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RESUMO

CAMARGOS, Valquiria Nogueira. Caracterizacéo patogénica e molecular de
isolados do Potato virus Y (PVY) causadores de anéis necroticos em
tubérculos de batata. 2009. 58 p. Dissertagdo (Mestrado em Fitopatologia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Foram coletados e estudados catorze isolados de PVY™™ em campos de

produgdo de batata para consumo do Brasil, sendo treze deles provenientes da
regido Sul do Estado de Minas Gerais e um do Estado de S@o Paulo. Esses
isolados foram submetidos ao teste DAS-ELISA e a RT-PCR, para identificacao
inicial, sendo em seguida inoculados em catorze espécies de hospedeiras para
avaliag@o de sintomas. Além disso, um fragmento genomico de 866 pb contendo
o gene da capa protéica foi amplificado, seqiienciado e analisado, fazendo-se a
comparacao entre os isolados e entre esses e outros 16 isolados de PVY do
“GenBank”, sendo que quatro deles descritos como PVY™ e os restantes como
PVY™™. Todos os isolados estudados foram ELISA positivos, na identificacdo
por RT-PCR, a discriminagio entre isolados do tipo PVY™ ¢ PVY"™ foi melhor
sucedida quando empregada uma mistura de primers, obtendo-se uma banda de
280pb para o primeiro e uma banda de 609 pb para o segundo. As plantas de C.
quinoa, C. amaranticolor, D. stramonium ¢ G. globosa ¢ Capsicum anuum cv.
Florida VR2, ndo apresentaram sintomas quando inoculados com todos os
isolados e foram também ELISA negativos. As de Capsicum anuum cvs. Yolo Y
e Bastidon apresentaram sintomas de mosaico, cuja severidade variou com o
isolado. As plantas de fumo cvs. White Burley, Turkish e Turkish NN, foram
altamente suscetiveis e reagiram com sintomas de mosaico severo, necrose das
nervuras, lesdo necrotica local, distor¢do foliar, encarquilhamento e
subdesenvolvimento. Entretanto, esses sintomas foram mais severos com oS
isolados MF-AST, MUZ-AGA, PA-AGA2, ¢ SP-MON, menos severos para os
AN-AGA, ES-AGA, LA-MON e GO-AST, sendo que os demais apresentaram
sintomas intermediarios. Elas foram consideradas as melhores diferenciadoras,
pela clara distingdo de sintomas entre os isolados. No alinhamento de
nucleotideos, observou-se que a identidade entre os isolados estudados variou
entre 93% e 100%, enquanto que a identidade de aminoacidos variou de 90 a
100%. Na comparacdo entre esses € os demais isolados do GenBank, a
identidade de nucleotideos variou entre 92 a 99% e de aminoacidos de 90 a 99%,
mostrando uma baixa variabilidade entre eles. Quando se analisaram ambas as
arvores filogenéticas, construidas com base na sequéncia de nucleotideos e

“Orientadora: Prof®. D. Antonia dos Reis Figueira - UFLA



aminoacidos, notou-se que o isolado que apresentou as menores identidades
(SGS-MO) com todos os demais, ficou separado, formando um subgrupo
isolado. O isolado MU-AGA, em ambas as arvores, se agrupou com o isolado
AJ390296, dos Estados Unidos, indicando uma provavel origem geografica
comum. Os demais apresentaram uma maior proximidade, com excecao do IP-
MAR, BR-AGA e LA-MON. Os isolados que causaram sintomas mais severos
em plantas de fumo se agruparam com os que causaram sintomas fracos ou
intermediarios, indicando que, provavelmente, a sequéncia gendmica da capa
protéica ndo esta relacionada com a severidade dos sintomas induzidos nas
plantas hospedeiras.
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ABSTRACT

CAMARGOS, Valquiria Nogueira. Characterization pathogenic and
molecular the isolates of Potato virus Y (PVY) causes of rings necrotics in
tuber potato. 2009. 58 p. Dissertation (Master Program in Phythopathology) -
Federal University of Lavras, Lavras, MG."

Fourteen isolates of PVY™™ were collected and studied at potato production
fields for consumption in Brazil. Thirteen isolates were from South Minas
Gerais and one of them from Sdo Paulo State. All isolates were submitted to
DAS-ELISA and RT-PCR, for initial identification. After that, they were
inoculated in fourteen host species for symptom evaluation. In addition, a
genomic fragment of 866 bp containing coat protein gene was amplified,
sequenced and analyzed. A comparative study was performed with Brazilian
isolates and with other 16 isolates of PVY from the GenBank. Four of them
were described as PVY™ and the others as PVY"'™. All isolates studied were
positive for ELISA. In the identification for RT-PCR, the discrimination among
type PVY™ and PVY"™ isolates was successfully achieved when a mixture of
primers was used. Therefore, one 280 bp band for the first and the other 609 bp
band for the second were obtained. The plants of C. quinoa, C. amaranticolor,
D. stramonium and G. globosa and Capsicum anuum cv. Flowered VR 2 did not
present symptoms when inoculated with all isolates and they were also negative
for ELISA. The Capsicum anuum cvs. Yolo Y and Bastidon plants presented
mosaic symptoms but the severity varied within isolates. Tobacco plants cvs.
White Burley, Turkish and Turkish NN, were highly susceptible and reacted
with severe mosaic symptoms , vein necrosis, necrotic local lesion, leaf
distortion, shriveling and stunting. However, those symptoms were more severe
with isolates MF-AST, MUZ-AGA, PA-AGA2, and SP-MON and less severe
for AN-AGA, ES-AGA, LA-MON and GO-AST, and the others presented
intermediate symptoms. These plants were considered the best differential hosts,
for the distinction of symptoms among the isolates. From the nucleotide
alignment, the identity among the isolates studied varied from 93% to 100%,
while the identity of amino acids varied from 90 to 100%. In the comparison
between those and the other isolates from GenBank, the nucleotide identity
varied among 92 to 99% and of amino acids from 90 to 99%. It showed a low
variability among them. When both phylogenetic trees were analyzed, based on
the nucleotides sequence and amino acids was interesting to notice that the
isolate (SGS-MO) presented the smallest identities. Therefore, this isolate had

"Advisor: Antonia dos Reis Figueira - UFLA.
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clustered an independent subgroup. The isolate MU-AGA, in both trees, grouped
with isolated AJ390296, of the United States, indicating a probable common
geographical origin. The others presented a larger proximity, except for the IP-
MAR, BR-AGA and LA-MON. The isolates that caused more severe symptoms
in tobacco plants were grouped with the ones that caused weak symptoms. It
indicates that probably the coat protein genomic sequence is not related to the
severity of symptoms induced in the host plants.

viii



1 INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum L.) é uma espécie originaria dos Andes
onde ¢ cultivada a mais de 7.000 anos (Marouelli & Guimardes, 2006).
Atualmente é considerado um alimento popular, ocupando o quarto lugar na
alimentacdo mundial, perdendo apenas para o trigo, o arroz ¢ o milho. Devido ao
seu papel na nutrigdo humana, como fonte de proteinas, vitaminas, sais minerais
¢ aminoacidos, tem seu lugar no agronegocio mundial, onde o maior produtor
em 2007 foi a China, com mais de 72 milhdes de toneladas, seguido pela Russia
com 36 milhdes de toneladas e a India, com a produgdo anual de
aproximadamente 26 milhdes de toneladas (Pereira et al., 2005; FAO, 2009).

No Brasil essa hortaliga foi introduzida no final do século XIX, por
imigrantes europeus, e atualmente vem sendo muito cultivada, com uma area de
aproximadamente 144 mil hectares e uma producdo de mais de trés milhdes de
toneladas. As regioes sudeste e sul sdo as principais produtoras, sendo que o
estado de Minas Gerais por varios anos consecutivos vem ocupando a lideranga
nacional, com 1.204,205 toneladas; em segundo lugar o estado de Sdao Paulo,
com 750.000 toneladas; em terceiro o Parana, com mais de 659.000 toneladas e
em quarto o Rio Grande do Sul, com pouco mais de 385.000 toneladas.
Finalmente, Goias ocupa o quinto lugar com cerca de 186.000 toneladas e a
Bahia o quinto, com cerca de 291.000 toneladas (Agrianual, 2009). No entanto,
diversos fatores podem afetar a produgdo no mercado nacional. Dentre eles,
destacam-se as infec¢des de natureza virética que, além de ndo possuir controle
curativo, causa a degenerescéncia da batata semente e diminui a produtividade e
o vigor, apds poucas multiplicagdes dos tubérculos no campo (Costa, 1965;
Peters & Jonis, 1981; Andrade & Figueira, 1991).

Entre os virus que afetam a cultura da batata, o Potato virus Y (PVY)

vem se destacando como um dos mais importantes patdogenos, com perdas que



variam de 10 a 80%, de acordo com a estirpe ou variante desse virus (Shukla et
al., 1984; Avila et al., 2007). Além de infectar uma ampla gama de hospedeiras
da familia solanaceae, esse virus pode ser transmitido por afideos, como Myzus
persicae, de forma ndo persistente (Costa, 1965; De Box & Huttinga, 1981;
Salas & Feres, 2004).

Espécies do género Potyvirus possuem particulas filamentosas de 700 a
750 nm de comprimento, contendo uma unica fita de RNA positiva com cerca de
10 Kb, com uma proteina VPg ligada covalentemente ao terminal 5’ e uma
cauda poli A na extremidade 3°. Possui apenas uma ORF que ¢é clivada, apos a
tradugdo, por trés proteases (P1, HC-Pro e Nla), presentes em sua propria
sequéncia, originando dez proteinas funcionais: P1, HC-Pro, P3, 6K, 6K,, Nla-
VPg, Nla-Pro, NIb, CP (Dougherty & Carrington, 1988; Murphu et al., 1995).

Trés grupos distintos de estirpes tém sido definidos, de acordo com a
sintomatologia induzida em fumo e batata. Neles se incluem: o PVY® que causa
mosaico sistémico em folhas de fumo, PVY", causador do sintoma de necrose
nas folhas de fumo e o PVY® que induz um sintoma do tipo “Stipple Streak” em
algumas cultivares de batata que possuem o gene Nc (De Box & Huttinga,
1981). No entanto, nos ultimos anos outros variantes da estirpe necrotica e
comum foram identificados. Uma variante da PVY", denominada de PVY"'™Y,
por causar anéis necroticos nos tubérculos (PTNRD - Potato tuber necrotic
ringspot), foi descrita pela primeira vez na Hungria por Beczer et al. (1984). A
partir de entdo, disseminou-se para regides produtoras de batata de diversos
paises como: Alemanha, Tchecoslovaquia, Yugoslavia, Austria, Libano,
Dinamarca, Franca, Bélgica, Estados Unidos e Japao (Weedemann, 1985; Dedic
& Ptacek, 1999; Buturovic & Kus, 1990; Schiessendoppler, 1990; Le Romancer
& Kerlan, 1991; Nielsen, 1992; Le Romancer et al., 1994; Beczner et al., 1984;
Singh, 1998; Ohshima et al., 2000). No Brasil, foi detectada pela primeira vez
por Souza-Dias (1996) e notificada pelo Ministério da Agricultura em 1997.



Estudos com a PVYN™Y

tém indicado que ela é uma sub-estirpe derivada
de combinagdes entre a PVY® e a PVY"™ ¢ apresenta trés pontos de
recombinacdo: HC-Pro/P3/CI/6K,, 6K,/NIa e CP/3’NTR (Glais et al., 2002). A
sua diagnose visual com base nos sintomas induzidos nas plantas hospedeiras ¢
praticamente impossivel, pois os sintomas podem variar com o ambiente, a
hospedeira, a estirpe ¢ até o isolado viral. Assim sendo, essa discriminagdo
somente ¢ possivel por meio de anticorpos monoclonais, especificos para cada
estirpe (Gurgeli & Fries, 1983), ou ainda por RT-PCR. (Singh, 1998; Weilguny
& Singh, 1998; Boonham et al., 2002a; Boonham et al., 2002b; Lorenzen et al.,
2006).

Embora Le Romancer et al. (1994), tenha obtido sucesso com a
caracterizagio bioldgica para diferenciacdo de isolados de PVY™'™, somente o
uso desta técnica nao ¢ suficiente para descriminagdo desta variante, técnicas
sorologicas aliadas as moleculares sd3o de grande importancia na descriminagdo
das estirpes o virus Y. No entanto, a identificacdo do virus em nivel de estirpe e
variantes seria de grande importdncia em programas de certificagdo de batata
semente (Fonseca et al., 2005; Rigotti & Gugerli, 2007).

Recentemente, Rabelo Filho (2008), estudando diversos isolados de
PVY em Minas Gerais, observou que metade deles era do tipo PVY™'™ . Isso
demonstra a importancia crescente que esse variante tem adquirido no Brasil.
Para determinar a variabilidade biolégica e molecular dos isolados de PVYN'™
que ocorrem no Brasil, neste trabalho foram coletados e estudados catorze
isolados de PVY que causam anéis necrdticos em tubérculos de batata, em
campos produtores do Sul de Minas Gerais ¢ de S3ao Paulo. A discriminacgdo
destes isolados por RT-PCR, os sintomas causados em diversas hospedeiras e a
sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos serdo aqui apresentados e

discutidos.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolados

Dos catorze isolados estudados, treze foram obtidos a partir de
tubéreulos infectados, apresentando anéis necréticos, tipicos do virus PVYN™
(Figura 1). Estes foram detectados em campos de producao de batata no estado
de Minas Gerais. Outro isolado apresentando o mesmo sintoma foi cedido pela
Cooperbatata (SP-MO), (Quadro 1 e Figura 2). Todos foram inicialmente
diagnosticados pelo teste DAS-ELISA.

QUADRO 1 Isolados de PVY"™ coletados no Brasil.

Nome Cultivar Origem
BR-AGA Agata Bom Repouso (MG)
ES-AGA Agata Estiva (MG)
GO-AST Asterix Gongalves (MG)
PA1-AGA Agata Pouso Alegre 1 (MG)
PA2-AGA Agata Pouso Alegre 2 (MG)
IP-MON Monalisa Ipuitina (MG)
MF-AST Asterix Maria da Fé (MG)
SA-AST Asterix Senador Amaral (MG)
MUZ-AGA Agata Muzambinho (MG)
LA-MON Monalisa Lavras (MG)
AN-AGA Agata Andradas (MG)
SGS-MO Monalisa Sdo Gongalo do Sapucai (MG)
SP-MO Monalisa Vargem Grande do Sul (SP)
IP-MAR Markis Ipuitina (MG)
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FIGURA 1 Mapa do Estado de Minas Gerais ¢ Sao Paulo indicando as regides

nas quais foram coletados os catorze isolados de Potato virus Y
(PVY"™).

2.2 ldentificacdo e manutengéo do inoculo viral

Apds a coleta dos tubérculos com sintoma, estes foram submetidos a
forcamento de brotagdo com acido giberélico na concentragdo de 10 ppm.
Quando houve emergéncia dos brotos, estes foram coletados e submetidos ao
teste DAS-ELISA para diagnose do PVY, para assegurar a auséncia de infec¢des
com outros virus. Apoés o teste, os tubérculos foram plantados e as folhas
oriundas dos mesmos foram inoculadas mecanicamente em plantas de Nicotiana
tabacum cv. Turkish NN que foram mantidas sob condi¢des de casa - de -
vegetacdo, durante a realizagdo do experimento. Partes das folhas foram
dessecadas e guardadas em silica gel no freezer a -20°C para conservagdo dos
isolados. Os tubérculos produzidos nos vasos foram coletados, etiquetados e

armazenados em camara fria para futuros estudos.



2.3 Inoculaco dos isolados de PVYN™

em plantas indicadoras

As plantas indicadoras foram obtidas em casa - de - vegetagdo por meio
de semeadura em bandejas e o posterior transplante para vasos com capacidade
de 2 Kg, contendo como substrato adequado. Foram testadas catorze hospedeiras
escolhidas entre aquelas normalmente descritas na literatura (Tabela 2) com trés
repeticdes para cada espécie. Estas foram inoculadas mecanicamente, com os
diferentes isolados de PVY"™, no estdgio de trés a quatro folhas definitivas
utilizando extrato, obtido pela maceragao de 1g de folha infectada em almofariz,
na presenca de 10 mL de solucao tampao fosfato 0,01M, pH7, contendo sulfito
de so6dio na mesma molaridade. Este foi friccionado nas folhas previamente
polvilhadas com carborundum (400 mesh), com o auxilio de uma espatula
enrolada em algoddo. Logo depois, as folhas foram lavadas com agua corrente e
as plantas foram mantidas em casa de vegetacdo até a avaliacdo final dos
sintomas, ou seja, por aproximadamente 30 dias apds a inoculagdo. Esse
procedimento foi realizado em duas épocas do ano e mio a julho e de setembro a

novembro de 2007.

2.4 Caracterizacao sorologia DAS-ELISA

A técnica DAS-ELISA (double antibody sandwich — enzyme linked
immunosorbent assay), empregada para diagnose do PVY e também do PVX,
PVS e PLRV, foi realizada empregando-se kits de antissoro da Bioreba de
origem Suica, seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. As solugdes
tampdes empregadas foram preparadas no laboratdrio: cobertura (carbonato e
bicarbonato de so6dio 0,025M, pH 9.6, contendo 0,02 % de azida sédica), a de
extracdo da amostra (Tris-base pH 7,4, contendo 0,8% de NaCl; 2% de PVP;
0,05% de tween-20; 0,02% de KCl e 0,02% de azida sodica), do conjugado (Tris,
pH 7.4; contendo 0,8% de NaCl; 2% de PVP; 0,2% de BSA; 0,02% de MgCl2;
0,02% de KCL; 0,02% de azida sédica e 0,05% de Tween — 20), do substrato



(0,97% de Dietanolamina; pH 9.8 ¢ 0,02 % de azida sdédica) e de lavagem
(solugdo salina tamponada (PBS) contendo 0,05% de tween-20). Utilizaram-se
microplacas padrdo da Costar (USA) com 96 orificios.

A leitura foi feita a 405 nm, no leitor de placas da Dynatech laboratories,
modelo MRX, considerando-se positivas as amostras cujas leituras de
absorbancia foram maiores ou iguais a duas vezes a média da absorbancia dos
controles negativos, compreendido pelo suco da planta sadia (Clark & Adams,

1977).

QUADRO 2 Espécies de plantas hospedeiras inoculadas com os diferentes

isolados de PVY"N™,
Espécies Familia
Nicotiana tabacum cv. White Burley Solanaceae
Nicotiana tabacum cv. 'TNN' Solanaceae
Nicotiana tabacum cv. Havana Solanaceae
Nicotiana tabacum cv. Turkish Solanaceae
Nicotiana rustica Solanaceae
Nicotiana glutinosa Solanaceae
Chenopodium amaranticolor Chenopodiaceae
Chenopodium guinoa Chenopodiaceae
Physalis floridana Solanaceae
Gomphrena globosa Amaranthaceae
Datura stramonium Solanaceae
Capisicum annum cv. Florida VR-2 Solanaceae
Capisicum annum cv. Bastidon Solanaceae
Capisicum annum cv. Yolo Y Solanaceae

2.5 Extracdo do RNA (total)

A extragdo do RNA total seguiu o protocolo do método de Trizol
(AFGC Project, 2002). Folhas jovens, infectadas (0,40g), foram maceradas em
almofariz na presenga de nitrogénio liquido e, ao p6 obtido, foram adicionados 3

mL da solugdo de extragdo (trizol: 118,16g de guanidina tiocianato, 0,8M;



76,12g de amonia tiocianato, 0,4M; acetato se sodio 33,4 mL, 0,1M; glicerol 50
mL e agua ultra pura). O extrato obtido foi transferido para tubos Eppendorf de
1,5 mL, que foram colocados em banho-maria por 5 minutos a 60°C. Em
seguida, foram agitados em vortex e centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um outro tubo, descartando-se o
precipitado. Foram entdo adicionados 300uL de cloroférmio em cada micro tubo
que foram agitados em vortex, deixados a temperatura ambiente (25°C) por 3
minutos e centrifugados a 12.000 rpm por 10 minuto a 4°C. A fase aquosa foi
cuidadosamente transferida para outro tubo, adicionando-se /2 do seu volume de
isopropanol e %2 de uma solugdo contendo 0,8M de Citrato de sodio e 1,2 M de
NaCl. Misturou-se por inversdo, e deixou-se a temperatura ambiente por 10
minutos para a precipitacdo do RNA. Em seguida, os tubos foram centrifugados
a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado com 300 pL de etanol 75% e secado a vacuo por 1
minuto. Finalmente, o precipitado foi ressuspendido em 25ulL de agua ultra pura
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). O RNA total extraido foi analisado por
eletroforese em gel de agarose a 0,7%, antes de ser empregado no teste de RT-

PCR.

2.6 RT-PCR e sequénciamento do cDNA

A discriminagdo inicial do PVY"N™ foi feita por meio de RT-PCR,
utilizando-se trés primers desenhados por Boonham et al. (2002), com base nas
sequéncias depositadas no GenBank, para a regido da capa protéica e da proteina
NIb de PVY® e PVY"N. Para a amplificacio da regido da capa protéica a ser
sequenciada, desenhou-se um par de primers com base também nas sequéncias
depositadas no GenBank. As sequéncias ¢ a localizacdo dos primers no genoma

desses virus estao apresentadas na (Tabela 1).



TABELA 1 Primers usados na detecgdo e descriminagio da variante de PVY"'™

e na amplifica¢do da capa protéica.

Virus Primers Sequéncia (5’- 37) Posicdo dos primers
PVY® 0-8787-F TCTGGRACACATACWGTRCCRA 8.68748.710
PVY® 0-9295-R  TGTACTGATGCCACCGTCGAAC 9.274 49.295
PVY™ N-8687-F TCTGGAACTCAYACTGTGCCAC 8.687 48.710
PVYF Y-8549-F  GCGATACTTATGAAGTGCACC 8.549 4 8.569
PVYR  Y-9397-R CGTCCGGAGGAGCACTAC 9.39749414

A reacgdo para a sintese do cDNA foi preparada para um volume final de
20uL, contendo: 1 pL do primer anti-senso PVY® 0-9295-R (10mM); 5 uL do
RNA total; 1 uL de dNTPs (10 mM); 6 uL de 4gua ultrapura tratada com DEPC.
Esta mistura foi aquecida a 65°C por 5 minutos e colocada rapidamente no gelo.
Foram entdo adicionados 4 ulL do 5X First-Strand Buffer ¢ 2 uL. de DTT (0.1M),
misturando-se cuidadosamente e aquecendo-se 37°C por 2 minutos. ApoOs este
aquecimento, foi acrescentado 1 pL. de M-MLV RT (Invitrogen), e os tubos
foram incubados a 37°C por 50 min, e a 70°C por 15 min, ap6s o que foram
transferidos para um recipiente, contendo gelo moido até a sua utilizacdo na
reacdo de PCR.

A reagdo de PCR foi montada para um volume final de 25 pL, contendo:
5 uL de buffer 5X PCR, 1,5 pL de MgCl, (25 mM), 0,5 uL. de dNTPs 10 mM,
1,25 pL do primer 0-9295-R, 1,25 pL do primer O-8687-F, 1,25 uL do primer
N-8687-F, 0,25 pL da enzima Go Taq DNA polimerase, 2 uL. do cDNA e 12 pL
de agua ultrapura tratada com DEPC. As condigoes para amplificacdo do cDNA
foram: 94°C por 2 minutos, seguido de 30 ciclos: 94° por 1 min, 65°C por 1 min,
e 72°C por 1 min, com uma elongagéo final de 72°C por 10 minutos. O produto
de amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 0,7%, corado
com GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen) e visualizado no trans-
iluminador, sob luz ultravioleta.

Os fragmentos gendmicos referentes a capa protéica dos isolados

estudados, foram purificados a partir do gel de agarose, empregando-se o Kit de



Purificagdo “GFX PCR DNA and Gel Band Purification KIT” da empresa

Biosciences, e sequenciados no laboratorio da EMBRAPA de Sete Lagoas.

2.7 Andlise filogenética
As sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias disponiveis
no NCBI, utilizando o Programa Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

YN™N com os outros

O alinhamento multiplo das sequéncias dos isolados de PV
16 isolados de PVY disponiveis no “GenBank™ (Quadro 4), foram gerados com
o Programa CLUSTALW (http://clustalw.genome.jp). As analises filogenéticas
foram  obtidas por meio do programa MEGA versio 4.0
(www.megasoftware.net), com bootstrap, considerando os valores superiores a

2.000 repeticdes.

QUADRO 3 Relagdo dos isolados de Potato virus Y (PVY) disponiveis no
GenBank, empregados para comparagao das sequéncias genéticas
com as sequéncias dos isolados estudados.

Acesso Origem Estirpe Autores/publicacdo
AF255660 Brasil PVY" Inoue-Nagata et al. (2001)
AY884982 Canada PVY"™ | Lorenzen et al. (2006)

AY601680 China PVY™™N | Ding et al. (2004)

AJ390296 EUA PVY"™ | Boonham et al. (1999)

AF325927 EUA PVY"™ | Boonham et al. (ndo publicado)
X92078 Franca PVY™ Le Romancer et al. (ndo publicado)
X79305 Holanda PVY"™ | Heuvel et al. (2008)

AJ133454 Inglaterra PVY"™ | Boonham et al. (1999)

AJ390295 Inglaterra PVY"™ | Boonham et al. (1999)

EF027879 Inglaterra | PVY™™ | Gow et al. (2006)

EF027891 Inglaterra PVY" Gow et al. (ndo publicado)

EF027892 Inglaterra PVY"™ | Gow et al. (2006)

AB3315547 Japao PVYY™N | Ogawa et al. (2008)
770237 Polonia pPVY" Chachulska et al. (2006)
AB295479 Siria PVY"™ | Ali et al. (2007)

AM411503 Vietn PVY"™ | Nguyen et al. (2006)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacéo bioldgica dos isolados de PVYN™

Todas as indicadoras que apresentaram sintomas, quando inoculadas
com os isolados estudados foram Elisa positivos e todas as que ndo apresentaram
sintomas foram ELISA negativas para o PVY. Os sintomas induzidos nas
hospedeiras estdo descriminados nas (Quadros 5 ¢ 6). Conforme ja relatado por
outros autores (De Bokx & Huttinga, 1981; Le Romancer et al., 1994), as
espécies de C. quinoa, C. amaranticolor, D. stramonium e G. globosa se
comportaram como imunes a todos os isolados de PVY estudados. Todos eles
induziram sintomas de mosaico severo, necrose das nervuras, lesdo necrotica
local, distor¢ao foliar, encarquilhamento e subdesenvolvimento das plantas de
fumo cvs. White Burley, Turkish e Turkish NN (Figura 2). Esses sintomas
evoluiram para uma necrose completa das folhas, que permaneceram penduradas
na planta cerca de 25 dias apds a inoculagdo. Em N. glutinosa os sintomas
foram de mosaico, evoluindo para pontos necréticos locais e
subdesenvolvimento da planta. Esses sintomas, nessas espécies de Nicotiana,
sdo tipicos de PVY™ e do variante PVY™™ (Gooding et al., 1985; Blancard &
Cailleteau, 1995; Le Romancer et al., 1994; Moraes, 2003).

Por outro lado, plantas de N. rustica e N. tabacum cv. Havana
apresentaram o mesmo tipo de sintoma, caracterizado apenas por mosaico leve,
quando inoculadas com todos os isolados. Assim sendo, essas hospedeiras ndo
poderiam ser consideradas para uso em uma possivel diferenciacdo entre
isolados de PVYN™,

As plantas de P. floridana reagiram com mosaico, embolhamento e
encarquilhamento nas folhas jovens, seguidos de subdesenvolvimento. Os
isolados de PVY"™ estudados por Morais (2003), induziram sintomas

semelhantes. De um modo geral, como ja foi observado por outros autores
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(Hiruki, 1974; De Bokx & Piron, 1990), os sintomas nas diversas hospedeiras

tenderam a ser mais intensos no inverno.
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QUADRO 4 Sintomas apresentado pelas espécies de plantas inoculadas mecanicamente com sete isolados de PV

de maio a julho e de setembro a novembro/2007*.

NTN
Y

, ho periodo

Isolados de PVYN™
Espécies inoculadas AN-AGA BR-AGA ES-AGA GO-AST IP-MAR IP-MON LA-MON
C. annum cv. Bastidon M M M M M M M
C. annum cv. Floridana VR-2 SS SS SS SS SS SS SS
C.annumcv. Yolo Y M M M M M M M
Chenopodium amaranticolor SS SS SS SS SS SS SS
Chenopodium quinoa SS SS SS SS SS SS SS
Datura stramonium SS SS SS SS SS SS SS
Gomphrena globosa SS SS SS SS SS SS SS
N. tabacum cv. Turkish M, NN, PCL, M++, NN, PCL, M+, NN+, PCL, M+, NN+, PCL, M++, NN+, PCL, M++, NN+ PCL, M+, NN, PCL
i MF, S MF, S+ MF, S MF, S MF, S+ MF, S+ ,MF, S
N. tabacum cv. White Burley M, NN, PCL, M++, NN, PCL, M+, NN+, PCL M+, NN+, PCL, M++, NN+, PCL, M++, NN+, PCL M+, NN, PCL
MF, S MF, S+ MF, S MF, S MF, S+ , MF, S+ ,MF, S
Nicotiana glutinosa M, PCL, S M, PCL, S+ M, PCL, S M, PCL, S M, PCL, S+ M, PCL, S+ M, PCL, S
Nicotiana rustica M M M M M M M
Nicotiana tabacum cv. Havana M M M M M M M
Nicotiana tabacum cv. TNN | M PCL: NN+, | M= PCL, NN+, | M, NN+ PCL, | M+ NN+,PCL, | M+ PCL, NN+, M?C’]im’ M-, NN+ PCL
MF, S MF, S+ MF, S MF, S MF, S+ MF, Sjr ,MF, S
Physalis floridana M, EM, S M+, EM+, S+ M, EM, S M+, EM, S M+, EM+,S+ M+, EM+, S+ M, EM, S

* Os sintomas foram semelhantes nos dois periodos de inoculagdo, sendo, porém mais intensos nos meses de maio a julho. SS=sem sintomas;
M=mosaico; EM=embolhamento; S=subdesenvolvimento da planta; NN= necrose das nervuras; PCL=pontos cloréticos locais; MF=morte das
folhas. Sintomas: (sem sinal) sintomas fracos, (+) sintomas intermediarios, (++) sintomas severos.
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QUADRO 5 Sintomas apresentado pelas espécies de plantas inoculadas mecanicamente com sete isolados de PVY

de maio a julho e de setembro a novembro/2007*.

NTN

, 1o periodo

Isolados de PVYN™
Espécies inoculadas MF-AST MU-AGA PA-AGA1l PA-AGA2 SA-AST SGS-MO SP-MO
C. annum cv. Bastidon M++ M++ M M++ M M++ M++
C. annum cv. Floridana VR-2 SS SS SS SS SS SS SS
C.annumcv. Yolo Y M-++ M-++ M M M M++ M-++
Chenopodium amaranticolor SS SS SS SS SS SS SS
Chenopodium quinoa SS SS SS SS SS SS SS
Datura stramonium SS SS SS SS SS SS SS
Gomphrena globosa SS SS SS SS SS SS SS
N. tabacum cv. Turkish M4+, NN++, M4+, NN++, M-++, NN+, M4+, NN++, M-++, NN+, M+, NN+. PCL M4+, NN++,
PCL++, PCL++, PCL+, PCL++, PCL+, i\/IF Sj# ? PCL,
MF, S++ MF, S++ MF, S+ MF, S++ MF, S+ ’ MF, S++
M++, NN++, M++, NN++, M++, NN+, M++, NN++, M++, NN++,
N. tabacum cv. White Burley PCL++, PCL++, PCL+, PCL++, M++MNFI\I;;PCL’ M++MNFI‘PS“;PCL’ PCL,
MF, S++ MF, S++ MF, S+ MF, S++ ’ ’ MF, S++
Nicotiana glutinosa M++, PCL, S++ M++, PCL, S++ M+, PCL, S+ M, PCL, S++ M, PCL, S+ M, PCL, S+ M, PCL, S++
Nicotiana rustica M M M M M M M
Nicotiana tabacum cv. Havana M M M M M M M
M-+, NN++, M-+, NN-++, M++, NN+, M-++, NN++, M-+, NN+. PCL M++, NN+, M-++, NN++,
Nicotiana tabacum cv. TNN PCL++, PCL, PCL+, PCL, MF. S+ PCL+, PCL+,
MF, S++ MF, S++ MF, S+ MF, S++ ’ MF, S+ MF, S++
Physalis floridana M, EM, S++ M, EM, S++ M, EM, S+ M, EM, S++ M, EM, S+ M, EM, S+ M, EM, S++

* Os sintomas foram semelhantes nos dois periodos de inoculagdo, sendo, porém mais intensos nos meses de maio a julho. SS=sem sintomas;
M=mosaico; EM=embolhamento; S=subdesenvolvimento da planta; NN= necrose das nervuras; PCL=pontos cloréticos locais; MF=morte das
folhas. Sintomas: (sem sinal) sintomas fracos, (+) sintomas intermediarios, (++) sintomas severos.



FIGURA 2 Sintomas induzidos por trés isolados de PVY"™ em quatro cultivares
de fumo. A - White Burley; B - Nicotiana glutinosa; C - Turkish; D -
Turkish NN. 1 - Sadia; 2 - AN-AGA; 3 - IP - MON; 4 - MU-AGA.

As plantas de pimentdo das cultivares Bastidon e Yolo Y apresentaram
sintomas que variaram de leve a severo, dependendo do isolado (Figura 3),
enquanto que as da cultivar Florida VR-2 comportaram-se como imunes a todos
os isolados estudados. Resultados semelhantes foram obtidos por outros autores,
que observaram que isolados desse virus foram capazes de infectar pimentdo das
cultivares Bastidon e Yolo Wonder, mas ndo C. quinoa e C. amaranticolor (Le
Romancer et al., 1994; Truta et al., 2004; Costa, 2008).
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FIGURA 3 Folhas de Capsicum annuum cv. Yolo Y, com diferentes
intensidades de sintomas de mosaico causados por isolados de PVY.
A- Sadia; B: LA-MON (mosaicos leves); C: MU-AGA (mosaico
severo).

Quando Truta et al. (2004) estudaram 22 isolados de PVY proveniente
de plantas de pimentdo e dois de plantas de batata, pertencentes as estirpes
necrética (PVYN-BR) e comum (PVY®-BR), eles observaram que os isolados
necroticos infectaram as cultivares Bastidon, Yolo Wonder ¢ Yolo Y, mas nio
foram capazes de infectar a cultivar Florida-VR. Todas as cultivares testadas
ndo apresentaram sintomas e foi ELISA negativa quando inoculadas com PVY®.
Eles observaram também alto grau de variabilidade genética entre os isolados de
pimentdo e batata, sendo que dois isolados provenientes de pimentdo causaram
infecgdo latente e um induziu sintomas de mosaico em plantas de batata.

Morais (2003) observou que isolados de PVY de oriundos de plantas de
batata foram capazes de infectar pimentdo cv. Agrondmico 10G, causando
sintomas de mosaico leve, quase imperceptivel. Entretanto, Gebre et al. (1985)
estudaram diversos isolados de PVY provenientes do pimentdo e descreveram

que nenhum deles foi capaz de infectar plantas de batata, o que demonstra a
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grande diversidade patogénica entre isolados de PVY provenientes de diferentes
regides.

Dos isolados estudados, os mais severos foram MF-AST, MUZ-AGA,
PA-AGA2, e SP-MON, enquanto que os menos severos foram o AN-AGA, ES-
AGA, LA-MON e GO-AST, e os demais induziram sintomas intermediarios.
Esses dados indicam a alta variabilidade genética que existe nesta variante, além
de ser transmitida facilmente por inseto vetor, o que agravaria ainda mais o
problema no campo. Isso demonstra a importancia de se controlar o indice de
virus nas sementes, com a finalidade de diminuir a sua presenga no campo.

3.2 Caracterizacéo molecular dos isolados de PVYN™

A melhor combinagdo de primers que permitiu separar com clareza os
isolados PVY™ dos isolados PVY"'™, foi a que empregou o primer anti-senso
desenhado para a estirpe PVY® (0-9295-R) para fazer o cDNA, na RT-PCR, ¢
esse e mais dois primers, sendo um para PVY" (N-8687-F ) ¢ um para o PVY®
(O-8787-F) na reag¢dao de PCR. Esses primers foram escolhidos entre os diversos
sugeridos por Boonham et al. (2002a), para a separagdo de estirpes do PVY. Eles
permitiram a amplificagdo de uma banda 280 pb, para isolados de PVY", ¢ uma
com 609 pb para isolados de PVY™™, resultando numa eficiente discriminagio
entre eles (Figura 4). O par de primers desenhados com base nas sequéncias do
gene da capa protéica gerou um fragmento de 866 pb (Figura 5), conforme o

esperado.
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FIGURA 4 Analise eletroforética em gel de agarose dos produtos da PCR. M =
1Kb ladder; 1 - PVY™N; de 2 a 15 isolados de PVYN™, bandas
obtidas com os primers desenhados por Boonham et al. (2002b),
sendo: 2 - AN-AGA; 3 - BR-AGA; 4 - ES-AGA; 5 - GO-AST; 6 -
IP - MAR; 7 - IP-MON; 8 - LA-MON; 9 - MF-AST; 10 - MU-
AGA; 11 - PA-AGAL; 12 - PA-AGA2; 13 - SA-AST; 14 - SGS-MO
e 15 - SP- MO.

T ORERTIERETIRES SES1 4SS DR 6

866 pb

FIGURA 5  Andlise eletroforética em gel de agarose dos produtos da PCR. M =
1Kb ladder; 1 - PVY™; 2 - PVY"™, bandas obtidas com os primers
desenhados por Boonham et al. (2002b), as bandas de 3 a 16 com os
primers desenhados para Potato virus Y, abordando o gene da capa
protéica sendo: 3 - AN-AGA; 4 - BR-AGA; 5 - ES-AGA; 6 - GO-
AST; 7 -IP - MAR; 8 - IP-MON; 9 - LA-MON; 10 - MF-AST; 11 -
MU-AGA; 12 - PA-AGAL; 13 - PA-AGA2; 14 - SA-AST; 15 -
SGS-MO e 16 - SP- MO.
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De acordo com a literatura, varias combinagdes de primers foram
publicadas para diferenciagdo das estirpes ¢ variantes de PVY, porém a maioria
desses apresentou a desvantagem em diferenciar isolado de PVY"™ de PVY™ ¢
PVY®, amplificando mais de uma banda, a mesma banda ou apresentando
auséncia de banda para um destes virus (Weilguny & Singh, 1998; Boonham et
al., 2002a; Boonham et al., 2002b; Fonseca et al., 2005; Moravec et al., 2003;
Nie & Singh, 2002; Chikh Ali et al., 2007; Rigotti & Gurgerli, 2007; Schubert et
al., 2007).

Comparando-se as sequéncias dos isolados estudados entre si, por meio
do alinhamento multiplo dos nucleotideos, observou-se que a menor identidade
foi de 93%, entre os isolados MU-AGA (de Muzambinho) e SGS-MO (de Sao
Gongalo do Sapucai) e a maior identidade foi de 100%, entre os isolados GO-
AST, (de Gongalves) e o SA-AST, (de Senador Amaral) (Tabela 2 e Figura 1A).
Pode-se observar ainda que o isolado SGS-MO foi o que apresentou maior
variabilidade em relagdo aos demais, com a maioria das identidades entre 94 e
95%. O mesmo aconteceu quando esse foi comparado com os isolados do
GenBank, ficando as menores identidades entre 92%, com os isolados estudados
por Boonham et al. (1999), AJ390296 dos Estados Unidos e AJ390295 da
Inglaterra e um isolado da estirpe necrotica EF027891 e 95% com a maioria. Na
comparacdo dos demais isolados estudados e os do GenBank, as identidades
variaram entre 93 e 99%.

De um modo geral, quando se tenta analisar a diversidade gendmica da
regido da capa protéica com os sintomas induzidos nas diferentes hospedeiras,
ndo ¢ possivel encontrar uma correlagdo entre a diversidade e severidade de
sintomas induzidos. Isso indica que a diversidade encontrada na regido da capa
protéica ndo deve ser a responsavel pela expressdo dos sintomas nas plantas

hospedeiras. Outro fato que se pode notar, é que as sequéncias depositadas no
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TABELA 2 Porcentagem de identidade na sequéncia de nucleotideos do gene da capa protéica entre os catorze isolados
estudados em comparagdo com a sequéncia de outros dezesseis isolados de PVY depositados no GenBank.

N° Tsolados 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
1 MF-AST 99 98 99 99 99 98 98 96 99 99 94 99 99 99 99 o8 99 98 98 98 98 98 96 96 96 98 96 98 97
2 AN-AGA - 98 99 99 99 98 98 97 99 99 95 99 99 99 99 98 99 98 98 98 98 98 96 96 96 98 96 98 97
3 BR-AGA - 98 98 98 98 98 96 98 98 95 98 98 99 99 98 99 98 99 98 98 99 96 96 96 98 96 98 97
4 ES-AGA - 99 99 98 98 97 99 99 94 99 99 99 99 98 99 98 98 98 98 98 96 96 96 98 96 98 97
5 GO-AST - 99 98 98 96 99 99 94 99 100 99 99 98 99 98 98 98 98 98 96 96 96 98 96 98 97
6 IP-MON - 98 98 97 99 99 94 99 99 99 98 98 98 98 98 97 98 98 96 96 96 97 96 98 97
7 IP-MAR - 98 96 98 98 94 98 98 99 99 99 99 98 99 98 99 99 96 96 96 98 96 99 97
8 LA-MON - 9% 98 98 94 98 98 99 98 98 98 98 98 97 98 98 96 95 96 97 95 98 96
9  MU-AGA - 97 97 93 9 9% 97 97 97 97 97 97 96 97 97 98 94 94 96 94 97 95
10 PA-AGAI - 99 94 99 99 99 99 98 99 98 98 98 98 98 96 96 96 98 96 98 97
11 PA-AGA2 - 94 99 99 99 98 98 98 98 98 97 98 98 96 96 96 97 9 98 97
12 SGS-MO - 94 94 95 95 95 95 95 95 94 95 95 92 92 93 94 92 95 O3
13 SP-MO - 99 98 98 98 98 98 98 97 98 98 96 96 96 97 96 98 97
14 SA-AST - 99 99 98 99 98 98 98 98 98 96 96 96 98 96 98 97
15 EF027892 - 99 99 99 99 99 98 99 99 97 96 97 98 96 99 97
16 AB295479 - 99 99 99 99 98 99 99 97 97 97 98 97 99 97
17 AY884982 - 99 99 99 98 99 99 97 96 96 98 96 99 97
18 AY601680 - 99 99 98 99 99 97 96 97 98 96 99 97
19 AF325927 - 99 98 99 99 97 96 96 98 96 99 97

20 EF027879 - 98 99 99 97 96 97 98 96 99 97

21 770237+ - 98 98 96 95 96 100 95 98 96

22 X79305 - 99 97 96 96 98 96 99 97

23 AJI33454 - 97 97 97 98 97 99 97

24 AJ390296 - 94 94 9 94 97 95

25 EF027891% - 99 95 99 96 98

26 AB331547 - 9% 99 9 98

27 X92078* - 95 98 96

28 AJ390295 - 9% 98

29 AMA411503 - 97

30 AF255660*

* Isolados da estirpe necrotica (PVY™)



GenBank dos isolados da estirpe necrdtica Z70237 da Polonia e o isolado
X92078 da Franga, apresentou identidade entre 94 ¢ 98% para todos os isolados
de PVYN™ aqui estudados. Isso poderia ser explicado pelo fato dos isolados
NTN apresentarem auséncia de anéis necroticos nos tubérculos, podendo levar a
uma confusdo no momento da identificacdo (Boonham et al., 2002b). Le
Romancer & Nedellec (1997) estudaram a suscetibilidade de 33 cultivares de
batata a isolados do tipo NTN, e concluiram que esses nem sempre induzem
anéis necroticos nos tubérculos de batata, e que, muitas vezes, eles aparecem
apenas ap6s um periodo de armazenamento de, pelo menos, trés meses em
camara fria. A reagdo da planta dependeu do seu genotipo, do isolado viral e das
condigdes ambientais.

Glais et al. (2002), comparando a variabilidade genomica de isolados
necroticos de PVY, encontraram resultados que sugeriram alta probabilidade das
regides P1 e HC-Pro estarem envolvidas na inducdo de necrose em folhas de
fumo causadas por PVY™, PVY"™ ¢ PVY"W, enquanto que apenas a proteina
HC-Pro estaria envolvida com o fenotipo de necrose em tubérculos de batata,
considerando a comparag@o do genoma dos quatro grupos de isolado citados por
esses autores (PVYO, PVYY, PVYN N ¢ PVYNW). Para os isolados de PVY™ ¢
PVY"™ parece que as regides NIa, NIb ¢ CP (2/3 N-terminal), juntas ou
separadas estariam relacionados com esta fungfo. Tribodet et al. (2005)
trabalhando com mutantes de PVY observaram que a parte C-terminal da HC-
Pro, incluindo os residuos K(400) ¢ (419), estavam envolvidos na indugdo de
necrose nas nervuras das plantas de fumo, principal caracteristica da estirpe
necrética. Esses autores ainda afirmam, neste trabalho, que os motifs de
aminoacidos K/E (AAA/GAA), estdo presentes em isolados necroticos e € ele o
responsavel por este sintoma em folhas de fumo. Resultados contrarios foram
obtidos por Schubert et al. (2007) em estudos de analise de polimorfismo de um
YNTN

unico nucleotideo, onde os isolados necréticos SAGl ¢ NA-PV nao
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apresentavam essas sequéncias no genoma ¢ também ndo induziram necrose em
fumo, sugerindo que estes pertenciam a estirpe comum (PVY®).

No alinhamento dos aminoacidos (Tabela 3 e Figura 2A), a identidade
minima foi de 90% entre os isolados de Muzambinho (MU-AGA) e Lavras (LA-
MON) e Sao Gongalo do Sapucai (SGS-MO) e ainda entre este ultimo e o
isolado de Sao Paulo (SP-MO). A maxima identidade foi de 100% entre os
isolados de Gongalves (GO-AST) e o de Senador Amaral (SA-AST), sugerindo
que estes tenham, provavelmente, a mesma origem. Entre estes isolados e os do
GenBank, a menor identidade foi de 90%, entre o SGS-MO ¢ o AJ390296, dos
Estados Unidos, enquanto que a maxima foi de 99%, entre o isolado IP-MAR e
os isolados de PVY"™ AB295479 e EF027879 entre, o da Siria e da
Inglaterra, e um isolado da estirpe necrética EF027891 também da Inglaterra.
As identidades entre os isolados do GenBank com eles mesmos variaram entre
97 e 100%.

Quando ambas as arvores filogenéticas, construidas com base na
sequéncia de nucleotideos (Figura 6), foram analisadas os isolados se
distribuiram em dois grandes grupos. O primeiro grande grupo subdividiu-se em
dois subgrupos, sendo um deles composto pela maioria dos isolados e o outro
formado apenas pelo MU-AGA. Ja o segundo grande grupo constitui-se pelo

isolado SGS-MO, separado de todos 0s demais.
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TABELA 3 Porcentagem de identidade na sequéncia de aminoacidos do gene da capa protéica entre os catorze isolados
estudados em comparagdo com a sequéncia de outros dezesseis isolados de PVY depositados no GenBank.

N° Tsolados 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
1 MF-AST 98 95 98 99 98 97 97 95 98 98 91 98 99 97 97 97 97 97 97 9 97 97 95 97 97 9 97 97 97
2 AN-AGA - 95 99 98 99 97 96 96 98 98 91 97 98 97 97 97 97 97 97 9 97 97 95 97 97 96 97 97 97
3 BR-AGA - 95 95 95 97 95 95 95 95 91 95 95 97 98 97 97 97 98 97 97 97 95 98 98 97 97 98 9%
4 ES-AGA - 98 99 97 96 96 99 99 91 98 98 97 97 97 97 97 97 9 97 97 95 97 97 96 97 97 97
5 GO-AST - 98 97 97 95 98 98 91 98 100 97 97 97 97 97 97 9 97 97 95 97 97 96 97 97 97
6  IP-MON - 9% 97 9 99 99 91 98 98 97 97 97 97 97 97 9 97 96 95 97 96 96 96 96 97
7 IP-MAR - 97 9% 97 9 92 97 97 98 99 98 98 98 99 98 98 98 96 99 98 97 98 98 98
8  LA-MON - 9% 97 97 9 97 97 97 97 97 97 97 97 9 97 97 95 97 97 9 97 97 9
9  MU-AGA -9 97 9 95 95 97 97 97 97 97 97 97 97 96 97 97 9 97 96 96 96
10 PA-AGAIL - 99 91 98 98 97 97 97 97 97 97 9 97 97 95 97 97 96 97 97 97
11 PA-AGA2 - 91 98 98 97 97 97 97 97 97 9 97 9 95 97 96 96 96 96 97
12 SGS-MO -9 91 92 92 92 92 9 9 9 92 92 9 92 92 9 92 92 9
13 SP-MO - 98 97 9% 9% 9 9 9 95 97 96 94 9 9 95 9 96 96
14 SA-AST - 97 97 97 97 97 97 9 97 97 95 97 97 96 97 97 97
15 EF027892 - 99 99 100 99 99 98 100 99 97 99 99 98 99 99 o8
16 AB295479 - 99 99 99 100 99 99 99 97 100 99 98 99 99 99
17 AY884982 - 99 99 99 98 99 98 98 99 98 98 98 98 8
18 AY601680 - 99 99 98 100 99 97 99 99 98 99 99 98
19 AF325927 - 99 99 99 98 97 99 98 99 98 98 98

20  EF027879 - 99 99 99 97 100 99 98 99 99 99

21 Z70237* - 98 98 97 99 98 98 98 98 98

22 X79305 - 99 97 99 99 98 99 99 98

23 AJ133454 - 97 99 99 98 99 99 o8

24 AJ390296 - 97 97 97 97 97 97

25 EF027891* - 99 98 99 99 99

26 AB331547 - 98 99 99 98

27 X92078* - 98 98 98

28 AJ390295 - 99 o8

29 AMA411503 - 98

30 AF255660*

* Isolados da estirpe necrotica (PVY™)
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FIGURA 6 Arvore filogenética obtida com base na sequéncia de nucleotideos
dos isolados brasileiros de PVYN™. Os valores do bootstrap foram

obtidos pelo programa MEGA, UPGMA, com 2.000 repeticdes.

Na arvore baseada na sequéncia de aminoacidos (Figura 7), os isolados
LA-MON, BRA-AGA, IP-MAR e MU-AGA ficaram mais distantes dos demais
e 0 SGS-MO, que apresentou as menores identidades com todos os demais,
aparece novamente separado deles. Entretanto, os isolados que causaram
sintomas mais severos em plantas de fumo se agruparam com 0s que causaram
sintomas fracos, indicando que, provavelmente, a sequéncia gendmica da capa

protéica ndo esta relacionada com a severidade dos sintomas induzidos nas

plantas hospedeiras.
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FIGURA 7 Arvore filogenética obtida com base nas sequéncias de aminoacidos
dos isolados brasileiros de PVY"™. Os valores de bootstrap foram
obtidos pelo programa Neighbor Joining, com 2.000 repetigdes.

Em ambas as arvores filogenéticas construidas com base na sequéncia de
nucleotideos e aminoéacidos com todos os isolados de PVY™'™ aqui estudados,
incluindo os do GenBank (Figura 8 ¢ 9), foi interresante notar que o isolado
SGS-MO que apresentou as menores identidades com todos os demais, ficou
separado formando um subgrupo isolado. Observou-se que o isolado MU-AGA
em ambas as arvores agrupou-se com o isolado AJ390296, dos Estados Unidos,
indicando uma provavel origem gerografica em comum. Com excec¢ao do IP-
MAR; BR-AGA ¢ LA-MON, que se agruparam com isolados do GenBank, os
demais isolados aqui estudados (AN-AGA, ES-AGA, IP-MON, PA-AGA2, PA-
AGA1, MF-AST, GO-AST, SA-AGA, SP-MO) reuniram-se em um grupo
distinto (Figura 8).
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Na compara¢do de aminoacidos dos catorze isolados com os do
GenBank, a maioria deles apresentaram-se maior proximidades (Figura 9),
exceto o isolado IP-MAR que ficou proximo dos isolados da Europa e da Siria.
O mesmo foi observado para o isolado BR-AGA que se agrupou com isolado de
PVY"™ japonés e dois da estirpe necrotica: Z70237 da Polonia e AF255660 do
Brasil. Isso pode ter acontecido pelo fato desses isolados necréticos ndo terem
sido propriamente classificados. O isolado LA-MON ficou préximo com os
isolados brasileiros, porém permanecendo em um brago distinto.

Nie & Singh (2003a) observaram que os isolados que apresentavam
necrose em tubérculos de batata da América do Norte, eram diferentes dos
descritos da Europa. A diferenca estava relacionada a origem dos isolados, tendo
alguns surgido por mutagdo ao invés de recombinagdo entre as estirpes PVY® ¢
PVY". Resultado semelhante a esse também foi encontrado por Ogawa et al.
(2008) que constataram que os isolados de PVY""" do Japao eram diferentes dos
isolados dos Estados Unidos e da Europa, concluindo que os isolados japoneses
se originaram de uma populacao local.

Chikh Ali et al. (2007) analisaram novos isolados recombinantes de
PVY da colecdo da Siria e observaram que a maioria destes apresentavam dois
pontos de recombinagdo, ambos na HC-Pro/P3 ¢ 6K2/NIa, revelando uma nova
forma de recombinagdo gendmica que ainda ndo havia sido descrita para
PVY™W (PVY™©). Esses autores verificaram por meio de estudos bioldgicos em
fumo, sorologicos e moleculares que estes isolados apresentavam caracteristicas
tanto de PVY"W quanto do recombinante de PVY"™™, tornando dificil inclui-los
nessas variantes. Entdo foi proposto que os novos isolados da estirpe necrética
fossem denominados de PVY®™®, por ter a Siria como pais de origem.

Moravec et al. (2003), analisaram diferentes isolados de PVY com o uso
de trés primers na RT-PCR, obtidos com base na sequéncia do gene da capa

protéica: primer foward (Mor 1, 5’- AGGAGGAAGCACTAAGAAG - 3°),
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correspondente aos nucleotideos 8.594 — 8.611; primer reverse (Mor 2, 5’-
CAAACCATAAGCCCATTCATC - 3’), correspondente as sequéncias de
nucleotideos 8.905 — 8.925 ¢ um terceiro primer obtido com base nas sequéncias
do gene da proteina NIb (Mor 3, 5 — GCACCAAATCAGGAGATTCTACT -
3”), correspondente aos nucleotideos 8.359 — 8.383. Observaram que todos os
isolados de PVY testados amplificaram uma banda de 569 pb correspondente
aos primers Mor2 ¢ Mor3, enquanto que os isolados de PVY™™ amplificaram
uma banda adicional com 334 pb, referente aos primers Morl e Mor2 do gene da
capa protéica. O isolado do Canada Tu660 apresentou uma unica banda com 569
pb, porém, esse isolado é caracterizado como PVY", mas produz necrose em
tubérculos em cultivares de batata altamente suscetivel em condigdes de estufa.
Com os estudos da sequéncia do primer Morl, observaram que a maioria dos
isolados de PVY"™ encontrados na Europa, apresentam 98 - 100% de
similaridade com outros isolados de PVY e esses apresentam uma recombinagao
na capa protéica de uma A por G na posicdo 8.611 em relagdo aos isolados de
PVYY™N, Com relagdo aos isolados dessa mesma variante, associados com o
sintoma de necrose em tubérculos, estes ficaram mais distantes com 95 - 97% de
similaridade. Esses autores concluiram que todos os isolados de PVYN™
recombinantes possuem um nucleotideo G na posigdo 8.611 e apdiam a hipdtese
que os isolados associados ao fendtipo PTNRD, ndo podem ser separados em
uma Unica estirpe, por apresentar provavelmente eventos de recombinagdo no
gene da capa protéica, os quais ndo foram detectados. Rigotti & Gugerli (2007)
encontraram resultados semelhantes na mistura de trés primers com a RT-PCR e
concluiram que essa técnica consiste de uma ferramenta poderosa para detecg¢ao
e diferenciagdo de isolados de PVY. Porém, as propriedades genéticas
relacionadas com a indu¢do de necrose em tubérculos de batata precisa ainda de
mais informacgdes pelo fato de o isolado da Suica PVY™N-605 estar causando

niveis variados de necrose em tubérculos em diferentes laboratdrios europeus.
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No Brasil, a constante necessidade da importagdo de batata semente
além de elevar o custo da produgdo favorece a entrada de novos patdogenos, os
quais encontram aqui condi¢cdes climaticas favoraveis a sua disseminagao,

podendo influenciar nas caracteristicas do fendtipo e gendtipo desses virus.
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FIGURA 8 Arvore filogenética obtida com base nas sequéncias de nucleotideos
dos isolados brasileiros de PVY"'™ comparados com os isolados
disponiveis no GenBank. Os valores de bootstrap foram obtidos
pelo programa MEGA, UPGMA, com 2.000 repeticdes.
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FIGURA 9 Arvore filogenética obtida com base nas sequéncias de aminoacidos
dos isolados brasileiros de PVY™N™ comparados com os isolados
disponiveis no GenBank. Os valores de bootstrap foram obtidos
pelo programa Neighbor Joining, com 2.000 repeti¢des.
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4 CONCLUSOES

1 Todos os isolados estudados, pertenciam a variante NTN, amplificando um

fragmento de 609 pb.

2 As plantas Chenopodium quinoa, C. amaranticolor, D. stramonium e G.
globosa e Capisicum annum cv. Florida VR-2, foram imunes aos catorze isolados
de PVY™™ ¢ ELISA negativo.

3 As plantas de fumo cvs. White Burley, Turkish e Turkish NN foram as
melhores indicadoras, reagindo com sintomas severos para os isolados MF-AST,
MU-AGA, PA-AGA2 e¢ SP-MON e menos severos para AN-AGA, ES-AGA,

LA-MON e GO-AST e os de mais com sintomas intermediarios.

4 O isolado SGS-MO foi o que apresentou as menores identidades de
nucleotideos e aminoacidos, quando comparado com todos os demais isolados.
Nas arvores filogenéticas ficou separado, formando um subgrupo com o isolado

AJ390296 dos Estados Unidos.

5 Nove dos isolados de PVY"™ aqui estudados apresentaram alta identidade
entre si, formando um subgrupo distinto nas arvores filogenéticas e indicando
que a maioria deles possui uma baixa variabilidade na sequéncia da capa

protéica.

6 Os isolados que induziram sintomas severos nas hospedeiras agruparam com
isolados que induziram sintomas menos severos ou intermediarios, indicando
que a sequéncia genOmica da capa protéica ndo estd relacionada com a

severidade dos sintomas.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Todos os isolados de PVY"™ aqui estudados induziram o sintoma de
anéis necroticos em tuberculos de batata. Entretanto, muitos deles apresentaram
uma alta identidade com isolados decritos como apenas necroticos.
Provavelmente, isso ocorreu devido ao fato de que a indugdo de anéis necréticos

NTN

nos tubérculos, pelos isolados PVY"™ ~, nem sempre ocorre, pois depende de

NN h30 se

uma série de varidveis. Por outro lado, a diferenga entre PVY™ ¢ PVY
encontra apenas na regido da capa protéica. Nesse trabalho, foi observado que
ndo existe correlagdo entre os sintomas induzidos pelos isolados e a sequéncia da
capa protéica.

Para continuar as investiga¢des aqui iniciadas, existe a necessidade de se
fazer o sequénciamento completo dos isolados que induzem sintomas de

diferentes severidades, para determinar em qual fragmento do genoma viral

estariam localizadas as principais divergéncias.
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GO-AST GGAAATGACACAATCGATACAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60

SA-AST GGAAATGACACAATCGATACAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
MF-AST GGAAATGACACAATCGATACAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
SP-MO GGAAATGACACACTCGATACAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAATGT 60
1P-MON GGAAATGACACACTCGATACAGGAGGAAGCTCTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
PA-AGA2 GGAAATGACACACTCGATACAGGAGGAAGCCCTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
PA-AGAL1 GGAAATGACACACTCGATACAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
ES-AGA GGAAATGACACAATCGATACAGGAGGAAGCTCTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
AN-AGA GGAAATGACACAGTCGATACAGGAGGAAGCTCTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
LA-MON GGAAATGACACACTCGATGCAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAATGG 60
1P-MAR GGAAATGACACCATCGATGCAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGC 60
MU-AGA GGAAATGACACACTCGATGCAGGAGGAAGCCCTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
AJ390296 GGAAATGACACAATCGATGCAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
270237 GGAAATGACACAATTGATGCAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
X92078 GGAAATGACACAATTGATGCAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
X79305 GGAAATGACACAATTGATGCAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
AF325927 GGAAATGACACAATCGATGCAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
AY884982 GGAAATGACACAATCGATGCAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
EF027892 GGAAATGACACAATCGATGCAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
AY601680 GGAAATGACACAATCGATGCAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
AB295479 GGAAATGACACAATCGATGCAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
EF027879 GGAAATGACACAATCGATGCAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
AB331547 GGAAATGACACAATCGATGCAGGAGGAAGCACTAAGAAAGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
AJ390295 GGAAATGACACAATCGATGCAGGAGGAAGCACTAAGAAAGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
EF027891 GGAAATGACACAATCGATGCAGGAGGAAGCACTAAGAAAGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
AF255660 GGAAATGACACAATCGATACAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
AJ133454 GGAAATGACACAATCGATGCAGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
BR-AGA GGAAATGACACAATCGATGCAGGAGGAATCACTAAGAAGGGTGCAAAACAAGAGCAATGT 60
AM411503 GGAAATGACACAATCGATGCAGGAGGAAGCACTAAGAAGGAAGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
SGS-MO GGAAATGACACAGTCGATGCAGGAGGAGTCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGT 60
R R R T o * *kk * * *
“...Continua...”
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AGCATTCAACCAATTCTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
AGCATTCAACCAAATCTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
AGCATTCAACCAATTCTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
AGCATTCAACCAAGTCTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
AGCATTCAACCAAATCTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
AGCATTCAACCAAATCTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
AGCATTCAACCAAATCTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
AGCATTCAACCAAATCTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
AGCATTCAACCAAATCTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
AGCATTCAGCCAAATCCCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
AGCATTCAACCAAATCTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
AGCATTCAACCAAAACTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
AGCATTCAACCAAATCTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
AGCATTCAACCAAAGCTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
AGCATTCAACCAAATCTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
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GO-AST ACTCATACTGTGCCACGAATTAGAGCTATCACGTCCAAAATGAAAATGCCCAAGAGTAAA 180
SA-AST ACTCATACTGTGCCACGAATTAGAGCTATCACGTCCAAAATGAAAATGCCCAAGAGTAAA 180
MF-AST ACTCATACTGTGCCACGAATTAGAGCTATCACGTCCAAAATGAAAATGCCCAAGAGTAAA 180
SP-MO ACTCATACTGTGCCACGAATTAGAGCTATCACGTCCAAAATGAAAATGCCCAAGAGTAAA 180
1P-MON ACTCATACTGTGCCACGAATTAGAGCTATCACGTCCAAAATGAAAATGCCCAAGAGTAAA 180
PA-AGA2 ACTCATACTGTGCCACGAATTAGAGCTATCACGTCCAAAATGAAAATGCCCAAGAGTAAA 180
PA-AGAL1 ACTCATACTGTGCCACGAATTAGAGCTATCACGTCCAAAATGAAAATGCCCAAGAGTAAA 180
ES-AGA ACTCATACTGTGCCACGAATTAGAGCTATCACGTCCAAAATGAAAATGCCCAAGAGTAAA 180
AN-AGA ACTCATACTGTGCCACGAATTAGAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGTAAA 180
LA-MON ACTTATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAAAATGCCCAAGAGTAAA 180
1P-MAR ACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGTAAA 180
MU-AGA ACTCATACTGTGCCACGAATCAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGCAAA 180
AJ390296 ACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGTAAA 180
270237 ACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGTAAA 180
X92078 ACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGTAAA 180
X79305 ACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGTAAA 180
AF325927 ACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGTAAA 180
AY884982 ACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGTAAA 180
EF027892 ACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGTAAA 180
AY601680 ACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGTAAA 180
AB295479 ACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGTAAA 180
EF027879 ACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGTAAA 180
AB331547 ACTCACACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGTAAG 180
AJ390295 ACTCACACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGTAAG 180
EF027891 ACTCACACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCAAAGAGTAAG 180
AF255660 ACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGTAAA 180
AJ133454 ACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGTAAA 180
BR-AGA ACTCATACTGTGCCGCGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGTAAA 180
AM411503 ACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCCCAAGAGTAAA 180
SGS-MO ACTCACACTGTGCCACAAATTAGGCTTATCACGTCCAATATGAGAATGCACAAGAGAAAA 180
skoksk sk oskokokskokokskok sk oskoksk ok skskokokskokokskokokskok skoksksk skokokskok  skokokskok skok
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GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGCGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTACGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTACGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGAAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCTCCACAGCAAATTGACATC
GGCGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATGCGCCACAGCAAATTGACATC
GGGGCAACTGTCCTATGGTTGCTCCACTCTCTCGAGTCCGCCCCACAGCAAATTGACATC
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TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCAGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAATTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACATGGTATGAAGCAGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACATGGTATGAAGCAGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACATGGTATGAAGCAGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCAGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCAGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
TCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTTGATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCA
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TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGTCATAGGGGAAACTGAAATGCCCACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGTCATAGGGGAAACTGAAATGCCCACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTRATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATAGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
TACGACATGGGAGAAACTGAAATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATT
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GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACGTCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGGAATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGA-TTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAATATCAATGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAATATCAATGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAATATCAATGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
GAAAATGGAACCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGATGGAGATGAACAA
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GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCGTTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACCCTTAGGCAAATCATG
GTTGAGTACCCGTTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACCCTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACCTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACCTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACCCTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
ATCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAGTACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
ATCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
GTCGAATACCCACTGAAACCAATCGTTGAGAATGCAAAACCAACACTTAGGCAAATCATG
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GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCTGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAC
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
GCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATAGAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATAT
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ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAATTCGAAATCTGCGGGATGTGGGTTTAGCGCGTTATGCCTTT
ATGCCACGATATGGTTTAATTCGAAATCTGCGGGATGTGGGTTTAGCGCGTTATGCCTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGGTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGGTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
ATGCCACGATATGGTTTAGTTCGTAATTTGCGCGAAGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTT
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GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAGGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAGGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAGGCGCACATTCCAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAGGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAGGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAGGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAGGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAGGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAGGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATCCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATCCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAAGTTACATCACGGACACCAGTGAGGGCTAGAGAGGCACACATTCAAATG
GACTTTTATGAAGTTACATCACGGACACCAGTGAGGGCTAGAGAGGCACACATTCAAATG
GACTTTTATGAAGTTACATCACGGACACCAGTGAGGGCTAGAGAGGCACATATTCAAATG
GACTTTTATGAAGTTACATCACGGACACCAGTGAGGGCTAGAGAGGCACACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATG
GACTTTTATGAGGTCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATG
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AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAATCTCGACTTTTTGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATTAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAATCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAATCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCTTTAAAATCAGCTCAATCTCGACTTTTCGGATTGGATGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCTTTAAAATCAGCTCAATCTCGACTTTTCGGATTGGATGGTGGCATTAGT
AAGGCCGCAGCTTTAAAATCAGCTCAATCTCGACTTTTCGGATTGGATGGTGGCATTAGT
AAGGCCGCAGCTTTAAAATCAGCTCAATCTCGACTTTTCGGATTGGATGGTGGCATTAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAATCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAATCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAATCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
AAGGCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAATCTCGACTTTTCGGGTTGGACGGTGGCATCAGT
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GO-AST
SA-AST
MF-AST
SP-MO
I1P-MON
PA-AGA2
PA-AGA1
ES-AGA
AN-AGA
LA-MON
1P-MAR
MU-AGA
AJ390296
770237
X92078
X79305
AF325927
AY884982
EF027892
AY601680
AB295479
EF027879
AB331547
AJ390295
EF027891
AF255660
AJ133454
BR-AGA
AM411503
SGS-MO

ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGACGATGTCACTCAAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGACGATGTCACTCAAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCACTCAAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCACTCAAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCACTACAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCACTACAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCACTACAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCACTACAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCACTACAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCTCTCAAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCTCTCAAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCTCTACAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCTCTCCAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCTCTCCAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCTCTCCAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCTCTCCAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCTCTCCAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCTCTCCAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCTCTCCAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCTCTCCAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCTCTCCAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCTCTCCAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAAAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTTTCTCCAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAAAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTTTCTCCAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAAAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTTTCTCCAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAAAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTTTCTCCAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCTCTCCAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCTCTCCAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCTCTCCAAGTATGCATACT
ACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCTCTCCAAGTATGCATACT

xxxxxxxxxxxxx **

780
780
780
780
780
780
780
780
780
780
780
780
780
780
780
780
779
780
780
780
780
780
780
780
780
780
780
780
780
780

“...Continua...”

52



FIGURA 1A “CONT.”

GO-AST CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
SA-AST CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
MF-AST CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
SP-MO CTACTTGGAGTCAAGATCATG- 801
1P-MON CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
PA-AGA2 CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
PA-AGAl CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
ES-AGA CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
AN-AGA CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
LA-MON CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
1P-MAR CTACTTGGAGTCAAGAAGATG- 801
MU-AGA CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
AJ390296 CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
770237 CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
X92078 CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
X79305 CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
AF325927 CTACTTGGAGTCAAGAACATGT 801
AY884982 CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
EF027892 CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
AY601680 CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
AB295479 CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
EF027879 CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
AB331547 CTACTTGGAGTGAAGAACATG- 801
AJ390295 CTACTTGGAGTGAAGAACATG- 801
EF027891 CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
AF255660 CTACTTGGAGTGAAGAACATG- 801
AJ133454 CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
BR-AGA CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
AM411503 CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
SGS-MO CTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801

ECECE R o ok o S *x*k
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GO-AST GNDT IDTGGSTKKDAKQEQGS 1QPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIRAITSKMKMPKSK 60

SA-AST GNDT IDTGGSTKKDAKQEQGS IQPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIRAITSKMKMPKSK 60
MF-AST GNDT IDTGGSTKKDAKQEQGS 1QPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIRAITSKMKMPKSK 60
SP-MO GNDTLDTGGSTKKDAKQEQCS I1QPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIRAITSKMKMPKSK 60
1P-MON GNDTLDTGGSSKKDAKQEQGS I1QPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIRAITSKMKMPKSK 60
PA-AGA2 GNDTLDTGGSPKKDAKQEQGS 1QPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIRAITSKMKMPKSK 60
PA-AGAl GNDTLDTGGSTKKDAKQEQGS 1QPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIRAITSKMKMPKSK 60
ES-AGA GNDT IDTGGSSKKDAKQEQGS 1QPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIRAITSKMKMPKSK 60
AN-AGA GNDTVDTGGSSKKDAKQEQGS 1QPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIRAITSKMRMPKSK 60
LA-MON GNDTLDAGGSTKKDAKQEQWR IQPNLNKEKEKDVNVGTSGTYTVPRIKAITSKMKMPKSK 60
MU-AGA GNDTLDAGGSPKKDAKQEQGSI1QP I LNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 60
AJ390296 GNDT IDAGGSTKKDAKQEQGS 1QPSLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 60
AY884982 GNDT IDAGGSTKKDAKQEQGS IQPSLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 60
AF325927 GNDT IDAGGSTKKDAKQEQGS 1QP ILNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 60
X92078 GNDT IDAGGSTKKDAKQEQGS I1QP I LNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 60
EF027892 GNDT IDAGGSTKKDAKQEQGS 1QPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 60
AY601680 -NDT IDAGGSTKKDAKQEQGS I1QPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 59
X79305 GNDT IDAGGSTKKDAKQEQGS 1QPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 60
1P-MAR GNDT IDAGGSTKKDAKQEQGS IQPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 60
EF027891 GNDT IDAGGSTKKDAKQEQGS 1QPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 60
AJ390295 GNDT IDAGGSTKKDAKQEQGS IQPNPNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 60
EF027879 GNDT IDAGGSTKKDAKQEQGS 1QPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 60
AB295479 GNDT IDAGGSTKKDAKQEQGS 1QPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 60
BR-AGA GNDT IDAGG I TKKGAKQEQCS I1QPKLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 60
AB331547 GNDT IDAGGSTKKDAKQEQGS 1QPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 60
770237 GNDT IDAGGSTKKDAKQEQGS 1QP I LNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 60
AF255660 GNDT IDTGGSTKKDAKQEQGS 1 QPKLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 60
AM411503 GNDT IDAGGSTKKEAKQEQGS IQPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 60
AJ133454 GNDT IDAGGSTKKDAKQEQGS 1QPNLNKEKEKDVNVGTSGTHTVPRIKAITSKMRMPKSK 60
SGS-MO GNDTVDAGGVTKKDAKQEQGS IQPNLNKEKKKEMNVETSRTHTVPQIRL I TSNMRMHKRK 60

*khk -k -kk *x Fkhkdkk *xx Fhkkhk-Kk=--kk *k K-k*kk-Kk- Fhkk-k)k-% X *

“...Continua...”

FIGURA 2A Alinhamento das sequéncias de aminoacidos do gene da capa protéica dos catorze isolados de PVY™™
estudados, doze isolados desta mesma variante e quatro isolado de PVY™ disponiveis no GenBank.
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GO-AST
SA-AST
MF-AST
SP-MO
I1P-MON
PA-AGA2
PA-AGA1
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AN-AGA
LA-MON
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AF325927
X92078
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GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYD IGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYD IGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYD IGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYD IGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYD IGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYD IGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYD IGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYVIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYD IGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYD IGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYD IGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLEHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLNLKHLLEYAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDIGETEMPTVMNGLMVWCI
GATVLWLLHSLESAPQQIDISNTRATQSQFDTWYEAVQLAYDMGETEMPTVMNGLMVWCI
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GO-AST
SA-AST
MF-AST
SP-MO
I1P-MON
PA-AGA2
PA-AGA1
ES-AGA
AN-AGA
LA-MON
MU-AGA
AJ390296
AY884982
AF325927
X92078
EF027892
AY601680
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1P-MAR
EF027891
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ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY I EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY I EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY 1EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY 1 EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQ IMAHFSDVAEAY 1EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY I EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQ IMAHFSDVAEAY 1EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY I EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY I EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY I EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY I EMRNKKEPY
ENGTSPNVNGVWVMMDGNEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY I EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY I EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY I EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTPRQ IMAHFSDVAEAY 1 EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY 1EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY 1 EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY 1EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY I EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY 1EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY I EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY 1EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY 1 EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQ IEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY 1EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQIEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY 1 EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDDQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY 1EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY I EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQ IMAHFSDVAEAY 1EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY 1EMRNKKEPY
ENGTSPNINGVWVMMDGDEQVEYPLKP IVENAKPTLRQIMAHFSDVAEAY 1 EMRNKKEPY
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GO-AST
SA-AST
MF-AST
SP-MO
I1P-MON
PA-AGA2
PA-AGA1
ES-AGA
AN-AGA
LA-MON
MU-AGA
AJ390296
AY884982
AF325927
X92078
EF027892
AY601680
X79305
1P-MAR
EF027891
AJ390295
EF027879
AB295479
BR-AGA
AB331547
770237
AF255660
AM411503
AJ133454
SGS-MO

MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAHIQMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH IQMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH I PMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH IQMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH I QMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH IQMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH I QMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH IQMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH IQMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH IQMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
MPRYGL IRNLRDVGLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH I QMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
MPRYGL IRNLRDVGLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH I QMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH IQMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAHIQMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH IQMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH I QMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH IQMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH I QMKAAALKSAQPRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAHIQMKAAALKSAQSRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH I QMKAAALKSAQSRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAHIQMKAAALKSAQSRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH I QMKAAALKSAQSRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAHIQMKAAALKSAQSRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH I QMKAAALKSAQSRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAHIQMKAAALKSAQSRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH I QMKAAALKSAQSRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH IQMKAAALKSAQSRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH I QMKAAALKSAQSRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLRDGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH I QMKAAALKSAQSRLFGLDGGIS
MPRYGLVRNLREGSLARYAFDFYEVTSRTPVRAREAH I QMKAAALKSAQSRLFGLDGGIS
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GO-AST
SA-AST
MF-AST
SP-MO
1P-MON
PA-AGA2
PA-AGA1
ES-AGA
AN-AGA
LA-MON
MU-AGA
AJ390296
AY884982
AF325927
X92078
EF027892
AY601680
X79305
I1P-MAR
EF027891
AJ390295
EF027879
AB295479
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AB331547
770237
AF255660
AM411503
AJ133454
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TQEENTERHTTDDVTQSMHTLLGVKNM
TQEENTERHTTDDVTQSMHTLLGVKNM
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