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RESUMO

A familia das cucurbitdceas tem distribui¢do predominantemente tropical e compreende
cerca de 118 géneros e 825 espécies, com destaque para as aboboras (Cucurbita
maxima, Cucurbita pepo, Cucurbita moschata, Cucurbita ficifolia e Cucurbita
argyrosperma), chuchus (Sechium edule), melancias (Citrulus lanatus), meldes
(Cucumis melo L.), pepinos (Cucumis sativus), bucha-vegetal (Luffa cylindrica) e
porongo (Lagenaria siceraria). Os virus mais importantes que ocorrem infectando
cucurbitdceas no Brasil sdo: Papaya ringspot virus — type watermelon (PRSV-W),
Zucchini yellow mosaic virus (ZYMYV), Watermelon mosaic virus (WMV) e Cucumber
mosaic virus (CMV) Melon yellowing-associated virus (MYaV), Zucchini lethal
chlorosis virus (ZLLCV) e Squash mosaic virus (SQMV). No estado do Par4, até o
momento, tendo apenas relatos de ocorréncia dos virus ZYMV e PRSV-w na cultura da
melancia. Deste modo, este trabalho propds registrar a ocorréncia e a caracterizagio
molecular das espécies virais prevalentes em alguns municipios produtores de
cucurbitdceas no estado do Pard. Amostras de folhas de cucurbitdceas com suspeitas de
viroses foram coletadas em 14 municipios do estado do Pard. A deteccdo das espécies
virais foi feita pelo teste soroldgico PTA-ELISA. A caracterizagdo molecular foi feita
por meio da andlise das sequéncias de nucleotideos e aminodcidos dos isolados. As
sequéncias de nucleotideos foram comparadas com os acessos depositados no GenBank
utilizando os programas BLAST, Clustal’W e MEGA 5.0. De 10l amostras
cucurbiticeas coletadas, 68 estavam infectadas. O PRSV-w foi detectado infectando 10
amostras de abébora, 10 de melancia, 6 de pepino e 4 de maxixe. O ZYMV foi
detectado em 8 amostras de abdéboras, 5 de melancia, 5 de pepino e 5 de maxixe. O
SgMV foi encontrado em 10 amostras abéboras e 5 melancias. Jd o CMV foi
diagnosticado apenas 6 amostras de abéboras. O WMYV foi encontrado em | amostra na
cultura do maxixe. A identidade entre os isolados de o0 PRSV-W apresentou identidade
variando entre 88 a 99% entre os aminodcidos variou entre 92 ¢ 100%. O ZYMV
apresentou a identidade de 93 a 94% entre os nucleotideos, ¢ de 97 a 99% entre os
aminodcidos. Ja o WMV apresentou identidade de 84 a 90% entre os nucleotideos, ¢ de
94 a 95% entre aminodcidos comparados. Estes foram os primeiros relatos de SqMV,

CMV e WMV infectando cucurbitaceas no estado do Para.

Palavras-Chaves: Viroses, RT-PCR, ELISA, Filogenia.



ABSTRACT

The family of Cucurbitaceac has, prevailingly, tropical distribution and comprises
about 118 genres and 825 species, especially pumpkins (Cucurbita maxima, Cucurbita
pepo, Cucurbita moschata, Cucurbita ficifolia and Cucurbita argyrosperma),
cucumbers (Sechium edule), watermelons (Citrulus lanatus), melon (Cucumis melo
L.), cucumbers (Cucumis sativus), vegetable sponge (Luffa cylindrica) and bottle
gourd (Lagenaria siceraria). The most important viruses infecting cucurbits occurring
in Brazil are: Papaya ringspot virus — type watermelon (PRSV-W), Zucchini yellow
mosaic virus (ZYMV), Watermelon mosaic virus (WMV) and Cucumber mosaic virus
(CMV) ‘Melonyellowing-associated virus (MYaV), Zucchini lethal chlorosis virus
(ZLCV) and Squash mosaic virus (SgMV). In State of Para, so far, there were only
occurrence reports of the virus ZYMV and PRSV-w in the watermelon culture. Thus,
this paper proposes to record the occurrence and molecular characterization of
predominant viral species in some municipalities that produce cucurbits in the state of
Pard. Samples of cucurbitaceae leaves under viruses suspicion were collected in 14
municipalities of the state of Pard. The detection of viral species was taken by
serological test PTA-ELISA. The molecular characterization was done by analyzing
the nucleotide sequences from the isolated ones. The nucleotide sequences were
compared with the entries in GenBank using the softawares BLAST, ClustalW and
MEGA 5.0. Among 101 cucurbits samples collected, 68 were infected. The PRSV-W
was detected infecting 10 samples of pumpkin, 10 of watermelon, 6 of cucumber, and
4 of gherkin. The ZYMV was detected in 8samples of pumpkin, 5 of watermelon, 5 of
cucumber, and 5 of gherkin. The SQMV was found in 10 pumpkin samples and in 5 of
watermelon. Meanwhile the CMV was diagnosed with only 6 samples of pumpkin.
The WMV was found in one sample in a gherkin culture. The identity among the
isolated of PRSV-W showed variety ranged between 88 and 99%, among the amino
acids varied from 92 to 100%. The ZYMYV showed 93-94% identity among nucleotides
97-99%, and among amino acids varied between 97-99%. WMV showed identity
ranged 84 to 90% among the nucleotides, 94 to 95% among the amino acids compared.
The occurrence of SqMV, CMV and WMV infecting cucurbitaceae was reported for

the first time in the state of Para.

Key Words: Viruses, RT-PCR, ELISA, Phylogeny
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1. CONTEXTUALIZACAO

As cucurbitidceas estdo entre as principais hortali¢as cultivadas no Brasil, sdo
utilizadas principalmente para fins alimentares, aromdticos, medicinais, ornamentais ou como
fonte de matérias-primas para diversos produtos. Para a dieta humana, as plantas desta familia
sdo importante fonte de minerais e vitaminas, especialmente vitaminas A e C, encontrados na
polpa dos frutos na forma de carotenoides e acido ascorbico (ROMANO et al., 2008). Esta
familia tem distribui¢do predominantemente tropical e compreende cerca de 118 géneros e
825 espécies, com destaque para as aboboras (C.maxima, C. pepo, C. moschata, C. ficifolia e
C. argyrosperma), chuchus (S. edule), melancias (C. lanatus), meldes (C. melo). pepinos (C.
sativus), bucha-vegetal (L. cylindrica) e porongo (L. siceraria) (ROMANO et al., 2008).

Entre essas as abdboras, melancia, pepino e meldo sdo as de maior expressdo
econdmica no mercado mundial, enquanto que chuchu, bucha e maxixe sdo cultivados
regionalmente em menor escala (SANTOS, 2011). Segundo dados da FAO (2014), a
producdo mundial de abdboras em 2010, foi de 22,4 milhdes de toneladas, cultivadas em éarea
de 1,67 milhdo de hectares, proporcionando uma produtividade média de 13,4 toneladas/
hectare.

A produgdo de melancia alcangou 2,0 milhdes toneladas, 9 mil hectares em uma area
cultivada, no Brasil. Os principais estados produtores de melancia sdo Rio Grande do Sul,
Bahia, Goias, Sdo Paulo, Tocantins, Rio Grande do Norte, Pernambuco e Para (MAROUELLI
et al., 2012). Segundo dados do IBGE (2012) o estado Para possui uma drea plantada de 80
hectares desta cucurbitacea. Destacaram-se na produgdo dessa cucurbiticea no estado, os
municipios de Santa Maria do Pard e Curu¢d com produgdo de 1.600 toneladas e 1.360
toneladas de frutos em 2012, respectivamente. Seguido dos municipios de Paragominas,
Igarapé-acu e Castanhal no ano de 2011.

Ja o pepino produzido principalmente nas regides Sudeste e Sul, a produtividade
média é de 40 a 50 toneladas de frutos por hectare, para os tipos aodai, japonés e caipira; e 20
a 40 toneladas por hectare, para o tipo indistria (APHORTESP, 2014). A produgdo de meldo
em 2012, foi de 575.4 mil toneladas, a regido norte produziu 20,6 t/ha (ORTH, 2014).

Como as demais espécies cultivadas, as cucurbitaceas estdo sujeitas a problemas
fitossanitarios, sendo estes de origem fungica, bacteriana ou viral (SANTOS, 2011). As
viroses situam-se no grupo das doengas consideradas mais importantes para as cucurbitaceas
no Brasil, podendo afetar a produgdo e a qualidade dos frutos (LIMA e ALVES, 2011). Os

graus de dispersdo e de severidade dos virus sdo bastante diferenciados, em fungdo da espécie
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de virus e suas estirpes, espécie e variedade vegetal cultivada, proximidade da fonte de
inéculo e populagdo dos vetores correspondentes (MOURA et al., 2001). Os virus mais
importantes que infectam cucurbitaceas no Brasil sdo: Papaya ringspot virus — type
watermelon (PRSV-W), Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV), Watermelon mosaic virus
(WMV) e Cucumber mosaic virus (CMV) (LIMA e ALVES, 2011). No estado do Para, até o
momento, ndo havia estudos sobre as viroses nessas culturas, tendo apenas relatos de
ocorréncia dos virus ZYMV e PRSV (POLTRONIERI, 2000; HAYASHI et al., 2013).

Assim, os objetivos deste trabalho foram realizar o levantamento da ocorréncia e
caracterizar molecularmente as espécies virais prevalentes nas principais regides produtoras
de cucurbiticeas no estado do Para. Os resultados deste estudo dardio subsidios para o

estabelecimento de estratégias de manejo das viroses.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

As espécies da familia Cucurbitaceae ¢ uma das mais importantes familias de plantas
utilizadas e comercializadas no mundo. Além do uso alimentar, as espécies da familia podem
ser utilizadas como medicinal, ornamental e forrageiro. Elas estdo entre as plantas mais
antigas usadas pelo homem. A familia tem distribui¢do predominantemente tropical e
compreende cerca de 118 géneros e 825 espécies, com destaque para as aboboras, chuchus,

melancias, meldes, pepinos (ROMANO et al., 2008).

2.1. ABOBORA (Cucurbita sp.)

A abdbora ¢ uma olericola originaria do continente americano, pertencente a ordem
Violales, familia Cucurbitaceae, género Cucurbita sendo as espécies Cucurbita moschata, C.
maxima Duch (Duchesne ex Poir), C. pepo (Duchesne ex Lam.) e C. argyrosperma hort. ex
L.H. (Bailey) as mais comumente cultivadas (KERNICK, 1961; WHITAKER; ROBINSON,
1986). Apresenta uma produgdo nacional em torno de 555.135 toneladas. Os principais
produtores encontram-se na regido Nordeste, sendo eles a Bahia com uma produgdo de
233.454 toneladas, seguido do Rio Grande do Norte com 92.385 toneladas e Pernambuco com
86.840 toneladas (IBGE, 2009). A produgdo mundial de abéboras no ano de 2010 foi de 22,4
milhdes de toneladas, proporcionando uma produtividade média de 13.4 toneladas por hectare
(FAO, 2014).

No agronegécio brasileiro a abobora ocupa uma posigdo de destaque, sendo uma das

hortaligas mais consumidas no Pais. No ano de 2010, foi comercializado um volume de
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71.615 toneladas, na Companhia de Entrepostos € Armazéns Gerais de Sao Paulo (Ceagesp)

(AGRIANUAL, 2012).

2.2. MELANCIA (Citrullus lanatus)

A melancia Citrullus lanatus ((Thunb.) Matsum & Nakai) é cultivada em todo o
mundo, sendo classificada na divisao Magnoliophyta, da classe Magnoliopsida, da subclasse
Dilleniidae, da ordem Violales. No género Citrullus estdo incluidas quatro espécies: Citrullus
lanatus, C. colocynthis, C. ecirrhosuse C. rehmii. A cultura da melancia era conhecida dos
egipcios ha cerca de 2.000 anos A.C. e por causa da diversidade de formas silvestres,
atualmente, é mais aceito que o género Citrullus tenha origem na Africa. Foi introduzida no
continente americano pelos escravos e colonizadores europeus no século dezesseis. A espécie
se difundiu pelo mundo inteiro e € cultivada nas regides tropicais e subtropicais do planeta. A
variabilidade genética trazida do continente africano aliado ao processo de manejo da cultura
na agricultura tradicional da regido. tornou o Nordeste brasileiro um centro secundario de
diversificagdo da melancia (DIAS & REZENDE, 2010).

A éarea cultivada de melancia no Brasil de cerca de nove mil ha/ano, com produgao em
torno de 2.0 milhdes de toneladas de frutos. Os principais estados produtores sdo Rio Grande
do Sul, Bahia, Goias, Sdao Paulo. Tocantins, Rio Grande do Norte, Pernambuco e Para
(MAROUELLI et al.. 2012). O estado Para possui area plantada de 80 hectares de melancia
(IBGE, 2012).

2.3. MAXIXE (Cucumis anguria L.)

O maxixeiro (C. anguria L.) ¢ uma hortali¢a do tipo fruto, de habito rasteiro e ¢
originaria da Africa. Possui frutos de tamanhos diversos, com cor verde amarelada e casca
com espiculas de tamanho varidvel, os quais sdo muito apreciados na culindria,
principalmente das regides Norte e Nordeste do Brasil (MICHEREFF FILHO et al., 2010).

Ocorre uma variagdo na produtividade dessa hortalica de acordo com a regido do pais
e com a época de plantio, alcangando 16 toneladas por hectare na regido Norte e cerca de 10
toneladas por hectare em Sdo Paulo, nos meses de setembro a fevereiro. Por outro lado, é na
regido Nordeste que se concentra a maior parte das dreas produtoras dessa hortali¢a, sendo
plantada para fins de subsisténcia, em solo arenoso, e sem maiores cuidados no cultivo

(MICHEREFF FILHO et al., 2010).
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2.4. MELAO (Cucumis melo L.)

O meldo ¢ uma planta polimérfica, cujo centro de origem ¢ a Africa, entretanto, foi na
india onde ocorreu sua dispersdo, espalhando-se deste pais para todas as diregdes. Hoje
encontramos cultivares de meldo em diversas regides do mundo, desde os paises
mediterraneos, centro e leste da Asia, sul e centro da América e também o centro e sul da
Africa. Esta amplitude de regides de cultivo é consequéncia de uma grande variabilidade
genética que tem permitido a adaptagdo de diferentes tipos de meldo em condigoes
agrondmicas diversas, de tal maneira que hoje podemos encontrar em todos os mercados do
mundo meldo com diferentes cores, formato e aroma (DEULOFEU, 1997).

A produgdo de meldo no Brasil, em 2012, foi de 575.4 mil toneladas, gerando
aproximadamente, R$ 475 milhdes para quase 220 mil produtores. A maior parte dessa
produgdo, cerca de 70%, foi destinada a0 mercado externo. Embora exista produgdo de meldo
em todos os estados brasileiros, o cultivo para exportagdo se concentra na regido Nordeste.
Essa regido produz em torno de 27,9 toneladas por hectare, seguida das regides Sudeste e

Norte, com rendimento de 23,5 e 20,6 toneladas/hectare, respectivamente (ORTH, 2014).

2.5. PEPINO (Cucumis sativus L.)

O pepino tem seu centro de origem na india, tendo sido posteriormente levado para a
China, Filipinas e Ilhas Formosas. Da regido Norte da China originou-se uma linhagem ou
grupo de pepinos com frutos mais alongados e didmetro reduzido. Outro grupo, que se
desenvolveu no sul da Asia, chegou as Ilhas Formosas ¢ depois a llha de Okinawa, no
arquipélago de Rui Kyu, e em 1923, introduzido o Japao dando origem ao pepino do grupo
"Aodai" e "Aonaga", hoje conhecidos no mercado como pepinos Comum e Japonés,
respectivamente. O pepino ¢ uma hortaliga fruto, de clima tropical. As regides produtoras sdo
bem distintas, conforme o grupo do pepino. Nas proximidades da Regido Metropolitana de
Sdo Paulo, o "Japonés" é o mais cultivado e tem a preferéncia dos consumidores paulistanos.
Para o mercado mais voltado para o interior paulista e demais estado brasileiro, o "Caipira" é

predominante (HORTIBRASIL, 2014).
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2.6. OS VIRUS MAIS IMPORTANTES DAS CUCURBITACEAS

As viroses sdo as principais doengas que afetam espécies da familia Cucurbitaceae,
principalmente meldo, melancia, abobora e pepino que sdo culturas economicamente
importantes para o mercado interno e/ou externo. Estas doengas podem resultar em perdas na
producéio e afetar a qualidade dos frutos, principalmente quando a infecgao viral ocorre no
estadio inicial de desenvolvimento das plantas (LIMA et al., 2011).

Os virus mais importantes que acometem as cucurbitaceas no Brasil sdo: PRSV-w,
ZYMV, WMV, CMV (LIMA e ALVES, 2011), Melon yellowing-associated virus (MYaV)
(NAGATA et al., 2003), Zucchini lethal chlorosis virus (ZLLCV) (REZENDE et al., 1997) e
Squash mosaic virus (SqQMV) (LIMA et al., 2009).

2.6.1. Papaya ringspot virus — type watermelon - PRSV-w

O PRSV-w pertence a familia Potyviridae e um dos virus mais importantes do género
Potyvirus, composto de particula filamentosa e flexuosa, que esta entre 760-800 nm de
coinprimento e 12 nm de didmetro senso positivo, com material genético do tipo RNA. E
transmitido de maneira ndo-persistente por varias espécies de afideos e é de dificil controle,
causando prejuizos quantitativos e qualitativos na produgdo (PEREIRA ef al., 2007).
Os sintomas iniciais das doengas sdo observados nas folhas mais novas da planta, ocorrendo
amarelecimento entre as nervuras. Posteriormente, surgem sintomas de mosaico verde escuro
e verde mais claro, bolhosidade e deformagao foliar (LIMA ef al., 2011).

No Brasil, mais especificamente no estado de Sdo Paulo, esse virus foi encontrado
causando danos na cultura abobrinha de moita (PEREIRA et al., 2007; GIAMPAN et al.,
2009; CARDOSO er al., 2013) e no pepino (CARDOSO et al., 2008).

2.6.2. Zucchini yellow mosaic virus - LZYMV

O ZYMV pertence ao género Potyvirus, da familia Potyviridae, é composto de
particulas alongadas e flexuosas, de aproximadamente, 750 nm de comprimento ¢ 12 nm de
diametro, contendo RNA de fita simples chegando até 9600 nucleotideos. O RNA viral ¢
protegido por uma capa proteica, cujas proteinas, tém peso molecular de 30KDa (LISA e
LECOP, 1984; VAN REGENMORTEL et al., 2000) é transmitido de maneira nio-
persistente, sendo Myzus persicae e Aphis spp. seus principais vetores (LOPES et al.,
2008).Possui grande importancia economica, tendo sido registrado no Brasil em 1992, nas

culturas da melancia e do pepino, nos estados de Sdo Paulo e Santa Catarina, respectivamente.
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Este virus pode causar severos danos em cucurbitaceas, como ja relatado em outros paises
(LECOQ et al., 1991).

Folhas de plantas infectadas exibem inicialmente, descoloragdo internerval e, com o
avango da doenga, surgem sintomas de mosaico, caracterizado por dreas verdes e drcas
amareladas, bolhosidade, necrose, redugdo e deformagdo do limbo foliar. Ha severa redugao
no desenvolvimento da planta e na produgdo de frutos. Estes podem ser malformados e
apresentar rachaduras, tornando-se invidveis para a comercializagdo (LIMA et al., 2011). Ha
registros de ZYMV no Distrito Federal e nos estados de Pernambuco, Bahia, Tocantins
(LIMA e ALVES, 2011), Roraima na cultura da melancia (HALFELD-VIEIRA ef al., 2004) e
no Paré, na cultura da bucha-vegetal (HAYASHI et al., 2013).

2.6.3. Watermelon mosaic virus - WMV
O WMV pertence a familia Potyviridae do género Potyvirus, possui particulas

alongadas, flexuosas, com 690-760 nm de comprimento por 11-16 nm de diametro e seu
genoma é composto por uma unica molécula de RNA de fita simples, sentido positivo, com
aproximadamente 10.000 nucleotideos (SHUKLA et al., 1994). E disseminado por cerca de
38 espécies de afideos pertencentes a 19 géneros, de maneira ndo-persistente, sendo Myzus
persicae e Aphiss sp. seus principais vetores (LOPES et al., 2008).

Os sintomas induzidos por WMV em plantas infectadas sdao bastante semelhantes
aqueles causados pelo PRSV-W como mosqueado, mosaico, rugosidade e deformagao foliar.
Plantas afetadas pela doenga apresentam ainda redugdo na produtividade e na qualidade dos
frutos (LIMA et al., 2011). No Brasil, esse patégeno foi encontrado mais especificamente em
espécies de abdbora. melancia, maxixe e pepino no Maranhdo (MOURA er al., 2001), na
Bahia (SILVEIRA et al., 2014) e em Roraima na cultura da melancia (HALFELD-VIEIRA et
al., 2004).

- 2.6.4. Cucumber mosaic virus - CMV

O CMV pertencente ao género Cucumovirus, da familia Bromoviridae, é um virus que
causa a doenga conhecida como mosaico do pepino (MOURA et al., 2001). Sua particula
possui dimensdo isométrico com didmetro entre 28 e 30 nanémetros, composto por 180
subunidades protéicas idénticas que formam o capsideo. Seu genoma € composto por trés
segmentos de RNA de fita simples positiva, além de um quarto segmento sub-gendmico, que

codifica a proteina capsidial (GIBBS e HARRISON, 1970; PALUKAITIS et al.,1992)
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E o virus mais severo em cucurbiticeas cultivadas em regides de clima temperado.
podendo infectar mais de 1.000 espécies distribuidas em diferentes familias (LOPES et al.,
2008). OCMYV ¢ transmitido por diversas espécies de afideos, de maneira nao persistente, por
mais de 60 espécies de pulgdes ja foram relatadas transmitindo esse virus (KUROSAWA et
al., 2005).

Esse virus provoca enfezamento da planta, mosaico e malformagio de folhas que
apresentam tamanho menor do que aquelas de plantas sadias. Os internodios sdo mais curtos,
assumindo aspecto de roseta. Plantas infectadas podem produzir frutos pequenos e
deformados (LOPES et al., 2008).

Foi relatado em Roraima em abobrinha-italiana (GONCALVES er al., 2004) na
cultura da melancia no estado do Tocantins (AGUIAR et al., 2013) e em varias cucurbitaceas

no estado do Maranhao (MOURA et al., 2001).

2.6.5. Zucchini lethal chlorosis virus - ZLCV

O ZLCV pertencente ao género Tospovirus, da familia Bunyaviridae, é o mais novo
integrante do grupo de virus que infectam espécies da familia Cucurbitaceae. Apresenta
particulas esféricas envelopadas, de aproximadamente 80 a 90 nm de diametro, constatadas no
interior do reticulo endoplasmatico e do citoplasma (REZENDE et al., 1997). O virus ¢
transmitido por insetos raspadores-sugadores, os tripes, de maneira persistente-propagativa. O
tripes Frankliniella zucchini € a tnica espécie relatada até o0 momento como transmissora do
virus. Neste modo de transmissdo, o tripes, no estddio larval, adquire as particulas virais que
se multiplicam no vetor, tornando estes insetos capazes de transmitir o virus durante todo seu
ciclo de vida.

Os sintomas exibidos por plantas afetadas podem exibir tonalidade verde mais claro
nas folhas, mosaico amarelo, clorose e encurvamento dos bordos das folhas mais novas e
necrose nas mais velhas, rugosidade, internodios curtos, epinastia, deformagdo foliar e
necrose da haste. Plantas doentes apresentam reducdo no desenvolvimento e queda na
produtividade.

O ZLCV ocorre em varios estados brasileiros, entretanto, sua incidéncia tem
aumentado, nos ultimos anos, tendo sido relatado no Estado de Sao Paulo (YUKI et al., 2000)
e no Sub-médio do Vale do Sao Francisco (LIMA e NAGATA, 2008). Inicialmente, este virus
foi identificado em abobrinha-de-moita no estado de Sdo Paulo (POZZER et al., 1996;
REZENDE et al., 1997) e, posteriormente, em pepino no Distrito Federal (NAGATA er al.,
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1998) e em outras cucurbiticeas no estado do Mato Grosso do Sul (STANGARLIN et al.,
2001).

2.6.6. Squash mosaic virus - SQMV
O SqMV pertencente ao género Comovirus, da familia Comoviridae, possui particulas

virais isométricas com 30 nm de didmetro (FAUQUET er al., 2005). A maior importancia do
SgMV ¢ o fato de ser transmitido por sementes, propiciando a sua introdugdo em 4reas onde
este virus ainda ndo ocorre.

Os sintomas apresentados sdo: mosaico, mosqueado, bolhosidade. Inicialmente, nas
folhas novas sdo observadas manchas cloroticas. Ainda em folhas pode haver formagdo de
projeg¢des marginais das nervuras, devido a interferéncia da infec¢do no desenvolvimento
normal dos tecidos do limbo foliar. Ha produgdo de menor nimero de frutos, atraso na
maturagdo e malformagdo (LIMA et al., 2011). E frequentemente detectado no Brasil, em
areas produtoras de estados das regides Norte ¢ Nordeste e também no Distrito Federal

(KUROSAWA et al., 2005).

2.6.7. Melon yellowing-associated virus - MYaV

O MYaV pertence ao género Carlavirus da familia Betaflexiviridae (NAGATA et
al., 2003). Em plantas afetadas pela doenga, os sintomas sdo parecidos com aqueles
resultantes de deficiéncia nutricional, sendo caracterizados por amarelecimento de folhas.
Inicialmente, folhas situadas na base da haste (folhas mais velhas) apresentam
amarelecimento, principalmente na regido das nervuras, entre 30 a 40 dias ap6s o plantio.
Posteriormente, os sintomas surgem também nas folhas mais novas, resultando em
amarelecimento generalizado da planta, em fungdo do desenvolvimento da infecg¢do (LIMA et
al., 2009).

O virus foi detectado em areas produtoras de meldo da Regido Nordeste, na segunda
metade dos anos 90. inicialmente, infectando cultivos do Estado do Rio Grande do Norte.
Posteriormente, foi identificado em plantios nos Estados do Ceara, Bahia e Pernambuco.

Entretanto, a sua abrangéncia pode ser ainda maior (LIMA et al., 2010).
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2.7. Técnicas de diagnose
2.7.1. Meétodo soroldgico

A sorologia apresenta diversos métodos para detecg¢do viral que se caracterizam pelo
emprego de anticorpos especificos capazes de reconhecer proteinas capsidiais. Um dos
métodos sorologicos mais comuns para detecgdo de virus em material vegetal ¢ o ELISA
(Enzyme-linked immunosorbent assay). Neste método, os anticorpos produzidos contra a
proteina capsidial de um determinado virus sdo empregados na sua detecg¢do. Nesta reagao,
extratos preparados pela macera¢do de tecido vegetal infectado em tampdo sdo utilizados
como antigenos. O resultado do ELISA ¢ determinado por uma reagdo enzimatica (enzima
fosfatase alcalina conjugada ao anticorpo) com um substrato especifico e a avaliagdo ¢
realizada pela leitura da absorbancia em uma leitora de placas, utilizando-se filtro de 405 nm.
As amostras s@o consideradas positivas quando o valor da sua leitura for pelo menos duas
vezes superior aquele do extrato da planta sadia, utilizado como controle negativo. Este
método apresenta como vantagens: ser rapido, podendo-se obter os resultados em um periodo
relativamente curto, ser sensivel e poder ser utilizado para a avaliagdo de um grande niimero

de amostras (CLARK e ADAMS, 1977).

2.7.2. Método molecular

Dentre os métodos moleculares, ou seja, aqueles baseados na detec¢do do acido
nucléico, a transcricdo reversa associada a rea¢do em cadeia da polimerase (RT-PCR) € o
método mais utilizado. A RT-PCR baseia-se na amplificag¢@o ¢ detecgdo do material genético
do virus de RNA ou apenas PCR, no caso de DNA, em amostras vegetais infectadas. Neste
método, pelo menos parte da sequéncia do genoma do virus a ser detectado, precisa ser
conhecida para dar origem aos oligonucleotideos que serdo utilizados na reagdo. O processo
envolve as enzimas transcriptase reversa e Taq DNA polimerase ¢ a reagido ¢ automatizada
pela incubagdo em um termociclador programado para executar a transcrigdo reversa do RNA
em DNA complementar e os multiplos ciclos da PCR, que visam a produgdo de um grande
numero de copias do fragmento alvo deste DNA. Dessa forma a amplificagdo seletiva de um
fragmento do genoma do virus compreendida entre dois oligonucleotideos, é realizada a partir

do RNA do virus utilizado como molde (MULLIS et al., 1986).
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2.8. Medidas de controle

Considerando-se que ndo existe controle curativo para as viroses, as medidas
recomendadas sdo de cardter preventivo visando evitar ou reduzir a incidéncia de infecgdo
como, plantar cultivares resistentes ou tolerantes, como as listadas abaixo (Tabela 1):

Tabela 1. Espécies de cucurbitaceas comerciais resistentes ou tolerantes a virus.

Espécies - PRSV-w WMV CMV

Pepino ' Formosa e Aodai - Runner, Colbnia, Indaial,
Itapema e Prémio

Abdbora Piramoita, Menina brasileira e - -
Duda

Meldo ' AF-522, Nice e Eldorado 300 - -

Melancia BT 8501 “Egusi”, PI 494528 e -

P1494532

Quando disponiveis, utilizar sementes certificadas e fazer o controle dos insetos-
vetores (Lima et al., 2011). Outra alternativa seria a inser¢do ou a indugdo de genes
resistentes ao ataque desses patogenos (SASU et al., 2009; TSUNG LIN et al., 2013) e pré-
imunizag¢do utilizando inoculagdo com estirpes fracas do virus (BONILLA et al., 2009).

Entretanto, para se estabelecerem estratégias de manejo € de crucial importancia
identificar as espécies virais prevalentes que ocorrem no estado do Para utilizando-se os testes

sorologicos e moleculares.
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3. OCORRENCIA E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ViRUS DE
CUCURBITACEAS NO ESTADO DO PARA

3.1. Introducgao

As cucurbitaceas estdo entre as principais hortaligas cultivadas no Brasil por ser
importante fonte de minerais e vitaminas, especialmente vitaminas A e C, encontrados na
polpa dos frutos na forma de carotenoides e acido ascorbico (ROMANO et al., 2008).

As espécies de cucurbitaceas sdo frequentemente acometidas por doengas de origem
viral. No Brasil ja foram relatados dez virus infectando cucurbitdceas. Entretanto, sete se
destacam como os principais, devido a frequéncia de detec¢do em plantios comerciais de
cucurbitaceas e as perdas que podem causar na produgdo e na produtividade (LIMA, 2011).
Dentre esses, o virus da mancha anelar do mamoeiro, estirpe melancia (Papaya ringspot virus
— type watermelon — PRSV-w), o virus do mosaico amarelo da abobrinha de moita (Zucchini
yellow mosaic virus — ZYMV) e o virus do mosaico da melancia (Watermelon mosaic virus —
WMV) do género Potyvirus, sdo os mais importantes (LIMA, 2011). No estado do Para nao
ha estudos sobre as viroses importantes na cultura, tendo apenas relatos de ocorréncia dos
virus ZYMV e PRSV-w (POLTRONIERI, 2000; HAYASHI er al., 2013).

Deste modo. este trabalho propds registrar a ocorréncia e a caracterizagdo molecular
das espécies virais prevalentes nas principais regides produtoras de cucurbitdceas no estado
do Para. Os resultados deste estudo dardo subsidios para estabelecimento de estratégias de

manejo das viroses.

3.2. Material e Métodos

3.2.1. Coleta e preservagao das amostras
Para realizacdo dos testes sorologicos e moleculares foram coletadas de 101amostras

de folhas de cucurbiticeas com sintomas caracteristicos de viroses como: mosaico,
deformacdo foliar, amarelecimento e necrose, em 14 municipios do Para, sendo as localidades
visitadas: Ananindeua, Baido, Belém, Benevides, Curugd, Moju, Sdo Miguel do Guamd, Sdo
Jodo da Ponta, Santo Antonio do Taud, Santa lzabel do Para, Santa Maria do Para, Santarém,

Paragominas e Tomé-agu. As amostras coletadas foram armazenadas em sacos plasticos
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dentro da caixa de isopor e levadas o Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Amazonia
Oriental. '

Parte das amostras foliares foi dessecada, em dessecador contendo silica gel a 4°C e
armazenada em frascos em freezer -20°C, e a outra utilizada nos testes de diagnose PTA-

ELISA e RT-PCR.

3.2.2. Teste PTA-ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
Para execugdo do teste de diagnose foi utilizado o teste sorolégico PTA-ELISA. Os

virus testados foram: CMV, PRSV-w, ZYMV, SgMV, WMV e ZLCV de acordo com o
protocolo de Mowat e Dawson (1987) utilizando antissoros especificos para cada virus e
anticorpo anti-coelho. As avaliagdes de absorbancia a 405nm foram feitas apds a adigdo de
substrato (p-nitrofenilfosfato), utilizando uma leitora de microplaca de UV.

Inicialmente. foi pesado Ig de folhas e macerado com 10 ml de tampdo de carbonato
de sodio (1,59 g Nax CO3z; 2,93 g NaHCOs; 1,00 L H20; pH 9,6). Em seguida, foram
pipetados 100 pL das amostras na placa de ELISA, e posta para incubagio a 37 °C durante 60
min, logo apds a incubagdo, as placas foram lavadas manualmente com o tampéo de lavagem
PBS-Tween, 8 g NaCl: 0,20 g NaH2POyq; 1,15 g Na;HPO4; 0,20 g KCI; 1,00 L H20: 0,50 mL
de Tween 20; pH 7.4). Apos a lavagem foi pipetado na placa de ELISA o anticorpo especifico
para cada virus diluido em Tris-HCI (0,20M Tris-HCI; 0,15M NaCl; pH 7,2), e incubagdo por
60 min a 37 °C. Posteriormente, a placa foi novamente lavada com o tampao PBS-Tween.
Ap6s adigdo do conjugado anticorpo anti-coelho conjugado com (fosfatase alcalina) fez-se a
incubagio de 60 min a 37 °C. Em seguida, a placa foi lavada com o tampdo PBS-Tween e,
posteriormente adicionou-se p-nitrofenilfosfato diluido (0.5 mg/mL) em dietanolamina (97
mL dietanolamina: 1.0 L H:0;). As placas foram colocadas para incubar a temperatura
ambiente por 15 a 30 min e levadas ao leitor de ELISA para medi¢do da absorbéncia.

Os resultados foram analisados comparando amostras infectadas e sadias (I/S). Foram
consideradas positivas as amostras que apresentaram o dobro do valor de absorbancia do
controle sadio. Extratos de folhas de abdbora foram usados como controles negativos. Foram
utilizados extratos de folhas infectadas com cada virus como controle positivo.O controle
positivo de ZLCV foi cedido gentilmente pela Doutora Mirtes Freitas Lima da Embrapa

Hortaligas, Brasilia-DF.
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3.2.3. RT-PCR e sequenciamento
Para avaliar a diversidade genética dos isolados a serem selecionados de cada espécie

encontrada foi realizado o teste de RT-PCR, sequenciamento de DNA e estudo filogenético.

A extragdo RNA total foi realizada apara todas as amostras coletadas de acordo com
Gibbs e Mackenzie (1997).100mg de folhas com sintomas, foram maceradas em almofariz
gelado, utilizando 1600 pL do tampéo de lavagem (tris-HCI 10mM pH 8,0; EDTA ImM, pH
8.0; NaCl 2M; 0,05% BSA) e¢ 10 pL de P- mercaptoetanol. Em seguida o material foi
transferido para microtubos de 2 mL, e levados para agita¢do, em agitador de tubos, depois foi
centrifugado a 13.200 rpm por 10 min a 4°C. Apds a centrifugagdo o sobrenadante foi
descartado. Adicionou-se 800pL de tampdo CTAB (2% de CTAB (brometo de
hexadeciltrimetilaménio); 1,4 M de NaCl; 0,1 M Tris-HCI pH8,0; 0,5% mercaptoetanol) e
homogeneizado por 2 min. A suspensio foi incubada a 55 °C por 30 min. Logo apos, foram
adicionados 800 uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e a mistura foi homogeneizada
por 2 min. E depois centrifugada a 13.200 rpm por 10 min a 4°C. A fase aquosa foi
transferida para um novo tubo de 2mL. Esta ultima fase foi repetida e posteriormente, a fase
aquosa foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL. Acrescentou-se 600 pL de
isopropanol gelado e 60 pL de acetato de amonio. Apés a agitagdo da soiuqﬁo, o material foi
posto para incubar a-20 °C por 20 min. Depois de submetido a centrifugagdo a 13.200 rpm
por 10 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado com 1 mL de alcool
etilico a 70% e centrifugagfio 13.200 rpm por 2 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado ¢ o
pellet foi seco e ressuspendido com 50 pL de agua ultrapura e armazenado a-20°C. Foram
utilizadas amostras foliares como controles negativos (sadios) e positivos (infectados) para os
virus testados.

Para a sintese do ¢cDNA, a transcrigdo reversa foi realizada em um microtubo
empregando-se 0,25 uL do primer reverse, 3,0uL. do RNA extraido e 5,0pl. de agua ultrapura.
O microtubo foi incubado a 70 °C por 10 min, foi imediatamente transferido para o gelo por 1
min. Em seguida, acrescentaram-se 2,0ul. de tampéo da transcriptase reversa (M-MLV), 0,5
uL de dNTP (10mM), 0,15 pL da enzima RT e 1,8 pL de agua ultrapura. Posteriormente, fez-
se a incubag@o da reagdo por 50 min a 37 °C, e em seguida por 15 min a 70 °C.

A PCR (reacdo em cadeia da polimerase) foi realizada utilizando de ¢cDNA (DNA
complementar), Sul. de tampédo 5X, 3pL de MgClx (25mM), 0,25 pL de primers (10mM),
0,15 L de Taq Polimerase, 0,.5uL de dNTP (10mM), 12,85 pL de dgua ultra-pura.

Para as espécies do género Potyvirus foi utilizado o par de primer universal PVI ¢

WCIEN para detecgdo do ZYMV. O ciclo consistiu em 94 °C/30 segundos, 60 °C/45
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segundos, 72 °C/55 segundos, 94 °C/30 segundos, 57 °C/45 segundos, 72 °C/55 segundos. 94
°C/30 segundos, 54 °C/45 segundos, 72 °C/55 segundos, 35 ciclos de 94 °C/30 segundos, 54
°C/45 segundos, 72 °C/55 segundos, e polimerizag¢do final de 68 °C durante 7 minutos.Por
ndo ocorrer a amplificagdo dos virus PRSV-w e WMV com o par de primer citado, foi
utilizado o par de primer (MJ1 e MJ2).

A amplificagdo consistiu de 35 ciclos de amplificagdo; desnaturagdo a 95 °C por 30
segundos; anelamento e 50 °C por 1 min; e extensdo de por Imin a 72 °C. Posteriormente, fez-
se uma extensao final a 72 °C por 3 min. O produto da PCR foi analisado por eletroforese em
gel de agarose 0,8%, corado com GelRed (Biotium) e analisado em fotodocumentador.

Os fragmentos de DNA produzidos por PCR foram purificados utilizando o kit Wizard
PCR (Promega) e quantificados. O sequenciamento de DNA foi realizado pela empresa
Helixxa DNA for Life (Campinas-SP). As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos foram
comparadas com os acessos depositados no GenBank utilizando os programas o BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997), ClustalW (THOMSON er al., 1994) e MEGA 5.0 (TAMURA et
al., 2007).

3.3. Resultados e Discussdo
3.3.1. Teste PTA-ELISA

Os resultados soroldogicos indicaram que PRSV-w, ZYMV e SqMV foram os virus
mais frequentes nos municipios visitados, seguidos do CMV e WMV. O ZLCV nido foi

detectado nas amostras coletadas (Tabela 2).
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Tabela 2. Amostras de cucurbiticeas provenientes de municipios produtores do Estado do Para, submetidas ao

teste PTA-ELISA, para os seguintes virus: CMV, PRSV-w, ZYMV e WMV,

N°de N°amostra
Municipio Amostra Cultura amostra ¢/ infecgio CMV  PRSVw ZYMV SgMV WMV
negiiva mista

Ananindeua 2 Abdbora 0 0 0 0 0 2 0

1 Abdbora 2 0 0 0 | 0 0
Baido 1 Melancia

1 Maxixe

6 Abdbora 4 6 1 2 4 0 0
Benevides 1 Melancia

4 Pepino
Belém 1 Abébora 6 1 1 1 0 0 0

3 Melancia

8 Abobora 13 0 0 5 0 5 0
Curugh 5 Me]a::lcia

3 Maxixe

7 Pepino
Moju 2 Abobbora 0 0 0 0 2 0 0

4 Abédbora 0 10 3 7 3 0 0
Paragominas 3 Maxixe

6 Pepino
St°* Anténio do X 0 0 0 0 5 0 0
Taui 5 Pepino
St" Izabel do Para 9 Abo6bora 0 9 0 9 9 0 0

2 Abdbora 3 0 1 1 0 0 0
Sdo Jodo da Ponta 1 Melancia

2 Maxixe

2 Abdbora 4 0 0 3 0 8 1
St* Maria do Para l..o Melal:lcm

3 Maxixe

1 Pepino
Sdo Miguel do 1 Abodbora 1 0 0 0 2 0 0
Guama 2 Pepino
Santarém 1 Maxixe 0 0 0 1 0 0 0
Tomé-agu 2 Abdbora 0 0 0 2 0 0 0
Total 101 33 26 6 30 26 15 1

Das 40 amostras de Cucurbita sp. coletadas, 6 estavam infectadas como o CMV, 10

com PRSV-w, 8 com ZYMV e 10 com SgMV. No entanto das 21 amostras de C. lanatus

coletadas 10 foram positivas para PRSV-w, 5 para ZYMV e 5 para SqMV. Ja as 25 amostras

de C. sativus , 6 foram positivas para PRSV-w e 5 para ZYMV. Todavia as 15 amostras de C.

anguria coletadas, 4 foram positivas para o PRSV-w e 8 para ZYMV.

O PRSV-w foi um dos virus de maior incidéncia nas amostras coletada estando

presente em dez amostras de abobora, dez de melancia, seis de pepino e quatro de maxixe.

Essas amostras foram provenientes das localidades de Belém, Curu¢d, Santa Maria do Para,

Santa Izabel do Para. Sdo Jodo da ponta, Santarém e Tomé-agu, em infec¢do simples. Em
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Benevides, Paragominas e Santa Izabel do Para esse virus foi constatado em infec¢do mista
com o ZYMV.O PRSV-W encontra-se distribuido em escala mundial e € de grande
importancia econdmica onde estdo presentes as lavouras de cucurbitaceas (PURCIFULL et
al., 1984). Perdas na produgido e a incidéncia ja foram estimadas por outras regides do Pais,
inclusive no Nordeste brasileiro (NELSON et al., 1962; OLIVEIRA et al., 2000; RAMOS et
al., 2003).

No Brasil, grande atengdo tem sido dada ao PRSV-W, por ser o virus de maior
abrangéncia geografica detectado em cucurbitidceas. O mesmo ja foi identificado em varios
estados, causando grandes prejuizos a produgdo de diversas espécies de cucurbitaceas
(LIMA et al., 1980: PAVAN et al., 1989; OLIVEIRA et. al., 2000). O PRSV-w também ¢ de
ocorréncia predominante em regides produtoras de meldo de Belém (ALBUQUERQUE et al.,
1972) e em abdbora e melancia em Igarapé-agu (POLTRONIERI et al., 2000), em vérias
cucurbiticeas no Maranhdo (MOURA er al,2001) na cultura da melancia em Roraima
(HALFELD-VIEIRA et al., 2004) no Tocantins (NASCIMENTO ef al., 2011) € em acessos
de abdboras de Brasilia-DF (LIMA e COSTA, 2011).

O ZYMV foi o segundo virus de maior frequéncia, sendo detectado em oito amostras
de abdboras, cinco de melancia, cinco de pepino e oito de maxixe (Tabela 2). Essas amostras
sdo provenientes dos municipios de Benevides, Paragominas e Santa lzabel do Para, Baido,
Sao Miguel do Guama, Santo Anténio do Taud, Moju, Santa Maria do Para. Este virus ja foi
relatado por Poltronieri ef al., (2000) no estado do Para no municipio de Igarapé-agu, € na
bucha (HAYASHI et al., 2013). Foi registrado infectando melancia e abdboras nos estados do
Tocantins (NASCIMENTO et al., 2011; ALENCAR et al., 2012), Ceara e em Brasilia (LIMA
et al., 2011; BARBOSA et al., 2012; SOUZA et al.,, 2013; TAVARES et al., 2014) e em
diferentes cucurbiticeas no estado de Sdo Paulo (CORDOVA, 2010; SANTOS, 2011).

As amostras abdbora de Baido, abobrinha de Tomé-agu e maxixe de Curuga foram
positivas para os virus ZYMV e PRSV-w respectivamente, ao serem inoculadas em abdbora

cv. Caserta mostrando sintomas de mosaico e deformagao foliar (Figura 1).
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Figura 1. Sintomas de mosaico e deformagdo foliar em folhas em abobora cv. Caserta inoculadas com extrato de
aboboras infectadas dos municipios de Tomé-agui (A) positiva para PRSV-w e de Baido (B) positiva para

ZYMV.

O WMV foi detectado em uma amostra de maxixe proveniente do municipio de Santa
Maria do Para (Tabela 2). Este virus também foi encontrado em abdbora, melancia, maxixe e
pepino no Maranhdo (MOURA et al., 2001). Em amostras de melancia em infecgdo tripla
com PRSV-W e ZYMV no estado de Roraima (HALFELD-VIEIRA ef al., 2004) e infecgdo
simples nos estados de Tocantins e Bahia (RODRIGUES, 2011; NASCIMENTO et al., 2011;
AGUIAR et al., 2013; SILVEIRA et al., 2014) e em outras cucurbiticeas no estado de
Manaus (LIMA et al., 2010).

As espécies de Potyvirus estio amplamente disseminadas no Brasil. Lima e Alves
(2011) registraram a presenga do género em diversas cucurbitdceas em varios estados como
Minas Gerais, Amapa, Pernambuco, Rio de Janeiro, Pernambuco e Manaus. Silveira (2008)
verificou que em amostras de melancia coletadas na regido do Sub-médio do Sdo Francisco,
os Potyvirus predominaram em 99% das coletas nas areas amostradas e ocorreram de forma
simultanea e consistentemente em todos os anos considerados.

O CMV foi encontrado’ em seis amostras de aboboras coletadas em propriedades
localizadas em Belém, Benevides, Paragominas e Sdo Jodo da Ponta. A amostra de Belém
mostrou infecg@o mista do virus CMV com o PRSV-w. Silveira (2008) detectou a presenga de
CMV em amostras de melancia provenientes Petrolina - PE e Juazeiro- BA. Resultado
semelhante foi detectado por (RODRIGUES, 2011; AGUIAR et al., 2014) no estado do
Tocantins na cultura da melancia, e em uma amostra cucurbitiacea proveniente do estado de
Manaus (LIMA et al., 2010b). A baixa incidéncia do CMV nas localidades avaliados pode ser
explicada pela inibigdo ou interferéncia na sua transmissdo pela presenga de outros virus

(SILVEIRA, 2008). Pinto (2003) ao analisar a cultura de abobrinha de moita (Cucurbita pepo
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L.) observou a interferéncia dos potyvirus PRSV-W e ZYMV na transmissdao do CMV por
Aphis gossypii e M. persicae.

O SgMV foi detectado em dez amostras aboboras e cinco de melancias (Tabela 2)
trazidas dos municipios de Ananindeua (Figura 2), Curuga e Santa Maria do Para. Este virus
foi detectado na melancia no estado do Tocantins (ALENCAR et al., 2012; TAVARES et al.,
2014). Sua ocorréncia foi detectada também no Distrito Federal e nos estados do Ceara e Rio
Grande do Norte, onde ha maior ocorréncia desse patégeno (ALENCAR et al., 2012). Nolan e
Campbell (1984) observaram que a transmissdo desse virus pela semente varia de 0,4% a

12,1% de acordo com a cultivar de abdbora e a presenga do virus nos tecidos das sementes.

Figura 2. Sintomas de (A) deformagédo foliar e bolhosidade (B) mosaico em folhas de abébora no municipio de

Ananindeua com infecgdo de SQMV

3.3.2. RT-PCR e sequenciamento

Para a diagnose utilizando o teste molecular RT-PCR foram selecionadas as amostras
positivas para Poryvirus no teste PTA-ELISA. Foram obtidos fragmentos de DNA do
tamanho esperado de 321pb (Figura 3), quando se utilizou primers especificos para o género
Potyvirus (MJ1 e MJ2). Houve amplificagdo para as amostras de abdbora provenientes de
Santa Izabel do Para. Baido, Moju, Tomé-Agu, Belém (Embrapa), Sao Jodo da Ponta; para as
amostras de pepino de Benevides, Paragominas, Santo Antonio do Taua, Sdo Miguel do
Guama, Santa Maria do Pard: para as amostras de maxixe provenientes de Curuga, Santarém,

Santa Izabel do Para: e amostra de melancia de Santa Maria do Para.



33

Figura 3. Analise em gel de agarose 0,8% de isolados de virus coletados em cucurbitaceas do estado do Para
para o primer MJ1 e MJ2, para identificagdo do género Potyvirus. M - marcador 1kb; 1 - abdbora de Santa
Izabel do Para; 2 - pepino de Benevides: 3 - Pepino de Paragominas; 4 - abdbora de Baido: 5- pepino de Santo
Antonio do Taua; 6 - abobora de Moju: 7 - abobrinha de Tomé-agu; 8 - Maxixe de Curuga; 9 - abobora Belém
(Embrapa); 10- maxixe de Santarém; 11- melancia de Santa Maria do Para; 12 - maxixe de Santa Izabel do Para;
13 - pepino de Sdo Miguel do Guama; 14 - abobora de Tomé-agu; 15 - abobora de Sao Jodo da Ponta; 16 -

pepino de Santa Maria do Para; 17 - controle negativo.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Fonte: Nara Ponte

O ZYMV foi detectado pelo par de primer PV1 e WCIEN que permitiu a amplificacio
de um fragmento de cerca de 800 pb (Figura 4). Para as amostras infectadas obteve-se a
concentragdo necessaria de DNA para realizagdo do sequenciamento nucleotidico. As
sequéncias de nucleotideos foram comparadas com os acessos depositados no GenBank
utilizando os programas Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), Clustal W e MEGA
5.0 (Tabela 4).

Figura 4. Andlise em gel de agarose 0,8% de isolados de virus coletados em Cucurbiticeas do estado do Para
para os primer PV1 e WCIEN, para identificagdo de ZYMV. M - marcador 1kb; 1 - controle positivo: 2 - pepino
de Santa Maria do Para; 3 - abobora de Baido; 4 - pepino de Santo Antonio do Taua; 5- abdbora de Moju; 6 -

pepino de Sao Miguel do Guama; 7 - abobora de Santa Izabel do Para; 8 - controle negativo.

800 pb
-
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Os virus PRSV-w e WMV ndo amplificaram quando se utilizou o par de primer PV1 e
WCIEN, devido a este motivo foi utilizado o par de primer MJ1 e MJ2 na (Figura 5) para o
sequenciamento. As sequéncias de nucleotideos foram comparadas com os acessos
depositados no GenBank utilizando os programas Basic Local Alignment Search Tool

(BLAST), Clustal W e MEGA 5.0 (Tabela 3).

Figura 5. Analise em gel de agarose 0,8% de isolados de virus coletados em Cucurbitaceas do estado do Para
para o par de primer MJ1 e MJ2. Amostras positivas para os virus PRSV-w e WMV. .M - marcador 1kb: 1 -
controle positivo; 2 - abdbora de Sdo Jodo da Ponta; 3 - abobora de Santa Izabel do Para; 4 - maxixe de

Santarém; 5 - dbobrinha de Tomé-agu; 6- abobora de Tomé-agu; 7 - melancia de Santa Maria do Pard; 8 - maxixe

de Santa Maria do Para: 9 - maxixe de Curuga. 10 - controle negativo.

400 pb

Fonte: Nara Ponte

Tabela 3. Lista de isolados de PRSV-w, ZYMV e¢ WMV obtidas no GenBank (NCBI) utilizadas na analise

filogenética

Virus Acessos Origem Virus  Acessos Oiigem Virus Acessos Origem
PRSV-w N132451 EUA ZYMV JX502670 Brasil-SP [ZYMV  JX502677 Brasil-DF
PRSV-w JN132469 EUA ZYMV 1X502675 Brasil-SP JZYMV  JX502668 Brasil-RN
PRSV-w DQ374153 Brasil-SP  ZYMV JX502667 Brasil-DF [ZYMV  JX502669 Brasil-PA
PRSV-w AY238881 India ZYMV JX502671 Brasil-SP WMV EU660580 Chile
PRSV-w KC345589 Venezuela ZYMV JX502673 Brasil-PR [WMV AB218280 Paquistdo
PRSV-w AF344649 Brasil-DF [ZYMV JQ026020 Iraque WMV FJ628395 Polonia
PRSV-w AY094986 Brasil-SP FYMV JX262125 Sérvia WMV KP406640 China
PRSV-w JQ755426 Brasil-PE  |ZYMV KJ614229 india WMV AJ579504 Espanha
PRSV-w AF344649 Brasil-DF [ZYMV HM76820 EUA WMV AY437609 Franca
PRSV-w KC768834 Cuba ZYMV HM76822 EUA WMV AB693979 Japdo
PRSV-w AF530089 Brasil-SP  JZYMV JX502672 Brasil-RS [WMV JF273468 Franga
PRSV-w AY094987 Brasil-SP [ZYMV JX502676 Brasil-MT

PRSV-w KC748221 Brasil-PB EZYMV 1X502674 Brasil-ES
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Tabela 4. Lista de isolados utilizados na analise filogenética dos virus PRSV-w, ZYMV e WMV obtidos em
lavouras de cucurbitaceas no estado do Para.

Virus Acesso Origem Cultura
PRSV-w BR_PAS Santa Maria do Para melancia
PRSV-w BR_PA7 Curuga maxixe
PRSV-w BR PAS8 Tomé-agu abobora
PRSV-w BR_PA9 Sao Jodo da Ponta abobora
PRSV-w BR_PAI10 Tomé-agi abobrinha
PRSV-w BR_PALlI Embrapa abobora
PRSV-w BR_PAI2 Santarém maxixe
ZYMV ZYMV_PALI Baido abobora
ZYMV ZYMV _PA2 Moju abobora
ZYMV ZYMV_PA3 Santo Anténio do Taua pepino
WMV WMV PA Santa Maria do Para maxixe

A arvore filogenética gerada a partir de 21 sequéncias de nucleotideos para PRSV-w
mostrou que os isolados paraenses se agruparam em 3 grupos distintos. No grupo 1 o isolado
BR_PAII agrupa-se com isolados de Sao Paulo e Distrito Federal. No grupo 2 os isolados
BR_PA 8 e BR_9 agrupam-se ao acesso oriundo da Paraiba. No entanto, o grupo 3 ¢é
composto pelos isolados BR_PAS, BR_PA7, BR_10 e BR_PA12 (Tabela 4) juntamente com
um isolado do Distrito Federal e de Cuba, evidenciando a proximidade genética entre os
isolados paraenses com os acessos brasileiros (Figura 6). Essa formagdo de grupos
diferenciados foi obtida também por Martinéz (2012) quando comparou isolados ¢ PRSV
brasileiros e estrangeiros. No entanto, arvore filogenética que relaciona os aminoacidos, os
isolados do Pard de PRSV-w agruparam-se em um mesmo clado, mostrando um alto grau de

identidade genética entre os isolados, mesmo sendo de municipios diferentes (Figura 7).
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Figura 6. Arvore filogenética utilizando neighbour-joining construida com base no alinhamento das sequéncias

de nucleotideos de parte do gene da capa protéi

software MEGA 5.0.
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Figura 7. Arvore filogenética utilizando neighbour-joining construida com base no alinhamento das sequéncias
aminoacidos de parte do gene da capa protéica de isolados de PRSV-w. A arvore foi gerada utilizando o software

MEGA 5.0.
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Fonte: Nara Ponte

As sequéncias de nucleotideos de ZYMV do estado do Pard mostraram diferengas
nucleotidicas entre si. evidenciando variabilidade genética entre isolados de ZYMV (Figura
8). No entanto. a arvore filogenética dos aminoacidos agrupou os isolados paraenses em um
mesmo clado, juntamente com acessos brasileiros oriundos do Parana, Para, Distrito Federal,
Mato Grosso. Espirito Santo, Rio Grande do Sul e Rio grande do Norte e também com
acessos estrangeiros provenientes dos Estados Unidos, Sérvia, india e Iraque. Porém, se
diferenciaram de outro acesso vindo do Distrito Federal e dos isolados oriundos do estado de

S3o Paulo (Figura 9).
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Figura 8. Arvore filogenética utilizando neighbour-joining construida com base no alinhamento de nucleotideos

da parte do gene de proteina capsidial dos isclados de ZYMYV. A arvore foi gerada utilizando o software MEGA

5.0.
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Figura 9. Arvore filogenética utilizando neighbour-joining construida com base no alinhamento das sequéncias
de aminoéacidos de parte do gene da capa proteica de isolados de ZYMV. A arvore foi gerada utilizando o

software MEGA 5.0.

BROF 1

005

Fonte: Nara Ponte

Por ndo haver acessos de WMV brasileiros depositados no genbank a érvore
filogenética que relaciona a sequéncia de WMV paraense foi feita apenas com acessos
estrangeiros. O isolado paraense mostrou alto grau de identidade nucleotidica com o acesso
proveniente do Japdo (Figura 10). Essa identidade foi confirmada quando se fez a comparagio
entre os aminoacidos de WMV do estado do Para com o isolado japonés e também com os

outros acessos estrangeiros (Figura 11).
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Figura 10. Arvore filogenética utilizando neighbour-joining construida com base no alinhamento das sequéncias
de nucleotideos de parte do gene da proteina dos isolado de WMV. A arvore foi gerada utilizando o software
MEGA 5.0
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Figura 11. Arvore filogenética utilizando neighbour-joining construida com base no alinhamento das sequéncias
de aminoacidos de parte do gene da capa protéica de isolados de WMV. A arvore foi gerada utilizando o
software MEGA 5.0.
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Fonte: Nara Ponte

A porcentagem de identidade entre as sequéncias de nucleotideos dos isolados de

PRSV-w do Para variou entre 88 ¢ 99%. Enquanto que a porcentagem de identidade entre os
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aminoacidos deduzidos variou entre 92 e 100% (Tabela 5). A identidade entre os nucleotideos

de ZYMV variou de 93 a 94%. e entre os aminoacidos deduzidos variou de 97 a 99% entre os

isolados. Resultado similar foi encontrado por Spadotti (2012) quando comparou isolados de

ZYMV inoculados em abobrinha de moita. As amostras de ZYMV mostraram proximidade

genética com o acesso BR_PA também proveniente do estado do Pard com identidade

variando entre 60 e 63% (Tabela 6). A identidade dos nucleotideos do isolado WMV PA com

os acessos estrangeiros variou de 84 a 90%. No entanto a identidade entre os aminoacidos

variou de 94 a 93°% (Tabela 7).

Tabela 5. Porcentagens de identidade de nucleotideos (acima da diagonal) e de aminoacidos deduzidos (abaixo

da diagonal) na regido codificadora para a proteina capsidial entre os isolados de PRSV-w.

Isolados PAS PA7 PAS PAY PAIO PAI1 PAI12SP1 SP4 DF1 DF2 DF3 PE PB C EUAlL EUA2Y
PAS - 99 9> 63 94 91 90 91 91 91 91 88 90 87 92 9] 90 90
PA7 100 - 93 93 94 91 90 91 91 91 91 91 88 87 92 91 90 90
PAS 95 93 - 9 93 90 88 94 94 92 94 92 93 92 92 93 93 91
PAY 9 95 98 - 93 92 88 95 95 92 95 92 94 91 93 93 92 91
PA 10 95 95 98 9§ - 89 90 93 93 93 93 91 92 B89 96 94 92 93
PA 11 94 94 4> 94 93 - 88 91 91 88 91 90 92 89 89 90 89 89
PA 12 92 92 92 92 95 93 - 88 88 B9 B8 B85 B6 85 90 89 87 87
SP1 95 92 47 97 98 93 91 - 100 949 92 94 95 94 95 75 92 92
SP3 95 92 «° 97 98 93 91 100 100 94 92 94 95 94 065 75 92 92
SP4 95 92 <7 97 98 93 91 100 - 94 92 94 95 94 95 75 92 92
DF1 95 92 <= 97 98 93 9 96 94 - 95 94 95 94 97 95 92 93
DF2 95 92 <° 97 9§ 93 91 94 100 96 - 87 88 B6 95 94 76 91
DF3 94 91 <~ 96 98 92 91 100 94 95 94 - 97 94 95 75 93 92
PE 95 92 <7 96 98 92 91 94 9 97 97 97 - 95 96 76 93 93
PB 94 9] - 96 97 93 91 95 95 95 95 95 97 - 95 75 92 92
C 95 92 <T 97 98 93 91 9 96 97 9 97 98 98 - 84 94 93
EUAL 95 92 <& 937 06§ 93 91 9% 96 98 96 97 98 96 97 - 79 82
EUA2 95 93 &7 7T 98 93 91 93 93 95 94 94 96 95 97 98 - 95
v 95 92 <= 97 9§ 93 91 95 95 9 95 95 97 96 97 98 98 -
Tabela 6. Tabela P:r:zntagens de identidade de nucleotideos (acima da diagonal) ¢ de aminoacidos deduzidos
(abaixo da diagonal: =z regido codificadora para a proteina capsidial entre os isolados de ZYMV.
Isolados BR_BR_BR_BR_SP1 MT SP2 DF1 ES PR RS SP3 RN DF2 IR SE IN EU EU
PAl Pal PA3 PA AQ RV D Al A2
BR_PAl - -> 93 60 58 60 59 60 60 60 60 59 60 58 90 79 88 59 59
BR_PAZ Gy 43 62 57 60 57 60 60 61 60 57 60 57 90 80 89 58 58
BR_PA2 94 .- 63 57 60 58 60 60 60 60 58 60 57 90 8) 89 58 58
BR_PA ba R 93 98 93 98 96 98 98 93 98 93 97 97 97 93 93
BR_SP1 G ToNET 99 . 94 98 94 95 93 93 98 93 100 93 93 93 95 95
BR_MT e oS 100 99 - 93 98 96 98 98 93 98 94 97 97 97 94 94
BR_SP2 bx T 9T 98 98 98 - 93 95 93 93 99 93 98 93 93 93 94 94
BR_DF1 s T 9T 99 98 99 98 - 97 99 98 93 99 94 98 97 97 94 94
BR_ES = T 8T 99 98 99 98 99 - 97 9 95 97 95 96 96 96 94 94
BR_PR = T 97 99 98 99 97 98 99 - 98 93 98 93 98 97 97 94 94
BR_R~ =5 T 97 100 99 100 97 99 99 99 - 92 98 93 97 97 97 93 93
BR _sP2 - 97 98 98 98 98 97 97 97 98 - 93 98 93 93 93 94 94
BR_RN - 97 99 98 99 99 99 99 98 99 97 - 93 97 97 97 93 93
BR_DF:Z T 97 99 100 99 98 98 98 98 99 98 98 - 93 93 93 93 95
IRAQ - 97 97 97 97 96 97 97 97 97 96 97 97 - 97 97 94 93
SERM - T 97 98 97 98 97 98 98 97 98 96 98 97 97 - 97 94 94
IND ' T 97 98 97 98 97 98 98 97 98 96 98 97 97 97 - 93 51
El a1 S 97 99 9§ 99 97 98 99 98§ 99 97 98 98 98 98 98 - 100
El A2 T 97 99 98 99 98 99 99 99 99 98 99 98 9§ 99 99 99 .
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Tabela 7. Tabela Porcentagens de identidade de nucleotideos (acima da diagonal) e de aminoacidos deduzidos

(abaixo da diagonal) na regido codificadora para a proteina capsidial entre os isolados de WMV.

Isolados Jp Esp Fril Fr2 Chil Pag Pol Chi Wmw pa
Japdo - 90 92 99 91 93 94 93 90
Espanha 96 - 98 92 92 77 93 93 87
Frangal 96 100 - 92 93 95 93 94 87
Franga2 104 96 97 - 92 93 93 93 90

Chile 94 96 97 96 - 95 90 92 86
Paquistio 96 99 99 92 96 - 77 78 84
Poldnia 98 96 96 98 94 96 - 93 88

China 97 97 97 97 94 %6 97 =% 88

Wmy pa 93 95 95 95 94 95 95 95 -

3.4. Consideracgdes finais

Os estudos soroldgico, molecular e o sequenciamento comprovaram a presenga das
principais viroses que acometem as cucurbitdceas no estado do Para. Os resultados obtidos
mostraram a abrangéncia dos Potyvirus no estado, pois todas as espécies investigadas foram
detectadas nas anadlises. O PRSV-w, como ja relatado em outros estados, ¢ o virus mais
frequente na cultura das cucurbiticeas, seguido dos virus ZYMV e do WMV,

Outro virus encontrado foi o CMV que tem grande importancia por possuir uma ampla
gama de plantas hospedeiras.

O SgMV tem sido avaliado como um virus de baixa importancia no territério nacional.
Entretanto, os resultados obtidos mostram que essa ndo ¢ a mesma realidade no estado do
Para, onde grande parte das amostras coletadas se apresentavam infectadas com o SqMV. Isso
mostra que o virus encontrou na regido condi¢es ideais para se disseminar e infectar
hospedeiras locais. Esses relatos serdo de grande importancia para estudos de melhoramento
genético e elaboragdo de uma estratégia de manejo adequada para as espécies de
cucurbitdceas infectadas por esse virus. Justificando, assim os estudos acerca desses virus no

estado.
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3.5. Conclusdes

O PRS-w foi um dos virus de maior ocorréncia nas areas visitadas. Este virus foi
detectado em abobora, melancia, pepino e maxixe. Essas amostras foram provenientes das
localidades de Belém, Curuga, Santa Maria do Para, Santa Izabel do Para, Sdo Jodo da ponta,
Santarém e Tomé-agu.

O ZYMV a segunda espécie de maior ocorréncia nas localidades amostradas, sendo
detectado em aboboras, melancia, pepino e maxixe. Essas amostras foram provenientes dos
municipios de Benevides, Paragominas e Santa 1zabel do Para, Baido, Sdo Miguel do Guama,
Santo Anténio do Taud, Moju, Santa Maria do Para.

O WMV foi registrado pela primeira vez no estado do Pard, em maxixe, proveniente
do municipio de Santa Maria do Para.

O CMV foi detectado pela primeira vez em lavouras de cucurbitdceas no Pard, em
aboboras coletadas em propriedades localizadas em Belém, Benevides, Paragominas e Sao
Jodo da Ponta. A amostra de Belém (Embrapa) mostrou infecgdo mista do CMV com o
PRSV-w.

O SqMV foi registrado pela primeira vez infectando cucurbitaceas no estado do Para.
O SgMV foi um dos virus mais presentes em amostras de aboboras e melancia, dos
municipios de Ananindeua, Curuga e Santa Maria do Para. Diferente do que ¢ visto em outras
regides do Pais, onde este virus € de baixa importancia.

As sequéncias nucleotidicas de isolados do PRSV-w distribuiram-se em 3 grupos
distintos. A porcentagem de identidade entre os isolados de PRSV-w do Para variou entre 88
e 99%. Enquanto que a porcentagem de identidade de aminoacidos variou entre 92 e 100%.
Para o virus ZYMYV as sequéncias de nucleotideos dos isolados do estado do Para mostraram
diferencas nucleotidicas entre si. A identidade de nucleotideos entre os isolados de ZYMV
variou de 93 a 94%, e as de aminoacidos variou de 97 a 99%. A sequéncia de WMV
agrupou-se na arvore filogenética com o acesso proveniente do Japdo. A identidade de
nucleotideos do isolado WMV-PA com os acessos estrangeiros variou de 84 a 90%. No

entanto, a identidade de aminoacidos variou de 94 a 95%.
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APENDICES

APENDICE A- Sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos do gene da proteina

capsidial dos 7 isoaldos de PRSV-w.

>PRSV-WBR_PAS

TTTTGGTTTGGTGTATAGAGAACGGTACATCTCCAGACATATCTGGTGTCTGGGTT
ATGATGGATGGGGAAACCCAAGTTGATTATCCAATCAAGCCTTTAATTGAGCATG
CTACTCCGTCGTTTAGGCAAATTATGGCTCATTTCAGTAACGCGGCAGAAGCATA
CATCGCAAAGAGAAATGCTACTGAAAGGTACATGCCGCGGTATGGGATCAAGAG
AAATTTGACTGACATTAGTCTCGCTAGATATGCTTTCGATTTCTATGAGGTGAATT
CRAAAACACCTGATAGGGGTCGCGAAAGTCACATTGTTATGAAAGCCCCAACAA
A

>PRSV-WBR_PA7

TTTTGGTTTGGTGTATAGAGAACGGTACATCTCCAGACATATCTGGTGTCTGGGTT
ATGATGGATGGGGAAACCCAAGTTGATTATCCAATCAAGCCTTTAATTGAGCATG
CTACTCCGTCGTTTAGGCAAATTATGGCTCATTTCAGTAACGCGGCAGAAGCATA
CATCGCAAAGAGAAATGCTACTGAAAGGTACATGCCGCGGTATGGGATCAAGAG
AAATTTGACTGACATTAGTCTCGCTAGATATGCTTTCGATTTCTATGAGGTGAATT
CRAAAACACCTGATAGGGGTCGCGAAAGTCACATTGTTATGAAAGCCCCAACAA
A

>PRSV-WBR_PAS

TTTGGTATGGTGTATAGAGAACGGTACATCTCCAGACATATCTGGTGTCTGGGTT
ATGATGGATGGGGAAACCCAAGTTGATTATCCAATCAAGCCTTTAATTGAGCATG
CTACTCCATCATTTAGGCAAATTATGGCTCACTTCAGTAACGCGGCAGAAGCGTA
CATTGCAAAGAGAAATGCCACCGAAAGGTACATGCCGCGATATGGAATCAAGAG
AAATTTGACTGACATTAGTCTCGCTAGATATGCTTTCGATTTCTATGAGGGGAATT
CGAAAACACCTGATAGGGCTCGTGAAGCTCATATGCAAATGAAAGCCGCAGCAA
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>PRSV-WBR_PA9

TTTTGGTATGGTGTATAGAAAACGGTACATCTCCAGACATATCTGGTGTCTGGGTT
ATGATGGATGGGGAAACCCAAGTTGATTATCCAATCAAGCCTTTAATTGAGCATG
CAACTCCGTCGTTTCGGCAAATTATGGCTCACTTCAGTAACGCGGCAGAAGCATA
CATTGCAAAGCGAAATGCCACCGAGAGGTACATGCCGCGGTATGGAATCAAGAG
AAATTTGACTGACATTAGTCTCGCTAGATATGCTTTCGATTTCTATGAGGTGAATT
CGAAAACACCTGATAGGGCTCGTGAAGCTCATATGCAGATGAAAGCGCCAGCAA

>PRSV-WBR_PA10

TTGGTATGGTGTATAGAGAACGGTACATCCCCAGACATATCTGGTGTCTGGGTTA

TGATGGATGGGGAAAACCAGGTTGATTATCCAATCAAGCCTTTAATTGAGCATGC
TACTCCGTCGTTTAGGCAAATTATGGCTCATTTCAGTAACGCGGCAGAAGCATAC

ATCGCAAAGAGAAATGCTACTGAGAGGTACATGCCGCGGTATGGGATCAAGAGA
AATTTGACTGACATTAGCCTCGCTAGATACGCTTTCGATTTCTATGAGGTGAATTC
CAAAACGCCTGATAGGGCTCGCGAAGCGCACATGCAGATGAAAGCCGCAGCAA

>PRSV-WBR_PA11

TTTTGGTTTGGTGTATAGAGAACGGTACATCTCCAGACATATCTGGTGTCTGGGTT
ATGATGGATGGGGAAACCCAAGTTGATTATCCAATCAAGCCTTTGATTGAGCATG
CCACTCCGTCGTTTAGGCAAATCATGGCTCACTTCAGTAACGCGGCAGAAGCATA
CATAGCAAAGAGAAATGCCACCGAGAGATATATGCCGCGGTATGGAATCAAGAG
AAATTTGACTGACATTAGCCTCGCTAGATATGCTTTTGATTTCTATGAGGTGAATC
GAAAACACCTGATACGGCCCAGGC

>PRSV-WBR_PAI2

TTGGTATGGTGTATAGAGAACGGTACATCTCCAGACATATCTGGTGTCTGGGTTA
TGATGGATGGAGAAACCCAGGTTGATTATCCAATCAAGCCTTTAATTGAGCATGC
TAATCCGTCGTTTAGGCAAATTATGGCTCATTTCAGTAACGCGGCAGAAGCATAC
ATTGCAAAGAGAAATTCTACTGAGAGGTACATGCCGCGGTATGGGATCAAGAGA
AATTTAACTGACATTAGTCTCGCTAGATATGCTTTCGATTTCTATGAGGTGAATTC
GAAACTCTTGATTTGGACCCGCTAGTTT
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>PRSV-WBR_PAS
LVWCIENGTSPDISGVWVMMDGETQVDYPIKPLIEHATPSFRQIMAHFSNAAEAYIAK
RN ATERYMPRYGIKRNLTDISLARYAFDFYEVNSKTPDRGRESHIVMKA

>PRSV-WBR_PA7
LVWCIENGTSPDISGVWVMMDGETQVDYPIKPLIEHATPSFRQIMAHFSNAAEA YIAK
RNATERYMPRYGIKRNLTDISLARY AFDFYEVNSKTPDRGRESHIVMKAPTX

>PRSV-WBR_PAS
LVWCIENGTSPDISGVWVMMDGETQVDYPIKPLIEHATPSFRQIMAHFSNAAEAYIAK
RNATERYMPRYGIKRNLTDISLARYAFDFYEGNSKTPDRAREAHMQMKAAAX

>PRSV-WBR_PA9
LVWCIENGTSPDISGVWVMMDGETQVDYPIKPLIEHATPSFRQIMAHFSNAAEAYIAK
RNATERYMPRYGIKRNLTDISLARYAFDFYEVNSKTPDRAREAHMQMKAPAX

>PRSV-WBR_PA10
LVWCIENGTSPDISGVWVMMDGENQVDYPIKPLIEHATPSFRQIMAHFSNAAEAYIA
KRN ATERYMPRY GIKRNLTDISLARYAFDFYEVNSKTPDRAREAHMQMKAAA

>PRSV-WBR_PAlI
LVWCIENGTSPDISGVWVMMDGETQVDYPIKPLIEHATPSFRQIMAHFSNAAEAYIAK
RNATERYMPRYGIKRNLTDISLARYAFDFYEVNRKHLIRPR

>PRSV-WBR_PA12
LVWCIENGTSPDISGVWVMMDGETQVDYPIKPLIEHANPSFRQIMAHFSNAAEAYIA
KRNSTERYMPRYGIKRNLTDISLARYAFDFYEVNSKLLIWTRF
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APENDICE B- Sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos do gene da proteina

capsidial dos 7 isoaldos de ZYMV

>ZYMV_PA |
AGGRTTATGATGGACGGGMATGAGCAGGTTGAATATCCTTTGAAACCAATAGTC
GAAAATGCAAAGCCAACGCTGCGACAAATAATGCATCATTTTTCAGATGCAGCG
GAGGCATATATAGAGATGAGAAATGCAGAGGCACCATACATGCCGAGGTATGGT
TTGCTTCGAAACTTACGGGATAGGAGTTTGGCACGATATGCTTTTGACTTTTACGA
AGTCAATTCCAAAACTCCTGAAAGAGCCCGTGAAGCTGTTGCGCAGATGAAAGC
AGCAGCTCTTAGCAATGTTTCTTCAAGGTTGTTTGGCCTTGATGGAAATGTTGCCA
CCACTAGCGAAGACACTGAACGGCATACTGCACGTGATGTTAATAGAAACATGC
ACACTTTACTAGGTGTGAATACAATGCAGTAAAGGGTAGGCCGCCTACCTAGGTT
ATCGCTTCGCTGCCGACGTAATTCTAATATTTACCGCTTTATTTGATATCTTAGAT
TTCTAGAGTGGGCCTCCCACCTTTAAAGCGTAAAGTTTATGTTAGTTGTCCAGGA
GTGGCGTAGTCCTGTCGGAAGCTTTAGTGTGAGCCTCTCACGAACAAGCTCGAGA
TTAGACTCCGTTTCCAAGCCYAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

>ZYMV_PA 2
GTTACCGTAAATTAACGGGAGCATGGGTTATGATGGACGGGAATGAGCAGGTTG
AATATCCTTTGAAACCAATAGTTGAAAATGCAAAGCCAACGCTGCGACAAATAAT
GCATCATTTTTCAGATGCAGCGGAGGCATATATAGAGATGAGAAATGCAGAGGC
ACCATACATGCCGAGGTATGGTTTGCTTCGAAACTTACGGGATAGGAGTTTGGCA
CGATATGCTTTTGACTTCTACGAAGTCAACTCCAAAACTCCGGAAAGAGCCCGCG
AAGCTGTTGCGCAGATGAAAGCAGCAGCCCTTAGCAATGTTTCTTCAAGGTTGTT
TGGCCTTGATGGAAATGTTGCCACCACTAGCGAAGACACTGAACGGCACACTGCA
CGTGATGTTAATAGGAACATGCACACTTTGCTAGGTGTGAATACAATGCAGTAAA
GGGTGGGTCGCCTACCTAGGTTATCGCTTCGCTGCCGACGTAATTCTAATGTTTAC
CGCTTTATGTGATGTCTTTAGATTTCTAGAGTGGGCCTCCCACCTTTAAAGCGTAA
AGTTTATGTTAGTTGTCCAGGAGTGCCGTAGTCCTGTCGGAAGCTTTAGTGTGAG
CCTCTCACGTATAAGCTCGAGATTAGACTCCGTTTGCAAGCCCAAAAAAAAAAAA
AAAAA
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>ZYMV_PA 3
GGCCCTTAAATTATGGGAGTATGGGTTATGATGGACGGGAATGAGCAGGTTGAAT
ATCCTTTGAAACCAATAGTCGAAAATGCAAAGCCAACGCTGCGACAAATAATGC
ATCATTTTTCAGATGCAGCGGAGGCATATATAGAGATGAGAAATGCAGAGGCAC
CATACATGCCGAGGTATGGTTTGCTTCGAAACTTACGGGATAGGAGTTTGGCACG
ATATGCTTTCGACTTTTACGAAGTCAATTCCAAAACTCCGGAAAGAGCCCGTGAA
GCTGTTGCGCAGATGAAAGCAGCAGCCCTCAGCAATGTTTCTTCAAGGTTGTTCG
GCCTTGACGGAAATGTTGCCACCACTAGCGAAGACACTGAACGGCACACTGCAC
GTGATGTTAATAGGAACATGCACACCTTGTTAGGTGTGAATACAATGCAGTAAAG
GGTAGGTCGCCTACCTAGGTTATCGTTTCGCTGCCGACGTAATTCTAATATTTACC
GCTTTATGTGATGTCTTTAGATTTCTAGAGTGGGCCTCCCACCTTTAAAGCGTACA
GTTTATGTTAGTTGTCCAGGAGTGCCGTAGTCCTGTCGGAAGCTTTAGTGTGAGCC
TCTCACGAATAAGCTCGAGATTAGACTCCGTTTGCAAGCCGAAAAAAAAAAAAA
AAAA

>ZYMV PA 1

MMDGXEQVEYPLKPIVENAKPTLRQIMHHFSDAAEAYIEMRNAEAPYMPRYGLLRN
LRDRSLARYAFDFYEVNSKTPERAREAVAQMKAAALSNVSSRLFGLDGNVATTSED
TERHTARD VNRNMHTLLGVNTMQ

>ZYMV_PA 2

LTGAWVMMDGNEQVEYPLKPIVENAKPTLRQIMHHFSDAAEAYIEMRNAEAPYMPR
YGLLRNLRDRSLARYAFDFYEVNSKTPERAREAVAQMKAAALSNVSSRLFGLDGNV
ATTSEDTE RHTARDVNRNMHTLLGVNTMQ

>ZYMV PA 3

GPIMGVWVAMNMNDGNEQVEYPLKPIVENAKPTLRQIMHHFSDAAEAYIEMRNAEAPY
MPRYGLLRNLRDRSLARYAFDFYEVNSKTPERAREAVAQMKAAALSNVSSRLFGLD
GNVATTSE DTERHTARDVNRNMHTLLGVNTMQ
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APENDICE C- Sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos do gene da proteina

capsidial dos 7 isoaldos de WMV

>WMV PA

TTTTGGTTGGTGATGAAAGGTACATCTCCAGATGTTAATGGAGTTTGGGTGATGA
TGGATGGGGAAGAGCAAGTTGAGTACCCATTAAAGCCAATTGTCGAAAATGCAA
AGCCAACTTTGAGGCAAATCATGCACCATTTTTCAGACGCAGCAGAAGCATATAT
TGAGATGAGAAACTCTGAAAGTCCGTATATGCCTAGATACGGATTACTAAGAAAT
TTGAGAGACAGGGAATTAGCACGTTATGCTTTTGACTTCTATGAGGTACTCTAAA
ACACCAAACGGCA

>WMV_PA

WLVMKGTSPDVNGVWVMMDGEEQVEYPLKPIVENAKPTLRQIMHHFSDAAEAYIE
MRNSE SPYMPRYGLLRNLRDRELARYAFDFYEV



