroshi Shintate Biritiba-Mirim Junho/09  Galinsoga parviflora
1 Hiroshi Shintate Biritiba-Mirim Junho/09  Bidens pilosa

1 Hiroshi Shintate Biritiba-Mirim Junho/09 Mostarda

4 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim Junho/09 Alface Mimosa

4 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim Junho/09 Alface Lisa

4 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim Junho/09 Alface Crespa

5 Edson Yamamoto Biritiba-Mirim Junho/09  Galinsoga parviflora
8 Seiti Sato Bauru Set./09  Bidens pilosa

13 Seiti Sato Bauru Set./09  Alface Americana

9 Seiti Sato Bauru Set./09  Alface Mimosa

6 Seiti Sato Bauru Set./09  Alface Lisa

4 Marcio dos Santos Campinas Set./09  Alface Crespa

3 Miarcio dos Santos Campinas Set./09  Almeirdo

3 Marcio dos Santos Campinas Set./09  Galinsoga parviflora
3 Marcio dos Santos Campinas Set./09  Alface Mimosa

5 Maircio Motta Campinas Set./09  Bidens pilosa

8 Maircio Motta Campinas Set./09  Alface Crespa

1 Marcio Motta Campinas Set./09  Alface Lisa

3 Marcio Motta Campinas Set./09  Galinsoga parviflora
1 Maircio Motta Campinas Set./09  Falsa-serralha

1 Kiomy Nakagawa Campinas Set./09  Alface Americana

11 Kiomy Nakagawa Campinas Set./09  Alface Mimosa

6 Kiomy Nakagawa Campinas Set./09  Alface Crespa

1 Kiomy Nakagawa Campinas Set./09  Galinsoga parviflora
5 Kiomy Nakagawa Campinas Set./09  Bidens pilosa

35
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5.6. Transcricao reversa e reacao de polimerizacio em cadeia (RT-PCR)

A extragdo do RNA total das amostras foi realizada de acordo com o
método de Bertheau (item 5.4.1). Para a amplificacdo de BiIMV por RT-PCR, foram utilizados
os oligonucleotideos BIMV 8851/9211 descritos na Tabela 3 e Figura 4. Os oligonucleotideos
foram testados em RT-PCR em uma s6 etapa, utilizando-se o Kit PCR Master Mix (Promega).
Para um volume de 25 pL adicionou-se: 12,5 uL. de PCR Master Mix 2X, 1 mM de cada
oligonucleotideo, 1 unidade da transcriptase reversa AMV (Avian myeloblastosis virus, marca
Promega a 15 unidades/uL), 2,5 uL. de RNA e dgua livre de RNAses para completar o volume
de 25 uL .O ciclo utilizado consistiu em 30 minutos a 42 °C, seguido de 5 minutos a 95 °C,
40 ciclos de 92 °C/20 segundos, 56 °C/40 segundos e 72 °C/60 segundos, finalizando com
72 °C/10 minutos.

As amostras foram testadas também para a presenca de LMV e
LeMoV, visando verificar a ocorréncia de infec¢des mistas no campo. A reacdo para LMV foi
realizada através dos oligonucleotideos LMV 9171 (5 GCGTTGATGTCGTCATCYTT 3’) e
LMV 8894 (5’CCGTACATAGCIGARTGTGCT 3’), que amplificam um fragmento de 278
bp, descritos por Revers et al. (1997). Para a reacdo de PCR foram utilizados 5 pL. de RNA
total; 2,5 pL. de tampao da reacdo; 3,5 mM de MgCl; ; 0,17% de Triton X-100; 1 mM de cada
oligonucleotideo; 0,25 mM de dNTPs; 0,5 U de Tag DNA Polimerase; 0,75 U da transcriptase
reversa do AMV e quantidade suficiente de 4gua DEPC para completar 25 pL. A condi¢do da
reacdo de RT-PCR foi de 42 °C por 15 minutos para transcri¢ao reversa; desnaturacao inicial a
95 °C por 5 minutos; 40 ciclos de desnaturacdao a 95 °C por 20 segundos; 40 ciclos de
anelamento a 54 °C por 20 segundos; 40 ciclos de polimerizacdo a 72 °C por 40 segundos e
polimerizag¢ao final por 10 minutos a 72 °C.

Para LeMoV foi realizada através dos oligonucleotideos Lmo3 (5~
ACATGAGCACTAGTGAGG 3’) e Lmo4 (5° AGATAGAGCCGTCTGGCG 3’), que
amplificam um fragmento de 300 bp, descritos por Jaddo (2004). Para a reagao de PCR foram
utilizados 5 UL de RNA total; 2,5 uL. de tampao da reagdo; 3,5 mM de MgCl, ; 0,17% de
Triton X-100; 1 mM de cada oligonucleotideo; 0,25 mM de dNTPs; 0,5 U de Tag DNA
Polimerase; 0,75 U da transcriptase reversa do AMV e quantidade suficiente de 4gua DEPC

para completar 25 pL. O ciclo utilizado na reagdo consistiu de 30 minutos a 42 °C, 3 minutos
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a 95 °C, 35 ciclos de 95 °C/30segundos, anelamento de 52 °C/ 30segundos e 72 °C/
30segundos, e um tempo final de elongacdo de 72 °C durante 10 minutos.

O produto da RT-PCR (5 puL), juntamente com o marcador molecular
1kb Ladder (Invitrogen) foi visualizado em gel de agarose a 1%, em tampao TBE (0,1 M de
4cido bérico; 0,02 mM EDTA pH 8,3) corado com 0,1 ul./mL de brometo de etidio. Controles
positivo, negativo e branco (reacdo de PCR com dgua substituindo o RNA molde) foram
incluidos na extracdo e nas reacdes de PCR a fim de validar e confirmar a especificidade do

método utilizado.

ﬂ| P1 ‘HG-Pm| P3 |m| cl |n|m|m-nu| NE | oR }ﬂ&

—360 bp
+> <«
8851 9211

Figura 4. Oligonucleotideos especificos para diagnoéstico de BiMV e sua posicao relativa

no genoma do PVY-SN.

5.7. Preparo de células competentes de Escherichia coli

Para etapa de clonagem foram preparadas células competentes de E.
coli estirpe XL1 para serem eletroporadas com o plasmidio contendo o inserto. Para isto foi
preparada em meio SOB (sem Magnésio) uma pré-cultura de 5 mL de células de E. coli XL1
preservadas a -80 °C. Esta pré-cultura foi deixada durante a noite a 37 °C sob agitacdo
constante. No dia posterior, a pré-cultura foi utilizada para inocular 500 mL de meio SOB-Mg
e incubada a 37 °C sob agitacdo até atingir a densidade 6tica de 0,75 ODssg. A suspensdo foi
coletada em frascos de centrifuga previamente resfriados e centrifugada a 2.600 g por 15
minutos a 4 °C. Em seguida o “pellet” foi ressuspendido em glicerol 10% (gelado) e
centrifugado novamente a 2.600 g por 15 minutos a 4 °C. Mais uma etapa de ressuspensdo em
glicerol 10% foi realizada e em seguida o excesso de liquido foi retirado dos tubos de

centrifuga e o “pellet” ressuspendido com algumas gotas de glicerol 10% e a OD 55 ajustada a
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200-250 unidades/mL. Aliquotas de 80 UL foram repartidas em tubos e armazenadas a —80 °C

até o momento de serem eletroporadas.

5.8. Clonagem e seqiienciamento

Os fragmentos amplificados foram clonados no vetor pGEM-T
(Promega), sendo que para isto o DNA foi anteriormente purificado com o Kit SV Gel and
PCR Clean UP system (Promega). A reacdo de ligacdo foi realizada conforme descri¢do do
fabricante para o vetor pPGEM-T Easy (Promega) utilizando-se 3 uLL de inserto e incubada por
2 horas a 16 °C.

A transformacao foi realizada por eletroporacao, utilizando 40 uL da
célula competente E. coli XL1, 40 uL de glicerol 10% e 2 pL de reacdo de ligacdo. Foram
entdo adicionados 600 pL de meio SOC (triptona, extrato de levedura, NaCl, KCI, MgCl, e
glicose) ao tubo e levado para incubagdo por 1 hora a 37 °C, sob agitacdo. Em placas de Petri
com o meio LB (peptona, extrato de levedura e NaCl) + ampicilina (100 pg/mL), foram
espalhados 50 pL de X-gal e 50 uL. de IPTG, deixando-se secar, e transferindo-se para a placa
100 pL de célula competente transformada. Estas placas foram incubadas a 37 °C durante 16
horas.

Cada colonia de bactérias transformadas (brancas), foi repicada em
tubos contendo meio LB + ampicilina e mantidas no agitador, para crescimento por 12 a 18
horas, a 37 °C e 300 rpm. Apds o crescimento as bactérias foram colocadas em microtubos e
precipitadas, centrifugando-as por 2 minutos a 13.000 g em temperatura ambiente, sendo o
sobrenadante descartado em seguida. Posteriormente foi adicionado 100 pL de solucdo Tris-
HCl 1 M pH 8,0, EDTA 0,5 M pH 8,0, Glicose 1 M, misturando-se até homogeneizar e
mantendo-se por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida adicionou-se 200 pL de
solugdo NaOH 0,2 N e SDS 1% e agitou-se 15 vezes por inversdo, mantendo-se por 5 minutos
no gelo. Ap6s adicionou-se 150 uL de solugdo Acetato de Potdssio 3 M/5 M pH 4,8, agitando-
se 10 vezes por inversdo e mantendo por 5 minutos no gelo. Seguiu-se uma centrifugacdo a

12.000 g por 10 minutos a 4 °C, transferindo-se o sobrenadante para novos microtubos.



39

Adicionou-se 300 uL de isopropanol, misturando-se bem e
centrifugando a 12000 g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se
500 pL de etanol 70% ao “pellet”, centrifugando-se por 1 minuto a 12.000 g a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o “pellet” secado a vidcuo. Apds a secagem este foi
ressuspendido em 20 uL de dgua ultrapura autoclavada contendo RNase.

ApOs a extragdo dos plasmidios realizou-se digestdo com enzima de
restricdo Eco RI. Na reacdo de clivagem foram utilizados 6,7 uL de dgua; 1 uL de tampao 10
X (React 3); 2 uLL do miniprep; 0,3 uL. de Eco RI (1U/mL), totalizando dessa forma 10 pL de
reacdo. Essa reacdo foi incubada entre uma a duas horas a 37 °C e a presenga ou auséncia do
inserto verificado através de eletroforese em gel de agarose a 0,9%. A qualidade do DNA, o
tamanho do fragmento e a quantificagdo foram estimados em gel de agarose utilizando-se o
marcador de comprimento 1 Kb DNA Ladder e o marcador de massa High Mass Ladder
(Invitrogen) ou através de espectrofotdmetro de baixo volume marca ACTGene ASP-2680.

Quando os produtos de PCR apresentaram uma banda nitida optou-se
pelo sequenciamento direto, realizando-se um novo PCR com volume total de 100 pL, com
mesmos reagentes € nas mesmas condi¢des do item anterior, e a seguir purificacdo com Kkits
comerciais descritos anteriormente. No caso dos plasmidios recombinantes estes foram
seqiienciados com oligonucleotideos universais (T7, SP6), cuja sequéncia estd presente no
vetor.

Os fragmentos de PCR ou plasmidios foram seqiienciados no Centro de
Estudos do Genoma Humano (USP-SP) ou enviados para a empresa Macrogen (Seoul,
Koreia). As seqiiéncias obtidas a partir do plasmidio recombinante ou produtos de PCR foram
analisadas utilizando-se os programas BLASTn (http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) para
comparacdo com demais seqiiéncias disponiveis no Genbank (Tabela 6). As andlises

filogenéticas foram realizadas com a versao 3.1 do programa Mega (Kumar et al., 2004).
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Tabela 6. Lista de isolados de potyvirus utilizados para andlise filogenética. A origem

geografica e nimero de acesso no GenBank do gene codificador para a proteina capsidial

estao indicados.

Virus Isolado Localidade Nimero de Acesso
Sunflower chlorotic mottle virus SCMoV-AR Argentina AF255677
(SCMoV)
SCMoV-df Argentina EU606023
SCMoV-CRS Argentina EU418771
Potato virus Y (PVY) PVY LYESg4.2 Espanha AJ439545
PVY-SN Franga AJ439544
Pepper  yellow  mosaic  virus PepYMV Brasil AF348610
(PepYMV)
Pepper  severe  mosaic  virus PepSMV Argentina X66027
(PepSMV)
Bidens mottle virus (BiMoV) BiMoV-gc Taiwan AB491763
BiMoV-lettuce Taiwan AB491764
BiMoV-ba E.UA. EU078960
Lettuce mosaic virus (LMV) LMV-AF199 Brasil AJ278854
Turnip mosaic virus (TuMV) TuMV Vietna DQ925463
Bidens mosaic virus (BiMV) BiMV-p Brasil AY960150
BiMV-b Brasil AY960151

5.9. Purificacdo do BiMV para imunizacio de coelhos

Para purificagdo do isolado BiMV-13 foi utilizado o protocolo

descrito por Nagata et al. (1995) com algumas modifica¢des. Folhas de C. guinoa infectadas

foram homogeneizadas em tampao borato pH 8.4 na propor¢do 1:2 (p/v), contendo EDTA e 2-

mercaptoetanol. Apos filtrar o extrato em gaze este foi centrifugado a 5.000 g por 15 minutos.

Triton X-100 foi adicionado ao sobrenadante para concentragdo final 2% e agitado levemente

por 1,5 horas. Posteriormente PEG-6000 foi adicionado para concentracao final de 6% e NaCl

para concentragao final 0,5%, seguido de agitac@o por 1,5 horas. Esta solu¢do foi centrifugada

a 5000 g por 20 minutos e o “pellet” foi coletado e dissolvido em tampao Borato-Uréia (acido

borico 50 mM, Uréia 0,5 M, EDTA 6 mM, 2-Mercaptoetanol 0,1%, pH 8.3). Depois de uma



41

centrifugacdo de um minuto a 6.000 g, o sobrenadante foi centrifugado a 63.000 g por 100
minutos em almofada de sacarose 20%.

Posteriormente se realizou o gradiente isopicnico em cloreto de césio
(CsCl) a 15%, tendo sido o semi-purificado viral colocado sobre um colchao (3 mL) também
de CsCl a 53% (p/p) dissolvido em tampdo fosfato 0,01 M pH 7,0. A banda resultante foi
retirada e submetida a didlise em tampao fosfato 0,001 M pH 7,0 conforme descrito por

(MARINHO & KITAJIMA, 1989).

5.9.1. Espectrofotometria

Foram retirados 2 pL. da solucdo viral purificada para a leitura de
absorbancia em espectrofotometro (ACTGene ASP-2680). A absorbancia foi determinada
para os comprimentos de onda entre 220 e 340 nm e a concentragdo viral estimada através da
férmula: Concentracdo= Absorbancia26onm X dilui¢ao/ E 0.1%cm.260 onde E 0.1%cm.260 = coeficiente

de extincdo. Utilizou-se o coeficiente de extin¢cdo do PVY igual a 2,4.

5.9.2 . Teste de infectividade

O teste de infectividade foi realizado para monitoramento quanto a
presenga de virus, tanto com as solugdes semi-purificadas (antes de submetidas a gradiente) e
purificadas (apds gradiente) quanto para as solugdes mini-purificadas (protocolo Lane,1992).
Plantas de C. quinoa foram inoculadas com as solu¢des virais e as plantas analisadas

periodicamente para a presenga de sintomas.

5.9.3. Microscopia Eletronica

A microscopia eletronica foi empregada para a observacdo das
particulas virais em folhas de hospedeiras com sintomas de infec¢do viral, e também para
monitorar o processo de purificacdo do BiMV. Para anédlise das amostras foi utilizada a técnica
de “leaf dip” descrita por Kitajima (1965).

O tecido vegetal foi macerado em tampao fosfato 0,05 M contendo

0,01 M de sulfito de sédio, pH 7,0 e utilizou-se uma gota da suspensdo (seja do macerado ou
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do purificado do viral) que foi colocada sobre parafilme. Sobre a gota foi depositada uma
grade de cobre (300 mesh) previamente coberta por uma pelicula fina de formvar e tratada
com carbono. Apdés 5 minutos, a grade foi lavada em dgua destilada, trés vezes consecutivas, e
contrastada com solu¢do de acetato de uranila a 3% durante 1 minuto. Prepara¢des purificadas
também foram contrastadas com solucdo de acetato de uranila a 3% durante 1 minuto. As
observacdes foram realizadas no Microscopio Eletronico Phyllips CM 100 do Departamento

de Producédo Vegetal da FCA/UNESP-Botucatu.

5.10. Gel de Poliacrilamida para estimativa do Peso Molecular da Proteina Capsidial

O peso molecular da proteina capsidial (CP) do virus foi estimado
através de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS. As proteinas dos purificados
virais foram extraidas em tampdo de dissociacdo (Tris 0,5 M pH 6,8, SDS 3,8%, 2-
mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol 0,1%, glicerol 19%) na proporcao de 1:1 (15 uL de
purificado viral para 15 pL do tampao). As amostras foram incubadas em dgua fervente por 5
minutos para dissociagdo completa das proteinas, seguida de incubagdo no gelo por 5 minutos.

Estas foram entdo submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). O gel de separacdo foi composto por
acrilamida 12,5% , dgua destilada, Tris 1,5 M, pH 8,8, SDS 0,1%, persulfato de amdnio 0,05%
e TEMED (3,5 uL). O gel de empilhamento foi composto por acrilamida 4%, dgua destilada,
Tris 1,0 M, pH 6,8, SDS 0,1%, persulfato de amoénio 0,076% e TEMED (3,5 uL). Cada
canaleta do gel recebeu 10 uL da amostra a ser analisada. Foi utilizado marcador com peso
molecular na faixa de 6.0 a 181.8 kDa (BenchMarktm Pré - Stained Protein Ladder,
Invitrogen). A eletroforese foi realizada por 20 minutos a 90 volts, 60 mA, até a linha frontal
do azul de bromofenol atingir o gel separador, em seguida a voltagem foi elevada para 120
volts. A corrida foi interrompida quando as amostras chegaram na base do gel.

O gel foi corado com solucao contendo Comassie Brilhant Blue R 250
(0,1 g), dlcool metilico (45 mL), 4cido acético glacial (10 mL) e dgua destilada (45 mL), por
30 minutos, em agitacdo orbital. Em seguida, foi descorado por duas horas com a solucdo
descorante que continha dlcool metilico (400 mL), dcido acético glacial (100 mL) e 4gua

destilada (1.500 mL).
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5.11. Obtencao do Anti-soro

Para a producdo de anticorpos policlonais para o isolado BiMV-13
foram utilizadas duas coelhas da raca Nova Zelandia, com aproximadamente 4 meses de
idade, seguindo a metodologia descrita por Bezerra et al. (1995), com modificagdes. Para a
primeira inje¢do o purificado viral foi emulsificado a 1:1 (v/v) com adjuvante completo de
Freund (marca Sigma). Para as demais inje¢des posteriores o purificado viral foi emulsificado
a 1:1 (v/v) no adjuvante incompleto de Freund (marca Sigma). Foram administradas no total
cinco injecodes (0,2 mg de virus) intramusculares no coelho, com intervalo semanal, para um
total de 1 mg de virus.

O sangue foi coletado 10 dias apds a tltima injecdo através de cortes
na veia marginal da orelha do coelho. A amostra de sangue foi incubada a 37 °C por 30
minutos, sendo posteriormente coagulada a 4 °C por 12 horas, seguida de uma centrifugacio a
3.000 g por 10 minutos, para a obtengcdo do soro sangiiineo. O soro obtido foi novamente
centrifugado a 10.000 g por 10 minutos e transferido para microtubos (1,5 mL), os quais foram
etiquetados e armazenados a -20 °C. Anti-soro de um coelho ndo imunizado também foi
produzido como controle negativo.

Posteriormente foi realizada a purificagio da imunoglobulina,
adicionando-se 8 mL de dgua destilada a 2 mL de anti-soro. Acrescentou-se 10 mL de solucdo
saturada de sulfato de amdnio, por gotejamento e agitacdo constante. Deixou-se em repouso
por 60 minutos a temperatura ambiente e em seguida centrifugou-se a 8.000 g por 10 minutos.
O precipitado foi coletado e dissolvido em 2 mL de tampao PBS 1X 50%. Realizou-se a
didlise por 18 horas, em PBS 1X 50%, trocando-se a solugdo trés vezes, em agitacdo constante
a 4 °C. Centrifugou-se a 3.000 g por 10 minutos e coletou-se o sobrenadante. A concentra¢io
foi medida em espectrofotometro a 280 nm e diluida a 1,4 (1 mg proteina/mL) (ALMEIDA,
2001).

5.12. PTA-ELISA

O teste de “Enzyme Linked Immunossobent Assay” (ELISA) do tipo
“Plate Trapped Antigen” (PTA) descrito por Mowat e Dawson (1987), com algumas
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modificacdes, foi realizado para avaliagdo do anti-soro obtido. As amostras foram maceradas
em presenga do tampao carbonato (0,015 M de Na,CO;, 0,035 M NaHCOs;, pH 9,6) na
dilui¢do 1:20, sendo entdo aplicados 100 uL. de cada amostra, por pocinho na placa de ELISA.
Foram utilizados quatro pocinhos por amostra. As amostras foram incubadas por 1,5 h a
37 °C, seguida de trés lavagens sucessivas com PBS-Tween (0,015 M KH,PO4, 0,14 M NaCl,
0,004 M Na,HPO4, 0,003 M KCI, pH 7,4 acrescido de 0,5 mL de Tween 20%). Apds as
lavagens, 100 uL do anti-soro especifico para o BiMV, diluido 1:200 em tampao Tris-HCI pH
7,2 (0,20 M Tris-HCI; 0,15 M NaCl) foram aplicados em cada pocinho. A placa foi novamente
incubada a 37 °C por 1,5 h, sendo posteriormente lavada 3 vezes consecutivas com PBS-
Tween. Ap6s, foram aplicados 100 pL/pocinho de Imunoglobulina G (IgG) conjugada com
fosfatase alcalina diluida em tampao Tris-HCI pH 7,2 e incubadas por 1,5 horas, seguido de
lavagem com tampao PBS Tween. Adicionou-se 100 pL. do substrato p-fosfato de nitrofenil
(Marca Sigma), diluido em tampdo dietanolamida pH 9,8. A placa foi incubada em
temperatura ambiente, no escuro e as leituras feitas apés uma hora em leitor de ELISA da
marca Multiskan Plus (Version 2.03), com filtro de 405 nm. Uma amostra foi considerada
positiva quando o valor de absorbancia apresentou-se maior do que trés vezes a média de
absorbancia do controle negativo.

Para a absor¢cdo do anti-soro ao tecido de planta sadia (C. quinoa
sadia) folhas de plantas de C. quinoa sadias foram maceradas em tampao 0,2 M Tris-HCI pH
7,2 na propor¢ao 1/10 (p/v). O extrato obtido foi filtrado e acrescentou-se o anti-soro, na
dilui¢do 1:10 (anti-soro/extrato de planta).

Foram realizados testes visando estabelecer a melhor diluicdo de
extrato vegetal e anti-soro. Foram testadas as diluicdes de extrato vegetal 1:10 e 1:20 e do
anti-soro 1:100, 1:200 e 1:500. Apods a padronizacdo do teste realizou-se a diagnose das

amostras coletas durante o outono de 2008.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Caracterizacao bioldgica dos isolados

Os isolados BiMV 13 e BiMV SP foram eficientemente purificados
por monolesionais utilizando-se a hospedeira C. guinoa. Os resultados da avaliacdo de gama
de hospedeiros realizados para estes isolados podem ser verificados na Tabela 7. Ambos os
isolados foram transmitidos através de inoculagdo via extrato vegetal tamponado, porém com
alta ocorréncia de escape. Pode se observar que o isolado BiMV-13 apresenta um circulo de
hospedeiros bastante restrito, envolvendo as espécies C quinoa (Figura 5A), C.
amaranthicolor (Figura 5B), e alface “Trocadero” (Figura 6A), enquanto que para o BiMV-SP
verificou-se infeccdo em G. globosa (latente), N. benthamiana, N. occidentalis, N. clevelandii,
Zinnia elegans, ervilha e girassol, além das hospedeiras citadas anteriormente (Figura 8).

De forma interessante o BiMV-13 mostrou-se sistémico em C.
quinoa, enquanto que o BiMV-SP causou somente lesdes locais (Figura 5C). Também
apresentou maior agressividade em alface do que o isolado BiMV-SP (Figura 6), sendo
escolhido para se testar provdvel resisténcia em cultivares de alface. Os resultados para
inoculagdes do isolado BiMV-SP foram confirmados através de RT-PCR com

oligonucleotideos especificos para BIMV (Figura 7).



Tabela 7. Avaliacdo da gama de hospedeiros do isolado BiMV-13 e BiMV-SP.

Plantas indicadoras

BiMV-13

BiMV-SP

Amaranthus viridis

Bidens pilosa

Capsicum annum “Magda”
Chenopodium amaranthicolor
Chenopodium murale
Chenopodium quinoa
Cucurbita pepo

Datura metel

Datura stramonium
Gomphrena globosa
Helianthus annus*“Catissol 1”

Lactuca sativa‘“Trocadero”

Lycopersicon esculentum “Santa Clara”

Nicandra physaloides
Nicotiana benthamiana
Nicotiana clevelandii
Nicotiana glutinosa
Nicotiana occidentalis
Nicotiana rustica

Nicotiana tabacum “Havana 425
Nicotiana tabacum “TNN”
Nicotiana tabacum “Turkish”
Nicotiana tabacum “Xanthii”
Petunia hybrida

Pisum sativum

Physales floridana

Sonchus oleraceus

Zinnia elegans

PCS

LL e MS

MS, Enc
MS

MS

MS
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M: mosqueado; PCS: pontuacdes cloréticas sistémicas; LL: lesdo local; MS:mosaico sistémico; LLC: lesdo local

concéntrica; Enc: encarquilhamento foliar-: sem sintomas, —: ndo avaliado. * Les@o local apds retroinoculacio

em C. quinoa. ** Assintomatica, infecc@o confirmada através de RT-PCR
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Figura S. Sintomas causados pelos isolados BIMV-13 em Chenopodium quinoa (A) e

Chenopodium amaranthicolor (B) e BIMV-SP em C. quinoa (C).

Figura 6. Sintomas causados pelos isolados BiMV-13 (A) e BiMV-SP (B) em alface cv.

Trocadero

Diferentemente dos isolados de BiMV ja descritos, o isolado BiMV-
13 ndo foi capaz de infectar B. pilosa, girassol, N. tabacum TNN e N. rustica, enquanto o
isolado BIMV-SP nido infectou N. tabacum TNN e N. rustica e foi capaz de infectar

sistemicamente G. globosa. Rodrigues et al. (1991) também ndo observaram a transmissao de
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um isolado de BiMV proveniente de Coreopsis lanceolata para N. rustica, N. glutinosa e Z.
elegans.

Também foi verificado um circulo de hospedeiro restrito para os
isolados de BiMV estudados por Rodrigues et al. (1991) e por Nagata et al. (1995). A baixa
concentracdo do BiMV nos tecidos da hospedeiras, conforme verificado por Kuhn et al.
(1982) pode ajudar a explicar a dificuldade de transmissao do virus.

Variagdes na sintomatologia dentro das espécies sdo aceitiveis se
considerarmos a variabilidade natural do hospedeiro e a prdépria variabilidade do virus
(HASEGAWA, 2006). Alguns isolados de SCMoV sao capazes de infectar B. pilosa e outros
ndao (DUJOVNY et al., 1998; MARITAN et al., 2004). Da mesma forma, Liao et al. (2009)
identificaram um isolado de BiMoV em Taiwan com gama de hospedeiros restrita em relagdo
aos outros isolados de BiMoV, infectando apenas C. quinoa, C. amaranticolor, N.
benthamiana e girassol. Neste caso, dois isolados de BiMV, coletados a partir de hospedeiras

diferentes e locais diferentes apresentaram grande variagc@o bioldgica.

M12 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 M

—) e (=] (.
—— e — - G - G e

Figura 7. Padrao eletroforético dos fragmentos amplificados pelos oligonucleotideos
8851/9211, nas hospedeiras inoculadas com o isolado BiMV-SP. M=Marcador de
Comprimento 1Kb DNA plus ladder (Invitrogen). 1 e 2 — N. tabacum “Xanthi”, 3 a 5 — G.
globosa, 6 ¢ 7 — D. metel, 8 —Girassol catissol 1, 9 a 11 — alface “Trocadero”, 12 e 13 — N.
tabacum “Turkish”, 14 a 15 — N. tabacum ‘“TNN”. 16- controle negativo, 17 — controle

positivo.
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Figura 8. Sintomas causados pelo isolado BiIMV-SP em N. benthamiana (A), girassol (B), Z.
elegans (C), N. clevelandii (D) e N. occidentalis (E).

6.2. Avaliacao de cultivares comerciais de alface

A avaliacdo de algumas das principais cultivares de alface comerciais
quanto a resisténcia ao BiMV-13 permitiu concluir que as cultivares hoje utilizadas sdo na
maioria suscetiveis a este virus (Tabela 8). Os resultados em algumas cultivares foram
semelhantes aos obtidos por Hasegawa (2006), principalmente a ocorréncia de sintomas no
grupo repolhuda lisa (cultivares White Boston e Regina) e auséncia de sintomas na cultivar
Gisele (grupo folhas crespas). No grupo americana as cultivares Robinson, Lucy Brown e

Taina foram suscetiveis ao isolado BiMV-13. A maior suscetibilidade dos cultivares de alface
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ao isolado BiMV-13, em relagdo ao isolado descrito por Hasegawa (2006) € preocupante, pois
os grupos de alface lisa e americana correspondem a 37% do consumo de alface no Estado de

Sao Paulo, segundo o CEAGESP (TRANI et al., 2005).

Tabela 8. Avaliacdo das principais cultivares de alface comerciais inoculadas com o isolado

BiMV-13

Cultivar Grupo Sintomas
Regina Lisa MS
Verdnica Crespa MS
Robinson Americana MS
Lucy Brown Americana MS
Rafaela Americana MS
Taind Americana MS
Gisele Crespa -
Vera Crespa MS
Laurel Americana MS
White Boston Lisa MS

MS: mosaico sistémico; -: sem sintomas..

6.3. Caracterizacao molecular dos isolados BiMV-13 e BiIMV-SP

Os oligonucleotideos PolyT/WCIEN amplificaram eficientemente o
fragmento de 700 bp na por¢do da proteina capsidial e 3’UTR, enquanto que os de numeros
8331sens/9046ant o fragmento de 715 bp, os 7958sens/8439ant o fragmento de 481 bp, os
7821sens/8333 ant o fragmento de 512 bp, os 7763sens/8333ant o fragmento de 570 bp e os
7320sens/7885ant o fragmento de 565 bp, todos na por¢ao codificadora da NIb e da proteina
capsidial, tanto dos isolados BiMV-13 e BiMV-SP (Figura 9 e 10).
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Figura 9 — Padrido eletroforético dos fragmentos amplificados pelos oligonucleotideos
7587sens/7885ant(1), 7587sens/8333ant(2), 4198sens/8333ant(3), 4198sens/7885ant(4),
8331sens/PolyT(5), 7821sens/8333ant(6). M = Marcador de Comprimento 1Kb DNA plus
ladder (Invitrogen).

S00bg

Figura 10 — Padrdo eletroforético dos fragmentos amplificados pelos oligonucleotideos
7958sens/8439ant (7 e 8), 8331sens/9046ant (9 e 10), PolyT/WCIEN (11 e 12) 1948/4290 (13
e 15) e 2134/4290(14 e 16). M = Marcador de Comprimento 1Kb DNA plus ladder

(Invitrogen).
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O sequenciamento destas regides permitiu a obten¢do de uma
sequéncia de 2000 bp, compreendendo as regides 3’UTR, regido codificadora da proteina
capsidial e parte da regido codificadora da NIb tanto do BiMV-13 como BiMV-SP. A proteina
capsidial de ambos os isolados apresentou 267 aminodcidos, com o sitio de clivagem
VHHQ/V entre a NIb e CP e a presenca do motivo DAG. A regido terminal 3’ ndo-traduzida
(3> UTR) apresentou 253 nucleotideos. Esses resultados sdo idénticos aos obtidos pelos
isolados de BiMV descritos por Inoue-Nagata et al. (2006).

As sequéncias de aminodcidos na regido da proteina capsidial dos
isolados BiMV-13 e BiMV-SP foram comparadas com outros isolados de Potyvirus descritos
na Tabela 6. Verificou-se que estes isolados apresentaram maior identidade (98%) com os
isolados de BiMV provenientes de picio (BiMV-b). O isolado BiMV-13 e o BiMV-SP
também apresentaram 98% e 97% de identidade de aminodcidos com o isolado de ervilha
(BiMV-p), respectivamente (Tabela 9 ).

A identidade de aminodcidos nesta regido com os isolados de SCMoV
variou entre 83 a 84% e com isolados de PVY entre 80 e 82%. Segundo os atuais critérios do
ICTV para demarcacdo de espécies no género Potyvirus, a identidade de aminodcidos na
regido da proteina capsidial deve ser inferior a 80% para virus serem considerados espécies
distintas. Baseando-se nisto, SCMoV, PVY e BiMV poderiam ser considerados membros da
mesma espécie, como foi proposto por Inoue-Nagata et al. (2006). No entanto, verificam-se
diferencas em relacdo a gama de hospedeiros que estes virus infectam (DUJOVNY et al.,
1998; MARITAN et al., 2004), no sitio de clivagem entre a NIb e CP (VHHQ/G nos isolados
de SCMoV analisados e VHHQ/A nos isolados de PVY analisados) e no tamanho da regiao 3’
UTR, sendo que atualmente o0 SCMoV ¢€ considerado uma espécie distinta pelo ICTV.

Verificou-se também identidade de aminodcidos na CP entre 71 a
72% com isolados de BiMoV, indicando se tratarem de espécies distintas, confirmando as
andlises realizadas por Youssef et al. (2008) com outros isolados de BiMV. A identidade com
outros Potyvirus que infectam alface, o LMV e o TuMV foi de 65-66% e 62%

respectivamente.
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Na andlise da identidade de nucleotideos da regido da proteina
capsidial, demonstrada também na Tabela 9, verificou-se que os isolados BiMV-13 e BiMV-
SP apresentaram maior identidade com outros isolados de BiMV (96%), e com isolados de
SCMoV (79 a 80%). A identidade com isolados de PVY ficou entre 73 a 75%. Segundo
Adams et al. (2005b), virus com identidade de nucleotideos na regido da proteina capsidial
entre 76 a 77% podem ser considerados membros de espécies diferentes.

A andlise filogenética com a sequéncia de aminoacidos da proteina
capsidial mostrou agrupamentos com altos valores de bootstrap para os isolados de BiMV,
SCMoV e PVY. Formou-se um subgrupo com mesmo ancestral comum para os isolados de
BiMV e SCMoV, sendo este subgrupo inserido num grupo contendo isolados de PVY e
Pepper severe mosaic virus (PepSMV) (Figura 11). Inoue-Nagata et al. (2006) também
observaram este agrupamento filogenético com isolados destes virus, utilizando a sequéncia de
nucleotideos da regido codificadora da CP.

A andlise da regido codificadora para a proteina capsidial ndo é um
critério confidvel para demarcagdo de espécies no género Potyvirus, conforme demonstrado
por Adams et al. (2005b), sendo que na auséncia de sequéncias do genoma completo, a regidao
codificadora para a proteina CI é a que reflete com maior precisio essas informagdes. Devido
a dificuldades encontradas no sequenciamento do isolado BiMV-13, o isolado BiMV-SP foi

escolhido para se tentar obter o maximo de informagdes possivel do genoma deste virus.
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Figura 11. Arvore filogenética da seqiiéncia de aminodcidos correspondente a regido
codificadora para a proteina capsidial entre os isolados de BiMV e espécies de potyvirus,
obtida pelo Programa Mega versao 3.1, utilizando Neighbor-Joining e valor de Bootstrap

2000.

Os oligonucleotideos 7587sens/7885ant amplificaram eficientemente
os fragmentos de 298 bp e os oligonucleotideos 7587sens/8333ant o fragmento de 746 bp na
regido da NIb. Os oligonucleotideos CIFor/CIRev amplificaram eficientemente o fragmento

de aproximadamente 700 bp na regido da CI e os oligonucleotideos HPFor/HPRev os
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fragmentos de aproximadamente 700 bp na regido da HC-Pro (Figura 12). Com o
sequenciamento destes fragmentos foi possivel desenhar novos oligonucleotideos para

amplificacdo dos fragmentos entre as regides da CI e NIb e entre as regides da CI e HC-Pro.

—

— 500bp

500bp

Figura 12. Padrao eletroforético dos fragmentos amplificados pelos oligonucleotideos
HPFor/HPRev(A) e CIFor/CIRev(B). 1 a 4 cDNA proveniente de C. gquinoa infectada.
M = Marcador de Comprimento 1Kb DNA plus ladder (Invitrogen).

Obteve-se um fragmento de 3687 bp entre a NIb e a CI, através dos
oligonucleotideos 4198sens/7885ant (Figura 9) e um fragmento de 2342 bp (oligonucleotideos
1948sens/4290ant) e 2156 bp (oligonucleotideos 2134sens/4290ant) entre a CI e a HC-Pro
(Figura 10 ). Os fragmentos de 3687 bp amplificados pelos oligonucleotideos
4198sens/7885ant e os fragmentos de 2156 bp amplificados pelos oligonucleotideos
2134sens/4290ant foram clonados no vetor pPGEM-T (Figuras 13 e 14 respectivamente).

O sequenciamento destes fragmentos permitiu a obtencdo de uma
sequéncia de nucleotideos, compreendendo parte da HC-Pro, e as proteinas P3, 6K1, CI, 6K2,
VPg, Nla, NIb e CP, totalizando 7945 bp . A traducdo desta sequéncia resultou em um
sequéncia com 2562 aminodcidos. Esta sequéncia apresentou os aminodcidos conservados
descritos para outros Potyvirus (DUJOVNY et al., 2000; HA et al., 2008; ZHENG et al., 2008)
(apéndice 1).

Os sitios de clivagem entre as proteinas também sdo similares aos

descritos para outros Potyvirus (ADAMS et al.2005a; ADAMS & ANTONIW, 2009).
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Figura 13- Padrio eletroforético obtido pela restricdo enzimdtica do vetor pGEM-T com a

enzima EcoR 1. Ligacdo com o produto obtido pelos oligonucleotideos 4198sens/8333ant.

Clone de numero 14 contém o fragmento viral.

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

2000bp

Figura 14-Padrio eletroforético obtido pela restricio enzimdtica do vetor pPGEM-T com a
enzima EcoR 1. Ligacdo do vetor com o produto obtido pelos oligonucleotideos
1948sens/4290ant (1 a 8) e 2134sens/4290ant (9 a 14). Clones 9 a 14 possuem o perfil

eletroforético correto para presenca do genoma viral.

Na comparacao da sequéncia de nucleotideos obtida (7945 nts) para o
isolado BiMV-SP com isolados de PVY e de LMV obteve-se identidade de 70% e 59%
respectivamente, representando espécies distintas, segundo os atuais critérios do ICTV (85%

de identidade de nucleotideos no genoma completo). Porém, como a sequéncia obtida ndo



58

compreende todo o genoma viral do BiMV, foi realizada a andlise de cada gene isoladamente

(Tabela 10).

Tabela 10 — Comparacdo da porcentagem de identidade de nucleotideos dos genes
sequenciados para o isolado BIMV-SP em comparagdo com os genes dos isolados PVY-SN e
PVY -LYE84.2 e com a identidade proposta (inferior a este valor) para demarcacdo de

espécies na familia Potyviridae.

Regiao do genoma Identidade com PVY-SN Identidade de nucleotideos
(direita) e PVY-LY proposta para demarcacao
(esquerda) de espécies*

HC-Pro** 72-73% 76%

P3 63% 74%

CI 70% 78,3%

VPg 69% 76%

Nla-Pro 66% 76,5%

NIb 73% 75%

CP 73-75% 76%

3’ UTR 61% 76%

*Segundo Adams et al. (2005b)
**(Gene parcialmente sequenciado.

De acordo com a Tabela 10, para todos os genes do BiMV-SP
analisados, a identidade de nucleotideos, comparada com os genes do PVY, foi inferior ao
limite proposto para que o BIMV seja considerado uma estirpe de PVY. Silva et al. (2007)
analisando a regido parcial da HC-Pro de um isolado de BiMV também obteve identidades
inferiores a 76%. No gene que codifica a regidao da CP, verificou-se a maior proximidade com
a porcentagem estabelecida como critério de demarcacdo de espécies, assim como para oS
genes NIb e HC-Pro. Contudo, no gene da CI, que segundo Adams et al. (2005b) é o que

reflete com maior acurdcia as informacdes do genoma completo viral, verificou-se um
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distanciamento entre a porcentagem de identidade com isolados de PVY e a porcentagem para
demarcacdo de espécies, bem como nos genes P3, VPg e Nla-Pro e na regidao 3’UTR.

A maior identidade nos genes CP, NIb e HC-Pro pode estar
relacionada com a presenca de aminodcidos conservados nestas regides, sendo varios destes
envolvidos em fung¢des vitais do ciclo de vida do virus, como o motivo DAG (posicdo entre o
aminodcido 6 e 8 apds o sitio de clivagem NIb/CP) na CP relacionado a transmissao por
afideos (LOPEZ-MOYA et al., 1999), os aminodcidos GDD (posi¢ao entre o aminoacido 656
e 658 ap0s o sitio de clivagem NIa/NIb) na NIb presente em todas RdRp’s e PTK, IGN e CCC
na HC-Pro, relacionados a transmissdo por afideos, amplificacio do RNA e movimento
sistémico, respectivamente (URCUQUI-INCHIMA et al., 2001; HA et al., 2008).

Foram realizadas diversas tentativas de se realizar a amplificacdo do
terminal 5° através de RACE PCR, utilizando-se como GSPI os oligonucleotideos
RACEBiMV1, RACEBiIMV2 e 1849ant (Figura 15), mas ndo se obteve sucesso na
amplificacdo deste fragmento. Como observado na Figura 15, para o controle positivo do kit

obteve-se uma fraca banda de tamanho em torno de 2,2 Kb como de esperado, indicando que a

metodologia empregada estd de acordo com o protocolo.

Figura 15. Padrdo eletroforético dos fragmentos amplificados pelos oligonucleotideos
RACEBiMVI1(1) e RACEBiIMV2(2) e a partir do RNA controle do kit SMART RACE,
amplificado pelo oligonucleotideo 5° Race TFR (3 e 4) M = Marcador de Comprimento 1Kb
DNA plus ladder (Invitrogen).
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6.4.Purificacao do isolado BiMV-13

O método utilizado para purificagdo se mostrou eficiente, com a
formagdo da banda viral no gradiente de césio (Figura 16) e com as particulas visualizadas
através de Microscopia Eletronica mostrando-se integras ao final do processo de didlise
(Figura 17), porém evidenciando baixa concentracdo viral.

A anidlise ao espectrofotometro apresentou um padrdo tipico de
nucleoproteina e revelou uma absorbancia de 8,512 a 260 nm e 0,247 a 320 nm (Figura 18) o
que resultou em uma concentracdo de 3,44 mg de particulas virais por mL da solucdo
purificada, sendo o rendimento médio de 50 mg de virus por quilo de material fresco de C.
quinoa processada. Rodrigues et al. (1991) relataram a obtencdo de 50 mg de virus/Kg de
tecido foliar com o isolado de BiMV proveniente de Coreopsis lanceolata. A razdo Ajego/Azso
foi de 1,80. Os valores estdo na faixa ja verificada para outros virus do género Potyvirus. A
inoculacdo de aliquotas de todas as etapas do processo de purificacdo e da solucdo purificada
causou sintomas de lesdo local em C. quinoa, ap6s 7 dias, concluindo-se que as particulas

estavam infectivas.

Figura 16. Banda viral resultante ap6s o gradiente isopicnico de cloreto de césio
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Figura 17 - Eletrofotomicrografia de particulas de BiMV apds o processo de didlise.
Aumento de 23.000 (A) e 77.500 (B) vezes.
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Figura 18. Espectro de absorbancia em luz ultravioleta do isolado BiMV-13 purificado.

6.5. Obtencao do anti-soro e PTA-ELISA

A partir do purificado viral bruto obteve-se anti-soro produzido em
coelhos da raca Nova Zelandia. Utilizando-se o ELISA indireto (PTA-ELISA), o anti-soro
resultou em reacdes especificas na deteccdo do BiMV proveniente de C. guinoa e alface
Trocadero infectadas. O anti-soro obtido de um coelho nao-imunizado ndo apresentou reagdes
com plantas sadias e nem infectadas. Porém visando obter um melhor titulo realizou-se a
purificagdo da imunoglobulina. Esta quando utilizada em testes de PTA-ELISA foi eficiente
na detec¢do do BiMV a partir de alface, C. quinoa e B. pilosa. A combinacdo que resultou no
melhor valor de absorbancia para as amostras infectadas, foi a diluicdo do extrato vegetal a
1:20 e do antissoro 1:200 (Tabela 11).

Este anti-soro foi utilizado no levantamento inicial visando verificar a
ocorréncia deste virus nos campos de producdo de alface do Estado de Sao Paulo, no outono
de 2008. As amostras foram testadas também apds inoculacdo em C. guinoa, que resultou em

maiores valores de absorbancia no teste PTA-ELISA.
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Tabela 11. Dados de absorbancia (medidos a 405 nm) para as diferentes dilui¢des do extrato

vegetal e do anti-soro.

Amostra Diluicao Diluicao do antissoro
Extrato 1:100 1: 200 1: 500
C. quinoa sadia 1:10 0,308 0,299 X
C. quinoa doente 1:10 1,174 1,05 X
C. quinoa sadia 1:20 0,093 0,213 0,001
C. quinoa doente 1:20 0,248 0,939 0,062
Alface sadia 1:10 0,001 0,002 X
Alface doente 1:10 0,001 0,145 X
Alface sadia 1:20 0,001 0,001 0,001
Alface doente 1:20 0,16 0,122 0,079
B. pilosa sadio 1:10 X 0,072 0,052
B. pilosa doente 1:10 X 0,166 0,120
B. pilosa sadio 1:20 X 0,056 0,016
B. pilosa doente 1:20 X 0,168 0,091

X- amostra nao testada

Através do teste PTA-ELISA foram verificadas apenas 2 amostras
positivas, ambas na regido de Mogi das Cruzes, de um total de 107 amostras analisadas
(Tabela 12). Deste total, somente 31 isolados causaram sintomas em C.quinoa, € a maior parte
destes causaram sintomas de lesdes locais necrdticas, tipicas de vira-cabeca, causada por virus
do género Tospovirus. Nesta época (outono) a populacdo dos afideos, vetores de BiMV
costuma ser baixa, resultando numa baixa ocorréncia dos virus transmitidos por pulgdes. A
amostra de BIMV proveniente de alface Romana teve resultado positivo apenas a partir de C.
quinoa, provavelmente devido a maior concentracao viral nesta hospedeira. Kuhn et al. (1982)
também relataram a baixa concentragdo do BiMV nas hospedeiras estudadas através de
microscopia eletronica. Portanto, apesar do teste PTA-ELISA ter sido eficiente na diagnose de
BiMV, devido a caracteristica do virus ocorrer em baixas concentracdes nos hospedeiros, a

diagnose através de RT-PCR se mostrou mais prética e eficiente.



Tabela 12. Numero de amostras de alface coletadas no outono de 2008, infectadas com BiMV através

do teste de ELISA.
Regiao Produtor Tipo/cultivar Niamerode  Sintoma Resultado
plantas em ELISA*
C.quinoa (+/-)
Bauru Seiti Sato Lisa/Elisa 18 2 0/18
Bauru Seiti Sato Americana/Lucy 12 8 0/12
Brown

Bauru Seiti Sato Mimosa 5 2 0/5

Bauru Nilson Americana 2 1 0/2
(Lencdis Pta.)

Campinas Kiomy Mimosa 2 1 0/2
Nakagawa

Campinas Marcio do Americana 7 3 0/7
Espirito Santo

Campinas Mircio do Mimosa 3 0 0/3
Espirito Santo

Campinas Maircio do Crespa/BrunaR 3 1 0/3
Espirito Santo

Campinas Mircio do Lisa 2 0 0/2
Espirito Santo

Campinas Denilson Americana 2 0 0/2
Sedamo

Campinas Denilson Lisa 3 0 0/3
Sedamo

Campinas Denilson Crespa 2 0 0/2
Sedamo

Mogi das Luis Yano Mimosa 9 7 0/9

Cruzes

Mogi das Edson Crespa/ Amanda 4 2 1/3

Cruzes Yamamoto

Mogi das Edson Lisa/Elisa 3 0 0/3

Cruzes Yamamoto

Mogi das Edson Romana 4 3 1/3

Cruzes Yamamoto

Mogi das Edson Mimosa 3 0 0/3

Cruzes Yamamoto

Mogi das Hiroshi Lisa 19 1 0/19

Cruzes Shintate

Mogi das Hiroshi Mimosa 4 0 0/4

Cruzes Shintate

* (+ ndmero de plantas positivas/ - nimero de plantas negativas)
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6.6. Estimativa do Peso molecular da proteina capsidial

Na andlise do gel de poliacrilamida detectou-se a presenca da possivel
proteina capsidial do isolado BiIMV-13, com massa molecular estimada em 33 kDa (Figura
19). Resultado semelhante foi observado por Nagata et al. (1995) com um isolado proveniente

de ervilha.

Figura 19. Padrao de proteinas observado em gel de poliacrilamida. M: Marcador de
Proteina BenchMarckTM Pré-Stained Protein Ladder (Invitrogen); 1: Purificado viral

A: possivel proteina capsidial.

Apesar do aparecimento de bandas de peso molecular menores ao

esperado, ndo foi observada reacio inespecifica do anti-soro com extrato de plantas sadias.

6.7. Obtencao de oligonucleotideos especificos

Os  oligonucleotideos  8851sens e 921lant amplificaram

eficientemente o fragmento de 360 bp (Figura 20 ), a partir de amostras de alface, picao e C.
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quinoa através de RT-PCR em uma unica etapa utilizando-se RNA total extraido através do
método de Bertheau et al. (1998). A confirmacdo de que se tratava de fragmento viral do
BiMV foi realizada pelo sequenciamento do produto de PCR de amostras provenientes de

picdo. Estas apresentaram identidade de aminoacidos de 99% com outros isolados de BIMV.

Figura 20. Eletroforese em gel de agarose a 0,9% dos produtos de RT-PCR amplificados
pelos oligonucleotideos BiMV 8851 e BiMV 9211. (1) Marcador 1KB; (2) Alface
infectada com BiMV; (3) Bidens pilosa infectada com BiMV; (4) Alface sadia; (5) Bidens
pilosa sadio; (6) Galinsoga parviflova infectada com BiMV; (7) Alface controle positivo;

(8) Controle negativo.

6.8. Levantamento da ocorréncia de BiMV nas regioes produtoras de alface

Ap6s a padronizacdo do teste de RT-PCR foram realizadas coletas nas
regides produtoras de Bauru, Campinas e Mogi das Cruzes, nas épocas de primavera e outono.
Os resultados estdo descritos na tabela 13. De um total de 222 amostras de alface sintomaéticas
coletadas 2,25% apresentaram-se infectadas por BiMV, 6,75% apresentaram-se infectadas por

LMYV e 30,2% estavam infectadas por LeMoV.
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Tabela 13 - Deteccdo através de RT-PCR dos virus BIMV, LMV e LeMoV em plantas de
alface sintomdticas em diferentes regides produtoras do Estado de Sao Paulo nos anos de 2008

e 2009.

Cultivar/ Regiao Epoca Apenas Apenas Apenas BiMV+ LMV+ Negativas

Total BiMV LMV LeMoV LeMoV LeMoV
Mimosa/8 Mogi das Set/08 0 1 3 0 0 4
Cruzes
Elisa/14 Mogi das Set/08 0 1 2 0 0 11
Cruzes
Crespa/8 Mogi das  Set/08 0 5 3 0 0 0
Cruzes
Veneranda/2 Mogi das Set/08 0 0 0 0 0 2
Cruzes
Elisa/13 Bauru Out/08 0 0 0 0 0 13
Mimosa/8 Bauru Out/08 0 1 0 0 0 7
Americana/6  Bauru Out/08 0 0 0 1 0 5
Americana/5 Holambra Out/08 1 0 2 0 0 2
Romana/1l Holambra Out/08 0 0 0 0 0 1
Vanda/27 Campinas Nov/08 0 0 26 0 0 1
Mimosa/9 Campinas Nov/08 1 3 3 0 0 2
Ceres/6 Campinas Nov/08 0 1 5 0 0 0
LucyBrown/2 Campinas Nov/08 0 0 1 1 0 0
Mimosa/6 Campinas Abril/09 0 1 0 0 0 5
Crespa/8 Campinas Abril/09 1 0 0 0 0 7
Americana/3 Campinas Abril/09 0 0 0 0 0 3
Elisa/l Campinas Abril/09 0 0 0 0 0 1
Elisa/3 Bauru Maio/09 0 0 0 0 0 3
Crespa/l Bauru Maio/09 0 0 0 0 0 1
Mimosa/12  Mogi das Junho/09 0 0 0 0 0 12

Cruzes
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(Continuagdo) ]

Cultivar/ Regido Epoca  Apenas Apenas Apenas BiMV+ LMV+ Negativas

Total BiMV LMV LeMoV LeMoV LeMoV

Elisa/8 Mogi das Junho/09 0 0 0 0 0 8
Cruzes

Americana/5 Mogi das Junho/09 0 0 0 0 0 5
Cruzes

Crespa/4 Mogi das Junho/09 0 0 0 0 0 4
Cruzes

Americana/13 Bauru Set/09 0 0 0 0 0 13

Mimosa/9 Bauru Set/09 0 0 0 0 0 9

Elisa/6 Bauru Set/09 0 0 6 0 0 0

Crespa/18 Campinas Set/09 0 1 6 0 1 10

Mimosa/14 Campinas Set/09 0 0 7 0 0 7

Elisa/l Campinas Set/09 0 0 0 0 0 1

Americana/l Campinas Set/09 0 0 0 0 0 1

Realizou-se também a coleta de plantas daninhas com sintomas de
mosaico e que podem estar servindo como fonte de indculo para o BIMV (Tabela 14). De um
total de 60 amostras de B. pilosa com sintomas de mosaico verificou-se que 45%
apresentaram-se infectadas por BIMV, e 10% por LeMoV e de um total de 52 amostras de
Galinsoga parviflora sintomadticas verificou-se que 5,75% estavam infectadas por BiIMV e
23% infectadas com LeMoV, nenhuma planta daninha coletada apresentou infec¢do por LMV.
Verificou-se que a primavera foi a época que apresentou maior ocorréncia de BiMV, assim

como de LMYV e LeMoV.
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Tabela 14 - Deteccdo através de RT-PCR dos virus BIMV, LMV e LeMoV em outras culturas
ou plantas daninhas sintomdticas em diferentes regides produtoras do Estado de Sdo Paulo nos

anos de 2008 e 2009.
Planta/Total  Regiao Epoca Apenas Apenas Apenas BiMV+ Negativas
BiMV LMV LeMoV LeMoV
Espinafre/1 Mogi das Set/08 0 0 0 0 1
Cruzes
Mostarda/1 Mogi das Set/08 0 0 0 0 1
Cruzes
B. pilosal 10 Bauru Out/08 9 0 0 0 1
B. pilosal9 Mogi Mirim  Out/08 9 0 0 0 0
B. pilosal 13 Campinas Nov/08 7 0 1 0 5
G. parviflora/l Campinas Nov/08 0 0 0 1 0
Coentro/1 Campinas Nov/08 0 0 0 0 1
G.parviflora/23 Campinas Abril/09 2 0 4 0 17
B.pilosal 5 Campinas Abril/09 1 0 0 0 4
C. quinoal3 Bauru Maio/09 0 0 0 0 3
B.pilosal4 Bauru Maio/09 0 0 0 0 4
G.parvifloral6  Bauru Maio/09 0 0 0 0 6
Almeirao/1 Bauru Maio/09 0 0 0 0 1
G.parviflora/15 Mogi das Junho/09 0 0 1 0 14
Cruzes
B.pilosall Mogi das Junho/09 0 0 0 0 1
Cruzes
Mostarda/3 Mogi das Junho/09 0 0 0 0 3
Cruzes
B.pilosal8 Bauru Set/09 0 0 0 0 8
B.pilosal10 Campinas Set/09 0 0 4 1 5
G.parviflora/lT  Campinas Set/09 0 0 6 0 1
Falsa-serralha/1 Campinas Set/09 0 0 0 0 1
Almeirdo/3 Campinas Set/09 0 0 3 0 0
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Através dessa amostragem constatou-se que a incidéncia de BiMV nas
regides produtoras de alface € baixa, conforme ja havia sido sugerido por Hasegawa (2006).
Porém, a ocorréncia de BiMV no campo esteve intimamente relacionada com a presenca de
plantas daninhas, como B. pilosa (picdo-preto) e em Galinsoga parviflora (conhecida
popularmente como fazendeiro ou picdo-branco), esta ultima hospedeira encontrada
freqlientemente junto aos canteiros comerciais de alface na regiio de Campinas, ainda nao
havia sido relatada como hospedeira para o BiMV e LeMoV. Sintomas de mosaico eram

freqilientes nesta espécie de planta, bem como em picdo preto (Figura 21).

Figura 21- Galinsoga parviflora (fazendeiro) (A) coletado na regido de Campinas com
sintomas de mosaico e Bidens pilosa (picao preto) com sintoma de mosaico junto a plantio de

alface na regido de Campinas (B), ambos infectados por BIMV.
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Brunt et al. (1990) j4 haviam alertado que muitas plantas invasoras,
ornamentais e cultivadas, pertencentes a familia Asteraceae, sdo hospedeiras naturais dos virus
que infectam a cultura da alface, sendo possivelmente, reservatorios de virus no campo. Em
recente levantamento no cinturdo-verde de Sdo Paulo, Chaves et al. (2007) demonstraram o
papel do Sonchus oleraceus e S. asper, como reservatorios naturais de LMV e LBVaV, porém
ndo observaram ocorréncia de virus em B. pilosa e G. parviflora.

Verificou-se infec¢do mista de BIMV com LeMoV em uma amostra
de alface e outra de G. parviflora, ambas na regido de Campinas. Estes dois virus
aparentemente possuem diferentes vetores, sendo que dados preliminares indicam que o
LeMoV ¢ transmitido por Hyperomyzus lactucae (PAVAN et al., 2005) e o BiMV nao ¢é
transmitido por esta espécie de afideo (RODRIGUES et al., 1991).

Estes dados demonstram a importancia do manejo preventivo através
da eliminacdo de plantas daninhas, especialmente B. pilosa e G. parviflora que se mostraram
potenciais fontes de inéculo para BIMV e LeMoV, pois ambos os virus sdo transmitidos por
espécies de afideos que sdo capazes de estabelecer grandes coldnias em espécies da vegetacio
espontanea (SOUSA-FILHO & ILHARCO, 1995) e assim facilitar a disseminacdo dos virus

dentro da cultura.
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7. CONCLUSOES

1) O BiMV néo € um membro da espécie PVY;

2) Oligonucleotideos especificos para diagnose do BiMV em RT-PCR de uma sé etapa e
anti-soro policlonal contra o virus foram obtidos;

3) A ocorréncia de BiMV em alface nas regides produtoras de Bauru, Campinas e Mogi
das Cruzes foi baixa, porém o mesmo foi encontrado com alta incidéncia em plantas
daninhas como Bidens pilosa e Galinsoga parviflora;

4) A maioria das cultivares comerciais de alface testadas nao sdo tolerantes ao isolado
BiMV-13;

5) Galinsoga parviflora (fazendeiro) e B. pilosa (picdo-preto) sdo hospedeiras tanto do

BiMYV como do LeMoV.
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Apéndice 1. Sequéncia parcial do BiMV-SP, contendo parte da HC-Pro, P3, 6K1, CI,
6K2, VPg, Nla, NIb , CP e regiao 3’'UTR com os aminoacidos conservados sublinhados e
os sitios de clivagem em negrito e indicados pelo simbolo /.

HC-Pro

1 GCCGATTTTTCTCGAATTTCTTTGAAGAAGTTGATCCATCAAAAGGATATGGCGCATACG

1 R F F S N F F EE V D P S K G Y G A Y E
61 AAATTAGAAAGAATCCCAATGGTGTGCGTAAATTGGCAATTGGAAATCTCATAGTGCCTC

21 I R K N P N G V R K L A I G N L I V P L
121 TTGACTTATCAGAATTCCGACTGAAAATGAAAGGAGATTTCATCAAACAACCAGACATTA

41 D L S EF R L KME K G DT F I K Q P D I S
181 GCAAACAATGTGTAAGTCTAAAAGATGGTAATTACGTTTACCCGTGTTGTTGCACCACAC

61 K 0 ¢ Vs L K D G N Y V Y P C CCT T L
241 TTGATGATGGCACGGCCGTGGAATCAACATTGTATCCACCCACAAAGAAGCATATGGTAA

81 D DG TAUVUESTTL Y PP T K K HMV I
301 TTGGCAACAGTGGTGAACAGAAGTATGTTGACTTACCAAAAGGCGACTCAGAGATGCTTT

101 G N S G E Q K Y V D L P K G D S E M L Y
361 ATATTGCAAAACAAGGATACTGCTATATAAACATATATCTGGCCATGCTGATAAACGTGA

121 I A K Q G Y ¢ Y I NI Y L A M L I N V N
421 ATGAAGAGGATGCGAAAGATTTCACGAAGAAAGTTCGTGACATGTGCGTTCCAAAATTAG

141 E E D A KD F T K K V R DM C V P K L G
481 GGGAATGGCCATCGCTTATGGATGTAGCAACAACCTGCGCTCAGTTAAGAATATTTTACC

161 E WP S L M DV ATTCH AZOQTLT RTIT F Y P
541 CAGACGTTCACGATGCAGAATTGCCACGAATTTTAGTCGATCACAACACACAAACGTGTC

181 D V H D A E L P R I L \4 D H N T Q T C E
601 ACGTAGTCGATTCGTACGGCTCAATGACTACTGGTTTTCACATTTTAAAAGCAGCCACAG

201 vV Vv D $S Y G S M T T G F H I L K A A T V
661 TTTCTCAACTCATTCTATTTGCTAACGACGAATTAGAATCAGACATCAAGCATTACAGGG

221 S 0] L I L F A N D E L E S D I K H Y R V
P3

721 TTGGAGGTGTGCCTAACGACGCTAGCAACCTGAGTGACGGAGGTCGACCATTTGGAAGTG

241 G/ G Vv P N DA S N L S D G G R P F G S G
781 GAGGTGCAATGTTTAGTGAATTTCACGCAACCAAGGTTTTAATACGTGGCATCTTTAGGC

261 G A M F S E F HA T XK V L I R G I F R P
841 CTAAGGTAATGCAGCAACTATTGATAGACGAACCGTACATATTGCTTATGTCTATGCTAT

281 K VvV M Q Q L L I D E P Y I L L M S M L S

901 CTCCTGGGATTCTACTTGCTATGTACAACAATGGGTCGTTTGAAATAGCCGTCAAGCTAT
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A T M L

I

AAGTTTCAGTGTCAGACACACTTTITGGCACAGCGAAAGATAATGGACGCAGCAGCTGGTG
A Q R K I

Y
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E

Y

K ¢ S L A M

S D T L L
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S
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T

K

M D A A A G D

ACTTACTGGAGGCAACATGCGATGGGTTITCAACTTCACATGACGTATCTCACAGCGATAA

L

CTTTGTTGCAGAGAGTGAAAGAACGTGCTGACAGCGATCATTCTTTAATCTCTGGAGGTT
G G F

L

TTCTTAATTACGAAAGTGACGTTGTTCACTTAATGGAAAAAAATTATCTAGATCTCTTAG
L N Y E S

L
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E
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A T C D G F
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K L S

E A W R D L

R W H

E

A

I

w H S

Q

K

AGGCAAGGAAATTTATTGTAAAGCCTTTIGCTCCCCACAGGCAGCGCAGATTTGAAAGGAA

A R K F I

Vv K P L

L

P

T G

S

A

D L
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TGTACGACATATCACCAAGAGCATGTTITTGGGAAGAGTTTAAATGCATTACAGAAGAAAA
L 9 K K R

Y

D

I

s P R A C F

G K

S L

N

A

GAGACGACTTCGCAGCACGATGTAGGCAGTATGTCAACGACAAAACGATGTCTATATCAA
A A R C R Q Y V N D

D

CCTTCTTCATAAGTAGAGTCGTTCGCAGGTTGCCATCTTTAGTGACGTTTGCGAATACTT

F

TGTTTATAACGAGCTTATTTGTCAGCATCGTITTCAATTTTACAGAGTATTATTTTGGAAC

F

ATCGAATGTACAAGCAGCAGGTCTTACAAATGAAACTGGAGAGCGATGAACGAGTGTGTA
R MY K Q O V L

TCGAGTTGTACGCTAGCTTGCAAGCAAAGTTGGGACGAACTTTCACGTGGGAAGAGTTCA

E

TAGAGTATTTACAAACGGTGAACCCCAATATCGTAGCATTTIGCTGAGGCTCAAATGGCAC

E

AGCATATCGTGGAACATCAGCAATCGACAACTGGAGTGAAAAATTTAGAACAAGTGGTCG

H

CTTTCATAACTCTTGTCATGATGGTGTTCGATAGCGAAAGGAGTGACTGTGTTTTTAAAA
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2881
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981
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CATTAAATAAACTCAAAGGTGTCGTTTCAACCCTTGATTACGGCGTTAGGCACCAATCAC

L N K

TCGATGATTTTGTAGAAAACTTCGACGAGCGCAATCAAACAGTCGACTTTGAGCTTGATG

D

ACGATATTGCACAGAATCAAAATGCGTTAGATATCAAGTTTACAGACTGGTGGGATAAGC

D

D

I

F

L K G V V

VvV E N

F
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S T L

E R N

A QO N O N A L D I

D Y G V R H Q/s

© T v D F E L D

K F T D W W D K
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AAGTGCAGTCAGGCTTCACAATTCCTCACTACCGGACTGAAGGGTATTTCATCGAATTCA
p H ¥Y R T E G Y F I E F
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CAAGAGCAACTGCAGCTCAGGTTGCCAGTGATATTGCACAGAGTGAACACTTAGACTTTC
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G F T

I

R A T A A Q V A
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A Q S E H L D F

T
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TCATCCGGGGAGCTGTAGGATCTGGGAAATCAACAGGGTTGCCAACACAACTCAGTCAGA
R G A V G

I

S

G

K S T

G L P T Q L S Q

CAGGAACAGTTTTATTACTCGAACCAACTAGACCACTAGCGGAAAACGTTTTTAAACAGT

G

TGTCGAGTAGTCCATTCTTTCAAAAACCAACACTCCGCATGAGGGGAAGTAGTGTTTTCG
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T v L L L

S
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P F F
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T R P

Q K P T L

L A E N V F K 0

R M R G s s V F
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L
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S
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M
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s G F

A L H Y F A H N

R

GAACACAATTGGCTAGCTATGATTATGTGATCATTGATGAGTGCCATGTTATGGATTCCA

T

GTGCCATGGCATTTCGTGGTTTGTTGAGCTTGCATCACAAAGCGTGTAAAGTTTTGAAAG

Q

L

A S Y

A M A F R G

TTTCAGCAACTCCACCAGGCAGAGAGGTTGAATTCACAACTCAGTATCCAGTGAAATTAG

S

TAATCGAGGATAATCTCTCATTCAAATCTTTTGTTGAAGCACAAGGAACTGGTAGCAATG

I

CCGACATGATCAAACACGGACACAACATACTGGTCTACGTICGCAAGTTACAATGAAGTTG

D

A

E

M

T

D

I

D
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Y

L

v I I

D E C H v M D S

S L H

P P G R E V E F

N L S

F

K

K H G H N
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H K A C K V L K

T T 0 Y P V K L

E A Q G T G S N

I L v Y VvV A S Y N E V
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D
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K N M M V T K V D G R
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K M L

T

D

T
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M K H G S L

TAGTCGCTACCAACATAATCGAGAATGGTGTTACGTTAGACATTGATGTGGTTGTTGACT

v A T N I T

E

E

I

N

v T R 6 T O E K A H F

G VvV T

L D I D Vv Vv V D

TTGGAGTGAAGGTATCTCCTTTCITGGACATTGACAATAGAAGTGTAGCATATAATAAAG

G vV K v s P

TCAGTGTGAGTTATGGAGAACGAATTCAACGGCTAGGACGAGTTGGGCGCGTTAAGCCAG
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3061
1021

3121
1041

3181
1061

3241
1081

3301
1101

3361
1121

3421
1141

3481
1161

3541
1181

3601
1201

3661
1221

3721
1241

3781
1261

6K2

3841
1281

3901
1301

3961
1321

4021
1341

86

GTGTTGCATTGAGAATCGGACATACTGAGAAGGGACTGATCGAAATACCAAGTATGATTG
vV AL R I G H T E K G L I E I P S M I A

CAACAGAAGCTGCTCTAGCCTGCTTTGCTTACAACCTGCCAGTGATGTCCAGCAATGTTT
T E A A L A CF A Y N L P VM S S N V S

CTACAAGTATCATAAGCAACTGCACTGTCCGACAAGTTAAAACAATGCATCAATTTGAGT
T s 1 I S N C T VvV R Q VvV K T M H O F E L

TGAGCCCTTTCTTTGTGTACAATTITTGTCGCACACGATGGAACGATGCATCCAGAGATTC
s p F F VY N F V A H D G T M H P E I H

ACAAGATTCTTAACAAGTACAAGTTACGGGATTCAATCACACCTCTGTGTGAGCAGTCGG
kK I L. ~N K ¥ K L R D s I T P L C E Q S V

TACCATATCGAGCTTCAAGCAGTIGGTTAACTGTICTCAGAATACGAGAGGATGGGGATAG
P Yy R A S s S W L T V S E Y E R M G I V

TTTTTGATCTACCACAACAGACAAAAATTGCCTTCCATATTCGAGATGTTCCACCAAAAC
¥F DL P Q O T K I A F H I R D V P P K L

TGCACGAATCACTTTGGAACACCGTGGAAAAATTTAAGGATGTGTCGATTTITTCCAAGCA
H E s L w N T V E K F K D Vv S I F P s I

TTCGTTCTGCTTCAATAAGCAAAATTGCATATACTCTGAGTACAGACCTGTTTGCGATTC
R s A s I s K I A Y T L s T D L F A I P

CAAGAACACTCATTTTITGTGGACAGGCTGATTGAAGAGGAACGAACTAAACAGAGTCAGT
R T L I F v D R L I E E E R T K Q S Q F

TCCGTAGCTACATTGATAGTGGTTIGCTCTAGTATGTTTTCGATTTTAAACTTGACAAATA
R s y 1 Db s ¢ s s M F s I L N L T N T

CTTTACGCTCCAAATACGCGAAAGATTACACAACAGAAAACATTCAGAAACTGGAGCGAG
L R S K ¥y A K D Y T T E N I QQ K L E R V

TTAGGAATCAATTGAAAGAATTTCATAACCTCGGTGGTTCGGCTGACGAGCACAACTTGA
R N 0 L K E F H N L G G S A D E H N L I

TAAAGCGGTTTGAGTCGCTTCAGTACGTGCACCACCAGTCAAAAGATGCTCTTTCAAAAG
K R F E S L Q Y V H H Q/S K D A L S K D

ATCTCAAACTTAAAGGTATCTGGAATAAGTCATTAATCGTTAAAGACGTCTTAGTGGCGG
L XK L. KX 6 I W N K s L I VvV K D V L V A G

GTGCAGTAGCTATTGGTGGCGTTTACTTGTTGTATAGTTGGTTCACTAACTCAATGCAAT
AV A I G G VY L L Y S W F T N S M Q S

CTGTTTCGCATCAAGGGAAAACAAAGGCAAAAAGAATTCAAGCACTCAAGTTCAGAAGGG
V S H Q/G6 K T K A K R I Q A L K F R R A
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1361

4141
1381

4201
1401

4261
1421

4321
1441

4381
1461

4441
1481

4501
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4561
1521

4621
1541

4681
1561

4741
1581

4801
1601

4861
1621

4921
1641

4981
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1681

87

CCAGAGATAAGCGAGCGGGTTTTGAGCTCGATAATAACGATGACACAATTGAAGAATTCT
R b K R A G F E L DNND D T I E E F F

TTGGATCCGCGTACAGAGAGAAGGGCAAGAAGAAAGGGACAACAGTTGGCATGGGAAAAT
G s A Y R E K G K K K 6 T T v G M G K S

CAAATAGACGATTTATCAACATGTATGGTTTCGAACCAGGGGAGTTTITCATACATTCAGT
N R R PF I N MY G F E P G E F s Y I QO F

TTGTGGACCCCTTGACTGGTGCTCAAATTGAAGAAAATGTTTATGCTGATATCTTGGATG
v b p L T G A Q I E E N V Y A D I L D V

TTCAGGAACGTTTTGGTGATATCAGACGCAAGCTGATAGAGGAAGATGAGTTAGATCCAC
B R F G DI R R K L I E E D E L D P 0

AATTGACATATACAAATACAGCGATTCATGCGTATTTAAGGAAAGACTGGTCGAATAAAG
L T vy T N T A I H A Y L R K D W S N K A

CCCTCAAAGTCGATTTACTGCCACACAATCCGTTGAAAATATGCGACAAGACAAATGGAA
L XK v D L L P H N P L K I C D K T N G I

TCGCAAAGTTTCCAGAACGAAAAGGCGAGCTTCGCCAAACTGGCGGCGCAGTTGAGGTGG
A K F P E R K G E L R @ T G G A V E V D

ATGTTGAGGATATTCCAAAAGTGAAGGTTGAACACGAATCGAAGTCCTTAATGAGGGGTT
vV E D I P K V K V EHE/S K S L M R G L

TGAGGGATTACAACCCAATAGCGCAGACAGTTTGCAGGTTGAAGGCAAAAACAGAGCATG
R by N~n P I A Q T V C R L K A K T E H G

GTGTTTCGGAGATGTTCGGAATTGGCTTTGGAGCGTACATCATCACGAACCACCATTICT
v s M F G I G F G A Y I I T N H H F L

TGAAGAGTTTTAATGGTACGCTTGAGGTTCGCTCGCATCACGGAATTTTCAAAGTCACAA
K s P N G T L E V R S H H G I F K V T N

ATATGATGAGCTTGCAAGTGAAACCAATTACAGGACGTGACATTGTCATTATAAAGATGC
MM S L 9 VXK P I T G R D I VvV I I K M P

CAAAAGACTTTCCAGTATTCCCTICAGAGAATACATTTTAGAGCACCAAACAGAAACGAAC
K b r P V F P 0 R I H F R A P N R N E R

GCATTTGTTTAGTCGGAACAAACTTTCAAGAGAAGTCAGTIGTCTTCAACAGTTACTGAGA
I ¢ L.v G T NF Q E K S Vv s s T Vv T E T

CGAGTGCAACTTACGCCGTTCCACGAAGCACGTTCTGGAAACATTGGATAGCAACAGATG
s A T Y A vV P R S T F W K H W I A T D D

ATGGGCATTGTGGTITTACCAGTAGTTAGTACGCTTGATGGAAACATCATTGGTCTTCACA
G H ¢C G L PV VSsSsS T L D G N I I G L H S
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6001
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6061
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GTCTTGCAAACAATTCAACGAGCGAGAATTATTATGCTGCTTTCGATGAGGAATTTGAAC
L A NN S T S E N Y Y A A F D E E F E P

CCAAGTACTTACGAAACGCAGAACATGGTGAGTGGGTGAAGAATTGGAGATACAATCCTG
K ¥y L R NA E H G E W V K N W R Y N P D

ATACAGTTGTTITGGGGTTCCTTGGAGTTGAAGCAGAGCACACCATCGGGATTATTTAAAA
T vv W G S L E L K ¢ s T P S G L F K T

CCACTAAGATTATTGAGGACTTGATGAATCATAACACAGTGAGAGAGCAATCGAAAAGCT
T XK I I E D L M N H N T V R E Q/S K s S

CAACATGGATGTTTGATGCTTTGAAGGATGGTTTACAGGCTGTTGGTTACATGAAAAACC
T w M ¥ D A L K D G L O A V G Y M K N 0

AACTGGTTACGAAACATGTTGTGAAGGGAGAGTGTAGGCACTTCAAAGAATTCCTCACAA
L v T K H v Vv K G E C R HF K E F L T I

TTGATCAAGAAGCATCTGATTACTTCAGGCCACTGATGGACGCTTATGGAAAGAGTCTCT
b ¢ E A S DY F R P L M D A Y G K S L L

TAAATCGTGAAGCATACATAAAAGACATAATGAAATATTCAGAACCAATTGAGATTGGAG
N R E A Y I K D I M K Yy s E P I E I G V

TTGTGGATTGTGATGCTTTTGAAGAGGCAACTGCGCGCGTTATACTTTATTITGCAAATGA
v b ¢ b A F EEATA RV I L Y L QO M K

AAGGATTCCGTCAGTGCTCCTTCATAACAGATGAGCAAGAGATTTTTAAGGCGTTAAATA
G F R Q C s ¥ I T D E Q E I F K A L N M

TGAAAGCAGCAGTTGGAGCCATGTATGGTGGAAAGAAGAAAGAATACTTTGAGAACTTTT
K A AV G A MY G G K K K E Y F E N F S

CGGACGAAGACAAAGAGGCAATAGTCATGCAAAGTTGCTTACGACTGTACAAGGGACAAA
b e b K E A I VM (Q s C L R L Y K G O I

TCGGAGTTTGGAATGGGTCTCTAAAAGCAGAACTGCGGTGCAAAGAGAAAATTCTTGCGA
G v w N G S L K A E L R C K E K I L A N

ACAAGACACGCACGTTTACTGCAGCACCATTAGATACACTTICTGGGTGGAAAGGTTTGTG
Kk T R T F T A A P L D T L L G G K V C V

TTGACGATTTCAACAACCAGTTTTACTCAAAGAACATTGAGTGTTGTTGGACTGTTGGAA
b b F NN QQF Y S KN I E C C W T V G M

TGACCAAGTTTTATGGCGGATGGAATAGATTGCTCAGAAGCCTACCTGATGGTTGGATTT
T K F ¥ 6 G W N R L L R S L P D G W I Y

ATTGTGATGCAGACGGATCACGATTTGACAGTTCTTTAACTCCATATTITAATAAATGCAG
c b A DGSRVF D S s L T P Y L I N A V

TGTTGTCGATTCGTAGTACATACATGGAAGATTGGGACATTIGGTTTACAAATGTTAAAGA
L s 1T R s T Yy M E D w D I G L O M L K N
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6361
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6421
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6481
2161

6541
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6601
2201

6661
2221
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2241

6781
2261

Cp

6841
2281

6901
2301

6961
2321

7021
2341

7081
2361

7141
2381

&9

ACTTGTACACAGAGATAATTTACACGCCAATCGCCACACCAGACGGAACAATTGTGAAAA
Ly T ¢ I I Y T P I A T P D G T I V K K

AGTTTAGAGGGAACAACAGCGGTCAGCCTTCTACAGTTIGTTIGACAACTCTCTAATGGTTG
F R G N N S G QP s T Vv V DN S L M V V

TTCTGGCCATGCACTACGCGTTTGTGAGGGAAAATATAACATTTGATGACATTGACAACT
L A M H Y APF V R EN I TUF D D I D N C

GCTGCAAATTCTTTGTCAATGGTGACGACCTCCTAATTGCCATCAATCCCGAAAAGGAAC
c K *F F V N G D D L L I A I N P E K E H

ACATGCTTGACAAATTCGCTICTCATTTTTCGAATCTTIGGCTTGAACTACGATTTITTCCT
M L D K F A S H F S N L G L N Y D F S S

CTAGAACGAGAAACAAAGAGGAATTGTGGTTTATGTCACATAGAGGTTTGGAAATAGAAG
R T R N K E E L W F M S H R G L E I E G

GAATGTATATTCCAAAGCTAGAAGAGGAAAGAGTTGTCTCAATCTTACAATGGGATCGAG
M Yy I P K L E E E R V VvV S I L Q W D R A

CTGAGTTGCCGGAACATAGACTGGAAGCGATTTGTGCTGCAATGATTGAAGCGTGGGGCT
E L P EH R L E A I C A A M I E A W G Y

ATCCTGAATTGATACATCAAATACGCAGATTICTATTCATGGTTGCTTGAACAACAACCTT
P E L I H ¢ I R R F Y S W L L E Q O P F

TTGCTACACTAGCTCAAGAAGGAAAGGCACCATACATTGCGAGTATGGCTCTGCGTCGAT
A T L A Q E G K A P Y I A S M A L R R L

TGTATATGGATAGAATGGTAGACGAAGATGAGTTACATGAGTTCACAAAGCTGTTTTGTG
y M b R M V D E D E L H E F T K L F C D

ACTTGGACGAAGAGTTTGAGTGTGGGTGTTATGAAGTGCATCACCAGGTGGATGAAACAC
L D E EVF E C G C Y EV HHOQ/V D E T L

TGGATGCAGGAAAGGATAAAGCAAAGGAAAACAAAGATAAACAAGTTTCAAATCCTGCAA
b A G K D K A K EDN K D K O V S N P A T

CTGGTGGATTAGCGAAAGCTAAAGATGTGAATGCTGGAGCTTCAGGGACGCACACAGTAC
G G L A K A K D VN AGA A S G T H T V P

CTCGGATAAAAGCAATAACATCAAAGATGCGAATGCCTAAGTCGAAAGGAGCTGTTGCTC
R I K A I T s K M R M P K S K G A V A L

TCAACTTGAATCATTTGTTAGAGTACACACCCCAGCAAGTAGATATATCAAACACACGTG
N L N H L L E Y T P O O V D I S N T R A

CCACTCAAGCTCAATTTGACACGTGGTATGAGGCAGTTCGCACGGCATACGACATCAGTG
T 0 A Q F D T W Y E A V R T A Y D I S E



7201
2401

7261
2421

7321
2441

7381
2461

7441
2481

7501
2501

7561
2521

7621
2541

7681

2561

7741

7801

7861

7921

90

AAACGGAAATGCCGACAGTGATGAATGGATTGATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAACCT
T e M P T VM N G L MV W C I E N G T S

CGCCAAATATAAATGGAGTTTGGGTGATGATGGAAGGACAAGAACAGATTGAATTCCCGC
P N I N G V W V M M E G Q E Q I E F P L

TCAAACCAATTATTGAAAATGCAAAACCAACATTCAGACAGATCATGGCACACTTICTCTG
K p I I E N A K P T F R QQ I M A H F S D

ATGTGGCAGAAGCGTATATTGAGATGCGCAACAAGAAAGAACCGTATATGCCACGATACG
v A E A Y I E M R N K K E P Y M P R Y G

GTTTGGTCAGAAATTTACGTGACATGAGCTTAGCACGCTATGCTTTTGATTTCTACGAAG
L v. R N L R DM S L A R Y A F D F Y E V

TCACGTCTCATACATCAGTTCGCGCTCGTGAAGCACACATCCAGATGAAGGCAGCAGCTT
T s H T S V R A R E A H I O M K A A A L

TAAAATCATCGCAAACAAGGATGTTCGGATTAGATGGTGGCATTGGTACACAGACGGAAA
K s s ¢ T R M F G L D G G I G T Q T E N

ACACAGAAAGACACACCACCGAGGATGTGAGTCCTAACATGCATACTTITGCTTGGGGTTC
T E R H T T E D v s P N M H T L L G V R

GGAACATGTGATTGTGTTTTAACTGGGATGAAATATAAGTATATATCGTATGCAATATAT
N M

ATTTTGGCTTTTCCTGTACTICTITAATTACGACTTTACAGTATTGTGATCTAAGGCAAC

GTAAGGTGGCTTGTAGATTCTGTICTTCAAGGTGACTTGCGTTTCCGTTTCTATCTGTTCT

AGTTTATGTTAAAGTTCCGGGTGGCTTGCGTTGGTGATGTTGCGATTTCGTCGTAGCAGT

GACATTAAGCTTGACATCAGGAGAC
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Apéndice 2. Alinhamento multiplo utilizando o programa CLUSTAL W para a
sequéncia de aminoacidos da proteina capsidial entre os isolados BIMV-SP e BiMV-13 e

outros potyvirus.

BiMoVAB491763 EEKIDAGDP----AKKKEQIPPP-—---ENKAITKGK-———————————————— DKDINAG 35
BiMovAB491764 EEKIDAGDP-—-—--AKKKEQIPPP-—---ENKAITKGK-———————————————— DKDINAG 35
BiMoVEU098760 EEKIDAGDP-—-—--AKKKEQIPPP———-ENKAITKGK-————-————————————— DKDINAG 35
PVYAJ439545 NDTIDAGG-———— SSKKDAKPEQ--—-GSIQPTPNKGK-—————————————— DKDVNAG 36
PVYSNAJ439544 NDTIDAGE-———— NSKKDAKPEQ—-—--GSIQRNPNKGK-—————————————— DKDVNAG 36
SuCMoVEU606023 GDNIDAGKEK--KDEKKDDKNKQ----VASTIASKEIGK-—————————————— SKDVNAG 39
SuCMOVEU418771 GDNLDAGKEK--KDEKKDDKNEQ—--—--VASTASKEIGK-——————————————— SKDVNAG 39
SucMov GDNIDAGKDQ--KDEKKDDKNKQ—-—---VASTASKDAAK-——————————————— SKDVNAG 39
BIMVPAY960150 DETLDAGK-———— DKAKESKDKQ—-—--ISNPATGGLVK-—————————————— AKDVNAG 36
BIMVbAY960151 DETLDAGK-———— DKAKESKDKQ----ISNPATGGLAK-—————————————— AKDVNAG 36
BIMVSP DETLDAGK-———— DKAKENKDKQ----VSNPATGGLAK-——————————————— AKDVNAG 36
BiMV13 DETLDAGK————— DKAKENKDRQ—--—-IANPATSGIAK-—————————————— AKDVNAG 36
PepSMVX66027 DTTVDAEKE-—-KEKASSGKLKK-—--VEGSSSDVKAT——————————————— DKDVNAG 38
PepymvAF348610 LAVLDAAEE----DKKKRAKNEQP---VDASNLKGKEKGVSTS————————— RDNDVNTG 44
LMVAF199AJ278854 DAKLDAGQGSKTDDKQKNSADPKDNIITEKGSGSGQVK—————————————— KDDDINAG 46
TuMV925463 GETLDAGLTD---EQKQAEKEKKEREKAEKERERQKQLALKKGKDVAQEEGKRDKEVNAG 57
.k Kk o ek ek
BiMoVAB491763 TSGTMTVPRIKAITTKMRLPKARGSVVLNLDQLLEYRPQQVDLSNTRATQEQFSLWYEYV 95
BiMovAB491764 TSGTMTVPRIKAITTKMRLPKARGSVVLNLDQLLEYRPQQVDLSNTRATQEQFSLWYEYV 95
BiMoVEU098760 TSGTMTVPRIKAITTEMRLPKARGSVILNLDQLLEYRPQQVDLSNTRATQEQFSLWYEYV 95
PVYAJ439545 TSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSKGVAALNLEHLLEYTPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAV 96
PVYSNAJ439544 TSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSKGTAVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAV 96
SuCMoVEU606023 TSGTHTVPRIKSITLKMRMPKSKGAIALNLAHLLEYTPQQVDISNTRATQSQFDTWYAAV 99
SuCMOVEU418771 TSGTHTVPRIKSITLKMRMPKTKGAVALNLAHLLEYTPQQVDISNTRATQSQFDTWYAAV 99
SucMov TSGTHTIPRIKSITPKMRMPKSKGAIVLNLDHLLEYTPQQVDISNTRATQSQFDTWYAAV 99
BIMVPAY960150 ASGTHTVPRIKAITSKMRMPKSKGVVALNLNHLLEYTPQQVDISNTRATQTQFDTWYEAV 96
BIMVbAY960151 ASGTHTVPRIKAITSKMRMPKSKGVVALNLNHLLEYTPQQVDISNTRATQTQFDTWYEAV 96
BIMVSP ASGTHTVPRIKAITSKMRMPKSKGAVALNLNHLLEYTPQQVDISNTRATQAQFDTWYEAV 96
BiMV13 ASGTHTVPRIKAITSKMRMPKSKGVVALNLNHLLEYTPQQVDISNTRATQTQFDTWYEAV 96
PepSMVX66027 TIGTHTIPRIKAITGKMRLPKSKGKTALNLDHLLEYEPQQIDISNTRATQSQFDTWEFKAV 98
PepymvAF348610 TTGTFTVPRIKAITSKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAV 104
LMVAF199AJ278854 LHGKHTIPRTKAITQKMKLPMIRGKVALNLDHLLEYEPNQRDISNTRATQKQYESWYDGV 106
TuMV925463 TSGTFSVPRLKSLTSKMRVPRYEQRVALNLDHLILYTPEQTDLSNTRSTRKQFDTWFEGV 117
K aakk keek ke KAK eke ok Kek kakkkkek: Ko ke K
BiMoVAB491763 KNSYDVSDTEMATLMNGLMVWCIENGTSPNINGEWVMMDGESQVTYPLKPVIEGAKPTLR 155
BiMovAB491764 KNSYDVSDTEMATLMNGLMVWCIENGTSPNINGEWVMMDGGSQVTYPLKPVIEGAKPTFR 155
BiMoVEU098760 KNSYDVSDTEMATLMNGLMVWCIENGTSPNINGEWVMMDGESQVTYPLKPVIEGAKPTFR 155
PVYAJ439545 RMAYDIGETEMPTVMNGLMVWCIENGTSPNINGVWVMMDGNEQVEYPLKPIVENAKPTLR 156
PVYSNAJ439544 RVAYDIGETEMPTVMNGLMVWCIENGTSPNVNGVWVMMDGSEQVEYPLKPIVENAKPTLR 156
SuCMoVEU606023 QQAYDISESEMPTVMNGLMVWCIENGTSPNINGTWVMMEGSEQVEFPLKPIIENAKPTFR 159
SuCMOVEU418771 QQAYDISESEMPTVMNGLMVWCIENGTSPNINGTWVMMEGSEQVEFPLKPVIENAKPTFR 159
SucMov QOAYDISESEMPTVMNGLMVWCIENGTSPNINGTWVMMEGSEQVEFPLKPVIENAKPTFR 159
BIMVPAY960150 RTAYDISETEMPTVMNGLMVWCIENGTSPNINGVWVMMEGQEQIEFPLKPIIENAKPTFR 156
BIMVbAY960151 RTAYDISETEMPTVMNGLMVWCIENGTSPNINGVWVMMEGQEQIEFPLKPIIENAKPTFR 156
BIMVSP RTAYDISETEMPTVMNGLMVWCIENGTSPNINGVWVMMEGQEQIEFPLKPIIENAKPTFR 156
BiMV13 RTAYDISETEMPTVMNGLMVWCIENGTSPNINGVWVMMEGQEQIEFPLKPIIENAKPTFR 156
PepSMVX66027 QTAYDITEDEMPTVMNGLMVWCIENGTSPNINGVWVMMDGEEQIEYPLKPIVENAKPTFR 158
PepymvAF348610 KNVYDVGDAEMQTIMNGLMVWCIENGTSPNINGVWIMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFR 164
LMVAF199AJ278854 KNDYDVDDNGMQLILNGLMVWCIENGTSPNINGTWVMMDGEEQVEYALKPIIEHAKPTFR 166
TuMV925463 MADYELTEDKMQIILNGLMVWCIENGTSPNINGMWVMMDGDDQVEFPIKPLIDHAKPTFR 177
* KLk AkkAKKAKKAKRKAK s kK ok Kk ook ks s skkea. skkKkak
BiMoVAB491763 QIMAHFSDVAEAYIELRNTKEAYMPRYGLIRNLRDMSLARYAFDFYEITSRTPNRAREAH 215
BiMovAB491764 QIMAHFSDVAEAYIELRNTKEAYMPRYGLIRNLRDMSLARYAFDFYEITSRTPNRAREAH 215
BiMoVEU098760 QIMAHFSDVAEAYIELRNTKEAYMPRYGLIRNLRDMSLARYAFDFYEITSRTPNRAREAH 215
PVYAJ439545 QIMAHFSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDISLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH 216
PVYSNAJ439544 QIMAHFSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH 216
SuCMoVEU606023 QIMAHFSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLVRNLRDMSLARYAFDFYELTSQTSVRAREAH 219
SuCMOVEU418771 QIMAHFSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLVRNLRDMSLARYAFDFYELTSQTSVRAREAH 219
SucMov QIMAHFSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLVRNLRDMSLARYAFDFYELTSQTSVRAREAH 219



BIMVPAY960150
BIMVbAY960151
BIMVSP

BiMV13
PepSMVX66027
PepymvAF348610
LMVAF199AJ278854
TuMvV925463

BiMoVAB491763
BiMovAB491764
BiMoVEU098760
PVYAJ439545
PVYSNAJ439544
SuCMoVEU606023
SuCMOVEU418771
SucMov
BIMVPAY960150
BIMVbAY960151
BIMVSP

BiMV13
PepSMVX66027
PepymvAF348610
LMVAF199AJ278854
TuMV925463

QIMAHFSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLVRNLRDMSLARYAFDFYEVTSHTSVRAREAH
QIMAHFSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLVRNLRDMSLARYAFDFYEVTSHTSVRAREAH
QIMAHFSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLVRNLRDMSLARYAFDFYEVTSHTSVRAREAH
QIMAHFSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLVRNLRDMSLARYAFDFYEVTSHTSVRAREAH
QIMAHFSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDVSLARYAFDFYEITSRTPSRAREAH
QIMAHF SDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAH
QIMAHF SDAAEAYIEMRNKKKPYMPRYGRLRGLNDMGLARYAFDFYETTSATPNRAREAH
QIMAHFSDVAEAYIEKRNQDRPYMPRYGLOQRNLTDMSLARYAFDFYEMTSRTPIRAREAH

khkkkhkhkkKh Khrkkkk KKk * Kk ok kK Kk * Kk K KKk hkkkhkrkkhk K*Kxk K Kok ok Kk ok ok

IQMKAAALKSAQSRLFGLDGGISTQQENTERHTTEDVNSDMHTLLGVRNM 265
IQMKAAALKSAQSRLFGLDGGISTQQENTERHTTEDVNSDMHTLLGVRNM 265
IQMKAAALKSAQSRLFGLDGGISTQQENTERHTTEDVNSDMHTLLGVRNM 265
IQMKAAALKSAQPRLFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPSMHTLLGVKNM 266
IQMKAAALKSAQSRLFGLDGGVSTQEENTERHTTEDVSPSMHTLLGVKNM 266
IQMKAAALKSAQTRMFGLDGGIGTKEENTERHTTEDVNLNMHTLLGVRNM 269
IQMKAAALKSAQTRMFGLDGGIGTKEENTERHTTEDVNPNMHTLLGVRNM 269
IQMKAAALKSAQTRMFGLDGGIGTKEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM 269
IQMKAAALKSSQTRMFGLDGGIGTQTENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM 266
IQMKAAALKSSQTRMFGLDGGIGTQTENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM 266
IQMKAAALKSSQTRMFGLDGGIGTQTENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM 266
IQMKAAALKSSQTRMFGLDGGIGTQTENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM 266
IQMKAAALKSVQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPHMHTLLGVRNT 268
IQMKAAALKSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM 274
NQMKAAALVGTQONRLFGMDGGGSTQEENTERHTAADVNQNMHTLLGVRGL 276
IQMKAAALRGANNNLEFGLDGNVGTTVENTERHTTEDVNRNMHNLLGVKGL 287

* Kk ok k k ok Kk ek koo KKk * kkhkkrkkkKk o Kk Kk Kk kK.

216
216
216
216
218
224
226
237

92
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Apéndice 3. Alinhamento multiplo utilizando o programa CLUSTAL W para a

sequéncia de nucleotideos da proteina capsidial entre os isolados BiMV-SP e BiMV-13 e

outros Potyvirus

PVYLYE
PVY-SN
SCMoV-df
SCMoV-CRS
SCMoV-AR
BiMVp
BiMV-Db
BimvSP
BiMV13
PepSMV
BiMoVgc
BiMoVlettuce
BiMoVba
PepYMV
LMV

TuMV

PVYLYE
PVY-SN
SCMoV-df
SCMoV-CRS
SCMoV-AR
BiMVp
BiMV-b
BimvSP
BiMV13
PepsSMV
BiMoVgc
BiMoVlettuce
BiMoVba
PepYMV
LMV

TuMVv

PVYLYE
PVY-SN
SCMoV-df
SCMoV-CRS
SCMoV-AR
BiMVp
BiMV-Db
BimvSP
BiMV13
PepsSMV
BiMoVgc
BiMoVlettuce
BiMoVba
PepYMV
LMV

TuMV

PVYLYE
PVY-SN
SCMoV-df
SCMoV-CRS
SCMoV-AR
BiMVp
BiMV-Db
BimvSP
BiMV13

———————————————————————————————— GCGGATGAGAAACTAGCGGTGCTGGATG
———————————————————————————————— GTAGATGCGAAGCTTGATGCAGGCCAAG
GCAGGTGAGACGCTTGACGCAGGTTTAACAGATGAGCAAAAGCAGGCAGAGAAGGAGAAG

ACGATACAATTGATGCTGGAGGGAGCAGTAAGAAAGATGCGAAACCA————————— GAAC
ATGATACAATTGATGCTGGAGAGAACAGTAAGAAAGATGCGAAACCA-————————— GAAC
GTGACAACATAGATGCAGGAAAAGAAAAGAAAGATGAGAAGAAAGATGACAAGAATAAAC
GAGACAATTTAGATGCAGGGAAGGAAAAGAAAGATGAGAAGAAAGATGATAAGAATGAGC
GTGACAACATAGATGCAGGAAAAGACCAGAAAGACGAGAAGAAGGATGATAAAAACAAGC

ACGAAACATTGGATGCAGGAAAGGATAAAGCAAAGGAAAGCAAAGAT————————— AAAC
ACGAAACATTGGATGCAGGAAAGGATAAAGCAAAGGAAAGCAAAGAT————————— AAAC
ATGAAACACTGGATGCAGGAAAGGATAAAGCAAAGGAAAACAAAGAT ————————— AAAC
ATGAAACACTGGATGCAGGAAAGGATAAAGCAAAGGAGAACAAGGAT ————————— AGAC
ATACAACTGTTGATGCTGAAAAGGAAAAAGAAAAGGCGAGTTCTGGT---AAATTGAAGA
AAGAAAAGATCGATGCAGGAGATCCAGCAAAGAAAAAGGAGCAAATT————————— CCTC
AGGAAAAGATCGATGCAGGAGATCCAGCAAAGAAAAAGGAGCAAATT————————— CCTC
AAGAAAAGATCGATGCAGGAGATCCAGCAAAGAAAAAGGAGCAAATT————————— CCTC

CGGCTGAGGAAGACAAGAAGAAGAGAGCTAAGAATGAACAGCCGGTTGATGCGTCAAATT
GCAGCAAGACTGATGATAAACAGAAGAATTCAGCGGATCCAAAGGATAATATCATCACGG
AAGGAGAGAGAGAAGGCGGAAAAGGAACGAGAGAGGCAGAAGCAGTTGGCAC--TCAAGA

* %

AGGGTAGCATTCAGCCAACTCCTAACAAGGGAAAGGATAAGGACGTGAATGCCGGTACAT
AGGGTAGCATCCAGCGAAATCCTAACAAGGGAAAGGATAAGGACGTGAATGCCGGTACAT
AAGTCGCATCTATAGCAAGCAAGGAAATCGGTAAATCAAAGGATGTCAATGCTGGCACTT
AGGTTGCATCTACAGCAAGCAAGGAAATCGGTAAATCAAAGGATGTCAATGCCGGCACTT
AAGTTGCATCCACAGCTAGTAAAGATGCTGCGAAGTCAAAAGATGTCAACGCTGGCACTT
AAATTTCAAATCCTGCAACTGGTGGATTAGTGAAAGCTAAAGATGTGAATGCTGGGGCTT
AAATTTCAAATCCTGCAACTGGTGGATTAGCGAAAGCTAAAGATGTGAATGCTGGAGCTT
AAGTTTCAAATCCTGCAACTGGTGGATTAGCGAAAGCTAAAGATGTGAATGCTGGAGCTT
AAATTGCAAATCCTGCAACTAGTGGAATAGCGAAAGCTAAAGATGTGAATGCTGGAGCTT
AAGTTGAAGGGTCGTCGTCAGACGTGAAAGCAACTGATAAGGATGTGAACGCCGGAACTA
CTCCTGAGAATAAAGCAATAACCAA---GGGAAAAGACAAGGATATCAATGCAGGAACTT
CTCCTGAGAATAAAGCAATAACCAA---GGGAAAAGACAAGGATATCAATGCAGGAACTT
CTCCTGAGAACAAAGCAATAACCAA---AGGAAAAGACAAGGATATCAATGCAGGAACTT
TGAAAGGAAAGGAGAAAGGAGTGTCTACATCCAGGGACAATGATGTAAACACTGGAACAA
AGAAAGGAAGTGGTTCTGGGCAGGT---GAAGAAGGATGACGACATCAACGCAGGGCTAC

AAGGCAAGGATGTCGCACAAGAAGAGGGAAAACGCGATAAGGAAGTAAACGCTGGAACCT
* kk Kk Kk Kk K%

CTGGAACACATACTGTACCAAGAATAAAGGCTATTACGTCAAAAATGAGAATGCCTAAAA
CTGGAACACATACTGTGCCAAGAATAAAGGCTATCACGTCAAAAATGAGAATGCCTAAAA
CAGGAACACACACAGTACCCCGAATTAAAAGCATAACACTCAAAATGCGCATGCCAAAAT
CAGGAACACACACAGTACCCCGAATTAAAAGCATAACACTCAAAATGCGAATGCCAAAAA
CAGGAACACACACAATACCCCGTATCAAAAGCATAACACCAAAGATGAGAATGCCAAAAT
CAGGGACGCATACAGTACCTCGGATAAAAGCAATAACATCAAAAATGCGAATGCCTAAGT
CGGGGACGCATACAGTACCTCGGATAAAAGCAATAACATCAAAAATGCGAATGCCTAAGT
CAGGGACGCACACAGTACCTCGGATAAAAGCAATAACATCAAAGATGCGAATGCCTAAGT
CAGGGACGCATACAGTACCTCGAATAAAAGCAATAACATCAAAGATGCGAATGCCTAAGT

[ O N i a i ST

DN N =
O 00 0 O O O

55
55
61
61
61
55
55
55
55

61
61
61

88
118

115
115
121
121
121
115
115
115
115
121
118
118
118
148
145
178

175
175
181
181
181
175
175
175
175



PepsSMV
BiMoVgc
BiMoVlettuce
BiMoVba
PepYMV

LMV

TuMVv

PVYLYE
PVY-SN
SCMoV-df
SCMoV-CRS
SCMoV-AR
BiMVp
BiMV-Db
BimvSP
BiMV13
PepSMV
BiMoVgc
BiMoVlettuce
BiMoVba
PepYMV
LMV

TuMVv

PVYLYE
PVY-SN
SCMoV-df
SCMoV-CRS
SCMoV-AR
BiMVp
BiMV-b
BimvSP
BiMV13
PepSMV
BiMoVgc
BiMoVlettuce
BiMoVba
PepYMV
LMV

TuMV

PVYLYE
PVY-SN
SCMoV-df
SCMoV-CRS
SCMoV-AR
BiMVp
BiMV-Db
BimvSP
BiMV13
PepSMV
BiMoVgc
BiMoVlettuce
BiMoVba
PepYMV
LMV

TuMV

PVYLYE
PVY-SN
SCMoV-df
SCMoV-CRS
SCMoV-AR
BiMVp
BiMV-b

TCGGAACCCACACTATCCCTCGGATCAAGGCGATTACGGGGAAAATGAGGCTGCCTAAAT
CAGGAACAATGACAGTGCCACGTATTAAAGCTATAACAACCAAAATGCGTTTGCCGAAGG
CAGGAACAATGACAGTGCCACGTATTAAAGCTATAACAACCAAAATGCGTTTGCCGAAGG
CAGGAACAATGACAGTGCCACGTATTAAAGCTATAACAACCGAGATGCGCTTGCCGAAAG
CTGGGACTTTTACAGTACCAAGAATCAAAGCAATAACGAGTAAGATGAGGATGCCGAAAG
ATGGTAAACACACCATACCTCGTACAAAGGCAATCACACAGAAAATGAAGTTACCAATGA
CTGGAACTTTCAGTGTACCCAGACTTAAGAGTTTGACAAGCAAGATGCGCGTGCCAAGAT

* kK * * kK * * % * kK * kKK * kk K

GCAAAGGAGTGGCCGCACTAAACTTAGAACACTTGCTCGAGTACACTCCACAACAGATAG
GCAAAGGAACAGCCGTGCTAAACTTAGAACATTTGCTCGAATATGCTCCACAACAGATAG
CCAAGGGTGCTATCGCTTTAAATTTAGCCCACTTACTCGAGTATACTCCACAGCAAGTTG
CCAAGGGTGCTGTCGCTTTAAATTTGGCCCACCTACTCGAGTATACTCCACAGCAAGTTG
CAAAGGGTGCTATAGTTTTGAATCTAGATCATTTGCTCGAGTACACTCCACAACAGGTTG
CGAAAGGAGTTGTCGCTCTCAACTTAAATCATTTGTTAGAGTACACACCCCAGCAAGTTG
CGAAAGGAGTTGTCGCTCTCAACTTGAATCATTTGTTAGAATACACACCCCAGCAAGTTG
CGAAAGGAGCTGTTGCTCTCAACTTGAATCATTTGTTAGAGTACACACCCCAGCAAGTAG
CGAAAGGAGTTGTCGCTCTCAACTTAAATCATTTGTTAGAGTACACACCCCAGCAAGTTG
CTAAAGGGAAGACTGCTTTGAATCTGGATCACTTGCTCGAGTACGAACCACAACAGATAG
CCAGAGGGTCAGTTGTCCTTAACTTGGACCAGTTACTGGAGTATCGACCTCAACAAGTAG
CCAGAGGGTCAGTTGTCCTTAACTTGGACCAATTGCTGGAGTATCGACCTCAACAAGTAG
CTAGAGGGTCAGTTATCCTTAACTTGGACCAGTTGCTGGAGTATCGACCTCAACAAGTAG
TAGGCGGCACCACGATTTTAAATCTGGATCATTTACTCACATATACACCTCAACAGATAG
TCCGAGGTAAAGTGGCTTTAAACCTTGATCATTTGCTGGAGTACGAACCAAACCAGAGAG
ACGAACAAAGAGTGGCTTTAAACCTCGATCATCTAATCCTATACACGCCGGAGCAGACGG

* Kk * * % * * * % * % * kK *

ATATCTCAAATACTCGGGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCAGTGCGGA
ATATCTCAAATACTCGGGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCAGTGCGGG
ATATTTCAAATACTCGAGCTACTCAATCACAATTCGATACTTGGTATGCAGCAGTTCAAC
ATATCTCAAATACTCGGGCCACTCAATCACAATTTGATACTTGGTATGCAGCAGTTCAAC
ACATATCAAATACTCGCGCAACTCAATCTCAATTTGATACTTGGTATGCAGCAGTTCAAC
ATATATCAAACACACGTGCCACTCAAACTCAATTTGACACGTGGTATGAGGCAGTTCGCA
ATATATCAAACACACGTGCCACTCAAACTCAATTTGACACGTGGTATGAGGCAGTTCGCA
ATATATCAAACACACGTGCCACTCAAGCTCAATTTGACACGTGGTATGAGGCAGTTCGCA
ATATATCGAACACACGTGCCACTCAAACTCAATTTGACACGTGGTATGAGGCAGTTCGCA
ATATATCTAACACTCGAGCAACTCAGTCACAATTTGATACATGGTTTAAAGCAGTTCAAA
ATTTGTCAAACACTCGAGCAACGCAAGAACAATTCAGTCTGTGGTACGAGTATGTTAAGA
ATTTGTCAAACACTCGAGCAACGCAAGAACAATTCAGTCTGTGGTACGAGTATGTTAAGA
ATTTGTCAAACACCCGAGCAACGCAAGAACAATTCAGTCTGTGGTACGAGTATGTTAAGA
ACATTTCAAACACAAGATCTACGCACAGCCAATTCGATAATTGGTATGCTGCAGTTAAAA
ACATATCGAACACACGTGCAACCCAGAAACAGTACGAGTCATGGTACGACGGGGTTAAGA
ATCTATCCAACACACGTTCAACGCGAAAGCAGTTTGACACATGGTTTGAAGGTGTGATGG

* * Kk kK kK * * kk K * Kk K * Kk Kk Kk * %

TGGCATACGACATAGGGGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGT
TGGCATACGACATAGGGGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGT
AAGCATACGACATCAGCGAAAGTGAGATGCCAACAGTGATGAATGGACTTATGGTTTGGT
AAGCATACGACATCAGCGAAAGTGAGATGCCAACAGTGATGAACGGACTTATGGTTTGGT
AAGCATACGACATCAGTGAGAGCGAGATGCCGACAGTGATGAATGGACTTATGGTTTGGT
CGGCATACGACATCAGTGAAACAGAAATGCCGACAGTAATGAATGGATTGATGGTTTGGT
CGGCGTACGACATCAGTGAAACAGAAATGCCGACAGTAATGAATGGATTGATGGTTTGGT
CGGCATACGACATCAGTGAAACGGAAATGCCGACAGTGATGAATGGATTGATGGTTTGGT
CGGCATACGACATCAGTGAAACGGAAATGCCGACAGTGATGAATGGATTGATGGTTTGGT
CAGCATACGACATCACTGAAGATGAAATGCCTACGGTCATGAATGGATTGATGGTTTGGT
ACTCGTATGATGTCTCCGATACTGAAATGGCAACACTCATGAATGGATTAATGGTGTGGT
ACTCGTATGATGTCTCCGATACTGAAATGGCAACACTCATGAATGGACTAATGGTGTGGT
ACTCGTATGATGTCTCCGATACTGAAATGGCAACACTCATGAACGGACTAATGGTGTGGT
ATGTTTATGATGTTGGAGACGCTGAGATGCAAACCATTATGAATGGATTAATGGTTTGGT
ATGACTATGATGTGGACGATAATGGCATGCAATTAATTCTGAATGGACTGATGGTTTGGT
CTGATTACGAACTAACGGAGGACAAAATGCAAATCATTCTCAATGGTTTAATGGTCTGGT

*k kK * * % * kK * * Kk kK * KAk kkKk KAk k

GCATTGAAAATGGGACCTCGCCAAATATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAAATG
GCATTGAAAATGGAACCTCGCCAAATGTCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAAGTG
GCATTGAAAATGGAACCTCGCCAAATATTAATGGGACTTGGGTGATGATGGAAGGAAGTG
GCATTGAAAATGGAACCTCGCCAAACATTAATGGGACTTGGGTGATGATGGAAGGAAGTG
GCATTGAAAATGGAACCTCGCCAAATATTAACGGCACTTGGGTGATGATGGAAGGAAGTG
GCATTGAAAATGGAACCTCGCCAAATATAAATGGAGTTTGGGTGATGATGGAAGGACAAG
GCATTGAAAATGGAACCTCGCCAAATATAAATGGAGTTTGGGTGATGATGGAAGGACAAG

181
178
178
178
208
205
238

235
235
241
241
241
235
235
235
235
241
238
238
238
268
265
298

295
295
301
301
301
295
295
295
295
301
298
298
298
328
325
358

355
355
361
361
361
355
355
355
355
361
358
358
358
388
385
418

415
415
421
421
421
415
415

94



BimvSP
BiMV13
PepSMV
BiMoVgc
BiMoVlettuce
BiMoVba
PepYMV

LMV

TuMV

PVYLYE
PVY-SN
SCMoV-df
SCMoV-CRS
SCMoV-AR
BiMVp
BiMV-b
BimvSP
BiMV13
PepSMV
BiMoVgc
BiMoVlettuce
BiMoVba
PepYMV
LMV

TuMVv

PVYLYE
PVY-SN
SCMoV-df
SCMoV-CRS
SCMoV-AR
BiMVp
BiMV-Db
BimvSP
BiMV13
PepSMV
BiMoVgc
BiMoVlettuce
BiMoVba
PepYMV
LMV

TuMV

PVYLYE
PVY-SN
SCMoV-df
SCMoV-CRS
SCMoV-AR
BiMVp
BiMV-Db
BimvSP
BiMV13
PepsSMV
BiMoVgc
BiMoVlettuce
BiMoVba
PepYMV
LMV

TuMVv

PVYLYE
PVY-SN
SCMoV-df
SCMoV-CRS
SCMoV-AR

GCATTGAAAATGGAACCTCGCCAAATATAAATGGAGTTTGGGTGATGATGGAAGGACAAG
GCATTGAAAATGGAACCTCGCCAAATATAAATGGAGTTTGGGTAATGATGGAAGGACAAG
GCATTGAGAATGGTACCTCACCAAACATTAATGGTGTATGGGTGATGATGGATGGAGAAG
GCATCGAAAATGGAACATCACCTAACATTAATGGAGAATGGGTGATGATGGATGGAGAAT
GCATCGAAAATGGAACTTCACCTAACATTAATGGAGAATGGGTGATGATGGATGGAGGAT
GCATTGAAAATGGAACATCACCTAACATTAATGGAGAATGGGTGATGATGGATGGAGAAT
GCATTGAAAATGGAACCTCACCAAACATAAATGGCGTCTGGACCATGATGGATGGAGAGG
GTATAGAAAACGGGACATCCCCGAACATAAATGGAACATGGGTGATGATGGATGGTGAAG
GCATTGAGAACGGAACCTCCCCGAATATAAACGGAATGTGGGTGATGATGGACGGCGATG

* kk kk kK kK kk Kkk Kk K% * xk k% * k k *khkkrkkkkKx kK

AACAAGTTGAGTATCCGTTGAAACCAATTGTTGAGAATGCAAAACCAACCCTTAGGCAAA
AACAAGTTGAATATCCGTTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCGACCCTTAGGCAAA
AGCAAGTTGAGTTTCCACTCAAGCCTATTATAGAGAATGCAAAACCTACATTCAGGCAAA
AACAAGTTGAGTTTCCACTCAAGCCTGTTATAGAGAATGCAAAACCTACATTCAGGCAAA
AGCAAGTCGAGTTCCCACTCAAACCCGTTATTGAAAATGCAAAACCGACGTTCAGACAAA
AACAGATTGAATTTCCACTCAAACCAATTATTGAAAATGCAAAACCAACATTTAGACAGA
AACAGATTGAATTTCCGCTCAAACCAATCATTGAGAATGCAAAACCAACATTTAGACAGA
AACAGATTGAATTCCCGCTCAAACCAATTATTGAAAATGCAAAACCAACATTCAGACAGA
AACAGATTGAATTTCCGCTCAAACCAATTATTGAAAATGCAAAACCAACATTCAGACAGA
AACAAATCGAATATCCATTAAAACCCATCGTAGAAAACGCCAAGCCAACTTTCAGGCAGA
CACAGGTCACATATCCCTTAAAACCTGTGATAGAAGGAGCCAAACCAACCCTTCGACAAA
CACAGGTCACATACCCCTTAAAACCTGTGATAGAAGGAGCCAAACCAACCTTTCGGCAAA
CACAGGTTACATACCCTTTAAAACCTGTGATAGAAGGAGCCAAACCAACCTTCCGACAAA
AGCAAGTTGAATATCCATTGAAGCCCGTGATCGAGAATTCGAAGCCTACTTTTCGTCAGA
AACAAGTGGAATATGCTCTGAAACCCATCATCGAACACGCAAAACCCACGTTTCGCCAGA
ATCAGGTGGAATTCCCGATCAAACCGCTCATTGACCACGCCAAACCCACATTTAGGCAGA

* Kk * * * * kK k%K * * Kk x * Kk kK k%K * * kK Kk

TCATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAAC
TCATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAAC
TCATGGCACATTTTTCTGATGTTGCAGAAGCGTATATCGAAATGCGCAACAAAAAGGAAC
TCATGGCACATTTTTCTGATGTTGCAGAAGCGTATATCGAAATGCGCAATAAAAAGGAAC
TCATGGCACACTTCTCTGATGTCGCAGAGGCGTATATCGAAATGCGCAACAAAAAGGAAC
TCATGGCACATTTCTCTGATGTGGCAGAAGCGTATATTGAGATGCGCAACAAGAAAGAAC
TCATGGCACACTTCTCTGATGTGGCAGAAGCGTATATTGAGATGCGCAACAAGAAAGAAC
TCATGGCACACTTCTCTGATGTGGCAGAAGCGTATATTGAGATGCGCAACAAGAAAGAAC
TCATGGCACACTTCTCTGATGTGGCAGAAGCGTATATAGAGATGCGCAACAAGAAAGAAC
TCATGGCACATTTCTCTGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAGATGCGCAACAAGAAAGAAC
TTATGGCTCACTTCTCCGATGTAGCTGAAGCATACATCGAACTGCGTAACACAAAAGAGG
TTATGGCTCACTTCTCCGATGTAGCTGAAGCATACATCGAACTGCGTAACACAAAAGAGG
TTATGGCTCACTTCTCCGATGTAGCTGAAGCATACATCGAACTGCGTAACACAAAAGAGG
TCATGGCTCATTTTTCTGATGTCGCTGAGGCATACATTGAGATGAGGAATAAGAAGGAAC
TAATGGCCCATTTCAGTGACGCAGCCGAGGCGTACATTGAAATGAGAAACAAGAAGAAAC
TAATGGCCCATTTCAGTGACGTAGCTGAAGCGTACATTGAAAAGCGTAACCAAGACCGAC

* kkkkKk KKk Kk * Kk K KKk kk Kk KKk KKk Kk * Kk Kk *

CATATATGCCACGATATGGTTTAATTCGAAATCTGCGGGATATAAGTTTAGCGCGCTATG
CATATATGCCACGATATGGTTTAATTCGAAATCTGCGGGATGGAAGTTTAGCGCGCTATG
CATACATGCCACGGTATGGTTTAGTTCGAAATTTACGAGATATGAGTTTAGCTCGATATG
CATACATGCCACGGTATGGTTTAGTTCGAAATTTACGAGATATGAGTTTAGCTCGATACG
CGTATATGCCACGATACGGTTTAGTTCGAAATTTGCGAGACATGAGTTTAGCTCGTTATG
CGTATATGCCACGATACGGTTTGGTCAGAAATTTACGTGACATGAGCTTAGCACGCTATG
CGTATATGCCACGATACGGTTTGGTTAGAAATTTACGTGACATGAGCTTAGCACGCTATG
CGTATATGCCACGATACGGTTTGGTCAGAAATTTACGTGACATGAGCTTAGCACGCTATG
CGTATATGCCACGATACGGTTTGGTCAGAAATTTACGTGACATGAGCTTAGCACGCTATG
CATACATGCCACGATATGGTTTGATAAGAAATCTACGGGATGTTAGTCTTGCACGCTATG
CGTATATGCCACGATACGGCCTCATTCGAAATTTGCGTGATATGAGTTTAGCTCGTTACG
CGTATATGCCACGATACGGCCTCATTCGAAATTTGCGAGATATGAGTTTAGCTCGTTACG
CGTATATGCCACGATACGGCCTCATTCGAAATTTGCGAGATATGAGTTTAGCTCGTTACG
CATACATGCCACGCTATGGTCTAATCCGGAATTTGCGAGACTTGAGTCTTGCACGATACG
CGTATATGCCACGATACGGACGGCTACGAGGCTTGAACGATATGGGGCTAGCTCGCTATG
CATACATGCCACGATATGGTCTTCAGCGCAATTTAACCGACATGAGCTTAGCTCGATACG

* kk kkkkkk Ak KKk Kk * * * % * * kK Kk kK Kk

CCTTTGACTTTTATGAAGTTACATCACGAACGCCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATAC
CCTTTGACTTTTATGAAGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATAC
CTTTCGATTTCTATGAACTTACATCTCAAACATCAGTTCGGGCACGAGAAGCGCACATAC
CTTTCGATTTCTATGAACTCACATCTCAAACATCAGTTCGGGCACGAGAAGCGCACATAC
CGTTCGACTTTTATGAACTCACGTCTCAAACTTCAGTCCGAGCTAGAGAAGCGCACATAC

415
415
421
418
418
418
448
445
478

475
475
481
481
481
475
475
475
475
481
478
478
478
508
505
538

535
535
541
541
541
535
535
535
535
541
538
538
538
568
565
598

595
595
601
601
601
595
595
595
595
601
598
598
598
628
625
658

655
655
661
661
661

95



BiMVp
BiMV-Db
BimvSP
BiMV13
PepSMV
BiMoVgc
BiMoVlettuce
BiMoVba
PepYMV
LMV
TuMVv

PVYLYE
PVY-SN
SCMoV-df
SCMoV-CRS
SCMoV-AR
BiMVp
BiMV-b
BimvSP
BiMV13
PepsSMV
BiMoVgc
BiMoVlettuce
BiMoVba
PepYMV
LMV

TuMV

PVYLYE
PVY-SN
SCMoV-df
SCMoV-CRS
SCMoV-AR
BiMVp
BiMV-b
BimvSP
BiMV13
PepsSMV
BiMoVgc
BiMoVlettuce
BiMoVba
PepYMV
LMV

TuMV

PVYLYE
PVY-SN
SCMoV-df
SCMoV-CRS
SCMoV-AR
BiMVp
BiMV-Db
BimvSP
BiMV13
PepSMV
BiMoVgc
BiMoVlettuce
BiMoVba
PepYMV
LMV

TuMVv

CTTTTGATTTCTACGAAGTCACGTCTCATACATCAGTTCGCGCTCGTGAAGCACACATTC
CTTTTGATTTCTACGAAGTCACGTCTCATACATCAGTTCGCGCTCGTGAAGCACACATTC
CTTTTGATTTCTACGAAGTCACGTCTCATACATCAGTTCGCGCTCGTGAAGCACACATCC
CTTTTGATTTCTACGAAGTCACGTCTCATACATCAGTTCGCGCTCGTGAAGCACACATCC
CATTTGACTTCTATGAAATAACATCTCGTACACCGTCAAGAGCACGTGAAGCACATATTC
CATTTGACTTCTATGAGATAACTTCTCGCACACCCAACCGAGCACGTGAAGCACATATAC
CATTTGACTTCTATGAGATAACTTCTCGCACACCCAACCGAGCACGTGAAGCACATATAC
CATTTGACTTCTATGAGATAACTTCTCGCACACCCAACCGAGCACGTGAAGCACATATAC
CTTTTGACTTCTATGAAGTCACATCGCGCACCCCTACCAGGGCACGTGAAGCCCACATAC
CTTTCGACTTCTACGAAACAACATCAGCGACCCCAAATCGGGCGAGAGAGGCGCACAATC
CGTTTGATTTCTATGAAATGACTTCTAGAACTCCAATACGTGCGAGAGAAGCACACATCC

* kk kK Kk Kk KK Kk Kk * % * *  kKx * kk kK KKk K *

AAATGAAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCTCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGATGGTGGCA
AAATGAAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAATCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCG
AAATGAAAGCAGCAGCTTTAAAATCAGCGCAAACCCGTATGTTCGGACTGGATGGTGGCA
AAATGAAAGCAGCAGCTTTAAAATCAGCGCAAACTCGTATGTTCGGACTAGATGGTGGCA
AAATGAAAGCAGCTGCTTTAAAATCAGCGCAAACACGTATGTTTGGATTGGATGGTGGCA
AGATGAAGGCAGCAGCCTTAAAATCATCACAAACAAGGATGTTCGGACTAGATGGTGGCA
AGATGAAGGCAGCAGCCTTAAAATCATCACAAACAAGAATGTTCGGACTAGATGGTGGCA
AGATGAAGGCAGCAGCTTTAAAATCATCGCAAACAAGGATGTTCGGATTAGATGGTGGCA
AGATGAAGGCAGCAGCTCTAAAATCATCACAAACAAGGATGTTCGGACTAGATGGTGGCA
AAATGAAAGCAGCAGCGCTCAAGTCGGTGCAGACTAGGATGTTTGGTCTGGATGGTGGCA
AAATGAAAGCAGCAGCACTTAAATCTGCACAATCACGTTTIGTTTGGCTTGGATGGTGGCA
AAATGAAAGCAGCAGCACTTAAATCTGCACAATCACGTTTGTTTGGCTTGGATGGTGGCA
AAATGAAAGCAGCAGCACTTAAATCTGCACAATCACGTTTGTTTGGCTTGGATGGTGGCA
AGATGAAGGCAGCGGCTTTAAAATCTGCTCAGACACGTATGTTTGGACTTGACGGTGGCA
AAATGAAGGCAGCTGCTCTTGTGGGAACACAGAACAGATTGTTTGGAATGGATGGAGGCG
AGATGAAAGCAGCAGCACTGCGTGGCGCAAATAACAATTTGTTCGGCTTGGATGGAAACG

* kkkkk Kk Kk KK * * * kK kK * kK kK *

TCAGTACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTTTCTCCAAGTATGC
TCAGTACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTTTCTCCAAGTATGC
TTGGTACAAAAGAGGAAAACACAGAAAGACACACCACCGAGGATGTTAACCTCAACATGC
TTGGTACAAAAGAGGAAAACACAGAAAGACACACCACCGAGGATGTTAACCCCAACATGC
TTGGTACAAAAGAGGAAAACACAGAAAGACACACCACCGAGGATGTCAGCCCCAACATGC
TTGGTACACAGACGGAAAACACAGAAAGACACACCACCGAGGATGTGAGTCCCAATATGC
TTGGTACACAGACGGAAAACACAGAAAGACACACCACCGAGGATGTGAGTCCCAACATGC
TTGGTACACAGACGGAAAACACAGAAAGACACACCACCGAGGATGTGAGTCCTAACATGC
TTGGTACACAGACGGAAAACACAGAAAGACACACCACCGAGGATGTGAGCCCCAACATGC
TCAGTACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACTACTGAGGATGTGTCCCCGCATATGC
TCAGTACACAACAAGAGAACACAGAGAGGCATACTACAGAAGATGTAAACTCTGATATGC
TCAGTACACAACAAGAGAACACAGAGAGGCATACTACAGAAGATGTAAACTCTGATATGC
TCAGTACACAACAAGAGAACACAGAGAGGCATACTACAGAAGATGTAAACTCTGATATGC
TCAGTACACAAGAGGAGAACACTGAGAGGCACACCACAGAAGATGTGAGCCCCAACATGC
GTTCAACCCAGGAAGAGAACACGGAGAGGCACACAGCCGCAGATGTTAATCAGAATATGC
TTGGTACAACGGTAGAGAACACGGAAAGGCATACGACCGAGGACGTTAATCGGAACATGC

* % Kk kkkkk Kk kkKkKkA Kk * ok kk koK * %k
ATACTCTACTTGGAGTCAAGAACATG--- 801
ATACTCTACTTGGAGTCAAGAACATG--- 801
ATACTTTGCTTGGGGTTCGTAACATG—-- 807
ATACTTTGCTTGGGGTTCGTAACATG--- 807
ATACTTTGCTTGGGGTTCGTAACATG--- 807
ATACTTTGCTTGGGGTTCGGAACATG--- 801
ATACTTTGCTTGGGGTTCGGAACATG--- 801
ATACTTTGCTTGGGGTTCGGAACATG--- 801
ATACTTTGCTTGGGGTTCGGAACATG—-- 801
ATACTCTGCTTGGGGTTAGAAACACA--— 807
ACACACTACTTGGAGTGCGCAACATG--- 804
ACACACTACTTGGAGTGCGCAACATG--- 804
ACACACTCCTTGGAGTGCGCAACATG--- 804
ATACTTTGCTTGGGGTGAGAAATATG--- 834
ATACTCTCTTAGGCGTGAGAGGGTTGCAC 834
ATAACTTACTTGGCGTTAAGGGGTTA--—- 864

* ok * * * kK kK

655
655
655
655
661
658
658
658
688
685
718

715
715
721
721
721
715
715
715
715
721
718
718
718
748
745
778

775
775
781
781
781
775
775
775
775
781
778
778
778
808
805
838
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Apéndice 4. Alinhamento miiltiplo utilizando o programa CLUSTAL W para a sequéncia de

nucleotideos da HC-Pro entre os isolados BIMV-SP e outros isolados de PVY.

PVYLYE
PVYSN
BiMVsp

PVYLYE
PVYSN
BiMVsp

PVYLYE
PVYSN
BiMVsp

PVYLYE
PVYSN
BiMVsp

PVYLYE
PVYSN
BiMVsp

PVYLYE
PVYSN
BiMVsp

PVYLYE
PVYSN
BiMVsp

PVYLYE
PVYSN
BiMVsp

PVYLYE
PVYSN
BiMVsp

PVYLYE
PVYSN
BiMVsp

PVYLYE
PVYSN
BiMVsp

PVYLYE
PVYSN
BiMVsp

PVYLYE
PVYSN
BiMVsp

* Kk Kk Kk

AGCGGTTTTTCTCAAACTTCTTTGAGGAAGTTGATCCATCAAAGGGATATTCAGCATATG
AGCGGTTTTTCTCAAACTTCTTCGAGGAAGTTGATCCAGCAAAGGGATACTCAGCATATG
GCCGATTTTTCTICGAATTTCTTTGAAGAAGTTGATCCATCAAAAGGATATGGCGCATACG

hkhk kkAkkkkhhkk kk KkhAkkhkk kkhk KAhkkAkkAkrkkhAk Frkk Kk kkk *kkkk K

AAGTCCGCAAGCATCCGAATGGAACAAGGAAGCTCGCAATTGGTAATTTAGTTGTCCCAC
AAATCCGCAAACATCCAAATGGAACTAGGAAGCTTTCAATTGGCAACTTAGTTGTCCCAC
AAATTAGAAAGAATCCCAATGGTGTGCGTAAATTGGCAATTGGAAATCTCATAGTGCCTC

* Kk Kk * kK Khkkk Kk Kk kK *  kk * *kkkkkk kK * * kK kK Kk

TTGATTTAGCTGAGTTTAGGCAGAAGATGAAGGGAGATTATAGGAAGCAACCAGGAGTCA
TTGATCTAGCTGAGTTTAGGCAGAGGATGAAAGGTGACTATAGGAAACAACCAGGAGTCA

TTGACTTATCAGAATTCCGACTGAAAATGAAAGGAGATTTCATCAAACAACCAGACATTA
Kkokokok  kk ok kK kk ok ok kk  kkkkk okk kk kK kk kkkkkkk * ok

GCAAAAAGTGCACGAGTTCGAAAGATGGTAATTATGTGTATCCCTGCTGTTGCACAACAC
GCAAAAGGTGCACAAGTTCGAAAGATGGTAATTATGTATATCCTTGCTGTTGCACAACAC
GCAAACAATGTGTAAGTCTAAAAGATGGTAATTACGTTTACCCGTGTTGTTGCACCACAC

* ok koK K * % * KKk Khkkhkkhkhkkhkhhkkhkkhhkk *k *k *kk *k hkhkkhkhkkkrkk *kkk

TTGACGATGGCTCAGCCATTGAATCCACATTCTATCCGCCAACTAAAAAGCACCTTGTAA
TTGATGACGGCTCAGCCATTGAATCAACATTCTATCCGCCAACCAAAAAGCACCTTGTGA
TTGATGATGGCACGGCCGTGGAATCAACATTGTATCCACCCACAAAGAAGCATATGGTAA

kkhkk Kk KAk KAk Kk kkhkk Kk KAhkkhkkk KkAkkkk kkhkkiAkk Kkk K*k *k K*khkkk*k * Kk K

TAGGCAATAGTGGTGACCAAAAATATGTTGATTTACCAAAAGGTGATTCAGAGATGTTAT
TAGGCAATAGTGGTGACCAAAAATATGTTGATTTACCAAAAGGGGATTCGGAGATGTTAT
TTGGCAACAGTGGTGAACAGAAGTATGTTGACTTACCAAAAGGCGACTCAGAGATGCTTT

Kk kkkkKk KhkhkAhhkKkKh Kk Kk KhkhkAkkhkhkkk KAkhkAkhAA hkk* K%k KKk Kxkkkk*x * *

ACATCGCCAAGCAAGGTTATTGCTACATTAACATATTTCTTGCAATGCTGATTAATGTTA
ACATCGCCAAGCAAGGTTATTGCTATATCAACGTGTTTICTTGCAATGCTGATTAACGTTA
ATATTGCAAAACAAGGATACTGCTATATAAACATATATCTGGCCATGCTGATAAACGTGA

Kk kk kk kk KAkkkk Kk Kkhkhkkk Kk KAkk kK Kk Kkkk Kkk KAkkAkkkkk ¥k ¥k K

GCGAGGAGGATGCAAAGGACTTCACAAAGAAAGTTCGCGACATGTGTGTGCCGAAGCTTG
GCGAGGAAGACGCAAAGGATTTCACAAAGAAAGTTCGCGACATGTGTGTGCCAAAGCTTG
ATGAAGAGGATGCGAAAGATTTCACGAAGAAAGTTCGTGACATGTGCGTTCCAAAATTAG

kk kk Kkk kk Kkk Kkk Khhkhkkhkk KhkAkhkAhkhAAAk KAk Ak hkAKkk Kkk KkKk Kk * x

GAACTTGGCCAACTATAATGGATTTGGCGACCACTTGTGCTCAAATGAGGATATTCTATC
GAACCTGGCCAACCATGATGGACTTGGCAACCACCTGTGCTCAAATGAGAATTTTCTACC
GGGAATGGCCATCGCTTATGGATGTAGCAACAACCTGCGCTCAGTTAAGAATATTTTACC

* *KkhkKkKkK* K * kK Kk KK * kK kK kK KKk KKkKkKkK * kK KKk KKk KKk K

CTGATGTGCATGATGCAGAACTGCCCAGAATATTAGTTGATCATGATACTCAAACGTGTC
CTGATGTGCATGATGCAGAACTACCCAGAATATTAGTTGACCATGATACTCAAACATGTC
CAGACGTTCACGATGCAGAATTGCCACGAATTTTAGTCGATCACAACACACAAACGTGTC

* kk kk kk kkkkkkkhkk Kk kK *khkkk khkkkk Kkk KKk * kk kkkkKk Kkkkk

ATGTCGTTGATTCTTTTGGCTCGCAAACAACTGGGTATCATATTCTAAAAGCATCTAGTG
ACGTGGTTGACTCTTTTGGTTCGCAAACAACTGGATATCATATTCTAAAAGCATCTAGTG
ACGTAGTCGATTCGTACGGCTCAATGACTACTGGTTTTCACATTTTAAAAGCAGCCACAG

* Kk kkx kK kK Kk * Kk Kk *k Kkkkkkx Kk kkk kkhkk kkhkhkkkkrk Kk X *

TGTCTCAACTTATCTTGTTCGCAAATGATGAGTTAGAATCTGATATAAAACACTATAGAG
TGTCTCAACTTATCTTGTTTGCAAATGATGAGTTAGAATCTGATATAAAACATTATAGAG
TTTCTCAACTCATTCTATTTGCTAACGACGAATTAGAATCAGACATCAAGCATTACAGGG

* kkkkkkkKk kK Kk kk kk kK kk kk kkkhkkkhkk kk Ak kK kK kK Kk K*

TTGGT 725
TTGGT 725
TTGGA 725

60
60
60

120
120
120

180
180
180

240
240
240

300
300
300

360
360
360

420
420
420

480
480
480

540
540
540

600
600
600

660
660
660

720
720
720



Apéndice 5. Alinhamento miiltiplo utilizando o programa CLUSTAL W para a
sequéncia de nucleotideos da P3 entre os isolados BIMV-SP e outros isolados de PVY.

PVYSN GGTGTTCCTAATGCATGCCCCGAACTTGGGTC-CACAGTATCACCTTTCAGAGAAGGAGG 59
PVYLE GGTGTTCCTAATGCATGCCCCGAACTTGGGTC-CACAGTATCACCTTTCAGAGAAGGAGG 59
BiMVSP GGTGTGCCTAACG-ACGCTAGCAACCTGAGTGACGGAGGTCGACCATTTGGAAGTGGAGG 59
kkhkkkk Kkkkkkx Kk Kk Kkx *kk kk Kk * * % * kK kK * % * Kk Kk ok Kk
PVYSN AGTTATAATGTCTGCATCTGCAGCGCTAAAACTACTTTTGAAGGGGGTTTTCAGACCTAA 119
PVYLE AGTTATAATGTCTGCATCTGCAGCGCTAAAACTACTTTTGAAGGGGGTTTTCAGACCTAA 119
BiMVSP TGCAATGTTTAGTGAATTTCACGCAACCAAGGTTTTAATACGTGGCATCTTTAGGCCTAA 119
* * Kk * *k Kk K * Kk * K * * * * K K kk kk KKk KKk
PVYSN GGTGATGAGACAGTTGCTATTGGACGAGCCTTACTTATTGATCCTATCGATATTGTCCCC 179
PVYLE GGTGATGAGACAGTTGCTATTGGACGAGCCTTACTTATTGATCCTATCGATATTGTCCCC 179
BiMVSP GGTAATGCAGCAACTATTGATAGACGAACCGTACATATTGCTTATGTCTATGCTATCTCC 179
* kK Kk K * % * * K kkkkk kk Akk Akkkk K * kK kK * kK kK
PVYSN TGGCATCCTGATGGCTATGTACAATAATGGGATTTTCGAACTTGCGGTGAAGTTGTGGAT 239
PVYLE TGGCATCCTGATGGCTATGTACAATAATGGGATTTTCGAACTTGCGGTGAAGTTGTGGAT 239
BiMVSP TGGGATTCTACTTGCTATGTACAACAATGGGTCGTTTGARATAGCCGTCAAGCTATGGAT 239
*khkk Kk kK * kkkhkhkhkkhkkhhkhkk Kk kkhkkhk Kk kkk Kk kk kk Kkkk Kk Kkkk*k
PVYSN TAATGAGAAACAATCCATAGCCATGATAGCATCGTTGCTGTCAGCTTTAGCTCTACGAGT 299
PVYLE TAATGAGAAACAATCCATAGCCATGATAGCATCGTTGCTGTCAGCTTTAGCTCTACGAGT 299
BiMVSP TAACGAAARAACAGTCTCTTGCAATGATTGCAACGATGTTGTCAGCTTTAGCAACARAAGT 299
*khkk kk khkkkk kK Kk kk khkkkk khkk kk kk AkhkkkhkhkAkhkkkkhkkhk * * kK
PVYSN GTCCGCAGCAGAAACACTTATCGCACAGAGGATCATAATTGATGCTGCAGCTACAGATCT 359
PVYLE GTCCGCAGCAGAAACACTTATCGCACAGAGGATCATAATTGATGCTGCAGCTACAGATCT 359
BiMVSP TTCAGTGTCAGACACACTTTTGGCACAGCGARAGATAATGGACGCAGCAGCTGGTGACTT 359
* kK *hkkhk hhkhkkkk Kk Kkhkkkkhkk Kk K khkkkk Kkk kk khkkkkk * * *
PVYSN CCTTGATGCTACGTGTGATGGATTTAACATGTATCTAACATACCCTACTGCACTGATGGT 419
PVYLE CCTTGATGCTACGTGTGATGGATTTAACATGTATCTAACATACCCTACTGCACTGATGGT 419
BiMVSP ACTGGAGGCAACATGCGATGGGTTTCAACTTCACATGACGTATCTCACAGCGATAACTTT 419
Kk kk kk kk kk kkkkk kkk K * * *x  kk kk ok * Kk kK * K *
PVYSN GTTGCAAGTTGTTAAGAATAGAAATGAGTGTGATGATACCCTATTCAAAGCAGGTTTTTC 479
PVYLE GTTGCAAGTTGTTAAGAATAGAAATGAGTGTGATGATACCCTATTCAAAGCAGGTTTTTC 479
BiMVSP GTTGCAGAGAGTGAAAGAACGTGCTGACAGCGATCATTCTTTAATCTCTGGAGGTTTTCT 479
* ok Kk ok ok Kk * Kk kK * * * kK * Kkkk kK K * Kk kK * kkkhkk kK
PVYSN AAGTTACAGCGCGAGCGTTGTACAGATCATGGAAAAAARATTATCTAGATCTCTTGGACGA 539
PVYLE AAGTTACAGCGCGAGCGTTGTACAGATCATGGAAAAAAATTATCTAGATCTCTTGGACGA 539
BiMVSP TAATTACGAAAGTGACGTTGTTCACTTAATGGAAAAAAATTATCTAGATCTCTTAGAGGA 539
* ok k kK Kk Kk kk Kk Kk Kk kA khkArhk Kk Ak kA A hkkhkrhkkrhkhhkrkk *k Kk
PVYSN TGCTTGGAAAGATTTAACTTGGCGAGAAAAATTGTCCGCAACATGGTATTCATACAAAGC 599
PVYLE TGCTTGGAAAGATTTAACTTGGCGAGAAAAATTGTCCGCAACATGGTATTCATACAAAGC 599
BiMVSP AGCTTGGAGAGATTTACGTTGGCACGAAAAGTTATCTGCAATTTGGCATTCACARAAGGC 599

KkKhkKkhkkk KAkKAkKkKk kK * kK kK kkhkkkk Kk Kk Kkhkk*k kK Kkhkikkk Kk kK K**k

PVYSN AAAACGCTATATCACTCGGTATATAAAACCCACAGGAAAGGCAGATTTGAAAGGGTTATA 659
PVYLE AAAACGCTATATCACTCGGTATATAAAACCCACAGGAAAGGCAGATTTGAAAGGGTTATA 659
BiMVSP AAGGAAATTTATTGTAAAGCCTTTGCTCCCCACAGGCAGCGCAGATTTGAAAGGAATGTA 659
* % * Kk * ok ok kkkkhkhkKk Kk kkkkkkkkkkkkkx Kk Kk
PVYSN CAACATATCACCACAAGCATTCTTGGGTCAAAGTGTCCAGAGGGTCAAAGGCACTGCTTC 719
PVYLE CAACATATCACCACAAGCATTCTTGGGTCAAAGTGTCCAGAGGGTCAAAGGCACTGCTTC 719
BiMVSP CGACATATCACCAAGAGCATGTTTTGGGAAGAGT-TTAAATGCATTACAGAAGAAAAGAG 718

Kk kA Kk kKKK KKK K Kk Kk KKk Kk kK * kkKx K * * *x Kk k*

PVYSN AGGGTTAAGCGA-GCGATTGAATAATTATTTCAATACTAAATGTGTAAATATTTCATCCT 778
PVYLE AGGGTTAAGCGA-GCGATTGAATAATTATTTCAATACTAAATGTGTAAATATITCATCCT 778
BiMVSP ACGACTTCGCAGCACGATGTAGGCAGTATGTCAACGACAAAACGATGTCTATATCAACCT 778

*  * * * % * Kok K * * kkk KkhkKkk * ok * * *hkk kkk KKk



PVYSN
PVYLE
BiMVSP

PVYSN
PVYLE
BiMVSP

PVYSN
PVYLE
BiMVSP

PVYSN
PVYLE
BiMVSP

PVYSN
PVYLE
BiMVSP

PVYSN
PVYLE
BiMVSP

TTTTCATTCGTAGAATCTTTAGGCGCTTGCCAACTTTTGTCACTTTTGTCAATTCAGTAT
TTTTCATTCGTAGAATCTTTAGGCGCTTGCCAACTTTTGTCACTTTTGTCAATTCAGTAT

TCTTCATAAGTAGAGTCGTTCGCAGGTTGCCATCTTTAGTGACGTTTGCGAATACTTTGT
Kk kkkkk  kkkkk kK kk Kk Kk Kkkkkkk Kkkkk Kkk Kkk Kkkhkkk  kkk ¥ Kk K

TAGTTATTAGTATGTTAACTAGTGTAGTAGCAATGTGTCAGGCAATAATCTTGGACCATA
TAGTTATTAGTATGTTAACTAGTGTAGTAGCAATGTGTCAGGCAATAATCTTGGACCATA
TTATAACGAGCTTATTTGTCAGCATCGTTTCAATTTTACAGAGTATTATTTTGGAACATC

* *  x * % *  kx * % * kK * Kk kK Kk * ok * *k KKk KKhkkkKk KKk

GAAAGTATAAGAGAGAGATTGAATTGATGCAGATTGAGAAGAATGAAATTGTCTGCATGG
GAAAGTATAAGAGAGAGATTGAATTGATGCAGATTGAGAAGAATGAAATTGTCTGCATGG
GAATGTACAAGCAGCAGGTCTTACAAATGAAACTGGAGAGCGATGAACGAGTGTGTATCG

*kk Kkkhkk Kk k * kK * Kk kK * ok kkk * ok ok Kk Kk KKk Kk KKk K

AGTTATACGCTAGTTTACAGCGCAAGCTCGAACGCGATTTTACATGGGATGAGTATATAG
AGTTATACGCTAGTTTACAGCGCAAGCTCGAACGCGATTTTACATGGGATGAGTATATAG
AGTTGTACGCTAGCTTGCAAGCAAAGTTGGGACGAACTTTCACGTGGGAAGAGTTCATAG

khkkk Khkhkkkkkk KKk Kk *Kkk Kk Kk kKK KhkKk kk Khkkkk krkkk * kK K

AATATTTGAAGTCAGTAAACCCTCAAATAGTTCAGTTTGCACAAGCACAGATGGAGGAAT
AATATTTGAAGTCAGTAAACCCTCAAATAGTTCAGTTTGCACAAGCACAGATGGAGGAAT
AGTATTTACAAACGGTGAACCCCAATATCGTAGCATTTGCTGAGGCTCAAATGGCACAGC

* kokk ok ok * * kK kA Kk kKk * kK kK Kk ok ok Kk Kk kk kk kkkk *

ATGAGGTGCGACATCAG 1095
ATGAGGTGCGACATCAG 1095
ATATCGTGGAACATCAG 1095

* K * KKk Kk ok Kk kK

838
838
838

898
898
898

958
958
958

1018
1018
1018

1078
1078
1078

99



Apéndice 6. Alinhamento miiltiplo utilizando o programa CLUSTAL W para a
sequéncia de nucleotideos da CI entre os isolados BIMV-SP e outros isolados de PVY.

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

CCTTGGATGATGTGATCAAGAACTTCGATGAGAGAAATGAGACTATAGATTTCGAATTAA
CCTTAGATGACGTAATCAAGAACTTTGATGAGAGAAATGAAGTTATAGATTTTGAATTGA
CACTCGATGATTTTGTAGAAAACTTCGACGAGCGCAATCAAACAGTCGACTTTGAGCTTG

* * Kk k kK * * * kkkkk Kk kkkx Kk Kkkk Kk * Kk kkx kK *

GTGAGGACACGATTCGAACATCATCAGTGCTAGATACAAAGTTTAGCGATTGGTGGGACC
GTGAGGACACAATTCGAACATCATCGGTTTTGGATACAAAGTTTAGTGATTGGTGGGACC
ATGACGATATTGCACAGAATCAAAATGCGTTAGATATCAAGTTTACAGACTGGTGGGATA

*kk kk K * * * * *  kk kK *okkok ok ok ok Kk kkkkkk kK

GGCAAATTCAGATGGGACATACACTTCCACATTATAGAACTGAGGGGCATTTCATGGAAT
GGCAAATTCAGATGGGACATACTCTTCCACATTACAGAACCGAGGGGCATTTCATGGAAT
AGCAAGTGCAGTCAGGCTTCACAATTCCTCACTACCGGACTGAAGGGTATTTCATCGAAT

*kkk Kk Kk*k * % * Kk *kkk kK kK * Kk kk Kkhkk KkAkkkkrkk KhkkKk

TTACAAGAGCAACTGCTGTCCAGGTGGCTAATGACATCGCCCATAGTGAACATCTGGATT
TTACAAGAGCAACTGCTGTCCAAGTGGCTAATGACATTGCCCATAGTGAGCATCTGGACT
TCACAAGAGCAACTGCAGCTCAGGTTGCCAGTGATATTGCACAGAGTGAACACTTAGACT

Kk KKk kkKkhkAkKkhk KKk h KK K kk Kkk Kk Kk Kkkk Kk Kkk Kkk Kkhkkkk Kk * KKk K

TCCTAGTGAGGGGAGCTGTCGGATCTGGAAAGTCTACTGGGCTGCCTGTTCATCTTAGTG
TCCTGGTGAGGGGAGCTGTTGGATCTGGAAAATCAACTGGGTTGCCTGTTCATCTTAGTG

TTCTCATCCGGGGAGCTGTAGGATCTGGGAAATCAACAGGGTTGCCAACACAACTCAGTC
Kk okok ok kkkkkkkokkk kkkkkkkk kk kk kk kkk kkokok *k kk kkk

TGGCTGGATCCGTGCTCTTAATCGAACCAACGCGACCACTAGCAGAGAATGTTTTCAAAC
TGGCTGGATCTGTGCTTTTAATCGAACCAACGCGACCATTAGCAGAGAATGTTTTCAAAC
AGACAGGAACAGTTTTATTACTCGAACCAACTAGACCACTAGCGGAAAACGTTTTTAAAC

* ok kxkk Kk KK * kkKk KAk kkhkAKKKAK Kkhkkkk Khkkk Kk Kk kkkkk KKKk

AGCTATCTAGCGATCCATTCTTCAAGAAACCAACGCTGCGCATGCGCGGAAATAGTGTAT
AGCTATCTAGCGAACCATTCTTCAAGAAGCCAACATTGCGCATGCGTGGAAATAGTGTAT
AGTTGTCGAGTAGTCCATTCTTTCAAAAACCAACACTCCGCATGAGGGGAAGTAGTGTTT

*k kK kK kK Kk Kk kK Kk kKK *x kK KkkKk kK Kk kkkkkk Kk KAkkk KkkAkkkk Kk

TTGGTTCATCTCCAATCTCCATTATGACTAGCGGATTTGCATTGCATTATTTCGCCAATA
TTGGTTCGTCTCCAATCTCCGTTATGACTAGTGGGTTTGCATTACACTATTTTGCCAATA
TCGGGTCCTCCCCAATCTCGATTATGACGAGTGGATTCGCTTTGCATTACTTCGCTCATA

* kk kk Kk kkkkkkKkK Khkhkkkhkkk Kkk Kk Kk Kk Kk *kk Kkk Kk*k K** * KKk

ATCGCTCTCAATTGAGTCAGTTCAACTTCGTGATATTCGACGAGTGTCATGTCCTAGATC
ATCGCTCTCAATTGAGTCAGTTTAACTTTGTGATATTTGATGAGTGTCATGTCCTAGATC
ACAGAACACAATTGGCTAGCTATGATTATGTGATCATTGATGAGTGCCATGTTATGGATT

* * Kk ok k ok ok ok ok * * *  x * ok ok ok ok * kk kkkkk kkkkk * kokk

CTTCAGCAATGGCATTCCGTAGTCTACTGAGTGTCTATCACCAAGCGTGCAAAGTGCTAA
CCTCTGCAATGGCATTTCGTAGTTTACTGAGTGTCTATCACCAAGCGTGTAAAGTGCTAA
CCAGTGCCATGGCATTTCGTGGTTTGTTGAGCTTGCATCACAAAGCGTGTAAAGTTTTGA

* KKk kkkkkhkhkkk Kkk Kk K * Kk Kk k * Khkkkk Khkhkhkkhkhkk KAk KxKx * Kx

AAGTTTCAGCCACTCCAGTGGGAAGGGAAGTTGAGTTTACGACACAGCAGCCAGTCAAGC
AAGTTTCAGCTACCCCAGTGGGAAGGGAGGTTGAATTTACGACACAGCAGCCAGTCAAGC
AAGTTTCAGCAACTCCACCAGGCAGAGAGGTTGAATTCACAACTCAGTATCCAGTGAAAT

kkhkrkkkhkkrxkkhkkx *k kkhk*k *k kk kk KAkkkk Kkk kk kk kxkk Kk Kkrxkkk k%

TAATAGTAGAAGATACACTATCTTTTCAATCCTTTGTTGATGCACAAGGTTCTAAAACTA
TAATAGTAGAAGATACACTGTCTTTTCAATCTTTTGTTGATGCACAAGGTTCTAAAACTA
TAGTAATCGAGGATAATCTCTCATTCAAATCTTTTGTTGAAGCACAAGGAACTGGTAGCA

*k kk Kk kk KKhkkKk * Kk Kk kK Khkkhkk KkhkkhkAkkkhhAkk KAk kKAhkKk K * Kk * *

ACGCTGATGTCATCCAGTTTGGTTCAAATGTACTTGTGTACGTGTCGAGTTACAATGAAG
ACGCTGATGTCGTCCAGTTTGGTTCAAATGTACTTGTGTACGTGTCGAGCTATAACGAAG
ATGCCGACATGATCAAACACGGACACAACATACTGGTCTACGTCGCAAGTTACAATGAAG

* kk k% * * Kk Kk * Kk * K *kkhkk Kk kK Kkkhkkkk * Kk KAk KKk Kkkkk

60

60

120
120
120

180
180
180

240
240
240

300
300
300

360
360
360

420
420
420

480
480
480

540
540
540

600
600
600

660
660
660

720
720
720

780
780
780

100



PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

TAGATACCTTGGCTAAACTCTTAACAGATAAGAATATGATGGTCACAAAGGTTGATGGCA
TTGACACTTTGGCCAAACTCTTAACAGATAAAAACATGATGGTCACAAAGGTCGATGGCA
TTGACTCTTTATCCAAGATGTTGACGGATAAAAACATGATGGTAACAAAAGTAGATGGGA

* Kk * kK * kK * Kk Kk KAk kk kk AkkhkAkkkhkkkx Khhkkkk kk Akkkk K

GGACAATGAAACATGGTTGCCTAGAGATTGTCACGAAGGGAACTAGTGCAAAACCACACT
GAACAATGAAGCATGGTTGTCTAGAGATCGTCACAAAAGGAACCAGCGCAAGACCACACT
GAACAATGAAACATGGGAGTCTCGAAATTGTCACTAGAGGAACTCAAGAAAAAGCACATT

* Kkkkkrxkkhkk kkkkk * Kk kkx kK kkkkk K * Kk Kk kK * kk Kk Kkkkk K

TTGTTGTAGCAACCAACATAATTGAAAATGGAGTGACTCTGGACATAGATGTGGTTGTGG
TCGTTGTAGCAACCAACATAATTGAAAATGGAGTGACCCTGGACATAGATGTGGTTGTGG
TCATAGTCGCTACCAACATAATCGAGAATGGTGTTACGTTAGACATTGATGTGGTTGTTG

* Kk Ak kK KkAkAkkKkAAkKkAA AKXk KAk KAk kk kk Kk Kk kkkkk KkAkAkkkAkAkhkkAk Ak K

ATTTTGGGCTCAAAGTGTCACCATTTCTAGACATTGACAATAGGAGTATTGCCTACAACA
ATTTTGGGCTCAAAGTATCACCATTCCTAGATATTGACAATAGGAGTATTGCCTACAATA
ACTTTGGAGTGAAGGTATCTCCTTTCTTGGACATTGACAATAGAAGTGTAGCATATAATA

* Kk kKK * Kk KKk Kk KKk Kk Kk kKk KkkKkkhkAhkhkAK Kkhkk Kk Kk Kk Kk K

AGATTAGTGTCAGCTATGGTGAAAGAATTCAGAGGTTGGGTCGTGTTGGGCGCTTCAAGA
AGATTAGCGTCAGCTATGGGGAAAGAATCCAGAGGTTGGGCCGTGTTGGACGCTTCAAGA
AAGTCAGTGTGAGTTATGGAGAACGAATTCAACGGCTAGGACGAGTTGGGCGCGTTAAGC

* * kK kK kK kkkkk kkKk Kkhkxkk KK *hk K kK kk KkkkKk Kkk K KKK

AAGGAGTAGCATTGCGCATTGGACACACTGAAAAGGGAATCATTGAAATTCCAAGCATGA
AAGGAGTAGCACTGCGCATTGGACACACTGAAAAGGGGATCATTGAAATCCCAAGTATGG
CAGGTGTTGCATTGAGAATCGGACATACTGAGAAGGGACTGATCGAAATACCAAGTATGA

Kkhkk kk khkk kK Kk Kkk Kkhkkkk Khkkkk KhkAkKkk Kk kK kkkkk kAkkkk KKk

TTGCCAGTGAAGCTGCTCTTGCGTGCTTTGCATACAATTTGCCAGTGATGACAGGAGGTG
TTGCCAGCGAAGCTGCTCTCGCTTGCTTTGCATATAACTTGCCAGTGATGACAGGAGGTG
TTGCAACAGAAGCTGCTCTAGCCTGCTTTGCTTACAACCTGCCAGTGATGTCCAGCAATG

K,k kK K Khkhkkhkhkkhhkkk KKk Khkhkkkkkk KKk KK Kk hkKkk kKK kKK K * * %

TTTCAACTAGCTTGATTGGCAATTGCACTGTGCGCCAGGTCAAAACAATGCAACAATTTG
TTTCAACTAGTCTAATTGGTAATTGCACTGTGCGCCAGGTCAAAACGATGCAACAATTCG
TTTCTACAAGTATCATAAGCAACTGCACTGTCCGACAAGTTAAAACAATGCATCAATTTG

*kkk kk kK *  kx * kk kkkkkkhkkk kk Kkk Kkk khkkkk Kkhkkkk Kkhkkkk K

AATTAAGTCCCTTCTTTATCCAGAACTTTGTTGCTCACGACGGATCGATGCATCCTGTCA
AACTGAGTCCCTTCTTCATCCAGAACTTTGTCGCTCACGATGGGTCAATGCATCCTGTTA
AGTTGAGCCCTTTCTTTGTGTACAATTTTGTCGCACACGATGGAACGATGCATCCAGAGA

* * kk Kk Kkkkkk * * kK KAk kk kk Kkkkhkk kK * Kk kkrkkkk K *

TACATGACATTCTCAAGAAATATAAACTTCGAGACTGTATGACACCTCTGTGCGATCAGT
TACATGACATTCTCAAGAAATATAAACTTCGAGACTGTATGACACCTCTGTGCGATCAGT
TTCACAAGATTCTTAACAAGTACAAGTTACGGGATTCAATCACACCTCTGTGTGAGCAGT

* ok k Kk kkkkk kk kk Kk Kk * kk kx K Kk kkkkkkhkkkhkk Kk kkkk

CCATACCGTACAGGGCCTCGAGTACTTGGTTGTCTGCGGGCGAATACGAGCGACTTGGAG
CTATACCGTACAGGGCTTCAAGTACTTGGTTGTCAGTGGGCGAATATGAGCGACTTGGAG
CGGTACCATATCGAGCTTCAAGCAGTTGGTTAACTGTCTCAGAATACGAGAGGATGGGGA

* Kk Kk kK KK * KKk kK kK Kk KArkkkKk*k * K kkkkk Kkk Kk * k%

TGGTTTTGGATATTCCAAATCAAGTCAAAATTGCATTTCACGTGAAAGAGATTCCTCCAA
TGGTTTTGGATATTCCAAATCAAGTCAAAATTGCATTTCATGTTAAAGAAATTCCTCCCA
TAGTTTTTGATCTACCACAACAGACAAAAATTGCCTTCCATATTCGAGATGTTCCACCAA

* kkkkk KAk Kk kkk Kk Kk *kkrkkkkx kK kK * * kK *kk Kk kK Kk

AGCTTCACGAAATGCTGTGGGAAACAGTGGTTAAGTACAAAGACGTTTGTTTGTTTCCAA
AGCTTCACGAAATGCTGTGGGAAACGGTGGTTAAGTACAAAGACGTTTGTCTIGTTTCCAA
AACTGCACGAATCACTTTGGAACACCGTGGAAAAATTTAAGGATGTGTCGATTTTTCCAA

* kk kkkkKkK *k Kkkk Kk kK KAkk*k * Kk Kk R S K KA Kk KKK K

GCATTCGGGCATCTTCTATTAGCAAAATCGCATACACATTGCGCACAGATCTTTTTGCTA
GCATTCGAGCATCCTCTATCAGCAAGATCGCATATACATTGCGCACAGATCTTTTTGCCA
GCATTCGTTCTGCTTCAATAAGCAAAATTGCATATACTCTGAGTACAGACCTGTTTGCGA

Kok ok k ok kK * Kk kK kK kkkkk Kk kkkkk KKk KKk K kkkkk KKk KkKkKkKk K*

840
840
840

900
900
900

960
960
960

1020
1020
1020

1080
1080
1080

1140
1140
1140

1200
1200
1200

1260
1260
1260

1320
1320
1320

1380
1380
1380

1440
1440
1440

1500
1500
1500

1560
1560
1560

1620
1620
1620

101



PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

PVYLYE
PVYSN
BiMVSP

TCCCAAGAACTCTAATATTGGTAGAGAGGTTACTTGAAGAGGAGCGAGTGAAACAAAGCC
TCCCAAGGACTTTAATATTGGTGGAGAGATTACTTGAAGAGGAACGAGTGAAGCAAAGCC

TTCCAAGAACACTCATTTTTGTGGACAGGCTGATTGAAGAGGAACGAACTAAACAGAGTC
Kk kokkkk kk ok kK kk kk kk kk Kk kkkkkkkkkk  Kkokok kk kk kk K

AATTCAGAAGTCTTATTGACGAGGGATGTTCAAGTATGTTCTCAATCGTCAACTTGACTA
AATTCAGAAGTCTTATTGATGAAGGATGTTCAAGCATGTTCTCAATTGTCAACTTAACCA
AGTTCCGTAGCTACATTGATAGTGGTTGCTCTAGTATGTTTTCGATTTTAAACTTGACAA

* kkk ok kK * Kk Kk ok k *k kk Kk kx Kkhkkkk kk kK * Kkxkkk kK Kk

ACACTCTTAGAGCTCGATATGCAAAGGACTATACTGCAGAGAACATACAGAAACTCGAGA
ACACTCTTAGAGCTAGATATGCAAAGGACTACACCGCAGAGAACATACAGAAACTCGAGA
ATACTTTACGCTCCAAATACGCGAAAGATTACACAACAGAAAACATTCAGAAACTGGAGC

* kkKk K * * kkk Kk Kkk Kk Kk kK Khkkhkk Kkhkkkk KAhkkAkrAkkk Kk KkK

GAGTGAGAAGTCAATTGAAAGAATTCTCAAATTTAGATGGCTCTGCATGTGAGGAAAATT
AAGTGAGAAGCCAATTGAAAGAATTCTCAAATTTAGATGGCTCTACGTGTGAGGAAAATT
GAGTTAGGAATCAATTGAAAGAATTTCATAACCTCGGTGGTTCGGCTGACGAGCACAACT

*KhkKk kk K khkkKkhkhkKkhkhkkhk kKK * % * ok kxkk Kk * *KkKk Kk KKk K

TAATAAAGAGGTATGAGTCCTTACAGTTTGTTCATCAC 1898
TAATAAGGAGGTATGAGTCTITTGCAGTTTGTACACCAC 1898
TGATAAAGCGGTTTGAGTCGCTTCAGTACGTGCACCAC 1898

* kkkk Kk Kkhkk KkkKkkKkK * kKKK *k Kk KkhkKx

1680
1680
1680

1740
1740
1740

1800
1800
1800

1860
1860
1860

102
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Apéndice 7. Alinhamento multiplo utilizando o programa CLUSTAL W para a

sequéncia de nucleotideos da VPg entre os isolados BiIMV-SP e outros isolados de PVY.

PVYSN GGAAAAATAAATCCAAGAGAATTCAAGCCTTGAAGTTTCGCCATGCTCGCGACAAGAGGG 60
PVYLYE GGAAAAATAAATCCAAAAGAATTCAAGCTCTAAAGTTTCGACATGCTCGCGACAAGAGGG 60
BiMVSP GGAAAACAAAGGCAAAAAGAATTCAAGCACTCAAGTTCAGAAGGGCCAGAGATAAGCGAG 60
Kk k ok ok k * % * kk khkkhkkkkhkkhkkkkx * ok k ok k ok * * % *x kk Kkkk Kk ok
PVYSN CTGGCTTCGAAATCGACAATAATGATGACACAATAGAGGAATTCTTTGGATCTGCATACA 120
PVYLYE CTGGCTTTGAAATTGATAACAATGATGATACAATTGAAGAATTCTTTGGATCTGCATACA 120
BiMVSP CGGGTTTTGAGCTCGATAATAACGATGACACAATTGAAGAATTCTTTGGATCCGCGTACA 120

* kk kk kK Kk kk kk kk kkkhkk khkkhkhkk Kk hAkkhkAkAAKkAAKAA KAk KAk Kk

PVYSN GGAAGAAAGGAAAAGGTAAAGGCACCACAGTTGGTATGGGCAAGTCGAGTAGGAGATTCA 180
PVYLYE GAAAGAAAGGAAAAGGCAAAGGCACCACAGTTGGCATGGGCAAGTCAAGCAGGAGGTTCG 180
BiMVSP GAGAGAAGGGCAAGAAGAAAGGGACAACAGTTGGCATGGGAAAATCAAATAGACGATTTA 180
* kKK kk KKk khkhkkhk kk Khhkhkhkhkkkk khkhkkk kk Kk K * * * Kk x
PVYSN TCAACATGTATGGATTTGATCCAACAGAGTACTCATTCATCCAATTCGTTGATCCACTCA 240
PVYLYE TCAACATGTATGGATTTGATCCAACAGAGTACTCATTCATCCAATTCGTCGATCCACTCA 240
BiMVSP TCAACATGTATGGTTTCGAACCAGGGGAGTTTTCATACATTCAGTTTGTGGACCCCTTGA 240
khkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkkhkkk *k Kk K*khkk * ok kK khkkk khkk kk kk Kk kk KKk * K
PVYSN CTGGAGCACAAATAGAAGAGAATGTCTATGCTGACATTAGGGATATTCAAGAAAGATTTA 300
PVYLYE CTGGAGCACAAATAGAAGAGAATGTCTATGCTGATATTAGAGATATTCAAGAAAGATTTA 300
BiMVSP CTGGTGCTCAAATTGAAGAAAATGTTTATGCTGATATCTTGGATGTTCAGGAACGTTTTG 300
Kkkk kk Kkkkk KAkkk Kkkkk hkkAxkhKk KK kkk kkkk Kkk Kk KKK
PVYSN GTGAAGTGCGAAGGAAGATGGTTGAGGATGACGAAATAGAAACGCAAGCCTTGGATAGTIC 360
PVYLYE GTGAAGTGCGGAAGAAGATGGTCGAGGACGACGAAATAGAAATGCAAGCCTTGCGTAGCA 360
BiMVSP GTGATATCAGACGCAAGCTGATAGAGGAAGATGAGTTAGATCCACAATTGACATATACAA 360
* Kk Kk Kk * * *kkhkk kk ok kxkkk kk kK * Kk K Kk * k * * %
PVYSN ACACGAGCATACATGCTTACTTCAGGAAAGATTGGTCTGACAAAGCTTTGAAGATCGACT 420
PVYLYE ACACGAACATACATGCCTACTTTAGGAAAGATTGGTCTGACAAAGCTTTAAAGGTCGACT 420
BiMVSP ATACAGCGATTCATGCGTATTTAAGGAAAGACTGGTCGAATAAAGCCCTCAAAGTCGATT 420
* KK kk kkkkk Kk kk kkkkkkkk Kkkkk K Kkkkk Kk Kk KkxkKk K
PVYSN TAATGCCACATAACCCACTTAAGGTTTGTGACAAAACAAATGGCATTGCTAAATTCCCTG 480
PVYLYE TAATGCCACATAACCCACTTAAGATTTGTGACAAGACAAATGGCATTGCCAAATTTCCTIG 480
BiMVSP TACTGCCACACAATCCGTTGAAAATATGCGACAAGACAAATGGAATCGCAAAGTTTCCAG 480

*k Kkhkkkkkk KKk KK * Kk Kk kk kkkkk KAAkhkAkkAkhkKk KAk Kk Kk *k Kk K*

PVYSN AGAGAGAGTTTGAACTGAGGCAGACTGGACCAGCTGTGGAAGTTAATGTGAAGGACATAC 540

PVYLYE AGAGGGAGTTCGAATTAAGACAAACTGGACCAGCTGTAGAAGTCGATGTGAAGGACATAC 540

BiMVSP AACGAAAAGGCGAGCTTCGCCAAACTGGCGGCGCAGTTGAGGTGGATGTTGAGGATATTC 540
L Kk Kk kK Kkkkok Kk kk kK Kk kKKK kkkKk KKk Kk

PVYSN CAAAACAGGAAGTGGAGCACGA 562

PVYLYE CAAAACAGGAAGTAGAGCATGA 562

BiMVSP CAAAAGTGAAGGTTGAACACGA 562

* Kk ok K * ok kk kk Kk Kk
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Apéndice 8. Alinhamento multiplo utilizando o programa CLUSTAL W para a

sequéncia de nucleotideos da Nla entre os isolados BiMV-SP e outros isolados de PVY.

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

GCGAAATCGCTCATGAGAGGTTTGAGAGATTTCAATCCAATTGCCCAAACAGTTTGTAGG
GCCAAATCGCTCATGAGAGGCTTAAGAGATTTCAATCCAGTCGCCCAGACAGTTTGTAGG
TCGAAGTCCTTAATGAGGGGTTTGAGGGATTACAACCCAATAGCGCAGACAGTTTGCAGG

* kK kK * kkkkk kK Kk Kk Kkkkhkk Kkhkk kkk Kk Kk kk kkkrkkkkk KKk

TTGAAAGTATCTIGTTGAGTTTGGATCGTCAGAGGTGTATGGTATTGGGTTTGGGGCTTAC
TTGAAGGTATCTGTTGAGTTTGGAACGTCAGAGTTGTATGGTATTGGATTTGGGGCATAC
TTGAAGGCAAAAACAGAGCATGGTGTTTCGGAGATGTTCGGAATTGGCTTTGGAGCGTAC

*KkkkKk Kk K * ok k * Kk k Kk kkk KKKk Kk kkkkk Kkhkkkk Kk KKk

ATAATAGCAAATCACCATTTGTTCAAGAGCTATAATGGTTCAATGGAAGTGCGATCCATG
ATAATAGCGAATCACCATTTGTTTAAGAGTTACAATGGCTCAATGGAGGTGCGATCCATG
ATCATCACGAACCACCATTTCTTGAAGAGTTTTAATGGTACGCTTGAGGTTCGCTCGCAT

* Kk Kk Kk kk kkkkkkkk Kk KkhkkkKk K * ok kK Kk * * kK kk kK kK

CATGGCACGTTTAGGGTGAAGAACCTACACAGTTTIGAGTGTTTTGCCAATCAAGGGTAGG
CATGGTACGTTTAGGGTGAAAAACCTACACAGTTTGAGTGTTTTGCCAATTAAGGGTAGG
CACGGAATTTTCAAAGTCACAAATATGATGAGCTTGCAAGTGAAACCAATTACAGGACGT

Kk kK K * Kk Kk * kK * * * KKk Kk ok * * Kk kkk K * * *

GACATCATCCTCATCAAAATGCCAAAGGATTTCCCTGTTTTCCCACAGAAGCTACGTTTC
GATATCATCCTCATCAAAATGCCAAAGGATTTCCCTGTTTTCCCACAAAAGCTACGTTTC
GACATTGTCATTATAAAGATGCCAAAAGACTTTCCAGTATTCCCTCAGAGAATACATTTT

* Kk kK kk kK Kk kK KkkhkAkkkhkkrkk kk kk Kkk Kkk kkkkxk Kk K * kK kKK

CGAGCTCCAACACAGAACGAAAGAATTTGTTTAGTCGGGACAAACTTTCAGGAGAAATAT
CGAGCTCCAAAGCAGAATGAAAGAATTTGTCTGGTCGGGACAAACTTTCAGGAGAAATAT
AGAGCACCAAACAGAAACGAACGCATTTGTTTAGTCGGAACAAACTTTCAAGAGAAGTCA

Kk kK Kk Kok Kk kkk Kk kkhkkkhk Kk kkhkk Akkkkhkkhkkk Akhkrkkk K

GCATCTTCAGTTATCACAGAAACTAGCACCACTTATAATGTGCCAGGTAGCACTTTTTGG
GCATCTTCTATTATTACAGAGACTAGCACTACCTACAATGTACCGGGTAGCACTTTTTGG
GTGTCTTCAACAGTTACTGAGACGAGTGCAACTTACGCCGTTCCACGAAGCACGTTCTGG

* * Kk kK Kk * kK kK kk Kk * Kk kK * Kk Kk *x kkkkk Kkk Kk *k

AAGCATTGGATTGAGACAGATGATGGACATTGTGGATTGCCAGTAGTGAGCACCGCTGAT
AAGCACTGGATTGAAACGGATGATGGACATTGTGGATTGCCAGTAGTGAGTACCGCTGAT
AAACATTGGATAGCAACAGATGATGGGCATTGTGGTTTACCAGTAGTTAGTACGCTTGAT

*k KKk KhkkkKk K Kkhk Kkhkhkkkhkhkkkhk Khkhkkhkhkkk KKk Khkhkkkrkkk KKk Kk * kK K

GGATGTCTGGTTGGAATACACAGTTTGGCAAATAATGTGCAGACCACAAACTACTACTCA
GGATGTCTGGTTGGAATACATAGTTTGGCAAATAATGTGCAAACCACGAACTACTACTCA
GGAAACATCATTGGTCTTCACAGTCTTGCAAACAATTCAACGAGCGAGAATTATTATGCT

* Kk ok * * K kK K okk kkk ok kkkokk kokok *  x * ok kok koK *

GCCTTTGATGAAGATTTTGAGAGCAAATATCTTCGAACTAATGAGCACAATGAATGGATC
GCCTTTGATGAAGATTTTGAGAGCAAGTATCTCCGGAATAATGAGCATAATGAATGGATT
GCTTTCGATGAGGAATTTGAACCCAAGTACTTACGAAACGCAGAACATGGTGAGTGGGTG

Kk kk kkkkk Kk KkkKkK *Kkk Kk * kK x Kk Kk *KkKk kkk Kk

AAATCCTGGGTTTACAATCCGGATACAGTGTTGTGGGGTCCGCTGAAACTGAAACAAAGC
AAATCCTGGGTATACAATCCGGACACAGTGTTGTGGGGTCCACTAAAACTTAAGGAGAGT
AAGAATTGGAGATACAATCCTGATACAGTTGTITTGGGGTTCCTTGGAGTTGAAGCAGAGC

* % * ok x Kk hkKkhkk KKk KKk Khkxkkk * kkkKkKkKk K * * * kK *  kx

ACTCCTAAAGGGCTGTTTAAAACAACTAAGCTTGTGCAGGATTTAATAGATCATGATGTG
ACTCCTAAAGGGTTATTTAAAACAACTAAGCTTGTGCAGGACCTAATAGATCATGATGTA
ACACCATCGGGATTATTTAAAACCACTAAGATTATTGAGGACTTGATGAATCATAACACA

* Kk Kk * K k kkkkkhkkhkk KhkkAkkk KKk K * Kk ok K *  kKx kkkkKk K

GTTGTGGAGCAG 732
GTTGTGGAGCAG 732
GTGAGAGAGCAA 732

* % * kK Kk Kk

60
60
60

120
120
120

180
180
180

240
240
240

300
300
300

360
360
360

420
420
420

480
480
480

540
540
540

600
600
600

660
660
660

720
720
720
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Apéndice 9. Alinhamento multiplo utilizando o programa CLUSTAL W para a

sequéncia de nucleotideos da NIb entre os isolados BIMV-SP e outros isolados de PVY.

PVYSN GCCAAGCACTCTGCATGGATGTATGAAGCTTTGACAGGAAATCTACAAGCTGTGGCAACA 60

PVYLYE GCTAAACACTCTGCATGGATGTATGAAGCTCTGACAGGAAATTTACAAGCTGTGGCAACA 60

BiMVSP TCGAAAAGCTCAACATGGATGTTTGATGCTTTGAAGGATGGTTTACAGGCTGTTGGTTAC 60
* kK * kK *hkkhkkhkhkhkhkkk khkk Kkk Kkkhkk * * kkkhkk khkkkk K

PVYSN ATGAAGAGCCAACTAGTAACCAAGCATGTGGTTAAAGGAGAATGTCGGCATTTCAAAGAA 120

PVYLYE ATGAAGAGTCAACTAGTGACGAAGCATGTGGTTAAAGGAGAGTGCCGACATTTCAAAGAG 120

BiMVSP ATGAAAAACCAACTGGTTACGAAACATGTTGTGAAGGGAGAGTGTAGGCACTTCAAAGAA 120

Kk kkKk K Khkkkk Kk kk kk Kkkhkkkk Kk Kk KAkkkk Kk Kk kK kkKk kKK KkK

PVYSN TTTCTAACTGTGGATGCAGAGGCGGAGGCATTTTTCAGGCCCTTAATGGATGCCTATGGG 180
PVYLYE TTTTTGACTATAGATGCGGAGGCGGAGGCGTTCTTCAGACCTTTAATGGATGCCTATGGG 180
BiMVSP TTCCTCACAATTGATCAAGAAGCATCTGATTACTTCAGGCCACTGATGGACGCTTATGGA 180
* % * Kk k * Kk k Kk * Kk kK * * Kk Kk khkk kKk * kkkkhkk kK Kkkhkkkhkk
PVYSN AAGAGCTTGCTGAATAGAGATGCATATATAAAAGATATAATGAAGTACTCAAAACCCATA 240
PVYLYE AAGAGCTTGCTGAATAGAGATGCATATATAAAGGATATAATGAAGTATTCAAAACCCATA 240
BiMVSP AAGAGTCTCTTAAATCGTGAAGCATACATAAAAGACATAATGAAATATTCAGAACCAATT 240

* ok koK ok * Kk kkk ok kk kkkhkk kkkkk kk khkkkAkhkk kk kAkk Kkkk kK

PVYSN GATGTCGGAATTGTGGATTGTGATGCATTTGAAGAAGCCATCAATAGAGTTATCACTTAT 300
PVYLYE GATGTTGGAATTGTGGATTGTGATGCATTTGAAGAAGCCATTAATAGAGTCATCATCTAT 300
BiMVSP GAGATTGGAGTTGTGGATTGTGATGCTTTTGAAGAGGCAACTGCGCGCGTTATACTTTAT 300
Kk ok kkk kkkkkkAkhkkkkkAKkh Kkkkkkhkhk Kk * * kx ko *xx
PVYSN TTGCAAATGCACGGTTTTCAGAAGTGCGCATACATCACTGATGAACAAGAGATCTTCAAA 360
PVYLYE TTGCAAATGCACGGTTTCCAGAAGTGCGCATATATTACTGATGAGCAGGAAATCTTCAAA 360
BiMVSP TTGCAAATGAAAGGATTCCGTCAGTGCTCCTTCATAACAGATGAGCAAGAGATTTTTAAG 360
kkhkrkkkkrxkk *x kkx Kkk K *kxkk kK Kk KAk Kkrkkkk kk kk kk Kk kK
PVYSN GCACTCAATATGAAAGCCGCTGTTGGAGCTATGTATGGTGGCAAGAAGAAAGATTATTTIT 420
PVYLYE GCACTCAACATGAAAGCTGCTGTTGGAGCCATGTATGGTGGCAAGAAGAAAGACTATTTT 420
BiMVSP GCGTTAAATATGAAAGCAGCAGTTGGAGCCATGTATGGTGGAAAGAAGAAAGAATACTTT 420

* K K kk kA AKkKhAAKh Ak KAAKkKAAKhKA KA AAKKAAKRKAKN FAXAKFAAXK*AAK* KKk KKrkk

PVYSN GAACACTTCACTGATGCAGACAAGGAAGAAATTGTTATGCAGAGCTGTTTGCGATTGTAT 480
PVYLYE GAACACTTCACTGATGCAGACAAGGAGGAAATTGTTATGCAGAGTTIGTCTGCGGTTGTAT 480
BiMVSP GAGAACTTTTCGGACGAAGACAAAGAGGCAATAGTCATGCAAAGTTGCTTACGACTGTAC 480

* % * kK K Kk kK ok Kkkkkkk Kk Kk Kkkk Kk Kkkkk Kk KK * Kk * Kk kK

PVYSN AAAGGCTTGCTTGGCATTTGGAATGGATCACTAAAAGCAGAGCTTCGGTGTAAAGAGAAA 540
PVYLYE AAAGGCCTACTTGGTGTTTGGAACGGATCGCTGAAAGCAGAGCTCCGGTGTAAAGAGAAG 540
BiMVSP AAGGGACAAATCGGAGTTTGGAATGGGTCTCTAAAAGCAGAACTGCGGTGCAAAGAGAAA 540
K,k KK Kk Kk kkkAAkhkk Kk Kk kk KAKkhkkkkk Kk KAKAK Kk kKA KK
PVYSN ATACTTGCAAATAAAACGAGGACATTTACCGCTGCACCACTAGATACTCTACTGGGTGGT 600
PVYLYE ATACTTGCAAATAAAACGAGGACATTCACTGCTGCGCCACTAGACACTCTACTGGGTGGT 600
BiMVSP ATTCTTGCGAACAAGACACGCACGTTTACTGCAGCACCATTAGATACACTTICTIGGGTGGA 600

KKk kkkkk KKk KKk Kk Kk kK kK kK kK kK kkk Kkkk kK Kk KAkKkhkKkKk KK

PVYSN AAAGTGTGTGTCGACGACTTCAATAATCAATTTTATTCAAAGAATATTGAATGTTGTTGG 660
PVYLYE AAAGTGTGTGTTGATGATTTTAACAATCAATTCTACTCAAAGAACATCGAATGTTGTTGG 660
BiMVSP AAGGTTTGTGTTGACGATTTCAACAACCAGTTTTACTCAAAGAACATTGAGTIGTTGTTGG 660

kk Kkk Khkkkhkk Kk Kk Khk Khk Kk Khk Kk Khk Khhkkhkhkkkhkk Khk K*k KAhkAkhkrAKAKKAK

PVYSN ACAGTTGGGATGACTAAGTTTTATGGTGGTTGGGACAAACTTCTTCGGCGTTTACCTGAG 720
PVYLYE ACAGTTGGAATGACTAAGTTTTATGGTGGATGGGATAGACTGCTTCGGCGTTTGCCTGAG 720
BiMVSP ACTGTTGGAATGACCAAGTTTTATGGCGGATGGAATAGATTGCTCAGAAGCCTACCTGAT 720

Kk kkkkk khkkhkhkkhk KAkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkk KAk Kkkk Kk Kk Kk Kk K%k * * * kkkokk

PVYSN AATTGGGTGTACTGTGATGCTGACGGCTCACAGTTCGATAGTTCACTCACTCCATACTTG 780
PVYLYE AATTGGATTTACTGTGATGCTGACGGCTCACAATTTGATAGTTCACTCACTCCATATTTG 780
BiMVSP GGTTGGATTTATTGTGATGCAGACGGATCACGATTTGACAGTTCTTTAACTCCATATTTA 780

khkkk k kk kkhkkrkkkAkk Krkkkk kkkk *k kk KAk kKk * Kkxkkkkrxkk kK



PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

PVYSN
PVYLYE
BiMVSP

ATCAATGCTGTTCTCATCATCAGGAGCACATACATGGAAGATTGGGATGTAGGGTTACAA
ATAAATGCTGTCCTCATCATCAGAAGCACATACATGGAAGATTGGGATGTGGGGCTACAA

ATAAATGCAGTGTTGTCGATTCGTAGTACATACATGGAAGATTGGGACATTGGTTTACAA
kk Kk kkk KKk K kk ok kk kkkkkkhkkkhkkkkhkkkhkkkk Kk Kk Kkkkk

ATGTTGCGCAATTTATACACAGAGATTGTTTACACACCCATTTCAACTCCAGATGGAACA
ATGTTGCGCAATCTATACACAGAGATTATTTACACACCCATCTCAACTCCAGATGGCACA
ATGTTAAAGAACTTGTACACAGAGATAATTTACACGCCAATCGCCACACCAGACGGAACA

* ok Kk KKk * % * KKk kKK kKK Kk KK KhkkKkKhkhkKk KKk KK * kk kkkkk KKk KKk

ATTGTAAAGAAGTTTAGAGGAAATAATAGTGGTCAGCCTTCTACTGTAGTGGATAACTCT
ATTGTCAAGAAGTTTAGAGGAAATAATAGTGGCCAACCTTCTACTGTGGTGGATAACTCT
ATTGTGAAAAAGTTTAGAGGGAACAACAGCGGTCAGCCTTCTACAGTTGTTGACAACTCT

Kkhkkkk Kk hhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkk kk *kk kk kk Ak hkhkkhkhkkkhkrAk kk *kk Kk kAkkhkkk

CTTATGGTTGTTCTCGCTATGCATTATGCTTTCATTAAGGAGTGCATTGAATTTGAAGAG
CTTATGGTTGTTCTCGCTATGCATTATGCTCTCATTAAGGAGTGCGTTGAGTTTGAAGAG
CTAATGGTTGTTCTGGCCATGCACTACGCGTTTGTGAGGGAAAATATAACATTTGATGAC

kk Kkhkkkhkhkkhkhkhkkhk Khk Khkrkkk Kk K% * * ok KkkKk * *hkkkKk Kk

ATTGACAACACGTGTGTIGTTCTTCGTCAACGGTGACGATTTATTAATTGCTGTAAATCCA
ATTGACAACACGTGCGTGTTCTTTGTTAATGGTGATGATTTACTAATTGCTGTAAATCCA
ATTGACAACTGCTGCAAATTCTTTGTCAATGGTGACGACCTCCTAATTGCCATCAATCCC

koK ok ok ok ok ok ok ok * * Khkkkk Kk kk kkkkk Kk * Kok ok ok ok ok ok * kkkokok

GAAAAGGAGAGCATGCTTGATAGATTGTCACAACACTTCTCAGATCTTGGTTTAAATTAT
GAAAAGGAGAGCATTCTTGACAGACTGTCACAACACTTCTCAGATCTTGGTTTAAATTAT
GAAAAGGAACACATGCTTGACAAATTCGCTTCTCATTTTTCGAATCTTGGCTTGAACTAC

* ok ok ok Kk ok kK khkk Kkkkkk Kk Kk K * K,k Kk Kk Kkhkkkkk Kk Kk KKk

GATTTTTCATCAAGAACACGAAACAAGGAAGAGTTGTGGTTTATGTCCCATAGAGGTTTG
GACTTCTCGTCAAGAACAAGAAATAAGGAAGAATTATGGTTTATGTCCCATAGAGGTTTG
GATTTTTCCTCTAGAACGAGAAACAAAGAGGAATTGTGGTTTATGTCACATAGAGGTTTG

*k kk kk kk krkkkKk *khkkhkk kk kk kk kk Akkkrkkkhkrkkk khkkhkrkk Ak kkkk

CTGATTGAGGGTATGTACGTGCCGAAGCTTGAAGAGGAAAGAATTGTATCTATTCTACAA
TTGATTGAGGGCATGTACGTGCCGAAACTTGAAGAAGAAAGAATTGTATCTATTCTACAA
GAAATAGAAGGAATGTATATTCCAAAGCTAGAAGAGGAAAGAGTTGTCTCAATCTTACAA

*k Kk Kk KAkkk*k Kk Ak kk kk kkkkk KAhkkkAkk KArkkk Kkk Kk * Kk kK Kk

TGGGATAGGGCAGATTTGGCTGAACACAGGCTCGAAGCAATCTGCGCAGCTATGATAGAG
TGGGATAGAGCAGATTTGGCTGAACACAGGCTCGAGGCAATTTGCGCAGCTATGATAGAG
TGGGATCGAGCTGAGTTGCCGGAACATAGACTGGAAGCGATTTGTGCTGCAATGATTGAA

kkhkkkkhkk Kk Ak kk Kkhkk Kk kkhkkrkk kk kk Kkk kk kk Kk *kk k*k kkrxkk Kk*k

TCATGGGGTTACTCTGAATTAACACACCAAATCAGGAGATTTTACTCATGGTTGTTGCAG
TCATGGGGCTACTCTGAACTAACACACCAAATCAGGAGATTCTACTCATGGTTGTTGCAA
GCGTGGGGCTATCCTGAATTGATACATCAAATACGCAGATTCTATTCATGGTTGCTTGAA

* KAk kkKk KKk KkkKkkk Kk Kk kkk KrkkkK Kk Ak KkkKk Kk KkAkAkkKkAAkKkk Kk *

CAACAACCTTTCGCATCAATAGCGCAGGAAGGAAAGGCCCCTTACATAGCAAGCATGGCA
CAACAACCCTTCGCAGCAATAGCGCAGGAAGGAAAAGCTCCCTACATAGCAAGCATGGCA

CAACAACCTTTTGCTACACTAGCTCAAGAAGGAAAGGCACCATACATTGCGAGTATGGCT
kkkkhkkkk Kk kk KKk kkkk Khk Kkkhkhkkkhkkk kk kk Khhkkkk Kk Kk Kkkkk

CTGAGGAAACTATACATGGATAGGGCAGTGGATGAGGAGGAGCTAAGAATCTTCACTGAA
TTAAGAAAACTGTACATGGATAGGGCAGTGGATGAAGAGGAGTTGAGGATCTTCACTGAA
CTGCGTCGATTGTATATGGATAGAATGGTAGACGAAGATGAGTTACATGAGTTCACAAAG

* * * ok kKk Kk kKkk KKK *k Kk Kk Kk Kkk Kk * ok kK Kk *

ATGATGGTTGCATTGGATGATGAGTTTGAATTTGACTCTTATGAAGTGCATCATCA 1556
ATGATGGTTGCACTGGATGATGAGTTTGAGTGTGACTCTTATGAAGTACATCACCA 1556
CTGTTTTGTGACTTGGACGAAGAGTTTGAGTGTGGGTGTTATGAAGTGCATCACCA 1556

* Kk K * % khkkk Kk Kkkhkkkkkkk Kk kK * kkkkhkkhkkhkk kkkhkk Kk

840
840
840

900
900
900

960
960
960

1020
1020
1020

1080
1080
1080

1140
1140
1140

1200
1200
1200

1260
1260
1260

1320
1320
1320

1380
1380
1380

1440
1440
1440

1500
1500
1500

106
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Apéndice 10. Alinhamento miiltiplo utilizando o programa CLUSTAL W para a

sequéncia de nucleotideos da regido 3’UTR entre os isolados BiMV-SP e outros isolados

de PVY.
PVYSN TGTGATGTCTCTCCGGACGATATATAAGTATTTA-CATATGCAGTAAGTATTTTGGCTTT 59
PVYLYE TGTGATGTCTCTCCGGACGATATATAAGTATTTA-CATATGCAGTAAGTATTTTGGCTTT 59
BiMVSP TGTGTTTTAACTG-GGATGAAATATAAGTATATATCGTATGCAATATATATTTTGGCTTT 59
*khkkk Kk K * * kkk Khkhk hkhkkkhkkhkhkhkhkk kk Kk Kkhkkhkkhkkk Kk Kk k ok ok k ok ok ok ok ok kK
PVYSN TCCTGTACTACTTTTATTGTAACTAATAATCAGTTTGAATATTATTAATAGATAGAGGTG 119
PVYLYE TCCTGTACTACTTTTATTGCAACTAATAATCAGTTTGAATATTATTAATAGATAGAGGTG 119
BiMVSP TCCTGTACTTCTTTAATTACGACTTTACAGTATTGTGATCTAAGGCAACGTA--—AGGTG 116
kkhkkkkhkrkk Kkhkkkx KAk * kK * * Kk kk Kk * * * * Kk kK Kk
PVYSN GCAGGGTGATTTCGTCATTGTGGTGACTCTATCTGTTATTTCTGCATTATTAAGTTTTAT 179
PVYLYE GCAGGATGATTTCGTCATTGTGGTGACTCTATCTGTTATTTCTGCATTATTAAGTTTAAT 179
BiMVSP GCTTGTAGATTCTGTCTTCAAGGTGACTTGCGTTTCCGTTTCTATCTGTTCTAGTTT-AT 175
* % * * Kk kK * kK K * kK Kk k ok ok * * Kk k ok * * * kK kK Kkk
PVYSN ATAAAAGTGCCGGGTTGTTGTTGTTGTAGGTGAACCATCGATTAGGTGATGTTGCGATTT 239
PVYLYE ATAAAAGTGCCGGGTTGTCGTTGTTGTAGATGAACCATCGATTAGGTGATGTTGCGATTT 239
BiMVSP GTTAAAGTTCCGGGTGGCTTGCGTTG-—————————————————— GTGATGTTGCGATTT 216
*x kkkkk Kkkkkkhkk Kk * Kk Kk ok Ak hkkkhkkhkhkhkkkkkkk
PVYSN TGTCGTAACAGTGACTATGTCTGGCTCTATCTACTTGGGTGGTGTTGTGATTCCGTCATA 299
PVYLYE TGTCGTAGCAGTGACTATGTCTGGATCTATCTACTTGGGTGGTGTTGTGATTTCGTCATA 299
BiMVSP CGTCGTAGCAGTGAC—~—ATTAAGCTTGACATCAGGAGAC ————————————m e 252
*khkhkkhkkhkk Khkkkkhkkhk * * X * * *
PVYSN GCAGTGACTGTAAACTTCAATCAGGAGAC 328
PVYLYE ACAGTGACTGTAAACTTCAATCAGGAGAC 328

BiMVSP e
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