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RESUMO

MORAES, Flavio Henrique Reis. Caracterizaciio de isolados do virus Y
(“Potato Virus Y” - PVY) provenientes de batata no Brasil. 2003. ]24P' Tese
(Doutorado em Fitopatologia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Neste trabalho 20 isolados de PVY (11 PVY" ¢ 09 PVY?) detectados em
tubérculos de batata (Solanum tuberosum), provenientes de diferentes regides
produtoras do Brasil, foram inicialmente caracterizados quanto s suas
propriedades sorol6gicas e sintomatologia induzida em 15 espécies de
hospedeiras. Posteriormente foram selecionados quatro isolados para anélise de
dialelos parciais e estudo da sua capacidade de infec¢do e sintomatologia, em 17
cultivares de batata, ¢ oito isolados para caracterizagio molecular de regides
especificas nos seus genomas. Todos os isolados foram Elisa positivos quando
foram utilizados anticorpos policlonais para PVY. Os sintomas induzidos nas
plantas indicadoras, mostraram uma maior variabilidade entre os isolados
necréticos do que entre os comuns, sendo que apenas 0 YO-07Mg induziu
sintomas ligeiramente diferente dos outros isolados comuns. Com base na
sintomatologia em fumo (Nicotiana tabacum) cvs. Turkish, Turkish NN (TNN)
€ Havana, N. glutinosa, N. rustica e P. floridana, os isolados necréticos foram
divididos em trés grupos: grupo I, constituido por Br-Mg, Br2-Mg, 404Sp e 45-
5; grupo 11, constituido pelo UFLA, Mgl, 21Sp, 22Sp, Velox21 e Cris01; grupo
I, com o Cris02. Quatro isolados, que causaram necroses das nervuras em
plantas de fumo, quando testados por DAS-ELISA, utilizando anticorpo
monoclonal para a PVY® (Agdia 26000 e 26001) se comportaram de modo
distinto dos outros isolados necréticos, nio reagindo ou apresentando reagio
extremamente fraca. O principal sintoma, observado nas 17 cultivares de batata
inoculadas com os quatro isolados de PVY, foi de mosaico, com diferentes
intensidades. Algumas cultivares apresentaram lesdes necréticas localizadas ou
em toda a folha, caracterizando reagio hipersensitiva. A andlise de dialelos
parciais demonstrou variabilidade nas resisténcias horizontal e vertical das 17
cultivares de batata, sendo que as cultivares Cycloon, Liseta ¢ Fambo
apresentaram maior resisténcia horizontal, e a Achat, Bintje, Felsina e Victoria,
a maior resisténcia vertical, para alguns isolados. Foi demonstrada a
variabilidade na agressividade e viruléncia dos isolados de PVY testados. Os
oito isolados de PVY, quatro necréticos e quatro comuns, tiveram as seguintes
regides gendmicas segiienciadas: a 5’NTR e a N-terminal da P1, os dltimos
23aa. da C-terminal da NIb ¢ a N-terminal da capa (CP). Essas seqiiéncias foram
comparadas entre si e com as de outros isolados ji publicados. No alinhamento
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das regides S’NTR e N-terminal da P1, os oito isolados foram divididos em dois
grupos. Na regido N-terminal da P1, a identidade entre os oito isolados variou de
66% a 98% e na 5°NTR, variou de 60 a 100%. Comparadas com as de outros
isolados, as sequéncias dessas regiGes originaram érvores filogenéticas
semelhantes, divididas em trés grupos. Dois isolados se agruparam de modo
atipico: 0 YO-07Mg, junto com isolados do tipo PVY e o recombinante
yN242-Fr, e 0 YN-UFLA que se agrupou com os isolados tipicos PVY® e os
recombinantes padrio Wilga (ynWi-P e pvynWi) e pvyn-Fr, sugerindo a
possibilidade de serem recombinates. Nos ltimos 23aa. da C-terminal da Nib e
na regido N-terminal da CP, as identidades entre os oito isolados, variaram de 93
a 98%. No alinhamento da regiio N-terminal da CP, esses se dividiram em
quatro subgrupos e quando foram comparados com os outros isolados do banco
de genes, 0 YO299 foi o que mais se distanciou, tendo sido agrupado com
isolados provenientes dos Estados Unidos, Canadd e Argentina. Os isolados
necréticos mostraram maior variabilidade na regido N-terminal da CP, ja que
foram agrupados !luntamente com os isolados pertencentes aos grupos YO'°, os
recombinantes Y™ (sorogrupo O,C) e um isolado de pimentdio, existindo
também a possibilidade desses serem recombinantes. A diversidade observada
nesse estudo, sugere que as quatro regides sequénciadas ndo estejam
correlacionadas com os sintomas induzidos, ndo sendo assim determinantes de
sintomatologia. Este é o primeiro trabalho que faz uma anilise detalhada de
isolados de PVY, associando propriedades bioldgicas, sorolégicas e
moleculares, com a finalidade demonstrar a existéncia de possiveis
recombinantes nos campos de produgiio de batata no Brasil.
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ABSTRACT

MORAES, Flavio Henrique Reis. Characterization of Potato virus Y (PVY)
isolates from potato in Brazil. 2003. 124p. Thesis (Doctorate program in
Phytopathology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.'

In this work, the sorological properties and the symptoms induced in 15
species of host plants by 20 isolates of PVY (11 PVY™ and 09 PVY®), detected
in potato (Solanum tuberosum L.) tubers from different Brazilian potato fields,
were investigated. After that, four isolates were chosen to perform a partial
diallel analysis and to investigate the symptoms and infectivity in 17 potato
cultivars. Eight isolates were also chosen for molecular characterization of
specific genomic regions. All the 20 isolates showed positive reaction to PVY
policlonal antibodies in DAS-Elisa. The symptoms induced by necrotic isolates
in host plants were highly variable whereas among the PVY® isolates only
PVYO-07Mg showed slight differences. Based on the symptoms of Nicotiana
tabacum cvs. Turkish, Turkish NN (TNN,) and Havana, N. glutinosa, N. rustica
and Physalis floridana, the necrotics isolates was divided in three groups: group
I, consisted by Br-Mg, Br2-MG, 404Sp and 45-5; group II consisted by UFLA,
Mgl, 21Sp, 22Sp, Velox21 and CrisO1; group Il with Cris02. Four isolates
(YNBr-Mg, YNBr2-Mg, YN404Sp, and YN45-5) induced necrosis in tobacco
plants but showed distinct serological properties from the others necrotic
isolates. They either did not react or presented a very weak reaction when tested
by DAS-ELISA using monoclonal antibodies for PVYN (Agdia 26000 and
26001). The main symptoms showed by the 17 potato cultivars consisted of
several degrees of mosaic. Some cultivars showed local necrotic lesions and/or
hypersensitivity. The analysis of partial diallel demonstrated variability for
horizontal and vertical resistances of potato cultivars. Cultivars Clycloon, Liseta
and Fambo showed higher horizontal resistance whereas Achat, Bintje, Felsina
and Victoria showed higher vertical resistance. High variability of virulence and
aggressiveness of PVY isolates was demonstrated. The eight isolates of PVY
(four PVY™ and four PVY?) were sequenced in the following genomic regions:
5'NTR and N-terminal of P1 protein, the last 23aa of Nib C-terminal and N-
terminal of the capsid protein (CP). The nucleotide and amino acid sequences
were compared among themselves and with others published PVY sequences. In
the alignment of amino acid and nucleotide sequences from 5°’NTR and N-
terminal of P1, the eight isolates were divided in two groups. The identity of N-
terminal region of P1 amongst the eight isolates ranged from 66 to 98% and in
5’NTR region from 60 to 100%. When compared with others PVY isolates the

! Guidance Committee: Antonia dos Reis Figueira (Adviser); Alessandra de Jesus Boari
(co-adviser).
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sequences of both regions generate similar phylogenetic trees which were
divided in three groups. Two isolates were located in atypical groups: the YO-
07Mg into PVY™ ™ group where is also located the yN242Fr recombinant; the
YN-UFLA into Wilga patern group (ynWi-P and pvynWi) where is also located
pvyn-Fr, suggesting the possibility of being recombinants. The identities of the
C-terminal region of NIb and N-terminal region of CP among the eight isolates
ranged from 93 1o 98%. In the alignment of N-terminal region of CP they were
divided in four subgroups and when they were compared with others PVY
isolates, the YO299 was grouped separately together with isolates from United
States, Canada and Argentina. The necrotic isolates showed higher variability in
the N-terminal region of CP. They were grouped together with isolates
belonging to PVY®C group, PVY"° recombinants (serogroup O,C) and one
pepper isolate, suggesting again the possibility of being recombinants. The
diversity verified in this study suggest that this four regions sequenced is not
determinant of sintomatology. This is the first work in Brazil which
demonstrated the possibility of finding recombinant PVY isolates in the
Brazilian potato fields, based on the analysis of its biological, serological and
molecular properties.



CAPITULO 1



1 INTRODUCAO GERAL

A batata (Solanum tuberosum L.) tem representado importante papel na
nutrigio humana, ao longo dos séculos, ocupando atualmente o quarto lugar
entre os alimentos mais consumidos no mundo. No Brasil ¢ a principal hortalica,
tanto em 4rea cultivada quanto na preferéncia alimentar, sendo as regides Sul e
Sudeste as principais produtoras. O estado de Minas Gerais apresenta o maior
volume de produgfo, seguido por S#o Paulo, Parand, Rio Grande do Sul e Santa
Catarina (Agrianual 2002).

A produgiio de batata pode ser afetada por fatores biticos e abiéticos,
dentre eles se destaca a presenca de patogenos em sementes (Hooker, 1981). Os
fitovirus se encontram entre os mais importantes, pois podem causar ripida
degenerescéncia dos tubérculos, apés remultiplicagdes em campo. O virus do
enrolamento (Potato leafroll virus - PLRV), era considerado o unico causador de
perdas nessa cultura no Brasil, até meados de 1995, quando um isolado do virus
Y (Potato virus Y -PVY), oriundo de sementes importadas da Europa (F igueira
& Pinto, 1995), com répida disseminagéo em campo, mudou esse quadro € o
PVY passou a ser uma das principais causas de condenagiio e reclassificagdo da
batata-semente nos estados produtores (Figueira et al., 1996; Figueira, 1999).

As estirpes de PVY que infectam a batata, segundo critérios biolégicos e
sorolégicos classicos (De Bokx & Huttinga, 1981), séo: PVY® (grupo comum,
isolados que causam mosaico em fumo), PVY€ (elicitam resposta hipersensivel
em cultivares de batata que possuem o gene Nc) e PVY™ (grupo necrético, induz
necrose das nervuras em fumo), que nos ultimos anos tem ocorrido com maior
freqiiéncia (Weidemann, 1988; Souza Dias, 1996; Figueira, 1999). Entretanto,
devido a grande variabilidade existente, alguns isolados de PVY nio se

enquadram nestes grupos tradicionais (Shukla et al., 1988). Provavelmente uma



das causas dessa variabilidade € o fato de que o PVY apresenta grandes
possibilidades de recombinagiio genética (Revers et al., 1996), influenciando na
epidemiologia e determinando a sua sobrevivéncia em campo.

A identificagio desses variantes é de grande importdncia para o
estabelecimento de métodos de controle em campo. Entretanto isso nem sempre
¢ possivel, quando se utilizam os testes tradicionais, devido ao seu alto
relacionamento bio-sorolégico e molecular. O advento das técnicas de Biologia
Molecular, como seqiienciamento, facilitou os estudos de caracterizagio e
organizagio do genoma dos fitovirus, permitindo inclusive a detecglio de
recombinantes entre estirpes de PVY (Revers et al., 1996; Glais et al., 2002;
Moury et al., 2002). Pesquisadores de diversos paises produtores de batata tém
trabalhado na identificagio de seqiiéncias gendmicas especificas dos variantes
genéticos de PVY com a finalidade de desenhar primers e sondas (Cerovska et
al,, 2001; Boonham et al., 2002a; Nie & Singh, 2002a; 2002b; Moravec et al.,
2003), e anticorpos monoclonias especificos (Cerovskd, 1998; Cerovskd et al.,
1999; Ounouna et al., 2002), permitindo maior precisio e rapidez na diagnose.

O fato de o Brasil ser dependente da importagiio de sementes de batata
basica para remultiplicagdio no campo faz com que o risco de introdugéo de
novos isolados de virus seja extremamente alto. Ndo se sabe exatamente quantos
nem quais sdo os isolados de PVY j& presentes em territério nacional, pois as
sementes aqui plantadas tém sido importadas da Europa, Canad4d e Estados
Unidos. Visando estabelecer a atual situagdo das estirpes de PVY existentes no
pais até o presente momento, nesse trabalho foi realizada a caracterizagdo de
isolados de PVY, provenientes de batata de diferentes regides produtoras do
Brasil, através da determinagfio das suas propriedades biologicas (Gama de
hospedeiro e reagio em cultivares de batata), sorolégicas (DAS-ELISA) e
moleculares (seqiienciamento das regides 5’NTR e N-terminal da proteina P1 ¢
da capa - CP).



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Batata: importincia e principais doencas viréticas

A batata (Solanum tuberosum L.), originada da América do Sul, além de
seu valor nutritivo (rica em amido, proteinas, vitaminas e sais minerais), é
também a hortalica mais consumida no mundo. De acordo com estimativas da
FAO a China ¢ o principal produtor, a Holanda o primeiro em exportagdo ¢
importagdo e os Estados Unidos e a Franga lideres em produtividade, atingindo
cerca de 39 t/ha. O Brasil detém o 19° lugar em produgio mundial (2,7 milhdes
de toneladas) e, na América do Sul, ¢ o 3° em drea plantada (150 mil
hectares/ano) e o 5° lugar em produtividade, importando anualmente em torno de
7.000 toneladas de batata-semente de diversos paises da Europa e também do
Canadd (Agrianual, 2002). O estado de Minas Gerais apresenta uma
produtividade média em torno de 22t/ha, sendo o maior produtor nacional, com
870 mil toneladas anuais, seguido pelos estados de S#io Paulo (720 mil
toneladas), Parans, Rio Grande do Sul e Santa Catarina (Agrianual 2002).

A cultura da batata pode ser afetada por diversas doencas causadas por
virus ¢ uma por virdide (Hooker, 1981). O virus do enrolamento da folha
(Potato leafroll viru s— PLRV), o virus Y (Potato virus Y - PVY), o virus X
(Potato virus X - PVX) e o virus S (Potato virus S — PVS) geralmente sdo os
mais importantes (De Bokx & Huttinga, 1981; Weidmann, 1988; Souza Dias
1995; 1996; Figueira, 1999).



2.2 PVY: Classificagfio e Caracterizagfio da particula

O mosaico comum da batata, que possui como agente etiolégico o PVY,
membro tipo do género Potyvirus, familia Potyviridae, tem sido considerado,
desde 1995, uma das viroses mais importantes no Brasil (Figueira, 1999). O
PVY foi descrito pela primeira vez na Inglaterra por Smith em 1931 (citado por
De Bokx & Huttinga, 1981; Brunt et al., 1996). No Brasil, existem evidéncias da
sua presenca desde os primeiros plantios comerciais de batata (Silberschmidt,
1937; Silberschmidt & Kramer, 1942).

A familia Potyviridae é a mais numerosa entre os virus de plantas,
contendo cerca de 20% dos virus descritos, sendo dividida em seis géneros
(Potyvirus, Rymovirus, Bymovirus, Tritimovirus, Ipomovirus ¢ Macluravirus),
diferenciados com base no tipo de inseto vetor € no niimero de componentes do
genoma. O género Potyvirus, constituido por virus transmitidos por afideos e
que possuem apenas um componente genémico, é 0 mais numeroso, com 91
espécies, incluindo o PVY (van Regenmortel et al., 2000). Informagdes
adicionais a respeito da familia Potyviridae podem ser obtidas no livro editado
por Shukla et al. (1994) e com as revisdes publicadas por Zerbini & Maciel-
Zambolim (1999 e 2000).

O PVY pode ser facilmente transmitido por inoculagio mecénica e por
muitas espécies de afideos vetores, de forma nio-persistente, entretanto o Myzus
persicae Sulz. tem sido considerado um dos mais importantes (De Bokx, 1981).
O ssRNA+ com cerca de 9,7 kb de tamanho &, encapsulado em particula
filamentosa, flexivel, medindo em torno de 730 nm de comprimento por 11 nm
de didmetro com um orificio central em torno de 2-3 nm de didmetro (De Bokx,
1981; De Bokx & Huttinga, 1981; Hollings & Brunt, 1981) ¢ “pitch” (volta
completa da hélice) com cerca de 3,3 a 3,5 nm. O RNA compreende cerca de
5,4-6,4 % do total da massa da particula (Stace-Smith & Tremaine, 1970), ¢ é
coberto por = 2.200 cépias da proteina capsidial com peso molecular de 34 kDa.



O genoma viral, covalentemente ligado a uma VPg, no terminal 5’ e a uma
cauda poly A na extremidade 3°, possui uma unica unidade codificadora
traduzivel (“open reading frame”- ORF), cuja tradugiio origina uma proteina
com peso superior a 350 kDa. Essa poliproteina ¢é processada por trés proteases
contidas em sua propria segiiéncia (P1, HC-Pro, Nla) (Carrington et al., 1990),
originando dez protefnas funcionais (PI, HC-Pro, P3, 6K,, Cl, 6K,, Vpg, Nla-
Pro, NIb, CP) com diferentes pesos e diferentes fungdes, além das regibes 5’e 3™
niio traduzidas (5’'NTR e 3'NTR) (Dougherty & Carrington, 1988; Riechmann et
al., 1992; Shukla et al., 1994).

2.3 PVY: hospedeiras e estirpes

O PVY infecta natural ou experimentalmente 342 espécies de 69
géneros, em 27 familias de plantas (Edwardson et al, 1984), limitando-se
praticamente & familia Solanaceae, podendo infectar experimentalmente alguns
membros de Amaranthaceae, Chenopodiaceae, Compositae e Leguminosae (De
Bokx & Hutinga, 1981). Raramente s#o encontradas plantas perenes atuando/,
como hospedeiras do PVY na natureza (De Bokx, 1981). Os sintomas induzidc;é
por PVY variam com o genétipo ¢ a idade do hospedeiro, a estirpe e
concentragiio do virus e fatores aﬁbientais, como temperatura, podendo variar
desde infecgdio latente até necrose pronunciada de folhas e morte das plantas (De
Bokx & Piron, 1977; Hooker, 1981; Le Romancer & Nedellec, 1997).

As estirpes do PVY que infectam a cultura da batata segundo critérios
biolégicos classicos, tém sido classificadas em trés grupos: comum PVY®), que
causa mosaico leve em plantas de fumo (Nicotiana tabacum L.) e sintomas de
mosaico que variam de fracos a severos, em diferentes cultivares de batata, e
causa desfotha em Physalis floridana (Rybd); necrética (PVY"), que induz
necrose nas nervuras de plantas de fumo, sintomas varidveis de mosaico em

batata e néio provoca desfolha em Physalis; e a denominada PVYC causa necrose



sistémica “Sttiple-streak” em cultivares de batata que possuem o gene Nc (De
Bokx & Huttinga, 1981), ¢ eram consideradas como nd#o transmissiveis por
vetor. Entretanto, Blanco-Urgoiti et al. (1998a) verificaram que alguns isolados
de PVYC possuiam capacidade de serem transmitidos por M. persicae e,
dividiram este grupo em C1 e C2, de acordo com a sua respectiva capacidade ou
niio de infectar pimentéio cv. Yolo Wonder. Uma variante da estirpe necrética,
denominada de PVY"™, que se diferencia dos demais isolados desse grupo por
induzir a formagdo de anéis necréticos nos tubérculos e pela sua capacidade de
infectar pimentfio ¢ algumas cultivares de fumo e de tomate (Le Romancer et al.,
1994), tem sido descrita em diversos paises produtores de batata no mundo
(Beczner et al., 1894; Steinbach & Hamann, 1989; Buturovic & Kus, 1990; Le
Romancer & Kerlan, 1991; McDonald & Singh, 1993; Chrzanowska, 1995;
Serra & Weidemann, 1997; Tomassoli et al., 1998). Existem ainda isolados de
PVY nio se enquadram nestes grupos tradicionais (Shukla et al., 1988).

O grupo PVY® possui distribuigio geogrifica generalizada, ocorrendo
em todos os continentes. O grupo PVY" j4 foi relatado na Europa, América do
Sul ¢ América do Norte (Ellis et al., 1997). A distribui¢dio geogréfica do grupo
PVY® parece ser restrita, talvez devido ao fato de alguns desses isolados nio sio
transmitidos por afideos (Blanco-Urgoiti et al., 1998a) e induzem reagdio de
hipersensibilidade em diversos cultivares de batata, o que pode limitar a sua
disseminagéo (Ellis et al., 1997).

Os isolados de PVY provcnientcs de outras espécies de solandceas,
como piment&o, pimenta, tomate e fumo, podem algumas vezes induzir sintomas
necréticos em N. tabacum, similares aqueles induzidos por estirpes do grupo
PVY". Contudo, esses nem sempre infectam sistemicamente a batata, ndo
podendo, portanto, ser considerados como integrantes desse grupo (Gebre
Selassie et al., 1985). A classificagdo em grupos, dos isolados provenientes de

batata, niio pode ser estendida para isolados de PVY provenientes de outras



espécies de solaniceas (Nelson & Wheler, 1978). Isolados oriundos de N.
tabacum tém sido classificados de acordo com os sintomas induzidos em certos
cultivares de fumo, e os isolados de tomate tém recebido pouca atengdo (Romero
et al., 2001).

Isolados de pimentiio tém sido estudados (Makkouk & Gumpf, 1976) ¢
classificados separadamente daqueles que infectam outras solandceas (Romero
et al., 2001). Segundo Gebre Selassie et al. (1985), os isolados de PVY que
infectam pimentdo podem ser divididos em trés patétipos (0, 1, e 1-2), de acordo
com a sintomatologia em cuitivares diferenciadores. No Brasil, a classificagdo
mais utilizada foi proposta por Nagai (1968; 1971), com base na indugiio de
sintomas em Nicandra physaloides. Entretanto, alguns isolados de pimentdo tém
sido classificados como pertencentes ao serogrupo PVY®S, como, por exemplo,
o isolado P21 da Tunisia (Fakhfakh et al., 1995). Moraes et al. (1999) também
citam que isolados necréticos, por exemplo, YN-Br ¢ YN-UFLA, foram capazes
de infectar pimentdo. Truta (2002), estudando isolados de pimenta e pimentdo,
verificou que alguns possuiam caracteristicas biolégicas e sorolégicas que os

aproximavam de um isolado necrético da batata (relativo ao YN-Br).

2.4 PVY: ocorréncia e variabilidade no Brasil e no mundo.

Os fitovirus, especialmente os de RNA, demonstram um alto grau de
variabilidade, resultado de trés fendmenos que afetam o seu genoma: mutagéo,
recombinagdo e associagio, em virus com o genoma segmentado (Aaziz &
Tepfer, 1999; Worobey & Holmes, 1999; Glais et al., 2002). Segundo Worobey
& Holmes (1999), a recombinagiio & caracterizada como uma mudanca de
material genético entre dois virus, duas estirpes e/ou entre o virus e o
hospedeiro, € que a evidéncia indireta da recombinagfio de RNA ¢ demonstrada
a partir da comparagdo dos genomas virais. A grande variabilidade genética

detectada na natureza tem sido creditada, por alguns autores, & recombinacio



génica entre as estirpes. Uma das primeiras evidéncias de recombinagdo ou
interag@o génica entre duas estirpes de PVY (Y° ¢ YC) foi verificada por Watson
(1960), através da caracterizagfio biol6gica e transmissdo por afideos, o qual
observou que alguns isolados obtidos de plantas, com infec¢do intencionalmente
mista, induziam sintomas necréticos, tipicos de PVYE, em cultivares de batata e
também eram transmitidos pelos afideos, como as demais estirpes de PVY.

Isolados de PVY, apresentando diferengas na incidéncia, nos sintomas
induzidos na mesma hospedeira, ¢ em suas caracteristicas bio-sorolégicas, tém
sido relatados por vérios autores (De Bokx et al., 1975; Gooding & Tolin, 1973;
Becnzer et al., 1984; Thompson et al., 1987; Shukla et al., 1988; Jones, 1990;
Chrzanowska, 1991; 1994; McDonal & Kristjansson, 1993; Hataya et al. 1994;
Le Romancer et al., 1994; De Aquino et al., 1995; Figueira e Pinto, 1995;
Figueira et al., 1996; McDonald & Singh, 1996), sendo que em alguns desses
foram detectados sitios de recombinagio (Revers et al.,, 1996; Boonham et al.,
2002b; Glais et al., 2002; Moury et al., 2002) enquanto que em outros n#o se
chegou a detectar esses sitios, mas foram considerados possiveis recombinantes
(Sudarsono et al.,, 1993; McDonald et al., 1997; Glais et al., 1998; Blanco-
Urgoiti et al., 1998b; Kerlan et al., 1999; Boonham et al., 1999).

No Brasil, os primeiros relatos datam da década de 40, quando Nobrega
& Silberschmidt (1944) observaram a ocorréncia de um provavel variante PVY,
oriundo da variedade peruana Serrana Negra, sendo a doenga denominada de
‘Necrose das Nervuras’. Em 1960, Silberschmidt, examinando lotes de batata-
semente provenientes da Alemanha, Holanda, Suécia e Dinamarca, verificou que
os lotes provenientes da Holanda, Suécia e Dinamarca ndo apresentaram a
estirpe necrética do PVY, mas trés dos nove lotes vindos da Alemanha
apresentaram até 85% de incidéncia dessa estirpe. A importéncia e o controle da
estirpe necrética do virus Y da batata (PVY™) em campos de produgio de batata-

semente sido enfatizados por Weidemann (1988) em sua revis#o. Além disso,



este autor cita a epidemia que esta estirpe causou, nos anos 50, em diversos
paises da Europa, tornando-se economicamente imporiante primeiro na
Alemanha, em certos cultivares comerciais totalmente infectados, porém sem
apresentar sintomas visiveis.

Chrzanowska (1991; 1994) relatou a ocorréncia de um novo isolado de
PVY", detectado em 1984, na cv. ‘Wilga’, em campos do Nordeste da Pol6nia,
em altas concentragGes, com alta disseminagéio ¢ mais infectivo em plantas de
batata, induzindo sintomas suaves da doenca em comparagiio com os isolados
previamente conhecidos, e incapaz de reagir com um anticorpo monoclonal
especifico para PVY™ (Bioreba Company, Switzerland). Os cultivares de batata
de padrdes resistentes para PNY™ apresentaram-se susceptiveis ao novo isolado.

Uma nova doenga, causando sintoma de anéis necrdticos nos tubérculos
(PTNRD- potato tuber necrotic ringspot disease), foi diagnosticada pela primeira
vez na Hungria (Beczner et al., 1984), sendo denominada de PVY"™ e
considerada uma variante da estirpe necrética (Le Romancer & Kerlan, 1991; Le
Romancer et al., 1994). Essa se caracteriza pelo desenvolvimento de manchas
escuras na superficie dos tubérculos, que se expandem formando arcos e anéis.
Esses sintomas necréticos evoluem, e eventualmente, formam lesSes deprimidas,
levando & rachaduras no tubérculo. Entre os cultivares mais suscetiveis na
Hungria estavam Monalisa e Rosalie, com respectiva infecgdo de 50 e 70%
(Beczner et al., 1984). Necrose semelhante, nos tubérculos, foi também
detectada no Libano na cultivar Lola, nos anos de 1988 a 1991.

Nas ultimas décadas, alguns relatos no Brasil demonstram a ocorréncia
de isolados do PVY da batata com caracteristicas diferentes daquelas observadas
para os padrdes classicos (Souza Dias et al., 1992; Figueira & Pinto, 1995;
Figueira et al., 1996; Moraes et al., 1999). Andrade & Figueira (1992),
analisando tubérculos de batata infectados com o PVY, provenientes das

diversas regides produtoras do Estado de Minas Gerais, verificaram alta
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incidéncia da estirpe comum, em torno de 91,6% dos tubérculos infectados com
PVY, sendo que as demais estirpes nio chegavam a 10%. Entretanto, em 1995,
Figueira & Pinto observaram incidéncias de mosaico superiores a 50% em
plantagdes de batata cultivar Achat no Sul desse estado. As plantas infectadas
apresentavam ramas mais compridas e estioladas, folhas pequenas e ligeiramente
rugosas, com mosaico variando de verde normal a ligeiramente mais escuro, na
maioria das vezes imperceptivel. Os tubérculos apresentavam estoldes curtos e
ficavam aderidos & haste, sofrendo redugio em namero e tamanho. Testes
sorologicos e a inoculagdo em plantas indicadoras indicaram se tratar de um
isolado da estirpe necrotica do PVY e que, segundo Moraes et al. (1999), este
niio era capaz de reagir com o anticorpo monoclonal especifico para a estirpe
necrotico e biologicamente apresentava caracteristicas de necrético, em fumo, e
de comum em Physalis, sendo entdio designado como PVYN-Br.

O isolado da Franga originalmente classificado como PVY™ (Robaglia et
al., 1989), foi posteriormente agrupado juntamente com isolados caracteristicos
PVY®, com base no seqiienciamento genético da regido da proteina da capa (van
der Vlugt et al., 1993). Alguns anos depois, Revers et al. (1996) detectaram um
possivel sitio de recombinagdo na regido 3’NTR desse isolado, e finalmente esse
foram classificados como pertencente a estirpe comum (Kerlan et al.,, 1999),
Recentemente, Moury et al. (2002) detectaram mais dois pontos de
recombinagdo para esse isolado, na regido NIb, e observaram que a parte central
da NIb estava mais relacionada com os isolados da estirpe necrotica, enquanto
que o resto do genoma se assemelhava mais a estirpe comum.

Sudarsono et al. (1993), estudando seis isolados de PVY, observaram
que um isolado chileno que causava necrose em fumo, apresentava 95% de
identidade com a estirpe PVY®, sugerindo que esse representava um grupo
separado de PVY™ e que a proteina da capa desse teria ancestralidade em

comum com a capa de vérios isolados PVY®. McDonald et al. (1997), estudando
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capa ¢ da ndio traduzivel, 3’NTR, de dois isolados brasileiros de PVY, e
verificaram, através do alinhamento, que as érvores obtidas revelaram a
separagdio destes isolados em dois grupamentos tipicamente distintos, sendo um

compreendendo a estirpe comum € 0 outro, a estirpe necrética.

2.5 PVY: Caracterizaciio, identificagdo e classificagiio de isolados de batata

De acordo com a sétima edigio do ICTV (International Committe on
Taxonomy of Viruses), os critérios adotados para definigdo de espécie dentro do
género Potyvirus, familia Potyviridae, se baseiam na comparacéo de seqiiéncias
de nucleotideos e aminodcidos, nas caracteristicas das proteinas virais, no modo
de transmissdo, na patogenicidade e citopatologia, nas propriedades antigénicas
e na sua gama hospedeira (Berger et al., 2000).

Para a identificagdio, caracterizagdo e classifica¢fio de isolados de PVY,
podem ser empregadas diversas técnicas, sendo as mais utilizadas o estudo da
sintomatologia em plantas indicadoras, o tipo de transmissibilidade e o peso
molecular da proteina da capa, que constituem os ensaios biolégicos. Os testes
sorolégicos s@o também uma importante ferramenta para a caracterizagio de
isolados virais, os quais englobam diferentes testes como dupla difusdo em agar,
ELISA, imunomicroscopia eletronica, etc. Porém, com os avangos da biologia
molecular, o desenvolvimento de técnicas como o sequenciamento, RAPD,
PCR, AFLP e hibridizacio de sondas, entre outras, propiciaram um maior
entendimento da classificagio ¢ uma maior sensibilidade para diagnosticar a

variabilidade genética destes isolados.
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eventos recombinagiio. O genoma do padrio Y"-W apresentou, nas regides
5'NTR, P1 e HC-Pro, tragos de PVY™™™, contudo, nas proteinas Nla, NIb e
CP, a semelhanga verificada foi com a PVY®, Estes eventos foram detectados
por métodos estatisticos, nas regides P1 para YN-Wi e HC-Pro para este e mais o
Y™N242. Os alinhamentos multiplos das seqiléncias de nucleotideos, realizados
com o programa SiScan, sugeriram fortemente que os genomas de PVY W ¢
PVY™™ siio resultados de eventos de recombinacdo entre isolados de PVY© e
PVY™. Esses autores, através dos tragos moleculares, também demonstraram que
os recombinantes PVY™C formavam dois serogrupos: PVY®, onde reuniram-se
os isolados padrio Wilga (YN-Wi e YN242); e o PVY", caracteristico dos
PVY™™ Comparando esses tragos as propriedades patogénicas, dos isolados
estudados, os autores levantaram a hipétese de que talvez a proteina HC-Pro
pudesse estar envolvida na indugéio de necrose em folhas de fumo, e as proteinas
Nla, NIb e/ou CP com a necrose em tubérculos de batata.

Recentemente, Moury et al. (2002) detectaram dois novos pontos de
recombinagdio nas regides das proteinas 6K2 (em um amino 4cido) e da proteina
da capa (em vinte e quatro aminoicidos). Eles também observaram a presenca
de dois possiveis pontos de recombinagdo para o isolado PVY™°-Fr no gene que
codifica para a proteina NIb. Os autores salientaram que a identificagio dos
eventos de selegiio nas diferentes proteinas pode vir a ser util para desvendar
suas fungdes biolGgicas, assim como também pode ser essencial ao
entendimento dos fatores determinantes externos, como planta hospedeira, inseto
vetor ¢ ambientes fisicos, e internos, como as funges bioldgicas das proteinas,
que exercem a pressdo evoluciondria sobre o genoma dos Pofyvirus.

No Brasil ji existem, atualmente, isolados de PVY apresentando
caracteristicas bio-sorolégicas diferentes, como relatado anteriormente, porém
nenhum trabalho estudando as suas caracteristicas moleculares tem sido

publicado. Inoue-Nagata et al. (2001) sequenciaram as regides da proteina da
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capa e da niio traduzivel, 3'NTR, de dois isolados brasileiros de PVY, e
verificaram, através do alinhamento, que as arvores obtidas revelaram a
separagio destes isolados em dois grupamentos tipicamente distintos, sendo um

compreendendo a estirpe comum e o outro, a estirpe necrética.

2.5 PVY: Caracterizaciio, identificacdio e classificacio de isolados de batata

De acordo com a sétima edi¢io do ICTV (International Committe on
Taxonomy of Viruses), os critérios adotados para defini¢do de espécie dentro do
género Potyvirus, familia Potyviridae, se baseiam na comparagiio de seqiléncias
de nucleotideos e aminoacidos, nas caracteristicas das proteinas virais, no modo
de transmiss#o, na patogenicidade e citopatologia, nas propriedades antigénicas
e na sua gama hospedeira (Berger et al., 2000).

Para a identifica¢#io, caracteriza¢do e classificagdo de isolados de PVY,
podem ser empregadas diversas técnicas, sendo as mais utilizadas o estudo da
sintomatologia em plantas indicadoras, o tipo de transmissibilidade e o peso
molecular da proteina da capa, que constituem os ensaios biolégicos. Os testes
soroldgicos sdo também uma importante ferramenta para a caracterizacdo de
isolados virais, os quais englobam diferentes testes como dupla difusio em agar,
ELISA, imunomicroscopia eletrénica, etc. Porém, com os avangos da biologia
molecular, o desenvolvimento de técnicas como o sequenciamento, RAPD,
PCR, AFLP e hibridizagio de sondas, entre outras, propiciaram um maior
entendimento da classificagdio ¢ uma maior sensibilidade para diagnosticar a

variabilidade genética destes isolados.
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PVYMO.Wi, niio reagindo para os PVY™™ (Ounouna et al., 2002). Outras
regides do genoma viral tém sido utilizadas para a produgdo de anticorpos,
como, por exemplo, as proteinas Cl's (Boudazin et al., 1994; Hammond, 1998).

Os anticorpos policlonais, provenientes da proteina da capa, sdo eficazes
para fazer a diagnose; entretanto, ndo s#io capazes de discriminar isolados de
PVY (Rose et al., 1987). Chrzanowska (1991; 1994), utilizando anticorpos
monoclonais aliados ao teste DAS-ELISA, foi capaz de identificar variantes da
estirpe necrética na Pol6nia. Resultado semelhante foi obtido por McDonald &
Singh (1996), no Canada. Entretanto, alguns novos isolados de PVY as vezes
apresentam diferencas dentro do préprio grupo de estirpes. No Brasil, Moraes et
al. (1999) verificaram, através do DAS-ELISA, que o isolado da estirpe
necrética PVY™-Br reagiu com os anticorpos policlonais para PVY, mas ndo
reagiu com o anticorpo monoclonal da Agdia, (U.S.A.) especifico para PVY"N,
indicando uma possivel diferenga na regido do epitopo.

Daniels (2000), no Rio Grande do Sul, Brasil, apés diagnosticar 51
tubérculos infectados com PVY por DAS-ELISA utilizando anticorpos
monoclonais para as estirpes Y°, Y" ¢ YC, verificou uma ocorréncia de 94%, 2%
e 0%, respectivamente, e de 6% para as infecgdes mistas de YO + Y, entretanto,
o autor afirma que devido ao pequeno niimero de amostras, estes resultados niio
podem ser representativos para regides da Serra e do Planalto, bem como para a
Regido Nordeste e o Sul rio-Grandense, mas que este fato, diferentemente das
regides produtoras de Minas ¢ Sdo Paulo, onde tem sido observada alta
incidéncia de PVY®, poderia ser confirmado com um levantamento mais
abrangente. Barrocas et al. (2000) relataram que em Minas Gerais, no periodo de
1995/99, 13% do total de lotes de batatas-semente indexadas (DAS-ELISA
policlonal), oriundos de diferentes regides produtoras do estado, foram

condenados por PVY.



As diferenciagdes biologicas e sorol6gicas fornecem resultados que
podem ser considerados bons para discriminagdo entre as estirpes comum e
necrética do PVY. Entretanto, no caso da variante NTN, embora alguns autores
tenham obtido um sucesso razodvel na sua diferenciagdo biol6gica, como Le
Romancer et al. (1994), isso s6 é possivel quando um grande nimero de isolados
¢ utilizado (Weilguny & Singh, 1998). Apesar de a taxonomia de Pofyvirus ser
uma das mais bem definidas, entre todos os géneros de virus de plantas, a
abordagem biolégica classica (gama de hospedeiros e sintomatologia), utilizada
para diferenciar espécies desse género em subgrupos ou estirpes, € insatisfatoria
e ndo deve ser o tinico critério adotado (Hollings & Brunt, 1981).

2.5.2 Caracterizaciio Molecular

Com o advento das técnicas moleculares, novas ferramentas, como Dot-
blot, PCR, clonagem e/ou sequenciamento, vém sendo utilizadas na majoria dos
ramos da ciéncia. A seqiiéncia completa de nucleotideos de diversos membros
do género Potyvirus ja é conhecida (Allison et al., 1986; Domier et al., 1986;
Maiss et al., 1989; Johansen et al., 1991; Nicolas & Laliberté, 1992; Vance et
al., 1992; Thole et al., 1993). Os primeiros isolados de PVY seqiienciados foram
PVY-D (Shukla et al., 1986) e PVY10, 18 ¢ 43 (Shukla et al, 1988), da
Austrilia, utilizando a técnica de sequenciamento de proteinas e digestdo
enzimatica. Esses isolados apresentaram uma homologia de 92% com PeMV ¢
de 62% para TEV. Posteriormente, o isolado PVYY, da Franga (Robaglia et al.,
1989), foi totalmente seqiienciado utilizando a técnica do dideoxinucleotideo
terminal elaborada por Sanger et al. (1977), sendo esse 0 método mais utilizado
atualmente. A partir de entdo, vérios trabalhos de caracterizagdo molecular
surgiram na fitovirologia: van der Viugt (1989 ¢ 1993); Hidaka et al. (1992);
Sudarsono et al. (1993); Thole et al. (1993); Dhar et al. (1994); Tordo et al.
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(1995); Jakab et al. (1997); Oshima et al. (2000); Inoue-Nagata et al. (2001) e
Booham et al. (2002b), entre outros.

Pesquisadores de vérios paises produtores de batata tém trabalhado na
identificagdo de seqiiéncias especificas nos variantes genéticos de PVY com a
finalidade de desenhar primers e sondas (Cerovska et al., 2001; Boonham et al.,
2002a; Nie & Singh, 2002a; 2002b; Moravec et al, 2003), e anticorpos
monoclonias especificos (Cerovskd, 1998; Ounouna et al., 2002), permitindo
maior precisdo ¢ rapidez na diagnose. Na andlise molecular de fitopatégenos,
dentre as técnicas mais utilizadas encontra-se a PCR; vérios trabalhos a
empregaram na detecgio e diferenciagiio de isolados (Langeveld et al., 1991;
Henson & French, 1993; Brioso et al., 1996; Singh & Singh, 1998). Entretanto,
se tratando da diferenciagio de isolados proximos, variagbes na PCR, como
PCR-RFLP (Glais et al., 1998; 2002; Rosner & Maslenin, 1999; Romero et al.,
2001), 3-primer PCR (Weilguny & Singh, 1998; Moravec et al., 2003), IC-PCR
(Dedic & Ptécek, 1999), “nested-PCR” e “multiplex-PCR” (Nie & Singh, 2000;
2001), fluoreséncia competitiva-CF RT-PCR (Walsh et al., 2001), entre outras,
tém apresentado sensibilidade superior & RT-PCR e hibridizagéo.

A proteina capsidial (CP) é o produto génico mais seqilenciado €
estudado (Shukla & Ward, 1989a; b) entre os Potyvirus, principalmente para o
PVY (Wefels et al., 1989; Bravo-Almonacid, 1989; Hay et al., 1989; Puurand &
Saarma, 1990; Zhou et al., 1990; Oshima et al.,, 1991; Sudarsono et al., 1993;
Dhar & Singh, 1997; McDonald et al, 1997; Cerovskd et al., 2001). Essa
proteina possui diversas fungdes, como encapsidagio do RNA, transmissdo por
afideos, movimento célula a célula, movimento a longa distincia e indugiio de
sintomas. Estudos de comparagiio de seqiiéncias de aminodcidos e anilise de
montagem de particulas virais indicaram a presenga de trés regiGes distintas na
CP: uma regifio amino-terminal, varidvel em tamanho e seqiiéncia; uma regiéo

central, altamente conservada, com 215 a 227 aminoécidos; e uma regifo
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carboxi-terminal com 18 a 20 aminodcidos. As regides amino e carboxi-
terminais da CP, voltadas para o exterior da molécula, sio responsdveis pelas
propriedades antigénicas da particula viral (Shukla & Ward, 1989b; Shukla et
al., 1994). Recentemente, Glais et al. (2002) sugeriram que as proteinas Nla, NIb
e/ou CP talvez estejam envolvidas na indugio de necrose nos tubérculos e que a
regido C’terminal da HC-Pro esteja envolvida na necrose das folhas de fumo.

A anilise das seqiiéncias de nucleotideos dos isolados de PVY"-Fr
(Robaglia et al, 1989) e PVY"™-H (Thole et al, 1993) que possuem
sequenciamento completo demonstrou que o grau de similaridade das seqiléncias
difere entre as vérias regides do genoma. A identidade dos nucleotideos totais,
entre estes dois isolados, foi de 88,5%, enquanto a regido ndo traduzivel 5°(5’
NTR) e a regifio codificante, adjacente, P1, possuiam somente 70,3% e 72,6% de
similaridade, respectivamente. O segmento 5' terminal demonstrou ser a regido
de maior variabilidade, no genoma dos PVY, quando comparado com os 90,6%
de identidade dos nucleotideos, dos genes do capsideo, e com 80,6% - 90,3% de
identidade para as proteinas ndo-estruturais, dominantes (Tordo et al., 1995).

Nie & Singh (2002a; 2002b) estudando a seqiléncia de nucleotideos,
correspondente a regifio 5 NTR e P1 de isolados necréticos e NTN, verificaram
que os isolados NTN da Europa e América do Norte formaram grupos
separados, com homologia de 98% dentro de cada grupo e de 90% entre os
grupos. Os isolados NTN de cada grupo foram ainda estreitamente relacionados
com a estirpe necrética de seu préprio grupo, indicando possivel evolugdo do
NTN a partir de isolados necréticos da mesma regidio geografica. Com base
nessas seqiiéncias, foi realizada a RT-PCR competitiva, bem como padrdes de
restricio para diferenciaglio dos isolados da Europa (PVY"™) e América do
Norte (PVY" ¢ PVY"™). Os autores sugerem essas regides para a determinagdo

da possivel origem geografica entre os isolados de PVYNT®,
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Comparagiio biolégica e sorolbgica de isolados do Potato Virus Y (PVY) e
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1 RESUMO

MORAES, Flavio Henrique Reis. Comparagio biologica e sorolégica de
isolados do Potato Virus Y (PVY) e anilise de dialelos parciais empregando 17
cultivares de batata. In: . Caracterizaciio de isolados do virus Y
(“Potato Virus Y - PVY) provenientes de batata no Brasil. 2003. p.34-64.
Tese (Doutorado em Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.'

Foram estudados vinte isolados de PVY ( 11 PVYN e 09 PVY°),
detectados em batata proveniente de diversas regides produtoras do Brasil. Apés
testados por DAS-ELISA, com anticorpos policlonais, eles foram inoculados em
15 espécies indicadoras e os isolados necrdticos foram submetidos a DAS-
ELISA, com anticorpos monoclonais para PVY™. Quatro isolados escolhidos
foram inoculados em 17 cultivares de batata para estudos de dialelos parciais.
Com excegdo do YO-07Mg, os sintomas induzidos pelos isolados necréticos
foram mais varidveis do que os induzidos pelos comuns. Considerando-se os
sintomas em fumo (Nicotiana. Tabacum),cvs. Turkish, Turkish NN (TNN) e
Havana, N. glutinosa, N. rustica e Physalis floridana, os isolados necréticos
foram divididos em trés grupos: I (Br-Mg, Br2-MG, 404Sp e 45-5), com
sintomas mais leves em fumo e severos em Physalis; I1 (UFLA, Mgl, 21Sp,
22Sp, Velox21 e Cris01), com sintomas mais severos em fumo e mosaico em
Physalis; TN (Cris02), foi semelhante ao 1, exceto por induzir sintomas mais
severos em fumo Turkish ¢ TNN. Quando testados com os anticorpos
monoclonais para PVY" da Agdia (26000 e 26001), os isolados YNBr-Mg e
YNBr2-Mg niio reagiram com o primeiro e apresentaram uma fraca reagéio com
o segundo, enquanto que os isolados YN404Sp ¢ YN45-5 ndo reagiram com o
segundo e apresentaram fraca reagio com primeiro anticorpo. Nos sintomas
induzidos nas 17 cultivares de batata houve a predominéncia do mosaico, mas
algumas delas mostraram lesSes necréticas nas nervuras, pecfolos e hastes,
apresentando, as vezes, o colapso das folhas, numa tipica reagio de
hipersensibilidade. A anélise de dialelos parciais demonstrou variabilidade nas
resisténcias horizontal e vertical das cultivares de batata e na agressividade e
viruléncia dos isolados de PVY. As cultivares Cycloon, Liseta ¢ Fambo
apresentaram maior resisténcia horizontal e Achat, Bintje, Felsina e Victoria,
maior resisténcia vertical para alguns isolados. O indice SIA (Capacidade
interagdio especifica) mostrou a existéncia de variabilidade na agressividade e
viruléncia dos isolados de PVY testados.

! Comité de orientagfio: Antonia dos Reis Figueira (orientadora) e Alessandra de Jesus
Boari (co-orientadora).
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2 ABSTRACT

MORAES, Flavio Henrique Reis. Biological and sorological comparison of the
Potato Virus Y (PVY) isolates and test diallel using 17 of potato cultivars In:

. Characterization of isolates of the Potato virus Y (PVY) from
potato in Brazil. 2003. p.34-64. Thesis (Master in Phytopathology) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras.'

This work was carred out with 20 isolates of PVY (11 PVY" and 09
PVY®) detected in potato (S. tuberosum L.) tubers from several Brazilian potato
crops. After being tested by DAS-ELISA, using policlonal antibodies, the PVY
isolates were inoculated in 15 species of host plants. The necrotic isolates were
tested again by DAS-ELISA using monoclonal antibodies for PVY™. Four
isolates were chosen and inoculated in 17 cultivars of potato in order to
investigate the symptoms and perform a partial diallel studies. The symptoms
showed by the host plants presented high variability when infected with the
necrotic isolates, a small variability when infected with YO-07Mg and no
variability with the others common isolates. Based on the symptoms showed by
tobacco (N. tabacum) cvs. Turkish, Turkish NN (TNN), and Havana, M.
glutinosa, N. rustica and P. floridana, the necrotic isolates were divided in three
groups: group I (Br-Mg, Br2-MG, 404Sp and 45-5) showed milder symptoms in
Nicotiana and severe symptoms in Physalis; group 11 (UFLA, Mgl, 21Sp, 22Sp,
Velox21 and Cris01) showed more severe symptoms in Nicotiana species and
mosaic in Physalis; group IIl (Cris02) showed severe symptoms in tobacco cvs.
Turkish and TNN and symptoms similar to those shown by the group I in the
other inoculated hosts. The isolates YNBr-Mg and YNBr2-Mg when tested by
DAS-ELISA using monoclonal antibodies against PVY" (Cat # 26000 and
26001) did not react with the first and showed a weak reaction with the second
antibody. The isolates YN404Sp e YN45-5, in opposite way, didn't react with
second monoclonal antibody and showed a weak reaction with the first one. The
majority of potato cultivars inoculated with the four PVY isolates reacted with
mosaic, however some of them showed also necrotic reaction as necrotic rings,
veins necrosis, stem necrosis and hypersensitiveness response. The analysis of
partial diallel showed variability in the horizontal and vertical resistances of
potato cultivars and also in the aggressiveness and virulence of the PVY isolates.
Clycloon, Liseta and Fambo cultivars presented higher horizontal resistance and.
Achat, Bintje, Felsina and Victoria presented higher vertical resistance for some
isolates. The index SIA (Specific interaction ability), showed the existence of
great variability in the aggressivy and virulence of those isolated of PVY.

! Guidance Committee: Antonia dos Reis Figueira (Adviser); Alessandra de Jesus Boari
(co-adviser).
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3 INTRODUCAO

O virus Y da batata (Potato virus Y - PVY), membro tipo do género
Potyvirus, tem sido responsével por perdas significativas na cultura da batata em
varios paises. No Brasil, a sua ocorréncia nos campos comerciais de producdo de
sementes de batata era considerada, até meados de 1995, como bastante rara ou
ocasional, sendo que o virus do enrolamento da folha (Potato leafroll virus-
PLRV) era praticamente o unico responsavel pelas perdas relacionadas com
doencas virodticas. Entretanto, com a constante importagio de sementes de paises
da Europa, dos Estados Unidos e Canada, novas estirpes do PVY, tém sido
introduzidas, de modo que atualmente esse virus tem uma importancia igual, e
em alguns casos maior do que o PLRV (Figueira & Pinto, 1995; Figueira et al.,
1996; Moraes et al., 1999; Souza Dias et al., 1995; 1996).

Existem trés grupos classicos de estirpes, cuja diferenciagdo se baseia
nos sintomas causados em plantas de fumo e na sua transmissibilidade pelo
vetor: estirpe comum ou PVYY, causa apenas mosaico sistémico; estirpe
necrdtica ou PVYN, causa mosaico e necrose nas nervuras; € o pPVY® que induz
sintomas do tipo “stipple streak”, em alguns cultivares de batata que possuem o
gene Nc (De Bokx & Huttinga, 1981). Entretanto, nos ultimos anos, tém surgido
varios isolados com sintomas diferentes daqueles que séio considerados tipicos,
para cada uma das estirpes de PVY (Beczner et al, 1984; Jones, 1990;
Chrzanowska, 1991; McDonald & Singh, 1996; Figueira et al., 1996), sendo
alguns comprovadamente recombinantes (Revers et al. 1996; Moury et al., 2002;
Glais et al., 2002).

A identificagdo das estirpes do PVY através da inoculagiio em plantas
indicadoras ¢ de grande relevancia para a diagnose de fitovirus, mas existe a

necessidade de se trabalhar com vérios isolados de PVY para se ter uma ampla
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4 MATERIAL E METODOS

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

4.1 Obtengiio, purificagiio e armazenamento dos isolados de PVY

Os isolados de PVY (Tabela 1) foram obtidos a partir de tubérculos
infectados detectados em lotes de batata semente e consumo, provenientes de
diversas regides do Brasil ¢ de sementes importadas, que foram enviadas ao
Centro de Indexagiio de Virus do Estado de Minas Gerais, lotado no
DFP/UFLA, para anilise. Trés destes isolados (YO-07, YN-UFLA ¢ YNBr)
foram estudados anteriormente por Moraes et al. (1999). Todos foram
inicialmente diagnosticados por DAS-Elisa ¢ em seguida inoculados em
plantulas de fumo (Nicotiana tabacum L.) ‘“TNN’, Physalis floridana Rybd,
Datura stramonium L. ¢ Gomphrena globosa L., para verificagdo de
possiveis infecgdes mistas e classificagio em PVY® ou PVY". A purificagio
biolégica dos isolados foi feita inoculando-se mecanicamente extrato de
tecidos, com lesdes locais individuais de Chenopodium quinoa Willd., C.
amaranticolor Coste & Reyn. e/ou P. floridana, em plantas de fumo ‘TNN’.
Apbs o aparecimento dos sintomas, as plantas foram submetidas & inspegdo
visual e & transmissdio pelo vetor Myzus persicae Sulz.

O isolado YNBr2-Mg foi obtido a partir de algumas plantas de
Physalis que, quando inoculadas com o isolado original YNBr-Mg,
apresentaram sintomas mais severos do que os observados anteriormente.
Este foi purificado biologicamente utilizado como um isolado 4 parte e
introduzido nos demais estudos. O isolado original, YNBr-Mg, manteve as

suas propriedades bioldgicas e sorolégicas inalteradas.
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nogdio a respeito da variabilidade desses, especificamente na cultura da batata.
Aliados a estudos moleculares, os sintomas induzidos em diversas indicadoras
podem caracterizar melhor os isolados e fornecer subsidios para a tomada de
medidas de controle desses virus no campo. Estudos sorolégicos também podem
auxiliar na discriminagdo entre estirpes. Os anticorpos policlonais oriundos da
regido da proteina da capa niio discriminam as diferentes estirpes de PVY (Rose
et al., 1987), mas os monoclonais podem diferenciar parcialmente os grupos
PVY%C e PVYN (Gugerli & Fries, 1983; Ohshima et al., 1991; 1992; Singh et
al., 1993, Ounouna et al., 2002). ‘
Devido ao tipo de interagio do virus com a planta, os métodos de
controle para doengas virdticas devem ser essencialmente de carater preventivo.
O uso de cultivares resistentes ou tolerantes, ao virus e/ou ao vetor, tem sido
considerado como uma das medidas de controle mais eficientes. Diversas
cultivares de batata apresentam diferentes niveis de resisténcia ao PVY (Santos
et al., 1986; NIVAA, 2000), que variam de acordo com a pressio do in6culo e
do vetor, com as condigdes climaticas, idade e com o genétipo da planta (De
Bokx & Huttinga, 1981; Le Romancer & Nedellec, 1997). Geralmente, esses
niveis sdo estabelecidos para o pais de origem da batata-semente, de onde o
Brasil costuma importar, como o Canadd e paises europeus, ¢ depois s#o
extrapolados para as nossas condigdes climdticas de pais tropical, portanto
totalmente diferentes. Desse modo, o conhecimento de como os alelos de
resisténcia da hospedeira interagem com os alelos de viruléncia do patégeno € de
fundamental importincia, para embasar a adogdo de novas estratégias de
melhoramento genético visando a obtengdo de cultivares resistentes (Melo &
Santos, 1999).
Uma das maneiras de se obter informagdes sobre a resisténcia
vertical e horizontal do hospedeiro, bem como sobre a agressividade e viruléncia

do patogeno, em casos de interagbes poligénicas, ¢ através do método dos
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dialelos parciais, modelo IV de Griffing, em que todos os materiais sdo cruzados
entre si. Uma versio modificada, mais simples, para essa metodologia foi
desenvolvida por Melo & Santos (1999), tendo se mostrado bastante eficiente
para a selegio de gendtipos portadores de resisténcia. Nessa versiio faz-se a
formagciio de dois grupos, um de hospedeiros e o outro de patdgenos, e se estima
a capacidade geral de reagdo (GRA), que representa a resisténcia horizontal do
hospedeiro, a capacidade geral de agressividade (GAA), que indica os niveis de
agressividade do patdgeno, e a capacidade especifica de interagdo (SIA), que
indica a resisténcia vertical da planta e a viruléncia do patégeno.

Este trabalho teve como objetivo estudar a variabilidade de um grupo de
20 isolados de PVY, através da observagdo da sintomatologia por eles induzidos
em diversas plantas indicadores, e da sua reagdo soroldgica, utilizando o teste
DAS-Elisa com um antissoro policlonal ¢ dois monoclonais, especificos para
PVY". Numa etapa posterior, quatros desses isolados, considerados
representativos do grupo estudado, foram inoculados em 17 cultivares de batata,
para obter informagdes sobre a diversidade dos isolados e dos niveis de
resisténcia e/ou suscetibilidade das cultivares testadas, visando indicar os
gen6tipos de resisténcia mais adequados para serem utilizados em programas de
melhoramento de batata no Brasil.
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TABELA 1. Origem e caracteristicas dos isolados do virus Y da batata (PVY),
utilizados no trabalho. UFLA, Lavras-MG, 2003.

ORIGEM
Isolado Planta hospedeira Local (Ano) Classificacio
YO-07Mg  Batata ‘Achat’ Ttajuba-MG (1996) PVY®
YOATLMg  Batata ‘Atlantic’ Paraguagu-MG (1999) PVY®
YOATLSG  Batata ‘Atlantic’ Sao Gortado-MG (1999) PVY?
YO0229Sp Batata ‘Atlantic’ Sgo Paulo-SP. Basica do Canada (1999) pPvy?
YO-01Sp Batata ‘Atlantic’ Fran. Importada - SP (1999) PVY®
YO-08Sp Batata ‘Bintje’ Takao Hoshino - SP (1999) PVY®
YO-28Sp Batata Monalisa Takao Hoshino - SP (1999) PVY®
YO-419Mg  Batata ‘Monalisa®  Cambui-MG (1999) PVY?
YO199-29  Batata ‘Achat’ Maria da Fé- MG (1995) PVY®
YN-UFLA  Bataa Sul de Minas Gerais (1987). Colegio DFP/UFLA PVYY
YNBr-Mg  Batata ‘Achat’ Itajubs-MG (1996) pvy®
YNBr2-Mg  Batata ‘Achat’ Mecanicamente obtido do YNBr-Mg (2000) pvy®
YN404Sp Batata ‘Mondial’ Capio Bonito - SP (1999). Cultura de tecidos pvyN
YN-Mgl Batata ‘Bintje’ Tiros — MG (1999). Cultura de tecidos pvyy
YN-21Sp Batata ‘Monalisa®  Takao Hoshino - SP (1999) pvy®
YN-22SP Batata ‘Jactte Bintje'  Jos¢ Furtado - SP (1999) PVYN
YN45-5 Batata “Achat” Maria da Fé - MG (1995) pvyN
YNCrisOl  Batata“J. Bintje”  Cristalina - GO (2000) pvyM
YNCris02  Batata “). Bintje” Cristalina - GO (2000) pvyM
YNVelox21  Batata “Velox” Trés CoragBes — MG (1999). Bisica Alemanha  PVYY

Para a preservagdo do inéculo, folhas com sintomas caracterfsticos foram
repicadas ¢ desidratadas em um dessecador de vidro, contendo silica gel. Este
material foi mantido em camara fria (10°C) e armazenado em pequenos frascos
de vidro, também com silica, em congelador a ~20°C. Quando necessario, estes
foram inoculados em plantas de fumo ‘TNN’, sob condi¢bes de casa-de-
vegetaciio, para multiplicagéo.

4.2 Teste de gama de hospedeiras

As plantas hospedeiras e/ou indicadoras foram obtidas através de
semeadura em bandejas de isopor, sendo transplantadas, ao atingirem o
tamanho ideal, para vasos com capacidade de 2 kg, contendo, como
substrato, terra, arcia e esterco fumigados, na propor¢io 2:1:1, e entio

mantidas em casa-de-vegetagio.
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As espécies testadas foram: G. globosa, C. quinoa, C. amaranticolor,
D. stramonium, Nicandra physaloides Gaertn., N. tabacum cvs. Turkish,
Turkish NN (TNN), Havana e White Burley, N. rustica, N. glutiunosa, N.
Bentamiana, P. floridana, Lycopersicon esculentum Mill. Cv. St* Clara e
Capsicum annum L., cv Agronomico 10G.

Plintulas com trés a quatro folhas definitivas foram inoculadas
mecanicamente, utilizando-se extratos obtidos de folhas de plantas de fumo
infectadas, na proporgio de 1:10 (p/v) em tampdo fosfato 0,01M, pH 7,
contendo sulfito de sédio 0,01M. Este extrato foi friccionado com algoddo
umedecido nas folhas das plantas sadias, previamente polvilhadas com
carborundum (500 a 600 mesh), mantendo-se as mios protegidas por luvas
para evitar a contamina¢io entre os isolados. Posteriormente, as plantas
foram mantidas em casa de vegetaglio até a fase final de avaliagio dos
sintomas. Foi registrado o inicio do surgimento dos sintomas, em dias ap6s
inoculagdio, acompanhando-se diariamente a evolugdo destes no decorrer de
um més, aproximadamente. As tentativas de recuperagdo do virus, a partir de
plantas inoculadas sem sintomas, foram feitas por inoculagdo mecénica do

seu extrato em plantas de fumo cv. ‘TNN’ e por DAS-Elisa.

4.3 Teste sorolégico DAS-Elisa utilizando anti-soros policlonal (PVY) e
monoclonal (PVY").

Os isolados foram submetidos ao teste sorolégico DAS-Elisa,
utilizando-se um anti-soro policlonal para PVY (Boehringer Mannheim-
Alemanha) e dois monoclonais para PVY" (Agdia 26000 e 26001-USA). O
teste Elisa foi realizado como descrito por Clark & Adams (1977). Os
tampdes utilizados foram: de cobertura (carbonato-bicarbonato 0,025M, pH
9,6, contendo 0,2 g/l de azida de sédio), de extragdo da amostra (fosfato
salino, PBS, pH 7,4, contendo 0,05% de Tween-20 ¢ 2% de
polivinilpirrolidona-PVP), do conjugado (PBS, contendo 0,1% de leite em
p6 desnatado e 0,1% de Tween-20), do substrato (dietanolamina, pH 9,8
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contendo 0,02% de azida sodica) e lavagem (PBS contendo 0,05% de
Tween-20). Utilizaram-se microplacas padrio, da Costar (USA) com 96
orificios. Foram consideradas positivas as amostras cujas absorbancias foram

maiores ou iguais a duas vezes a média de absorbancia do controle negativo.

4.4 Teste de Dialelo parcial

Quatro isolados de PVY, sendo dois necréticos (YNBr2-Mg e YN-
Mgl) e dois comuns (YOATLMg ¢ YO-07Mg), foram mecanicamente
inoculados em 17 cultivares de batata: Accord (-), Achat (R), Agata (9),
Asterix (6), Baraka (R, 8), Bintje (6), Cycloon (9), Fambo (9), Felsina (6),
Kennebec (8), Lady Olympia (8,5), Liseta (8,5), Mondial (7,5), Remarka (8),
Shepody (-), Victoria (6,5) e Vivaldi (9) (R: resistente, segundo Santos et al.,
1986; 3-9: escala de nota segundo o catdlogo holandés do NIVAA, 2000; - :
ndo classificada).

Plantas de batata foram obtidas através do plantio de tubérculos
previamente submetidos a forgamento de brotagdio com bissulfureto de
carbono (25 ml/m’) por 72h, seguido de imersio em solugio de 4cido
giberélico (5 ppm) por 5 minutos e posterior plantio em vasos de 5kg
contendo o substrato ja citado. Cinco dias apds a emergéncia, todas as
plantas foram submetidas ao teste sorologico DAS-Elisa, para verificar a
sanidade da planta. 10 dias apos a emergéncia, essas foram desbastadas,
deixando-se uma haste por planta, inoculadas mecanicamente com extrato
das folhas de fumo infectadas, com os respectivos isolados, ¢ mantidas em
casa-de-vegetagdo.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em
fatorial 4x17, com quatro repeti¢des. As anélises visuais foram realizadas a
cada dois dias apds a inoculagdo, até o final do ciclo da batata. O teste
sorolégico DAS-Elisa quantitativo (1:10) foi realizado aos 35 dias apés a
inoculagdo. Os dados obtidos foram utilizados na analise de resisténcia pelo

método de Dialelo Parcial modelo 1V de Griffing, sugerido por Melo &
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mosqueado; ALF — afilamento do limbo foliar; PCN — pontos clordticos seguido
de necrose; AN- anéis necréticos; DEF — desfolha; NDEF — ndo desfolha.
Sintomas : + fraco, ++ intermediario e +++ severo. 2/ 0 = auséncia de sintomas.
3/ 0/0 = auséncia de sintomas na planta e na reinoculagdo em fumo. 4/ §/S =
Infecgdo Latente (sem sintomas na planta, mas positivo em DAS-ELISAS.

De Aquino et al. (1995) concluiram que isolados de PVY, provenientes
de pimentdo, sdo distintos dos isolados oriundos de outras espécies de
hospedeiras. Entretanto, Blanco-Urgoiti et al. (1998) observaram que alguns
isolados de PVYS, além de serem transmitidos por afideos, também infectaram
pimentdo cv. Yolo Wonder. Fakhfakh et al. (1995) detectaram um isolado
oriundo de pimentdo como sendo pertencente ao grupo de estirpes PVY© ¢,
- recentemente, Truta (2002) comparando a reagdo sorologica de isolados de PVY
oriundos de pimentdio e pimenta com dois isolados de PVY da batata, aqui
estudados (YNBR-Mg e 0 YO229Sp), observou que estes apresentaram um alto
relacionamento com o isolado grupo necrético e nenhum relacionamento
soroldgico com o isolado do grupo comum. A autora também observou que trés
isolados foram capazes de infectar a batata, sendo que um de pimentio causou
sintomas de mosaico, e os demais (um de pimentdo e outro de pimenta) ndo

causaram sintomas, infectando de modo latente.
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YNUFLA) e cinco comuns (YO-07Mg, YOATLMg, YOATLSG, YO229Sp e

YO-08Sp) induziram o aparecimento de lesdes cloréticas e/ou necréticas

semelhantes. Os demais isolados necréticos (YN404Sp, YNVelox21 e

YNCris01) induziram sintomas de clorose interneval nessas plantas, aos 26 dias

pos-inoculag@io (DPI) (Tabela 2). E interresante salientarar que 0s mesmos cinco

isolados necréticos e o comum YO28Sp, que ndo induziram sintomas em C.

amaranticolor, também nfio causaram lesdes necréticas em C. quinoa Willd.
Outros trés isolados necréticos (YNBr-Mg, YNBr2-Mg ¢ YN404Sp) e dois

comum (YOATLMg e YOATLSG) apresentaram as mesmas caracteristicas de

niio formag#o de lesdes nessa Chenopodiaceae.

Na tabela 2, também observa-se que, dentre os isolados necroticos,

apareceram trés grupos distintos (I, II ¢ 1II) avaliados quanto 2 intensidade ¢ &

velocidade de desenvolvimento dos sintomas em Nicotiana glutinosa e nas

cultivares de fumo, exceto ‘W. burley’, quanto ao aparecimento de necrose e

desfolha em P. floridana (Figura 1), e também pelas caracteristicas de

suscetibilidade/resisténcia mostradas por N. rustica. O grupo III foi constituido

apenas pelo isolado YNCris02, apresentando caracteristicas pertinentes ao grupo

I e 11, dependendo da indicadora. Resultados semelhantes foram observados na

reado sorologica, pelo teste DAS-Elisa, ao dois anticorpos monoclonais (Agdia-

USA - 26000 e 26001), especificos para a estirpe necrética (Figura 2).

O primeiro grupo (I), formado pelos isolados necréticos YNBr-Mg,

L Y D S -
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No teste DAS-Elisa (Figura 2), utilizando os anticorpos monoclonais
especificos para PVY" (26000 e 26001, Agdia - USA), a exemplo do que foi
observado na sintomatologia (Tabela 2), os isolados necréticos foram divididos
em trés grupos; entretanto, o grupo 1 pode ainda ser subdividido em dois
subgrupos (A ¢ B). No subgrupo 1A, os isolados Br-Mg e Br2-Mg apresentaram
reagio negativa para o anticorpo 26000 e reagdo positiva, ainda que muito fraca,
préxima a duas vezes a média do controle, para o anticorpo 26001. Ja o
subgrupo IB apresentou rea¢des totalmente inversas. O isolado YNCris02 (grupo
Ill) apresentou reagio muito fraca e os isolados do grupo Il reagiram
positivamente para ambos os anticorpos monoclonais.

Anticorpos policlonais, oriundos da regifio da proteina da capa, ndo
discrimina os diferentes grupos de estirpes de PVY (Rose et al., 1987). A
utilizagiio de anticorpos monoclonais, que podem ser produzidos a partir de
polipeptideos sintéticos para as regides C-terminal (Oshima et al.,, 1992) e N-
terminal da capa (Ounouna et al., 2002) permite a diferenciaciio, em parte, dos
grupos PVY®, PVY® e PVY" (Gugerli & Fries, 1983; Sanz et al., 1990; Oshima
et al., 1990; Singh et al.,, 1993), porém alguns isolados revelaram diferengas
sorolégicas dentro do mesmo grupo (Ellis et al., 1996; Cerovska, 1998;
Boonham & Barker, 1998).

Viérios siio os relatos de isolados de PVY, apresentando caracteristicas
biolégicas e/ou sorologicas atipicas diferentes daquelas observadas para os
isolados ditos padrio (Beczner et al., 1984; Jones, 1990; Chrzanowska, 1991;
1994; De Aquino et al. 1995; McDonald & Singh, 1996; Figueira et al., 1996;
McDonald et al., 1997; Moraes et al., 1999). Chrzanowska (1991; 1994) relatou
a ocorréncia de um novo isolado de PVYY, detectado em 1984, na cv. ‘Wilga’,
em campos do nordeste da Polonia, em altas concentragdes, com alta
disseminagdio e mais infectivo em plantas de batata, induzindo sintomas suaves

da doenga, em comparagio com os isolados previamente conhecidos, e ndo
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Entre os isolados pertencentes ao grupo comum, poucas diferencas
foram observadas, com excegio do YO-07Mg, que apresentou sintomas mais
fortes em N. rustica ¢ em fumo (cvs. TNN, Havana e White Burley),
caracterizados pelo aparecimento de alguns pontos cloréticos, que evoluiram
para necrose. Nesse grupo, os sintomas induzidos variaram desde mosaico e
enrugamento, como observado para YO-07Mg e YO229Sp, passando para mais
leve com os isolados YOATLMg e YO28Sp, latentes para YO199-29, YO-01Sp
e YO-08Sp e ausentes para YOATLSG e YO419Mg.

Abs (408 nm)
EERE. BEEE.LULEE

YNVelox21
YNCris01
YO-07Mg
YOATLMg {1
YOATLSG {.
YO229SP
YO-01Sp
YO-08Sp
YO-288p
YO-419Mg
YO199-29

Extrato Sadie

n
Bolados de PVY

|—o—26000 ——26001 . PVY]

FIGURA 2. Absorbéncia (405 nm) média de quatro plantas de fumo “TNN”,
com trés repeti¢ces obtida através do teste DAS-ELISA, aos 15
DPI, para diferentes isolados de PVY, utilizando anticorpos
policlonais (PVY-Bioreba) e monoclonais especificos para PVYN
(26000 e 26001- Agdia-USA). Leitura realizada apds | hora de
incubagdo com substrato. UFLA, Lavras-MG, 2003.
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No teste DAS-Elisa (Figura 2), utilizando os anticorpos monoclonais
especificos para PVY™ (26000 e 26001, Agdia - USA), a exemplo do que foi
observado na sintomatologia (Tabela 2), os isolados necréticos foram divididos
em trés grupos; entretanto, o grupo 1 pode ainda ser subdividido em dois
subgrupos (A e B). No subgrupo IA, os isolados Br-Mg e Br2-Mg apresentaram
reagdo negativa para o anticorpo 26000 e reagdo positiva, ainda que muito fraca,
proxima a duas vezes a média do controle, para o anticorpo 26001. Ja o
subgrupo IB apresentou reagdes totalmente inversas. O isolado YNCris02 (grupo
IT1l) apresentou reagdo muito fraca e os isolados do grupo II reagiram
positivamente para ambos os anticorpos monoclonais.

Anticorpos policlonais, oriundos da regido da proteina da capa, ndo
discrimina os diferentes grupos de estirpes de PVY (Rose et al., 1987). A
utilizagdo de anticorpos monoclonais, que podem ser produzidos a partir de
polipeptideos sintéticos para as regides C-terminal (Oshima et al., 1992) e N-
terminal da capa (Ounouna et al., 2002) permite a diferenciac@o, em parte, dos
grupos PVY®, PVY€ e PVY™ (Gugerli & Fries, 1983; Sanz et al., 1990; Oshima
et al., 1990; Singh et al., 1993), porém alguns isolados revelaram diferengas
soroldgicas dentro do mesmo grupo (Ellis et al, 1996; Cerovska, 1998;
Boonham & Barker, 1998).

Virios sio os relatos de isolados de PVY, apresentando caracteristicas
biologicas e/ou soroldgicas atipicas diferentes daquelas observadas para os
isolados ditos padrdo (Beczner et al., 1984; Jones, 1990; Chrzanowska, 1991;
1994: De Aquino et al. 1995; McDonald & Singh, 1996; Figueira et al., 1996;
McDonald et al., 1997: Moraes et al., 1999). Chrzanowska (1991; 1994) relatou
a ocorréncia de um novo isolado de PVY", detectado em 1984, na cv. ‘Wilga’,
em campos do nordeste da Polénia, em altas concentragdes, com alta
disseminacdo e mais infectivo em plantas de batata, induzindo sintomas suaves

da doenca, em comparagiio com os isolados previamente conhecidos, e nio
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foram poucos pontos clordticos nas folhas inoculadas e mosaico sistémico,
variando de leve a intenso. As interagBes necréticas caracteriticas do grupo B s6
foram observadas para o isolado YOATLMg nas cultivares Achat, Fambo ¢
Lady Olympia; os demais sintomas necréticos apresentaram caracteristicos do
grupo A (Figuras 1 - Al, A2 e B).

O mosaico de varias intensidades € o sintoma de infecgdo sistémica mais
comum induzido por isolados de PVY em diferentes cultivares de batata (De
Bokx & Hutinga, 1981). Os sintomas causados por esse virus geralmente variam
com os fatores ambientais, como a temperatura (De Bokx & Piron, 1977), e com
o gendtipo da cultivar e/ou genétipo do isolado (Le Romancer & Nedellec,
1997). As cultivares Achat e Lady Olympia apresentaram sintomas necréticos
para os quatro isolados, sendo que o sintoma de necrose letal da folha sé foi
observado para o isolado YOATLMg, pois os demais induziram, no maximo, a
morte de foliolos (Figura 1-B). A cultivar Fambo apresentou reagfio necrética
aos isolados YN Br2-Mg ¢ YOATLMg e sintomas de mosaico (reagdio sistémica)
para os outros dois isolados, YN-Mgl ¢ YO-07Mg. As demais reagSes
necréticas foram observadas em Asterix, Bintje ¢ Kennebec, inoculados com o
isolado YO-ATLMg, e na cultivar Shepody, inoculada com o isolado YO-07Mg.
Entre os isolados estudados, o YO-ATLMg foi o que induziu sintomas

necréticos na maioria das cultivares com ele inoculados.

5.3 Anilise de Dialelo Parcial

A anidlise de varidncia das médias das diferentes concentragdes, obtidas
através do teste DAS-Elisa (Anexo A, tabela 1) utilizando-se o teste do Scott-
knot, mostrou efeito significativo para os isolados, para as cultivares e para a
intera¢do entre cultivares e isolados, indicando variabilidade entre os
tratamentos. Conforme os dados, a andlise dialélica (Anexo A, tabela 2) mostrou

alta significincia da GRA e GAA, indicando que as cultivares de batata possuem
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diferentes niveis de resisténcia horizontal e que os isolados possuem diferentes
niveis de agressividade. Os valores de significincia da SIA confirmaram a
existéncia de interagfio entre os isolados de PVY e as cultivares de batata,
significando que esses cultivares também apresentam diferengas quanto a
resisténcia vertical. Além disso, mostraram que existe variabilidade na
viruléncia desses isolados.

Os dados da capacidade geral de reacdo (GRA) (Figura 3) mostraram
que as cultivares Cycloon, Liseta e Fambo apresentaram os maiores potenciais
de resisténcia horizontal (GRA negativo), seguidos, em ordem decrescente, pela
Accord, Kennebec, Asterix, L. Olympia e Achat. Ao contririo, Victoria,
Mondial e Vivaldi apresentaram baixos potenciais de resisténcia horizontal

(GRA possitivo), em ordem decrescente, seguidos pela Baraka e Bintje.

B e @ e © o3 = » 8 3
tEE8fd282 2288238
g ¢ °E=£E OE.ﬂgﬂns
“<'g‘éu-0¢'== e =
b g8 & g ES- 8 E v 22
< o = 80 2 g e

X .

-

Cultivares

Figura 3. Estimativa da capacidade geral de reagio (GRA) para 17 cultivares
de batata, inoculadas com quatro isolados de PVY. UFLA, Lavras-
MG, 2003.
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Vale ressaltar que a inoculagdo aqui efetuada foi a mecénica, com a
diluig@io de tecidos infectados/solugdio extratora de 1:10 (p/v), o que significa
uma alta pressdo de inéculo. Mello & Santos (1999), utilizando o modelo de
dialelo parcial, verificaram que este foi eficiente para estimar a GRA de um
gen6tipo submetido a situagdes limitantes, indicando potencial de resisténcia
horizontal (RH). Em condi¢des de baixa severidade da doenga, 0 GRA da
hospedeira tendera a ser mais negativo, resultando, portanto, uma maior RH. E
interessante o fato da cultivar Vivaldi ter apresentado baixa RH nas condigdes
do experimento, pois esta tem sido cada vez mais plantada no Brasil.

Os dados obtidos da estimativa da GAA (tabela 4) mostraram diferentes
niveis de agressividade entre os isolados de PVY, sendo os isolados YO-07 e
YN-Mgl, em ordem decrescente, os mais agressivos, € os isolados YNBr2 e
YOATL-Mg os que apresentaram os potenciais de patogenicidade mais baixos.
Curiosamente o isolado YNBr2, obtido através de sucessivas inculagbes
mecanicas em Physalis, nfio apresentou altas taxas, como observado pelo seu
antecessor 0 YNBr (Moraes et al., 1999).

Tabela 4. Estimativa da capacidade geral de agressividade
(GAA) para quatro isolados de PVY inoculados
individualmente em 17 cultivares de batata.
UFLA, Lavras-MG, 2003.
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ISOLADO EFEITO
1 - Y'Bramg -.119085
2 - Y¥%-Mgl .019462
3 - Y°ATLMg ~-.048256
4 - Y°-07Mg .147879

Valores positivos = isolados mais agresivos. Negativos =
menos agresivo
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Os valores da SIA mostraram que as cultivares apresentaram diferentes
quanto a resisténcia vertical (RV) e os isolados diferentes niveis de viruléncia
(Figura 4). A cultivar Achat, apesar da suscetibilidade verificada para os
isolados YNBr2-Mg e YO-07Mg, apresentou os maiores indices de RV para
YNMgl e YOATLMg, uma vez que valores negativos de SIA sd@o diretamente
proporcionais a RV (Mello & Santos, 1999). Estudos anteriores jé haviam
observada alta suscetibilidade dessa cultivar a esses mesmos isolados (Moraes et
al.,, 1999). As cultivares Victoria e Felsina apresentaram também extremos de
resisténcia vertical e viruléncia, dependendo do isolado. O interessante € que as
cultivares Cycloon e Liseta, com alta RH, apresentaram padrGes aparentemente

semelhantes.

SIA

L. Olympla
Liseta
Mondlal
Victorla
Vivaldi

Cultivares

[——«-—YNBQ-MQ o YN-Mg1 —o— YOATLMg —— YO-07Mg |

Figura 4. Capacidade de Interagio Especifica (S1A) de 17 cultivares de batata
inoculadas individualmente com quatro isolados de PVY. Teste
realizado aos 35 DPI. UFLA, Lavras-MG, 2003.

58



O isolado YO-07Mg que apresentou os dois maiores valores de SIA
positivos, na sua interagio com as cultivares Achat e Bintje respectivamente, foi
também o que apresentou a maioria dos valores de SIA negativos, para as
demais cultivares de batata. Inversamente, N YNMgl, foi o isolado que, apesar
de apresentar os dois menores potenciais de viruléncia, mostrou o maior niimero

de valores positivos na sua interagdio com as demais cultivares.

5.4 Avaliagfio dos tubérculos progénies

Néo foi verificada a presenca de anéis necréticos em nenhum dos
tubérculos apds seis meses de armazenamento em cdmara fria (=10°C),
sugerindo que, provavelmente, entre os isolados necréticos néio existia o NTN.
Le Romancer & Nedellec (1997), estudando os sintomas induzidos pelo isolado
PVY"™.LB em 33 cultivares de batata, observaram que trés fatores
influenciaram no nivel de reagiio de necrose dos tubérculos. O primeiro foi o
genétipo da planta, para o qual os autores observaram uma grande diferenga
varietal; o segundo foi o gendtipo do virus, para o qual foi verificada uma
variagdo de viruléncia entre os isolados estudados; o terceiro fator, as condigGes
do ambiente, foi demonstrado pelas diferentes taxas de necrose dos tubérculos
obtidos sob condi¢des de temperatura limitantes durante os periodos de estoque.
Apesar de algumas cultivares responderem com necrose quando inoculadas com
os diferentes isolados de PVY, todas permitiram a translocagfio dos virus para os
seus tubérculos.

Os resultados aqui obtidos, considerando a interagfio entre os quatro
diferentes isolados de PVY inoculados, nas 19 cultivares de batata, forneceram
informagGes importantes sobre o comportamento dessas, que podem ser
aproveitadas por técnicos dos programas de melhoramento genético em batata.
Por outro lado, permitem também avaliar a agressividade/viruléncia dos

diferentes isolados de PVY que ocorrem no Brasil.
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6 CONCLUSOES

1. Houve grande diversidade nas propriedades sorolégicas e nos
sintomas induzidos pelos isolados necréticos, sendo esses divididos em trés

grupos (1, II e 11I).

2. Entre os isolados comuns apenas o YO-07 induziu sintomas

ligeiramente diferentes dos causados pelos demais.

3. As plantas de Physalis floridana e de Nicotiana rustica demonstraram
potencial como indicadoras na discriminagdo de isolados necréticos de PVY,

pois reagiram com sintomas especificos para os diferentes grupos.

4. Os isolados YNBr-Mg, YNBr2-Mg, YN404Sp e YN45-5 (grupo I)
que causaram necrose das nervuras em plantas de fumo, ndo reagiram e/ou

apresentaram uma rea¢do extremamente fraca aos anticorpos monoclonais da
Agdia (26000 e 26001).

5. Houve variabilidade nas resisténcias horizontal e vertical das 17
cultivares de batata, pela andlise de dialelos parciais, sendo que as cultivares
Clycloon, Liseta e Fambo foram as que apresentaram maior resisténcia
horizontal ¢ as cultivares Achat, Bintje, Felsina e Victoria, as que apresentaram

maior resisténcia vertical, para alguns isolados.

6. Houve diversidade na viruléncia e agressividade dos quatro isolados

de PVY testados, quando esses foram submetidos a anilise de dialelos parciais.
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CAPITULO 3

Estudo molecular nas regides: 5’NTR, N-terminal P1, iiltimos 23aa. da C-
terminal NIb, e N-terminal CP entre oito isolados do Potato Virus Y (PVY).
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1 RESUMO

MORAES, Flavio Henrique Reis. Estudo molecular nas regides: S'NTR, N-
terminal P1, Gltimos 23aa. da C-terminal NIb, ¢ N-terminal CP entre oito
isolados de PVY. In: . Caracterizacfio de isolados do virus Y (“Potato
Virus Y - PVY) provenientes de batata no Brasil. 2003. p.65-114. Tese
(Doutorado em Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras.'

Oito isolados de PVY, quatro necréticos ¢ quatro comuns, tiveram as
regides gendmicas seqilenciadas: a 5’NTR, a N-terminal da P1, 23aa. tltimos da
C-terminal NIb e N-terminal da proteina do capsideo (CP). Essas seqiiéncias
foram comparadas entre si e com as de outros isolados ja publicados. Nas
regiées 5’NTR e P1, os oito isolados foram divididos em dois grupos, sendo o
primeiro com o YN-21Sp, YN404Sp, YNBr-Mg e YO-07Mg, ¢ 0 segundo com
YO-28Sp, YO229Sp, YOATLMg e YN-UFLA. Na regiio 5’NTR a maior
identidade observada (100%) foi entre os isolados YNBr-Mg e YO-07-Mg, € a
menor (60%) entre o YN-UFLA e YNBr-Mg, YN404-Sp ¢ o YO-07Mg e entre
esses trés ultimos ¢ 0 YOATL-Mg. Na regiio N-terminal da P1, a menor
identidade (66%) ocorreu entre 0 YN-21Sp e o YO-28Sp e a maior (98%) entre
o YNBr-Mg e YO-07Mg e entre YO229Sp e 0 YOATLMg. Comparadas com as
de outros isolados, as sequéncias desas regiGes originaram édrvores filogenéticas
semelhantes, divididas em trés grupos, sendo que os YN-21Sp, YNBr-Mg,
YN4m e YO-07Mg ficaram no grupo I, juntos com isolados tipicos
PVY ¢ o recombinante yN242-Fr, enquanto que os demais, incluindo o YN-
UFLA se reuniram no 11, com os isolados tipicos PVY® e os recombinantes
padrio Wilga (ynWi-P e pvynWi) e pvyn-Fr. O fato do isolado YO-07Mg ter
sido agrupado com os isolados necréticos € 0 YN-UFLA com os comuns, sugere
possibilidade de recombinagfio. Nas regides C-terminal da NIb e N-terminal da
CP, as identidades entre os oito isolados, variaram de 93 a 98%. No alinhamento
da regido N-terminal da CP, esses se dividiram em quatro subgrupos. Quando
foram comparados com os outros isolados do banco de genes, 0 YO299 foi o
que mais se distanciou, tendo sido agrupado com isolados provenientes dos
Estados Unidos, Canadd e Argentina. A maior variabilidade na regifio N-
terminal da CP, dos isolados estudados, ocorreu entre os necréticos, pois estes
foram agrupados juntamente com os isolados pertencentes aos grupos YOC, os
recombinantes Y™ (sorogrupo O,C), e um isolado de pimentdo, sugerindo
também a possibilidade desses serem recombinantes.

! Comité de orientagZo: Antonia dos Reis Figueira (orientadora) e Alessandra de Jesus
Boari (co-orientadora).
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2 ABSTRACT

MORAES, Flavio Henrique Reis. Study molecular of the regions: 5’NTR, N-
terminal P1, the last 23aa. C-terminal NIb and N-terminal CP protein of eight
PVY isolates. In: . Characterization of isolates of the Potato virus Y
(PVY) from potato in Brazil. 2003. p.65-114. Thesis (Master program in
Phytopathology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.'

The 5'NTR region of P1 protein, the N-terminal region of P1 and capsid
proteins and the C-terminal protein Nib from four PVY" isolates plus four PVY®
isolates, were cloned and sequenced. The sequences of nucleotides and amino
acids from those eight PVY isolates were compared among themselves and also
with other isolates from GenBank and/or published elsewhere. Based on the
5'NTR and N-terminal regions of P1 protein, the eight isolates were divided in
two subgroups: group 1 with YN-21Sp, YN404Sp, YNBr-Mg and YO-07Mg
and group 2 with YOATLMg, YO0229Sp, YO-28Sp and UN-UFLA. The
grouping of YO-07Mg together with necrotic isolates as well the grouping of
YN-UFLA together with common isolates could be related to the genomic
recombination events. The highest identity (100%) in the alignment of 5’"NTR of
P1 region was between YNBr-Mg and YO-07Mg and the smallest (60%) was
seen when YN-UFLA and/or YOAtIMg were compared to YNBr-Mg, YN404Sp
and YO-07-Mg. In the alignment of N-terminal region of P1, the smallest
identity (66%) was betweenYN-21Sp and YO-28Sp, and the highest (98%) was
between YNBr-Mg and YO-07Mg and also between YO299Sp and YOAtIMg.
The comparison of both 5’NTR and N-terminal regions from the eight isolates
with the others PVY from different origins generate similar filogenetic trees,
divided in three groups: group 1 (typical PVY™™ isolates) with YN-21Sp,
YNBr-Mg, YN404-Sp, YO-07Mg and yN242-Fr recombinant; group II (typical
PVY? isolates) with YOATLMg, Y0229Sp and YO-28Sp, YN-UFLA and
Wilga (ynWi-P and pvynWi) and pvyn-Fr recombinants. The identities of the N-
terminal region of Cp and C-terminal of Nib, among the eight isolates, ranged
from 93 to 98%. In the alignment of N-terminal region of Cp the eight isolates
were divided in four subgroups. When comparared to the other isolates from
GenBank the YO229Sp was grouped separately together with isolates from
United States, Canada and Argentina. The highest variability of N-terminal
region of Cp was observed in the necrotic isolates, which were located into the
group of isolates belonging to Y groups, Y™ recombinants and one pepper
isolate, suggesting they could possibly be recombinants.

! Guidance Committee: Antonia dos Reis Figueira (Adviser); Alessandra de Jesus Boari
(co-adviser).
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3 INTRODUCAO

O virus Y (Potato virus Y - PVY), membro tipico do género Potyvirus,
com alta variabilidade e amplo grupo de hospedeiras, apresenta expressiva
importédncia econ6mica nas culturas de pimentdo, batata, fumo e tomate, em todo
o mundo (Shukla et al., 1994). O PVY possui genoma monopartido e ssSRNA+
com duas regides distais ndo traduziveis (5’NTR e 3’NTR), ¢ uma anica ORF
que ¢ traduzida na forma de uma poliproteina, posteriormente procesada por trés
proteases, dando origem de oito a dez produtos virais (P1, HC-PRO, P3, 6K1,
Cl, 6K2, Nla-VPg/Pro, Nib ¢ CP) (Carrington et al., 1990; Riechmann et al,,
1992). Desses, a proteina capsidial (CP) ¢ o produto génico mais seqilenciado e
estudado entre os Potyvirus, principalmente para PVY (Shukla & Ward, 1989a;
b). Entretanto, regides como 5’NTR, Pl e P3, entre outras, sfo ainda pouco
conhecidas, tendo as suas fun¢des ainda nfio bem definidas (Tordo et al., 1995).

A antlise das seqiiéncias de nucleotideos dos isolados de PVY"-Fr
(Robaglia et al., 1989) e PVYN™.H (Thole et al.,1993), que possuem seqiiencias
completas, demonstra que o grau de identidade difere dentre seus genomas. A
identidade dos nucleotideos totais entre estes dois isolados ¢ de 88,5%, enquanto
a regido ndo traduzivel 5’NTR e a regido codificante, adjacente, P1, possuem
somente 70,3% e 72,6% de similaridade, respectivamente, sendo entdo
consideradas as regides de maior variabilidade no genoma dos PVY, quando
comparado com os 90,6% de identidade dos nucleotideos, dos genes do
capsideo, e com os 80,6% a 90,3% de identidade para as proteinas nio-
estruturais, dominantes (Tordo et al., 1995). A regifio 5’NTR possui sequéncias
responsdveis pela tradugiio do genoma viral, possivelmente envolvidas na sintese
de fitas positivas de RNA a partir da fita negativa (Carrington & Freed, 1990),
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enquanto a proteina P1 ¢ a primeira proteinase (Shukla et al., 1994) e atua
também como fator auxiliar na replicagio (Verchot & Carrington, 1995).

' A proteina da capa possui diversas fungdes, como encapsidagdo do
RNA, transmisséio por afideos (Atreya et al., 1990; 1995), movimento célula a
célula (Rojas et al., 1997), movimento & longa distdncia (L6pez-Moya & Pirone,
1998) e indugdo de sintomas (Naderi & Berger, 1997), podendo ser responsivel
pela inducéio de anéis necréticos nos tubérculos (Glais et al., 2002). Comparagio
de seqiiéncias de aminodcidos e anilise de montagem de particulas virais
indicaram a presenga de trés regides distintas na CP, sendo uma regido amino-
terminal, varidvel em tamanho e seqiiéncia, uma regiio central, altamente
conservada, com 215 a 227 amino4cidos e uma regifio carboxi-terminal, com 18
a 20 aminodcidos. As regies amino e carboxi-terminais, voltadas para o exterior
da molécula, sdo responséveis pelas propriedades antigénicas da particula viral
(Shukla & Ward, 1989), sendo que na primeira encontra-se o maior nimero de
dominios responsaveis pelo reconhecimento e ligagdo com outras particulas.

Os isolados de PVY classicamente sdo classificados em trés grupos de
estirpes, com base nas propiedades sorolégicas e nos sintomas induzidos em
plantas de batata, fumo e Physalis: comum ou PVYP®, necrética ou PVY" e
PVY® (De Bokx & Hutinga, 1981). Por apresentar alta capacidade de
diversificagio genémica, nas Gltimas décadas muitos variantes de PVY tém sido
descritos, incluindo recombinantes entre as estirpes PVY?C ¢ PVY™ (Revers et
al, 1996; Glais et al., 2002). Dois variantes relacionados com PVY" tém
surgido: o PVYN™, foi inicialmente detectado na Hungria (Beczner et al., 1984),
associado a sintoma de anéis necréticos nos tubérculos e capacidade de infectar
pimentdo (Le Romancer et al. 1994); o segundo, o PVY"-Wi, detectado na
Poldnia em 1984 (Chzanowska, 1991), mais virulento e agressivo em cultivares
de batata, sendo mais tarde constatada a sua reagio sorolégica com isolados

PVY® (Glais et al., 1998). Isolados que induzem sintomas e reagdes sorologicas,
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ndo caracteriticos ao padriio, tém sido relatados em vérios paises: PVYZ (Jones,
1990), Y"-Wi na Pol6nia (Chzanowska, 1991; 1994), P21 da Tunisia (Fakhfakh
et al., 1995), YN-Br no Brasil (Figueira & Pinto, 1995; Moraes et al., 1999); I-
136 ¢ L-56 no Canada (McDonal et al., 1997), Y-17 na Espanha (Blanco-Urgoiti
et al., 1998b) e na Franca (Kerlan et al., 1999).

A detecgdio desses variantes é importante para o controle em campo,
entretanto, muitos possuem alto relacionamento bio-sorolégico e molecular,
dificultando a utilizagdo de andlises rotineiras. As técnicas de Biologia
Molecular, por exemplo o sequenciamento, impulsionaram os estudos de
caracterizacio e organizagio do genoma dos fitovirus, permitindo inclusive a
verificagdo de recombinagGes génicas entre isolados de PVY (Revers et al,
1996; Boonham et al., 2002b; Glais et al, 2002; Moury et al. 2002).
Pesquisadores de vérios paises produtores de batata, tm trabalhado na
identificacdo de seqiiéncias especificas de variantes genéticos de PVY, como as
regides 5’NTR, P1 e CP, com a finalidade de desenhar primers e sondas para
possibilitar uma maior precisio na diagnose (Cerovska et al., 2001; Booham et
al., 2002a; Nie & Singh, 2002a; 2002b; Moravec et al., 2003).

No Brasil, apesar da existéncia de uma grande quantidade de isolados de
PVY, com caracteristicas fenotipicas diferentes, poucas sio as pesquisas
realizadas envolvendo a sua caracterizagdo molecular. Nesse trabalho, oito
isolados de PVY, sendo quatro pertencentes & estirpe necrética e quatro A estirpe
comum, tiveram as regides 5’"NTR, N-terminal da proteina P1, 23aa. dltimos da
C-terminal NIb e N-terminal da capa proteica (CP), amplificadas, clonadas ¢
sequenciadas para a caraterizagio de sua variabilidade genética e identidade com
outros isolados disponiveis no banco de genes. Este é o primeiro trabalho que
através da comparagio dos tragos moleculares demonstra a possibilidade de

ocorréncia de isolados recombinantes entre as estirpes de PVY, no Brasil.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram efetuados nos Laboratério de Biologia Molecular
do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras
(DFP/UFLA).

4.1 Obtenciio ¢ manutencio dos isolados de PVY

Os isolados obtidos da colegdo de virus do Centro de Indexacdo (Tabela
1) foram caracterizados e purificados biologicamente, de acordo com a

metodologia citada no Capitulo 02.

TABELA 1. Origem e caracteristicas biologicas dos isolados de PVY,
seqitenciados.UFLA, Lavras-MG, 2003.

Isolado Origem ¢ hospedeira N;:r'::e Mosaico Desfolha :‘.‘I’x;a" Classe
NN . rustica Physalis (26000) Biolégica
YN-UFLA Sul de Minas Gerais -Brasil, Batala. +H+ ++ - =+ pyy™
(1987)
YNBr-Mg  hajub4-MG, Brasil, Batata cv. Achat ++ - ++ - pvy™
(1996)
YNBr2-Mg' Mecanicamente oriundo do YNBr-Mg, ~ ++ . ++ - pvy®
estabelecido em P. floridana (2000)
YN-21Sp’  Sdo Paulo, Brasil, cv. Monalisa (1999)  ++  ++ - +++ Ppvy"
YN404Sp  Capfio Bonito-SP, Brasil, cv. Mondial.  + - + + PVYY
Cultura de tecidos (1999)
YO07Mg lajubd-MG, Brasil, Batata cv. Achat - + ++ - pyy%"
(1996)
YO229Sp  S#o Paulo - Brasil, cv. Atlantic, Canadd - + +H++ - PVY°
Basica (1999)
YOATLMg Paragusagu-MG, Brasil, Batata - + +++ - pvY°
cv.Atlantic (1999)
YO-28Sp  S#io Paulo — Brasil, Batatacv. - + ++ - PVY°

Monalisa (1999)
1- sequenciado somente na regido N-terminal da CP ¢ 2- somente na 5’NTR +
N-terminal P1; os demais foram estudados em ambas regides.
*Referéncia: Moraes et al. (1999)
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Salienta-se que o YNBr2-Mg ¢ um variante do YNBr-Mg original, pois
foi recuperado de plantas de P. floridana, inoculadas com esse virus,
apresentando sintomas mais severos em relagiio s demais. No grupo de plahtas
inoculadas, parte delas respondeu com sintomas severos e parte com sintomas
mais brandos. Como essas caracteristicas se mantiveram nas inoculagdes

seguintes, optou-se por considerar um novo isolado.

4.2 Purifica¢fio parcial do PVY e extracdo do RNA

Folhas de fumo cv. TNN infectadas com os isolados de PVY foram
utilizadas para a purificagdo parcial das particulas de virus, de acordo com Lane
(1992). Para a extragiio do RNA viral, utilizaram-se 200l do minipurificado em
um tubo Eppendorf, juntamente com 50pul do tampdo de extra¢do (0,2M glicina,
. 0,2M NaCl, 20mM EDTA, pH 9,5), 20ul de SDS a 20% e 2,7pl de proteinase K
(20mg/ml), incubando-se por 30min a 37°C. Ao término, realizou-se um vortex
e centrifugou-se o material por 15min a 14.000 rpm. Posteriormente, transferiu-
se a fase aquosa para um novo tubo, ao qual se acrescentou o mesmo volume de
fenol/cloroférmio, retornando-se ao passo anterior de centrifugagdio. Apés a
repeti¢io da fase fenol/clorofémio, transferiu-se a fase aquosa para um novo
tubo, adicionou-se 1/20vol. de 3M NaOAc pH 5,5 e 2,5vol. etanol (-20°C) e
incubou-se por 1 hora a -20°C. Apés uma centrifugagéio de 30min. a 10.000 rpm,
descartou-se o sobrenadante e entdo lavou-se o pellet com 1mi de etanol 70%,
seguido de um spin de 1min e novo descarte do sobrenadante. Posteriormente &
secagem, o pellet foi resuspendido em 20pl de dgua esterilizada, sendo entfio
armazenado a -80°C. A quantidade ¢ a qualidade do RNA viral foram analisadas

por meio de eletroforese em gel de agarose (0,9%).
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- 4.3 Transcricfio reversa e PCR

Na RT-PCR, “primers” especificos para PVY foram obtidos segundo
Tordo et al. (1995) e Brioso et al. (1996), permitindo a amplifica¢éio nucleotidica
das regides S’NTR + N’terminal P1 e os tiltimos 23aa da C-terminal NIb + N-
terminal da proteina capisidial, referentes a 478pb e 544pb, respectivamente
(Figura 1). Para a sintese da primeira fita de cDNA (RT), utilizou-se o kit
“Superscript™ Preamplification System” (GibcoBRL — Cat. No. 18089-011),
conforme instrugdes do fabricante. Cinco por cento (5%) do volume da reagéio
de RT foram amplificados em um total de 50ul contendo: 1,5mM MgCl,,
0,2mM de cada dNTPs, 5pM de cada primer e 2,5 unidades da Taq DNA
polimerase (GibcoBRL) no tampdo 10xPCR, recomendado pelo fabricante. Na
amplifica¢do, utilizaram-se 31 ciclos no termociclador PCT-100 (MJ Research,
Inc. USA), com o programa 1 min a 94°C, 1 min a 50°C ¢ 2 min a 72°C, seguido
de um ciclo final de 10 min a 72°C. Os produtos da PCR, apés eletroforese em
agarose 0,9% e coloragéio em brometo de etidio (0.15mg/ml), foram visualizados

e fotografados no Image Master (Pharmacia).
S'atr 3'ntr

" Poll-A
PINHCPro  P3 1 6K, Nla
5'-AATTAAAACAACTCAATACA - 3' (01-20pb) - SE3
§'-AGCGGCCATTTAGAA -3’ (464-478) - YGERAS2

§".GCCTTCACTGAAATGATGGTCG-3" (8504 - 8525pb) - SE4
$".TTTGCCTAAGGGTTGGTTTTGC-3’ (9026 - 5047pb) - GA4

FIGURA 1. Seqfiéncia gendmica do PVY (Potyviridae) e localizagdo dos
pares de primers em pb: SE3(sense)+YGERAS2(antisense),
segundo Tordo et al. (1995); SE4(sense)+GAd4(antisense),
Brioso et al. (1996). Respectivamente numerados de acordo com
o PVYN™.H (Thole et al., 1993) e PVY"-Fr (Robaglia et al.
1989).UFLA, Lavras-MG, 2003.
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4.4 Clonagem e sequenciamento

Os fragmentos de DNA amplificados pela PCR (Figura 1) foram
clonados no plasmideo vetor pCR 2.1 do kit “TOPO TA Cloning System”
(Invitrogen, San Diego, EUA, Cat. No. K4500-01). O procedimento foi efetuado
de acordo com as recomendagdes do fabricante.Os plasmideos foram purificados
a partir de culturas de Escherichia coli pelo método da lise alcalina (Sambrook
et al., 1989) e submetidos 4 clivagem com a enzima de restrigio EcoR 1 para
comprovar a presenca do fragmento desejado. Os recombinantes foram
seqilenciados pelo método de dideoxirribonucleotideos terminadores (Sanger et
al., 1977), utilizando o seqiienciador automético A.L.F (Pharmacia).

4.5 Anilises das seqiléncias

Apos as corregdes das seqiiéncias com o auxilio dos esferogramas,
fizeram-se a montagem e a andlise destas utilizando-se os programas online,
Blast (bup/www.ncbi.nim.nih.gov/blastblast.ci); Clustalw (hup-iwww.clustalw.genome.ad.jp); Cap
(hup/rwww.infobiogen. fi/services/analyseq/cgi-bin/cap_in.pl); Translate (htp://www2.ebi.ac.uk/ranslate)
e Revseq ttp:/bioweb.pasteur. f/scqanal/interfaces/revseq.btmi). Com auxilio do Clustalw 2
(htip//www2.chiacuk/clustalw), foram realizados os alinhamentos maltiplos das
seqiiéncias dos isolados de PVY com as disponiveis no GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/cntrez/query.fogi) € COm outras ndo inseridas (Anexo B, tabelas
1 e 2). As érvores filogenéticas obtidas foram visualizadas com auxilio do
programa TreeView (bttp:/taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview). Foram também obtidas
arvores com bootstrap, considerando somente os valores superiores a 50%, de

2.000 repetigGes, utilizando o programa MEGA (http://www.megasoftware.net).

74



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Comparaciio das regides 5’NTR e os primeiros 98aa. da N-terminal P1,

entre os isolados estudados e com outros ja publicados.

No alinhamento dos 294 nucleotideos da regiio seqilenciada, que
compreendeu toda a 5’NTR e os primeiros 98aa. da N-terminal da P1, verificou-
se que os oitos isolados foram divididos em dois grupos distintos (Figura 2).
Alinhados separadamente, os nucleotideos das regides 5’NTR e N-terminal da
P1, apresentaram o mesmo padréio de agrupamento.

~— YN4048p

r WO.2858p

YN-UFLA

YO2298p

YOATLMg
CA)

FIGURA 2. Arvore Filogenética (Sem raiz) baseada no multiplo alinhamento
de nucleotideos da regido S’NTR e N-terminal P1, do isolados de
PVY, estudados. A barra representa 0.1 substituigbes de
nucleotideos por sitio. UFLA, Lavras-MG, 2003.
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A identidade obtida na regido segilenciada (dados ndo mostrados) variou
de 71 a 99%, sendo a maior observada entre os isolados YNBr-Mg e YO-07 e,
as menores, entre os isolados YN-UFLA ¢ YN-21Sp, YN404Sp e YO-07, e
entre esses dois altimos e o YOATLMg e YO229Sp, respectivamente. Na figura
2, observa-se que ambos os grupos reuniram isolados da estirpe necrdtica com
da estirpe comum sugerindo variabilidade gendmica, que pode estar ligada a

presenga de isolados recombinantes.

5.1.2 Comparac#o da sequéncia de nucleotideos da regiio S’NTR.

O alinhamento multiplo de nucleotideos, obtido através do Clustal W, foi
realizado a partir da posigéio 37 até o ultimo nucleotideo anterior ao cédon de
iniciagio ATG, pois a maioria das seqiiéncias publicadas, dos isolados utilizados
para comparag#o, ndo discrimina os nucleotideos iniciais (Figura 3). Entretanto,
analisando-se os oitos isolados estudados, esses primeiros nucleotideos foram
conservados, exceto nas posi¢cdes 27 e 33. A maior identidade observada entre os
oitos isolados, nessa regidio, foi de 100% entre YNBr-Mg e YO-07Mg (Anexo
B, tabela 3), e a menor (53%) entre YOATLMg e o YNBr-Mg, YN404Sp e YO-
O7. A identidade entre os outros isolados também apresentou a mesma variagdo.

Na figura 3 observa-se, que nas posigdes 51, 55, 68, 79, 83, 104, 105, 114,
115, 118, 121, 125, 129, 132, 135 a 138, 141, 150, 162, 163, 168, 176 ¢ 186 ({),
os isolados foram inicialmente divididos em dois grupos: 1 (acima da linha
continua) e Il (abaixo), sendo cada um dividido em dois subgrupos (linha
tracejada). Entretanto, apés a obtencdo da drvore com bootstrap, com 2.000
repetigdes, observou-se divisdo em trés grupos (Figura 4), semelhante ao

observado por Tordo et al. (1995).
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FIGURA 3. Alinhamento multiplo de nucleotideos da regido 5’NTR de

diferentes isolados de PVY. Os isolados estudados estdo em
destaque. A linha continua limita os grupos 1 (acima) e Il
(abaixo). Linha tracejada tentativa de separar em subgrupos. Os
pontos nas seqiiéncias equivalem aos aminodcidos consenso para
todos (letras maifsculas, na ultima linha) e para maioria (letras
mindsculas). Os tragos representam nucleotideos ndo
determinados. Numeragdo de acordo com PVY-H (Thole et al.,
1993). A seta 4 indica posigdes que tendem a separar os grupos e
a + parcialmente separam. As caixas inteiras (UUUCA) e
tracejadas (CA), foram mostradas por Tordo et al. (1995). Box a
¢ b estdo em negrito marcados por um trago, segundo Turpen
(1989). UFLA, Lavras-MG, 2003...(continua)...
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FIGURA 3 ...(continua)...
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FIGURA 3, cont.
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FIGURA 4. Arvore filogenética obtida com base nas seqiiéncias de
nucleotideos da regido S’NTR de diferentes isolados de PVY.
Grupos 1, 1 e 111, de acordo com Tordo et al. (1995). (R) =
PVYNC, serogrupo PVY®C, com sitios de recombicio
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Lavras-MG, 2003. '
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O comprimento da regifio 5’NTR dos diferentes isolados de PVY
demonstrou pequena variagdo entre os dois grupos (I e II). Tedos os isolados do
grupo I apresentaram duas insergGes, uma de trés nucleotideos (posigSes 60 a
62) e a outra com um nucleotideo (posigdio 162), niio observadas nos isolados do
grupo II (Figura 3). Também se verifica que a variagiio nessa regido nfio foi
uniformemente distribuida, sendo maior na segunda metade da seqiléncia.

Os nucleotideos localizados na posi¢io de 19 a 35 e 71 a 77 (figura 2)
que compdem os blocos denominados por Turpen (1989) como “box a”
(v ACAACAU3s) e “box b” (zUCAAGCA7;), mostraram-se conservados entre
os oitos isolados estudados, exceto no segundo bloco, onde alguns desses
isolados, por exemplo o YO-07Mg, YNBr-Mg e YN404Sp, do grupo 1, ndo
apresentaram a guanina (G) na posigfo 75. Foi verificada também a presenca das
seqiiéncias “motifs” CAAn (duplicadas/triplicadas) ¢ UUUCA/UUCCA,
observadas anteriormente por Tordo et al. (1995). Em alguns casos, estas
seqliéncias foram especificas e/ou conservadas nos grupos I e 1, como por
exemplo a UUUCA, encontrada nas posigdes 58 a 62 ¢ 118 a 122.

Examinando a &rvore filogenética obtida com base nas seqiténcias de
nucleotideos da regido S’NTR (Figura 4), observa-se a divisdo em trés grupos,
como proposto por Tordo et al. (1995). O grupo I, com bootstrap de 100%, foi
composto pelos isolados PVYM™N recombinantes yn242-Fr (Glais et al., 1998;
2002) e I-136 (McDonald & Singh, 1996; McDonald et al. 1997), isolados
necréticos oriundos de paises europeus, e quatro dos oito isolados estudados
(YNBr-Mg, YN21Sp, YN404Sp ¢ YO-07Mg). E atipico o fato do isolado
comum YO-07Mg se agrupar com isolados necréticos, sugerindo variabilidade.
Também se observa que os necréticos norte americanos formaram um subgrupo
& parte (.B, figura 4), confirmando que esta regifio pode ser utilizada em estudos
de agrupamento geografico, pois esses se diferenciam dos isolados da Europa,
como verificado por Nie & Singh (2002a; 2002b), exceto para o isolado polonés
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(pvyn-Ny). Os outros quatro isolados (YO229Sp, YOATLMg, YO-28Sp e o
YN-UFLA) ficaram localizados no grupo 11, juntamente com isolados da estirpe
comum (PVY®) e os recombinates da Franga (Revers et al., 1996; Kerlan et al.,
1999) e padrdo Wilga: yn-Wi (Chrzanowska 1991; 1994); ynWi-P (Glais et al.,
1998; 2002). Nota-se que houve a inclusio de um dos isolados necréticos
estudados, 0 YN-UFLA, de maneira atipica no grupo 1I, sugerindo também
variabilidade. O grupo III, foi formado por isolados oriundos da Tunisia
(Fakhfakh et al., 1995) e pelo yc-PVC..

5.1.3 Comparaciio da sequéncia de aminoficidos da regido N-terminal P1.

Assim como o observado para a regido S’NTR (Figura 2), na N-terminal
" da Pl os oitos isolados estudados se dividiram em dois grupos (dados ndo
mostrados), sendo a maior identidade observada, de 98% (Anexo B, tabela 4),
entre os isolados YNBr-Mg e YO-O7Mg e entre 0 YO229Sp e YOATLMg, ca
menor, de 66%, verificada entre YN-21Sp e YO-28Sp. O alinhamento multiplo
de nucleotideos (Figura 5), obtido através do Clustal W, foi realizado entre os
oitos isolados e entre esses e outros 42 isolados publicados (Anexo B, tabela 1).
A identidade obtida variou de 63 a 100% (Anexo B, tabela 4), sendo a menor
verificada entre os isolado yP21-Tu, com o YNBr-Mg, YN404Sp ¢ YO-07Mg, ¢
a maior observada entre esse Gltimo com ntnSl44. Esses dados confirmam que a
proteina P1 apresenta alta variabilidade, segundo Tordo et al. (1995).

Na figura 5, observa-se que alguns aminodcidos nas posi¢des 9, 23, 27,
28, 29, 34, 35, 36, 37, 42, 45, 52, 56, 61, 68, 84, 86 ¢ 87 (4) dividiram os
isolados em dois grupos: I (acima da linha continua) e II (abaixo), sendo esses
ainda divididos em dois subgrupos (linha tracejada). Ap6s a obtengdio da drvore
com bootstrap, observou-se a divisio em trés grupos (Figura 6), semelhante a
regido 5’NTR, como verificado por Tordo et al. (1995).
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FIGURA 5. Alinhamento multiplo de aminoécidos da regido N-terminal da
proteina P1 de diferentes isolados de PVY. Os isolados
estudados estdo em destaque. A linha continua limita os grupos
I (acima) e 11 (abaixo). Linha tracejada tentativa de separar
subgrupos. Os pontos nas seqliéncias equivalem aos
aminodcidos consenso para todos (letras maitsculas, na ltima
linha) e para maioria (letras minisculas). Numerac#o de acordo
com PVY-H (Thole et al., 1993). A seta 4 indica posi¢des que
tendem a separar 0s grupos € a ¥ parcialmente separam.
UFLA, Lavras-MG, 2003...(continua)...
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E interessante observar na figura S, que os isolados do grupo II, e os
isolados norte americanos (abaixo da linha tracejada do grupo I) com algumas
excegdes, ¢ o pvyn-Ny da Pol6nia, apresentam, na posigéo cinco, o aminodcido
metionina (M), que poderia representar um segundo cddon de iniciagdo (AUG).
Os outros residuos de metionina, detectados nas posicdes 45 ¢ 98, s6 foram
observados para os isolados do grupo I, sendo ausentes nos demais.

Verifica-se também na figura 6, com exce¢do dos isolados pvy-Ny, yn-
Russo e yn-Ingl, que dentro do grupo 1 os isolados norte americanos se
agruparam separadamente (1.B) dos oriundos dos paises Europeus (1.A), com
100% de confiabilidade, como descrito por Nie & Singh (2002a; b).

5.2 Comparaciio dos Gltimos 23aa. da regifio C-terminal NIb e 158aa. da N-
terminal da capa (CP) entre os isolados estudados ¢ com outros ji
publicados.

Considerando toda a regido sequenciada (544pb = ultimos 69pb da
regidio C-terminal NIb e os primeiros 475pb da regido N-terminal CP), observou-
se que as identidades entre os oito isolados estudados variou de 95 a 99% (dados
niio mostrados). Apds a tradugéio dessa regiiio (181aa.), a menor identidade foi
de 93% (Anexo B, tabela 5 - diagonal superior), verificada entre 0 YN-UFLA e
o0 YNBr2-Mg e o YO229Sp, e a maior (98%) entre os isolados YNBr-Mg ¢ o
YN404Sp, Y0-07Mg e YOATLMg e quando comparados esses trés ultimos entre
si. A arvore filogenética da regido N-terminal CP, ndo enraizada (Figura 7), bem
como a obtida quando se considerou apenas os ultimos 23aa da C-terminal Nib
(dados niio mostrados), apresentaram a mesma disposi¢éo, dividindo os isolados
em quatro subgrupos, sendo dois homogéneos (somente necréticos ou comuns) e

dois heterogéneos (contendo necréticos € comuns).
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FIGURA 7. Arvore filogenética (sem raiz) baseada no miltiplo alinhamento
de aminoécidos da regidio N-terminal CP, dos isolados de PVY
estudados. A barra representa 0,01 substituigSes por sitio. UFLA,
Lavras-MG, 2003.

5.2.1 Comparagilo dos iltimos 23aa. da regiio C-terminal da proteina NIb.

No alinhamento dos itimos 23aa. da C-terminal NIb (Figura 8) observa-
se que, com base no aminoécido da posigdo 17, a separagiio em dois grupos, aqui
denominados como 1 e II, sendo que o grupo I apresenta treonina (T) € o Il
serina (S). Na posi¢o 15, todos os isolados do grupo 1 apresentam cisteina (C),
enquanto a maioria dos isolados do grupo II apresenta fenilalanina (F), com
excecdio do YN-UFLA e o recombinante pvyn-Fr (Revers et al., 1996) que
possuem leucina (L). Verifica-se que a regifio de clivagem da Nla proteinase
(VXHQ/A,G) permaneceu conservada, com excegdo do residuo X, posigéo 21,
onde os isolados YN-UFLA e YO-28SP apresentaram a histidina (H) e os
YNBr-Mg, YNBr2-Mg, YN-404Sp, YO-07Mg, Y0299Sp ¢ YO-ATLMg,

tirosina (Y).
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apresentados. UFLA, Lavras-MG, 2003.
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Na éarvore filogenética com bootstrap (Figura 9), obtida com 2.000
repetigdes, observou-se a divisio também em dois grupos. Todos os quatros
isolados comuns e, ao contrario do esperado, os quatros isolados necréticos
caracterizados neste trabalho, foram reunidos no grupo II, com 58% de
confiana com os isolados pertencentes as estirpes PVY® e PVYS, sendo estes
ainda divididos em dois subgrupos (IIA e IIB). O isolado YN-UFLA (mais
antigo, obtido em 1987 em campo de batata consumo da regido Sul do Estado de
Minas Gerais), se agrupou com os isolados recombinantes da Franca (pvyn-Fr) e
da Coréia (yVN-Kor) (Revers et al., 1996). O YO-28Sp apresentou identidade
de 100% com o isolado também brasileiro PVY-OBr (Inoue-Nagata et al., 2001)
(Anexo B, tabela 5, diagonal inferior). Os demais (YNBr-Mg, YNBr2-Mg, YN-
404Sp, YO-07Mg, YO229Sp e YOATLMg) apresentaram as identidades de
100% com o isolado yo-Can (Canadd). Ao contririo do observado para os
isolados aqui estudados, o isolado brasileiro, PVY-NBr (Incue-Nagata et al.,
2001), se localizou no grupo dos necréticos (I), apresentando identidades que
variaram de 86%, com o YNBr-Mg, YNBr2-Mg, YN-404Sp, YO-07Mg,
Y0229Sp ¢ YOATLMg a 91% com os isolados YNUFLA e YO28Sp (Anexo B,
tabela 5, diagonal inferior).
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5.2.2 Comparaciio da regido N-terminal da capa - CP (primeiros 158aa.)

A identidade observada na regiio N-terminal CP (Anexo B, tabela 6)
entre os oitos isolados estudados variou de 93%, entre YO229Sp ¢ YNBr2-Mg, a
98%, comparando-se 0 YNBr-Mg com o YN404Sp, YO-07Mg ¢ YOATLMg,
também o YN404Sp com o YO-07Mg, YOATLMg ¢ YO-28Sp, ¢ o YO-07TMg
com 0 YOATLMg. O alinhamento miltiplo desses com outros 59 isolados ja
publicados (Anexo B, tabela 2) foi realizado na mesma regiéo e com os mesmos
158aa., exceto o isolado pvy18-Austl (Shukla et al., 1988), que ndio possui um
residuo na posigdo 26. Na arvore filogenética com bootstrap (Figura 10), obtida
com 2.000 repetiges, verificou-se que, a exemplo do verificado anteriormente
para a NIb, os isolados se dividiram em dois grupos (I e II), conforme o descrito
por Revers et al. (1996). O grupo I, mais homogéneo, foi composto por isolados
PVY"™™. enquanto que o grupo II, bem maior e mais heterogéneo, foi formado
por isolados de batata PVY®, PVYS, PVY™© (serogrupo PVY®C) ¢ de pimentio,
fumo, tomate e S. melongena.

Os isolados aqui estudados foram reunidos no grupo I, com 89% de
confianga, juntamente com os necréticos recombinantes (N:O) do serogrupo
PVY®C: pvyn-Wi (Batata ‘Wilga”, PVY™° da Polénia, Chrzanovska, 1991;
Chachulska et al., 1997); pvyn-Fr (Franga, Batata, Robaglia et al., 1989; Revers
et al., 1996); pvy-Chl (fumo, Chile, Sudarsono et al.,1993) e ynl-136 (batata,
Canada, McDonald & Singh, 1996). No grupo Il também se encontra o isolado
brasileiro PVY-OBR (Batata, Inoue-Nagata et al., 2001), o sul americano yo-
Arg (Batata, Argentina, Bravo-Almonacid & Mentaberry, 1989), o yo36-Jap
(Japdo, Hataya et al., 1994), o de pimentio pvy-P21 (Tunisia, Fakhfakh et al.,
1995) e os autralianos de fumo (y18-Austl) e tomate (y43-Austl) (Shukla et al.,
1986; 1988), entre outros. O YO-229Sp ficou reunido com os isolados norte
americanos yo139-Can (Batata, Canadd) e pvyo-US (Batata, USA, Sudarsono et
al., 1993).
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FIGURA 10. Arvore filogenética obtida com base nas seqiiéncias de
aminodacidos da regiio N-terminal CP de diferentes isolados
de PVY. Valores de bootstrap obtidos com 2.000 repeti¢3es
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monoclonal PVYN (26000-Agdia). UFLA, Lavras-MG, 2003.

94



5.2.3 Comparagfio entre sequéncias de aminoécidos da regido N-terminal da

proteina da capa - CP.

Devido a alta identidade apresentada na regiio N-terminal da CP pelos
isolados necréticos (YNBr-Mg, YNBr2-Mg, YN-UFLA e YN404Sp) aqui
estudados, com isolados do grupo comum (PVY©), recombinantes (PVY"°) e
um isolado de pimentdo (PVY-P21), todos serogrupo PVY®S, optou-se por
realizar um alinhamento multiplo com outros 46 isolados publicados. Como
anteriormente observado, os isolados foram divididos em dois grupos distintos
(Figura 11). O primeiro (I - abaixo da linha), mais homogéneo, foi formado
pelos isolado PVY"™™, O segundo (Il - acima da linha), mais heterogéneo, foi
constituido pelos oito isolados estudados e por todos os pertencentes aos PVY®,
PVYC, PVYNC, pimentio e isolados de outras hospedeiras (Solanaceas).

Os aminoécidos nas posi¢des 1 (Alanina/Valina e Glicina), 11 (Serina/
Asparagina e Treonina), 17 (Prolina/Leucina e Glutamina), 26 (Prolina/Serina ¢
Leucina), 29 (Glicina e Acido glutdmino), 31 (Acido aspartico ¢ glutdmico), 36
(Alanina e Valina), 98 (Arginina e Glutamina), 99 (Metionina/Valina e
Leucina), 128 (Valina e Isoleucina) e 138 (Asparagina/Serina ¢ Acido aspartico),
sinalizados com uma seta (¥), tenderam a separar os dois grupos, como ja
comentado por outros autores (Ohshima et al., 1991; Sudarsono et al., 1993; van
der Vlugt, et al., 1993; Hataya et al., 1994; Chachulska et al., 1997; McDonald
et al., 1997; Boonham et al., 2002b; Glais et al., 2002; Moury et al., 2002).
Alguns desse aminodcidos foram estatisticamente comprovados como sendo
possiveis sitios de recombinagio (Revers et al, 1996). Observou-se¢ ainda
isolados com amino4cidos caracteristicos do outro grupo em algumas dessas
posigdes, como o residuo 26 onde 0 YN-UFLA e trés outros isolados do grupo 1,
o yo36-Jap (Japio), o pvyo-US (Batata, USA) e o yo-Arg (Argentina)

apresentaram leucina (L), como os componentes do grupo II.

96



Os recombinantes N:O, pertencentes ao sorogrupo PVY© apresentaram
as maiores identidades com os isolados necréticos estudados, YNBr-Mg,
YNBr2-Mg, YN404Sp e em especial 0 YN-UFLA, que induziu os sintomas
tipicos de necrose das nervuras em fumo e reagiu com o anticorpo monoclonal
para estirpes necréticas (Moraes et al., 1999). Glais et al. (2002), utilizando
anslises moleculares, demonstraram que os recombinantes PVY™ sdo divididos
em dois serogrupos, sendo o primeiro o PVY® no qual se encontram os isolados
Padriio Wilga (YN-Wi e YN242), e o PVY", caracteristico dos PVY"™™. As
identidades observadas entre os isolados estudados com os publicados variaram
de 87 a 99% (Anexo B, tabela 6), sendo as menores verificadas entre o isolado
YNBr2-Mg e a maioria dos isolados necréticos, com os quais se efetuou a
comparagdo. O isolado YO229Sp também apresentou baixa identidade com os
isolados PVY-NBR (Brasil, Inoue-Nagata et al., 2001), yn-T13-Jap e pvyn-Ny.
A maior identidade, de 99% foi observada entre o YNBr-Mg ¢ o isolado pvy-
P21 (Pimentdo, Tunisia), que tem sido caracterizado como pertencente ao
serogrupo PVY©€ (Fakhfakh et al., 1995; Ounouna et al., 2002).

Inoue-Nagata et al. (2001), estudando a regidio da capa de dois isolados
brasileiros de batata (PVY-NBR e PVY-OBR), observaram que estes
apresentaram identidade de 95,1% entre si. Comparando o PVY-NBR com os
quatro necréticos aqui estudados, verificaram-se identidades de 87 a 90%
(Anexo B, tabela 6), caracterizando uma alta variabilidade entre eles. J4 para o
isolado PVY-OBR, a identidade minima foi de 94%, com YN-UFLA e YNBr2-
Mg, e maxima de 97%, com o isolado YO-28S. Segundo van Regenmortel et al.
(2000), alguns dos critérios adotados pelo ICTV, para agrupar isolados de virus
como espécies distintas dentro da familia Porfyviridae, s#o: identidade <85%
para a sequéncia completa, <75% para a 3’NTR, <85% para a sequéncia de
aminoécidos da proteina da capa, reagdo distinta com anti-soros e em espécie de

planta hospedeira padrdo.
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FIGURA 11. Alinhamento multiplo de aminoécidos da regido N-terminal
da proteina da capa de diferentes isolados de PVY. Os
isolados seqilenciados neste trabalho estio em destaque. A
linha separa os grupos 1 (abaixo) e Il (acima), de acordo com
Revers et al., (1996). Os pontos nas seqiiéncias equivalem
aos aminodcidos consenso para todos (letras mailsculas na
tltima linha) e para a maioria (letras minusculas). A seta {
indica posigGes que tendem a separar os grupos € a 4
parcialmente  separam. UFLA, Lavras-MG, 2003.

...(continua)...
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No primeiro aminodcido da proteina da capa, os oito isolados
seqlienciados neste trabalho, bem como a maioria dos isolados do grupo Il
apresentaram o aminoécido alanina (A), caracteristico dos grupos PVYOS,
recombinantes (N:0) e PVY oriundos de pimentdio, enquanto os isolados
PVY™™ (grupo 1) iniciaram com a Glicina (G) nessa mesma posigdio (van der
Viugt et al., 1993; Chachulska et al., 1997). O yc-27 da Alemanha (Blanco-
Urgoiti et al., 1998a) e yC-CM-RU do Reino Unido (Boonham et al., 2002b),
pertencentes a0 PVYS, apresentaram V (Valina) nessa mesma posigdo, o que,
segundo Blanco-Urgoiti et al. (1998a), isto representaria um novo sitio de
processamento da Nla proteinase, ndo relatado anteriormente para PVY e
bastante raro na familia Potyviridae.

A regido de reconhecimento virus-vetor DAG (posi¢iio 6-8) permaneceu
conservada em todos os isolados, exceto nos isolados: YNBr2-Mg, que
apresentou valina, (V) um aminodcido neutro, nio-polar, na posi¢do 6, ao invés
do écido aspértico (D); pvyo-US com asparagina (N) no lugar de alanina (A)
(Sudarsono et al., 1993); PVY-NBR (Batata, Brasil) com treonina (T) na posi¢fio
da glicina (G) (Inuoe-Nagata et al., 2001); pvy-Chin (Ching) com V no lugar de
G (Zhou et al., 1990; Ohshima et al., 1991). A regido da proteina da capa néo é
essencial & replicaglio e a0 movimento célula a célula para alguns Potyvirus
(Rojas et al., 1997); entretanto, sabe-se que apds transmissGes mecédnicas
sucessivas, esses podem apresentar muta¢Bes nesta parte do genoma, afetando
qualitativamente algumas de suas fungdes, como, por exemplo, a transmissdo
pelo afideo (Atreya et al., 1990; 1995; L6pez-Moya et al., 1999; Froissart et al.,
2002) e os movimentos célula a célula e a longa distancia (Rojas et al., 1997;
Lépez-Moya & Pirone, 1998). Atreya et al. (1995), estudando a natureza do
motif DAGX na proteina da capa do Tobacco vein mottling Potyvirus (TVMV)
através da mutagdio, verificaram que a perda do 4cido aspartico (D) ou

asparagina (N) no primeiro aminodcido resultou em perda na taxa de
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transmissdo por afideo. Como o YNBr2-Mg € um variante do YNBr-Mg
original, que foi recuperado de plantas de P. floridana com sintomas diferentes,
pode ser que esse tenha sofrido algumas modificagdes em seu genoma, devido as
transmissdes mecénicas realizadas para a manuteng@o do in6culo.

Na posigdo 9, verificou-se a presenga de dcido glutdmico (E) para YN-
UFLA, YNBr-Mg e YNBr2-Mg e também para os isolados de: batata: pvyn-Wi
(PVY™? da Pol6nia), pvyo-LW (Polénia), yoNN-UK-O (Reino Unido), yoD-
Austl (Austrdlia); pimentiio: yP21-82 e pvy-P21 (Tunisia); fumo: pvy-NN e
pvyMN (ambos dos USA); tomate: ycO-Tom-Port (Portugal) e y43-Austl
(Austrélia).

O residuo de asparagina (N) na posigiio 10 estd presente em YN-UFLA e
YO-28Sp e também nos isolados yo36-Jap (Japdo), yoMM-USA (Fumo), yP21-
82 (Pimentio), yoNN-UK-O (Batata)) ycO-Tom-Port (Tomate), yc-28
(Alemanha; infecta pimentiio), pvy-NN (Fumo), pvyMN (Fumo) e yo-Arg
(Batata, Argentina). Esse mesmo residuo, na posi¢do 11 também € caracteristico
do isolado YO229Sp como para PVY-OBR (Batata, Brasil), pvyo-Jap, yoSm-
fndia (Solanum melongena), pvy-Chin, yoMM-USA, yP21-82, yol39-Can
(Batata, Canads), pvyo-US (Batata, USA), yo-Arg e o recombinate da Franca
(pvyn-Fr). Curiosamente, na posicdo 13 observou-se a presenga de arginina (R),
apenas em PVY-OBR, pvyo-Jap ¢ yO803-Sw (Suigo).

O YO0229Sp, juntamente com os isolados yol39-Can e pvyo-US,
apresentaram aminoacidos comuns nas posi¢Ses 15 (Treonina) ¢ 20 (Serina) e,
conforme comentado anteriormente, estes dados sugerem que eles podem ter a
mesma origem geogrifica, principalmente se for considerado que o Y0229Sp é
oriundo de batata semente basica ‘Atlantic’, importada do Canadé (Tabela 1). Os
isolados pvy-Chl e yo-Arg também apresentaram tais residuos nas respectivas

posigdes.

102



Na posigiio 16, observou-se um residuo arginina (R) encontrado nos
isolados necréticos YNBr-Mg, YNBr2-Mg, YN404Sp e os comuns YO-07Mg,
YOATLMg e Y0229, estudados aqui, e mais os isolados: pvy-P21, pimentdo da
Tunfsia (Fakhfakh et al, 1995); yo-v951204 de batata do Reino Unido
(Boonham et al., 2002b); € os PVY: yc-27 da Alemanha, que é transmitido por
afideo ¢ ndo infecta pimentéio (Blanco-Urgoiti et al., 1998a) e yC-CM-RU do
Reino Unido (Boonham et al., 2002b). Da mesma forma, McDonald et al (1997)
verificaram que o isolado 1-136, caracterizado como possivel recombinante,
apresentou um residuo de arginina (R), juntamente com isolado yoD-Austl
(Shukla et al., 1988). Desde o primeiro relato, pode-se verificar que o nimero de
isolados apresentando este residuo tendeu a aumentar.

Na posicdo 24, o residuo de aminodcido tipico para o grupo I foi a
prolina (P) e para o grupo Il a serina (8). Entretanto, nota-se no grupo 1I certa
variabilidade nessa posigiio, onde: nove isolados apresentaram residuo de
prolina, tipico do grupo I; um apresentou um residuo de valina (V); dois
apresentaram residuos de leucina (L); e trés de arginina (R). Todos os oito
isolados estudados aqui apresentaram serina nessa posi¢do. No grupo I, apenas
um isolado (ntn-slov94) apresentou um residuo L ao invéz do tipico P.

Na posicio 26, o isolado YN-UFLA, apresenta leucina (L), que é
caracteristico do grupo 1 (PVY™™™), juntamente com os isolados yo36-Jap,
pvyo-US e yo-Arg. Contrariamente, o isolado yVN-Kor (Coréia) possui um
residuo de prolina (P), tipico do grupo II. Sudarsono et al. (1993) observaram
que o isolado P (pvyo-US), que causava mosaico em fumo, juntamente com os
isolados necréticos da Holanda (van der Vlug et al., 1989) e Alemanha (Wefels
et al., 1989), possuiam leucina na posigéo 26.

Na posigdo 58 observaram-se quatro residuos diferentes: Arginina (R)
nos dois autralianos e no yo-Arg; Alanina (A) para no YNBr-Mg; Treonina (T)
no YNBr2-Mg, YO-07Mg, YOATLMg, pvy-Chl e pvyn-Fr do grupo Il ¢ yVN-
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Kor do grupo I; e Glutamina (Q) para yc-27 e yC-CM-RU. Na posi¢éo 63
verificou-se alanina (A) para os isolados YN-UFLA, YN404Sp, YO229Sp ¢ em
13 outros isolados do grupo II e dois representantes do grupo I. Esse mesmo
residuo ¢ verificado em cinco isolados do grupo II, na posi¢do 64. J4 na posigo
72, detectou-se um residuo de glicina para YN-UFLA, alteracdo essa que foi
primeiramente relatada para yo-Jap (Ohshima et al., 1991).

E interessante observar que, depois da 24, a posigio 128 é a que
apresenta o segundo maior nimero de isolados do grupo II com aminoécidos
caracteristicos do grupo I (oito isolados com I ao invés de V).

Entre os isolados caracteriticos do grupo I, as maiores diferengas foram
visualizadas nas posigdes 55 e 68 com lisina (K) (Figura 11). Finaimente, pode-
se ainda observar que os trés ultimos isolados necréticos do grupo I (yVN-Kor,
yn-Rus e ntnv951204-N) apresentam aminoacidos caracteriticos do grupo II nas
posigBes 26, 36, 98, 99, 128 e 138, o que sugere que estes podem ser
intermedidrios entre o grupo 1 ¢ 11, logo ap6s o pvy-Fr, conforme o agrupamento
mostrado na figura 10.

5.3 Evidéncia de possivel recombinagiio génica (Caracteristicas Biologicas X

Moleculares).

Estudando a variabilidade gendmica entre isolados de PVY, Glais et al.
(2002) verificaram nas regides S’NTR e P1, que dois isolados recombinantes
padrio Wilga (YN242-Fr ¢ YN-Wi) se comportaram de modo diferente. O
primeiro apresentou padrio semelhante aos isolados necréticos e ao
recombinante [-136 (McDonald et al., 1996), o que também pode ser observado
para o YNBr-Mg, YN21Sp, YN404Sp e atipicamente para o YO-07Mg. O
segundo foi semelhante aos isolados caracteristicos PVY®, como os isolados
YO0229Sp, YOATLMg, YO-28Sp e atipicamente para o YN-UFLA. O
comportamento dos isolados YO-07 ¢ YN-UFLA, com caracteristicas biolégicas
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e soroldgicas respectivamente tipicas dos grupos comum e necrético, e também
o fato de os isolados YN404 ¢ YNBr-Mg, com caracteristicas biologicas atipicas
aos necréticos (Tabela 2, Cap. 02), apresentarem-se agrupados com isolados
necréticos oriundos de paises da Europa (Figuras 4 e 6), sugerem que esses
isolados poderiam ser resultantes de uma possivel recombinagio, nas duas
regides, € que essas ndo seriam determinantes de sintomatologia, em Physalis
floridana e nas cultivares de Nicotiana tabacum, capazes de separar os grupos.

O mesmo foi detectado na regiio N-terminal da capa, pois os isolados
necréticos (YN-UFLA, YN-404Sp, YNBr-Mg ¢ YNBr2-Mg) apresentaram alta
identidade com isolados dos grupos PVY® e recombinantes, sendo também essa
regido considerada como no determinante de sintomatologia em plantas de P.
floridana, ¢ de acordo com Glais et al. (2002), em plantas de fumo. E
interessante observar que a maioria dos isolados recombinantes PVY®™
serogrupo  PVY®C que possuem sitios de recombinagfio reconhecidos
apresentam caracteristicas biolégicas e sorolégicas atipicas.

Verificando minuciosamente a regido responsivel pela antigenicidade,
localizada entre os primeiros 40 aminodcidos da N-terminal da proteina da capa,
observa-se que o residuo encontrado nessa posicdo (26-Leucina) talvez seja
responsdvel pelas diferentes reagSes aos anticorpos monoclonais verificados
entre os necréticos YNBr-Mg, YNBr2-Mg, YN404Sp ¢ YN-UFLA, estudados
aqui (Tabela 1). Ohshima et al. (1991) verificaram que a sequéncia 24P-L--E-—---
Vi foi conservada para alguns isolados com caracteritica de necrético.
Chachulska et al. (1997), comparando a sequéncia de aminoédcidos da proteina
da capa de trés isolados de PVY da Polonia com mais 20, previamente
publicados, sugerem uma possivel localizagio de epitopos antigénicos estirpe-
especificos nas posigdes 9-17 (GSTKKDAKQ) e 24-31(PNLNKEKE), presentes
no grupo de isolados caracterizados PVYV™™, e ausentes nos PVY?S, pyy™©

(recombinantes) e isolados de piment&o e outras solanaceas.
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Dentre os possiveis sitios de recombina¢éo reconhecidos (Revers et al.,
1996; Boonham et al., 2002b; Glais et al., 2002; Moury et al., 2002), a regido N-
terminal CP, sequenciada neste trabalho, envolve aquela verificada para os
isolados yVN-Kor e yYN-RUS (Revers et al., 1996) e para ntntRB-96 (Boonham
et al., 2002b). Contudo, nenhum dos oito isolados estudados apresentaram esses
sitios, principalmente os necréticos (YNBr-Mg, YNBr2-Mg, YN-UFLA ¢
YN404Sp), que se comportaram, na maioria dos alinhamentos, como
pertencentes ao sub-grupo I (PVY®), proposto por Revers et al. (1996).
Segundo Worobey & Holmes (1999), a recombinagio é caracterizada como uma
mudanga de material genético entre duas viroses, duas estirpes e/ou também
entre o virus e o hospedeiro, e que a evidéncia indireta da recombinagiio de RNA
¢ demonstrada a partir da comparagio dos genomas virais. A grande
variabilidade genética detectada na natureza tem sido creditada, por alguns
autores, 3 recombinag#io génica entre as estirpes.

A maioria dos residuos citados na figura 7 (alguns com setas { o }),
como, por exemplo, nas posigdes 1 (A), 9 (E), 10 (N), 11 (S), 15 (A), 20 (G), 24
(R), 25(N), 31 (D), 36 (A), 52 (S), 58 (K), 62 (T), 63 (A), 64 (V), 99(V), 128 (V)
e 138 (S), entre outras, foram estatisticamente comprovados como sendo
passiveis de serem submetidos & selegdio de diversificagio entre isolados de
PVY, verificando-se, por exemplo, que o aminoéicido na posigio 24 possui uma
probabilidade maior de 95% de pertencer & categoria de sele¢fio positiva (Moury
et al., 2002). Curiosamente, esses autores niio detectaram essa categotia para o
residuo de arginina (R) na posi¢do 16 para PVY, como observado para Potato
virus A (PVA) e Bean yellow mosaic Potyvirus (BYM). Contudo, os autores
reconhecem a dificuldade de estabelecer, dentre as fungBes das proteinas, quais
estariam envolvidas com os eventos de selegiio positivos, pois a regiio N-
terminal da CP é um maravilhoso exemplo de proteina viral com multi-
funcionalidade.
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6 CONCLUSOES

1. Considerando a seqiléncia de nucleotideos da regiio S’NTR e de
aminoédcidos da N-Terminal da proteina P1, os oitos isolados estudados foram
separados em dois grupos, sendo: I, com o YN-21Sp, YN404Sp, YNBr-Mg ¢
YO-07Mg e o Il com YO-28Sp, YO229Sp, YOATLMg e YN-UFLA.

2. A localizagdo dos isolados YO-07 ¢ YN-UFLA nos grupos 1
(necrético) e 1I (comum), respectivamente, sugere a possibilidade desses serem

recombinantes.

3. A grande variabilidade da regiio N-terminal da CP dos isolados
estudados, notadamente a dos necréticos, que foram agrupados juntamente com
isolados pertencentes aos grupos YOC, recombinantes Y™ (serogrupo O,C), e
um isolado de pimentdo, foi considerado também como um indicio da presenga

de isolados recombinantes no Brasil.

4. O agrupamento atipico de isolados necréticos (PVY™), junto com
isolados comuns (PVY®), indicaram que as regides S’NTR, N-terminal da
proteina P1, ditimos 23aa. da C-terminal da NIb e N-terminal da proteina da
capa ndo devem estar correlacionadas com os sintomas induzidos em plantas de

Physalis floridana e fumo (Nicotiana tabacum), cvs. Turkish, Turkish NN
(TNN) e Havana.

5. As quatro regides genGmicas para o isolado YO229Sp, apresentaram
alta similaridade com o isolado yo139-Can, do Canad4, sugerindo uma origem

geografica em comum.
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TABELA 1 A. Anilise de varidncia do comportamento de cultivares de batata,
em relagio a quatro isolados de PVY. UFLA, Lavras-MG,

2003.
EV GL SQ (¢) ] Fc Pr>Fc
CULT 16 17,800203 1,112513 23,455 0,0000
ISOL 3 2,635474 0,878491 18,521  0,0000
CULT*ISOL 48 6,954698 0,144890 3,055 0,0000
erro 204 9, 676250 0,047433
Total 271  37,066625
cv : 37,10%
Média geral: 0,5870629
R? : 0,901

TABELA 2 A. Anélise de Dialélica de severidade da doenga (sem ajuste),

envolvendo 17 cultivares de batata e quatro isolados de PVY.

UFLA, Lavras-MG, 2003.

FV GL SQ oM F
Tratamento 67 27,39 , 408806 8,618598**
GRA (RH) 16 17,799953 1,112497 23,454073**
GAA{Agressiv.) 3 2,635494 , 878498 18,52082**
SIA(Interagao) 48 6,9545 ,144885 3,054528*~*
RESIDUO 204 9,676332 ,047433

Média de severidade da Doenga(u): ,587074
DP(u) : , 013206

- o o b P S o A S . o S e D P P e W M P o

** Significativo a 5% de probabilidade
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TABELA 1 B. Denominagéo e caracterizagéo de isolados obtidos no GenBank
¢ mais nove niio inseridos («+), nas regides referente a 5’NTR
e/ou N-terminal P1. UFLA, Lavras-MG, 2003.

Isolado N°® Aceso Origem e hospedeira Biolépia Regito
yoLoi-Finl AJ245554 Loimaa - Fintindia P Pi
yo803-Fial AJ245555 Jokioinen - Finlindia PVY® Pl
yoViik-Finl AJ245556  Viikki - Finlandia PVY® Pl
yo-Uer AJ315740 Ucrinia PVY® Pl
yoNB-Can AJ315741  New Brunswick - Canada PVY° Pl
yo-USA AJ315742 US.A. PVY® Pl
yoBC-Can AJ315745  British Colambia - Casada PVY® Pl
yo139-Can U09509  Canada, Batata PVY®  S'NTR+PI
yoTh-Ingl M37180  Inglatema, Batata cv.King Edward PVY®  5'NTR+PI
Pvyyo-LW . Pol8nia, Batata cv. Lipinski Wezesny PVY®  S'NTR+PI
yo-Tu e Tunisia, Batata PVY® 5'NTR+P1
yN242-Fr AF248499 Franca, batata, “Serotipo O” PVY" S'NTR+P)
ynWi-P AF248500 Pol6nia, batata, “Serotipo O” PVY® SNTR+PI
yaN266-NA AF401600 Norte Americano PVY' 5'NTR+PI
ynN394-NA AF401601 Norte Americano PVY" SNTR+PI
ynSYt-NA AF401605 Norte Americano, Fumo PVY" S'NTR+P)
yaN27-NA AF401606 Norte Americaso PVY" S'NTR+P1
yn NIg-NA AF401607 Norte Americano PVY"  S'NTR+P1
yn-RUS AJ245557 Russia PVY" Pl
ynUK-RU AJ245558 Reino Unido pvy" Pl
yn-Din AJ315738 Dinamarca PVY" Pl
yn-Russo AJ315746 Rassia Pvy" P1
yn-Ing AJ315747 Inglés, Reino Unido pVY" Pl
pvyn-Fr X12456  Franca PVY"  S'NTR+PI
yn605-Sw X97895  Isolado Sulgo 605 PVY"  S'NTR+PI
pvyn-Wi oo Polonia, cv. Wilga (Tordo et al., 1995) PVY"  S'NTR+PI
pvyn-NY o Polonia, Batata cv. Nysa (Tordo et al., 1995) PVY"'  §'NTR+PI
ntn-S1 44 AF401602 Eslovénia PVY™  S$'NTR+PI
ntn-SI 50 AF401603 Eslovénia PVY™  S'NTR+PI
ntn-S1 64 AF401604 Eslovénia PVY'™  S'NTR+PI
ntnTu619-NA  AF401608 Norte Americano PVY™  $'NTR+PI
ntnTu660-NA  AF401609 Nortc Americano PVY'™  S'NTR+PI
ntnTu648-EU  AF401610 “Tipo Europen ” PVY'™  S'NTR+PI
ntn-Slov AJ315739  Eslovénia PVY'™ Pl
nin-Calif AJ315744  Califémia pVY'™ Pl
ninH-Hun M95491  Hungria PVY™™  SNTR+PI
ynin-Lb s Libano, Batata cv. Lola (Tordo et al., 1995) PVY"™  S'NTR
ye-Esc AJ315743  Escocds, Reino Unido pPVY© Pl
yc-PVC M38377 Isolado “PVC™, Batata PVY®  S5'NTR+PI
yMsNr AF463399 “PVY-MN" PVY Pl
ynaNC78-NA . Sudeste U.S.A., Fumo (Tordo et al., 1995) PVY-NN S'NTR+P)
yP21-Tu 4 Tunisia, Pimentfio (Tordo ct al., 1995) PVY-0 S'NTR+P1
yP2-Tu had Tunisia, Pimentfio (Tordo et al., 1995) PVY-0 S'NTR+PI
1-136 hd Canad}, Batata (McDonald & Singh, 1996) PVYN S'NTR
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TABELA 2 B. Denominagiio e caracterizagio de isolados obtidos no

GenBank e¢ mais dez ndio inseridos (), nas regibes

referente aos wltimos 23aa. C-terminal da NIb e/ou N-
terminal da CP. UFLA, Lavras-MG, 2003...continua...

Isolados N°* Acesso Origem ¢ bospedeira Classe Blolégica
yoSm-India AF118153  India, Solanum melongena P\"‘;5
PVY-OBr AF255659  Distrito Federal - Brasil, Batata PVY®
y0803-Sw AJ223594  Isolado Suigo (Jakab et al., 1997) PVY®
yo-v951204 AJ390292  Reino Unido, Batata PVY®
yoNN-UK-O AJ390297  Reino Unido, Batata PVY?
yo-india AY061994  Isotado Indiano (Ghosh et al., N/publicado) PVY®
yo-Jap D12539 Isolado do JapZo, Batata PVY®
yo36-Jap §74810 Isolado do JapZo, Batata cv. Danshaku-imo PVY®
y0139-Can U09509 Isolzdo do Canada, Batata PVY®
yo-Arg X14136 Isolado da Asgentina, Batata PVY®
pvyo-US X68222 *NC179’, Potato US, Batata, U.S.A PVY?
yoMM-USA X68226 Isolado MsMr, infectando fumo, U.S.A. PVY®
pvyo-LW 270239 Poldnia cv. Lipinski Wczesny PVY®
pvyo-Tu se Tunisia, Batata (Fakhfakh et al., 1995) PVY®
pvyQ-Jap . Japlo, Batata (Ohshima et al., 1991). PVY®
yoD-Aust] " Austrilia, Batata (Shuk!a et al., 1986) PVY®
PVY-NBr AF255660  Distrito Federal - Brasil, Batata pvyV
yn-N854 AJ223592  Isolado Suigo N854 (Jakab et al., 1997) pvy"
yN-RB-RU AJ390285  Reino Unido, Batata pvy"
yn53-49-Din AJ390299  Dinamarca, Batata pvY"
yn-v951175 AJ390304  Reino Unido, Batata pvyY"
ya-T-lap D12570 Japlo, isolado T, Batata PVY"®
yn-T13-Jap $74813 Isolado do Japlo PVY"
yN27.92-Can  UD9508 New Brunswick — Canadé, Batata pvyY"
pvyn-Fr X12456 Jsolado da Franga, Batata PVY"
yn-RUS X54636 Isolado Russo, Batata pPVY"
yn605-Sw X97895 Sufga, Batata cv. Bintjc (1976) pvyH
pvyn-Ny Z70237 Poldnia, Batata cv. Nysa (1974) pvy"
pvyn-Wi 270238 Polénia, Batata cv. Wilga (1984) pvy"
pvyn-Nti o] Holanda, Van der Vlugt et al. (1989) pvyY”
ynl-136 o Canads, Batata (MacDonald & Singh, 1996) pvy?
pvy-Chl X68221 ‘NC178’, Chile, severa necrose em fumo PVY
yGOI16-Germ  ** Alemanha (Wefels et al., 1989). PVY
yVN-Kor U06789 Isolado Coreano, necrose em fumo PVY-VN
ntnDé-Jap AB025416  Aino- Japao, Batata cv. Dejima (1995) pvy ™
ntnUG70-Jap AB0428)3  Fukue- Japdo, Batata cv. Unzen (1998) pvyN™
atnv951204-N  AJ39029f  Reino unido, Batata pvy ™
ntn-Slov94 AJ390293  Eslovénia, Batata pvyN™
ntn53-29-Din AJ390298  Dinamarca, Batata pvy ™
ntnS-RB-96 AJ390308  Reino Unido, Batata pyy"™
ntnH-Hun M95491 Isolado da Hungria, Batata pvy'™
nto-H X54611 estirpe H, Hungria, Batata pvy'™
nin-Austr X79305 Austria, Batata PVY'™
pvy-EH X68223 *NC189’, "Europe-H", Fumo, Hungria PVY
ye-27 AF012026  1s0). "27", Alemanha, trans. por afideo, A/ infec. Pimentio PVY®
ye-28 AF012027  )sol. "28”, Alemanha, f/trans. por afideo, infec. Pimentio PVY®
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TABELA 2B, cont.

yC-CM-RU AJ350302  Reino Unido, Batata PVY®
ycO-Tom-Port  AJ390307  Portugal, Tomate PVY®
yP21-82 AJ005639 Pimentio PVY
ySi15-Itdlia AJ303093 Sicflia - Itdlia, Pimentio PVY
yPN-82-Esp AJ303096 Espanha, Pimentio PVY
pvy-Pep - U10378 Isolado "nnp~, Itilia, Pimentio, necrosc em fumo PVY
pvy-P2 ha Tunisia, Pimentdo (Fakhfakh et al., 1995) PVY-O
pvy-P21 b Tunisia, Pimentdo (Fakhfakh et al., 1995) PVY-O
pvy-NN X68224 *NC78°, Estirpe “NsNr”, Fumo, sudeste U.S.A PVY-NN
pvy-MN X68225 ‘NC138’, Estirpe "MsNr”, Fumo sudeste U.S.A PVY-MN
y18-Austl o Austrilia, Fumo (Shukla et ai., 1988). PVY
y43-Austl e Austrilia, Tomate (Shukla et al., 1988). PVY
pvy-Chin X54058 Isolado Chinés PVY
PepMoV¢ M96425 U.S.A.- Califérnia, Pimentlo PVY
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TABELA 3 B. Porcentagem de identidade de nucletideos da regiio S’NTR entre diferentes isolados de PVY, obtida através do multiplo
alinhamento utilizando o Clustal W. As menores identidades, entre os oitos isolados estudados, estdo em negrito e as
maiores, sublinhadas. UFLA, Lavras-MG, 2003.

Isolados 12 3 4 8§ 6 7 8 9 10 11 _12 13 13 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 33 33 34 35 36
1:'YN-UFLA - 54 54 55 54 95 9554 98 55 55 54 S4 34 ST 55 S5 56 56 54 95 76 95 54 95 54 54 97 S6 97 77 97

9 77 17 S6
2;YNBr == 96 99 100 54 53 56 (100 55 83 83 100 99 100 85 82 81 83 83 (00 54 SS S7 100 53 100 100 65 83 65 55 65 S5 57 99
3:YN404Sp ~- 96 96 54 53 S6196 S5 79 79 96 96 96 82 79 78 80 80 96 54 5S4 57 96 53 9 96 65 70 65 54 65 54 55 96
4:YN21Sp — 99 55 54 57199 56 83 83 99 98 99 §6 83 82 84 84 99 S5 56 57 99 $4 99 99 66 §3 66 56 66 56 ST 9%
5:YO-07 =~ 54 53 561100 55 83 83 100 99 100 85 82 81 83 83 100 54 S5 S7 100 53 100 100 65 83 65 55 65 55 57 99
6:Y0229Sp — 98 95154 95 55 55 54 54 S4 S8 55 55 56 56 54 10075 94 54 95 S& S4 96 56 96 76 9% 76 76 $6
7:YOATLMg — 93|53 94 54 54 53 53 53 57 S5 S5 55 55 53 98 75 93 53 93 S3 S3 95 S5 95 7Is 95 75 75 55
8:Y0-28Sp =136 93 33 33 36 56 56 36 54 54 S5 S35 56 95 75_96 56 95 56 56 97 55 97 75 07 75 15 §7
9:yN242-Fr <= 35 83 83100 99 100 85 82 81 83 8) 100 54 35 $7 100 53 100 100 65 &3 65 5§ &5 5§ 5559
10:ynWi-P ~- 56 56 55 55 55 59 57 57 57 ST 55 95 76 95 55 95 55 55 97 S7 97 17 97 17 8 &7
11:ynN266NA ~— 10083 83 83 92 99 98 97 98 83 55 64 56 83 S4 83 83 60 97 60 65 60 65 66 £2
12:;ynN394NA — 83 83 83 92 99 98 97 98 83 55 64 56 83 54 83 83 60 97 60 65 60 65 65 82
13:ninS144 -~ 99 100 85 82 81 83 83 100 54 S5 57 100 53 100 100 65 83 65 55 65 55 $7 99
14:ntnS150 =- 99 84 83 82 84 84 99 54 S5 ST 99 53 99 99 63 83 63 S5 63 55 57 98
15:ninS148 ~- 85 82 81 83 83 100 S4 S5 57 100 53 100 100 65 83 65 S5 65 55 $7 99
16:ynSYt-NA - 92 92 92 92 B85 58 67 S$6 85 57 85 85 58 92 S8 67 S8 67 69 84
17 yn27-NA ~- 99 98 98 82 55 65 57 82 55 82 82 61 98 6! 65 61 65 67 B
18:ynNJg-NA — 97 98 81 55 65 S7 81 55 81 81 61 97 61 65 61 65 67 81
19:0tnTu619NA ~ 99 83 56 64 55 83 55 83 83 61 98 61 65 61 65 66 83
20:ntnTu660NA ~ B3 56 65 55 83 S5 83 81 61 99 61 65 61 65 67 83
21:ntTu648Eu - 54 55 57 100 53 100 100 65 83 65 S5 65 55 57 99
22:y0139-Can ~ 75 94 54 95 54 54 96 56 96 76 96 76 6 56
23:yc-PVC ~ 74 55 77 55 55 76 65 76 93 76 93 91 55
24:yoTh-Ingl —~ 57 95 57 ST 96 55 96 75 96 75 75 $6
25:ntH-Hun — 53 100 100 65 83 65 55 65 S5 S7 99
26:pvyn-Fr — 53 53 97 55 97 77 97 77 76 55
27:yn605-Sw -+ 100 65 83 65 S5 65 55 S$7 99
28:yntn-Lb - 65 83 65 55 65 55 57 9
29:pvyn-Wi —-- 61 100 78 100 78 78 67
30:pvyn-NY - 61 65 61 65 67 82
31:pvyo-Lw — 78 100 78 78 67
32:y0-Tu ‘ -~- 78 100 98 55
33:ynaNC78NA - M ;8 67
34:pvyP21-Tu - 98 ig
35:pvyP2-Tu o

36:1-136
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TABELA 4 B. Porcentagem de identidade de amino#cidos da regi#o N-terminal da proteina P1 entre diferentes isolados de PVY, obtida
através do alinhamento multiplo utilizando o Clustal W. As menores identidades, entre os isolados estudados, estdo em
negrito e as maiores, sublinhadas. UFLA, Lavras-MG, 2003.

Isolsdos 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 15 20 21 22 23 24 2% 16 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

1-YN.UFLA — 68 68 67 68 91 92 94]69 98 66 68 67 67 66 67 70 95 68 95 93 93 77 89 67 93 83 95 67 96 66 95 68 95 95 79
2-YNBr ~ 96 9 98 68 69 67]97 68 86 98 97 89 86 97 64 68 96 67 70 0 7L 67 90 69 67 70 95 67 96 69 88 69 69 63
3-YN404Sp — 95 97 68 69 67/94 68 86 97 96 88 86 96 63 68 95 67 70 70 7 67 90 69 67 TO 94 67 95 69 88 &9 69 63
4-YN-21Sp — 97 67 68 66196 67 87 97 98 90 87 98 65 67 97 66 69 69 72 68 91 68 68 68 96 66 97 68 89 68 68 64
5-Y0-07 — 68 69 67]96 68 87 100 98 90 £7 98 63 68 97 67 70 70 71 67 91 69 67 70 96 67 97 69 89 69 69 63
6-Y02295p — 98 91167 92 66 68 67 67 66 67 70 92 67 91 95 93 77 91 67 97 81 92 67 91 66 90 68 90 90 76
7-YOATLMg — 92168 93 67 69 68 68 67 68 71 93 68 92 96 94 78 92 68 98 B2 93 68 92 67 91 69 91 9 17
8-YO-28Sp — |68 95 65 67 66 66 65 66 71 93 67 96 91 90 76 88 66 93 84 94 66 95 &7 92 €7 92 92 8RO
9-yn242-Fr - 69 84 96 95 87 84 95 63 67 94 68 69 69 70 66 88 68 68 68 93 68 94 70 86 70 70 64
10-ynWi-Pol ~ 66 68 67 67 66 67 71 97 68 96 92 64 78 90 67 94 84 94 67 95 66 96 68 96 96 80
11-ynN266-NA — 87 88 92 97 88 65 68 87 65 66 66 70 66 95 67 67 68 86 67 87 67 97 67 67 65
12-ntnS) 44 — 98 90 87 98 64 68 97 67 70 70 71 67 91 69 67 70 96 67 97 69 89 69 €9 63
13-ninS| 64 — 91 88 100 65 67 98 66 69 69 72 68 92 68 68 69 97 66 98 68 90 68 68 64
14-ynSYt-NA -— 92 91 65 68 90 66 69 69 73 68 94 68 68 69 93 66 90 68 92 68 68 64
15-atnTu619-NA — 88 65 68 87 65 66 66 70 66 95 67 67 68 86 67 87 67 97 67 67 65
16-ntnTu648-EU — 65 67 98 66 69 69 72 68 92 68 68 69 97 66 98 68 90 68 68 64
17-yMsNr — T2 64 69 69 71 77 72 66 71 IS5 71 64 69 64 TN 67 1 M 72
18-ynUK-RU — 68 94 92 94 79 90 69 94 82 94 67 93 66 94 70 94 94 78
19-yn-Din — 67 70 70 71 69 91 69 68 70 96 67 97 69 89 69 69 64
20-yo-Uer — 91 91 76 89 66 93 84 93 66 94 67 93 67 93 93 80
21-yoNB-Can — 95 78 92 69 97 80 94 69 93 68 90 68 90 90 75
22-yo-USA ~ 80 92 69 95 82 91 69 90 68 92 68 92 92 77
23-yc-Esc — 78 73 78 87 77 72 76 71 77 72 77 71 84
24.yoBC-Con — 68 93 81 89 68 88 67 88 68 88 88 76
25-yn-Russ - 68 68 69 90 68 91 68 97 68 68 66
26-y0139Can -~ 82 94 68 93 67 92 69 92 92 77
27ye-PVC — 81 68 82 69 82 69 82 82 9I
28-yoTh-Ingl — 69 9 68 91 70 91 91 77
29-ntnH-Hun — 66 96 68 88 68 68 64
30-pvyn-Fr — 65 92 69 92 92 R0
31.yn605-Sw — 67 89 67 67 65
32.pvynWi-P -~ 69 100 100 78
33-pvynNY-P — 68 69 67
34-pvyolW-P - 100 78
35-yo-Tu - 7R

36-yP21.Tu -
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