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RESUMO

Resposta de gendtipos de citros a leprose e variabilidade genética da ORF p29
do virus da leprose dos citros C (CiLV-C)

Os virus possuem potencial de variabilidade genética muito alto, isso porque
necessitam divergir seu material genético suficientemente para se adaptar as
inUmeras mudancas as quais sao submetidos. Portanto, a variabilidade genética é
essencial para a sobrevivéncia desses organismos; € 0 primeiro passo para a
adaptacdo em um novo hospedeiro, quebra de resisténcia, alteragées nos sintomas
e viruléncia, o que justifica o interesse em estudos nessa area. Os estudos de
variabilidade consistem numa excelente ferramenta para a compreensao da
evolucdo dos virus e busca pelo manejo adequado de doencas virais. Por isso
objetivou-se estudar a variabilidade genética da ORF p29 do CiLV-C, a fim de gerar
informacdes relevantes acerca do patossistema e da preponderancia de isolados,
com possiveis implicacbes na epidemiologia da doenca e seu manejo no campo,
além de uma melhor compreensdo sobre a evolucdo desse virus, que até entédo
nunca havia sido explorada. Neste trabalho foram avaliadas plantas de citros e
outras hospedeiras potenciais do CiLV-C. Os resultados sugerem que as plantas de
tangerina Cravo, Tardia da Sicilia, Cledpatra, Vermelha, tangor Ortanique, laranja
Azeda e trapoeraba séo suscetiveis a doenca e também podem servir como fontes
de in6culo do virus para citros. J& as plantas de limao Siciliano e Cravo, e limas
acidas Tahiti e Galego e Mimosa caesalpiniaefolia mostraram-se resistentes a
doenca, mas ndo a colonizacdo do acaro vetor. As plantas de Malvaviscus arboreus
e Solanum violaefolium ndo apresentaram sintomas, mas mostraram-se possiveis
fontes de in6culo do virus para plantas de citros. Além disso, foram avaliadas as
respostas de 62 genotipos de tangerinas e seus hibridos a doenca, sendo que 15
mostraram-se resistentes e podem, posteriormente, ser utilizados em programas de
melhoramento genético, que € uma das alternativas para reduzir o uso de pesticidas
para o controle do vetor. Foi identificada baixa variabilidade genética entre os
isolados do CiLV-C, independentemente do hospedeiro ou localidade, entretanto, o
isolado de Sao José do Rio Preto pareceu ser o mais divergente e capaz de passar
suas alteragdes durante sua transmissao a outros hospedeiros. Mais estudos devem
ser feitos para que conclusdes inquestionaveis sejam tiradas desse assunto, mas 0s
resultados obtidos abriram um novo leque de possibilidades para futuros estudos
nessa area até entao pouco explorada.

Palavras-chave: Adaptacéo; Mutacéo; CiLV-C; Brevipalpus phoenicis
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ABSTRACT
Response of citrus genotypes to leprosis and genetic variability of ORF p29
from Citrus leprosis virus C (CiLV-C)

Viruses have, potentially, broad genetic variability because of their need to adapt
to several changes that they are exposed to. Therefore, genetic variability is essential
for their survival; it is the first step to adapt to a new host, to break resistance down,
to change symptoms and virulence, which justifies the interest in studies in this
area. These studies consist in a great tool for a better understanding on the virus
evolution and the search for a proper management of viral diseases. Hence, it was
aimed to study the genetic variability of ORF p29 from CiLV-C in order to generate
relevant information about the pathosystem and the predominance of isolates with
possible implications on the epidemiology of the disease and its management in the
field, besides a better understanding on the evolution of this virus, which has never
been explored before. In this work, we evaluated citrus plants and potential hosts for
CiLV-C. The results suggest that the plants of Cravo, Tardia da Sicilia, Cleopatra,
and Vermelha mandarin, Ortanique tangor, Sour orange and spiderwort are
susceptible to the disease and can also serve as sources of inoculum of the virus to
citrus. Siciliano lemon, Rangpur, Tahiti, and Mexican limes, and Mimosa
caesalpiniaefolia were resistant to the disease, but not to the colonization of the mite
vector. Malvaviscus arboreus and Solanum violaefolium plants did not present
symptoms, but can be considered possible sources of CiLV-C inoculum to citrus
plants. In addition, we evaluated the response of 62 mandarin genotypes and their
hybrids to the disease. Fifteen of them were considered resistant and could be used
in breeding programs with the objective to reduce the use of pesticides to control
the vector. Low genetic variability was found amongst CiLV-C isolates, regardless of
the host or geographic region; however, the S&o José do Rio Preto isolate was the
most divergent and the changes in nucleotides were transmitted to the other
hosts. Further studies should be conducted before unquestionable conclusions can
be drawn from this issue, but the results obtained here have opened a new range of
possibilities for future studies in this area so far almost unexplored.

Keywords: Adaptation; Mutation; CiLV-C; Brevipalpus phoenicis
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entre as sequéncias da p29 das diferentes regibes geograficas e
sequéncias depositadas no GenBank. Os valores de cor
verrmelha representam aqueles mais proximos, os de cor azul,
0os mais distantes e valores de cor amarela, o0s
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1 INTRODUCAO

Por serem parasitas intracelulares obrigatorios, os virus ndo deixaram fésseis,
o0 que dificulta compreender a evolugdo dos mesmos. Muitos acreditam que eles
evoluiram de elementos celulares e que desenvolveram a habilidade de se auto
replicarem e se auto agregarem. A verdade € que 0s virus que conhecemos hoje
mudaram tanto que ja ndo se parecem mais com seu ancestral, seja ele qual for, e, a
cada dia que passa, a emergéncia de novos virus vem sendo mais comum. A taxa
de variabilidade genética entre os virus é muito alta, principalmente entre aqueles
gue possuem RNA como material genético, o que justifica o interesse em estudos de
variabilidade envolvendo esses virus. Dentro de uma mesma populacdo pode haver
uma variagdo muito grande entre os individuos. I1sso porque os virus devem divergir
suficientemente para se adaptar as mudancas no meio ambiente, sem perder sua
viruléncia durante a passagem de um hospedeiro para outro. Por isso, levando-se
em conta que até pouco tempo atrads o virus da leprose dos citros C (CiLV-C) era
considerado restrito a citros e atualmente sua gama de hospedeiras tem aumentado
significativamente, e que ele tem sido relatado em novas areas até entdo indenes,
buscou-se estudar a variabilidade genética da ORF p29, possivel capa protéica do
virus, em seus diferentes hospedeiros para tentar identificar alteracbes que
pudessem estar relacionadas a esse fendbmeno. Os estudos com variabilidade
genética de virus séo ferramentas importantes para mitigar os mistérios da origem
dos mesmos, tomar conhecimento de virus emergentes, além de fornecer
informacdes relevantes para a compreensao de sua epidemiologia, que podem ser
usadas na criacdo de novas técnicas para diagnéstico e novas estratégias de
controle das doencas por eles causadas. O virus da leprose dos citros C pode ser
um potencial virus emergente, ja que possui crescente gama de hospedeiras e
disseminagdo geografica. Além disso, a doenga se destaca por ser considerada a
principal doencga viral da cultura do citros e causar perdas anuais em torno de US$
80 milhdes, devido a gastos com o controle quimico de seu vetor, o acaro
Brevipalpus phoenicis. A cultura mais afetada pela doenga é uma das mais
importantes commodities do pais, sendo o Brasil o maior produtor e exportador de
suco de laranja do mundo. Uma das variedades de citros mais suscetiveis a doenga
€ a laranja Pera, que é a mais cultivada no Pais. O vetor da doenca € polifago e

cosmopolita, o que facilita a disseminagdo do virus entre seus hospedeiros com
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sucesso. Além de ser eficiente na transmissédo do CiLV-C, este acaro é conhecido
por ser vetor de virus causadores de varias doengas a culturas distintas, como a
mancha anular do cafeeiro, a pinta verde do maracujazeiro, a mancha da orquidea,
entre outros (causados, respectivamente, por Coffee ringspot virus, Passion fruit
green spot virus e Orcihd fleck virus). Portanto, qualquer esforco que leve a uma
melhor compreensdo desse patossistema pode trazer beneficios para futuros
estudos envolvendo o virus da leprose ou aqueles outros virus transmitidos pelo

acaro Brevipalpus.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A variabilidade genética € essencial para a sobrevivéncia dos organismos e é
comum entre os virus. Um determinado isolado pode possuir um enorme potencial
de variabilidade, contendo uma populacdo de variantes em torno de uma sequéncia
consenso (HOLLAND et al., 1982). Devido a sua ampla populagéo, tempo reduzido
de geracédo e replicacdo rdpida do genoma instavel de RNA (DRAKE; HOLLAND,
1999), os virus em geral, mas principalmente os que possuem RNA como material
genético, tém grande potencial de evolucdo e de adaptacdo a diversas situacdes
iImpostas pela selegao natural, sendo que as fontes de variabilidade mais comuns
sdo a recombinacdo e a mutacdo (GARCIA-ARENAL et al., 2003). A recombinacéo
permite aos virus de plantas permutarem seus genes e garantirem uma eficiente
transmissao pelo vetor ou propagacdo célula a célula. Além da recombinacédo, a
baixa fidelidade das RNA polimerases, sem mecanismos de corre¢cdo de erros, é
responsavel pelas altas taxas de variabilidade nesses virus (STRAUSS; STRAUSS,
1988). A alta incidéncia de mutacdo, recombinacéo e rearranjo dos genomas virais
aumenta a geracao de novos variantes que, quando a mutagao resulta em vantagem
biolégica, rapidamente se dispersam pela populagdo viral (MOYA et al., 2004).
Embora haja alto potencial de variabilidade entre os virus, isso ndo significa,
necessariamente, que haja de fato uma grande diversidade em sua populagéo;
afinal, fatores como a selecdo natural e o efeito gargalo podem reduzir a
variabilidade genética, selecionando os isolados e tornando a populacdo mais
homogénea (GARCIA-ARENAL et al., 2001).

Os virus que recentemente mudaram, sendo bem sucedidos na selecéo
natural e no efeito gargalo, ou surgiram para ocupar e se espalhar dentro de um
novo nicho sdo conhecidos como virus emergentes (ROJAS; GILBERTSON, 2008).
Um virus emergente €, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), aquele
que aparece na populacdo pela primeira vez, ou pode ja existir, mas é capaz de
aumentar rapidamente sua incidéncia ou extenséo geografica. Eles sdo conhecidos
pelo aumento da sua incidéncia em um determinado nicho, devido a mudancas no
meio ambiente, vetor, hospedeiro ou no genoma viral (HANSSEN et al., 2010). As
doencas virais emergentes podem ser causadas pelo surgimento de uma nova
espécie viral, por uma espécie viral de uma determinada cultura que esta emergindo

em outra totalmente distinta, ou virus antigos que reemergem devido ao uso de
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cultivares antigos (HANSSEN et al., 2010). A emergéncia de novos virus é
frequentemente reportada (PADIDAM et al., 1999; DUFFY et al., 2009; HANSSEN et
al., 2010; ZHANG; ZHANG et al., 2011; MELZER et al., 2012; WYLIE; JONES,
2011b), provavelmente devido a constantes mudancas climaticas, praticas culturais,
hospedeiros, vetores, além, é claro, da mudanca do genoma viral. Os virus que tém
RNA como material genético possuem alto potencial evolucionario e sdo 0s mais
representativos dentro dos virus emergentes. S&8o eles 0s virus que possuem
maiores taxas de substituicdes, quando comparados com os de DNA e, por isso, sdo
ferramentas fundamentais para estudos de variabilidade e evolucdo (DUFFY et al.,
2008). No entanto, h& relatos de que alguns virus de RNA evoluam mais devagar e
com menor taxa de mutacéo, ndo que eles tenham desenvolvido um mecanismo de
correcdo de erros durante sua replicacdo, mas deve-se ao seu extenso periodo de
laténcia, ou seja, estes virus passam muito tempo dentro do mesmo hospedeiro,
sem haver necessidade de se adaptar a um novo. E o que ocorre, por exemplo, para
o Simian foamy virus (SFV) (SWITZER et al., 2005).

A variabilidade genética € o primeiro passo para a adaptacdo em um novo
hospedeiro, quebra de resisténcia, mudancas nos sintomas e viruléncia. Para
expandir a gama de hospedeiros, a populacao viral deve ter um ou mais variantes,
muitas vezes com incidéncia muito baixa, capaz de infectar o hospedeiro potencial.
No novo hospedeiro, aqueles variantes se adaptardo facilmente e aumentardo sua
frequéncia (ACOSTA-LEAL et al., 2011). Aproximadamente 70% das mutacfes sao
deletérias e muitas vezes letais (SANJUAN et al., 2004; CARRASCO et al., 2007;
DOMINGO-CALAP et al., 2009). As mutacBes deletérias podem resultar em falhas
na replicacdo ou em desvantagem seletiva (STRAUSS; STRAUSS, 1988).
Consequentemente, nem todos os variantes que sdo produzidos sdao mantidos na
populacdo viral. Entretanto, algumas dessas mudancas, que sdo deletérias no
hospedeiro atual, podem ser adaptativas sob diferentes condi¢cdes (DUFFY et al.,
2006; FERRIS et al., 2007), como em outros hospedeiros. A taxa de variabilidade
genética depende da espécie de hospedeiro infectada, embora os mecanismos
responsaveis por essa taxa de variacao sejam desconhecidos (PITA et al., 2007). No
trabalho de Acosta-Leal et al. (2010) foi possivel detectar maior variabilidade
genética na populacdo do Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) que infectava

cultivares de beterraba parcialmente resistentes do que suscetiveis. A alta taxa de
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variabilidade genética pode estar associada também ao centro de origem do virus,
onde este iniciou sua adaptacdo a um novo hospedeiro, gerando assim seus
variantes mais adaptados que se estabeleceram (FARGETTE et al.,, 2004
TOMIMURA et al., 2004; OHSHIMA et al., 2010).

O virus da leprose dos citros C (Citrus leprosis virus C, CiLV-C) pode ser um
potencial virus emergente, afinal trata-se de um virus de RNA, com novos relatos em
diferentes regibes geograficas e crescente gama de hospedeiras. A leprose foi
relatada pela primeira vez na Florida em 1911, por Fawcett (BASTIANEL et al.,
2010), sendo que desde a década de 1960 a doenca ndo se encontra mais nos
Estados Unidos. No entanto, estudos recentes sugerem que a doenca observada no
inicio do século 20 na América do Norte era causada por outro virus, o Citrus
leprosis virus, nuclear type (CiLV-N), menos agressivo € menos prevalente que o
CiLV-C (KITAJIMA et al., 2011). Os demais relatos de leprose no mundo referem-se
a doenca causada pelo CiLV-C, e é esse 0 patdgeno que vem sendo disseminado a
novas areas geograficas. A partir da década de 1920, a leprose foi relatada na
Ameérica do Sul (SPEGAZZINI, 1920; BITTANCOURT, 1955; VERGANI, 1945), tendo
ficado restrita a Paraguai, Argentina e Brasil por cerca de 80 anos (BASTIANEL et
al., 2010). Ha pouco mais de uma década, a doenca comegou a ser encontrada nos
paises mais ao norte do continente Americano, tendo sido relatada na Venezuela em
1999 (RANGEL et al., 2000), no Panama em 2000 (DOMINGUEZ et al., 2001), e em
outros paises da América do Sul, como Bolivia e Colémbia a partir da metade da
década (GOMEZ et al., 2005; LEON et al., 2006). Atualmente, ha relatos de leprose
em todos os paises da América Central (incluindo Belize, até pouco tempo indene) e
em ao menos dois estados do México, na América do Norte (BASTIANEL et al.,
2010; IZQUIERDO et al., 2011).

Praticamente todas as novas constatacdes de leprose estdo associados a
presenca do acaro Brevipalpus phoenicis, apesar dos relatos de transmisséo pelas
espécies B. californicus e B. obovatus (BASTIANEL et al., 2010). No entanto,
OCHOA et al. (2011) sugerem que, possivelmente, o que € considerado B. phoenicis
poderia ser dividido em duas espécies. Exames de cerca de 200 espécimes do
acaro, coletados em diferentes pontos do Estado de S&o Paulo, em citros e
cafeeiros, mostraram diferencas morfolégicas significativas no dorso, na

espermateca e na seta do fémur do palpo nas fémeas entre eles. Os autores tém



24

dividido os dois grupos predominantes em “tipo citros” e “tipo café” em funcdo da
prevaléncia de cada grupo nos respectivos hospedeiros (OCHOA et al., 2011). Ainda
nao se sabe se ha alguma implicacdo dessas diferencas entre populacdes na
capacidade vetora dos acaros; no entanto, Arrivaben et al. (2005, 2007) mostraram
gue ha diferenca na transmissdo do CiLV-C por diferentes populacbes de B.
phoenicis, sendo que uma populacao proveniente de café testada praticamente nao
era capaz de transmitir o virus. Assim, ndo se pode eliminar a possibilidade de que
espécies (ou “tipos”) de Brevipalpus com capacidade vetora diferencial possam estar
envolvidas nos novos relatos da doengca em direcdo ao norte do continente
americano. Para outros patossistemas, situacdo semelhante foi confirmada. Existem
diferentes taxas de transmissdo de virus entre bidtipos de Bemisia tabaci, o que
enfatiza a importancia da identificacdo do vetor (VALVERDE et al., 2004). Polston;
Anderson (1997) mostraram, em artigo de revisao, que a introducao do biétipo B de
B. tabaci ao continente americano foi responsavel pela disseminacdo e emergéncia
de begomovirus a regiao.

Se a disseminacdo da leprose para novas areas esta relacionada a presenca
ou dispersao de um vetor mais eficiente ainda ndo se sabe, mas certamente merece
ser investigada. Ademais, nos dltimos anos aumentaram ndo apenas os relatos de
leprose em novas regides geograficas, mas também em novos hospedeiros. Até
poucos anos atras, a leprose era considerada exclusiva dos citros
(FEICHTENBERGER et al., 1997; RODRIGUES et al., 2003), mas hoje sabe-se que
a gama de hospedeiras desse virus é significativamente maior do que inicialmente
relatada. O primeiro trabalho a mostrar que o CiLV-C possuia outros hospedeiros
além do citros foi publicado por Colariccio et al. (1995). Os autores relataram a
transmissdo mecanica, ainda que com dificuldade, do CiLV-C de citros para
Chenopodium amaranticolor, C. quinoa e Gomphrena globosa, conhecidas espécies
indicadoras de virus. Rodrigues et al. (2005) foram os primeiros a relatar a
transmissao experimental do CiLV-C por acaros para plantas fora do género Citrus.
Os experimentos mostraram gue 0s acaros eram capazes de transmitir o virus de
citros para falsa hera (Solanum violaefolium) e entre plantas de falsa hera, mas nao
desta hospedeira alternativa de volta para citros. Os perfis da eletroforese de dsRNA
foram ligeiramente diferentes entre as plantas hospedeiras, mas a amplificacdo por

RT-PCR resultou em fragmentos de tamanhos esperados (RODRIGUES et al.,
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2005). Isso sugere perda ou alteracdo de algum componente viral quando em S.
violaefolium, que pode ser essencial para a infeccdo em citros, ou ainda que os
haplétipos predominantes em Solano ndo sejam os mais adequados para causar
doenca em citros. Ha relatos também de transmissédo de CiLV-C por acaros para
plantas de Phaseolus vulgaris (GROOT et al., 2006), Glycosmis pentaphylla
(FREITAS-ASTUA et al., 2009), Arabidopsis thaliana (KUBO et al., 2010), Hibiscus
sp., Malvaviscus arboreus, Grevillea robusta e Bixa orellana (NUNES et al., 2012a).
Em 2008, Leon et al. relataram infeccdo natural por CiLV-C em plantas fora do
género Citrus, mas da mesma familia rutadcea: Swinglea glutinosa. Recentemente,
trapoeraba (Commelina benghalensis), uma monocotiledonea da familia
Commelinaceae comumente encontrada em pomares de citros como planta
invasora, foi relatada como hospedeira natural do CiLV-C no estado de Séo Paulo
(NUNES et al., 2012b).

Ha varios anos a leprose dos citros tem sido considerada a principal doenca
viral da cultura no Estado de Sao Paulo, pois causa perdas da ordem de US$ 80
milhdes/ano apenas nesse Estado devido a gastos com o controle quimico de seu
vetor (BASTIANEL et al., 2010). Dentro do género Citrus, a laranja doce é a espécie
mais suscetivel a leprose e a variedade ‘Pera’ € uma das mais importantes da
citricultura paulista e também uma das mais afetadas pelo virus (BITANCOURT,
1956; RODRIGUES et al.,, 2000a, BASTIANEL et al., 2010). J4 os limdes, limas
acidas e as tangerinas sédo considerados menos suscetiveis (BITANCOURT, 1955;
CHIAVEGATO; MISCHAN, 1987), embora existam relatos de sintomas em algumas
dessas variedades (DOMINGUES; RODRIGUES, 1999; BASTIANEL et al., 2008,
2010; FREITAS-ASTUA et al, 2008), e plantas assintoméaticas que possam
apresentar baixas concentracdes do virus (BASTIANEL et al., 2004). Isso indica que
estas espécies podem desempenhar papel relevante na epidemiologia da leprose
como hospedeiros intermediarios. Este comportamento diferenciado entre
variedades citricas a doenca pode ser devido a resisténcia ao vetor ou ao virus
(BOARETTO, 1994). No entanto, poucos estudos foram realizados para avaliar essa
resposta.

O tempo entre a inoculacdo do CiLV-C por acaros viruliferos e o aparecimento
dos sintomas no campo pode variar consideravelmente, podendo levar varios meses

(BASSANEZI et al., 2002). Os sintomas sao caracterizados pelo aparecimento de
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lesBes locais cloroticas e/ou necroticas em folhas, frutos e ramos, o que resulta na
gueda prematura de folhas e frutos, comprometendo a producéo e reduzindo a vida
atil da planta (RODRIGUES et al., 2003; BASTIANEL et al., 2006, 2010). A leprose
pode ser causada por dois virus distintos: um prevalente e que se acumula no
citoplasma das células infectadas, o Citrus leprosis virus C (CiLV-C) (LOCALI-
FABRIS et al., 2006, 2008); e outro de ocorréncia rara, que se acumula no ndcleo
das células infectadas, o Citrus leprosis virus, nuclear type (RODRIGUES et al.,
2003). Devido a semelhancas morfolégicas entre esses virus e os rhabdovirus, e
também ao acumulo de particulas no citoplasma ou nucleo de células infectadas,
eles foram inicialmente considerados membros tentativos da familia Rhabdoviridae
(KITAJIMA et al., 2000). No entanto, com o sequenciamento completo do genoma do
CiLV-C foram observadas diferencas significativas entre este e os rhabdovirus
(LOCALI-FABRIS et al.,, 2006; PASCON et al., 2006). Por isso, foi proposto que o
virus da leprose deveria ser considerado a espécie-tipo de um novo género,
Cilevirus (LOCALI-FABRIS et al., 2006, 2008), o que foi aprovado pelo Comité
Internacional de Taxonomia de virus (International Committee on Taxonomy of
Viruses, ICTV) (CARSTENS et al., 2010; LOCALI-FABRIS et al.,, 2012) . O
sequenciamento do CiLV-C evidenciou seu genoma bipartido, com duas moléculas
de ssRNA de sentido positivo com 8.745 e 4.986 nucleotideos, respectivamente
(LOCALI-FABRIS et al., 2006). No RNA 1 estd a ORF de interesse deste estudo, a
p29, que codifica uma proteina com possivel funcdo de nucleocapsideo (LOCALI-
FABRIS et al., 2006; CALEGARIO et al., 2008). O interesse nesse gene € justificado
pelas inimeras fun¢des desempenhadas pela capa protéica de um virus.

Vérios trabalhos tém estudado essas multiplas funcdes do capsideo viral.
Dolja et al. (1995) demonstraram que uma mutacdo na regido central da capa
protéica do Tobacco etch virus (TEV) impossibilitou seu movimento célula-a-célula.
Outros trabalhos mostram que delecdes nas por¢gbes amino- e carboxi-terminais da
capa protéica de diferentes virus impossibilitaram a sua movimentacdo a longas
distancias ou, ao contrario, que uma quimera com substituicdo de serina na posi¢ao
47 da capa protéica foi suficiente para permitir o movimento a longa distancia do Pea
seed borne mosaic virus (PSbMV) (ANDERSEN; JOHANSEN, 1998). Estudos com a
capa protéica viral podem ser aplicados em varias areas, incluindo resisténcia de

plantas mediada por essa proteina (PRINS et al., 2009). Além disso, estudos de
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variabilidade genética que envolvem a capa protéica (CP) viral sdo comuns. Estes
estudos tém como objetivo desenvolver novas estratégias de controle da doenca,
afinal a CP pode estar associada, dentre outros fatores, a severidade de sintomas e
gama de hospedeiros, como acontece para o virus do mosaico do pepino (Cucumber
mosaic virus — CMV), onde a alta variabilidade permitiu sua adaptacdo a um maior
namero de hospedeiros (ALI; ROOSSINCK, 2010). Vale ressaltar também que
estudos com variabilidade genética foram essenciais para a criacdo da técnica de
preimunizagcdo em plantas de citros para o virus da tristeza dos citros (Citrus tristeza
virus, CTV) (SAMBADE et al., 2002). Os estudos de variabilidade consistem numa
excelente ferramenta para a compreensdo da evolucdo dos virus, pois além da
busca pelo manejo adequado de doencas virais, ha também o risco da emergéncia
de novos virus (GLASA et al., 2011). Estes virus emergentes geralmente causam
doencas endémicas em plantas e sdo capazes de superar a resisténcia de suas
plantas hospedeiras (HARKINS et al., 2009). Além disso, a emergéncia de novos
virus pode dificultar sua deteccao para diagndstico.

Os estudos com mutacbes e variabilidade genética comecaram com
bacteriéfagos em 1940 (citado por DUFFY et al., 2008). Inicialmente, esses variantes
genéticos eram estudados e caracterizados por diferencas biol6gicas, como
realizado no trabalho de Cunha Janior et al. (2007), numero de hospedeiros ou
propriedades de transmissdo de seus vetores. A partir dai, novas técnicas foram
desenvolvidas a fim de otimizar a caracterizacao dos variantes. Atualmente, técnicas
moleculares tém auxiliado sobremaneira nos estudos de variabilidade e
caracterizacdo de haplotipos virais. Até o inicio dos anos 2000, muitos trabalhos
eram desenvolvidos utilizando-se a técnica de SSCP, ou polimorfismo da
conformacao de fita simples (KOENING et al., 1995; SHI et al., 1996; PALACIO;
DURAN-VILA, 1999; KONG et al., 2000; RUBIO et al., 2001; D’'URSO et al., 2003,
KUBO et al.,, 2009). Recentemente, o sequenciamento, técnica mais eficiente,
robusta e simples, tem sido mais utilizada para estudos de variabilidade. Afinal, o
sequenciamento de regiées do genoma do virus possibilita discriminar claramente as
diferencas virais, suas taxas de mutacdo e informacdes sobre as sequéncias
protéicas, como no estudo de Kubo et al. (2006), onde véarios isolados do Orchid
fleck virus (OFV) foram estudados. A técnica do sequenciamento e a utilizacdo da

capa protéica dos virus para estudos de variabilidade tem sido foco de varios
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trabalhos atuais (COX; JONES, 2010; OKANO et al., 2010; GLASA et al., 2011;
WYLIE et al., 2011a; ZHANG; LING, 2011; FERRER et al., 2011).

N&o ha nenhum estudo publicado sobre a variabilidade do CiLV-C em
hospedeiros alternativos, e as sequéncias virais nesses hospedeiros, quando
disponiveis, sdo pequenas, apenas para a comprovacao da identidade viral (LEON
et al., 2008; FREITAS-ASTUA et al., 2009; NUNES et al., 2012b). Além disso, as
diferencas nas sequéncias de nucleotideos entre os isolados parecem ser minimas.
No entanto, a crescente distribuicdo geogréafica e gama de hospedeiras do CiLV-C,
associados ao fato de que em ao menos um caso 0 virus parece ndo conseguir mais
infectar citros apds sua passagem por um hospedeiro alternativo (S. violaefolium)
(RODRIGUES et al., 2005), sugerem a presenca de mais de um haplétipo em
isolados do CiLV-C, possivelmente com capacidade diferencial de adaptacdo em
diferentes hospedeiros.

Em funcéo disso, foi proposto o estudo da variabilidade da p29 do CiLV-C, a
fim de gerar informacdes relevantes acerca do patossistema e da prevaléncia de
isolados, com possiveis implicacbes na epidemiologia da doenca e seu manejo no
campo, além de uma melhor compreensado sobre a evolugdo desse virus, que até

entdo nunca foi explorada.
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3 OBJETIVOS

Determinar se existem regides da ORF p29 do CiLV-C mais propensas a
variabilidade através do sequenciamento completo dessa ORF de alguns
isolados do virus;

Estudar a variabilidade da p29 de isolados de CiLV-C provenientes de citros
de diferentes regides geograficas e de hospedeiros alternativos;

Avaliar a resposta a leprose de tangerineiras e seus hibridos do Banco de

Germoplasma de Citros do Centro APTA Citros Sylvio Moreira.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal, acaros e isolados do virus

Acaros planos foram coletados de citros e multiplicados sobre frutos de
laranja doce (Citrus sinensis) no Laboratorio de Acarologia do Centro APTA Citros
Sylvio Moreira-IAC (CAPTACSM). Espécimes dessa populacdo foram fixados em
laminas e observados em microscopio Optico com contraste de luz, conforme
descrito por Flechtmann (1975). A confirmacdo da espécie como Brevipalpus
phoenicis foi feita pela Dra. Maria Andréia Nunes, do CAPTACSM, sendo esses 0s
acaros utilizados durante todo o trabalho. Duas sub-popula¢cbes foram mantidas:
uma avirulifera e outra virulifera, obtidas através da multiplicacdo dos acaros sobre
frutos de laranja sadios ou com sintomas de leprose. As popula¢des eram mantidas
separadamente em uma sala para manutencdo de 4caros, sobre frutos parafinados
e pulverizados com uma mistura de farinha, gesso, areia fina e agua para favorecer
seu desenvolvimento (RODRIGUES et al., 2007). A presenca do CiLV-C nos acaros
era monitorada por RT-PCR utilizando-se primers especificos que amplificam uma
regido na mp viral, conforme descrito em Kubo et al. (2011).

A planta a partir de onde eram coletados os frutos sintométicos para a
aquisicdo do virus por parte dos acaros e que servia como fonte de indculo inicial
para 0s experimentos de casa de vegetacdo localizava-se em uma propriedade
particular no municipio de Sao José do Rio Preto, SP, afastada de outras plantas e
de pomares de citros, e, portanto, pouco sujeita a contaminacao com outros isolados
do virus. Frutos, folhas e ramos sintométicos foram trazidos para o CAPTACSM,
infestados com acaros inicialmente aviruliferos e encostados em trés plantas jovens
(com cerca de trés anos) de laranja doce Pera, por esta ser uma das variedades
mais suscetiveis a doenca (BITANCOURT, 1956; RODRIGUES et al., 2000a). Essas
plantas apresentaram sintomas e foram mantidas em casa de vegetacdo como fonte
de in6culo do virus durante todo o trabalho.

Depois de estabelecidas as populagbes de &caros e as fontes de inéculo,
cinco plantas-teste de cada genotipo de citros (ja devidamente enxertadas sobre
porta-enxerto de limdo Cravo) e de outras espécies vegetais (Tabela 1) foram
infestadas com 10 acaros viruliferos cada. Ap6s um periodo de duas semanas, foi

realizada infestacdo reforco com mais 10 &caros viruliferos por planta, num total de
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20 4caros, exceto para as plantas de arabidopsis, onde foram infestados ao todo
dois acaros por planta.

Como controle da inoculagdo, cinco mudas de laranja Pera, altamente
suscetiveis e leprose, eram infestadas com acaros viruliferos sempre que plantas de

outro gendtipo eram infestadas.

Tabela 1 - Relagdo das plantas-teste desafiadas com o virus da leprose dos citros C através de
infestacdo com acaros Brevipalpus phoenicis viruliferos

Nome Cientifico Nome comum Familia
botanica
Solanum violaefolium Falsa hera Solanaceae
Malvaviscus mollis Malvavisco Malvaceae
Phaseolus vulgaris Feijao Fabaceae
Arabidopsis thaliana Arabidopsis Brassicaceae

Mimosa caesalpiniaefolia Sansao do campo Leguminosae

Commelina benghalensis Trapoeraba Commelinaceae
Citrus limon Lim&o Siciliano Rutaceae
C. aurantiifolia Lima acida Galego Rutaceae
C. latifolia Lima acida Tabhiti Rutaceae
C. limonia Liméo Cravo Rutaceae
C. aurantium Laranja Azeda Rutaceae
C. sinensis Laranja Pera Rutaceae
C. sinensis x C. reticulata Tangor Ortanique Rutaceae
C. reticulata Tangerina Cravo Rutaceae
C. deliciosa Tangerina Tardia da Sicilia  Rutaceae
C. reshni Tangerina Cleopatra Rutaceae
C. reticulata Tangerina Vermelha Rutaceae

A avaliacdo dos sintomas foi diaria a partir de duas semanas apds a
infestacdo, exceto para feijdo, trapoeraba e arabidopsis, com avalia¢cbes a partir de
guatro dias. Foram determinados os tempos para o0 aparecimento dos sintomas e
avaliados o desenvolvimento das lesdes, as quais foram fotografadas. As folhas com
lesdes, ou folhas assintomaticas das plantas que ndo apresentaram lesdes, foram

submetidas a extracdo de RNA total com Trizol (Invitrogen), sintese de cDNA com
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RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas), segundo
informacdes do fabricante, e PCR. Para isso, foram desenhados primers especificos
gue amplificavam a ORF p29 completa. Quatro pares de primers foram desenhados,
com o auxilio do programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/). Combinacfes entre os
diferentes primers forward e reverse foram testadas e os amplicons foram
observados em gel de agarose 1%, conforme descrito no item 4.3.

Noventa dias apds a transferéncia dos acaros para plantas de citros, falsa
hera, trapoeraba, malvavisco, sansdo do campo, e 60 dias para plantas de feijao, os
descendentes dos acaros inicialmente transferidos para essas plantas foram
transferidos para mudas de laranja doce Pera, onde permaneceram por 90 a 120
dias. Para as plantas de arabidopsis, o periodo entre infestacéo e transferéncia dos
acaros para plantas de Pera foi de sete dias, devido ao seu curto ciclo de vida. Os
acaros inicialmente transferidos para plantas de arabidopsis foram retirados apés o
aparecimento dos sintomas. Em seguida, as plantas foram infestadas com &acaros
aviruliferos, para que estes adquirissem 0 virus e o transmitisse para as plantas de
Pera. Esse periodo entre infestacdo do hospedeiro alternativo e retorno para planta
de citros deve-se ao ciclo de vida do B. phoenicis, que é de aproximadamente 19,2
dias (CHIAVEGATO, 1986).

Todos os sintomas que apareceram, sejam eles nos hospedeiros alternativos
ou nas plantas de Pera, foram avaliados e foi feita a extracdo de RNA total das
lesbes. A p29 do CiLV-C foi amplificada por RT-PCR, com os primers desenhados

para essa ORF.

4.2 Resposta de genétipos do Banco Ativo de Germoplasma de Citros a
leprose

Foram avaliados 62 gendtipos do Banco Ativo de Germoplasma de Citros do
Centro de Citricultura Sylvio Moreira (BAG Citros IAC), com trés repeticoes
bioldgicas para cada gendétipo. As plantulas de aproximadamente seis meses de
idade foram obtidas de sementes e mantidas, em casa de vegetagédo, em tubetes
com substrato apropriado até o final das avaliagdes. As plantas foram infestadas
com acaros viruliferos com isolados do virus Cordeirgpolis. Quatro avaliacdes foram
realizadas em plantas jovens, através de uma escala de notas com cinco niveis de

severidade (O=nenhuma leséo; a 5=quantidade abundante de lesGes, mais seca de
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ramos), desenvolvida por Rodrigues (2000b) e usada em estudos anteriores com
tangerinas (BASTIANEL et al., 2008). As avaliacOes feitas foram baseadas apenas
em sintomas visuais e nao foi realizado estudo de variabilidade viral para esses

genaotipos, pois o intuito era apenas verificar a resposta dos mesmos a doenca.

4.3 Sequenciamento e analise da variabilidade da p29 do CiLV-C
4.3.1 Variabilidade do virus em diferentes hospedeiros

Com o intuito de determinar se h4 alteracdo na p29 do CiLV-C de citros e
outras hospedeiras, 0S primers 1-F e 3-R (F -
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGAC; R - CGAGTTTAGGTTGCTCTTTGAG)
foram utilizados para a amplificacdo da ORF p29 da planta fonte de inéculo original
de citros, das plantas hospedeiras para onde o virus foi inoculado por acaros e das
plantas de Pera que receberam novamente o virus apdés a passagem do mesmo
pelas hospedeiras alternativas. Para tanto, a extracdo do RNA total das amostras e a
RT-PCR foram realizadas conforme descricio em LOCALI et al. (2003). Os
amplicons foram clonados em vetor de clonagem pGEM-T-Easy (Promega), segundo
recomendacdes do fabricante. As reacdes de ligacdo e transformacgéo foram feitas
como descrito por SAMBROOK et al. (1989). Doze clones de cada uma das quatro
plantas de cada gendétipo (48 sequéncias no total) foram escolhidos para as reacdes
de sequenciamento com os primers foward e reverse, realizadas de acordo com as
instrucdes da Applied Biosystems para o “DNA sequencing Kit Big Dye Terminator
cycle sequencing ready reaction”. O sequenciamento foi feito no Sequenciador
automatico ABI 3730 Applied Biosystems.

As sequéncias da planta original de citros (fonte de in6culo do virus), as
sequéncias obtidas das plantas hospedeiras, e aquelas obtidas de Pera (apés a
passagem pelos outros gendtipos) foram entdo comparadas com as sequéncias da
p29 disponiveis no GenBank (acessos DQ157466.1, DQ352194.1, DQ388512.1),
para determinar se houve alguma alteracdo nessa ORF ap0s a passagem do virus
por outro hospedeiro e, em caso afirmativo, qual seria o variante mais adaptado a
gual hospedeiro. A analise de polimorfismos e estudo da variabilidade foram
realizados  através dos  programas CLC  Genomics e Clustalw
(http://align.genome.jp). Além disso, foram feitos um cladograma e uma matriz de

distancia, utilizando o algoritmo Neighbor Joining com valores de bootstrap
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calculados com 1000 replicatas, através do programa MEGA 5.0
(http://www.megasoftware.net/).

4.3.2 Sequenciamento e estudo de variabilidade das amostras de diferentes
regides geograficas

Todo o procedimento descrito no item 4.3.1 foi repetido para as 23 amostras
oriundas de diferentes regides geograficas (Figura 1), sendo uma amostra por
localidade, incluindo laranjas Pera, Lima, Mimo do Céu, Valéncia, Hamlin, tangor

Ortanique, tangerinas Cleopatra e Cravo.
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Figura 1 - Distribuicdo das amostras de diferentes regides geogréaficas.

As sequéncias foram comparadas com aquelas disponiveis no GenBank
(acessos DQ157466.1, DQ352194.1, DQ388512.1), e a analise de polimorfismos e 0
estudo da variabilidade foram realizados através dos programas CLC Genomics e
ClustalW (http://align.genome.jp). O cladograma e a matriz de distancia também

foram feitos utilizando os mesmos parametros no programa MEGA 5.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Material vegetal, acaros e isolados do virus

Os acaros utilizados nesse estudo possuiam quetotaxia dorsal opistosomal,
gue sdo os cinco pares de setas dorso-laterais e dois solenideos no tarso Il (Figura
2), caracteristicas fundamentais para distinguir a espécie como B. phoenicis
(WELBORN et al., 2003).

Figura 2 - A-Brevipalpus phoenicis fixado em lamina. B-destaque nos dois solenideos no tarso Il. C-
destaque para as cinco setas dorso-laterais (fotos: Dra. Maria Andréia Nunes, do Centro
APTA Citros Sylvio Moreira).

As trés plantas de Pera inoculadas com isolado original de Sdo José do Rio
Preto e mantidas em casa de vegetacdo apresentaram sintomas de leprose cerca de
40 dias apoés a infestagcdo com &caros viruliferos e foram mantidas como fonte de
indculo continuamente durante todo o trabalho.

De todos os genotipos testados, Phaseolus vulgaris e Arabidopsis thaliana
tiveram que ser semeados e infestados varias vezes, por se tratarem de plantas com
curto ciclo de vida. A tabela 2 traz o resultado de RT-PCR com primers mp usados
para testes de diagndstico rotineiros no laboratério.

Noventa dias apds a infestacdo de citros, sansdo do campo, falsa hera,
trapoeraba e malvavisco, plantas de Pera foram encostadas a elas, estando com ou
sem sintomas. Buscava-se passar para as plantas de Pera acaros descendentes
daqueles transferidos inicialmente e que tivessem adquirido o virus através da
alimentacdo nas plantas hospedeiras; afinal, ndo ha transmissdo transovariana do
virus para a progénie do acaro (BASTIANEL et al., 2010) e, portanto, a alimentagéo
do acaro em material vegetal contaminado é a Unica forma de aquisi¢cao do virus. A
guantidade de plantas inoculadas e sintomaticas também encontra-se na Tabela 2.

Consistentemente, todas as cinco plantas de Pera usadas como controle
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apresentavam sintomas de 20 a 30 dias ap0s infestacdo, evidenciando a eficiéncia
da inoculacédo do virus pelos 4caros.

Tabela 2 - Relacdo de plantas, aparecimento de sintomas e resultado de RT-PCR para a detec¢éo

do CiLV-C
Plantas-teste Plantas Resultado Plantas de Pera Resultado de RT-
inoculadas/ de RT-PCR encostadas PCR em plantas de
sintomaticas (testadas/ total/ Pera encostadas
positivas) sintomaticas (testadas/ positivas)
Tangerina Cravo 5/5 5/5 5/5 5/5
Tangerina Tardia da 5/5 5/5 5/5 5/5
Sicilia
Tangerina Cle6patra 5/5 5/5 5/5 5/5
Tangerina Vermelha 5/5 5/5 5/5 5/5
Tangor Ortanique 5/5 5/5 5/5 5/5
Laranja Azeda 5/5 5/5 5/5 5/5
Limao Siciliano 5/0 5/0 5/0 5/0
Lim&o Cravo 5/0 5/0 5/0 5/0
Lima acida Tahiti 5/0 5/0 5/0 5/0
Lima acida Galego 5/0 5/0 5/0 5/0
Falsa hera 5/0 5/0 5/1 5/1
Malvavisco 5/0 5/0 5/2 5/2
Feijao 5/5 5/5
Arabidopsis 36/20 36/20
Sans&o do campo 5/0 5/0 5/0 5/0
Trapoeraba 5/5 5/5 5/5 5/5

Os hospedeiros dentro do género Citrus (tangerinas Cravo, Tardia da Sicilia,
Cleodpatra e Vermelha, tangor Ortanique e laranja Azeda) apresentaram sintomas,
em média, 42 dias apoOs a primeira infestagdo com &acaros. Embora as tangerinas
apresentem menos sintomas em campo e sejam consideradas mais resistentes que
as laranjas doces (Rodrigues et al., 2003), no trabalho de Freitas-Astua et al. (2008)
todas as tangerinas avaliadas apresentaram algum sintoma da doenca. Além disso,
o tangor Ortanique € conhecido pela suscetibilidade a leprose (Bastianel et al.,
2008). A laranja Azeda também apresentou sintomas de CiLV-C (Figura 3),
confirmado por RT-PCR, e foi capaz de transmitir o virus para plantas de Pera,
corroborando os relatos de Bittancourt (1955) e Boaretto (1994) sobre sua

suscetibilidade a leprose com base em sintomas visuais.
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Figura 3 - Sintomas de leprose em laranja Azeda ap6és infestagdo com acaros viruliferos.

As plantas de arabidopsis, feijdo e trapoeraba apresentaram sintomas em 7,
10 e 15 dias apoés a infestacdo, respectivamente, e também apresentaram banda
especifica em gel de agarose, corroborando os trabalhos que j& haviam relatado
sintomas da doenca nesses hospedeiros (KUBO et al.,, 2010; GROOT et al., 2006;
NUNES et al., 2012b). E sabido que arabidopsis possui necessidades ambientais
diferenciadas e, portanto, teve que ser mantida sob temperatura (22°C) e
fotoperiodo (16 horas de luz) controlados. Embora se trate de uma planta
supostamente de facil manejo, varias plantas foram perdidas até que um protocolo
de cultivo fosse estabelecido. Além disso, os sintomas eram muito pequenos (Figura
4) e, por isso, foi preciso coletar grande quantidade de material vegetal para a
realizacdo de RT-PCR.

Figura 4 - Sintomas de leprose em folhas de arabidopsis, apos infestagdo com acaros (foto: Gabriella
Dias Arena, Centro APTA Citros Sylvio Moreira).

Para as plantas de curto ciclo de vida ndo foi possivel montar o experimento

com a garantia de que os acaros usados na infestagéo inicial seriam totalmente
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eliminados, como nas plantas de citros, para as quais foi estabelecido o periodo de
90 dias entre infestacdo e transferéncia dos acaros. Nas plantas de feijdo, a
eliminacdo dos acaros era inviavel, afinal foram infestados 20 acaros por planta; ja
nas plantas de arabidopsis, com apenas dois acaros viruliferos por planta, a chance
de transferi-los posteriormente para laranja Pera era menor. E, portanto, o
experimento ndo obteve os resultados esperados, pois as plantas de feijao morreram
antes que pudessem ser encostadas em plantas de Pera; por outro lado, as plantas
de arabidopsis colocadas proximas as plantas de Pera ndo foram boas fontes de
in6culo. J4 as plantas de trapoeraba apresentaram sintomas caracteristicos de
leprose (Figura 5), corroborando trabalho anterior (NUNES et al. 2012b). As plantas
de laranja Pera que foram encostadas apd6s 90 dias nas plantas de trapoeraba
também apresentaram sintomas em todas as repeticbes, mostrando que além de
serem hospedeiras do virus, as trapoerabas podem servir como fontes de inéculo do
CiLV-C para citros.

Figura 5 - Sintomas de CiLV-C em folhas de trapoeraba, apds infestagdo com acaros viruliferos.

Dentre os genotipos de citros avaliados, quatro (limas acidas e limdes
verdadeiros) ndo apresentaram sintomas. Esses resultados eram esperados, ja que
ndo ha relatos de leprose infectando esses gendtipos no campo e, segundo
Rodrigues et al. (2003), eles apresentam alto grau de resisténcia a doenca. No
entanto, apesar de encontrarmos referéncias a resisténcia dessas espécies, nao foi

possivel encontrar nenhum trabalho com inocula¢gdes controladas que evidenciasse
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7

esse resultado. Portanto, esse € o primeiro trabalho do nosso conhecimento a
mostrar o desafio dessas espécies de maneira sistematica.

Apesar de serem boas hospedeiras do acaro, as plantas de sansao do campo
nao apresentaram sintomas de leprose, corroborando o trabalho de Nunes (2007),
onde elas também permaneceram assintomaticas. O experimento para os limdes e
limas &cidas foi repetido e novas plantas de lim&o Siciliano, limdo Cravo, lima &cida
Tahiti e lima acida Galego foram infestadas com 20 acaros cada para comprovacao
dos resultados. Estas também ndo apresentaram sintomas, sugerindo alto grau de
resisténcia ao CiLV-C. A observacao de acaros, tanto nas folhas dos limdes e limas
acidas, quanto nas de laranja Pera que foram encostadas posteriormente nas
plantas-teste era comum, o0 que indica que eles séo favoraveis ao desenvolvimento
do vetor, independentemente da suscetibilidade ao virus.

Relato similar havia sido feito por Bastianel et al. (2006), para plantas de
tangor Murcott e seus hibridos com laranja Pera, muitos deles resistentes ao virus
mas nao ao acaro. Portanto, ndo houve resisténcia de nenhum gendétipo de citros
testado a presenca do acaro vetor e as plantas assintoméaticas (limées Siciliano e
Cravo e limas &cidas Tahiti e Galego) foram de fato resistentes ao CiLV-C, ja que,
além de ndo apresentarem sintomas, ndo apresentaram também bandas especificas
em gel de agarose quando submetidas a RT-PCR. Além disso, as plantas de Pera
nelas encostadas também ndo apresentaram sintomas. Entretanto, as plantas de
Pera usadas como controle apresentaram sintomas em todas as repeticdes,
mostrando que ndo houve dificuldade de inoculagéo do virus pelos acaros.

Por outro lado, as plantas de falsa hera e malvavisco, embora tenham
permanecido assintomaticas durante todo o experimento e negativas para o virus
por RT-PCR, demonstraram que sédo possiveis fontes de inéculo do CiLV-C para
citros, pois proporcionaram a sua transmissdo por acaros para plantas de laranja
Pera nelas encostadas. Nesse caso, considerando-se que o virus nao invade as
plantas sistemicamente e ndo havia sintomas evidentes nas folhas, é possivel que o
resultado de RT-PCR tenha sido negativo devido ao efeito de diluicdo do virus na
folna toda. Como foram poucas as plantas de Pera sintomaticas a partir da
infestacdo desses hospedeiros, € de supor que o titulo do virus nessas espécies
seja baixo. Embora haja um relato de falsa hera como hospedeira do virus

(RODRIGUES et al., 2005), os autores relataram que, apos a passagem do CiLV-C
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de citros para falsa hera, ndo era possivel a transmissao do virus por acaros de volta
para citros. Os resultados obtidos no presente trabalho s@o confidveis, pois nao
apenas os acaros s6 foram transferidos 90 dias apds a infestacdo inicial, como o
risco de contaminacdo com acaros viruliferos de outras plantas foi minimizado
devido a distribuicdo do experimento na casa de vegetacdo, com plantas distantes
umas das outras. Sabe-se que o virus da leprose se restringe as lesdes oriundas da
picada do acaro, o que dificulta a deteccdo do mesmo por RT-PCR se houver baixo
titulo viral no material vegetal. Isso pode ter ocorrido para as plantas de falsa hera e
malvavisco, ja que apenas uma das cinco plantas de Pera que foram encostadas em
falsa hera e duas das cinco plantas de Pera encostadas em malvavisco
apresentaram sintomas. Ja as plantas de Pera controle usadas durante a infestacéo
desses hospedeiros apresentaram sintomas em todas as repeticbes. Além disso,
existem relatos da presenca do virus em plantas mesmo na auséncia de sintomas
(CHIAVEGATO; MISCHAN, 1987; BOARETTO, 1994; BASTIANEL et al., 2004).
Como o periodo de desenvolvimento de ovo a adulto de B. phoenicis em citros é de
aproximadamente 19,2 dias (CHIAVEGATO, 1986) e a longevidade dos &acaros
adultos é em média de 30 dias, apos 90 dias, os &caros presentes nas plantas de
falsa hera e malvavisco eram a progénie dos acaros infestados inicialmente que
adquiriam o virus dessas plantas. Este foi 0 mesmo periodo adotado por Nunes et al.
(2012a), o que garantiu a impossibilidade da inoculagéo ter sido do virus que ainda
estava presente nos acaros originais. Assim, mesmo assintomaticas, as plantas de
falsa hera e malvavisco parecem ser fontes de inoculo do virus. Para confirmar os
resultados, outras cinco plantas de falsa hera e malvavisco foram infestadas e,

novamente, nédo apresentaram sintomas.

5.2 Resposta de gendtipos do Banco Ativo de Germoplasma de Citros a
leprose

Além do experimento conduzido com diferentes espécies vegetais como
possiveis hospedeiros da leprose, um experimento paralelo, que avaliava a resposta
de acessos de tangerinas (varias espécies) e hibridos de citros do BAG Citros IAC a
doenca também foi conduzido em casa de vegetacdo. Dos 62 genotipos avaliados,
dentre eles a tangerina Cravo que é sabidamente suscetivel & doenca, 47 (75,8%)

apresentaram sintomas de leprose em folhas e/ou ramos em diferentes niveis de
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severidade (notas de 0 a 5) (Rodrigues, 2000b), e 15 (24,2%), dentre elas a
tangerina Kara, se mostraram resistentes por ndo apresentarem sintomas de
leprose, mesmo quando consideradas boas hospedeiras para os acaros (Tabela 3).
Entretanto, no trabalho conduzido por Freitas-Astia et al. (2008) a tangerina Kara
(acesso CV 178) apresentou (poucos) sintomas quando inoculadas com acaros
viruliferos em casa de vegetacdo. Essa divergéncia pode ter ocorrido em fung¢édo do
uso de diferente isolado do virus e deve ser melhor investigada. Além disso, uma
avaliacdo de campo é necesséria; afinal, as plantas quando em campo podem se
comportar diferentemente daquelas mantidas sob condicbes controladas. A
distribuicdo das médias das notas de severidade concentrou-se entre 0-1 (Tabela 3),
representando nenhum ou pouco sintoma, e demonstrando maior resisténcia do que
as plantas de laranja, conforme esperado. Algumas variedades de tangerinas,
mexericas e hibridos permaneceram assintomaticas, o que ndo tem sido observado
em laranjas doce. Estudos conduzidos no Centro de Citricultura demonstram que
nao ha resisténcia a leprose dentro deste grupo de citros (M. Bastianel, comunicac¢éo
pessoal). Existem poucos estudos que buscam avaliar a resisténcia de tangerinas e
hibridos a leprose. Estudos como este pode revelar variedades resistentes a doenca,
que podem, posteriormente, ser utilizadas em programas de melhoramento genético
de citros, para obtencdo de resisténcia varietal, que é uma das alternativas para
reduzir o uso de pesticidas para o controle do vetor. Por outro lado, a identificacédo
de tangerinas suscetiveis a leprose demonstra que a doenca também pode assumir
um sério problema fitossanitario neste grupo de citros, principalmente quando
plantadas em regides onde a doenca é endémica. Assim, apesar de apresentarem
maior resisténcia do que as laranjas, elas ndo sdo imunes ao virus e podem sofrer
danos e perdas diretamente pela doenca, além de servirem como fonte de indculo

para as laranjeiras plantadas na mesma area.

Tabela 3 - Relagdo de acessos de tangerinas e hibridos do BAG Citros IAC
estudados e resposta a leprose dos citros em casa de vegetagao.

Em destaque, plantas assintométicas

Nome do Acesso N°no BAG N°daplanta Média
1 2 3
tangerina King Orange CN 212 0 4 0 1,33

tangerina Fortuna CN 220 0 0O O 0
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Tabela 3 - Relagéo de acessos de tangerinas e hibridos do BAG Citros IAC
estudados e resposta & leprose dos citros em casa de vegetacgao.

Em destaque, plantas assintomaticas

tangelo Webber CN 232 3 1 0 1,33
tangelo Seminole CN 235 0 3 0 1

tangelo Sé&o Jacinto CN 238 1 0 1 0,67
tangor Sabara CN 241 0 2 0 0,67
tangor Sangue de Boi CN 242 1 3 0 1,33

tangor do Rei CN 255 4 4 0 2,67
tangerina Osceola CN 503 2 0 2 1,33
tangerina Batangas CN 504 4 3 3 3,33
tangerina Vermelha - 15 CN 508 1 1 1 1
tangerina Vermelha - 14 CN 506 1 0 O 0,33
tangerina Vermelha - 12 CN 510 0 4 1 1,67
tangerina Israel CN 514 3 2 0 1,67
tangerina Harris CN 516 0 1 0 0,33
tangerina Thomas CN 519 1 1 2 1,33
tangerina Cape Nartjee CN 522 0 2 0 0,67
tangerina Szibat 16 x Tizon CN 524 0 1 0 0,33
tangerina Depressa CN 525 4 2 4 3,33
L T T (e
tangerina Oneco CN 532 4 1 2 2,33
tangerina Ladu CN 539 1 0 5 2
tangerina Fremont CN 543 0 1 0 0,33
N PR
tangerina Warnuco CN 547 2 1 1 1,33
tangerina Heen Naran CN 559 0 0 1 0,33

tangerina Empress CN 565 1 0 O 0,33
tangerina Wilking CN 566 3 0 O 1
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Tabela 3 - Relagdo de acessos de tangerinas e hibridos do BAG Citros IAC
estudados e resposta & leprose dos citros em casa de vegetacgao.

Em destaque, plantas assintomaticas

mexerica Sunwikon CN 576 3 1 2 2

mexerica Pernambucana CN 578 1 1 1 1

tangor 10630 CN 579 0 0 4 1,33
mexerica Precoce CN 581 0 1 0 0,33
mexerica 114412 CN 585 0 1 0 0,33
mexerica do Céu CN 587 4 4 3 3,67
tangor Hansen CN 596 0 0O 4 1,33
tangor Emperor CN 597 0 2 0 0,67
mexerica Paraguaia CN 600 4 0 O 1,33

tangerina Clementina Cv 174 2 0 O 0,67
tangerina Clementina CV 175 0 4 2 2
tangerina Kinnow CV 176 4 4 2 3,33

tangerina Cravo CV 182 1 0 1 0,67
tangerina Portuguesa CV 186 0 0 2 0,67
N U

tangor Temple CvV 214 4 1 4 3

tangor Mimosa CV 215 0 1 O 0,33
tangor Pera x Cravo Cv 217 4 3 1 2,67
tangor Baia x Cravo Cv 218 4 4 0 2,67
tangelo Orlando CV 225 2 1 0 1

tangerina de Wildt CN 545 1 4 4 3

5.3 Sequenciamento e analise da variabilidade da p29 do CiLV-C
5.3.1 Variabilidade do virus em diferentes hospedeiros

N&o havia na literatura primers disponiveis para a amplificacdo da ORF p29
completa e, em funcao disso, foram desenhados alguns pares de primers (Tabela 4).
No entanto, a regido 5" da ORF contém baixa %GC enquanto a regidao 3" contém
alta %GC, tornando dificil o desenho de primers de boa qualidade. Para contornar
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esse problema, além dos primers desenhados para a sequéncia completa da p29 do

CiLV-C, foram desenhados também primers acima e abaixo da mesma (Anexo A).

Tabela 4 - Relacdo dos primers desenhados para a amplificacdo da ORF p29 do CiLV-C

Primer Sequéncia

p29-1F 5 ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGAC 3
p29-1R 3" CTACTGCGCTGAGTCGGA 5’

p29-2F 5" CCGCGAATTTGTATTTTGTC 3
p29-2R 3" TTAATCCACCGACCTACTGCG 5’
p29-3F 5 CGAGTTTAGGTTGCTCTTTGAG 3
p29-3R 3" ACCAGAGATTAGCGATTCAAAA K’
p29-4F 5 ATTGATATTTTACCGCGAATTTGT 3
p29-4R 3" TAATCTCCAGCACAAAAAGTACCAY

Testes com diferentes temperaturas de anelamento (52°C, 54°C, 56°C, 58°C
e 60°C) foram feitos. No total, foram desenhados quatro pares de primers e testadas
varias combinacfes entre eles, levando em conta temperaturas de anelamento
préximas. A melhor combinacéo foi entre o primer 1 F e o primer 3 R e a temperatura
usada foi 57°C, que resultou em bandas especificas de 863 pb em gel de agarose e
foi usado em todo o trabalho. Em todos os casos, cuidados foram tomados para
minimizar as taxas de erro, como o numero de ciclos do RT-PCR limitado a 35 e 0
uso da enzima Taqg Platinum High Fidelity (Invitrogen).

Todas as andlises das sequéncias s6 foram possiveis devido ao auxilio da
Dra. Michéle Claire Breton, do Centro APTA Citros Sylvio Moreira. Primeiramente,
foram clonados e sequenciados os produtos de RT-PCR de 16 folhas de uma
mesma arvore de Sado José do Rio Preto (SJRP) com 12 sequéncias cada,
totalizando 192 sequéncias virais. Essas informagfes resultaram no que foi
considerado o isolado padrao do virus para o presente trabalho. Era necesséario ter
um conhecimento prévio da variabilidade genética do virus dentro da populacao
padréo para que posteriores comparacoes pudessem ser feitas. As sequéncias de
SJRP se agruparam em um contig com poucas variagbes entre elas, sendo que

nenhuma das variagbes de nucleotideos alterava aminoacidos. A sequéncia-
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consenso foi usada para posteriores comparacdes. No entanto, foram observadas
alteracOes significativas entre o consenso de SJRP e as outras sequéncias
disponiveis no GenBank. Das trés sequéncias da p29 disponiveis no banco de
dados, duas séo brasileiras e uma do Panama e a similaridade entre elas é de 99%,
com apenas oito nucleotideos diferentes no total de 792. J4& quando comparadas
com a sequéncia de SJRP, a similaridade é de 85%.

Os isolados do CiLV-C dos hospedeiros tangerina Cleopatra, tangor
Ortanique, tangerina Vermelha e suas respectivas laranjas Pera-controle foram
sequenciados e as 48 sequéncias foram comparadas com a sequéncia consenso de
SJRP e com aquelas da p29 depositadas no GenBank. Uma insercdo de seis
nucleotideos (CCCGCA) estava presente nas sequéncias de Sao José do Rio Preto
original e em todos os demais hospedeiros inoculados a partir desse isolado, mas
estava ausente nas sequéncias da p29 depositadas no GenBank. Essa insercao deu
origem a dois aminoé&cidos, que podem ter causado alteracdes na conformacédo da
proteina (Anexo C). Além disso, foram calculadas as frequéncias em que as
mutacBes ocorriam num total de sequéncias analisadas para cada gendtipo e em
qual gendtipo essas mutacbes ocorriam (SJRP, tangerinas Clebdpatra, Vermelha,
tangor Ortanique, Peras correspondentes a cada um dos genétipos ou todos). Do
total de 477 sequéncias obtidas, 189 correspondiam a amostras de SJRP; 48 a
Cleodpatra, 48 a Pera ap0s passagem por Cledpatra, 48 a Ortanique, 48 a Pera apos
passagem por Ortanique, 48 a tangerina Vermelha e 48 a Pera ap0s passagem por
tangerina Vermelha (Tabela 5).

As alteragbes em nucleotideos nas sequéncias de SJRP e demais
hospedeiros eram compartilhadas, mas diferiam das sequéncias da p29 depositadas
no GenBank em torno de 16,4%, ou 130 nucleotideos, num total de 792
nucleotideos da ORF completa (Anexo B). Dessas alteragdes, trés eram
compartilhadas com alteracbes no acesso DQ157466 (PASCON et al., 2006). As
alteracdes observadas nas sequéncias de SJRP permaneceram constantes nos
outros hospedeiros, pois provavelmente nenhuma das mutacdes alterou a fungao
principal da possivel capa protéica viral. Apenas cerca de 18% das mutacdes nas
sequéncias de Sdo José do Rio Preto, tangerina Cledpatra, tangor Ortanique,
tangerina Vermelha e respectivas plantas de Pera resultaram na mudanca de

aminoacidos, quando comparadas com as sequéncias da p29 depositadas no
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GenBank e as demais foram mutacbes silenciosas (Tabela 5). As alteragOes
parecem estar distribuidas ao longo das sequéncias sem que tenha sido possivel
identificar regido livre de mutacdes ou hot spot de mutacdes (Anexo B). A tangerina
Vermelha e sua laranja Pera-controle apresentaram trés mudancas em nucleotideos
diferentes das demais sequéncias. Essas alteracdes resultaram na mudanca de dois
aminoacidos adjacentes que talvez sejam necessarios para que O Virus possa
colonizar esse hospedeiro. Além disso, na tabela 5 p6de-se observar que houve 23
substituicbes de aminoacidos. Destas, 56% delas sdo pelo mesmo tipo de
aminoécido, o que, provavelmente, ndo traz maiores consequéncias em sua funcao
e ndo deve apresentar efeito bioldgico importante. Entretanto, foi possivel identificar
substituicbes onde houve mudancas nas cargas elétricas dos mesmos. A
substituicdo mais observada foi a troca de aminoacidos apolares por polares neutros
com 40% de frequéncia. Isso pode ter implicacdo na funcé@o da proteina, ja que a
alteracdo de um Unico aminodcido com carga diferente pode alterar o

empacotamento da mesma.

Tabela 5 - Variac@o de cédons e aminoacidos da sequéncia da p29 do virus da leprose do citros C
(CiLV-C) entre as amostras analisadas em comparacao ao consenso das trés sequéncias
depositadas no GenBank (acessos DQ157466.1, DQ352194.1 e DQ388512.1)

Alteracao de Posigéo Frequéncia*  Alteracdo de aminoacido  Posigéo Amostras em que
bases no ocorre a mutagao
cédon
GAG/GAA 642 99,7% Mutagao silenciosa Todas**
CAA/CAG 648 100% Mutagao silenciosa Todas
TTG/TCG 651 100% Mutagao silenciosa Todas
CTG/CCG 654 99,9% Mutacao silenciosa Todas
CGCICAT 657, 658 100% Mutacao silenciosa SJRP
CTCI/TTA 658, 660 99,7% Acido 36 Todas

aspartico(D)/Asparagina

(N)

CAG/CAA 675 99,5% Isoleucina (l)/Fenilalanina 37 Todas
]
AAT/AAC 684 99,9% Mutag&o silenciosa Todas
CAC/CAT 693 100% Mutacéo silenciosa Todas
GAA/GAT 696 99,6% Mutacéo silenciosa Todas
CTG/TTG 697 100% Treonina (T)/Acido 41 Todas
aspartico (D)
GGC/IGGT 702 99,7% Mutacéo silenciosa Todas
TTA/CTA 709 99,8% Mutag&o silenciosa Todas
CTG/CTT 725 98,5% Leucina (L)/ Prolina (P) 52 Todas
TTAICTT 733,735 99,9% Mutag&o silenciosa Todas
CAA/CAG 750 100% Mutag&o silenciosa Todas
GTC/GTT 762 100% Prolina (P)/Serina (S) 59 Todas
GAG/GGG 770 100% Mutag&o silenciosa Todas
GAG/GAT 774 99,9% Mutacéo silenciosa Todas
GAC/GAA 780 100% Glicina (G)/Serina (S) 65 Todas
GAC/CAA 784/786 100% Prolina (P)/Treonina (T) 66 Todas

GCG/GAG 791 37,1% Mutacéo silenciosa Todas



Tabela 5 - Variacéo de cédons e aminoacidos da sequéncia da p29 do virus da leprose do
citros C (CiLV-C) entre as amostras analisadas em comparagéo ao consenso das
trés sequéncias depositadas no GenBank (acessos DQ157466.1, DQ352194.1 e

DQ388512.1)

TAG/TAA
GAG/GAA
CAAICAG

TTG/TCG

CTG/CCG
CGC/CAT
CTC/TTA

CAG/CAA

AAT/AAC

CAC/CAT
GAA/GAT
CTG/TTG
GGC/GGT
TTAICTA
CTGICTT
TTAICTT
CAAICAG
GTCI/GTT
GAG/IGGG
GAG/GAT
GAC/IGAA
GAC/CAA
GCG/IGAG
TAGITAA

GAG/GAA
CAAICAG

TTG/TCG

CTG/CCG
CGC/CAT
CTCITTA

CAG/CAA
AAT/AAC
CAC/CAT
GAAIGAT
CTGITTG
GGC/GGT
TTA/CTA
CTG/ICTT
TTAICTT
CAAICAG

798
642
648

651

654
657
658, 660
675

684

693
696
697
702
709
725
733,735
750
762
770
774
780
7841786
791
798

642
648

651

654
657
658, 660

675
684
693
696
697
702
709
725
733,735
750

37,1%
37,1%
37,1%

69,4%

36,9%
36,9%
36,9%
37,1%

37,1%

37,1%
36,9%
37,1%
36,6%
37,2%
37,1%
36,9%
34,4%
37,1%
36,8%
36,4%
35,5%
36,4%
36,1%
83,3%

98,7%
94,3%

96,4%

100%
99,4%
99,5%

100%
97,6%
99,1%
99,8%
36,8%
98,5%
99,5%
99,6%
99,7%
99,6%

Mutacéao silenciosa
Mutagao silenciosa
Alanina (A)/Glicina (G)

Mutagao silenciosa

Mutac&o silenciosa
Alanina (A)/Valina (V)
Mutac&o silenciosa
Inserg&o de uma Prolina
(P)

Insergcdo de uma
Glutamina (Q)
Prolina (P)/Leucina (L)
Prolina (P)/Leucina (L)
Prolina (P)/Alanina (A)
Mutacao silenciosa
Mutacao silenciosa
Mutacao silenciosa
Mutacao silenciosa
Mutacao silenciosa
Mutagao silenciosa
Mutagao silenciosa
Mutagao silenciosa
Mutagao silenciosa
Mutagao silenciosa
Mutagao silenciosa
Acido aspartico (D)/Acido
glutamico (E)
Mutacao silenciosa
Fenilalanina (F)/Cisteina

©

Lisina (K)/Acido glutamico

(E)

Mutagao silenciosa
Mutagao silenciosa
Mutagao silenciosa

Mutac&o silenciosa
Mutac&o silenciosa
Serina (S)/Asparagina (N)
Mutacéao silenciosa
Mutacéao silenciosa
Mutacéao silenciosa
Serina (S)/Treonina (T)
Mutacéo silenciosa
Mutac&o silenciosa
Mutac&o silenciosa

75

79

83

84

86

91
93

139

139
140

141

153

160

Todas
Todas
Todas

Cleopatra
*** Cledpatra/ Pera
Ortanique
Ortanique /Pera
Tangerina vermelha
Tangerina vermelha/
Pera
Todas
Todas
Todas
Todas

Todas

Todas
Todas
Todas
Todas
Todas
Todas
Todas
Todas
Todas
Todas
Todas
Todas
Todas
Todas
Tangerina vermelha/
Pera
SJRP
Tangerina vermelha
Tangerina
vermelha/Pera
Tangerina vermelha
Tangerina
vermelha/Pera
Todas
Todas
SJRP
Cleopatra
Cleopatra/Pera
Ortanique
Tangerina vermelha
Tangerina
vermelha/Pera
Todas
Todas
Todas
Todas
Todas
Todas
Todas
Todas
Todas
Todas
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Tabela 5 - Variacdo de c6dons e aminoacidos da sequéncia da p29 do virus da leprose do
citros C (CiLV-C) entre as amostras analisadas em compara¢&o ao consenso das
trés sequéncias depositadas no GenBank (acessos DQ157466.1, DQ352194.1 e
DQ388512.1)

GTC/GTT 762 100% Mutacao silenciosa Todas
GAG/GGG 770 99,1% Mutag&o silenciosa Todas
GAG/GAT 774 100% Mutag&o silenciosa Todas
GAC/GAA 780 100% Mutag&o silenciosa Todas
GAC/CAA 784/786 99,7% Mutag&o silenciosa Todas
GCGI/GAG 791 99,8% Mutag&o silenciosa Todas
TAG/TAA 798 99,9% Mutag&o silenciosa Todas
GAG/GAA 642 100% Mutag&o silenciosa Todas
CAAICAG 648 99,9% Mutacao silenciosa Todas
TTGITCG 651 99,6% Mutacao silenciosa Todas
CTG/CCG 654 99,6% Mutacao silenciosa Todas
CGCICAT 657 100% Mutacao silenciosa Todas
CTCITTA 658, 660 99,6% Mutacao silenciosa Todas
CAG/CAA 675 99,9% Mutacao silenciosa Todas
AAT/AAC 684 100% Mutagao silenciosa Todas
CACICAT 693 100% Mutagao silenciosa Todas
GAAIGAT 696 56,6% Mutagao silenciosa Todas
CTGITTG 697 99,1% Mutagao silenciosa Todas
GGC/GGT 702 99,5% Mutagao silenciosa Todas
TTA/CTA 709 99,5% Mutagao silenciosa Todas
CTG/CTT 725 99,1% Mutacao silenciosa Todas
TTAICTT 733,735 100% Mutacao silenciosa Todas
CAAICAG 750 100% Mutacao silenciosa Todas
GTC/GTT 762 99,9% Mutacao silenciosa Todas
GAGIGGG 770 99,6% Acido glutamico (E)/Acido 232 Todas
aspartico (D)
GAG/GAT 774 99,7% Mutagao silenciosa Todas
GAC/GAA 780 99,2% Mutagao silenciosa Todas
GAC/CAA 784/786 99,6% Mutag&o silenciosa Todas
GCG/GAG 791 100% Mutagao silenciosa Todas
TAG/TAA 798 100% Mutagao silenciosa Todas
GAG/GAA 642 99,1% Mutagao silenciosa Todas
CAA/CAG 648 99,7% Mutagao silenciosa Todas
TTGITCG 651 99,8% Acido glutamico (E)/ 257 Todas
Glicina (G)
CTGI/CCG 654 99,8% Acido glutamico (E)/Acido 258 Todas
aspartico (D)
CGCICAT 657 99,8% Acido aspartico (D)/Acido 260 Todas
glutamico (E)
CTCITTA 658, 660 100% Acido aspartico 262 Todas
(D)/Glutamina (Q)
CAG/CAA 675 99,8% Alanina (A)/Acido 264 Todas
glutamico
AAT/AAC 684 99,6% Mutagao silenciosa 266 Todas

* em relagdo ao total de sequéncias analisadas. (SJRP=189 sequéncias; Cleopatra =48 sequéncias; Pera-controle=48
sequéncias; Ortanique =48 sequéncias; Pera-controle=48 sequéncias; Tangerina vermelha =48 sequéncias; Pera-controle=48
sequéncias).

** Todas= sequéncias da p29 de isolado de CiLV-C de S&o José do Rio Preto (SJRP), Cleopatra, Ortanique, Tangerina
vermelha e suas respectivas Peras-controles.

***Cledpatra/ Pera= sequéncias da p29 de isolado de CiLV-C provenientes de laranja Pera ap6s passagem por (hospedeiro),

nesse caso, tangerina Cleopatra.

O isolado de Sédo José do Rio Preto foi escolhido ao acaso e pareceu ser
divergente das sequéncias da p29 disponiveis no GenBank. As alteracdes nas

sequéncias dessa populacéo inicial foram observadas também nos hospedeiros para
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onde o indculo foi transmitido, como esperado. Esses resultados sugerem que néo
h& diferenga significativa entre haplotipos de CiLV-C encontrados nos diferentes
hospedeiros a partir de uma populacdo viral Unica; entretanto, existe diferenca
significativa quando estes foram comparados com as sequéncias depositadas no
Genbank. Estudos com alguns fitovirus de ampla gama de hospedeira e reconhecida
elevada variabilidade genética, como o virus do mosaico do pepino (Cucumber
mosaic virus, CMV) evidenciam que apés 24 horas em protoplastos, o virus foi capaz
de gerar alta variacdo em sua sequéncia (SCHNEIDER; ROOSSINCK, 2001). No
geral, isso nao foi verificado para o CiLV-C quando transmitido para diferentes
hospedeiros; no entanto, pelo menos cinco alteragcbes de nucleotideos distintos
daqueles presentes na populacéo original puderam ser identificados, sendo que em
trés delas houve alteracdo também do aminoéacido correspondente (Tabela 5).

Um cladograma (Figura 6) e uma matriz de distancia (Figura 7), construidos
com o auxilio do programa Mega 5.0 (http://www.megasoftware.net/), foram feitos a
partir do alinhamento das sequéncias consenso de SJRP, hospedeiros alternativos,
suas respectivas laranjas Pera, sequéncias da p29 disponiveis no Genbank e
sequéncia da p29 do Hibiscus green spot virus, um outro virus transmitido por
acaros Brevipalpus recentemente reportado por Melzer et al. (2012), que foi usada
como grupo externo. Foi utilizado o algoritmo Neighbor Joining com valores de

bootstrap calculados com 1000 replicatas e corroboraram os resultados ja obtidos. A.

47 Cleopatra hospedeira
39t Ortanique/Pera
Tangerina vermelha hospediera
Tangerina vermelha/Pera
100 |} Cleopatra/Pera
71! Ortanique

SJRP
DQ157466.1

DQ3885121
o O°

831 DQ352194.1
0i|355348567:1404-2180 Hibiscus green spot virus RNA 3 complete genome

50

Figura 6 - Cladograma construido utilizando o algoritmo Neighbor Joining com valores de bootstrap
calculados com 1000 replicatas a partir do alinhamento das sequéncias da p29 do CiLV-C
dos diferentes hospedeiros, das respectivas Pera, das sequéncias depositadas no
GenBank (Locali=DQ352194.1; Pascon=DQ157466.1; Guerra=DQ388512.1) e do
Hibiscus green spot virus, um virus também transmitido por B. phonicis.
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Il I v Vv ViVl vl IX X
SJIRP (1)
Cleopatra (11)
Cleopatra/Pera (Ill)
Tangerina_vermelha (1V)
Tangerina_vermelha/Pera (V)
Ortanique (VI)
Ortanique/Pera (VII)
DQ157466.1 (VIII)
DQ352194.1 (I1X)
DQ388512.1 (X)

99
oo G0N

Figura 7 - Matriz de distancia calculada entre as sequéncias consenso da p29 do CiLV-C dos
diferentes hospedeiros, respectivas laranjas Pera, e sequéncias depositadas nho
GenBank. Os valores de cor vermelha representam aqueles mais préximos, os de cor
azul, os mais distantes e valores de cor amarela, os medianos.

Através do cladograma e da matriz de distancia, foi possivel observar que as
sequéncias da p29 do CiLV-C dos diferentes hospedeiros, de suas respectivas
laranjas Pera e de SJRP divergem das sequéncias disponiveis no GenBank, assim
como ja havia sido observado no alinhamento das sequéncias. Entretanto, as
sequéncias depositadas no GenBank néo diferem entre si.

Baseado nos resultados, foi possivel diferenciar o isolado inicial desse estudo
(e sua passagem para outros hospedeiros) daqueles com sequéncias depositadas
no GenBank. Entretanto, a separacdo de isolados do virus de acordo com seu
hospedeiro ndo foi possivel, pois as sequéncias dos isolados de tangerina
Cleopatra, tangor Ortanique, tangerina Vermelha e suas respectivas laranjas Pera
foram muito semelhantes entre si, com excec¢éo da tangerina Vermelha e sua laranja
Pera, que apresentaram dois aminoacidos distintos. A baixa variacdo da sequéncia
da p29 observada pode estar relacionada com o longo tempo que o virus permanece
na planta, perene, e no vetor, que pode reté-lo por toda a vida. Ha relatos de que
guando as proteinas da capa protéica de um virus interagem tanto com o hospedeiro
guanto com o vetor elas sado submetidas a maior pressao seletiva para
permanecerem conservadas, afinal devem passar pelas sele¢cbes no hospedeiro e
no vetor (ACOSTA-LEAL et al., 2011). Outro fator que pode ter contribuido para a
baixa variabilidade do virus € que todos os hospedeiros eram suscetiveis a doenca
e, por isso, talvez ndo tenha sido necessaria uma variagdo no seu genoma para uma
adaptacao, como aquela reportada em plantas resistentes e/ou tolerantes a doenca
no trabalho de Acosta-Leal et al. (2010). Nesse trabalho, as sequéncias dos isolados

das plantas assintomaticas foram até cinco vezes mais divergentes que as das
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plantas sintométicas. A alta estabilidade também parece ser comum entre virus
infectando seus hospedeiros compativeis, 0 que sugere que 0 virus ndo precisa
mudar enquanto interage com seu hospedeiro natural (GARCIA-ARENAL et al.,
2003). Por outro lado, as taxas de mutacdes costumam ser altas quando o virus tem
gue se adaptar a um novo hospedeiro (ACOSTA-LEAL et al., 2011). Nesse tocante,
apesar de tangerinas Cledpatra e Vermelha, e tangor Ortanique ndo serem novos
hospedeiros do CiLV-C, eles certamente sao hospedeiros pouco frequentes do virus.
E de se perguntar se as alteragdes de aminoacidos observadas em tangerina
Vermelha em tdo curto periodo de tempo estdo relacionadas com a melhor
adaptabilidade desse haplétipo a essa variedade. A baixa variagdo nas sequéncias
também pode ser devido ao efeito gargalo que reduz a variabilidade genética e é
muito comum entre 0s virus transmitidos por vetores e que movem de planta a
planta. Esse efeito gargalo pode ocorrer durante a inoculagdo do virus pelo vetor,
movimento célula a célula, entrada no tecido especifico, aquisicdo pelo vetor, entre
outros (LI; ROOSSINCK, 2004). Apos repetidas infeccbes entre hospedeiros do
Wheat streak mosaic virus (WSMV) apresentou um nimero similar de haplétipos que
inicialmente infectou o primeiro hospedeiro (FRENCH; STENGER, 2005).

O efeito gargalo € crucial para a preservacdo do genoma parental, mantendo
0os mutantes adaptativos (ACOSTA-LEAL et al, 2011). Com o efeito gargalo,
somente 0s genomas mais adaptados sdo capazes de infectar a maioria das células
e, consequentemente, a diversidade genética diminui (ACOSTA-LEAL et al., 2011).
Uma alta taxa de variabilidade genética ndo é sempre vantajosa para 0s Vvirus, pois
algumas mutacOes podem ser letais e a populagédo viral pode ser erradicada. Um
exemplo foram as varias passagens de um isolado selvagem de Beet necrotic yellow
vein virus (BNYVV) através de beterrabas altamente resistentes que resultou em
variacdo genética tdo grande que, em algumas linhagens, a infeccdo viral foi
gradualmente eliminada (ACOSTA-LEAL et al., 2010). Além disso, se um virus
atingiu um nivel adaptativo em que ndo ha danos significativos a sua cultura, é bem
provavel que ele persista nessas condi¢des por um longo periodo (ACOSTA-LEAL et
al., 2011).

Embora o atual estudo tenha gerado grande quantidade de dados, os estudos
de variabilidade genética baseados em apenas um fragmento do genoma viral ndo

sao suficientes, como mostrado no trabalho de Glasa et al. (2011), no qual foi
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estudada a variabilidade genética de fragmentos genémicos de 36 isolados de
Watermelon mosaic virus (WMV) da Eslovaquia e Ird. Por isso, mais estudos devem
ser conduzidos com o intuito de contribuir para o conhecimento da variabilidade

genética do virus da leprose até entdo nao explorada.

5.3.2 Sequenciamento e estudo de variabilidade das amostras de diferentes
regides geogréficas

Os produtos de RT-PCR de 23 amostras de diferentes regiées geogréaficas,
incluindo a amostra oriunda de S&o José do Rio Preto (SJRP) usada como controle,
foram sequenciados e analisados em busca de variabilidade genética da p29, sendo
uma amostra por regido geogréfica, coletadas de diferentes espécies vegetais, tais
como laranjas Pera, Lima, Mimo do Céu, Valéncia, Hamlin, tangor Ortanique,
tangerinas Cledpatra e Cravo.

As amostras foram analisadas separadamente. Cada regido geografica
resultou em um dnico contig e cada contig agrupou um nuamero distinto de

sequéncias (Tabela 6).

Tabela 6 - Relacéo do nimero de sequéncias agrupadas nos contigs gerados pelas amostras
das diferentes localidades

Localidade NUmero de sequéncias
Alfenas/MG 12
Argentina 12
Borborema/SP 12
Brasilia/DF 11
Campinas/SP 9
Comendador Gomes/MG 12
Cordeiropolis/SP 11
Goiania/GO 11
Londrina/PR 11
Manaus/AM 10
Maring&/PR 9
Mirandépolis/SP 11
Nova Erechim/SC 10
Nova Itaberaba/SC 12
Para 9
Piracicaba/SP 11
Planaltina/DF 11
Rio Branco/AC 12
Serra Negra/SP 10
SJRP/SP 12
Sta Cruz da Conceigao/SP 11
Tocantins 9

Ubarama/SP 12
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O alinhamento desses contigs (Anexo D) mostrou que as sequéncias de
SJRP foram divergentes das demais, assim como ja havia sido observado no
experimento anterior. A similaridade da sequéncia de SJRP com as sequéncias
depositadas no GenBank € igual a 85%, enquanto as demais sequéncias Sdo em
média 99% similares entre si. Além da sequéncia de SJRP, a sequéncia com 0 maior
namero de alteragdes de nucleotideos foi a de Mirandopolis (14 nucleotideos
alterados); as com menor numero de nucleotideos alterados foram a de Santa Cruz
da Conceicdo e Tocantins, com apenas quatro alteracdes ao longo da sequéncia.
Quando as sequéncias foram traduzidas para aminoacidos (Anexo E) o resultado
permaneceu igual e aproximadamente 63% das alteragbes de nucleotideos da
sequéncia de SJRP resultaram na alteracdo de aminoacidos e em média 25% das
demais sequéncias de nucleotideos alteraram aminoacidos.

Os resultados sugerem que as sequéncias apresentaram variabilidade
genética, mas esta ndo esti associada a localidade, assim como no trabalho de
Kubo et al. (2006), onde foram analisadas 48 amostras de orquideas coletadas no
Brasil, Costa Rica e Australia. O agrupamento baseado nas espécies também nao
aconteceu, assim como também nao foi possivel determinar a relagdo entre os
hospedeiros tangerina Clebpatra, tangor Ortanique, tangerina Vermelha e
respectivas laranjas Pera no experimento descrito anteriormente. Vale ressaltar, no
entanto, que a amostragem era pequena e, para que as informacfes sejam
conclusivas, € necessario numero maior de amostras.

Foi possivel notar uma clara separacdo das amostras de diferentes regides
geograficas em dois grupos, um em que a maioria das amostras estavam inseridas e
outro com maior variabilidade, que incluia o isolado usado como padrdo. Vale
ressaltar, no entanto, que mesmo com incidéncia baixa, os variantes podem ser
capazes de se adaptar facilmente e aumentar sua incidéncia dentro da populagéao
(ACOSTA-LEAL et al., 2011). Sabe-se que os virus com material genético de RNA,
como o da leprose, possuem um potencial maior de variabilidade (COX; JONES,
2010; OKANO et al., 2010; GLASA et al., 2011; WYLIE et al., 2011a; ZHANG et al.,
2011, FERRER et al., 2011), mas existem também excec¢des a essa regra (KUBO et
al., 2009; JANSSEN et al., 2007). LOCALI (2006) observou baixa variabilidade

genética do CiLV-C para os genes que codificam as possiveis replicase e proteina
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de movimento, para isolados do Estado de S&o Paulo. Entretanto, essas regides s&o
consideradas mais conservadas e a baixa variabilidade era esperada.

Um cladograma (Figura 8) e uma matriz de distancia (Figura 9) foram
construidos utilizando o algoritmo Neighbor Joining com valores de bootstrap
calculados com 1000 replicatas, com o auxilio do programa MEGA 5.0
(http://wvww.megasoftware.net/), para confirmar os resultados obtidos com o
alinhamento das sequéncias de diferentes regides geograficas, incluindo a de SJRP,

e sequéncias da p29 disponiveis no GenBank.
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Figura 8 - Cladograma contruido utilizando o algoritmo Neighbor Joining, com valores de bootstrap
com 1000 replicatas, a partir do alinhamento das sequéncias da p29 das diferentes

regides geogréficas e sequéncias depositadas no GenBank (Locali=DQ352194.1;
Pascon=DQ157466.1; Guerra=DQ388512.1).
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Figura 9 - Matriz de distancia, com valores em porcentagem calculados entre as sequéncias da p29 das diferentes regides geograficas e sequéncias depositadas no GenBank. Os valores

de cor verrmelha representam aqueles mais préximos, os de cor azul, os mais distantes e valores de cor amarela, os medianos.
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Este estudo, pioneiro em variabilidade da p29 do virus da leprose, foi capaz de gerar muitas
informacdes relevantes. Os resultados sugerem que o virus possui variabilidade, pode estar se modificando
e talvez tornando-se um virus emergente. Por outro lado, por muito tempo ele parece ter permanecido
estavel, haja vista as sequéncias disponiveis no GenBank que possuem poucas diferencas entre si, mesmo
sendo de diferentes regifes geograficas (Campinas, Cordeirdpolis e Panama). E segundo as andlises das
sequéncias dos isolados de diferentes regides geogréficas existem varios isolados com pequenas alteracdes
de nucleotideos e aminoacidos quando comparados com as sequéncias disponiveis no GenBank.
Entretanto, o isolado de S&o José do Rio Preto pareceu diferir e possuir um padréo préprio de mutacdes que
permaneceu durante sua transmissao para diferentes plantas. Embora a maioria dessas mutagfes tenha
sido silenciosa, o que geralmente ndo altera nem estrutura e nem funcdo das proteinas posteriormente
sintetizadas, houve também algumas mutacfes que alteraram aminoacidos, em alguns casos com alteracao
de polaridade, o que pode resultar em mudancas significativas na estrutura e funcdo da proteina. No
entanto, ndo é possivel saber se essas mutacdes sao relevantes para a adaptabilidade da populacgéo viral.

A variabilidade genética observada nesse estudo, embora ndo esperada, pareceu ser significativa,
afinal a identidade ou similaridade entre as sequéncias de nucleotideos da p29 do CiLV-C de Sao José do
Rio Preto e aquelas depositadas do GenBank foi 85% e 89% entre as sequéncias de aminoacidos, o que
podem ser considerados um valores baixos. Afinal, valores inferiores a 89% de identidade entre genomas
sdo usados para distinguir novas espécies para os géneros Begomovirus e Curtovirus (BROWN et al., 2012).
E Torres et al. (2012) sugerem que valores de similaridade inferiores a 90% entre sequéncias da proteina N,
uma proteina de nucleocapsideo, € suficiente para distinguir uma nova espécie de tospovirus. Entretanto,
ndo ha um valor de identidade definido para Cilevirus. Por isso, ndo se pode afirmar que o isolado de Séo
José do Rio Preto € uma nova espécie de Cilevirus, sendo necessarios estudos posteriores para investigar

essa possibilidade.
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6 CONCLUSOES

As plantas de tangerinas Cravo, Tardia da Sicilia, Cledpatra, Vermelha, tangor Ortanique, laranja
Azeda e trapoeraba séo suscetiveis a leprose e também capazes de servir como fonte de in6culo do
virus para citros.

As plantas de lim&es Siciliano e Cravo, limas acidas Tahiti e Galego e sansdo do campo mostraram-
se resistentes a doenga, mas ndo a colonizacao pelo acaro vetor.

As plantas de malvavisco e falsa hera ndo apresentaram sintomas, mas foram capazes de servir
como fonte de indculo para plantas de citros.

Dos 62 acessos de tangerinas e hibridos avaliados, 15 mostraram-se resistentes a doenca e
poderiam ser utilizados em programas de melhoramento genético visando a resisténcia a leprose.

O isolado de S&o José do Rio Preto diferiu significativamente dos demais isolados sequenciados e
disponiveis no GenBank e as alteracdes permaneceram em diferentes hospedeiras inoculadas a partir
desse isolado.

O estudo evidenciou baixa variabilidade genética entre os isolados do CiLV-C de diferentes regides
geograficas e ndo foi possivel relacionar essa variabilidade com localidade das amostras; entretanto,
o isolado de Sao José do Rio Preto diferiu de todas as demais sequéncias.

A maioria das mutacdes que ocorreram nas sequéncias de nucleotideos analisadas foi silenciosa. No
entanto, algumas das alteracfes que resultaram na mudanca de aminoacido resultaram também na
mudanca de sua polaridade, o que pode ter implicacdo na estrutura e funcéo da proteina.

Mais estudos devem ser conduzidos para gerar resultados mais robustos; entretanto, os resultados
obtidos podem servir como suporte para futuros trabalhos sobre a variabilidade do virus da leprose

dos citros.
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DQ352194.
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A - Alinhamento das sequéncias da p29 depositadas no GenBank e sinalizacdo de primers

[

desenhados

—-GCGATAGATATCCGGTGGCTGTTGACCCTGCTGAGGTCTTTAGAGTCGTATGCTCTATA
TGCGATAGATATCCTGTGGCTGTTGACCCTGCTGAGGTCTTTAGAGTCGTATGCTCTATA
—-GCGATAGATATCCTGTGGCTGTTGACCCCGCTGAGGTCTTTAGAGTCGTATGCTCTATA

khkrkhkhkhkhkhkhkkhkhrhkk hhkhhkhkhkhhkhkkhkrhkhkk dhhkhkhkhkkhrhkkhkrhkkhkrhkhkrhkdhkhhhkkhxkkxkkx*x

GTCTCAAGTAAGGACGAGTTTAGGTTGCTCTTTGAGGAACCGCTCGCTTGTCTCCCTGAG
GTCTCAAGTAAGGACGAGTTTAGGTTGCTCTTTGAGGAACCGCTCGCTTGTCTCCCTGAG
GTCTCAAGTAAGGACGAGTTTAGGTTGCTCTTTGAGGAACCGCTCGCTTGTCTCCCTGAG

Ak hkkhk Ak hkrhhkhkhhkhkhkrhhkhhkhkhhkhkhkhhAhkhkrhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhkrkkxhkkxkkxk*x

GGTAATTTGCTTCCTGTCATTAATTAAAGTAATACTGACTTTTATGATACTATTATTGAT
GGTAATTTGCTTCCTGTCATTAATTAAAGTAATACTGACTTTTATGATACTAT TRHGAN
GGTAATTTGCTTCCTGTCATTAATTAAAGTAATACTGACTTTTATGATACTATTATTGAT

KA AR A AR AR A AR A AR AR A A A A AR AR AR A I A A AR AR A AR A AR AR AR A A AR AR A A A AR A X kK

ATTTT-ACCGCGAATTTGTATTTTGTCATTATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGAC
TTTTGTCATT AGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGAC
ATTTTTACCGCGAATTTGTATTTTGTCATT AGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGAC

khkhkkhkk hAhkhkhkhkhkhkhkkhkrhkhkhhhkrhkhkhkhhkhhkrhkhkhhhkrhkhkhhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

CCTTCCTCTGCTTTGATTGCTGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAATGTGTCTGTT
CCTTCCTCTGCTTTGATTGCTGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAACGTGTCTGTT
CCTTCCTCTGCTTTGATTGCTGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAACGTGTCTGTT

KA A KA AR AR AR A AT AR A A A A AR AR AR A A KA A AR AR A AR AN A AN AR AR A * Ak Ak Ak k%

CCTGAAGGTCTGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
CCTGAAGGTCTGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
CCTGAAGGTCTGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA

kA hkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhhkrhhkhhhkrhkhkhkhkdAhhkrhhkhhhkrhkhkhhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAGTGGTTATCAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAGTGGTTATCAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAGTGGTTATCAG

kA hkhkhkhhkrhkhkhhhkhkhkrhhkhhhkrhkhkhhhkhhkrhhkhkhhkrkhkhhkrhkkhkrhkkhkhkhhkrkrhkxkkxk*x

GCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGAGGTTGTAAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTCGCT
GCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGAGGTTGTAAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCT
GCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGAGGTTGTAAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCT

KA A A A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A A A AR AR A AR A A A AR A A A A Ak Ak Ak hkx * k%

CCACCCATAAATAAGAAAGCGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCA
CCACCCATAAATAAGAAAGCGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCA
CCACCCATAAATAAGAAAGCGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCA

kA hkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkhhkrhhkrhhkhkhhkhhkhkhkhhkhhkrhhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkrhkhkxkhkkxk

AAGTATGCCGAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATCC
AAATATGCCGAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATCC
AAATATGCCGAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATCC

KK KA AR A KR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A AR AR A AR A A A A A A Ak A Ak kA kA kK%

GAGCCCTATGCATTACCTGATTTTAAGGTAATGGAAGCTTCTGAGGACCTAGTTGCCGTC
GAGCCCTATGCGTTACCTGATTTTAAGGTAATGGAAGCTTCTGAGGACCTAGTTGCCGTC
GAGCCCTATGCGTTACCTGATTTTAAGGTAATGGAAGCTTCTGAGGACCTAGTTGCCGTC

khkhkhkrkhhkrhhkhkh dAhkhkrhkhkrhhkrhkhhhkdrhkhkrhkhkrkhhkrhkrhhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrhkrkkxk*x

AGTGAGAAGGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGCGCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAG
AGTGAGAAGGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGCGCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAG
A-TGAGAAGGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGCGCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAG

d hkkkkhkhkhkhkhkhhkhkrhkhkhhhkrhkhkhhkdhhkhkrhhkrkhhkrkhkhhkrhkhkrhkkhkhkhhkrkrhkhkxrkkxkx

CGACCCATAAAGAACGTTGTCCCGGTATTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTC

59
60
59

119
120
119

179
180
179

238
239
239

298
299
299

358
359
359

418
419
419

478
479
479

538
539
539

598
599
599

658
659
659

718
719
718

778



76

DQ352194.
DQ388512.

DQ157466.
DQ352194.
DQ388512.

DQ157466.
DQ352194.
DQ388512.

DQ157466.
DQ352194.
DQ388512.

DQ157466.
DQ352194.
DQ388512.

DQ157466.
DQ352194.
DQ388512.

DQ157466.
DQ352194.
DQ388512.

DQ157466.
DQ352194.
DQ388512.

DQ157466.
DQ352194.
DQ388512.

=

CGACCCATAAAGAACGTTGTCCCGGTATTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTC
CGACCCATAAAGAACGTTGTCCCGGTGTTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTC

Ak hkhkhkhkhhkhkhk A hkhkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhhkh *,hkkrhkkhkhhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkkrhkkhkrhkkhkhkxkxx

TTCCCTGGCTCGAATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGATTAT
TTCCCTGGCTCGAATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTAT
TTCCCTGGCTCGAATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTAT

Ak hkhkhkhk kA hkhk Ak hkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhrhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkkrhkkhkrhhkrkhkkkkhkx **x%

GCAGAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAATCCACGAA
GCAGAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAATCCACGAA
GCAGAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAATCCACGAA

KA A A AR AR A A A A AR A AR A A A AR AR A IR A A A AR A A A A A A AR AR AR A A A A A Ak A A A,k K

CTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATAGTGGTACACAAGATGTC
CTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATAGTGGTACACAAGATGTC
CTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATAGTGGTACACAAGATGTC

Ak hkhkkhk kA hkhk Ak hkhAhkhk A hhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkrhhkhkhhkrhkhkhkhkrhkhkrhkkrkhhkrhkkkhkxxkxk

GTCGTGTCTGATGAGGAGGATGACTCCGACTCAGCGCAGTAGGTCGGTGGATTAATGATG
GTCGTGTCTGATGAGGAGGATGACTCCCACTCAGCGCAGTAGGTCGGTGGATTAATGATG
GTCGTGTCTGATGAGGAGGACGACTCCGACTCAGCGCAGHABGTCGGTGGATTAACGATG

KAKXKAKRKAAKAAKAKAAKRAXAKAKI A A KAAKRAIAKAAXAKAAKRAXAAA A A A KN A XA AR A A AR Ak A I Ak Kk *k)%

GGGGTTTTCTTGCGGTTCTTTCCCTCATTCTATTTTGAATCGCTAATCTCTGGTACTTTT
GGGGTTTTCTTGCGGTTCTTTCCCTCATTCTATTTTGAATCGCTAATCTC
GGGGTTTTCTTGCGGTTCTTTCCCTCACTCTATCTTGAATCGCTAATCTCTGGTACTTTT

hhkrkhkhkhk kA hkhkhAhkhkrhkhkrhkkhkhkhhkhkhkhhkhk hhkrkhk hhkrkhkhkhkkhkrhkhkrhkkhkrhhkrkhkkhkhkhxhkxk

TGTGCTGGAGATTATCTGAACTTACGTTCGGTCCGGTCGTTGTCAGCTGGGCGAGGTTTG
GATTATCTGAACTTACGTTCGGTCCGGTCGTTGTCAGCTGGGCGAGGTTTG
TGTGCTGGAGATTATCTGAACTTACGTTCGGTCCGGTCGTTGTCAGCTGGGCGAGGTTTA

KA AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KRR IR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR,k K

AATTCCTCAATTTTGATTAATTTCTAGTCTCTTCCAGCTGGTGGCGTACCACCTTTTCTT
AATTCCTCAATTTTGATTAATTTCTAGTCTCTTCCAGCTGGTGGTGTACCACCTTTTCTT
AATTCCTCAATTTTGATTAATTTCTAGTCTCTTCCAGCTGGTGGCGTACCACCTTTTCTT

KA KA K AR A AR AR A AR A AR A A A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A A,k K, A Ak kA kA kA kh k)%

TTTAATTTTTCTTTTCTTTTGTCTTTATGACA-—————————————— 1230
TTTAATTTTTCTTTTCTTTTGTCTTTA-GACAAAAAAAAAAAAAAAA 1245
TTTTAATTTTCTTTTCTTTTGTCTTTATGAC-—————-—————————— 1229

khkkx ok khkkkrkkkhkrkkhkrkkkhkhkkkhkrkk Kkkx

Primers 1, Primers 2, Primers 3 e Plifieiond

779
778

838
839
838

898
899
898

958
959
958

1018
1019
1018

1078
1079
1078

1138
1139
1138

1198
1199
1198
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Anexo B - Alinhamento das sequéncias de nucleotideos das amostras vegetais inoculadas com isolado do CiLV-C de SJRP. Na
sequéncia horizontal, as amostras sdo: laranja de S&o José do Rio Preto (fonte de indculo original), tangerina
Cledpatra, laranja Pera infestada com acaros provenientes de tangerina Cleépatra, tangor Ortanique, laranja Pera
infestada com acaros provenientes de tangor Ortanique, tangerina Vermelha, laranja Pera infestada com &caros
provenientes de tangerina Vermelha, e sequéncias da p29 depositadas no GenBank. Em destaque estdo as alteracdes

em nucleotideos

Tangerina vermelha ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCTTCTGCTTTGATTGC 50
Tangerina vermelha Pera ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCTTCTGCTTTGATTGC 50
Cleopatra ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCTTCTGCTTTGATTGC 50
Ortanique Pera ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCTTCTGCTTTGATTGC 50
Cleopatra Pera ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCTTCTGCTTTGATTGC 50
Ortanique ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCTTCTGCTTTGATTGC 50
SJRP ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCTTCTGCTTTGATTGC 50
DQ352194.1 ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC 50
DQ388512.1 ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC 50
DQ157466.1 ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC 50
KKK KA KA KR AR AR AR AR AR AR AR AR AKAAKRAKANAKNAAKX AKX AXAKAAA A A AKX K
Tangerina vermelha TGAGATTATGCAGGCTATAGAGCGACACAATGTGTCTGTTCCTGAAGGTC 100
Tangerina vermelha Pera TGAGATTATGCAGGCTATAGAGCGACACAATGTGTCTGTTCCTGAAGGTC 100
Cleopatra TGAGATTATGCAGGCTATAGAGCGACACAATGTGTCTGTTCCTGAAGGTC 100
Ortanique Pera TGAGATTATGCAGGCTATAGAGCGACACAATGTGTCTGTTCCTGAAGGTC 100
Cleopatra Pera TGAGATTATGCAGGCTATAGAGCGACACAATGTGTCTGTTCCTGAAGGTC 100
Ortanique TGAGATTATGCAGGCTATAGAGCGACACAATGTGTCTGTTCCTGAAGGTC 100
SJRP TGAGATTATGCAGGCTATAGAGCGACACAATGTGTCCGTTCCTGAAGGTC 100
DQ352194.1 TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAACGTGTCTGTTCCTGAAGGTC 100
DQ388512.1 TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAACGTGTCTGTTCCTGAAGGTC 100
DQ157466.1 TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAATGTGTCTGTTCCTGAAGGTC 100
ARk XAkKkAkhAkAkhkhkA hkkhkkhkk *k *khkkhkhkk, K A Ak, *k K hkkhk*,*k *hkkhkhAkkhkhkkk kkk*x%
Tangerina vermelha TGCGTAACTTTAGTAAACCGGATAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCACAA 150
Tangerina vermelha Pera TGCGTAACTTTAGTAAACCGGATAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCACAA 150
Cleopatra TGCGTAACTTTAGTAAACCGGATAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCACAA 150
Ortanique Pera TGCGTAACTTTAGTAAACCGGATAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCACAA 150
Cleopatra Pera TGCGTAACTTTAGTAAACCGGATAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCACAA 150
Ortanique TGCGTAACTTTAGTAAACCGGATAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCACAA 150
SJRP TGCGTAACTTTAGTAAACCGGATAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCACAA 150
DQ352194.1 TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA 150
DO388512.1 TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA 150
DQ157466.1 TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA 150
Kk Kk Kk kK Kk kkkk Kkk K%k KAkKRKAkAk kA Ak Ak kA hkhkk Ak khkrkkhkhkk *x **x%
Tangerina vermelha CAGCCATCACGAGCGTCAGCACGTTCTCAACAACTGCAACCTAGTACTAG 200
Tangerina vermelha Pera CAGCCATCACGAGCGTCAGCACGTTCTCAACAACTGCAACCTAGTACTAG 200
Cleopatra CAGCCATCACGAGCGTCAGCACGTTCTCAACAACTGCAACCTAGTACTAG 200
Ortanique Pera CAGCCATCACGAGCGTCAGCACGTTCTCAACAACTGCAACCTAGTACTAG 200
Cleopatra Pera CAGCCATCACGAGCGTCAGCACGTTCTCAACAACTGCAACCTAGTACTAG 200
Ortanique CAGCCATCACGAGCGTCAGCACGTTCTCAACAACTGCAACCTAGTACTAG 200
SJRP CAGCCATCACGAGCGTCAGCACGTTCTCAACAACTGCAACCTAGTACTAG 200
DQ352194.1 CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG 200
DO388512.1 CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG 200
DQ157466.1 CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG 200
* Kk K KAk kkhkkAhkkkkkhkkkhkk )k k%K kkkhkk KhkAkkkkkkhk Kk kK * Kk kkk Kk
Tangerina vermelha TGGTTATCAGGCTAAAAAGCCTGGTAAACAAAAGGTCGAGGTTGTCCCGC 250
Tangerina vermelha Pera TGGTTATCAGGCTAAAAAGCCTGGTAAACAAAAGGTCGAGGTTGTCCCGC 250
Cleopatra TGGTTATCAGGCTAAAAAGCCTGGTAAACAAAAGGTCGAGGTTGTCCCGC 250
Ortanique Pera TGGTTATCAGGCTAAAAAGCCTGGTAAACAAAAGGTCGAGGTTGTCCCGC 250
Cleopatra_ Pera TGGTTATCAGGCTAAAAAGCCTGGTAAACAAAAGGTCGAGGTTGTCCCGC 250
Ortanique TGGTTATCAGGCTAAAAAGCCTGGTAAACAAAAGGTCGAGGTTGTCCCGC 250
SJRP TGGTTATCAGGCTAAAAAGCCTGGTAAGCAAAAGGTCGAGGTTGTCCCGC 250
DQ352194.1 TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGAGGTTGT————— 245
DQ388512.1 TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGAGGTTGT---—— 245
DQ157466.1 TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGAGGTTGT————— 245

dkhkrxhkkhkhkkhkhkhkkhkhxk *k xk kkhkkk kkk kk kkhkkk kkhkrkkhkxkkx
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Tangerina vermelha
Tangerina vermelha Pera
Cleopatra

Ortanique Pera
Cleopatra Pera
Ortanique

SJRP

DQ352194.1

DQ388512.1

DQ157466.1

Tangerina vermelha
Tangerina vermelha Pera
Cleopatra

Ortanique Pera
Cleopatra Pera
Ortanique

SJRP

DQ352194.1

DQ388512.1

DQ157466.1

Tangerina vermelha
Tangerina vermelha Pera
Cleopatra

Ortanique Pera
Cleopatra Pera
Ortanique

SJRP

DQ352194.1

DQ388512.1

DQ157466.1

Tangerina vermelha
Tangerina vermelha Pera
Cleopatra

Ortanique Pera
Cleopatra Pera
Ortanique

SJRP

DQ352194.1

DQ388512.1

DQ157466.1

Tangerina vermelha
Tangerina vermelha Pera
Cleopatra

Ortanique Pera
Cleopatra Pera
Ortanique

SJRP

DQ352194.1

DQ388512.1

DQ157466.1

Tangerina vermelha
Tangerina vermelha Pera
Cleopatra

Ortanique Pera
Cleopatra Pera
Ortanique

SJRP

AAAAGCTGAAGCAGAAGCAGCCTGCTGCACCCATAAATAAGAAGGCGGCA
AAAAGCTGAAGCAGAAGCAGCCTGCTGCACCCATAAATAAGAAGGCGGCA
AAAAGCTGAAGCAGAAGCAGCCTGCTGCACCCATAAATAAGAAGGCGGCA
AAAAGCTGAAGCAGAAGCAGCCTGCTGCACCCATAAATAAGAAGGCGGCA
AAAAGCTGAAGCAGAAGCAGCCTGCTGCACCCATAAATAAGAAGGCGGCA
AAAAGCTGAAGCAGAAGCAGCCTGCTGCACCCATAAATAAGAAGGCGGCA
AAAAGCTGAAGCAGAAGCAGCCTGCTGCACCCATAAATAAGAAGGCGGCA
—AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCCACCCATAAATAAGAAAGCGGCG
-AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCCACCCATAAATAAGAAAGCGGCG
—AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTCGCTCCACCCATAAATAAGAAAGCGGCG

*hkAKk Kk khkhkkkhkkkhkk Ak Kk k khkk khkkkhkkkkkkrhkkrkkk khkkkx

AAAGCCAAACTCTATGGATTGGAGCAACACTGCCCTAAGTATGCTGAAGC
AAAGCCAAACTCTATGGATTGGAGCAACACTGCCCTAAGTATGCTGAAGC
AAAGCCAAACTCTATGGATTGGAGCAACACTGCCCTAAGTATGCTGAAGC
AAAGCCAAACTCTATGGATTGGAGCAACACTGCCCTAAGTATGCTGAAGC
AAAGCCAAACTCTATGGATTGGAGCAACACTGCCCTAAGTATGCTGAAGC
AAAGCCAAACTCTATGGATTGGAGCAACACTGCCCTAAGTATGCTGAAGC
AAAGCCAAACTCTATGGATTGGAGCAACACTGCCCTAAGTATGCTGAAGC
AAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAATATGCCGAGGC
AAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAATATGCCGAGGC
AAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAGTATGCCGAGGC

khkhkkhkkhkkhkrhkkhkk khhkhkhk *hkkhkrkhkkhkhkhkhkhkhkrhkkhkrkhk ** *hkxk*x **x *x*

GAAAGGGCTTCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTACAAGATATCCGAAC
GAAAGGGCTTCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTACAAGATATCCGAAC
GAAAGGGCTTCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTACAAGATATCCGAAC
GAAAGGGCTTCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTACAAGATATCCGAAC
GAAAGGGCTTCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTACAAGATATCCGAAC
GAAAGGGCTTCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTACAAGATATCCGAAC
GAAAGGGCTTCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTACAAGATATCCGAAC
GAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATCCGAGC
GAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATCCGAGC
GAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATCCGAGC

Kkhkk KAhkKkAKhk FAAAKAAKRAXAAAAAAKAAXAAA A A XA Kk, KA *kk khkkhhkkx*x *

CCTATGCACTGCCTGATTGTGAGGTGATGGAAGCTTCTGAGGATTTGGTT
CCTATGCACTGCCTGAATGTGAGGTGATGGAAGCTTCTGAGGATTTGGTT
CCTATGCACTGCCTGATTTTAAGGTGATGGAAGCTTCTGAGGATTTGGTT
CCTATGCACTGCCTGATTTTAAGGTGATGGAAGCTTCTGAGGACTTGGTT
CCTATGCACTGCCTGATTTTAAGGTGATGGAAGCTTCTGAGGATTTGGTT
CCTATGCACTGCCTGATTTTAAGGTGATGGAAGCTTCTGAGGATTTGGTT
CCTATGCACTGCCTGACTTTAAGGTGATGGAAGCTTCTGAGGATTTGGTT
CCTATGCGTTACCTGATTTTAAGGTAATGGAAGCTTCTGAGGACCTAGTT
CCTATGCGTTACCTGATTTTAAGGTAATGGAAGCTTCTGAGGACCTAGTT
CCTATGCATTACCTGATTTTAAGGTAATGGAAGCTTCTGAGGACCTAGTT

*kkkk Kk Kk Kk kkkkk kK kK kkkhkk khkkhkkkAkhkAkhkkAkAkk Ak kK * Kk kK

GCTGTTAACGAAAAGGATCCCATGGGTACTTTTGAGAAGCGTCTGTATAG
GCTGTTAACGAAAAGGATCCCATGGGTACTTTTGAGAAGCGTCTGTATAG
GCTGTTAACGAAAAGGATCCCATGGGTACTTTTGAGAAGCGTCTGTATAG
GCTGTTAACGAAAAGGATCCCATGGGTACTTTTGAGAAGCGTCTGTATAG
GCTGTTAACGAAAAGGATCCCATGGGTACTTTTGAGAAGCGTCTGTATAG
GCTGTTAACGAAAAGGATCCCATGGGTACTTTTGAGAAGCGTCTGTATAG
GCTGTTAACGAAAAGGATCCCATGGGTACTTTTGAGAAGCGTCTGTATAG
GCCGTCAGTGAGAAGGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGCGCTTATATAG
GCCGTCA-TGAGAAGGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGCGCTTATATAG
GCCGTCAGTGAGAAGGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGCGCTTATATAG

**x k*x K * Kk kkkkk kkx krxkkxkxk * Kk k ok ok kkkkkx * xkkxk

CATGGGCTTCCCGAAAAGGCCCATAAAGAATGTTATCCCAGTGTTTGAGT
CATGGGCTTCCCGAAAAGGCCCATAAAGAATGTTATCCCAGTGTTTGAGT
CATGGGCTTCCCGAAAAGGCCCATAAAGAATGTTATCCCAGTGTTTGAGT
CATGGGCTTCCCGAAAAGGCCCATAAAGAATGTTATCCCAGTGTTTGAGT
CATGGGCTTCCCGAAAAGGCCCATAAAGAATGTTATCCCAGTGTTTGAGT
CATGGGCTTCCCGAAAAGGCCCATAAAGAATGTTATCCCAGTGTTTGAGT
CATGGGCTTCCCGAAAAGGCCCATAAAGAATGTTATCCCAGTGTTTGAGT

300
300
300
300
300
300
300
294
294
294

350
350
350
350
350
350
350
344
344
344

400
400
400
400
400
400
400
394
394
394

450
450
450
450
450
450
450
444
444
444

500
500
500
500
500
500
500
494
493
494

550
550
550
550
550
550
550



DQ352194.1
DQ388512.1
DQ157466.1

Tangerina vermelha
Tangerina vermelha Pera
Cleopatra

Ortanique Pera
Cleopatra Pera
Ortanique

SJRP

DQ35219%94.1

DQ388512.1

DQ157466.1

Tangerina vermelha
Tangerina vermelha Pera
Cleopatra

Ortanique Pera
Cleopatra Pera
Ortanique

SJRP

DQ352194.1

DQ388512.1

DQ157466.1

Tangerina vermelha
Tangerina vermelha Pera
Cleopatra

Ortanique Pera
Cleopatra Pera
Ortanique

SJRP

D0Q352194.1

DQ388512.1

DQ157466.1

Tangerina vermelha
Tangerina vermelha Pera
Cleopatra

Ortanique Pera
Cleopatra Pera
Ortanique

SJRP

DQ352194.1

DQ388512.1

DQ157466.1

Tangerina vermelha
Tangerina vermelha Pera
Cleopatra

Ortanique Pera
Cleopatra Pera
Ortanique

SJRP

DQ352194.1

DQ388512.1

DQ157466.1

TATGGGCTTCCCGAAGCGACCCATAAAGAACGTTGTCCCGGTATTCGAGT
TATGGGCTTCCCGAAGCGACCCATAAAGAACGTTGTCCCGGTGTTCGAGT
TATGGGCTTCCCGAAGCGACCCATAAAGAACGTTGTCCCGGTATTCGAGT

KAk kA Kk Ak Kk kX kkk kX kkkhkkkkhkhkAkkhkhkk kAkhkk khkkk Kkk kk kkkk

TCAGTGATCATTACATTGTAGTGTTCTTCCCTGGGTCAAATGCTGAGATA
TCAGTGATCATTACATTGTAGTGTTCTTCCCTGGGTCAAATGCTGAGATA
TCAGTGATCATTACATTGTAGTGTTCTTCCCTGGGTCAAATGCTGAGATA
TCAGTGATCATTACATTGTAGTGTTCTTCCCTGGGTCAAATGCTGAGATA
TCAGTGATCATTACATTGTAGTGTTCTTCCCTGGGTCAAATGCTGAGATA
TCAGTGATCATTACATTGTAGTGTTCTTCCCTGGGTCAAATGCTGAGATA
TCAGTGATCATTACATTGTAGTGTTCTTCCCTGGGTCAAATGCTGAGATA
TCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGAATGCTGAGATA
TCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGAATGCTGAGATA
TCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGAATGCTGAGATA

kA rkhkkhkhkhkhkhkkhk kkhkhkhkkhkrkhkk hhkhkkhkrhkkhkhkhkkhkrkhkhk **k *kkhkkhkkhkrkhkkxkk*x

GTCAAAAACATTCCTAAGGATTCCGTTGCTGACTATGCCGAAGCACAGCT
GTCAAAAACATTCCTAAGGATTCCGTTGCTGACTATGCCGAAGCACAGCT
GTCAAAAACATTCCTAAGGATTCCGTTGCTGACTATGCCGAAGCACAGCT
GTCAAAAACATTCCTAAGGATTCCGTTGCTGACTATGCCGAAGCACAGCT
GTCAAAAACATTCCTAAGGATTCCGTTGCTGACTATGCTGAAGCACAGCT
GTCAAAAACATTCCTAAGGATTCCGTTGCTGACTATGCTGAAGCACAGCT
GTCAAAAACATTCCTAAGGATTCCGTTGCTGACTATGCTGAAGCACAACT
GTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCAGAGGCACAACT
GTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCAGAGGCACAACT
GTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGATTATGCAGAGGCACAACT

*khk kk kkk Ak kkkkhkhkhkhkk khkkrkkk hkhkrk kkhkkkk kk kkhkkkkx Kkx

CGCCGCATTACTTGCTGCTAGACAACAGATTAACCAAATCCATGATTTGG
CGCCGCATTACTTGCTGCTAGACAACAGATTAACCAAATCCATGATTTGG
CGCCGCATTACTTGCTGCTAGACAACAGATTAACCAAATCCATGATTTGG
CGCCGCATTACTTGCTGCTAGACAACAGATTAACCAAATCCATGATTTGG
CGCCGCATTACTTGCTGCTAGACAACAGATTAACCAAATCCATGATTTGG
CGCCGCATTACTTGCTGCTAGACAACAGATTAACCAAATCCATGATTTGG
CGCCGCATTACTTGCTGCTAGACAACAGATTAACCAAATCCATGATTTGG
TGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAATCCACGAACTGG
TGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAATCCACGAACTGG
TGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAATCCACGAACTGG

* Kk k) Kk kkAhkkAAkAkAkhAkAkKhkhkAhkKhk khkkhkhkkkhkhkk KAk kkhkkkk kx * Kk Kk

GTGACATCCTACCTACCAATTATCTTAATGTTCTTGATAGTGGTACACAG
GTGACATCCTACCTACCAATTATCTTAATGTTCTTGATAGTGGTACACAG
GTGACATCCTACCTACCAATTATCTTAATGTTCTTGATAGTGGTACACAG
GTGACATCCTACCTACCAATTATCTTAATGTTCTTGATAGTGGTACACAG
GTGACATCCTACCTACCAATTATCTTAATGTTCTTGATAGTGGTACACAG
GTGACATCCTACCTACCAATTATCTTAATGTTCTTGATAGTGGTACACAG
GTGACATCCTACCTACCAATTATCTTAATGTTCTTGATAGTGGTACACAG
GCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATAGTGGTACACAA
GCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATAGTGGTACACAA
GCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATAGTGGTACACAA

Kk kA AhkhkAKk hAhkAkAAkAAkAAkAAAAAhk K KAk khkkhk Kk KkhkkhkhAkkAkhkAkhkk Ak kK

544
543
544

600
600
600
600
600
600
600
594
593
594

650
650
650
650
650
650
650
644
643
644

700
700
700
700
700
700
700
694
693
694

750
750
750
750
750
750
750
744
743
744

GATGTTGTTGTTTCTGATGGGGATGATGAATCCCAATCAGAGCAGTAA 798
GATGTTGTTGTTTCTGATGGGGATGATGAATCCCAATCAGAGCAGTAA 798
GATGTTGTTGTTTCTGATGGGGATGATGAATCCCAATCAGAGCAGTAA 798
GATGTTGTTGTTTCTGATGGGGATGATGAATCCCAATCAGAGCAGTAA 798
GATGTTGTTGTTTCTGATGGGGATGATGAATCCCAATCAGAGCAGTAA 798
GATGTTGTTGTTTCTGATGGGGATGATGAATCCCAATCAGAGCAGTAA 798
GATGTTGTTGTTTCTGATGGGGATGATGAATCCCAATCAGAGCAGTAA 798
GATGTCGTCGTGTCTGATGAGGAGGATGACTCCGACTCAGCGCAGTAG 792
GATGTCGTCGTGTCTGATGAGGAGGACGACTCCGACTCAGCGCAGTAG 791
GATGTCGTCGTGTCTGATGAGGAGGATGACTCCGACTCAGCGCAGTAG 792

dhkxhkk hk kk kkkkhkrkk khkk kk kk xkk Kk kkkk Kk kxkk
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ANEXO C - Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das amostras vegetais inoculadas com isolado do CiLV-C de SJRP. Na
sequéncia horizontal, as amostras sdo: laranja de S&o José do Rio Preto (fonte de indculo original), tangerina
Cleopatra, laranja Pera infestada com acaros provenientes de tangerina Cledpatra, tangor Ortanique, laranja Pera
infestada com acaros provenientes de tangor Ortanique, tangerina Vermelha, laranja Pera infestada com acaros
provenientes de tangerina Vermelha, e sequéncias da p29 depositadas no GenBank. Em destaque estdo as
alteracdes em aminoacidos

Tangerina vermelha MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQAIERHNVSVPEGLRNFSKPDKKKQQSQPQ 50
Tangerina vermelha Pera MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQAIERHNVSVPEGLRNFSKPDKKKQQSQPQ 50
SJRP MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQAIERHNVSVPEGLRNFSKPDKKKQQSQPQ 50
Cleopatra MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQAIERHNVSVPEGLRNFSKPDKKKQQSQPQ 50
Cleopatra Pera MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQAIERHNVSVPEGLRNFSKPDKKKQQSQPQ 50
Ortanique MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQAIERHNVSVPEGLRNFSKPDKKKQQSQPQ 50
Ortanique Pera MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQAIERHNVSVPEGLRNFSKPDKKKQQSQPQ 50
DQ157466.1 MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQAIERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ 50
DQ352194.1 MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQAIERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ 50
DQ388512.1 MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQAIERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ 50
***********************************::*** * Kk ok ok Kk Kk kk ok
Tangerina_vermelha QPSRASARSQQLQPSTSGYQAKKPGKQKVEVVPQKLKQKQPAAPINKKAA 100
Tangerina vermelha Pera QPSRASARSQQLOPSTSGYQAKKPGKQKVEVVPQKLKQKQPAAPINKKAA 100
SJRP QPSRASARSQQLQOPSTSGYQAKKPGKQKVEVVPQKLKQKQPAAPINKKAA 100
Cleopatra QPSRASARSQQLOPSTSGYQAKKPGKQKVEVVPQKLKQKQPAAPINKKAA 100
Cleopatra_Pera QPSRASARSQQLQPSTSGYQAKKPGKQKVEVVPQKLKQKQPAAPINKKAA 100
Ortanique QPSRASARSQQLOPSTSGYQAKKPGKQKVEVVPQKLKQKQPAAPINKKAA 100
Ortanique_Pera QPSRASARSQQLQPSTSGYQAKKPGKQKVEVVPQKLKQKQPAAPINKKAA 100
DQ157466.1 QLSRASARPQQLQPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKQKQLAPPINKKAA 98
DQ352194.1 QLSRASARPQQLQPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKQKQLAPPINKKAA 98
DQ388512.1 QLSRASARPQQLQPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKQKQLAPPINKKAA 98
* ******-*****-.********-***-*** * kK kx *-*******
Tangerina_vermelha KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDCEVMEASEDLV 150
Tangerina vermelha Pera KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPECEVMEASEDLV 150
SJRP KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFKVMEASEDLV 150
Cleopatra KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFKVMEASEDLV 150
Cleopatra_Pera KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFKVMEASEDLV 150
Ortanique KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFKVMEASEDLV 150
Ortanique_Pera KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFKVMEASEDLV 150
DQ157466.1 KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFKVMEASEDLV 148
DQ352194.1 KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFKVMEASEDLV 148
DQ388512.1 KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFKVMEASEDLV 148
**************************************: :*********
Tangerina_vermelha AVNEKDPMGTFEKRLYSMGFPKRPIKNVIPVFEFSDHYIVVFFPGSNAEI 200
Tangerina vermelha Pera AVNEKDPMGTFEKRLYSMGFPKRPIKNVIPVFEFSDHYIVVFFPGSNAEI 200
SJRP AVNEKDPMGTFEKRLYSMGFPKRPIKNVIPVFEFSDHYIVVFFPGSNAEI 200
Cleopatra AVNEKDPMGTFEKRLYSMGFPKRPIKNVIPVFEFSDHYIVVFFPGSNAEI 200
Cleopatra Pera AVNEKDPMGTFEKRLYSMGFPKRPIKNVIPVFEFSDHYIVVFFPGSNAEI 200
Ortanique AVNEKDPMGTFEKRLYSMGFPKRPIKNVIPVFEFSDHYIVVFFPGSNAEI 200
Ortanique Pera AVNEKDPMGTFEKRLYSMGFPKRPIKNVIPVFEFSDHYIVVFFPGSNAEI 200
DQ157466.1 AVSEKDPMGSFEKRLYSMGFPKRPIKNVVPVFEFSDHYIVVFFPGSNAEI 198
DQ352194.1 AVSEKDPMGSFEKRLYSMGFPKRPIKNVVPVFEFSDHYIVVFFPGSNAEI 198
DQ388512.1 AVSEKDPMGSFEKRLYSMGFPKRPIKNVVPVFEFSDHYIVVFFPGSNAEI 198
**.******:******************:*********************
Tangerina vermelha VKNIPKDSVADYAEAQLAALLAARQQINQIHDLGDILPTNYLNVLDSGTQ 250
Tangerina_vermelha_Pera VKNIPKDSVADYAEAQLAALLAARQQINQIHDLGDILPTNYLNVLDSGTQ 250
SJRP VKNIPKDSVADYAEAQLAALLAARQQINQIHDLGDILPTNYLNVLDSGTQ 250
Cleopatra VKNIPKDSVADYAEAQLAALLAARQQINQIHDLGDILPTNYLNVLDSGTQ 250
Cleopatra Pera VKNIPKDSVADYAEAQLAALLAARQQINQIHDLGDILPTNYLNVLDSGTQ 250
Ortanique VKNIPKDSVADYAEAQLAALLAARQQINQIHDLGDILPTNYLNVLDSGTQ 250
Ortanique Pera VKNIPKDSVADYAEAQLAALLAARQQINQIHDLGDILPTNYLNVLDSGTQ 250



DQ157466.1
DQ352194.1
DQ388512.1

Tangerina vermelha
Tangerina vermelha Pera
SJRP

Cleopatra

Cleopatra Pera
Ortanique

Ortanique Pera
DQ157466.1

DQ352194.1

DQ388512.1
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VKNVPKDSVSDYAEAQLAALLAARQQINQIHELGDILPTNYLNVLDSGTQ 248
VKNVPKDSVSDYAEAQLAALLAARQQINQIHELGDILPTNYLNVLDSGTQ 248
VKNVPKDSVSDYAEAQLAALLAARQQINQIHELGDILPTNYLNVLDSGTQ 248

KAKK e KAk KAA K e AAAKAAAIAKAAKNAIAKAA KA A KNI XK e kAKX XA XA A XA A XA XKk

DVVVSDGDDESQSEQ
DVVVSDGDDESQSEQ
DVVVSDGDDESQSEQ
DVVVSDGDDESQSEQ
DVVVSDGDDESQSEQ
DVVVSDGDDESQSEQ
DVVVSDGDDESQSEQ
DVVVSDEEDDSDSAQ
DVVVSDEEDDSDSAQ
DVVVSDEEDDSDSAQ

khkrkhkkhkhk ok ek ok K

265
265
265
265
265
265
265
263
263
263

ANEXO D - Alinhamento entre as sequéncias de nucleotideos das amostras oriundas de diferentes regies geograficas. Cada
regido resultou em um contig, que foi comparado com as sequéncias da p29 disponiveis no GenBank. Em destaque
a alteracdo de nucleotideos

Planaltina DF
Goiania GO
Piracicaba SP
Mirandopolis SP
Campinas_SP
Argentina

Nova Erechim SC
Brasilia DF
DQ388512.1

Nova Itaberaba SC
Manaus_ AM

Santa Cruz _da Conceicao_SP
Tocantins
DQ352194.1
Borborema SP
Cordeiropolis_ SP
Ubarama SP
Comendador Gomes MG
Rio Branco AC
Para

Londrina PR
Alfenas MG

Serra Negra SP

DQ157466.1
Maringa PR
SJRP

Planaltina DF
Goiania GO
Piracicaba_ SP
Mirandopolis SP
Campinas_SP
Argentina

Nova Erechim SC
Brasilia DF
DQ388512.1

Nova Itaberaba SC
Manaus_AM

Santa Cruz da Conceicao_ SP
Tocantins

ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCCTCTGCTTTGATTGC
ATGAGTATCGTAACTTTCACTTTGACTGACCCTTCTTCTGCTTTGATTGC

KAIAKRAAKAKRKAAKAA KR KA AR A AR AAA AR A XA A A A A A KA KX Ak khAkhk Ak kA hx k%

TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAACGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAACGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAACGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAACGTGTCTGTTCCTGAAAGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAACGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAACGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAACGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAACGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAACGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAACGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAATGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAACGTGTCTGTTCCCGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAACGTGTCCGTTCCTGAAGGTC

50
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50
50
50
50
50
50
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DO352194.1
Borborema SP
Cordeiropolis SP
Ubarama SP
Comendador Gomes MG
Rio Branco AC

Para

Londrina PR
Alfenas MG

Serra Negra SP

DQ157466.1
Maringa PR
SJRP

Planaltina DF
Goiania GO
Piracicaba SP
Mirandopolis SP
Campinas_SP
Argentina

Nova Erechim SC
Brasilia DF
DQ388512.1

Nova Itaberaba SC
Manaus_AM

Santa Cruz da Conceicao_ SP
Tocantins
DQ352194.1
Borborema SP
Cordeiropolis SP
Ubarama SP
Comendador Gomes MG
Rio Branco AC
Para

Londrina PR
Alfenas MG

Serra Negra SP

DQ157466.1
Maringa PR
SJRP

Planaltina DF
Goiania GO
Piracicaba SP
Mirandopolis SP
Campinas_SP
Argentina

Nova Erechim SC
Brasilia DF
DQ388512.1

Nova Itaberaba SC
Manaus_ AM

Santa Cruz da Conceicao SP
Tocantins
DQ352194.1
Borborema SP
Cordeiropolis SP
Ubarama_ SP
Comendador_ Gomes MG
Rio Branco AC
Para

Londrina PR
Alfenas MG

Serra Negra SP
DQ157466.1
Maringa PR

TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAACGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAATGTGTCTGTTCCTGAAAGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAATGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCGTCGAGCGGCACAATGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAATGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAATGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAATGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAATGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAATGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAATGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAATGTGTCTGTTCCTGAAGGTC
TGAGATTATGCAGGCCATTGAGCGGCACAATGTGTCTGTTCCTGAGGGTC
TGAGATTATGCAGGCTATAGAGCGACACAATGTGTCCGTTCCTGAAGGTC

kA rxhkkkhkkkkkxkk kK * kkkkk kkkkk khkkkhkk krxkkkx kx * x %

TGCGTGATATTAACAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAACAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAACAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAACAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAACAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAACAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAACAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCCCAA
TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCACAACCTCAA
TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATACTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAGCAAGCCTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTGATATTAGCAAGCTTACTAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCTCAA
TGCGTAACTTTAGTAAACCGGATAAGAAGAAGCAGCAGTCGCAACCACAA

Kk Kk Kk kK Kk * K * Kk K KAk kAhkhkAhAkhkkhkhAkkhkkhkhkk hkk |_K*kk kx K**x%k

CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGTCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACCGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
CAACTGTCACGAGCGTCAGCGCGCCCTCAGCAACTGCAACCCGGTCCTAG
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SJRP

Planaltina DF
Goiania GO
Piracicaba SP
Mirandopolis SP
Campinas_SP
Argentina

Nova Erechim SC
Brasilia DF
DQ388512.1

Nova Itaberaba SC
Manaus_AM

Santa Cruz da Conceicao_ SP
Tocantins
DQ352194.1
Borborema SP
Cordeiropolis SP
Ubarama SP
Comendador Gomes MG
Rio Branco AC
Para

Londrina PR
Alfenas MG

Serra Negra SP

DQ157466.1
Maringa PR
SJRP

Planaltina DF
Goiania GO
Piracicaba_ SP
Mirandopolis SP
Campinas_SP
Argentina

Nova Erechim SC
Brasilia DF
DQ388512.1

Nova Itaberaba SC
Manaus_AM

Santa Cruz da Conceicao SP
Tocantins
DQ352194.1
Borborema SP
Cordeiropolis SP
Ubarama SP
Comendador Gomes MG
Rio Branco AC
Para

Londrina PR
Alfenas MG

Serra Negra SP

DQ157466.1
Maringa PR
SJRP

Planaltina DF
Goiania GO
Piracicaba SP
Mirandopolis SP
Campinas_SP
Argentina

Nova Erechim SC
Brasilia DF
DQ388512.1

CAGCCATCACGAGCGTCAGCACGTTCTCAACAACTGCAACCTAGTACTAG

* Kk Kk kkhkkhkkhkhk ki kK khkhAkk Kk K%k KAhkkk kkkk KAk kkk Kk Kk Kk kK

TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT————
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT-—--—
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT————
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT-—--—
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT-—--—
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT————
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGAAGGTTGT----
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT————
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT---—
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT————
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT---—
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT————
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT-—--—
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT————
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT-—--—
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT————
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT----
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT----
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT----
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT----
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT---—
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT----
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT----
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT----
TGGTTATCAGGCCAAGAAACCTGCTAAGCAGAAGGCCGA-GGTTGT----

TGGTTATCAGGCTAAAAAGCCTGGTAAGCAAAAGGTCGA-GGTTGTCCCG
hokkkkkkkkkkk Kk kk kkkk kkkkkk khkkk kkk kkkkokk

—-—AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCC—-ACCCAT-AAAT-AAGAAA-G
—-—-AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCC-ACCCAT-AAAT-AAGAAA-G
—-—-AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCCCACCCAT-AAATTAAGAAA-G
—-—AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCCCACCCAT-AAAT-AAGAAA-G
—-—-AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCC-ACCCAT-AAAT-AAGAAA-G
—-—AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCC—-ACCCAT-AAAT-AAGAAA-G
—-—-AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCC-ACCCCATAAAT-AAGAAA-G
—-—AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCC-ACCCATAAAAT-AAGAAA-G
—-—-AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCC-ACCCAT-AAAT-AAGAAA-G
—-—AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCC-ACCCATAAA-T-AAGAAA-G
—-—-AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCC-ACCCATAAAAT-AAGAAA-G
—-—AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCC-ACCCAT-AAAT-AAGAAA-G
—-—-AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCCCACCCAT-AAAT-AAGAAA-G
—-—AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCC-ACCCAT-AAAT-AAGAAA-G
—-—-AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCC-ACCCATAAA-T-AAGAAA-G
—-—AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCC-ACCCATAAAAT-AAGAAAAG
—-—-AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCC-ACCCATAAA-T-AAGAAA-G
—-—AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCC-ACCCATAAA-T-AAGAAA-G
—-—-AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCC-ACCCATAAA-T-AAGAAA-G
—-—AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCCCACCCATAAA-T-AAGAAA-G
—-—-AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCC-ACCCATAAA-T-AAGAAA-G
—-—AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCCCACCCATAAAAT-AAGAAA-G
—-—-AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCCACCCCATAAAAT-AAGAAA-G
—-—AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTCGCTCCACCC-ATAAA-T-AAGAAA-G
—-—-AAAGCCGAAGCAGAAGCAGCTTGCTCC-ACCCAT-AAAT-AAGAAA-G
CAAAAGCTGAAGCAGAAGCAGCCTGCTGC-ACCCAT-AAAT-AAGAAG-G

kkhkkhkkk KAk khkkAkkkhkrkkhkkkkkhk*k *kk K * K * Kk kK Kkkhkkk*k *

CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAATATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAATATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAATATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAATATGCA
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAATATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAATATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAATATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAATATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAATATGCC
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84

Nova Itaberaba SC
Manaus AM

Santa Cruz da Conceicao_ SP
Tocantins
DQ352194.1
Borborema SP
Cordeiropolis SP
Ubarama SP
Comendador Gomes MG
Rio Branco AC

Para

Londrina PR
Alfenas MG

Serra Negra SP

DQ157466.1
Maringa PR
SJRP

Planaltina DF
Goiania GO
Piracicaba SP
Mirandopolis SP
Campinas_SP
Argentina

Nova Erechim SC
Brasilia DF
DQ388512.1

Nova Itaberaba SC
Manaus_AM

Santa Cruz da Conceicao_ SP
Tocantins
DQ352194.1
Borborema SP
Cordeiropolis SP
Ubarama SP
Comendador Gomes MG
Rio Branco AC
Para

Londrina PR
Alfenas MG

Serra Negra SP

DQ157466.1
Maringa PR
SJRP

Planaltina DF
Goiania GO
Piracicaba SP
Mirandopolis SP
Campinas_SP
Argentina

Nova Erechim SC
Brasilia DF
DQ388512.1

Nova Itaberaba SC
Manaus_ AM

Santa Cruz da Conceicao_ SP
Tocantins
DQ352194.1
Borborema SP
Cordeiropolis SP
Ubarama_ SP
Comendador_ Gomes MG
Rio Branco AC
Para

Londrina PR

CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAATATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAATATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAATATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAATATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAATATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAGTATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAGTATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAGTATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAGTATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAGTATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAGTATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAGTATGCC
CTGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAGTATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAGTATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAGTATGCC
CGGCGAAAGCCAAACTTTATGGGTTGGAGCAACACTGCCCAAAGTATGCC
CGGCAAAAGCCAAACTCTATGGATTGGAGCAACACTGCCCTAAGTATGCT

Kk kk kkkkkhkhkhkhkhkkhk khkhkhkkhkk hhkkkhkkkkhkrkhkkhkhkkhkrkkhkkk kk Kk kkk

GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTACAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCACAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAGGCGAAGGGGCTGCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTATAAGATATC
GAAGCGAAAGGGCTTCAGAAGCAGATAGGGATGACATATTACAAGATATC

Kk Ak kkhkk hhkkhkkhk kk KAAKRKAAAAAAAAA AKX A AhAkAAhk* K*hkkhrkkx%

CGAGCCCTATGCGTTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCGTTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCGTTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCGTTAACCGGATTTTAAGGGTAATGGAAGGCTTCTGAAG
CGAGCCCTATGCGTTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCGTTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCGTTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCGTTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCGTTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCGTTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCGTTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCGTTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCGTTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCGTTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCATTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCATTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCATTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCATTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCATTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCATTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCATTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
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Alfenas MG
Serra Negra SP

DQ157466.1
Maringa PR
SJRP

Planaltina DF
Goiania GO
Piracicaba SP
Mirandopolis SP
Campinas_SP
Argentina

Nova Erechim SC
Brasilia DF
DQ388512.1

Nova Itaberaba SC
Manaus_AM

Santa Cruz da Conceicao_ SP
Tocantins
DQ35219%94.1
Borborema SP
Cordeiropolis SP
Ubarama SP
Comendador Gomes MG
Rio Branco AC
Para

Londrina PR
Alfenas MG

Serra Negra SP

DQ157466.1
Maringa PR
SJRP

Planaltina DF
Goiania GO
Piracicaba_ SP
Mirandopolis SP
Campinas_SP
Argentina

Nova Erechim SC
Brasilia DF
DQ388512.1

Nova Itaberaba SC
Manaus_AM

Santa Cruz da Conceicao SP
Tocantins
DQ352194.1
Borborema SP
Cordeiropolis SP
Ubarama SP
Comendador Gomes MG
Rio Branco AC
Para

Londrina PR
Alfenas MG

Serra Negra SP

DQ157466.1
Maringa PR
SJRP

Planaltina DF
Goiania GO
Piracicaba SP
Mirandopolis SP
Campinas_ SP

CGAGCCCTATGCACTA-CCTGATGTGAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCATTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCATTA-CCTGATTTTAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAGCCCTATGCATTA-CCTGATTTCAAGG-TAATGGAAG-CTTCTGA-G
CGAACCCTATGCACTG-CCTGACTTTAAGG-TGATGGAAG-CTTCTGA-G

kkk KAk kkKkkkk * Kk k%K *k kkkk Kk KAkkkhkkhkk Khkkkkkk K

GACCTAGTTGCCGTCAGTGA-GAACGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTTGCCGTCAGTGA-GAACGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTTGCCGTCAGTGA-GAACGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCAAGTTGCCGTCAGTGA-GAAGGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTTGCCGTCAGTGA-GAAGGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTTGCCGTCAGTGA-GAAGGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTTGCCGTCAGTGA-GAACGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTTGCCGTCAGTGACAAACGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTTGCCGTCA-TGA-GAAGGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACATAGTTGCTGTCAGTGA-GAAGGACCCAATGGGCAGCTTCGAGAAGC
GACCTAGTTGCTGTCAGTGA-GAAGGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTTGCCGTCAGTGA-GAAGGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTTGCCGTCAGTGA-GAAGGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTTGCCGTCAGTGA-GAAGGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTTGCCGTCAGTGAGAA-CGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCAAGTTGCCGCCAGCGACAA-CGACCCAATGGGTAGCTTTGAAAAGC
GACCTAGTTGCCGTCAGTGAGAA-GGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTTGCCGTCAGTGAGAA-GGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTTGCCGTCAGTGAGAA-GGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTTGCCGTCAGTGAGAAAGGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTTGCCGTCAGTGAGAA-GGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTCGCCGTCAGTGAGAA-GGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTTGCCGTCAGTGAGAA-GGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTTGCCGTCAGTGAGAA-GGACCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GACCTAGTTGCCGTCAGTGA-GAAGGATCCAATGGGTAGCTTTGAGAAGC
GATTTGGTTGCTGTTAACGA-AAAGGATCCCATGGGTACTTTTGAGAAGC

* K Xk Kk KX * * K * Kk Kk kkhkkkk Kk Xk kk Kkkhkk*k

GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCCCATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCAAAGCGACCCCATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTTCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GCTTATATAGTATGGGCTTCCCGAAGCGACCC-ATAAAGAACGTTGTCCC
GTCTGTATAGCATGGGCTTCCCGAAAAGGCCC-ATAAAGAATGTTATCCC

* * kkkkk kkhkrkkrkkkhkrkkkx kx * kkk khkkkkkkhkk kxk x k%

GGTGTTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTGTTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTGTTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTGTTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTGTTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
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486
484
484
490

534
533
535
538
534
533
535
535
532
533
534
533
534
533
533
535
533
533
533
535
533
535
535
533
533
539

584
583
585
588
584

85



86

Argentina

Nova Erechim SC
Brasilia DF
DQ388512.1

Nova Itaberaba SC
Manaus AM

Santa Cruz da Conceicao_ SP
Tocantins
DQ352194.1
Borborema SP
Cordeiropolis SP
Ubarama SP
Comendador Gomes MG
Rio Branco AC

Para

Londrina PR
Alfenas MG

Serra Negra SP

DQ157466.1
Maringa PR
SJRP

Planaltina DF
Goiania GO
Piracicaba_ SP
Mirandopolis SP
Campinas_SP
Argentina

Nova Erechim SC
Brasilia DF
DQ388512.1

Nova Itaberaba SC
Manaus AM

Santa Cruz da Conceicao SP
Tocantins
DQ352194.1
Borborema SP
Cordeiropolis SP
Ubarama SP
Comendador Gomes MG
Rio Branco AC
Para

Londrina PR
Alfenas MG

Serra Negra SP

DQ157466.1
Maringa PR
SJRP

Planaltina DF
Goiania GO
Piracicaba SP
Mirandopolis SP
Campinas_SP
Argentina

Nova Erechim SC
Brasilia DF
DQ388512.1

Nova Itaberaba SC
Manaus_AM

Santa Cruz da Conceicao_ SP
Tocantins
DQ352194.1
Borborema SP
Cordeiropolis SP
Ubarama SP

GGTGTTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTGTTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTGTTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTGTTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTATTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTGTTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTATTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTATTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTATTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTATTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTATTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTATTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTATTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTATTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTATTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTATTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTATTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTATTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTATTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
GGTATTCGAGTTCAGTGATCACTACATTGTGGTGTTCTTCCCTGGCTCGA
AGTGTTTGAGTTCAGTGATCATTACATTGTAGTGTTCTTCCCTGGGTCAA

kk hkk krxkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkk Ahkkhkhkhkkhkrhk khkkkkhkrkkrkkkhkrkkx K*x K

ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTCCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTCTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGATTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTCCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGATTATGCA
ATGCTGAGATAGTTAAGAACGTTCCTAAGGACTCCGTTTCTGACTATGCA
ATGCTGAGATAGTCAAAAACATTCCTAAGGATTCCGTTGCTGACTATGCT

KAk kAhkhkAhkhAkkkhkhkkh* K_Kk khkk kAhkkkhkkkkhkkkk K*rxkkkx kkkKk Kkkk*k

GAGGCACAACTTCATGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTCATGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGATGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGGCAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTCGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATCAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGATGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT

583
585
585
582
583
584
583
584
583
583
585
583
583
583
585
583
585
585
583
583
589

634
633
635
638
634
633
635
635
632
633
634
633
634
633
633
635
633
633
633
635
633
635
635
633
633
639

684
683
685
688
684
683
685
685
682
683
684
683
684
683
683
685
683



Comendador Gomes MG
Rio Branco AC

Para

Londrina PR
Alfenas MG

Serra Negra SP

DQ157466.1
Maringa PR
SJRP

Planaltina DF
Goiania GO
Piracicaba SP
Mirandopolis SP
Campinas_SP
Argentina

Nova Erechim SC
Brasilia DF
DQ388512.1

Nova Itaberaba SC
Manaus_ AM

Santa Cruz da Conceicao_ SP
Tocantins
DQ35219%94.1
Borborema SP
Cordeiropolis SP
Ubarama SP
Comendador Gomes MG
Rio Branco AC
Para

Londrina PR
Alfenas MG

Serra Negra SP

DQ157466.1
Maringa PR
SJRP

Planaltina DF
Goiania GO
Piracicaba_ SP
Mirandopolis SP
Campinas_SP
Argentina

Nova Erechim SC
Brasilia DF
DQ388512.1

Nova Itaberaba SC
Manaus_AM

Santa Cruz da Conceicao SP
Tocantins
DQ352194.1
Borborema SP
Cordeiropolis SP
Ubarama SP
Comendador Gomes MG
Rio Branco AC
Para

Londrina PR
Alfenas MG

Serra Negra SP

DQ157466.1
Maringa PR
SJRP

GAGGCACAACTTCATGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATTAATCAAAT
GAGGCACAACTTGCTGCGCTCCTTGCTGCTAGACAGCAGATCAATCAAAT
GAAGCACAACTCGCCGCATTACTTGCTGCTAGACAACAGATTAACCAAAT

* Kk  kkkkkkkk * % Kk kkkkkkkkhkkkkhk kk kkkkk kkx Kkkkkx

CCACGAGCTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTCTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAGCTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCACGAACTGGGCGACATCTTACCTACCAATTATCTGAATGTTTTAGATA
CCATGATTTGGGTGACATCCTACCTACCAATTATCTTAATGTTCTTGATA

*x Kk Kk k*x kKKhkkhkk Khhkkhkhkkhk AhkkhkAkhkAkkAkhkkhkrAkkhkkhkhkk hk *khkkkkk Kk * (k)%

GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTCATGATGAGGAGGACGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGACGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGACGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGACGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGACGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGACGACCCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGACGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGACGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGACGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGACGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGCCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGACGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGACGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGACGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGATGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTA-TGATGAAGAGGATGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGATGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTA-TGATGAGGAGGATGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTA-TGATGAGGAGGATGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGATGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGATGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGATGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGATGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGATGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGATGACTCCGACTC
GTGGTACACAAGATGTCGTCGTGTC-TGATGAGGAGGATGACTCCGACTC
GTGGTACACAGGATGTTGTTGTTTC-TGATGGGGATGATGAATCCCAATC

kkhkkkhkkkhkkhkkhkkk Kkkhkkk *k kk K * Kk k kK *k kk kK *xk ok k%

683
683
685
683
685
685
683
683
689

734
733
735
738
734
733
735
735
732
733
734
733
734
733
733
735
733
733
733
735
733
735
735
733
733
739

784
782
784
787
783
782
784
784
781
782
783
782
783
782
782
784
782
782
782
784
782
784
784
782
782
788
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Planaltina DF
Goiania GO
Piracicaba SP
Mirandopolis SP
Campinas_SP
Argentina

Nova Erechim SC
Brasilia DF
DQ388512.1

Nova Itaberaba SC
Manaus AM

Santa Cruz da Conceicao_ SP
Tocantins
DQ352194.1
Borborema SP
Cordeiropolis SP
Ubarama SP
Comendador Gomes MG
Rio Branco AC
Para

Londrina PR
Alfenas MG

Serra Negra SP
DQ157466.1
Maringa PR

SJRP

AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGTGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGCGCAGTAG
AGAGCAGTAA

*k kK Kk Kk kK

794
792
794
797
793
792
794
794
791
792
793
792
793
792
792
794
792
792
792
794
792
794
794
792
792
798
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ANEXO E - Alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos das amostras oriundas de diferentes regifes geograficas. Cada
regido resultou em um contig, que foi comparado com as sequéncias da p29 disponiveis no GenBank. Em destaque a

alteracao de aminoacidos

Borborema/SP
Mirandopolis/SP
Ubarama/SP

Comendador Gomes/MG
Cordeiropolis/SP
Brasilia/DF
Piracicaba/SP
Planaltina/DF
Goiania/GO

Nova Erechim/SC
Campinas/SP

Serra Negra/SP
Argentina

Santa Cruz_da Conceicao/SP
Tocantins

ABD59464.1 Panama

Rio Branco/AC
Maringa/PR

Londrina/PR

Para

YP 654539.1 Cordeiropolis/SP
ABA42876.1 Campinas/SP
Manaus/AM

Nova Itaberaba/SC
Alfenas/MG

SJRP/SP

Borborema/SP
Mirandopolis/SP
Ubarama/SP

Comendador Gomes/MG
Cordeiropolis/SP
Brasilia/DF
Piracicaba/SP
Planaltina/DF
Goiania/GO

Nova Erechim/SC
Campinas/SP

Serra Negra/SP
Argentina

Santa Cruz_da Conceicao/SP
Tocantins

ABD59464.1 Panama

Rio Branco/AC
Maringa/PR

Londrina/PR

Para

YP 654539.1 Cordeiropolis/SP
ABA42876.1 Campinas/SP
Manaus/AM

Nova_ Itaberaba/SC
Alfenas/MG

SJRP/SP

Borborema/SP
Mirandopolis/SP
Ubarama/SP
Comendador Gomes/MG
Cordeiropolis/SP

MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATERHNVSVPESLRDINKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQAIERHNVSVPESLRDINKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQAVERHNVSVPEGLRDINKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATIERHNVSVPEGLRDINKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATERHNVSVPEGLRDINKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATIERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATERHNVSVPEGLRDINKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATIERHNVSVPEGLRDINKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATIERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATIERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATIERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATIERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATIERHNVSVPEGLRDISKLTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATIERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATIERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATIERHNVSVPEGLRDISKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATIERHNVSVPEGLRDTSKPTKKKQQSQPQ
MSIVTFTLTDPSSALIAEIMQATERHNVSVPEGLRNFSKPDKKKQQSQPQ

KAKkKANKAAKNkA XA AR AN A Ah ke kAkAk Ak x XAk Kk Kk * Kk Kk Kk Kkk Kk kK

QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKOQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKOQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKOQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKOQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKOQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKOQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKOQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKOQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQOLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKOKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKOQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQOLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKOQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQPQOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKOQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKQKQLAPPINKKAA
QLSRASARPQQLOPGPSGYQAKKPAKQKAEVV--KPKOQKQLAPTINKKAA
QPSRASARSQQLOPSTSGYQAKKPGKQKVEVVPOQKLKQKQPAAPTINKKAA

* kkhkkkkhkx kx kx kxkkhkkkkhkx Kkxk xk*k * kkxk x * %k Kk x Kk

KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFK-VMEASEDL
KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLHKQIGMTYYKISEPYALPDFKGNGRLLKDQ
KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFK-VMEASEDL
KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLOKQIGMTYYKISEPYALPDFK-VMEASEDL
KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFK-VMEASEDQ

50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50

98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
100

147
148
147
147
147
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Brasilia/DF
Piracicaba/SP
Planaltina/DF
Goiania/GO

Nova Erechim/SC
Campinas/SP

Serra Negra/SP
Argentina

Santa Cruz_ da Conceicao/SP
Tocantins

ABD59464.1 Panama

Rio Branco/AC
Maringa/PR
Londrina/PR

Para

YP 654539.1 Cordeiropolis/SP
ABA42876.1 Campinas/SP
Manaus/AM

Nova_ Itaberaba/SC
Alfenas/MG

SJRP/SP

Borborema/SP
Mirandopolis/SP
Ubarama/SP

Comendador Gomes/MG
Cordeiropolis/SP
Brasilia/DF
Piracicaba/SP
Planaltina/DF
Goiania/GO

Nova Erechim/SC
Campinas/SP

Serra Negra/SP
Argentina

Santa Cruz da Conceicao/SP
Tocantins

ABD59464.1 Panama

Rio Branco/AC
Maringa/PR
Londrina/PR

Para

YP 654539.1 Cordeiropolis/SP
ABA42876.1 Campinas/SP
Manaus/AM

Nova_ Itaberaba/SC
Alfenas/MG

SJRP/SP

Borborema/SP
Mirandopolis/SP
Ubarama/SP
Comendador Gomes/MG
Cordeiropolis/SP
Brasilia/DF
Piracicaba/SP
Planaltina/DF
Goiania/GO

Nova Erechim/SC
Campinas/SP

Serra Negra/SP
Argentina

Santa Cruz_da Conceicao/SP
Tocantins
ABD59464.1 Panama
Rio Branco/AC

KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFK-VMEASEDL
KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLOKQIGMTYYKISEPYALPDFK-VMEASEDL
KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFK-VMEASEDL
KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFK-VMEASEDL
KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFK-VMEASEDL
KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFK-VMEASEDL
KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFK-VMEASEDL
KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFK-VMEASEDL
KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFK-VMEASEDL
KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFK-VMEASEDL
KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLOKQIGMTYYKISEPYALPDFK-VMEASEDL
KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLQKQIGMTYYKISEPYALPDFK-VMEASEDL
KAKLYGLEQHCPKYAEAKGLOKQIGMTYYKISEPYALPDFK-VMEASEDL
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Maringa/PR

Londrina/PR

Para

YP 654539.1 Cordeiropolis/SP
ABA42876.1 Campinas/SP
Manaus/AM

Nova Itaberaba/SC

Alfenas/MG

SJRP/SP

Borborema/SP
Mirandopolis/SP
Ubarama/SP

Comendador Gomes/MG
Cordeiropolis/SP
Brasilia/DF
Piracicaba/SP
Planaltina/DF
Goiania/GO

Nova Erechim/SC
Campinas/SP

Serra Negra/SP
Argentina

Santa Cruz_da Conceicao/SP
Tocantins

ABD59464.1 Panama

Rio Branco/AC
Maringa/PR

Londrina/PR

Para

YP 654539.1 Cordeiropolis/SP
ABA42876.1 Campinas/SP
Manaus/AM

Nova Itaberaba/SC
Alfenas/MG

SJRP/SP
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