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1. RESUMO

O pimentdo (Capsicum annuum L.) estd entre as dez hortalicas mais
consumidas no Brasil. Dois potyvirus sdo verificados nesta cultura, o Potato virus Y (PVY) e o
Pepper yellow mosaic virus (PepYMV). Foi avaliada entre outubro de 2007 a novembro de
2008, a ocorréncia de potyvirus infectando Capsicum spp. nos municipios de Pirajui, Pirajui,
Paranapanema, Santa Cruz do Rio Pardo, Sorocaba, Sdao Miguel Arcanjo, Itapetininga,
Regindpolis, Lins, lacanga e Mogi-Mirim, do Estado de Sdo Paulo. Das 408 amostras
coletadas, 105 foram positivas para a presenca de potyvirus utilizando-se antissoro anti-
potyvirus (Agdia). Em algumas amostras foi detectada a presenca de infeccdo mista com o
Cucumber mosaic virus (CMV) e begomovirus. A inoculacdo de cinqgiienta e um isolados na
série diferencial de Capsicum spp contendo os genes pvr2’, pyr2* e Pvr4, dos quais dez foram
provenientes da Empresa Sakata Seed Sudamérica, possibilitou a classificagdo de dois isolados
em patétipo 0, trés em patétipo 1, seis em patétipo 1.2, onze em patétipo 1.2.3 e treze em
patétipo 1-3 de PVY. Dezesseis isolados ndo puderam ser classificados em pat6tipos. Nao foi
verificada correlagdo entre local de coleta e ocorréncia de um patétipo especifico,
evidenciando grande variabilidade biol6gica dos isolados de potyvirus no campo. Nenhum dos
isolados coletados ocasionou sintomas evidentes em plantas de pimentdo Rubia R e Magali R,
indicando que a resisténcia conferida por estes hibridos ainda é efetiva contra os isolados de
potyvirus  predominantes no campo. Um par de primers PepNib (5’

GWTSGYYGMMTTGGATGATG 3’°) e PepUTR (5> AGTAGTACAGGAAAAGCC 3’) foi



obtido para amplificagcdo completa da regido codificadora da proteina capsidial de PVY e
PepYMV. Analisando-se esta regido do genoma viral, pdde-se constatar predomindncia da
espécie PepYMV. O PVY foi encontrado somente em coletas realizadas na regido de Lins. Os
isolados de PepYMYV apresentaram identidades de aminodcidos na regido codificadora para a
proteina capsidial entre 93% e 100%, enquanto que os de PVY entre 94% e 98%. Entre
PepYMV e PVY as identidades de aminodcidos nesta regido foram entre 73% e 79%. Segundo
os critérios taxondmicos atuais, estes resultados aqui obtidos reforcam que PepYMV e PVY

sdo espécies diferentes de potyvirus.

Palavras chave: Virus, PVY, PepYMV, pimentdo, pimenta



2. SUMMARY

VARIABILITY OF potyvirus INFECTING Capsicum spp. FROM SAO PAULO STATE.
Botucatu, 2009. 75p. Dissertacao (Mestrado em Agronomia / Protec@o de Plantas) — Faculdade
de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista.

Author: MONIKA FECURY MOURA

Adviser: RENATE KRAUSE-SAKATE

Co- Adviser: MARCELO AGENOR PAVAN

The sweet pepper (Capsicum annuum L.) is one of the ten most consumed
vegetables in the country. In Brazil, two potyviruses are verified in this culture, the Potato
virus Y (PVY) and the Pepper yellow mosaic virus (PepYMV). Between October 2007 and
November 2008, the occurrence of potyvirus infecting Capsicum spp. was evaluated on plants
collected from Piraju, Pirajui, Paranapanema, Santa Cruz do Rio Pardo, Sorocaba, Sao Miguel
Arcanjo, Itapetininga, Regindpolis, Lins, lacanga and Mogi-Mirim, in Sao Paulo State.
Among the 408 collected samples, 105 were positive for the presence of potyvirus using anti-
potyvirus antiserum (Agdia). The presence of mixed infection with the Cucumber mosaic
virus (CMV) and begomovirus was also verified. The inoculation of fifty one isolates on the
series of Capsicum spp. containing the genes pvr2’, pvr2? and Pvr4, ten of them isolates from
the Sakata Seed Sudamerica Company, made it possible the classification of these isolates in

different pathotypes. Two isolates were classified as pathotype 0, three in pathotype 1, six in



pathotype 1.2, eleven in pathotype 1.2.3 and thirteen in pathotype 1.3 of PVY. Sixteen isolates
were not able to be classified in pathotypes of PVY. No correlation could be made between
the origin of the isolate and the presence of an specific pathotype, indicanting a greet
biological variability between the potyvirus isolates. None of the isolates collected in the field
caused symptoms in Rubia R and Magali R, indicating that the resistance provided by these
hybrids is still effective against the predominant isolates of potyvirus. A pair of primer PepNib
(5" GWTSGYYGMMTTGGATGATG 3’) and PepUTR (5° AGTAGTACAGGAAAAGCC
3’) were obtained for the complete amplification of the capsid protein region of PVY and
PepYMYV isolates. PepYMV was the prevalent species of potyvirus found infecting sweet
peppers. The PVY was found only at the Lins region. The aminoacid identity between the
PepYMYV isolates was between 93% and 100%, while for the PVY isolates between 94% and
98% for the capsid protein region. The aminoacid identity for the CP between PepYMV and
PVY isolates was between 73% to 79 %, indicating that these viruses are different species of

potyviruses.

Keywords: Virus, PVY, PepYMV, sweetpepper, pepper



3. INTRODUCAO

O pimentdo (Capsicum annuum L.) € uma hortalica cultivada em todo o
Brasil, e se encontra entre as dez olericolas mais consumidas no pais (KOBORI et al., 2008).
Seus frutos sdo comercializados principalmente na coloracdo verde e vermelha, apesar de
serem também produzidos frutos de cor amarela, marfim, laranja e arroxeada (FILGUEIRA,
2003).

A suscetibilidade do pimentdo a problemas fitossanitdrios causados por
virus ocasiona graves entraves a cultura. A familia Potyviridae constitui a maior e
economicamente mais importante familia de virus de plantas, contendo cerca de 20% dos virus
descritos. Mundialmente sdo conhecidos vdrios virus pertencentes ao género Potyvirus que
infectam pimentao (Capsicum annuum L.) e pimenta (C. baccatum L., C. chinense Jacq. e C.
frutescens L.) como o Potato virus Y (PVY), Pepper mottle virus (PepMoV), Tobacco etch
virus (TEV), Pepper veinal mottle virus (PVMV) e Chilli veinal mottle virus (ChiVMV)
(DOGIMONT et al., 1996; CARANTA et al., 1997).

PVY era o unico potyvirus descrito em plantas do género Capsicum no
Brasil até recentemente (NAGAI 1983; BRIOSO et al.,1996a) e tradicionalmente controlado
por meio da resisténcia genética. Nagai (1968) iniciou um programa de melhoramento
genético de pimentdao dando origem a série de cultivares Agrondomico. Na década de 80 surgiu
a estirpe PVY™, que superou a resisténcia da série Agrondmico, especialmente da cultivar
Agronomico 10G, que prevaleceu no mercado por mais de duas décadas (NAGAI, 1993).

Recentemente Inoue-Nagata er al. (2002) verificaram que o PVYM, considerado a estirpe



severa do PVY, tratava-se de uma nova espécie de potyvirus, denominada de Pepper yellow
mosaic virus (PepYMV).

Atualmente a resisténcia genética aos potyvirus no Brasil se baseia na
utilizagdo de hibridos como Magali R e Rubia R, possivelmente portadores do gene de
resisténcia Pvr4 (ECHER, 2001; ECHER & COSTA, 2002), que conferem resisténcia aos
patétipos 0, 1, 1.2 de PVY e ao PepYMV (GIORIA et al., 2009). Porém, no Estado de Sao
Paulo existe pelo menos um relato de um isolado de PepYMYV capaz de causar sintomas de
mosaico no hibrido Magali R e em Rubia R (GIORIA et al., 2009).

Deste modo, os objetivos deste trabalho foram: a) identificar as espécies
de potyvirus presentes nas principais regides produtoras de pimentao do Estado de Sao Paulo;
b) avaliar a variabilidade bioldgica dos isolados coletados testando-os em plantas de Capsicum
Spp. com 0s genes pvr21, pvr22, pvr22’3 , pvr22‘4, pvrS, Pvr4 e nos hibridos Magali R e Rubia R
e c) avaliar a diversidade genética analisando-se a regido codificadora para a proteina

capsidial.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Género Capsicum

No género Capsicum (Grego Kapso — picar ou arder) encontram-se oS
pimentdes, as pimentas doces e pimentas picantes. A classificacdo do género € realizada com
base nos niveis de domesticacdo, podendo as espécies serem consideradas silvestres,
semidomesticadas e domesticadas (BIANCHETTI & CARVALHO, 2005). Segundo Bosland
& Votava (1999), este gé€nero consiste em pelo menos 25 espécies silvestres € 5 espécies
domesticadas denominadas: Capsicum frutescens, C. baccatum, C. chinense, C. annuum e
apenas C. pubescens nao € comercializada no Brasil (IBPGR,1983; CASALI & COUTO,
1984) (Tabela 1). H4 grande variacdo na forma, tamanho e coloragdo dos frutos em plantas
pertencentes ao género Capsicum (BOSLAND & VOTAVA, 1999).

Segundo Cruz & Banci (2008), as pimenteiras do gé€nero Capsicum
possuem um cultivo relativamente fécil, quando comparadas a outras solandceas, como a
batata, tomate e mesmo o pimentdo. Estes autores afirmam que é possivel distinguir as
pimentas dos pimentdes através de caracteristicas morfoldgicas e pela pungéncia do fruto, isto
€, pelo sabor picante conferido por alcaléides denominados de capsaicindides. As plantas de
pimentdo niao possuem frutos pungentes e normalmente sdo grandes e largos, de formato
retangular, quadrado ou triangular. As pimentas apresentam certa rusticidade no campo e um
ciclo mais longo, possuindo um periodo de colheita que pode ser realizado por mais de um ano

(CNPH, 2009). Mesmo cultivadas de maneira rustica, dezenas de variedades de pimentas sdo



produzidas no Brasil, ocasionando movimenta¢des financeiras de milhdes ao ano no mercado
interno e nas exportacdes (MATTOS et al., 2008).

Capsicum annuum L. é a espécie mais cultivada e de importancia
econdmica no Brasil. Seu centro primdrio de diversidade estd localizado no México e na
América Central (CARVALHO & BIANCHETTI, 2008).

A produgdo de pimentdo € geralmente realizada a campo e o Estado de
Sao Paulo abrange cerca de 23,70% de 4rea cultivada brasileira que é de 12.000 ha, rendendo
uma producdo de 280.000 toneladas de frutos (KOBORI er al., 2008). Somente 4,70% ¢&
realizada em cultivo protegido, sendo restrito praticamente ao estado de Sdo Paulo e Distrito
Federal (KOBORI et al., 2008). De acordo com Lorentz et al. (2002), esta cultura encontra-se
entre as cinco que possuem maior drea cultivada em ambiente protegido, facilitando a
producdo em diferentes épocas.

Sendo assim, o pimentdo € hoje uma das 10 hortalicas mais importantes
no pais, sendo que no Estado de Sao Paulo destacam-se as regides produtoras localizadas no

oeste, sudoeste, cinturdo verde e Campinas (KOBORI et al., 2008).



Tabela 1 — Lista de espécies domesticadas pertencentes ao género Capsicum (Adaptado de

JANZAC, 2008).

Nome da espécie Area de origem
Capsicum annuum L. Norte da Colombia e Sul dos Estados Unidos
C. chinense Jacq. América do Sul e América Central
C. frutescens L. América Central
C. baccatum L. Brasil, Argentina, Bolivia, Paraguai e Peru
C. pubescens Regido Andina da Bolivia e Peru

4.2 Principais virus encontrados em pimenta e pimentao no Brasil.

No género Capsicum existem pelo menos vinte virus descritos
(CARMO, ZERBINI & MAFFIA, 2006). No Brasil ja foram detectados at¢ o momento o0s
géneros: Begomovirus, cujas espécies sdo o Tomato severe rugose virus (ToSRV) e Tomato
yellow vein streak virus (ToYVSV) (NOZAKI, 2007); Cucumovirus (Cucumber mosaic virus
— CMYV) (FRANGIONE, PAVAN & COLARICCIO, 2002), Potyvirus com as espécies
Potato virus Y (PVY)(COSTA & ALVES, 1950) e Pepper yellow mosaic virus (PepYMV)
(INOUE-NAGATA et al,. 2002), Tobamovirus (Tobacco mosaic virus - TMV, Pepper mild
mottle virus - PMMoV e Tomato mosaic virus - ToMV) (CESAR, 2002), Tospovirus (Tomato
spotted wilt virus - TSWV, Groundnut ringspot virus — GRSV e Tomato chlorotic spot virus -
TCSV) (LIMA et al., 2000).

Os sintomas ocasionados por estas espécies sao amplos e a diagnose no
campo ¢ dificil, principalmente quando hé infec¢des mistas. PVY e PepYMV podem causar
sintomas idénticos no hospedeiro (TRUTA et al., 2004). Outros potyvirus ja foram detectados
no Continente Sul-Americano, mas sem terem sido ainda relatados no Brasil, como o Tobacco
etch virus (TEV) na Venezuela, Pepper severe mosaic virus (PepSMV) na Argentina, Peru
tomato mosaic virus (PTV) no Peru e a espécie tentativa Ecuadorian rocoto virus (ERV) no

Equador JANZAC et al., 2008a).
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4.3 Caracteristicas gerais do Género Potyvirus

A familia Potyviridae é dividida em seis géneros (Potyvirus, Rymovirus,
Tritimovirus, Bymovirus, Ipomovirus e Macluravirus), baseando-se no inseto vetor e nimero
de componentes do genoma (BERGER et al., 2005).

O género Potyvirus, que inclui os virus transmitidos por afideos e que
possuem somente um componente gendomico, € o mais numeroso, com mais de 100 espécies
classificadas. Alguns dos critérios taxonOmicos para classificacio de espécies dentro do
género Potyvirus incluem a identidade de sequéncia de aminodcidos da capa protéica
inferiores a 80%, identidade da seqiiéncia de nucleotideos menor que 85% para a seqiiéncia
completa do genoma viral, possuir diferentes sitios de clivagem na poliproteina, a gama de
hospedeiros e 0 modo de transmissao (BERGER et al., 2005).

As particulas virais sdo alongadas flexuosas com comprimento de 680-
900 nm e com 11-13 nm de espessura. O virion € composto por uma molécula de RNA de fita
simples, senso positivo, com aproximadamente 9,7 kb de tamanho. Este RNA gendmico é
envolto por um capsideo formado por 2.200 cépias de um polipeptideo de massa molecular em
torno de 34 kDa (BERGER et al., 2005). O genoma compreende uma dnica ORF (Open
Reading Frame) que codifica uma poliproteina de aproximadamente 345 kDa. Nas suas
extremidades encontram-se duas regides ndo traduzidas (NTR), uma ligada covalentemente a
VPg (Viral protein genome-linked) na extremidade 5’ e outra no terminal 3’ ligada a uma
seqiiéncia de adenina (Poly A) (HARI et al., 1979; URCUQUI-INCHIMA et al., 2001). A
poliproteina dos potyvirus € processada através de trés proteases virais, sendo estas de vital
importancia para o ciclo de vida do patégeno. As proteases P1 e HC-Pro autoclivam-se. Ja a
Nla protease estd envolvida em seu proprio processo de clivagem em cis e em seis clivagens
adicionais em trans (DAROS & CARRINGTON, 1997). Estes processos de clivagem geram
nove proteinas: P1, HC-Pro, P3, 6kl1, CI, 6k2, NIa, NIb e CP (Figura 1). Uma importante
caracteristica dos potyvirus é que a maioria das proteinas formadas € multifuncional e sdo
produzidas em quantidades estequiometricamente idénticas (URCUQUI-INCHIMA et al,
2001).
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A proteina capsidial € importante para o desenvolvimento da infec¢do
viral, pois estd relacionada aos movimentos célula-a-célula, a longa distancia e na replicacao
viral. Possui trés regides distintas contendo uma extremidade amino-terminal que € varidvel
em tamanho e seqiiéncia, uma regido central conservada com cerca de 215 a 227 aminodcidos
e uma regido carboxi-terminal com 18-20 aminoacidos (SHUKLA et al., 1991). Na regido N-
terminal estd localizada a sequéncia de aminodcidos DAG (Asparagina - Asp, Alanina - Ala,
Glicina - Gly), altamente conservada entre os potyvirus transmitidos por afideos. Mutacdes de
aminodcidos realizadas nesta seqii€éncia ou mudangas em dreas proximas resultam na perda ou
na reducdo da transmissdo dos virus pelos afideos (ATREYA et al 1991; ATREYA et al.,
1995).

A transmissdo dos potyvirus ocorre na natureza através dos afideos de
maneira ndo persistente, havendo uma interacdo das particulas virais com a HC-Pro (PIRONE
& BLANC, 1996). ATREYA et al. (1992), verificou que mutacdes na regido 5’ terminal da
HC-Pro do TVMV (Tobacco vein mottling virus) afetam a transmissdo por afideos assim
como na viruléncia do virus.

As proteinas CI (Cylindrical Inclusion), que possui a fun¢do de helicase e
NIb (Nuclear Inclusion b), com funcdo de polimerase (RARp — RNA polimerase dependente
de RNA), sdo as principais responsdveis pela replicacdo viral, que ocorre no citoplasma da
célula vegetal (URCUQUI-INCHIMA et al, 2001). A proteina CI forma inclusdes cilindricas
denominadas “cata-vento”, caracteristicas da familia Potyviridae (MURPHY et al., 1991). A
proteina NIb, forma inclusdes nucleares, assim como a proteina Nla (VPg-Pro), que é a

principal protease viral (URCUQUI-INCHIMA et al, 2001).



Figura 1 — Esquema do genoma e dos processos de clivagem da poliproteina dos potyvirus

(Adaptado de SHUKLA et al., 1994; ZERBINI & MACIEL-ZAMBOLIM, 1999).

12
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4.4. PVY e suas estirpes e o PepYMV

O PVY ¢ a espécie tipo do género Potyvirus e vérias estirpes deste virus
jé foram identificadas (GLAIS et al., 2002). Segundo Janzac et al. (2008b), o PVY € o tnico
potyvirus com distribui¢cdo mundial, sendo outras espécies restritas a continentes e/ou paises.
No Brasil a doenga foi observada primeiramente em plantacdes de batata na década de 40
(NOBREGA & SILBERSCHMIDT, 1944) e em pimentio na década de 50 (COSTA &
ALVES, 1950).

As estirpes de PVY encontradas em batata foram classificadas baseando-
se nos sintomas observados em Nicotiana tabacum cv samsun e Solanum tuberosum,
subdividindo-se em PVY’, PVY" ¢ PVY® (De BONKX & HUTTINGA, 1981). PVY" engloba
as estirpes comuns que induzem leve mosaico e clareamento das nervuras em fumo, mas em S.
tuberosum os sintomas observados sdao severos como rugosidade e abscisdo foliar, além de
reacio de hipersensibilidade na presenca do gene Nyy,. J4 PVY" em fumo ocasiona sintomas
de mosaico associado a presenga de necrose e normalmente induz mosqueado em batata. O
PVY" e PVY? sdo patogénicos ao fumo e tomateiro, mas geralmente ndo infectam pimenta
(GEBRE SELASSIE ef al., 1985). PVY® compreende as estirpes capazes de causar
hipersensibilidade em batata portadoras do gene de resisténcia Ncy,, € sdo capazes de infectar a
pimenta (JANZAC, 2008). Outra estirpe que pode ser encontrada nas dreas produtoras de
batata é o PVYN™N | variante da estirpe necrdtica PVYYN, Segundo Truta et al. (2004), o
PVY ™ infecta o pimentio.

Os isolados de pimenta e pimentdo induzem sintomas como mosaico,
mosqueado e necrose, sendo que o sintoma depende principalmente do genétipo de Capsicum
avaliado (DOGIMONT et al, 1996). Existem diversas classificacOes propostas para isolados
de PVY provenientes de pimentdo. A maioria delas utiliza critérios de classificacdo de acordo
com a viruléncia em genétipos diferenciais contendo genes de resisténcia especificos,
sorologia ou sintomatologia em espécies hospedeiras. Uma das classificacdes mais utilizadas
dividem os isolados em trés patdtipos, baseado na capacidade de contornar a resisténcia de
dois alelos que se localizam no l6cus pvr2: P (0) — patétipo comum que infecta “Maravilha” e
‘Yolo Wonder’; P-1 — virulento em ‘Yolo Y’ e P-1.2 - virulento em ‘Yolo Y’ e em ‘Florida

VR2’ (GEBRE SELASSIE er al.,1985). Posteriormente, um patétipo foi acrescentado pela
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capacidade de causar sintomas em ‘“Puerto Rico Wonder” porém niao em Florida VR2 e
Serrano Vera Cruz. Este patétipo foi denominado de PVY-PRW por Arteaga et al., (1997)
tendo sido posteriormente renomeado de PVY-1.3 por Arnedo-Andres et al., (1998). Estes
mesmos autores verificaram a ocorréncia de isolados capazes de ocasionar sintomas em Yolo
Wonder, Yolo Y, Florida VR2 e Puerto Rico Wonder e propuseram a classificacio de um
novo patétipo, o PVY-1.2.3. Deste modo podem-se classificar os isolados em cinco patdtipos

(Tabela 2).

Tabela 2 — Classificagdo de isolados de PVY em patétipos baseado na resposta de
suscetibilidade (S) ou resisténcia (R) nas cultivares diferenciadoras (GEBRE-SELASSIE et
al., 1985; ARTEAGA et al., 1997; ARNEDO-ANDRES et al., 1998).

Variedades Genes Patotipos (P)
diferenciais P-0 P-1 P-1.2 P-1.2.3 P-1.3
Yolo Wonder pvr2 S S S S S
Yolo Y pvr2’ R S S S S
Florida VR-2 Pvr2? R R S S R
Puerto Rico Pvr2’ R R R S S

Wonder
Serrano Vera Pvr2? R R R R R
Cruz

Serrano Criollo  Pvr4, R R R R R

de Morelos 334  pvr5
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Para conter o avanco da doenga no Brasil, Nagai (1968) iniciou um
programa de melhoramento genético de pimentdo dando origem a série de cultivares
Agrondmico e propds a classificacdo dos isolados de PVY em dois grupos: PVY" e PVY™,
Estes grupos e suas estirpes sdo classificados de acordo com a reacdo a infeccdo em plantas
indicadoras como: Datura stramonium L., Nicotiana tabacum L., Nicandra physaloides
Gaertn e cultivares de pimentdo (BRIOSO, 1996b). Segundo Nagai (1984), o grupo N causa
lesdes locais pequenas e numerosas em folhas de N. physaloides, porém, em condi¢do natural
ndo infecta as culturas do tomateiro e batata. O grupo W € mais severo em Capsicum e
ocasiona em tomate a “risca do tomateiro” (NAGALI, 1984; BRIOSO, 1996b). Na década de 80
surgiu a estirpe PVY™ (Patétipo 1.2), capaz de infectar as cultivares da série Agrondmico,
especialmente a Agrondmico 10G, que prevaleceu no mercado por mais de duas décadas
(NAGALI 1993).

Posteriormente, Inoue-Nagata et al. (2002) verificaram que dois isolados
anteriormente classificados como PVY™, provenientes de pimentio do Estado de Sdo Paulo e
Distrito Federal, se tratavam de uma nova espécie de potyvirus, denominada de Pepper yellow
mosaic virus (PepYMV), classificada no género Potyvirus. Esta nova espécie ja foi
identificada em pimentdo nos Estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais (TRUTA, 2002), e em
tomate no Espirito Santo (MACIEL-ZAMBOLIM et al, 2003) e Distrito Federal (DIANESE
et al., 2008). Os sintomas observados nas plantas infectadas sdo de distor¢do foliar,
mosqueado e mosaico. Cunha et al., (2004) verificaram que ndo ocorre reagdo cruzada em
testes soroldgicos entre 0 PVY e o PepYMV.

Resultados indicam que o PeYMV ¢ transmitido por afideos, porém ao
contrdrio dos outros potyvirus a sequéncia de aminodcidos DAG presente na regido
codificadora para a proteina capsidial, at¢ o0 momento ndo foi encontrada em nenhum isolado
estudado (CUNHA et al., 2004; CASCARDO et al., 2008). A transmissdao do PepYMYV pelas

espécies Aphis gossypii e Myzus persicae ja foi observada por Gioria et al., (2009).
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4.5 Resisténcia a potyvirus em Capsicum spp.

A utilizacdo de variedades resistentes consiste no método de controle
mais efetivo as doencas causadas por virus. A resisténcia recessiva € resultado de um
mecanismo passivo em que a auséncia de interacdo entre um fator de resisténcia na planta e o
fator de viruléncia no patégeno previne o virus de se replicar normalmente (JANZAC, 2008).
Esta resisténcia, no caso de potyvirus, é determinada pelo fator eucaridtico de tradugdo 4E
(ROBAGLIA & CARANTA, 2006). A falta ou presenca de uma vers@o mutada neste fator
previne a interacdo fisica com a VPg viral (KANG et al., 2005, MAULE et al., 2007). A
resisténcia dominante segue o modelo da teoria Gene-a-Gene de Flor (1971). Neste caso, a
interacdo direta ou indireta entre o fator de resisténcia e o gene de aviruléncia no patégeno
desencadeia uma resposta de hipersensibilidade (HR) ou de extrema resisténcia (ER) (KANG
et al., 2005). Na ER nao s@o observados sintomas apds a inoculagdo e auséncia de detec¢do do
virus pela técnica de ELISA ou hibridizagdo do RNA, sugerindo que este mecanismo ocorra
muito rdpido restringindo a replicacdo viral (BENDAHMANE et al., 1999). J& a HR
caracteriza-se pelo surgimento de lesdes locais necréticas visiveis nas folhas, iniciadas pela
morte celular programada ao redor do sitio de infeccdo, impedindo o movimento célula-a-
célula das particulas virais, porém sem influenciar a replica¢do viral a nivel de protoplasto
(KANG et al., 2005). Os genes de resisténcia dominantes, em sua maioria, codificam proteinas
com dominios repetidos ricos em leucina (LRR) e um sitio de ligacdo de nucleotideos (NBS)
(MAULE et al., 2007).

Em Capsicum, ji foram encontrados vérios genes de resisténcia
recessivos e dominantes, sendo predominante a resisténcia recessiva (GRUBE et al., 2000). A
nomenclatura dos genes de resisténcia a PVY foi proposta por Kyle & Palloix (1997), onde
pvr € derivado de potyvirus resistance gene, seguido do nimero especifico de cada l6cus. Em
Capsicum annuum ja foram identificados nove alelos recessivos no locus pvr2 que conferem
resisténcia a PVY e/ou TEV, identificados de pvr2l a pvr29 (CHARRON et al., 2008).

Nos tdltimos anos vdrias variedades resistentes a PVY foram introduzidas
no Brasil. Magali R possui possivelmente o gene de resisténcia dominante Pvr4 (ECHER,
2001; ECHER & COSTA, 2002) e ¢ uma das variedades de pimentao bem aceitas no mercado

por agregar as caracteristicas de produtividade e resisténcia aos patétipos 0, 1, 1.2 e aos
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isolados de PepYMV (GIORIA et al., 2009). Janzac et al. (2008b) relatam que a resisténcia
controlada pelo gene Pvr4 permanece durdvel ao PVY por quase 15 anos.

O gene Pvr4 foi inicialmente identificado na variedade mexicana C.
annuum cv. Serrano Criollo de Morelos 334 (SCM334) (PALLOIX, 1992; DOGIMONT et al.,
1996). O PVY provoca uma reacdo de hipersensibilidade em SCM-334 nas folhas inoculadas e
as lesdes necroticas, quando encontradas, sdo pequenas. O PepMoV ndo ocasiona lesdes
necroéticas nas folhas inoculadas de SCM 334 (DOGIMONT et al., 1996).

A resisténcia a PVY também ¢€ verificada em C. chinense, C. frutescens,
C. baccatum var. pendulum, C. eximium, C. pubescens ¢ C. flexuosum. Porém, devido aos
baixos niveis de resisténcia e qualidade dos frutos, estas espécies ndo sdo muito usadas em

programas de melhoramento (PASKO et al., 1996).
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5. MATERIAL e METODOS

5.1 Coleta nos campos de producao de pimenta e pimentao

Foram realizadas coletas nos municipios do Estado de Sao Paulo: Piraju,
Paranapanema, Santa Cruz do Rio Pardo, Sorocaba, Sdao Miguel Arcanjo, Itapetininga,
Regindpolis, Lins, lacanga, Mogi-Mirim e Pirajui, no periodo de outubro de 2007 a novembro
de 2008 (Tabela 3). As plantas coletadas possuiam sintomas de mosaico e/ou deformagio
foliar e estas foram levadas ao Laboratério de Virologia da FCA/ Depto de Produgdo Vegetal
da UNESP - Botucatu para serem analisadas para presencga de virus.

A empresa Sakata Seed Sudamerica Ltda (Braganca Paulista-SP)
forneceu uma colegdo de 13 isolados, das quais 9 puderam ser reativados e estudados neste
trabalho (Tabelas 4 e 5). O isolado 14 descrito por Gioria et al., (2009) foi utilizado como
padrdo para avaliagdo do fenétipo em Magali R e Rubia R.As amostras selecionadas foram

preservadas na forma de dessecado (BOS, 1994) e em sacos pldsticos a -80°C.
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Tabela 3: Periodo, nimero de amostras e localidade das plantas sintométicas de Capsicum spp.

coletadas durante outubro de 2007 a novembro de 2008.

Coletas Periodo de Coletas Numero de amostras Localidade
coletadas

1 Outubro de 2007 8 Regindpolis

2 Outubro de 2007 33 Lins

3 Outubro de 2007 43 Piraju

4 Outubro de 2007 16 Santa Cruz do Rio Pardo
5 Novembro de 2007 8 Pirajui

6 Dezembro de 2007 20 Sorocaba

7 Dezembro de 2007 16 Lins

8 Dezembro de 2007 12 Reginoépolis

9 Janeiro de 2008 13 Piraju

10 Janeiro de 2008 28 Santa Cruz do Rio Pardo
11 Margo de 2008 26 Sorocaba

12 Abril de 2008 8 Lins

13 Abril de 2008 25 Piraju

14 Abril de 2008 23 lacanga

15 Maio de 2008 14 Sorocaba

16 Agosto de 2008 11 Lins

17 Agosto de 2008 0 Reginopolis

18 Agosto de 2008 22 Piraju

19 Agosto de 2008 12 Santa Cruz do Rio Pardo
20 Setembro de 2008 4 Mogi-Mirim

21 Outubro de 2008 25 Regindpolis

22 Outubro de 2008 2 Santa Cruz do Rio Pardo
23 Outubro de 2008 27 Lins

24 Novembro de 2008 12 Mogi-Mirim
Total 408
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5.2 Identificacio e obtencao dos isolados

5.2.1 Analise das amostras pelo teste de ELISA indireto

Para auxiliar na detec¢@o de potyvirus no material coletado, foi adquirido
o antissoro policlonal universal anti-potyvirus (Agdia). O teste foi realizado por ELISA
indireto, onde inicialmente as amostras foram maceradas em tampdo de extracdo Indirect
Sample Extraction (1,59 g de Na,COj; 2,93 g de NaHCOs, 0,2 g de NaNj3, 20 g de
Polyvinylpyrrolidona (PVP) dissolvidos em 1000 mL de dgua destilada). Cem microlitros do
macerado foi adicionado as cavidades das placas e incubado por 12 horas a 4°C. Apoés este
periodo a placa foi lavada 7 vezes em tampao PBS-Tween [NaCl (8,0 g), Na,HPO, (1,5 g),
KH,PO4 (0,2 g), KCI (0,2 g), Tween 20 (500 pL) dissolvidos em 1000 mL de dgua destilada
obtendo uma solu¢do final com pH: 7.4] seguida da adicdo do anticorpo (Dilui¢do 1:200) e
incubado por 2 horas, seguido de lavagem por 7 vezes em tampao PBS-Tween. Posteriormente
adicionou-se o conjugado (Dilui¢do 1:200), incubou-se as amostras por 2 horas, seguido de
lavagem por 7 vezes em tampdao PBS-Tween. A revelagdo foi feita utilizando-se o p-
nitrofenilfosfato (pastilha de 5 mg) diluida em 5 mL de tampao especifico. As amostras foram
consideradas positivas quando o valor de absorbancia foi de pelo menos trés vezes do obtido

para as plantas sadias.

5.2.2 Verificacao de infeccoes mistas e analise da variabilidade bioldgica.

Os isolados positivos para infec¢do por potyvirus pelo teste de ELISA
indireto foram inoculados via extrato vegetal em plantas de Pimentdo “Magda”, em plantas de
fumo (Nicotiana tabacum L. ‘TNN’) para manuten¢do dos isolados, além de abobrinha
(Cucurbita pepo L. ‘Caserta’), tomateiro (Solanum lycopersicum - Santa Clara), Datura
stramonium e Datura metel para avaliar a presenca de possiveis infeccdes mistas com outros

virus. Os sintomas foram avaliados aos 30 dias apds a inoculagio.
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5.2.3 Identificacao de patétipos

Para andlise nas cultivares diferenciadoras de pimentdo contendo genes de
resisténcia conhecidos, bem como em Magali R e Rubia R que provavelmente contém o gene
de resisténcia Pvr4, foram selecionados preferencialmente isolados coletados em dreas
geogréficas distintas que ndo apresentaram infec¢o mista por outro virus.

As amostras foram inoculadas na proporcao 1: 10 utilizando-se tampao
fosfato nas diferenciadoras descritas anteriormente. Apds 10, 20 e 30 dias estas foram
avaliadas para presenca de sintomas, bem como testadas por Elisa Indireto para a presenga de

potyvirus, conforme descrito no item 5.2.1.

5.2.4 Identificacao e caracterizacio molecular

5.2.4.1 Extracao do RNA total para deteccao de potyvirus e cucumovirus

Utilizaram-se duas metodologias para extracio do RNA total. Pelo
método de Bertheau et al.,(1998) folhas de plantas 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 (Centrifuga Eppendorf 5804 R). Duzentos
microlitros do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo, acrescentando-se SDS a
1%. Apos incubagdo a 55 °C por 15 minutos, adicionou-se 100 UL de solucdo de acetato de
potdssio a 3M e seguindo por agitacdo da solugdo. Posteriormente as amostras foram
incubadas em gelo por 5 minutos e centrifugadas por 5 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante
foi transferido para um novo tubo, adicionando-se 700 pL. de Nal 6M e 5 pLL de uma solugio
contendo silicio. Agitou-se bem e manteve-se a solu¢do por 10 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida a solucdo foi centrifugada por um minuto a 5.000 rpm, o sobrenadante
foi descartado e o ‘pellet’ lavado duas vezes com 500 uL de Tris-HCI 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 vdcuo (Speed Vaccum Eppendorf Concentrator 5301) e o

RNA ressuspendido em 400 pL de dgua Milli-Q tratada com DEPC, seguido de incubacio por
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5 minutos a 55 °C e centrifugacdo por 5 minutos a 13.000 rpm. O sobrenadante (300 uL) foi
transferido para um novo tubo e armazenado a -20°C. Utilizou-se uma aliquota de 3,5 uL para
a RT-PCR.

A extracdo de RNA viral de plantas sintomdticas de pimentdo e fumo
“TNN’ foi realizada com o uso do Kit de extracdo Total RNA Purification da marca Norgen. A
extracao foi realizada de acordo com o protocolo do fabricante. Utilizou-se uma aliquota de 5

UL para a RT-PCR.

5.2.4.2 Obtencao de oligonucleotideos para a regiao codificadora para a proteina
capsidial do PVY e PepYMYV.

Foi desenhado um par de oligonucleotideos: PepNib (5’
GWTSGYYGMMTTGGATGATG 3’) e PepUTR (5 AGTAGTACAGGAAAAGCC 3’)
que amplifica a por¢ao codificadora para a proteina capsidial. Inicialmente, previa-se utilizar o
par de primers W-CIEN (5° ATG GTT TGG TGY ATY GAR AAT 3’) e PV-1 (5 GAT TTA
GGT GAC ACT ATA GTT TTT TTT TTT TTT TTT 3’) descritos por Mota et al. (2004) e
Gibbs & Mackenzie (1997), respectivamente, porém estes ultimos amplificam parte da
proteina capsidial.

Para desenho dos primers PepNib/PepUTR fez-se um alinhamento de
nucleotideos entre sequéncias de PVY e PepYMV (Apéndice I). O fragmento amplificado

possui em torno de 960 pares de bases.

5.2.4.3 Transcricao reversa e reacao de polimerizacao em cadeia (RT-PCR)

A reacdo de RT-PCR para PVY e PepYMYV foi realizada em uma s6 etapa
utilizando-se os oligonucleotideos PepNib e PepUTR, descritos no item 5.2.4.2. Foram
utilizados os Kits de PCR Master Mix das marcas PROMEGA, AMPLIQON ¢ FERMENTAS.
Para um volume de 25 pL adicionou-se: 12,5 uL de tampdo Master Mix, ImM de cada

oligonucleotideo, 1 unidade da transcriptase reversa AMV (Avian myeloblastosis virus, marca
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Promega a 15 unidades/pl ) e 4gua DEPC para completar o volume de 25 pL. O ciclo utilizado
no termociclador (Mastercycler Gradient - Eppendorf) consistiu em 30 minutos a 42 °C,
seguido de 2 minutos a 95 °C e 39 ciclos de 92 °C/60 segundos, 53 °C/1 minutos e 72 °C/90
segundos e finalizando com 72 °C/10 minutos.

O total de 5 isolados ndo detectados pelos oligonucleotideos PepNib e
PepUTR foram amplificados pelos primers WCIEN e PV1 utilizando-se as mesmas
concentracdes de reagentes descritas acima. O ciclo utilizado para o par de primer WCIEN e
PV1 consistiu em 30 minutos a 42 °C, 95 °C durante 5 minutos, 94 °C/2 minutos, 94 °C/30
segundos, 60 °C/45 segundos, 72 °C/55 segundos, 94 °C/30 segundos, 57 °C/45 segundos, 72
°C/55 segundos, 94 °C/30 segundos, 54 °C/45 segundos, 72 °C/55 segundos, 35 ciclos de 94
°C/30 segundos, 54 °C/45 segundos, 72 °C/55 segundos, e polimerizagdo final de 68 °C
durante 7 minutos.

Para CMV utilizou-se o par de primers 035-3 (5 GCC GTA AGT GGA
TGG ACA A 3’) e 038-8 (TAT GAT AAG AAR CTT GTT TCG CG 3’) (BOARI et al,
2000). O ciclo da reacdo consistiu em 42 °C por 30 minutos, 95 °C /2 minutos, 35 ciclos de 94

°C/ 1 minuto, 55 °C/ 2 minutos e 72 °C/ 2 minutos e finalizando com 72 °C / 5 minutos.

5.2.4.4 Extracao de DNA total para deteccio de Begomovirus

A metodologia utilizada para extracdo de DNA total foi descrita por
Dellaporta et al., (1983). Inicialmente, folhas das amostras coletadas foram depositadas em
tubos de microcentrifuga com capacidade de 1500uL e macerados com 500uL de tampdo de
extracdo (100mM Tris-HCl pHS8,0, 5S0OmM EDTA pH8,0, 500mM NaCl, 10mM B-
mercaptoetanol). Adicionou-se 33 uL. de SDS 20% e em seguida as amostras foram incubadas
em banho-maria a 65 °C por 10 min. Apds este periodo, foi adicionado 160 puL de acetato de
potdssio SM as amostras e posteriormente agitou-se por 2 minutos. Em seguida as amostras
foram centrifugadas a 12.000 g durante 10 minutos. Apds a centrifugacao, foi retirado 550 uL.
do sobrenadante, a qual foi adicionado 0,5 volumes de isopropanol, para precipitacio do
DNA. Centrifugou-se novamente a solucdo a 12.000 g por 10 minutos. Logo apds, retirou-se

cuidadosamente o sobrenadante sem remover o “pellet” lavando-se com 500 puL de etanol
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70%, centrifugado por 5 minutos. As amostras foram secas a vacuo por 10 minutos. Apds a
secagem, o “pellet” foi ressuspendido em 150 pL de dgua mili-Q.

A reacdo de PCR foi realizada com os oligonucleotideos universais
especificos PAL1Iv1978 (5 GCATCTGCAGGCCCACATYGTCTTYCCCCNGT 3)
PAR1c496 (5° AATACTGCAGGGCTTYCTRTACATRGG 3’) (ROJAS et al., 1993), que
amplificam um fragmento com cerca de 1100bp do DNA-A de begomovirus, que corresponde
a parte da ORF ACI1 (Rep), a regidao comum e parte da ORF AV1 (CP) (ROJAS et al., 1993).
A reac@o consistiu em um ciclo iniciado por 95 °C/2 minutos, seguido de 25 ciclos a 94 °C/1

minuto, 57 °C/2 minutos e 72 °C/2 minutos e uma extensdo final a 72 °C/10 minutos.

5.2.4.5 Anélise do PCR em gel de agarose

Foram retirados 5 pL da reacdo de RT-PCR ou PCR para andlise em gel
de agarose a 1% em tampao TBE (0,1 M de é4cido borico, 0,02 mM EDTA pH 8,3). Utilizou-
se o marcador 1kb Ladder da Invitrogen. O gel foi corado em uma solu¢do de Brometo de

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

5.2.4.6 Preparo de células competentes de Escherichia coli - estirpe XL1

Algumas amostras foram selecionadas para serem clonadas em vetor
pGEMT-Easy (Promega) utilizando-se células competentes de Escherichia coli da estirpe
XL1. Estas foram preparadas, afim de serem eletroporadas com o plasmideo contendo o
fragmento desejado. Inicialmente foi depositado em meio SOB uma pré-cultura de 5 mL da
estirpe XL1, armazenada em -80°C. Esta solucdo foi deixada de um dia para o outro, sob
agitacao constante de 180 rpm a 37°C. No dia seguinte, repicou-se a pré-cultura em 500 mL de
meio SOB, onde esta foi incubada a 37°C sob agitacdo por cerca de 4h até alcancar a
densidade 6tica de 0.750Dssy. Centrifugou-se por 15 min a 2600g a 4°C. Posteriormente, o
“pellet” foi ressuspendido duas vezes em glicerol a 10%, sendo em seguida centrifugado

igualmente a etapa anterior. Apés a segunda ressuspensao, retirou-se todo o sobrenadante e o
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“pellet” foi ressuspendido com algumas gotas de glicerol 10% e a ODssg ajustada a 200-250

unidades/mL. Aliquotas de 80 pL foram armazenadas em tubos e armazenadas a -80°C.

5.2.4.7 Clonagem em vetor pGEM-T Easy

O total de 8 amostras foram selecionadas para serem clonadas no vetor
comercial pGEM-T Easy (Promega). Inicialmente, os fragmentos obtidos por RT-PCR foram
purificados através dos Kits comerciais Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
ou pelo QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen). A reacdo de ligacdo foi realizada
adicionando-se 4 uL de fragmento, 0,5 uL de vetor, 0,5 uL de T4 DNA ligase e 5 uL do
tampao de ligacdo. A reacdo foi deixada durante a noite a 4 °C.

Apo6s o periodo de ligacao, o vetor foi eletroporado através do aparelho
eletroporador BIO-RAD Micropulser em células competentes de Escherichia coli da estirpe
XL1. As células de E. coli eletroporadas foram plaquedas em meio LB Agar (USB) contendo
ampicilina, X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indol-B-D-galactoside) a 2% e IPTG (Isopropyl-B-D-
thiogalactoside) a 100 mM.

As colonias selecionadas na placa, foram transferidas para tudo Falcon
contendo 2 mL de meio LB liquido contendo ampicilina (100 ug/mL). O tubo ficou sob
agitacdo constante de 180 rpm a 37 °C, durante a noite. Apds o crescimento bacteriano no
meio, as bactérias foram colocadas em microtubos e precipitadas, sendo o sobrenadante
descartado. Em seguida, adicionou-se 100uL de solu¢do de Tris-HCI 1M pH 8,0 + EDTA
0,5M pH 8,0 + Glicose 1M, misturando-se até a solugdo tornar-se homogénea. Durante 5 min
as amostras foram mantidas em temperatura ambiente e em seguida foi adicionado 200uL de
solu¢do de NaOH 0,2N e SDS 1%. Agitou-se no vortex a solugdo e depois esta foi mantida por
5 minutos no gelo. Posteriormente, adicionou-se 150 pL. de solu¢do de Acetato de Potdssio
3M/5M pH 4,8 e depois agitou-se no vortex € manteve-se a solugdo por mais 5 minutos no
gelo. Seguiu-se uma centrifugacdo a 12000 g por 10 min a 4 °C e o sobrenadante foi
depositado em novos microtubos. Adicionou-se 300uL de isopropanol e novamente a solugdo

foi centrifugada a 12000 g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o “pellet”
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secado a vacuo por cerca de 15 min. Apés este periodo, cada amostra foi ressuspendida em
20uL de dgua ultrapura autoclavada contendo RNase.

Para verificar a presenca do fragmento nos plasmideos foi realizada uma
clivagem com a enzima de restricdo Eco RI (Invitrogen) por 1h a 37 °C. Na reacdo foram
utilizadas 6,7 uL. de dgua, 1 uL. de tampao React 3 (10x), 2 uLL de miniprep, 0,3 UL de Eco RI
(1U/mL), totalizando 10 pL da reagdo. Em seguida observou-se a presenca dos fragmentos
desejados através de eletroforese em gel de agarose a 0,8%.

As amostras com fragmento de tamanho desejado foram selecionadas
para extracdo do plasmideo pelo QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN), de acordo com as

especificacdes do fabricante.

5.2.4.8 Sequenciamento do fragmento viral amplificado

O fragmento viral amplificado pelos oligonucleotideos PepNib e
PepUTR foi sequenciado utilizando-se diretamente o produto de PCR purificado pelo Kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega) ou pelo QIAquick PCR Purification Kit,
ou utilizando-se clones contendo o fragmento de tamanho desejado. Estes foram quantificados
utilizando-se o marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder e High DNA Mass
Ladder, ambos da marca Invitrogen. Para os plasmideos recombinantes o par de primer
utilizado foi SP6 e T7, cuja seqii€ncia estd presente no vetor. Os produtos foram enviados para
a plataforma de sequenciamento do Centro de Estudos de Genoma Humano da USP ou

empresa Macrogen (Seoul, Koreia).

5.2.4.9 Analise dos dados obtidos

As sequéncias obtidas através dos produtos de RT-PCR e dos plasmideos
recombinantes foram analisadas pelo programa CLUSTAL Interative W (THOMPSON et al.,
1994). A construcao das arvores filogenéticas foram realizadas pelo programa MEGA, versao

4 (www.megasoftware.net) (KUMAR et al., 2001).
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Caracterizacao bioldgica de isolados de potyvirus provenientes de Capsicum spp.

Das 408 amostras analisadas, 105 foram positivas para potyvirus,
comprovadas pelo teste de DAS-ELISA. Destas, 42 amostras de campo e 9 isolados
provenientes da empresa Sakata Seed Sudamerica, foram selecionadas para verificagdo de
possiveis infec¢des mistas com outros virus, utilizando-se as plantas: Nicotiana tabacum L.
‘TNN’, Capsicum Magda, Cucurbita pepo L. ‘Caserta’, tomate cv. Santa Clara, D. metel e D.
stramonium. As avaliagdes visuais foram realizadas 7, 14 e 21 dias apds a terceira inoculagcdo
por extrato vegetal. Os sintomas observados, assim como a auséncia destes, estdo descritos na
Tabela 4. Verificou-se a presenga de infec¢dao mista com o CMV somente para o isolado 406
comprovada pelo aparecimento de mosqueado na abobrinha “Caserta”, bem como através do
teste de RT-PCR utilizando-se oligonucleotideos especificos (Figura 2). Nio foi realizado o
teste de ELISA contra o CMV. Também pode ser comprovada por PCR para as amostras 362
e 367 a infec¢do mista por begomovirus.

Nenhum isolado desencadeou sintomas em D. stramonium, podendo-se
afirmar auséncia de infecc@o pelas espécies PVX e TEV, pois ambas espécies infectam D.
stramonium (BRUNT et al., 1996). Somente o isolado 406 desencadeou sintomas nesta

hospedeira, mas foi comprovada infeccdo mista de potyvirus e CMV. Em D. metel verificou-
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se grande variabilidade de sintomas entre os isolados testados, desde inducdo de clareamento
de nervura, deformagdes foliares, até auséncia de sintomas e replica¢do viral. Em tomateiro
cultivar Santa Clara ndo foi observado sintoma evidente para nenhum dos isolados testados,
porém boa parte dos isolados replicou-se nesta hospedeira comprovado pelo teste de ELISA
Indireto (Tabela 4).

Para a indicadora Nicotiana tabacum L. ‘TNN’ foram observados
sintomas que variam de mosqueado a mosaico, com somente trés amostras que se mostraram
assintomadticas nesta planta. Para todos os isolados inoculados em fumo TNN foi detectada a
presenca de potyvirus pelo teste de ELISA indireto. Como ndo houve o aparecimento de lesdo
local necrética nesta planta, pode-se afirmar que ndo havia infec¢do mista com TMV ou

ToMV.
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M 231 29n 6t 32a 60 - 406

~500bp

Amplificacdo
Inespecifica

Figura 2 — Padrao eletroforético do produto de RT-PCR amplificado pelos oligonucleotideos
038-8 e 035-3 (para deteccdo de CMV) para os isolados 227-231, 251-29n, 257-6t, 268-32 a,
273-60, 406-V4, controle negativo (-), M: Marcador molecular 1 Kb DNA ladder.
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6.2 Classificacio dos isolados provenientes de Capsicum spp em patétipos e identificacao
molecular.

Dentre os isolados testados, a maioria pdde ser classificada nos trés
patétipos de PVY: PVY-0, PVY-1 e PVY-1.2 propostos por Gebre Selassie et al., (1985), bem
como nos patdtipos PVY-1.3 e PVY-1.2.3 propostos por Arnedo-Andrés et al., (1998)
descritos na Tabela 2. Dentre os 51 isolados testados, dois foram classificados em patétipo
PVY-0, trés em patStipo PVY-1, seis em patétipo PVY-1.2, treze em patétipo PVY-1.3 e onze
em patétipo PVY-1.2.3.

Como patétipo PVY-0, capaz de causar sintomas somente em Yolo
Wonder, foram classificados os isolados 225-23j e 259-1z, coletados na regido de Lins e
Piraju, respectivamente. O isolado 225-23j foi amplificado com os oligonucleotideos
PepNIb/PepUTR obtendo-se a sequéncia completa da proteina capsidial indicando tratar-se da
espécie PVY. Os sintomas para este isolado podem ser observados na Figura 3. Truta (2002)
ndo observou a ocorréncia deste patétipo em amostras coletadas no Sudeste do Brasil, porém o
patétipo 0 € o mais encontrado na Franga, Itdlia e Espanha (CARANTA, THABUIS &
PALLOIX, 1999a).

Trés isolados (156-11 proveniente de Piraju; 230-23m e 248-29k de
Tacanga) foram classificados como patétipo PVY-1, observando-se sintomas de mosaico em
Yolo Wonder e Yolo Y (Figura 4). Como patotipo PVY-1.2 foram classificados os isolados 2,
3 e 6 provenientes da empresa Sakata Seed Sudamérica, bem como os isolados 256-6s, 265-
35a provenientes de pimentdo da regido de Piraju e 389-2c proveniente de pimenta Cambuci
da regiao de Mogi-Mirim. Comprovou-se pelo sequenciamento parcial da proteina capsidial
que o isolado 265-35a pertence possivelmente a espécie PepYMV e para o isolado 389-2¢
obteve a sequéncia completa da proteina capsidial indicando tratar-se da espécie PepYMV.
Para o isolado 2 coletado em Buritama (SP) e isolado 6 coletado em Lins (SP) em 1999
obteve-se sequéncias parciais da CP indicando-se tratar-se possivelmente da espécie
PepYMV. Os sintomas para o isolado 265-35a nas diferenciais utilizadas podem ser
observados na Figura 5.

Como patétipo PVY 1.3, que agrupa os isolados de PVY que causam
sintomas em Yolo Wonder, Yolo Y e Puerto Rico Wonder, porém sem causar sintomas em

Florida VR2 e Serrano Vera Cruz, foram classificados treze isolados coletados na regido de
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Lins, Iacanga, Regindpolis e Mogi-Mirim. Trés isolados 249-291, 251-29n e 348 tiveram a CP
completamente sequenciada, indicando tratar-se da espécie PepYMV. Para os isolados 347 e
388-1c sequéncias parciais da CP foram obtidas indicando possivelmente tratar-se também do
PepYMYV. Os sintomas nas hospedeiras diferenciais podem ser observados na Figura 6 para o
isolado 348.

O patétipo PVY-1.2.3, proposto por Arnedo-Andrés et al., (1998) causa
sintomas em Yolo Wonder, Yolo Y, Florida VR2 e Puerto Rico Wonder. Este comportamento
foi observado para onze isolados, sendo quatro destes (239-29b, 240-29c, 241-29d, 246-291)
coletados na regido de Iacanga, tendo sido o 240-29c identificado como PepYMV; quatro
(254-6q, 273-60, 295 e 302) provenientes da regido de Piraju, obtendo-se sequéncias parciais
da CP com o par de primer PV1 e WCIEN para os dois primeiros isolados indicando infec¢do
pelo PepYMV; um isolado (382) proveniente de Regindpolis e identificado como PepYMV
além dos isolados 12 e 13 fornecidos pela Sakata Seed Sudamérica. Os sintomas nas
diferenciais para o isolado 273-60 pode ser verificado na Figura 7.

A maioria dos isolados pertencem a espécie PepYMV e ndao ao PVY
(Figura 13 e Figura 14), indicando que a primeira espécie predomina em pimentio e pimenta
no estado de Sao Paulo. Apesar da classificacdo em pat6tipos inicialmente ter sido proposta
para o PVY, ela permitiu dos 51 isolados analisados, a classificacdo de 35 isolados em
patétipos. Dentre os que ndo puderam ser classificados em patdtipos observou-se que alguns
apresentaram comportamento similar nas diferenciais, como foi o caso dos isolados 226-23k e
227-231 coletados em Lins, cujos sintomas foram observados em Yolo Wonder, Yolo Y,
Puerto Rico Wonder e na Serrano Criollo de Morelos 334 (SCM-334), como pode ser
observado na Figura 8 para o isolado 227-231. A amostra 227-231 teve a CP sequenciada
parcialmente demonstrando tratar-se possivelmente da espécie PVY. Os isolados de PVY até
entdo estudados causam reacdo de hipersensibilidade em SCM-334 (DOGIMONT et al., 1996;
JANZAC et al., 2008b), bem como Truta (2002) ndo verificou a ocorréncia de sintomas nesta
hospedeira para os isolados de PepYMV testados.

Quatro isolados de potyvirus (257-6t, 268-32a, 304 e 403), ambos de
Piraju foram capazes de causar sintomas em Yolo Wonder, Yolo Y, Florida VR-2, Puerto Rico
Wonder e SCM-334, como pode ser observado na Figura 9 para o isolado 304. As amostras
257-6t e 268-32a tiveram sua CP completa sequenciada tratando-se da espécie PepYMV,

enquanto que para os isolados 304 e 403, obteve-se sequéncias parciais da CP indicando
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tratar-se possivelmente da espécie PepYMV. As amostras 264-36b e o isolado 9 proveniente
da empresa Sakata, obtiveram mesmo padrio de reacdo nas variedades diferenciais, onde
puderam ser observados sintomas em Yolo Wonder, Florida VR-2 e Puerto Rico Wonder. Para
o isolado 9 obteve-se a sequéncia parcial da CP, indicando ser possivelmente o PepYMV.

As amostras 233-23P e 331, coletadas em lacanga e Lins
respectivamente, causaram sintomas somente em Yolo Wonder e Puerto Rico Wonder. O
isolado 331 foi sequenciado e sua CP completa foi obtida, indicando tratar-se da espécie PVY.
Os isolados 234-23Q, 237-23T, e 10 Sak também apresentaram comportamento comum,
infectando Yolo Wonder, Yolo Y, Puerto Rico Wonder e SCM-334. Ambos 234-23Q e 237-
23T tiveram a CP completamente sequenciada indicando tratar-se da espécie PepYMV. O
isolado 1 proveniente da empresa Sakata Seed Sudamérica causou sintomas de mosaico
somente nas diferenciais Yolo Wonder e Florida VR-2. Este foi coletado na cidade de
Braganca Paulista em 1996, e pela sequenciamento parcial da CP pode-se afirmar que
possivelmente trata-se da espécie viral PepYMV. O isolado 11 Sak também possui
comportamento unico infectando Yolo Wonder, Florida VR2 e Puerto Rico Wonder.

Por dltimo, o isolado 14 fornecido pela empresa Sakata e previamente
caracterizado por Gioria et al. (2009) utilizado como controle nos experimentos, causou
sintomas evidentes em Yolo Wonder, Yolo Y, Florida VR-2, Puerto Rico Wonder, além de
Rubia R e Magali R. Em Serrano Vera Cruz e Serrano Criolo de Morelos-334 ndo foi
observado sintoma evidente, mas foi comprovada infeccao viral pelo teste de ELISA..

As andlises nas hospedeiras diferenciais de Capsicum spp. indicam alta
variabilidade bioldgica entre os isolados estudados. Apesar da classificacdo ter sido proposta
para a espécie PVY, mostrou-se neste trabalho util para avaliar o comportamento biolégico de
isolados de PepYMV. Pdde-se observar predominancia de isolados patétipo 1.3 e 1.2.3 cuja
resisténcia conferida pelos genes recessivos pvr21 , pvr22 e pvr23 nao € efetiva (salvo o gene
pvr2? para os isolados patétipo 1.3).

Os alelos pvr2' e pvr2® estdo presentes na maior parte dos hibridos F1
encontrados no mercado europeu. No mercado americano o alelo pvr2® ¢ utilizado contra as
estirpes comuns de TEV, algumas vezes em combinacdo com o gene pvr3 para resisténcia ao
PepMoV (JANZAC, 2008). Os resultados reforcam que estes alelos ndo sdo realmente mais
indicados para o mercado brasileiro, principalmente pelo PVY praticamente ndo ser mais

encontrado nas principais dreas produtoras de pimentdo como ji anteriormente verificado por
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Truta et al., (2004) e também pelos resultados aqui demonstrados, além de que a maioria das
estirpes de PepYMYV serem capazes de contornar estes genes.

Em C. annuum ‘Serrano Criollo de Morelos 334 (SCM-334), que possui 0
gene dominante Pvr4 descrito como conferindo resisténcia a todos os patétipos conhecidos de
PVY e PepMoV (PALLOIX, 1992; DOGIMONT et al., 1996), além do gene recessivo pvr5
(CARANTA et al., 1999b), verificou-se que a maioria dos isolados ndo causaram sintomas
visiveis, salvo nove isolados que induziram mosaico ou mosqueado. Nos hibridos comerciais
Rubia R e Magali R, verificou-se que todos os isolados coletados neste trabalho nio foram
capazes de causar sintomas evidentes de infegccdo viral, com exce¢do do isolado 14 Sak
utilizado como controle nas inocula¢des e previamente caracterizado por Gioria et al. (2009).
Entretanto, para varios isolados foi detectada a presenga viral nos hibridos Rubia R e Magali
R, comprovada pelo teste de Elisa indireto com antissoro anti-potyvirus (Tabela 5), indicando
replicacao viral nestes genotipos.

Desde a década de 90, a resisténcia dominante conferida pelo gene Pvr4
foi introduzida em hibridos comerciais, conferindo uma resisténcia aos diferentes isolados de
PVY, ao PepMoV e PepYMYV. Esta resisténcia vem sendo empregada tanto no mercado
europeu como americano principalmente pelo seu amplo espectro de acdo (JANZAC, 2008).
Sugere-se que a resisténcia verificada em Rubia R e Magali R contra os isolados de PepYMV
esteja ligada ao gene dominante Pvr4 (GIORIA et al., 2009). A expressao da resisténcia ligada
ao gene Pvr4 ndo é dependente de temperatura, porém sintomas mais intensos sdo observados
a baixas temperaturas e baixa radiacdo solar (DOGIMONT, 1993 citado por ARNEDO-
ANDRES, 2006).

Atualmente existem doze genes dominantes isolados e sequenciados que
conferem resisténcia aos virus de plantas (MAULE et al., 2007). Do ponto de vista fenotipico
a resisténcia dominante estd quase sempre ligada a uma resposta de hipersensibilidade - HR
(FRASER, 1986), onde a HR ¢ iniciada pelo reconhecimento especifico de um gene de
aviruléncia no patégeno e um gene de resisténcia no hospedeiro, desencadeando uma morte
celular programada em torno do sitio de infec¢do, formando lesdes locais necréticas visiveis e
por conseqiiéncia impedindo a migra¢do do virus para as células vizinhas (FRASER, 1986;
KANG et al., 2005). Em alguns casos o fenétipo verificado pode ser uma resisténcia extrema
onde ndo hd lesdes necréticas em torno da infecgcdo além de auséncia de replica¢do nos tecidos

vizinhos (JANZAC et al., 2008b). Deste modo, como a resisténcia em Rubia R e Magali R
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observada para muitos isolados de PepYMYV foi a auséncia de sintomas sem HR, porém com
replicacdo viral, sugere-se a existéncia de outros fatores, além da presenca do gene Pvr4, que
interfiram durante esta interacdo. O mesmo pode ser dito para SCM-334, que além do gene
Pvr4, possui o gene recessivo pvr3, que também permitiu a replicacdo viral de alguns dos
isolados, porém sem aparecimento de sintomas.

Gioria et al., (2009) verificaram que um isolado de PepYMV ocasionou
lesdes locais necréticas no hibrido Magali R, tipico de uma resisténcia dominante. Porém, para
o mesmo isolado ndo foi observado nenhum sintoma em Rubia R. Dogimont et al. (1996)
também observaram sintomas necréticos sistémicos em um hibrido de pimentao obtido através
do cruzamento entre SCM-334 e Yolo Wonder, apds a inoculagdo com isolados de PVY,
sugerindo a existéncia de um gene dominante nomeado Pnl, controlando esta resposta de
necrose sist€tmica. Em outro estudo com cruzamentos de SCM-334 e Magda, ndo foram
observados sintomas necroticos sistémicos (BOITEUX et al., 1996). Amedo-Andrés et al.,
(2006) também observaram sintomas diversos em cruzamentos entre linhas derivadas de
SCM-334.

A resisténcia conferida por Magali R e Rubia R permanece durdvel contra
os isolados predominantes de PepYMV encontrados no campo. Até o momento ndo foi
verificado nenhum caso de adaptacdo natural de estirpes de PVY ou PepMoV capazes de
contornar esta resisténcia (JANZAC et al., 2008b; GIORIA et al., 2009). O “background”
genético da planta € igualmente importante para manter um bom nivel durabilidade dos genes
dominantes (JANZAC, 2008). Porém o fato de existir pelo menos uma estirpe de PepYMV
encontrada naturalmente no campo (isolado 14 Sak) descrita por Gioria et al.(2009), reforca a
necessidade de melhoristas estarem atentos para a procura de novas fontes de resisténcia,

principalmente no Brasil onde o PepYMYV predomina em relacdo ao PVY.



Figura 3 — Reagdo das variedades diferenciais a inoculacdo através de extrato vegetal com
isolado 225-23j de potyvirus classificado como Patétipo 0.

Figura 4 — Reacao das variedades diferenciais a inoculagdo através de extrato vegetal com
isolado 156-1L de potyvirus classificado como Patétipo 1.
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Figura 5 — Reacgdo das variedades diferenciais a inoculacdo através de extrato vegetal
com isolado 265-35 A de potyvirus classificado como Patétipo 1.2.

Figura 6 — Reacgdo das variedades diferenciais a inoculagdo através de extrato vegetal com
isolado 348 de potyvirus classificado como Patétipo 1.3.
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Figura 7 — Reacgdo das variedades diferenciais a inoculagdo através de extrato vegetal com
isolado 273 — 6 o de potyvirus classificado como Patétipo 1.2.3.

Figura 8 — Reagdo das variedades diferenciais a inoculacdo através de extrato vegetal com
isolado 227- 231 de potyvirus de Patétipo indefinido.
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Figura 9 — Reacdo das variedades diferenciais a inoculacdo através de extrato vegetal com o
isolado 304 de potyvirus de Patétipo indefinido.
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6.3 Analise da variabilidade genética dos isolados de potyvirus

Dois pares de oligonucleotideos foram utilizados para a identificagdo
molecular dos isolados. O par de primer PepNib e PepUTR apresentou resultados satisfatorios
ao amplificar a regido codificadora para a proteina capsidial (Figura 10). Doze amostras
tiveram a CP completamente sequenciada comprovando-se a identidade viral (Figura 11). O
par de primer WCIEN e PV1 foi utilizado para 5 isolados (273-60, 295, 304, 362 e 367) que
nao foram amplificados pelo par de primer PepNib e PepUTR (Figura 12).

A partir do alinhamento de aminoécidos e nucleotideos, foi obtida uma
tabela de identidade entre os isolados de PepYMV e PVY, com intuito de observar a
variabilidade genética entre os isolados. A andlise da identidade da sequéncia de aminoacidos
entre os isolados coletados de PVY (225-23j e 331) apresentou porcentagem de identidade de
94% para as duas amostras quando comparadas ao isolado de PVY do GenBank PVY-
LYES84.2. A sequéncia de aminodcidos DAG, relacionada a transmissdo dos potyvirus por
afideos (ATREYA et al., 1991), foi encontrada nestes dois isolados. Igualmente foi observada
a sequéncia conservada WCIEN, que serviu como base para a constru¢ao do par de primer
universal para potyvirus descrito por MOTA et al. (2004). Porém, quando comparou-se a
identidade de sequéncia de aminodcidos dos isolados 225-23j e 331 com os isolados de
PepYMV sequenciados, observou-se valores de identidade entre 73%, com o isolado 234-23q,
a 79%, com o isolado 389-2c (Quadro 1). Utilizando-se os critérios atuais de classificagdo de
espécies de potyvirus que determina a identidade de aminodcidos da capa protéica inferior a
80% (BERGER et al., 2005), pode-se afirmar que os dados corroboram para classificacdo do
PVY e PepYMV em espécies diferentes.

Os isolados de PepYMV apresentaram variacdes de porcentagem de
identidade de aminodcidos entre 93% a 100%. Nao foi possivel fazer uma correlagcdo entre
identidade de sequéncia, origem de coleta, bem como variabilidade biolégica dos mesmos. A
sequéncia de nucleotideos entre os isolados de PepYMV variaram de identidade entre 91% e

100% (Quadro 1).
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M 234 240 257 268 348 389 -

~960bp

Figura 10 — Padrao eletroforético do produto de RT-PCR amplificado pelos oligonucleotideos
PepNib e PepUTR para os isolados 234-23q, 240-29c, 257-6t, 268-32a, 348 e 389-2c, controle
negativo (-), M: Marcador molecular 1Kb DNA ladder.
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Figura 11 - Alinhamento completo da regido codificadora para a proteina capsidial entre os
isolados coletados no campo comparados ao PepYMV (ndmero de acesso AF348610) e PVY
(nimero de acesso LYE84.2). Em verde o motivo DAA encontrado nos isolados de PepYMV
e em rosa o motivo DAG encontrado nos isolados de PVY. Em amarelo os aminodcidos
conservados WCIEN. Programa: CLUSTAL W
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/index.html?)

254-6qg ADEKLAVL EEDKKKRAKNEQPVDASNLRGKEKGVSTSKDNDVNTGTTGTFTVPRIKA 60
257-6t ADEKLAVL EEDKKKRAKNEQPVDASNLRGKEKGVSTSKDNDVNTGTTGTFTVPRIKA 60
PepYMV-AF348610 ADEKLAVL EEDKKKRAKNEQPVDASNLKGKEKGVSTSRDNDVNTGTTGTFTVPRIKA 60
251-29n ADEKLAVL EEDKKKRAKNEQPADASNLKGKEKGVSTSRDNDVNTGTTGTFTVPRIKA 60
348 ADEKLAVL EEDKKKRAKNEQPADASNLKGKEKGVSTSRDNDVNTGTTGTFTVPRIKA 60
240-29c ADEKLAVL EEDKEKRAKNEQPADASNLKGKEKGVSTSRDNDVNTGTTGTFTVPRIKA 60
234-239g ADEKPAVL EEDKKKRAKNEQPADASNLKGKEKGVSTSRDNDVNTGTTGTFTVPRIKA 60
237-23t ADEKLAVL EEDKKKRAKNEQPADASNLKGEEKGVSTSRDNDVNTGTTGTFTVPRIKA 60
249-291 ADERLAVL EEDKKKRAKNEQPADASNLQGKEKGVSTSRDNDVNTGTTGTFTVPMDKA 60
389-2c ADDKLAVL EEDKKKRAKNEQPVDASNSKGKEKGVSASRDNDVNTGTTGTFTVPRIKA 60
268-32a ADEKLAVL EEDKKKKARNEKPTEVPSLKGEEKEVSTARDNDVNTGTTGTFTVPRIKA 60
225-237 ANDT---1I ENSKK-—-—-DAKPAQGSIQQSPNK~-~-~AKEKDVNAGTSGTHTVPRIKA 49

331 GNDT---I ENSKK--—--DAKPAQGSIQQSPNK-—--AKEKDVNAGTSGTHTVPRIKA 49
PVY-LYE84.2 ANDT---1 GSSKK-—---DAKPEQGSIQPTPNK----GKDKDVNAGTSGTHTVPRIKA 49
.. :**' .'*: H :* : . :* .::***:**:**'*** * %
254-69g ITSKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQ 120
257-6t ITSKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQ 120
PepYMV-AF348610 ITSKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDAEMQ 120
251-29n ITGKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQ 120
348 ITGKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQ 120
240-29c ITGKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQ 120
234-23qg ITGKMRMPKVGGTTILNLNHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQ 120
237-23t ITGKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQ 120
249-291 ITGKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQ 120
389-2c ITSKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQ 120
268-32a ITGKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTRNQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQ 120
225-237 ITSKMRMPKSKGAVALNLEHLLEYTPQQIDISNTRATQSQFDTWYDAVRVAYDIGENEMP 109
331 ITSKMRMPKSKGAAALNLEHLLEYTPQQIDISNTRATQSQFDTWYDAVRVAYDIGENEMP 109
PVY-LYE84.2 ITSKMRMPKSKGVAALNLEHLLEYTPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVRMAYDIGETEMP 109
Kok KKKKKK ok kkk kKA AKKKKKKKK KKK sk Kkk Kk kKky KKk k%

254-6qg TIMNGLMVWCIENGTSPNINGVWTMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEA 180
257-6t TIMNGLMVWCIENGTSPNINGVWIMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEA 180
PepYMV-AF348610 TIMNGLMVWCIENGTSPNINGVWIMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEA 180
251-29n TIMNGLMVWCIENGTSPNINGVWIMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEA 180
348 TIMNGLMVWCIENGTSPNINGVWIMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEA 180
240-29c TIMNGLMVWCIENGTSPNINGVWIMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEA 180
234-239g TIMNGLMVWCIENGTSPNINGVRTMTDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEA 180
237-23t TIMNGLMVWCIENGTSPNINGVWIMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEA 180
249-291 TIMNGLMVWCIENGTSPNINGVWIMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEA 180
389-2c TIMNGLMVWCIENGTSPNINGVWTMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEA 180
268-32a TIMNGLMVWCIENGTSPNINGVWTMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTLRQIMAHFSDVAEA 180
225-2373 TVMNGLMVWCIENGTSPNVNGVWVMMDGSEQVEYPLKPIVENAKPTLRQIMAHFSDVAEA 169
331 TVMNGLMVWCIENGTSPNVNGVWVMMDGSEQVEYPLKPIVENAKPTLRQIMAHFSDVAEA 169
PVY-LYE84.2 TVMNGLMVWCIENGTSPNINGVWVMMDGNEQVEYPLKPIVENAKPTLRQIMAHFSDVAEA 169

Kekkkhkkhkhhkkhhkkhhkkh o kk* Kk kk kkkhkkkhkhhkhko okkoehhkkoekkhhAkhAhhh kKK
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M 6o 295 304 362 367 -

~ 800 bp

Figura 12 — Padrio eletroforético do produto de RT-PCR amplificado pelos oligonucleotideos
WCIEN e PV-1 para os isolados 273-60, 295, 304, 362 e 367, controle negativo (-), M:
Marcador molecular 1Kb DNA ladder.
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A anilise filogenética foi realizada utilizando-se a sequéncia completa de
nucleotideos (Figura 13), bem como sequéncias parciais da CP obtidas para um maior nimero
de isolados de potyvirus (Figura 14). Pdde-se observar um mesmo padrio filogenético
utilizando-se a sequéncia completa de nucleotideos codificadora para a proteina capsidial, bem
como a sequencia parcial de aminodcidos, indicando claramente a separagdo inicial em dois
ramos filogenéticos separando os isolados de PepYMV dos de PVY. Foi observada também
que dentre os isolados de PepYMV houve a separacdo dos isolados em dois ramos
filogenéticos. O primeiro ramo engloba os isolados 237-23t, 234-23q, 251-29n, 240-29c, 249-
291 todos de Tacanga, 273-60, 268-32a, 295, 304 coletados em Piraju, e o isolado 348 de Lins,
juntamente com o isolado 14 Sak. J4 o segundo ramo € formado pelos isolados 254-6q, 257-
6t, 265-35a de Piraju, os isolados 403 e 389-2c de Mogi Mirim, 367 e 11 Sak de Lins, 12 Sak
coletado em Mucugé na Bahia e o isolado de PepYMV —AF348610. Isolados pertencentes a
estes dois ramos filogenéticos foram encontrados nas mesmas localidades de coleta, ndo
havendo correlacio entre local e presenca de um isolado de PepYMV especifico.
Comparando-se também as propriedades bioldgicas nas hospedeiras diferenciais, verifica-se
que ambos os ramos englobam isolados pertencentes aos diferentes patotipos, ndo podendo se
correlacionar a capacidade de contornar genes de resisténcia especificos com a sequéncia da

CP analisada.
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50 249 - 291
234-23q
240-29¢
251-29N
237-23t
348
268-32A
PepYMV-AF348610
389-2c
254-6Q

99 257-6T
PVY-LYES4.2
225-23;
99 331

—_
o

Figura 13 — Arvore filogenética obtida pelo programa Mega 4.0 com o valor de Bootstrap de
2000 repeticdes para a regido codificadora para proteina capsidial das amostras: 249-291, 234-
23q, 240-29c, 251-29n, 237-23t, 348, 268-32a, 389-2c, 254-6q, 257-6t, 225-23j e 33I.
PepYMYV (Acesso - AF348610) e PVY (Acesso — LYES4.2).
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268-32a
234-23q
251-29n
240-29c
14 Sak
237-23t
295
273-60
348
304
249-291
257-6t
403

11 Sak
389-2c
254-6q
6 Sak
PepYMV-AF348610

12 Sak
265-35A
367
PVY-LYES84.2
227-231
331
225-23j

Figura 14 — Arvore filogenética obtida pelo programa Mega 4.0 com o valor de Bootstrap de

2000 repeticdes para parte da regido codificadora para proteina capsidial das amostras 237-
23t, 234-23q, 273-60, 251-29n, 268-32a, 240-29c¢, 295, 348, 304, 249-291, 6 Sak, 403, 389-2c,
254-6q, 12 Sak, 257-6t, 367, 11 Sak, 14 Sak, 265-35a, 331, 225-23j, 227-231. PepYMV

(Acesso - AF348610) e PVY (Acesso — LYES4.2).
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7. CONCLUSOES

- Foi observada grande variacdo bioldgica entre os isolados de potyvirus provenientes de

Capsicum spp. coletados nas regides produtoras do estado de Sdo Paulo;

- Verificou-se a prevaléncia da espécie PepYMYV, em relacdo a espécie PVY;

- Predomina no PepYMV o patétipo 1.3 segundo classificacdo de patétipos para PVY, com

um total de treze isolados;

- Para a espécie PepYMV existem patdtipos diferentes dos atualmente propostos para

classificacdo de isolados de PVY.
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APENDICE I

de Clustal

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) entre seqiiéncias de PVY e PepYMV

Alinhamento nucleotideos  realizado com o  programa W

depositadas no Genbank. O nimero de acesso de cada seqii€ncia esta especificada na frente de
seu nome. Em amarelo a regido de anelamento dos primers PepNib e PepUTR. Em vermelho o

cddon de iniciagdo para tradugdo da proteina da capsidial (referencia no PepYMV) e em verde

o cédon de finalizacdo da proteina.

PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

PepNib
GATGGTTGCCTTGGATGATGAATTTGAGTGCGATACTTATGAAGTGCACC
GATGGTTGCCTTGGATGATGAACTTGAGTGCGATACTTATGAAGTGCACC
GATGGTTGCCTTGGATGATGAACTTGAGTGCGATACTTATGAAGTGCACC
GATGGTTGCCTTGGATGATGAACTTGAGTGCGATACTTATGAAGTGCACC
GATGGTTGCATTGGATGATGAGTTTGAGTGTGATTCCTATGAAGTACATC
GTTCGCCGAATTGGATGATGAGTTTGAGTGTAGTCAATACGAGGTGCGCC

* Kk K * Kk ok ok ok ok ok ok ok ok kK * ok ok ok Kk k ok * Kk kk kk Kk *
NTb

ATCAAGGAAATGACACAAT ———————————m CGATGCAGGAGGAAGCACT
ATCAAGGAAATGACACAAT ———————————m CGATGCAGGAGGAAGCAAT
ATCAAGGAAATGACACAAT ———————————— CGATGCAGGAGGAAGCACT
ATCAAGGAAACGACACAAT ———————————— CGATGCAGGAGGAAGCAGC
ACCAGGCAAATGACCCGAT———————————— TGATGCTGGGGAGAATAAT
ACCAAGCGCHIMBAGAAACTAGCGGTGCTGGATGCGGCTGAGGAAGACAAG
* kK Kk * kK * * * Kk K * *

Cp
AAAAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGTAGCATTCAACCAAAACTCAACAA
AAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGTAGCATTCAACCAAATCTCAACAA
AAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGTAGCATTCAACCAAATTTCAACAA
AAGAAAGATGCAAGACCAGAGCAAAGCAGCATTCAGTCAAACCCGAACAA
AAGAAAGATGCGAAGCCAGCACAGGGTAGCATCCAGCCAAGTCCTAACAA
AAGAAGAGAGCTAAGAATGAACAGCCGGTTGATGCGTCAAATTTGAAAGG

* Kk kK * Kk Kk * * * * kK * *
GGAAAAG————————————————————— GAAAAGGACGTGAATGTTGGAA
AGAAAAG————————————————————— GAGAAGGACGTGAATGTTGGAA
GGAAAAG————————————————————— GAAAAGGACGTGAATGTTGGAA
AGGAAAA————————————————————— GATAAGGATGTGAATGCTGGTA
AGGGAAG————————————————————— GATAAGGACGTGAATGCCGGTA
AAAGGAGAAAGGAGTGTCTACATCCAGGGACAATGATGTAAACACTGGAA
* Kk kk kk kK Kkk * kK

CATCTGGAACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATG
CATCTGGAACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCCATCACGTCTAAAATG
CATCTGGAACTTATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATG
CATCTGGGACACATACTGTGCCGAGAATCAAGGCTATCACGTCCAAAATG
CATCTGGAACACATACTGTGCCAAGAATAAAGGCTATTACGTCAAAAATG
CAACTGGGACTTTTACAGTACCAAGAATCAAAGCAATAACGAGTAAGATG

* Kk kkkkx kK Kk Kk kk Kk *kkk Kkk kk kk Kk*k * Kk Kk K

AGAATGCCCAAGAGTAAAGGTGCAATTGCACTAAATTTGGAACACTTACT
AGAATGCCCAAGAGTAAGGGTGCAACTGTACTGAACTTAGAACATTTACT
AGAATGCCCAAGAGTAAAGGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACT
AGAATGCCCACAAGCAAGGGAGCAACCGTGCTAAACTTAGAACACTTGCT
AGAATGCCTAAGAGCAAAGGAACAGCCGTGCTAAACTTAGAACACTTACT
AGGATGCCGAAAGTAGGCGGCACCACGATTTTAAATCTGGATCATTTACT

*k Kk kKkKk K * % * * kK * kK kK KKk kK

50

50
50
50
50

88

88
88
88
100

138
138
138
138
138
150

167
167
167
167
167
200

217
217
217
217
217
250

267
267
267
267
267
300
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PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

CGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATCTCAAATACTCGAGCAACTCAAT
CGAGTATGCTCCACAGCAAATTGATATCTCAAATACTCGAGCGACTCAAT
CGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATCTCAAATACTCGAGCAACTCAAT
TGAGTATGCTCCACAACAAATTGATATTTCAAATACTCGGGCGACTCAAT
CGAGTATGCTCCACAACAGATAGACATCTCAAATACTCGGGCGACTCAAT
CACATATACACCTCAACAGATAGACATTTCAAACACAAGATCTACGCACA

*kk ok kk Kkk kk kk kk kk Kkrkkkk k%K * * Kk k%

CACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCAGTACAACTTGCATACGACATAGGA
CACAGTTTGATACATGGTATGAAGCAGTACAGCTTGCTTACGACATAGGA
CACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCATACGACATAGGA
CACAGTTTGATACGTGGTATGAGGCAGTGCGGATGGCATACGACATAGGA
CACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCAGTGCGGATGGCATACGACATAGGG
GCCAATTCGATAATTGGTATGCTGCAGTTAAAAATGTTTATGATGTTGGA

K,k Kkk Kk Kkk KKk ok ok Kk kK * K kK * *k Kk * Kk

GAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATTGA
GAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATTGA
GAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATTGA
GAAACTGAGATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATTGA
GAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATTGA
GACGCTGAGATGCAAACCATTATGAATGGATTAATGGTTTGGTGCATTGA

* Kx Kkkk KAhkkk KKhkk * KAk Kk KKk KK K KA KKAAKKAAKR KA AKX KA K

AAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAG
GAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGTGTTTGGGTTATGATGGATGGAA
AAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAG
AAATGGAACCTCGCCAAATGTCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGGA
AAATGGAACCTCGCCAAATATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAA
AAATGGAACCTCACCAAACATAAATGGCGTCTGGACCATGATGGATGGAG

Kk hkkhkhkkhhkkh Kkhkkkk * kk kk kk Kk k Kok ok ok ok ok ok kok kK

ATGAACAAGTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCA
ATGAACAAGTTGAATACCCACTCAAGCCGATTGTTGAAAATGCAAAACCA
ATGAACAAGTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCA
ATGAACAAGTCGAGTACCCGTTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCA
GTGAACAAGTTGAATACCCGTTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCG
AGGAGCAAGTTGAATATCCATTGAAGCCCGTGATCGAGAATTCGAAGCCT

*k Kk kkKk kK kK Kk LR * * kk kkk Kk kk Kk

ACACTTAGGCAAATCATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATAT
ACCCTTAGGCAAATTATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATAT
ACACTTAGGCAAATCATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATAT
ACCCTTAGGCAAATCATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATAT
ACCCTTAGGCAAATCATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAGGCGTATAT
ACTTTTCGTCAGATCATGGCTCATTTTTCTGATGTCGCTGAGGCATACAT

* Kk *kKk kK kk kk Kkkkhkkk Khkkkk Kkk kkhkkkk K*k K*k K*k K*k k%

AGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATATATGCCACGATATGGTTTAGTTC
TGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATATATGCCACGATATGGTTTGGTTC
AGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATATATGCCACGATATGGTTTAGTTC
AGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATATATGCCACGATATGGTTTAATTC
AGAGATGCGCAACAAGAAGGAACCATATATGCCACGATATGGTTTAATCC
TGAGATGAGGAATAAGAAGGAACCATACATGCCACGCTATGGTCTAATCC

Kk kkKk Kk kk kk AkhkhkkhkkhkhkAkhkhhkk KAhkhkhkkhkrAhkk Khkhkkkk K *  x

GTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTTGACTTTTATGAA
GAAATCTGCGTGATGGAAGTCTGGCTCGTTATGCTTTTGACTTTTATGAA
GTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTTGACTTTTATGAG
GAAATCTGCGGGATATGGGTTTAGCGCGTTATGCCTTTGACTTTTATGAG
GAAATCTGCGGGATATAAGTCTAGCGCGCTATGCCTTTGACTTTTATGAG
GGAATTTGCGAGACTTGAGTCTTGCACGATACGCTTTTGACTTCTATGAA

R I S Kk kK kk kk Kk KAk KkAkkkAkkkk KKkkKkk

317
317
317
317
317
350

367
367
367
367
367
400

417
417
417
417
417
450

467
467
467
467
467
500

517
517
517
517
517
550

567
567
567
567
567
600

617
617
617
617
617
650

667
667
667
667
667
700
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PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

PVY-N-NewZealand-AM268435
PVY-N-DQ157180
PVY-VN/P2-DQ925437
PVY-N-AB270705
PVY-VN/C10-DQ925436
PepYMV-AF348610

GTTACATCACGGACACCAGTGAGGGCTAGAGAGGCACACATTCAAATGAA
GTTACATCACGTACACCAGTAAGGGCTAGAGAGGCACACATTCAAATGAA
GTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATGAA
GTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATGAA
GTCACATCACGAACACCAGTGTGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAGTGAA
GTCACATCGCGCACCCCTACCAGGGCACGTGAAGCCCACATACAGATGAA

*k kkkkk Kk kkx Kk * kK K * kkx kK Kkkkkk kK * Kk Kk k

GGCCGCAGCTTTAAAATCAGCTCAATCTCGACTTTTCGGATTGGATGGTG
AGCCGCAGCTCTGAAATCAGCTCAATCCCGACTTTTCGGATTGGATGGTG
GGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTG
GGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTG
GGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTG
GGCAGCGGCTTTAAAATCTGCTCAGACACGTATGTTTGGACTTGACGGTG

* Kk Kk Kk * kkkKkKk KKk Kk * kx * kK kK * kK kKKK

GCATTAGTACACAAGAGGAAAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTT
GCATTAGTACACAAGAGGAAAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTT
GCATCAGTACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTC
GCATCAGTACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTC
GCATCAGTACACAAGAGGAGAACACAGAGAGACACACCACCGAGGATGTC
GCATCAGTACACAAGAGGAGAACACTGAGAGGCACACCACAGAAGATGTG

khkkk KAkhkhkkhkAhkhkhkhhk* Khkhkk*, *Kkhkhkk*k Khkhkkkhkhk*k* K% *Kk*k*%*

TCTCCAAGTATGCATACTCTACTTGGAGTGAAGAACATGTGATTGTA-GT

TCTCCAAGTATGCATACTCTACTTGGAGTGAAGAACATGTGATTATA-GT

TCTCCAAGTATGCATACTCTACTTGGAGTCAAGAACATGTGAT-GTA-GT

TCTCCAAGTATGCATACTCTACTTGGAGTTAAGAACATGTGAT-GTA-GT

TCTCCAAGTATGCATACTCTACTTGGAGTCAAGAACATGTGAT-GTA-GT

AGCCCCAACATGCATACTTTGCTTGGGGTGAGAAATATGTA-TCATGT
* kK Kdhkkhkkhkhkhkhkkk Kk khkkkk K*k Kk * Kk kkkk * R

UTR

GTCTTTCCGGACGATATATAGATATTITATG-TTTGCAGTAAGTATTTTGG

GTCTTTCCGGACGATATATAAATATTITATG-TTTGCAGTAAGTATTTTGG

GTCTCTCCGGACGATATATAAGTATTTACA-TATGCAGTAAGTATTTTGG

GTCTCTCCGGACGATATATAAGTATTTACA-TATGCAGTAAGTATTTTGG

GTCTCTCCGGACGATATATAAGTATTTACA-TATGCAGTAAGTATTTTGG

GCCATCAGGGATGAAATATTATTATATGTAGTATGCAATATATAATATGG

* *kk kk kok kK *k Kk x Kk kkkk Kk kk Kk KKK

UTR

CTTTTCCTGTACTACT 931

CTTTTCCTGTACTACT 931

CTTTTCCTGTACTACT 930

CTTTTCCTGTACTACT 930

CTTTTCCTGTACTACT 930

CTTTTCCIGTACTTTC 966

Sk Kk kK ok kK ok ok ok ok

PepUTR

717
717
717
717
717
750

767
767
767
767
767
800

817
817
817
817
817
850

866
866
865
865
865
900

915
915
914
914
914
950

66
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APENDICE 11

- Sequéncia de aminodcidos completa da regido codificadora para a proteina capsidial dos

1solados analisados.

>PVY-LYEg84.2
ANDTIDAGGSSKKDAKPEQGSIQPTPNKGKDKDVNAGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSKGV
AALNLEHLLEYTPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVRMAYDIGETEMPTVMNGLMVWCIENGT
SPNINGVWVMMDGNEQVEYPLKPIVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYG
LIRNLRDISLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAHIQMKAAALKSAQPRLFGLDGGISTQEENTERH
TTEDVSPSMHTLLGVKNM

>PepYMV-AF348610
ADEKLAVLDAAEEDKKKRAKNEQPVDASNLKGKEKGVSTSRDNDVNTGTTGTFTVPRIKAIT
SKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDAEMQTIM
NGLMVWCIENGTSPNINGVWTMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEAYIEMR
NKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAALKSAQTRMFGLD
GGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM

>251-29N
ADEKLAVLDAAEEDKKKRAKNEQPADASNLKGKEKGVSTSRDNDVNTGTTGTFTVPRIKAIT
GKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQTIM
NGLMVWCIENGTSPNINGVWTMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEAYIEMR
NKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAALKSAQTRMFGLD
GGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM

>268-32A
ADEKLAVLDAAEEDKKKKARNEKPTEVPSLKGEEKEVSTARDNDVNTGTTGTFTVPRIKAITG
KMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTRNQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQTIMN
GLMVWCIENGTSPNINGVWTMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTLRQIMAHFSDVAEAYIEMRN
KKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAALKSAQTRMFGLDG
GISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM

>254-6q
ADEKLAVLDAAEEDKKKRAKNEQPVDASNLRGKEKGVSTSKDNDVNTGTTGTFTVPRIKAIT
SKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQTIMN
GLMVWCIENGTSPNINGVWTMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEAYIEMRN
KKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAALKSAQTRMFGLDG
GISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM

>257-6t
ADEKLAVLDAAEEDKKKRAKNEQPVDASNLRGKEKGVSTSKDNDVNTGTTGTFTVPRIKAIT
SKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQTIMN
GLMVWCIENGTSPNINGVWTMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEAYIEMRN
KKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAALKSAQTRMFGLDG
GISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM
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>249-29L
ADERLAVLDAAEEDKKKRAKNEQPADASNLQGKEKGVSTSRDNDVNTGTTGTFTVPMDKAI
TGKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQTIM
NGLMVWCIENGTSPNINGVWTMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEAYIEMR
NKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAALKSAQTRMFGLD
GGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM

>237-23t
ADEKLAVLDAAEEDKKKRAKNEQPADASNLKGEEKGVSTSRDNDVNTGTTGTFTVPRIKAIT
GKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQTIM
NGLMVWCIENGTSPNINGVWTMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEAYIEMR
NKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAALKSAQTRMFGFD
GGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM

>240-29C
ADEKLAVLDAAEEDKEKRAKNEQPADASNLKGKEKGVSTSRDNDVNTGTTGTFTVPRIKAIT
GKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQTIM
NGLMVWCIENGTSPNINGVWTMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEAYIEMR
NKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAALKSAQTRMFGLD
GGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM

>389-2¢
ADDKLAVLDAAEEDKKKRAKNEQPVDASNSKGKEKGVSASRDNDVNTGTTGTFTVPRIKAIT
SKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQTIMN
GLMVWCIENGTSPNINGVWTMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEAYIEMRN
KKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAALKSAQTRMFGLDG
GISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM

>234-23q
ADEKPAVLDAAEEDKKKRAKNEQPADASNLKGKEKGVSTSRDNDVNTGTTGTFTVPRIKAIT
GKMRMPKVGGTTILNLNHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQTIM
NGLMVWCIENGTSPNINGVRTMTDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEAYIEMRN
KKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARHAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAALKSAQTRMFGLDG
GISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM

>225-23j
ANDTIDAGENSKKDAKPAQGSIQQSPNKAKEKDVNAGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSKGA
VALNLEHLLEYTPQQIDISNTRATQSQFDTWYDAVRVAYDIGENEMPTVMNGLMVWCIENGT
SPNVNGVWVMMDGSEQVEYPLKPIVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYG
LIRNLRDISSARY AFDFYEVTSRTPVRAREAHIQMKAAALKSAQPRLFGLDGGISTQEENTERH
TTEDVSPSMHTLLGVRNM

>348
ADEKLAVLDAAEEDKKKRAKNEQPADASNLKGKEKGVSTSRDNDVNTGTTGTFTVPRIKAIT
GKMRMPKVGGTTILNLDHLLTYTPQQIDISNTRSTHSQFDNWYAAVKNVYDVGDTEMQTIM
NGLMVWCIENGTSPNINGVWTMMDGEEQVEYPLKPVIENSKPTFRQIMAHFSDVAEAYIEMR
NKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAALKSAQTRMFGLD
GGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM
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>331
GNDTIDAGENSKKDAKPAQGSIQQSPNKAKEKDVNAGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSKGA

AALNLEHLLEYTPQQIDISNTRATQSQFDWYDAVRVAYDIGENEMPTVMNGLMVWCIENGTS
PNVNGVWVMMDGSEQVEYPLKPIVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGL
IRNLRDISLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAHIQMKAAALKSAQPRLFGLDGGISTQEENTERHT
TEDVSPSMHTLLGVRNM
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isolados analisados.

>PVY-LYE®g4.2
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDISLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAHIQMKAAAL
KSAQPRLFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPSMHTLLGVKNM

>PepYMV-AF348610
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM

>251-29N
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM

>268-32A
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM

>254-6q
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM

>257-6t
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM

>249-29L
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM

>237-23t
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGFDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM

>240-29C
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM

>389-2¢
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM

>234-23q
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARHAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM

>225-23j
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDISSARYAFDFYEVTSRTPVRAREAHIQMKAAAL
KSAQPRLFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPSMHTLLGVRNM

>227-23L
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDISLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAHIQMKAAAL
KSAQPRLFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPSMHTLLGVRNM

>295wcien
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM
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>11 sakata
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM

>273-6 wcien
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM

>265-35
FSDVAEAYIEMRYKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM

>304
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM

>348
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM

>6sakata
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM

>]12sakata
FSDVVEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM

>403
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVRNM

>367
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERNTTEDVSPNMHTLLGVRNM

>14 sak
FSDVAEAYIEMRNKKEPYMPRYGLIRNLRDLSLARYAFDFYEVTSRTPTRAREAHIQMKAAAL
KSAQTRMFGLDGGISTQEENTERHTTEDVSPNMHTLLGVKNM
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- Sequéncia de nucleotideos completa da regido codificadora para a proteina capsidial dos
1solados analisados.

>PVY-LYEg84.2

GCAAACGATACAATTGATGCTGGAGGGAGCAGTAAGAAAGATGCGAAACCAGAACAGGG
TAGCATTCAGCCAACTCCTAACAAGGGAAAGGATAAGGACGTGAATGCCGGTACATCTGG
AACACATACTGTACCAAGAATAAAGGCTATTACGTCAAAAATGAGAATGCCTAAAAGCA
AAGGAGTGGCCGCACTAAACTTAGAACACTTGCTCGAGTACACTCCACAACAGATAGATA
TCTCAAATACTCGGGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCAGTGCGGATGG
CATACGACATAGGGGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCA
TTGAAAATGGGACCTCGCCAAATATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAAATGAAC
AAGTTGAGTATCCGTTGAAACCAATTGTTGAGAATGCAAAACCAACCCTTAGGCAAATCA
TGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCAT
ATATGCCACGATATGGTTTAATTCGAAATCTGCGGGATATAAGTTTAGCGCGCTATGCCTT
TGACTTTTATGAAGTTACATCACGAACGCCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATACAAAT
GAAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCTCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGATGGTGGCATCAG
TACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTTTCTCCAAGTATGCATA
CTCTACTTGGAGTCAAGAACATGTGA

>PepYMV-AF348610
GCGGATGAGAAACTAGCGGTGCTGGATGCGGCTGAGGAAGACAAGAAGAAGAGAGCTAA
GAATGAACAGCCGGTTGATGCGTCAAATTTGAAAGGAAAGGAGAAAGGAGTGTCTACAT
CCAGGGACAATGATGTAAACACTGGAACAACTGGGACTTTTACAGTACCAAGAATCAAAG
CAATAACGAGTAAGATGAGGATGCCGAAAGTAGGCGGCACCACGATTTTAAATCTGGATC
ATTTACTCACATATACACCTCAACAGATAGACATTTCAAACACAAGATCTACGCACAGCC
AATTCGATAATTGGTATGCTGCAGTTAAAAATGTTTATGATGTTGGAGACGCTGAGATGC
AAACCATTATGAATGGATTAATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAACCTCACCAAACATAA
ATGGCGTCTGGACCATGATGGATGGAGAGGAGCAAGTTGAATATCCATTGAAGCCCGTGA
TCGAGAATTCGAAGCCTACTTTTCGTCAGATCATGGCTCATTTTTCTGATGTCGCTGAGGC
ATACATTGAGATGAGGAATAAGAAGGAACCATACATGCCACGCTATGGTCTAATCCGGAA
TTTGCGAGACTTGAGTCTTGCACGATACGCTTTTGACTTCTATGAAGTCACATCGCGCACC
CCTACCAGGGCACGTGAAGCCCACATACAGATGAAGGCAGCGGCTTTAAAATCTGCTCAG
ACACGTATGTTTGGACTTGACGGTGGCATCAGTACACAAGAGGAGAACACTGAGAGGCAC
ACCACAGAAGATGTGAGCCCCAACATGCATACTTTGCTTGGGGTGAGAAATATGTA
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>251-29N
GCGGATGAGAAACTAGCAGTGCTGGATGCGGCTGAAGAAGACAAAAAGAAGAGAGCTAA
GAATGAGCAGCCGGCTGATGCATCCAATTTGAAAGGGAAGGAGAAAGGAGTGTCTACTTC
TAGGGACAATGATGTGAACACTGGAACAACTGGAACTTTTACTGTGCCGAGGATAAAGGC
AATAACGGGTAAGATGAGGATGCCGAAAGTAGGCGGCACCACGATTTTAAATCTGGATCA
CTTACTCACATACACACCTCAACAAATAGACATTTCAAACACAAGGTCTACGCACAGCCA
GTTTGATAATTGGTATGCTGCAGTCAAAAATGTGTATGATGTTGGGGATACTGAGATGCA
AACCATTATGAATGGATTAATGGTTTGGTGCATTGAGAATGGAACTTCACCAAATATAAA
TGGCGTCTGGACCATGATGGATGGGGAAGAGCAAGTTGAATATCCATTGAAACCCGTGAT
CGAGAATTCGAAGCCTACTTTTCGTCAGATCATGGCTCATTTCTCTGATGTCGCTGAGGCA
TACATTGAAATGAGGAACAAGAAGGAACCATACATGCCACGCTATGGTCTAATCCGGAAT
TTGCGAGACCTTAGTCTTGCACGATACGCTTTTGACTTCTATGAAGTCACATCGCGCACCC
CTACAAGGGCACGTGAAGCCCACATACAGATGAAGGCAGCGGCTTTAAAATCCGCTCAGA
CACGTATGTTTGGACTTGACGGTGGCATTAGTACACAAGAGGAGAACACTGAGAGGCACA
CCACAGAAGATGTGAGCCCCAACATGCATACTTTACTTGGGGTGAAGAATATGTA

>268-32A
GCTGATGAGAAGCTAGCAGTGTTGGATGCAGCTGAGGAGGATAAAAAGAAGAAGGCAAG
AAATGAAAAGCCAACTGAAGTGCCCAGTTTGAAGGGAGAGGAAAAGGAAGTGTCTACAG
CTAGAGACAATGATGTAAATACCGGAACAACTGGTACTTTTACTGTGCCGAGGATAAAGG
CAATAACGGGTAAGATGAGGATGCCGAAAGTAGGCGGCACCACGATTTTAAATCTGGATC
ACTTACTCACATACACACCTCAACAAATAGACATTTCAAACACAAGATCTACGCGCAACC
AGTTTGATAATTGGTATGCTGCAGTTAAAAATGTGTATGATGTTGGGGATACTGAGATGC
AAACCATTATGAATGGATTAATGGTTTGGTGCATTGAGAATGGAACTTCACCAAACATAA
ATGGCGTCTGGACCATGATGGATGGGGAGGAGCAAGTTGAATATCCATTAAAACCCGTGA
TCGAGAATTCGAAGCCTACTTTACGTCAGATCATGGCTCATTTCTCTGATGTCGCTGAGGC
ATATATTGAAATGAGGAACAAGAAGGAACCATACATGCCACGCTATGGTCTAATCCGGAA
TTTGCGAGACCTTAGTCTTGCACGATACGCTTTTGACTTCTATGAAGTCACATCGCGCACC
CCTACAAGGGCACGTGAAGCCCACATACAGATGAAGGCAGCGGCTTTAAAATCTGCTCAG
ACACGTATGTTTGGACTTGACGGTGGCATTAGTACACAAGAGGAAAACACTGAGAGGCAC
ACCACAGAAGATGTGAGCCCCAACATGCATACTTTACTTGGGGTGAAGAATATGTA

>254-6q
GCGGATGAGAAGCTAGCGGTGCTAGATGCGGCTGAGGAAGACAAGAAGAAGAGAGCTAA
GAATGAACAGCCGGTTGATGCTTCGAATTTGAGAGGAAAGGAGAAAGGAGTGTCTACATC
CAAGGACAATGATGTAAATACTGGAACAACTGGGACTTTTACAGTACCAAGAATTAAAGC
AATAACGAGTAAGATGAGGATGCCGAAAGTAGGCGGCACCACGATTTTAAATCTGGATCA
CTTACTCACATATACACCTCAACAGATAGACATTTCAAACACAAGATCTACGCACAGCCA
ATTCGATAATTGGTATGCTGCAGTCAAAAATGTCTATGATGTTGGAGACACTGAAATGCA
AACCATTATGAATGGATTGATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAACCTCACCAAACATAAA
TGGCGTCTGGACCATGATGGATGGAGAGGAACAAGTAGAATATCCATTGAAGCCCGTGAT
CGAGAATTCGAAGCCTACTTTTCGTCAGATCATGGCTCATTTTTCTGATGTCGCTGAGGCA
TACATTGAGATGAGGAACAAGAAGGAACCATACATGCCACGCTATGGTCTAATCCGGAAT
TTGCGAGACTTGAGTCTTGCACGATACGCTTTTGACTTCTATGAAGTCACATCGCGCACCC
CTACCAGGGCACGTGAAGCCCACATACAGATGAAGGCAGCGGCTTTAAAATCTGCTCAGA
CACGTATGTTTGGACTTGACGGTGGCATCAGTACACAAGAGGAGAACACTGAGAGGCACA
CCACAGAAGATGTGAGCCCCAACATGCATACTTTGCTTGGGGTGAGAAATATGTA
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>257-6t
GCGGATGAGAAGCTAGCGGTGCTAGATGCGGCTGAGGAAGACAAGAAGAAGAGAGCTAA
GAATGAACAGCCGGTTGATGCTTCGAATTTGAGAGGAAAGGAGAAAGGAGTGTCTACATC
CAAGGACAATGATGTAAATACTGGAACAACTGGGACTTTTACAGTACCAAGAATTAAAGC
AATAACGAGTAAGATGAGGATGCCGAAAGTAGGCGGCACCACGATTTTAAATCTGGATCA
CTTACTCACATATACACCTCAACAGATAGACATTTCAAACACAAGATCTACGCACAGCCA
ATTCGATAATTGGTATGCTGCAGTCAAAAATGTCTATGATGTTGGAGACACTGAAATGCA
AACCATTATGAATGGATTGATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAACCTCACCAAACATAAA
TGGCGTCTGGACCATGATGGATGGAGAGGAACAAGTAGAATATCCATTGAAGCCCGTGAT
CGAGAATTCGAAGCCTACTTTTCGTCAGATCATGGCTCATTTTTCTGATGTCGCTGAGGCA
TACATTGAGATGAGGAACAAGAAGGAACCATACATGCCACGCTATGGTCTAATCCGGAAT
TTGCGAGACTTGAGTCTTGCACGATACGCTTTTGACTTCTATGAAGTCACATCGCGCACCC
CTACCAGGGCACGTGAAGCCCACATACAGATGAAGGCAGCGGCTTTAAAATCTGCTCAGA
CACGTATGTTTGGACTTGACGGTGGCATCAGTACACAAGAGGAGAACACTGAGAGGCACA
CCACAGAAGATGTGAGCCCCAACATGCATACTTTGCTTGGGGTGAGAAATATGTA

>249-29L
GCGGATGAGAGACTAGCAGTGCTGGATGCGGCTGAAGAAGACAAAAAGAAGAGAGCTAA
GAATGAGCAGCCGGCTGATGCATCCAATTTGCAAGGGAAGGAGAAAGGAGTGTCTACTTC
TAGGGACAATGATGTGAACACTGGAACAACTGGAACTTTTACTGTGCCGATGGATAAGGC
AATAACGGGTAAGATGAGGATGCCGAAAGTAGGCGGCACCACGATTTTAAATCTGGATCA
CTTACTCACATACACACCTCAACAAATAGACATTTCAAACACAAGGTCTACGCACAGCCA
GTTTGATAATTGGTATGCTGCAGTCAAAAATGTGTATGATGTTGGGGATACTGAGATGCA
AACCATTATGAATGGATTAATGGTTTGGTGCATTGAGAATGGAACTTCACCAAATATAAA
TGGCGTCTGGACCATGATGGATGGGGAAGAGCAAGTTGAATATCCATTGAAACCCGTGAT
CGAGAATTCGAAGCCTACTTTTCGTCAGATCATGGCTCATTTCTCTGATGTCGCTGAGGCA
TACATTGAAATGAGGAACAAGAAGGAACCATACATGCCACGCTATGGTCTAATCCGGAAT
TTGCGAGACCTTAGTCTTGCACGATACGCTTTTGACTTCTATGAAGTCACATCGCGCACCC
CTACAAGGGCACGTGAAGCCCACATACAGATGAAGGCAGCGGCTTTAAAATCCGCTCAGA
CACGTATGTTTGGACTTGACGGTGGCATTAGTACACAAGAGGAGAACACTGAGAGGCACA
CCACAGAAGATGTGAGCCCCAACATGCATACTTTACTTGGGGTGAAGAATATGTA

>237-23t
GCGGATGAGAAACTAGCAGTGCTGGATGCGGCTGAAGAAGACAAAAAGAAGAGAGCTAA
GAATGAGCAGCCGGCTGATGCATCCAATTTGAAAGGGGAGGAGAAAGGAGTGTCTACTTC
TAGGGACAATGATGTGAACACTGGAACAACTGGAACTTTTACTGTGCCGAGGATAAAGGC
AATAACGGGTAAGATGAGGATGCCGAAAGTAGGCGGCACCACGATTTTAAATCTGGATCA
CTTACTCACATACACACCTCAACAAATAGACATTTCAAACACAAGGTCTACGCACAGCCA
GTTTGATAATTGGTATGCTGCAGTCAAAAATGTGTATGATGTTGGGGATACTGAGATGCA
AACCATTATGAATGGATTAATGGTTTGGTGCATTGAGAATGGAACTTCACCAAATATAAA
TGGCGTCTGGACCATGATGGATGGGGAAGAGCAAGTTGAATATCCATTGAAACCCGTGAT
CGAGAATTCGAAGCCTACTTTTCGTCAGATCATGGCTCATTTCTCTGATGTCGCTGAGGCA
TACATTGAAATGAGGAACAAGAAGGAACCATACATGCCACGCTATGGTCTAATCCGGAAT
TTGCGAGACCTTAGTCTTGCACGATACGCTTTTGACTTCTATGAAGTCACATCGCGCACCC
CTACAAGGGCACGTGAAGCCCACATACAGATGAAGGCAGCGGCTTTAAAATCCGCTCAGA
CACGTATGTTTGGATTTGACGGTGGCATTAGTACACAAGAGGAGAACACTGAGAGGCACA
CCACAGAAGATGTGAGCCCCAACATGCATACTTTACTTGGGGTGAAGAATATGTA
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>240-29C
GCGGATGAGAAACTAGCAGTGCTGGATGCGGCTGAAGAAGACAAAGAGAAGAGAGCTAA
GAATGAGCAGCCGGCTGATGCATCCAATTTGAAAGGGAAGGAGAAAGGAGTGTCTACTTC
TAGGGACAATGATGTGAACACTGGAACAACTGGAACTTTTACTGTGCCGAGGATAAAGGC
AATAACGGGTAAGATGAGGATGCCGAAAGTAGGCGGCACCACGATTTTAAATCTGGATCA
TTTACTCACATACACACCTCAACAAATAGACATTTCAAACACAAGGTCTACGCACAGCCA
GTTTGATAATTGGTATGCTGCAGTCAAAAATGTGTATGATGTTGGGGATACTGAGATGCA
AACCATTATGAATGGATTAATGGTTTGGTGCATTGAGAATGGAACTTCACCAAATATAAA
TGGCGTCTGGACCATGATGGATGGGGAAGAGCAAGTTGAATATCCATTGAAACCCGTGAT
CGAGAATTCGAAGCCTACTTTTCGTCAGATCATGGCTCATTTCTCTGATGTCGCTGAGGCA
TACATTGAGATGAGGAACAAGAAGGAACCATACATGCCACGCTATGGTCTAATCCGGAAT
TTGCGAGACCTTAGTCTTGCACGATACGCTTTTGACTTCTATGAAGTCACATCGCGCACCC
CTACAAGGGCACGTGAAGCCCACATACAGATGAAGGCAGCGGCTTTAAAATCCGCTCAGA
CACGTATGTTTGGACTTGACGGTGGCATTAGTACACAAGAGGAGAACACTGAGAGGCACA
CCACAGAAGATGTGAGCCCCAACATGCATACTTTACTTGGGGTGAAGAATATGTA

>389-2c
GCGGATGATAAGCTAGCAGTGTTGGATGCGGCTGAGGAAGACAAGAAGAAGAGAGCTAA
GAATGAACAGCCGGTTGATGCCTCAAATTCGAAAGGAAAGGAGAAAGGAGTATCTGCAT
CCAGGGACAATGATGTGAACACTGGAACAACTGGGACTTTTACAGTACCAAGAATTAAAG
CAATAACGAGTAAGATGAGGATGCCGAAAGTAGGCGGCACCACGATTTTAAATCTGGATC
ACTTACTCACATATACACCTCAACAGATAGACATTTCAAACACAAGATCTACGCACAGCC
AATTCGATAATTGGTATGCTGCAGTTAAAAATGTTTATGATGTTGGAGACACTGAGATGC
AAACCATTATGAATGGGTTGATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAACCTCACCAAACATAA
ATGGCGTCTGGACCATGATGGATGGAGAGGAGCAAGTTGAATATCCATTGAAGCCCGTGA
TCGAGAATTCGAAGCCTACTTTTCGTCAGATCATGGCTCATTTTTCTGATGTCGCTGAGGC
ATACATTGAGATGAGGAACAAGAAGGAACCATACATGCCACGCTATGGTCTAATCCGGAA
TTTGCGAGACTTGAGTCTTGCACGATACGCTTTTGACTTCTATGAAGTCACATCGCGCACC
CCTACCAGGGCACGTGAAGCCCACATACAGATGAAGGCAGCGGCTTTAAAATCTGCTCAG
ACACGTATGTTTGGACTTGACGGTGGCATCAGTACACAAGAGGAGAACACTGAGAGGCAC
ACCACAGAAGATGTGAGCCCCAACATGCATACCTTGCTTGGGGTGAGAAATATGTA

>234-23q
GCGGATGAGAAACCAGCAGTGCTGGATGCGGCTGAAGAAGACAAAAAGAAGAGAGCTAA
GAATGAGCAGCCGGCTGATGCATCCAATTTGAAAGGGAAGGAGAAAGGAGTGTCTACTTC
TAGGGACAATGATGTGAACACTGGAACAACTGGAACTTTTACTGTGCCGAGGATAAAGGC
AATAACGGGTAAGATGAGGATGCCGAAAGTAGGCGGCACCACGATTTTAAATCTGAATCA
CTTACTCACATACACACCTCAACAAATAGACATTTCAAACACAAGGTCTACGCACAGCCA
GTTTGATAATTGGTATGCTGCAGTCAAAAATGTGTATGATGTTGGGGATACTGAGATGCA
AACCATTATGAATGGATTAATGGTTTGGTGCATTGAGAATGGAACTTCACCAAATATAAA
TGGCGTCCGGACCATGACGGATGGGGAAGAGCAAGTTGAATATCCATTGAAACCCGTGAT
CGAGAATTCGAAGCCTACTTTTCGTCAGATCATGGCTCATTTCTCTGATGTCGCTGAGGCA
TACATTGAAATGAGGAACAAGAAGGAACCATACATGCCACGCTATGGTCTAATCCGGAAT
TTGCGAGACCTTAGTCTTGCACGACACGCTTTTGACTTCTATGAAGTCACATCGCGCACCC
CTACAAGGGCACGTGAAGCCCACATACAGATGAAGGCAGCGGCTTTAAAATCCGCTCAGA
CACGTATGTTTGGACTTGACGGTGGCATTAGTACACAAGAGGAGAACACTGAGAGGCACA
CCACAGAAGATGTGAGCCCCAACATGCATACTTTACTTGGGGTGAAGAATATGTA
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>225-23]
GCAAACGACACAATCGATGCTGGAGAGAACAGTAAGAAAGATGCGAAGCCAGCACAGGG
CAGCATCCAGCAGAGCCCTAACAAGGCAAAGGAAAAGGACGTAAATGCTGGTACATCTG
GAACACATACTGTACCGAGAATAAAAGCCATTACGTCAAAAATGAGGATGCCTAAAAGC
AAAGGGGCAGTCGCACTGAACTTGGAACACTTGCTTGAGTACACTCCACAACAGATAGAT
ATTTCAAATACTCGGGCAACTCAATCACAGTTTGATACATGGTATGATGCAGTGCGGGTA
GCATACGACATAGGAGAAAATGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGC
ATTGAAAATGGAACCTCGCCAAATGTCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGACGGAAGTGAA
CAAGTTGAATATCCGTTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCGACCCTTAGGCAAATC
ATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCA
TATATGCCACGATATGGTTTAATTCGAAATCTGCGGGATATAAGTTCGGCGCGCTATGCCT
TCGACTTTTATGAAGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATACAAA
TGAAAGCCGCAGCATTAAAATCAGCTCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGATGGTGGCATCA
GTACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTATCTCCAAGTATGCAT
ACTCTACTTGGAGTTAGAAACATGTGA

> 348
GCGGATGAGAAACTAGCAGTGCTGGATGCGGCTGAAGAAGACAAAAAGAAGAGAGCTAA
AAATGAGCAGCCAGCTGATGCGTCCAATTTGAAAGGAAAGGAGAAAGGAGTGTCTACTTC
TAGGGACAATGATGTGAACACTGGAACAACTGGAACTTTTACTGTGCCGAGGATAAAGGC
AATAACGGGTAAGATGAGGATGCCGAAAGTAGGCGGcACCACGATTTTAAATCTGGATCA
CTTACTCACATACACACCTCAACAAATAGACATTTCAAACACAAGATCTACGCACAGCCA
GTTTGATAATTGGTATGCTGCAGTCAAAAATGTGTATGATGTTGGGGATACTGAGATGCA
AACCATTATGAATGGATTAATGGTTTGGTGCATTGAGAATGGAACTTCACCAAACATAAA
TGGCGTCTGGACCATGATGGATGGGGAGGAGCAAGTTGAATATCCATTGAAACCCGTGAT
CGAGAATTCGAAGCCTACTTTTCGTCAGATCATGGCTCATTTCTCTGATGTCGCTGAGGCA
TATATTGAAATGAGGAACAAGAAGGAACCATACATGCCACGCTATGGTCTAATCCGGAAT
TTGCGAGACCTTAGTCTTGCACGATACGCTTTTGACTTCTATGAAGTCACATCGCGCACCC
CTACAAGGGCACGTGAAGCCCACATACAGATGAAGGCAGCGGCTTTAAAATCTGCTCAGA
CACGTATGTTTGGACTTGACGGTGGCATTAGTACACAAGAGGAGAACACTGAGAGGCACA
CCACAGAAGATGTGAGCCCCAACATGCATACTTTACTTGGGGTGAAGAATATGTA

>331
GGCAACGACACAATCGATGCTGGAGAGAACAGTAAGAAAGATGCGAAACCAGCACAGGG
CAGCATCCAGCAGAGCCCTAACAAGGCAAAGGAAAAGGACGTAAATGCTGGTACATCTG
GAACACATACTGTACCGAGAATAAAAGCCATTACGTCAAAAATGAGGATGCCTAAAAGC
AAAGGGGCAGCCGCACTGAACTTAGAACACTTGCTTGAGTACACTCCACAACAGATAGAT
ATTTCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACATGGTATGATGCAGTGCGGGTA
GCATACGACATAGGAGAAAATGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGC
ATTGAAAATGGAACCTCGCCAAATGTCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGACGGAAGTGAA
CAAGTTGAATATCCGTTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCGACCCTTAGGCAAATC
ATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCA
TATATGCCACGATATGGTTTAATTCGAAATCTGCGGGATATAAGTTTGGCGCGCTATGCCT
TCGACTTTTATGAAGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATACAAA
TGAAAGCCGCAGCATTAAAATCAGCTCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGATGGTGGCATCA
GTACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTATCTCCAAGTATGCAT
ACTCTACTTGGAGTTAGAAACATGTGA
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