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1. RESUMO

O alho € propagado através de bulbilhos, préatica que favorece a
perpetuacdo de patdgenos, especialmente os virus. Pode ser infectado por virus pertencentes
aos géneros Allexivirus, Carlavirus e Potyvirus. Garlic common latent virus (GarCLV) e
Shallot latent virus (SLV) sdo os principais carlavirus encontrados em alho no mundo.

No Brasil, existem poucas informagdes sobre as espécies de carlavirus
ocorrendo em alho, de modo que os objetivos do trabalho foram realizar levantamento visando
determinar a ocorréncia de carlavirus em algumas regides produtoras do Pais, caracterizar e
identificar através de técnicas bioldgicas e moleculares os isolados obtidos.

Novecentas e dezenove amostras foram coletadas nos estados de Sao
Paulo, Parand, Goids e Minas Gerais. Através do teste de ELISA, 560 foram positivas somente
para potyvirus, 53 verificou-se a infec¢do pelo complexo entre GarCLV e potyvirus, sete
foram positivas para SLV e potyvirus, duas positivas para GarCLV e uma para SLV. Cento e
oito amostras foram negativas para os testes realizados.

Alguns isolados de GarCLV foram inoculados mecanicamente,
utilizando extrato vegetal, em plantas de Chenopodium amaranticolor, Celosia argentea, C.
murale, C. quinoa, Nicotiana occidentalis, Gomphrena globosa, Allium tuberosum (cebolinha
japonesa), Allium porrum (alho-porro) e Allium fistulosum (cebolinha). A presenca de anéis
cloréticos e mosaico foram observados em plantas de Celosia argentea, pontos cloréticos em

Nicotiana occidentalis e lesodes locais em Chenopodium quinoa.



Os oligonucleotideos universais e especificos para GarCLV foram
eficientes para deteccdo de virus. Quatorze isolados foram sequenciados, indicando se tratar de
isolados de GarCLV. A identidade de nucleotideos entre os isolados de GarCLV foram de
87% a 97% comparadas com sequéncias depositadas no GenBank. Pela primeira vez no
Brasil, foi detectado a presenca do SLV em amostras provenientes de Sao Manuel (SP) e
Piraquara (PR), onde a identidade de nucleotideos foram de 90% e 99%, com isolados de SLV
depositados no GenBank, niimeros de acessos AB004567, DQ520093 and AB004802.

Diante dos resultados, conclui-se que ha baixa ocorréncia de carlavirus
em alho, quando comparados aos de potyvirus. A variabilidade genética entre os isolados
analisados evidenciou a possivel entrada de bulbos de alho oriundos de diferentes regides

geogréficas do mundo.

Palavras-chaves: Alho; Garlic common latent virus; Shallot latent virus; Diagnose; Gama de

hospedeiro; Caracterizagdo molecular; Sequenciamento; Variabilidade.



SURVEY FOR THE MOST IMPORTANT VIRUS INFECTING GARLIC Allium
sativum 1.) AND CHARACTERIZATION OF CARLAVIRUS DETECTED IN SOME
PRODUCING AREAS OF BRAZIL

Author: Tatiana Mituti

Adyviser: Marcelo Agenor Pavan

Co-Adviser: Renate Krause Sakate

2. SUMMARY

Garlic is propagated by bulbs, practice that favors the transmission of
pathogens, especially viruses. Garlic can be infected by viruses belonging to the genus
Allexivirus, Carlavirus and Potyvirus. Garlic common latent virus (GarCLV) and Shallot
latent virus (SLV) are the most important carlavirus species infecting garlic around the world.

In Brazil there is no information about the species of carlavirus
occurring in garlic, so the objective of this work was to evaluate the occurrence of carlavirus
in some producing regions of Brazil and to identify and characterize the isolates by molecular
and biological techniques.

Nine hundred and nineteen samples were collected in the states of Sao
Paulo, Parand, Goids and Minas Gerais. Through the ELISA test, 560 were positive for the
presence of potyvirus, 53 were infected with GarCLV and potyvirus, seven were infected with
SLV and potyvirus, two by GarCLV, and one for SLV. One hundred and eight samples were

negative for the presence of viruses.



Some GarCLV isolates were inoculated by sap transmission on
Chenopodium amaranticolor, Celosia argentea, C. murale, C. quinoa, Nicotiana occidentalis,
Gomphrena globosa, Allium tuberosum Allium porrum and Allium fistulosum. The presence of
rings spots and mosaic were observed on Celosia argentea, chlorotic spots on Nicotiana
occidentalis and chlorotic local lesions on C. guinoa.

The universal oligonucleotides for carlavirus and the specifics for
GarCLV were efficiently used for the detection of the viruses. Fourteen isolates were
sequenced, indicating the presence of GarCLV species. The identity of nucleotides between
the GarCLV isolates was of 87% to 97% compared to the sequences deposited in GenBank.
SLV was detected for the first time in Brazil on samples collected in Sdo Manuel and
Piraquara. The nucleotide identity of the complete CP sequence was of 90% to 99% compared
to the sequences deposited in GenBank, access number AB004567, DQ520093 and
AB004802

The results indicates low occurrence of carlavirus in garlic as
compared to the potyvirus and the possible entry of garlic bulbs from different geographical

regions of the world.

Key-words: Garlic; Garlic common latent virus; Shallot latent virus; Diagnose; Host range;

Molecular characterization; Sequencing; Variability.



3. INTRODUCAO

O alho € uma monocotiledonea, pertencente a familia Alliaceae, cujo
o0rgdo de armazenamento, classificado como bulbo, é a parte comercial da planta. Sob
condi¢des climéticas favordveis, as gemas do caule desenvolvem-se formando cada uma um
bulbilho, que em seu conjunto formam o bulbo (MENEZES SOBRINHO, 1978).

Esta cultura € muito exigente em fotoperiodo e temperatura para o seu
completo desenvolvimento, sendo as regides Sul e Sudeste do pais as mais propicias para o
seu cultivo, pois temperaturas inferiores a 15 °C no inverno estimulam a formacdo do bulbo
(MENEZES SOBRINHO et al., 1993).

O alho € propagado de forma vegetativa, propiciando o actimulo de patdégenos,
especialmente os virus, que sio perpetuados pelos bulbos de um ciclo de produgdo para outro.
Normalmente, o alho encontra-se infectado por uma mistura de virus filamentosos
pertencentes aos géneros Allexivirus, Carlavirus e Potyvirus (FAJARDO et al., 2001). Dentre
os carlavirus o mais comumente encontrado é o Garlic common latent virus (GarCLV), com
relatos na Asia, Europa, América do Norte e inclusive no Brasil (FAJARDO et al., 2001) e
também o Shallot latent virus (SLV) (VAN DIJK, 1993), ainda nao relatado no Brasil. O
Garlic mosaic virus ainda é considerado uma espécie tentativa no género (ADAMS et al.,
2005). Na Argentina verificou-se ocorréncia de um carlavirus com propriedades semelhantes
ao Carnation latent virus (CLV) (CONCI et. al., 1992).

Os sintomas tipicos observados em folhas de alho sdo estrias de cor

verdes claro ou amarelas, conhecidas como “mosaico do alho”, e geralmente os virus



detectados em alho ndo ocasionam morte das plantas e convivem com ela de forma cronica,
perpetuando-se através de distintos ciclos de cultivo, ajudado pela natureza agamica da espécie
(PAVAN, 1998).

A deteccdo de virus em alho no Brasil ainda se baseia na utilizagdo do
ELISA-indireto utilizando antissoro policlonal contra potyvirus e carlavirus, ndo identificando
a espécie viral presente. Como hd poucos estudos referentes as espécies de carlavirus
infectando alho no Brasil, os objetivos deste trabalho foram realizar levantamento visando
observar a ocorréncia de carlavirus e potyvirus nas diferentes regides produtoras do Sul e
Sudeste do Pais; caracterizar e identificar os isolados de carlavirus através de técnicas

bioldgicas e moleculares.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. A cultura do alho

O alho pertence a familia Liliaceae, do género Allium, da espécie
Allium sativum L., € uma espécie herbdcea, e dependendo da cultivar, pode atingir até 60
centimetros de altura (MENEZES SOBRINHO, 1978). A parte utilizdvel € o bulbo, composto
por bulbilhos, rico em amido e substancias aromdticas, com valor condimentar, medicinal e
nutricional. Cada bulbilho contém uma gema capaz de originar uma nova planta apds a
brotagcdo, e ¢ uma planta que se comporta como uma cultura anual, apresentando apenas a
etapa vegetativa do ciclo biolégico (FILGUEIRA, 2007).

De acordo com Menezes Sobrinho (1978), € uma espécie que se
cultiva hd muitos séculos, tendo como centro de origem as Zonas Temperadas da Asia Central,
de onde se espalhou para a regido do Mediterraneo, e acredita-se que o alho cultivado hoje no
Brasil tenha vindo do México, Egito e de alguns paises da América do Sul.

O alho tem uma inflorescéncia umbeliforme, com flores que portam 6
sépalas, 6 estames, um estigma e um fruto em cdpsula que contém as sementes. No Brasil, a
inflorescéncia € de aspecto vegetativo em variedades que emitem escarpo floral (FILGUEIRA,
1972).

Pefia-Iglesias (1988), citado por Pavan (1998), descreve que o tnico

lugar onde o alho floresce naturalmente € na China, e para isto sdo necessarios varios fatores



ao mesmo tempo, tais como, bulbos formados de tamanho regular, submetidos a frio
prolongado, seguidos de dias frescos, abaixo de 20 °C e fotoperiodo curto.

Para que ocorra a formagdo dos bulbos, € necessério que haja interacao
entre fotoperiodo, temperatura e cultivar. As épocas de plantio podem variar de regido para
regido, devido as diversidades climaticas. Em Minas Gerais, por exemplo, recomenda-se o
plantio nos meses de fevereiro a margo, ja em Sao Paulo as épocas ideais sdo os meses de
marco a abril (MULLER e SILVA, 1983).

As temperaturas médias mensal mais indicadas para o bom
desenvolvimento das plantas variam de 24 °C, e para formacdo dos bulbos as temperaturas
exigidas sdo de aproximadamente 13 °C, sendo que na falta dessas temperaturas ndo havera
formacdo dos bulbos, mesmo sob dias longos (MASCARENHAS, 1978). Na fase de
amadurecimento dos bulbos, um clima seco e quente € mais favoravel (FILGUEIRA, 2007).

Segundo Filgueira (2007), a producdo de cultivares tardias no centro-
sul era impedida devido ao fotoperiodo e temperaturas inadequadas, porém para resolver esse
problema, pesquisadores brasileiros adaptaram a técnica da vernalizagdo pré-plantio, que
consiste em manter os bulbos a uma temperatura de 3 °C a 4 °C, durante 40 a 55 dias, sendo
os bulbos retirados das camaras as vésperas do plantio.

Ap6s a colheita, o alho encontra-se em periodo de dorméncia
(WRIGHT e PEACOCK, 1934, apud PAVAN, 1998). Se for semeado logo apds a colheita,
ndo ocorrerd a germinagdo. A duracdo de dorméncia pode ser mais ou menos longa,
dependendo da cultivar e das condi¢des ambientais, principalmente, da temperatura em que os
bulbos forem mantidos (BURBA, 1983).

Essa cultura possui propriedades medicinais cientificamente
comprovadas, com efeitos benéficos sobre o organismo humano, tais como, a¢do revigorante,
aumentando a capacidade de resisténcia, no caso de gripes e resfriados, possui efeito
antibidtico, acdo estimulante contribuindo para o bom funcionamento do estdmago, do
intestino, entre outras. Todos os efeitos benéficos do alho variam conforme o preparo e sua

conservacdo (FROSI e YOKOYAMA, 1983).



4.2. Producao

Até o ano de 1979 o Brasil importava por ano, 33 mil toneladas de
alho de 21 paises, e a produgdo brasileira era de apenas 8 mil toneladas. Somente a partir da
década de 80 a produgdo comecou a ser significativa, devido a criacdo do Programa Nacional
do Alho (PRONALHO), onde houve uma politica de crédito diferenciado para a compra de
sementes, quotas para as importacdes e garantia de precos minimos. Esse estimulo permitiu
aumentar constantemente o plantio (REGINA, 1986).

De acordo com Agrianual (2008), atualmente o Brasil tem uma
producdo de aproximadamente 84 mil toneladas, em uma drea de 10 mil hectares. Isto permite
concluir que o pais necessitard importar um volume superior a 100 mil toneladas anuais do
produto.

Considerando que nos anos entre 1974 e 1975 o consumo anual de
alho no Brasil foi estimado em 372 gramas por habitante (MAKISHIMA, 1982, apud SILVA
et al., 1983), e atualmente o consumo praticamente triplicou, passando para 1,1 Kg/habitante
por ano (ANAPA, 2009), desta forma o pais necessitou aumentar a importacdo, quando
comparado a década de 70, a fim de garantir a normalidade do abastecimento interno. O alho é
proveniente principalmente da Argentina e da China.

O principal produtor de alho nacional € o estado de Minas Gerais. Na
safra de 2007, produziu aproximadamente 24 mil toneladas, ou seja, cerca de 30% da
produgdo brasileira. Seguem, em ordem crescente de participacdo, os estados de Goids, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, representando aproximadamente 13,4%, 13,7% e 24,8%,
respectivamente (AGRIANUAL, 2008).

De acordo com Filgueira (2007), as cultivares mais plantadas
dependem das regides onde serdo cultivadas, e sdo divididas em trés grupos:

a) Cultivares precoces (Branco Mineiro e Cateto Roxo) tém um ciclo de apenas quatro
meses, sdo menos exigentes quanto a fotoperiodo e frio, com adaptacdo ao cultivo em regides
com latitudes diferenciadas, porém sao cultivares com baixo valor comercial;

b) Cultivares de ciclo mediano (Lavinia e Amarante) possuem ciclo superior a cinco
meses, sd0 um pouco mais exigentes em fotoperiodo e frio, com adaptacdo regional mais

restrita, apresentam bulbos gratidos com melhor cotagdo comercial;
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c) Cultivares tardias, conhecidas como alho nobre, como por exemplo as cultivares
Chonan, Roxo-Pérola-de-Cacador e Quitéria, apresentando ciclos longos, de seis meses ou
mais, exigentes em fotoperiodo (13 horas) e frio, produzindo bulbos no extremo sul, ou entdo
podendo ser plantadas no centro-sul aplicando-se vernalizacdo. Possuem alta cotagdo

comercial, devido a qualidade, compardvel ao alho argentino.

4.3. Principais doencas que afetam a cultura

Dentre as doengas importantes, estdo as causadas por fungos: mancha
purpura (Alternaria porri), podriddo branca (Sclerotium cepivorum) e ferrugem do alho
(Puccinia allity MASSOLA et al., 2005). A principal doenc¢a causada por bactéria € a queima
bacteriana do alho (Pseudomonas marginalis pv. marginalis) (ROBBS et al., 1981, apud
ROMEIRO, 2000), por nematdide: nematdide da haste e do bulbo ou amareldo do alho,
causada por Ditylenchus dipsaci (LORDELLO, 1979 apud BECKER, 2000).

Segundo Massola e colaboradores (2005), dentre os virus mais
estudados, estdo algumas espécies do género Potyvirus pertencente a Familia Potyviridae,
Carlavirus e Allexivirus da familia Flexiviridae. Os patdgenos, principalmente os virus, sao
disseminados e perpetuados em plantios sucessivos, acarretando degenerescéncia, uma vez
que as cultivares de alho plantadas no Brasil e em vérios paises do mundo, estdo infectadas

por um ou mais virus (CARVALHO, 1986).

4.4. Viroses do alho

Devido a propagacgao vegetativa do alho, hd um aumento gradativo na
incidéncia de virus, capaz de reduzir consideravelmente o rendimento da cultura, afetando
possivelmente, a viabilidade dos bulbilhos armazenados (CARVALHO, 1986; FAJARDO,
1998).

Segundo Carvalho (1981), cultivares infectadas parecem constituir a
regra geral nos plantios comerciais da Franca, Itdlia, Holanda e de outros paises Europeus,

assim como no Brasil, Estados Unidos, Argentina e Uruguai, sendo comum a ocorréncia de
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dois ou mais virus de diferentes grupos taxondmicos (BARG et al., 1994; CONCI et al., 1992;
FAJARDO et al., 2001; TSUNEYOSHI et al., 1998).

Os sintomas ndo auxiliam na identificagdo do virus, pois a infec¢dao por
virus de diferentes espécies induz sintomas foliares semelhantes, e sdo mais evidentes em
folhas jovens (DUSI, 1995). Os sintomas sao mais intensos quando hd a infec¢do pelo
complexo entre potyvirus e carlavirus, enquanto que a infeccdo somente com carlavirus induz

sintomas mais atenuados (TAKAICHI et al., 1998).

4.4.1. Género Carlavirus

O género Carlavirus pertence a familia Flexiviridae, onde engloba
mais sete outros gé€neros: Potexvirus, Mandarivirus, Allexivirus, Foveavirus, Capillovirus,
Vitivirus e Trichovirus (ADAMS et al., 2005).

Os virus possuem particulas alongadas e flexuosas, entre 610 a 700 nm
de comprimento € 12 a 13 nm de diametro (KOENIG, 1982 apud, PAVAN, 1998), que sao
constituidos por um genoma de RNA fita simples positivo (ssRNA) de 8,3 a 8,6 kb de
comprimento. O membro tipo é o Carnation latent virus (CLV). A transmissdo ocorre por
propagacdo vegetativa, por inoculacdes via extrato vegetal e a maioria das espécies deste
género sdo transmitidos por afideos de maneira ndo persistente, mas alguns sao por mosca-
branca, ocorrendo majoritariamente em regides subtropicais (ADAMS et al., 2005).

O genoma é composto por 6 ORFs (“open reading frame” ou fase
aberta de leitura), como demonstra a Figura 1. A ORF1 codifica uma proteina de 223 kDa
correspondente a replicase, as ORFs 2, 3 e 4 formam o TGB (triple gene block). A ORF5
corresponde a capa protéica. A ORF 6 codifica uma proteina de 11-16 kDa porém com funcdo
ainda ndo definida, talvez seja responsdvel pela facilidade de transmissdo por afideos, ou
envolvida na replicagdo do RNA, ou ainda responsdvel pelo silenciamento génico. Estudos
detalhados s@o necessdarios para desvendar a sua fungao (ADAMS et al., 2005).

O TGB € uma regido conservada de genes que estdo envolvidos no
movimento célula-célula e movimento do virus a longa distancia, que € constituido pelo TBG1

responsavel pelo aumento do limite de exclusdo dos plasmodesmas, e o TGB2 e TGB3 pela
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condugdo do complexo via reticulo endoplasmatico ou citoesqueleto, até os plasmodesmas

(ZERBINI et al., 2006).

Figura 1 - Organizacdo gendmica de carlavirus. As ORFs estdo demonstradas pelos
retdngulos, e as proteinas traduzidas, pelas linhas soélidas, com suas respectivas massas
moleculares (kDa).

4.4.1.1. Principais espécies de carlavirus

Dentre os carlavirus, os mais comumente encontrados em alho, sdo o
GarCLV e o SLV.

A espécie GarCLV foi corretamente descrita por Van Dijk (1993), com
relatos na Franga (DELECOLLE e LOT, 1981, apud VAN DIK, 1993), Alemanha
(GRAICHEN e LEISTNER, 1987, apud VAN DIJK, 1993), Holanda (VAN DIJK, 1993) e
Brasil (DANIELS, 1999; FAJARDO et al., 2001). GarCLV ndo € endémico no Japao, Taiwan
e na Tailandia (BARG et al., 1994). A sequéncia do genoma completo de GarCLV contém
8.353 nucleotideos (ADAMS et al., 2005).

A outra espécie ocorrente € o SLV, identificado pela primeira vez na
Holanda, em plantas de chalota (Allium cepa var. ascalonicum) (BOS et al, 1978),
ocasionalmente encontrados em alho-porré (Allium ampeloprasum var. porrum) e cebola
(Allium cepa) na Holanda e Dinamarca (VAN DIJK, 1993). Em plantas de alho foi
identificado pela primeira vez na Inglaterra (WALKEY et al., 1987). Até o momento nao hi

relato dessa espécie no Brasil.
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Garlic latent virus (GarLV) era considerado uma estirpe do SLV
(VAN DIJK, 1993; TSUNEYOSHI et al., 1998), entretanto atualmente, de acordo com o 8°
Relatorio do Comité Internacional de Taxonomia de Virus, GarLV € considerado a mesma
espécie de SLV (VAN DIJK, 1993; ADAMS et al., 2005).

Na Argentina verificou-se ocorréncia de um carlavirus com
propriedades semelhantes ao Carnation latent virus (CLV) (CONCI et. al., 1992), detectado
também por Mavric e Ravnikar (2005) na Eslovénia, em plantas de alho em infeccdo mista
com GarCLV. Nao foi possivel separd-lo biologicamente do GarCLV, e a autora afirma que é
possivel que essa espécie seja dependente deste virus para replicacdo ou movimento do virus
na planta. Dusi e colaboradores (1994) verificaram uma incidéncia de 64% de CLV, em
levantamento realizado nas cultivares Quitéria, Amarante, Gigante e Cacador, provenientes

dos estados do Ceard, Distrito Federal, Espirito Santo, Goids e Santa Catarina.

4.4.2. Género Potyvirus

Os virus pertencentes a este género t€m como caracteristica particulas
com forma filamentosa flexuosa, tamanho variando entre 720 a 900 nm por 11 de didmetro, e
a formacdo de inclusdes tipicas conhecidas como cata-vento (HOLLINGS e BRUNT, 1981).

As espécies de potyvirus mais frequentemente encontradas sao Onion
vellow dwarf virus (OYDV) e Leek yellow stripe virus (LYSV) (MAESO et al., 1997, CHEN
et al., 2001; KLUKACKOVA et al., 2007) com relatos no sul e sudeste da Asia (BARG et al.,
1994), Itdlia (BELLARDI et al, 1995), Venezuela (MARYS et al, 1994), Franca
(MESSIAEN, 1994), Japao (TAKAICHI et al., 1998) e também no Brasil (DUS], et al., 1994;
DANIELS, 1999; FAJARDO et al, 2001). As espécies de potyvirus sdo as mais
frequentemente detectadas, e as que mais t€m causado prejuizos em alho (SALOMON, 2002).

De acordo com Walkey e Antill (1989), quando hd infecc¢do isolada

somente com a espécie OYDV, pode ocorrer perdas na producdo de bulbos de até 50%.
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4.4.3. Género Allexivirus

O terceiro grupo de virus em alho pertence a Familia Flexiviridae
(ADAMS et al., 2005) e a transmissdo ocorre através de dcaros. Poucas pesquisas t€ém sido
realizadas com esse grupo, pois eles nao foram completamente isolados e identificados, devido
a sua baixa incidéncia no campo (ARSHAVA et al., 1995).

As espécies desse género possuem particulas de 800 nm de
comprimento € 12 nm de didmetro. O membro tipo do gé€nero é o Shallot virus X. A fita
simples de RNA possui aproximadamente 9.0 Kb e o genoma é composto de 6 ORFs, possui
TGB similares aos carlavirus, porém a terceira proteina codificadas pelo TGB nao tem
homologia com nenhuma outra proteina conhecida, sendo uma das caracteristicas que difere
um grupo do outro (ADAMS et al., 2005).

A distribuicdo do virus estd na Rissia, Japdo, Franca, Alemanha,
Holanda, Korea, Taiwan, Argentina e no Brasil, segundo trabalho publicado por Melo Filho e
colaboradores (2004). As espécies ja descritas no Brasil sdo: Garlic virus C (GarV-C), Garlic

virus D (GarV-D) e Garlic mite-borne filamentous virus (GarMbFV).

4.5. Transmissao

Os afideos, conhecidos como pulgdes, possuem aparelho bucal do tipo
sugador, e s@o considerados os mais importantes insetos vetores, transmitindo cerca de 275
espécies de virus. Tanto carlavirus como potyvirus, a relagdo virus-vetor ¢ do tipo ndo
persistente (VAN DIJK, 1993), ou seja, em poucos segundos esses insetos adquirem os virus
ao se alimentarem em plantas infectadas, introduzindo os estiletes nas células do meséfilo
(picada de prova), e em seguida ja sdo capazes de transmitir, ao se alimentarem em uma planta
sadia (HULL, 2001).

As espécies de afideos ja encontradas colonizando a cultura de alho
sao Myzus persicae, Aphis spp., Brevicoryne brassicae (SOSA et al., 1997), Neotoxoptera sp.
(Theobald) (MELO FILHO et al., 2000; MELO FILHO et al., 2002) e Neotoxoptera
formosana (MELO FILHO et al., 2005).
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4.6. Diagnose

A gama de hospedeiras de um virus consiste na variedade de
hospedeiros que o virus pode infectar. No caso do alho, os virus sdo em geral restritos a
familia Alliaceae, sendo estas consideradas indicadoras pouco eficientes para deteccdo
(PAVAN, 1998).

De acordo com experimentos realizados por Van Dijk (1993), os
carlavirus provenientes de alho, inoculados mecanicamente, podem causar sintomas nas
espécies de Celosia argentea var. plumosa, Chenopodium amaranticolor, Chenopodium
murale, Chenopodium quinoa e Nicotiana occidentalis.

A sorologia é um outro método que vem sendo empregada
eficientemente para a diagnose de virus em alho, sendo que vdrios centros de pesquisa
produzem antissoro para esses virus ou existem antissoros comerciais disponiveis para as
espécies de carlavirus (GarCLV e SLV), bem como antissoro anti-potyvirus da Agdia.
Somente ndo hé disponibilidade comercial de antissoro contra os allexivirus.

Através do desenvolvimento das técnicas da biologia molecular foi
iniciada uma nova era da pesquisa na drea da fitopatologia. Para os virus em alho ji existem
alguns oligonucleotideos disponiveis na literatura, como os de Takaichi e colaboradores
(1998) para amplificagdo da regido codificadora para a proteina capsidial de carlavirus, os de
Tsuneyoshi e colaboradores (1998) especificos para o SLV e GarCLV.

Além do PCR tradicional, o PCR quantitativo ja foi empregado para
deteccdo do OYDV e LYSV, mostrando-se de 60 a 70% mais eficiente quando comparados
com o teste de ELISA (LUNELLO et al., 2004).

4.7. Controle

Diversas metodologias tém sido empregadas no controle dos virus em
alho, dentre elas a associacdo de termoterapia e cultura de tecido, indexacdo para os principais
virus e propagacdo controlada para obtencdo de material basico de alta qualidade sanitaria para

multiplicacOes posteriores (PAVAN, 1998).
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Trabalhos desenvolvidos por Fajardo e colaboradores, mostram que
cultivares de alhos livre de virus t€ém melhor desempenho, em relagdo a mesma cultivar
origindria de propaga¢do convencional, naturalmente infectada por virus. As plantas livres de
virus apresentam-se mais vigorosas (maiores altura de planta e nimero de folhas), e em
consequéncia, os bulbos colhidos sdo maiores, aumentando a produ¢do, o peso médio de bulbo
e o rendimento da cultura. A produtividade do alho infectado e livre de virus foi estimada,
respectivamente, em 4,13 e 10,48 t/ha. Os resultados obtidos demonstraram aumento de até
130,17% (19,32 g para 44,47 g) no peso médio do bulbo, quando se empregou no plantio o
alho-semente livres de virus.

Pavan (1998) sugere uma alternativa vidvel, com menor custo, maior
capacidade de aclimatiza¢do, maior produtividade e melhor qualidade dos bulbos através da
utilizacdo de clones assintométicos selecionados no campo de produgdo, pois foi possivel
observar um ganho significativo no rendimento quando feito essa selecdo visual, devido a
resisténcia ou tolerancia do tecido que alguns clones tém a infec¢do viral, principalmente para
a cultivar Quitéria.

O inseto vetor transmite o virus em poucos segundos, desta forma a
pulverizacdo com inseticidas para controlar vetores, praticamente ndo tém efeito no controle,
pois a transmissdo poderd ocorrer antes que o afideo morra em decorréncia da ingestdo do
inseticida (SATURNINO e CRUZ FILHO, 1980).

A associagd@o de praticas culturais é necessario para favorecer o pleno
desenvolvimento da planta, bem como reduzir a disseminacdo de viroses no campo, €
consequentemente, menor infeccao do cultivo. As praticas mais eficientes utilizadas sdo evitar
plantios sucessivos, evitar culturas novas proximo as velhas, realizar o controle de plantas

daninhas hospedeiras de afideos e eliminar restos de culturas contaminados (DUSI, 1995).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Coleta das amostras

Foram realizadas 26 coletas em quatro Estados: Parand (Bandeirantes,
Piraquara e Guarapuava), Sao Paulo (Sao Manuel), Goids (Campo Alegre e Ipameri) e Minas
Gerais (Santa Juliana e Sdo Gotardo), nos periodos de maio de 2007 a julho de 2009 (Tabela
1). As plantas coletadas apresentavam estrias de cor verde claro ou amarelo (Figura 2), e
foram analisadas no Laboratério de Virologia da FCA/ Depto. de Producdo Vegetal da
UNESP - Botucatu.

Figura 2 — Plantas de alho coletados em campo, com sintomas de mosaico.
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As amostras coletadas da regido de Guarapuava/PR e Piraquara (regido

Metropolitana de Curitiba/PR) foram obtidas de alho, cujos bulbilhos foram provenientes de

cultura de tecido e cultivadas em estufas protegidas com telas anti-afideo. As demais amostras

coletadas foram provenientes de campos de producdo comercial.

As amostras positivas para carlavirus foram preservadas na forma de

dessecado (BOS, 1994), armazenadas em frascos de vidro contendo % de cloreto de calcio

anidro granulado (CaCl,), com um pequeno pedaco de algoddo sobre o cloreto de célcio, de

modo a evitar o contato das amostras diretamente com o reagente. As folhas foram cortadas

em pequenas tiras e colocadas sobre o algoddo e armazenadas a 4 °C.

Tabela 1 — Periodo, localidade e nimero de plantas de alho sintomdticas coletadas nos
periodos de maio de 2007 a julho de 2009.

Coletas Periodos de coletas Localidade N° de plantas coletadas
1 Maio de 2007 Santa Juliana / MG 86
2 Maio de 2007 Campo Alegre / GO 5
3 Maio de 2007 Bandeirantes / PR 4
4 Maio de 2007 Ipameri / GO 6
5 Maio de 2007 Sao Gotardo / MG 5
6 Junho de 2007 Santa Juliana / MG 9
7 Junho de 2007 Ipameri / GO 6
8 Junho de 2007 Campo Alegre / GO 9
9 Julho de 2007 Sao Manuel / SP 18
10 Agosto de 2007 Sao Manuel / SP 30
11 Setembro de 2007 Guarapuava / PR 6
12 Setembro de 2007 Santa Juliana / MG 4
13 Abril de 2008 Santa Juliana / MG 10
14 Abril de 2008 Ipameri / GO 20
15 Maio de 2008 Santa Juliana / MG 13
16 Maio de 2008 Sao Manuel / SP 1
17 Junho de 2008 Santa Juliana / MG 31
18 Julho de 2008 Sao Manuel / SP 37
19 Julho de 2008 Santa Juliana / MG 88
20 Agosto de 2008 Santa Juliana / MG 8
21 Setembro de 2008 Guarapuava/PR 116
22 Outubro de 2008 Piraquara/PR 131
23 Outubro de 2008 Guarapuava / PR 20
24 Maio de 2009 Santa Juliana/MG 206
25 Maio de 2009 Campo Alegre/GO 8
26 Julho de 2009 Sao Manuel / SP 42

Total 919
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5.2. Analise das amostras

5.2.1. Microscopia eletronica

Para a identificac@o de carlavirus inicialmente se utilizou a técnica de
imersdo rapida foliar (Leaf Dip). As amostras coletadas foram analisadas ao microscépio
eletronico para observacdo da morfologia das particulas de virus presentes nas amostras de
alho com sintomas. As folhas foram trituradas com tampao fosfato 0,01 M pH 7,0 contendo
0,01 M de sulfito de sédio e contrastadas com acetato de uranila 3% durante 5 minutos,
segundo metodologia de Kitajima (1965). A observacdo foi realizada em microscopio
eletronico de transmissao Phillips CMV-100 do Departamento de Producdo Vegetal, Setor de
Defesa Fitossanitaria da UNESP/FCA de Botucatu.

Essa técnica de analise foi utilizada até a 12° coleta, totalizando 188

amostras analisadas.

5.2.2 Teste sorolégico

Para auxiliar na deteccdo de virus nos materiais coletados em campo,
bem como verificar a presenga de infeccdo mista, foram utilizados os antissoro policlonal
universal anti-potyvirus e especificos para carlavirus (anti-Garlic common latent virus e anti-
Shallot latent virus - Agdia), onde 731 amostras foram testadas por ELISA (Enzyme linked
immunosorbert assay) (CLARCK e ADAMS, 1977).

5.2.2.1. Deteccao de potyvirus

Na deteccdo de potyvirus foram utilizados o teste de ELISA-indireto,
onde inicialmente as amostras foram maceradas em tampdo de extracdo Indirect Sample
Extraction (1,59 g de NayCO; 2,93 g de NaHCOs;, 0,2 g de NaNj;, 20 g de
Polyvinylpyrrolidona (PVP) dissolvidos em 1000 mL de dgua destilada), 100 pL. do macerado

foi adicionado as cavidades das placas e incubado por 2 horas em temperatura ambiente. A



20

placa foi lavada por 7 vezes em tampao PBS-Tween (NaCl (8,0g), Na,HPOq (1,5 g), KH,PO4
(0,2 g), KC1 (0,2 g), Tween 20 (500 pL) dissolvidos em 1000 mL de dgua destilada obtendo
uma solugdo final com pH 7.4), seguido da adicdo do anticorpo, diluido (1:200) em ECI
Buffer (20 g de Polyvinylpyrrolidona (PVP), 2,0 g de albumina bovina, 0,2 g de NaNj3) e
incubado por 16 horas a 4 °C, seguido de lavagem por 7 vezes em tampao PBS-Tween. Em
seguida adicionou-se o conjugado, diluido em ECI Buffer (1:200), e incubado por 2 horas,
seguido de lavagem por 7 vezes em tampao PBS-Tween. A revelacdo foi feita utilizando a
enzima p-nitrofenilfosfato (1,0 mg/mL) diluido em 5 mL de tampao Tris 0,2 M (Sigma). Apds
60 minutos, a leitura da placa foi efetuada em leitor automatico de microplaca, em absorbancia
de 405 nm. Foram consideradas amostras positivas os valores que apresentaram 3 vezes maior

que o controle negativo.

5.2.2.2. Deteccao de Garlic common latent virus (carlavirus)

Para este teste, foi realizado o Double Antibody Sandwich-
ELISA (DAS-ELISA). Foram adicionados em cada pocinho, 100 pL. de anticorpo, diluido
1:200 em tampao carbonato (1,59 g de Na,CO3 2,93 g de NaHCOs, 0,2 g de NaN3, em 1.000
mL de dgua destilada), e incubado por 4 horas a temperatura ambiente, seguido de 3 lavagens
da placa com PBS-Tween. As amostras testadas, foram maceradas em General extract buffer
(1,3 g de Na,SOs3, 20 g de Polyvinylpyrrolidona (PVP), 0,2 g de NaNj3, 2,0 g albumina de ovo
de galinha, 20 mL de Tween-20, dissolvidos em 1.000 mL de PBS-Tween) e 100 pL do
macerado foi adicionado em cada pocinho e incubado por 16 horas a 4 °C. A placa foi lavada
novamente com PBS-Tween por 8 vezes, e em seguida adicionou-se o conjugado, diluido em
tampao ECI (1:200), e incubado por 2 horas, seguido de lavagem por 8 vezes. A revelagdo e

leitura da placa foi realizada como descrito no item 5.2.2.1.

5.2.2.3. Deteccao de Shallot latent virus (carlavirus)

Para este teste, foi realizado o DAS-ELISA. Foram adicionados em
cada pocinho, 100 pLL de anticorpo, diluido 1:200 em tamp@o carbonato, e incubado por 4

horas a temperatura ambiente, seguido de 3 lavagens da placa com PBS-Tween. As amostras
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testadas, foram maceradas em General extract buffer e 100 pl. do macerado foi adicionado em
cada pocinho e incubado por 16 horas a 4 °C. A placa foi lavada novamente com PBS-Tween
por 8 vezes, e em seguida adicionou-se o conjugado, diluido (1:200) em tampao 1X MRS
(Agdia), e incubado por 2 horas, seguido de lavagem por 8 vezes. A revelacdo foi feita
utilizando TMB peroxidase substrate solution 1X (Sigma). Apés 20 minutos, a placa foi

analisada visualmente observando-se presenca de coloracdo azul (resultado positivo).

5.2.3. Gama de hospedeiras

Para que fosse possivel a avaliacdo da gama de hospedeira somente
para carlavirus, foi necessdrio primeiramente encontrar uma hospedeira que fosse capaz de
separar as espécies de carlavirus e potyvirus.

Para a multiplicacdo somente de carlavirus, plantas de Celosia
argentea foram inoculadas com isolados positivos, testados previamente por RT-PCR, que
estavam preservados na forma de dessecado. Para macerar o tecido utilizou-se tampao fosfato
de potédssio 0,05 M pH 8.0 e como abrasivo o carborundum (600 mesh). Apds inoculagio as
plantas foram lavadas e mantidas em casa-de-vegetacgao.

Utilizando plantas de Celosia argentea como fonte de indculo, foram
inoculadas as espécies de Chenopodium amaranticolor, Chenopodium murale, Chenopodium
quinoa, Nicotiana occidentalis, Gomphrena globosa, Allium tuberosum (cebolinha japonesa),
Allium porrum (alho-porro) e Allium fistulosum (cebolinha) descritas como hospederias de
carlavirus de alho (VAN DIJK, 1993).

Outro teste foi realizado utilizando os isolados positivos preservados
na forma de dessecado, inoculadas diretamente nas plantas citadas anteriormente.

As avaliagdes quanto a presenca de sintomas foram realizadas
periodicamente apds inoculagdo e a presenca viral checada pelo teste de ELISA utilizando-se

antissoros para potyvirus e carlavirus.
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5.2.4. Caracterizacdo molecular dos isolados

5.2.4.1. Extracao de RNA total

Para a extracdo de RNA total, foi utilizado o método descrito por
Bertheau e colaboradores (1998). As folhas foram trituradas (1:5 p/v) em tampao PBS-Tween
contendo PVP K25 a 2% (p/v) e Na-DIECA 20 mM, e centrifugadas em tubos de
microcentrifuga por 10 minutos a 13.000 rpm. Duzentos microlitros do sobrenadante foram
transferidos para um novo tubo, acrescentando-se SDS a 1%. Apds incubagdo a 55 °C por 15
minutos, adicionou-se 100 ul de solucdo de acetato de potdssio a 3 M, seguido de agitacao,
incubacdo em gelo por 5 minutos e centrifugagdo por 5 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante
foi transferido para um novo tubo, adicionando-se 700 pl de Nal 6 M e 5 pl de uma solugio
contendo silicio, previamente agitada para a ressuspensdo do silicio. A solugdo foi agitada e
mantida em temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida a solucgao foi centrifugada por
um minuto a 5.000 rpm, o sobrenadante foi descartado e o “pellet” lavado duas vezes com 500
w de Tris-HC1 20 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM e igual volume de etanol
absoluto. Apds centrifugacdo por 1 minuto a 5.000 rpm, o “pellet” foi secado a vidcuo e o RNA
ressuspendido em 400 pl de dgua Milli-Q tratada com DEPC, seguido de incubagdo por 5
minutos a 55 °C e centrifuga¢d@o por 5 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante (300 ul) foi

transferido para um novo tubo e armazenado a -20 °C.

5.2.4.2. Obtencao de oligonucleotideos especificos para amplificacao das

espécies de carlavirus identificadas em alho

Através de um alinhamento multiplo das principais espécies de
carlavirus descritas no mundo, utilizando o programa MEGA 4.0 (Molecular Evolutionary
Genetics Analysis) foram sintetizados oligonucleotideos universais para carlavirus e
oligonucleotideos especificos para GarCLV e SLV (Tabela 2). A constru¢ido desses primers
foi baseada na regido codificadora para a capa protéica do virus (Apéndice 1), amplificando

parcialmente esta regido.
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Para a amplificacio da regido completa da capa protéica, foram
sintetizados outros primers especificos para as espécies GarCLV e SLV. Foram realizados
alinhamentos, como descrito anteriormente, com sequéncias depositadas no GenBank. Os
nimeros de acessos AB004805, AB004804, AB004566 e X81138 foram utilizados para
sintetizar os oligonucleotideos para GarCLV, e para a sintese de primers para SLV os nimeros
de acessos para o alinhamento foram ABO004802, AB004803, D11161 e NCO003557. As
sequéncias dos primers estdo descritas na tabela 2.

O primer PC-R4 (5’-ACCGATTCAACTGGAAGAATTCGCGG-3’)
antisenso, desenhado por Tsuneyoshi e colaboradores (1998), foi testado para a amplificacao
completa da capa protéica de GarCLV. As combinagdes de todos os primers utilizados estao

descritos no quadro 1.

Tabela 2 — Sequéncias dos oligonucleotideos obtidos para amplificac@o parcial e completa da
regido codificadora para capa protéica de espécies de carlavirus em alho.

Oligonucleotideo Sequéncia
SLV 7180 (senso) 5’ = AATGATGTTGGNGTBATGG - 3’
SLV 7303 (senso) 5’ - GGNTGGGAATCTGGNAGCCC -3’
GCLV 7114 (senso) 5’ - AGAGCTMGRCAGGATGCTGC -3’
GCLV 7303 (senso) 5’ = GGSTTTGARACTGGGAGGCC -3’
SLV/GCLYV 7303 (senso) 5’ = GGNTKKGAAWCTGGGAGDCC -3’
SLV/GCLV 7665 (antisenso) 5’ - CATKTMATTCCAAACAACNGGYGC -3’
SLV 7044 (senso) 5 = CTTTTGGTTCACTTTAGG -3’
SLV 7052 (senso) 5’ - TCACTTTAGGTTHACAGCGC -3’
SLV 8004 (antisenso) 5’ - GCACGCAATAGTCTACGG - 3’
GCLV 305 (senso) 5’ = CTGAATTCATTGAGTACGCC - 3’
GCLV 337 (senso) 5’ - GTAGCTAGACATTGGTAGCC - 3’

GCLYV 1623 (antisenso) 5" = CCTAATCGTCCCACAACG -3’
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Quadro 1 - Combinagdes de primers utilizados para a amplificagdo de carlavirus em alho,
tamanho esperado do fragmento e regido amplificada.

N° Combinagbes Tamanho Regiao amplificada
fragmento

1 SLV/GCLV 7303 e 370 b Parte da porcdo codificadora para a proteina
SLV/GCLV 7665 p capsidial do GarCLV e SLV

> GCLV 7303 e 370 b Parte da porcdo codificadora para a proteina
SLV/GCLV 7665 p capsidial do GarCLV

3 GCLV 7114 e 550 b Parte da porcdo codificadora para a proteina
SLV/GCLV 7665 P | capsidial do GarCLV

4 GCLV 337 e 1290 b Regido completa da proteina capsidial de
GCLV 1623 P | GarCLV

5 GCLV 305 e 1300 b Regido completa da proteina capsidial de
GCLV 1623 P | GarCLV
GCLV 305 e Regido completa da proteina capsidial de

6 | pcr4 1300bp | GarcLv
GCLV 337 e Regido completa da proteina capsidial de

" | PC-R4 1300bp | GarcLv

3 SLV 7303 e 370 b Parte da porcdo codificadora para a proteina
SLV/GCLV 7665 p capsidial do SLV

9 SLV 7180 e 490 b Parte da porcdo codificadora para a proteina
SLV/GCLYV 7665 p capsidial do SLV
SLV 7052 e x . -

10 SLV 8004 960 bp Regido completa da proteina capsidial de SLV
SLV 7044 e x . -

11 SLV 8004 960 bp Regido completa da proteina capsidial de SLV

5.2.4.3. Transcricao reversa e reacao de Polimerizaciao em Cadeia (RT-
PCR)

Para a amplificagdo parcial da regido da capa protéica de GarCLV, os

oligonucleotideos foram testados em RT-PCR em uma sé 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, 100 uM de cada oligonucleotideo, 1 unidade da transcriptase reversa AMV (Avian

myeloblastosis virus, marca Promega a 15 unidades/uL), 2,5 uL. de RNA e Nuclease Free

Water para completar o volume de 25 UL .O ciclo utilizado consistiu em 30 minutos a 42 °C,
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seguido de 1 minuto a 95 °C, 40 ciclos de 94 °C/40 segundos, 50 °C/60 segundos e 72 °C/60
segundos, e finalizando com 72 °C por 10 minutos.

Para a reacdo de amplificacdo da regido completa da capa protéica de
GarCLV, primeiramente foi necessario realizar a sintese do cDNA com 5 pl de RNA, 100 uM
de primer oligo dT(18) e 13 ul de dgua, seguido de aquecimento de 70 °C durante 5 minutos e
imediatamente resfriado no gelo, em seguida foram adicionados a rea¢do 5 pl de 5x AMV RT
buffer (Promega), 1 unidade de transcriptase reversa AMV (Promega) e 200 uM de dNTP,
incubando a reacdo durante 60 minutos a 42 °C. Apds a sintese do cDNA, foi realizada a
reacdo de PCR utilizando 12,5 pl de PCR Master Mix (Ampliqon), 2 pl de cDNA, 100 uM de
cada oligonucleotideo (descritos no Quadro 1), testando as combinagdes 4, 5, 6 e 7, e Nuclease
Free Water para completar o volume de 25 puL. A reacdo consistiu de 1 minutos a 95 °C, 40
ciclos de 94 °C/40 segundos, 55 °C/60 segundos e 72 °C/2 minutos, e extensao final de 72 °C
durante 10 minutos.

Para amplificagdo completa da capa protéica de SLV foi utilizado as
mesmas proporcdes de reagentes descritos para amplificagdo parcial de GarCLV, utilizando as
combinagdes de primers 8, 9, 10 e 11 (Quadro 1), alterando-se a reacdo para: 30 minutos a 42
°C, seguido de 1 minutos a 95 °C, 40 ciclos de 94 °C/40 segundos, 55 °C/60 segundos e

72°C/2 minutos, e extensao final de 72°C por 10 minutos.

5.2.4.4. Analise do PCR em gel de agarose

Foram retirados 5 pl da reagdo de RT-PCR para andlise em gel de
agarose a 0,8% em tampao TBE (0,1 M de 4cido bérico, 0,02 mM EDTA pH 8,3). Utilizou-se
o marcador 1kb DNA Ladder Plus (Invitrogen). O gel foi corado com Brometo de Etidio

(0,1uL/mL), e assim, visualizado em transiluminador.

5.2.4.5. Purificacdo do Produto de PCR

Quatorze isolados amplificados com os primers SLV/GCLV 7303 e

SLV/GCLV 7665 foram selecionados para sequenciamento, onde os fragmentos foram
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purificados a partir do gel de agarose, utilizando o Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-up
System (Promega), e posteriormente quantificados utilizando o marcador de peso molecular
Low DNA mass Ladder (Invitrogen). As amostras que apresentaram concentracdes acima de
20 ng/uL foram sequenciadas diretamente a partir do produto de PCR, e as que apresentaram
concentragdes inferiores a 20 ng/UL tiveram que ser clonadas para que fosse possivel realizar

0 sequenciamento.

5.2.4.6. Clonagem

O fragmento amplificado e purificado foi clonado em vetor pPGEM-T
easy (Promega). A reagdo de ligacdo contendo 0,5 puL do vetor pGEM-T easy, 0,5 uL de
enzima T4 DNA ligase, 5,0 uL de tampao 2x e 4,0 uL. do produto de PCR purificado foi
incubada por 16 horas a 4 °C. Para transformacao foi utilizado 2 uL da reacdo de ligacdo, 40
UL de célula de Escherichia coli cepa XL1 e 40 uL de glicerol a 10%, em seguida a amostra
foi eletroporada a um pulso de 1,25 kV, com capacitancia de S0UF e resisténcia de 100 ohms,
utilizando cubeta de 0,Imm. Imediatamente apds eletroporagado, adicionou-se 500 uL de meio
SOC (2% triptona, 0,5% extrato de levedura, 10 mM NaCl, 10 mM MgSO.,, 20 mM glicose) e
levado para incubagio durante 1 hora a 37 °C, sob agitagao.

Em placas de Petri com o meio LB-Agar (USB) + ampicilina (100
png/mL), foram adicionados 500 pL de células competentes transformadas, contendo em cada

placa 50 uL. de X-gal (20mg/mL), 50uL de IPTG (24mg/mL), e 100 uL. de meio LB-Broth

(USB). As placas foram incubadas em estufa a 37 °C durante 16 horas.

5.2.4.6.1. Selecao dos clones recombinantes

As colonias bacterianas transformadas (brancas) foram repicadas em
tubos contendo 5 mL do meio LB-Broth (USB) acrescido de ampicilina (100 pg/mL), onde

foram mantidas sob agitacao de 180 rpm, durante 16 horas, a 37 °C.
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Apbs o crescimento das bactérias, foram realizadas as extragdes do
DNA plasmidial utilizando o Kit Wizard Plus SV Minipreps-DNA Purification System
(Promega) e posteriormente as amostras foram clivadas com enzima de restricdo EcoRI
(Invitrogen), seguindo protocolo do fabricante, e incubadas a 37 °C durante 1 hora. Para a
observacao da presenca do fragmento de interesse, foi realizado eletroforese em gel de agarose
0,8% corado com brometo de etideo.

As amostras contendo o fragmento de interesse foram clivadas com
enzima Pstl para linearizacdo e posterior quantificacio em gel de agarose 0,8%, utilizando

marcador High DNA Mass Ladder (Invitrogen).

5.2.4.7. Sequenciamento

Os produtos foram enviados para a plataforma de sequenciamento do
Centro de Estudos de Genoma Humano da USP e para Macrogen (Korea).

As amostras sequenciadas foram analisadas pelo programa ‘NCBI-
BLAST’ (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/Tools/
clustalw2/index.html), e a constru¢@o da drvore filogenética foi realizado no programa MEGA

4.0.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Analise das amostras coletadas

O quadro 2 demonstra o ndmero total de amostras analisadas,
juntamente com as amostras positivas para os testes realizados.

Através da microscopia eletronica, das 188 amostras analisadas, em
155 foi possivel observar algum tipo de particula alongada. Destas amostras foram realizadas
as extracdes de RNA total para confirmacdo da presenca viral por RT-PCR, sendo que
somente em 11 amostras foram confirmadas a infec¢do por carlavirus, utilizando-se os primers
SLV/GCLV 7303 e SLV/GCLV 7665. Deste modo, constatou-se que houve baixa
sensibilidade no teste de diagnose através da microscopia eletronica, devido a baixa
concentracdo de particulas virais, e também pela semelhanca entre as particulas de carlavirus e
potyvirus, dificultando o processo de diagnose. Optou-se, portanto pelo teste de ELISA,
através da utilizacdo de antissoros para carlavirus e potyvirus, para facilitar o processo de
diagnose e também a deteccdo de infec¢do mista nos materiais coletados.

Através da andlise de 731 amostras provenientes de campo, utilizando-
se o teste de ELISA, 560 mostraram-se positivas somente para potyvirus, em 53 amostras
houve a confirmac¢do de infeccio mista entre GarCLV e potyvirus, sete amostras foram
positivas para SLV e potyvirus, duas amostras positivas somente para GarCLV, uma para SLV
(Quadro 3), e 108 amostras apresentaram-se negativas para os testes realizados. Nao houve

correlagdo da ocorréncia de carlavirus com as regides produtoras do Pais, provavelmente
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devido ao intercambio de alho-semente entre as regides Sul, Sudeste, Cerrado de Goids e
Minas Gerais.

Dovas e colaboradores (2001) realizaram levantamento das espécies de
virus em alho na Grécia, e detectaram isolados de GarCLV em materiais de propagacio
vegetativa importados da Itdlia. Nas demais regides analisadas, encontraram baixa incidéncia
dessa espécie sendo sua ocorréncia restrita as regides sul e central da Grécia. Estes mesmos
autores observaram menor incidéncia de carlavirus em alho quando comparada aos potyvirus.

Alguns trabalhos indicam que as espécies de carlavirus sdo restritas
somente a algumas regides do mundo, como demonstrado por Barg e colaboradores (1994),
onde a espécie de GarCLV foi raramente encontrado em amostras provenientes de Taiwan e
Tailandia, enquanto que nas regides da India, Indonésia, Korea e Nepal hd alta incidéncia de
GarCLV em amostras de alho. O mesmo ocorre com espécies de SLV que sdo encontradas em
baixa incidéncia em paises como Grécia, Itdlia (DOVAS et al., 2001) e Espanha, enquanto que
na China e Republica Tcheca foram detectados em 100% das amostras analisadas
(KLUKACKOVA et al., 2007).

Espécies de potyvirus que infectam alho sdo encontradas com maior
frequéncia que os carlavirus devido a eficiéncia de transmissdo dos potyvirus pelos afideos
(VAN DIJK, 1993; DOVAS et al., 2001), dados confirmados também nesse trabalho, como
demonstra o quadro 4. A transmissdo de SLV é menos eficiente quando comparado com as
demais espécies de virus que infectam alho (DIEKMANN, 1997 apud KLUKACKOVA et al.,
2007).
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6.2. Gama de hospedeiras

A partir de folhas de alho sabidamente infectadas com potyvirus e
carlavirus foi possivel isolar carlavirus inoculando-se plantas de Celosia argentea,
observando-se sintomas de anéis cloréticos (Figura 3A) e mosaico (Figura 3B). Entretanto,
utilizando-se o extrato vegetal da espécie Celosia argentea, ndo foi possivel a transmissdo de
isolados de carlavirus para outras espécies indicadas como suscetiveis, nem mesmo de celosia
para celosia, indicando que esta ndo € uma hospedeira recomendada para a manutencdo de
carlavirus. Esse procedimento foi realizado devido ao fato dos materiais provenientes de
campo apresentarem infeccdes mistas, e por essa planta nao ser suscetivel a potyvirus.

Desta forma, o experimento foi repetido utilizando-se folhas de alho
positivas para GarCLV e inoculando-se diretamente em plantas de Chenopodium
amaranticolor, Celosia argentea, Chenopodium murale, Chenopodium quinoa, Nicotiana
occidentalis, Gomphrena globosa, Allium tuberosum (cebolinha japonesa), Allium porrum
(alho-porro) e Allium fistulosum (cebolinha). Através da andlise de sintomas apds inoculacio,
foi possivel visualizar novamente em plantas de Celosia argentea a presenca de anéis
cloréticos e também sintomas de mosaico. Em Nicotiana occidentalis foi possivel observar
pontos cloréticos (Figura 3C), e em Chenopodium quinoa a presenga de lesdes locais (Figura
3D). A presenca do virus foi confirmada pelo teste de ELISA e por RT-PCR. Nas demais
plantas inoculadas nio foi observado nenhum tipo de sintoma, bem como presenga de virus
pelos testes citados acima. Apesar dos isolados provenientes do campo apresentarem infeccao
mista, foi possivel isolar somente carlavirus em todas as hospedeiras citadas anteriormente.

Nem todas as plantas descritas na literatura como suscetiveis para
carlavirus foram infectadas por isolados brasileiros, o que concorda com dados apresentados
por Van Dijk (1993), onde alguns isolados apresentaram lesoes locais em Celosia argentea,
Chenopodium amaranticolor, C. murale, C. quinoa e Nicotiana occidentalis. As espécies de
Celosia argentea e Nicotiana occidentalis foram selecionadas pelo autor para utilizacdo em
rotina por apresentarem resultados confidveis, enquanto que as demais plantas apresentaram

resultados negativos ou insatisfatorios.
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Figura 3 — Plantas inoculadas com isolados provenientes de campo infectados com GarCLV.
(A) Celosia argentea apresentando anéis cloréticos; (B) Celosia argentea com sintomas de
mosaico; (C) Nicotiana occidentalis com pontos cloréticos; (D) Chenopodium quinoa com
lesdes locais.

De acordo com dados da literatura, plantas de C. gquinoa sio
consideradas suscetiveis para diversas espécies de potyvirus, inclusive os de alho (Brunt ef al.,
1996), porém diante dos resultados obtidos neste trabalho, mesmo havendo infec¢ao mista nos
isolados utilizados para inoculagdo nas plantas hospedeiras, somente espécies de GarCLV
foram transmitidas para plantas de C. quinoa. Isolados de GarCLV foram transmitidos para

plantas de C. quinoa causando lesdes locais cloréticas (BARG et al., 1994).

6.3. Analises moleculares

6.3.1. Teste de eficiéncia dos oligonucleotideos

Os oligonucleotideos universais e especificos para GarCLV foram
testados com amostras provenientes de campo e mostraram-se eficientes para amplificacdo
parcial da regido da capa protéica do virus (fragmento de aproximadamente 370bp). Amostras
positivas para GarCLV foram testadas com primers especificos de SLV, porém ndo foi
verificada amplificacdo inespecifica com os mesmos (Figura 4).

As amostras positivas para GarCLV por ELISA foram testadas por
RT-PCR, e algumas amostras ndo amplificaram com os primers sintetizados. Possivelmente ha

uma variabilidade entre as estirpes de GarCLV encontradas no campo.



38

Primer universal Primer especifico GarCLV Primer especifico SLV
_— A — A — e N —
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 14 15 16 17 18

12

Figura 4 — Gel de agarose 0,8% com rea¢des de RT-PCR com amostras positivas de GarCLV
utilizando-se primers universais e especificos para GarCLV e SLV. (M) Marcador 1 Kb
Ladder (invitrogen); (1-6) Teste com primers SLV/GCLV 7303 e SLV/GCLV 7665; (7-12)
Teste com primers GCLV 7114 e SLV/GCLV 7665; (13-18) Teste com primers SLV 7303 e
SLV/GCLV 7665.

Inicialmente ndo foi possivel testar a eficiéncia dos primers para SLV,
pois ndo se dispunha de um controle positivo para o virus, ja que o mesmo € considerado uma
praga exotica no Brasil. No entanto, foi possivel detectar pela primeira vez a ocorréncia de
SLV na amostra 66.1 proveniente de Sao Manuel/SP, através da utiliza¢do do primer universal
(SLV/GCLV 7303 e SLV/GCLV 7665). A principio, no teste de ELISA essa amostra
apresentou-se negativa para SLV e positiva para GarCLV. Porém, a partir da amplificacao
com o primer universal e posterior clonagem para sequenciamento, verificou-se identidade de
90% com isolados de SLV disponiveis no GenBank.

Algumas amostras provenientes de Piraquara/PR reagiram contra
antissoro de SLV, como mostra o quadro 3. Estas amostras e também a 66.1 foram utilizadas
no teste de efici€éncia dos primers sintetizados para regido parcial da proteina capsidial de
SLV, porém estes primers mostraram-se ineficientes pois geraram diversas bandas
inespecificas. Diversos fragmentos foram sequenciados evidenciando amplificagdo de partes
do genoma de alho.

Somente apds a sintese de primers especificos para regido completa da
capa protéica de SLV foi possivel realizar a amplificagdo e sequenciamento dos isolados 66.1
e 95.2 (Figura 5), utilizando-se as combinacdes de primers SLV 7044 (senso) e SLV 8004

(antisenso). As demais amostras positivas para SLV pelo teste de ELISA, ndo tiveram
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fragmentos amplificados pelos primers de SLV, indicando reagdes inespecificas com o

antissoro.

Figura 5 — Gel de agarose 0,8% com reacdes de RT-PCR de SLV utilizando primers para
amplificacdo da regido completa da proteina capsidial. (M) Marcador 1 Kb DNA Ladder Plus
(Invitrogen); (1) Amostra 66.1; (2) Amostra 95.2.

Através da andlise das amostras, foram detectados pela primeira vez no
Brasil a espécie de SLV, encontrados nas regides de Piraquara/PR e Sdo Manuel/SP. As
amostras de alho provenientes de Piraquara passaram por cultura de tecido, porém a origem
inicial dos bulbos € desconhecida. Amostra de alho ‘Tropical’ coletada no municipio de Sao
Manuel que também se mostrou infectada pelo SLV, tem sua procedéncia inicial de bulbos
desconhecida, e este material j4 vem sendo cultivado na regido de Sdo Manuel hd
aproximadamente 15 anos, o que indica que o virus foi introduzido no Brasil ha muitos anos.
A ndo detec¢do do SLV até o momento se deve possivelmente a baixa sensibilidade dos testes
até entdo utilizados e a baixa incidéncia O proprio teste de ELISA com antissoro monoclonal
anti-SLV da Agdia mostrou-se ineficiente na deteccdo do SLV. A deteccdo dessa espécie
nesse trabalho foi possivel, pois foram desenhados primers especificos que funcionaram na
diagnose do mesmo.

Para caracterizacdo de carlavirus, Fajardo (1998) utilizou o
oligonucleotideo Carla-Uni (5-GGA GTA ACC GAG GTG ATA CC-3”) desenhado por
Badge e colaboradores (1996), mostrando-se eficiente para detec¢cdo de GarCLV. Entretanto
trabalhos desenvolvidos anteriormente no Laboratério de Virologia da FCA, testaram a

eficiéncia desse primer, apresentando resultados insatisfatérios, por esta razdo novos
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oligonucleotideos, foram sintetizados para realizacdo desse trabalho. Os dados obtidos
permitem afirmar que os primers para amplifica¢do parcial da proteina capsidial de carlavirus
em alho podem ser utilizados em rotina para deteccdo, porém s6 é possivel diferenciar as
espécies de SLV e GarCLV quando utilizados os primers especificos.

As combinagdes dos primers para a amplificacdo da regido completa
da proteina capsidial de GarCLV foram testados, obtendo-se fragmento do tamanho esperado
com os pares de primers GCLV 305 (senso) e PC-R4 (antisenso). As amostras foram enviadas
para Empresa Macrogen (Korea) a fim de realizar o sequenciamento dos fragmentos obtidos,
porém os resultados mostraram-se insatisfatérios, pois amplificaram regides inespecificas do

genoma.

6.3.2. Analise da variabilidade genética dos isolados

Ap6s realizar o teste dos primers para a regido parcial da proteina
capsidial de GarCLV, quatorze amostras foram selecionadas para sequenciamento, € a partir
do alinhamento de nucleotideos (Figura 6) e de aminodcidos (Apéndice 2) obteve-se um
quadro de identidade entre os diferentes isolados de GarCLV (Quadro 5), e também a arvore
filogenética (Figura 8). Foi possivel verificar que a identidade variou entre 97% a 100% para
aminodcidos e 87% a 97% de nucleotideos entre sequéncias depositadas no GenBank.

Através do alinhamento de nucleotideos de SLV (Figura 7) e
aminodcidos (Apéndice 3) dos isolado 95.2 (nimero de acesso GU120175) e 66.1 (nimero de
acesso GU120176) foi possivel verificar que a identidade variou entre 90% a 99% para
nucleotideos € 96% a 99% para aminodcidos quando comparadas com sequéncias de SLV
depositadas no GenBank (Quadro 6).

A sequéncia de GarCLV obtida de um isolado proveniente do Brasil,
apresentou identidade de 83,3% com sequéncias depositadas no GenBank (FAJARDO et al.,
2001), e quando comparado esse isolado com as sequéncias obtidas nesse trabalho, a
identidade de nucleotideos variou entre 87% a 97%, mostrando que ha variabilidade tanto
entre os isolados brasileiros como de outros paises. Esses resultados sdo confirmados através

da arvore filogenética obtida a partir de sequéncias de nucleotideos, revelando que os isolados



de GarCLV coletados nio apresentam correlacdo com as regides de coleta, possivelmente pela

entrada de bulbos de alho de diferentes regides geograficas do mundo.

Figura 6 — Alinhamento da sequéncia parcial da regido da capa protéica de isolados de

GarCLV.
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CGTGGCGACACATCTAATGTATTCACCAGGCCTAGCATGGACGCCTTAAT
CGTGGCGACACTTCTAATGTATTCACCAGGCCTAGCATGGATGCCTTAAT
CGTGGCGACACATCTAATGTATTCACCAGGCCTAGCATGGATGCCTTAAT
CGTGGCGACACATCTAATGTATTCACCAGGCCTAGCATGGATGCCTTAAT
CGTGGCGACACATCTAATGTTTTCACCAGGCCTAGCATGGATGCCTTAAT
CGTGGCGACACATCTAATGTTTTCACCAGGCCTAGCATGGATGCCTTAAT
CGCGGCGACACTTCTAATGTATTCACCAGGCCTAGCATGGATGCTTTAAT
CGCGGCGACACTGCGAATGTATTCACTAGGCCTAGCATGGATGCCTTGAT
CGCGGCGACACTGCGAATGTATTCACTAGGCCTAGCATGGATGCCTTGAT
CGCGGCGACACTGCAAATGTATTCACTAGGCCTAGCATGGATGCCTTGAT
CGCGGCGACACTGCTAATGTATTCACTAGGCCTAGCATGGATGCTTTGAT
CGCGGCGACACAGCTAACGTATTCACTAGGCCTAGCATGGATGCTTTGAT
CGTGGCGACACTGCTAATGTATTTACTAGGCCCAGCATGGATGCTTTAAT
CGCGGCGACACTTCTAATGTTTTCACTAGGCCCAGCATGGATGCCTTAAT
CGCGGCGACACTTCTAATGTTTTCACTAGGCCCAGCATGGATGCCTTAAT
CGCGGCGACACTTCTAATGTTTTCACTAGGCCCAGCATGGATGCCTTAAT
CGCGGCGACACTGCTAATGTTTTCACTAGGCCCAGCATGGATGCTTTAAT
CGCGGCGACACAGCTAATGTATTCACTAGGCCTAGCATGGATGCTTTAAT

* Kk kkkkkkk ok * kk kk kk kk kkhkkkhkk Khkhkkhkhkkhkkk K*k kk Kkx

AGCTTTAGATTTCAAGGCTGAATCATTGGCTGTTGCAACCGCCGAAGACC
AGCTTTGGATTTCAAGGCTGAATCATTGGCTGTTGCAACCGCCGAAGACC
AGCTTTGGATTTCAAGGCTGAATCATTAGCTGTTGCAACCGCCGAAGACC
TGCGTTGGATTTCAAGGCTGAATCATTGGCTGTTGCAACCGCCGAAGACC
AGCTTTGGATTTCAAGGCTGAATCATTGGCTGTTGCAACCGCCGAAGACC
AGCTTTGGATTTCAAGGCTGAATCATTGGCTGTTGCAACCGCCGAAGACC
AGCTTTAGATTTCAAGGCTGAATCATTGGCAGTTGCGACCGCCGAGGACC
AGCACTGGACTTCAAAGCCGAATCCTTGGCAGTTGCTACTGCTGAAGACC
AGCACTGGACTTCAAAGCCGAATCCTTGGCAGTTGCTACTGCTGAAGACC
AGCACTGGACTTCAAAGCCGAATCCTTGGCAGTTGCTACTGCTGAAGACC
AGCATTGGACTTCAAAGCTGAATCCTTGGCAGTTGCGACTGCTGAAGACC
AGCACTGGACTTCAAAGCTGAATCCTTGGCAGTTGCGACTGCAGAAGACC
AGCATTGGACTTCAAAGCTGAATCCTTGGCTGTCGCGACTGCTGAAGACC
AGCATTGGACTTCAAAGCTGAATCCTTAGCAGTTGCGACTGCTGAAGACC
AGCATTGGACTTCAAAGCTGAATCCTTAGCAGTTGCGACTGCTGAAGACC
AGCATTGGACTTCAAAGCTGAATCCTTAGCAGTTGCGACTGCTGAAGACC
AGCTTTGGATTTTAAGGCTGAATCATTGGCAGTAGCGACCGCTGAAGACC
AGCATTGGATTTCAAGGCTGAATCATTGGCAGTTGCGACTGCTGAAGACC

* % * kk kk kk kk kkkkk kk Kkk kk k*k kk *(k Kkk K(kkk
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TTGCTGCTATCACTGCAAAATTTGAACAGCTTGGGGTGCCAACGGAGAGA
TTGCTGCTATCACTGCAAAATTTGAACAGCTTGGGGTGCCAACGGAGAGA
TTGCTGCTATCACTGCTAAATTCGAACAGCTAGGGGTGCCAACAGAGAGA
TAGCTGCTATTACTGCTAAATTTGAACAGCTTGGGGTGCCGACTGAGAGA
TAGCTGCCATTACTGCTAAATTTGAACAGCTTGGGGTGCCGACTGAGAGA
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TAGCTGCTATTACTGCTAAATTTGAACAGCTTGGGGTGCCGACTGAGAGA
TAGCTGCTATCACTGCTAAATTTGAACAGCTTGGGGTGCCAACTGAGAGA
TAGCTGCTATCACTGCTAAATTTGAACAGCTTGGGGTGCCAACTGAGAGA
TAGCTGCTATCACTGCTAAATTTGAACAGCTTGGGGTGCCAACTGAGAGA
TAGCTGCTATCACTGCTAAGTTTGAACAGCTTGGGGTGCCAACTGAAAGA
TAGCTGCTATCACTGCTAAGTTTGAACAGCTTGGGGTGCCAACTGAAAGA
TAGCTGCTATCACTGCTAAGTTTGAACAGCTTGGGGTGCCAACTGAAAGA
TAGCTGCCATCACTGCTAAGCTTGAACAACTAGGGGTACCAACTGAAAGA
TTGCTGCCATCACTGCTAAATTTGAGCAGCTCGGGGTGCCAACTGAGAGA

* kkkkk kk KAk kkk kK * kk Kk kk kkkkk Kk Kkk kK Kkk*k

CTAGCCCCCCTTTGTTGGTCTATTGCAAGATATTGCGCGGATACTAGCTC
CTAGCCCCCCTTTGTTGGTCTATTGCAAGATATTGCGCGGATACTAGCTC
CTAGCCCCCCTTTGCTGGTCTATTGCAAGATATTGCGCGGATACTAGCTC
CTAGCCCCCCTTTGTTGGTCTATTGCAAGATATTGTGCGGATACTAGCTC
CTAGCCCCCCTTTGTTGGTCTATTGCAAGATATTGCGCGGATACTAGCTC
CTAGCCCCCCTGTGCTGGTCGATTGCAAGATATTGCGCGGATACTAGCTC
TTGGCTCCTCTTTGTTGGTCGATTGCAAGGTATTGCGCCGACACTAGTTC
TTAGCTCCACTTTGTTGGTCGGTTGCAAGGTATTGCGCAGACACAAGTTC
TTAGCTCCACTTTGTTGGTCGGTTGCAAGGTATTGCGCAGACACAAGTTC
TTAGCTCCACTTTGTTGGTCGGTTGCAAGGTATTGCGCAGACACAAGTTC
TTAGCTCCACTTTGTTGGTCGATTGCAAGGTATTGTGCAGATACAAGTTC
TTAGCACCACTTTGTTGGTCGATTGCAAGGTATTGTGCAGATACGAGTTC
TTAGCTCCACTTTGTTGGTCGATTGCAAGGTACTGTGCAGATACAAGTTC
CTAGCCCCACTTTGTTGGTCGATTGCAAGGTATTGTGCTGATACTAGTTC
CTAGCCCCACTTTGTTGGTCGATTGCAAGGTATTGTGCTGATACTAGTTC
CTAGCCCCACTTTGTITGGTCGATTGCAAGGTATTGTGCTGATACTAGTTC
TTAGCCCCTCTTTGTTGGTCGGTTGCAAGGTATTGCGCAGACACGAGTTC
TTAGCTCCCCTTTGTTGGTCGATTGCAAGGTATTGCGCAGATACAAGTTC

* kK kk kk kK Kk kkk khkkkhkkk Kkk kk kkxk Kk K*k Kkk K%k

TTCGTATGTGGCTGACCCGAAAGGGACTTTTGAATACCCAGGGGGTGCTA
TTCGTATGTGGCTGATCCGAAAGGGACTTTTGAATACCTAGGGGGTGCTA
TTCGTATGTGGCTGATCCGAAAGGGACTTTTGAATACCCAGGGGGTGCTA
TTCGTATGTGGCTGATCCGAAAGGGACTTTTGAATACCCAGGGGGTGCTA
TTCGTATGTGGCTGATCCTAAAGGGACTTTTGAATACCCAGGGGGTGCTA
TTCTTATGTTGCTGATCCTAAAGGGACTTTTGAATACCCAGGGGGTGCTA
TTCATATGTGGCTGACCCAAAAGGAACTTTTGAATACCCTGGGGGTGCTA
TTCATATGTAGCTGATCCGAAAGGAACTTTTGAATACCCAGGGGGCGCTA
TTCATATGTAGCTGATCCGAAAGGAACTTTTGAATACCCAGGGGGCGCTA
TTCATATGTAGCTGATCCGAAAGGAACTTTTGAATACCCAGGGGGCGCTA
TTCATATGTAGCTGATCCGAAAGGAACTTTTGAATACCCAGGGGGTGCTA
TTCATATGTAGCTGATCCGAAAGGAACTTTTGAATACCCAGGGGGTGCTA
TTCATATGTGGCTGATCCGAAAGGAACTTTTGAATACCCAGGGGGTGCTA
TTCATATGTAGCTGATCCAAAAGGAACTTTCGAATACCCAGGGGGTGCTA
TTCATATGTAGCTGATCCAAAAGGAACTTTCGAATACCCAGGGGGTGCTA
TTCATATGTAGCTGATCCAAAAGGAACTTTCGAATACCCAGGGGGTGCTA
TTCATATGTGGCTGATCCGAAAGGAACTTTTGAATACCCGGGGGGTGCTA
TTCATATGTGGCTGATCCTAAAGGAACTTTTGAATACCCAGGGGGTGCTA

kkk KAkhkkhkkhkk KkkkAkkk Kkk khkkkk KhAkhkkkk KAk kAkKkk*X kkkkKk Kk k*k

TAACAAGGGATGCTGTCTATGC
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Isolado_26.2 TAACAAGGGACGCTGTITTATGC 272
Isolado_73.1 TAACAAGGGACGCTGTTTATGC 272
Isoldo_68.3 TAACAAGGGACGCTGTTTATGC 272
GarCLV_Korea_DQ520092 TAACAAGGGACGCTGTITTATGC 272
GarCLV_Brasil_AF228416 TAACAAGGGACGCTGTTTATGC 272
Isolad_55.3 TAACAAGGGATGCTGTTTATGC 272
Isolado_69.1 TAACAAGGGATGCTGTTTATGC 272
Isolado_75.1 TAACAAGGGATGCTGTTTATGC 272
Isolado_76.1 TAACGAGGGATGCTGTTTATGC 272
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GarCLV_Holanda_AB004804 TAACAAGGGATGCTGTTTATGC 272

Kk khkkk KAk kk Khkkkhkk Kkhkkk*k

Figura 7 — Alinhamento da sequéncia de Shallot latent virus, correspondente a regidao
completa da capa protéica. Em vermelho o cddon de iniciacdo e em amarelo o cdédon de

terminagdo da CP.

SLV_AB004567 ACGAACGAAGAAGAAGAACTCAACAGAGTGAAGAATTTGCCCACGCGCGACCCGGGG 60
SLV_DQ520093 ACGAACGAAGAAGAAGAACTCAACAGAGTGAAGAATTTGCCCACGCGCGACCCGGGG 60
Isolado_95.2 ACAAACGAAGAAGAAGAACTCAACAGAGTTAAGAATTTGCCCATGCGCGACCCGGGG 60
Isolado_66.1 ACAAACGAAGAAGAAGAACTCAACAGAGTTAAGAATTTGCCCATGCGCGACCCGGGG 60
SLV_AB004802 GCAAACGAAGAAGAAGAACTCAGCAGATTGAATAATTTGCCCACTCGCGATCCGGAG 60
khkk kK KhkAhkkhkkhkhAkAk Ak kA Ak hkhkhAkAk Ak k Kkhkkhkk Kk kK KAhkAkhkkhkhkk kK kkkkk Kkhkkk Kk
SLV_AB004567 ACAGCACCCGATGGGGAACGCAGTAAGGCCGTTAATGATGTTGGTGTCATGGAACGCGAA 120
SLV_DQ520093 ACAGCACCTGATGGGGAACGCAGTAAGGCCGTTAATGATGTTGGTGTCATGGAACGCGAA 120
Isolado_95.2 ACACTACCCGATGGGGAACGCAGTAAGGCCGTCAATGATGTTIGGTGTTATGGAACGTGAA 120
Isolado_66.1 ACACTACCCGATGGGGAACGCAGTAAGGCCGTCAATGATGTTGGTGTTATGGAACGTGAA 120
SLV_AB004802 ACTGTACCCGAAGGGGAGCGCAGTAAGGCTGTTAATGATGTTGGCGTTATGGATCGTGAA 120
* Kk kkhkk kk KAk khkkhkk KAAkAAAAAAKhKhKh Ak KAAkKkAkAkrAAkhAkhAkAkkA kK Kkhkhkhkk kK KKk
SLV_AB004567 GGCTTTGAGGCCGTTCTTCGTAGGAGTGAAAGTAGATTCAACAAGCTTAAAGAAAAGTGC 180
SLV_DQ520093 GGCTTTGAGGCCGTTCTITCGTAGGAGTGAAAGTAGATTCAACAAGCTTAAAGAGAAGTGC 180
Isolado_95.2 GGCTTCGAAGCCGTCCTITCGTAGAAGTGAAAGTAGATTCAACAAACTTAAAGAGAAGTGC 180
Isolado_66.1 GGCTTCGAAGCCGTCCTTCGTAGAAGTGAAAGTAGATTCAACAAACTTAAAGAGAAGTGC 180
SLV_AB004802 GGCTTCGAGGCCGTTCTITCGTAGGAGTGAAAGTAGATTCAACAAACTTAAGGAGAAGTGC 180
KhkKkKkk KhKhk KhkAkAkk KFAhhhAAAk FAAAhAAAA A A AKdK A hhrAhdkkx K K kk k k* **x Kk kK k*k*
SLV_AB004567 ATAGCTGAATTGTICTAGCATAAATGTGACGAATTGTGGATGGGAATCCGGACGCCCCAAA 240
SLV_DQ520093 ATAGCTGAATTGTICTAGCATAAATGTGACGAATTGTGGATGGGAATCCGGACGCCCCAAA 240
Isolado_95.2 ATGGCTIGATTTATCTAGCATTAATGTGACGAATTGTGGATGGGAATCCGGACGCCCGAAA 240
Isolado_66.1 ATGGCTGATTTATCTAGCATTAATGTGACGAATTGTGGATGGGAATCCGGACGCCCGAAA 240
SLV_AB004802 TTAGCAGAATTATCTAGCATAAATGTGACGAATTGCGGATGGGAATCTGGACGCCCCAAA 240
Kk kk kk kk kA Ak Ak A KhkAhkKh kAhkAkhkAkA Ak KhkAhkAhkhkhkhk Ak kAAhkhkhkhAkhAkk KAhkkkhkhkhkikk Kk Kk
SLV_AB004567 GCACAGCTTGCCGATAGTCTTAAAGGGGATGCATCAAATATTTTCACCCGACCCTCCATG 300
SLV_DQ520093 GCACAGCTTGCCGATAGTCTTAAAGGGGATGCGTCAAATATTTTCACTCGACCCTCTATG 300
Isolado_95.2 GCTCAGCTCGCAGATAGTCTTAAAGGGGATGCTTCAAATATTITTCACCCGTCCCTCCATG 300
Isolado_66.1 GCTCAGCTCGCAGATAGTCTTAAAGGGGATGCTTCAAATATTITTCACCCGTCCCTCCATG 300
SLV_ABQ004802 GCTCAGCTCGCCGATAGTCTTAAAGGGGATGCTTCGAATATTTTCACCCGTCCCTCCATG 300
KAk KAk Ak kk AAKAAAKIAIAAAAKAAAAKRA A AKX Kk (A kkdxAhkhkhkkk k* **k *hkkkk **k%
SLV_AB004567 GATGCACTTTTGGTACGGAACTACGCGCCTGAAAGCAATAATCTGGCAACTGCTGAAGAA 360
SLV_DQ520093 GATGCACTTTTGGTACGGAACTACGCACCTGAAAGCAATAATCTGGCAACTGCTGAAGAA 360
Isolado_95.2 GATGCGCTTTTGGTACGGAACTACGCACCTGAGAGTAATAATCTGGCGACCGCCGAGGAA 360
Isolado_66.1 GATGCGCTTTTGGTACGGAACTACGCACCTGAGAGTAATAATCTGGCGACCGCCGAGGAA 360
SLV_AB004802 GACGCACTTTTGGTACGGAACTACGCACCTGAAAGTAATAATCTGGCGACCGCTGAAGAA 360

Ak Ak AAKhAAAAAKAAAAIIAAAAKNAKX KhAhkhkrk kK KAkkhkhkrAkhkhAkAk k) Kk K*k Ak kK KKk

Continua
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TTGGCAAAAATATCCGCCAAGGTACAGGCTCTAGGTGCACCGGAAGAGTGTCTAGCTGAA
TTGGCGAAAATATCCGCCAAGGTACAGGCTCTAGGTGCACCGGAAGAGTGTCTAGCTGAA
TTGGCGAAAATATCCGCTAAAGTGCAGGCTCTAGGCGCACCGGAAGAGTGCCTTGCTGAA
TTGGCGAAAATATCCGCTAAAGTGCAGGCTCTAGGCGCACCGGAAGAGTGCCTTGCTGAA
TTAGCAAAAATTTCTGCCAAAGTGCAGGCTCTAGGTGCGCCAGAAGAGTGTCTTGCTGAA

Kk hkk kkhkhkkhkk kk hkk kk hkk khhkhkkhkrkkhkhkkhkhkkhkk kk hk kkhkrxkhkrkkhkhkk kkx Kk kkkxk

GTGTTCTGGGACATTTGCATGTATTGCACTACGGCCGGGAGTTCGCCAAATGTGAACCCT
GTGTTCTGGGACATTTGCATGTATTGCACTACAGCCGGGAGTTCGCCAAATGTGAACCCT
GTGTTCTGGGACATTTGCATGTATTGCACCACAGCCGGGAGTTCGCCCAATGTGAACCCT
GTGTTCTGGGACATTTGCATGTATTGCACCACAGCCGGGAGTTCGCCCAATGTGAACCCT
GTGTTCTGGGACATTTGCATGTATTGCACTACAGCCGGGAGTTCGCCAAATGTGAACCCT

KAKKKAAAAIIAAAAKA K AA R I IAAAAKN AR A K’ *hk KAk K AhAdArAhAkhAhAhk, k  *hhAkrkrxhrkk k K,k *

AAAGGGACCATCTCTGTCGGTGGTAAGGTTGTGACTAGGGACATGGTGGTCGCCGTCATC
AAAGGGACCATCTCTGTCGGTGGTAAGGTTGTGACTAGGGACATGGTAGTCGCCGTCATT
AAAGGGACCATCTCTGTCGGTGGTAAGGTTGTAACTAGGGACATGGTGGTCGCCGTCATT
AAAGGGACCATCTCTGTCGGTGGTAAGGTTGTAACTAGGGACATGGTGGTCGCCGTCATT
AAAGGGACCATCTCTGTCGGTGGTAAGGTGGTAACTAGGGACATGGTGGTAGCCGTTATC

Ak Ak khhAhhhkhkAAhrdhhkhdhhkhkrkrhkhhkhkk k, **x *Ahxkxk k kkhhhkhkhkrrxkx*x **k *rrxx*x *%

AAGGAGTACTCAACGCTGCGACAGGTCTGCCGTTGTTACGCGCCCGTTGTCTGGAATTAC
AAGGAGTACTCAACGCTGCGACAGGTCTGCCGTTGTTACGCGCCCGTTGTCTGGAATTAC
AAGGAATACTCAACGCTACGACAGGTTTGCCGTTGTTACGCGCCCGTTGTTTGGAATTAC
AAGGAATACTCAACGCTACGACAGGTTTGCCGTTGTTACGCGCCCGTTGTTTGGAATTAC
AAGGAATACTCAACACTACGACAGGTTTGCCGCTGTTACGCGCCCGTCGTTTGGAATTAC

Nhkhkkhkx Khkhkkhkhkkhhkhk Khhk KAhkrhkkhkhkkhkhkkhk hrhkhkhkkhk Khhkkhkrkhkrkkhkhkkhkrkhkrkhkkx kk krxkkkhkkkkxk

ATGTTATTGAATGAGCAACCGCCCGCTAATTGGGACGCAAAGGGGTTCACTGAAAACACT
ATGTTATTGAATGAGCAACCGCCCGCTAATTGGGACGCAAAGGGGTTTACTGAAAACACT
ATGTTATTGAATGAGCAACCGCCCGCTAATTGGGACGCGAAGGGGTTCACTGAGAACACT
ATGTTATTGAATGAGCACCCGCCCGCTAATGGGGACGCGGAGGGGGTCACTGAGAACACT

ATGTTATTGAATGAACAACCGCCTGCTAATTGGGACGCAAAGGGGTTCACCGAAAACACT
hokkkkkkkkkkkkk *x khkkkk hhkxrkkk hkkhkkkx  kkkkk * Ak kk Kkkxxk

AAATATGCTIGCTTTTGATACTTTCGATGCGGTGACGAACAAGGCTGCAATCCAACCGCTG
AAATATGCTIGCTTTTGATACCTTCGATGCGGTGACGAACAAGGCTGCAATCCAACCGCTG
AAATATGCCGCTTTTGATACCTTCGATGCGGTTACTAACAAAGCTGCAATCCAACCGCTG
AAATATGCCGCTTTTGATACTTTCGATGCGGTAACTAACAAAGCTGCAATCCAACCGCTG
AAATATGCTGCTTTTGATACCTTCGATGCGGTAACTAACAAGGCTGCAATCCAACCGCTA

Akhkhkhkkkhkhkh hhkhkhAhAkhkkhkhkhkhk *AAhkkkdkkhkkhkhkhhkx **x K hkkhkhk *rAkrkhkkkdhkhkhkrkrhAxk k%

GAAGGCCTGATAAGGGCCCCGACTGACGCTGAACGCATTGCTTTCGCAACACATAAGAAG
GAAGGCCTGATAAGGGCCCCGACTGATGCTGAACGCATTGCTTTCGCAACACATAAGAAG
GAAGGCCTGATAAGGGCCCCGACTGACGCTGAACGCATCGCTTTCGCGACTCACAAGAAG
AAAGGCCTGATAAGGGCCCCGACTGACGCTGAACGCATCGCTTTCGCGACTCACAAGAAG
GAAGGCCTCATAAGGGCCCCGACTGACGCTGAACGCATTGCTTTCGCAACACACAAGAAG

Ahkhkkhkhkkhhk *hkrkhkhkhkhkkhkhkkhkrkhkrkhhkkhdx *khhkhkhkkhkhrkhkrkhdx *,hkhrkhkrkhhxk*x **x **k **xkk*xkx*x

TTAGCCCTTGCAAAGAATTCACAAAATTCCCTATACGCCAACACCTCCGCTGAGGTCACT
TTAGCCCTTGCAAAGAATTCACAAAATTCCCTATACGCCAACACCTCCGCTGAGGTCACT
TTGGCCCTTGCGAAGAATTCACAAAATTCCCGATACGCCAACACCTCTGCTGAGGTCACT
TTGGCCCTTGCGAAGAATTCACAAAATTCCCGATACGCCAACACCTCTGCTGAAGTCACT
CTAGCTCTTGCGAAGAATTCACAAAATTCTCGATACGCAAATACTTCTGCTGAGGTCACT

Kk kk kkkkk kA AAA A Ak kA A Ak Ak A A AKX Kk khkhkAkhkk kk kk kk Ak kkk Ak kAk kK

GGAGGATTCTITCGGACGCTTTCCTAAAAACAATTTTAGAGAGAATCGATGTITGA 894
GGAGGATTCTTCGGATGCTTTCCTAAAAACAATTTCAGAGAGGATCGATGTTGA 894
GGAGGATTCTTCGGATGCTTTCCTAAAAACAACTTTAGAGAAAGTCGATGTTGA 894
GGAGGATTCTTCGGATGCTTTCCTAAAAACAACTTTAGAGAAAGTCGATGTTGA 894
GGAGGATTCTITTGGATGCTTTCCTAAAAACAACTTTAGAGAGAATCGATGTITGA 894

KAkKkKAkK kK A A khKh* Kk, K K*kkhkhAkrAAhkkk kK kK kkhkkhr*x *k K k)k*k% khkXkKkKkK KKKk

420
420
420
420
420

480
480
480
480
480

540
540
540
540
540

600
600
600
600
600

660
660
660
660
660

720
720
720
720
720

780
780
780
780
780

840
840
840
840
840

44



00T 86 00T 86 | 86 | L6 | 86 | 86 | 86 | 00l | 86 | 86 | 86 | 86 | 86 | L6 | 86 | 9Iv8cTdV
¥6 86 00T 86 | 86 | L6 | 86 | 86 | 86 | 001 | 86 | 86 | 86 | 86 | 86 | L6 | 86 |T600zsOA
88 88 86 00T | 00T | 96 | 00T | L6 | 00T | 86 | O0I | OOI | L6 | 00T | L6 | 86 | 00T | 99sv00dV
€6 €6 16 86 | 86 | L6 | 86 | 86 | 86 |00l | 86 | 86 | 86 | 86 | 86 | L6 | 86 | v08r00dY
88 88 88 06 00T | 96 | 00T | L6 | 00T | 86 | O0OT | OOT | L6 | OOI | L6 | 86 | 001 1L°06
98 98 68 68 S6 96 | 00T | L6 | 00T | 86 | 00T | OOI | L6 | 00T | L6 |86 | 00I I'18
68 88 06 16 98 | 98 96 | 86 | 96 | L6 | 96 | 96 | 86 | 96 | 86 | S6 | 96 9L
€6 €6 88 16 88 | 88 | 06 L6 | 00l | 86 | 00 | OOI | L6 | 00T | L6 | 86 | 00I I'SL
€6 ¥6 L8 16 68 | ¥v8 | 88 | 16 L6 | 86 | L6 | L6 |00l | L6 |00 |96 | L6 T'€L
€6 €6 88 16 88 | 88 | 06 | 00I | T6 86 | 001 | 00T | L6 | 00T | L6 | 86 | 00I 1'69
L6 L6 06 ¥6 88 | L8 | 06 | ¥6 | S6 | V6 86 | 86 | 86 | 86 | 86 | L6 | 86 €89
€6 €6 88 16 88 | 88 | 06 | 00l | T6 | 00T | v6 001 | L6 | 00T | L6 |86 |00I €SS
L8 L8 68 06 L6 | 86 | L8 | 88 | S8 | 88 | L8 | 88 L6 | 001 | L6 | 86 | 001 I'LE
6 ¥6 L8 16 98 | ¥8 | 88 | 06 | 66 | 06 | S6 | 06 | V8 L6 |00 |96 | L6 9T
L8 L8 68 06 L6 | L6 | 98 | 88 | S8 | 88 | L8 | 88 | 86 | S8 L6 | 86 | 001 I'8T
€6 ¥6 L8 16 68 | ¥8 | 88 | I6 | 66 | 16 | S6 | 16 | S8 | 66 | S8 96 | L6 1’9
88 L8 68 68 96 | S6 | L8 | 88 | 98 | 88 | 88 | 88 | L6 | S8 | L6 | 98 86 9
L8 L8 06 68 96 | S6 | S8 | L8 | S8 | L8 | L8 | L8 | L6 | ¥8 | L6 | S8 | L6 €S

eﬁ.HM\NN N@%M—Nm ewmm—m\cc vc%“cc IL06 | T'I8 | TOL | T'SL | T'€L | T°69 | €89 | €SS | I'LE| TIT | IS8T | 19 |9S| €€

9%

"ATDIeD 9p Terpisded eurajoad ep erored opi3ar
© 9)uopuodsariod (IOLIRJuI [eUOIRIP) sopropoulwe 9 (Jouxdns [euoSerp) SOIPHOJONU AP PLPHUIPI 9p WAZeIUIod — § oapens)




46

Quadro 6 — Porcentagem de identidade de nucleotideos (diagonal superior) e aminoacidos
(diagonal inferior) correspondente a regido completa da proteina capsidial de SLV.

AB D AB
004567 5200Q93 004802 Isol. 95.2 | Isol. 66.1
AB004567 98 91 92 91
DQ520093 99 90 92 91
AB004802 96 96 91 90

Isol. 95.2 97 97 95 99
Isol. 66.1 95 96 94 98

60 Isol. 6.1
97 Isol. 26.2
Isol. 73.1
64 Isol. 68.3
GarCLV Korea do Sul (DQ520092)
GarCLV Brasil (AF228416)
Isol. 69.1
Isol. 55.3
‘_/’ Isol. 75.1
96
Isol. 76.1
GarCLV Holanda (AB004804)
GarCLV Taiwan (AB004566)
Isol. 81.1
Isol. 37.1
Isol. 90.71
91 Isol. 18.1
Isol. 5.3
Isol. 5.6
SLV Indonesia (AB004802)
99 Isol. 95.2
100 Isol. 66.1
SLV Japao (AB004567)
92 SLV (DQ520093)

Potato virus M

Figura 8 — Arvore filogenética da sequéncia de nucleotideos da porcdo da proteina capsidial
de diferentes isolados de GarCLV e SLV. A drvore foi construida utilizando neighbor-joining,
com valor de bootstrap de 2000. Potato virus M foi utilizado como outgroup.
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7. CONCLUSOES

e H4 predominancia da ocorréncia de potyvirus em relacdo a carlavirus, em plantas de
alho coletadas nas diferentes regides do Brasil;

e Nao hd correlagdo da ocorréncia de carlavirus com as regides produtoras do Pais;

¢ O antissoro comercial para SLV nem sempre € eficiente para detec¢ao.

e Os primers SLV/GCLV 7303 e SLV/GCLV 7665 sintetizados para carlavirus foram
eficientes para a detec¢do em plantas de alho;

e H4 variabilidade molecular entre os isolados de carlavirus no Brasil em relacdo ao
sequenciamento da proteina capsidial;

¢ Constatou-se pela primeira vez a presenca de SLV no Brasil.
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APENDICE 1

Alinhamento de nucleotideos realizado com o programa MEGA 4.0 entre seqiiéncias de
GarCLV, SLV e GLC (estirpe de SLV), depositadas no GenBank. O numero de acesso de
cada seqiiéncia estd especificada na frente de seu nome. Em azul a regiao de anelamento do
primer GCLV 7114; em amarelo a regido de anelamento do primer SLV 7180; em vermelho a
regido de anelamento dos primer SLV/GCLV 7307, GCLV 7303 e SLV 7303; e em verde a
regido de anelamento do primer antisenso SLV/GLCV 7665.

GCLV/K2-DQ520092 TGGCTTCAGAGAGAAGTGATGCTGAACGCC-GGAAAAATGATGCAGCTGT 49
GCLV/CP-AF538951 TTCTTGGAGAGATCGGT-AAGCAGAGCGCCCGCAAAAATGAAGCAGCCAT 49
GCLV/CP-AB004805 AGGCCTCAGAGAGAAGCGAAGTGACACGCC-GGAAAAATGACGCAGCAGT 49
GCLV/CP-AB004804 AGGCTTCAGAGAGAAGCGAAGTGACACGCC-GGAAAAATGATGCAGCAGT 49
GCLV/CP-AF228416 TGGCTTCAGAGCGAGGCGATGCTGAACGAC-GGAAAAATGATGCAGCAGT 49
GLV/CP-AB004686 TTTACAGCGCTCTAAATTGATATTATGACAAACGAAGAAGAAGAACTCAA 50
GLV/CP-AB004684 TACACAGCGCTCTAAATTGATATTATGACTAACGAAGAAGAAGAACTCAG 50
GLV/YH3-AJ292228 TACACAGCGCTCTAAATTGATATTATGGCTAACGAAGAAGAAGAACTCAG 50
SLV-AB004457 TTAACAGCATTCTGTTTTGATATTATGGCTAAGGAAGCAGAAGAAATCAG 50
SLV-AB004456 TTAACAGCGTTCTGAATTGATATTATGGCTAGGGAAGCAGAAGAACTCGG 50
SLV-AB004544 TTAACAGCATTCTGTTTTGATATTATGGCTAAGGAAGCAGAAGAACTCAG 50
* % * Kk ok ok
GCLV 7114 —»
GCLV/K2-DQ520092 GAGAGCTAGCCACGATCCTCCTATCGATTCTGAGGAA-—~CCTGCTGACG 96
GCLV/CP-AF538951 TAGGGCTAGGCAGGATGCCGCCATCGATTCTGAGGAG-—-CCTGCCGATG 96
GCLV/CP-AB004805 GAGAGCTAGGCAAGATGCTGCTATCGATTCTGAGGAA-——~CCTGCGGATG 96
GCLV/CP-AB004804 GAGAGCTAGGCAGGATGCTGCTATCGATTCTGAGGCG-——~CCTGTAGATG 96
GCLV/CP-AF228416 GAGAGCTAGGCAGGATGCTGCAATCGATTCTGAGGAA-——~CCTGCTGACT 96
GLV/CP-AB004686 CAGATTGCAGAACTTACCCACACGTGACCCGGGGACGGTTCCCGACGGGG 100
GLV/CP-AB004684 TAACGTGCAGAACTTGCCGACTCGCGATCCAGGGACTATATCCGAGCGTG 100
GLV/YH3-AJ292228 TAACGTGCAGAACTTGCCGACTCGCGATCCAGGGACTATCCCCGAGCGTG 100
SLV-AB004457 e AAGTTGCCGACTCGTGACCCCGGTACTATCCCTGAGCGCG 91
SLV-AB004456 T AACTTGCCAACTCGCGATCCTGGAACGATTCCTGAGCGCG 91
SLV-AB004544 Tmm—m AAGTTGCCGACTCGCGACCCCGGTACTATCCCTGAGCGCG 91
* * * * * * ok * %
GCLV/K2-DQ520092 TGCAAGAGACGAGCGTTAATGATGTTGATCTGCGTCAAATGGAAAATAGG 146
GCLV/CP-AF538951 TGCTAGAAACGAGCGTTAATGATGTTGACCTGCGTCAAATGGAAAACAGA 146
GCLV/CP-AB004805 TGCATGACACGAGCGTTAATGATGTTGATCTGCGTCAAATGGAAAATAGA 146
GCLV/CP-AB004804 TGCAAGAGACGAGTGTTAATGATGTTGATCTGCGTCAARATGGAGAATCGG 146
GCLV/CP-AF228416 TGCAAGAAACGAGCGTTAATGATGTTGATCTGCGTCAAATGGAAAATAGG 146
GLV/CP-AB004686 AACGCAGTAAGGCCGTTAATGACGTTGGGGTCATGGATCGCGAAGGCTTT 150
GLV/CP-AB004684 AACGAAACAAAGCAGTAAACGATGTTGGTGTCATGGAACGTGAAGGTTTT 150
GLV/YH3-AJ292228 AACGAAACAAAGCAGTGAATGATGTTGGTGTAATGGAACGTGAAGGTTTT 150
SLV-AB004457 AACGAAACAGGGCAGTTAATGATGTAGGCATTATGGATAGGGAAGGTTTT 141
SLV-AB004456 AACGGAGTAGGTCCGTAAATGATGTTGGCGTCATGGAGAGAGAGGGCTTT 141
SLV-AB004544 AACGAAACAGGACAGTTAATGATGTAGGCATTATGGATAGGGAAGGTTTT 141
* * **k Kkk Kkkxk Kk*k Kk * * * *
SLV 7180 —»
GCLV/K2-DQ520092 GTCCAGGAAGCTAAGCGGTTTTTGGAGCGCTTCAACAAGCTTAAGAAGTT 194
GCLV/CP-AF538951 GTCCAGGAAGCTAAGCGGTTTTTGGAGCGCTTCAACAAGCTCAAGAAGTT 194
GCLV/CP-AB004805 GTCCAGGAAGCTAAGCGGTTTTTGGAGCGCTTTAACAAGCTTAAGAAGTT 194
GCLV/CP-AB004804 GTCCAGGAAGCTAAGCGGGTTTTGGAGCGCTTTAACAAGCTTAAGAAGTT 194
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GCLV/CP-AF228416
GLV/CP-AB004686
GLV/CP-AB004684
GLV/YH3-AJ292228
SLV-AB004457
SLV-AB004456
SLV-AB004544

GCLV/K2-DQ520092
GCLV/CP-AF538951
GCLV/CP-AB004805
GCLV/CP-AB004804
GCLV/CP-AF228416
GLV/CP-AB004686
GLV/CP-AB004684
GLV/YH3-AJ292228
SLV-AB004457
SLV-AB004456
SLV-AB004544

GCLV/K2-DQ520092
GCLV/CP-AF538951
GCLV/CP-AB004805
GCLV/CP-AB004804
GCLV/CP-AF228416
GLV/CP-AB004686
GLV/CP-AB004684
GLV/YH3-AJ292228
SLV-AB004457
SLV-AB004456
SLV-AB004544

GCLV/K2-DQ520092
GCLV/CP-AF538951
GCLV/CP-AB004805
GCLV/CP-AB004804
GCLV/CP-AF228416
GLV/CP-AB004686
GLV/CP-AB004684
GLV/YH3-AJ292228
SLV-AB004457
SLV-AB004456
SLV-AB004544

GCLV/K2-DQ520092
GCLV/CP-AF538951
GCLV/CP-AB004805
GCLV/CP-AB004804
GCLV/CP-AF228416
GLV/CP-AB004686

GLV/CP-AB004684

GTCCAGGAAGCCAAGCGGTTTTTGGAGCGCTTTAACAAGCTTAAGAAGTT
GAGGCCGTCCTCCGTAGGAGTGAAAGTAGATTCAACAAACTCAAAGAGAA
GAAGCCGTCCTTCGAAGGAGCGAAAGCAGGTTCAACAAACTTAAGGAGAA
GAAGCCGTCCTTCGAAGGAGCGAAAGTAGGTTCAACAAACTTAAGGAGAA
GAAGCGGTGCTTCGACGCAGTGAGGATCGTTTCAACAAATTAAAGGAGAA
GAAGCTGTTCTCCGACGGAGTGAAGATCGATTTAACAAGTTAAAGGAGAA
GAAGCGGTGCTTCGACGCAGTGAGGATCGTTTCAACAAATTAAAGGAGAA

* * * *  kk  kkk kK * Kk *x * *

CCAAGCGGACAATATGACAGCAGGTGAGATCAAGAATGGT
CCAGGCGGACAATATGACTGCAGGTGAGATCAAGAACGG
CCAGGCAGACAATATGACAGCAGGTGAGATCAAGAATGG
CCAGGCGGACAATATGACTGCAGGTGAGATCAAGAATGG
CCAGGCGGACAATATGACGGCAGGTGAGATCAAGAATGGA|
GTGCATAGCCGAATTGTCTAGCATAAATGTAACAAATTGT
GTGCATGTCTGAATTGTCTAGCGTGAACGTCACGAACTGC
GTGCATGTCTGAATTGTCTAGCGTGAACGTCACGAACTGC
GTGCTTATCTGAGCTATCTAGCGTTAACGTTACCAACTGT
GTGCCTATCTGAATTATCTAGCATCAATGTCACCAATTGT

GTGCTTATCTGAGCTTTCTAGCGTTAACGTTACCAACTGT
* ok K * ok x kx Kk kk ox k%

194
200
200
200
191
191
191

244
244
244
244
244
250
250
250
241
241
241

SLV/GCLV 7303—>

AAAACTGAACATTGCGGCCAATTTGCGCGGCGACACAGCT
AAAACTGAACATTGCGGCCAATTTGCGTGGCGACACATCC
AAAACTGAATATTGCGGCCAATTTGCGCGGCGACACTGCT
AAACTGAACATTGCGGCCAATTTGCGCGGCGACACAGCT
AAAACTGAACATTGCGGCCAATTTGCGTGGCGACACTGCT
CAAAGCTCAACTCGCAGATAGTCTCAAAGGGGATGCTTCA
CAAAGCTCAGCTTGCTGACAGTCTCAAAGGGGACGCATCG
CAAAGCTCAGCTCGCTGACAATCTCAAAGGGGATGCTTCA
CAAAGCACATTTAGCTGACAGTCTCAAGGGCGATGCTTCT
CAAGGCGCATTTGGCTGACAGTCTCAAAGGTGACGCATCT
CAAAGCACATTTAGCTGACAGTCTCAAGGGCGATGCTTCT

* kk k% * * kkx X *x ok * *k* kK * *

* Kk Kk Kk

AACGTATTCACTAGGCCTAGCATGGATGCTTTGATAGCACTGGACTTCAA
AATGTGTTCACTAGACCTAGCATGGATGCTTTGATAGCCCTGGACTTCAA
AATGTATTCACTAGGCCTAGCATGGATGCTTTAATAGCATTGGATTTCAA
AATGTATTCACTAGGCCTAGCATGGATGCTTTAATAGCATTGGATTTCAA
AATGTATTTACTAGGCCCAGCATGGATGCTTTAATAGCATTGGACTTCAA
AATATTTTCACTCGTCCCTCAATGGATGCACTTTTAGTGAGGAACTACGC
AATATTTTCACTAGGCCCTCCATGGATGCCCTCCTTGTTCGAAATTACGC
AATATTTTCACTAGGCCCTCCATGGATGCCCTCCTTGTTCGAAATTACGC
AACATTTTCACCCGTCCTTCTATGGACGCCCTACTTGTGCGAAATTACGC
AACATTTTTACTCGCCCCTCTATGGATGCCTTGCTTGTACGGAACTATGC
AACATTTTCACCCGTCCTTCTATGGACGCCCTACTTGTGCGAAATTACGC

* % *x Kk k% * k% *kkkKkk Kk * * K * K

AGCTGAATCCTTGGCAGTTGCGACTGCAGAAGACCTAGCTGCTATCACTG
GGCTGAATCATTGGCAGTTGCAACCGCTGAAGATCTTGCTGCGATCACTG
AGCTGAATCCTTGGCAGTCGCAACTGCTGAAGACCTAGCTGCTATCACTG
GGCTGAATCATTGGCAGTTGCGACTGCTGAAGACCTTGCTGCCATCACTG
AGCTGAATCCTTGGCTGTCGCGACTGCTGAAGACCTAGCTGCTATCACTG
ACCAGAAAGTAATAATCTGGCGACAGCTGAAGAATTGGCAAAAATATCCG
ACCTGAAAGTAACAACATGGCGACTGCTGAGGATTTGGCGAAAATCTCCG
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294
294
294
294
300
300
300
291
291
291

344
344
344
344
344
350
350
350
341
341
341

394
394
394
394
394
400
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GLV/YH3-AJ292228
SLV-AB004457
SLV-AB004456
SLV-AB004544

GCLV/K2-DQ520092
GCLV/CP-AF538951
GCLV/CP-AB004805
GCLV/CP-AB004804
GCLV/CP-AF228416
GLV/CP-AB004686
GLV/CP-AB004684
GLV/YH3-AJ292228
SLV-AB004457
SLV-AB004456
SLV-AB004544

GCLV/K2-DQ520092
GCLV/CP-AF538951
GCLV/CP-AB004805
GCLV/CP-AB004804
GCLV/CP-AF228416
GLV/CP-AB004686
GLV/CP-AB004684
GLV/YH3-AJ292228
SLV-AB004457
SLV-AB004456
SLV-AB004544

GCLV/K2-DQ520092
GCLV/CP-AF538951
GCLV/CP-AB004805
GCLV/CP-AB004804
GCLV/CP-AF228416
GLV/CP-AB004686
GLV/CP-AB004684
GLV/YH3-AJ292228
SLV-AB004457
SLV-AB004456
SLV-AB004544

GCLV/K2-DQ520092
GCLV/CP-AF538951
GCLV/CP-AB004805
GCLV/CP-AB004804
GCLV/CP-AF228416
GLV/CP-AB004686

GLV/CP-AB004684

GLV/YH3-AJ292228

ACCTGAAAGTAACAACATGGCGACTGCTGAGGATTTGGCGAAAATCTCAG
ACCCGAGAGTAACAACCTAGCGACTGCCGAGGAGCTAGCTAAGATTTCCG
TCCTGAGAGTAATAATTTGGCGACGGCTGAAGAACTGGCGAAGATTTCGG
ACCCGAGAGTAACAACCTAGCGACTGCCGAGGAGCTAGCTAAGATTTCCG

*x k% *x kk kk kKk kKk K% *x k% * K * %

CTAAATTTGAACAGCTTGGGGTGCCAACTGAGAGATTAGCACCACTTTGT
CGAAATTCGAACAGCTTGGTGTGCCTACAGAGAGATTAGCTCCICTTTGT
CTAAATTTGAGCAGCTTGGGGTGCCAACTGAGAGATTAGCTCCACTTTGT
CTAAATTTGAGCAGCTCGGGGTGCCAACTGAGAGATTAGCTCCCCTTTGT
CTAAATTTGAACAGCTTGGGGTGCCAACTGAGAGATTAGCTCCACTTTGT
CCAAGGTGCAGGCTCTAGGTGCACCGGAAGAGTGCTTAGCTGAGGTGTTC
CCAAAGTACAAGCCCTTGGCGCTCCAGAAGAATGTTTAGCTGAAGTCTTC
CCAAAGTACAAGCCCTTGGCGCTCCAGAGGAATGTTTAGCTGAAGTCTTC
CGAAAGTCCAGGCGCTAGGTGCCCCGGAAGAGTGTTTGGCTGAGGTGTTC
CTAAAGTCCAAGCTTTAGGCGCTCCTGAAGAGTGTTTGGCTGAAGTATTT
CGAAAGTCCAGGCGCTAGGTGCCCCGGAAGAGTGTTTGGCTGAGGTGTTC

* k% * * R I S 4 * K * K *x KKk k% * K

TGGTCGATTGCAAGGTATTGTGCAGATACGAGTTCTTCATATGTAGCTGA
TGGTCGATTGCAAGGTATTGCGCAGACACTAGTTCATCATATGTGGCTGA
TGGTCGGTTGCAAGGTACTGCGCAGATACAAGTTCTTCATATGTAGCTGA
TGGTCGATTGCAAGGTATTGCGCAGATACAAGTTCTTCATATGTGGCTGA
TGGTCGATTGCAAGGTACTGTGCAGATACAAGTTCTTCATATGTGGCTGA
TGGGATATTTGCATGTATTGCACTACTGCCGGGAGCTCACCAAACGTGAA
TGGGACATCTGCATGTACTGCACCACTGCAGGAAGTTCTCCAAATGTCAA
TGGGACATATGCATGTACTGCACCACTGCAGGAAGTTCTCCAAATGTCAA
TGGGACATCTGTATGTATTGTGCCACTGCTGGTAGTTCTCCCAACGTCAA
TGGGACATTTGCATGTATTGCGCCACCGCAGGTAGCTCTCCAAACGTCAA
TGGGACATCTGTATGTATTGTGCCACTGCTGGTAGTTCTCCCAACGTCAA

* % % * * kk*x xx * * * * % * *

TCCGAAAGGAACTTTTGAATACCCAGGGGGTGCTATAACAAGGGACGCTG
CCCGAAAGGAACCTTTGAATACCCCGGGGGCGCTATAACTAGGGACGCTG
TCCAAAAGGAACTTTTGAATACCCAGGGGGTGCTATAACAAGGGACGCTG
TCCTAAAGGAACTTTTGAATACCCAGGGGGTGCTATAACAAGGGATGCTG
TCCGAAAGGAACTTTTGAATACCCAGGGGGTGCTATAACAAGGGACGCTG
CCCTAAGGGGACTATCTCTGTCGGTGGCAAAGTTGTCACTAGGGATATGG
TCCCAAAGGAACTATATCTGTCGGGGGTAAAGTCGTAACTAGGGACATGG
TCCCAAAGGAACTATATCTGTCGGGGGTAAAGTTGTAACTAGGGACATGG
TCCCAAAGGTACCATCTCCGTCGGTGGTAAAGTTGTGACCAGAGACATGG
TCCTAAAGGTACTATCTCCGTCGGCGGGAAAGTCGTTACTAGAGACATGG
TCCCAAAGGTACCATCTCCGTCGGTGGTAAAGTTGTGACCAGAGACATGG

*k kk xk Kk*k * * * % * * kK kx Kx% *

TTTATGCCGTCATCAAAGAAGTTACGACCCTGAGGGCTTTCTGCAGAGCT
TTTATGCCGTCATCAAAGAAGTCACGACCCTGAGGGCTTTCTGTCGAGCT
TTTATGCTGTCATCAAAGAAGTCACGACCCTGAGGGCTTTCTGCAGAGCT
TTTATGCTGTCATCAAAGAAGTCACGACCCTGAGGGCTTTCTGTAGAGCT
TTTATGCCGTCATCAAAGAAGTTACGACTCTGAGGGCTTTCTGCAGAGCT
TCGTCGCTGTCATTAAGGAATACTCAACGCTACGACAGGTTTGCCGTTGC
TAGTAGCAGTAATCAAAGAATACTCTACATTGCGGCAAGTCTGCCGCTGC
TTGTAGCAGTAATCAAAGAATACTCTACATTGCGACAAGTCTGCCGCTGC
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SLV-AB004457
SLV-AB004456
SLV-AB004544

GCLV/K2-DQ520092
GCLV/CP-AF538951
GCLV/CP-AB004805
GCLV/CP-AB004804
GCLV/CP-AF228416
GLV/CP-AB004686
GLV/CP-AB004684
GLV/YH3-AJ292228
SLV-AB004457
SLV-AB004456
SLV-AB004544

GCLV/K2-DQ520092
GCLV/CP-AF538951
GCLV/CP-AB004805
GCLV/CP-AB004804
GCLV/CP-AF228416
GLV/CP-AB004686
GLV/CP-AB004684
GLV/YH3-AJ292228
SLV-AB004457
SLV-AB004456
SLV-AB004544

TTGTGGCTGTCATTAAAGAATACACTACTCTGCGACAATTTTGCCGTTGC
TTGTGGCCGTCATTAAAGAATACACGACACTGCGCCAATTTTGCCGTTGC
TTGTGGCTGTCATTAAAGAATACACTACTCTGCGACAATTTTGCCGTTGC

* *Kk kk kk kk  kk Kk

* k% * * * k% *

TTAATTGCTAAAAGACCTCCTGC
TTAATCACTAAACGACCACCTGC
TTAATCGCTAAAAGACCCCCTGC
TTAATTGCTAAAAGACCACCTGC
TTAATCGCTAAAAGACCTCCTGC
TTATTGAATGAGCAACCGCCCGC
TTGTTGAATGAACAACCACCCGC
TTGTTGAATGAACAACCACCCGC
TTATTAAATGAGCAGCCGCCGGC

CTATTAAACGAGCAGCCTCCAGC
TTATTAAATGAGCAGCCGCCGGC

* *k kk kk kk khkkxkk Kk kkk X * *

<«—SLV/GCLYV 7665

** kk K%

ACCAGTGGTTTGGAATGAGATGTTAATTGCTAAAAGACCTCCTGCTGGTT
GCCAGTGGTCTGGAATGAAATGTTAATCACTAAACGACCACCTGCTGGTT
ACCAGTGGTTTGGAATGAAATGTTAATCGCTAAAAGACCCCCTGCTIGGTT
ACCAGTGGTTTGGAATGAAATGTTAATTGCTAAAAGACCACCTGCTGGTT
ACCAGTGGTTTGGAATGAAATGTTAATCGCTAAAAGACCTCCTGCTGGCT
GCCCGTTGTTTGGAATTACATGTTATTGAATGAGCAACCGCCCGCTAATT
GCCTGTICGTTTGGAATTACATGTTGTTGAATGAACAACCACCCGCAAATT
GCCTGTICGTTTGGAATTACATGTTGTTGAATGAACAACCACCCGCAAATT
ACCAGTCGTATGGAATTACATGTTATTAAATGAGCAGCCGCCGGCAAATT
GCCAGTCGTATGGAATTACATGCTATTAAACGAGCAGCCTCCAGCTAATT
ACCGGTTGTATGGAATTACATGTTATTAAATGAGCAGCCGCCGGCAAATT

*k kK kk kkkkkx Kk kkk Kk * * * Kk kK k% *

591
591
591

644
644
644
644
644
650
650
650
641
641
641

694
694
694
694
694
700
700
700
691
691
691
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APENDICE 2
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Alinhamento da sequéncia de aminodcidos correspondente a regido parcial da proteina

capsidial de GarCLV.

Isolado_90.71
GarCLV_Taiwan_AB004566
Isolado_81.1
Isolado_75.
Isolado_69.
Isolado_55.
Isolado_37.
Isolado_18.
Isolado_5.3
Isolado_5.6
Isolado_68.3
GarCLV_Holanda_AB004804
GarCLV_Korea_DQ520092
GarCLV_Brasil_AF228416
Isolado_6.1
Isolado_26.2
Isolado_73.1
Isolado_76.1

= O S

Isolado_90.71
GarCLV_Taiwan_AB004566
Isolado_81.1
Isolado_75.
Isolado_69.
Isolado_55.
Isolado_37.
Isolado_18.
Isolado_5.3
Isolado_5.6
Isolado_68.3
GarCLV_Holanda_AB004804
GarCLV_Korea_DQ520092
GarCLV_Brasil_AF228416
Isolado_6.1
Isolado_26.2
Isolado_73.1
Isolado_76.1

N =

RGDTSNVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKFEQLGVPTER
RGDTSNVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKFEQLGVPTER
RGDTSNVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKFEQLGVPTER
RGDTSNVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKFEQLGVPTER
RGDTSNVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKFEQLGVPTER
RGDTSNVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKFEQLGVPTER
RGDTSNVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKFEQLGVPTER
RGDTSNVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKFEQLGVPTER
RGDTSNVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKFEQLGVPTER
RGDTSNVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKFEQLGVPTER
RGDTANVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKFEQLGVPTER
RGDTANVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKFEQLGVPTER
RGDTANVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKFEQLGVPTER
RGDTANVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKFEQLGVPTER
RGDTANVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKFEQLGVPTER
RGDTANVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKFEQLGVPTER
RGDTANVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKFEQLGVPTER
RGDTANVFTRPSMDALIALDFKAESLAVATAEDLAAITAKLEQLGVPTER

R R N S b b b b b 2 I I e I I I I b b b b b b b 2 I I I I IR I I b b I S b b b i b i i

LAPLCWSIARYCADTSSSYVADPKGTFEYPGGAITRDAVY 90
LAPLCWSIARYCADTSSSYVADPKGTFEYPGGAITRDAVY 90
LAPLCWSIARYCADTSSSYVADPKGTFEYPGGAITRDAVY 90
LAPLCWSIARYCADTSSSYVADPKGTFEYPGGAITRDAVY 90
LAPLCWSIARYCADTSSSYVADPKGTFEYPGGAITRDAVY 90
LAPLCWSIARYCADTSSSYVADPKGTFEYPGGAITRDAVY 90
LAPLCWSIARYCADTSSSYVADPKGTFEYPGGAITRDAVY 90
LAPLCWSIARYCADTSSSYVADPKGTFEYPGGAITRDAVY 90
LAPLCWSIARYCADTSSSYVADPKGTFEYPGGAITRDAVY 90
LAPLCWSIARYCADTSSSYVADPKGTFEYLGGAITRDAVY 90
LAPLCWSIARYCADTSSSYVADPKGTFEYPGGAITRDAVY 90
LAPLCWSIARYCADTSSSYVADPKGTFEYPGGAITRDAVY 90
LAPLCWSIARYCADTSSSYVADPKGTFEYPGGAITRDAVY 90
LAPLCWSIARYCADTSSSYVADPKGTFEYPGGAITRDAVY 90
LAPLCWSVARYCADTSSSYVADPKGTFEYPGGAITRDAVY 90
LAPLCWSVARYCADTSSSYVADPKGTFEYPGGAITRDAVY 90
LAPLCWSVARYCADTSSSYVADPKGTFEYPGGAITRDAVY 90
LAPLCWSVARYCADTSSSYVADPKGTFEYPGGAITRDAVY 90

Kkhkhkkhkhkkhkoehkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk K,k hkkhkkhkkkk

50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50



APENDICE 3
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Alinhamento da sequéncia de aminodcidos correspondente a regido completa da proteina

capsidial de SLV.

GarLV_AB004567
GarLV_DQ520093
Isolado_95.2
SLV_AB004802

GarLV_AB004567
GarLV_DQ520093
Isolado_95.2
SLV_AB00480

GarLV_AB004567
GarLV_DQ520093
Isolado_95.2
SLV_AB004802

GarLV_AB004567
GarLV_DQ520093
Isolado_95.2
SLV_AB004802

GarLV_AB004567
GarLV_DQ52009
Isolado_95.2
SLV_AB00480

MTINEEEELNRVKNLPTRDPGTAPDGERSKAVNDVGVMEREGFEAVLRRSESRENKLKEKC
MTNEEEELNRVKNLPTRDPGTAPDGERSKAVNDVGVMEREGFEAVLRRSESREFNKLKEKC
MTNEEEELNRVKNLPMRDPGTLPDGERSKAVNDVGVMEREGFEAVLRRSESRENKLKEKC
MANEEEELSRLNNLPTRDPETVPEGERSKAVNDVGVMDREGFEAVLRRSESREFNKLKEKC

KeXkAKkKAK Kk K e ohkhkk K Khkk k * Ko AAKAAAIIAAAAKAK e Ah XA XA A KA A XA A XA XA AR AKX KKK

IAELSSINVINCGWESGRPKAQLADSLKGDASNIFTRPSMDALLVRNYAPESNNLATAEE
IAELSSINVTINCGWESGRPKAQLADSLKGDASNIFTRPSMDALLVRNYAPESNNLATAEE
MADLSSINVINCGWESGRPKAQLADSLKGDASNIFTRPSMDALLVRNYAPESNNLATAEE
LAELSSINVTNCGWESGRPKAQLADSLKGDASNIFTRPSMDALLVRNYAPESNNLATAEE

K e A A A A A A A A A AR A A A A A A A A AR A A A A A AR A A A A A A A A A A A AR A AR A A A A AR AKX, K,k

LAKISAKVQALGAPEECLAEVFWDICMYCTTAGSSPNVNPKGTISVGGKVVTRDMVVAVI
LAKISAKVQALGAPEECLAEVFWDICMYCTTAGSSPNVNPKGTISVGGKVVTRDMVVAV I
LAKISAKVQALGAPEECLAEVFWDICMYCTTAGSSPNVNPKGTISVGGKVVTRDMVVAVI
LAKISAKVQALGAPEECLAEVFWDICMYCTTAGSSPNVNPKGTISVGGKVVTRDMVVAVI

R R R S I i e R I i R S S S S b S b R b S S S S b b b b b I S 2

KEYSTLRQVCRCYAPVVWNYMLLNEQPPANWDAKGEF TENTKYAAFDTFDAVTNKAAIQPL
KEYSTLRQVCRCYAPVVWNYMLLNEQPPANWDAKGE TENTKYAAFDTFDAVTNKAAIQPL
KEYSTLRQVCRCYAPVVWNYMLLNEQPPANWDAKGE TENTKYAAFDTFDAVTNKAAIQPL
KEYSTLRQVCRCYAPVVWNYMLLNEQPPANWDAKGE TENTKYAAFDTFDAVTNKAAIQPL

R i b I I I I I I I I I I S S b b b b b b b I I I I I I S S b b b b b b b S I I I IR I Ih I b b b b b b O

EGLIRAPTDAERIAFATHKKLALAKNSQONSLYANTSAEVIGGEFFGRFPKNNFRENRC
EGLIRAPTDAERIAFATHKKLALAKNSQNSLYANTSAEVTGGEFFGCFPKNNFREDRC
EGLIRAPTDAERIAFATHKKLALAKNSQNSRYANTSAEVTGGEFEFGCFPKNNFRESRC
EGLIRAPTDAERIAFATHKKLALAKNSQNSRYANTSAEVTGGEFEFGCEFPKNNEFRENRC

KAKAAKRKAA KA A A A A A AAAA I A A A I A A A AR A A, hhkhA A A A ddhhhhrx *kxkk )k kh**x *%

297
297
297
297

60
60
60
60

120
120
120
120

180
180
180
180

240
240
240
240
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