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RESUMO

RIBEIRO, Silvia Regina Rodrigues de Paula. Caracteriza¢dao de isolados de
Potato virus S (PVS) no Brasil e seu efeito na producio de batata. 2007.
p-108. Tese (Doutorado em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

O Potato virus S (PVS) apesar de ser um dos virus mais comuns da
cultura da batata, ndo tem sido muito estudado, devido aos sintomas quase
imperceptiveis em plantas de batata e aos relatos ndo significativos de perdas na
producdo, devido a presenca desse virus na lavoura. O PVS possui duas estirpes
diferenciadas pela transmissio: a estirpe comum (PVS®) transmitida pelas
sementes e a estirpe andina (PVS™) transmitida pelo vetor Myzus persicae, de
modo ndo-persistente ou estiletar. Para estudar as propriedades biologicas e
moleculares dos isolados de PVS, que ocorrem no Brasil, dez isolados foram
coletados, sendo oito no Estado de Minas Gerais, um do Estado de Sdo Paulo e
um do Estado do Rio Grande do Sul. Esses isolados foram inoculados em dez
espécies de plantas, sendo que nove deles tiveram um fragmento gendémico de
908 pb, contendo a regido da capa protéica (CP), amplificados com um par de
primers desenhado para o PVS®, e um deles somente foi amplificado com o
primer especifico para o PVS”®, tendo sido obtido um fragmento de 949pb,
também contendo a regido CP. Esses fragmentos foram seqiienciados e
analisados. Para verificar o efeito de infec¢des simples e mistas do PVS, com
outros virus da batata, foram produzidos tubérculos infectados nas seguintes
combinagdes: PVS, PVX ¢ PVY; PVS + PVX, PVS + PVY, PVX + PVY e PVS
+ PVX + PVY (50% de incidéncia inicial); PLRV, PVS + PLRV, PVS + PLRV
+ PVX, PVS + PLRV + PVY; PVS + PLRV + PVX + PVY (15 % de incidéncia
inicial). Esses tubérculos foram plantados no campo, sendo o experimento em
blocos casualizados, com 40 plantas por parcela e 4 repetigdes. Foi avaliada a
produgdo comercial, calculando-se a perda de producdo em relacdo a parcela
controle sem virus, e os tubérculos foram classificados quanto o tamanho.
Dentre as plantas inoculadas, as plantas de tomate (Lycopersicon esculentum)
foram suscetiveis apenas aos isolados SJ-CHI e SJ-CAL, respondendo com anéis
arroxeados na face inferior da folha. Todos eles causaram lesdes locais
cloroticas em plantas de Chenopodium amaranticolor e nove isolados causaram
o mesmo tipo de lesdes em Chenopodium quinoa. Um deles, o denominado de
BB-AND, causou infec¢do sistémica em C. gquinoa e foi transmitido pelo vetor
Mpyzus persicae para 11% das plantas inoculadas.

* Orientadora: Antonia dos Reis Figueira — UFLA
* Co-Orientador: César Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA



A analise filogenética mostrou que nove isolados apresentaram maior identidade
de nucleotideos e aminoacidos com os isolados comuns de PVS (PVS®),
enquanto que o BB-AND apresentou maior identidade com osisolados Andinos
(PVS™). Nas arvores filogenéticas baseadas na seqiiéncia de nucleotideos e de
aminoacidos, os 9 isolados também se agruparam com os isolados comuns e o
BB-AND com os isolados Andinos. Apesar da sua proximidade com os isolados
Andinos disponiveis no GenBank, provenientes da Inglaterra, Republica Tcheca
e Canada, o BB-AND apresentou uma distancia filogenética significativa desses
isolados, indicando que provavelmente ele possui uma outra origem geografica.
Nos experimentos de campo, nas parcelas com 50% de incidéncia inicial, a
menor perda foi de 15,01%, causada por infec¢do simples com o PVX e a maior
foi de 37,03%, causada pela infecgdo com o PVS+PVX+PVY. Nas parcelas com
incidéncia inicial de 15%, a menor perda foi de 10,99%, causada por infeccdo
simples com o PLRV e a maior foi de 40,92%, causada pela infecgdo com os
quatro virus juntos. Ficou evidente que, quando o PVS se associou a outros
virus, as perdas e os sintomas foram mais intensos do que os induzidos por cada
virus separadamente.

il



ABSTRACT

RIBEIRO, Silvia Regina Rodrigues de Paula. Characterization of the Potato
virus S (PVS) strains in Brazil and effect on potato tuber yield. 2007. 108p.
Thesis (Doctorate in Phythopathology) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG."

Even being one of the most common viruses on potato field, the Potato virus S
(PVS) has not been studied so far, due to the almost imperceptible symptoms in
potato plants and also because the yield losses induced by this virus are not very
high. There are two PVS strains that are differentiated by their transmissibility:
the common strain (PVSP®) that is only transmitted by the seeds and the Andean
strain (PVS™) that can be transmitted by the vector Myzus persicae in a non
persistent way. To study the biological and molecular properties of the Brazilian
PVS isolates, ten isolates of PVS were collected: eight in Minas Gerais State,
one in Sdo Paulo State and one in Rio Grande do Sul State. Those isolates were
inoculated in ten species of plants, and nine of them had a genomic fragment of
908 bp, containing the coat protein region (CP), amplified with a primers drawn
for PVS®. However, the one named BB-AND was only amplified with the
specific primer for PVS®, generating a fragment of 949bp, containing the CP
region. Those fragments were sequenced and analyzed. To verify the effect of
simple and mixed infections of PVS, with other potato viruses, infected tubers
were produced with the following combinations: PVS, PVX AND PVY; PVS +
PVX, PVS + PVY, PVX + PVY and PVS + PVX + PVY (50% of initial
incidence); PLRV, PVS + PLRV, PVS + PLRV + PVX, PVS + PLRV + PVY;
PVS + PLRV + PVX + PVY (15% of initial incidence). Those tubers were
planted in the field, in experiment with randomized plots, using 40 plants per
plot and 4 replications. The plant yield was evaluated and the yield losses, in
relation to the control plot without virus, were determined. Among the
inoculated plants, the tomato plants (Lycopersicon esculentum) were susceptible
only to virus isolate named SJ-CHI and SJ-CAL, showing purple rings in the
inferior face of the leaf. All of them caused chlorotic local lesions in plants of
Chenopodium amaranticolor and nine isolates caused the same type of lesions in
Chenopodium quinoa. The BB-AND isolate induced systemic infection in C.
quinoa and was transmitted by the vector Myzus persicae to 11% of the
inoculated plants. The phylogenetic analysis showed that nine isolates presented
larger nucleotide and amino acids identities with the common isolates of

*QGuidance Committee: Antonia dos Reis Figueira — UFLA (Adviser)
César Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA
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PVS (PVSP), while BB-AND presented larger identity with the Andean isolates
(PVS™. In the phylogenetic trees based on the nucleotide and amino acids
sequence, the 9 isolates also grouped with the common isolates and BB-AND
grouped with the Andean isolates. In spite of its proximity with the Andean
isolates available in GenBank, that are from England, Czech Republic and
Canada, BB-AND presented a phylogenetic distance from them, indicating that
it should probably have another geographical origin. In the field experiments the
smallest yield loss, in the plots with 50% of initial incidence, was of 15.01%,
caused by simple infection with PVX, and the largest was of 37.03%, caused by
the infection with PVS+PVX+PVY. In the plots with initial incidence of 15%,
the smallest loss was 10.99%, caused by simple infection with PLRV, and the
largest was of 40.92%, caused by the infection with the four viruses together. It
was evident that when PVS is associated with the other viruses the losses and the
symptoms were more intense than the ones induced separately by each virus.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO DE ISOLADOS DE Potato virus S (PVS) NO
BRASIL E SEU EFEITO NA PRODUCAO DA BATATA



1 INTRODUCAO GERAL

A batata (Solanum tuberosum L.) possui componentes que tornam seu
consumo vantajoso do ponto de vista nutricional. Ela é considerada boa fonte de
vitaminas, principalmente acido ascorbico (vitamina C) e bastante rica em
potassio (Pereira, 1987), nutriente que auxilia na prevencdo de problemas
vasculares. Essa hortalica tem feito parte da dieta didria da populagdo brasileira
e, por isso, tem sido cultivada na maioria dos estados brasileiros, durante trés
safras distintas, com um montante de producdo de cerca de 3 milhdes de
toneladas por ano (Agrianual, 2007).

A qualidade da batata-semente ¢ um fator de suma importancia para o
rendimento da cultura, pois se trata de uma planta propagada vegetativamente
por meio de tubérculos que, por sua vez, sao facilmente afetados por patdégenos
(Hooker, 1981). Dentre os patogenos, os fitovirus estdo entre os mais
importantes, pois podem causar rapida degenerescéncia dos tubérculos, apds
varias multiplicagdes em campo. Até ha pouco tempo, o virus do enrolamento da
folha da batata (Potato leafroll virus ou PLRV) era o responsavel pelas maiores
perdas na producdo e o Unico responsavel pela condenacdo das sementes de
batata produzidas em territorio nacional (Figueira et al., 1985). Com a constante
importacdo de batata-semente de paises europeus, foram introduzidas no pais
estirpes do virus Y (Potato virus Y ou PVY), mudando completamente o quadro
da epidemiologia dos virus de batata no Brasil (Figueira, 2002).

Recentemente, ocorreu a abertura da importagdo de batata-semente de
paises da América Latina, o que tem contribuido para que virus que antes nao
eram considerados de grande importancia, como o Potato virus X ou PVX e o
Potato virus S ou PVS, tenham comegado a surgir nas lavouras batateiras. Nos
ultimos anos, a incidéncia do virus X e do virus S aumentou a ponto de causar a

condenagdo de lotes de sementes (Geraldino, 2006).



O virus S da batata merece cuidados especiais por parte da legislacdo
brasileira, pois infeccdes latentes em plantas de batata podem passar
despercebidos no campo. Além disso, outro agravante ¢ que o PVS possui duas
estirpes, sendo que uma delas, denominada de Andina (PVS"), pode ser
transmitida pelo vetor Myzus persicae. Isso representa mais um risco para a
producdo de batata nacional, visto que o clima tropical brasileiro favorece a
populacao do vetor ao longo do ano. Trabalhos com esse virus sdo escassos no
Brasil, portanto, ndo se tém informagdes sobre quais isolados do PVS aqui
ocorrem, havendo o risco da presenga da estirpe Andina, o que torna importantes
a detecg@o e a diferenciagdo dos isolados presentes no territorio nacional.

Apesar das perdas na producdo causadas pelo PVS ndo serem tdo
significativas quanto comparadas com outros virus, elas se encontram em torno
de 10% a 20% (Figueira, 1999). Mesmo sendo valores baixos, existe ainda o
risco de infecgdes mistas do PVS com outros virus importantes da cultura batata,
o que pode acarretar perdas de grande magnitude (Wright, 1970; Manzer et al.,
1978; Marton et al., 1993; German, 2001). A presenca do PVS associado a
outros virus pode intensificar os sintomas causados pelos outros virus. Segundo
Figueira et al. (1985) e Geraldino et al. (2005), plantas infectadas com PVY
conjuntamente com PVS apresentam sintomas de mosaico necrdtico mais
severo.

Para investigar que tipo de estirpe de PVS ocorre no Brasil, nesse
trabalho foram coletados dez isolados desse virus, em diversas regides
produtoras de batata e estes foram submetidos a caracterizagdo bioldgica e
molecular para detectar o grupo de estirpe a que eles pertencem. Foi também
estudada a influéncia do PVS®, sozinho e em combinag¢des com o PVY, PVX ¢

PLRYV, na produgio de tubérculos da cv. Agata.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A batata como alimento e seu valor nutricional

Segundo Talburt et al. (1975), entre os alimentos basicos da dieta diaria,
a batata ¢ um dos mais nutritivos para o homem. Essa hortaliga possui alto
indice de valor bioldgico, perdendo apenas para o ovo e para o leite e saindo a
frente do trigo, arroz, feijao e milho. Em relacdo ao teor de proteinas e calorias
disponiveis, a batata encontra-se em terceiro lugar, perdendo apenas para o
feijdo e para o trigo. A batata pode render cerca de 300kg de proteina por
hectare, enquanto o trigo rende 200kg e o arroz, 168kg, o que a torna uma 6tima
opcao alimentar para povos de paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento.

Além disso, segundo dados da FAO, cerca de 70% do teor protéico da
batata ¢ constituido por tuberina, que contém todos os aminoacidos essenciais
em niveis adequados, com excecdo da metionina que, por sua vez, pode ser
perfeitamente suprida por meio da combinagdo da batata com outros alimentos.

A batata ¢ também uma fonte de vitaminas para a nutricdo humana,
principalmente acido ascorbico (vitamina C) e vitaminas do complexo B (Tabela
1) (Pereira, 1987). Quanto aos minerais, apesar da variagdo nos teores devido a
variedade, tratos culturais, clima, local de plantio, maturacdo e armazenamento,
a batata ¢ bastante rica em potassio, nutriente que torna as artérias humanas mais
elasticas e, portanto, auxilia na preven¢do de problemas vasculares, além de

prevenir cdimbras.



TABELA 1. Teores aproximados das principais vitaminas (tubérculos frescos) e
dos principais minerais (peso seco) em batata (Talburt et al., 1975).

Componentes mg/100g
Retinol 3,6-7,1
Acido ascorbico 22,6-36,1
Tiamina, B, 60,0-99,3
Riboflavina, B, 31,1-78,0
Niacina 1180,0-2133,3
Piridoxina, Bg 123,3-241,3
Acido félico 9,1-21,7
Fosforo 43-605
Calcio 10-120
Magnésio 46-216
Sédio 0-332
Potassio 1394-2825
Ferro 3-18,5
Enxofre 43-423
Cloro 45-805
Zinco 1,7-2,2
Cobre 0,6-2,8
Silicio 5,1-17.3
Manganés 0,18-8,5
Aluminio 0,2-3,54




2.2 A producio de batata no Brasil

A produg@o de batata no Brasil ¢ de, aproximadamente, 3 milhdes de
toneladas/ano e como o pais possui grande area disponivel para plantio, a area
plantada gira em torno de 130 a 177 mil hectares/ano. Dentre os principais
estados produtores, Minas Gerais estd em primeiro lugar ha varios anos e produz
981.903 toneladas, seguido pelos estados de Sdo Paulo, com 726.960 toneladas;
Parana, com 567.920 toneladas; Rio Grande do Sul, com 335.209 toneladas;
Goias, com 207.800 toneladas ¢ Bahia, com 178.500 toneladas (Agrianual,
2007).

As condigdes climaticas brasileiras favorecem o cultivo da batata até trés
vezes por ano em trés safras distintas (Vechi & Hirano, 1984). A safra das aguas
ocorre no periodo de agosto a dezembro e o seu rendimento médio ¢é de,
aproximadamente, 24.327kg/ha. A safra da seca ocorre no periodo de fevereiro a
abril e o rendimento médio gira em torno de 22.174kg/ha. Finalmente, na safra
de inverno, o plantio ¢ feito no periodo de maio a julho e o rendimento médio ¢
28.742kg/ha (IBGE, 2007).

Considerando essas estatisticas, a produtividade média brasileira ¢
considerada muito baixa e apresenta forte instabilidade, principalmente pelo fato
da batata ser propagada vegetativamente, aliado ao clima tropical, que favorece

a ocorréncia de doengas e pragas o ano todo.

2.3 Efeito das enfermidades virdticas sobre a batata-semente no Brasil

O modo de multiplicagdo comercial empregado na cultura da batata, ou
seja, pelo uso de tubérculos-sementes, facilita a instalacdo de enfermidades
fungicas, bacterianas e, principalmente, de natureza virdtica. As viroses podem
ser veiculadas por meio desses tubérculos, o que representa um risco em
potencial, pois, em alguns casos, uma incidéncia minima de virus no campo

pode ser suficiente para causar infeccdo generalizada (Cupertino & Costa, 1970).



Como conseqiiéncia da utilizagdo dos mesmos em plantios sucessivos
ocorre 0 acumulo de virus nos tubérculos produzidos o que, com o passar do
tempo, conduz a degenerescéncia, chegando, algumas vezes, a inviabilizar a
cultura.

Os virus mais freqiientemente relacionados com a degenerescéncia de
tubérculos-semente no Brasil sdo o virus do enrolamento das folhas da batata
(Potato leafroll virus ou PLRV), o virus Y da batata (Potato virus Y ou PVY), o
virus S da batata (Potato virus S ou PVS) e o virus X da batata (Potato virus X
ou PVX) (Pinto, 2003).

Segundo Mizubuti (1981), a maior ou a menor queda na produtividade,
devido a ocorréncia de viroses, dependem da cultivar, da estirpe do virus e das
condi¢des edafoclimaticas da area de cultivo, porém, a redugdo pode chegar até
80% pela acdo do PLRV; 50% pela acdo do PVY, 10% a 20% para o PVS e
10% para o PVX (Figueira, 1999).

O virus S da batata, ¢ um dos virus mais comuns na cultura (Slack,
1981). No Brasil, em todos os estados produtores, ha relatos de sua existéncia
nas lavouras (Cupertino et al., 1970; Figueira et al., 1985; Daniels, 1995;
Figueira, 1995; Hirano, 1995; Souza-Dias, 1995). A presenca tnica do virus S
na planta reduz a produgdo, em média, de 10% a 20% (Figueira, 1999). Além
disso, pode ocorrer queda maior na produgcdo quando o PVS se encontra
associado a outros virus de batata em infec¢des mistas (Wright, 1970; Manzer et
al., 1978; Figueira et al., 1985; Marton et al., 1993; German, 2001; Geraldino et
al., 2005).

O PVS, até ha pouco tempo, ndo era considerado de grande importancia,
devido a porcentagem baixa de perdas na produgdo e aos sintomas latentes
causados em plantas de batata. Entretanto, a importagdo de batata-semente, por
parte dos grandes produtores, oriunda de paises onde a ocorréncia desse virus é

geralmente alta, tem colocado em risco as lavouras do pais. Esse fato foi



relatado por Souza-Dias et al. (2001) que encontraram indices de 80% desse
virus em Sao Paulo. Em Minas Gerais, Figueira et al. (2004) detectaram indices
de até 90% de PVS em batata-semente importada para pesquisa e, recentemente,
em levantamento efetuado por Geraldino (2006) em lotes de batata que
chegaram ao Centro de Indexa¢do de MG, nos ultimos 11 anos, constatou-se
que, até os anos 1990, somente os virus PLRV e PVY eram responsaveis pela
condenacgdo de lotes. Contudo, nos ultimos anos, a incidéncia de PVX e PVS
tem aumentado, a ponto de causar a condenagéo de lotes de sementes.

Além do risco de aumentar a incidéncia de viroses ja existentes no
Brasil, a batata-semente importada pode, ainda, introduzir outras estirpes dos
virus comumente aqui encontrados ou, até mesmo, novas viroses ainda ndo
relatadas no pais. Exemplo desse fato seria a introdugdo da estirpe Andina do
PVS (PVS™) nas lavouras brasileiras, pois, sendo essa estirpe transmitida por
vetor, tornaria seu controle mais complicado, onerando ainda mais os custos de
producao.

De acordo com a Instrugdo Normativa n°14, do Ministério da
Agricultura, de 7 de junho de 2005, os indices permitidos para o PVS sdo:
semente basica, 2%; certificada 1, 3% e certificada 2, 5%. Contudo, mesmo com
os limites de tolerancia estabelecidos, tem sido constatada a entrada no pais de
sementes com incidéncias maiores que as permitidas pela legislagdo (Souza Dias
et al.,, 2001; Figueira et al., 2004; Geraldino, 2006). Isso se deve a falta de
fiscalizagdo adequada do material importado e a deficiéncia do programa de

certificagdo nacional.

2.4 Estirpes do virus S
O PVS possui duas estirpes diferenciadas pelos sintomas induzidos em
plantas de Chenopodium quinoa e pelo seu modo de transmissdo. A maioria dos

isolados de PVS que ocorrem no mundo causa lesdes clordticas locais em



plantas Chenopodium quinoa e nao possui vetor na natureza, de modo que sao
transmitidas apenas mecanicamente e tém sido denominados de PVS® ou PVS
comum. Entretanto, uma outra estirpe, denominada de estirpe Andina (PVS™), ja
foi relatada e & capaz de ser transmitida pelo vetor Myzus persicae e causar
infecgdo sistémica em C. quinoa.

O primeiro relato de ocorréncia do PVS® foi feito na Holanda, no ano de
1951, por De Bruyn Outober (1952), citado por Foster (1991). A partir desse
relato, essa estirpe tem sido detectada em todas as regides onde se cultiva a
batata no mundo (Sampson & Taylor, 1968; Whight, 1970; Hiruki, 1974;
Manzer et al., 1978; De Bokx & Piron, 1978; Talens, 1979; Khalil & Shalla,
1982; Moran et al., 1983; McDonald & Coleman, 1984; Wilson & Jones, 1990;
Omer & El-Hassan, 1994; Franc & Banttari, 1996; Matousek, et al., 2000;
Heldak., 2001; Boonham et al., 2003; Singh et al., 2004; Bystricka et al., 2005).

No Brasil, o virus S foi relatado primeiramente por Cupertino et al., em
1970, quando procuraram descrever os resultados obtidos nos testes bioldgicos e
sorologicos para o PVS, feitos em variedades de batata importadas e nacionais.
Esses mesmos autores observaram que a maioria das cultivares, importadas e
nacionais testadas, positivas no teste sorologico, induziu sintomas caracteristicos
em plantas de C. quinoa, que se mostrou uma excelente indicadora para esse
virus. Desde essa data, em todos os trabalhos sobre incidéncia, detec¢do e
levantamentos de viroses em lavouras ou em cultivares de batata no Brasil, cita-
se a presenga do virus S (Cupertino & Costa, 1970; Mizubuti, 1981; Daniels &
Castro, 1984; Daniels, 1985; Figueira, 1985; Pio-Ribeiro et al., 1994; Hirano,
1995; Daniels, 1995; Figueira, 1995; Souza-Dias, 1995; Figueira, 1999;
Figueira, 2002; Figueira, 2004; Barrocas et al., 2005b; Geraldino, 2006).

A estirpe Andina foi detectada por Hinostroza-Orihuela, em 1973. Nesse
trabalho, a autora comparou a reagao de isolados de PVS extraidos de cultivares

de batata de origem peruana e européia em relagdo aos sintomas provocados em



plantas de C. quinoa. Ela observou que todas as plantas de C. quinoa infectadas
com o isolado peruano de PVS exibiram sintomas sistémicos, fato ainda nio
relatado anteriormente. Apos essa constatacdo, todos os isolados de PVS que
causam esse tipo de sintoma receberam o nome de isolado andino ou PVS?*,
devido a sua similaridade com os peruanos (Foster, 1991). Esse tipo de isolado
ja foi detectado em varias partes do mundo, conforme relatado por Slack (1981),
Rose (1983), Dolby & Jones (1987), Fletcher (1996), Mackenzie et al. (1989),
Foster (1991), Cerovska & Filigarova (1995), Boonham et al. (2003), Matousek,
et al. (2004) e Bystricka et al. (2005).

As lavouras brasileiras de batata, devido a grande importagdo de batata-
semente de paises onde a estirpe andina ja foi detectada, correm o risco da
introdugdo dessa estirpe no pais. Até o presente momento, nenhum trabalho
relatando a presenca dessa estirpe no Brasil foi publicado, mesmo porque aqui
esse virus nao tem sido objeto de pesquisas e a fiscalizagdo do programa de

certificagdo de sementes e mudas ainda ¢ bastante deficiente.

2.5 Transmissdo de isolados de PVS

A transmissdo de virus do género Carlavirus pode ocorrer
mecanicamente e por afideos de maneira ndo-persistente (Pirone & Blanc,
1996). Os isolados da estirpe PVS®, além de serem transmitidos pelos tubérculos
empregados como sementes, durante o plantio pode haver contaminagdo dos
tubérculos, quando esses sdo cortados com laminas contaminadas, uma vez que
estudos comprovaram que a replicagdo viral ¢ induzida por ferimentos
produzidos nos tubérculos (Morelli & Vayda, 1996). No campo, podem ser
disseminados por contato natural entre plantas vizinhas, por implementos
agricolas e roupas, nas operagdes mecanicas durante o transporte, a classificagdo
e também no armazenamento, durante a fase de desenvolvimento dos brotos

(Slack, 1983; Franc & Banttari, 1984; Beemster & De Bokx, 1987).



O mecanismo de transmissdo do PVS” é do tipo ndo-persistente ou estiletar.
Nesse tipo de transmissdo, tanto a aquisi¢do quanto a inoculacdo do virus pelo
vetor sdo feitas em poucos segundos (James & Perry, 2004). Molecularmente,
este tipo de transmissdo, por vetores diversos, pode ser influenciada por dois
fatores. O primeiro depende somente de caracteristicas da proteina capsidial e o
outro, apesar de também depender da proteina capsidial, depende de outros
componentes ndo estruturais, conhecidos como “Helper component” (HC), como
¢ o caso dos Caulimovirus e nos Potyvirus a proteina HC-Pro (Moya, 2002). No
caso dos Carlavirus, existem evidéncias de que, além dessa depender da
proteina capsidial, parece também depender da proteina 11kDa, que atuaria de
modo parecido com a HC-Pro (Foster & Mills, 1991; Pirone & Blanc,1996)

A taxa de transmissio do PVS” pelo vetor é, geralmente, baixa e
variavel. Slack (1981) conseguiu transmissao do virus em 3 das 23 plantas de C.
quinoa inoculadas com o vetor Myzus persicae. Weidemann & Koening (1990)
observaram que a transmissdo pelo Myzus persicae de isolados da estirpe
Andina ndo ¢ uniforme, pois as taxas de transmiss@o obtidas por eles foram de
2,4% e 8,5%, em plantas de C. quinoa inoculadas com um isolado oriundo da
Alemanha e outro isolado proveniente da regido dos Andes, respectivamente.
Wardrop et al. (1989) testaram, além do Myzus persicae, varias espécies de
afideos, como Aphis nasturtii, Macrosiphum euphorbiae, Aulocarthum solani e
Rhopalosiphum padi, na tentativa de transmitir o PVS* de batata para batata e de
batata para Nicotiana debneyi. Os resultados mostraram que o Myzus persicae
infectou 5,9% das plantas de batata e o Aphis nasturtii infectou 14,3% de
plantas, também batata, sob condi¢des de laboratorio. Nenhuma das espécies de
afideos testadas transmitiu o PVS” de batata para N. debneyi.

Apesar da taxa de transmissdo do PVS” ser baixa, ainda assim essa estirpe

oferece risco adicional para a producdo de batata-semente no Brasil, uma vez
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que, se ndo for diferenciada do PVS”, as estratégias de controle ¢ manejo se

tornam mais complicadas.

2.6 Caracteristicas biolégicas, sorolégicas e moleculares do PVS* e PVS®
2.6.1 Sintomatologia e gama de hospedeiras

Algumas variedades de batata mais suscetiveis podem apresentar,
quando infectadas com o PVS, mosqueado bem leve, aprofundamento das
nervuras na parte superior da folha, que pode se tornar rugosa e, as vezes,
algumas cultivares podem apresentar a formacdo de uma banda quase
imperceptivel ao longo das nervuras. Entretanto, esses sintomas ocorrem
raramente, uma vez que o sintoma provocado pelo PVS, na maioria das
cultivares comerciais de batata, é geralmente latente, de tal modo que, em
condi¢des de campo, a inspeg¢do visual se torna muito dificil (Figueira, 2002).

Para se certificar da presen¢a do virus na planta, faz-se o teste em plantas
indicadoras. No caso do PVS, ele é capaz de infectar poucas espécies de
hospedeiras, principalmente das familias Solanaceae, Chenopodiaceae e
Amaranthaceae (Wetter, 1971).

Os isolados de PVS® causam apenas sintomas localizados em plantas
hospedeiras, como C. quinoa, C. amaranticolor e C. album (Rose, 1983; Slack,
1983; Dolby & Jones, 1987; Wardrop, et al., 1989; Weidemann & Koenig, 1990;
Foster et al, 1990; Fletcher, 1996; Garg et al., 2000) e, segundo Barrocas et al.
(2005%) plantas de tomate (L. esculentum cv. Santa Clara) também produziram
sintomas quando inoculadas mecanicamente com alguns isolados de PVS®, em
duas épocas do ano. As plantas de tomate infectadas pelo virus apresentaram
anéis arroxeados na parte abaxial da folha, sintoma este, até entdo, ainda nio
relatado na literatura. Os sintomas localizados nas plantas de C. quinoa e C.

amaranticolor aparecem cerca de 10 a 15 dias ap6s a inoculagao.
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Os isolados de PVS” sdo capazes de invadir sistemicamente plantas de
C. quinoa. O desenvolvimento dos sintomas comega com 10 a 15 dias apos a
inoculagdo, com o surgimento de lesdes locais que, com o passar do tempo, se
tornam sistémicas, caracterizando e diferenciando esse isolado do isolado
comum (Hinostroza-Orihuela, 1973; Slack, 1981; Rose, 1983; Slack, 1983;
Dolby & Jones, 1987).

2.6.2 Caracterizacio Sorologica

O teste double antibody sandwich ou DAS-ELISA ¢ o preferido em
trabalhos rotineiros de indexacdo de virus, como no caso da certificagdo de
batata-semente, devido a sua simplicidade, adaptabilidade, rapidez e
sensibilidade, podendo ser utilizado em escala para diagnose de um grande
numero de amostras ao mesmo tempo (Figueira, 2000). Contudo, quanto a
diferenciagdo sorologica das estirpes de PVS, elas s6 podem ser distinguidas por
meio de anticorpo monoclonal, uma vez que o anticorpo policlonal, usado em
testes de rotina nos laboratorios, reage positivamente para ambas as estirpes € o
monoclonal ndo reage nem com a estirpe comum e nem com outros Carlavirus
como Poplar mosaic virus, Chrysanthemum virus B, Narcissus latent virus, Lily
symptomless virus, Carnation latent virus, Carnation necrotic fleck virus e
Potato virus M.

Um ponto negativo na diagnose do PVS?, utilizando anticorpo
monoclonal, ¢ que a reagdo s6 ¢ positiva quando a capa protéica viral estad
intacta, ao contrario dos anticorpos policlonais que detectam o PVS, quer a capa

esteja integra ou ndo (Cerovska & Filigarova, 1995).
2.6.3 Aspectos moleculares das duas estirpes do PVS

PVS ¢ classificado como uma espécie pertencente ao género Carlavirus

e a familia Flexiviridae (Wetter, 1971).

12



As particulas dos isolados de PVS sdo alongadas e flexiveis, possuem
simetria helicoidal, com 12 nm de didmetro por 660 nm de comprimento e
genoma unico constituido por ssRNA positivo com 7,5 kb (Foster, 1991).

Na extremidade 3’°, as duas estirpes possuem cauda poli(A) dos RNAS
gendmicos e subgendmicos e uma estrutura do tipo “cap” no terminal 5’do RNA
gendmico da estirpe comum, enquanto que no PVS* nido possui VPg (Foster &
Mills, 1990; Foster, 1991; Foster, 1992).

O RNA gendmico de ambos os isolados, bem como de todos os
membros do grupo Carlavivus, possuem seis ORFs (open reading frame)
(Figura 1). a primeira ORF codifica a proteina replicase, com 223 kDa; a
segunda, a terceira e a quarta formam um bloco triplo de genes que codificam as
proteinas 25 kDa, 12 kDa e 7 kDa, respectivamente, envolvidas no movimento
célula-célula; a quinta codifica a proteina capsidial com 34 kDa ¢ a sexta e
ultima, com 11kDa, parece estar relacionada a transmissdo do virus por afideos.
O PVS tem ainda trés seqiiéncias de nucleotideo ndo codificadoras: 75
nucleotideos no terminal 5°, 38 nucleotideos entre a replicase e o bloco triplo e
70 nucleotideos seguindo a cauda poli A, no terminal 3’ (Foster, 1992;

Regenmortel et al., 2000).

[62 [ &376 |

RdRp 12K 11K

223K 25K CP e—
7K

FIGURA 1. Esquema de ORFs do genoma do Potato virus S (PVS)
(National Center for Biotechnology Information - NCBI, 2007).

13



A andlise bioquimica da capa protéica de dois isolados de PVS, sendo o
PVS® ROY e o PVS* CE7260/12, foi feita por Foster & Mills (1990) e os testes
feitos foram de peso molecular, andlise de aminoacidos e mapeamento de
peptideos. Esses autores concluiram que as diferengas sdo minimas entre os dois
isolados, sendo o peso molecular do PVS* é Mr = 34,000+/-200 enquanto o do
PVS® ¢ Mr = 33,700+/-100. A identidade de nucleotideos das duas estirpes é
alta, evidenciando apenas um peptideo adicional na digestio do PVS®, nio
podendo ser usado como método para diferenciar os dois isolados. Na analise de
aminoacidos, o nimero de residuos de cada aminoacido foi calculado em
picomoles e o resultado obtido foi que a unica diferenca entre os dois isolados
estudados estd na presenga de uma tUnica cisteina. Como conclusdo, os autores
mencionam que as diferencas nas propriedades bioldgicas do PVS* e do PVS®
nao se encontram nas propriedades bioquimicas dos dois isolados.

Considerando-se as seqiiéncias homologas dos RNAs de 5 isolados de
PVS® e 4 isolados de PVS*, Foster & Mills (1990), usando a técnica de
hibridizagdo com cDNA, observaram alto grau de homologia, em torno de 90%
a 100% entre os isolados. Esses autores concluiram que somente uma analise
molecular da capa protéica pode distinguir o PVS* do PVS®

Foster & Mills (1991) analisaram o grau de homologia de seqiiéncias de
aminoacidos da regido 3’-terminal, de isolados Andinos e Comuns e
observaram que a identidade entre as duas estirpes foi de cerca de 93% na regido
da capa protéica e de 79% na regido da proteina 11kDa. As diferengas se
situaram na regido N-terminal em um bloco de 11 aminoacidos da capa protéica
e de oito aminoacidos na 11kDa. Estes blocos de aminodcidos foram os
responsaveis pelas diferencas substanciais entre as duas estirpes, refletindo nos
sintomas causados por elas e na transmissdo por afideos da estirpe Andina,

segundo esses autores.
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Matousek et al. (2000) usaram RT-PCR e clonagem do cDNA para
comparar a regido da capa protéica de oito isolados de PVS, entre PVS* e PVS°,
e encontraram média de 96,7% de homologia entre eles. As maiores diferencas
entre a PVS® e PVS® foram observadas também na capa protéica e na proteina
11kDa. Em adicdo, eles encontraram também diferencas significativas na
proteina 7kDa do bloco triplo que compde a proteina de movimento.

No intuito de detectar varias viroses de batata ao mesmo tempo,
Boonham et al. (2003) ajustaram a metodologia do microarray e detectaram os
virus PVY, PVX, PVA e PVS em infec¢des simples e mistas. Eles foram
capazes de discriminar trés isolados de PVY (PVY?, PVY" ¢ PVY"™) ¢
diferenciar dois isolados de PVS (PVS® e PVS™) usando primers por eles
desenhados para amplificar um fragmento genomico utilizado como sonda de
cDNA para hibridiza¢do com o RNA viral. No caso dos isolados de PVS, os
primers amplificaram as seqiiéncias correspondentes ao gene da capa protéica
dessas estirpes, que apresentaram grau de homologia de 80,1%, evidenciando
mais uma vez que a capa protéica é a responsavel pelas diferengas substanciais
entre os isolados de PVS.

Um ano depois, para estudar a variabilidade existente entre os isolados
de PVS* ¢ PVS®, Matousek et al. (2004) fizeram a anélise de cDNA derivado do
terminal 3’ do genoma de PVS usando RT-PCR e métodos termodindmicos.
Foram avaliados 23 isolados de PVS, incluindo 14 isolados denominados de
variante do PVS Andino (CS - Chenopodium sistémico), que causam infec¢do
sist€émica em C. gquinoa. Foram sondados também 16 isolados oriundos de
cultivares de batata da Alemanha e mais 4 isolados (Yuguima, Peruanita, Olivia
¢ Blaue mandel) selecionados por causar também sintoma sist€émico em C.
quinoa. A regido genomica estudada foi entre a proteina 7kDa e a capa protéica.
Este trabalho demonstrou que todos os isolados europeus sdo divergentes do

PVS*, devido a reagdo negativa com o primer andino. Foi feita a analise da
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biblioteca de cDNA de ambos os isolados, ficando evidente que os dois grupos
de cDNA diferiram em posi¢oes de nucleotideos diferentes, especialmente
dentro da regido final 5° do gene da capa protéica, sugerindo substituicdo e
divergéncia entre os dois grupos.

Bystricka et al. (2005) propuseram novo método para diagnosticar varias
viroses de batata e, ainda, distinguir as principais estirpes do PVY e do PVS,
utilizando oligdmeros curtos, de 40 nucleotideos, como sondas para hibridizagdo
com segmentos gendmicos especificos e distintos desses virus. No caso do
PVS, foram confeccionadas as seguintes sondas: S1 para o gene da proteina
11kDa do PVS®, S2 para o gene da capa protéica do PVS”®, S3 para o gene da
proteina 12kDa do PVS* e S4 para a regido 5’-terminal da capa protéica do
PVS*. Os autores observaram que ndo houve hibridiza¢do da sonda SI com
nenhum isolado de PVS” nem das sondas S3 e S4 com isolados de PVS®; apenas
houve uma hibridizagio bem fraca entre a sonda S2 e um isolado de PVS®, que
correspondem a 85% de similaridade nessa seqiiéncia. Esses resultados
contradizem a hipdtese de que a proteina 11kDa do PVS* (Foster & Mills, 1991;
Matousek et al., 2000) esteja envolvida nas diferengas entre as duas estirpes do
PVS e evidencia, mais uma vez, pela hibridizagdo da sonda S2, que as duas
estirpes podem ser distinguidas por meio da comparagdo das suas capas

protéicas.

2.7 Perdas causadas pelo PVS

Conforme relatado anteriormente, quando uma planta de batata se encontra
infectada somente com o virus S, as perdas na producdo giram em torno de 10%
a 20% (Figueira, 1999). Entretanto, podem ocorrer infecgdes mistas, ou seja,
varios virus associados a uma mesma planta. Nesse caso, as perdas causadas
pela interagdo entre o PVS e outros virus importantes na cultura da batata podem

ser bastante significativas.
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Para estudar o efeito combinado do PVS com o PVX em cultivares
economicamente importantes no Canada, Whright (1970) erradicou esses virus
por meio de incisdo e de tratamento de brotos auxiliares e obteve aumento na
produgdo de tubérculos de 10% a 32%, com conseqiiente aumento na producao
total de 11% a 38%, mostrando que, quando o PVS esta associado ao PVX,
ocorre drastica queda na produgdo. Essa interagcdo é muito importante, visto que
ambos os virus sdo latentes na grande maioria das cultivares de batata
comerciais, podendo, assim, passar despercebidos em uma inspe¢do visual no
campo.

Outro trabalho evidenciando a redu¢@o na produgdo de batata devido a
associagdo de PVS com PVX foi realizado por Manzer et al. (1978). Esses
autores avaliaram a interacdo do PVS com dois isolados de PVX, um que
apresentava sintomas leves e outro que apresentava sintomas moderados,
durante trés anos. Concluiram que ocorreu diminui¢do de 3% na producdo em
todas as plantas infectadas somente com o PVS, em relagdo as plantas livres de
virus. Quando o PVS foi combinado com o PVX de sintoma leve, a queda na
produgéo foi de 2% e, quando combinado com o PVX de sintomas moderados, a
queda foi de 5%, além de induzir sintomas de mosaico bem visivel.

Marton et al. (1993) observaram, nas cultivares de batata Achat e
Baronesa, inoculadas separadamente com PVS e PVY e na cultivar Achat,
inoculada conjuntamente com o PLRV e PVS, houve redugdo na produgdo de
57,92% e de 51,47% para o PVY e PVS, respectivamente na cultivar Baronesa e
diminui¢do na cultivar Achat para o PVY de 67,01%, para o PVS de 49,29% ¢
quando o PLRV se encontra associado ao PVS a redu¢do na produgdo foi de
77,55%.

Além de perdas na produgdo, a presenca do PVS associado a outros virus
de batata pode intensificar os sintomas causados pelos outros virus. Segundo

Figueira et al. (1985), para verificar a ocorréncia de viroses na regido do Sul de
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Minas Gerais, foram inspecionados campos de produgdo de batata consumo e
semente. Foram coletados hastes e os tubérculos provenientes dessas plantas
com suspeita de viroses, que foram analisadas pelo teste sorologico ELISA para
a deteccdo de virus. De 147 plantas com sintomas de mosaico, todas estavam
infectadas com PVY; uma delas continha também PVX e outra PVS e ambas
apresentaram o sintoma de mosaico necrotico mais severo.

Foi desenvolvido um trabalho com variedades de batata economicamente
importantes no Brasil. Nessas foi inoculado mecanicamente o PVY e, vinte dias
apos a inoculagdo, foram enxertadas hastes contaminadas com PVS para que
fossem investigados os sintomas de uma infec¢do mista de PVY e PVS. Todas
as plantas com infeccdo mista apresentaram mosaico mais intenso e
enrugamento, com visivel diminui¢do da area foliar na parte apical da planta, o

que preconiza diminui¢do também da produgdo (Geraldino et al., 2005).
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RESUMO

RIBEIRO, Silvia Regina Rodrigues de Paula. Caracterizaciao biologica e
molecular de isolados de Potato virus S (PVS) no Brasil. In:
Caracterizacio de isolados de Potato virus s (PVS) no Brasil e seu efeito na
produgio de batata. 2007. Cap. 2, p.26-59. Tese (Doutorado em
Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Para caracterizar biologica e molecularmente os isolados de PVS no
Brasil, foram coletados oito isolados a partir de tubérculos de batata indexados
no Centro de Indexagdo de Virus de Minas Gerais, um do Rio Grande do Sul e
um no Estado de Sao Paulo. Estes foram inoculados mecanicamente em dez
espécies plantas, para observagdo dos sintomas. Para caracterizagdo molecular
foram desenhados primers para amplificar um fragmento de 908pb, englobando
a regido da capa protéica (CP) da estirpe comum (PVS®), e para o isolado que
nao pode ser amplificado por esses primers foram empregados os descritos na
literatura para a estirpe Andina (PVS®), capaz de amplificar um fragmento com
949pb, também contendo a regido CP. Das plantas testadas somente trés
espécies foram suscetiveis: as plantas de tomate (Lycopersicon esculentum)
foram suscetiveis apenas aos isolados SJ-CHI e SJ-CAL, apresentando anéis
arroxeados na face inferior da folha; as plantas de Chenopodium quinoa e C.
amaranticolor apresentaram lesdes locais clordticas quando inoculadas com
todos os isolados, exceto com o isolado BB-AND que provocou sintoma
sistémico em plantas de C. quinoa. Esse isolado, quando submetido a testes de
transmissdo por meio do vetor Myzus persicae, foi transmitido para 11% das
plantas de C. quinoa inoculadas. Os primers desenhados para a regido da CP do
PVS® amplificaram o fragmento esperado para nove dos isolados. O BB-AND
somente foi amplificado com os primers desenhados para o PVS™ O
alinhamento multiplo dos nucleotideos mostrou que as identidades entre os 9
isolados amplificados com os primers para o PVS®, variaram entre 92 ¢ 98%.
Entretanto, entre eles ¢ o0 BB-AND foi entre 75 a 77%. A identidade desses 9
isolados com os demais isolados do PVS® do GenBank variou entre 91 e 98%,
e, com os de PVS?, entre 79 e 81%. A identidade do BB-AND com o isolados
de PVS’ disponiveis no GenBank variou entre 76 a 78% e, com o isolados de
PVS*, entre 81 e 85%. Considerando-se o alinhamento multiplo de aminoacidos,
a identidade entre os nove isolados detectados no Brasil ficou entre 93 e 98%, e
entre eles e 0 BB-AND foi de 83 a 86%. A identidade entre os 9 isolados e os

* Orientadora: Antonia dos Reis Figueira — UFLA
* Co-Orientador: César Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA
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isolados de PVS® do GenBank foi de 91 a 99% e entre eles e os isolados PVS*
foi de 86 a 94%. Finalmente, a identidade entre 0 BB-AND e os isolados PVS®
do GenBank variou entre 83 e 85% e entre ele e os isolados de PVS* foi de 86 a
88%. Nas arvores filogenéticas baseadas nas seqiiéncias de nucleotideos e de
aminoacidos, os nove isolados tiveram uma tendéncia de se agrupar com os
demais isolados de PVS® do GenBank, enquanto que o BB-AND, apesar de ter
se agrupado com os isolados PVS", ficou localizado em um ramo distinto,
indicando uma considerdvel distancia filogenética entre eles. Esses dados
indicam que o BB-AND ¢ um isolado Andino do PVS, distante
filogeneticamente dos isolados da Inglaterra, Republica Tcheca e Canada,
indicando uma origem geografica possivelmente diferente. Ele deve ter sido
introduzido no Brasil provavelmente via sementes de batata importadas,
passando a ser um novo problema para a bataticultura nacional.
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ABSTRACT

RIBEIRO, Silvia Regina Rodrigues de Paula Biological and Molecular
characterization of Brazilian Potato virus S (PVS) isolates. In:
Characterization of the Potato virus S (PVS) strains in Brazil and effect on
potato tuber yield. 2007. Cap. 2, p.26-59. Thesis (Doctorate in
Phythopathology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

In order to make the biological and molecular characterization of PVS
Brazilian isolates, eight viral isolates were collected from the potato tubers
indexed at the Center of Virus Indexation of Minas Gerais State, one from Rio
Grande do Sul State and one from S3o Paulo State, Brazil. They were
mechanically inoculated in ten species of plants, for observating the symptoms.
For molecular characterization, primers were drawn to amplify a fragment of
908bp, including the area of the viral coat protein (CP) of the common strain
(PVS®). The PVS isolates that were not amplified by those primers, were
amplified by using the primers described for the Andean strains (PVS®™), which
allow the amplification of a fragment with 949bp, also containing the CP region.
Among the inoculated plants, only three species were susceptible: the tomato
plants (Lycopersicon esculentum) were susceptible only to isolates SJ-CHI and
SJ-CAL, showing purple rings in the inferior face of the leaf; the plants of
Chenopodium quinoa and Chenopodium amaranticolor presented chlorotic local
lesions when inoculated with nine isolates. C. quinoa showed systemic
symptoms only when inoculated with BB-AND isolate. When the BB-AND was
submitted to tests of transmission by the vector Myzus persicae, it was
transmitted to 11% of the inoculated C. quinoa plants. The primers designed for
the CP region of common PVS isolates (PVS®) amplified the expected fragment
for nine of the ten isolates studied. BB-AND was only amplified with the
primers designed for PVS®. The multiple nucleotide alignment among the nine
Brazilian PVS isolates, which were amplified with primers for PVS®, showed an
identity between 92 and 98%. However the identity among them and BB-AND,
which was amplified only with primers for PVS*, ranged from 75 to 77%. The
identities among those nine isolates and the PVS® isolates from GenBank were
between 91 and 98%, and among them and PVS* isolates were between 79 and
81%. The identities of BB-AND with the PVS® isolates from GenBank ranged
from 76 to 78%, and with others PVS Andean isolates the identities were from
81 to 85%. The identities of the amino acids were between 93 and 98%, among
the nine Brazilian isolates, and the identities among those PVS isolates and BB-
AND ranged from 83 to 86%.

* Guidance committee: Antonia dos Reis Figueira — UFLA (Adviser)
César Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA
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When compared with the PVS® isolates from GenBank, the identities of the 9
Brazilian isolates were from 91 to 99%, and the identities of BB-AND ranged
from 83 and 85%. The identity of BB-AND with Andean isolates were from 86
to 88%. The phylogenetic trees based on nucleotide sequences of the nine
Brazilian isolates had a tendency of grouping with the other PVS® isolates of
from GenBank, while BB-AND, in spite of having grouped with other PVS*
isolates, was located in a different branch, indicating a considerable
phylogenetic distance among them. This study indicates that BB-AND is one
Andean isolate of PVS, phylogenetically distant of the isolates of England,
Czech Republic and Canada, indicating a possibly different geographical origin.
It must have been introduced in Brazil probably by imported seed potato,
becoming a new problem for the national potato growers.
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1 INTRODUCAO

O Potato virus S (PVS) ¢ classificado como uma espécie pertencente ao
género Carlavirus (Wetter, 1971) que, apesar de ser um dos géneros com maior
numero de espécies, até recentemente tem sido o menos estudado. Isso porque a
maioria dos Carlavirus causa sintomas latentes e, quando sdo visiveis, podem
ser observados apenas nos estdgios iniciais da infec¢do, dependendo da
hospedeira. Assim sendo, esse género de virus tem sido esquecido e, na maioria
dos casos, as espécies s6 mereceram atengdo devido as alteragdes nos sintomas,
quando estdo associados a infeccdes complexas com outros virus (Foster, 1992).

De modo geral, a maioria dos isolados do PVS comum (PVS®) induz
sintomas semelhantes nas principais plantas indicadoras, como, por exemplo,
lesdes cloroticas locais em plantas de Chenopodium quinoa. O mesmo ocorre
com a maioria das diferentes cultivares de batata, nas quais, geralmente, sdo
latentes (Foster, 1991). Poucas sdo as cultivares capazes de mostrar forte
rugosidade, mosaico bronzeado e necrose na face superior da folha, além de
diminui¢do no tamanho dos tubérculos.

Os isolados de PVS® ndo sdo transmissiveis por meio do vetor. Sua
disseminagdo no campo ocorre por meios mecanicos, como contato entre as
plantas, ferramentas, etc. Entretanto, um novo isolado de PVS foi encontrado no
Peru, capaz de induzir sintomas sistémicos em plantas de Chenopodium quinoa
(Hinostroza-Orihuela, 1973). Alguns anos depois, isolados semelhantes foram
encontrados por outros autores, sendo denominado de PVS Andino (PVS™),
devido a sua semelhanga com o isolado do Peru. Foi descoberto também que
esses isolados podem ser transmitidos por afideos como o Myzus persicae, a
uma taxa variavel entre 2% a 14% (Slack, 1981; Rose, 1983; Slack, 1983;
Wardrop et al, 1989; Fletcher, 1996; Weidemann & Koenig, 1990; Foster &
Mills, 1990; Foster, 1991; Foster & Mills, 1991; Foster, 1992; Foster & Mills,
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1992; Garg et al., 2000; Matousek et al., 2004). Isso faz com que esses isolados
sejam mais importantes, pois a sua disseminagdo no campo ¢ mais eficiente.

Além de poderem ser diferenciados por inoculacdo em planta de C.
quinoa e pela sua transmissio através do vetor, os isolados de PVS® ¢ PVS*
também podem ser distinguidos pelo teste DAS-ELISA, utilizando anti-soro
monoclonal especifico, uma vez que o anti-soro policlonal reage positivamente
para as duas estirpes (Cerovska & Filigarova, 1995).

Mesmo que os testes citados possam diferenciar as estirpes do virus S,
melhor caracterizagdo so ¢ possivel por meio de testes moleculares, que sdo mais
sensiveis e fornecem informagdes mais precisas. Com a confecgdo de primers
especificos, podem ser estudadas regides do genoma viral capazes de detectar
diferengas em poucos nucleotideos, como ¢ o caso da regido da capa protéica, na
qual foram encontradas as maiores diferengas entre as duas estirpes (Foster et
al., 1990; Foster & Mills, 1991; Foster, 1992; Matousek et al., 2000; Boonham
et al., 2003; Matousek, et al., 2004; Bystricka, et al., 2005).

No Brasil, entretanto, estudos a respeito do PVS sdo bastante escassos,
mas s80 necessarios, pois esse virus foi incluido recentemente na lista de pragas
ndo quarentendrias regulamentadas. Isso ocorreu devido a abertura das
importacdes de batata-semente de paises nos quais esse virus ocorre em altas
incidéncias. Assim sendo, o risco da introdugdo da estirpe PVS™ ndo pode ser
negligenciado, pois ndo se sabe como sera o comportamento da mesma nas
condigOes brasileiras.

Este trabalho foi realizado com a finalidade de fazer a caracterizacdo dos
isolados de PVS presentes no Brasil, para determinar a sua possivel classificagdo

e procedéncia.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetagao, no Centro de
Indexacdo de Virus de Minas Gerais e no Laboratorio de Virologia Molecular do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, no municipio

de Lavras, Minas Gerais.

2.2 Origem dos isolados de PVS

Dos dez isolados estudados, oito foram detectados pelo Centro de
Indexacdo de Virus de Minas Gerais e dois foram gentilmente cedidos pela
professora Jurema Schons, da Universidade de Passo Fundo, RS (BAR) e pela
Cooperbatata (SJ-AST), de Vargem Grande do Sul, SP.

TABELA 1. Isolados de Potato virus S (PVS) coletados no Brasil.

Nome Origem Cultivar
SJ-CAL Sao Jodo da Boa Vista (SP)  Cal Red
SJ-CHR Sdo Jodo da Boa Vista (SP)  Cherry
SJ-CHI Sao Jodo da Boa Vista (SP)  Chipeta
SJ-ATL Sdo Jodo da Boa Vista (SP)  Atlantic
SM-AST Sapucai Mirim (MG) Asterix
BB-AND Bueno Brandao (MG) Monalisa
PE-SHE Perdizes (MG) Shepody
RS-BAR Ibirairas (RS) Baronesa
AL-VIV Alfenas (MG) Vivaldi
SJ-AST Sdo Jodo da Boa Vista (SP)  Asterix
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2.3 Caracterizac¢ao biologica
2.3.1 Sintomatologia e gama de hospedeiras

Apos a deteccdo do isolado de PV'S nos tubérculos indexados, eles foram
multiplicados e analisados pelo teste sorologico ELISA para outros virus, como
Potato virus X (PVX), Potato virus Y (PVY) e Potato leafroll virus (PLRV),
para assegurar que nao estavam infectados por outros virus. Parte dos tubérculos
foi armazenada em camara fria, para ser plantada sempre que necessario
recuperar o virus para estudo.

Para o estudo dos sintomas induzidos pelos isolados do PVS, foram
inoculadas mecanicamente dez plantas de dez espécies (Tabela 2), em trés
repeti¢oes. Essas plantas foram inoculadas mecanicamente com cada isolado,
separadamente, para evitar risco de contaminagao.

Na inoculagdo mecanica, o extrato obtido por maceragdo de 1g de folhas
infectadas com os diferentes isolados de PVS em 10 mL de solucdo de fosfato de
potassio (K;HPO,4) 1%, pH 8,0 (Hiruki, 1974), foi friccionado nas plantas-teste
previamente polvilhadas com carborundum (400 mesh). Em seguida, as folhas
foram lavadas com agua ¢ as plantas mantidas em casa de vegetacdo até o final
da avaliagdo dos sintomas. Esse procedimento foi realizado em duas épocas
distintas do ano, de julho a agosto de 2006, no inverno e de fevereiro a abril de

2007, no verao.
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TABELA 2. Espécies de plantas inoculadas com os isolados de Potato virus S

(PVS) estudados.
Espécie Familia Nome popular
Alternanthera tenella Colla, 1829 Amaranthaceae Sempre-viva
Amaranthus viridis L., 1763 Amaranthaceae Caruru
Capsicum annuum L., 1753 Solanaceae Pimentdo
Chenopodium amaranticolor Chenopodiaceae Mirra
Coste & Reyn., 1907
Chenopodium quinoa Willd., 1797 Chenopodiaceae Quinoa
Datura stramonium L., 1753 Solanaceae Orelha-de-macaco
Gomphrena globosa L., 1753 Amaranthaceae Perpétua-roxa
Lycopersicon esculentum Mill., 1768 Solanaceae Tomate
cv. Santa Clara
Nicotiana rustica L., 1763 Solanaceae Tabaco sagrado
Nicotiana tabacum L., 1753 Solanaceae Tabaco ou fumo

cv. Turkish NN (TNN)

2.3.2 Teste de transmissao por vetor

Os pulgodes, da espécie Myzus persicae Sulz., foram criados em plantas
sadias de Datura stramonium, sob condi¢des de laboratdrio. Antes do periodo de
aquisi¢ao, os pulgdes foram deixados em jejum por 30 minutos e, depois,
colocados em plantas de batata infectadas com PVS para se alimentarem por 30
minutos, no primeiro teste e por 24 horas, no segundo teste. Ap6s o periodo de
30 minutos, foram transferidos 10 pulgdes para cada uma das 20 plantas de
Chenopodium quinoa ¢ 5 plantas de batata de cada cultivar, Emeraude e

Gredine, nas quais foram deixados por 24 horas para a transmissdo, antes de
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serem eliminados com inseticida. Em seguida, essas plantas foram levadas para
a casa de vegetacdo, onde permaneceram até a avalia¢@o final dos sintomas. O
mesmo procedimento foi empregado apds o periodo de aquisi¢do de 24 horas,
tendo os pulgdes sido transferidos para 10 plantas de cada cultivar de batata

Opaline e Soléia para 24 plantas de C. quinoa.

2.4 Teste sorologico

As plantas utilizadas como fonte de inoculo e as inoculadas
mecanicamente ou pelo vetor com os isolados de PVS foram submetidas ao teste
sorolégico DAS-ELISA (Clark & Adams, 1977), empregando-se anti-soros
policlonais da Bioreba para os virus PLRV, PVX, PVY e PVS para a diagnose
desses virus.

Os tampodes utilizados foram: tampdo de cobertura (carbonato e
bicarbonato 0,025M, pH 9,6, contendo 0,02 g/l de azida sddica); tampao de
extragdo do virus (Tris-HCI pH 7,4, contendo 0,8% de NaCl; 2% de PVP,
0,02% de KCl e 0,02% de azida sodica); tampao do conjugado (Tris-HCI, pH
7,4, contendo 0,8% de NaCl, 2% de PVP, 0,2% de BSA, 0,02% de MgCl2,
0,02% de KCI, 0,02% de azida soédica, 0,05% de Tween — 20); tampao do
substrato (dietanolamina pH 9,8) e tampdo de lavagem (solugdo salina
tamponada (PBS) contendo 0,05% de Tween — 20). As dilui¢des dos anti-soros
seguiram as instrugdes do fabricante.

Foram utilizadas as microplacas padrdo de poliestireno, marca Nunc,
com 96 orificios. As leituras foram realizadas entre 30 e 60 minutos apds a
adicdo final do substrato, a 405nm no espectrofotometro MRX (Dynatech).
Foram consideradas positivas amostras cujas absorbancias foram iguais ou

superiores a duas vezes a média da absorbancia do controle sadio.
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2.5 Caracterizacio molecular
Foi estudado o fragmento gendmico correspondente a regido da capa
protéica do PVS, fazendo a sua amplificagdo por RT-PCR e posterior

seqilienciamento dos nucleotideos.

2.5.1 Extracao do RNA total

Para se extrair o RNA total, o protocolo seguido foi o do método de
Trizol (AFGC Protocols, 2002), em que folhas jovens, infectadas (1g), foram
maceradas em almofariz na presenca de nitrogénio liquido e, ao p6 obtido, foram
adicionados S5mL da solucdo de Trizol (380 mL/L de fenol insaturado; 118,16g
de guanidina tiocianato, 0,8M; 76,12g de amdnia tiocianato, 0,4M; acetato de
sodio 33,4mL, 01M; glicerol 50mL e agua ultrapura). Em seguida, os tubos
foram incubados em banho-maria, por 5 minutos, a 60°C e centrifugados a
12.000 rpm por 10 minutos, a 4°C. O pellet foi descartado, o sobrenadante
transferido para outro tubo e adicionados 300uL de cloroféormio em cada tubo.
Apds agitagdo em vortex, permaneceram em temperatura ambiente por 3
minutos. Para finalizar a separacdo das fases, os tubos foram centrifugados a
12.000 rpm, por 10 minutos, a 4°C. A fase aquosa foi cuidadosamente coletada e
transferida para outro tubo, adicionando-se isopropanol e 0,8M de citrato de
so0dio/1,2M de NaCl, na quantidade de Y2 do volume da fase aquosa. Misturou-
se gentilmente por inversdo e deixou-se a temperatura ambiente por 10 minutos,
para a precipitacdo do RNA. Em seguida, centrifugou-se, a 12.000 rpm, por 10
minutos, a 4°C, descartou-se o sobrenadante e fez-se a lavagem do precipitado
com 300uL de etanol 70%. O pellet foi secado a vdcuo por 2 minutos e
ressuspendido em 25ul. de agua ultrapura tratada com dietilpirocarbonato
(DEPC). O RNA foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0,7%, antes de
ser empregado no teste de RT-PCR.
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Os primers utilizados para o PVS® foram desenhados com base nos
isolados disponiveis no GenBank, visando amplificar a regido da capa protéica,
enquanto que, para o PVS®, os primers empregados foram os descritos por
Boohmam et al. (2003), também para a capa protéica de isolados Andinos. As
seqiliéncias e os tamanhos dos fragmentos amplificados estdo apresentados na

Tabela 3.

TABELA 3. Primers usados para amplificar o gene da capa protéica do Potato
virus S, estirpes PVS® e PVS*,

Virus Primer Seqiiéncia (5°- 3°) Amplificacao
(pb)

PVS® Forward CTGGATCCATGCCGCCTAAACC 908

PVS® Reverse CTAAACGGTCTGCCTTCAT

PVS* Forward GAATATACAGTCTCACAGCAAGAA 949

PVS* Reverse CCTGTAAACACACAACAGTAACAT

2.5.2 Transcricao reversa (RT)

Para a obtencdo do cDNA foi feita a reagdo de transcricdo reversa
utilizando-se 0,8uL da enzima AMV-RT, 2uL de AMV-RT buffer 10X, 4uL de
MgCl, — 25mM, 2pL de ANTP mix 10mM, 0,5uL de RNAsin, 1uL do primer
reverse, 4,7 pL de nuclease free water e, finalmente, SuL. do RNA total. Os
tubos foram incubados, por 60 minutos a 42°C, 5 minutos a 95°C e

imediatamente transferidos para um recipiente com gelo.
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2.5.3 Reacio da polimerase em cadeia (PCR)

Na PCR realizada para cada isolado de PVS estudado foram utilizados:
14,5uL de agua ultrapura tratada com DEPC, 5,0uL de 5X PCR Buffer, 1,5uL
de MgCl, — 25mM, 0,5uL de ANTP mix 10mM, 1,25ul. do primer sense,
1,25uL. do primer anti-sense, 0,5uL da enzima Go Taq DNA polimerase para
0,5uL de cDNA. Foram empregados 30 ciclos, sendo 94°C por 40 segundos,
53°C por 55 segundos e 72°C por 2 minutos, com extensdo final a 72°C por 5
minutos. Os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose

(0,7%).

2.5.4 Seqiienciamento e analise das seqiiéncias

O DNA amplificado para cada um dos 10 isolados foi purificado
diretamente do gel de agarose, utilizando-se o kit de purificagdo “GFX PCR
DNA and Gel Band Purification KIT” da empresa Biosciences. O protocolo foi
o recomendado pelo fabricante.

O seqiienciamento foi feito no laboratorio da Embrapa de Sete Lagoas.
As seqiiéncias oriundas dos cromatogramas foram analisadas pelo Programa
BLAST. A comparagdo com outros isolados de PVS* e PVS® foi feita
utilizando-se 16 das diversas seqiiéncias do genoma do PVS disponiveis no
“GenBank” e um outro isolado do Brasil, o IDA.R seqiienciado por Barrocas et
al. (2005b) (Tabela 4). Os alinhamentos multiplos das seqiiéncias de
nucleotideos e de aminoacidos foram feitos no programa CLUSTALW e as
arvores filogenéticas obtidas no programa MEGA 2.1 com bootstrap,

considerando valores superiores de 2.000 repeti¢des.
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TABELA 4. Relag@o dos isolados de Potato virus S (PVS) disponiveis no
GenBank (NCBI, 2007), empregados para comparagdo das
seqiiéncias genéticas com as seqiiéncias dos isolados estudados.

Acesso Origem Estirpe Autores/publicacio
AF493950 Inglaterra pvs® Boonham et al. (2003)
AF493951 Inglaterra pvs* Boonham et al. (2003)
AJ863509 Rep. Tcheca pvs® Matousek et al. (2005)
AJ863510 Rep. Tcheca pvs# Matousek et al. (Nao publicado)
AJ889246  China pvs® Shi et al. (Nao publicado)
AYS512653 China VA Chen & Du (Nao publicado)
D00461 Canada pvst Mackenzie et al. (1989)
DQ315387 China VA Wu et al. (N2o publicado)
DQ786653 India pPVs® Gawande et al. (Nao publicado)
S45593 Inglaterra PVS® Foster & Mills (1992)

u74375 Coréia do Sul PVSs° Joung (Nao publicado)

U74376 Coréia do Sul pvs® Joung (Nao publicado)

Y15609 Rep. Tcheca VA Matousek et al. (2000)

Y15611 Rep. Tcheca VA Matousek et al. (2000)

Y15625 Rep. Tcheca VA Matousek et al. (2000)
AY687337 China VA Lang et al. (Nao publicado)
IDA.R Brasil pPVs® Barrocas et al. (2005b)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Propriedades biologicas dos isolados de PVS

Os sintomas induzidos pelos isolados estudados estdo discriminados na
Tabela 5. Apenas trés das espécies utilizadas apresentaram sintomas quando
inoculadas com os isolados de PVS: C. quinoa, C. amaranticolor e
Lycopersicon esculentum. As duas primeiras apresentaram lesdes locais
cloréticas, para todos os isolados, com inicio do aparecimento aos 15 dias apds a
inoculagdo na época A, ou seja, no inverno e 10 dias apds a inoculagdo na época
B (verdo de 2007). Apesar de os sintomas aparecerem primeiro na época B, eles
foram mais nitidos na época A, do mesmo modo que o relatado por Hiruki
(1974) e por Borkx & Piron (1978) que também observaram sintomas mais
fortes sob temperaturas mais baixas.

A Unica excecdo ocorreu com o isolado BB-AND que, além dos
sintomas de lesdo local, induziu também sintomas sistémicos em plantas de C.
quinoa (Tabela 5 e Figura 1), 20 a 30 dias ap6s a inoculagdo. As plantas de
Chenopodium amaranticolor reagiram apenas com lesdes locais, até o final do
ciclo, quando infectadas com esse isolado. O sintoma sistémico, causado por
isolados de PVS em plantas de C. quinoa, foi primeiramente relatado por
Hinostroza-Orihuela (1973) para um isolado encontrado no Peru e, depois, por
diversos outros pesquisadores de diversos outros paises e continentes (Slack,
1981; Rose, 1983; Slack, 1983; Dolby & Jones, 1987; Wardrop et al., 1989;
Weidemann & Koenig, 1990; Foster et al., 1990; Foster, 1991; Foster & Mills,
1991; Foster, 1992; Foster & Mills, 1992; Fletcher, 1996; Garg et al., 2000;
Matousek et al., 2004). Todos os isolados com essa caracteristica foram, entao,
denominados de estirpe Andina ou PVS®. Como a sua transmissibilidade pelo

vetor ficou posteriormente comprovada, ao contrario do que acontece com a
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estirpe PVS®, essa também passou a ser uma das caracteristicas empregadas para
a diferenciagdo das duas estirpes.

Confirmando resultados obtidos por Barrocas et al. (2005a), as plantas
de tomate inoculadas com os isolados SJ-CAL e SJ-CHI apresentaram também
anéis arroxeados na face inferior das folhas.

A confirmagdo da presenga do PVS, nas plantas com sintomas, foi feita por
retroinoculacdo em plantas sadias e pelo teste sorologico DAS-ELISA. Segundo
Edwardson (1984), algumas estirpes do virus Y, quando inoculadas em plantas
de C. quinoa, podem causar lesdes cloroticas locais nas folhas. Para evitar esse
tipo de confusdo, além do teste sorolégico, foram também inoculadas plantas
que sdo indicadoras para os outros virus mais comuns em batata, como
Gomphrena globosa para o PVX, Nicotiana tabacum cv. TurkishNN (TNN)
para o PVY e Phaseolus vulgaris para o PVM (Hiruki, 1970; German, 2001).
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TABELA 5. Sintomas apresentados por dez espécies de plantas inoculadas mecanicamente com dez isolados do Potato
virus S (PVS), em duas épocas: época A, de julho até agosto de 2006, e B, de fevereiro a abril de 2007.

Isolados de PVS

Espécies SJ-CAL SJ-CHR SJ-CHI SJ-ATL SM-AST BB-AND PE-SHE RS-BAR AL-VIV  SJ-AST
inoculadas

A B A B A B A B A B A B A B A B A B A B
Alternanthera SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS
tenella
Amaranthus SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS
viridis
Capsicum SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS
annum
Chenopodium LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL
amaranticolor
Chenopodium LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL IS IS LL LL LL LL LL LL LL LL
quinoa
Datura SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS
stramonium
Gomphrena SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS
globosa
Lycopersicon AA AA SS SS AA AA SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS
esculentum
Nicotiana SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS
rustica
Nicotiana SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS SS
tabacum

LL = lesdo local clorotica; IS = infecgao sistémica; SS = sem sintomas; AA = anéis arroxeados.
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FIGURA 1. Evolu¢do do sintoma de lesdo local clordtica provocado pelos
isolados do Potato virus S - PVS® (A) e do sintoma de infeccio
sistémica induzida pelo isolado BB-AND (B) em plantas de
Chenopodium quinoa.

3.2. Transmissao do isolado BB-AND pelo vetor

Os testes de transmissibilidade pelo vetor Myzus persicae foram
realizados devido ao aparecimento de sintoma sist€émico em plantas de C. quinoa
infectadas com o isolado BB-AND, sintoma esse caracteristico da estirpe PVS™.

Resultados preliminares indicaram a transmissdo do virus para 5 das 44
plantas de C. quinoa inoculadas pelo vetor; em 4 plantas que apresentaram
sintomas, o vetor alimentou-se por 24 horas. Slack (1981) conseguiu
transmissdo do virus em 3 das 23 plantas de C. quinoa inoculadas com o vetor

Myzus persicae. Weidemann & Koening (1990) observaram que a transmissao
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pelo Myzus persicae de isolados da estirpe Andina do PVS néo é uniforme, pois
as taxas de transmissdo obtidas por eles foram de 2,4% e 8,5% em plantas de C.
quinoa inoculadas com um isolado oriundo da Alemanha e outro proveniente da
regido dos Andes, respectivamente. Wardrop et al. (1989) testaram, além do
Myzus persicae, varias espécies de afideos, como Aphis nasturtii, Macrosiphum
euphorbiae, Aulocarthum solani e Rhopalosiphum padi, na tentativa de se
transmitir o PVS” de batata para batata ¢ de batata para Nicotiana debneyi.
Como resultado, o Myzus persicae infectou 5,9% das plantas de batata e o Aphis
nasturtii 14,3%, sob condi¢des de laboratorio. Nenhuma das espécies de afideos
testadas transmitiu o PVS”* de batata para N. debneyi.

A presenca do virus nas plantas inoculadas pelo vetor foi confirmada
pelo teste DAS-ELISA e por retro inoculagdo em plantas sadias. Os testes de
inoculagdo nas plantas de batata ainda se encontram em andamento e os
resultados ainda ndo sdo conclusivos. Entretanto, os resultados obtidos com C.
quinoa sdo evidéncias seguras de que essa estirpe ¢ também transmissivel pelo

Myzus persicae.

3.3 Caracterizacdo molecular dos isolados de PVS

O par de primers desenhados, com base nas seqiiéncias dos isolado do
PVS?, permitiu a amplificagdo de um fragmento de 908pb, abrangendo os 882pb
(294 aminoacidos), referentes a regido da capa protéica de nove isolados (Figura
2). Apenas o BB-AND nao pode ser amplificado com esse par de primers, mas
sim com os primers desenhados por Boonham et al. (2003) para as estirpes
Andinas, que possibilitaram a obtencdo de um fragmento de 949pb, contendo os
885pb (295 aminoacidos) da capa protéica (Figura 2).

O alinhamento multiplo das seqiiéncias de nucleotideos dos dez isolados
e entre eles e os disponiveis no banco de genes, pode ser observado na Figura

3A e na Tabela 6.
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FIGURA 2. Andlise eletroforética em gel de agarose dos produtos de PCR.
M=1Kb DNA ladder; 1-BB-AND, banda obtida com os primers
desenhados para PVS”*; de 2 a 10 bandas obtidas com os pares de
primers desenhados para o Potato virus S, isolado PVS® sendo: 2-SJ-
CAL; 3-SJ-CHR; 4-SJ-CHI; 5-SJ-ATL; 6-SM-AST; 7-PE-SHE; 8-RS-
BAR; 9-AL-VIV e 10-SJ-AST.

A identidade entre os isolados brasileiros variou de 75% (BB-AND e
RS-BAR) a 98% (PE-SHE e SJ-ATL, SJ-AST, SJ-CHR, entre SJ-CHR e SJ-CHI
e entre SJ-ATL e SJ-AST). Quando comparados aos outros isolados do
GenBank, a identidade minima dos isolados brasileiros foi de 76% (entre o
isolado BB-AND e AJ863509, S45593 e U74376), a maxima foi de 98% entre o
isolado AL-VIV e outros 4 do GenBank (AF493950, AY512653, Y15609 e
Y15611). A identidade maxima entre o isolado BB-AND e os disponiveis no
GenBank foi de 85% com os isolados D00461(do Canadd) ¢ AJ863510 (da

Reptblica Tcheca). No alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos dos
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isolados disponiveis no GenBank esses dois isolados apresentaram a maior
identidade, ou seja, 100%, indicando uma alta probabilidade de terem mesma
origem geografica. A menor identidade foi de 80%, entre os isolados da
Inglaterra  AF493950 e AF493951 e entre S45593 (China) e
AF493951(Inglaterra), AJ863510 (Inglaterra) e o0 D00461(Canada).

A maior identidade de aminodcidos (Tabela 7 e Figura 4A) entre os dez
isolados brasileiros foi de 98%, entre os isolados PE-SHE, SJ-AST, SJ-ATL, SJ-
CHI e SJ-CHR, entre os isolados SJ-AST, SJ-ATL e SJ-CHI e entre os isolados
SJ-ATL, SJ-CHI e SJ-CHR. A menor identidade foi de 83%, entre os isolados
BB-AND, SJ-CAL e RS-BAR. Entre os isolados brasileiros € os do GenBank, a
identidade minima foi de 83%, entre 0 BB-AND e o AY512653, da China,
enquanto que a maxima foi de 99%, entre os isolados AL-VIV e Y15611 da
Republica Tcheca. A maxima identidade de aminoacidos do BB-AND com os
isolados do GenBank foi de 88%, também com os isolados AJ863510, da
Republica Tcheca e D00461 do Canadd, que tiveram uma identidade de 100%
entre si. A menor identidade entre os isolados do GenBank foi de 91%, entre o
U74376 e AF493951 e 0 AJ863510 e entre 0 AJ863510 e 0 S45593.

Na arvore filogenética (Figura 3) baseada na seqiiéncia de nucleotideos
dos dez isolados brasileiros e dos demais isolados disponiveis no GenBank,
pode-se verificar que os isolados SJ-AST, PE-SHE, SJ-ATL, SJ-CHR, SJ-CHI,
do Brasil e o U74375, da Coréia do Sul, ficaram juntos, préximos ao
grupamento formado pelo SJ-CAL, RS-BAR e SM-AST. Os isolados mais
proximos a eles foram AJ889246 da China e o Y15625 da Republica Tcheca. O
isolado IDA.R se alocou separadamente, juntamente com o isolado DQ786653,
da India. O mesmo aconteceu com o AL-VIV, que se agrupou com isolados da
Republica Tcheca, da Inglaterra e da China. O isolado BB-AND se agrupou

separadamente dos demais PVS®, com outros dois isolados de PVS%, o
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AJ863510 da Republica Tcheca e o D00461 do Canadad. Mesmo assim, foi
bastante diferente desses dois, ficando em um brago separado no agrupamento.
Na arvore filogenética baseada na seqiiéncia de aminoacidos (Figura 4),
a maioria dos isolados brasileiros (SJ-CHR, SJ-ATL, SJ-CHI, SJ-AST, PE-SHE
e RS-BAR) novamente ficou num grupamento proximo, juntamente com o
U74375 e 0 U74376, da Coréia do Sul. O SJ-CAL se agrupou com os isolados
S455593, da Inglaterra e o DQ315287, da China. O outro isolado brasileiro,
IDA.R, se agrupou com o AF493950 da Inglaterra e 0 AY687337 da China. O
AL-VIV e o SM-AST ficaram em outro grupamento, juntamente com isolados
da China e Republica Tcheca. A distancia entre 0 BB-AND e os demais isolados
foi bem maior, quando se considerou a seqiiéncia de aminoacidos, com maior
proximidade dos isolados Andinos AJ863510 e D00461, ja citados. Esses e
outros resultados bioldgicos e moleculares obtidos evidenciam que o BB-AND ¢
uma estirpe do tipo PVS?, com uma seqiiéncia bastante diferente das outras
estirpes Andinas disponiveis no GenBank. Esse isolado foi encontrado em uma
geracdo de semente oriunda de tubérculos importados do Chile, entretanto, ndo
existe nenhuma seqiiéncia de PVS®, proveniente dessa regido, disponivel no

GenBank. Portanto, a origem desse isolado ndo pode ser comprovada.
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TABELA 6. Porcentagem de identidade na seqiiéncia de nucleotideos do gene da capa protéica entre os dez isolados

estudados em comparagdo com a seqiiéncia de outros dezesseis isolados de Potato virus S (PVS) depositados
no GenBank e um isolado do Brasil.
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Tabela 7. Porcentagem de identidade na seqiiéncia de aminoacidos do gene da capa protéica entre os dez isolados
estudados em comparagdo com a seqiiéncia de outros dezesseis isolados de Potato virus S (PVS) depositados
no GenBank e um isolado do Brasil.
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FIGURA 3. Arvore filogenética construida com base na seqiiéncia de
nucleotideos do fragmento estudado. Os valores de bootstrap foram
obtidos pelo programa MEGA e UPGMA, com 2.000 repeticdes.
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FIGURA 4. Arvore filogenética construida com base na seqiiéncia de
aminoacidos do fragmento estudado. Os valores de bootstrap foram
obtidos pelo programa MEGA e Neighbor Joining, com 2.000

repeticoes.
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Com excegdo do isolado BB-AND, nio parece haver correlagao entre os
sintomas induzidos pelos isolados de PVS na planta hospedeira e a identidade de
nucleotideos e ou aminoacidos da capa protéica, ou agrupamento nas arvores
filogenéticas. Isso porque tanto o isolado SJ-CAL como o SJ-CHI e, ainda, o
IDA.R induziram anéis arroxeados nas plantas de tomate, mas se agruparam em
ramos diferentes, apesar de estarem em regides proximas.

Foster & Mills (1991) analisaram diferentes isolados de PVS e
observaram que a comparagdo entre a seqiiéncia de aminoacidos da capa
protéica e do gene 11kDa poderia diferencia-los em duas estirpes, baseando-se
na posicdo e na identidade dos aminoacidos. Esses autores verificaram que os
isolados de PVS® possuiam alto grau de identidade com os isolados de PVS*,
com valores compreendidos entre 93%, para o gene da capa protéica e 79%, para
o gene 11kDa. A maior diferenca foi na regido N-terminal da capa protéica em
um bloco de 11 aminoacidos e um bloco de 8 aminoacidos na proteina 11kDa.
Esses blocos de aminoacidos sdo responsaveis pelas diferencas substanciais
entre o PVS® e PVS*, provavelmente refletindo nos sintomas causados por elas
e na transmissao por afideos da estirpe Andina.

Matousek et al. (2000) encontraram resultados semelhantes, quando
compararam a regiio da capa protéica de oito isolados de PVS, entre PVS* e
PVS®. Os autores observaram 96,7% de homologia entre eles, tendo as maiores
diferencas sido observadas também na capa protéica e na proteina 11kDa. Em
adicdo, eles encontraram diferencas significativas na proteina 7kDa do bloco
triplo que compde a proteina de movimento.

Em outras comparagdes entre os genomas das duas estirpes de PVS®,
Matousek et al. (2004) fizeram a analise do genoma das duas estirpes de PVS,
comum ¢ andina, utilizando sondas de cDNA. Eles dividiram o genoma do PVS
em onze zonas e desenharam primers especificos para cada uma delas, para

empregar na técnica de “imunocapture RT-PCR”. Eles empregaram 23 isolados
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de PVS, incluindo isolados oriundos da Alemanha e ainda os isolados Yuguima,
Peruanita, Olivia e Blaue mandel, selecionados por causarem também sintoma
sistétmico em C. quinoa. Eles observaram que os primers desenhados para o
PVS* ndo foram capazes de amplificar o genoma do PVS® em diversas posi¢des
do genoma, mostrando significativa diferenca entre eles. Finalmente, estudaram
em detalhes um fragmento de 420nt da regido da CP e demonstraram que
existem diferencas em pontos especificos da por¢do 5’ terminal da CP.
Analisando a arvore filogenética, concluiram que os isolados andinos
provavelmente s@o originarios dos isolados comuns europeus e ndo dos isolados
originais do Peru.

Neste trabalho, a estirpe andina encontrada (BB-AND) mostrou
caracteristicas distintas dos isolados da Europa e do Canad4, tanto em relacdo a
identidade de nucleotideos como no seu posicionamento nas arvores
filogenéticas baseadas na identidade de aminoacidos e de nucleotideos.
Considerando-se a origem desse isolado, existe a possibilidade de ele ser

semelhante ao isolado original descrito no Peru.
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4 CONCLUSOES

Os isolados de Potato virus S, SI-CAL e SJ-CHI, induzem anéis

arroxeados em plantas de tomate.

Nove dos isolados de PVS estudados induziram lesdes locais
clordticas em plantas de Chenopodium quinoa e apresentaram
identidade, entre si, de 93 a 98%, e entre eles e os isolados de
PVS® do GenBank, de 91 a 99% , indicando que devem pertencer

a esse grupo.

O isolado BB-AND apresentou caracteristicas bioldgicas e maior
identidade com os isolados de PVS”, se encaixando, portanto,

dentro das caracteristicas da estirpe Andina.
O isolado BB-AND por agrupar-se separadamente das estirpes

Andinas disponiveis no GenBank, possivelmente tem outra

origem geografica.

55



5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AFGC. Protocols. 2002. Disponivel em:
<http//www.arabdopsis.org/portals/masc/ AFGC/Revised AFGC/site2RnaL..htm#i
solation>. Acesso em: 10 set. 2006.

BARROCAS, N.E.; FIGUEIRA, AR.; GALVINO, S.B.F.; PEREIRA, S.L.
FERRO, HM. Analise molecular do gene da capa protéica de um isolado do
virus da batata (Potato virus S — PVS) no Brasil. Fitopatologia Brasileira, v.30,
p-S179, 2005b.

BARROCAS, E.N.; FIGUEIRA, A.R.; GALVINO, S.B.F.; PEREIRA, S.L;
FERRO, HM. Reagdo de plantas hospedeiras a isolados do virus S da batata
(Potato virus S — PVS). Fitopatologia Brasileira, v.30, p.S190. 2005a.

BOKX, J.A.; PIRON, P.G.M. Detectability of Potato virus S in field-grown
plants. Medicine Fac. Landbouw Rijsuniv. Gent., Wargening, v.43, n.2, 1978.

BOONHAM, N. et al. Detection of Potato viruses using microarray technology:
towards a generic method for plant viral disease diagnosis. Journal Virology
Methods, v.108, n.2, p.181-187, 2003.

BYSTRICKA, D.; LENZ, O.; MRAZ, 1.; PIHEROVA, D., KMOCH, S.; SIP, M.
Oligonucleotide-based microarray: a new improvement in microarray detection of
plant viruses. Journal of Virological Methods, v.128, p.176-182, 2005.

CEROVSKA, N.; FILIGAROVA, M. Specific detection of Andean strain of
Potato virus S by monoclonal antibodies. Annual Applied Biology, v.127, p.87-
93, 1995.

CLARK, M.F.; ADAMS, AN. Characteristics of the microplate method of
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay for detection of plant viruses. Journal of
General Virology, Great Britain, v.34, p.475-483, 1977.

DE BOKX, J.A.; PIRON, P.G.M. Detectability of Potato virus S in field-grown
plants. Medicine Fac. Landbouw Rijsuniv. Gent., Wargening, v.43, n.2, 1978.

DOLBY, C.A.; JONES, R.A.C. Occurrence of the Andean strain of Potato virus

S in imported potato material and its effects on potato cultivars. Plant
Pathology, v.36, p.381-388, 1987.

56



EDWARDSON, J.R.; CHRISTIE, R.G.; KON, J. Potyvirus cylindrical
inclusions — Subdivision-IV. Phytopathology, St. Paul, v.74. n.9, p.1111-1114,
1984.

FLETCHER, J.D. Potato virus S — Characteristics of an isolate from New
Zealand. New Zealand Journal of Crop and Horticultural Science,
Christchurch, New Zealand, v.24, p.335-339, 1996.

FOSTER G.D.; MILLS, P.R. The 3'-nucleotide sequence of an ordinary strain
of Potato virus S. Virus Genes, v.6, n.3, p.213-320, Aug. 1992.

FOSTER, G.D. Molecular variation between ordinary and Andean strain of
Potato virus S. Mini-Review. Research in Virology, Paris, v.142, p.413-416,
1991.

FOSTER, G.D. The structure and expression of the genome of Carlavirus.
Mini-review. Research in Virology, Paris, n.143, p.103-112, Feb. 1992.

FOSTER, G.D.; MILLS, P.R. Investigation of the 5’terminal structure of genomic
and subgenomic RNAs of Potato virus S. Virus Genes, v.4, n.4, p-359-366, 1990.

FOSTER, G.D.; MILLS, P.R. Analysis of the coat proteins of the ordinary and
Andean strains of Potato virus S and antigenic comparisons of Carlavirus. Acta
Virologica, v.35, p.184-190, 1991.

GARG, 1.D.; VINAYAK-HEGDE; HEGDE, V. Bilogical characterization,
preservation and ultrastructural studies of Andean strain of Potato virus S.

Indian Phytopathology, v.53, n.3, p.256-260, 2000. Abstract.

GERMAN, T.L. Potato virus S. In: STEVENSON, W.R. et al. (Ed.).
Compendium of potato diseases. 2.ed. St Paul, 2001. p.67.

HINOSTROZA-ORIHUELA, A.M. Some proprieties of Potato virus S isolated
from Peruvian potato varieties. Potato Research, v.16, p.244-250, 1973.

HIRUKI, C. Factors affecting bioassay of Potato virus S in Chenopodium
quinoa. Phytopathology, v.65, p.1288-1292, 1974.

HIRUKI, C. Red Kidney Bean, a useful bioassay host for qualitative work with
Potato virus M. Phytopathology, v.60, p.739-740, 1970.

57



MACKENZIE, D.J.; TREMAINE, J.H.; STACE-SMITH, R. Organization and
interviral homologies of the 3’-terminal portion of Potato virus S RNA. Journal
of General Virology, v.70, p.1053-1063, 1989.

MATOUSEK, J.; PTACEK, J.; SCHUBERT, J.; KOZLOVA, P.; SKOPEK, J;
DEDIC, P. Molecular Probing of PVS genome by immocapture RT-PCR
and by thermodynamic analysis In: EAPR VIROLOGY SECTION
MEETING, 12., 2004, Rennes. Abstracts... Rennes, France: INRA, 2004.
Poster 19, p.40.

MATOUSEK, J.; SHUBERT, J.; DEDIC, P.; PTACEK, J. Abroad variability of
Potato virus S (PVS) revealed by analysis of virus sequences amplified by
reverse transcriptase-polymerase chain reaction. Canadian Journal of Plant
Pathology, v.22, p.29-37, 2000.

MATOUSEK, J.; SCHUBERT, J.; PTACEK, J.; KOZLOVA, DEDIC, P.; et al.
Complete nucleotide sequence and molecular probing of Potato virus S genome.
Acta Virologica, v.49, n.3, p.195-205, 2005.

NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION (NCBI).
CoreNucleotide. Disponivel em:
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=nucore > Acesso em: 01 jul.
2007.

ROSE, D.G. Some properties of an unusual isolate of Potato virus S. Potato
Research, v.26, p.49-62, 1983.

SLACK, S.A. Identification of an unusual strain of Potato virus s in North
America. Phytopathology, v.71, n.255, 1981.

SLACK, S.A. Identification of an isolate of the Andean strain of Potato virus s
in North America. Plant Disease, v.67, n.7, 1983.

WARDROP, E.A. Aphid transmission of Potato virus S. American Potato
Journal, v.66, p.449-459, 1989.

WEIDEMANN, H.L.; KOENIG, R. Differentiation of isolates of Potato virus S

which infect Chenopodium quinoa systemically by means of quantitative ¢ DNA
hybridization tests. Zeitschrift-fur-Pflanzenschutz, v.3, n.97, p.323-327, 1990.

58



WETTER, C. Potato virus S. Surrey, England: Commonw. Mycol. Inst.
/Assoc.Appl.Biol.,Kew., 1971. n.60. Disponivel em: <www.dpvweb.net>. Acesso
em: 15 fev. 2007.

59



CAPITULO 3

EFEITO DO Potato virus S (PVS) NA PRODUCAO DE BATATA EM
INFECCOES SIMPLES E MISTAS
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RESUMO

RIBEIRO, Silvia Regina Rodrigues de Paula. Efeito do Potato Virus S
(PVS) na produgdo de Batata em infec¢des simples e mistas. In:
Caracterizacio de isolados de Potato virus S (PVS) no Brasil e seu efeito na
produgio de batata. 2007. Cap. 3, p.60-82. Tese (Doutorado em
Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

O fato de o PVS ser latente em planta de batata pode conduzir a falsa
impressao de ser um virus sem importancia para a cultura. Sabe-se que ele pode
induzir perdas maiores quando estd associado a outros virus, entretanto nao
existem trabalhos explorando essa possibilidade no Brasil. Por isso, nesse
trabalho, plantas de batata cv. Agata, infectadas apenas com o PVS e com
infeccdes mistas foram plantadas para investigar o efeito na produgdo. Os
tubérculos infectados, com as diferentes combinagées de virus, foram
produzidos em casa de vegetacdo, por meio de inoculagdo com o vetor Myzus
persicae para o PLRV e mecanica para os demais virus. O experimento de
campo foi conduzido na cidade de Maria da Fé, na fazenda experimental da
EPAMIG, em blocos casualizados, empregando-se 40 planta por parcela com 4
repeticdes. Os tratamentos foram os seguintes: PVS, PVX e PVY; PVS + PVX,
PVS + PVY, PVX + PVY e PVS + PVX + PVY (50% de incidéncia inicial);
PLRV, PVS + PLRV, PVS + PLRV + PVX, PVS + PLRV + PVY; PVS +
PLRV + PVX + PVY (15 % de incidéncia inicial). Nas parcelas em que se
utilizou incidéncia de 50%, a maior perda foi de 37,03%, induzida pela infec¢do
com PVS+PVX+PVY, e a menor foi de 15,01%, pela infecgdo simples com o
PVX. Nas com 15% de incidéncia a menor perda foi induzida pela infecgio
simples com o PLRV (10,99%) ¢ a maior pela infeccdo com os quatro virus ao
mesmo tempo (40,92%). De um modo geral, a maioria dos casos em que o PVS
foi associado a um ou mais virus nas plantas de batata, essas apresentaram
sintomas mais intensos que os induzidos por cada virus separadamente,
mostrando que ele pode se tornar importante quando associado aos outros virus
que sdo freqiientes nos campos brasileiros de produgdo de batata.

* Orientadora: Antonia dos Reis Figueira — UFLA
* Co-Orientador: César Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA
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ABSTRACT

RIBEIRO, Silvia Regina Rodrigues de Paula. Effect of the Potato virus S (PVS)
on potato tuber yield in single and mixed infections. In:
Characterization of the Potato virus S (PVS) strains in Brazil and effect on
potato tuber yield. 2007. Cap. 3, p.60-82 Thesis (Doctorate in
Phythopathology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

The Potato virus S (PVS) is often latent in potato plants, leading to the
mistake that it could be a virus without importance for the crop. It is known that
PVS can induce larger losses when associated with other viruses, however there
are not so many studies about this subject in Brazil. In this work, potato plants
cv. Agata, either infected only with PVS or in mixed infections, were planted to
investigate the effect of virus infection on tuber yield. The infected tubers, with
different virus combinations, were produced in greenhouse, through inoculation
with the vector Myzus persicae for PLRV and mechanic inoculation for the other
viruses. The field experiment was carried out in Maria da Fé- MG-Brazil, in the
EPAMIG research station, in completely randomized blocks, using 40 plants per
plot and 4 replications. The treatments were the following: PVS, PVX AND
PVY; PVS + PVX, PVS + PVY, PVX + PVY and PVS + PVX + PVY (50% of
initial incidence); PLRV, PVS + PLRV, PVS + PLRV + PVX, PVS + PLRV +
PVY; PVS + PLRV + PVX + PVY (15% of initial incidence). In the plots with
50% of virus incidence, the largest loss was 37.03%, induced by the infection
with PVS+PVX+PVY, and the smallest was 15.01%, for the single infection
with PVX. In the plots with 15% of virus incidence the smallest loss was
induced by the single infection with PLRV (10.99%) and the largest was with
the infection with the four viruses at the same time (40.92%). In general, most of
the cases in which PVS was associated with one or more viruses in the potato
plants, those presented more intense symptoms than induced by each virus
separately, showing that it can become important when associated with the other
viruses which are frequent in the Brazilian potato production fields.

* Guidance Committee: Antonia dos Reis Figueira — UFLA (Adviser)
César Augusto Brasil Pereira Pinto — UFLA
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1 INTRODUCAO

A cultura da batata é considerada de alto risco, devido as inumeras
pragas e doengas que podem contribuir para diminuir a sua produtividade. Essas
doencgas podem ser causadas por fungos, bactérias, nematdides e virus, os quais
podem ser veiculados pelas sementes, o que as torna um dos insumos mais caros
€ mais importantes para garantir o sucesso da cultura.

Dentre as doencas, as virdticas sdo as principais responsaveis pela
degenerescéncia da batata, pois sdo de facil disseminagdo e podem ser
perpetuadas de geracdo para geragdo por meio dos tubérculos, que se tornam
menos produtivos & medida que os virus se multiplicam nos seus tecidos,
causando a sua degenerescéncia (Silberschmidt, 1937).

No Brasil, o virus do enrolamento (Potato leafroll virus ou PLRV) e
posteriormente o virus Y (Potato virus Y ou PVY) tém sido os principais
causadores de perdas na cultura da batata. Isso porque, até recentemente, as
importacdes de batata-semente foram feitas de paises europeus, onde outros
virus como o Potato virus X (PVX) e o Potato virus S (PVS) também nido sio
problema e as sementes eram isentas desses virus. Entretanto, com a abertura da
importacdo de batata-semente de outros paises onde esses virus ocorrem em alta
incidéncia, eles passaram a ser detectados na batata-semente produzida no
Brasil, causando até a condenagdo de campos de produgdo.

O problema maior ¢ que como o PVS ¢ um virus latente e ndo ¢
detectado visualmente na cultura, existe uma falsa crenga de que a sua infecgao
ndo ¢ associada a perdas. Sabe-se, porém, que eles podem causar perdas na
produgdo em torno de 10% a 20%, dependendo da estirpe do virus e da
suscetibilidade da cultivar (Wetter, 1971; Bemmster & De Bokx, 1987).
Entretanto, podem ocorrer perdas mais significativas em infec¢cdes mistas,

quando a interagdo entre o PVS e outros virus freqiientes na cultura da batata
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resulta em sintomas mais severos, com conseqiiente diminui¢do da produgio
(German, 2001; Wright, 1970; Manzer et al., 1978; Marton et al., 1993). Assim
sendo, a interagdo entre esse e outros virus mais importantes merece atengao,
pois, como o PVS ndo induz sintomas perceptiveis na grande maioria das
cultivares de batata comerciais, pode passar despercebido nas inspeg¢des visuais
de campo.

O fato de o PVS praticamente nao ter sido estudado no Brasil, aliado a
importancia de se determinar o seu efeito nas cultivares comerciais normalmente
plantadas no pais, faz com que os produtores brasileiros fiquem a mercé de
idéias erroneas que os levam a negligenciar a sua verdadeira importancia,
quando presente na batata-semente a ser plantada. Este trabalho foi realizado
com a finalidade de avaliar o efeito do PVS, quando presente em infecg¢des

simples e mistas, na produgio de plantas de batata cv. Agata.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local

Parte dos experimentos foi conduzida na casa de vegetacao e no Centro
de Indexagdo de Virus de Minas Gerais, localizados no Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras. A parte que envolveu
experimentos de campo foi conduzida na Fazenda Experimental da Epamig, no
municipio de Maria da Fé, em Minas Gerais, localizada a 1.280m de altitude,

22°18°29” Sul de latitude e 45°22°32” Oeste de longitude.

2.2 Obtencao dos indculos virais

Os virus empregados como indculo foram provenientes da cole¢do de
virus do Departamento de Fitopatologia da UFLA. Esses se encontram
armazenados a -80°C, para serem multiplicados sempre que necessario. Sdo eles:

- PVS — isolado da estirpe comum (PVS®) mantido em plantas de
Chenopodium quinoa e batata cv. Duvira, que ¢ sempre analisada para se
certificar se outros virus se encontram ausentes;

- PVY —isolado da estirpe necrética (PVY™) mantido em folhas de fumo
cv. Turkish NN (TNN);

- PVX - isolado mantido em folhas de Gomphrena globosa;

- PLRV - isolado mantido em plantas de Datura stramonium e Physalis
sp., em condi¢des de casa de vegetagdo, com repicagens periddicas com o
pulgdo Myzus persicae.

A confirmagdo da identidade do virus ¢é feita regularmente pelo teste

DAS-ELISA.
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2.3 Teste sorolégico DAS-ELISA

O teste DAS-ELISA para a diagnose do PLRV, PVX, PVY e PVS foi
feito utilizando-se os anti-soros policlonais da Bioreba, com o procedimento
indicado pelo fabricante. As solugdes tampdes e de lavagem empregadas foram
preparadas no laboratério: tampao de cobertura (carbonato e bicarbonato
0,025M, pH 9,6, contendo 0,02 g/l de azida sddica); tampao de extracdo do virus
(Tris-HCI pH 7,4, contendo 0,8% de NaCl; 2% de PVP, 0,02% de KCI ¢ 0,02%
de azida sddica); tampao do conjugado (Tris-HCI, pH 7,4, contendo 0,8% de
NaCl, 2% de PVP, 0,2% de BSA, 0,02% de MgCl2, 0,02% de KCI, 0,02% de
azida sodica, 0,05% de Tween — 20); tampao do substrato (dietanolamina pH
9,8) e tampao de lavagem (solugdo salina tamponada (PBS) contendo 0,05% de
Tween — 20). As leituras finais foram realizadas a 405nm, no espectofotdmetro
MRX (Dynatech), tendo sido consideradas positivas as amostras cujas
absorbancias foram iguais ou superiores a duas vezes a média da absorbancia do

controle sadio.

2.4 Producio dos tubérculos com infec¢oes simples e mistas

A inoculagdo dos tubérculos com um ou mais virus foi feita por
inoculagdo mecanica (PVY, PVX e PVS) e por meio do vetor ou por enxertia de
hastes (PLRV), em condi¢des de casa de vegetacdo. Foram produzidos
tubérculos com infecgdes simples: PVS, PVX, PVY e PLRYV; infecgdes duplas:
PVS + PVX, PVS + PVY, PVX + PVY e PVS + PLRYV; infeccdes triplas: PVS
+ PVX + PVY, PVS + PLRV + PVX, PVS + PLRV + PVY e infecgoes
quadruplas: PVS + PLRV + PVX + PVY. A medida que as plantas com
infec¢cdes mistas foram obtidas, foram também fotografadas para registro e
divulgacdo dos sintomas.

Tubérculos de batata cv. Agata, comprovadamente sadios, foram

submetidos ao tratamento com bissulfureto de carbono (25ml/m®), por 72 horas,
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para forcar a brotagdo. Depois da emergéncia dos brotos, os tubérculos foram
plantados em vasos com capacidade de Skg, contendo como substrato terra
esterilizada, areia e esterco, na proporc¢ao 3:1:1. Apoés a emergéncia, as plantas
foram inoculadas com cada um dos virus desejados para a produgdo dos
tubérculos.

A inoculacdo mecénica foi feita por friccdo do extrato obtido por
trituragdo de 1g de folhas infectadas com o virus desejado em almofariz
esterilizado, na presenga 5 mL de tampdo fosfato 0,01M, pH 7,0, contendo
sulfito de so6dio na mesma molaridade, nas folhas das plantas previamente
pulverizadas com carborundum. Em seguida, as folhas foram lavadas com agua
e as plantas mantidas em casa de vegetacdo durante todo o ciclo da planta.

Na inoculag¢do por vetor, os pulgdes, criados em plantas sadias, foram
transferidos para plantas de D. stramonium e ou Physalis sp. infectadas com o
PLRYV, para aquisi¢ao do virus, por um periodo de 24 horas. Apos esse periodo,
eles foram transferidos para plantas sadias da cultivar Agata, onde ficaram por
mais 24 horas para transmitir o virus. Apds esse periodo, os pulgdes foram
eliminados com inseticida e as plantas colocadas em casa de vegetacdo, onde
permaneceram até o final do ciclo. Em alguns casos, quando a inoculacdo com o
vetor ndo foi eficiente, foi feita a enxertia de hastes de outra planta de batata
infectada com o PLRYV, para a transmissao do virus.

Na primeira geracao foram produzidas as intera¢des simples e duplas e,
na segunda geracdo, as infecgdes triplas e quadruplas. Nas infecgdes duplas, na
primeira semana foi inoculado o primeiro virus e na segunda semana o segundo
virus. A infec¢do das plantas foi confirmada pelo teste DAS-ELISA e por
inoculagdo em plantas indicadoras. Na segunda geracdo, as plantas com infec¢io
dupla da geragdo anterior foram inoculadas com o terceiro virus e, no caso das

infec¢des quadruplas, com o quarto virus uma semana depois.
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Apds a obteng@o dos tubérculos com as infec¢des desejadas, eles foram

empregados para o experimento de campo.

2.5 Avaliacido dos virus na producio de batata cv. Agata em condicoes de
campo

Para a avaliagdo de producdo, foram conduzidos ensaios na Fazenda
Experimental da Epamig, na cidade de Maria da Fé, MG, no periodo de 21 de
margo a 7 de julho de 2007.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualisados com
13 tratamentos e 4 repeti¢cdes. Os tratamentos empregados foram: T, — PVS; T, —
PVX; T; - PVY; T4 — PVS + PVX; Ts — PVS + PVY; T — PVS + PVX + PVY;
T, - PVX + PVY; Ty — PLRV; Ty — PVS + PLRV; T}, — PVS + PLRV + PVX;
T;; — PVS + PLRV + PVY; Ty, — PVS + PLRV + PVX + PVY; T;; — SADIA.
Cada parcela foi constituida por 40 tubérculos distribuidos em duas linhas, com
espacamento de 0,30m entre tubérculos e 0,80m entre linhas.

As incidéncias de virus empregadas foram de 50% (T, ao T7) e 15% (Ts
ao Tpp).

A adubagdo de plantio foi feita com a formulacdo 4-14-8 (N, P,Os e
K,0) na dosagem de 2,0 t/ha. No sulco do plantio foram pulverizados o
fungicida Monscerem 250SC, na dosagem de 5L/ha e o inseticida Confidor
700G, na dosagem de 300g/ha. Cerca de 30 a 40 dias ap6s o plantio realizou-se a
adubacdo nitrogenada em cobertura, com 450kg/ha de sulfato de amonio,
seguida da operacdo de amontoa. Durante a condug¢do do ensaio, foram
realizados os tratos culturais e fitossanitdrios normalmente empregados na
cultura para impedir a competi¢do de plantas invasoras e danos por pragas e
doengas.

Avaliaram—se os seguintes caracteres: producdo e classificacdo dos

tubérculos por tamanho (mitidos — menores que 28mm, médios - menores que
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45mm e maiores que 28mm ¢ graidos — maiores que 45mm) nimero e peso. Foi
considerada producdo comercial a soma do peso dos tubérculos graudos e

médios.

2.7 Analises estatisticas

Devido a irregularidade do estande, foi feita analise de covariancia, pois
essa torna-se uma grande fonte de variagdo nos experimentos de campo,
acarretando o aumento do coeficiente de variacdo e, conseqiientemente, afetando
a precisdo experimental. O modelo estatistico usado para a andlise foi o
seguinte:

Yi=m+t+5+b(x;—x) tey
em que:
Yij : € a produgdo total, varidvel dependente, obtida no tratamento i, repeticao j;
t; : € o efeito do tratamento i (i =1,2,3...13);
1j : € o efeito da repeticdo j (j = 1,2,3 e 4);
b : é o coeficiente de regressao linear entre x e y;
Xjj : ¢ o numero de plantas, variavel independente, obtida no tratamento i
repeti¢ao j;
X : ¢ amédia da variavel independente x;
e’ : ¢ o erro experimental.

Apos estimados os valores de “b”, foi feito o ajuste de cada parcela com
base no estande inicial, seguindo a metodologia proposta por Vencovsky &
Barriga (1992), citados por Ramalho et al. (2005). A correcdo para o estande
inicial foi feita usando-se a expressao:
¥ii = ¥ij — b(xij — N)
em que:

¥ii - € a produgdo total (kg/ha) ajustada, obtida no tratamento i, repeticdo j.
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yij : ¢ a producdo total (kg/ha), variavel dependente, obtida no tratamento i,
repeti¢ao j.
b : é o coeficiente de regressdo linear entre x e y.
Xjj : € o nimero de plantas, varidvel independente, obtida no tratamento i bloco j.
N : € o valor do estande inicial.

Posteriormente, foi efetuada a analise de variancia com os valores
ajustados e o teste de média de Scott-Knott, utilizando-se o programa

computacional Sisvar®.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintomas provocados pelo PVS em infec¢ées simples e mistas em casa de
vegetacio

Os sintomas nas plantas de batata cv. Agata, em infecgdes simples, estio
apresentados na Figura 1. Comparando-se com as folhas de uma planta sadia (1-
A) nota-se que as plantas infectadas apenas com o PVX (1-C) e o PVS (1-E)
praticamente ndo mostraram sintomas, apresentando apenas um mosaico bem
leve. Os sintomas induzidos pelo PVY (1-D), sozinho, se caracterizam por
mosaico, aprofundamento das nervuras e diminui¢do da area foliar. Os induzidos
pelo PLRV (1-B) sdo o enrolamento das margens dos foliolos para cima, a
deformacgdo foliar e o leve encarquilhamento.

Por outro lado, a interac¢do entre o PVS e os outros virus intensificou os
sintomas, tornando-os mais evidentes. Isso pode ser visto na Figura 2, nas
interagdes duplas do PVS com o PVY (2-Al), com o PVX (2-B1) e com o
PLRV (2-C1). Na associagdo do PVY+PVX (Figura 2-D1), notou-se mosaico
mais intenso, diminuigdo da area foliar e, ainda, enrugamento dos foliolos. Uma
das caracteristicas marcantes foi a diminuicdo do tamanho das plantas, que
ocorreu de forma mais intensa nas associagdes entre PVS+PVY (2-A),
PVS+PLRV (2-C) e PVX+PVY (2-D) em relacdo a planta sadia (2-E).

Nas interagdes triplas (Figura 3), no caso do PVS + PVX + PVY (3-Al)
ocorreu o enrugamento severo, mosaico intenso, deformacdo e diminuicao da
area foliar, aprofundamento das nervuras e o encarquilhamento das folhas
(Figura 3-A). A associagdo PVS+PVY+PLRYV, além de induzir sintomas foliares
(3-C1), como enrolamento acentuado das margens, mosaico severo, deformacao
e aprofundamento das nervuras, induziu também a redugdo no tamanho das
plantas (Figura 3-C). Na Figura 3-B destaca-se uma planta com a interagdo entre

PVS + PVX + PLRV e, nas folhas, nota-se mosaico intenso, deformacao e,
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ainda, diminui¢do da area foliar (3-B1). Finalmente, a infec¢do com os quatro
virus (Figura 4) fez com que o tamanho das plantas fosse bastante afetado (4-A).
Esta apresentou ainda encarquilhamento, mosaico severo, enrugamento,

embolhamento, deformacao foliar e aprofundamento das nervuras (detalhe 4-B).

FIGURA 1. Folhas de batata cv. Agata infectada com os virus. A - Sadia;
B-PLRV;C-PVX;D-PVY;E-PVS.
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FIGURA 2. Plantas de batata cv. Agata infectadas com os virus. A- PVS +
PVY; B- PVS + PVX; C- PVS+PLRV; D- PVX + PVY; E- Sadia.
Al, BI1, C1, DI e El - detalhes nas folhas das respectivas plantas.
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FIGURA 3. Plantas de batata cv. Agata infectada com os virus. A- PVS +
PVY +PVX; B- PVS + PVX+PLRV; C- PVS+ PVY +PLRYV;
D- Sadia. Al, B1, C1, D1 - detalhes nas folhas das respectivas
plantas.
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FIGURA 4. A- Plantas de batata cv. Agata infectada com os quatro virus:
PVS + PVY + PVX + PLRV, B- Detalhe dos sintomas na folha.

Desse modo, observou-se que, quando o PVS se associa a outros virus,
os sintomas sdo intensificados, bem como o sintoma do outro virus com o qual
se associa, mostrando efeito sinérgico que pode levar a redugdo na producgdo da
planta. Esses resultados confirmam os anteriormente relatados por Geraldino et
al. (2005), que também observaram efeito sinérgico em plantas de batata das
cultivares Atlantic, Agata e Monalisa infectadas com PVS+PVY. A severidade
dos sintomas apresentados devido a associagdo dos dois virus aumentou
consideravelmente, caracterizada pelo aparecimento de mosaico mais intenso,
enrugamento e diminuicdo da area foliar, nas trés cultivares testadas. Os
sintomas secundarios provocados em plantas oriundas dos tubérculos infectados
foram mais intensos nas plantas com PVS+PVY.

O efeito das interagdes mistas também pode ser observado no nimero e
no tamanho dos tubérculos. Quando infectada com um ou dois virus, a planta

produziu, em média, 12 tubérculos por planta, tendo mais de 60% de tubérculos
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sido de tamanhos médios (menores que 45mm e maiores que 28mm), enquanto
que tubérculos gratdos quase ndo foram encontrados. No caso das associagdes
entre os quatro virus e também nas triplas, somente foram colhidos tubérculos
mitdos (menores que 28mm) e em pequena quantidade, variando entre 8 a 10
tubérculos por planta. De modo geral, observou-se que o acumulo de particulas
virais na planta infectada ¢ inversamente proporcional ao tamanho e ao numero

de tubérculos produzidos por ela.

3.2 Efeito do PVS em infecg¢oes simples e mistas na producio de batata em
condicées de campo

Os dados referentes a producdo comercial média estimada por area,
diminui¢do da produgdo em relacdo ao controle, bem como o numero de
tubérculos classificados por tipo, estdo representados na Tabela 1. Pode-se
observar que a produgdo foi relativamente baixa (tratamento controle = 15,6
ton/ha), se considerarmos a produc¢do média minima desejavel de, pelo menos,
25 toneladas por hectare. Isso aconteceu porque o local de conducdo do
experimento € caracterizado por baixas temperaturas e umidade relativa do ar
muito alta, o que favoreceu a incidéncia de requeima no campo, causada pelo
fungo Phythophthora infestans. Mesmo utilizando-se as medidas de controle
disponiveis, pelo fato de a area plantada ficar proxima a regides onde se

cultivam batata o ano todo, existe alto potencial de indculo desse fungo.
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TABELA 1. Média da produgdo comercial (Kg/ha), do namero de tubérculos comerciais por planta ¢ das perdas (%)
induzidas pelos virus PVS, PVX, PVY e PLRYV, sozinhos ou combinados, em batata cv. Agata.

Producao Numero de Numero de
Tratamentos Incidéncia comercial (kg/ha) Perdas Tubérculos Tubérculos
inicial (%) Gratdos Médios

1- PVS 50% 13210,65a" 15,30 1,03a 4,00a
2-PVY 50% 12118,13a 22,31 0,95a 3,40a
3-PVX 50% 13256,30a 15,01 0,97a 4,34a
4 - PVS+PVY 50% 11495,02a 26,30 0,68a 3,53a
5- PVS+PVX 50% 12605,35a 19,18 0,85a 4,12a
6 - PVX+PVY 50% 11302,27a 27,54 0,86a 3,39a
7 - PVS+PVX+PVY 50% 9821,05a 37,03 0,50a 3,90a
13 - SADIO Controle 15597,22a - 1,24a 4,00a
8 —PLRV 15% 13883,68a 10,99 1,19b 4,10a
9 - PVS+PLRV 15% 12148,83a 22,11 0,82a 3,77a
10 - PVS+PLRV+PVX 15% 11677,87a 25,13 0,77a 3,68a
11 - PVS+PLRV+PVY 15% 9549,14a 38,78 0,74a 3,38a
12- PVS+PLRV+PVY+PVX 15% 9215,24a 40,92 0,65a 3,73a
13 - SADIO Controle 15597,22a - 1,24b 4,00a

'Na mesma coluna tratamentos com a mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade.
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Quando se empregou uma incidéncia inicial de 50% de virus, embora
ndo tenham sido detectadas diferencas significativas entre os tratamentos
(Tabela 1A), as redugdes na producdo, devido as diferentes combinagdes de
virus, variaram de 15,01% (tratamento 3) a 37,03% (tratamento 7). Nos
tratamentos em que os tubérculos continham apenas um virus, a diminuigdo na
producdo variou de 15,01% para o PVX a 22,31% para o PVY.

A produgdo obtida nas parcelas compreendidas pelas plantas infectadas
pelo PVS e o PVX foi de 12.605,35kg/ha, o que significou uma porcentagem de
perda de 19,18% em relagdo ao controle, com 15.597,22kg/ha. Esses valores
podem ser considerados baixos, quando comparados com as interagdes entre o
PVS e PVY (26,30%) e PVX com PVY (27,54%), mas sdo altos quando
comparados com valores encontrados por Manzer et al. (1978). Esses autores, ao
inocularem isolados de PVX com severidades diferentes em plantas de batata,
cultivares Russet Burbank, Kennebec e Katahdin, infectadas com PVS,
obtiveram queda na produgdo de 2% quando o PVS estava associado a uma
estirpe menos severa de PVX e, quando combinado com uma estirpe moderada
de PVX, uma queda de 5%, além de induzir sintomas de mosaico bem visivel, o
que também foi observado neste trabalho (Figura 2). Entretanto, como as perdas
induzidas por virus em batata dependem da cultivar, da espécie e da estirpe de
virus, essas diferencas sdo esperadas. Por exemplo, German (2001) mencionou
reducdes de 40% na producdo de plantas infectadas com PVS e PVX. Wright
(1970) erradicou esses virus por meio de incisdo e do tratamento de brotos
auxiliares e obteve um aumento na produgdo de tubérculos de 10% a 32%, com
conseqiiente aumento na producdo total de 11% a 38%, evidenciando uma
drastica queda na produgdo quando os virus se encontram associados.

Uma interagdo que mereceu destaque foi entre o PVS e PVY, com
perdas na ordem de 26,30%. Essa associagdo, em casa de vegetagdo, acarretou

uma diminui¢do consideravel no tamanho da planta (Figura 2-D), refletindo na
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diminui¢do da produgdo de tubérculos no vaso e, ainda, na produgdo em campo,
que foi de 12.605,35kg/ha em relag@o ao controle, que produziu 15.597,22kg/ha.

Das interagdes duplas, a que mais afetou a produgdo foi a combinagao do
PVS com o PLRV, que induziu uma porcentagem de perda de 22,11%. Esse
valor pode ser considerado muito elevado, levando-se em conta que a
porcentagem de infeccdo neste tratamento foi de apenas 15%. Marton et al.
(1993) encontraram uma redugdo na producdo de plantas, cv. Achat, de 77,55%,
empregando 100% de infeccdo com PLRV e PVS. Esses resultados sugerem que
a cultivar Agata usada neste trabalho deve ser mais suscetivel que a cv. Achat.

As interagdes que envolveram o PVX e o PVY numa mesma planta
induziram perdas maiores na producdo. Isso ja era esperado, considerando-se
que existe um efeito sinérgico quando esses infectam simultaneamente uma
planta.

Nas parcelas em que se empregou 15% de incidéncia inicial, as perdas
variaram de 10,99% nas plantas infectadas apenas com PLRV a 40,92%, nas
plantas contendo os quatro virus. Dessas interagdes, as que induziram sintomas
mais drasticos, em casa de vegetacdo, foram aquelas que continham a
combina¢do PLRV + PVY + PVS. Portanto, ela merece atengdo especial, uma
vez que poderiam ser capazes de acarretar maior degenerescéncia dos tubérculos
e, consequentemente, perdas mais significativas na producdo de batata. Outro
agravante, referente a essa interacdo, ¢ que os trés virus, no caso da estirpe
andina (PVS®™), podem ser transmitidos por afideos vetores, o que torna a sua
dissemina¢do no campo e, conseqiientemente, o seu controle mais dificil e
menos eficiente.

Quanto ao niimero de tubérculos comerciais por planta (Tabela 1), nas
interagbes com 50% de incidéncia n3o foram observadas diferengas
significativas entre os tratamentos analisados em relagdo ao controle. O mesmo

ndo ocorreu em infecgdes dupla, triplas e quadrupla, envolvendo o PLRV, nas
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quais foram detectadas diferencas significativas. Estes resultados evidenciam
que associacdo do PVS com outros virus implica em diminui¢do no numero de
tubérculos graudos afetando diretamente a produg@o comercial.

Os valores do Coeficiente de variacdo para a produgdo comercial estao
apresentados na Tabela 1A. Estes valores sdo semelhantes aos valores
normalmente encontrados para a produ¢do comercial na cultura da batata.

Diante dos resultados encontrados em casa de vegetagdo e no ensaio de
campo fica evidente que o PVS é um virus muito importante e merece atengao,
visto que os sintomas induzidos e as perdas na producdo causadas pela
associa¢do do PVS com os outros virus, que comumente ocorrem na cultura da
batata, sdo altamente significativas tanto para a producdo de batata-semente

quanto para a producdo de batata para consumo.
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4 CONCLUSOES

A presenca do PVS nas interagcdes provocou sintomas mais intensos que
a de cada virus separadamente, sendo que as interagdes com
PVS+PLRV+PVY, foram as que induziram sintomas mais severos em

casa de vegetacao.

Nas parcelas com infec¢@o inicial de 50%, as maiores perdas na
producdo (kg/ha) foram causadas pela combinagdo PVS+PVX+PVY e

as menores pela infecgdo simples com o PVX.
Nas parcelas com infeccdo inicial de 15%, as maiores perdas na

producao (kg/ha) foram causadas pela combinagao dos quatro virus e as

menores pela infec¢do simples com o PLRV.
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TABELA 1A. Resumo da andlise de varidncia da producdo comercial

(kg/hectares) obtida pela avaliagdo dos tratamentos com 50% e
15% de incidéncia de viroses, respectivamente. Lavras, MG,
2007.

50% de incidéncia 15% de incidéncia
FV GL QM P GL QM P
Tratamentos 7 11659404,41 10,2511 5 24299953,76  0,0433
Repeticao 3 4310574,87 0,6709 3 2555814,85 10,8112
Erro 21  8236847,68 15  8003058,96
Meédia 12425,74 12011,99
CV (%) 23,10 23,55
TABELA 2A. Resumo da Analise de Variancia do nimero de tubérculos
graudos por planta, obtida pela avaliagdo dos tratamentos com
50% e 15% de incidéncia de viroses, respectivamente. Lavras,
2007.
50% de incidéncia 15% de incidéncia
FV GL QM P GL QM P
Tratamentos 7 0,198371 0,0260 5 0251414 0,0194
Repeticao 3 0,104803 0,2301 3 0,017082  0,8527
Erro 21 0,067434 15 0,065552
Meédia 0,883438 0,902083
CV (%) 29,39 28,38
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TABELA 3A. Resumo da Analise de Variancia do nimero de tubérculos médios
por planta, obtida pela avaliacdo dos tratamentos com 50% e
15% de incidéncia de viroses, respectivamente. Lavras, 2007.

50% de incidéncia

15% de incidéncia

FV GL QM P GL QM P
Tratamentos 7 0487729 0,5227 5 0243507 0,9086
Repetigio 3 3,185133  0,0044 3 0,790106  0,4391
Erro 21 0,540250 15 0,827102
Média 3,828750 3,769167
CV (%) 19,20 24,13
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AL-VIV = e ATGCCGCCTAAACCGGATCCGACAAGCTCAGGAGAGA

PE-SHE = === ATGCCGCCTAAACCGGATCCGACAAGCTCAGGAGAGA
BB-AND = e —— ATGCAGCCAAAACCAGATTCTTCTAGTTCAGGGGTTC
RS-BAR = == ATGCCGCCTAAACCGGATCCGACAAGCTCAGGAGAGA
SJ-AST = —mmmmm——mmmm—— == ATGCCGCCTAAACCGGATCCGACAAGCTCAGGAGAGA
SJ-ATL, = @ —mmmmmmm === ATGCCGCCTAAACCGGATCCGACAAGCTCAGGAGAGA
SJ-CAL = e ATGCCGCCTAAACCGGATCCGACAAGCTCAGGAGAGA
SJ-CHI = e e e ATGCCGCCTAAACCGGATCCGACAAGCTCAGGAGAGA
SJ-CHR = e e ATGCCGCCTAAACCGGATCCGACAAGCTCAGGAGAGA
IDA.R = —m—mm—————————————————— ATGCCGCCCAAACCGGATCCGACAATTTCAGGAGAGA
SM-AST @ mmmmmmm ATGCCGCCTAAACCGGATCCGACAAGCTCAGGAGAGA
AF493950 GAAGAAACTGTCCCACAGAGAAAATGCCGCCCAAACCGGATCCGACAAGCTCAGGAGAGA
AF493951 GAATATACAGTCTCACAGCAAGAATGCCGCCTAAACCAGATCCATCTAGTTCAGGGGAAG
AJ863509 @ e ATGGCGCCCAAACCGGATCCGACAAGCTCAGGAGAGA
AJ863510 @ e ATGCCGCCTAAACCAGATCCATCTAGCTCAGGGGAAG
AJ889%9246 @@ —mmmmmmmmm e ATGCCGCCCAAACCGGATCCGACGAGCTCAGGAGAGA
AJ512653 = —mmmmmmmmmmm e ATGCCGCCCAAACCGGATCCGACAAGCTCAGGAGAGA
D00461 = mmmmmm ATGCCGCCTAAACCAGATCCATCTAGCTCAGGGGAAG
DQ315387 00 mmmmmm e —— ATGCCGCCTAAACCAGATCCGACGAGCTCAGGAGAGA
DQ786653 0 @—mmmmm e ATGCCGCCCAAACCGGATCCGTCAAGTTCAGGAGAGA
545593 000 mmmmmmm e ATGCCGCCGAAACCGGATCCGACAAGCTCAGGAGAAA
U74375 0 mmmmm e ATGCCGCCTAAACCGGATCCGACAAGCTCAGGAGAGA
U74376 =00 @memmmmmmmmmmmm e ATGCCGCCTAAACCGGATCCGACAAGCTCAGGAGAGA
Y15609 === —mmmmmmmmmem e ATGCCGCCTAAACCAGATCCGACAAGCTCAGGAGAGA
Y15611 === —mmmmmmmmmm e ATGCCGCCTAAACCAGATCCGACAAGCTCAGGAGAGA
Y15625 === mmmmmmme e e ATGCCGCCTAAACCAGATCCGACAAGCTCAGGAGAGG
AY687337 == mmmmmmmmmm e ATGCCGCCCAAACCGGATCCCACGAGCTCAGGAGAGG

“...Continua...”

FIGURA 3A. Alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos do gene da capa protéica dos dez isolados estudados,
dezesseis isolados disponiveis no GenBank e um isolado brasileiro.
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CACCACAAGCACTCCCGCTTGTGCCGCCGCCCCGGAATGTAGAGGAGCATAGAGTTGGCC
CACCACAAACTGTTCCGCTTGCGCCGCCGCCCAGGAACGTAGAGGAGCATAGAGTTGGCC
AGGCACAAGCAGAGCCACCTGCACCTCCTCCGAGCGCAATGGAAGGGCACAGATTCGCGC
CACCACAAACTGGTCCGCTTGTGCCGAAAACCAGGAATGTTGAGGAGCATAGAGTTGGCC
CACCACAAACTGTTCCGCTTGCGCCGCCGCCCAGGAACTTACAGGAGCATAGAGTTGGCC
CACCACAAACTGTCCCGCTTGCGCCGCCGCCCAGGAACGTAGAGGAGCATAGAGTTGGCC
CACCACAAACTGTGCAGCTCGCGAAAGAGCCCAGGAACGTAGAGGAGCATAGGGTTGGCC
CACCACAAACTGTCTCGCTTGCGCCGCCGCCCAGGAACGTAGCGGAGCATAGAGTTGGCC
CACCACAAACTGTGCCGCTTGCGCCGCCGCCCAGGAACGTAGAGGAGCATAGAGTTGGCC
CGCCACAAGCTGTACCACTAGCACCGCCGCCCCGGACCGTAGAGGAGCATAGAGTTGGTC
CGCCACAAGCACTTCCGCCTGCGCAGCCGCCCCGGAACGTAGAGGAGCATAGAGTTGGCC
CACCACAAGCACCGCCGCTTGTGCCGCCGCCCCGGAATGTAGAGGAGCATAGAGTTGGCC
CACCACAAGCAATGCCATATGCGCCACCGCCGAGAGCAGCGGAAGAACACAAGGCTGGAC
CACCACAAGCACCGCCGCTTGTGCCGCCACCCCGGAATGTAGAGGAGCATAGAGTTGGCC
CACCACAAGCGATGCAACCTGCACCACCACCGCGCGCA---GAAGGGCACATGTATGCGC
CACCACAAGCGATACCGCTTGCGCCGCCGCCCCGGCACGTAGAGGAGCATAAAGTTGGCC
CACCACAAGCACTGCCGCCTGTGCCGCCGCCCCGGAATGTAGAGGAGCATAGAGTTGGCC
CACCACAAGCGATGCAACCTGCACCACCACCGCGCGCA---GAAGGGCACATGTATGCGC
CACCACAAGCTACACCACTTGCGCCGCCGCCCCGGAACGTAGAGGAGCATAGAGTTGGCC
CACCACAAGCAACGCCGCTTGTGCCGCCGCCCCGGAACGTAGAGGAGCATAGAGTTGGCC
CACCACAAGCGATACCGCTTGCGCCGCCGCCCCGGAACGTATATTATCATAGAATTGGCC
CACCACAAACTGTGCCGCTTGTGCCGCCGCCCAGGAACGTAGAGGAGCATAGAGTTGGCC
CACCACAAACGATGCCGCTTGTGCCGCCGCCTCGGAATGTAGAGGAGCATAGAGTTGGTT
CACCACAAGCACTGCCGCCTGTGCCGCCGCCCCGGAATGTAGAGGAGCATAGAGTTGGTC
CACCACAAGCACTGCCGCTTGTGCCGCCGCCCCGGAATGTAGAGGAGCATAGAGTTGGCC
CACCACAAGCAATGCCGCTTGTGCCGCCGCCTCGGAATGTAGAGGAGCATAGAGTTGGCC
TGCCACAAGCACCGCCGCTTGTGCCGCCGCCCCGGAATGTAGAGGAGCATAGAGTTGGCC
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CAAGTCAAGGGCACGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGGTTGA
CAAATCAAGGGCACGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGGTTGA
AATCGGAGGCGCCAGAGCAAAATGAAGAAGCCATGCTGGAACAAAGGCTTGTTAGATTGA
CAAATCAAGGGCACGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGGTTGA
CAAATCAAGGGCACGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGGTTGA
CAAATCAAGGGCACGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGGTTGA
CAAATCAAGGGCACGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGATTGA
CAAATCAAGGGCACGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGGTTGA
CAAATCAAGGGCACGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGGTTGA
CAAATCAAGGGCACGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAACAGAGGCTCATCAGATTGA
CAAGTCAAGGGCACGGGCAGAATGAAGAAGCTATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGATTGA
CAAATCAAGGGCACGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGGTTGA
CATCTCTGGGTCCAGGACCAAATGAAGAAGCAATGTTAGAGCAAAGACTCGTCAGATTGA
CAAGTCAAGAGCACGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGGTTGA
AACCAGAAGGGCCAGGGCAAAACGAGGAAGCCATGCTGGAGCAAAGACTCATCAGGTTGA
CAAATCAAGGGCCAGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAAAGGCTCATCAGGTTGA
CAAGTCAAGGGCACGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGGTTGA
AACCAGAAGGGCCAGGGCAAAACGAGGAAGCCATGCTGGAGCAAAGACTCATCAGGTTGA
CAATTCAAGGGCACGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGATTGA
CAAATCAAGGGCCTGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAGAGGTTAATTAGATTGA
CAAACCAAGGGCACGGGCAAAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGACTGA
CAAATCAAGGGCACGGGCAGAATGAAGAGGCCATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGGTTGA
CAAGTCAAGGGCACGCGCAGAGTGAGGAGGCTATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGATTGA
CAAGTCAAGGGCACGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAACAGAGGCTCATCAGGTTGA
CAAGTCAAGGGCACGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGATTGA
CAAGTCAAGGGCACGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGGTTGA
CAAATCAAGGGCAAGGGCAGAATGAAGAGGCTATGCTGGAGCAGAGGCTCATCAGGTTGA
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TTGAACTCATGGCCTCAAAAAGGCACAATTCAACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAACTCATGGCCTCGAAAAGGCACAATTCTACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAGCTTATGGCCAAAAAGAGGCACAACTCGACATTGAGTAACATCTCCTTTGAGATAG
TTGAACTCATGGCCTCGAAAAGGCACAATTCAACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAACTCATGGCCTCGAAAAGGCACAATTCTACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAACTCATGGCCTCGAAAAGGCACAATTCTACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAACTCATGGCCTCGAAAAGGCACAATTCTACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAACTCATGGCCTCGAAAAGGCACAATTCTACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAACTCATGGCCTCGAAAAGGCACAATTCTACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAACTCATGGCCTCGAAAAGGCACAATTCAACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAACTCATGGCCTCAAAAAGGCACAATTCAACGTTGAGCAACATCTCTTTTGAGTTAG
TTGAACTCATGGCCTCAAAAAGGCACAATTCAACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAGCTCATGGCCGCAAAGAGGCATAACTCAACGTTGAGCAACATCTCCTTTGAGATAG
TTGAACTCATGGCCTCAAAAAGGCACAATTCAACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAGCTCATGGCTACGAAGAGGCACAACTCGACATTGAGCAACATCTCCTTTGAAATAG
TTGAACTCATGGCCTCGAAGAGGCACAATTCAACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAACTCATGGCCTCAAAAAGGCACAATCCAACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAGCTCATGGCTACGAAGAGGCACAACTCGACATTGAGCAACATCTCCTTTGAAATAG
TTGAACTCATGGCCTCGAAAAGGCACAATTCAACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAGCTCATGGCCTCGAAAAGGCACAATTCAACGTTGAGCAACATCTCTTTCGAGATAG
TTGAACTCATGGCCTCGAAAAGGCACAATTCAACATTGAGCAACATAGCTTTTGAGATAG
TTGAACTCATGGCCTCAAAAAGGCACAATTCAACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAACTCATGGCCTCGAAAAGGCACAATTCAACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAACTCATGGCCTCAAAAAGGCACAATTCAACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAACTCATGGCCTCAAAAAGGCACAATTCAACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAACTCATGGCCTCAAAGAGGCACAATTCAACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
TTGAACTCATGGCCTCAAAAAGGCACAATTCAACATTGAGCAACATCTCTTTTGAGATAG
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GTAGGCCCTCACTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCGTATTCGC
GTAGGCCCAGTTTGGAACCAACGCCCGAGATGAGAAGGAATCCGGAAAATCCATACTCTC
GTAGGCCCTCACTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCATACTCGC
GTAGGCCCTCACTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCATACTCGC
GTAGGCCCTCACTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCATACTCGC
GTAGGCCCTCACTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCATACTCGC
GTAGGCCCTCACTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCATACTCGC
GTAGGCCCTCGCTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCATACTCGC
GTAGGCCCTCGCTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCATACTCGC
GTCGGCCCTCGCTTGAGCCAACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCATACTCGC
GTAGGCCCTCACTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCGTACTCAC
GTAGGCCCTCACTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCGTACTCGC
GTAGGCCCGCTCTTGAGCCTACCCCTGAGATGAGGAGGAATCCGGAAAACCCCTACTCAC
GTAGGCCCTCACTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCGTACTCGC
GTAGGCCCAGTCTAGAACCGACCCCTGAGATGAGGAGGAATCCGGAAAATCCGTACTCTC
GTAGGCCCTCGCTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAATCCATACTCGC
GTAGGCCCTCACTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCGTACTCGC
GTAGGCCCAGTCTAGAACCGACCCCTGAGATGAGGAGGAATCCGGAAAATCCGTACTCTC
GTCGGCCCTCGCTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCATACTCGC
GCAGGCCCTCGCTTGAGCCGACTCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAAAATCCATACTCTC
GTAGGCCCTCACTTGAGCCAACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCATACTCGC
GTAGGCCCTCACTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCATATTCGC
GTAGGCCCTCACTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCATACTCGC
GTAGGCCCTCACTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCGTACTCGC
GTAGGCCCTCACTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCGTACTCGC
GTAGGCCCTCGCTTGAGCCGACCCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAACCCAAACTCGC
GTAGGCCCTCACTTGAGCCGACTCCTGAAATGCGGAGGAATCCGGAGAATCCGTACTCAC
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GGTTTTCAATCGATGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
GGTTTTCAATAGATGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCAAACAACATGGCGA
GATTTTCAATCGACGAGCTGTTCAAAATGGAAATCCGGTCGGTTTCGAACAACATGGCCA
GGTTTTCAATAGATGAGCTGTTTAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGTTTT
GGTTTTCAATAGATGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
GGTTTTCAATAGATGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
GATTTTCAATAGATGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
GGTTTTCAATAGATGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
GGTTTTCAATAGATGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
GGTTTTCAATCGGTGAGTTGTTCAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
GGTTTTCAATCGATGAGCTGTTCAAAATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
GGTTTTCAATCGATGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
GATTCTCGATCGATGAGCTGTTCAAAATGGAAATCCGGTCGGTGTCCAACAACATGGCGA
GGTTTTCAATCGATGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
GGTTCTCAATCGACGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCGGTCTCTAACAATATGGCCA
GGTTTTCAATCGATGAGCTTTTCAAGATGGAAATCCGGTCCGTGTCCAACAACATGGCGA
GGTTTTCAATCGATGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
GGTTCTCAATCGACGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCGGTCTCTAACAATATGGCCA
GGTTTTCAATCGATGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
GGTTTTCGATCGATGAGCTGTTTAAAATGGAAATCCGGTCTGTGTCCAACAACATGGCAA
GGTTTTCAATCGATGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
GGTTTTCAATAGATGAGCTGTTTAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
GATTTTCAATAGATGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
GGTTTTCAATCGATGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
GGTTTTCAATCGATGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
GGTTTTCAATCGATGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
GGTTTTCAATCGATGAGCTGTTCAAGATGGAAATCCGATCTGTGTCCAACAACATGGCGA
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ACACCGAGCAAATGGCACAAATCACTGCTGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
ACACCGAGCAAATGGCACAAATCACTGCTGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
ACACTGAACAAATGGCACAGATCACTGCAGATATTGCCGGGCTCGGTGTTCCCACTGAGC
ATACCGAGCAAATGGCACAAATCACTGCTGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
ACACCGAGCAAATGGCACAAATCACTGCTGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
ACACCGAGCAAATGGCACAAATCACTGCTGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
ACACCGAGCAAATGGCACAAATCACTGCTGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
ACACCGAGCAAATGGCACAAATCACTGCTGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
ACACCGAGCAAATGGCACAAATCACTGCTGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
ACACCGAGCAAATGGCACAAATCACTGCTGACATCGCTGGACTCGGGGTCCCCACTGAAC
ACACTGAGCAAATGGCGCAAATCACTACCGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
ACACCGAGCAAATGGCACAAATCACTGCTGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
ATACTGAGCAGATGGCACAGATCACCGCGGATATCGCTGGGCTCGGTGTTCCCACTGAGC
ACACCGAGCAAATGGCACAAATCACTGCTGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAGC
ACACTGAGCAGATGGCACAGATCACCGCGGATATTGCAGGGCTCGGCGTCCCCACAGAGC
ACACCGAGCAAATGGCACAAATCACTGCTGACATCGCTGGACTCGGGGTCCCCACTGAAC
ACACCGAGCAAATGGCACAAATCACTGCTGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
ACACTGAGCAGATGGCACAGATCACCGCGGATATTGCAGGGCTCGGCGTCCCCACAGAGC
ACACCGAGCAAATGGCACAAATCACTGCTGACATCGCTGGACTCGGGGTCCCCACTGAAC
ACACCGAGCAAATGGCGCAAATCACTGCTGACATTGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
ACACTGAGCAAATGGCACAAATTACTGCTGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
ACACTGAGCAAATGGCGCAAATCACTGCTGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
ACACCGAGCAAATGGCGCAAATCACTGCTGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
ACACCGAGCAAATGGCACAAATCACTGCTGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
ACACCGAGCAAATGGCACAGATCACTACTGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
ACACCGAGCAAATGGCGCAAATCACTGCTGACATTGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
ACACCGAGCAAATGGCACAGATCACTGCCGACATCGCTGGACTTGGGGTCCCCACTGAAC
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ACGTTGCAGGTGTCATACTGAAAGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTGAGTAGCTCTGTTT
ATGTTGCAGGGGTCATACTGAAAGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTGAGTAGCTCTGTTT
ATGTTGCTGGCGTCATACTGAAGGTCGTAATCATGTGCGCAAGCGTGAGTAGTTCTGTCT
ATGTTGCAGGGGTCATACTGAAAGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTGAGTAGCTCTGTTT
ATGTTGCAGGGGTCATACTGAAAGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTGAGTAGCTCTGTTT
ATGTTGCAGGGGTCATACTGAAAGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTGAGTAGTTCAGTTT
ATGTTGCAGGGGTCATACTGAAAGTGGTGATTATGTGTGCAAGCGTGAGTAGCTCTGTTT
ATGTTGCAGGGGTCATACTGAAAGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTGAGTAGCTCTGTTT
ATGTTGCAGGGGTCATACTGAAAGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTGAGTAGCTCTGTTT
ACGTTGCAGGGGTCATACTGAAGGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTGAGTAGCTCTGTTT
ACGTTGCAGGGGTAATACTGAAAGTGGTAATCATGTGTGCAAGCGTGAGTAGCTCTGTTT
ACGTTGCAGGCGTCATACTGAAAGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTGAGTAGCTCTGTTT
ATGTTGCAGGAGTCATACTGAAGGTGGTGATCATGTGCGCGAGTGTGAGTAGCTCTGTTT
GCGTTGCAGGTGTCATACTGAAAGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTGAGTAGCTCTGTTT
ATGTGGCGGGGGTTATACTGAAGGTCGTAATTATGTGCGCAAGCGTGAGCAGTTCTGTCT
ACGTTGCAGGGGTTATACTGAAAGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTAAGTAGCTCTGTTT
ACGTTGCAGGTGTCATACTGAAAGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTGAGTAGCTCTGTTT
ATGTGGCGGGGGTTATACTGAAGGTCGTAATTATGTGCGCAAGCGTGAGCAGTTCTGTCT
ACATTGCAGGGGTCATACTGAAAGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTGAGCAGCTCTGTTT
ACGTTGCTGGGGTCATACTGAAAGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTGAGTAGCTCTGTTT
ACGTTGCAGGGGTCATACTGAAAGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTGGACAGCTCAGTTT
ATGTTGCAGGGGTCATACTGAAAGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTGAGTAGCTCTGTTT
ACGTTGCAGGGGTTATACTGAAAGTGGTGATCATGTGTGCAAGTGTGAGTAGCTCTGTTT
ACGTTGCAGGTGTCATACTGAAAGTGGTGATCACGTGTGCAAGCGTGAGTAGCTCTGTTT
ACGTTGCAGGTGTCATACTGAAAGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTGAGTAGCTCTGTTT
ACGTTGCAGGGGTTATACTGAAAGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTGAGTAGCTCTGTTT
ACGTTGCAGGCGTCATACTGAAGGTGGTGATCATGTGTGCAAGCGTGAGTAGCTCTGTTT
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ATCTAGATCCGGCAGGGACTGTGGAGTTCCCAACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ATCTAGATCCAGCAGGGACTGTGGAGTTCCCAACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ACCTAGACCCTGCAGGAACTGTTGAGTTCCCCACTGGAGCAGTCCCTTTGGATTCCATAA
ATCTAGATCCAGCAGGGACTGTGGAGTTCCCAACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ATCTAGATCCAGCAGGGACTGTGGAGTTCCCAACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ATCTAGATCCAGCAGGGACTGTGGAGTTCCCAACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ATCTAGATCCAGCAGGGACTGTGGAGTTCCCAACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ATCTAGATCCAGCAGGGACTGTGGAGTTCCCAACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ATCTAGATCCAGCAGGGACTGTGGAGTTCCCAACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ATCTGGATCCGGCAGGGACTGTGGAGTTCCCAACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ATCTAGACCCGGCAGGGACTGTGGAGTTCCCAACGGGCGCAGTGCCCCTGGACTCGATCA
ATCTAGATCCAGCAGGGACTGTGGAGTTCCCAACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ACCTAGACCCTGCTGGAACTGTTGAGTTCCCTTCCGGGGCGGTCCCCTTGGATTCAATAA
ACTTAGACCCTGCAGGGACTGTTGAGTTCCCTACTGGCGCAGTGCCACTGGATTCCATAA
ATCTAGATCCAGCAGGGACTGTGGAGTTCCCAACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ATCTAGATCCAGCGGGGACTGTAGAGTTCCCAACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ATCTAGATCCAGCAGGGACTGTGGAGTTCCCAACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ACTTAGACCCTGCAGGGACTGTTGAGTTCCCTACTGGCGCAGTGCCACTGGATTCCATAA
ATCTGGACCCGGCAGGGACTGTGGAGTTTCCAACAGGCGCAGTGCCCCTGGACTCGATCA
ATCTAGATCCGGCAGGGACCGTGGAGTTCCCAACTGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ATCTAGATCCAGCAGGAACCGTTGAGTTCCCAACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ATCTAGATCCAGCAGGGACTGTGGAGTTCCCAACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ATTTAGACCCAGCGGGGACTGTGGAGTTCCCAACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ATCTAGATCCAGCAGGGACTGTGGAGTTCCCTACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ATCTAGATCCAGCAGGGACTGTGGAGTTCCCAACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ATCTAGATCCAGCAGGGACTGTGGAGTTCCCAACAGGAGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
ATCTAGATCCAGCAGGGACTGTGGAGTTCCCAACAGGCGCAGTGCCCTTGGACTCGATCA
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TTGCAATCATGAAGAATCGCGCGGGATTGAGAAAAGTGTGCAGGCTGTATGCTCCAGTCG
TTGCAATTATGAAGAATCGCGCGGGATTGAGGAAAGTGTGCAGGCTGTATGCTCCAGTCG
TTGCAATCATGAAAAATCGTGCTGGACTGAGGAAAGCGTGCAGGCTGTATGCCCCGGTCG
TTGCAATTATGAAGAATCGCGCGGGCTTGAGGAAAGTGTGCAGGCTGTACGCTCCAGTCG
TTGCAATTATGAAGAATCGCGCGGGATTGAGGAAAGTGTGCAGGCTGTATGCTCCAGTCG
TTGCAATTATGAAGAATCGCGCAGGATTGAGGAAAGTGTGCCGGCTGTATGCTCCAGTCG
TTGCAATTATGAAGAATCGCGCGGGATTGAGGAAAGTGTGCAGGCTGTATGCTCCAGTCG
TTGCAATTATGAAGAATCGCGCGGGATTGAGGAAAGTGTGCAGGCTGTATGCTCCAGTTG
TTGCAATTATGAAGAATCGCGCGGGATTGAGGAAAGTGTGCAGGCTGTATGCTCCAGTCG
TTGCAATCATGAAGAATCGCGCGGGATTGAGAAAAGTGTGCAGGCTGTACGCTCCAGTCG
TTGCAATTATGAAGAATCGCGCGGGATTGAGAAAAGTGTGCAGGCTGTATGCTCCAGTCG
TTGCAATCATGAAGAATCGCGCGGGATTGAGAAAAGTGTGCAGGCTGTATGCTCCAGTCG
TTGCCATCATGAAAAATCGAGCAGGGTTGAGGAAGGTGTGTAGGTTGTATGCTCCAGTTG
TTGCAATTATGAAGAATCGCGCGGGATTGAGAAAAGTGTGCAGGTTGTATGCTCCAGTCG
TCGCAATCATGAAAAACCGTGCTGGGTTGAGGAAGGTGTGTAGGTTGTATGCTCCGGTCG
TTGCAATTATGAAGAATCGCGCGGGTTTGAGGAAAGTGTGCAGGCTGTATGCTCCAGTCG
TTGCAATCATGAAGAATCGCGCGGGATTGAGAAAAGTGTGCAGGCTGTATGCTCCAGTCG
TCGCAATCATGAAAAACCGTGCTGGGTTGAGGAAGGTGTGTAGGTTGTATGCTCCGGTCG
TTGCAATCATGAAGAATCGCGCGGGATTGAGAAAAGTGTGCAGGCTGTACGCTCCAGTCG
TTGCAATCATGAAGAATCGCGCGGGATTGAGAAAAGTGCGCAGGCTGTATGCCCCAGTCG
TTGCAATTATGAAGAATCGCGCGGGATTGAGAAAAGTGTGCAGGCTGTATGCTCCAGTTG
TTGCAATTATGAAGAATCGCGCGGGCTTGAGGAAAGTGTGCAGGCTGTACGCCCCAGTCG
TTGCAATCATGAAGAATCGCGCGGGGTTGAGAAAAGTGTGCAGGCTGTATGCTCCAGTCG
TTGCAATCATGAAGAATCGCGCGGGGTTGAGAAAAGTGTGCAGGCTGTATGCTCCTGTCG
TTGCAATCATGAAGAATCGCGCGGGATTGAGAAAAGTGTGCAGGCTGTATGCTCCAGTCG
TTGCAATCATGAAGAATCGCGCGGGGTTGAGAAAAGTGTGCAGGCTGTACGCTCCAGTCG
TTGCAATCATGAAGAATCGCGCGGGACTGAGGAAAGTGTGCAGGCTGTATGCTCCAGTCG
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TGTGGAATTACATGCTAGTCCAGAATAGGCCACCTTCGGATTGGCAGGCCATGGGATTTC
TGTGGAATTACATGCTAGTCCAGAATAGGCCACCTTCGGATTGGCAGGCTATGGGATTCC
TAAAGAATTACATGCTCGTTCAGAACAGGCCTCCATCGGATTGGCAGGCAATGGGGTTTC
TGTGGAATTACATGCTAGTCCAGAATAGGCCACCTTCGGATTGGCAGGCTATGGGATTCC
TGTGGAATTACATGCTAGTCCAGAATAGGCCACCTTCGGATTGGCAGGCTATGGGATTCC
TGTGGAATTACATGCTAGTCCAGAATAGGCCACCTTCGGATTGGCAGGCTATGGGATTCC
TGTGGAATTACATGCTAGTCCAGAATAGGCCACCTTCGGATTGGCAGGCTATGGGATTTC
TGTGGAATTACATGCTAGTTCAGAATAGGCCACCTTCGGATTGGCAGGCTATGGGATTCC
TGTGGAATTACATGCTAGTTCAGAATAGGCCACCTTCGGATTGGCAGGCTATGGGATTCC
TGTGGAATTACATGCTAGTCCAGAATAGGCCACCTTCGGATTGGCAGGCGATGGGATTTC
TGTGGAATTACATGCTAGTCCAGAATAGGCCGCCTTCGGATTGGCAGGCCATGGGATTCC
TGTGGAATTACATGCTAGTCCAGAATAGGCCACCTTCGGATTGGCAGGCCATGGGATTTC
TTTGGAACTACATGCTTGTTCAGAACAGGCCCCCGTCAGACTGGCAAGCCATGGGGTTTC
TGTGGAATTACATGCTAGTCCAAAATAGGCCACCTTCAGATTGGCAGGCCATGGGATTTC
TTTGGAATTATATGCTTGTTCAGAATAGGCCACCTTCAGATTGGCAGGCCATGGGGTTTC
TGTGGAATTACATGCTAGTCCAGAATAGGCCACCTTCGGATTGGCAGGCCATGGGATTCC
TGTGGAATTACATGCTAGTCCAGAATAGGCCACCTTCGGATTGGCAGGCCATGGGATTTC
TTTGGAATTATATGCTTGTTCAGAATAGGCCACCTTCAGATTGGCAGGCCATGGGGTTTC
TGTGGAATTACATGCTAGTCCAGAATAGGCCACCTTCGGATTGGCAGGCCATGGGGTTTC
TGTGGAATTACATGTTAGTTCAGAATAGNCCACCCTCGGATTGGCAGCCCATGGGATTTC
TGTGGAATTACATGCTAGTCCAGAATAGACCACCTTCGGATTGGCAGGCCATGGGATTTC
TGTGGAATTATATGCTAGTCCAAAATAGGCCACCTTCGGATTGGCAGGCTATGGGATTCC
TGTGGAACTATATGCTAGTCCAGACAAAACCACCTTCGGATTGGCAGGCCATGGGATTCC
TGTGGAATTACATGCTAGTCCAGAATAGGCCACCTTCGGATTGGCAGGCCATGGGATTTC
TGTGGAATTACATGCTAGTCCAGAATAGGCCACCGTCAGATTGGCAGGCCATGGGATTTC
TGTGGAATTACATGCTAGTTCAGAATAGGCCACCTTCGGATTGGCAGGCCATGGGATTTC
TGTGGAATTACATGCTAGTCCAGAATAGGCCACCTTCGGATTGGCAGGCCATGGGATTTC
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AGTGGAACGCACGCTTCGCCGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCTGCAG
AATGGAATGCACGCTTCGCCGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCTGCAA
AATGGAATGCTCGTTTCGCCGCTTTTGACACATTTGATTATGTGACTAACGGCGCCGCGA
AATGGAATGCACGCTTCGCCGCGTTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCTGCAA
AGTGGAATGCACGCTTCGCCGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCTGCAA
AATGGAATGCACGCTTCGCCGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCTGCAA
AATGGAATGCACGCTTCGCCGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCTGCAA
AATGGAATGCACGCTTCGCTGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAACGGGGCTGCAA
AATGGAATGCACGCTTCGCTGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCTGCAA
AATGGAACGCACGCTTTGCCGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCTGCAG
AGTGGAATGCACGCTTCGCCGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCCGCAG
AGTGGAACGCACGCTTCGCCGCATTTGATACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCTGCAG
AATGGAATGCGCGCTTCGCCGCTTTTGACACTTTTGACTATGTGACTAACGGTGCTGCAA
AGTGGAACGCACGTTTCGCCGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCTGCAG
AATGGAATGCACGTTTCGCCGCTTTTGACACATTTGATTATGTGACTAACGGCGCTGCAA
AATGGAATGCACGCTTCGCCGCATTTGACACATTCGACTATGTGACTAATGGGGCTGCAA
AGTGGAACGCACGCTTCGCCGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCTGCAG
AATGGAATGCACGTTTCGCCGCTTTTGACACATTTGATTATGTGACTAACGGCGCTGCAA
AATGGAATGCACGCTTCGCCGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCTGCAG
AATGGAATGCACGTTTCGCCGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCTGCAA
AATGGAATGCACGTTGCGCCGCATTTGACACATTTGATTATGTGACCAATGGGGCTGCAG
AATGGAATGCACGTTGCGCCGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCTGCAG
AATGGAATGCACGTTGCGCCGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCTGCAA
AGTGGAACGCACGCTTCGCCGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAACGGGGCTGCAG
AGTGGAACGCACGCTTCGCCGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCAGCAG
AATGGAATGCACGCTTCGCCGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCTGCAA
AGTGGAACGCACGCTTCGCCGCATTTGACACATTCGATTATGTGACTAATGGGGCTGCAG

* kkkkk kk Kk K Kk kk kkkkk kk kk kk kkkkkkkk kKX kk Kkk k%

“...Continua...”

97



FIGURA 3A. “CONT.”
AL-VIV
PE-SHE
BB-AND
RS-BAR
SJ-AST
SJ-ATL
SJ-CAL
SJ-CHI
SJ-CHR
IDA.R
SM-AST
AF493950
AF493951
AJ863509
AJ863510
AJ889246
AJ512653
D00461
DQ315387
DQ786653
S45593
U74375
U74376
Y15609
Y15611
Y15625
AY687337

TCCAACCCGTAGAGGGGCTCATACGAAGACCCACACCTGAGGAAACAATAGCTCACAATG
TCCAGCCCGTAGAGGGGCTCATACGTAGGCCCACACCTGAGGAAACAATAGCTCACAATG
TCCAGCCTGTCGAGGGGCTGATCCGTAGGCCTACGCCTGAGGAGACGATAGCTCATAACG
TCCAGCCCGTAGAGGGGCTCATACGTAGGCCCACGCCTGAGGAAACAATAGCTCACAATG
TCCAGCCCGTAGAGGGGCTCATACGTAGGCCCACACCTGAGGAAACAATAGCTCACAATG
TCCAGCCCGTAGAGGGGCTCATACGTAGGCCCACACCTGAGGAAACAATAGCTCACAATG
TCCAGCCCGTAGAGGGGCTCATACGTAGGCCCACGCCTGAGGAAACAATAGCTCACAATG
TCCAGCCCGTAGAGGGGCTTATACGTAGGCCCACACCTGAGGAAACAATAGCTCACAATG
TCCAGCCCGTAGAGGGGCTCATACGTAGGCCCACACCTGAGGAAACAATAGCTCACAATG
TCCAGCCCGTAGAGGGGATCATACGCAGGCCCACGCCTGAGGAAACAATAGCTCACAATG
TCCAGCCCGTGGAGGGGCTCATACGCAGGCCCACACCTGAGGAAACAATAGCTCACAACG
TCCAACCCGTAGAGGGGCTCATACGCAGACCCACACCTGAGGAAACAATAGCTCACAATG
TCCAGCCCGTAGAAGGGCTCATTCGTAGGCCAACTCCTGAGGAGACGATAGCTCATAATG
TCCAACCCGTAGAGGGGCTCATACGCAGACCCACACCTGAGGAGACAATAGCTCACAATG
TCCAGCCTGTTGAGGGGCTCATCCGTAGGCCGACGCCTGAAGAGACAATAGCTCATAACG
TCCAGCCCGTAGAGGGGCTCATACGCAGGCCCACACCTGAGGAGACAATAGCCCACAATG
TCCAACCCGTAGAGGGGCTCATACGCAGACCCACACCTGAGGAAACAATAGCTCACAATG
TCCAGCCTGTTGAGGGGCTCATCCGTAGGCCGACGCCTGAAGAGACAATAGCTCATAACG
TCCAGCCCGTAGAGGGGCTCATACGCAGGCCCACGCCTGAGGAGACAATAGCTCACAATG
TACAGCCGGTTGAGGGGCTCATACGCAGGCCCACGCCTGAGGAGACAATAGCTCACAATG
TCCAGCCCGTAGAGGGGCTCATACGCAGGCCCACACCTGAGGAAACAATAGCTCACAATG
TCCAGCCCGTAGAGGGGCTCATACGTAGGCCCACGCCAGAGGAAACAATAGCTCACAATG
TCCAGCCCATAGAGGGGCTCATACGCAGGCCCACGCCTGAGGAAACAATAGCTCACAATG
TCCAACCCGTAGAGGGGCTCATACGCAGGCCCACACCTGAGGAAACTATAGCTCACAATG
TCCAACCCGTAGAGGGGCTCATACGTAGACCCACACCTGAGGAAACAATAGCTCACAATG
TCCAGCCCGTAGAGGGGCTCATACGCAGGCCCACACCTGAGGAAGCAATAGCTCACAATG
TCCAACCCGTAGAGGGGCTCATACGCAGACCCACACCTGAGGAAACAATAGCTCACAATG
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CCCACAA-———————-— GAGTATGGCAATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
CCCACAA-————————-— GAGTATGGCGATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
CTCACAA————————~— GAGCATGGCAATTGGCAAGAACAACAGAAATGAAAGGCTGGCCA
CCCACAA————————-— GAGTATGGCAATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
CCCACAA-———————— GAGTATGGCGATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
CCCACAA-———————— GAGTATGGCGATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
GCCACAA-———————— GAGCATGGCAATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGGTTGGCCA
CCCACAA-———————— GAGTATGGCGATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
CCCACAA-———————— GAGTATGGCGATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
CCCTCAA-———————— GAGTATGGCAATTGCCAAGTGTAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
CTCACAA-———————-— GAGTATGGCAATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
CCCACAA-———————-— GAGTATGGCAATTGACAAATCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
CGCACAA-———————-— GAGCATGGCGCTCGATAAGTCAAACAGAAATGAAAGGCTGGCCA
CCCACAA————————-— GAGTATGGCAATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
CTCACAA-———————— GAGCATGGCTATTGATAAGTCGAACAGAAATGAAAGGTTGGCTA
CCCACAA-———————— GAGTATGGCAATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
CCCACAA-———————— GAGCATGGCAATTGACAAGTCGAACGGAAATGAGCGATTGGCCA
CTCACAA-———————— GAGCATGGCTATTGATAAGTCGAACAGAAATGAAAGGTTGGCTA
CCCACAA-———————— GAGTATGGCAATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
CCCACAA-————————-— GAGTATGGCAATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
CCCACAATGCCCACAAGAGTATGGCAATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
CCCACAA-———————-— GAGTATGGCGATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
CCCACAA-————————-— GAGCATGGCAATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
CCCACAA————————-— GAGTATGGCAATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
CCCACAA-———————— GAGTATGGCAATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
CCCACAA-———————— GAGCATGGCAATTGATAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTAGCCA
CCCACAA-———————— GAGTATGGCAATTGACAAGTCGAACAGAAATGAGCGATTGGCCA
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ACACTAATGTTGAGTACACTGGAGGGATGCTGGGGACTGAGATTGTGCGCAATCACCGCA
ACACTAATGTTGAGTACACTGGAGGAATGCTGGACGCTGAGATTGTGCGCAATCACCGTA
ACACCAACGTTGACTTCCCTGGGGACAGTATCGGCGCTGAGTTTCCGTGCAGTCAACCGA
ACACGAAAGTTGAGTACACTTATGGGATGCTTGGATCTGAGATTGTGCGCAATCACCGTA
ACACTAATGTTGAGTACACTGGAGGGATGCTTGGCAGAGAGATTGTGCGCAATCACCGTA
ACACTAAAGTTGAGTACACTGGAGGGATGCTTGGAACTGAGATTGTGCGCAATCACCGTA
ACACTAGCATTGAGTACACTGTGGTGATGCTTGGCACTGAGATTGTGCGCAATCACCGTA
ACACTGATGTTGAGTACACTGGAGGAATGCTTGGAGATGAGATTGTGCGCAATCACCGTA
ACACTGATGTTGAGTACACTGGAGGAATGCGATCAACCAA-———————————————————
ACACTAATGTTGAGTACTCTGGAGGGATGCTTGGCGATGAGATTGTGCGCAATCACCGTA
ACACTAATGTCGAGTACACTGGAGGGATGCTTGGAGCTGAGATTGTGCGCAATCACCGTA
ACACTAATGTTGAGTACACTGGAGGGATGCTTGGCGCTGAGATTGTGCGCAATCACCGCA
ACACTAATGTTGAGTACACTGGGGGCATGCTTGGCGCTGAGATTGTGCGCAACCATCGGA
ACACTAATGTTGAGTACACTGGAGGGATGCTTGGCGCTGAGATTGTGCGCAATCACCGTA
ACACCAACGTTGAGTATACTGGGGGCATGCTCGGTGCTGAGATTGTGCGTAATCATCGGA
ACACTAATGTTGAGTACACTGGAGGGATGCTTGGCGCTGAGATTGTGCGCAATCACCGTA
ACACTAATGTTGAGTACACTGGAGGGATGCTTGGCGCTGAGATTGTGCGCAATCACCGCA
ACACCAACGTTGAGTATACTGGGGGCATGCTCGGTGCTGAGATTGTGCGTAATCATCGGA
CCACTAATGTTGAGTACACTGGAGGGATGCTAGGCGCTGAGATTGTGCGCAATCACCGTA
ACACTAATGTTGAGTACACTGGAGGGATGCTTGGCGCTGAGATTGTGCGCAATCACCGTA
ACACTAATGTTGAGTACACTGGAGGGATGCTTGGCGCTGAGATTGTGCGCAATCACCGTA
ACACTAATGTTGAGTACACTGGAGGGATGCTTGGCGCTGAGATTGTGCGCAATCACCGTA
ACACTAATGTTGAGTACACTGGAGGAATGCTTGGCGCTGAGATTGTGCGCAATCATCGTA
ACACTAATGTTGAGTACACTGGAGGGATGCTTGGCGCTGAGATTGTGCGCAATCACCGCA
ACACTAATGTTGAGTACACTGGAGGGATGCTTGGCGCTGAGATTGTGCGCAATCACCGCA
ACACTAATGTTGAGTACACTGGAGGGATGCTTGGCGCTGAGATTGTGCGCAATCACCGTA
ACACTAATGTTGAGTACACTGGAGGGATGCTTGGCGCTGAGATTGTGCGCAATCACCGCA
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SJ-CAL ATGCGATCAACCAA—— === = == = o
SJ-CHI ATGCGATCAACCAA—— === === = o
ST-CHR m oo e e
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AJ863509 ATGCGATCAACCAATGA-— === === == === — —— o
AJ863510 ATGCAATAAACCAATGA -~ —— === == ———— o oo
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S45593 ATGCGATCAACCAATGA-—————— === === == m oo
U74375 ATGCGATCAACCAATGA-——— === === === === m o
U74376 ATGCGATCAACCAATGA-——— === === === —————m o
Y15609 ATGCGATCAACCAATGA-——— === === === = — —— o
Y15611 ATGCGATCAACCAATGA -~ —— === == === — oo
Y15625 ATGCGATCAACCAATGA -~ —— === == == = oo
AY687337 ACGCGATCAACCAATGA -~ —— === === — o o
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AJB889246 00 mmm e m e
AY512653 00 @mmmmmm e
D00461 = mmm e e e e —
DQ315387 @ mm
DQ786653 0000 mmm e mm e e
U74375  mm e e e e —
U74376 mm e e e e e e
Y15609 0 mm e
Y15611 00 mm e e e e e e
Y15625 0000 mm e e e e
AY687337  mmm e e e
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FIGURA 4A. Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos do gene da capa protéica dos dez isolados estudados,

dezesseis isolados disponiveis no GenBank e um isolado brasileiro.
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AL-VIV = mmmmmm MPPKPDPTSSGETPQALPLVPPPRNVEEHRVGPSQGHG
PE-SHE = @ —mmmm—— == MPPKPDPTSSGETPQTVPLAPPPRNVEEHRVGPNQGHG
BB-AND = = MQPKPDSSSSGVQAQAEPPAPPPSAMEGHRFAQSEAPE
RS-BAR = === MPPKPDPTSSGETPQTGPLVPKTRNVEEHRVGPNQGHG
SJ-AST @ e MPPKPDPTSSGETPQTVPLAPPPRNLQEHRVGPNQGHG
SJ-ATL = e MPPKPDPTSSGETPQTVPLAPPPRNVEEHRVGPNQGHG
SJ-CAL @ memmmm e MPPKPDPTSSGETPQTVQLAKEPRNVEEHRVGPNQGHG
I O B MPPKPDPTSSGETPQTVSLAPPPRNVAEHRVGPNQGHG
SJ-CHR = @ —mmmmm e MPPKPDPTSSGETPQTVPLAPPPRNVEEHRVGPNQGHG
IDA.R = e MPPKPDPTISGETPQAVPLAPPPRTVEEHRVGPNQGHG
SM-AST = @ —mmmmmm e ——— MPPKPDPTSSGETPQALPPAQPPRNVEEHRVGPSQGHG
AF493950 @ —mmmmmmmmm e MPPKPDPTSSGETPQAPPLVPPPRNVEEHRVGPNQGHG
AF493951 = @ MPPKPDPSSSGEAPQAMPYAPPPRAAEEHKAGPSLGPG
AJ863509 = e MAPKPDPTSSGETPQAPPLVPPPRNVEEHRVGPSQEHG
AJ863510 TKAVETPLGSQVKARIYSLTARMPPKPDPSSSGEAPQAMQPAPPPR-AEGHMYAQPEGPG
AJ889246 @ @mmmmmmm e ——— MPPKPDPTSSGETPQAIPLAPPPRHVEEHKVGPNQGPG
AY512653 =00 —emmmmmm MPPKPDPTSSGETPQALPPVPPPRNVEEHRVGPSQGHG
D00461 0 mmmmmm e —— MPPKPDPSSSGEAPQAMQPAPPPR-AEGHMYAQPEGPG
DQ315387 0 @ e MPPKPDPTSSGETPQATPLAPPPRNVEEHRVGPIQGHG
DQ786653 =0 —mmmmmmmmmmm e — MPPKPDPSSSGETPQATPLVPPPRNVEEHRVGPNQGPG
S$45593 0 mmmmmmmmmem e MPPKPDPTSSGETPQAIPLAPPPRNVYYHRIGPNQGHG
U74375 =0 e MPPKPDPTSSGETPQTVPLVPPPRNVEEHRVGPNQGHG
U74376 =00 @ memmmmm e MPPKPDPTSSGETPQTMPLVPPPRNVEEHRVGSSQGHA
Y15609 === —mmmmmmmmmm e MPPKPDPTSSGETPQALPPVPPPRNVEEHRVGPSQGHG
Y¥1l5611 0 e MPPKPDPTSSGETPQALPLVPPPRNVEEHRVGPSQGHG
Y¥15625 0 mmmmmm e MPPKPDPTSSGEAPQAMPLVPPPRNVEEHRVGPSQGHG
AY687337 0000 mmmmmm e —— MPPKPDPTSSGEVPQAPPLVPPPRNVEEHRVGPNQGQG
* ****': * * '*: . . * .
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ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSREFSIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSIDE
ONEEAMLEQRLVRLIELMAKKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRESIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRESIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRESIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSREFSIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSREFSIGE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFELGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSREFSIDE
PNEEAMLEQRLVRLIELMAAKRHNSTLSNISFEIGRPALEPTPEMRRNPENPYSRESIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMATKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRESIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNPTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMATKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRESIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNIAFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSIDE
QSEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSREFSIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSRFSIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPNSRESIDE
ONEEAMLEQRLIRLIELMASKRHNSTLSNISFEIGRPSLEPTPEMRRNPENPYSREFSIDE
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LFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LEFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LEFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LFKMEIRSVSNNMEYTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LEFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LEFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITTDIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LEFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LEFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LEFKMIR-SVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTERVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHIAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LEFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LEFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVDSSVYLDPAG
LEFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LEFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVITCASVSSSVYLDPAG
LFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITTDIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG
LFKMEIRSVSNNMANTEQMAQITADIAGLGVPTEHVAGVILKVVIMCASVSSSVYLDPAG

* Kk kK K’k kk Kk Kk KAKAKKAA K e kA A hhkhhhk e e kAKNKkK Ak K k Kk *hkhk *AAXkkK k)%

“...Continua...”

105



FIGURA 4A. “CONT.”
AL-VIV
PE-SHE
BB-AND
RS-BAR
SJ-AST
SJ-ATL
SJ-CAL
SJ-CHI
SJ-CHR
IDA.R
SM-AST
AF493950
AF493951
AJ863509
AJ863510
AJ889246
AY512653
D00461
DQ315387
DQ786653
S45593
U74375
U74376
Y15609
Y15611
Y15625
AY687337

TVEFPTGAVPLDSITAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGFQWNAREF
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TVEFPTGAVPLDSITAIMKNRAGLRKACRLYAPVVKNYMLVONRPPSDWQAMGFQWNAREF
TVEFPTGAVPLDSITAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGFQWNAREF
TVEFPTGAVPLDSIIAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGEFQWNARE
TVEFPTGAVPLDSIIAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGEFQWNARE
TVEFPTGAVPLDSIIAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGEFQWNARE
TVEFPTGAVPLDSIIAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGEFQWNARE
TVEFPTGAVPLDSIIAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGEFQWNARE
TVEFPTGAVPLDSITAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGFQWNAREF
TVEFPTGAVPLDSITAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGFQWNAREF
TVEFPTGAVPLDSITAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGFQWNAREF
TVEFPSGAVPLDSITAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGFQWNAR-
TVEFPTGAVPLDSITAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGFQWNAREF
TVEFPTGAVPLDSIIAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGEFQWNARE
TVEFPTGAVPLDSIIAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGEFQWNARE
TVEFPTGAVPLDSIIAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGEFQWNARE
TVEFPTGAVPLDSIIAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGEFQWNARE
TVEFPTGAVPLDSIIAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGEFQWNARE
TVEFPTGAVPLDSITAIMKNRAGLRKVRRLYAPVVWNYMLVONXPPSDWQPMGFQWNAREF
TVEFPTGAVPLDSITAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGFQWNARC
TVEFPTGAVPLDSITAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGFQWNARC
TVEFPTGAVPLDSITAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVQTKPPSDWQAMGFQWNARC
TVEFPTGAVPLDSITAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGFQWNAREF
TVEFPTGAVPLDSIIAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGEFQWNARE
TVEFPTGAVPLDSIIAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGEFQWNARE
TVEFPTGAVPLDSIIAIMKNRAGLRKVCRLYAPVVWNYMLVONRPPSDWQAMGEFQWNARE
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AAFDTFDYVTNGAAIQPVEGLIRRPTPEETIAHN---AHKSMAIGKNNRNERLANTNVDF
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AAFDTFDYVTNGAAIQPVEGLIRRPTPEETIAHN---AHKSMAIDKSNRNERLANTNVEY
AAFDTFDYVTNGAAIQPVEGLIRRPTPEETIAHN---AHKSMAIDKSNRNERLANTKVEY
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AAFDTFDYVTNGAAIQPVEGLIRRPTPEETIAHN---AHKSMAIDKSNRNERLANTDVEY
AAFDTFDYVTNGAAIQPVEGLIRRPTPEETIAHN---AHKSMAIDKSNRNERLANTDVEY
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AAFDTFDYVTNGAAVQPVEGLIRRPTPEETIAHN---AHKSMAIDKSNRNERLANTNVEY
AAFDTFDYVTNGAAVQPVEGLIRRPTPEETIAHN---AHKSMAIDKSNRNERLANTNVEY
FAFDTFDYVTNGAAIQPVEGLIRRPTPEETIAHN---AHKSMALDKSNRNERLANTNVEY
AAFDTFDYVTNGAAVQPVEGLIRRPTPEETIAHN---AHKSMAIDKSNRNERLANTNVEY
AAFDTFDYVTNGAAIQPVEGLIRRPTPEETIAHN---AHKSMAIDKSNRNERLANTNVEY
AAFDTFDYVTNGAAIQPVEGLIRRPTPEETIAHN---AHKSMAIDKSNRNERLANTNVEY
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