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RESUMO

SILVA, Oreida de Almeida. Caracterizagfio biclégica e molecular de isolados do
PVX (Potato virus x) do Brasil e triagem de clones de batata visando 2
resisténcia a esse virus, Lavras: UFLA, 2003. 101p. (Tese — Doutorado em
Fitopatologia).

Onze isolados de PVX, provenientes de sementes nacionais e importadas,
analisadas no Centro de Indexag#io de Virus de Minas Gerais (VIC, LAV, UF, NR, SJ,
UDI), de Séo Paulo (VEL), do Rio Grande do Sul (P21 e P22), de Santa Catarina
(CAN) e do Distrito Federal (BR) foram inoculados em 16 espécies de plantas
hospedeiras com a finalidade de comparar a sintomatologia por eles induzida. Numa
segunda etapa, foi avaliada a produtividade em campo de 48 clones de batata
(nomeados OAS), pré-selecionados, provenientes do programa de melhoramento
genético de batata da UFLA. Esses clones foram também submetidos 3 triagem para
resisténcia a0 PVX, por meio da enxertia de plantas de batata em plantas de fumo,
infectadas com cada um dos onze isolados estudados, e posterior anélise por DAS-
ELISA. Numa terceira etapa, um fragmento do cDNA correspondente ao gene da capa
protéica, de cada um dos onze isolados, obtidos por RT-PCR, foi clonado e
seqilenciado para anilise comparativa entre eles ¢ com outros isolados disponiveis no
banco de genes. A reagfio das plantas hospedeiras, aos onze isolados de PVX
inoculados, foi semelhante, com excec#io das espécies Nicotiana glutinasa e Physalis
Jloridana, que se comportaram como excelentes diferenciadoras para os isolados VEL
e P21, respectivamente. De um modo geral, o isolado VEL induziu sintomas mais
severos que os demais isolados. Dos 48 clones de batata (OAS), testados por enxertia,
21 foram resistentes aos onze isolados de PVX. Os isolados VEL e P21 foram os mais
agressivos, sendo que ambos foram capazes de infectar mais de 85% dos clones
suscetiveis. Os restantes 15% foram infectados pelo isolado VIC, de modo que eles
foram indicados como os isolados mais adequados para testar a resisténcia nos clones
de batata. Todos os clones apresentaram uma produgfio média/planta acima de 500g,
mais de 60% de tubérculos com tamanho transversal acima de 45 mm e teor de
matéria seca dos tubérculos superiores a 18%, podendo entfio serem usados como
genitores, em futuros cruzamentos dos programa de melhoramento genético de batata.
O alinhamento das seqiiéncias do gene da capa protéica, dos onze isolados, mostrou
uma homologia entre eles que variou de 93 a 99% para a seqiléncia nucleotidica e de
94 a 100% quando se considerou a seqliéncia de aminoécidos. Quando esses isolados
foram comparados a outros 19 isolados do banco de genes (pertencentes aos grupos 1,
2, 3 e 4), a identidade de nucleotideos foi de 78 a 98% e a de amino&cidos de 83 a
100%. A identidade com os isolados pertencentes ao grupo 1 e 3 foi de 93 a 98%, com
0 grupo 2, de 79 a 80% e com o grupo 4 de 78 a 81%. A identidade de aminoécidos
foi de 95 a 99% para os grupos 1 e 3, de 83 a 86% com o grupo 2 e de 88 2 91% com

© grupo 4. O isolados pertencentes a0 grupo 1 e 3, utilizados para comparagio, foram



provenientes dos Estados Unidos, Canads, Espanha, Riissia, Estonia e de alguns
paises asifiticos como China, Japdo, Coréia do Sul e Taiwan. Provavelmente os onze
isolados de PVX, estudados nesse trabalho, tiveram a mesma origem geogréfica.

Comité Orientador: Antonia dos Reis Figueira - UFLA (Orientadora),
Alessandra de Jesus Boari, César Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA

ABSTRACT

SILVA, Oneida de Almeida. Biological and molecular screening for resistance of
PVX isolates (Potato virus X) from Brazil and potato clones to this virus.
Lavras: UFLA, 2003. 102 p. (Tese — Doctor Program in Phytopathology).

Eleven PVX (Potato virus X) isolates coming from national and
imported seeds which were analised at the Virus Indexation Center of Minas
Gerais State - Brazil (VIC, LAV, UFU, NR, SJ, UDI), and also from S&o Paulo
(VEL), Rio Grande do Sul (P21 e P22), Santa Catarina (CAN) and Distrito Federal
(BR), were first inoculated in sixteen species of host plants in order to study the
plant reaction to virus infection. After that 48 potato clones from UFLA
breeding program (named OAS), were evaluated in the field and also screened
for PVX resistance by grafting potato plants into tobacco plants infected with
each of the elevem PVX isolates. Finally a genomic fragment from the coat
protein region, obtained from RT-PCR, was cloned, sequenced and analised. The
symptoms shown by the majority of host plants, inoculated with PVX isolates,
were similar, but the species Nicotiana tabacum and Gomphrena globosa were
considered the best indicator plants for VEL and P21 isolates, respectively. In
general, the VEL isolate induced more severe symptoms in host plants than the
others PVX isolates. Among the 48 OAS potato clones, 21 were resistant to all
the eleven PVX isolates. VEL and P21 isolates showed higher agressiveness
and, taken together, both were able to infect 85% of the suscetible clones. The
remaining 15% of susceptible clones were infected by the VIC isolate. Therefore
it was suggested that, in the screening tests for PVX resistance, the potato clones
could be firstly inoculated with VEL and P21 isolates. In a second stage, the
potato clones resistant to both of them could be tested with VIC isolate. All the
resistant clones showed tuber yield higher than 500g/plant, and the majority of
them developed large tuber (major diameter bigger than 45mm) and tuber
content higher than 18%, showing a good potential to be used as genitors in the
UFLA potato breeding program. The nucleotide identity among the coat protein
region from the eleven PVX isolates ranged from 93 to 99%, and among the
amino acids ranged from 94 to 100%. When compared with PVX isolates from
gene Bank (belonging to groups 1, 2, 3 and 4), the observed nucleotide identity

a2
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varied from 78 to 98% and the amino acid identity was from 83 to 100%.
Considering the groups, the nucleotide indentity with group 1 and 3 isolates was
from 93 to 98%, with the group 2 was from 79% to 80 % and with the group 4
was 78 to 81%. The amino acid identity was 95 to 99% with group 1 and 3, 83 to
86% with group 2 and 88 to 91% with the group 4 PVX isolates. The isolates
from group 1 and 3 were from USA, Canada, Spain, Russia, Estonia and from
some Asiatic country such as China, Japan, South Korea and Taiwan. Probably
the eleven isolates studied in this work have the same geographic origin.

Guidance Committee: Antonia dos Reis Figueira-UFLA (Major Professor),
Alessandra de Jesus Boari, César Augusto Brasil Pereira Pinto —UFLA.
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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO GERAL

No Brasil a batata (Solamum tuberosum L.) é uma hortalica que ocupa
lugar de destaque na alimentag#o humana, sendo que nos tltimos anos a drea
plantada tem variado em torno de 150 a 176 mil hectares/ano, com uma
produdigdo de 2,4 a 2,86 milhdes de toneladas (AGRIANUAL, 2003). O
clima brasileiro, aliado & sua 4rea disponivel para plantio, faz com que a
batata seja cultivada até trés vezes ao ano, garantindo uma melhor
distribuicdio da oferta ao longo desse periodo. Se por um lado isso pode ser
considerado uma vantagem, por outro significa que a possibilidade de
disseminag@o ¢ aumento do potencial de in6culo de patégenos é muito maior
do que a observada nos paises temperados, onde o clima permite somente um
plantio ao ano e desfavorece a multiplicagio de pragas e doengas durante o
inverno.

P LBmstem muitas doengas que podem afetar a cultura da batata, pois
causam perdas significativas e diminuem consideravelmente a rentabilidade do
agricultor. Investigages realizadas em todo o mundo, j4 registraram, nas regides
produtoras de batata, 40 doengas causadas por virus (Beemster; De Bokx, 1987);_]
Felizmente a maioria delas niio tem sido epidemiologicamente importante, de
modo que, tanto no Brasil como em outros paises do mundo, os virus que mais
tém sido associados a perdas nessa cultura sio o virus do enrolamento da folha
(Potato Leafroll Virus- PLRV) e o virus Y (Potato Virus Y- PVY) (Costa, 1948.,
Cupertino 1970; Souza Dias et al,, 1983; 1985; Figueira et al., 1985; 1995;
Beemster; De Bokx, 1987; Weideman, 1988; Daniels, 1995; Figueira & Pinto,
1995; 1999; Hirano, 1995; Lima, 1995).

Durante muitos anos, o PLRV era o f(nico responsdvel pela



degenerescéncia e condenagdo das sementes de batata produzidas em temritério
\d nacional (Costa 1948, Cupertino 1970; Souza Dias et al., 1984, Figueira et al.,
1985). @ntretanto, quando o PVY passou a se tornar importante para o
Brasil, devido a introdug#io de estirpes mais agressivas, através de sementes
importadas (Figueira & Pinto, 1995, Souza Dias et al., 1995, Figueira,
Pinto & Moraes, 1996, Figueira, Moraes & Pinto, 1996, Souza Dias &
Tristdo, 1997, Moraes & Figueira, 1999), o produtor brasileiro passou a ser
onerado por novas perdas causadas por doengas vir6ticas. Isso tem alertado
os 6rgiios ligados a certificagdio de sementes no Brasil, para a necessidade
de se fazer o controle preventivo de viroses consideradas pouco
importantes no momentoz] O virus S (Potato virus S- PVS) e o virus X
(Potato virus X-PVX) siio exemplos classicos, que tém merecido cuidados
especiais por parte da legislagdio brasileira, devido & iminente abertura da
importagiio de batata-semente de paises da América Latina, oriunda da
implantac@io do “Mercado Comum entre Paises da América do Sul” (Mercosul).
Existem evidéncias de que, em alguns desses paises-membro do Mercosul, a
incidéncia de PVX e mesmo de PVS nas sementes é bastante alta (Figueira,
2002).
A maioria das estirpes do PVX n#o induzem sintomas visiveis,
sendo geralmente latentes na maioria das cultivares comerciais. O PVX n#o
possui vetor na natureza, entretanto é facilmente transmissivel de forma
mecinica, podendo se disseminar rapidamente em uma cultura. As perdas
causadas por ele, na planta de batata, ndo s#io muito significativas (10%),
mas podem se tornar bastante expressivas se estiverem associados a outros
virus, induzindo perdas superiores a 50% da produgdo (Mizubuti, 1981;
Hooker, 1981; Beemster; De Bokx, 1987). Por isso, apesar de atualmente o
PVX n#o ser considerado como um dos principais virus que causam a
degenerescéncia da batata no Brasil, pois geralmente a batata-semente plantada



ou estd isenta ou tem Indices muito baixos de PVX, ele n#o deve ser
negligenciado nos sistemas de certificagio de batata-semente.

As cultivares de batata plantadas no Brasil, além de estarem sujeitas a
infecgio por um grande ntimero de doengas e pragas, niio sdo completamente
adaptadas as nossas condigSes ambientais, fazendo com que o seu potencial
produtivo seja inferior ao alcangado nos paises de origem. A obtengéio de cultivares
nacionais resistentes as principais doengas, adaptadas as condigbes brasileiras de
cultivo, seria a alternativa mais promissora para incrementar a produgiio e
produtividade da batata no pais.

Desse modo, os melhoristas de batata no Brasil tm buscado o
desenvolvimento de novas cultivares, que tenham as caracteristicas agrondmicas
desejéveis aliadas A resisténcia as principais viroses. Entretanto, apesar de o controle
genético da resisténcia aos virus Y e X ser bem conhecido, facilitando o planejamento
para a obtengio de clones imunes, promissores para o mercado nacional, os
melhoristas tm encontrado dificuldades em trabalhar com alguns isolados de virus,
principalmente do PVX (Silva et al., 2000). Isso ocorre devido & necessidade de se
identificar o isolado de PVX, que est4 sendo utilizado para testar a resisténcia de uma
cultivar, pois essa pode apresentar suscetibilidades diferentes para diferentes estirpes
do virus (Cockerham, 1955; Beemster; De Bokx, 1987; Chapman et al., 1992;
Goulden et al, 1993; Querci et al, 1995). Tomase necessirio, portanto, uma
caracterizagfio biologica e molecular dos isolados de PVX existente no pais, para
direcionar os programas de melhoramento que se encontram em andamento.

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar onze isolados de PVX,
utilizando sorologia, plantas hospedeiras experimentais € o estudo comparativo de parte
dos seus genomas, na regifio da proteina do capsideo. Devido a baixa incidéncia de PVX,
que geralmente tem sido observada nos campos de produgiio de batata no Brasil, esses
isolados foram obtidos a partir de materiais nacionais e importados, analisados no
laboratério do Centro de Indexagfio de Virus de Minas Gerais e em entidades de ensino



e/ou de pesquisa, localizadas nos principais estados produtores de batate no pais. Apés
esses isolados terem sido caracterizados e catalogados, foram utilizados para selecionar
clones de batata irmmes a0 PVX, através da enxertia desses clones em topos de plantas de
fumo infectedas. Os clones de batata avaliados para resisténcia a0 PVX foram também
selecionados em experimentos de campo, de acordo com a sua producio e produtividade,
além das caracteristicas agronomicas desejadas. '

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura da batata no Brasil

A batata (Solanum tuberosum ssp. tuberosum)é nativa da América do
Sul e desempenha importante papel na alimentagdo humana. Seu alto valor
nutritivo, compreendido por carboidratos, vitaminas e sais minerais, bem como
as suas propriedades culindrias, faz com que ela ocupe o quarto lugar entre os
alimentos produzidos no mundo, sendo superada apenas pelo trigo, arroz e milho
(AGRIANUAL 2003). Esta olericola foi introduzida no Brasil por imigrantes
europeus no final do século XIX e hoje é uma das espécies de maior importiincia
econfmica do pais, com uma média de produgo anual em torno de 2,7 milhdes de
toneladas, num valor estimado em R$1,62 bilhdes (AGRIANUAL, 2003). As regides

.Sul e Sudeste (RS, SC, PR, SP e MG) s#o as principais produtoras e
respondem por percentuais superiores a 96% da produgio brasileira. Minas
Gerais ocupa a destacada posigio de primeiro estado produtor de batata, com
um volume superior a 900 mil toneladas/ano, o que significa cerca de 31% da

N producgdo nacional (AGRIANUAL, 2003).

RN Q*Ioenhn&ap&sard&ssas&aﬁsﬁcasdepmduﬁo,apmduﬁvida&média
nacional € considerada muito baixa e apresenta uma forte instabilidade dependendo
da cultivar e dos tratos culturais empregados no cultivo. Uma das razdes para essa
instabilidade € o fato de ser propagada vegetativamente, aliado ao clima tropical
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brasileiro, que favorece a ocorréncia de doengas e pragas durante todo o ano.
Considerando que, apdés poucas geragdes de multiplicagdio vegetativa no
campo, os indices de incidéncia de virus podem atingir valores bastante
elevados, torna-se invidvel a re-multiplicagio de uma semente bésica por
mais do que duas a trés vezes, tornando-se necesséria a aquisi¢éio de novo
estoque de batata-semente pelo produtor. Isso tem sido observado em todas as
regides de plantio, desde que se comegou a cultivar batata no Brasil (Puttemans,
1934; Costa 1948; 1965; Souza Dias et al., 1984; Cupertino & Costa, 1970; Souza-
Dias, 1995; Figueira, 1995; Daniels, 1995; Hirano, 1995; Lima, 1995). Desse modo,
as sementes de batata, que so geralmente importadas de paises da Europa e também
dos Estados Unidos e Canadé, representam atualmente mais de 20% do custo
de produglio (AGRIANUAL 2003). |

Devido ao alto custo das sementes importadas, muitos produtores utilizam
sua prépria batata-semente, advinda de grande niimero de multiplicagBes sucessivas,
0 que acarreta o aumento da fonte de inéculo e a conseqilente aceleragio da
degenerescéncia das sementes durante a sua multiplicago no campo. Agravando
esse problema de degenerescéncia, as cultivares estrangeiras como a Monalisa,
Bintje, Achat, Atlantic, e outras, que juntas ocupam a maioria da érea cultivada, as
vezes apresentam problemas de adaptacio as condigdes ecolégicas brasileiras,
principalmente referentes ao ciclo (sensibilidade 2o fotoperiodo), exigindo altas
doses de fertilizantes para uma boa produtividade. Além disso, essas cultivares
importadas apresentam dorméncia longa, dificultando plantios consecutivos e
contribuindo para a instabilidade da cuitura e, conseqgiientemente, para o seu alto
custo de produgéo (Pereira, 2000). O desenvolvimento de cultivares brasileiras,
mais adaptadas ao clima e resistentes aos principais virus que afetam a cultura
da batata, representaria um grande avango para esse setor.



2.2 PVX: importfincia

No Brasil 0 PVX nunca foi associado a perdas significativas na cultura da
batata. E importante considerar, no entanto, que o fato do PVX nfo estar
causando perdas na produg&o da batata no Brasil, ndo significa que ele nfo
sein capaz de afetar a produgfio, mas sim que normalmente se encontra
ausente ou em incidéncias bastante baixas, na maioria dos campos
produtores (Danniels, 1995, Souza-Dias, 1995; Figueira, 1995). Por isso, hd
poucos estudos conduzidos para se avaliarem as perdas, provocadas por esse
vﬁusnasdiversasculﬁvmsdebatata.Sabe—se,porém,queascniﬁvareé
normalmente plantadas no Brasil t8m sido suscetiveis a0 PVX. O trabalbo de
Cémara et al. (1986) ilustra bem a importéncia desse virus no campo, onde esses
autores observaram que tubérculos da cultivar Desirée, que apresentavam 10%
de incidéncia de PVX na terceira geragio, terminaram com 35% de incidéncia
na nona geracio.

No entanto, perdas maiores j& foram observadas em outras partes do
mundo. Wilson & Jones (1990) avaliaram a incidéncia desse virus na batata, na
semente produzida na Austrilia, em duas regides, na safra 1987/88. Em Albany,
dos 14 produtores avaliados, apenas um colben tubérculos, da cv. Delaware,
com 20% de incidéncia de PVX, sendo que os treze demais produtores colberam
tubérculos, dessa mesma cultivar, com incidéncias de PVX que varisramde 92 a
100%. Os indices na cv. Kennbek foram bem menores, variando de 1 a 20%,
mostrando que a disseminagiio de PVX no campo depende, dentre outros
fatores, da suscetibilidade da cultivar. Na outra avaliaglio feita na regifo
metropolitana de Perk, a incidéncia de PVX variou também com a cultivar de
batata, mas foi de 95 a 100% na maioria das cuitivares mais suscetfveis,
como Delaware e Pontiac.

Sabe-se, pois, que tanto a velocidade de disseminagiio de PVX no campo
e o seu efeito na planta de batata dependem das estirpes do virus, das cultivares e



do sinergismo com outros virus. Theodoluz et al., (1992) observaram que 99,2%
dos tubérculos do banco de germoplasma de batata da Universidade Austrat do
Chile estavam infectados com virus, sendo que 2,6% estavam infectados
somente por PVX. Nos demais tubérculos que apresentaram infecgio mista,
entretanto, essa porcentagem foi de 12,3% de PVX ¢ PVY, 4% de PVX e PVSe
34% de PVX, PVY e PVS. Isso mostra que no Brasil  fundamental a utilizag#o
de sementes livres de PVX, principalmente porque a incidéncia do PVY tem
aumentado nesses Gitimos tempos, o que potencializa o risco de aumento da
severidade nas perdas de produgdio devido as infecgSes mistas.

Como mem sempre € possivel evitar a entrada de sementes
infectadas, principalmente no Brasil, que depende muito de sementes
importadas ¢ que estd expandindo suas fronteiras através do Mercosul, o
desenvolvimento de cultivares nacionais resistentes ¢ adaptadas ao clima
brasileiro, representa uma alternativa promissora para o controle preventivo
do PVX no pais.

2.3 PVX Estrutura, composicio e propriedades da particula virai

O virus X da batata (PVX), membro tipo do género Pofexvirus, apresenta
particulas alongadas e flexuosas contendo cerca de 6% de 4cido nucléico e
94% de proteina, com um tamanho de 470 - 480 nm de comprimento por 13
nm de difmetro. A proporgio de bases em suas particulas & 22% G, 32% A,
24% C e 22% de U (Brunt et al., 1996). O genoma do PVX ¢ constituido por
RNA de fita simples, diretamente traduzivel (+ssRNA) com 6435
nucleotideos. Este possui uma sequéncia lider, niio traduzivel (lider a-8),
constituida por 83 nucleotideos, que parece estar envolvida na eficiéncia do
processo de tradugo, apresenta uma sequéncia de guanina metilada (M7g) ligada
4 extremidade 5°-terminal e uma cauda poli-A na extremidade 3°.

O RNA gendmico possui 5 ORFs, sendo que na ORF 1, localizada no



terminal 5°, encontra-se o gene da RNA polimerase que ¢é traduzido funcionalmente
como monocistronico, produzindo uma proteina de 166 kDa. A ORF 5, localizada
no terminal 3’°, codifica a capa protéica, que em algumas estirpes de PVX ¢
glicosilada. Entre a ORF 1 e a ORF 5 encontra-se um bloco de genes com trés ORFs
sobrepostas, que tem sido denominado de bloco triplo, que codifica as protefnas 25
kDa, 12kDa ¢ 8 kDa, envolvidas no movimento do virus célula-célula (Regenmortel
et. al, 2000). A protefna capsidial (CP) é o produto génico mais estudado dos
Potexvirus, pois ¢ muito utilizada nas diferenciapdes e classificages de estirpes de
PVX (Fedorkin et al; 2000).

Existem diversos variantes genéticos do PVX, que podem ser diferenciados
pelos sintomas provocados em plantas de fumo, por sorologia, pela sua infectividade
em diferentes variedades de batata ¢ também pelo seu ponto de inativag#o témmica
(Berks, 1970). As propriedades da particula do PVX no extrato vegetal, provenientes
de fothas de fumo infectadas s#to: temperatura de inativacio térmica (TIP): entre 68 ¢
76 °C dependendo da estirpe; ponto final de diluicio (DEP): entre 10° e 10%
longevidade “in vitro” (LIV) a 20 °C: virias semanas, sendo que na presenca de
glicerol pode permanecer infectivo por mais de um ano (Berks, 1970).

2.4 PVX: Caracterizacfio biolégica ¢ molecular

O PVX geralmente provoca infecgles latentes, n#io causando
sintomas na maioria das cultivares comerciais de batata. Em algumas
cultivares suscetiveis pode provocar mosaico internerval, e esse sintoma
depende da cultivar, da estirpe do virus e das condigdes ambientais. Em
baixas temperaturas, os sintomas s#io mais evidentes que em temperaturas
superiores a 22 °C. Quando associado a outros virus, como o PVA ou o
PVY, ocorre um sinergismo, de modo que induzem sintomas mais

expressivos, podendo as estirpes mais severas provocarem rugosidade e



encrespamento das folhas (Berks, 1970; Beemster; De Bokx, 1987).

Apesar do virus X n#o ter vetor na natureza, ele é facilmente transmitido
por contato entre plantas sadias e infectadas, por operagdes mecéinicas durante o
transporte, plantio, colheita e classificagiio, por roupas, armazenamento durante
a fase de desenvolvimento dos brotos, fungos de solos, contato com animais e
também insetos raspadores e/ou mastigadores, apresentando alta infectividade
(Berks, 1970; Beemster; De Bokx, 1987). A exemplo do que acontece com
outros fitovirus, o PVX é capaz de sobreviver indefinidamente em células
hospedeiras vivas (Matthews, 1991), de modo que, uma vez presente, esse pode
permanecer infectivo nos tubérculos enquanto eles mantiverem a sua capacidade
fisiolégica de brotagsio.

O PVX apresenta uma gama limitada de hospedeiras, principalmente
dentro da familia Solanaceae, embora ocorram também algumas hospedeiras em
outras familias como Amaranthaceae e Chenopodiaceae (Berks, 1970; Beemster;
De Bokx, 1987). Plantas de fumo (Nicotiana tabacum L.) reagem ao PVX com
anéis, clareamento das nervuras e mosqueado e s#o bastante utilizadas para
multiplicaciio do PVX para purificaglio. Datura stramonium apresenta sintoma
sistémico de mosaico quando infectada com PVX e, como é imune ao PVY, é uma
planta freqiientemente empregada para separar esse virus em infecgSes mistas
(Beemster; De Bokx, 1987). Plantas de pimentiio (Capsicum anuwm) mostram
les3es locais redondas, necréticas, bastante caracteristicas (Berks, 1970; Beemster;
De Bokx, 1987)..

A espécie Gomphrena globosa, por reagir com lesdes locais em
forma de anéis com halo avermelhado, facilmente identificaveis, & a
hospedeira mais utilizada como planta indicadora para todas as estirpes do
PVX, exceto para a Xpp (Hooker, 1981; De Boks & Van der Want, 1987).
Essa planta ndo € muito utilizada para a separagiio entre estirpes
proximamente relacionadas, pois todas elas tendem a provocar 0 mesmo



tipo de sintoma.

Com o desenvolvimento de novas técnicas em biologia molecular,
como PCR, hibridizagiio com cDNA e sequenciamento genético, surgem
novas alternativas que possibilitam uma classificagio mais acurada de
isolados virais. Com base no grau de homologia entre as seqiléncias
nucleotidicas, Querci et al. (1993), comparara}n a seqiiéncia de nucleotideos da
estirpe PVXyp com outros isolados de PVX (PVXs e PVXp) e observaram
elevados niveis de similaridade nas seqliéncias da proteina da capa, com poucas
diferencas limitadas a um pequeno niimero de residuos.

Butzonitch et al. (1996) estudaram o comportamento de clones de
batata quando inoculados com diferentes isolados de PVX e PVYY,
oriundos da Argentina, ¢ com isolados de PVX e PVY® origindrios do
Uruguai. Eles verificaram que isolados de PVX da Argentina induziram
sintomas em 33% das plantas avaliadas, enquanto que os isolados do
Uruguai induziram sintomas em apenas 21% dessas plantas. Os autores
concluiram que os isolados da Argentina foram mais eficientes do que os
isolados de Uruguai para identificar e selecionar os genétipos resistentes
aos virus testados.

Querci et al. (1995), trabalhando com cultivares de S. tuberosum ¢ as
espécies selvagens S. acawle e S. sucrense e diferentes estirpes de PVX, originérias
de virias localidades do Peru e Bolivia, verificaram que o clone OCH-11926 de S.
sucrense foi resistente aos isolados de PVX comum e PVX;p, porém suscetivel aos
isolados mutantes ( KB-TK e CP4-KR). O mutante KB-TK ¢ derivado da estirpe
PVXyp e 0 CP4-KR ¢ derivado da estirpe PVXcpy, por meio de mutagéio de ponto
em dois aminoécidos (121 e 127) na proteina da capa do virus. Portanto, pode-se
verificar que a mutagéio ocorrida na sequéncia de amino4cidos da capa protéica do
virus foi suficiente para quebrar a resisténcia da planta de batata. Por outro lado,
alguns autores (Feigelstock et al., 1995; Querci et al., 1995; Watts et al,, 1997)
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acreditam que a patogenicidade do PVX n#io esté limitada a uma tinica mudanga no
aminoécido e sugerem que outras regides do genoma do virus, além do gene da
proteina da capa, podem estar envolvidas na interagfo virus-hospedeiro.
Considerando-se os dados descritos na literatura, percebe-se que a
diferenciagéo dos isolados de PVX ¢ muito importante para os programas
de melhoramento genético de batata, pois genétipos resistentes a um

isolado especifico podem ser suscetiveis a outro e vice-versa.

2.5 Controle genético da resisténcia a viroses em batata e mecanismos
de resisténcia ao PVX

A batata (Solanum tuberosum  ssp. tuberosum) é uma espécie
autotetrapldide, de heranga tetrassdmica (Mihovilovich, 1996), podendo
apresentar, para cada loco génico, cinco constituigdes diferentes, em fungéio do
nimero de alelos dominantes: AAAA-quadriplex; AAAa-triplex; AAaa-duplex;
Aaaa-simplex e aaaa-nuliplex. As reagdes de hipersensibilidade e imunidade sdo
controladas por genes maiores que atuam ja na condigdio simplex. Porém, em
cruzamentos com cultivares suscetiveis (nuliplex), produzem apenas 50% de
descendentes imunes. A maior parte dos genes maiores atua de forma ndo
especifica para as estirpes e, at¢ o momento, nfio se observou quebra de
resisténcia pelos diferentes virus (Ross, 1986).

O aumento da frequéncia de alelos de resisténcia permite, primeiramente,
identificar genitores simplex imunes e posteriormente os duplex. O intercruzamento
de clones duplex permite a obtengéo de gendtipos imunes triplex e quadriplex. Essas
combinages genéticas tém implicagdes direta nos métodos de melhoramento da
batata (Pereira, 2000), pois genitores, com diferentes constituigdes genéticas podem
gerar diversas proporgSes de descendentes com resisténcia ou suscetibilidade as
viroses.

Viénas formas de resisténcia &s viroses tém sido descritas para a batata,
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tais como:

a) Resisténcia 4 infecglio: controlada por genes menores (poligenes),
exige que ambos os pais possuam pelo menos um nivel intermedidrio de
resisténcia. Um genitor, com resisténcia pronunciadamente baixa, diminui
consideravelmente o nivel de resisténcia da progénie (Ross, 1986);

b) Resisténcia associada & intolerncia: caracterizada por apresentar
necrose em grande parte da planta quando infectada no campo.

¢) Resisténcias associadas & hipersensibilidade ou & imunidade: ambas
podem ser diferenciadas pela enxertia em uma planta infectada por virus. O
primeiro tipo mostra necrose na parte drea do enxerto. J& no caso de imunidade,
ou nfio aparecem sintomas nas plantas, ou ocorre necrose de pontos nas folhas
superiores (Ross, 1986). Quando a planta é imune o virus n#o consegue se replicar
na célula da planta nem mesmo apés a enxertia de uma planta imune em uma planta
infectada. Niio hé alteragéio da prote¢#io imune por acio de fatores climéticos, como
se observa nos outros tipos de resisténcia (Salazar, 1982).

O melhoramento genético, visando a resisténcia ao PVX, ¢ baseado nos
tipos de resisténcia & infecgdio, j4 citados, ou seja hipersensibilidede localizada e
imunidade. A resisténcia & infecgfio, em algumas cultivares, pode alcangar niveis
muito altos. Todavia deve-se reconhecer que, em cruzamento, "seedlings"
altamente resistentes surgem somente quando ambos 0s pais possuem o mesmo
nivel elevado de resisténcia. Por outro lado, os genes de hipersensibilidade s#o
especificos para cada grupo de estirpes do PVX (Ross, 1986).

As cultivares de batata podem apresentar diferencas significativas
na sua resisténcia ao PVX, dependendo do isolado viral testado. Cockerham
(1955,1970) encontrou em batata dois genes para hipersensibilidade ao
PVX, que denominou de Nx e N, especificos para as estirpes. Cultivares
contendo diversas combinac3es desses genes foram empregadas para

selecionar quatro grupo de estirpes: o genétipo n, ny, é suscetivel aos quatro
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grupos de estirpes; o N, ny, é suscetivel aos grupos 2 e 4 e resistente aos
grupos 1 e 3, o n, N, € suscetivel aos grupos 3 e 4 e resistente aos grupos 1
e 2 e o gendtipo N; N, ¢ suscetivel apenas ao grupo 4 e resistentes aos
demais. E interessante notar que todos os genétipos foram suscetiveis ao
grupo de estirpes 4.

Genes em acessos de S. ruberosum ssp. andigena (Schultz &
Raleigh, 1933, citados por Ross, 1986; Cokerham, 1970) e em S. acaule
(Ross, 1986), denominados Rx, que apresentam alta resisténcia a PVX, tém
sido identificados e empregados em programas de melhoramento de paises
tradicionais em produgi#io e exportag#io de batata-semente como em Holanda
(Regenmorte et al., 2000). Brown et al. (1984) detectaram uma possivel
fonte de resisténcia em S. sucrense, para uma estirpe denominada PVXyg,
descrita por Moreira et al. (1980), que ¢ capaz de infectar cultivares
hipersensiveis e resistentes.

Em geral, as estirpes de PVX, pertencentes ao grupo 1, ndio quebram a
imunidade da batata conferida pelos genes dominantes Rx, RxXp; € RXoa de S.
tuberosum ssp. tuberosum, S. tuberosum ssp. andigena e S. acaule,
respectivamente. Por outro lado, o patStipo HB, presente somente na area de
Titicaca na Bolivia, quebra essa imunidade (Mendoza,1994). Entretanto,
resisténcia relativa a0 PVX;p encontrada nas cultivares Bzura e Atlantic,
constitui, portanto, um atributo adicional 4 imunidade contra outros biotipos de
PVX (Querci et al., 1995).

O gene Rx originado da cultivar chilena Villaroela (ssp. ruberosum)
foi introduzido nas cultivares americanas, Atlantic, Carlton, Jemsec,
Reliance, Saco, Shoshoni e Tawa por meio da linhagem melhorada América
41956 (Ross, 1986 e Mendoza (1990). Os genes Rx1 e Rx2 foram localizados
no cromossoma XII e V da batata e conferem imunidade a todas as estirpes dos

quatro grupos de PVX, com excec#io da estirpe PVXyp (De Jong et al., 1997).
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Existem evidéncias de que a resisténcia mediada pelo gene Rx ¢ induzida
quando o produto desse gene interage direta ou indiretamente com a capa da
protefna viral de todos os isolados naturais do PVX, exceto com a estirpe PVXgp
( Kavanagh et al., 1992; Kohn et al., 1993). Santa Cruz & Baulcombe (1995),
estudando oito estirpes de PVX, localizaram 14 posicdes de aminoécidos na
capa protéica viral que permitiram separé-los em dois grupos: grupo X, que
foram avirulentos para cultivares carregando o gene Nx e tipo B que foram
capazes de superar a resisténcia conferida por esse gene.

Algumas outras evidéncias reforcam a hipétese de que a capa
protéica do PVX estd envolvida na viruléncia da estirpe. Santa Cruz &
Baulcombe (1995) mostraram que a substituigio de um Unico aminodcido, a
glutamina, na posigéio 78 da capa protéica altera a interagio de estirpes de
PVX com cultivares portadoras do gene de resisténcia Nx. Resultados
obtidos por Goulden et al. (1993) mostraram que a interagdo com cultivares
portadoras do gene Rx é mediada pela proteina do capsideo do PVX, em vez do RNA
gendmico que a codifica, pois a resisténcia foi induzida somente quando o aminoécido
da posi¢io 121 era a treonina. Kohn et al. (1993) obtiveram resultados semelhantes,
mostrando que a capa protéica induz a resisténcia mediada pelo gene Rx e que esse
mecanismo de resisténcia foi efetivo contra virus n#io relacionados como o virus do
mosaico do pepino (Cucumber mosaic virus - CMV). Esse aminoécido é conservado
em todos os PVX, com excegfio do PVXyp (Skryabin et al., 1988; Huisman et al.,
1988; Osman et al., 1990; Kavanagh et al., 1992).

Goulden & Baulcombe (1993) mostraram que existe um componente
homoélogo, em cultivares de batata portadoras do gene Rx e em Gomphrena globasa,
que interage com a estrutura da capa protéica do PVX e, apés a interag#o, ativa uma
resposta induzida na célula da planta.

Bendahmane et al. (1995), utilizando mutagdes em posigdes especificas
localizadas na capa protéica do PVX, conclufram que a resisténcia mediada pelo
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Rx € elicitada pelo gene da capa protéica, independentemente de outras proteinas
codificadas pelo PVX. Entretanto, existem alguns autores que, baseando-se em
suas evidéncias experimentais, defendem a hipétese de que esse mecanismo de
resisténcia poderia estar ligado a mais de um, ou pelo menos um determinante
que niio se encontra na capa protéica do PVX (Querci et al., 1995; Feigelestock,
et al.,, 1995; Watts et al., 1997).

O aparecimento das diferentes estirpes de PVX pode ocomrer devido,
principalmente, a dois tipos de evento: o primeiro seria a recombinag#o entre estirpes e
o segundo a evolugiio independente de pelo menos um determinante de viruléncia ou
aviruléncia. Malcuit et al. (2000) analisaram a seqiténcia completa de seis isolados
virais, contendo representantes dos quatro grupos de estirpes de PVX e conclufram
que nio havia nenhuma evidéncia de recombinagZo entre eles.
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO BIOLOGICA DE ONZE ISOLADOS DE
PVX (POTATO VIRUS X) DO BRASIL E SUA INTERACAO COM
CLONES DE BATATA (Solanum tuberosum L.)



RESUMO

SILVA, Oneida de Almeida. Caracterizacio biolégica de onze isolados de
PVX (Potato virus X) do Brasil e sua interag¢io com clones de batata
(Solanum tuberosum L.) Lavras: UFLA, 2003. 22 - 50p. (Tese-Doutorado em

Fitopatologia).

Esse trabalho foi realizado com onze isolados de PVX, sendo seis do Centro
de Indexagfio de Virus Minas Gerais (VIC, LAV, UF, NR, SJ, UDI), um de S&o
Paulo (VEL), dois do Rio Grande do Sul (P21 e P22), um de Santa Catarina (CAN)
¢ um do Distrito Federal (BR). Foi feita a inoculagio mecénica desses isolados em
duas épocas diferentes, em hospedeiras diversas, para verificagio da sua
agressividade e sintomatologia induzida nos hospedeiros, com a finalidade de se
fazer a diferenciagio dos mesmos. Foi também avaliada a reagio de 48 clones de
batata (nomeados OAS), provenientes do Programa de Melhoramento de Batata da
UFLA, aos 11 isolados estudados, e a sua produtividade em campo, visando
selecionar material com resisténcia a PVX e com boa produtividade. Os sintomas
induzidos pelos isolados de PVX na maioria das plantas foram semelhantes, com
exceqio de Nicotiana glutinosa e Physalis floridana, que se revelaram Gtimas
diferenciadoras para os isolados VEL e P21, respectivamente. Apesar de
semelhantes, os sintomas induzidos pelo isolado VEL, nas outras indicadoras
testadas, tenderam a ser mais severos. Dos 48 clones OAS avaliados, por enxertia
em plantas de fumo infectadas com os isolados de PVX e posterior avaliagiio por
DAS-ELISA, 27 foram suscetiveis ¢ 21 foram resistentes. Esses clones
apresentaram uma produgfio média por planta acima de 500g, tamanho médio dos
tubérculos acima de 45mm e teor de matéria seca superior a 18%, mostrando-se
como excelentes genitores para serem empregados no programa de melhoramento
de batata da UFLA. Os isolados VEL e P21 infectaram mais de 85% dos clones
suscetiveis, e o VIC infectou os restantes. Com base nesses resultados, propde-se
que os futuros testes para resisténcia, em clones de batata, sejam feitos utilizando-se
primeiramente os isolados VEL e P21 e os clones que se mostrarem resistentes a
eles, sejam reavaliados utilizando-se o VIC. Desse modo pode-se economizar mo-
de-obra e obter uma boa eficiéncia na selegfio de clones resistentes ao PVX, a serem
empregados ao programa de Melhoramento de Batata.

Comité Orientador: Antonia dos Reis Figueira — UFLA (Orientadora),
Alessandra de Jesus Boari, César Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA.



ABSTRACT

SILVA, Oneida de Almeida. Biological characterization of PVX isolates
(Potato virus X) from Brasil and its interaction with potato clones (Solanum
tuberosum). Lavras: UFLA, 2003. 22-50p. (Doctor Program in Phytopathology).

This work was accomplished with eleven PVX isolates: six from national
and imported seeds analised at the Virus Indexation Center of Minas Gerais-Brazil
(VIC, LAYV, UF, NR, SJ, UDI), one from S&o Paulo state (VEL), two from Rio
Grande do Sul state (P21 and P22), one from Santa Catarina state (CAN) and one
from Federal District (BR). These PVX isolates were mechanically inoculated in
several plant hosts, in two diferent seasons, to verify the agressiveness and host
symptoms. It was also evaluated the reaction of 48 potato clones, from the potato
breeding program of UFLA (Universidade Federal de Lavras-MG-Brazil), named
OAS, to these eleven PVX isolates, as well their field performance, aiming to
choose the most productive and resistant clones. The symptoms shown by the
majority of host plants, when inoculated -with the eleven isolates were similar, but
Nicotina glutinosa and Physalis floridana, showed distinct symptoms and were
considerated the best indicator plants for the VEL and P21 PVX isolates,
respectively. In general, the symptoms induced by the VEL isolate in all the tested
host plants were more severe. Among the 48 OAS clones, which were evaluated by
grafling into tobacco plants infected with PVX isolates and checked by DAS-
ELISA, 27 were susceptible and 21 were resistant. These resistant clones presented
yield higher than 500g/plant, the major diameter of tubers bigger than 45mm and
dry matter tuber content higher than 18%. Therefore these clones showed a good
potential to be use as genitors in the UFLA breeding program. The VEL and P21
isolates infected more than 85% of the 21 susceptible potato clones and VIC
infected the clones which were resistant to both of them. Based on this results, it was
suggested that the potato clones could firstly be screened for PVX resistance with
VEL and P21, and than the resistant ones could be tested with VIC isolate. Using
this procedure the potato breeding programs could save hand labor with a good
eficiency in the selection of PVX resistant clones.

Guidance Committee: Antonia dos Reis Figueira (Major Professor), Alessandra de
Jesus Boari, César Augusto Brasil Pereira Pinto.
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1 INTRODUCAO

A batata ocupa um papel cada vez mais importante na alimentacgo
humana e, também, no Brasil, o seu consumo per capita tem aumentado, sendo
que nos Gltimos anos a média anual de 4rea plantada tem girado em torno 2,7
milhdes de toneladas (AGRIANUAL 2003). E considerada como uma cultura de
alto risco no pais, pois a sua implantagio se baseia principalmente no uso de
sementes importadas, que onera significativamente o seu custo de produgsio e
obriga o produtor a utilizar cultivares de batata que nem sempre estdo adaptadas
a0 nosso clima, niio tendo, portanto, a mesma produtividade que no pais de
origem. Além disso, a ocorréncia de pragas e doengas, dentre as quais as de
etiologia vir6tica que ocupam lugar de destaque, é grandemente favorecida pelas
condigBes climéticas do Brasil, podendo ocasionar a degenerescéncia das
sementes ap6s poucas multiplicagdes em campo, obrigando o produtor a recorrer
a novas importagdes (Cupertino & Costa, 1970; Souza Dias et al., 1983; 1985;
Figueira et al., 1985; 1996; Beemster; De Bokx, 1987; Weideman, 1988 ).

O virus X da batata ( Potato virus X - PVX) nunca esteve associado a
grandes perdas na cultura no Brasil, principalmente porque as sementes
importadas ou estavam isentas ou apresentavam um indice muito baixo desse
virus (Daniels, 1995; Figueira, 1995; Hirano, 1995; Lima, 1995; Souza Dias,
1995). Entretanto, com a recente abertura do mercado brasileiro aos paises
integrantes do Mercosul, que permitem a comercializag#io de sementes com alta
incidéncia desse virus, o PVX passou a ser tratado como praga nio
quarentenfria regulamentada, podendo estar presente nas sementes basicas em
indices ndo superiores a 1% (MAPA, 2001).

O PVX encontra-se disseminado no mundo inteiro e pode causar a
diminuigfio do nimero e do tamanho dos tubérculos, induzindo perdas em torno
de 10% na produglio. Se associado, porém, ao PVY, o PVX pode induzir
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sintomas mais severos e provocar perdas acima de 50% na produgéio
(Mizubuti, 1981; Hooker, 1981; Beemster; De Bokx, 1987). Isso justifica os
baixos indices de incidéncia de PVX previstos pela legislaglio que estabelece
as normas para produgdio e comercializagdo de batata-semente no Brasil, em
que a ocorréncia do virus Y (Potato Virus Y — PVY) tem aumentado nos
Gltimos anos (Figueira & Pinto, 1995; Souza Dias et al., 1995, Figueira et al.,
1996).

O PVX tem uma gama de hospedeiras restrita nas familias Solanaceae e
algumas espécies de Amaranthaceac ¢ Chenopodiaceae. N&o é transmitido por
vetor, no entanto ¢ facilmente transmitido por meios mecénicos e por enxertia,
podendo ser rapidamente disseminado numa cultura, apés a sua introdugfio através
das sementes. Muitas estirpes de PVX s#io conhecidas e apresentam grande
variabilidade patogénica. A classificacio das estirpes se dd por meio de testes
bioldgicos, sorolégicos e ou moleculares e podem ser catalogadas, segundo
Cockerham (1970), em quatro grupos, de acordo com a sua viruléncia aos genes de
hipersensibilidade Nx ¢ Nb. O gene Nb confere resisténcia contra as estirpes dos
grupos 1 e 2, enquanto que o gene Nx confere resisténcia contra as estirpes dos
grupos 1 e 3. Ambos os genes, Nx ¢ Nb, nio conferem resisténcia ao grupo 4.

As estirpes do grupo 1 se caracterizam por induzirem anéis verde-claros na
superficie das folhas de fumo (Nicotiana tabacum), seguidos por um mosqueamento
verde-escuro e verde-claro. Essas estirpes ocomrem principalmente associadas as
estirpes do grupo 3. As do grupo 2 s#o encontradas apenas ocasionalmente, sendo
que essas podem ter seus sintomas modificados em experimentos de enxertia. O
grupo 3 compreende as estirpes que ocorrem mais frequentemente. Elas causam
mosqueamento claro nas folhas de fumo e, em genétipos de batata portadores do
gene Nx, induzem les3es pretas nas folhas apés a infecgfio das células. Finalmente
as do grupo 4 nilo ativam os genes N, podendo infectar cultivares com genes Nx e
Nb, mas nfio aquelas com o alelo Rx (Ross, 1986).
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O alelo Rx ¢ encontrado em plantas que apresentam alta resisténcia ao
PVX, e foi primeiramente descrito por (Shultz et. al. 1933 e 1934), citados por
Querci et. al,, (1995). Ele controla um tipo de resisténcia completa, também
denominada imunidade, sendo predominantemente monogénica, dominante,
altamente herdével e considerada durével, pois nio ocorre alteragiio da protegiio
imune por agdo de fatores climaticos como se observa nos outros tipos de resisténcia
(Brandolini et al., 1992).

No Brasil, os programas de melhoramento genético estdo se empenhando
em desenvolver cultivares de batata brasileiras, que apresentem melkores condigdes
de adaptabilidade ao clima tropical e resisténcia a diversos virus, incluindo o PVX
(Silva et al., 2000). Entretanto a maior dificuldade encontrada nesses programas esth
ligada a0 completo desconhecimento das estirpes que ocorrem no Brasil. O fato de
sua incidéncia, nos campos brasileiros de produgéio de batata, ser muito baixa faz
com que n#io sejam enquadrados em nenhum programa de investigagdo e pesquisa.
Isso dificulta a realizag#io dos testes de resisténcia a0 PVX, nos clones em estudo,
pois uma vez que a reaglio da planta depende da estirpe do virus, que esté sendo
testada, toma-se complicado classificar o tipo de resisténcia com o qual se esth
trabalhando.

Neste contexto, 0 presente trabalho teve como objetivo coletar isolados de
PVX, provenientes dos principais estados produtores de batata no Brasil (Minas
Gerais, S8o Paulo, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Distrito Federal), a fim de
caracterizé-los por meio de estudos biolégicos, utilizando hospedeiras experimentais
e teste sorolgico DAS-ELISA. Foram feitas também avaliagdes da produtividade e
da suscetibilidade dos clones de batata (OAS), supostamente resistentes,
provenientes da colecio de melhoramento de batata da UFLA, aos isolados
estudados, para selecionar os considerados promissores para serem empregados na
obteng3o de cultivares brasileiras de batata resistentes ao PVX.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados sob condigdes de casa-de-vegetagéio e
no laboratério de Virologia Vegetal do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras (DFP/UFLA).

2.1 Origem e manutengfio dos isolados

Os isolados de PVX foram obtidos a partir de brotos de tubérculos de batata
infectados, provenientes das regides de Nova Resende, Lavras, Santa Juliana,
Uberlindia e Itapetininga recebidos para a anélise no Centro de Indexagio de Virus
Minas Gerais (IMA/UFLA) e outros isolados foram gentilmente cedidos por
pesquisadores de Canoinhas - SC, Pelotas - RS, Brasflia - DF e Vigosa - MG (Tabela 1).

TABELA 1. Nomenclatura e origem dos isolados de PVX estudados.
UFLA, Lavras - MG, 2003.

Virus (Isolado) Espécie hospedeira Origem

BR Batata cv. Monalisa Brasilia - DFF
CAN Batata cv. Achat Canoinhas - SC
LAV Batata cv. Monalisa Lavras - MG

NR Batata cv. Baraka Nova Resende - MG
SJ Batata cv. Monalisa Santa Juliana -MG
P21 Batata cv. Monalisa Pelotas - RS

P22 Batata cv. Monalisa Pelotas - RS

UDI Batata cv. Monalisa Uberlandia - MG
UF Batata cv. Monalisa Lavras - MG

VEL Batata cv. Velox Itapetininga -SP
VIC Fumo ‘TNN’ Vigosa - MG

Todas as plantas utilizadas nesse ensaio foram obtidas por meio de
semeadura em bandejas de isopor, sendo transplantadas posteriormente, ao
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atingir o tamanho ideal, para vasos com capacidade de 2 Kg, contendo, como
substrato, terra, areia e esterco fumigados, na proporg#io 3:1:1, em condig¢des de
casa-de-vegetac#o.

A manutengdo ¢ multiplicagdo dos isolados virais “’in vitro’’ foi
realizada por inoculagio mecénica utilizando-se extratos de plantas infectadas,
por meio de trituragfio em almofariz esterilizado, na proporgo de 1:5 (p/v) em
tampéo fosfato 0,01M, pH 7, contendo sulfito de sédio na mesma molaridade.
Este extrato foi friccionado com algoddo umedecido, nas folhas de Gomphrena
globosa e Nicotiana tabacum, cultivar “TNN” previamente polvilhadas com
carborundum (500 a 600 mesh), com as méos protegidas por saco plastico e
posteriormente as folbas inoculadas foram lavadas e mantidas em casa-de-
vegetagfio. Folhas de fumo infectadas por esses isolados foram dessecadas e
estocadas a —20°C e a -80°C.

2.2 Reagiio de diferentes hospedeiras aos isolados estudados

Os isolados de PVX estudados foram inoculados mecanicamente,
conforme descrito acima, nas seguintes plantas silvestres e cultivadas:
Hltemanthera tenella, Bidens pilosa, D. stramonium , Capsicum annuum
“Agrondmico 10G, Chenopodium quinoa, C. amaranticolor, Gomphrena
globosa, Helianthus annuus, Lycopersicon esculentus cv. Santa Rosa,
Physalis floridana, Nicandra physaloides, Nicotiana tabacum (TNN),
Nicotiana benthamiana, N. glutinosa, N. havana, N. glauca e Phaseoulus
vulgaris. Apbés a inoculagdio as plantas foram mantidas em casa-de-
vegetagdio por aproximadamente 40 dias até a fase final de observagfio. As
espécies que ndo apresentaram sintomas, 3 a 4 semanas apds a inoculagéo,

foram submetidas ao teste de detecgdo de virus por inoculagio em G.
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globosa e pelo teste DAS-ELISA. Esse procedimento foi adotado nas duas
épocas de avaliagdes dos experimentos: setembro de 2001 e Julho de 2002.

2.3 Teste Sorolégico DAS-ELISA

Para diagnose por meio do teste sorolégico DAS-ELISA, foram
utilizados antissoros comerciais para 0 PVX (Bioreba). Os tampdes para
realizag&io do teste foram preparados no Centro de Indexag¢@io de Virus de Minas
Gerais. Foram utilizados o tamp#o de cobertura (carbonato-bicarbonato 0,025M,
pH 9,6), tampéo para extragfio da amostra (PBS pH 7,4 contendo 0,05% de
Tween — 20), tampio do conjugado (PBS contendo 0,1% de leite em pé
desnatado e 0,1% de Tween — 20), tamp#o do substrato (dietanolamina pH 9,8) e
tampéo de lavagem (PBS contendo 0,05% de Tween — 20). As diluigdes dos
antissoros seguiram as instrugdes do fabricante. Foram utilizadas microplacas
padrdes, com 96 orificios. Os testes seguiram as seguintes etapas:

1 - Cobertura inicial das placas: 50ul/orificio dos antissoros para
PVX (policlonal) diluido em 1:1000. Incubacg&o por 2h a 37°C;

2 - Lavagem: 4-5 vezes com é4gua deionizada e 2 vezes com tampéo
de lavagem (idéntica em todos os passos).

3 - Adig#io do antigeno: 50pul/orificio do extrato de tecidos de plantas
e/ou tubérculos infectados, dilufdo 1:10 ou 1:5 (p/v) em PBS seguindo a
distribuig#io na placa de acordo com o protocolo elaborado. Incubag#io a 4°C de
um dia para o outro, seguida de nova lavagem.

4 - Adigdio do conjugado: 50pl/orificio de anticorpo (para PVX)
conjugado com a enzima fosfatase alcalina, diluido em 1:1000. Incubagéo por 2-
3h a 37°C (policlonal) e lavagem. A

5 - Adigiio do substrato: S5Oulorificio de p-nitrofenilfosfato
(1mg/ml), incubag#o & temperatura ambiente por 1-2 horas e leitura a 405Snm no
aparelho MRX (Dynatech).
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Foram consideradas positivas as amostras cujas absorbincias foram
maiores ou iguais a duas vezes a média de absorblncia do controle,

compreendido pelo suco da planta sadia.

2.4 Avaliaciio da reaciio dos clones de batata OAS aos isolados de PVX

Os 48 clones de batata (denominados OAS pelo Programa de
Melhoramento de Batata da UFLA), avaliados nesse trabalho, foram obtidos por
Silva et al., (2000) e sio resultantes dos cruzamentos biparentais realizados pelo
programa de melhoramento de batata da UFLA entre materiais imunes ao virus
X e Y, na condig#io simplex.

2.4.1 Avaliaciio dos clones de batata

O ensaio de casa-de-vegetagi#io foi conduzido nos meses de junho ¢
julho, quando as temperaturas maximas foram de 29°C, para ambos os
meses ¢ as minimas de 26,4°C e 25,6°C, respectivamente. As médias das
médias foram 18,7°C e 17,7°C, respectivamente. (UFLA, 2002).

" Os clones de batata OAS foram submetidos a duas avaliacdes
distintas para checar a sua reagdo ao PVX em casa-de-vegetagio e outra
para verificar a sua produgéio em condigéio de campo.

A reago desses 48 clones aos 11 isolados de PVX foi investigada por
meio da enxertia dos clones em plantas de fumo infectadas, no estidio da folha
coledonar, com os isolados estudados. Para cada um dos 11 isolados testados,
foram utilizadas 102 plantas de fumo cv. “ TNN ™, para servirem como porta-
enxerto, sendo 2 para cada um dos 48 clones OAS, e 2 para cada uma das
cultivares Baraka, Achat e Monalisa, que foram utilizadas como testemunha. Em
primeiro lugar as plantas de fumo foram inoculadas mecanicamente com os 11
isolados de PVX e observadas até o aparecimento dos sintomas tipicos da virose,
compreendidos por mosaico e anéis cloréticos. Ent#io o topo das plantas de fumo
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foi eliminado, a quinze centimetros do solo, com uma lamina de bisturi e os
clones e demais plantas testemunhas de batata foram cortadas na base da haste
do ponteiro e enxertadas por garfagem no topo das plantas de fumo infectadas.
Essas plantas foram individualmente etiquetadas e mantidas em casa-de-
vegetacdo até a avaliagdo final do experimento. Cuidado especial foi tomado
para néio haver a contaminagfo das plantas com outro isolado, utilizando-se
luvas e laminas de bisturi descartiveis. Foram enxertadas duas hastes de cada
clone, em duas épocas distintas. Quinze a vinte dias ap6s a enxertia, avaliou-se a
reagiio dos clones por meio do teste sorolégico DAS-ELISA. Nos clones com
reagio negativa ao DAS-ELISA, aos vinte dias, procedeu-se & tentativa de
recuperagdo dos isolados de PVX, através de inoculagio mecénica em plantas de
fumo (Nicotiana tabacum “TNN *) e nova aplicagiio do teste DAS-ELISA aos
30 dias ap6s a enxertia. Esse procedimento foi realizado com o objetivo de
comprovar se ndo teriam ocorrido escapes, nos clones selecionados como
resisténcia extrema.

Para avaliag#io da produgfo, foi conduzido um ensaio entre o periodo de
Jjunho a setembro de 2001, pa érea experimental do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras, em solo classificado como latossolo vermelho
escuro distréfico, textura argilosa e relevo suavemente ondulado.

Empregou-se o delineamento létice simples 8x8. A parcela experimental foi
constituida de trés plantas espagadas de 0,35 m e entre linhas de 0,75 m. Como
testemunha foi empregada a cultivar Monalisa. No plantio, foi feita uma adubagio
com a formulaciio 4-14-8 (N, P,OS e K;O) na dosagem de 3,0 t/ha e inseticida de
solo (aldicarb) na dosagem de 10 Kg/ha. Por volta dos 40 dias apés o plantio,
realizou-se a adubag@o nitrogenada em cobertura com 300 Kg/ha de sulfato de
aménio ¢ 160 Kg/ha de cloreto de potissio, seguida da operagio de amontoa. Os
tratos fitossanitérios foram realizados durante a condugfio dos experimentos, visando
manté-los sem a competic#o de plantas invasoras e danos de pragas e doengas.
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Avaliaram-se os seguintes caracteres:

a) produgdo por planta (em g);

b) porcentagem de tubérculos graidos—diimetro transversal acima de 45
mm;

c) peso especifico dos tubéreulos, obtido pela formula:

a
e peso ar

peso ar — peso dgua
Os pesos no ar e na agua foram determinados em balangas hidrostatica.
Nesse ensaio dos clones foi adotado o seguinte modelo estatistico:

Yijx = pt rj+t; +bygyt eju

Y i jx: valor observado na parcela que recebeu o tratamento i no bloco k
dentro da repetigdo j;

w: média geral;

r;: efeito da repeti¢do j, j= 1,2,3;

t ;- efeito do tratamento, i= 1,2,..., 64;

b g): efeito do bloco k dentro da repetigdo j, k=1, 2,..., 8;

€ jjx: erro experimental, e ; "NID (0, o)

Foi realizado o teste de comparagdo das médias com as testemunhas, pelo
programa SAS para todas s caracteristicas avaliadas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintomatologia em plantas indicadoras inoculadas com os isolados de PVX
Os resultados da inoculagio mecénica encontram-se discriminados nas

tabelas 2 e 3. Conforme o esperado, encontraram-se diferencas entre os sintomas

induzidos pelos isolados em algumas espécies hospedeiras, nas duas épocas de
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realizaciio do teste, confirmando a alta influéncia dos fatores ambientais, tais como a
temperatura, na manifestagfio dos sintomas induzidos pelo PVX. Segundo Munro
(1981) e Mizubuti (1981) os sintomas de PVX em muitas espécies de plantas sio
favorecidos por temperaturas mais amenas entre 16°C a 20 °C e podem ser
mascarados em temperaturas acima de 28 °C.

No ensaio sctembro de 2001, a espécie de tomateiro (Lycopersicum
esculentum cv. Santa Clara) apresentou mosaico ¢ rendilhamento (Figura 1a),
quando inoculada com os isolados LAV ¢ NR (Tabela 2) ¢ mosaico médio quando
esta foi inoculada com os isolados restantes (Figura 1b). Porém, no ensaio de julho
de 2002, essas duas hospedeiras apresentaram apenas sintomas de mosaico (Tabela
3). Esses resultados corroboram os de Singh (1969) que, trabalhando com a
espécie Datura metel, verificou que a temperatura teve um pronunciado
efeito na expressdio de diferentes sintomas. As inoculagdes de PVX em
temperatura de 13 °C resultaram em sintomas de les#io local ao passo que a
24°C esses foram de mosaico sistémico. No girassol (Helianthus annuus)
todos os isolados causaram pontos cloréticos locais e mosaico leve ou médio
aos 20 dias, ap6s a inoculagio, evoluindo para queima das folhas mais velhas
apés os 30 dias de inoculag@io. Entretanto os sintomas induzidos pelo isolado
VEL foram mais severos (Figura 2a e 2b).
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TABELA 2. Sintomas apresentados pelas diversas espécies de plantas inoculadas mecanicamente com os onze isolados
do Virus X da Batata (PVX), em setembro/2001.Lavras - MG, 2003.

Sintomas induzidos pelos Isolados de PVX em cada uma das hospedeiras inoculadas

Espécies de plantas

Inoculadas BR CAN LAV NR P21 P22 SJ UDI UF VEL VIC
Capsicum annuum MMS ML MM MM ML, MM MM MM MM MM MM, PNL
Crenopodium amaranticolor  PCL,PCS PCL,PCS PCL,PCS PCL,PCS PCL,PCS PCL,PCS PCL,PCS PCL,PCS PCL,PCS PCL PCL, PCS
Chenopodium quinoa PCL,PCS PCL,PCS PCLPCS PCLPCS PCL,PCS PCL,PCS PCL,PCS PCL,PCS PCL,PCS PCL,PCS PCL,PCS
Datura stramonium MM, MM MM MM MM, MM MM MM, MM, MM MM
Gomphrena globosa PNL, AV PNL, AV PNL,AV PNL,AV PNLAV PNL,AV PNL,AV PNL,AV PNL,AV PNL,AV PNL, AV
L. esculentum MM ML MM, R MM, R ML ML ML MM MM MM MM
Nicandra physaloides MS MM MM ML MM MM MM MM MM MM MM
N icotiana benthamiana MM,CCN MM, CCN MM,CCN ML,CCN MM MM MM MM MM MM,CCN MM, CCN
N. glutinosa MM ML ML MM MM MM MM ML MM MS ML i
N. havana MM ML ML MM MM,PNL MM,PNL MM, PNL MM,PNL MM,PNL MM ML
N. tabacum TNN MM, AC ML ML,AC ML MM MM MM MM MM, AC MM MM, AC
Physalis floridana MM ML MM MM, SS MM MM ML MM MM MM
Phaseolus vulgaris SS SS Ss 55 SS sS SS SS SS SS SS

AC = Anéis cloréticos, AV = Anéis vermelhos, CCN = Clareamento central de nervuras, DF = Deformagio foliar, ML = Mosaico; leve, MM =
Mosaico médio, MS= Mosaico severo, PCL= Pontos clordticos locais, PCS= Pontos clor6ticos sistémicos, PNL: Pontos necréticos locais, R =
Rendilhamento, SS= Sem Sintomas.
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TABELA 3. Sintomas apresentados pelas diversas espécies de plantas inoculadas mecanicamente com os onze
isolados do Virus X da Batata (PVX), em julho/2002. Lavras - MG, 2003.

Sintomas induzidos pelos Isolados de PVX em cada uma das hospedeiras inoculadas

Espécies de plantas

inoculadas BR CAN LAV NR P21 P2 Sy UDI UF VEL viC
Alternanthera tenella PCL PCL PCL PCL PCL PCL PCL PCL PCL PCL PCL
Bidens Pilosa 8s ss ss ss SS ss ss sS ss ss ss
Capsicum annuum MM,PNL MM,PNL. MM,PNL MM, PNL ML PNL MM PNL MM, PNL MM, PNL MM,PNL MS,PNL MM,PNL
Chenopodium quinoa PCL,PCS PCL,PCS PCLPCS PCLPCS PCLPCS PCLPCS PCLPCS PCLPCS PCLPCS PCLPCS PCL,PCS
C amaranticolor PCL,PCS PCL,PCS PCLPCS PCLPCS PCL,PCS PCLPCS PCLPCS PCLPCS PCLPCS PCLPCS PCL,PCS
Datura stramonium MM, MM MM Ms MM MM MS MM MS MS,DF MM
Gomphrena globosa PNLLAV PNLLAV PNL AV PNLLAV PNLAV PNLAV PNL, AV PNLLAV PNLLAV PNLLAV PNL AV
Helianthus annus MLQF MLQF MLQF MLQF MLQF MLQF MLQF MLQF MLQF MLQF MLQF
Lycopersicum . esculentum MM MM MM MM MM MM MM MM MM MS MM
Nicotiana benthamiana MS,CCN MM,OCN MM,CCN MM,OCN ML,OCN MLOCN MM,CCN MM,CCN MM,CCN MS,CCN MM, CCN
Nicotiana glauca ss SS ss ss SS sS SS SS Ss Ss Ss
N. glutinosa MM ML ML MM MM MM MM ML ML MS ML
N. havana MS MM MM ML MM MM MM MM MM MS MM
N. rustica ACMM ACMM ACMM ACMM MSAC MM ACMM AC ACML ACMM ACMM
N. tabacum *TNN’ MS,AC MLAC MM AC MMAC MMAC MMAC MSAC MSAC MSAC MSAC MMAC
Physalis floridana MM ML MM MM ss ML MM MM MM MS MM

AC= Anéis cloréticos, AV=Anéis vermelhos, CCN= Clareamento central de nervuras, QF= Queda foliar; ML= Mosaico leve, MM= Mosaico médio, MS=
Mosaico severo, PCL= Pontos clordticos locais, PCS= Pontos cloréticos sistémicos, PNL= Pontos necréticos locais, R = Rendilhamento, SS= Sem Sintomas.
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FIGURA 1. Folhas de tomateiro, cv. Santa Clara, infectadas com PVX:
a- com os isolados LAV e NR, apresentando sintomas de
mosaico clore rendilhamento; b— com os demais isolados em
estudo, apresentando sintomas de mosaico.

FIGURA 2. Plantas de girassol, infectadas com PVX, apresentando:
a - mosaico, e pontos cloréticos sistémicos aos 20 dias apos
a inoculagdo; b - queima das folhas, aos 30 dias apos a
inoculagdo.
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Os resultados obtidos nesse trabalho coincidem com os de Querci et
al., (1995), que observaram sintomas de pontos clordticos locais e mosaico
leve, quando inocularam girassol com as estirpes de PVX (CP4 e CP4-KR).
Nas espécies de feijoeiro (Phaseolus vulgaris) (Tabela 2), piclo preto (Bidens
pilosa) e Nicotiana glauca (Tabela 3) observou-se que todos os isolados testados
nio induziram sintomas, em nenhuma das duas épocas de avaliagfio. Quando se
tentou fazer a recuperagiio do virus a partir dessas plantas, por inoculagéo
mecénica em plantas de Gomphrena globosa e de fumo (Nicotiana tabacum
“TNN?’), verificou-se que o resultado foi negativo, que também aconteceu
quando as plantas foram testadas por DAS —-ELISA.

Todos os isolados em estudo produziram sintomas de lesSes locais
cloréticas e necréticas, nas espécies de Chenopodium amaranticolor ¢ C.
quinoa, pontos mecréticos e halo avermelhado na indicadora G. globosa e
mosaico em Nicotiana havana. Esses sintomas s#o semelhantes aos
encontrados por Talens (1979) ¢ Querci et al., (1995). A espécie Physalis floridana
reagiu com sintoma de mosaico médio a todos os isolados de PVX inoculados
(Tabelas 2 e 3), exceto para o isolado do Rio Grande do Sul (P21), que niio induziu
sintomas. N#io foi possivel a recuperag#io desse isolado a partir de P. floridana, por
inoculagfio em G. globosa e famo “TNN’ e o teste DAS-ELISA foi negativo.

Na espécie N. ghainosa, o isolado VEL induziu sintomas de mosaico severo
(Figura 3a), enquanto que os demais isolados induziram sintomas mais atenuados,
nas duas épocas de avaliagSes (Figura 3b).
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FIGURA 3. Plantas de Nicotiana glutinosa, infectadas com o PVX,
apresentando: a- mosaico severo quando infectadas com o
isolado VEL; b - mosaico médio quando infectada com os
demais isolados em estudo.

Devido & suscetibilidade e & diferenga de reagio apresentada para cada
isolado, as espécies N. glutinosa e P. floridana podem ser consideradas como
excelentes diferenciadoras, capazes de discriminar entre os isolados PVX VEL e

P21.

3.2 Andlise dos clones OAS em casa-de-vegetagio
3.2.1 Triagem dos clones ao PVX

O efeito da inoculagio dos onze isolados de PVX, em estudo, nos 48 clones
testados nesse trabalho (Tabela 4) foi bastante distinto. Como se pode verificar, houve
uma interagdo diferenciada entre os clones e a maioria dos isolados do PVX, de modo
que algumas plantas se mostraram suscetiveis a um isolado e resistentes a outro. A
propria cultivar Baraka, que ¢ tida como resistente ao PVX, mostrou-se susceptivel
aos isolados VEL, NR, LAV, UDI, BR, CAN ¢ P22. Damesma forma pode ser
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TABELA 4. Reagfio das plantas pertencentes aos 48 clones de batata testados, por
enxertia em plantas de fumo infectadas com cada um dos onze
isolados de PVX estudados.

Clone BR CAN LAV NR P21
Achat +
Monalisa +
QAS 4,67 +
OAS 1,121 +

+

=
oy

VIC

o+ o+ 4
s

OAS 2,89
Baraka

OAS 4,47
OAS 4,25
OAS 3,34
OAS 1,44
OAS 2,108
OAS 4,30
OAS 6,67
OAS 3,45
OAS 4,45
0AS 6,38
OAS 1,56
OAS 2,35
OAS 3,50
0OAS 4,24 -
0AS2,74
0OAS 2,103 -
OAS 1,69 +
OAS 1,41 - - - -
OAS 1,64 - - + -
OAS480 - - - -
OAS362 - - - -
OAS380 - - - + -
OAS LIS - - - - -
OAS3,27 - - - - -
OAS222 - - - - -
OAS 1,66 - - - - -
0OAS 1,21 - - - - -
OAS 1,61 - - - - -
OAS 1,28 - - - - -
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TABELA 4. “Cont.’

0AS265 - - - - - - - - - - -
OAS2,116 - - - - - . . . . . .
OAS2,111 - - - - .« . . . . < .
OAS28 - - - - - . . . . < .
OAS440 - - - . - . . . . . .
OAS3,54 - - - - - o . . . . .
OAS355 - - - - - . . o ...
OAS330 - - - - . . . . L L.
OAS446 - - - - - - - . . . .
OASS512 - - - - . . . . L. . .
OAS346 - - - - - . . < ..
OAS348 - - - - - . . . . L .
OASS519 - - - - - - . . . < .
OAS627 - - - - - . . . . . .
OAS725 - - -

+, - reagdo positiva ou negativa, respectivamente, a0 PVX, diagnosticadas pelo
teste DAS-ELISA.

que o isolado de PVX empregado para testar originalmente os clones, considerados
resistentes, n#io tenha conseguido se multiplicar na planta para atingir concentragdes
detectiveis, pois sabe-se que na verdade o gene Rx niio confere imunidade, podendo
ser observado, sob certas condigBes, um baixo nivel de actimulo de PVX em plantas
portadoras do gene Rx (Benson & Hooker, (1960) citados por K&hm et al., (1993).

Por outro lado esses clones podem nfio possuir o gene Rx, que confere
resisténcia ao PVX. Para verificar se esses clones realmente possuem o gene Rx, que
confere resisténcia extrerna a todas as estirpes de PVX, exceto a0 PVXyp, da Bolivia,
seria necessério o uso de marcadores moleculares. Para isso, atualmente estid sendo
conduzido um trabalho paralelo, pelos pesquisadores envolvidos no programa de
Melhoramento de batata da UFLA, usando marcadores moleculares para a detecgdo
do gene Rx.

Os resultados obtidos mostram a importincia de se conhecer o isolado
empregado para comprovar a resisténcia 20 PVX nos clones empregados em
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programas de melhoramento genético. Pode-se observar pelos resultados
discriminados na tabela 4, que nenhum dos isolados testados foi capaz de detectar
os 27 clones considerados suscetiveis pela técnica empregada. O mais agressivo e
eficiente foi o VEL, que infectou 19 (67%) dos que apresentaram reagéo positiva ao
PVX por DAS-ELISA, seguido pelos isolados P21, P22 ¢ LAV que infectaram
mais de 40% dos clones suscetiveis.

Considerando-se os 27 clones suscetiveis, pdde-se também verificar que a
maioria deles poderia ter sido detectada se fossem utilizados apenas dois isolados:
VEL e P21. Aqueles clones que apresentaram reagfio negativa para esses dois
isolados, que foram menos de 15% (4 em 27) neste trabalho, poderiam ter sido
detectedos pelo isolado VIC, o qual foi capaz de infectar essas plantas ELISA
negativas para 0 VEL e o P21. Desse modo sera possivel, utilizando os
isolados aqui testados e selecionados, realizar uma triagem mais réipida e
eficiente dos futuros clones a serem utilizados no programa de
melhoramento de batata da UFLA, pois esse método de triagem, empregando
enxertia (Figura 4 a e 4b) e DAS-ELISA, revelou-se ficil e sensivel para essa
finalidade.

Os 21 clones OAS que foram testados por enxertia, em plantas de fumo
infectadas e apresentaram ELISA negativo para todos os isolados virais utilizados, nfio
tiveram o PVX recuperado quando o extrato dos seus tecidos foi inoculado em plantas
de fumo (N. tabacum TNN’) e G. globosa. Esses clones tém uma grande possibilidade
de realmente possuirem o alelo Rx, constituindo assim um material promissor como
fonte de resisténcia para 0 PVX. Isso deve ser confirmado pelos testes adicionais
utilizando marcadores moleculares, que estfio sendo realizados pelos pesquisadores do
programa de melhoramento em batata da UFLA.

Esses clones OAS j& haviam sido testados por inoculagio mecénica em
experimentos anteriores, utilizando-se um isolado de PVX nfio identificado, tendo
98% deles se comportado como resistentes em duas inoculagdes consecutivas
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realizadas por Silva et al., (2000). Esses resultados se assemelham

FIGURA 4 Sintomas de mosaico e anéis cloroticos induzidos por PVX em fumo
Nicotiana tabacum *“TNN”, enxertados com clone OAS.

aos de Vallejo et al. (1994) que, estudando a forma de resisténcia extrema aos virus
X e Y em hibridos de Solanum phureja ¢ S. stenotonum, verificaram que, apés uma
pré-selegdo ao virus X e Y de 554 clones avaliados, apenas 224 apresentaram
resisténcia. Estes clones foram entdo inoculados duas vezes com PVX (estirpe
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comum) e avaliados visualmente e por teste sorolégico ELISA. Os clones que
deram reagfio negativa foram re-inoculados em plantas de G. globosa. Apds esse
processo, 0s autores conseguiram apenas sete clones com resisténcia extrema e a
freqiléncia de resisténcia extrema foi de 1,3%.

3.3 Avaliaciio da Produgfio

Na Tabela 5 pode-se verificar a produgio dos 48 clones OAS avaliados
para resisténcia a0 PVX, em um plantio realizado no periodo de julho a
setembro/2002, em Lavras — MG. Dentre os clones avaliados, 10 se destacaram
apresentando produgdio acima de 600 gramas/planta. Entretanto, apenas a metade
deles (OAS 1,121; OAS 2,88; OAS 3,27; OAS 3,30 e OAS 4,67) foram
resistentes a0 PVX, conforme resultados mostrados anteriormente.
Tabela 5 — Produgfio de tubérculos, porcentagem dos graiidos, peso especifico e

teor de matéria seca para os vinte ¢ um clones imunes aos onze
isolados de PVX e testemunha avaliados em Lavras, MG.

Clone Produgéio por % Graidos  Peso Teor de
planta especifico Matéria seca
OAS 1,121* 649 81 1.078 21,25
OAS 1,15* 508 38 1.078 21,25
OAS 1,21* 442 56 1.081 21,92
OAS 1,28* 581 62 1.072 19,92
OAS 1,41 913 73 1.063 17,93
OAS 1,56 616 67 1.079 21,47
OAS 1,61* 397 54 1.076 20,81
OAS 1,64 508 77 1.075 20,59
OAS 1,66* 572 62 1.072 19,93
OAS 1,69 400 54 1.069 19,26
OAS 2,103 567 80 1.085 22,80
OAS 2,108 748 83 1.085 22,80
OAS 2,111* 338 61 1.068 19,04

«...Continua...”



TABELA 6. “ Cont.”

OAS 2,116* 345 64 1.078 21,25
OAS 2,22* 517 60 1.076 20,81
OAS 2,35 706 80 1.076 20,81
OAS 2,65* 529 63 1.074 20,36
OAS 2,74 705 84 1.081 21,92
OAS 2,88* 708 61 1.080 21,69
OAS 2,89 568 58 1.081 21,92
OAS 3,27* 680 66 1.072 19,92
OAS 3,30* 683 76 1.073 19,93
OAS 3,34 460 79 1.068 19,04
OAS 3,45 463 76 1.079 21,47
OAS 3,46* 382 71 1.066 18,59
OAS 3,48* 384 64 1.078 21,25
OAS 3,50 942 85 1.077 21,03
OAS 3,54* 470 61 1.077 21,03
OAS 3,55* 565 79 1.079 21,47
OAS 3,62 150 35 1.088 23,46
OAS 3,80 306 57 1.058 16,83
OAS 4,24 445 88 1.072 19,93
OAS 4,25 584 69 1.076 20,81
OAS 4,30 410 51 1.074 20,36
OAS 4,40* 554 66 1.077 21,03
OAS 4,45 457 51 1,053 15,72
OAS 4,46* 492 65 1.088 23,46
OAS 4,47 539 62 1.071 19,70
OAS 4,67 708 74 1.077 21,04
OAS 4,80 436 70 1.075 20,59
OAS 5,12* 391 77 1.074 20,36
OAS 5,19* 651 86 1.077 21,03
OAS 6,27* 408 54 1.066 18,59
OAS 6,38 500 83 1.056 16,38
OAS 6,67 468 69 1.078 21,25
OAS 7,25* 364 65 1.073 20,14
Monalisa 686 59 1.070 19,48

* imunes aos onze isolados de PVX

Outros sete clones também foram resistentes ao PVX e apresentaram
uma produtividade igualmente boa, acima de 500g/planta: OAS 1,15; OAS 1,28;
OAS 1,66; OAS 2,22; OAS 2,65; OAS 3,55 e OAS 4,40.
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Outras caracteristicas consideradas relevantes, que também foram avaliadas
sdo a porcentagem de tubérculos graiidos e o peso especifico de tubérculos. E
considerado 6timo um minimo de 60% de tubérculos com difimetro igual ou maior a
45 mm e teor de matéria seca de aproximadamente 20% (Barbosa, 1996). Todas os 12
clones que apresentaram resisténcia a0 PVX e produgio acima de 500g/planta
também apresentaram uma proporgdo acima de 60% de tubérculos iguais ou maiores
qGue 45mm e teor de matéria seca dos tubéreulos superiores a 18%, sendo considerados
materiais ideais para atenderem as indéstrias de fritas (Barbosa, 1996). Portanto, se
forem consideradas a resisténcia a0 PVX e as caracteristicas de produgdo, esses 12
clones podem ser considerados como material de alto interesse para o programa de
melhoramento de batata da UFLA.

Na Tabela 6, pode-se verificar diferengas significativas entre os clones para os
caracteres producgo comercifivel de tubérculos por planta, porcentagem de tubérculos
graidos e densidade dos tubérculos, evidenciando grande variabilidade genética entre
clones. Os coeficientes de variagio (CV%) para os caracteres avaliados foram
relativamente altos, embora estejam de acordo com os padres normalmente
encontrados para a cultura da batata (Vermmer, 1990).

Tabela 6 Resumo das anélises de varifincia para a produgfio de tubérculos,
porcentagem de tubérculos graiidos e peso especifico de tubérculos
para clones avaliados em Lavras -MG.

FV GL QM
Produgio % Tub. Gratido  Peso especifico
Repetigdes 2 49951.781 63318 20677.047
Trat. ajustados 63  6352186.794**  863.504** 14431.930**
BV/repeti¢des 21 1861214.536 521.540 0.647
Erro efetivo 105 1870456.230 245.322 0.510
CV (%) 25.90 24.47 0.65

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.
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4 - CONCLUSOES

1 Os isolados de PVX: VEL, VIC, P21, P22 e LAV foram os mais agressivos e,
portanto, indicados para testar a resisténcia de clones de batata.

2 As espécies Nicotiana glutinosa e Physalis floridana podem ser consideradas
como excelentes diferenciadoras dos isolados PVX VEL e P21.

3 Foram encontrados vinte e um clones de batata QAS com imunidade ao PVX.

4 Doze clones OAS demonstraram resisténcia aos onze isolados de PVX e boa
produtividade.
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CAPITULO 3

CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ONZE ISOLADOS DO
VIRUS PVX (Potato virus X ) DO BRASIL.
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RESUMO

SILVA, Oneida de Almeida. Caracterizaciio Molecular de onze isolados do virus X
(Potato virus X) do Brasil. Lavras: UFLA, 2003. 51 - 75 p. (Tese — Doutorado em
Fitopatologia).

Foram estudados os fragmentos gendmicos, referentes a regifio da capa protéica
viral, de onze isolados de PVX (VEL, VIC, LAV, UFU, NR, SJ, UD], BR, CAN, P21 ¢
P22), provenientes de sementes importadas e dos estados de Minas Gerais, Séo Paulo, Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e do Distrito Federal Esses fragmentos, com 780
nucleotideos, incluindo o gene da capa protéica (714 pb), foram amplificados por RT-PCR,
clonados e seqilenciados, sendo essa seqiléncia de nucleotideos ¢ a de aminodcidos
comespandentes, comparadas entre si e com outros dezenove isolados disponfveis no banco
de gene. O alinhamento dos nucleotideos mostron uma identidade de 93 a 99% entre os
isolados, sendo a maior identidade observada entre os isolados VIC x BR, UF x LAV e UF x
VEL, e a menor entre NR ¢ P21. No alinhamento de aminodcidos, a identidade entre eles
variou de 94 (eatre UD1 e P21) a 100% (entre UF, BR e P22). Quando esses isolados foram
comparados a 19 outros isolados do Banco de genes (pertencentes 20s grupos 1,2, 3 e 4),a
identidade entre eles foi de 93 a 98% pama a seqiléncia nucleotidica e de 95 a 99% pam a
seqiiéncia de aminoécidos. A identidade com os isolados do grupo 1 ¢ 3 variou de 93 2 98%,
com os do grupo 2 foi de 79 a 80% e com os do grupo 4 foi de 78 a 81%. A identidade de
aminoécidos foi de 95 a 99% para os grupos 1 € 3,de 83 a 86% como grupo2 ede 88 a
91% com o grupo 4. Os isolados pertencentes a0 grupo 2 ¢ 4, que foram empregados na
comparag3o, foram provenientes do Peru e da Bolivia e os isolados 1 e 3, dos Estados
Unidos, Canadé, Espanha, Riissia, Estnia e de alguns paises asidticos como China, Japéo,
Coréia e Taiwan. Provavelmente os 1] isolados de PVX, estudados nesse trabatho, devem
ter tido a mesma origem geogrifica que os isolados dos grupos 1 e 3 que foram utilizados
para comparagio.

Comité Orientador: Antonia dos Reis Figueira — UFLA (Orientadora), Alessandra
de Jesus Boari, César Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA.
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ABSTRACT

SILVA, Oneida de Almeida. Molecular characterization of eleven PVX
isolates (Potato virus X) from Brazil. Lavras:UFLA, 2003. 51 - 75p. (Tese —

Doctor Program in Phytopathology).

In this work were studied genomic fragments from coat protein region of
eleven PVX (Potato virus X) isolates, named VEL, VIC, LAV, UF, NR, SJ,
UD], BR, CAN, P21 and P22, coming from imported seeds and from several
Brazilian states as Minas Gerais, Sio Paulo, Santa Catarina, Rio Grande do Sul
and Distrito Federal. The cDNA fragments with 780 nucleotides, including the
coat protein (714bp), obtained by RT-PCR, were cloned, sequenced, and
compared among themselves and with nineteen isolates from the gene Bank. The
alignment of the nucleotides showed an identity ranging from 93 to 99% among
the studied isolates. The higher identity was among the isolates VICxBR,
UFXLAV and UFxVEL and the smaller was among NR and P21. The amino
acid identity among them ranged from 94 (between UDI and P21) to 100%
(among UF, BR, VEL and P22). When the eleven isolates were compared with
the gene Bank isolates (belonging to 1, 2, 3 and 4 groups) the nucleotide identity
ranged from 93 to 99% and the amino acid identity ranged from 94 to 100%.
The nucleotides identity with group 1 and 3 isolates ranged from 93 to 98%,
with group 2 isolates was from 79 to 80%, and with group 4 isolates was from
78 to 81%. The amino acid identity with group 1 and 3 was from 95 to 99%,
with group 2 was from 83 to 86%, and with group 4 was from 88 to 91%. The
geneBank isolates belonging to groups 2 and 4, were from Peru and Bolivia; the
isolates 1 and 3 came from USA, Canada, Spain, Russia, Estonia and from some
Asiatic country like China, Japan, South Korea and Taiwan. Probably the eleven
PVX isolates studied in this work have the same geographic origin of the
isolates from the groups 1 and 3, which were used for comparison.

Guidance Committee: Antonia dos Reis Figueira ~UFLA (Major Professor),
Alessandra de Jesus Boari, César Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA.
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1 INTRODUCAO

A cultura da batata ¢ suscetivel a um grande niimero de doengas e pragas,
em qualquer parte do mundo em que essa planta ¢ cultivada. Dentre as doengas mais
importantes, as viroses se destacam pelo fato deqnﬁo possuirem um controle curativo
e serem eficientemente perpetuadas através dos tubérculos, que causa a sua
degenerescéncia progressiva, inviabilizando esse material para plantio. Isso faz com
que os métodos de controle se baseiem em medidas preventivas, como a utilizagio de
cultivares imunes e/ou resistentes ou de tubérculos livres de virus.

Os programas de melkoramento em andamento na Universidade Federal de
Lavras tém se empenhado na obtengfio de cultivares de batata resistentes a viroses,
incluindo o virus X (Potato virus X- PVX) que, apesar de niio induzir perdas maiores
que 10% nas principais cultivares de batata, pode se tornar bem mais agressivo se
estiver associado a outros virus como o PVY (Potato virus Y), induzindo perdas
superiores a 50% (Beemster; De Bokx, 1987, Hooker 1981).

O PVX nfio é transmitido por inseto vetor, contudo uma vez presente num-
determinado lote de sementes, é extremamente dificil evitar a sua disseminagfio
mecénica, podendo chegar a 100% de incidéncia apés algumas multiplicagBes das
batatas sementes no campo (Berks, 1970; Beemster e De Bokx, 1987; Wilson e Jones,
1990; Theodoluz et al., 1992). Este virus pertence ao género Potexvirus, possuindo
particulas alongadas e flexuosas, medindo cerca de 470 a 480 nm de comprimento por
13 nm de difimetro e o seu &cido nucléico é um RNA de fita simples do tipo infeccioso
(+). Como a maioria dos virus conhecidos, o virus X apresenta uma alta variabilidade
genética, sendo que diversas estirpes ji foram estudadas e caracterizadas, com base
nas propriedades da particula, solorologia e tipos de sintomas induzidos em plantas de
fumo. Cockerham (1970) classificou as estirpes de PVX em quatro grupos, de
acordo com a sua capacidade de infectar cultivares de batata portadoras de genes

para hipersensibilidade, mostrando que a interagZo virus-planta varia com a estirpe do
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virus. Desse modo, é extremamente importante que os geneticistas tenham
conhecimento da estirpe de PVX com que estfio trabalhando, para a realizagfio dos
testes rotineiros de resisténcia nos clones que estio sendo utilizados nos trabalhos de
melhoramento genético.

Com o recente avango da biotecnologia, 0 conhecimento da organizagfio do
genoma dos virus de plantas tem aumentado substancialmente, paralelo ao
desenvolvimento de técnicas moleculares. A facilidade para obter as sequéncias de
nucleotideos do genoma completo dos virus tem permitido esclarecer e entender as
estratégias de expressdo (Bustamante et al. 1998), bem como auxiliar na identificagfio
e classificagfio dos virus ( Ormam et al., 1990).

Virios métodos tém sido utilizados para se determinar a sequéncia de
nucleotideos do DNA. Dentre esses, pode-se citar o método enzimético ou de
terminacdo da cadeia com dideoxirribonucleosideo trifosfato de Sanger, o qual utiliza
a DNA polimerase para sintetizar a copia complementar da fita simples de DNA e se
baseia na habilidade da DNA polimerase em usar 2’,3’-dideoxinucleotideos trifosfatos
(ddNTPs) como substrato. Os dideoxinucleotideos trifosfatos nfo apresentam a
hidroxila no carbono 3’, uma vez que, incorporados, impedem a adig@io de outros
nucleotideos, terminando, assim, o alongamento da cadeia (Sanger, 1981; Ausubel,
1995; Passaglia e Zaha, 1996).

Nesse trabalho onze isolados de PVX, provenientes de diferentes regies
produtoras do Brasil e de niicleos de pesquisa em batata, tiveram as suas capas
protéicas amplificadas por PCR, clonadas e seqiienciadas para a realizagiio de
estudos filogenéticos e anélise da identidade de nucleotideos, com outros isolados ja
descritos, com a finalidade de classificar e catalogar as estirpes de PVX existentes

no Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados sob condigbes de casa-de-vegetagdio,e no
laborat6rio de Virologia Vegetal do Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Lavras (DFP/UFLA) e na EMBRAPA — Milho/sorgo, Sete lagoas — MG.

2.1 Origem e Manutengiio dos isolados

Parte dos isolados de PVX foi obtida de brotos de tubérculos de batata infectados,
provenientes dos municipios de Nova Resende, Lavras, Santa Juliana, Uberlindia e
Itapetininga, recebidos para a andlise no Centro de Indexagdo de Virus Minas Gerais
(IMA/UFLA) e parte foi cedida por pesquisadores de Canoinhas (SC), Pelotas (RS),
Brasilia (DF) e Vigosa (MG). A lista dos isolados est4 apresentada na Tabela 1. Todos os
isolados foram caracterizados por inoculac#io mecénica em Gonmphrena globosa e fumo
cv. ‘TNN’ (Nicoliana tabacum), por DAS-ELISA e por PCR.

TABELA 1 Nomenclatura e origem dos isolados de PVX estudados DAS-
ELISA. Lavras - MG, 2003.

Virus (Isolado) Espécie hospedeira Origem

BR Batata cv. Monalisa Brasilia - DF
CAN Batata cv. Achat Canoinhas - SC
LAV Batata cv. Monalisa Lavras - MG

NR Batata cv. Baraka Nova Resende - MG
P21 Batata cv. Achat Pelotas - RS

P22 Batata cv. Achat Pelotas - RS

SJ Batata cv. Monalisa Santa Juliana -MG
UDI Batata cv. Monalisa Uberléndia - MG
UF Batata cv. Monalisa Lavras - MG

VEL Batata cv. Velox Itapetininga -SP
VvIC Fumo ‘TNN’ Vigosa - MG

56



2.2 Caracterizacio Molecular
2.2.1 Purificacfio parcial viral

O procedimento utilizado na purificagéo parcial dos isolados de PVX foi o
mesmo descrito por Lane (1992). Apds 7 dias de inoculagéo, 2g de folhas de fumo
(Nicotiana glutinosa) com sintomas de virose foram macerados com o auxilio de
nitrogénio liquido, na presenga de 15 mL de tampdo de citrato de amoénia (0,1 M,
pH 6,5) contendo 150 pL de iodoacetamida (0,25 M), 150 pL de Na-Dieca (0,15 M)
e 50 pL de 2-Mercapthoetanol. O extrato foi filtrado em gaze dupla, transferido para
tubos e centrifugado a 8.000 g (rotor SA600-Sorval) por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para tubos de policarbonato contendo 1 ml de Triton X-
100 e agitado até a dissolugiio completa. Em seguida, a soluggo foi centrifugada em
almofada de sacarose (20%), a 29.500 rpm (rotor AS600-Sorval) por 150 minutos,
eliminando-se o sobrenadante. O ‘pellet’ foi re-suspendido em 1 mL de tampdo de
fosfato de potassio (0,05 M), pH7,2, por uma noite. Apés a centrifugagio da solugdo
em microcentrifuga, a 8000 rpm por cinco minutos, o virus em solugfo foi coletado

e armazenado a 4 °C.

2.2.2 Extracfio do RNA viral

Para fazer a extraciio do RNA viral a partir de 100 pL de solugdo do
virus concentrado, foi adicionado 100 pL de agua destilada e S0 pL de tampdo
de extragdo (Tris-glicina 0,2 M, NaCl 0,2 M, EDTA 20 mM, pH 9,5), 20 uL de
SDS (20%) e 2,7uL de solugdo de proteinase K (20 mg/mL). A solugéo foi
agitada, centrifugada a 14.000 rpm por 2 minutos (Centrifuga Eppendorf 5402) e
incubada a 37 °C por uma hora. As proteinas virais foram removidas pela adigio de
fenol/cloroférmio (1:1 v/v.), agitagio e centrifugagio a 14.000 rpm por 15 minutos.
A fase aquosa ( 250 pL) foi transferida para tubo limpo e novamente submetida ao
tratamento com fenol/cloroférmio, agitacdo e centrifugagdo a 14.00 rpm por 15
minutos. A fase aquosa foi transferida para tubo limpo e o0 RNA foi precipitado pela
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adigio de 1/20 volume de acetato de sédio (3M, pH 5,5) e 2,5 volumes de etanol
absoluto. A solugdo foi incubada a -20 °C por uma hora e, em seguida, centrifugada
por 30 minutos a 14.000 rpm, descartando-se o sobrenadante. Os ‘pellets’ foram
lavados com etanol (70%), secados a vécuo por cinco minutos e re-suspendidos em
20 ml de 4gua ultrapura, autoclavada. O RNA foi entfio analisado em gel de agarose
(0,8%). As preparagdes purificadas foram armazenadas a -80 °C.

223 RT-PCR
Para a sintese inicial do cDNA foram utilizados 3pL do RNA viral

(aproximadamente 2,5ug) , 1pL do primer reverse e 8puL de dgua tratada com
dietilpirocarbamato (DEPC). O material foi incubado a 70 %C por 10 minutos
¢ imediatamente incubado em gelo por 5 minutos. Em seguida, foram
adicionados 2 puL RT buffer 5X, 2 uL de MgCl, (25 mM), 1pL dNTP (10
mM), 2uL de DTT (0,1M) e 0,5ul da enzima transcriptase reversa. Essa
mistura foi incubada a 42°C por 50 minutos. Em seguida fez-se a incubagéio
da reagiio por 15 minutos a 70 °C para inativa¢io da enzima.

Ap6s a obtengio do cDNA este foi amplificado por PCR, utilizando-se § pL.
do cDNA, 5 pL do tamp#o de reagio 10X (0,5 M Tris-HCI; 0,7 M KCI; 0,1 M;
MgCl, pH 8,0), 3 pL de MgCl, (25 mM), 1uL ANTP (10 mM), 1 pL da Taq
DNA Polimerase, 31 pL de égua ultra pura, 2 pl. do oligonucleotideo especifico
para o gene da proteina capsidial do PVX (5° CCGTTGAGCGGTTAAGTT 3’)
e 2 puL do segundo primer 2 (5° CTGGGGTAGGCGTCGGTT 3°),
especialmente desenhados para serem utilizados neste trabalho (Figura 1). A
reagdio consistiu de 35 ciclos conforme segue: desnaturagio a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 55 °C por 1 minuto e exteng#io a 72 °C por 2 minutos, com uma
incubagdfio final a 72 °C por 12 minutos. Foi retirada uma aliquota de 5 pL do
produto amplificado para anélise em gel de agarose (0,8%). Esses primers
permitiram a amplificagéio de um fragmento de 780 pb para todos os isolados.
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Esse fragmento contém todos os nucleotideos do gene da capa protéica (711 pb),
que tem sido a regido mais estudada dos Potexvirus. Os primers foram também
utilizados nos testes iniciais de diagnose do PVX por meio de RT-PCR, que é
uma das técnicas mais sensiveis para detecg@o de virus de plantas (Hadidi et al.,
1993; Figueira et al., 1997; Vunsh, 1990).

3 Ry, BN RS Pdia 3
7 —— T
o 'GipppO: 24xDa 8kDa

5’- CCGTTGAGCGGTTAAGTT - 3’
5'- CTGGGGTAGGCGTCGGTT - 3°

FIGURA 1. Esquema do genoma do PVX.

2.2.4. Clonagem e sequenciamento

Os fragmentos amplificados por RT-PCR foram clonados no vetor PCR
2.1 utilizando o “Kit” TOPO TA (Invitrogen, San Diego, EUA), de acordo com
as recomendagBes do fabricante e utilizando-se as técnicas convencionais
descritas por Sambrook (1989). Foram utilizados 1 pL do produto fresco da
PCR, 1 pL da solugdo salina diluida, 1 pL do plasmideo PCR TOPO vector e 2
pL de 4gua esterilizada. A reagdo foi incubada por cinco minutos a temperatura
ambiente e 2 pL foram transferidos para tubos contendo células competentes de
E. Coli, para transformagio das mesmas. Os tubos foram colocados por 30

minutos no gelo, 30 segundos em banho-maria a 42 °C e novamente no gelo por
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cinco minutos. Apés a adigiio de 280 uL do meio SOC, o material foi incubado
sob agitagéio a 37 °C por 30 minutos.

Para crescimento das colonias utilizaram-se placas de Petri com meio
sélido 2 YT ( 16 g de Triptona, 10 g de Extrato de Levedura e 5 g de NaCl em
1000 mL de 4gua destilada) contendo kanamicina, previamente revestidas com 2
YT liquido (40 pL), X-GAL (50 pL) e IPTG (10pL). Em seguida 150 pL da
suspensdo de células bacterianas foram espalhadas em cada placa com alga de
Drigalski e as placas foram incubadas a 37 °C durante a noite.

As coldnias transformadas (brancas) foram individualmente transferidas
para tubos contendo 2,5 mL de 2 YT liquido. Os tubos foram incubados a 37 °C
sob agita¢3io por 12 horas.

Os plasmideos recombinantes foram purificados pelo método da lise
alcalina e submetidos a clivagem com a enzima de restrigio EcoR 1, a fim de se
comprovar a presenga do fragmento clonado. A concentragéio dos plasmideos foi
estimada em gel de agarose (0,8%).

A purificagiio dos plasmideos, para o sequenciamento, foi feita pelo
método de Acetato de sédio (NH;OAc) (Sambrook et al., 1998). 1,5 mL de
suspensdo de células bacterianas foram transferidas para tubos de
microcentrifuga e submetidos a 14.000 rpm por dois minutos. O sobrenadante
foi descartado e o sedimento ressuspendido em 100 pL da solugéio I (25 mM
Tris HCI pH 8,0; 10 mM EDTA e 50 mM D-Glucose), deixando-se em repouso
por cinco minutos & temperatura ambiente. Em seguida adicionaram-se 200 L
da solugdo II ( 0,2 N NaOH e 10% SDS) misturando-se gentilmente por inversio
dos tubos. Apés cinco minutos em repouso no gelo, foram adicionadas 150 pL
de acetato de aménio 10,5 M, mantendo-se os tubos no gelo por 15 minutos. Em
seguida, foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos e 400uL do sobrenadante
foi transferido para novos tubos, adicionando-se 600 uL de isopropanol, incubando-
se no gelo por 15 minutos ¢ em seguida submetido & centrifugagdo. O sedimento foi
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lavado com 1 mL de etanol 70% e ressuspendido em 25 pl. de TE+ RNAse.

Todos os plasmideos foram colocados em um mesmo tubo completando-se o
volume, com TE livre de RNAse, para 500 pL. Adicionou-se o mesmo volume de
fenol/cloroférmio (1:1). A fase aquosa (400 pL), ap6s agitagio e centrifugac#o, foi
transferida para um novo tubo, ao qual foi adicionado volume igual de cloroférmio
para se retirar 0 excesso de fenol. Novamente transferiu-se a fase aquosa para um
novo tubo, ao qual foi adicionado 1/10 do volume de NaOAc (3M pH 5,5) e 2,5
volumes de etanol absoluto. Nessa fase o tubo foi colocado no freezer —80 °C para
precipitacio do DNA. Apds centrifugaciio, o sedimeno foi lavado em etanol 70%,
ressuspendido em 40 pl de é4gua ultrapura, sendo entfio utilizado para o
sequenciamento.

Os plasmideos recombinantes foram sequenciados utilizando-se o0 método
“‘fluorescent-primer’s’ (auto cycle kit Pharmacia), segundo instruges do fabricante, e
os oligonucleotideos M13 reverso e M13-40. Os DNAs amplificados de cinco
isolados foram submetidos a0 sequenciamento no aparelho A.LF. DNA sequencer
(Pharmacia Biotech) no laboratério de Virologia-DFP e os outros sete isolados foram
sequenciados no laboartério da EMBRAPA- Sete Lagoas, usando-se o kit “Big Due
terminator ready reaction mixture” (Applied Biosystems, Forter City, CA) de acordo
com as recomendages dos fabricantes e analisados em um sequenciador ABI Prism
377 (Apllied Biosystems). Os 11 isolados de PVX foram seqfienciados a partir do
nucleotideo 5736 a 6450 e comparados entre si ¢ com isolados j4 publicados no
“Gene Bank™ (Tabela 2), utilizando-se o programa BLAST (Altschul et al. 1997),
CLUSTALW 1.6 (Thompson et al. 1994) e MEGA ver 2.000. A partir, desses dados
foi possive! gerar as &rvores filogenéticas.
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TABELA 2 Isoledos de PVX (Potato virus X) usados nesse estudo. Lavras - MG,

2003.

Isolados Grupo Origem Nimero do Acesso
KO, 1 Coreia do Sul AF260640

KO, 1 Coreia do Sul AF260641

PVXxs 1 Estados Unidos X88788

PXVe 2 Peru Orman et al., (1990)
AF202462 3 Canada AF202462

PVX 1avm 3 Taiwan AF272736
AF534912 3 China AF534912

D87962 3 Japdo D87962

E01310 3 Estados Unidos E01310

Nc-001455 3 Ruiissia Nc-001455

PVXcms 3 Ruissia M38655

PVXan 3 Riissia M38480

PVXp 3 Estados Unidos X88783

PVXom 3 Estados Unidos X88784

PVXsp 3 Espanha AJ505748

PVX3 3 Riissia Omam et al., (1990)
PVXecm 3 Estonia 229335

PVXw 4 Perd Goulden et al,, (1993)
PVXis 4 Bolivia Goulden et al., (1993)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Comparagciio da seqiiéncia de nucleotideos e aminodcidos da regifio da capa
protéica des isolados de PVX.

Ap6s o alinhamento multiplo das sequéncias nucleotidicas dos onze
isolados entre si (Figura 1A), utilizando-se o programa GCG~, verificou-se
que a identidade entre eles apresentou variagdo de 93 a 99%, sendo que o
maior valor observado foi entre os isolados UF x LAV, UF x VEL e VIC x
BR e o menor foi entre NR e P21 (Tabela 1 A).

No alinhamento mdltiplo das seqiiéncias dos aminodcidos referentes ao
fragmento amplificado, dos onze isolados entre si (Figura 2A), foi verificada uma
identidade entre 94 a 100% entre os isolados (Tabela 2A). Os isolados UF, BR,
VEL e P22 foram idénticos, com uma identidade de 100% , enquanto que o UDIL, e
P21 apresentaram a menor identidade, ou seja, 94%.

Examinando a arvore filogenética, com bootstrap, obtida com base nas
seqiiéncias de nucleotideos dos isolados de PVX, com 2000 repetigdes,
observou-se divisdo em 2 grandes grupos (Figura 2). O grupo 1, com bootstrap
de 99%, foi composto pelos isolados UF, LAV, NR e VEL. Os outros seis
isolados (P21, P22, BR, SJ, UDI, VIC e CAN) ficaram no segundo grupo,
subdividido, com o P21 num subgrupo e com os demais isolados no outro
subgrupo.

Na érvore filogenética, com bootstrap (Figura 3), obtida também com 2000
repeticdes, com base nas sequéncias de aminoécidos, os isolados se distribuiram de
modo ligeiramente diferente. Eles se subdividiram em dois grupos, sendo que o
isolado P21 encontra-se no primeiro grupo e os demais isolados no segundo grupo.
O segundo grupo se subdividiu em outros dois subgrupos, ficando o UDI no

primeiro subgrupo e os demais no segundo.
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FIGURA 2 - Arvore filogenética obtida com base nas seqliéncias de nucleotideos da
regiio da capa protéica de 11 isolados de PVX. Os valores de
bootstrap foram obtidos através do programa MEGA ver 2.1, com
2.000 repeticdes, sendo mostrado os valores acima de 99%. Lavras -
MG, 20603.
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FIGURA 3- Arvore filogenética obtida com base nas seqiiéncias de aminoécidos da
regido da capa protéica de 11 isolados de PVX. Os valores de
bootstrap foram obtidos através do programa MEGA ver 2.1, com
2.000 repeti¢des. Lavras-MG, 2003.

O alinhamento dos 714 nucleotideos dos onze isolados com os disponiveis
no Banco de genes pode ser observado na Figura 3A. Na Tabela 3A, observa-se que
a maior identidade (98%) foi entre os isolados BR, P22 e VIC e o acesso X88783
dos Estados Unidos do grupo 3 e entre os isolados UF, LAV e o isolado acesso
729335 de Tallin (Estonia), também do grupo 3. Os onze isolados mostraram 93 a
98 % de identidade com os isolados do grupo 1, 79 a 80% com os isolados do grupo
2,¢ 93 a98% com o grupo 3 e de 78 a 81% com o grupo 4.

Comparando-se a identidade de amoniédcidos dos onze isolados com os
disponiveis no Banco de Genes (Figura 4A) verificou-se uma identidade de 83 a
100% (Tabela 4A). Os isolados BR, P22, UF VEL apresentaram 100% de
identidade com os isolados AF202462, AF272736, AJ505748, X88783, X88784,
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pertencentes ao grupo 3. Esses mesmos isolados apresentaram 95 a 99% de
identidade com os isolados pertencentes ao grupo 1; de 83 a 86% de identidade com
os isolados do grupo 2, de 95 a 99% com os isolados do grupo 3 ¢ de 88 a 91% com
os isolados pertencentes ao grupo 4.

Na érvore filogenética (Figura 4), obtida com base nas sequéncias nucleotidicas
dos onze isolados com os disponiveis no banco de genes, verificam-se trés grandes grupos.
No primeiro grupo, com bootstrap de 100 %, concentram-se os isolados em estudos UF,
NR, LAV, P22, BR, VIC, VEL, CAN, SJ, UDI e P21 juntamente com outros 16 isolados
do Banco de genes (Z29335, PVXX3, D87962, AF272736, AF202462, X88784,
X88783, AJ505748, AF260641, AF260640, AF534912, E01310, M38655, M38480, NC
001455 e X88788), classificados nos grupos 1 e 3 por Cockerham (1970). Entre esses 16
isolados do banco de genes, quatro s#io de paises Asidticos (China, Coreia do Sul e Japdo),
quauodosEsmdosUnidos,quanodaRﬂssia,umdoCmadé,umdaEspanhaemnda
Estonia. No segundo grupo, com bootstrap de 100%, se localizam o isolados do Peru
(PVXcps), da Bolivia (PVXy) € o isolado do Peru (PVXcp), classificado nos grupos 2
4, Portanto, os isolados do Brasil devem ter tido a mesma origem geogréfica dos isolados
descritos nos Estados Unidos, Canad4 e em paises Asidticos e Europeus.
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FIGURA 4 Arvore filogenética obtida com base nas seqiiéncias de nucleotideos da
regifio da capa protéica de onze isolados de PVX com os dezoitos
isolados de PVX disponiveis no Banco de genes classificados nos
grupos 1,2, 3 e 4 de acordo com Cockerham (1970). Os valores de
boostrap foram obtidos através do programa MEGA ver 2.1, com 2.000
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repetigBes. Lavras-MG, 2003.
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Na érvore filogenética, com base nas sequéncias de aminoécidos dos onze
isolados de PVX com os dezoitos disponiveis no Banco de genes (Figura 5), obtida
com boostrap, com 2.000 repeticdes, os isolados foram distribuidos em 3 grandes
grupos. Nota-se uma tendéncia dos onze isolados se concentrarem entre os isolados
do grupo 1 e 3, com 99% de confianga. Os isolados do Peru, PVXcw € PVXyp, com
100% de confianca no grupo 2 e o isolado da Bolfvia PVXcp no grupo 4.
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FIGURA 5 Arvore filogenética obtida com base nas sequéncias de aminoécidos
do gene da capa protéica dos onze isolados de PVX com os
dezoitos isolados disponiveis no Banco de Genes. Valores de
bootstrap obtidos com 2.000 repetigdes. Lavras-MG, 2003.
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3.2 Relagiio da regifio estudada da capa protéica com a patogenicidade do
PVX.

Santa Cruz; Baulcombe (1995) analisaram as sequéncias de diferentes
estirpes de PVX (NL1 e XS do grupol; DY, EX e WS2 do grupo 2; DX, KP,
UKS3 e XA do grupo 3 e NL4 e HB do grupo 4) e observaram que a comparagiio
da sequéncia de aminodcidos da capa protéi;:a poderia diferencid-las em duas
classes, designadas tipo X e B, baseando-se no tamanho da proteina e na
identidade dos amino4cidos. Esses autores verificaram que todas as estirpes do
tipo X se diferenciaram, em quatorze aminoécidos, das estirpes do tipo B. O tipo
X da capa protéica mostrou identidade de 97 a 100% de identidade de
aminodcidos e comprimento de 237 aminoécidos, enquanto o tipo B foi dividido
em dois subtipos, com base no comprimento da protefna: Bi com 248 aa e tipo
Bii com 236 aa. Essa diferenciag#o foi correlacionada com a origem geogréfica
das estirpes, sendo o subtipo Bi observado entre as estirpes da Europa enquanto
que o subtipo Bii entre as estripes da América do Norte e do Sul. Considerando-
se essa classificagsio, os onze isolados estudados nesse trabalho deveriam ser
classificados dentro do grupo 3, tipo X, pois todos possuem 237 aminoécicdos,
tendo eles, provavelmente, a mesma origem geogréfica dos isolados dos Estados
Unidos, Canad4, Russia e pafses Asiéticos.

A regi#io estudada do PVX, correspondente & capa protéica, parece
estar envolvida em muitos aspectos na interagéio virus x planta, tais como
a morfologia do virus, indug#io de sintomas nas plantas, acimulo de RNA
gendmico e apresenta um importante papel na patogenicidade viral
(Kavanaght et al, 1992). Diferentes estirpes de virus tém sido
diferenciadas de acordo com sua compatibilidade as genes de resisténcias
Nx, Nb que induzem resisténcia de hipersensibilidade ¢ Rx (locus Rx1 e
Rx2) que confere resisténcia extrema a cultivares de batata (Cockerham
1970; Feigelstock et al., 1995). Quando a resisténcia é conferida por
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ambos os genes Nx e Rx1 tem-se verificado que o gene da capa protéica é
o principal determinante de resposta ao hospedeiro (Kavanagh et al., 1992
e Goulden et al., 1993).

A diferenciagéio entre os tipos X ¢ B da capa protéica parece estar
correlacionada a capacidade das diferentes estirpes de superar a resisténcia mediada
por Nx. Assim, as estirpes do grupo 1 e 3, que induzem resisténcia mediada por Nx,
tém o tipo X, enquanto que as estirpes pertencentes aos grupos 2 e 4 que superam a
resisténcia mediada pelo Nx, t2m o tipo B (Santa Cruz; Baulcombe, 1995). Esses
autores verificaram, também, que todas as estirpes avaliadas, com excegéio da
PVX;, proveniente da Bolivia, nfio foram capazes de quebrar a resisténcia mediada
por Rx1 e que todas essas estirpes tinham o residuo de treonina na posigo 121,
enquanto que a estirpe HB possuia o residuo lisina nessa posiciio. Conforme j&
verificado por Feigelstoch et al. (1995), o cdon 122 e s 128 nas estirpes do grupo
Andino corresponde ao cddon 12] e ao 127, respectivamente, outras estirpes, devido
a delegfio do aminoécido 29 em seus genomas. Todos os isolados de PVX,
estudados neste trabalho, possuem a treonina na posi¢io 122 e a metionina na
posig#o 128, que também ocorre com a grande maioria dos isolados utilizados para
comparag#o.

Alguns autores acreditam que a resisténcia mediada por Rx ¢é induzida
quando ocorre interagfio, direta ou indireta, do produto Rx da hospedeira com a
proteina da capa de todos os isolados de PVX. O residuo de treonina na posigiio 121
¢ conservado na capa protéica de todos os isolados conhecidos, exceto para a estirpe
PVXyp, e parece estar diretamente envolvido nessa interag#io (Omam et al., 1990;
K&hm et al. 1993). Goulden et al. (1993), analisando uma série de hibridos e isolados
mutantes de PVXyp ¢ PVXyy, ambas do grupo 4, concluiram que a extrema
resisténcia na cultivar Cara (carrega o locus Rx1) foi afetada pelos aminoécidos 121
e 127 do gene da capa protéica, sendo que o aminoédcido 121 mostrou-se como o
maior determinante. Verificaram que, quando havia os residuos lising e arginina nas
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posigdes 121 e 127 observava-se quebra de resisténcia, por outro lado quando havia
a treonina e a arginina, nestas posig3es, nfio ocorria quebra de resisténcia.

Esses resultados coincidiram com os de Querci et al., (1995) os
quais observaram que a capacidade de quebra de resisténcia pela estirpe
PVXyg é determinada pelos residuos lisina e arginina nas posigdes 121 e
127 do gene da capa protéica e afeta todos os genes testados até o momento
(RX . (Solanum acaule), Rx,q; (S. andigena), RXcra, RXcur, RXjuz € RXymn
encontradas em S. vernei). Por outro lado, Kavangh et al. (1992) lembram
que outras partes da molécula, provavelmente, estejam envolvidas na
indugio de resisténcia, pois hd evidéncias experimentais de que uma
delegdo na sequéncia do dominio N-terminal da capa protéica, entre os
resfduos 140 e 183, isto &, fora da posig@o 121, transforma um isolado ndo

virulento num isolado capaz de quebrar a resisténcia.

4 CONCLUSOES

1. Considerando a seqiiéncia de nucleotideos da regido da capa protéica, obervou-se
identidade de 93 a 99% entre os isolados de PVX estudados, sendo a maior
identidade observada entre os isolados VIC x BR, UF x LAV e UF x VEL com 99%
e a menor entre NR e P21 com 93%.

2. O alinhamento dos onze isolados estudados com os disponiveis no Banco de
genes indicou uma identidade entre eles de 93 a 99% para a sequéncia nucleotidica e
de 94 a 99% para a sequéncia de aminoécidos.

3. Os onze isolados quando comparados a 19 outros isolados do banco de genes,
apresentaram identidade de nucleotideos de 93 a 97% com os isolados pertencentes
aos grupos 1 e 3, de 79 a 80% com o grupo 2 e 78 a 81% com o grupo 4.
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4. A identidade de aminoécidos foi de 95 a 99% para os grupos 1 e 3, de 76 a 83%
com o grupo 2 e de 88 a 91% com o grupo 4. Os isolados pertencentes aos grupos 2
e 4, que foram empregados comparagdo, foram provenientes do Peru e da Bolivia, e
os isolados 1 e 3, dos Estados Unidos, Canad4, Espanha, Russia e de alguns paises
asidticos como China, Japdo, Coré¢ia do Sul.

5. Provavelmente os 11 isolados de PVX, estudados neste trabalho, devem ter tido a
mesma origem geografica que os isolados dos grupos 1 e 3 que foram utilizados

para comparag#o.
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66 oo1 601 L6 L6 001 L6 66 66 66 601 (AL 4
98 98 98 v8 98 98 £8 98 98 $8 98 DOXAd
L6 86 86 S6 96 86 56 86 L6 L6 86 88.88X
86 66 66 96 L6 66 96 86 86 86 66 1¥9092dV
66 66 66 96 L6 66 96 66 66 86 66 0r9092dv
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5650 5709

ATGTCAGCACCAGCTAGCACAACACAGGCCACAGGGTCAACTACCTCAACTACCACAAAR
ATGTCAGCACCAGCTAGCACRACACAGGCCACAGGGTCAACTACTTCAACTACCACARAR
ATGTCAGCACCAGCTACGACARCACAGGCCACAGGGTCAACTACCTCAACTACCACARRA
ATGTCAGCACCAGCTAGTACAACACAGGCCACAGGGTCAACTACCTCAACTACCACARAG
ATGTCAGGACCAGCTAGCACAACACAGGCCACAGGGTCCACTACCTCAACTACCACARAR
ATGTCGGCACCAGCTAGCACAACACAGGCCACAGGGTCCACTACCTCARCTACCACARAR
ATGTCAACACCAGCTAGCACTACACAGGCCATAGGGTCAACTACCTCAACTACCACARRA
ATGTCAACACCAGCTAGCACAACACAGGCCACAGGGTCAACTACCTCAACTACCACAARR
ATGTCAGCACCAGCTAGCACAACACAGGCCATAGGGTCCACTACCTCAACTACCACAAAA
ATGTCAGCACCAGCTAGCACAACACAGGCCACAGGGTCAACTACCTCAACTACCACARARA
ATGTCGGCACCAGCTAGCACAACACAGGCCACAGGGTCAACTACCTCAACTACCACAARA

*t***.‘ sk de ok ok ke Hodkow koo ko ko ke K ******.***i{* e ok ke e v e ok e ok ok ek

5710 5769
ACTGCAGGCGCAACTCCTGCCACAGCTTCAGGACTGTTCACCATCCCGGATGGGGACTTC
ACTGCAGGCGCAACTCCTGCCACAGCTTCAGGACTGTTCACCATCCCCGATGGGGACTTC
ACTGCAGGCGCAACTCCTGCCACAGCTTCAGGACTGTTCACCATCCCGGATGGGGATTTC
ACTGCAGGCGCAACTCCTGCCACAGCTTCAGGACTGTTCACCATCCCGGATGGGGATTTC
ACTGCAGGCGCAACTCCTGCCACAGCTTCAGGACTGT TCACCATCCCGGATGGGGATTTC
ACTGCAGGCGCRACTCCTGCCACAGCTTCAGGACTTTTCACCATCCCGGATGGGGATTTC
ACTGCAGGCGCAACTCCTGCCACAGTTTCAGGACTGTTCACCATCCCGGATGGGGATTTC
ACTGCAGGCGTAACTCCTGCCACAGCTTCAGGACTGTTCACCATCCCGGATGGGGATTTC
ACTGCAGGCGCAACTCCTGCCACAGCTTCAGGACTGTTCACCATCCCGGATGGGGATTTC
ACTGCAGGCGCAACTCCTGCCACAGCTTCAGGACTGTTCACCATCCCGGATGGGGATTTC
ACTGCAGGCGCAACTCCTGCCACAGCTTCAGGGCTGTTCACCATCCCGGATGGGGATTTC

drdkkkhddkdkhk  dodkkodk ok okok gk ko dodok ***t**-** khhkhhhkdhhdhhd dhhdhbddhdk did

5770 5829
TTTAGTACAGCCCGTGCTATAGTAGCCAGCAATGCCGTCGCAACAAATGAGGACCTCAGC
TTTAGTACAGCCCGTGCTATAGTAGCCAGCAATGCCGTTGCARCAAATGRAGGACCTCAGC
TTTAGCACAGCCCGTGCCATAGTAGCCAGCAATGCCGTTGCAACAAATGAGGACCTCAGC
TTTAGCACAGCACGTGCCATAGTAGCCAGCAATGCCGTTGCAACAARATGAGGACCTCAGC
TTTAGTACAGCCCGTGCTATAGTAGCCAGCAATGCCGTCGCARCARATGAGGACCTCAGC
TTTAGTACAGCCCGTGCTATAGTAGCCAGCAATGCCGTCGCGACARATGAGGACCTCAGC
TTTAGTACAGCCCGTGCTATAGTAGCCAGCAATGCCGTCGCAACARATGAGGACCTCAGC
TTTAGTACAGCCCGTGCTATAGTAGCCAGCAATGCCGTCGCAACAARTGAGGACCTCAGC
TTTAGCACAGCCCGTGCCATAGTAGCCAGCAATGCCGTTGCAACAAATGAGGACCTCAGC
TTTAGCACAGCCCGTGCCATAGTAGCCAGCAATGCCGTTGCAACARATGAGGACCTCAGC
TTTAGTACAGCCCGTGCTATAGTAGCCAGCAATGCCGTCGCAACARATGAGGACCTCAGC

e e e ok *****.*ti** *hkkdkkdkhkhkhkddkokdokddddkk deok gk de e e ok e e o ok e ke o e ke ok ok ok

“...Continua...”

FIGURA 1A. Alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos da capa protéica do

gene dos onze isolados. Lavras - MG, 2003.
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5830 5889
AAGATTGAGGCCATCTGGAAGGACATGAAGGCTGCCCACAGACACTATGGCACAGGCTGCT
ARGATTGAGGCTATCTGGAAGGACATGAAGGTGCCCACAGACACTATGGCACAGGCTGCT
AAGATTGAGGCTATTTGGAAGGACATGAAGGTGCCCACAGACACTATGGCACARAGCCGCT
AAGATTGAGGCTATTTGGAAGGACATGARGGTGCCCACAGACACTATGGCTCARGCCGCG
ARGATTGAGGCTATCTGGAAGGACATGAAGGTGCCTACAGACACTATGGCACAGGCTGCT
AAGATTGAGGCGATCTGGAAGGACATGAAGGTGCCCACAGACACTATGGCACAGGCTGCT
AAGATTGAGGCCATCTGGAAGGACATGAAGGTGCCCACAGACACTATGGCACAGGCTGCT
ARGATTGAGGCCATCTGGAAGGACATGAAGGTGCCCACAGACACTATGGCACAGGCTGCT
AAGATTGAGGCTATTTGGAAGGACATGAAGGTGCCCACAGACACTATGGCACAGGCCGCT
AAGATTGAGGCTATTTGGAAGGACATGARGGTGCCCACAGACACTATGGCACAAGCCGCG
AAGATTGAGGCCATCTGGAAGGACATGAAGGTGCCCACAGACACTATGGCACAGGCTGCT

dkehdededdhhhd hh kbbb hbhdbddbhdbdsr dhbhhbhhdhhdhdsdhd *k ha

5890 5949
TGGGACTTAGTCAGACACTGCGCTGATGTGGGTTCATCTGCCCAAACAGARATGATAGAT
TGGGACTTAGTCAGACACTGCGCTGATGTGGGCTCATCTGCCCAAACAGAAATGATAGAT
TGGGACTTAGT CAGACACTGTGCTGATGTGGGCTCATCTGCTCARACAGAAATGATAGAT
TGGGACTTAGTCAGACACTGTGCTGATGTGGGCTCATCTGCTCAAACAGAGATGATAGAT
TGGGACTTAGTCAGACACTGCGCTGATGTGGGCTCATCTGCCCARACAGAAATGATAGAT
TGGGACTTAGTCAGACACTGCGCTGATGTGGGCTCATCTGCCCARACAGAAATGATAGAT
TGGGACTTAGTCAGACACTGCGCTGATGTGGGTTCATCTGCCCAAACAGAAATGATAGAT
TGGGACTTAGTCAGACACTGCGCTGATGCTGGGTTCATCTGCCCAAACAGAAATGATAGAT
TGGGACTTAGTCAGACACTGTGCTGATGTGGGCTCATCTGCTCARACAGAAATGATAGAT
TGGGACTTAGTCAGACACTGTGCTGATGTGGGCTCATCTGCTCARACAGAGATGATAGAT
TGGGACTTAGTCAGACACTGCGCTGATGTGGGTTCATCTGCCCARACAGAAATGATAGAT

whddehhdhhdhhhhhbhhdd hhdhhkdbbddds bhhdhhddd dhbddddd Shbhhdddk

5950 6009
ACAGGCCCCTATTCCAACGGCATCAGCAGGGCCAGACTAGCAGCAGCAATTARRGAGGTG
ACAGGTCCCTATTCCAACGGCATCAGCAGAGCCAGACTGGCAGCAGCAATTAARGARGTG
ACAGGTCCCTATTCARACGGCATCAGCAGAGCTAGACTGGCAGCAGCGATTAAAGAGGTG
ACAGGTCCCTATTCAAACGGCATCAGCAGAGCTAGACTGGCAGCAGCGATTARAGAAGTG
ACTGGCCCTTACTCCAACGGCATCAGCAGGGCCAGACTAGCAGCAGCAATTAAAGAGGTG
ACAGGCCCTTACTCCAACGGCATCAGCAGGGCCAGACTAGCAGCAGCAATTAAAGAGGTG
RCAGGCCCTTATTCCAACGGCATCAGCAGGGCCAGACTAGCAGCAGCAATTARAGAGGTG
ACAGGCCCCTATTCCAACGGCATCAGCAGGGCCAGACTAGCAGCAGCGATTARAGAGGTG
ACAGGTCCCTATTCAAACGGCATCAGCAGAGCTAGACTGGCAGCAGCGATTAAAGAGGTG
ACAGGTCCCTATTCAAACGGCATCAGCAGAGCTAGACTGGCAGCAGCGATTAAAGAGGTG
ACAGGCCCCTATTCCAACGGCATCAGCAGGGCCAGACTAGCAGCAGCAATTAAAGAGGTG

ﬁ*:** *hk #i_*ﬁ************.** *****‘********.****i**t.**t

“...Continua...”
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6190 6249
ATCCGGCCRCCGTCTGAAGCTGAAATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGAAGATT
ATCCGGCCACCGTTCGAAGCTGAAATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGARGATC
ATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGAAATGAATGCTGCCCARACTGCTGCCTTTGTGARAGATT
ATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGAAATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGRAGATT
ATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGAARTGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGARAATT
ATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGARATGAATGCTGCCCARACTGCTGCCTTTGTGAAGATT
ATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGARATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGAAGATT
ATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGAAATCAATGCTGCCCATACTGCTGCCTTTGTGAATATT
ATCCGGCCACCGTCTGARGCTGAAATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGAAGATT
ATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGAAATGARTGCTGCCCARACTGCTGCCTTTGTGAAGATT
ATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGAAATGAATGCTGCCCAARACTGCTGCCTTTGTGAAGATT

e de de e de de de dede e ke A e tekhdhdehdhdd hkhddhhddhbhkhohhhkbdbbbbhbhhdddr *i

6250 6309
ACAAAGGCCAGGGCGCAATCCAACGACTTTGCCAGCCTAGATGCAGCTGTCACTCGAGGT
ACAAAGGCCAGGGCACAATCCAACGACTTTGCCAGCCTAGATGCAGCTGTCACTCGAAGT
ACGAAGGCCAGGGCACAATCCAACGACTTTGCCAGCCTAGATGCAGCTGTCACTCGAGGT
ACGAAGGCCAGGGCACAATCCAACGACT TTGCCAGCCTAGATGCAGCTGTCACTCGAGAT
ACTAAGGCCAGGCACCAATCCAACGACTTTGCCGCCCTTGATCCAGCTGTCACTCCAGGT
ACTAAGGCCAGGGCACAATCCAACGACT TTGCCAGCCTAGATGCAGCTGTCACTCGAGGT
ACAAAGGCCAGGGCGCAATCCAACGACTTTGCCAGCCTAGATGCAGCTGTCACTCGAGGT
ACAAAGGCCAGGGCACAATCCAACGACTTTGCCAGCCTAGATGCAGCTGTCACTCGAGGT
ACAAAGGCCAGGGCACAATCCAACGACTTTGCCAGCCTAGATGCAGCTGTCACTCGAGGT
ACAAAGGCCAGGGCACAATCCAACGACTTTGCCAGCCTAGATGCAGCTGTCACTCGAGGT
ACAAAGGCCAGGGCGCAATCCAACGACTTTGCCAGCCTAGATGCAGCTGTCACTCGAGGT

Tk khkhkbdhkdk | khkbk bk bk hkh bbb khd khk ok dkhdkhdhhhhd & &

6310 6363
CGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTAGTCACTCTCCCACCACCATAA
CGTATCACTGGARCAACAACCGCTGAAGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
CGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
CGTATCACGGGAACAARCAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTGCCACCACCATAA
CGCATCACTGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
CGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAAGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
CGTATCACTGGAACAACATCCGCTGARGCTGTTGTCATCCTCCCACCACCATAA
CGTATCACGGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
CGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAAGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
CGTATCACTGGARCAACAACCGCTGAAGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
CGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAGCCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA

dek  dRdkod ********t:**i*i**‘*****:*ﬁt* ddk dhhhdhhbhhhd
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1 60
MSAPASTTOATGSTTSTTTKTAGATPATASGLFTIPDGDFFSTARAIVASNAVATNEDLS
MSAPASTTQATGSTTSTTTKTAGATPATASGLFTIPDGDFFSTARAIVASNAVATNEDLS
MSAPATTTQATGSTTSTTTKTAGATPATASGLFTIPDGDFFSTARAIVASNAVATNEDLS
MSAPASTTQATGSTTSTTTKTAGATPATASGLFTIPDGDFFSTARATIVASNAVATNEDLS
MSGPASTTQATGSTTSTTTKTAGATPATASGLFTIPDGDFFSTARAIVASNAVATNEDLS
MSAPASTTQATGSTTSTTTKTAGAT PATASGLFTIPDGDFFSTARAIVASNAVATNEDLS
MSTPASTTQAIGSTTSTTTKTAGAT PATVSGLFTIPDGDFFSTARAIVASNAVATNEDLS
MSAPASTTQAIGSTTSTTTKTAGVTPATASGLFTIPDGDFFSTARATVASNAVATNEDLS
MSAPASTTQATGSTTSTTTKTAGATPATASGLFTIPDGDFFSTARATIVASNAVATNEDLS
MSAPASTTOATGSTTSTTTKTAGATPATASGLFTIPDGDFFSTARAIVASNAVATNEDLS
MSTPASTTOATGSTTSTTTKTAGAT PATASGLFTIPDGDFFSTARAIVASNAVATNEDLS

dede ddenkkhk *****i******.****.*******************************

61 120
KIEAIWKDMKVPTDTMAQAAWDLVRHCADVGSSAQTEMIDTGPYSNGISRARLAAATKEV
KIEAIWKDMKVETDTMAQAAWDLVRHCADVGS SAQTEMIDTGPYSNGISRARLARAIKEV
KIEAIWKDMKVPTDTMAQARWDLVRHCADVGSSAQTEMIDTGPYSNGISRARLAAAIKEV
KIEAIWKDMKVPTDTMAQAAWDLVRHCADVGSSAQTEMIDTGPYSNGISRARLAAAIKEV
KIEAIWKDMKVPTDTMAQAAWDLVRHCADVGSSAQTEMIDTGPYSNGISRARLAAATKEYV
KIEAIWKDMKVPTDTMAQAAWDLVRHCADVGSSAQTEMIDTGPYSNGISRARLARATKEY
KIEAIWKDMKVPTDTMAQAAWDLVRHCADVGSSAQTEMIDTIGPYSNGISRARLAAARIKEY
KIEAIWKDMKVPTDTMAQAAWDLVRHCADVGSSAQTEMIDTGPYSNGISRARLARRIKEV
KIEAIWKDMKVPTDTMAQAAWDLVRHCADVGSSAQTEMIDTGPYSNGISRARLAAAIKEV
KIEAIWKDMKVPTDTMAQAAWDLVRHCADVGSSAQTEMIDTGEYSNGISRARLARAIKEV
KIEAIWKDMKVPTDTMAQAAWDLVRHCADVGSSAQTEMIDTGPYSNGISRARLAAATIKEV

khdkhhkhhkdhhhkhrkhhdhhrhhkhbkhhhkhhbhhbrrrhdrhhbhdbdrhbhdbddhhibhhiks

121 180
CTLRQFCMKYAPVVWNWMLTNNS PPANWQAQGFKPEHKFAAFDFFNGVINPAA IMPKEGL
CTLRQFCMKYAPVVWNWMLTNNS PPANWQAQGFKPEHKFAAFDFFNGVTNPAAIMPKEGL
CTLRQFCMKYAPVVWNWMLTNNS PPANWQAQGFKPEHKFAAFDFFNGVINPAATMPKEGL
CTLROFCMKYAPVVWNWMLTNNS PPANWOAQGFKPEHKFAAFDFFNGVITNPAATIMPKEGL
CTLRQFCMKYAPVVWNWMLTNNS PPANWQAQGFKPEEKFAAFHFFNGVINPPAIMPKEGL
CTLRQFCMKYAPVVWNWMLTNNS PPANWQAQGFKPEHKFARFDF FNGVINPAATMPKEGL
CTLRQFCMKYAPVVWNWMLTNNS PPANWOAQGFKPEHKFAAFDFFNGVTNPAATMPKEGL
CTLRQFCMKYAPVVWNWMLTNNSPPANWQAQGFKPEHKFAAFDEFFNGVTNPAATMPKEGL
CTLRQFCMKYAPVVWNWMLTNNS PPANWQAQGFKPEHKFAAFDFFNGVTNPARIMPKEGL
CTLRQFCMKYAPVVWNWMLTNNS PPAKWOAQGFKPEHKFAAFDFFHGVTNPAAIMPKEGL
CTLRQFCMKYAPVVWNWMLTNNS PPANWQAQGFKPEHKFAAFDFFNGVINPAAIMPKEGL

**t***********************:***************.**:*****.********

“...Continua...”

FIGURA 2A. Alinhamento das seqiléncias de aminodcidos do gene da capa

protéica dos onze isolados. Lavras -MG, 2003.
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181 237
IRPPSEAEMNAAQTAAFVKITKARAQSNDFASLDAAVTRGRITGTTTAEAVVTLPPP
IRPPFEREMNAAQTAAFVKITKARAQSNDFASLDAAVIRSRITGTTTAEAVVTLPPP
IRPPSEAEMNAAQTAAFVKITKARAQSNDFASLDAAVTRGRITGTTTAEAVVTLPPP
IRPPSEAEMNARQTAAFVKITKARAQSNDFASLDAAVTRDRITGTTTAEAVVTLPPP
IRPPSEAEMNAAQTAAFVKITKARHQSNDFARLDPAVTPGRITGTTTAEAVVTLPPP
IRPPSEAEMNAAQTAAFVKITKARAQSNDFASLDAAVTRGRITGTTTAEAVVTLPPP
IRPPSEAEMNAAQTAAFVKITKARAQSNDFASLDAAVTRGRITGTTSAEAVVILPEP
IRPPSEAEINAAHTAAFVNITKARAQSNDFASLDAAVTRGRITGTTTAEAVVTLPPP
IRPPSEAEMNAAQTAAFVKITKARAQSNDFASLDAAVTRGRITGTTTAEAVVTLPPP
IRPPSEAEMNAAQTAAFVKITKARAQSNDFASLDAAVIRGRITGTTTAEAVVTLPPP
IRPPSEAEMNAAQTAAFVKITKARAQSNDFASLDAAVTRGRITGTTTAEAVVTLPPP

ed dede ***:h**:*****:*ttt* **I‘***:**.*"* JRhkkhkhokhhhd L2 2 2
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6129 6188

TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACCAATCCAGCTGCCATCATGCCCARAGAGGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACCAATCCAGCTGCCATCATGCCCAAAGAAGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACCAATCCAGCTGCCATCATGCCCARAGAGGGGCT
TGCATTCCACTTCTTCAATGGAGTCACCAACCCACCTGCCATCATGCCCAAAGARGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACCAACCCAGCTGCCATCATGCCCAAAGAAGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACCAACCCAGCTGCCATCATGCCCAAAGAGGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACCAACCCAGCTGCCATCATGCCCARAGARGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACCAACCCAGCTGCCATCATGCCCAARGAGGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACCAACCCAGCTGCCATCATGCCCARAGAGGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACCAACCCAGCTGCCATCATGCCCARAGAGGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACCAACCCAGCTGCCATCATGCCCARAGAGGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACCAACCCAGCTGCCATCATGCCCARAGAGGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACCAACCCAGCTGCCATCATGCCCARAGAGGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACCAACCCAGCTGCCATCATGCCCARAGAGGGACT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACCAACCCAGCCGCTATCATGCCCARAGAGGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACCAACCCAGCCGCTATCATGCCCARAGAGGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAACGGAGTCACCAACCCAGCTGCCATCATGCCCARAGAGGGACT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACTAACCCAGCTGCCAT CATGCCCARAGAAGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACTARCCCAGCTGCCATCATGCCCAAAGARGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACTAACCCAGCTGCCATCATGCCCARAGAAGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACTAACCCAGCTGCCATCATGCCCAAAGAGGGACT
TGCATTCGACTTCTTTAATGGAGTCACTAACCCAGCTGCCATCATGCCCARAGAGGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACCAACCCAGCTGCCATCATGCCCARRGAGGGGCT
TGCATTCGACTTCTTCAATGGAGTCACTAACCCAGCTGCCATCATGCCCAARGAGGGGCT
TGCATTCGACTTCTTTAATGGAGTCACTAARCCCAGCTGCCATCATGCCCARAGAGGGGCT
TGCATTCGACTTCTTTARTGGAGTCACTAATCCAGCTGCCATCATGCCCARAGAGGGGCT
AGCCTTTGACTTCTTTGATGGAGTCACCAATCCTGCAGCTATCACTCCAAAAGAAGGGCT
AGCCTTTGACTTCTTTGATGGAGTCACTAATCCCGCAGCTATCACTCCCAAAGAGGGGCT
AGCCTTCGACTTCTTTGATGGAGTCACCAACCCTGCAGCCATCACCCCARARAGAAGGGCT
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6189 6248
CATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGAAATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGAAGAT
CATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGARATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCT TTGTGAAGAT
CATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGAAATGAATGCTGCCCARACTGCTGCCTTTGTGAAGAT
CATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGARATCAATGCTGCCCATACTGCTGCCTTTGTGAATAT
CATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGARATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGAAART
CATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGAAATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGAAGAT
CATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGARATGAATGCTGCCCARACTGCTGCCTTTGTGAAGAT
CATCCGGCCACCGTTCGAAGCTGAAATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGARAGAT
CATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGAGATGAATGCTGCCCARACTGCTGCCTTTGTGAAGAT
CATCCGGCCACCGTCTGRAGCTGAAATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGAAGAT
CATTCGGCCACCGTCTGAAGCTGAAATGAATGCTGCCCARACTGCTGCCTTTGTGAAGAT
CATTCGGCCACCGTCTGARGCTGAMATGARTGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGAAGAT
CATTCGGCCACCGTCTGAAGCTGAAATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGAAGAT
CATTCGGCCACCGTCTGAAGCTGARATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGAAGAT
CATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGAAATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGAAGAT
CATCCGGCCACCGTCTGARGCTGAAATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGARAGAT
CATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGAAATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGAAGAT
CATCCGGCCACCATCTGAAGCAGAAATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGAAGAT
CATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGARATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGAAGAT
CATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGAAATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCT TTGTGAAGAT
CATCCGGCCACCGTCTGARGCTGAAATGAATGCTGCCCARACTGCTGCCTTTGTGAAGAT
CATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGARATGAATGCTGCCCARACTGCTGCCTTTGTGAAGAT
CATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGAAATGAATGCTGCCCARACTGCTGCCTTTGTGARGAT
CATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGARATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCTTTTGTGAAGAT
TATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGARATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGAAGAT
CATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGARATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGARAGAT
CATCCGGCCACCGTCTGAAGCTGAGATGAATGCTGCCCAAACTGCTGCCT TTGTGAAGAT
CATGA-—-—- CCGTCTGRAGCAGAAATGAATGCCGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGAAGAT
CATGAGACCTCCGTCTGARGCAGAAATGAATGCCGCCCAAACTGCTGCCTTTGTGARGAT
CATAAGGCCTCCGTCTGAGGCAGAGATGAATGCCGCTCAAACTGCTGCCTTCGTGAAGAT
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SOYDDLOYD LALIOYIDIVOV LI IILLIOVOITYIOLYWOVIDDIWOIDOWYIOTL
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DOYOIIOYOLOLIIVIDINOVLOIDYIODLLIIYOOYHUIOLYYIYODOOWO DDV YOVIL
HOVHOIOVIIDLIOVIDIYIVIDIOYIOILLIOYD OV IDL YO YODIOYODDITYVOVL
YOUDHIIOVIIDLOOYIOLYOWIODOVYIIOLLIO YOO TYOO LUYOYODDOWI0OOWYOOVL
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99TDOIOYIIALIOVIDILNOVLOIDYODILLID YD IVHIDINYORDODOWIIIINWOVIL
HOVODLOYIIOLODYODL YOV LODOYIOOLLIO YOO WO LYYOYODOOWIDOONWYOVL
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9OVODLIVOLILIOWID IVILLIIIDOIDLLLIVO OV YOI LEEIOVOIIVIOOIVWLOVL
DOYIDIOVILOLIOWIOLYOTLOOOWOIDLLIOWOITHID LYY ODIIVOIDINVYONL
DOYODILOYOIOLIOYIDLYIVIOOOYIODLLIOYO DY OO LY YIODDDOVODOOVHHOVL
OSYIDLOYDILOLISYODLYIVIDOOYOIDLLLOWIOWTID LUVOODIDOTIDDOWUNONL
9OVDDLOVILOLISYODLYIVLIDOYOIILLIDOWYOOWHODLYTOO0DINODIIWYWOVL
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6309 6363
TCGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAR
TCGTATCACTGGAARCAACATCCGCTGAAGCTGTTGTCATCCTCCCACCACCATAA
TCGTATCACTGGAACAACARCCGCTGAGGCTGTAGTCACTCTCCCACCACCATAA
TCGTATCACGGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
TCGCATCACTGGAACRACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
TCGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAAGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
TCGTATTACTCGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
TCGTATCACTGGAACAACAACCGCTGARGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAR
TCGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
TCGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
TCGTATCACTGGARCAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTACCACCACCATAR
TCGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTACCACCACCATAA
TCGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTACCACCACCATAA
TCGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTACCACCACCATAA
TCGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTACCACCACCATAA
TCGCATCACTGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
TCGCATCACTGGAACAACARACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
TCGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
TCGTATCACGGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTGCCACCACCATAA
TCGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAAGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
TCGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAAGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
TCGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
TCGCATCACTGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
TCGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTTCACCACCACCATAA
TCGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
TCGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTTCCACCACCATAR
TCGTATCACTGGAACAACAACCGCTGAGGCTGTTGTCACTCTCCCACCACCATAA
CCGCATCACAGGAACGACTGTTGCAGAAGCAGTTGTTTCACTACCCCCACCATAA
CCGCATCACAGGACCGACTGTTGCAGAAGCAGTTGTTTCACTACCCCCACCATAA
CCGCATCACCGGAACAACCGCTGCAGAGGCTGTTATCTCACTACCCCCACCATAA
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LTAENIVAYNSYAAYIVISI1d90d I LI T-9SNYd LYOYINILISLISOAVOLINYG LIW
ITAENIVAYNSYAAIVLISIIA00d T LI T-OSNYd LYOYLLLLIS LISOAVOLINYA LIW
STAZNLYAYNSYAIVIVISIIADAd I LI TOSAIVALYOVINILLSLISDIVOLLSYd LSH
STAINILVAYASVAAYIVILSI09Ad I LATOSYIVAIYOVINLILS LLSDIVOLILSYIYSH
STAINLYAYASVAATIYISIIA9Gd T LI TOSYIVA IVOUINLILS LIS DINOLLSYAYSH
STAINIVAYASYAAVEYLSIIADAd I IATOSYIVI IYOUINIILS LLSOLVOLISYAYSH
STAINIYAVASYAAYNVYISIIADQA T LITOSVINA IYOYINILIS ILSOINDILSYAYSH
STAINIYAYNSYAITIYISIIADAd I LI TOSYIVA LAOVINILLS LISOIVOLLSYIYSH
STAANIVAYNSYATYEYLSIAADAd ILITOSYIVA LYOYINILISIISOIYOLLSYdOSH
STAANIVAYNSYAIVEYLSIIA9Ad ILITOSYIV LYOYINILILSIISOIWOLISYdLSH
STATNILYAYNSYATVEYISIIGOAd I LA TISYIVA IYOVINIILS ILSOIWOLISYAYSH
STAZNIVAYNSYAIVHVISIIA9Gd I LI TOSYIVdIVOVINL LIS LISOLYOLIIYAYSH
STAANIVAYNSYATYINIS 330904 I 1ATOSYLYd IVOVINILISLLSOLYOIISWAVSH
STAINIVAUNSYATTIYISIIAOGI ILATOSYIVA IVOYINVIIS LISOIYOIISYAYSH
STAINIVAYNSYAIVIVISIIASqd ILITOSYIVd IVOVIMLILISILSOIVOLLSYAYSH
STAINIVAYNSYATVIYILSIIASQd I LITOSYIVA IVOVINI LIS ILSOIVOLISYAYSH
STAINLYAUYNSYAITIVISIIADAd ILITOSYIVAIVOVINLLLSIISOIVOLISYAYSH
STAINLYAUYNSYAIVEYISIIADAdILITOSYINAIVOVINILLSILSOIYOLISYAYSH
STAANLYAYNSYAIVYYISIIA9Gd I LITOSVIVAINOVINIILS ILSDIVOIISYIYSH
STAINIYAYNSYAIVYVISIIA9Qd I LITOSYIVAIVIVIMILIS LISOIVOLISYAYSH
STAANIVAYNSYAIVEYISII09Ad I LA TOSYIVd IVOVIMILISLLSOLYOLLSYAYSH
STAANIVAYNSYATVIVISIAAOSAd I 1A TOSYINA INOVINILISIISOINOLISHAYSH
STAINIVAYNSYATIVEVISIIASAd ILITOSH IV IVOVIMIL LIS LISOLYOLLSYAYSH
STAINILYAYNSYAIVIVISIIAOUd I LI TOSYIVALVOVINILLSLISOIVDLISYAYSH
STAANLYAYNSYAIVHYISIIADAI ITITOSYINAIUYOVINLILS ILISOIVOLISYAYSH
NTAINIVAYNSYAIVYYILSIIA9Ad I LATASYIVd IVOVIMILISLISOIVOLISYAYSH
YTAANIVAYNSYATIVINIIADAd I LA TOVYINI IVOVINILIS LISOLIDLISVAYSH
STAINLVAYNSYAIWVIYLSIIADAd ILITOSYINI IVOVINLILS LISOLIDLLSYIYSH
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srxpxxrsnysnipannnrnn’y yaavvnx 2 xixyr yrealpaxialy gyl al
ADIIVYTTEISAONS AdDLOINTIOYS S OAAYOHIATIMYYOINIALI ADINNDIMNISDI T
ADIIVVYTIVISAONS A dDLOINTLOVSSOATIOHIATAMYYOYHIASd IMNAMMINOIN
ADIIVVYTIVESAONS A O LD INTIOVS SOAGTYOHUATAMYTYOYHIAS D INHANNINOIN
ADIIVYTTINIS IONSXEO LA TN LOVS SOAGHOHIATAMVYOVHLALIANHANNI VI TN
AN IVYCTINISIONSAdOIA IHNTIOTS SOAGVOHUATANVROYHRIALd ATHNANMAYIIH
ADITYVVYTIVES IORS A9 LA INILOYS SOAGYOHUATAMYYOTNIALIANKANMAYIIE
ATV TIVIS IONSAdOLA INI LOYS SOATYODUATAMYYOVYNIALIANRIIMAYIII
ADITVWVTIVES IONSAdOLA INALOYS SOATYOHIATANYVOTRIALIANHANMAYI TS
ADITYYTEVES TONS X dOLA INILOYS SOATYIHUATANTHOVYHIA LI AMKAOIMIVAIN
ADIIVUTTITES IONS XA DL INI IOV S SOAQVOHYATAMYYOVHNIALIANRAMMI VAT
ADITYVYTIVES IONSAd DI INI IOV S SOAGYOHUATANTYOYW LA LI ATHANMIVIIN
ADIIVIVTEVES IONSXAdOLA INZLIDVS SOAGYOHIATAMYYOYHIALIANRANMIVI I
ADIIVYYTITIS TONSXd9LA INILOYS SOATVOHIATAMYYOVHIALIAMRANMIVIIN
ADITYVVTIVIS IONSAdOLA INILOYS SOATYOHUATAMYHOYHIAYIANRANMIVATA
ADIIVVYTIVISIONS AdOIG INFLOYS SOATHOHIYATAMYYOYHRLA LA AMWANMIVIIN
ATV TIVYS IONSRdO LA IRFLOYS SOATYOHIATANYYOYRIALIAMKNAMMIVIIN
ADIIVITTIVISIONSXdDLA INTLOYE SOATYINIATAMYYOVHIAIIANNANMIVIIN
ADIIVVYTIVIS IONSAdOIA INILOVS SOAAYOHYATAMVYOYWIALIANRAMMIVI I
ADITVVVTIVIS IONS AdOIA INTLOVE SOAQYOHYATAMNYIOVHIA LI AMNAMMIYITA
ADITYYTTIVES IONSAdOLA IRILOYS SOATYOHYATAMYYOYHIALIANKRANMIVIIN
ADITVYVTEVHS IONSXd D LA THILOVS SOATYOHIATANYYOVYHIALAAMIRAMMI VAT
ADIIVVYTIVYS IONS AdOLA INFLOYS SOATYOHYATANYYOYNIA L ARAMIVITY
ADITVVYTIVIS IDNSAdOLAINALOVS SOAQVOHEATAMIYOYNIALd AMHANMIVIIN
ADITVYYTIVIS IONS Ad LA INILOVSS DACYOHIYATAMYYOYHIA LA AMRAIMIVA I
ATV TIES TONS XdOLA INTLOVS SOAGYOHIATAMYYOVHLALIAMH@IMIVIIY
ATV TIVIS IONS XdOLAINILOVS SDATYOHUATANTYOUWLALIAMHANMI VAT
ADITVYTTINIS IONS AdO1AIHILOYS SOATADHYATAMYYOTHILA LI AMHAIMI VI I
ADITYYTTIVIS IONS X dOLA IRT IOV S SOATYOHYATAMYYOYHIA LI AMNMINIVIIN
ADITYVVTIVIS IONS Ad OLA INILOYS SOATTO A TANTYOVNIALI AMHAIMIVIIN
ADITVITIHTES IONS Xd 910 INF LD S SOAQYOHEATANYYOYNIALAANNAMMIVIIN
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HEEXE A NAAREN EE AEEER RENXFRFEFECRERFAETAN FEXFAEFE FREER
IO IIVYANIADQIIAITEINNIANIODYOMNTId SNNITHANMAAGEAMNNDIDETILO
TOENALIVYdNIADAIIAIVIINHAINIDOYOMNYA d SNNLTHMNMAAI Y AN EDIOETHOD
TOENA L IYYdNIADQIIAIVEAMEAI NI ODOVOMNYId SNNLTHMNMAAIYANEDIOUTID
TOANARIYYANIAONIIAIVYANHAI NI OOYOMNYId SNNLTHMNMAAIYANHOIOUTLO
TOINARIVYANIADNIIAIVEANHII NI OOYOMNYAd SNNLTHMNMAAdYANNOAOUTLO
TOMIINIYIANIAONIIAIVYI MHAA NI ODYOMNYId SNNITHMNMAAIYAMROA0YTLD
TOTNAWIYYANIADONIIAIVYIMHIINADDYOMNIAd SNNITHMNMAAIYANWDADHTLD
TOENINITYANIADNIIAIYYANHIINIODYOMNTd SNNS THMNMAAJYANHDIDHETLD
TOTNAHIVYANIAOHIIAIVYIMHIINIOOYOMIYId SNNLTHMNMAAI YANHOIDYTLO
MOTIARIVAdNIAONIIHAVYANHAINIOOYOMNYId SNNLTHMNMAAI YANHO IO TLD
TOTNINIVYANIAONIIQIVYINHII NADOTOMNTA d SNNL THMNMANG YANHDIDYTLD
TOTIINIVEANIAONIIAIVYI MHII NIODIOMNTA d SNNLTHANMAAIYANHOADYTLD
I9TMANT YA NIADNIIAIVIIMHIANIDOTOMNYI I SNNITHMNMAAd Y AMROIDYTLD
TOTMANIYYINIAONIIAIVYINHAINIDOYOMNTI d SNNITRMNMAAd Y AMHOADETLIO
TOTHIHIVYINIAONIIAIVYIMHIINIDOYOMNYI d SNNITHMNMAAIYAIHOIDETIO
TOENdHIVYANIADNIIQIVIINHEINIDDYOMNTId SNNLTHMNMAAIYANNDIDETLD
TOTNANTYYANIAONIIQIVYINHIA NI ODYOMNYId SNNITHMNMAAIYANHNOIONETLD
TOTIAWNIVYANIAONIIAIYYINHAINAOOYOMNTI d SNNI THMNMAAJYAMHNOADYETLOD
TODIANIVYANIADNIIAIVEIMHAINADOYOMNYd d SNNITHMNMAA T AMHOIDETLD
TODIdHIYYdNLAONIIAIVTEANHIINIODOYOMNYId SNN I THMNMAAJYANHOI0ETLD
TOEMANIYYd NIADNIIAITHANHII NI OOYOMNYA d S NN THMNMAAJ Y AMNDADETLD
TOIMAHIYYANIADNIIAI VYA NHAINIDOYOMNYd d SNNLTHMNMAAI Y ANHOIDETLD
TOMIdHNIVYANIADNIIQIVIINHAI NI DDYOMNY d SNNLTHMNMAAG Y AMNOIOYTLD
TOTIAWNIVYANIAONIIAA YT INHAINIDOTYOMNTId SNNITHMNMAAG T AIWOIDUETLD
TODIdNIVYANIAINIIQIVEIANHAINIODYOMNYAd SNNL THMNMAAITAMHOIDETLD
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