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Resumo

Caracterizacdo biologica e molecular do complexo Potato virus Y (PVY) infectando
plantas de batata de distintas regioes produtoras do Brasil.

A batata (Solanum tuberosum) é um dos alimentos mais consumidos no mundo,
depois do arroz, trigo e milho. Sua producdo pode ser afetada por fatores bidticos e
abidticos, sendo que, em relacdo aos patdgenos, os virus se encontram entre 0s mais
importantes causando rdpida degenerescéncia dos tubérculos, apds multiplicacdo em
campo. O virus Potato Virus Y ( PVY) espécie-tipo do género Potyvirus tem sido o
principal virus da cultura nos tultimos anos. O complexo PVY € formado por varias
estirpes que atacam a batateira como: PVY©( grupo comum), PVY™ ( grupo necrético) e
PVY®, sendo essa tltima ainda ndo encontrado na Brasil. Ainda existe o sub-grupo
necrético, PVY™ que causa necrose de nervura em fumo e pode ou ndo causar necrose

NTN

em tubérculos de batata. Outro membro do subgrupo necrético é o PVY" ", que induz

além de mosaico nas folhas, sintomas de anéis em tubérculos. Atualmente, o PVYNIN ¢
o principal virus ocorrendo em batateira no Brasil e em vdrias partes do mundo. No
Brasil ja foram relatados isolados apresentando caracteristicas bio-sorologicas
diferentes, porém, ndo ha dados na literatura sobre suas caracteristicas moleculares.
Devido a esse desconhecimento da diversidade do complexo do PVY no Brasil, neste
trabalho foram realizados estudos comparativos, biolégicos e moleculares, entre duas
estirpes classificadas como PVY" e PVY® e dois isolados do subgrupo necrético
PVY"™. Esses isolados foram coletados em diferentes regides produtoras do pais sendo
designados ITA (Itapetininga-SP), VGS (Vargem Grande do Sul-MG) OBR (regido
Centro-Oeste) e NBR (regidao Centro-Oeste). O primeiro passo realizado foi a
purificacdo biolégica dos isolados através de dilui¢des seriadas do indculo, sendo

posteriormente, conduzido um estudo de avaliacdo dos sintomas em oito variedades de
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batata. Todos os isolados causaram sintomas de mosaico e deformacao foliar nas plantas
variando em sua intensidade. Em geral, o PVY° (isolado OBR) induziu necrose de
nervuras e mosaico, o PVY™ (NBR) encurtamento do peciolo e leve deformacdo foliar e
os isolados de PVY"™N (ITA e VGS) mosaico, deformacao foliar e sintomas de anéis
nos tubérculos. O isolado VGS, PVYNTN, induziu também sintomas de intensa
deformacdo foliar (topo-crespo ou bouquet) nas variedades Canoinhas, Monalisa e
Mondial. J& no estudo molecular foi realizado o sequenciamento de vérios genes e
regides nao-codantes dos isolados, sendo que o sequenciamento completo dos quatros
isolados encontra-se em fase de conclusdao. Os resultados das comparagdes de
identidades de nucleotideos das regides gendmicas seqiienciadas e dos grupamentos
obtidos a partir das arvores filogenéticas produzidas, permitem concluir até o momento,
que os isolados brasileiros apresentam relacionamento filogenético com isolados
americanos e com isolados europeus. O compartilhamento de seqii€éncias desses dois
grupos geograficamente distintos pode estar relacionado a importa¢do histérica de
batata semente pelo Brasil de paises dos dois continentes. Ficou evidente que os
isolados do subgrupo PVY"™ possuem seu genoma constituido por uma mistura de
segmentos gendmicos com tracos de PVY" e PVY®. Também foi observado que as
regides do genoma que formam a 5’UTR, 6K1, 6K2, CP e 3° UTR parece nao estarem
correlacionadas com a expressdo de sintomas. Por outro lado, as regides VPg, Nla e
NIb, podem ser responsdveis pela inducdo de sintomas de necrose em tubérculos de

. AL s . NTN
batata com maior frequéncia nos isolados PVY

, quando comparados com isolados
N:O e g eqe .. e~

do subgrupo PVY ™ . No entanto, a variabilidade encontrada indica a regidao P1 com

maior potencial para ser empregada no estudo de expressio de sintomas. Porém,

somente com a conclusdo do sequenciamento completo do genoma dos isolados

brasileiros, possibilitando a localizacdo de eventos de selecdo e possivel recombinagdo
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nas proteinas virais e regides reguladoras permitird obtermos conclusdes sobre a
evolucdo do complexo PVY no pais. Essas comparacdes poderdo contribuir para e
elucidacdo das diferencas entre isolados brasileiros e aqueles provenientes de outros
paises e para o entendimento dos fatores que levam o PVY a produzir variantes. O
conhecimento da diversidade de isolados do complexo PVY no Brasil, sem divida
contribuird para o estudo epidemiolégico dessa virose, assim como, para o
estabelecimento de métodos de manejo das infec¢gdes virais por estirpes de PVY em

condic¢des de campo.
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Abstract

Biological and molecular characterization of the complex Potato virus Y (PVY)
infecting potato plants of different producing regions of Brazil.

Potato (Solanum tuberosum) is one of the most consumed foods in the world,
next to rice, wheat and maize. The production can be affected by biotic and abiotic
factors. Viruses are one of most important pathogens because it can cause rapid
degeneration of the tubers, after multiplication in the field. PVY has been the main virus
species causing severe losses in potatoes in the last six years. The PVY strains infecting
potato are: PVY® (ordinary group), PVY™ (necrotic group) and PVY®, this last strain
has not yet been found in Brazil. There is the sub-group necrotic, PVY", which causes
necrosis when inoculated in tobacco plants and may or may not cause necrosis in potato

NTN
Y

tubers. The other member of the subgroup is the necrotic PV , which induces

mosaic on the leaves and necrotic ringspot in potato tubers. In Brazil PVYN'™

was
isolated presenting different biological and serological features, but no molecular
characteristics has been published. Because of this lack study in the PVY complex in
Brazil, this work carried out comparative studies, of molecular and biological
characteristics, between two strains, a PVYY and a PVY® (denoted OBR - Center-West
region) e NBR (denoted OBR also from Center-West region of Brazil) two isolates of
the subgroup PVY"™. Denoted ITA (Itapetininga-SP), VGS (Vargem Grande do Sul-
MG). For the biological studies an assessment of symptoms in eight varieties of
potatoes was made. All isolates caused symptoms of mosaic and leaf deformation on
plants varying in its intensity. In general, the PVY® induced veinal necrosis and mosaic,

NTN
Y

the PVY™ shortening of the leaf petiole and mild deformation and PV caused

mosaic, leaf deformation and necrotic rings in the tubers. The VGS isolate PVYNTN,
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also induced symptoms of intense leaf deformation (bouquet) in the potato varieties
Canoinhas, Monalisa and Mondial. In the molecular study the sequencing of several
protein isolates was performed and the complete sequencing of four isolated is being
completed. Based on the results obtained we can conclude so far, that the Brazilians
isolates shared phylogenetic relationships with Americans and Europeans isolates,
probably as a consequence of seed potato imports from these countries that allowed
virus introduction in Brazilian potatoes fields. The genome of the isolates belonging to
the subgroup of PVY™'™ consists of a mixture of segments present in PVY™ and PVY®
genomes. We also observed that the protein regions 5'UTR, 6K1, 6K2, VPg, Nla, NIb,
CP AND 3 'UTR are not correlated with the expression of symptoms, and that regions
VPg, Nla and NIb, may be responsible for induction of symptoms of necrosis in potato
tubers, more frequently in the isolate PVY™'™ when compared with isolate from the
subgroup PVY™. The region P1 seems to be a putative candidate to study the expression
of symptoms. More will be needed to complete the sequencing of the genome of the
PVY strains to determine the selection pressure for protein mutation and virus
recombination and thereby determine their roles and understand their biological role in
the field. The elucidation of biological and molecular characteristics of PVY variants
can provide better strategies and establish methods of management of viral infection

under field conditions.
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Introducao Geral

A batata (Solanum tuberosum) é originaria da América Latina no século XVI foi
introduzida na Europa por colonizadores espanhéis como planta ornamental, tornando-
se um alimento de grande importancia para os europeus. No ano de 1620 chegou a
América do Norte onde se tornou um alimento popular (ABBA, 2005). Com o processo
de colonizacdo realizado pela Inglaterra, a cultura foi disseminada para as regides
tropicais e subtropicais do planeta, tornando-se a base da alimentagdo de muitos povos
(Figueira, 2000). E o cultivo que produz mais energia e proteina por hectare por dia, o
que torna a cultura uma 6tima alternativa para aumentar a produciao de alimentos nos
paises em desenvolvimento (Hidalgo,1985).

O Brasil detém o 19° lugar em produgdo total e em drea plantada, com 3,1
milhdes de toneladas por ano em uma drea de 150 mil hectares, com uma produtividade
média de 20,94 t/ha (Agrianual, 2005). Na América do Sul o Brasil é o maior produtor,
com cerca de 1% da producao mundial (FAO, 2007). O pais produziu no ano de 2007
3.390,466 t IBGE, 2008).

O cultivo da batata no pais € feito basicamente com a utilizacdo de cultivares
importadas, principalmente do Canadd e da Holanda. Essas batatas- sementes,
provenientes desses e de outros paises, geralmente apresentam boas qualidades
fitossanitdrias, porém, as vezes, constituem um problema para cultura em termos
agrondmicos, pois podem aumentar a possibilidade da introdu¢do e disseminacdo de
patdégenos que podem ser transmitidas pelo tubérculo (Cardoso e Guglielmelli F°, 1982;
Souza-Dias, 1996).

Os principais problemas fitossanitarios da batata sdo causados por virus

(Filgueira, 2000). Contribuem para isso fatores como o elevado potencial de inéculo
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representado por plantas hospedeiras, cultivadas ou de vegetacao espontanea, presenca
de populacdo de vetores praticamente todo o ano, dificuldade de reconhecimento de
sintomas primarios e batatas-sementes infectadas, entre outros.

Até meados de 1995, o virus Potato leafroll virus (PLRV), era considerado o
principal responsdvel por perdas na cultura da batata no Brasil. Entretanto um isolado
do Potato virus Y (PVY), com rdpida disseminacdo em campo, mudou esse quadro e o
PVY passou a ser uma das principais causas de condenacao e reclassificacdo da batata-
semente nos estados produtores (Figueira et al., 1996).

A familia Potyviridae é a mais importante familia de virus de planta conhecida,
causando doencas em diversas culturas. Essa familia possui seis géneros, divididos de
acordo com vetor de transmissdo, gama de hospedeiros e organizacdo genOmica:
Ipomovirus, Macluravirus, Rymovirus, Tritimovirus, Bymovirus, e Potyvirus, (Fauquet
et al., 2005; Adams et al.,2005).

O género Potyvirus é o maior e o mais importante género dentro da familia,
infectando uma ampla variedade de plantas, tanto monocotiledoneas como
dicotileddneas. O gé€nero é constituido por virus transmitidos por afideos e que possuem
apenas um componente genomico. A espécie tipo do género € o Potato virus Y (PVY),
importante patégeno na cultura da batata (Van Regenmortel et al., 2000).

O PVY apresenta particulas flexuosas, variando de 680 a 900 nm, de
comprimento entre 11 a 13nm de didmetro (Edwardson et al., 1984; Murphy et al.,
1995). As particulas s@o compostas por de RNA de fita simples de senso positivo com
uma unica fase de leitura (OPEN READING FRAME-ORF) que e traduzida em uma
poliproteina de 340-370 kDa (Matthews, 1979, Adams et al., 2005). Na regido 3'
terminal apresenta uma cauda poliadenilada poli(A) e na 5' terminal uma proteina VPg.

A poliproteina é processada por trés proteinases virais, Nla, P1 e HC-Pro, em 10
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proteinas: a proteina N terminal (P1), a proteinase componente auxiliar (HC-Pro), a
proteina P3, a proteina inclusao citoplasmaética (CI), duas proteinas de inclusido nuclear
(NIa e NIb), duas proteinas pequenas (6K1 e 6K2) e a proteina do capsideo viral (CP)
(Urcuqui-Inchima et al., 2001; Adams et al., 2005).

Os sintomas induzidos por PVY variam com o genétipo e a idade do hospedeiro,
a estirpe e a concentracdo do virus, além de fatores ambientais, como a temperatura,
podendo variar desde infec¢do latente até necrose pronunciada de folhas e morte de suas
hospedeiras (Le Romancer & Nedellec, 1997). As estirpes de PVY que infectam a
batata, segundo critérios bioldgicos e soroldgicos (De Bokx & Huttinga, 1981) sao
PVY" (grupo comum) que causa mosaico leve em plantas de fumo (Nicotiana tabacum)
e sintomas que variam de fracos a severos em batatas, PVY® provoca uma resposta de
hipersensibilidade em cultivares de batatas que possuem o gene Nc¢, causando necrose e
PVY™ (grupo necrético), que induz necrose de nervura em fumo e em batata provoca
sintomas varidveis de mosaico (Weidemann, 1988; Souza-Dias,1996; Figueira, 1999).

Observa-se também a ocorréncia de subgrupos, como o PVY™? ¢ o PVYN™N
(Nie & Singh, 2003). Entre os subgrupos, 0 PVYN'™, vem causando sérios prejuizos
para os produtores de batatas em todo o mundo, principalmente pelos danos causados
nos tubérculos (Nie et al., 2004). Souza-Dias (1996) foi quem primeiro que alertou para
o perigo da introdugdo dessa variante no pafs através de importacdo de batata-semente.

O PVY"™ induz um mosaico severo em plantas de batatas, com foliolos apicais
apresentando-se ondulados. Além disso, esses isolados podem induzir necroses
superficiais em tubérculos de algumas variedades de batata. Essas necroses geralmente
adquirem forma de anéis, nimeros ou letras na superficie dos tubérculos. (Jeffries,

1998; Sousa-Dias, 2001). J4 0 PVY™" provoca necroses de nervura em plantas de fumo,
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e também podem causar necrose nos tubérculos de batata. (Nie et al., 2004; Piche et al.;
2004).

A regido da capa protéica, por possuir epitopos espécies-especificos, € a
responsavel pelas caracteristicas soroldgicas dos virus (Shukla & Ward, 1989a;b;
Cerovska et al.; 1999; Oununa et al.; 2002). Mas o uso de anticorpos baseados na capa
protéica de PVY nao possibilita a diferenciacdo entre estipes e os subgrupos do PVY,
isso se deve a uma diferenca que ocorre na regiao do epitopo. Por esse motivo, novas
técnicas de identificacdo vém surgindo, principalmente com o uso da biologia
molecular.

Devido ao desconhecimento da diversidade do complexo PVY no Brasil, este
trabalho teve como objetivo desenvolver estudos comparativos bioldgicos e moleculares
entre as estirpes de PVY na cultura da batata, contribuindo para o monitoramento da
diversidade, disseminacdo e predominancia das diversas estirpes em condicdes de
campo no Brasil. Para realizacdo desse estudo foram selecionados quatro isolados
preliminarmente  detectados através de anti-soros policlonais, purificados
biologicamente via sucessivas dilui¢des de indculo e identificados através de RT-PCR
com primers especificos. O genoma completo dos quatros isolados foi clonado e
parcialmente seqiienciado, as seqiiéncias foram analisadas filogeneticamente sendo feito

um estudo de identidade entre as estirpes e os subgrupos.
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Revisao de literatura

1-A cultura

A batata (Solanum tuberosum L.) é origindria das regides andinas da América do
Sul, como Peru, Colombia, Bolivia, Chile e Equador. Nos Andes a bataticultura tem
sido praticada pelos indigenas nos ultimos oito milénios, havendo oito espécies
botanicas cultivadas e mais de 200 espécies tuberiferas silvestres. A cultura foi
introduzida na Europa em 1570, apds a conquista do império inca pelos espanhdis, de
onde foi disseminada para todo o continente, principalmente para Inglaterra, originado-
se dai o nome popular batata-inglesa (Filgueira, 2003).

A batata ocupa o quarto lugar entre os alimentos consumidos no mundo, sendo
superada apenas pelo trigo, milho e arroz (IBGE, 2008). A produ¢dao mundial em 2006
foi de 314.37 milhdes de toneladas, sendo a China o maior produtor, contribuindo com
703.38 t (FAO, 2008).

Na América do Sul os principais produtores de batata sio o Peru, Brasil e
Colombia (FAO, 2008). Na América Latina, o Brasil ocupa o segundo lugar na
producdo, com uma safra no ano de 2007 de 3.390,466 t (IBGE, 2008). Os maiores
estados produtores sdo Minas Gerais, Sdo Paulo, Parand, Rio Grande do Sul e Bahia. O
estado de Minas Gerais e o estado de Sao Paulo, em porcentagem de drea plantada,
detém o melhor nivel tecnolégico e com isso a melhor produtividade e qualidade dos
tubérculos do pais (Grando, 2002). Minas Gerais produziu uma safra de 993.996t em
36.837ha em 2006, ja o estado de Sao Paulo produziu 726.960t em 32.070ha (IBGE,
2008).

No Brasil a batata € cultivada em trés safras distintas, conhecida como ‘“das

aguas”, “da seca” e “de inverno”. A safra das dguas ocorre no periodo de agosto a
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dezembro principalmente com os plantios nos estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parand, Minas Gerais e S@o Paulo. Entre as trés safras, essa é a que ocupa a
maior area, que varia de 110 a 120 mil hectares. Ja a safra da seca, ocorre no periodo
que vai de dezembro a abril e o seu plantio é feito principalmente nos estados Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parand, Minas Gerais e Sao Paulo, ocupando uma érea
de 50 a 65 mil hectares. A safra de inverno ocorre entre abril a julho, ocupando uma
area de 18 a 25 mil hectares, ocorrendo principalmente nos estados do Espirito Santo,

Minas Gerais e Sdo Paulo (FAO, 2008).

1.2-Fitossanidade e degenerescéncia da batata-semente

Muitas doengas podem afetar a cultura, tanto de origem bidtica como abidtica.
Mais de 70 doencas bidticas tém sido relatadas, dentre as quais, pelo menos 40 sdo
causadas por virus (Figueira, 1999). Entre os virus o Potato virus Y (PVY) é
considerado hoje o virus que causa mais danos econdmicos para a cultura da batata em
quase todo o mundo. O surgimento de subgrupos necréticos contribuiu para esse
aumento de infeccdo de PVY em todo o mundo, possivelmente através do uso de batata-
semente contaminada (Singh, et al., 2007).

As viroses causam a redugdo da produtividade da cultura da batata, promovendo
a degenerescéncia da batata-semente, com as sucessivas multiplicagdes. Isto ocorre
devido ao acimulo de virus nos tubérculos, fazendo com que esses originem plantas
cada vez menos produtivas, podendo inviabilizar a cultura (Camara, Cupertino e
Filgueira, 1986, Silva, 1987).

As viroses podem ser agrupadas em mosaicos leves e latentes (Potato virus A,

Potato virus X, Potato virus M e Potato virus S), e mosaicos severos (Potato virus Y)
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(Filgueira, 1982). Alguns virus podem levar a reducdo de peso e nimero de tubérculos, e
até a morte da planta em infec¢des mais severas.

Entre as viroses causadoras de degenerescéncia da batata-semente, as de maior
importancia econdmica sdo as transmitidas por afideos (Puttemans, 1934; Slack, 1993;
Souza-Dias & Iamauti, 2005). No Brasil, até a década de 1980 o Potato leafroll virus
(PLRV) era o principal responsavel por perdas nos campos. A partir da década de 1990,
o PVY passou a ser o principal agente relacionado a degenerescéncia da batata-semente
no pais (Souza-Dias, 1995; Figueira et al., 1996; 1999).

No Brasil, houve a necessidade de se estabelecer um programa de certificagdao
de batata-semente a partir da década de 1930, quando foi verificada a importancia das
moléstias causadoras de degenerescéncia. A producdo nacional de batata semente ndo é
suficiente para atender a demanda dos produtores. Dessa forma, o estoque bdsico de
batata-semente nacional sempre foi suprido pela importacdo anual desse insumo,
chegando a gastos de divisas equivalentes a 15 ou 20 milhdes de ddlares durante a
década de 80, com importacdo de quase 500 mil caixas de 30 kg por ano (Sousa-Dias,
2000a).

A qualidade fitossanitdria da batata-semente ¢ um fator fundamental para
garantir a produtividade da cultura. Uma batata-semente de baixa qualidade pode
comprometer toda uma safra, mesmo que todas as outras condicdes estejam favoraveis
ao cultivo. Portanto, para o sucesso do cultivo, € preciso a utilizagdo de uma batata-
semente de boa sanidade, estado fisiolgico e brotacdo adequada (Furomoto & Lopes,
1997).

O processo de producdo da batata-semente visa a multiplicacdo de sementes
livres de virus e de outras doengas que possam ser transmitidas por tubérculo, até atingir

um nivel compativel com o custo e demanda do mercado, sendo que, em cada geracdo, a
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qualidade vai diminuindo devido a degenerescéncia fisioldgica e fitopatoldgica (Hirano,
1987).

A producgdo de batata-semente no Brasil iniciou-se na Cooperativa de Cotia no
final da década de 1950, com a multiplicacdo da batata-semente importada da Europa.
Apartir da década de 1970 houve um aumento na producdo da batata-semente no pais
(Hirano, 1987). Nessa década o Brasil importava mais de 500.000 caixas de batata-
semente certificada da Europa. O governo acabou langando um plano para reduzir a
importacdo. Com isso a Embrapa lancou a producdo de batata-semente através da
biotecnologia. Com uso da biotecnologia, nas décadas de 1980 e 1990, foram
produzidos 25% da necessidade nacional de batata-semente basica (Hirano, 2002).

A regido sul é a drea mais importante na produgdo de batata-semente no pais,
chegando a ser responsavel por 60% da batata-semente produzida no pais, mas com o
crescimento em outros estados, esse nimero caiu para 20% da producao total (Pereira &
Daniels, 2003). O pais tem importado anualmente, em torno de 2,126 mil toneladas de

batata semente, principalmente dos paises Baixos, Chile e Canada (Agrianual, 2005).

2- Virus Y da batata (PVY - Potato virus Y)

2.1-Caracteristicas gerais

O PVY foi descrito pela primeira vez na Inglaterra por Smith em 1931 (De
Bokx e Huttinga, 1981; Brunt et al, 1996). Este virus é um importante patégeno das
solandceas, principalmente batata, pimentdo, tomate e fumo (De Bokx e Huttinga, 1981;
Glais, et al., 2001). Pertence ao género Potyvirus, familia Potyviridae, e sdo transmitidos na
natureza por diferentes afideos vetores (Shukla, ef al., 1994). O PVY ¢ a espécie-tipo da

familia Potyviridae (Fauquet et al., 2005).
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A familia Potyviridae é considerada uma das maiores é mais importante grupo
de fitovirus do ponto de vista econdmico, contribuindo com 20% de todos os virus de
plantas conhecidos (Brunt et al., 1996; Van Regenmortel et al., 2000; Fauquet et al.,
2005). A denominacdo para a familia Potyviridae recentemente englobou o grupo
potyvirus. Esse grupo taxondmico € composto pelo PVY, proposto por Brandes & Wetter
(1959). O Comité Internacional de Nomenclatura de Virus, renomeado em 1973 de
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), reconheceu a formacao do
grupo Potyvirus e mais 15 outros grupos, no ano 1971 (Harrison et al., 1971). De acordo
com ultimo relatério do ICTV a familia Potyviridae é constituida por aproximadamente 220
espécies, que sao divididas em seis géneros (Fauquet et al., 2005).

A classificagdo dos seis gé€neros da familia Potyviridae, Ipomovirus,
Macluravirus, Rymovirus, Tritimovirus, Bymovirus, € Potyvirus, basea-se no tipo de
vetor envolvido na transmissao, organiza¢ao gendmica e gama de hospedeiros (Fauquet
et al., 2005). A patologia causada pelos membros da familia Potyviridae pode variar
envolvendo a manifestagdo de uma série de sintomas, que incluem mosaico, mosqueado,
clorose, necrose, deformacdes, infeccao latente (Shukla et al., 1994).

Os membros do género Ipomovirus, que tem como espécie-tipo Sweet potato
mild mottle virus (SPMMV), sdo transmitidos por mosca-branca. J4& os membros do
género Macluravirus, espécie-tipo Maclura mosaic virus (MacMV), sdo transmitidos
por afideos. No gé€nero Rymovirus, espécie-tipo Ryegrass mosaic virus (RGMV). A
transmissdo € feita por dcaros do género Abacarus. O género Tritimovirus, espécie-tipo
Wheat streak mosaic virus (WSMV), inclui espécies restritas a familia Gramineae,
porém, sua transmissdo € feita por acaros do gé€nero Aceria. O género Bymovirus,
espécie-tipo Barley yellow mosaic virus (BaYMV), € o tnico que possui genoma de
RNA bisegmentado, com transmissao feita por fungos a gramineas (Adams et al., 2005a

; Fauquet et al., 2005).
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Os membros da familia Potyviridae induzem no citoplasma das células
infectadas, corpos de inclusdo viral do tipo cata-vento, (Figura-1), (Edwardson et al.,
1984; Murphy et al., 1995). Outro tipo de inclusdo encontrada em muitas plantas
infectadas por potyvirus sdo as inclusdes nucleares cristalinas (NI). Essa inclusao ¢é
composta por duas proteinas ndo estruturais, a inclusdo nuclear a (Nla) e inclusdo
nuclear b (NIb). Acredita-se que essa inclusdo € um resultado da producdo excessiva
das proteinas Nla e NIb (Knuhtsen et al.,1974, Urcuqui-Inchima et al., 2001). O genoma
dos Potyvirus é constituido de uma molécula de fita simples de RNA de polaridade positiva
(Riechmann et al.,1992).

Os critérios adotados para demarcacdo de espécies, como gama de hospedeiro,
sintomatologia, morfologia das inclusdes citoplasméticas e sorologia, constituiram
durante vdrios anos os principais critérios para classificacdo de espécies e estirpes de
potyvirus. Apesar dessas caracteristicas desempenharem um papel significativo na
determina¢do do relacionamento taxondmico entre muitos potyvirus, elas por si sé nao
fornecem uma solu¢do adequada para a identificagdo de espécies e estirpes no género
como um todo, devido a intensa variacdo bioldgica e antigénica que existe entre os
membros do género (Shukla et al., 1994). Hoje em dia uns dos principais critérios para
designagdo de novas espécies para o género potyvirus sao aqueles adotados pelo Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), que determina a comparagdo da
sequéncia de aminoécidos capsidial (Berger et al., 2005). Adams et al., ( 2005) sugerem
que a sequéncia dos nucleotideos da 3’NTR também pode ser utilizada na classificagao.
De um modo geral, espécies distintas apresentam identidades entre 38 a 71% para as
sequéncias de aminodcidos da CP, enquanto estirpes de um mesmo virus apresentam de

90 a 99% de identidade (Ward et al., 1992).
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Figura-1- Visualiza¢do das particulas filamentosas flexuosas (A)
e corpos de inclusdo viral do tipo cata-vento (B) em tecido de planta
infectada por PVY.

2.2 - Composicao e organizacao genomica

O genoma do PVY € constituido de uma unica molécula de RNA com
aproximadamente 10 kb, linear, senso positivo, possuindo uma tnica fase de leitura ORF
(open reading frame), que € traduzida em uma poliproteina de 340 a 370 kDa . Essa
poliproteina é processada por trés proteases virais, P1, Nla e HC-Pro em 10 proteinas
funcionais: a proteina N-terminal (P1), duas proteinas de inclusdo nuclear Nla e NIb, a
protease componente auxiliar (HC-Pro), a proteina P3, a proteina inclusdo
citoplasmaética (CI e NIb), duas proteinas pequenas (6K1 e 6K2) e a proteina da capa
(CP) (Urcuqui-Inchima et al., 2001; Adams et al., 2005b). O RNA gendmico carrega
uma proteina de origem viral, a VPg (viral protein genome-linked), que € ligada a sua
extremidade 5° e uma cauda poli-(A) no final da extremidade 3’. Os tdnicos produtos
protéicos que fazem parte da particula viral sdo a VPg e a capa protéica (CP), onde
aproximadamente 5% do seu peso é composto de RNA e 95 % de proteina, (Figura-2)

(Hollings & Brunt, 1981).
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As proteinas codificadas pelos potyvirus parecem ter um cardter multifuncional,
pois todas que ja tiveram suas fun¢des determinadas atuam em mais de um processo na
infeccdo ( Tabela-1). Sua capa protéica pode ser dividida em trés regides: a N-terminal
varidvel, que é encontrada na superficie da molécula, e duas regides conservadas — a
regido central com quatro provaveis a-hélices e com 215 a 227 aminoécidos e a regido
C-terminal, que contém duas a-hélices e trés B-strands, com 18 a 20 aminoacidos

(Shukla et al., 1988b; Baratova et al, 2001).

Poli A}

WK

B RE 4K 7IK 50K 31K
B HC 1 Nb  CP

Pra

Figura. 2- Esquema da organizacdo gendmica do género Potyvirus, mostrando que o genoma viral é
traduzido em uma poliproteina, com a VPg na extremidade 5’ e a cauda de poli(A) na extremidade
3’ a identificacdo das proteinas estd indicada na Tabela 1 abaixo.

Fonte: evunix.uevora.pt/.../Tulipas_files/image011.gif
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Tabela-1: Funcdes das proteinas codificadas por Potyvirus

Proteinas

Peso molecular

Funcao

P1

32-64 kDa

Protease;
Sintomatologia;
Movimentagdo do virus de célula-a-célula

HC-Pro

56-58 kDa

Transmissdo por afideos;

Protease:

Movimento sistémico;
Sintomatologia;

Supressora de silenciamento génico.

P3

37 kDa

Patogenicidade;
Replicagao;

6K1

6 kDa

Funcéo ndo elucidada

CI

70 kDa

Replicacdo do genoma;

ATPse / RNA helicase;

Movimento célula a célula;
Transporte do RNA viral através dos
plasmodesmas.

6K2

6 kDa

Ligagao ao complexo viral de replicacdo do genoma

VPg

21-24 kDa

Proteinase do tipo cisteina;

Auxilia na transmissgo por afideos;
Movimento célula-célula e possivelmente
a longa distancia.

Nla

49 kDa

Protease: principal enzima responsavel pela clivagem

da poliproteina com exce¢do de P1/HC-Pro e HC-

Pro/P3;
Interacdo proteina-proteina.

NIb

58 kDa

Responsével pelo reconhecimento das seqiiéncias

regulatérias do RNA viral;
Interacdo com fatores do hospedeiro

CP

28-40 kDa

Encapsidagdo do RNA;

Transmisséo por afideos

Movimento sistémico e célula-a-célula
Sintomatologia.

(Adaptado de: Shukla et al., 1994; Anandalakshmi et al., 1998; Urcuqui-Inchima et al., 2001).
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A regidao 5’NTR € uma regido ndo traduzida que possui seqiiéncias responsaveis
pela regulacao da traducdo do genoma viral e também estd envolvida na sintese das fitas
positivas de RNA a partir da negativa (Basso et al, 1994; Gallie et al., 1995). E uma
regido que apresenta-se altamente conservada em diversos potyvirus (Simon-Buela et
al., 1997). J4 a regido 3’NTR também ndo traduzida é responsdvel pela protecdo do
RNA, evitando ou atenuando os efeitos da degradagcdo exonucleotidica. O 3’NTR ¢
responsavel pelo reconhecimento do RNA gendmico viral pelo complexo replicativo,
que contém elementos cis que sdo essenciais para que o complexo replicativo ocorra

(Haldem-Cahill et al. , 1998; Mahajan et al., 1996).

2.3- Sintomas

Os Potyvirus causam uma grande variacdo de sintomas tanto em espécies
hospedeiras experimentais como nas naturais. Dentre os sintomas pode-se observar
mosaico, mosqueado, lesdes necréticas, clareamento de nervuras, lesdes clordticas,
epinastia, mosaico em forma de bolhas, reducdo da drea foliar, além da ocorréncia de
combinacdes entre esses sintomas (Shukla et al., 1994).

Os sintomas em plantas de batata dependem da variedade e das condi¢des de
fertilidade do solo, temperatura, umidade e principalmente das estirpes do virus
(Hérbrard et al., 1999; Robert & Bourdin, 2001; Souza-Dias & Iamauti, 2005a).

O PVY causa mosaicos geralmente visiveis em folhas novas, sendo que esses
sintomas geralmente comecam nas nervuras (De Boxx et al., 1996; Ellis et al., 1997).
Os sintomas s3o mais visiveis em plantas com crescimento ativo e diminuem de

intensidade quando as plantas cessam o crescimento (Salazar, 1996; Llave et al., 1999).
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2.4-Transmissao

A transmissdo do PVY ¢ feita por de diferentes espécies de pulgdes da familia
Aphididae, principalmente pela espécie Myzus persicae, o qual pode ser encontrado
durante todo o ano no Brasil. Na transmissdo, o virus se mantém ligado apenas ao
aparelho bucal dos insetos, ou seja, a transmissdo € do tipo ndo-persistente,
diferenciando-se de outros virus que necessitam circular no corpo do vetor, até serem
depositados nas glandulas salivares via hemolifa (Peters, 1987). Os vetores viruliferos
permanecem infectivos por menos que 1 a 4 horas, nao havendo evidéncias para a
existéncia de periodo latente entre a aquisicdo e a transmissdo, nem da multiplicacdo do
virus no vetor (Govier & Kassanis, 1974).

Os potyvirus podem também ser transmitidos através de inoculacdo mecanica a
partir de extratos de plantas infectadas e alguns deles s@o transmitidos por sementes
(Barnett et al, 1998). Todos os potyvirus requerem um ‘“helper factor” para ser
transmitido por afideos (Govier & Kassanis, 1974). Esse fator € constituido por material
protéico codificado pelo genoma viral e tem a funcdo de ligar a particula do virus no

aparelho bucal do vetor (Amman et al, 1994).

2.5-Estirpes e subgrupos do PVY

Entre os membros que compdem a espécie PVY existem variacdes bioldgicas e
moleculares constituindo variantes classificadas como estirpes e subgrupos. As estirpes
e os subgrupos de PVY foram identificados de acordo com caracteristicas biologicas
(sintomatologia e quebra de resisténcia de seus hospedeiros), propriedades soroldgicas e
dados moleculares. As estirpes que causam infec¢do em batata sdo, PVYO, PVYN ,
PVY® ( Le Romancer et al., 1994) e o PVY” (Beczner et al., 1984; Blanco-Urgoiti et

al., 1998; Jones, 1990). J4 os subgrupos conhecidos sdo o PVY™"'™ ¢ 0 PVY™©.
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Através de anticorpos monoclonais, o PVY pode ser separado em dois grupos
sorolégicos, o PVY © € (PVY© sorotipo C) que inclui o PVY®, PVYS, PVYZ ¢ o
PVY™ (este subgrupo é designado como PVY N© na América da Norte) (Nie & Singh,
2003) e o outro grupo denominado PVY™ sorotipo N, que inclui o PNY" e o PVYN™
(Ali et al., 2007).

As variantes necréticas foram relatadas na década de 80 na Europa (Moravec.,
et al., 2003). Hoje sdo conhecidos como subgrupos necréticos o PVY™C e PVYN™N, De
acordo com Singh et al., (2006) novos recombinantes do subgrupo PVYN'™ parecem

surgir em outras partes do mundo.

2.5.1-Potato virus Y- PVY® (‘“ordinary strain”)

Essa estirpe encontra-se disseminada em todo o mundo, sendo predominante na
América do Norte (Banttari et al., 1993). O PVY® foi encontrado no Brasil pela
primeira vez por em 1939 por Silbeschmidt ef al. (1941). Hoje é encontrada em todos os
estados produtores de batatas (Sousa-Dias, 2001).

O PVY® causa em plantas de batata necroses em forma de riscas nas nervuras
secundarias (face inferior do foliolo) com formato de anéis necréticos de cor marrom
escuro, mais comum na parte apical da planta. Além dos sintomas de mosaico, as
plantas podem apresentar ainda aspecto de “pinheirinho” causado pelas necroses de
peciolos e queda das folhas mais velhas, além de folhas ressecadas e dependuradas na
parte mediana das hastes. Esses sintomas podem ser vistos tanto na infeccdo primaria
precoce como na secunddria, quando o virus € perpetuado pela batata-semente (Figura.
3) (De Bokx, 1981).

Quando o PVY? ocorre em infeccdo conjunta com PVX, os sintomas da infec¢ao

secunddria sdo muito mais severos, mas sempre limitados a parte aérea, conferindo as
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folhas um aspecto dspero, enrugado, denominado de mosaico rugoso (Kerlan, 2000;

Loebenstein, 2001; Ragsdale et al., 2001).

2.5.2-Potato virus Y- PVY" (necrotic strain)

Essa estirpe é mais comum na Europa e inclusive na Rissia mas também pode
ser encontrada na Africa e América do Sul (de Bokx, 1981). Na década de 90 ocorreu
um surto na América do Norte, mais precisamente no Canadd (Singh et al., 1992; Lacy,
1997). No Brasil foi detectada em lotes de batata-semente oriundos da Argentina
(Sousa-Dias, et al, 1992).

Na infeccdo primdria, a planta de batata infectada apresenta anéis ou pontuacoes
necraticas nas folhas apicais (Robert & Bourdin, 2001). Geralmente sintoma de mosaico
aparece somente no final do ciclo (Hoa et al., 1991). As vezes apenas uma haste da
planta expressa sintoma, porém, testes com hastes sem sintomas de uma mesma planta
(oriunda da mesma batata-semente) mostram a presenca do virus (Singh, 1993; Novy et
al., 2002).

Ja na infeccdo secunddria, pode-se observar mosaicos e diminui¢do do tamanho
das folhas (Baulcombe et al., 1993). Podem ser observados também, depressdo das
nervuras nas folhas apicais e reducdo do crescimento, dependendo das condicdes
climéticas (Sousa-Dias & Iamauti, 2005). A infeccdo que ocorre no final do ciclo
geralmente ndo se manifesta na folhagem, o virus € translocado para o tubérculo, onde
ndo causa sintoma algum. Mas hé evidencias de perdas relacionadas com o aumento do
teor de acucares nos tubérculos de algumas variedades, causando prejuizo no

armazenamento (Ragsdale et al., 2001; Robert & Bourdin, 2001).
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E importante ressaltar que a letra N seguida ao nome do virus causa geralmente
confusdo, pois a letra refere-se a necrose de nervuras em cultivares de plantas-teste de

fumo (N. tabacum), no entanto, em plantas de batatas € rara a ocorréncia de necroses.

2.5.3-Potato virus Y-PVY® (Common)
A estirpe PVY® ¢ encontrada no Brasil, conforme observado em estudos

recentes (Daniels, 2000). E encontrada com mais freqiiéncia na Austrdlia e em algumas
regides da Europa (de Bokx, 1981).

Os sintomas em plantas de batatas sdo caracterizados por necrose em forma de
risca nas folhas, terminando com circulo ou ponto necrético. As folhas também
apresentam mosaico rugoso, semelhante aos da interacio de PVY® com PVX (Brunt &
Loebernstein, 2001). As necroses podem causar morte da planta. Geralmente ocorre
necrose interna e externa nos tubérculos, sua transmissdo geralmente ndo € feita por
pulgdes (Valkonem et al., 1995; De Bokx et al., 1996; Bus, 1996; Radcliffe &
Ragsdale, 2002). A caracteristica de geralmente nio ser transmitida por pulgdes a difere

da estirpe comum.

2.6-Subgrupo Necrotico

2.6.1- Potato virus Y- PVY"° (PVY"")

Esse subgrupo foi primeiramente descrito na Polonia e foi denominado como
PVYN™E ( PYY™Y) (Kerlan, et al., 2001). Na América do Norte isolados PVY"
foram relatados na década de 90 (Mcdonald & Singh, 1996). Nos ultimos anos, isolados
dessa estirpe, vem sendo encontrados em varias regides da América do Norte (Singh et

al., 2003). As seqiiéncias parciais do genoma de representantes deste subgrupo mostram

33



a ocorréncia de uma possivel recombinagao do gene CP com o PVY® e na proteina P1
com o PVYN (Mcdonald et al., 1997; Glais et al., 2002; Singh et al., 2003).

Os resultados das andlises moleculares demonstram que o subgrupo surgiu da
recombinacdo entre as estirpes de PVY® e do PVY™ sendo que, sua identificacdo, pode
ser feita com anticorpo monoclonal contra PVY® (Xianzhou & Singh, 2003). Com isso,
a diferenciacdo entre o0 PVY® e PVYN© ¢ feita através de sintomatologia e dados
moleculares. O PVY™© causa necrose de nervura em plantas de fumo, que é uma reacio
bioldgica caracteristica de PNY™ e podem causar necrose em tubérculos. (Nie ef al.,

2004; Piche et al.; 2004).

2.6.2- Potato virus Y- PVYN'™N (necrotic tuber necrosis)

O PVY"™ foi descrito na Hungria em 1984 (Beczner et al, 1984). Logo ap6s,
foi encontrado em outros paises como Alemanha, Dinamarca, Franca, Bélgica, Austria,
Iugosldvia e também no Oriente Médio (Le Romancer et al, 1994). O pais que mais
sofreu com o aparecimento dessa variante foi a Eslovénia, onde em trés anos, ocorreu
uma paralisacdo comercial da cultivar Igor, que era a mais plantada no pais e ocupava
quase 60% (18 mil/ha) da 4rea cultivada de batata (Kus, ., 1995). Na América do Norte

estudos vém demonstrando uma grande variabilidade de variantes de PVY"'™

que
apresentam diferencas patoldgicas e moleculares (Xianzhou & Singh, 2003; Piche et al.,
2004; Sousa-Dias & Sawasaki, 2004).

Sousa-Dias em 1996 foi quem primeiro alertou sobre o perigo da introducao
desse novo subgrupo no Brasil, através de tubérculos-semente importados. Nesse alerta
chamava-se a atencdo para a cultivar Atlantic, devido a alta incidéncia de PVY que

estava sendo constatada nos tubérculos plantados com batata-semente importada dessa

cultivar (Souza-Dias et al., 1995; Souza-Dias & Tristao, 1997).
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O PVY™™N causa mosaico bastante evidente em plantas de batata, com a
ocorréncia de foliolos apicais ondulados e de tamanho menor que os de plantas sadias.
Ocorrem também necroses superficiais que aparecem nos tubérculos de algumas
variedades mais suscetiveis, como por exemplo, Monalisa, Atlantic e Vivaldi. Essas
necroses adquirem formas caracteristicas de anéis, nimeros ou letras na superficie dos
tubérculos apds colheita e armazenamento (Figura 4) sendo que esses sintomas
representam a prova bioldgica mais evidente e aceita para indicar que se trata do
PVY"™ (Sousa-Dias, 2001; Jeffries, 1998; Mcdonald et al., 1991; Singh, 1992),
(Figura. 5). O PVY"™ também tem a capacidade de quebrar a resisténcia de
praticamente todos os gendtipos de batata conhecidos como tolerantes ao PVY™ (Van

den Heuvel et al., 1994 )

Segundo Beemster & De Bakx (1987) na fase inicial da infeccdo, os sintomas na
forma de circulos sdo salientes na epiderme dos tubérculos, assemelhando-se a um
arranhdo superficial, seguido da erup¢do da epiderme. Podem ocorrer também
escamagdes sem rompimento da epiderme no centro das lesdes. Esses sintomas
manifestam-se nos tubérculos por ocasido da colheita ou logo apds o armazenamento.
Esses anéis necréticos sdo sempre visiveis na epiderme dos tubérculos e, portanto,
superficiais. Dessa forma, € possivel diferenciar esse subgrupo, de outros virus que
causam sintomas de necroses evidentes na superficie, mas também ataca o interior dos

tubérculos, tais com: Tabacco ratle virus (TRV) ou Potato mop-top virus (PMTV).

Virios estudos sobre a manifestacdo dos sintomas necréticos nos tubérculos
demonstram que esses depreciam significativamente a aparéncia dos tubérculos e seu
valor comercial independentemente da coloracdo da pele avermelhada ou de pele branca

(McDonald & Singh, 1996).
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A variedade Monalisa, que ocupa mais de 60% de area plantada no Brasil,
apresenta lesdes nos tubérculos que podem chegar a ocupar mais da metade da
superficie. Mesmo apresentando uma alta tolerancia a estirpes PVY® e PVY" (Sousa-
Dias, 2001). J4 as variedades Atlantic e Bintje sdo bem suscetiveis ao PVY comum do
PVY, e também, comportam-se como altamente suscetiveis ao PVYY™, No entanto, a
cultivar Atlantic apresenta-se moderadamente sensivel a manifestacio das necroses na

superficie dos tubérculos enquanto Bintje € torelante (McDonald & Singh, 1996).

Nao existe até o momento um teste soroldgico confidvel para a identificacao
(Van den Heuvel et al., 1994; Nie & Singh, 2003). Os anticorpos policlonais contra
PVY existentes hoje detectam todas as estirpes e subgrupos, e, portanto sdao indicados
apenas para monitoramento de infeccdo de PVY. A distingdo mais confidvel pode ser
feita apenas o nivel molecular, como RT-PCR (Singh et al., 1998; Nie & Singh, 2003)
com primers especificos para a estirpe. Existem Kits comerciais para a realizagdo da

RT-PCR, porém, esses kits apresentam um custo bastante elevado.
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Figura 4 - Sintomas causados pelo subgrupo de PV em diferentes tecidos de plantas. Sintoma
de mosaico bem evidente em plantas de batata (A); Sintoma de mosaico em folhas de N. tabacum
TNN (B); Sintoma de necrose em tubérculos (C e D)

2.7- Ocorréncia de recombinacdo em PVY

Os virus demonstram um alto grau de variabilidade, resultado de trés fendmenos que
afetam o seu genoma: mutagdo, recombinacdo e pseudo-recombinagdo (Aaziz & Tepfer,
1999; Glais et al. 2002). Watson (1960) foi quem primeiro mostrou evidéncias da
ocorréncia de recombinagdo entre duas estirpes, PVY® ¢ PVY®. Neste trabalho, ele
observou que alguns isolados provenientes de plantas com infeccio mista induziam
sintomas tipicos do PVY® e também eram transmitidos por afideos, o que seria o resultado
de uma recombinacdo entre as duas estirpes.

No ano de 1984 foi detectado na cv. Wilga, no nordeste da Polonia, um novo isolado

de PVY (PVY™Y), com caracteristicas da estirpe necrdtica, que foi mais infectivo em
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plantas de batata e incapaz de reagir com um anticorpo monoclonal especifico para PVY™
(Chrzanowska, 1991, 1994). Em 1997 Chachvlska et al. verificaram que os isolados
PNY™ apresentavam identidade de 99% na regido da proteina da capa com o isolado
comum PVY®-LW. J4 Glais et al. (1998) observaram que o isolado PVY™W e o francés
PVY"N242 agrupavam-se no “cluster” necrético nos 4063 primeiros nucleotideos e nos
5670 nucleotideos restantes agrupavam com isolados de PVY®, sugerindo com isso uma
possivel recombinacao.

Em relacdo ao pVY ™

existe uma controvérsia quanto a sua origem a partir de um
evento de recombinacdo. Alguns autores defendem que ele é provavelmente um variante do
PVYY, que desenvolveu a capacidade de induzir necrose nos tubérculos justificando a
denominacdo NTN (o primeiro N identifica o subgrupo como pertencente ao grupo do
PVYY, e as letras seguintes TN indicam necrose nos tubérculos, provenientes do inglés
“Tuber necrosis”) (Jeffries, 1998; Piche et al., 2004; Sousa-Dias et al., 2006). Em 1996
Revers et al. realizaram estudos com o PVY"'™ e sugeriram que esse subgrupo seria
resultante de eventos de recombinacdo entre PVY® e 0 PVY™ . Isso foi observado com base
na existéncia de um ponto em que o “crossing-over” poderia ocorrer nas regides da proteina
da capa e 3’NTR.

De acordo com Glais er al. (2002) as estipes de PVY® e PVY" apresentam genomas
proprios caracteristicos de cada grupo individualmente, ja os subgrupos sao constituidos por

uma mistura de segmentos com tracos de PVYY e de PVYO, caracterizando eventos de

recombinacao.

2.8- Identificacao especifica de estirpes de PVY
Diversas técnicas sdo utilizadas para a detec¢do e a identificacdo e fitovirus
embasadas em critérios bioldgicos, soroldgicos, citoldgicos, antigénicos e em propriedades

estruturais dos virus (Shukla et al., 1994). Os testes bioldgicos por meio de sintomas e
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resposta de resisténcia de plantas indicadoras e diferenciadoras sdo amplamente utilizados
para a deteccdo e identificacdo de estirpes de Potyvirus (Romero et al., 2001). Por outro
lado, testes de transmissdo por vetores e protecdo cruzada sdo menos utilizados para
diferenciar estirpes. Algumas espécies pertencentes a familia Potyviridae podem ser
identificadas e detectadas por observacdes de alteracdes ultra-estruturais no citoplasma da
planta hospedeira (Shukla et al., 1994). A sorologia empregando-se anticorpos monoclonais
ou policlonais contra a particula viral ou a capa protéica também tem sido um critério
amplamente usado, pois possibilita que virus pertencentes a diferentes géneros possam ser
identificados e classificados com exatidao (Van Regenmortel, 2000). A sorologia ndo tem
apresentado resultados satisfatérios quando aplicada a taxonomia de PVY para separar as
estirpes e os subgrupos. O relacionamento soroldgico ocorre entre estirpes de uma mesma
espécie e também pode ocorrer entre espécies diferentes de um mesmo género. Este
relacionamento entre espécies diferentes acaba nao permitindo a separacao de determinadas
espécies (Shukla & Ward, 1989).

Os principais problemas relacionados com a sorologia de Potyvirus sdo: (I) a
presenca de reacdo cruzada varidvel entre anti-soros e (II) relacionamento sorolégico
ndo esperado entre distintas espécies (Shukla et al., 1992).

O desenvolvimento de novas técnicas que possibilitam a caracterizacdo de
espécies de virus, além do uso de propriedades bioldgicas, causou mudangas e novas
perspectivas para a classificacdo taxondmica dos virus. Principalmente com o uso da
biologia molecular, que cada vez mais se torna importante na distingdo de espécies e
estirpes, ou até mesmo, géneros de virus de plantas.

A sequéncia completa de nucleotideos de diversos membros do género Potyvirus
ja é conhecida (Nicolas & Laliberté, 1992; Thole et al., 1993). Os primeiros isolados de

PVY sequenciados foram PVY-D (Shukla ef al., 1986) e PVY 10,18 e 43 (Shukla et al.,
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1988), utilizando a técnica de sequenciamento e digestdo enzimdtica. Os isolados
apresentaram uma identidade de 92% com PeMV e de 62% com TEV. Posteriormente,
um isolado PVY" da Franca (Robaglia et al., 1989), foi totalmente segiienciado
utilizando a técnica de dideoxinucleotideo terminal elaborada por Sanger et al. (1977),
sendo o método mais utilizado até os dias atuais.

A identificac@o das sequéncias especificas das estirpes e dos subgrupos de PVY,
tem como finalidade originar oligonucleotideos e sondas ( Nie & Singh, 2002a; 2002b;
Moravec et al., 2003), e anticorpos monoclonais ( Ounouna et al., 2002), permitindo
com isso maior precisdo e rapidez na diagnose.

A técnica hoje mais usada para distin¢gdo das estirpes e subgrupos de PVY tem
sido a diferenciacdo baseada no &acido nucléico viral, ou seja, com o uso de testes
moleculares, como a transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR) (Glais et al.,, 1996,2002; Singh et al., 1998; Singh & Weiguny, 1998;
Xianzhou et al., 2004).

O RT-PCR para ser eficiente na identificagdo de estirpes do PVY tem que ser
realizado com oligonucleotideos especificos para um grupo, como por exemplo, o
subgrupo PVY™™ (Singh & Weiguny, 1998). Nie & Singh (2003) propuseram uma
técnica de RT-PCR triplex para identificar o PVY™N'N e PVTN. Os oligonucleotideos
foram desenhados na regidao CP.

A regido da capa protéica € a regido mais seqiienciada e estudada (Shukla &
Ward, 1989a;b) entre os Potyvirus, principalmente o PVY ( Dhar & Singh, 1997;
Cerovsza et al., 2001). Segundo Shukla & Ward (1988), sdo trés as principais razdes
para se utilizar critérios baseados na seqiiéncia da capa protéica, para identificacdo do
PVY: (I) as proteinas virais tém certa homologia com proteinas de outros grupos de

virus de plantas e virus animal, exceto a capa protéica; (II) a capa protéica corresponde
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a aproximadamente 95 % do peso da particula viral e (III) a sorologia reflete a estrutura

da proteina da capa.
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Material e métodos

1- Identificacao e manutencao dos isolados de Potyvirus

O trabalho foi realizado na Embrapa Hortalicas. Foram selecionados quatro isolados
de PVY, sendo um PVYY e PVY® também de Brasilia e dois PVYN™N coletados no
estado de Sao Paulo nos municipios de Itapetininga e Vargem Grande do Sul.

Os isolados foram preservados em freezer -80 °C multiplicados através de
inoculagdo mecanica em plantas de Nicotiana tabacum e mantidas em casa de
vegetacao.

Os isolados foram nomeados de acordo com a estirpe e o subgrupo, seguida do
nome abreviado da cidade de origem. Dessa forma a designacdo dos isolados
caracterizados no trabalho, foi a seguinte: isolado PVYO—OBR, o isolado PVYN—NBR,
(provenientes da regido centro-oeste), PVYN'"-ITA, (proveniente de Itapetininga) e

isolado PVY"™_VGS (proveniente de Vargem Grande do Sul).

2- Testes sorologicos
Antes da purifica¢do bioldgica, cada isolado foi identificado através de anticorpo
policlonal contra PVY. A metodologia usada para detectar o virus nas amostras de
plantas inoculadas foi a técnica de sanduiche duplo de anticorpos em “Enzyme Linked
Immunosorbent Assay” (DAS-ELISA) (Clark & Adams, 1977).
Para a cobertura da placa, foram colocados nas cavidades das placas 150 pL de
IgG de PVY (lug/ml), diluido em tampao de revestimento [ Na,CO3; 0.014M, NaHCOs3
0.035M]. Em seguida, as placas foram incubadas por 4 h a 37 °C. Apds esse periodo as
placas foram lavadas com PBS-TWEEN [NaCL 1.40 M; KH,PO4 0,02 M; Na,HPO,

12H,0O 0.08M; KCL 0.02M; 0.5 ml de Tween 20 por litro, em seguida 100 uL de
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amostras das plantas diluidas, 1/10 em PBS-TWEEN, foram adicionados nos pogos.
Apods essa etapa as placas foram incubadas por uma noite a 4 °C. Apds esse periodo as
placas foram lavadas trés vezes com tampao PBS-TWEEN. Foram colocados nas
cavidades 100 pL de IgG conjugado (lug/ml) em PBS-TWEEN as placas foram
incubadas por 4 horas a 37 °C. As placas foram lavadas por trés vezes com tampao
PBS-TWEEN e adicionados phosphatase substrate tablets (1mg/ml) em tampao de
dietanolamina por poco para revelacdo das placas. A leitura da absorbancia foi feita com
filtro de 405 nm em leitora de ELISA Labsystem MultisKan (BIOCHROMATIC).

Os controles negativos usados foram extratos de folhas de Nicotiana tabacum
‘Samsun’ sadia e os controles positivos foram extratos de folhas infectados com isolados
de PVY mantidos em Nicotiana tabacum ‘Samsun’ na casa de vegetacdo da Embrapa

Hortalicas.

3-Purificacao Biolégica

Os isolados foram biologicamente purificados através de passagens seqiienciais
em plantas de Nicotiana tabacum ‘Samsun’ via inoculacdo mecanica usando extrato de
folhas infectadas com cada isolado macerado em tampao fosfato. As plantas foram
polvilhadas com carborundum 600 mesh antes da inoculagdo mecéanica e lavadas com
dgua corrente imediatamente apds a inoculagdo. O indculo foi diluido em diferentes
concentracoes: 10'2, 10'4, 107,

Ap6s sucessivas diluicdes a infec¢do nas plantas foi confirmada através de teste
sorolégico (DAS-ELISA) usando anti-soro policlonal contra PVY. Testes adicionais de
DAS-ELISA com anti-soro contra PVX e PLRV foram realizados para descartar
qualquer possibilidade de infec¢do mista. Para identificacdo da estirpe foi usada a

metodologia descrita por Nie & Singh, 2003. Esse procedimento consiste em realizar
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uma extracdo de RNA total utilizando o reagente Trizol (Invitrogen) e fazer um triplex-
RT-PCR com os oligonocleotideos Sn (CAT GAT GGA TCT GGC TAC A), Ao
(AGT GGG GTA CGT TAG ATG TAG G), Sss (GAT CTC AAG TTG AAG GGG
AC), Agore (TTG CGG ACA TCA CTA AAG CG), Agsae (GCC ACT GCA TAT GTA
AAT ACT) e o0 Sg; (CGTAATCTGCGCGATGGAA). As amostram foram levadas ao
termociclador e submetidas a 30 ciclos, sendo a temperatura de anelamento de 62 °C
para os primeiros cinco ciclos, 60 °C para os cinco ciclos seguintes, 58 °C para os
outros 10 ciclos e para os ultimos 10 ciclos uma temperatura de 55 °C. Em todos os
ciclos a temperatura de desnaturacio foi de 92 °C por 90 segundos e a extensdo final foi

de 72 °C por 10 minutos.

4-Comparacao de patogenicidade em diferentes variedades de batatas.

Ap6s a purificacdo bioldgica de cada isolado de PVY, esses foram inoculados
mecanicamente (conforme descrito anteriormente) em diferentes cultivares de batatas,
para observacdo comparativa dos sintomas causados pelas diferentes estirpes e
subgrupos e de seu variante em plantas de batata. Em todas as inoculagdes foi
empregada a diluicdo de inoculo de 10 (peso/volume). As variedades usadas foram:
Achat, Baraka, BRS-Ana, Mondial, Canoinhas, Bintje, Monalisa e Agata. As plantas
foram mantidas em casa de vegetacdo em vasos de 5 1 e os sintomas nos tubérculos

foram avaliados diariamente até 90 dias apds inoculagao.

5- Purificacao de particulas dos isolados virais
Ap6s a confirmacdo da infeccdo e da identidade de cada estirpe viral isolada
biologicamente, foi realizada a purificacdo das particulas virais através do método

descrito por Dusi & Zambolim (1984). Foram usados 20 g de folhas de Nicotiana
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tabacum ‘Samsun’ sistemicamente infectadas e apresentando sintomas de infeccao
coletadas 15 dias apds a inoculagdo. As folhas foram maceradas na proporcao de 1:3 a 5
(p/v) em tampao borato gelado. As folhas foram trituradas no liquidificador, o extrato
foi filtrado em gaze previamente fervido e o extrato foi centrifugado a 13 000g por 10
minutos. Coletou-se o sobrenadante e acrescentou-se ao extrato 2% de Triton X-100 e 6
% de PEG 6000 contendo 0,5 % de NaCl na propor¢ao de 9:1 (v:v). A mistura foi
mantida em agitacao lenta por 90 minutos. Adicionou-se 6 % (p/v) de polietilenoglicol
6000 e 0,5 % (p/v) de NaCl, sendo a mistura mantida sob agitacdo lenta por mais 90
minutos. Apds esse passo, a mistura foi centrifugada a 13 000g por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi adicionado 20% do volume inicial de
tampao borato50 mM, pH 8,3, contendo 0,5 M de uréia, 6 mM EDTA, 0,1 % de 2
mercaptoetanol, sendo este ressuspendido por 1 hora sob agitacdo. Apds esse tempo, a
mistura foi centrifugada a 13 000g por 10 minutos, e o sobrenadante foi coletado e
centrifugado a 215.000 g por 60 minutos. O pellet resultante foi ressuspendido em
tampao borato, pH 8,3, e as particulas de virus purificadas foram armazenadas em

freezer -80 °C.

6- Extracao de RNA Viral

ApOs a purificacdo das particulas virais de cada isolado foi realizada a extragdo
do RNA viral, usando o ragente Trizol (Invitrogen). Em cinqiienta microlitros de virus
purificado foram adicionados 500 pL de Trizol, agitando-se por 1 minuto com posterior
incubacdo em temperatura ambiente por S5 minutos. Apds esse tempo, foram
adicionados 100 pL de cloroférmio, agitando-se por 2 minutos, sendo a mistura
centrifugada a 13 523g por 15 minutos a 4 °C. Aproximadamente 450 pL do

sobrenadante foram coletados adicionado-se em seguida 320 pl. de isopropanol. A

45



mistura foi incubada por 5 minutos no gelo e centrifugado a 13 523g por 10 minutos a
4 °C. O sobrenadante foi descartado, o pellet foi lavado com 500 uL de etanol 70 %
gelado e centrifugado por mais 5 minutos a 4 °C. O etanol foi descartado e o pellet foi
submetido a secagem em temperatura ambiente e posteriormente ressuspendido em 50

uL de dgua milli-Q tratada com DEPC.

7- Sintese dos oligonocleotideos

Visando amplificar o genoma completo das estirpes de PVY isoladas e
identificadas via PCR diferencial (conforme descrito no item 2.3), foi realizado um
alinhamento das seqii€éncias de varios isolados de PVY encontrados no banco de dados

usando o programa Clustal W (HTTP://www.clustalw.genome.ad.jp). Os nimeros de

acessos foram: AY 884985.1; DQ 157178.1; AY 745491.1; AY 745492.1; EF
026076.1; DQ 008213.1; AJ 889866.1; AJ 889867.1; AY 166866.1; AY 166867.1; DQ
157180.1; AY 884982.1; EF 016294.1; EF 026075.1; M 95491.1; AJ 889868.1; NC
001616.1; AF 522296.1; A08776. 1; U 09509.1; EF 026074.1; AF 237963.2; e DQ
309028.1.

A partir do alinhamento de sequéncias foram sintetizados 32 oligonocleotideos
cobrindo todo o genoma viral (Figura-5), sendo que da sequéncia obtidas dos isolados
OBR e NBR foram desenhados mais oito oligonucleotideos, sendo quatro para o OBR,
cobrindo as parte das regides da CI e NIb, ja o isolado NBR foram sintetizados também
quatro oligonucleotideos para sequenciar parte das regides da CI, NIa e NIb visando o
sequenciamento do genoma completo dos isolados em estudo. Desses 40
oligonocleotideos, 12 foram usados para amplificacdo dos fragmentos que foram

clonados, sendo os demais usados nas reagoes de seqiienciamento (Tabela-2).

46



Tabela. 2- Lista de oligonocleotideos sintetizados usados para amplificar e seqiienciar o genoma viral

completo dos isolados de PVY em estudo.

Oligonocleotideos

1FO novol9mer* AAT TAA AAC AAC TCA ATA C

680Fo 19mer GCA GAT AAA GCA GAT TAT G

788Re 19mer AAA CCC ATC ATA TGC GCA G

1380Fo 16mer AGC ACT TAA CTG AAC C

2000Fo 20mer AA AGG GGA TTC GGA GAT GTT

2180Re 18mer CAT GGT TGG CCA AGT TCC

2700Fo 19mer TTG ATG CTA CGT GYG ATG G

2730Re 20mer TGT GCR ACR AGT GTT TCT GC

O ([0 [Q |||k || |[—

3100Re 20mer ACCT GAG GCA GTR CCT TTG AC

3380Fo 17mer GCA GAT TGA GAA GAA TG

—_ | —
— O

3480Re 17mer GCA AAC TGA ACT ATC TG

—_
[\S}

3900FO (PVYO) 20mer GC CTG TTC ATC TTA GTG TGG

—_
(O8]

4080Fo 18mer GCC AAC ACT GCG YAT GCG

—_
~

4180Re 20mer AAC TGA GCT AAT TGA GAG CG

—_
9}

4340Re (PVY™) 21mer GAA AGT GTA TCC TCA ACC ACC

—
@)}

4500Fo 20mer TGA TGG CAG AAC AAT GAA GC

—
J

4780Fo 20mer GCA TTG CGA ATT GGA CRC AC

—_
oo

4850Fo 20mer ATG ACA GGA GGC GTT TCA AC

—_
]

4880Re 20mer GTT GAA ACG CCT CCT GTC AT

[\
(e

5040R (PVY®) 21mer ATA GAC TGA TCG CAC AAA GGC

[\S}
—_

5530Re 16mer AAT TCT CCT CAC ATG C

N
[\

5430Fo 19mer CTC TTA GAG CTA GAT ATG C

[\
W

6150Re 19mer TTT GAG TGG GTT GTG TGG C

)
=~

6180Fo l6mer TTG ATT TAA TGC CAC A

[\
(9]

6280Re 18mer GAG TGA TTT AGC TTC ATG

[N}
(@)}

6700Fo 16mer TGG AAG CAC TGG ATTG

[\
-

6700Re 2Imer TTT CTA CAA TCC AAT GCT TCC

[N}
o]

6860F0 (PVY") 24mer GAG CAT AAT GAG TGG ACC AAA TCG

[\
O

7030Re 20mer GCT CCA TAC ATC CAT GCA GA

W
(e}

7300FO (PVY®) 19mer GAG GAA GCC ATC AAT AGG G

w
—

7720Re (PVY") 20mer ACG CCG AAG CAA TCT GTC CC

98]
[\

7579Fo 19mer CGG TGC AAA GAA AAG ATA C

(98]
(O8]

7620Re 20mer ACA CAC ACT TTA CCA CCC AG

w
=

8279Fo 18mer GTG TCC ATT CTG CAA TGG

W
|9}

8330Re 17mer CCC CAT GAC TCT ATC AT

W
(@)

8450Re (PVY®) 23mer CCA TAT ACA GTT TCC TTA ATG CC

(O8]
3

8460Re (PVY") 20mer GAG CAT GGC ATT GAA GAA GC

(O8]
o]

8920Fo 19mer ATG CCA ACT GTG ATG AAT G

W
O

9079Re 19mer CTG CAA CAT CTG AGA AAT G

40

9650Re 19mer CCT GAT TGA AGT TTA CAG

*mer-quantidade de nucleotideos.
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Figura. 5-Representagdo esquemadtica da localizagdo e orientacio dos oligonocleotideos no genoma do PVY, para
obtencao da seqii€ncia completa do genoma viral dos isolados em estudo. A numeracao dos primers corresponde
a identificacdo apresentada na Tabela 1.

8- Sintese de cDNAs e amplificacao do genoma viral via PCR.

Ap6s a extracdo do RNA viral dos diferentes isolados, esses foram submetidos a
transcricao reversa (RT), usando cinco oligonocleotideos, 4180re, 4880re, 6150re,
7620re e 9650re. Para a sintese da fita de DNA complementar foi utilizado a enzima
SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen) de acordo com as recomendagdes do
fabricante.

Ap6s a obtengdo da fita de cDNA, 1uL da reagdo foi adicionado a uma mistura
de 9 uL contendo 1yl de tampao de Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity

(Invitrogen) (10X), 0,8 puL. de dNTPs (2,5 mM), 0,4 pL. de MgSOy (2,5 mM), 0,2 uL. de
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cada oligonucleotideo (10 uM) e 0,05 L. de Tag (5U/ul) DNA polimerase (Platinum).
As amostram foram levadas ao termociclador, submetidas inicialmente a 94 °C por 30
segundos, sendo depois submetidas apds esse periodo a 30 ciclos, sendo a desnaturacdo
da fita a 94 °C por 30 segundos; anelamento dos oligonocleotideos a 40°C por 30
segundos e extensdo das fitas a 68 °C por seis segundos e uma extensao final de sete
minutos a 68 °C.

Foram empregadas as seguintes combinagdes de oligonocleotideos: quando se
utilizou o oligonocleotideo 4180 no sentido reverso foi utilizado o oligonocleotideos
1FO; para o oligonucleotideo 4880re foi usado o 3380fo; ja para o oligonocleotideos
6150 reverso, foi utilizado o 2700fo; para o oligonucleotideo 7620re foi usado o
4500fo; para o oligonocleotideo 9650 reverso, foi usado o 4780fo e o 6700fo. Os
tamanhos esperados dos fragmentos amplifcados foram de 4180 pb, 1500pb, 3750 pb,
3120pb, 4870pb e 4870 pb, respectivamente.

Para a visualizagdo do produto de PCR obtido, 5 ul. de cada reagdo foram
misturados a 2 ul. de tampao de amostra 6 X (0,25 % de azul de bromofenol + 30 % de
glicerol) e aplicado em gel de agarose a 1 %. Como marcador de peso molecular
utilizou-se 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). O gel foi corado em solu¢do de brometo

de etideo e visualizado sob luz ultravioleta.

9-Preparo de células bacterianas competentes para clonagem

Células de Escherichia coli cepa 'XL1-Blue' resistentes a tetraciclina, mantidas em
estoque congelado em glicerol, foram transferidas diretamente para uma placa de petri
contando meio de Luria & Bertani- LB- (10 g de triptona; 10 g de cloreto de sédio; 5 g
de extrato de levedura; 15 g de Agar, em 1 L de dgua), pH 7,5 (Sambrook et al., 1989),
adicionado de 15 pg/mL de tetraciclina, e foram incubadas a 37 °C, por 16 h. Uma coldnia

foi transferida para 25 mL de meio LB liquido, e deixada crescer a 37 °C, por 16 h, sob
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agitacdo constante (220 rpm). Apds este periodo, 10 mL (1/100) do meio da cultura foram
transferidos para outro frasco contendo 1L de meio LB liquido, deixados crescer a 37 °C
sob vigorosa agitacdo, até atingir OD 0,6 (cerca de 4 h). Apds atingir a densidade 6tica
esperada, as células foram resfriadas completamente e centrifugadas a 4 °C, a 3600 g por 15
min. Descartou-se o sobrenadante completamente e o sedimento foi ressuspendido com 300
mL de glicerol 10 % gelado, sobre o gelo com delicadeza. O volume foi completado para 1 1
com glicerol 10 % gelado e centrifugado a 3600 g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi
novamente descartado e o sedimento foi ressuspendido gentilmente com 50 mL de glicerol
10 % gelado, sobre o gelo. O volume foi completado para 500 mL com glicerol 10 %
gelado e centrifugado a 3600 g por 15 min a 4 °C. O sedimento foi ressuspendido
gentilmente com 30 mL de glicerol 10 % gelado sobre o gelo. O volume foi completado
para 200ml com glicerol 10 % gelado e centrifugado a 3600 g por 15 min. Por fim, o
sedimento foi ressuspendido com 3,5 mL de glicerol 10 % gelado, sobre o gelo. Aliquotas
de 100 pL foram distribuidas em tubos de microcentrifuga (1,5 mL) gelados, colocados

posteriormente em nitrogénio liquido e em seguida estocados a - 80 °C.

10- Clonagem do genoma completo dos isolados de PVY

Apés a confirmagdo, através de gel de agarose 1 %, da amplificacdo dos
fragmentos de tamanho esperado por PCR, correspondentes as partes especificas do
genoma, o produto de PCR foi precipitado e ressuspendido em 10 pL de dgua estéril. Apos
esse passo, o produto de PCR foi novamente submetido a eletroforese em gel de agarose
1 % e para evitar degradacdo de fragmentos de DNA pela luz ultravioleta, a
visualizacao do DNA no gel de agarose foi feito com corante Violeta Cristal contendo 4
pg/ml na concentragdo final. A solucdo foi preparada em 100 ml de 4gua estéril,
acrescentando 2 ml de cristal violeta, sendo o extrato final colocado no gel que foi

submetido a uma agitacao constante de 30 minutos.
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As bandas de tamanhos esperados foram retiradas do gel com o uso de um
bisturi estéril e a eluicdo foi feita com o kit de purificacio PureLink Quick gel
extraction kit (Invitrogen) seguindo as instru¢des do fabricante. Foram adicionados 600
uL de Gel Solubilization Buffer (GS1) em 300 mg da banda removida do gel e a mistura
foi incubada a 50 °C por 15 minutos. Posteriormente, inverteu-se o microtubo e
incubou-se por mais 5 minutos a 50 °C. Apds esse tempo, a amostra foi passada para a
coluna e centrifugada a 13 523g por 1 minuto. Em seguida, foram adicionados 500 pL
de GSI1 na coluna, incubou-se a temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugou-se a
13 523g por 1 minuto. Foram adicionados na coluna 700 uL de Wash buffer com
etanol, incubado a temperatura ambiente por 5 minutos e centrifugado a 13 523g por 1
minuto. A solugdo que passou pela coluna foi descartada e outra centrifugacdo a 13
523g por mais 1 minuto foi realizada, para eliminar todo o tampdo de lavagem. A
coluna foi transferida para um novo microtubo de 1,5 ml, adicionaram-se 50 pL. de TE
aquecido a 75 °C e centrifugou-se a 13 523g por 2 minutos. O DNA eluido obtido foi
estocado a -20 °C.

Para preparacdo dos fragmentos amplificados para a clonagem em vetor
especifico, apés a eluicdo dos DNAs, foi feito a adenilacdo (A-overhanging), no
fragmento, pois durante a autocorrecio (proof reading), a enzima Taq polymerase High
Fidelity retira as deoxiadenosinas da extremidade 3” do produto de PCR. O método de
adenilacdo consiste na adi¢do de deoxiadenosina na extremidade 3’ do DNA, onde em
8,68 uL. do DNA eluido foi adicionado 1 pL. tampao Taq DNA polimerase 10 X, 0,12
pL dNTPs 2,5 mM, 0,1 uL. dATP 2 mM e 0,1 pL. Tag DNA polymerase (5 U/uL,
Invitrogen), sendo a reagdo incubada a 72 °C por 30 minutos. Apds esse tempo, o
fragmento foi ligado ao vetor de clonagem vetor pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen),

seguindo as instru¢des do fabricante. Para a reacdo de ligacdo foram usados 3 pL do
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produto de PCR (10 ng), 1 uL da solucdo salina (salt solution), 1 ul. de dgua estéril e 1
ul do vetor Topo-TA, mantendo-se a proporcdo molar de 1:3 (vetor:inserto). A mistura
foi deixada por 30 minutos a temperatura ambiente. A vantagem do uso desse vetor é
permitir a clonagem direta de fragmentos de PCR, sendo necessério apenas a presenca
de uma dioxiadenosina na extremidade 3’ do DNA e uma dioxitimina nas extremidades
coesivas 3’ do vetor, o que permite a ligacdo. Apds esse passo, foi feito a desalinizag¢ao
do DNA, para retirar o excesso de sal da reacdo, para isso foi utilizado membrana de
nitrocelulose da Millipore.

O vetor recombinante contendo o fragmento de DNA amplificado foi
introduzido em Escherichia coli linhagem XL1-Blue por eletroporacdo, usando um
eletroporador BIO-RAD.

Ap6s a transformagdo a suspensao bacteriana foi plaqueada em meio Agar LB,
sendo que em cada placa foram vertidos 20 ml de meio LB contendo 100 ug/ml de

ampicilina. As placas foram incubadas por 15 horas a 37 °C.

11- Extracio de DNA plasmidial em pequena escala (mini-prep) e digestio com
enzima de restricao.

As coldnias bacterianas desenvolvidas no meio descrito no item 2.5 que
apresentaram tamanho superior ao vetor, foram repicadas individualmente para tubos
contendo 8 ml de meio LB liquido acrescido de 8 pL de ampicilina (100 ug/ml),
mantidos sobre agitacdo durante 15 horas, a 37 °C. O DNA plasmidial foi isolado
utilizando o protocolo descrito a seguir: a solu¢do bacteriana de cada tubo originado de
uma unica colonia foi transferida para microtubos de 1,5 ml e procedida a precipitacao
das células bacterianas centrifugando a 13 523g por 1 min. Este procedimento foi
repetido por mais uma vez. Apds o descarte do sobrenadante foram adicionados 200 pL

de TEG (50 mM glicose + 25 mM Tris, pH 8,0 + 10 mM EDTA, pH 8,0). O 'pellet' foi
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ressuspendido completamente por agitacdo em vortex. Foram acrescidos 400 pL de
solucdo desnaturante (NaOH 0,2 N, acrescido de SDS 1 %), incubando-se por 5 minutos
em gelo. Apds esse passo, foram adicionados 300 pL de acetato de potdssio 5 M e
incubou-se novamente em gelo por 3 minuto. Apds esse tempo, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 13 523 g, transferindo-se o sobrenadante para um novo
tubo onde foram adicionados 100 pL de cloroférmio, e apds serem invertidos por 1
minuto centrifugou-se por 5 minutos a 13 523 g. A fase aquosa foi transferida para um
novo tubo, a qual foram adicionados 600 puL de isopropanol e incubou-se a mistura por
5 minutos a temperatura ambiente. Uma ultima centrifugacao para precipitacdo do DNA
plasmidial foi realizada por 5 minutos a 13 523 g. Concluida a precipitacdo, o ‘pellet’
foi lavado com etanol 70 % gelado e secado a temperatura ambiente. O ‘pellet’ foi
ressuspendido com 50 pL de dgua esterilizada. Aliquotas de cada amostra foram
visualizadas em gel de agarose 1 % corado com solu¢do de brometo de etideo,
submetidas a eletroforese e visualizac¢ao sob luz ultravioleta.

De acordo com o padrio eletroforético observado no gel, as amostras que
apresentaram tamanho superior ao vetor, possivelmente contendo um inserto, foram
selecionadas para serem digeridas separadamente com as enzimas Eco-RI e Hind-III
(Invitrogen), as quais apresentam sitios de restri¢do no sitio de clonagem do vetor que

flanqueiam o local de inser¢do do fragmento (Figura-6).

53



lacZie ATG )
M13 Reverse Primer | Hn'nldlll KDI.I'.'l Saii:l Elh'l.‘Hl Sjlael
CAG GAA ACA GCT ATG ACE ATS ATT ACG CCA AGC TTGS GTA CCG AGC TOG GAT CCA CTA
GTC OTT TGT O5A TAC TSGR TAC TAA TGC 35T TCOG AAC CAT GGC TCS AGC CTA GET GAT

Bsf¥ | EcoR| R 1
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CIG GAR TTC GOC CTTERAE-ESERee®C GO0 GAA TTC TGO
CAT TGC CGG 055 TCA CAC GAC COTT AAG 0GG GAEY TTC CCG CTT AAG ACG
Ec:olﬂ'u" ESP".I MIDEI Xfllol stll.}{bal Apa |

AGA TAT CCA TCA CAC TGG 035 COCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGEG OOC AAT TOG |COC T
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG A

7 Promatar 113 Forward (-20) Primer
A G TAT TAC AAT TCA|CTHE GCC GTC GTT TTA JAR CGT OST GAC TGGE GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA A TTA AGT|GAC CGGE CAG CAR ARAT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR?2,1-TOPO®
3931 nucleotides

Figura 6- Esquema do vetor TOPO TA cloning kit, (Invitrogen), utilizado
para realizar a clonagem dos fragmentos amplificados via PCR.

As reacdes foram incubadas a 37 °C por 4 horas. Para a observacdo da presenca
do fragmento de interesse foi realizada eletroforese em gel de agarose a 1 % corado com
brometo de etideo e visualizac¢do sob luz ultravioleta. Os plasmideos contendo o inserto
esperado foram purificados utilizando-se o Kit QIAprep™ Spin Miniprep Kit Protocol’

(QIAGEN) ), de acordo com as especificacdes do fabricante.

12- Seqiienciamento e analise das seqiiéncias

Foram selecionados 24 clones, sendo seis de cada estirpe estudada para
sequenciamento. Para obter as seqiiéncias nucleotideas dos fragmentos clonados, bem
como, de todo genoma viral, foram usados os 40 oligonocleotideos sintetizados e

também os oligonocleotideos M13¢, e M 13, utilizando um seqiienciador automaético.
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As seqii€éncias foram analisadas através do programa Staden Package (Staden et

al, 2003). Foi utilizado o programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para

comparar as seqiiéncias obtidas com outras disponiveis no banco de dados. O
alinhamento multiplo entre as seqiiéncias completas de potyvirus depositadas no banco
com aquelas obtidas pelo seqiienciamento foi realizado através do programa Clustal W.
A andlise filogenética foi realizada com o programa MEGA 4 (

HTTP://www.megasoftware.net).
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Resultados

1- Teste sorolégico

Antes da purificacdo biolégica foi realizada a confirmacdo da identidade
sorolégica de cada isolado através do teste DAS - ELISA, usando anticorpo policlonal
contra 0 PVY. Os dados obtidos por meio da detec¢do do virus pela técnica de DAS-
ELISA mostraram que, os quatros isolados apresentaram uma absorbancia de NBR- 0,
718, OBR- 0, 923, VGS- 0, 513 e o ITA- 0, 526, enquanto o controle negativo
apresentou absorbancia média de 0, 015 e o controle positivo uma absorbancia de 0,923,
como demonstrado na Figura-7. Comprovando que todos os quatros isolados em estudo

sdo PVY.

absorbéancia
o
[6)]
Il

isolados

Figura-7. Resultado do teste DAS-ELISA confirmando que os quatro isolados representam estirpes da
espécie Potato virus Y (PVY), onde NBR-PVY"; OBR-PVY?; VGS-PVY"™ e ITA-PVY"'™N,
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1.2-Purificacao Biologica

Ap6s a purificacdo bioldgica através de passagens seqiienciais em plantas de
Nicotiana tabacum ‘Samsun’ via inoculacdo mecAnica, foi escolhida a dilui¢do de 107
(por ser a mais diluida) para efetuar a manutencao dos isolados e com isso, ampliar as
chances de alcancar uma alta pureza viral. A infecc¢ao das plantas foi confirmada através
do teste DAS-ELISA usando anti-soro policlonal contra PVY (Figura-8). Também foi
realizado um segundo teste DAS-ELISA com anti-soro contra PVX e PLRV e os
resultados descartaram qualquer possibilidade infeccdo mista com esses virus, como

pode ser observado nas Figuras 9e 10.
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Figura 8- Resultado do teste Das-Elisa usando anti-soro policlonal contra PVY de extrato foliar
proveniente de plantas inoculadas com a dilui¢do 10 para todos os isolados testados comprovando
a infec¢do das plantas de Nicotiana tabacum "Samsun". (Sendo que o NBR pertence a estirpe PVY™;
0 OBR representa 0 PVY?; VGS pertence a estirpe PVY" ™ e o ITA pertence a estirpe PVY" ™),
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Figura 9- Resultado do teste Das-Elisa usando anti-soro policlonal contra PVX de extrato foliar
proveniente de plantas inoculadas com a dilui¢do 10 para todos os isolados de PVY estudados
descartando uma infec¢io mista com PVX. (Sendo que o NBR pertence a estirpe PVY™; o OBR
representa o PVY®; VGS pertence a estirpe PVY™'™ e o ITA pertence a estirpe PVYN'™).
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Figura 10- Resultado do teste Das-Elisa usando anti-soro policlonal contra PLRV de extrato foliar
proveniente de plantas inoculadas com a dilui¢io 107 para todos os isolados testados descartando
uma infec¢do mista com PLRV(Sendo que o NBR pertence a estirpe PVY"; o OBR representa o
PVY®; VGS pertence a estirpe PVY""" e o ITA pertence a estirpe PVY"').
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Ap6s as diluicdes foi feito extragdo de RNA total utilizando o método Trizol e
apos esse passo foi feito um tripex RT-PCR usando a metodologia descrita por Nie &
Singh (2003), para confirmar a pureza entre as estirpes € os subgrupos, ja que o DAS-
ELISA com anti-soro policlonal contra PVY, ndo diferencia as estirpes e os subgrupos.
O subgrupo PVY™™ apresentou trés fragmentos amplificados, sendo de 640bp, 440bp e
300pb. Ja o PVY© apresentou um unico fragmento de 859bp enquanto o PVY™ nio
apresentou fragmentos amplificados (Figura-11). Com essa metodologia foi possivel

diferenciar as estirpes e 0s subgrupos.

PVYNN_ITA PVYNNVGS PVY°-OBR PVYN-NBR

Figura-11- Andlise em gel de agarose a 1 % do produto da PCR obtidos com um conjunto de

primers especificos para as estirpes PVY"; PVY% PVY"™ . Para PVY™ foram amplificadas

bandas de 300pb, 400pb e 500pb respectivamente, para o PVY® foram amplificadas uma banda de
800 pb e para a estirpe PVY" ndo houve amplifica¢iio esperada. M-marcado 1Kb plus.

59



2- Comparacao de patogenicidade em diferentes variedades de batatas.

Ap6s a purificac@o bioldgica de cada isolado de PVY foi feita a comparacao de
patogenicidade em diferentes variedades de batatas. Foi usada uma concentracdo de
inoculo de 107 (peso/volume) e posterior inoculacdo nas variedades selecionadas
(Quadro-1) e (Figura-16).

A infeccdo das plantas de batata foi confirmada 30 dias apds o plantio através do
teste DAS-ELISA, usando anti-soro policlonal contra PVY (Figuras 12, 13, 14 e 15). O
isolado NBR apresentou um baixo grau de infecc¢dio nas variedades Achat, Agata,
Baraka, Bintje, BRS-Ana e Monalisa, porém, na avaliacdo dos sintomas nas plantas de
batatas as variedades Achat e Bintje apresentaram sintomas caracteristicos de infec¢ao
de PVY™. Esse resultado sugere que nao existe uma correlacdo entre concentragao de

virus e sintomas.
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Figura-12- Resultado do teste Das - Elisa usando anti-soro policlonal contra PVY de amostras

de extrato foliar proveniente de plantas de batatas inoculadas com o isolado NBR ( PVY™).

1,8 1
1,6
1,4 -
1,2 1

0,8
0,6 4
0,4 4
0,2 4

Isolado ITA

O Achat

m Agata

0O Baraka

O Bintje

m BRS-Ana
@ Canoinhas
B Monalisa
O Mondial

m Controle-

Figura 13- Resultado do teste Das - Elisa usando anti-soro policlonal contra PVY de amostras

de extrato foliar proveniente de plantas de batatas inoculadas com o isolado ITA (PVY"™).
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Figura 14- Resultado do teste Das - Elisa usando anti-soro policlonal contra PVY de amostras

de extrato foliar proveniente de plantas de batatas inoculadas com o isolado OBR (PVY®).
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Figura 15- Resultado do teste Das - Elisa usando anti-soro policlonal contra PVY de amostras

de extrato foliar proveniente de plantas de batatas inoculadas com o isolado VGS (PVY"™),
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Quadro 1-Resultado da avaliacdo de patogenicidade em diferentes variedades de batatas apds a
purificacio bioldgica dos isolados de PVY em estudo (isolado NBR pertence 2 estirpe PVY"; o OBR

representa o PVY?; VGS pertence a estirpe PVYN'™ e o ITA pertence a estirpe PVYN™),

Variedade Isolado ITA Isolado VGS Isolado OBR Isolado NBR
Rugosidade dos foliolos; Assintomatico Assintomatico Leve deformacao foliar;
Necrose nas hastes; Necrose de nervura.
Achat Encurtamento do peciolo.
Mosaico; Ondulagio e Mosaico severo; Mosaico severo; Severa Assintomatico
deformagao foliar; Deformacao e ondulagio deformag@o do limbo;
Agata Epinastia dos foliolos; Foliolos tendendo a enrolar
para baixo;
Assintomatico Assintomatico Mosaico leve; Deformacdo | Encurtamento do
Baraka do limbo foliar. peciolo.
Mosaico severo; Mosaico severo; Mosaico e deformagao; Mosaico severo;
Bintje Deformagao do limbo. Deformagao do limbo. Ondulagio dos foliolos. Deformag@o do limbo
foliar; Epinastia.
Mosaico leve; Mosaico leve. Mosaico leve; Deformacao Assintomatico
BRS-Ana do limbo.
Mosaico leve; Deformacdo | Deformacio severa dos Mosaico leve; Necrose de Assintomatico
Canoinhas do limbo; foliolos; Mosaico severo; nervura.
Encarquilhamento foliar;
Sintoma de boto crespo (
Bouquet).
Mosaico severo; Epinastia. | Deformagao severa dos Mosaico; Necrose Assintomatico
Monalisa foliolos; Mosaico severo; ondulada nas nervuras,
Encarquilhamento foliar; com pintas necréticas no
Sintoma de boto crespo ( limbo foliar.
Bouquet).
Mosaico severo; Mosaico severo, limbo Morte da planta. Deformacao do limbo;
Mondial Deformacdo do limbo. deformado e ondulado; Encurtamento do

Reducdo dos
foliolos.;Sintoma de boto
crespo ( Bouquet).

peciolo.
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Figura-16-Sintomas causados pelos isolados em estudo em plantas de batatas de diferentes cultivares. A
concentragio do inoculo usado foi de 10” . Foto A e C: planta apresentando foliolos apicais ondulados,
tipico sintoma de sintoma de topo crespo causado pelo subgrupo PVY"™ isolado VGS; Foto B: planta
apresentando sintomas de mosaico bem evidente provocado pelo subgrupo PVYN™ isolado ITA; Foto D:
planta apresentando sintomas de folhas ressecadas, coridceas e dependuradas, provocados pela estirpe
PVY?, isolado OBR.

Os tubérculos colhidos das plantas infectadas com os isolados VGS e ITA,
(Figura-18), apds brotarem, foram plantados em casa de vegetacdo. Apds 30 dias, as
plantas foram submetidas ao teste DAS-ELISA para confirmar a infeccio com os
isolados de PVY sendo que, apenas a variedade Achat, apresentou resultado negativo
para os dois isolados em questdo (Figura-17). Apés 90 dias, os tubérculos da segunda
geracdo foram colhidos e apenas a variedade Mundial apresentou sintoma nos seus

tubérculos para os dois isolados em questdo.
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Figura -17: Resultado do teste DAS-ELISA usando anti-soro policlonal contra PVY para
confirmagdo da infeccdo das plantas de batata oriundas de tubérculos infectados com isolado
ITA e VGS (PVY"™),

Figura-18: Tubérculos oriundos de plantas inoculadas com PVY™'" (ITA e VGS). Todos os
tubérculos apresentaram sintomas tipicos de necrose, sintomas estes, considerados como
comprovagio bioldgica para caracterizar se um isolado pertence a estirpe necrética PVY™ ',
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3- Sinteses dos oligonocleotideos

Visando a amplificagdo e sequenciamento do genoma completo das estirpes de
PVY isoladas e identificadas via PCR diferencial, foi feito um alinhamento das
seqiiéncias de vérios isolados de PVY encontrados no banco mundial de dados NCBI
usando o programa Clustal W. A partir do alinhamento de seqiiéncias foram sintetizados
40 oligonocleotideos cobrindo todo o genoma viral. Os primers (1FO-4180R),
(2000FO- 6150R) e (4880F-9650R) foram usados para amplificacdo dos fragmentos
que foram clonados do isolado NBR (Figura-19). J4 para o isolado OBR os
oligonucleotideos usados para sua clonagem foram, (1FO-4180R), (3900F-5040R) e
(4880F-9650R) (Figura-20). Para o isolado ITA foram usados os oligonucleotideos
(1FO-4180R), (3380F-4880R) e (4880F-9650R) (Figura-21). O isolado VGS teve seu
genoma clonado com os oligonucleotideos (1FO-4180R), (4500F-7620R) e (6700F-
9650R) (Figura-22). Os demais oligonucleotideos foram usados nas reacdes de

seqiienciamento.

5 HC-PRO cl ez Nla  Nib cp 3’
35K ‘ 52K | 50K | | 71K | |21 K‘ 27K | 58K | 30K ‘ ALLLN
P1-PRO P3  BK1 vPg

—» Clone 1 <+—
1fo 4180r
|
—> Clone 2 <+—
2700f 6150r
|
—> Clone 3 <+
4880f 9650r

Figura-19-Representacido esquemadtica mostrando a posi¢do dos clones obtidos para seqiienciamento do
genoma viral do isolado NBR sendo o clone 1 amplificado com os oligonucleotideos 1fo-4180re; Clone 2
amplificado com os Oligonucleotideos 2700fo-6150re; Clone 3 amplificado com os oligonucleotideos
4850f0-9650re.
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5’ HC-PRO

(o] skz2 Nla Nib cP 3’
35K‘ 52K | 50K ‘ ‘ 71K | |21K‘ ZTK‘ 58K ‘ 30K | ALALN
P1-PRO P3  6Ki1 VPg

Clone 1 +—
1fo 4180
|

3900f Clope2 ~040T

L
—> 4_
4880f Clone 3 9650r

Figura-20-Representacdo esquemadtica mostrando a posi¢do dos clones obtidos para seqiienciamento do
genoma viral do isolado OBR, sendo o clone 1 amplificado com os oligonucleotideos 1fo-4180re; Clone

2 amplificado com os Oligonucleotideos 3900fo-5040re; Clone 3 amplificado com os oligonucleotideos
4880fo-9650re.

5’ HC-PRO cli ez Nla Nib cP 37
35K| 52K | 50K | ‘ 71K | |21K|27K| 58K |30K| ALLAN
P1-PRO P3 6K1 vPg
’ Clone 1 +—

1fo 4180
|
—> <4
3380f 4880r
Clone 2
|
—> 4—
4880f 9650r
Clone 3

Figura-21-Representacdo esquemdtica mostrando a posi¢do dos clones obtidos para seqiienciamento do
genoma viral do isolado ITA, sendo o clone 1 amplificado com os oligonucleotideos 1fo-4180re; Clone 2

amplificado com os Oligonucleotideos 3380fo-4880re; Clone 3 amplificado com os oligonucleotideos
4880fo-9650re.
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5 HC-PRO cl ek2 Nla  Nib cP 3’

35K| 52K | 50K | ‘ 71K | |21K| 27K| 58K | 30K | ALLAN
P1-PRCO P3 6K1 vPg
Clone 1 4—
1fo 4180
|
> -
4500f 7620r
Clone 2
|
_’ 4_
6700f 9650r
Clone 3

Figura-22-Representacdo esquemdtica mostrando a posi¢do dos clones obtidos para seqiienciamento do
genoma viral do isolado VGS, sendo o clone 1 amplificado com os oligonucleotideos 1fo-4180re; Clone 2
amplificado com os Oligonucleotideos 4500fo-7620re; Clone 3 amplificado com os oligonucleotideos
6700fo-9650re.

4- Sintese de cDNAs e amplificacdo do genoma viral via PCR

O RNA viral dos isolados foi submetido a transcri¢dao reversa (RT), usando os
seguintes oligonocleotideos, 4180re, 4880re, 6150re, 7620re e 9650re. Para o PCR, as
combinacdes 1FO com 4180re amplificou um fragmento de 4180 pb, j4 para a
combinacdo 2700fo com 6150re o fragmento foi de 3750 pb. Na combinac¢do 3380fo
com 4880re o fragmento obtido foi de 1500pb, ja com os oligonucleotideos 4500fo com
7620re o fragmento clonado foi de 3120pb. Com o par de nucleotideos 6700fo com
9650re o tamanho do fragmento foi de 2950pb e na combinacdo de 4780fo com 9650re

o fragmento amplificado foi de 4870 pb ( Figura-23).
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Figura 23- Andlise em gel de agarose 1 % dos fragmentos de PCR, onde A) Fragmento obtido da
combina¢do dos oligonucleotideos 1FO - 4180re com tamanho de 4180 pb.; B) apresenta um fragmento
de 3750 pb a partir da combinag@o entre os oligonucleotideos 2700fo com 6150re. C) Fragmento obtido
da combinacdo dos oligonucleotideos 4780fo-9650re de 4870pb; D) combinagdo entre os
oligonucleotideos 7620fo -4500re com um fragmento de 3120pb; E) Fragmento obtido da combinacdo
dos oligonucleotideos 6700fo-9650re de 2950pb; F) combinagdo entre os oligonucleotideos 3380fo-
4880re amplificando um fragmento de 1500pb

5-Clonagem do genoma completo dos isolados de PVY

Os fragmentos obtidos através da amplificacdo foram isolados e clonados no
vetor pCR®2.1-TOPO®. Apds esse passo foi feito uma digestdo com as enzimas de restri¢cdo
EcoRI e Hind-III para verificar se os fragmento foram clonados corretamente. (Figura -24).
Todos os clones que apresentaram padrdes distintos na liberacdo do inserto foram
seqiienciados, primeiramente utilizando-se primers do vetor M13 forward e M13 reverse,
para confirmar a clonagem da regido esperada. Para essa confirmar se o fragmento clonado
era da regido viral esperada, as seqiiéncias parciais obtidas foram analisadas via o programa
“Blast” (NCBI Website) para determinacdo da regido, onde o clone apresentava maior
identidade de seqiiéncias de nucleotideos comparadas com as seqiiéncias depositadas no
banco de dados. Apds a confirmacdo da clonagem, foi feito o seqiienciamento completo

usando os 40 oligonucleotideos que foram sintetizados para cobrir todo o genoma.
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M 1 2 3 4 5 6 78 9 M 10 11 12 M

Figura-24- Andlise em gel de agarose 1 % dos DNAs plasmidiais digeridos com a enzima EcoRI e Hind-
III- 1- DNA digerido com EcoRI , 2- DNA digerido com Hind-III e 3- DNA nio digerido, dos produtos
de amplificagdo com os primers 2700fo- 6150re; 4- DNA digerido com EcoRI ,5- DNA digerido com
Hind-III e 6- DNA ndo digerido, a partir dos produtos de amplificacdo com os primers 1fo- 4180re; 7-
DNA digerido com EcoRI ,8- DNA digerido com Hind-III e 9-DNA ndo digerido, dos produtos de
amplificacdo com os primers 4850fo- 9650re; 10- DNA digerido com EcoRI, 11- DNA digerido com
Hind-III e 12- DNA nio digerido, a partir dos produtos de amplificagdo com os primers 4500fo-7620re;
M- marcador um 1Kb plus.

6- Seqiienciamento e Analise das seqiiéncias

Os clones obtidos foram seqiienciados cada um com os oligonucleotideos que
foram sintetizados e também com os oligonucleotideos universais contidos no vetor de
clonagem, M13F e o M13R. As regides completas que foram seqiienciadas dos quatros
isolados foram: 5’UTR, 6K2 e VPg. Ja as regides HC-PRO, P3 e CI foram
completamente seqiienciadas somente para o isolado NBR. A regido Nla foi
determinada para os isolados ITA e VGS. A NIb foi seqiienciada nos isolados OBR e
ITA. J4 as regides da CP e a 3’UTR foram completamente determinadas para os

isolados NBR, OBR e ITA, como pode ser visualizado na Figura 25.
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5 HC-PRO ci 62 Nla  Nib cp 3’

35K‘ 52K ‘ 50K ‘ ‘ 71K ‘ ‘21K‘27K‘ 58K ‘SOK‘ ALLAN

P1-PRO P3 6K1 vPg
5§y | NBR

[ N [N (N OBR
I ;. | ITA
N [ ) (— VGS

Figura 25-Representacdo esquemadtica mostrando as regides do genoma de PVY que foram seqiienciadas
dos quatros isolados em estudo. Sendo o NBR (PVY™); OBR (PVY®); ITA (PVY"™) e VGS (PVY"™).

Ap6s a edicdo e montagem das sequéncias com auxilio dos esferogramas, foi
feita a andlise destas utilizando-se 0 programa Blast (
HTTP://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi). Com o auxilio do programa Clustal
(HTTP://www.clustalw.genome.ad.jp) foram realizados os alinhamentos multiplos das
regides obtidas de cada isolado com sequencias de isolados de PVY (caracterizados em
varias regioes do mundo) disponiveis no GenBank (HTTP:
/lwww .ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi). As identidades das regides do genoma
estudadas foram obtidas através do programa DNAmam, sendo selecionados os
seguintes isolados do GenBank para comparacdo com os isolados brasileiros: PVY™-
Egito (AF522296), PVY"-Japio (AB270705), PVY°-USA (EF026074), PVY ™.
Alemanha (AJ889866), PVY""-Canadd (AY166866), PVY"'""-USA (EF026075),
PVYNO-Canadd  (AY745492), PVY“-USA (EF026076), PVY"-Alemanha
(AJ889867).

As regides do genoma do PVY correspondendo a todos os genes codificados
pelo virus, além das regides 5°-UTR e 3’-UTR foram comparadas separadamente entre

os isolados do GenBank e os isolados brasileiros estudados. As arvores filogenéticas
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geradas dos diferentes alinhamentos foram visualizadas com auxilio do programa Mega

4 ( HTTP://www.megasoftware.net).

6.1- Comparacao da sequencia de nucleotideos da regiao 5S’UTR

Na arvore filogenetica gerada a partir do alinhamento da regido 5’NTR dos
isolados em estudo e dos isolados publicados, que compreendeu toda a regido 5’NTR,
verificou-se uma divisdo em dois grupos distintos ( Figura-26). Um grupo formado
pelos isolados necréticos oriundos da América, com excecdo do PVY™ do Japdo, onde
foram agrupados os isolados necroticos brasileiros em estudo. Um segundo grupo foi
formado por isolados necréticos e comuns provenientes dos continentes Europeu e

Asiatico, sendo que o isolado OBR em estudo ficou nesse grupo.

- ITA PVYNTN

NBR PVYN

- VGS PVYNTN

35/ PVYNO Canada

7 PVYNTN USA

['F PVYN Japao

- PVYNO-USA

PVYNTN Canada

35

99

PVYO USA

PVYNTN Alemanha
PVYW Alemanha
PVYN Egito

62 OBR PVYO

A
0.2

Figura-26- Arvore filogenética obtida a partir das seqiiéncias de nucleotideos da proteina 5S’UTR de
isolados de PVY e de alguns isolados de PVY publicados em bancos de dados. O comprimento dos ramos
horizontais é proporcional a distancia genética entre os isolados; os ramos verticais sdo arbitrarios. Os

nimeros sobre os ramos indicam a porcentagem de repeti¢des da andlise de bootstrap na qual as
ramifica¢gdes foram observadas.

Na andlise de identidade dos 170 nucleotideos sequenciados do isolado ITA, que

compreendeu toda a regidao 5’UTR, quando comparado com os isolados ja publicados

72



no banco de dados apresentou uma identidade que variou de 50,7 a 98,4%, sendo a
menor identidade observada quando ITA foi comparado com o isolado
EF026074(PVY°-USA) e a maior com o isolado AY745492 ( PVY"°-Canada).

Ja andlise dos 168 nucleotideos sequenciados do isolado NBR, quando
comparado com os isolados do banco de dados teve uma variagdo de 56,0 a 98,0%,
sendo a identidade de 56,0 % observada quando se comparou com o isolado
Al 889867(PVYW—Alemanha) e AF522296(PVYN—Egit0) e de 98,0%, comparado com o
isolado AB270705 (PVYN—J apao).

Na andlise da regiao 5’UTR do isolado OBR foram sequenciados 152
nucleotideos dessa regido, sendo que a identidade obtida variou de 51,0 a 93,4%. A
menor identidade foi observada no alinhamento com o isolado AY 166866 (PVYNTN—
Canadd) e a maior percentagem de identidade obtida quando OBR foi comparado com o
isolado EF026074(PVY°-USA).

Na andlise da regidao 5’UTR do isolado VGS os 169 nucleotideos apresentaram
uma varia¢ao na identidade de 57,3 a 90,7%, sendo a de 50,3% quando comparado com
o isolado EF026074 (PVYO—USA) e a maior identidade de 90,7%, foi observada com o
isolado AY745492 (PVY"°-Canada).

Entre os isolados brasileiros em estudo, os isolados necréticos, ITA, VGS e
NBR apresentaram uma identidade entre 96 a 97%, ja o OBR quando comparado com

esses isolados necréticos apresentou uma identidade que variou de 52 a 53%.

6.2-Alinhamento miiltiplo dos nucleotideos da regiao 5’UTR

Através do alinhamento multiplo dos nucleotideos dos isolados, obtido através
do Programa Clustal W para os 13 isolados comparados, a andlise iniciou-se na posi¢ao

13, do isolado ITA, onde todos os isolados alinharam. Foram observadas diferengas nas
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posicdes 80 e 110, do isolado ITA, onde ele possui uma citosina no lugar de uma timina
e na posi¢ao e 127 uma timina no lugar de uma citosina. O isolado VGS apresentou na
posicdo 81 uma timina no lugar de uma citosina. Maior diferenca foi constatada no
isolado OBR, que apresentou diferencas de nucleotideos em varias posi¢cdes, quando
comparado com os isolados necréticos do grupo 1 da arvore filogenética, comprovando
com isso a divisdo dos isolados em dois grupos como observado na Figura-20.

A extensdo da regido 5’UTR mostrou diferengas, principalmente para os
isolados necréticos em estudo, VGS, ITA e NBR. Os dois grupos apresentaram
insercoes de nucleotideos, sendo para o grupo 1 foi observado a insercao de um e dois
nucleotideos e para o grupo 2 de trés e quatro nucleotideos em posi¢des diferentes.

Em relacdo aos blocos denominados por Turpen (1989) como “Box a”
(ACAACAU) e “Box b” (UCAAGCA), a regido “Box a” mostrou-se conservada entre
os trés isolados necrdticos. Ja a regido “Box b” apresentou algumas diferencas nos

quatros isolados analisados ( Figura-27).

ISOLADO_TTA —————mmmm e AATTAAAACAACTCAATACA

ISOLADO_VGS
ISOLADO_NBR
ISOLADO_OBR

ISOLADO_ITA
ISOLADO_VGS
ISOLADO_NBR
ISOLADO_OBR

ISOLADO_ITA
ISOLADO_VGS
ISOLADO_NBR
ISOLADO_OBR

ISOLADO_ITA
ISOLADO_VGS
ISOLADO_NBR
ISOLADO_OBR

———————————————————————— TGCAGAATTCGCCCTTAATTAAAACAACTCAATACA
ACTAGNTAACGGCCGCCCAGNTGTGCTGGAATTCGCCCTTAATTAAAACAACTCAATACA

ACATAAGAAAATCAACGCAAAAACACTCACAAAAGCTTTCAACTCTAATTCAAACAATTT
ACATAAGAAAATCAACGCAAAAACATTCACAAAAGCTTTCAACTCTAATTCAAACAATTT
ACATAAGAAAATCAACGCAAAAACACTCACAAA-GCTTTCAACTCTAATTCAAACAATTT
———————————— CAACGCAAAAACACTCATAAACGCTC-—-ATTCGCACTCAAGCAACTT

khkrhkkhkkhkhkkhkhkhkk kkhk*x Kkrxk Kxk*k * ok k * kkkk kkkx kx

GTTAAGTTTCAATTTCGACCTTCATCAAACAAACTCTTTCAATTTCAGCGTAAGCTATCG
GTTAAGTTTCAATTTCGATTTTCATCAAACAAACTCTTTCAATTTCAGTGTAAGCTATCG
GTTAAGTTTCAATTTCGATCTTCATCAAACAAACTCTTTCAATTTCAGTGTAAGCTATCG

GCTAAATTTCAGTTTAAATCATTTCCTTGCAATTCTCTGAAGCAATATTGGAAACTATTT
ko okokk kkkkk kkk ok * * * ok k * ok ko k kk kkokk

TAATTTAGTAAGTTATTTCA--AACTCTCGTAAATTGCAGAAGATCATCCA 189
TAATTCAGTAAGTTATTTCA--AACTCTCGTAAATTGCAGAAGATCATCC- 204
TAATTCAGTAAGTTATTTCA--AACTCTCGTAAATTGCAGAAGATCATCC- 227
CAACTCAACAAGCAATTTCATCACTTCCAACCAATTTCAGATCCTCA-——- 152

L * % Kk * Kk ok Kk x * * % * Kk x ok ok kokx * % %

Figura-27- Alinhamento multiplo de nucleotideos da regido 5’UTR dos quatros isolado brasileiros em
estudo.Onde a regido “Box a” esta em negrito e a regido “Box b” esta sublinhada.
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6.3-Comparacao da sequéncia de nucleotideos da regiao P1

Na regido que codifica a proteina P1 foram comparados apenas 12 isolados, pois
para o isolado em estudo VGS, ndo foi possivel obter a sequéncia de toda a regido que
compreende a Pl sequenciada. Diferente do observado na 5’UTR, os isolados se
dividiram em trés grupos (Figura-28) sendo que, mais uma vez, os isolados do subgrupo
necrético apresentaram uma divisdo geografica, como descrito por Nie & Singh
(2002a,b). Todos os isolados Norte-Americanos foram agrupados em um grupo,
juntamente com o isolado do subgrupo necrético em estudo, o ITA e o isolado necrético
NBR. Outro grupo compreendeu os dois isolados do subgrupo necrético Europeus,
enquanto um terceiro grupo, foi formado pelo isolado comum em estudo OBR, pelo
isolado comum do USA e o isolado necrético do Japao.

No alinhamento dos nucleotideos dos isolados em estudo com os isolados
publicados, que compreendeu toda a regido P1, o isolado OBR foi aquele que
apresentou o gene de maior tamanho, com 835 nucleotideos, contra 825 nucleotideos do
isolado NBR e 804 nucleotideos do ITA. A regidao P1 do isolado necrético ITA
apresentou identidade que variou de 53,4 a 93,1%, sendo a identidade de 53,4%
observada quando comparada com a regido P1 do isolado AF522296 (PVY™-Egito) e de
93,1% com a regido Pl dos isolados AJ889866 (PVY"'™-Alemanha) e o
EF026075(PVYN™-USA).

Ja a identidade da mesma regido do isolado NBR variou de 71,0 a 99,0%, sendo
o menor valor obtido da comparacdo com a P1 do isolado AJ889866 (EF026074
(PVY®-USA) e o maior valor da comparacio com EF026076 (PVY™° do USA). J4 o
isolado OBR, apresentou uma variacdo de identidade de 52,2 a 96,6%, sendo a de 52,2

% obtida da comparacdo entre a P1 do isolado OBR e o isolado EF026075(PVY""™-
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USA) e AJ889866 (PVY"™- Alemanha) a de 96,6% com o isolado EF026075(PVY°-
USA). Esses dados confirmam que a regido P1 apresenta uma variabilidade, conforme
previsto por Tordo et al. (1995).

Na comparacdo entre os isolado em estudo os isolados necréticos, NBR e ITA,
apresentaram uma identidade de 93% e quando comparado com o OBR a identidade

obtida foi entre 70 a 71% respectivamente.

951 PVYNTN USA
67 ITA PVYNTN
PVYN Japao
PVYNO Canada
PVYNO-USA
NBR PVYN
PVYNTN Canada

31

100

PVYW Alemanha

PVYNTN Alemanha
PVYO USA
100 _E PVYN Egito
76 OBR PVYO
|
0.05

Figura-28- Arvore filogenética obtida a partir das seqiiéncias de nucleotideos da proteina P1 de isolados
brasileiros de PVY e de alguns isolados de PVY publicados. O comprimento dos ramos horizontais é
proporcional a distdncia genética entre os isolados; os ramos verticais sdo arbitrarios. Os nimeros sobre
os ramos indicam a porcentagem de repeticdes da andlise de bootstrap na qual as ramifica¢des foram
observadas.

6.4-Alinhamento miiltiplo dos nucleotideos da regiao P1

Através do alinhamento multiplo dos nucleotideos dos isolados obtido através do
Clustal W, para os 12 isolados comparados, a analise comegou do segundo nucleotideo,
onde todos alinharam, observou-se que os oitos primeiros nucleotideos foram
conservados, € como ji apresentados anteriormente, o isolado comum em estudo

apresentou um nimero maior de nucleotideos. Foram observadas varias diferencgas entre
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os nucleotideos dos dois isolados necréticos em estudo, como por exemplo, nas
posicdes 208, o NBR apresentou uma adenina contra uma guanina do ITA e na posi¢ao
645, o isolado ITA possui uma inser¢do e o NBR uma citosina. J4 o isolado comum em
estudo, OBR, mostrou varias diferengas quando comparado com os isolados necréticos
em estudo. Numa comparacdo global, o grupo 2 teve uma maior similaridade com o

grupo 3.

6.5-Comparacao da sequencia de nucleotideos da regiao HC-PRO

Apenas o isolado NBR em estudo apresentou essa regido completamente
sequenciada. Para os outros trés isolados essa regido foi parcialmente determinada.
Diferentemente do observado nas regides 5’UTR e na P1, a filogenia da regido HC-
PRO ndo dividiu os isolados geograficamente. Formaram-se dois grupos onde no
primeiro, encontram-se os isolados necréticos europeus e americanos e o isolado NBR.
J4 no segundo grupo foi formado pelos isolados PVY™ do Egito e o PVY® do USA
(Figura-29).

A regido HC-PRO obtida do isolado NBR foi de 1395 nucleotideos, que
compreendeu toda a regido da proteina, e as identidades obtidas da comparacdo entre as
regides da HC-PRO de NBR com os isolados publicados, variou de 65,0% com o

isolado AF522296 ( PVYN™-Alemanha) a 99,0% com o EF026075(PVY N™N-USA).
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Figura-29- Arvore filogenética obtida a partir das seqiiéncias de nucleotideos da proteina HC-PRO de
isolados brasileiros de PVY e de alguns isolados de PVY publicados. O comprimento dos ramos
horizontais é proporcional a distancia genética entre os isolados; os ramos verticais sdo arbitrdrios. Os
nimeros sobre os ramos indicam a porcentagem de repeticdes da andlise de bootstrap na qual as
ramifica¢gdes foram observadas.

6.6-Alinhamento miiltiplo dos nucleotideos da regiao HC-PRO

A andlise do alinhamento multiplo dos nucleotideos obtido através do Clustal W,
foi realizada a partir da posicdo 41 do NBR, onde todas as sequencias apresentaram o
alinhamento adequado. As diferencas observadas nos nucleotideos do isolado NBR
foram apartir da posi¢do 61, onde, no lugar de uma guanina como observado para todos
os outros isolados, o NBR apresentou uma adenina, nas posi¢des 107, 265 e 987, o NBR
apresentou uma timina no lugar da citosina e na posi¢ao 1280 o isolado possui uma
timina no lugar da citosina. A diferenca de seqiiéncia entre os dois grupos foi clara em

todo o alinhamento das sequéncia.

6.7-Comparacao da sequencia de nucleotideos da regiao P3 e CI
As regides P3 e a CI também foram sequenciadas completamentes apenas para o
isolado NBR e usadas nas comparacdes. A analise da regido P3 do isolado NBR, com os

isolados do banco de dados, mostrou através da arvore filogenética que foram formados
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dois grupos. O primeiro grupo composto pelos isolados padrdes do banco e o segundo
grupo formado pelo isolado NBR agrupado com o isolado AJ166866 (PVY"""-Canada)
(Figura-30). A andlise da identidade entre esses isolados demonstrou uma variagao de
54,3 a 82,7%, sendo que a identidade de 54,3 % foi obtida na comparagdo com dois
isolados, o AF522296(PVYN—Egit0), enquanto, a maior identidade foi de 82,7% com o

isolado AY 166866 (PVYN™-Canad).

63 PVYN Japao
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PVYNTN Alemanha
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I PVYNTN Canada
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Figura 30-Arvore filogenética obtida a partir das seqiiéncias de nucleotideos da proteina P3 de isolados de
PVY e de alguns isolados de PVY publicados. O comprimento dos ramos horizontais é proporcional a
distancia genética entre os isolados; os ramos verticais sdo arbitrdrios. Os nimeros sobre os ramos
indicam a porcentagem de repeticdes da andlise de bootstrap na qual as ramificagdes foram observadas.

Na analise da regido CI, pode-se observar que a arvore filogenética formou dois
grupos distintos (Figura-31), sendo o primeiro formado, tanto por isolados necroticos
americanos, como isolados europeus, além do isolado comum proveniente do banco
genético. J4 o segundo grupo, foi formado pelo isolado NBR agrupado com o isolado
AJ166866 (PVY"™-Canad4) (Figura-5). A andlise da regido apresentou uma variacio
na identidade de 83,8 a 91,6 %, sendo a identidade de 83,8 % observada quando NBR

foi alinhado com isolado AJ 889866 (PVY"-Alemanha) e a de 91,6 % na comparacio
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com o isolado AY166866 (PVYNTN—Canadé). Esse resultado demonstrou que houve
variabilidade na regido em relacdo ao isolado NBR, mesmo sendo uma regido

considerada altamente conservada por Eagles et al., 1994.
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Figura-31-Arvore filogenética obtida a partir das seqiiéncias de nucleotideos da proteina CI de isolados de
PVY e de alguns isolados de PVY publicados. O comprimento dos ramos horizontais é proporcional a
distancia genética entre os isolados; os ramos verticais sdo arbitrdrios. Os nimeros sobre os ramos
indicam a porcentagem de repeticdes da andlise de bootstrap na qual as ramificagdes foram observadas.

6.8-Alinhamento multiplo dos nucleotideos da regiao P3 e CI

No alinhamento multiplo dos nucleotideos da regido P3, o isolado NBR mostrou
diferencas de nucleotideos em varias posicoes do gene quando comparado com os
outros isolados publicados. Nas posicoes 735 a 738 enquanto todos os isolados do
banco apresentam uma inser¢do de 3 nucleotideos o isolado NBR possui os
nucleotideos GCG, respectivamente.

Para o alinhamento multiplo dos nucleotideos da regido CI, foram comparados a
sequéncia completa de 1902 nucleotideos do isolado NBR. Em relacdo as diferencas
observadas nos nucleotideos entre o isolado NBR e os isolados padrdes usados na
andlise, foi observado que o NBR apresentou algumas diferencas de nucleotideos em
relacdo ao isolado que demonstrou maior identidade de seqiiéncias, o AY 166866
(PVY"™_Canad4). Como na posicdo 98 o isolado NBR apresentou uma guanina no
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lugar da adenina. Na comparacdo entre os dois grupos, foram observadas varias

diferengas entre os nucleotideos na parte amino terminal até a posi¢ao 902.

6.9-Comparacao da sequencia de nucleotideos da regiao 6K1 e 6K2

A analise da regido 6K1 dos trés isolados em estudo, OBR, ITA e VGS em
comparacao com os isolados publicados, mostrou que a arvore filogenetica formou dois
grupos. O primeiro grupo foi formado pelos isolados em estudo, ITA ,OBR e VGS
juntamente com os isolados necroticos do continente europeu e do continente
americano, assim como, o isolado comum do USA. J4 no segundo grupo, o isolado
AF522296 (PVY™"-Egito) formou um grupo com um tnico representante.( Figura-32).

A analise de identidade dos 187 nucleotideos do isolado OBR, foi observado
uma variacad na identidade de 33,1% com o isolado AF522296 (PVYN—Egito) a 82,0%
com os isolados EF026075(PVYN™-USA), EF026076(PVY"°-USA), AY745492
(PVY"°-Canadd) e AB270705(PVY"-Japio). Para o isolado ITA, os 156 nucleotideos
analisados mostraram uma variacao de identidade de 40,6% quando comparado com o
isolado AF522296 (PVYM-Egito) e 100% de identidade quando comparado com os
isolados EF026075(PVY""N-USA), EF026076(PVY"°-USA) e AB270705(PVY"-
Japao). Finalmente, para o isolado VGS, a regidao com 156 nucleotideos mostrou uma
variacdo na sua identidade de 40,6% com o isolado AF522296(PVYN—Egit0) a 100%
com EF026075(PVYN™.USA), EF026076(PVYN°-USA), AY745492 (PVY™°-

Canadé) e AB270705(PVY"-Japio).
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Figura 32-Arvore filogenética obtida a partir das seqiiéncias de nucleotideos da proteina 6K1 de isolados
de PVY e de alguns isolados de PVY publicados. O comprimento dos ramos horizontais € proporcional a
distancia genética entre os isolados; os ramos verticais sdo arbitrdrios. Os nimeros sobre os ramos
indicam a porcentagem de repeti¢des da andlise de bootstrap na qual as ramifica¢des foram observadas.

A arvore filogenética da regidao 6K2 formou dois grupos (Figura- 33), sendo o
primeiro grupo formado pelos quatro isolados em estudo, NBR, OBR, ITA e VGS,
agrupados tanto com isolados necréticos, como com isolados comuns e o segundo
grupo formado pelo isolado necrético AF522296 (PVYN-Egito).

A variacdo de identidade observada nos 156 nucleotideos do isolado NBR foi de
36,0% com o isolado AF522296 (PVY"-Egito) a 99,3% com EF026076(PVY""°-USA),
AY745492 (PVYN©-Canadd). J4 o isolado OBR também possui 156 nucleotideos com
uma variacdo na identidade de 39,0 a 99,3%, sendo de 39,0% quando comparado com o
isolado AF522296 (PVYN—Egito) e de 99,3% com o isolado com EF026076(PVYN:0—
USA) e AY745492 ( PVYN:O—Canadé). A analise dos 156 nucleotideos do isolado ITA
mostrou uma variacdo na identidade de 36,0 a 99,3%, sendo a de 36,0% com o isolado
AF522296 (PVYN—Egito) e a de 99,.3% com AY745492(PVYN:0— Canadd) e com
EF026076(PVY"°-USA). O isolado VGS possui 142 nucleotideos com uma variacdo

na identidade de 35,2% com AF522296 (PVY"-Egito) a 89,0% com AY745492 (PVY™
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©_Canadd). O resultado de identidade confirma a comparacdo obtida pela arvore

filogenética.
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Figura 33-Arvore filogenética obtida a partir das seqiiéncias de nucleotideos da proteina 6K2 de isolados
de PVY e de alguns isolados de PVY publicados. O comprimento dos ramos horizontais € proporcional a
distancia genética entre os isolados; os ramos verticais sdo arbitrdrios. Os nimeros sobre os ramos
indicam a porcentagem de repeticdes da andlise de bootstrap na qual as ramificagdes foram observadas.

6.10-O alinhamento multiplo de nucleotideos da regiao 6K1 e 6K2

O alinhamento multiplo dos nucleotideos da regidao 6KI1 iniciou-se a partir da
posicdo quatro. O alinhamento mostrou-se parcialmente conservado. J4 o alinhamento
multiplo da regido 6K2 mostrou ser uma regido conservada. As unicas diferencas
observadas foram para o isolado OBR na posicao 63, onde este isolado apresentou uma
timina no lugar da citosina e o isolado VGS na posi¢do 55, que mostrou a presenca de

uma timina no lugar da citosina.

6.11-Comparacao da sequéncia de nucleotideos da regiao VPg
A arvore filogenética da regido VPg mostrou a formacao de dois grupos distintos

(Figura-34), sendo um grupo composto pelos isolados necréticos em estudo, juntamente

NN 6 0 PVYY provenientes do
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banco de dados), e o segundo grupo formado tanto por isolados do subgrupo necrético,
PVYN:O, como por isolados comuns, incluindo o isolado PVY® caracterizado nesse
trabalho.

A andlise de identidade dos 564 nucleotideos do isolado NBR mostrou uma
variag¢da entre 50,0 a 99,4%, sendo a menor identidade com o isolado A13522296(PVYN
-Egito) e a maior identidade com o AJ889866 (PVYNTN—Alemanha). Ja a analise de
identidade do isolado OBR apresentou uma variacao de 50,2% com o isolado EF026076
(PVYNC-USA) a 98,0% com AY745492 ( PVY""°-Canad4). O isolado ITA apresentou
uma identidade que variou entre 45,1% com AFS22296(PVYN -Egito) a 99,0% com
AB270705( PVYN-Japdo). O isolado VGS apresentou uma variacio de identidade entre
44,9 a 98,5%, sendo a menor com o isolado AFS22296(PVYN -Egito) e a maior com
AJ889866 (PVY"™-Alemanha).

Na regido VPG o isolado necrético em estudoVGS, apresentou uma identidade

de 98% quando comparado com o isolado comum, OBR.

PVYNTN Canada
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Figura 34-Arvore filogenética obtida a partir das seqiiéncias de nucleotideos da proteina VPg de isolados
de PVY e de alguns isolados de PVY publicados. O comprimento dos ramos horizontais € proporcional a
distancia genética entre os isolados; os ramos verticais sdo arbitrdrios. Os nimeros sobre os ramos
indicam a porcentagem de repeti¢des da andlise de bootstrap na qual as ramifica¢des foram observadas.
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6.12-0 alinhamento miltiplo de nucleotideos da regido VPg

O alinhamento multiplo da regido comecgou na posicdo 1, com excecdo dos
isolados AF522296 e EF026076 que iniciaram na posi¢do 183. O alinhamento mostrou
que os dois grupos formados na arvores filogenética apresentam uma variabilidade

significativa.

6.13-Comparacao da sequéncia de nucleotideos da regiao Nla

A éarvore filogenética da regido Nla mostrou uma similaridade com a arvore
formada pela regidao VPg. Dois grupos foram obtidos agrupando os isolados necréticos
em estudo com os isolados do subgrupo necrético, com excecdo dos isolados PVY™N©
que formou um segundo grupo juntamente o PVY® dos USA e o PVY" do Egito
(Figura-35).

Em relacao a andlise dos 727 nucleotideos do isolado ITA que representam a
proteina Nla, a identidade de nucleotideos variou de 47,2%, com o isolado AF522296 (
PVY™-Egito) a 98,0% com o isolado AJ889866(PVY""™N-Alemanha). O isolado VGS
apresentou a regido Nla com tamanho de 732 nucleotideos, que compreendeu toda a
regido Nia. A comparac¢ido de identidade mostrou uma variacdo de 47,0% obtida da
comparacio entre a NIa do VGS com o isolado AF522296 ( PVY"-Egito) a 97,0% com

o isolado AJ889866(PVY"™-Alemanha).
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Figura 35-Arvore filogenética obtida a partir das seqiiéncias de nucleotideos da proteina Nla de isolados
de PVY e de alguns isolados de PVY publicados. O comprimento dos ramos horizontais € proporcional a
distancia genética entre os isolados; os ramos verticais sdo arbitrdrios. Os nimeros sobre os ramos
indicam a porcentagem de repeticdes da andlise de bootstrap na qual as ramificagdes foram observadas.
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6.14--Alinhamento multiplo de nucleotideos da regiao Nla

O alinhamento iniciou-se na posicao 11 para a maioria dos isolados, onde todos
foram alinhados. Os isolados necréticos em estudos mostraram algumas diferengas no
decorrer do alinhamento, como na posi¢ao 138 o isolado VGS apresentou uma citosina
no lugar de uma timina e nas posi¢des 302 e 303 enquanto os isolados, com exce¢do do
AJ889867, apresentavam nucleotideos o isolado ITA possui uma inser¢ao de dois
nucleotideos. A divisdo observada na arvore filogenética foi confirmada pela variacao
observada entre os isolados, demonstrando que realmente os isolados se dividem em

dois grupos.

6.15-Comparacao da sequéncia de nucleotideos da regiao NIb
A arvore filogenetica da regido NIb apresentou trés grupos distintos, sendo o
primeiro bem homogénio contendo somente isolados necroticos, no qual, o isolado

necrotico ITA foi agrupado. O grupo dois foi formado apenas pelo isolado AF522296 (
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PVY" do Egito) e o grupo trés mostrou-se mais heterogénio, agrupando isolados
necroticos € comuns. Nesse ultimo grupo encontra-se o isolado comum em estudo
(Figura-36).

A regido NIb do isolado OBR ¢ formada por 1537 nucleotideos, que
compreendem toda a regido da proteina NIb. Apresentou uma variagao de identidade de
72,7 2a97,8%, sendo a de 72,7 % observada na comparagao com a regido NIb do isolado
AF522296 (PVYN do Egito) e a identidade de 97,8% observada com o isolado
EF026074 (PVY®-USA). O isolado ITA apresentou uma regido NIb contendo 1560
nucleotideos, que também compreendeu toda a regido da proteina NIb. As identidades
obtidas do alinhamento com os isolados do banco de dados variaram de 69,4% com a
regido NIb do isolado AF522296 (PVYMN-Egito) a 99,0% com o isolado EF026075

(PVYNNUSA).
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Figura 36-Arvore filogenética obtida a partir das seqiiéncias de nucleotideos da proteina NIb de isolados
de PVY e de alguns isolados de PVY publicados. O comprimento dos ramos horizontais € proporcional a
distancia genética entre os isolados; os ramos verticais sdo arbitrdrios. Os nimeros sobre os ramos
indicam a porcentagem de repeticdes da andlise de bootstrap na qual as ramificagdes foram observadas.
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6.16-0 alinhamento miiltiplo nucleotideos da regiao NIb

Na andlise do alinhamento multiplo da regido NIb podemos observar vérias
diferencas, principalmente entre os grupos formados no estudo filogenético. Em relacao
aos isolados em estudos foram observadas algumas diferengas no decorrer do
alinhamento, como por exemplo na posicao 120 o isolado OBR apresenta uma guanina
no lugar de uma adenina, nas posi¢des 802 e 824 o OBR possui uma citosina no lugar
de uma timina e o isolados VGS na posicao 168 possui uma adenina no lugar de uma

guanina.

6.17-Comparacao da sequéncia de nucleotideos da regiao CP

Na andlise da arvore filogenetica da regido CP (Figura-37), verificou-se que os
isolados se dividiram em dois grupos, conforme descrito por Revers et al., (1996). O
grupo 1, mais heterogénio, foi formado pelos isolados de PVYN:O, PVYO, PVYY e
PVYW, sendo que o isolado comum em estudo OBR, foi inserido nesse grupo, enquanto,
que o grupo 2, bem mais homogénio, foi composto por isolados necréticos. Os isolados
necroticos em estudo, NBR e ITA, foram agrupados nesse segundo grupo.

A regido CP seqiienciada do isolado NBR possui 948 nucleotideos, que
compreendeu toda a regido da CP. As identidades obtidas da comparacdo com a regiao
da CP dos isolados publicados foram de 67,4% com o isolado AF522296 (PVYN do
Egito) e de 85,0% com o isolado EF026075(PVY""™N-USA).

O i1solado OBR apresentou uma regido CP com o tamanho de 801 nucleotideos,
que também compreendeu toda a regido da CP. As identidades obtidas do alinhamento
com a regido CP dos isolados publicados variou de 62,0 a 98,5%, sendo a menor
identidade obtida com o isolado AF522296 (PVY"-Egito) e a maior com o isolado

EF026074(PVY°-USA).
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A capa protéica do isolado ITA apresentou um tamanho de 809 nucleotideos,
que também compreendeu toda a regido da CP. As identidades variaram de 55,0% com
a regido da CP do isolado AF522296 (PVY"-Egito) a 98,0% com o isolado EF026075
(PVY"™.USA).

Nessa regido a maior identidade entre os isolados em estudo foi observada na
comparacdo entre o isolado do subgrupo necrético ITA e o isolado comum OBR, com

um valor de identidade de nucleotideos de 90%.
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Figura 37-Arvore filogenética obtida a partir das seqiiéncias de nucloetideoes da CP de isolados de PVY
e de alguns isolados de PVY publicados. O comprimento dos ramos horizontais € proporcional a distancia
genética entre os isolados; os ramos verticais sdo arbitrarios. Os nimeros sobre os ramos indicam a
porcentagem de repeticdes da andlise de bootstrap na qual as ramifica¢des foram observadas.

6.18-O alinhamento multiplo de nucleotideos da regiao CP

O alinhamento multiplo da regido CP mostrou que o isolado OBR foi divergente,
em relacdo aos outros dois isolados em estudo, NBR e ITA, apresentando vdrios
nucleotideos diferentes em vérios pontos da seqii€éncia do gene. Em todo o alinhamento
foram observadas 5 insercdes, com exce¢do do isolado ITA que ndo apresentou

insercoes na seqiiéncia da CP.
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Na regido C-terminal do gene CP, os isolados AJ889867 (PVY"-Alemanha)
AJ889866 (PVYNTN—Alemanha) assim como, o isolado necrdtico em estudo, ITA,

mostraram a presenca de uma timina, nao observada para os outros isolados.

6.19-Comparacao da sequencia de nucleotideos da regiao 3’°UTR

A arvore filogenetica da regido 3’UTR dividiu os isolado em dois grupos bem
heterogénios (Figura-38). O Grupo 1 onde os isolado em estudo, OBR, NBR e ITA,
ficaram agrupados com os isolados necroticos e também com o isolado comum, PVY®
proveniente dos USA. J4 o Grupo 2, agrupou os isolados AF5222969 (PVY™-Egito) e o
AJ166866 (PVY""™-Canada).

A regido 3’UTR do isolado NBR possui 333 nucleotideos, que compreendeu
toda a regido 3’UTR. As identidades de nucleotideos apresentaram uma variagao,
quando comparadas com a regido 3’UTR dos isolado do banco de dados, de 77,1% com
o isolado AY166866 ( PVY""'Canada) a 99,6% com o isolado AB270705(PVY"-
Japao).O isolado OBR possui uma regido 3’UTR de 390 nucleotideos, que cobre toda a
regido da 3’UTR. As identidades apresentaram uma variacao de 70,0% com o isolado
AY166866 (PVY "™ Canada) a 83,3% com dois isolados o EF026075(PVY"""-USA).
A regido 3’UTR do isolado ITA apresentou um tamanho de 397 nucleotideos, que
também compreendeu toda a regido 3’UTR. As variacdes de identidade apresentadas
foram de 68,0 a 81,2%, sendo a identidade de 68,0% obtida da comparacdo com a
regidio 3’UTR do isolado publicado AY166866 (PVY" ™ Canada) e a de 81,2%
observada com o isolado EF026075(PVYN™-USA).

Nessa regido a maior identidade foi observada para os isolados brasileiros em

estudo, entre o isolado comum, OBR e o isolado NBR, com identidade de 84%.
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Figura 38-Arvore filogenética obtida a partir das seqiiéncias de nucleotideos da 3’UTR de isolados de
PVY e de alguns isolados de PVY publicados. O comprimento dos ramos horizontais é proporcional a
distancia genética entre os isolados; os ramos verticais sdo arbitrdrios. Os nimeros sobre os ramos
indicam a porcentagem de repeti¢des da andlise de bootstrap na qual as ramifica¢des foram observadas.

6.20-O alinhamento multiplo de nucleotideos da regiao 3’UTR

O alinhamento multiplo mostrou que a regido é conservada. As diferencas
comecgaram a partir da posi¢do 116 onde o OBR possui uma guanina no lugar de uma
adenina. J4 o isolado necrético ITA na posi¢do 286, onde todos os outros apresentam
uma guanina ele possui uma insercdo e na posi¢do 295 apresenta uma adenina no lugar

de uma guanina.

91



Discussao

O PVY tem sido o principal problema relacionado a degenerescéncia da batata-
semente nos ultimos anos (Figueira et al., 1996). Em plantas de batata, os sintomas
causados pelo PVY dependem da variedade e das condi¢des de fertilidade do solo,
temperatura, umidade, e, principalmente, da estirpe do PVY (Hébrard er al., 1999;
Robert & Bourdin, 2001; Souza Dias & Iamauti, 2005a), sendo o PVY o0 mais comum e
importante causador de mosaico. Os sintomas do mosaico sdo geralmente visiveis em
folhas novas (De Bokx et al., 1996; Ellis et al., 1997, Makivalkama et al., 2001).
Quanto as estirpes que infectam batata em nivel mundial, sdo conhecidas pelo menos
trés: PVY™, PVY® e PVY® (Chrzanowska, 1994; Banttari et al., 1993; Salazar, 1996;
Ellis et al., 1996; Daniels & Schons, 2003; Souza-Dias & Iamauti, 2005).

Entretanto, devido a grande variabilidade existente, alguns isolados de PVY nao
se enquadram nestes grupos tradicionais (Shukla ef al., 1988). Provavelmente uma das
principais causas da grande diversidade existente seria a alta taxa de recombinagdo
existente entre isolados de PVY (Revers et al., 1996), influenciando na epidemiologia e

determinando sua sobrevivéncia em campo. Um desses variantes é o PVY" ™

, que causa
sintoma de anéis necréticos nos tubérculos. Sua diagnose € complicada porque os
tubérculos infectados nem sempre apresentam sintomas visiveis por ocasido da colheita,
surgindo durante o periodo de armazenamento do tubérculo. Isso foi constatado por Le
Romancer & Nedellec (1997), que testaram 33 cultivares de batata e observaram que a
maioria, (28 cultivares), apresentou necrose, exceto nas cultivares que possuem
resisténcia conferida pelo gene Ry.

O fato de o Brasil ser ainda dependente da importacdo de batata-semente basica

faz com que o risco de introdu¢do de novos isolados de virus seja relativamente alto.
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Nao se sabe quantos nem quais sdo as estirpes de PVY atualmente existentes no
territério nacional. Em geral, os tubérculos-semente aqui plantados tém sido importados
da Europa, Canada e Estados Unidos. Com isso acredita-se que os isolados necréticos
brasileiros possuem como ancestral comum com os isolados desses paises. Segundo Nie
& Singh (2002), o subgrupo necrético PVY™™ pode ser dividido em dois grupos, um
Norte Americano e um outro grupo Europeu, sendo a diferenciagdo desses isolados
realizada com a combinacao de varias técnicas.

Nesse trabalho, primeiramente foi feita a identificacdo de cada isolado com o
teste DAS-ELISA usando anticorpo policlonal contra PVY, para confirmacdo da
identidade sorolégica dos quatros isolados em estudo, comprovando que eles
representam isolados de PVY.

Entretanto, mesmo a utilizacdo de anticorpos monoclonais produzidos a partir de
polipeptidios sintéticos para as regides C-terminal (Ohshima et al., 1992) ou N-terminal
da capa (Ounouma et al., 2002) ndo permitiriam a diferenciacdo entre as estirpes e
subgrupos de PVY (Ellis er al., 1996; Boonham & Barker,1998). Assim sendo, foi
realizado um “tripex RT-PCR” usando a metodologia descrita por Nie & Singh (2003),
para confirmar a purificagdo bioldgica de cada estirpe, o que resultou na identificagcdo e
confirmacdo do isolamento biolégico de um isolado de PVY®, um de PVY™ e dois de
PVY"™.,

Na anélise dos sintomas ficaram evidentes as diferencgas existentes entre os dois
isolados necréticos, ITA e VGS, nas variedades Mundial, Monalisa e Canoinhas. Essas
variedades apresentaram sintoma tipico de topo crespo (“Bouquet”), quando inoculado
com o isolado VGS. Isso mostrou que o sintoma de topo crespo pode ocorrer em outras

variedades que ndo a Monalisa, como relatado por Souza-Dias (2005). Esse resultado
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vem reforcar que o sintoma de topo crespo € causado pelo PVY, sem qualquer infeccao
mista.

Considerando a comparagdo entre os isolados de PVY, a pergunta ainda sem
resposta seria: Existe uma correlacdo entre os diferentes sintomas observados entre os
isolados necréticos e ndo-necréticos de PVY com as diferengas genéticas (seqiiéncia de
nucleotideos e aminoacidos) encontradas nos genes virais e regides ndo-codantes desses
isolados? Para tentar responder a essa questao, nesse trabalho quatro isolados brasileiros
de diferentes regides geograficas e causando sintomas necréticos (isolados NBR, ITA e
VGS) e ndo-necréticos (isolados OBR) foram seqiienciados e comparados com isolados
padrées ja caracterizados em vdérias regides do mundo cujas seqiiéncias estdo
disponiveis no banco de dados.

O segmento 5° terminal demonstrou ser a regido que apresenta a maior
variabilidade no genoma do PVY (Thole et al., 1993), como também foi verificado por
Tordo et al.(1995), quando a sequéncia completa de um isolado PVY"™ foi comparada.

Examinando a arvore filogenética, obtida com 500 repeticdes nesse trabalho,
observou-se que a regido S’UTR forma dois grupos, como sugerido por Nie & Singh (
2000a; 2002b), onde os isolados europeus se diferenciam dos isolados necréticos norte
americanos. Os isolados necrdticos brasileiros em estudo ficaram agrupados com os
isolados americanos, e o OBR foi agrupado tanto com o isolado comum americano
como com os necréticos europeus. E atipico o fato do isolado comum se agrupar com
isolados necroéticos, sugerindo que o isolado OBR apresenta diferencga significativa com
os isolados necréticos americanos, porém, se agrupam com os isolados europeus. Nesse
caso especifico essa regido pode ser usada para diferenciar os isolados necréticos de

acordo com sua origem geogréfica.
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A capa protéica € a regido mais estudada (Shukla & Ward, 1989a; b) entre os
Potyvirus (Dhar & Singh, 1997; Cerovsza et al., 2001) sendo usada para a demarcagdo
de espécies do género. Examinando a arvore filogenética dessa regido obtida com base
nas seqiiéncias de nucleotideos, constatamos que os isolados se dividiram em dois
grupos, porém, ndo houve correlacdio com a origem geografica dos isolados. Esse
resultado demonstra que a regido CP ndo agrupou os isolados considerando a regido
geogrifica de origem, mas diferencia os isolados necréticos PVY™'™ dos isolados
comuns, assim como, dos isolados do subgrupo necrético PVY™NO Esses resultados
demonstraram que, nessa regido, ocorre variabilidade entre os isolados dos subgrupos
necréticos PVYNCe o PVYNN,

A proteina P3 tem funcao relacionada a replicacdo do genoma e patogenicidade,
sendo uma proteina que apresenta significativa variabilidade (Shukla et al., 1994). O
alinhamento multiplo do isolado NBR (dnico que apresentou essa regido totalmente
seqiienciada) com outros 9 isolados do complexo PVY na regido P3, apresentou varias
substitui¢des de nucleotideos. Nas posi¢des 108 a 140 o isolado apresentou 20 mutacdes
e nas posicdes 146 a 167 foram 13 pontos de mutacdo, além de outras varias mutacoes
ao longo da sequéncia comparada. A variabilidade atribuida a proteina P3 conforme
descrita por Shukla et al. (1994) pode explicar o alto nimero de mutacdes observada
para o isolado NBR.

O estudo comparativo do genoma do isolado OBR demonstrou que este
apresentou uma maior identidade de nucleotideos com o isolado EF 026074-PVY°-
USA que variou de 80,2 a 98,7 %, dependendo da regido gendmica analisada.
Entretanto, na andlise das drvores filogenéticas das regides do genoma determinadas, o
isolado OBR, na maioria das vezes, agrupou-se com o isolado AF522296-PVY"-Egito.

Esses resultados discrepantes podem ser explicados pela forma com que os dados
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comparativos sdo gerados. Enquanto na comparacdo de identidade os isolados sdo
analisados dois a dois, na constru¢do da arvore filogenética um conjunto de isolados é
empregado para obter-se a histdria evolutiva desse grupo. Portanto, possiveis eventos de
recombinacdo podem influenciar na determinacdo do relacionamento filogenético de
isolados de PVY, fato que nao é detectado pela simples andlise de identidade das
regides do genoma. Essa possibilidade pode explicar a identidade de nucleotideos mais
alta com o isolado PVY® do USA, porém, apresentando relacionamento evolutivo mais
préximo do isolado PVY™ do Egito. Uma andlise conclusiva poderd ser obtida a partir
do sequenciamento completo do genoma do isolado OBR.

O isolado do subgrupo necrético ITA apresentou uma maior identidade com os
isolados do subgrupo necrético, PVYN™ ¢ PVY™, tanto americano como europeu.
Essa alta identidade com isolados americanos e europeus pode ser um indicativo de que
o PVY"™ brasileiro possui ancestrais comuns tanto na América como na Europa,
provavelmente decorrente de importagdes de batata sementes desses continentes, fato
que permitiu a geracdo de isolados com caracteristicas comuns aos dois grupos.

O isolado também apresentou uma identidade significativa com os isolados
AB270705- PVYY do Japao e com EF026074-PVY°-USA nas regidoes da 6K1, 6K2,
VPg, CP e da 3’UTR mostrando uma identidade de nucleotideos que variou de 80,2% a
100%. Essas identidades observadas podem confirmar o estudo realizado por Revers et
al. em 1996, onde, através da andlise dessas regides do genoma, sugeriram que O
PVY"™ seria resultante de eventos de recombinagio entre PVY® ¢ o PVY". As
comparacdes demonstraram que esses eventos de recombinacdo ocorriam
principalmente nas regides da capa protéica e 3°’NTR.

Em relacdo a severidade de sintomas, o isolado VGS apresenta sintomas mais

severos em algumas variedades de batata. Porém, como ainda nio temos o genoma
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completo sequenciado dos dois isolados brasileiros do subgrupo necrético, ndo ¢é
possivel relacionar a patogenicidade diferenciada desses isolados com possiveis
alteracdes nos genes virais. Essa comparagdo poderia ser estudada, apds
sequenciamento completo das regides P1, P3 e CP, propostas como envolvidas na
patogenicidade de isolados do complexo PVY. A correlagdo dessas proteinas com
manifestacdo e intensidade de sintomas foi observada e descrita por varios autores,
como Verchot & Carrington, (1995b) que relacionam a proteina P1 a infectividade,
além da atividade auto-proteolitica. Ja a proteina P3, é um dos produtos génicos menos
estudados dos potyvirus, sendo que Shukla ef al., (1994) sugere que a proteina tenha
funcdo relacionada com a replicagdo do genoma e patogenicidade da planta. A proteina
CP € a proteina mais estudada e amplamente empregada do ponto de vista taxondmico e
possui uma série de funcdes, entre elas a inducao de sintomas (Naderi & Berger, 1997).

Na andlise global das comparacdes realizadas nesse estudo, os isolados do
subgrupo necrético PVYN'™, ITA e VGS, apresentaram nas regides seqiienciadas,
principalmente nas regides 6K1, 6K2, VPg, CP e 3’UTR identidades significativas tanto
com o isolado comum, PVYO, quanto com o isolado necrético PVY™N . Esses resultados
confirmam aqueles obtidos por Glais et al. (2002), os quais demonstraram que o
subgrupo PVY™™ possui seu genoma constituido por uma mistura de segmentos com
caracteristicas de PVY" e PVY®.

Na comparacdo entre os isolados em estudo foi observado que nas regides
5’UTR e P1 os isolados do subgrupo necrético, ITA e VGS, apresentaram uma
identidade maior com o isolado NBR e nas regides CP e 3’UTR a maior identidade
observada foi com OBR. J4 na regidao VPg a identidade encontrada foi a mesma tanto na

comparacdo com OBR como com o NBR. Esse resultado sugere que os isolados
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brasileiros do subgrupo necrdtico também apresentam genomas formados por
segmentos de PVYN e PVY®.

O agrupamento atipico de isolados necréticos (PVY™) com isolados do subgrupo
necrotico (PVYNTN) juntos com isolados comuns (PVYO), demonstraram a dificuldade
de correlacionar-se as variacdes nas sequéncias de nucleotideos das regides 5’UTR,
6K1, 6K2, VPg, Nla, NIb, CP E 3’ UTR com os sintomas induzidos nas hospedeiras. Ja
na regiao P1, o isolado comum em estudo, OBR, ficou separado tanto dos isolados
necréticos como do subgrupo necrético, com exce¢do do isolado AF522296 (PVYN-
Egito). No entanto, € necessdrio destacar, que o isolado do Egito designado como
necrético, sempre foi agrupado com isolados comuns nas comparacdes das regides do
genoma em estudo. Essa variacdo consistente encontrada na regido P1 parece indicar
que essa proteina pode estar relacionada a expressdo de sintomas. Para sustentar essa
observacdo serd necessdrio sequenciar a regido do isolado VGS e realizar novas
comparacdes com outros isolados ja publicados.

Com os genes virais ja seqiienciados podemos observar que nas regides VPg,
NIa e NIb, os isolados do subgrupo PVY™° foram agrupados com os isolados comuns,

e ndo com os isolados PVYNIN

como era esperado. Em conseqiiéncia, as diferencas
observadas nessas regides podem ser responsaveis pela inducdo de sintomas de necrose
em tubérculos de batata ocorrendo com maior frequéncia nos isolados PVY™'™, quando
comparados com isolados do subgrupo PVYNO.

Outro fato observado na comparacdo das regides ja seqiienciadas demonstrou
que os isolados necréticos brasileiros apresentaram relacionamento filogenético tanto
com isolados americanos como com isolados europeus, o que pode estar relacionado a

introducdo de diversidade genética através da importacdo de batata semente de

diferentes origens geograficas.Tal constatacdo demonstra a necessidade constante de
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caracterizacdo biologica e molecular dos isolados brasileiros, para que possamos
observar as variabilidades existentes entre eles e podermos entender melhor a evolugao
do complexo PVY presente no pais. Em ultima andlise, a identificacdo desses variantes
virais € de grande importancia para o estabelecimento de métodos de manejo das
infec¢des virais em condi¢des de campo.

Para obtermos uma visdo completa das diferencas existentes entre as estirpes
brasileiras e o subgrupo que elas representam, serd necessario finalizar o
sequenciamento e realizar as comparacdes das seqii€éncias de nucleotideos e de
aminodcidos com os vdrios isolados caracterizados e disponiveis no banco de dados.
Essas comparacdes permitirdo caracterizar os eventos de selecdo nas diferentes
proteinas para que possamos desvendar suas fung¢des bioldgicas. Poderdao também,
permitir o entendimento dos fatores determinantes externos, como planta hospedeira,
insetos vetor e ambiente fisico e fatores internos, como as funcdes bioldgicas das
proteinas que seguramente, exercem uma pressao evoluciondria sobre o genoma dos

Potyvirus.
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ANEXO



Tabela 1-Resultado da analise de identidade de cada regido sequenciada do genoma dos isolados brasileiros NBR, OBR, ITA e VGS em estudo, através do programa
DNAmam. Os resultados de identidade de nucleotideos foram obtidos através do alinhamento com isolados publicados no banco de dados. Os isolados padrdes usados
nas comparagdes foram: AF522296 (PVY™-Egito), AB270705(PVYN-Japao), EF026074(PVY°-USA), AJ889866(PVY "™-Alemanha),AY166866(PVYN"™-Canads),
EF026075(PVYN™.USA), AY745492( PVY™°-Canad4),EF026076(PVY™-°-USA),AJ889867(PVY™-Alemanha).

NBR 5'UTR |P1 HC-PRO | P3 6K1 ClI 6K2 VPg Nia Nib CcP 3'UTR
AY166866- PVYN'™N CANADA 75,6% | 91,0%| 91,0%| 82,7% 91,6% | 80,0%| 95,9% 81,6% | 77,1%
EF026075- PVYY™ USA 93,0% | 98,0%| 99,0% | 75,0% 90,3% | 98,7% | 97,7% 85,0% | 92,7%
AJ889866- PVYN™ ALEMANHA | 67,0%| 85,0%| 65,0%| 75,0% 84, 7% | 97,4% | 99,4% 83,7% | 89,3%
EF026076-PVYNC USA 90,0% | 99,0%| 87,0%| 73,5% 90,4% | 99,3% | 87,7% 771% | 93,6%
AY745492-PVYNC CANADA 89,0% | 98,0%| 67,0%| 74,8% 90,4% | 99,3% | 87,7% 76,1% | 93,6%
AJ889867-PVY™ ALEMANHA 56,0% | 85,0%| 96,0% | 74,9% 83,8% | 98,7%| 97,7% 771% | 93,3%
AF522296-PVYY EGITO 56.0% 72,0%| 70,0%| 54,3% 90,3% | 36,0%| 50,0% 67,4% | 80,7%
AB270705-PVYN JAPAO 98,0%| 98,0%| 98,0% | 75,0% 90,3% | 98,7% | 98,9% 76,9% | 99,6%
EF026074-PVY° USA 58,0% | 71,0%| 72,0% | 75,2% 90,1% | 98,7% | 87,5% 76,7% | 92,7%
OBR 5'UTR |P1 HC-PRO | P3 6K1 CI 6K2 VPg Nia Nib CP 3'UTR
AY166866- PVYN™N CANADA 51,0%| 72,2% 69,5% 79,4% | 84,5% 83,4% | 89,0% | 70,0%
EF026075- PVYN™ USA 52,2% | 52,2% 82,0% 98,7% | 86,0% 83,3% | 98,5% | 83,3%
AJ889866- PVYN'™N ALEMANHA | 79,6% | 52,2% 81,2% 97,4% | 88,1% 83,1% | 90,7% | 79,1%
EF026076-PVYN° USA 61,3%| 72,4% 82,0% 99,3% | 50,2% 96,2% | 98,2% | 83,0%
AY745492-PVYNC CANADA 61,0%| 72,1% 81,8% 99,3% | 98,0% 96,2% | 84,0% | 83,0%
AJ889867-PVY™ ALEMANHA 751% | 79,7% 81,2% 97,4% | 86,0% 79,0% | 98,2% | 82,8%
AF522296-PVYN EGITO 79,3% | 78,2% 33,1% 39,0% | 50,3% 72,7% | 61,9% | 73,9%
AB270705-PVYY JAPAO 79,3% | 72,1% 82,0% 98,7% | 88,3% 81,6% | 97,7% | 78,7%
EF026074-PVY° USA 93,4% | 96,6% 80,2% 98,7% | 97,8% 97,8% | 98,5% | 82,3%
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ITA 5'UTR |P1 HC-PRO | P3 6K1 C1 6K2 VPg Nia Nib (04 3'UTR
AY166866- PVYN™ CANADA 85,1% | 78,5% 82,6% 79,4% | 95,9% | 95,3%| 97,2% | 95,1%| 68,0%
EF026075- PVYN™N USA 85,1% | 93,1% 100% 98,7% | 97,7%| 91,1%| 99,0% | 98,0% | 81,2%
AJ889866- PVYN™ ALEMANHA | 76,0% | 93,1% 99,3% 97,4% | 99,4% | 98,0% | 98,6% | 97,9% | 77,1%
EF026076-PVY° USA 79,3% | 84,2% 100% 99,3% | 87,7%| 79,1%| 83,7% | 89,8% | 81,0%
AY745492-PVYNC CANADA 98,4% | 84,3% 82,6% 99,3% | 87,7%| 78,9% | 83,9% | 73,9% | 81,0%
AJ889867-PVY"™ ALEMANHA 65,1% | 76,6% 99,3% 98,4% | 97,7% | 89,2% | 79,8% | 90,6% | 81,1%
AF522296-PVY™ EGITO 65,4% | 53,4% 40,6% 36,0% | 451%| 47,2% | 69,4% | 55,0%| 71,3%
AB270705-PVY" JAPAO 87,8% | 84,4% 100% 99,0% | 99,0% | 88,8% | 82,8% | 89,8% | 76,6%
EF026074-PVY° USA 50,7% | 62,8% 98,0% 98,7% | 87,5% | 79,1% | 82,9% |90,1% | 80,2%
VGS 5'UTR |P1 HC-PRO | P3 6K1 CI 6K2 VPg Nia Nib CP 3'UTR
AY166866- PVYN™ CANADA 78,5% 82,6% 71,3%| 98,0%| 97,1%
EF026075- PVY"™ USA 86,4% 100% 88,5% | 96,8% | 91,5%
AJ889866- PVYN™ ALEMANHA | 62,1% 99,3% 87,2%| 98,5%| 97,0%
EF026076-PVYN° USA 74,0% 100% 88,5% | 78,0%| 80,3%
AY745492-PVY™"° CANADA 90,7% 100% 88,9% | 87,2%| 80,1%
AJ889867-PVYY ALEMANHA 61,1% 99,3% 87,2%| 96,8%| 87,8%
AF522296-PVY™ EGITO 61,1% 40,6% 35,2% | 449% | 47,0%
AB270705-PVY" JAPAO 81,8% 100% 87,9% | 98,0%| 89,7%
EF026074-PVY° USA 57,3% 98,0% 87,9% | 87,0%| 80,3%
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CLUSTAL 2.0.8 multiple sequence alignment

ITA_5UTR

VGS_5UTR
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AJ889867_PVYW_Alemanha_5UTR
EF026074_PVYO_USA_5UTR

———————————————————— AACATAAGAAAATCAACGCAAAAACACTCA
———————————————————— AACATAAGAAAATCAACGCAAAAACATTCA
77777777777777777777 AACATAAGAAAATCAACGCAAAAACACTCA
7777777777777777777 CAACATAAGAAAATCAACGCAAAAACACTCA
————————————————————————————————— CAACGCAAAAACACTCA
————————— CAACTCAATACAACATAAGAAAAACAACGCAAAAACACTCA
—-AATTAAAACAACTCAATACAACATAAGAAAATCAACGCAAAAACACTCA
—AATTAAAACAACTCAATACAACATAAGAAAATCAACGCAAAAACACTCA
—AATTAAAACAACTCAATACAACATAAGAAAAACAACGCAAAAACACTCA
————————————————————————————————— CAACGCAAAAACACTCA
AAATTAAAACAACTCAATACAACATAAGAAAAACAACGCAAAAACACTCA
AAATTAAAACAACTCAATACAACATAAGAAAAACAACGCAAAAACACTCA

————————————————————————————————— CAACGCAAAAACACTCA
kA kkkhkAkhkkhkkhkkhk Kkhkk

CAAAAGCTTTCAACTCTAATTCAAACAATTTGTTAAGTTTCAATTTCGAC
CAAAAGCTTTCAACTCTAATTCAAACAATTTGTTAAGTTTCAATTTCGAT
CAAA-GCTTTCAACTCTAATTCAAACAATTTIGTTAAGTTTCAATTTCGAT
CAAAAGCTTTCAACTCTAATTCAAACAATTTIGTTAAGTTTCAATTTCGAT
TAAACGCTTTCAACTCTAATTCAAACAATTTGTTAAGTTTCAATTTCGAT
CAAAAGCTTTCAACTCTAATTCAAACAATTTIGTTAAGTTTCAATTTCGAT
CAAAAGCTTTCAACTCTAATTCAAACAATTTGTTAAGTTTCAATTTCGAT
CAAAAGCTTTCAATTCTAACTCAAGCAATTTIGTTAAGTTTCAACTTTGAT
TAAACGCTC-——ATTCTCACTCAAGCAACTTIGCTAAGTTTCAGTTTAAAT
TAAACGCTC-—-—-ATTCGCACTCAAGCAACTTGCTAAATTTCAGTTTAAAT
TAAACGCTT---ATTCTCACTCAAGCAACTTGCTAAGTTTCAGTTTAAAT
TAAACGCTT---ATTATCACTCAAGCAACTCGCTAAGTTTCAGTTCAGAT

TAAACGCTT---ATTCTCACTCAAGCAACTTGTTAAGTTTCAGTTTAAAT
kx ok kKoK * K Kk okxkx xkk Kk Kk Kkk Kkkkk K *

30
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41
49
49
49
17
50
50
17

80
80
79
81
67
91
99
99
96
64
97
97
64

118



ITA_5UTR

VGS_5UTR

NBR_5UTR
AB270705_PVYN_Japao_5UTR
EF026076_PVYNo_USA_5UTR
EF026075_PVYNTN_USA_5UTR
AY745492_PVYNo_Canada_5UTR
AJ166866_PVYNTN_Canada_5UTR
AF522296_PVYN_Egito_5UTR
OBR_5UTR
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_5UTR
AJ889867_PVYW_Alemanha_5UTR
EF026074_PVYO_USA_5UTR

ITA_5UTR

VGS_5UTR

NBR_5UTR
AB270705_PVYN_Japao_5UTR
EF026076_PVYNo_USA_5UTR
EF026075_PVYNTN_USA_5UTR
AY745492_PVYNo_Canada_5UTR
AJ166866_PVYNTN_Canada_5UTR
AF522296_PVYN_Egito_5UTR
OBR_5UTR
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_5UTR
AJ889867_PVYW_Alemanha_5UTR
EF026074_PVYO_USA_5UTR

CTTCATCAAACAAACTCTTTCAATTTCAGCGTAAGCTATCGTAATTTAGT
TTTCATCAAACAAACTCTTTCAATTTCAGTGTAAGCTATCGTAATTCAGT
CTTCATCAAACAAACTCTTTCAATTTCAGTGTAAGCTATCGTAATTCAGT
CTTCATCAAACAAACTCTTTCAATTTCAGTGTAAACTATCGTAATTCAGT
CCTCATCAAACAAACTCTTTCAATTTCAGTGTAAGCTATCGTAATTCAGT
CTTCATCAAACAAACTCTTTCAATTTCAGTGTAAGCTATCGTAATTCAGT
CTTCATCAAACAAACTCTTTCAATTTCAGTGTAAGCTATCGTAATTCAGT
CTTCGTCGTACAAACCGTTTCAACTTCAGTGTAAGTTCTCGTAACTCAAT
CATTTCCTTGCAATTCTCTAGAACAATATTGGAAACCATTTCAACTCAAC
CATTTCCTTGCAATTCTCTGAAGCAATATTGGAAACTATTTCAACTCAAC
CATTTCCTTGCAATTCTCTTAAACGATATTGGAAACCATTTCAACTCAAC
CATTTCCTTGCAATTCTCTTAAACGATATTGGAAACCATTTCAACTCAAC
CATTTCCTTGCAATTCTCTTAAACAATATTGGAAACCGTTTCAACTCAAC

* * * kK * * * * kX% * ** Kk ok

AAGTTATTTCA--AACTCTCGTAAATTGCAGAAGATCATCCA 170
AAGTTATTTCA--AACTCTCGTAAATTGCAGAAGATCATCC- 169
AAGTTATTTCA--AACTCTCGTAAATTGCAGAAGATCATCC- 168
AAGTTATTTCA--AACTCTCGTAAATTGCAGAAGATCATCC- 170
AAGTTATTTCA--AACTCTCGTAAATTGCAGAAGATCATCC- 156
AAGTTATTTCA--AACTCTCGTAAATTGCAGAAGATCATCC- 180
AAGTTATTTCA--AACTCTCGTAAATTGCAGAAGATCATCCA 189
AGTTTATTTCA--AACTCTCTCAAATAGCAACATACCAGCCA 189

AAGCAATTTCATCACTTCCAACCAATTTCAGATCCICA--—-— 184
AAGCAATTTCATCACTTCCAACCAATTTCAGATCCICA---— 152
AAGTAATTTCATCACTTCCAACCAATTTTAGATCCTICA---— 185
AAGTAATTTCATCACTTCCAACCAATTTTAGATCCTICA--—-— 185
AAGCAATTTCATCACTTCCGATCAATTTCAGATCCICA---— 152
* * Kk Kk Kk kX * * ) * Kk Kk * * k
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CLUSTAL 2.0.8 multiple sequence alignment
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—-TGGCAACTTACACATCAACAATCCAGTTTGGTTCCATTGAATGCAAACT
ATGGCAACTTACACATCAACAATCCAGTTTGGTTCCATTGAATGCAAACT
ATGGCAACTCACACATCAACAATCCTIGTTITGGTTCCATTGAATGCAAACT
ATGGCAACTTACACATCAACAATCCAGTTITGGTTCCATTGAATGCAAACT
—-TGGCAACTTACACATCAACAATCCAGTTTGGTTCCATTGAATGCAAACT
ATGGCAACTTACACATCAACAATCCAGTTTGGTTCCATCGAATGCAAACT
—-TGGCAACTTACATGTCAACGATTCAATTCGGTTCCATTGAATGCAAACT
ATGGCAACTTACATGTCAACAATCTGTTTICGGTTCGTTTGAATGCAAGCT
ATGGCAACTTACATGTCAACAATCTGTTTICGGTTCGTTTGAATGCAAGCT
ATGGCAACTTACATGTCAACAATCTGTTTITGGTTCGTTTGAATGCAAGCT
ATGGCAACTTACATGTCAACAATCTGTTTCGGTTCGTTTGAATGCAAGCT
ATGGCAACTTACATGTCAACAATCTGTTTCGGTTCGTTTGAATGCAAGCT

*khkkhkAkkhkhkk KAk *kkKkk KKk *k kA k kK * Ak AkkkAkkKk Kk

TCCATACTCACCCGCTCCTTTTGGGCTAGTTGCGGGGAAACGAGAAGTTT
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TCCATACTCACCCGCTCCTTTTGGGCTAGTTGCGGGGAAACGAGAAGTTT
TCCATACTCACCCGCTCCTTTTGGGCTAGTTGCGGGGAAACGAGAAGTTT
TCCATACTCACCCGCTCCTTTTGGGCTAGTTGCGGGGAAACGAGAAGTTT
TCCATACTCACCCGCCCCTTTTGAGCTAGTTGCGAGGGAACGAGAAGTTT
ACCATACTCACCCGCCTCTTGCGGGCATATTGTGAAGGAACGAGAAGTGC
ACCATACTCACCCGCCTCTTGCGGGCATATTGTGAAGGAACGAGAAGTGC
ACCATACTCACCAGCCTCTTGCGAGCATATTGTGAAGGAACGAGAAGTGC
ACCATACTCACCCGCCTCTTGCGAGCACATTGTGAAGGAACGAGAAGTGC
ACCATACTCACCCGCTTCTTGCGGGCATATTGTGAAGGAGCGAGAAGTGC

*hkkhkkkkhkkhkkkkhk k% * kK * k% * kK K * kK kkkkkk kK

CAACCACCACTGACCCCTTCGCAAGTTTGGAGATGCAGCTTAGTGCGCGA
CAACCACCACTGACCCCTTCGCAAGTCTGGAGATGCAGCTTAGTGCGCGA
CAACCATCACTGACCCCTTCGCAAGTTTGGAGATGCAGCTTAGTGCGCGA
CAACCACCACTGACCCCTTCGCAAGTTTGGAGATGCAGCTTAGTGCGCGA
CAACCACCACTGACCCCTTCGCAAGTTTGGAGATGCAGCTTAGTGCGCGA
CAACCACCACTGACCCCTTCGCAAGTTTGGAGATGCAGCTTAGTGCGCGA
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CAACCATCACTGACCCCTTCGCAGGTTTGGAGATGCAGCTTAGTGCGCGA
TGGCTTCCGTTGATCCTTITCGCAGATCTGGAAACACAACTTAGTGCACGA
TGGCTTCCGTTGATCCTTTCGCAGATCTGGAAACACAACTTAGTGCACGA
CGGCTTCCGTTGATCCTTTCGCAGATCTGGAAACACAACTTAGTGCACGA
TGGCTTCCGTTGATCCTTTCGCAGATCTGGAAACACAACTTAGTGCACGA

TGGCTTCCGTTGATCCTTTCGCAGATCTGGAAACACAACTTAGTGCACGA
* Kk kkk kk kkkkkk ok kkkk Kk kKk kkkkkkkk kokok

TTACGAAGGCAAGAGTTTGCAACTATTCGAACATCCAAGAATGGTACTTG
TTACGAAGGCAAGAGTTTGCAACTATTCGAACATCCAAGAATGGTACTTG
TTACGAAGGCAGGAGTTTGCAACTATTCGAACATCCAAGAATGGTACTTG
CTACGAAGGCAAGAGTTTGCAACTATTCGAACATCCAAGAATGGTACTTG
TTACGAAGGCAAGAGTTTGCAACTATTCGAACATCCAAGAATGGTACTTG
TTACGAAGGCAAGAGTTTGCAACCATTCGAACATCCAAGAATGGTACTTG
CTACGAAGGCAAGAGCTTGCGACTGTCCGTACATCCAAGAGTGGTATCTG
TTGCTCAAGCAAGAATATGCTACTGTTCGTGTGCTCAAGAACGGTACTCT
TTGCTCAAGCAAGAGTATGCTACTGTTCGTGTGCTCAAGAACGGTACTCT
TTGCTCAAGCAAAAATATGCTACTGTTCGTGTGCTCAAAAACGGTACTTT
TTGCTCAAGCAAGAATATGCTACTGTTCGTGTGCTCAAAAATGGTACTTT
TTGCTCAAGCAAGAATATGCTACTGTTCGTGTGCTCAAGAACGGTACTCT

* ok * kK k Kk * * kK kK * kK * kK K * kK k

CATGTATCGATACAAGACTGATGTCCAGATTGCGCGCATTCAAAAGAAGC
CATGTATCGATACAAGACTGATGTCCAGATTGCGCGCATTCAAAAGAAGC
CATGTATCGATACAAGACTGATGCCCAGATTGCGCGCATTCAAAAGAAGC
CATGTATCGATACAAGACTGATGTCCAGATTGCGCGCATTCAAAAGAAGC
CATGTATCGATACAAGACTGATGTCCAGATTGCGCGCATTCAAAAGAAGC
CATGTATCGATACAAGACTGATGTCCAGATTGCGCGCATTCAAAGGAAGC
CATGTATCGATACAAGACTGATGTCCAGATTGCGCGCATCCAAAAGAAGC
TACGTACCGATACAAGACTGATGCCCAGATAACGCGCATTCAGAAGAAAC
TACGTACCGATACAAGACTGATGCCCAGATAACGCGCATCCAGAAGAAAC
TACGTACCGATACAAGACTGATGCCCAGATAATGCGCATTCAGAAGAAAC
TACGTACCGATACAAGACTGATGCCCAGATAATGCGCATTCAGAAGAAAC
TACTTACCGATACAAAACTGATGCCCAGATAACGCGCATTCAGAAGAAAC
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GCGAGGAAAGAGAAAGAGAGGAATATAATTTCCAAATGGCTGCGTCAAGT
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GCGAGGAAAGAGAAAGAGAGGAATATAATTTCCAAATGGCTGCGTCAAGT
GCGAGGAAAGAGAAAGAGAGGAATATAATTTCCAAATGGCTGCGTCAAGT
GCGAGGAGAGAGAAAGAGAGGAATATAATTTCCAAATGGCTGCGTCAAGT
GCGAGGAGAGAGAAAGAGAGGAATATAATTTCCAAATGGCTGCGTCAAGT
GCGAGGAGAGAGAAAGAGAGGAATATAATTTCCAAATGGCTGCGTCAAGT
GCGAGGAAAGAGAAAGAGAAGAACACAACTTCCAAATGGCTGCACCGAGT
TGGAAAGGAAGGATAGGGAAGAATATCACTTCCAGATGGCAGCTCCTAGT
TGGAAAGGAAGGATAGGGAAGAATATCACTTCCAGATGGCAGCTCCTAGT
TGGAGAGGAAGGATAGGGAAGAATATCACTTCCAAATGGCCGCTCCTAGT
TAGAGAGGAAGGATAGGGAAGAATATCACTTCCAAATGGCCGCTCCTAGT

TGGAGAGGAAGGATAGGGAAGAATATCACTTCCAGATGGCCGCTCCTAGT
* % Kk kk kk kk kkk ok Kk kkkxk kkkkk kk Kk kkk

GTTGTGTCGAAGATCACTATTGCTGGTGGAGAGCCACCTTCAAAACTTGA
GTTGTGTCGAAGATCACTATTGCTGGTGGAGAGCCACCTTCAAAACTTGA
GTTGTGTCGAAGATCACTATTGCTGGTGGAGAGCCACCTTCAAAACTTGA
GTTGTGTCGAAGATCACTATTGCTGGTGGAGAGCCACCTTCAAAACTTGA
GTTGTGTCGAAGATCACTATTGCTGGTGGAGAGCCACCTTCAAAACTTGA
GTTGTGTCGAAGATCACTATTGCTGGTGGAGAGCCACCTTCAAAACTTGA
GTTGTGTCGAAGATTACTATTGCTGGTGGAGAGCCACCTTCGAAACTTGA
ATTGTGTCAAAGATCACTATTGCTGGTGGAGAGCCACCTTCAAAACTTGA
ATTGTGTCAAAGATCACTATTGCTGGTGGAGAGCCACCTTCAAAACTTGA
ATTGTGTCAAAAATTACTATAGCTGGCGGAGATCCTCCATCAAAGTCTGA
GTTGTGTCAAAAATTACTATAGCTGGCGGAGATCCTCCATCAAAGTCTGA
ATTGTGTCAAAAATTACAATAGCTGGTGGAGATCCTCCATCAAAGTCTGA

Ak khkkhkkkk Kkk kk kk kk kkkkk khkkKhkk Ak Ak Ak kK * kK

ATCACAAATGCGGAGGGGTGTCATCCACACAACTCCAAGGATGCGCACAG
ATCACAAGTGCGGAGGGGTGTCATCCACACAACTCCAAGGATGCGCACAG
ATCACAAGTGCGGAGGGGTGTCATCCACACAACTCCAAGGATGCACACAG
ATCACAAGTGCGGAGGGGTGTTATCCACACAACTCCAAGGATGCGCACAG
ATCACAAGTGCGGAGGGGTGTTATCCACACAACTCCAAGGATGCGCACAG
ATCACAAGTGCGGAGGGGTGTCATCCACACAACTCCAAGGATGCGCACAG
ATCACAAGTGCAGAGAGGTGTCATCCACACAACTCCAAGAATGCGTACAG
ATCACAAGTGCGGAGGGGTGTCATCCACACAACTCCAAGGATGCGCACAA
ATTACAAGTGCGGAGGGGTGTCATCCACACAACTCCAAGGATGCGCACAG
GCCACAAGCACCAAGAGGGATCATTCATACAACTCCAAGGATGCGTAAAG
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300
300
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300
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300
300
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349
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OBR_P1
EF026074_PVYO_USA_P1

AY745492 PVYNO_Canada_P1
EF026076_PVYNO-USA_P1
NBR_P1
EF026075_PVYNTN_USA_P1
ITA_P1
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AF522296_PVYN_Egito_P1
OBR_P1
EF026074_PVYO_USA_P1

AY745492 PVYNO_Canada_P1
EF026076_PVYNO-USA_P1
NBR_P1
EF026075_PVYNTN_USA_P1
ITA_P1

GCCACAAGCACCAAGAGGGATCATTCATACAACTCCAAGGATGCGTAAAG
GCCACAAGCACCAAGAGGGATCATTCATACAACTCCAAGGGTGCGTAAAG

* kK x * * Kk kK * Ak kk khkkkkhkkkkhkkkk * kK * ok

CAAAAACATATCACACGCCAAAGTTGACAGAGGGACAAATGAACCACCTT
CAAAAACATATCACACGCCAAAGTTGACAGAGGGACAAATGAACCACCTT
CAAAAACATATCACACGCCAAAGTTGACAGAGGGACAAATGAACCACCTT
CAAAAACATATCACACGCCAAAGTTGACAGAGGGACAAATGAACCACCTT
CAAAAACATATCACACGCCAAAGTTGACAGAGGGACAAATGAACCACCTT
CAAAAACATATCACACGCCAAAGTTAACAGAGGGACAAATGAACCACCTT
TGAAAACATATCACACGCCAAAGTTGACAGAGAAACAAATGAACCATCTT
CGAAAACGTATCACACGCCAAAGTTGACAGAGGGACAGATGAACCACCTT
CAAAAACATATCACACGCCAAAGTTGACAGAGGGACAAATGAACCACCTT
TCAAGACACGCCCCATAATAAAGTTGACAGAAGGCCAGATGAATCACCTC
TCAAGACACACCCCATAATAAAGTTGACAGAAGGCCAGATGAATCATCTC

TCAAGACACGTCCCATAATAAAGTTGACAGAAGGCCAGATGAATCATCTC
*x Kok * ok kkokkokx  kokk ok kx kokxokx  kk kX

ATCAAGCAGGTGAAGCAAATTATGTCAACCAAAGGAGGGTCTGTTCAACT
ATCAAGCAGGTGAAGCAAATTATGTCAACCAAAGGAGGGTCTGTTCAACT
ATCAAGCAGGTGAAGCAAATTATGTCAACCAAAGGAGGGTCTGTTCAACT
ATCAAGCAGGTGAAGCAAATTATGTCAACCAAAGGAGGGTCTGTTCAACT
ATCAAGCAGGTGAAGCAAATTATGTCAACCAAAGGAGGGTCTGTTCAATT
ATCAAGCAGGTGAAGCAAATTATGTCAACCAAAGGAGGGTCTGTTCAACT
ATCAAGCAGGTAAAGCAAATCATGTCAACTAAAGGAGGGTCTGTTCAACT
ATCAAGCAGGTGAAGCAAATTATGTCAACCAAAGGAGGGTCTGTTCAACT
ATCAAGCAGGTGAAGCAAATTATGTCAACCAAAGGAGGGTCTGTTCAACT
ATTAAGCAGATAAAACAGATTATGTCGGAGAAAAGAGGGTCTGTCCACTT
ATTAAGCAGATAAAGCAGATTATGTCGGAGAAGAGAGGGTCTGTCCACTT
ATTAAGCAGGTGAAGCAGATTATGTCGGAGAAGAGAGGGTCTGTCCACTT

*k khkkkkk kA kK kK kK Ak kAkK * K khkkkhk Ak kA kKk Kkk *

GATTAGCAAGAAAAGTACCCATGTTCACTATAAAGAAGTTTTGGGATCAC
GATTAGCAAGAAAAGTACCCATGTTCACTATAAAGAAGTTTTGGGATCAC
GATTAGCAAGAAAAGTACCCATGTTCACTATAAAGAAGTTTTGGGATCGC
GATTAGCAAGAAAAGTACCCATGTTCACTATAAAGAAGTTTTGGGATCAC
GATTAGCAAGAAAAGTATCCATGTTCACTATAAAGAAGTTTTGGGATCAC
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AB270705_PVYN_Japao_P1
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OBR_P1

EF026074_PVYO_USA_P1

AY745492_ PVYNO_Canada_P1
EF026076_PVYNO-USA_P1
NBR_P1
EF026075_PVYNTN_USA_P1
ITA_P1
AB270705_PVYN_Japao_P1l
AJ166866_PVYNTN_Canada_P1
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_P1
AJ889867_PVYW_Alemanha_P1
AF522296_PVYN_Egito_P1
OBR_P1
EF026074_PVYO_USA_P1

AY745492_ PVYNO_Canada_P1
EF026076_PVYNO-USA_P1
NBR_P1
EF026075_PVYNTN_USA_P1
ITA_P1
AB270705_PVYN_Japao_P1l
AJ166866_PVYNTN_Canada_P1
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_P1
AJ889867_PVYW_Alemanha_P1
AF522296_PVYN_Egito_P1
OBR_P1
EF026074_PVYO_USA_P1

GATTAGCAAGAAAAGTACCCATGTTCACTATAAAGAAGTTTTGGGATCAC
GATTAGCAAGAAAAGTACCCATGTTCAATATAAAGAAGTTTTGGGAGCAC
GATTAGCAAGAAAAGTACCCATGTTCACTATAAAGAAGCTTTGGGATCAC
GATTAGCAAGAAAAGTACCCATGTTCACTATAAAGAAGTTTTGGGATCAC
AATTAGTAAGAAAACCACTCATGTTCAATATAAGAAGATACTTGGTGCAT
AATTAGTAAGAAAACCACTCATGTTCAATATAAGAAGATACTTGGTGCAA
AATTAGTAAGAAGACCACTCATGTTCAATATAAGGAGATACTTGGAGCAA

*hkkhkkk kikkkk K * *hkkhkkkkhkkk Kkkkk*k * * kX% *

ATCGCGCAGTTGTITTGCACTGCACATATGAGAGGTTTACGAAAGAGAGTG
ATCGCGCAGTITGTITTGCACTGCACATATGAGAGGTTTACGAAAGAGAGTG
ATCGCGCAGTTGTITTGCACTGCACATATGAGAGGTTTACGAAAGAGAGTG
ATCGCGCAGTTGTITTGCACTGCACATATGAGAGGTTTACGAAAGAGAGTG
ATCGCGCAGTTGTITTGCACTGCACATATGAGAGGTTTACGAA-GAGAGTG
ATCGCGCAGTTGTITTGCACTGCACATATGAGAGGTTTACGAAAGAGAGTG
ATCGCGCAGTCGTITTGCACTGCACATATGAGAGGTTTACGAAAGAGAGTA
ATCGCGCAGTTGTITTGCACTGCACATATGAGAGGTTTACGAAAGAGAGTG
ATCGCGCAGTCGTITTGCACTGCACATATGAGAGGTTTACGAAAGAGAGTG
ACTCCGCAGCGGTTCGAACTGCACATATGATGGGTTTGCGACGGAGAGTG
CTCGCGCAACGGTTCGAACTGCACATATGATGGGTTTGCGACGGAGAGTG
CTCGCGCAGCGGTTCGAACTGCACATATGATGGGTTTGCGACGGAGAGTG

* kK k *khkk kK khkkkAkhkAkhkAk Kk * Ak Kkk Kk Kk * ok Kk ok ok ok

GACTTTCGGTGTGATAAATGGACCGTTGTGCGTCTACAGCATCTCGCCAG
GACTTTCGGTGTGATAAATGGACCGTTGTGCGTCTACAGCATCTCGCCAG
GACTTTCGGTGTGATAAATGGACCGTTGTGCGTCTACAGCATCTCGCCAG
GACTTTCGGTGTGATAAATGGACCGTTGTGCGCCTACAGCATCTCGCCAG
GACTTTCGGTGTGATAAATGGACCGTTGTGCGCCTACAGCATCTCGC-AG
GACTTTCGGTGTGATAAATGGACCGTTGTGCGTCTACAGCATCTCGCCAG
GACTTTCAGTGTGATAAGTGGACTGTTATGTGTCTGAAGCATCTCGCAAG
GACTTTCGGTGTGATAAATGGACCGTTGTGCGTCTACAGCATCTCGCCAG
GACTTTCGGTGTGATAAATGGACCGTTGTGCGTCTACAGCATCTCGCTAG
GACTTCCGATGTGATATGTGGACAGTTGGACTTTTGCAACGTCTCGCTCG
GACTTCCGATGTGATATGTGGACGGTTGGACTTTTGCAACGTCTCGCTCG
GACTTCCGATGTGATATGTGGACAGTCGGACTTTTGCAACGTCTCGCTCG

* kKR Kkk Kk * ok Kk ok ok Kk k *kKkKkk KKk * * ok Ak Kk kK k *
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AY745492_PVYNO_Canada_P1l
EF026076_PVYNO-USA_P1
NBR_P1
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ITA_P1
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AY745492_ PVYNO_Canada_P1
EF026076_PVYNO-USA_P1
NBR_P1
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AJ166866_PVYNTN_Canada_P1
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_P1
AJ889867_PVYW_Alemanha_P1

GACGGACAAGTGGACTAACCAAGTTCGTGCTACTGATCTACGCAAGGGCG
GACGGACAAGTGGACTAACCAAGTTCGTGCTACTGATCTACGCAAGGGCG
GACGGACAAGTGGACTAACCAAGTTCGTGCTACTGATCTACGCAAGGGCG
GACGGACAAGTGGACTAACCAAGTTCGTGCTACTGATCTACGCAAGGGCG
GACGGACAAGTG-ACTAACCAAGTTCGTGCTACTGATCTACGCAAGG-CG
GACGGACAAGTGGACTAACCAAGTTCGTGCTACTGATCTACGCAAGGGCG
GACGGACAAGTGGACTAACCAAGTTCGTGCTACTGATCTACGAAAGGGCG
GACGGACAAGTGGAATAACCAAGTTCGTGCTACTGATCTACGCAAGGGCG
GACGGACAAGTGGACTAACCAAGTTCGCGCTACTGATCTACGCAAGGGCG
GACGGACAAATGGTCCAATCAAGTCCGCACTATCAACATACGAAGGGGTG
GACGGACAAATGGTCCAATCAAGTCCGCACTATCAACATACGAAGGGGTG
GACGGACAAATGGTCCAATCAAGTCCGCACTATCAACATACGAAGGGGTG

*hkkhkkkkhkkkk kK *k kkkkk kK * kK * *kkkx Kk kK *

ATAGTGGAGTTATATTGAGTAATACTAATCTCAAAGGAAACTTTGGGAGA
ATAGTGGAGTTATATTGAGTAATACTAATCTCAAAGGAAACTTTGGGAGA
ATAGTGGAGTTATATTGAGTAATACTAATCTCAAAGGAAACTTTGGGAGA
ATAGTGGAGTTATATTGAGTAATACTAATCTCAAAGGACACTTTGGAAGA
ATAGTG-AGTTATATTGAGTA-TACTAATCTCAAAG-ACACTTTG--AGA
ATAGTGGAGTTATATTGAGTAATACTAATCTCAAAGGAAACTTTGGAAGA
ATAGTGGAGTTATATTGAGTAATACTAATCTCAAAGGATACTTTGGGAGA
ATAGTGGAGTTATATTGAGTAATACTAATCTCAAAGGAAACTTTGGGAGA
ATAGTGGAGTTATATTGAGTAATACTAATCTCAAAGGAAACTTTGGGAGA
ATAGTGGAGTCATCTTGAACACAAAAAGCCTCAAAGGCCACTTTGGTAGA
ATAGTGGAGTCATCTTGAACACAAAAAGCCTCAAAGGCCACTTTGGTAGA

ATAGTGGAGTCATTTTGAACACAAAAAGCCTCAAAGGCCACTTTGGTAGA
kxkkokx kkx kk okxkx ok ok  k  kkkkkokx kxokxokx kKoK

AGCTCGGAGGGCCTATTCATAGT-GCGTGGGTCGCACGAAGGAAAAATCT
AGCTCGGAGGGCCTATTCATAGT-GCGTGGGTCGCACGAAGGAAAAATCT
AGCTCGGAGGGCCTATTCATAGT-GCGTGGGTCGCACGAAGGAAAAATCT
AGCTCGGAGGGCCTATTCATAGT-GCGTGGGTCGCACGAAGGAAAAATCT
AGCTCGGAGG—--CTAT-CATAGTTGCGTGG-TCGCACGA-———-GAAATCT
AGCTCGGAGGGCCTATTCATAGT-GCGTGGGTCGCACGAAGGAAAAATCT
AGTTCGGAGGGTCTATTTATAGT-GCGTGGATCGCATGAAGGAAAAATCT
AGCTCGGAGGGCATATTCATAGT-GCGTGGGTCGCACGAAGGAAAAATCT
AGCTCGGAGGGCCTATTCATAGT-GCGTGGGTCGCACGAAGGAAAAATCT
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AF522296_PVYN_Egito_P1
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OBR_P1
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AGTTCAGGAGGCTTGTTCATAGT-GCGTGGATCACACGAAGGGAAATTGT 799
AGTTCAGGAGGCTTGTTCATAGT-GCGTGGATCACACGAAGGGAAATTGT 799
AGTTCAGGAGACTTGTTCATAGT-GCGTGGATCACACGAAGGGAAATTGT 799

*k kK X * * K kkhkkhk Kk khkkkkk kkxk k*k k% * Kk Kk %

ATGATGCACGTTCCAAGGTTACCCAA-———————————————————————— 824
ATGATGCACGTTCCAAGGTTACCCAA-———————————————————————— 825
ATGATGCACGGTCCAAGGTTACTCAA-——————————————————————— 825
ATGATGCACGTTCCAAGGTTACTCAA-——————————————————————— 825
ATGATGCACGTCATG——-—--TACTCAA-——————————————————————— 804
ATGATGCACGTTCCAAGGTTACTCAA———————————————————————— 825
ATGATGCGCGTTCCAAGGTTACACAA———————————————————————— 824

ATGATGCACGTTCCAAGGTTACTCAAGGGGTTATGGATTCAATGGTTCAG 849
ATGATGCACGTTCCAAGGTTACTCAAGGGGTTATGGATTCAATGGTTCAG 849

ATGATGCACGTTCTAGAGTTACT —————————————————— e 822
ACGATGCACGTTCTAGAGTTACTCAGAGTGTTTTGA—————————————— 835
ACGATGCACGTTCTAGAGTTACTCAGAGTGTTTTGA—————————————— 835
* kkkkhkk K%k * Kk Kk

TTCTC- 854

TTCTCA 855
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CLUSTAL 2.0.8 multiple sequence alignment

AY745492_PVYNO_Canada_HCpro
EF026076_PVYNO-USA_HCpro
NBR_HCpro
EF026075_PVYNTN_USA_HCpro
AJ889867_PVYW_Alemanha_HCpro
AB270705_PVYN_Japao_HCpro
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_HCpro
AJ166866_PVYNTN_Canada_HCpro
AF522296_PVYN_Egito_HCpro
EF026074_PVYO_USA_HCpro

AY745492_PVYNO_Canada_HCpro
EF026076_PVYNO-USA_HCpro
NBR_HCpro
EF026075_PVYNTN_USA_HCpro
AJ889867_PVYW_Alemanha_HCpro
AB270705_PVYN_Japao_HCpro
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_HCpro
AJ166866_PVYNTN_Canada_HCpro
AF522296_PVYN_Egito_HCpro
EF026074_PVYO_USA_HCpro

AY745492_PVYNO_Canada_HCpro
EF026076_PVYNO-USA_HCpro
NBR_HCpro
EF026075_PVYNTN_USA_HCpro
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AJ166866_PVYNTN_Canada_HCpro
AF522296_PVYN_Egito_HCpro
EF026074_PVYO_USA_HCpro

—————————— GGGGTTATGGATTCAATGGTTCAGTTCTCAAGCGCTGAAA
—————————— GGGGTTATGGATTCAATGGTTCAGTTCTCAAGCGCTGAAA
7777777777 GGGGTTATGGATTCAATGGTTCAGTTCTCAAGCGCTGAAA
7777777777 GGGGTTATGGATTCAATGGTTCAGTTCTCAAGCGCTGAAA
—————————— GGGGTTATGGATTCAATGGTTCAGTTCTCAAGCGCTGAAA
________________________________________ AGCGCTGAAA
GGTTACACAAGGAGTTCTAGACTCAATGGTTCAGTTCTCAAACGCTGAAA
——————— CAGAGTATTTTAAACTCAATGATCCAGTTTTCGAATGCCGACA
____________________ ACTCAATGATCCAGTTTTCGAATGCTGATA

GCTTTTGGAAGGGATTGGACGGCAATTGGGCACAAATGAGATACCCTACA
GCTTTTGGAAGGGATTGGACGGCAATTGGGCACAAATGAGATACCCTACA
GCTTTTGGAAGGGATTGGACAGCAATTGGGCACAAATGAGATATCCTACA
GCTTTTGGAAGGGATTGGACGGCAATTGGGCACAAATGAGATATCCTACA
GCTTTTGGAAGGGATTGGACGGCAATTGGGCACAAATGAGATATCCTACA
GCTTTTGGAAGGGATTGGACGGCAATTGGGCACAAATGAGATATCCTACA
GCTTTTGGAAGGGATTGGACGGCAATTGGGCACAAATGAGATATCCTACA
GCTTCTGGAAGGGATTGGACGGCAATTGGGCACGGATGAGATACCCTACA
ATTTTTGGAAGGGTCTGGACGGTAATTGGGCACGAATGAGATATCCTTCG
ATTTTTGGAAGGGTCTAGACGGTAATTGGGCACAACTGAGATATCCTTCG

* ok kkk kA Kk k Kk * kkk ok kkAkkhkAkhk kK *khkkkAkkkk Kkhkk Kk

GATCATACATGTGTGGCAGGCTTACCAGTTGAAGACTGTGGCAGAGTTGC
GATCATACATGTGTGGCAGGCTTACCAGTTGAAGACTGTGGCAGAGTTGC
GATCATACATGTGTGGTAGGCTTACCAGTTGAAGACTGTGGCAGAGTTGC
GATCATACATGTGTGGCAGGCTTACCAGTTGAAGACTGTGGCAGAGTTGC
GATCATACATGTGTGGCAGGCTTACCAGTTGAAGACTGTGGCAGAGTTGC
GATCATACATGTGTGGCAGGCCTACCAGTTGAAGACTGTGGCAGAGTTGC
GATCATACATGTGTGGCAGGCTTACCAGTTGAAGACTGCGGCAGAGTTGC
GATCATACATGCGTAGCAGGCTTACCAGTTGAAGACTGTGGCAGAGTAGC
GATCACACATGTGTAGCTGGTTTACCTGTCGAAGATTGTGGTAGGGTAGC
GATCACACATGTGTAGCTGGTTTACCTGTCGAAGATTIGTGGTAGAGTTGC

40
40
40
40

40
10
50
43
30

90
90
90
90
50
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140
140
140
140
100
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AB270705_PVYN_Japao_HCpro
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AY745492_PVYNO_Canada_HCpro
EF026076_PVYNO-USA_HCpro
NBR_HCpro
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AJ889866_PVYNTN_Alemanha_HCpro
AJ166866_PVYNTN_Canada_HCpro
AF522296_PVYN_Egito_HCpro
EF026074_PVYO_USA_HCpro

AY745492_PVYNO_Canada_HCpro
EF026076_PVYNO-USA_HCpro
NBR_HCpro
EF026075_PVYNTN_USA_HCpro
AJ889867_PVYW_Alemanha_HCpro
AB270705_PVYN_Japao_HCpro
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_HCpro
AJ166866_PVYNTN_Canada_HCpro
AF522296_PVYN_Egito_HCpro
EF026074_PVYO_USA_HCpro

*khkkkkk khkkkkk kKX * K *khkkk kk kkkkk kk kk Kk Kk kK

AGCGATAATGACACACAGTATTTTACCGTGCTATAAGATAACCTGCCCTA
AGCGATAATGACACACAGTATTTTACCGTGCTATAAGATAACCTGCCCTA
AGCGATAATGACACACAGTATTTTACCGTGCTATAAGATAACCTGCCCTA
AGCGATAATGACACACAGTATTTTACCGTGCTATAAGATAACCTGCCCTA
AGCGATAATGACACACAGTATTTTACCGTGCTATAAGATAACCTGCCCTA
AGCGATAATGACACACAGTATTTTACCGTGCTATAAGATAACCTGCCCTA
AGCAATAATGACACACAGTATTTTACCGTGCTATAAGATAACCTGCCCTA
AGCAATAATGACACACAGTATTCTACCGTGCTATAAGATAACCTGCCCCA
TGCATTGATGGCACACAGTATCCTTCCGTGCTATAAGATAACTTGCCCCA
TGCATTGATGGCACACAGTATCCTCCCGTGCTACAAGATAACCTGCCCCA

* % * Ak Kk Ak kkkkkhkkkk * Ak kkhkkhkhkkhkkhk kkhkkhkhkkkhkhkk kAixkkkhkk Kk

CCTGTGCCCAACAATATGCCAACTTGCCAGCCAGTGACTTACTTAAGATA
CCTGTGCCCAACAATATGCCAACTTGCCAGCCAGTGACTTACTTAAGATA
CCTGTGCCCAACAATATGCCAACTTGCCAGCCAGTGACTTACTTAAGATA
CCTGTGCCCAACAATATGCCAACTTGCCAGCCAGTGACTTACTTAAGATA
CCTGTGCCCAACAATATGCCAACTTGCCAGCCAGTGACTTACTTAAGATA
CCTGTGCCCAACAATATGCCAACTTGCCAGCCAGTGACTTACTTAAGATA
CCTGTGCCCAACAATATGCCAACTTGCCAGCCAGTGACTTACTTAAGATA
CCTGTGCTCAACAGTATGCCAACTTGCCAGCCAGTGATTTGCTCAAAGTA
CCTGTGCTCAACAGTATGCCAGCTTGCCAGTTAGCGATCTGTTTAAGCTA
CCTGTGCTCAACAGTATGCCAGCTTGCCGGTTAGCGATCTGTTTAAGCTG

khkkhkkkkhk hhkikkk khkkhkikkkhkk khkixkkkhkk K * Kk kK * * k% *

TTACACAAGCACGCAAGTGATGGTTTAAATCGATTGGGGGCAGACAAAGA
TTACACAAGCACGCAAGTGATGGTTTAAATCGATTGGGGGCAGACAAAGA
TTACACAAGCACGCAAGTGATGGTCTAAATCGATTGGGGGCAGACAAAGA
TTACACAAGCACGCAAGTGATGGTTTAAATCGATTGGGGGCAGACAAAGA
TTACACAAGCACGCAAGTGATGGTTTAAATCGATTGGGGGCAGACAAAGA
CTACACAAGCACGCAAGTGATGGTTTAAATCGATTGGGGGCAGACAAAGA
TTACACAAGCACGCAAGTGATGGTTTAAATCGATTGGGGGCAGACAAAGA
TTACACAGGCACGCAAGTGATGGTTTAAGTCGATTGGGAGCGGATAAAGA
TTGCATAAACATGCAAGAGATGGTTTGAATCGATTGGGAGCGGATAAAGA

TTGCATAAACATGCGAGAGATGGTTTGAACCGATTGGGAGCGGATAAAGA
kokx ok kx xk kx kokkokkok Kk Kk kkkkkkkk kk Kk kkKkkk
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TCGCTTTGTGCATGTCAAAAAGTTCTTGACAATCTTAGAGCACTTAACTG
TCGCTTTGTGCATGTCAAAAAGTTCTTGACAATCTTAGAGCACTTAACTG
TCGCTTTGTGCATGTCAAAAAGTTCTTGACAATCTTAGAGCACTTAACTG
TCGCTTTGTGCATGTCAAAAAGTTCTTGACAATCTTAGAGCACTTAACTG
TCGCTTTGTGCATGTCAAAAAGTTCTTGACAATCTTAGAGCACTTAACTG
TCGCTTTGTGCATGTCAAAAAGTTCTTGACAATCTTAGAGCACTTAACTG
TCGCTTTGTGCATGTCAAAAAGTTTTTGACAATCTTAGAGCACTTAACTG
TCGCTTTGTGCATGTCAGCAAGTTCTTGACAGTCCTAGAGCACTTGACTG
CCGGTTTATACATGTTAATAAGTTCTTGATAGCGTTAGAGCATCTAACTG

CCGGTTTATACATGTTAATAAGTTCTTGATAGCGTTAGAGCATCTAACTG
kx kkx ok kokkokx ok kkokkok kxkkx *x kxokxokxk Kk Kkkok

AACCGGTTGATCTGAGTCTAGAAATTTTCAATGAAGTATTCAAGTCTATA
AACCGGTTGATCTGAGTCTAGAAATTTTCAATGAAGTATTCAAGTCTATA
AACCGGTTGATCTGAGTCTAGAAACTTTCAATGAAGTATTCAAGTCTATA
AACCGGTTGATCTGAGTCTAGAAATTTTCAATGAAGTATTCAAGTCTATA
AACCGGTTGATCTAAGTCTAGAAATTTTCAATGAAGTATTCAAGTCTATA
AACCGGTTGATCTGAGTCTAGAAATTTTCAATGAAGTATTCAAGTCTATA
AACCGGTTGATCTGAGTCTAGAAATTTTCAATGAAGTATTCAAGTCTATA
AACCAGTTGATCTAAATCTAGAAATCTTCAATGAAGTATTCAAGTCTATA
AACCGGTGGACCTGAATCTCGAGCTTTTCAATGAGATATTTAAATCCATA
AACCGGTGGATTTGAATCTCGAGCTTTTCAATGAGATATTTAAATCCATA

*kkkx kK k%K * kK kk*k k%K * ok Kk kk ok ok ok *kkk kk Kkk Kkk*k

GGGGAGAAGCAACAATCACCTTTCAAAAACCTGAATATTCTGAATAATTT
GGGGAAAAGCAACAATCACCTTTCAAAAACCTGAATATTCTGAATAATTT
GGGGAGAAGCAACAATCACCTTTCAAAAACCTGAATATTCTGAATAATTT
GGGGAGAAGCAACAATCACCTTTCAAAAACCTGAATATTCTGAATAATTT
GGGGAGAAGCAACAATCACCTTTCAAAAACCTGAATATTCTGAATAATTT
GGGGAGAAGCAACAATCACCTTTCAAAAACCTGAATATTCTGAATAATTT
GGGGAGAAGCAACAATCACCTTTCAAAAACCTGAATGTTCTGAATAATTT
GGAGAGAAGCAACAATCACCTTTCAAAAACCTGAATATTCTGAATAATTT
GGGGAGAAACAGCAAGCACCGTTCAAGAATTTAAATGTCTTAAATAATTT
GGGGAGAAGCAGCAAGCACCGTTCAAGAATTTAAATGTCTTAAATAATTT

ok kk kk kk kkk Ak hkk Ak hkAkk kK * kk Kk Kk * kkkk kA kk
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CTTTTTGAAAGGAAAGGAAAATACAGCTCGTGAATGGCAGGTGGCTCAAT
CTTTTTGAAAGGAAAGGAAAATACAGCTCGTGAATGGCAGGTGGCTCAAT
CTTTTTGAAAGGAAAGGAAAATACAGCTCGTGAATGGCAGGTGGCTCAAT
CTTTTTGAAAGGAAAGGAAAATACAGCTCGTGAATGGCAGGTGGCTCAAT
CTTTTTGAAAGGAAAGGAAAATACAGCTCATGAATGGCAGGTGGCTCAAT
CTTTTTGAAAGGAAAGGAAAATACAGCTCGTGAATGGCAGGTGGCTCAAT
CTTTTTGAAAGGAAAAGAAGATACAGCTCGTGAATGGCAGGTGGCTCAAT
CTTTTTGAAAGGAAAGGAGAATACAGCTCGTGAATGGCAAGTGGCTCAAT
CTTCCTGAAAGGAAAAGAAAATACAGCTCATGAATGGCAGGTAGCTCAAT

CTTCCTGAAAGGAAAAGAAAATACAGCTCATGAATGGCAAGTGGCTCAAT
kkok  kokkokkokkokkok kx  kkokkokkokkok kkkkkkokkok kk kkkokkokx

TAAGCTTACTTGAATTGGCAAGATTCCAAAAGAACAGAACGGATAATATC
TAAGCTTACTTGAATTGGCAAGATTCCAAAAGAACAGAACGGATAATATC
CAAGCTTACTTGAATTGGCAAGATTCCAAAAGAACAGAACGGATAATATC
TAAGCTTACTTGAATTGGCAAGATTCCAAAAGAACAGAACGGATAATATC
TAAGCTTACTTGAATTGGCAAGATTCCAAAAGAACAGAACGGATAATATC
TAAGCTTACTTGAATTGGCAAGATTCCAAAAGAACAGAACGGATAATATC
TAAGCTTACTTGAATTGGCAAGATTCCAAAAGAACAGAACGGATAATATC
TAAGCTTACTTGAATTGGCAAGATTCCAAAAGAACAGGACAGATAATATC
TGAGTTTGCTCGAATTAGCAAGGTTCCAGAAGAACAGAACTGATAACATC
TGAGTTTGCTCGAATTAGCAAGGTTCCAGAAGAATAGAACTGATAACATC

*kk kk kk Ak kkhkk khkhkkhkk kkhkkhkhkk kAhkkkhkk kk kk kkkkk kkk

CAGAAAGGAGACATCTCGTTCTTTAGGAATAAACTATCTGCCAAAGCAAA
AAGAAAGGAGACATCTCGTTCTTTAGGAATAAACTATCTGCCAAAGCAAA
AAGAAAGGAGACATCTCGTTCTTTAGGAATAAACTATCTGCCAAAGCAAA
AAGAAAGGAGACATCTCGTTCTTTAGGAATAAACTATCTGCCAAAGCAAA
AAGAAAGGAGACATCTCGTTCTTTAGGAATAAACTATCTGCCAAAGCAAA
AAGAAAGGAGACATCTCGTTCTTTAGGAATAAACTATCTGCCAAAGCAAA
AAGAAAGGAGACATCTCGTTCTTTAGGAATAAACTATCTGCCAAAGCAAA
AAGAAAGGTGACATCTCGTTCTTCAGGAATAAGCTATCCGCCAAAGCAAA
AAGAAAGGTGATATATCTTTCTTCAGAAATAAATTATCTGCCAAGGCAAA
AAGAAAGGTGATATATCTTTCTTCAGAAATAAATTATCTGCCAAGGCAAA

*khkkhkkkkhkk kk kkhk kk Kkkkhkkk kk Kkkkk*k *khkkhk Kkhkkkk kkhkkkk

TTGGAACTTGTATCTITTCATGTGATAACCAGCTGGATAAGAATGCAAACT
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490
490
490
450
490
460
500
493
480

540
540
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540
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543
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590
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TTGGAACTTGTATCTITTCATGTGATAACCAGCTGGATAAGAATGCAAACT
TTGGAACTTGTATCTIGTCATGTGATAACCAGCTGGATAAGAATGCAAACT
TTGGAACTTGTATCTIGTCATGTGATAACCAGCTGGATAAGAATGCAAACT
TTGGAACTTGTATCTIGTCATGTGATAACCAGCTGGATAAGAATGCAAACT
TTGGAACTTGTATCTIGTCATGTGATAACCAGCTGGATAAGAATGCAAACT
TTGGAACTTGTATCTIGTCATGTGATAACCAGCTGGATAAGAATGCAAACT
TTGGAACTTGTATCTGTCATGCGATAATCAGTTGGATAAGAACGCAAACT
CTGGAATCTGTATTTGTCGTGCGACAACCAGCTGGATAAAAATGCAAACT
CTGGAATCTGTATTTGTCGTGCGACAACCAGTTGGATAAAAATGCAAATT

* ok Kk ok Kk *kkhkkhkkk k kkhk kk kk kk kkk Kkkkkhkikkk kk kkkhkkk K

TCCTGTGGGGACAGAGGGAATATCATGCTAAGCGATTTTTCTCGAACTAT
TCCTGTGGGGACAGAGGGAATATCATGCTAAGCGATTTTTCTCGAACTAT
TCCTGTGGGGACAGAGGGAATATCATGCTAAGCGATTTTTCTCGAACTAT
TCCTGTGGGGACAGAGAGAATATCATGCTAAGCGATTTTTCTCGAACTAT
TCCTGTGGGGACAGAGAGAATATCATGCTAAGCGATTTTTCTCGAACTAT
TCCTGTGGGGACAGAGAGAATATCATGCTAAGCGATTTTTCTCGAACTAT
TCCTGTGGGGACAGAGGGAATATCATGCTAAGCGATTTTTCTCGAATTAT
TCCTGTGGGGACAGAGGGAATATCATGCCAAGCGGTTTTTCTCGAACTTT
TCCTCTGGGGACAAAGGGAGTATCATGCTAAGCGGTTTTTCTCAAACTTC

TTCTGTGGGGACAAAGGGAGTATCATGCTAAGCGGTTTTTCTCAAACTTC
Kk kk kkkkkkkk kk kk kkkkkkkk kkkkk kkkkkkkk kk ok

TTCGAGGAAATTGATCCAGCGAAGGGCTATTCAGCATACGAAAATCGTTT
TTCGAGGAAATTGATCCAGCGAAGGGCTATTCAGCATACGAAAATCGTTT
TTCGAGGAAATTGATCCAGCAAAGGGCTATTCAGCATACGAAAATCGTTT
TTCGAGGAAATTGATCCAGCGAAGGGCTATTCAGCATATGAAAATCGTTT
TTCGAGGAAATTGATCCAGCGAAGGGCTATTCAGCATATGAAAATCGTTT
TTCGAGGAAATTGATCCAGCGAAGGGCTATTCAGCATACGAAAATCGTTT
TTCGAGGAAATTGATCCAGCGAAGGGCTACTCAGCATATGAAAATCGTTT
TTCGAGGAAATTGATCCAGCGAAGGGCTACTCAGCGTACGAAACTCGTTT
TTTGAGGAAATTGATCCAGCAAAGGGATACTCAGCATATGAAATCCGCAA
TTTGAGGAAATTGATCCAGCAAAGGGATACTCAGCATATGAAATCCGCAA

khk khkkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhrhk khkkhkhkk kk kAhkkkhkk kk Kkkhkkk * %

GCATCCGAATGGGACAAGAAAACTTGCAATTGGAAACCTAATTGTACCAC
GCATCCGAATGGGACAAGAAAACTTGCAATTGGAAACCTAATTGTACCAC
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640
600
640
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650
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GCATCCGAATGGGACAAGAAAACTTGCAATTGGAAACCTAATTGTACCAC
GCATCCGAATGGGACAAGAAAACTTGCAATTGGAAACCTAATTGTACCAC
GCATCCGAATGGGACAAGAAAACTTGCAATTGGAAACCTAATTGTACCAC
GCATCCGAATGGGACAAGAAAACTTGCAATTGGAAACCTAATTGTACCAC
GCATCCGAATGGGACAAGAAAACTTGCAATTGGAAACCTAATTGTACCAC
GCATCCGAATGGGAGGAGAAAACTTGCAATTGGAAACCTAATTGTTCCAC
GCATCCAAGTGGAACAAGGAAGCTCTCAATTGGTAACTTAGTTGTCCCAC
GCATCCAAATGGAACAAGGAAGCTCTCAATTGGTAACTTAGTTGTCCCAC

*khkkhkkkk *k Kkkkx K * Kk kkx Kk *khkkhkkkkhkk hkhkk kk khkikk Kkkk*k

TTGATCTGGCTGAGTTTAGGCGGAAGATGAAAGGTGATTATAAAAGACAG
TTGATCTGGCTGAGTTTAGGCGGAAGATGAAAGGTGATTATAAAAGACAG
TTGATCTGGCTGAGTTTAGGCGGAAGATGAAAGGTGATTATAAAAGACAG
TTGATCTGGCTGAGTTTAGGCGGAAGATGAAAGGTGATTATAAAAGACAG
TTGATCTGGCTGAGTTTAGGCGGAAGATGAAAGGTGATTATAAAAGACAG
TTGATCTGGCTGAGTTTAGGCGGAAGATGAAAGGTGATTATAAAAGACAG
TTGATCTGGCTGAGTTTAGGCGGAAGATGAAAGGTGATTATAAAAGACAG
TCGATCTGGCTGAGTTTAGGCGGAAGATGAAAGGTGATTATAAAAGACAG
TTGATTTAGCTGAGTTTAGGCAGAAGATGAAAGGTGACTATAGGAAACAA
TTGATTTAGCTGAGTTTAGGCAGAAGATGAAAGGTGACTATAGGAAACAA

Kk kkk kK khkkhkkhkhkkhkhkAkkhkhkAhkk AhkhkAkhkhkAkhk Ak Ak Ak A Ak AA kA kk * kK k Kk

CCAGGGGTGAGTAAGAAGTGCACGAGCTCGAAGGATGGAAACTACGTGTA
CCAGGGGTGAGTAAGAAGTGCACGAGCTCGAAGGATGGAAACTACGTGTA
CCAGGGGTGAGTAAGAAGTGCACGAGCTCGAAGGATGGAAACTACGTGTA
CCAGGGGTGAGTAAGAAGTGCACGAGCTCGAAGGATGGAAACTACGTGTA
CCAGGGGTGAGTAAGAAGTGCACGAGCTCGAAGGATGGAAACTACGTGTA
CCAGGGGTGAGTAAGAAGTGCACGAGCTCGAAGGATGGAAATTACGTGTA
CCAGGGGTGAGTAAGAAGTGCACGAGCTCGAAGGATGGAAACTACGTGTA
CCAGGGGTGAGTAAGAAGTGCACGAGCTCGAAGGATGGAAACTACGTGTA
CCAGGGGTCAGCAAAAAGTGCACGAGTTCGAAAGATGGTAATTATGTGTA
CCAGGAGTTAGCAGAAAGTGCACGAGTTCGAAAGATGGTAATTATGTGTA

*kkhkkk kk k*k K khkkhkkkhkkhkkhkhkkhkk k Khhkhkkk kkhkkhkikk *k k*k Kkkkk*k

TCCCTGTTGTTGCACTACACTTGATGATGGCTCAGCTGTTGAATCAACAT
TCCCTGTTGTTGCACTACACTTGATGATGGCTCAGCTGTTGAATCAACAT
TCCCTGTTGTTGCACTACACTTGATGATGGCTCAGCTGTTGAATCAACAT
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TCCTTGTTGTTGCACTACACTTGATGATGGCTCAGCTGTTGAATCAACAT
TCCCTGTTGTTGCACTACACTTGATGATGGCTCAGCTGTTGAATCAACAT
TCCCTGTTGTTGCACTACACTTGATGATGGCTCAGCTGTTGAATCAACAT
TCCCTGTTGTTGCACTACACTTGATGATGGCTCAGCTGTTGAATCAACAT
TCCCTGTTGTTGTACTACACTCGATGATGGCTCAGCTGTTGAATCAACAT
TCCCTGTTGTTGCACAACACTTGATGATGGTTCAGCCATTGAATCAACAT
TCCCTGTTGTTGCACAACACTTGATGATGGTTCAGCTATTGAATCAACAT

*khkk kkhkhkhkhkkhkhkk kk KhAhkkkhkk kkhkkkkhkkhkhkk Kkkkkk * ok Kk ok kkhkkkkk kK

TTTACCCGCCAACTAAGAAGCACCTCGTAATAGGCAATAGTGGCGATCAA
TTTACCCGCCAACTAAGAAGCACCTCGTAATAGGCAATAGTGGCGATCAA
TTTACCCGCCAACTAAGAAGCACCTCGTAATAGGTAATAGTGGCGACCAA
TTTACCCGCCAACTAAGAAGCACCTCGTAATAGGTAATAGTGGTGATCAA
TTTACCCGCCAACTAAGAAGCACCTCGTAATAGGTAATAGTGGCGATCAA
TTTACCCGCCAACTAAGAAGCACCTCGTAATAGGCAATAGTGGCGATCAA
TTTACCCGCCAACTAAGAAGCACCTCGTAATAGGTAATAGTGGCGACCAA
TTTACCCGCCAACTAAAAAGCATCTTGTAATAGGTAACAGCGGTGATCAA

AAGTATGTTGACTTACCAAAAGGGAATTCTGAGATGTTATATATTGCCAG
AAGTATGTTGACTTACCAAAAGGGAATTCTGAGATGTTATATATTGCCAG
AAGTATGTTGACTTACCAAAAGGGAATTCTGAGATGTTATATATTGCCAG
AAGTATGTTGACTTACCAAAAGGGAATTCTGAGATGTTATATATTGCCAG
AAGTATGTTGACTTACCAAAAGGGTATTCTGAGATGTTATATATTGCCAG
AAGTTTGTTGACTTACCAAAAGGGAATTCTGAGATGTTATATATTGCCAG
AAGTATGTTGACTTACCAAAAGGGAATTCTGAGATGTTATATATTGCCAG
AAGTATGTTGATCTACCAAAAGGGAATTCTGAAATGTTATACATTGCCAG
—————————————— ACTAAAAAGCACCTTGTAATTGGCA-ATAGTGGTGA

77777777777777 ACCAAAAGGGGATTCGGAGATGTTATACATTGCCAA
*x kokkoKk Kk * ko oxk X KX Kk Kk

GCAAGG--CTTCTGTTACATTAACATTTTCCTCGCGATGTTAATTAACAT
GCAAGG--CTTCTGTTACATTAACATTTTCCTCGCGATGTTAATTAACAT
GCAAGG--CTTCTGTTACATTAACATTTTCCTCGCGATGTTGATTAACAT
GCAAGG--TTTCTGTTACATTAACATTTTCCTCGCGATGTTGATTAACAT
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GCAAGG--TTTCTGTTACATTAACATTTTCCTCGCGATGTTGATTAACAT
GCAAGG--TTTCTGTTACATTAACATTTTCCTCGCGATGTTGATTAACAT
GCAAGG--CTTCTGTTACATTAACATTTTCCTCGCGATGTTGATTAACAT
GCAAGG--GTTTTGTTATATTAATATATTCCTTGCGATGTTGATTAATAT
CCAAAAATTTGTTGATTTACCAAAAGGGGATTCGGAGATGTTAT--ACAT

GCAGGG--TTATTGTTATATCAACGTGTTTCTTGCAATGCTTATTAACAT
* % ko oxk ok x k% * K * okx ok kX

TAGTGAGGAAGATGCAAAGGATTTCACTAAGAAGGTTCGTGACATGTGTG
TAGTGAGGAAGATGCAAAGGATTTCACTAAGAAGGTTCGTGACATGTGTG
TAGTGAGGAAGATGCAAAGGATTTCACTAAGAAGGTTICGTGACATGTGTG
TAGTGAGGAAGATGCAAAGGATTTCACTAAGAAGGTTICGTGACATGTGTG
TAGTGAGGAAGATGCAAAGGATTTCACTAAGAAGGTTCGTGACATGTGTG
TAGTGAGGAAGATGCAAAGGATTTCACTAAGAAGGTTCGTGACATGTGTG
TAGTGAGGGAGATGCAAAGGATTTCACTAAGAAGGTTCGTGACATGTGTG
TAGTGAGGAAGATGCAAAGGATTTCACGAAGAAGGTTICGTGACATGTGTG
TGCCAAGCAGGGTT——-ATTGTTATATTAACGTGTTTICTTGCAATGC———
TAGCGAGGAGGATGCAAAGGATTTCACAAAGAAAGTTCGCGACATGTGTG

* * % * K * * % * * % * kK * * kK

TGCCAAAGCTTGGAACCTGGCCAACCATGATGGATCTGGCTACAACTTGT
TGCCAAAGCTTGGAACCTGGCCAACCATGATGGATCTGGCTACAACTTGT
TGCCAAAGCTTGGAACCTGGCCAACCATGATGGATCTGGCTACAACTTGT
TGCCAAAGCTTGGAACCTGGCCAACCATGATGGATCTGGCTACAACTTGT
TGCCAAAGCTTGGAACCTGGCCAACCATGATGGATCTGGCTACAACTTGT
TGCCAAAGCTTGGAACCTGGCCAACCATGATGGATCTGGCTACAACTTGT
TGCCAAAGCTTGGAACCTGGCCAACCATGATGGATCTGGCTACAACTTGT
TGCCAAAGCTTGGAACCTGGCCAACCATGATGGATCTGGCTACTACTTGT
TGATTAACATTAGAACCTGGCCAACTATGATGGATTTGGCGACCACTTGT
TGCCAAAGCTTGGAACCTGGCCAACTATGATGGATTTGGCGACCACTTGT

* K * K *hk kkhkkhkAhkkhkhkkhkhkhkkhkhk khkkhkkhkhkkhkhhkk Kkhkkk Ak kAkkkAkK

GCTCAAATGAAAATATTTTACCCTGATGTTCATGATGCAGAACTGCCTAG
GCTCAAATGAAAATATTTTACCCTGATGTTCATGATGCAGAACTGCCTAG
GCTCAAATGAAAATATTCTACCCTGATGTTCATGATGCAGAACTGCCTAG
GCTCAAATGAAAATATTCTACCCTGATGTTCATGATGCAGAACTGCCTAG
GCTCAAATGAAAATATTCTACCCTGATGTTCATGATGCAGAACTGCCTAG

1048
1088
1058
1098
1037
1018

1138
1138
1138
1138
1098
1138
1108
1148
1081
1068

1188
1188
1188
1188
1148
1188
1158
1198
1131
1118

1238
1238
1238
1238
1198
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AJ889866_PVYNTN_Alemanha_HCpro
AJ166866_PVYNTN_Canada_HCpro
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EF026074_PVYO_USA_HCpro

AY745492_PVYNO_Canada_HCpro
EF026076_PVYNO-USA_HCpro
NBR_HCpro
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AY745492_PVYNO_Canada_HCpro
EF026076_PVYNO-USA_HCpro
NBR_HCpro
EF026075_PVYNTN_USA_HCpro
AJ889867_PVYW_Alemanha_HCpro
AB270705_PVYN_Japao_HCpro

GCTCAAATGAAAATATTCTACCCTGATGTTCATGATGCAGAACTGCCTAG
GCTCAAATGAAAATATTCTACCCTGATGTTCATGATGCAGAACTGCCTAG
GCTCAAATGAAAATATTCTACCCTGATGTTCATGATGCAGAGCTGCCCAG
GCTCAAATGAGAATATTCTATCCTGACGTACATGATGCAGAATTGCCCAG
GCTCAAATGAGAATATTCTATCCTGACGTGCATGATGCAGAGCTGCCTAG

Ak khkhkkhkhkkhkkhkk Kkhkkhkkhkhkk *k Khkhkhkk Kk KAk AkAkhkAkhAKk *k Kk Kk kk

AATACTAGTCGATCACGAAACGCAGACATGCCATGTGGTTGACTCGTTTG
AATACTAGTCGATCACGAAACGCAAACATGCCATGTGGTTGACTCGTTTG
AATACTAGTCGATCACGAAACGCAGACATGCCATGTGGTTGATTCGTTTG
AATACTAGTCGATCACGAAACGCAGACATGCCATGTGGTCGACTCGTTTG
AATACTAGTCGATCACGAAACGCAGACATGCCATGTGGTTGACTCGTTTG
AATACTAGTCGATCACGAAACGCAGACATGCCATGTGGTTGACTCGTTTG
AATACTAGTCGATCACGAAACGCAGACATGCCATGTGGTTGACTCGTTTG
AATACTAGTTGACCATGAAACTCAGACATGCCATGTGGTCGACTCGTTTG
AATATTGGTTGACCATGACACTCAAACGTGTCATGTGGTTGACTCATTTG
AATATTGGTTGACCATGACACTCAAACGTGTCACGTGGTTGACTCATTTG

*kkhkkhk Kk kk kk kk kk kk kk Kkk kk kk khkkkhkk Kkk K*k Kkkkx

GCTCACAAACAACTGGGTATCATATTTTGAAAGCATCTAGCGTGTCCCAA
GCTCACAAACAACTGGGTATCATATTTTGAAAGCATCTAGCGTGTCCCAA
GCTCACAAACAACTGGGTATCATATTTTGAAAGCATCTAGCGTGTCCCAA
GCTCACAAACAACTGGGTATCATATTTTGAAAGCATCTAGCGTGTCCCAA
GCTCACAAACAACTGGGTATCATATTTTGAAAGCATCTAGCGTGTCCCAA
GCTCACAAACAACTGGGTATCATATTTTGAAAGCATCTAGCGTATCCCAA
GCTCACAAACAACTGGGTATCATATTTTGAAAGCATCTAGCGTGTCCCAA
GTTCGCAAACAACTGGCTATCATATCCTAAAGGCATCTAGCGTGTCTCAG
GCTCGCAGACAACTGGATATCATATTCTAAAAGCATCCAGCGTGTCTCAA
GCTCGCAAACAACTGGATATCATATTCTAAAAGCATCCAGCGTGTCTCAA

* Ak kk khkkkkhkhkkhkk KAk khkkkkkk * Ak kkkkk Kkkhkkkk kk kK

CTTATTTTATTTGCCAATGATGAGTTGGAGTCTGACATTAAGCACTATAG
CTTATTTTATTTGCTAATGATGAGTTGGAGTCTGACATTAAGCACTATAG
CTTATTTTGTTTGCTAATGATGAGTTGGAGTCTGACATTAAGCACTATAG
CTTATTTTGTTTGCTAATGATGAATTGGAGTCTGACATTAAGCACTATAG
CTTATTTTGTTTIGCTAATGATGAGTTGGAGTCTGACATTAAGCATTATAG
CTTATTTTGTTTIGCTAATGATGAGTTGGAGTCTGACATTAAGCACTATAG

1238
1208
1248
1181
1168

1288
1288
1288
1288
1248
1288
1258
1298
1231
1218

1338
1338
1338
1338
1298
1338
1308
1348
1281
1268

1388
1388
1388
1388
1348
1388
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CTTATTTTGTTTGCTAATGATGAGTTGGAGTCTGACATTAAACATTATAG 1358
CTTATCTTGTTTGCAAACGATGAGTTGGAATCTGACATTAAGCACTATAG 1398
CTTATCTTGTTTGCAAATGATGAATTAGAATCTGATATAAAACATTATAG 1331
CTTATCTTGTTTGCAAATGATGAATTAGAATCTGATATAAAACATTATAG 1318

khkkhkkk kk hAhkkkhkk kkhk kkhkkhkkk kk kk khkkkhkk kk Kkk kk Kk kkk

AGTTGGT———————— 1395
AGTT--—————"—"H—"—"""""""""""—"—"—"—"——————— —— —— — — —— ————— —— 1392
AGTTGGT————— 1395
AGTTGGT————— 1395
AGTTGGT——————— 1355
AGTTGGT———————— 1395
AGTTGG——————— — — — — — 1364
AGTTGGTG———— 1406
AGTT-—————""H—"—""""""""""""""—"—"——— 1335

* kK k
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AJ166866_PVYNTN_Canada_HCpro = @ —————————————————
AF522296_PVYN_Egito_HCpro = @—————————————————
EF026074_PVYO_USA_HCpro CTTTTAAAGGGAATTTT 1435
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CLUSTAL 2.0.8 multiple sequence alignment

EF026074_PVYO_USA_P3
AJ889867_PVYW_Alemanha_P3
AB270705_PVYN_Japao_P3
EF026075_PVYNTN_USA_P3
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———GGTGTTCCTAATGCATGCCCTGAACTTGGGTCCACAATATCACCTTT
———GGTGTTCCTAATGCATGCCCTGAACTCGGGTCCACAATATCACCTTT
———GGTATTCCTAATGCATGCCCTGAACTTGGGTCTACAATATCACCTTT
———GGTATTCCTAATGCATGCCCTGAACTTGGGTCTACAATATCACCTTT
———GGTGTTCCTAATGCATGCCCTGAACTTGGGTCCACAATATCACCTTT
——————————————————————————— CTTGGGTCCACAATATCACCTTT
——TGGTGTTCCTAATGCATGCCCTGAACTTGGGTCCACAATATCACCTTT
GGTGGTGTTCCTAATGCTAGCCCTGAACTTGGGTCCACAATATCACCTTT
————GTATTCCTGGGGCATGTCCTGAGCTCGGATCCACGATATCACCTTT
———GGTATTCCTGGAGCATGCCCTGAGCTTGGGTCCACAATATCACCTTT

Kk kk kk Ak khkkkkkkkhkkkk

CAGAGAAGGAGGAGTTATAATGTCTGAGTCGGCAGCGCTGAAACTGCTTT
CAGAGAAGGAGGAGTTATAATGTCTGAGTCGGCAGCGCTGAAACTGCTTT
CAGAGAAGGAGGAGTTATAATGTCTGAGTCGGCAGCGCTGAAACTGCTTT
CAGAGAAGGAGGAGTTATAATGTCTGAGTCGGCAGCGCTGAAACTGCTTT
CAGAGAAGGAGGAGTTATAATGTCTGAGTCGGCAGCGCTGAAACTGCTTT
CAGAGAAGGAGGAGTTATAATGTCTGAGTCGGCAGCGCTGAAACTGCTTT
CAGAGAAGGAGGAGTTATAATGTCTGAGTCGGCAGCGCTGAAGCTGCTTT
CAGAGAAGGAGGAGTTATAATGTCTGAGTCGGCAGCGCTGAAACTGCTTT
CAGAGAAGGAGGAATCATAATGTCTGAGTCAGCAGCACTGAAACTGCTTT
TAGAGAAGGAGGAATCATAATGTCTGAGTCAGCAGCGCTAAAACTGCTCC

khkkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkk K hhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhhkk, Kk khhkk Kk Kk Khkhk%k

TAAAGGGAATTTTTAGACCTAAGGTGATGAGACAGTTGCTGTTAGATGAG
TAAAGGGAATTTTTAGACCTAAGGTGATGAGACAGTTGCTGTTAGATGAG
TGAAGGGAATTTTTAGACCTAAGGTGATGAGACAGTTGCTGTTAGATGAG
TGAAGGGAATTTTTAGACCTAAGGTGATGAGACAGTTIGCTGTTAGATGAG
TGAAGGGAATTTTTAGACCTAAGGTGATGAGACAGTTIGCTGTTAGATGAG
TGAAGGGAATTTTTAGACCTAAGGTGATGAGACAGTTGCTGTTAGATGAG
TGAAGGGAATTTTTAGACCTAAGGTGATGAGACAGTTGCTGTTAGATGAG
TGAAGGGAATTTTTAGACCTAAGGTGATGAGACAGTTGCTGTTAGATGAG
TAAAGGGTATCTTTAGACCCAAGGTGATGAGACAGTTACTATTAGATGAA
TAAAGGGAATTTTTAGGCCCAAAGTGATGAAGCAATTGCTACTGGATGAA

47
47
47
47
47
23
48
50
46
47

97
97
97
97
97
73
98
100
96
97

147
147
147
147
147
123
148
150
146
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* kkkkk kk kkkkk kk kk Ak k kA KKk *k kKA kK * kA kkkk

CCTTACCTGTTGATTTTATCAATATTATCTCCTGGCATACTGATGGCTAT
CCTTACCTGTTGATTICTATCAATATTATCTCCTGGCATACTGATGGCTAT
CCTTACCTGTTGATTCTATCAATATTATCCCCTGGCATACTGATGGCTAT
CCTTACCTGTTGATTICTATCAATATTATCCCCTGGCATACTGATGGCTAT
CCTTACCTGTTGATTICTATCAATATTATCCTICTGGCATACTGATGGCTAT
CCTTACCTGTTGATTCTATCAATATTATCCCCTGGCATACTGATGGCTAT
CCTTACCTGTTGATTCTATCAGTATTATCCCCTGGCATACTGATGGCTAT
CCTTACCTGTTGATTCTATCAATACTATCCCCTGGCATACTGATGGCTAT
CCATATCTGCTCATICTTTCGATATTGTCCCCTGGCATACTCATGGCTAT
CCATATTTGCTCATTITTATCGATATTATCTCCTGGTATACTTATGGCTAT

* Kk kK *k k kkkx Kk kK * Kk ok k%K *khkkhk Khhkkkk khkkkkk kK

GTATAATAATGGGATTTTTGAACTTGCGGTAAGGTTGTGGATTAATGAGA
GTATAACAATGGGATTTTTGAACTTGCGGTAAGGTTGTGGATTAATGAGA
GTACAATAATGGGATTTTTGAACTTGCGGTAAGGTTGTGGATTAATGAGA
GTACAATAATGGGATTTTTGAACTTGCGGTAAGGTTGTGGATTAATGAGA
GTACAATAATGGGATTTTTGAACTTGCGGTAAGGTTGTGGATTAATGAGA
GTACAATAATGGGATTTTTGAACTTGCGGTAAGGTTGTGGATTAATGAGA
GTACAATAATGGGATTTTTGAACTTGCGGTAAGGTTGTGGATTAATGAGA
GTATAATAATGGGATTTTTGAACTTGCGGTGAGGTTGTGGATTAATGAGA
GTACAATAATGGGATTTTTGAGCTTGCAGTGAAGTTGTGGATTAATGAAA
GTACAACAATGGGATATTTGAGTTAGCGGTGAAGTTGTGGATCAATGAGA

*khkk kk kkkhkkkkhkkhkk KkkkkhKk * Ak kk ok kkhkkkhkhkkkhkkk kAikkkk K

AACAATCCATAGCTATGATAGCATCGCTACTATCAGCTTTAGCCCTACGA
AACAATCCATAGCTATGATAGCATCGCTACTATCAGCTTTAGCCCTACGA
AACAATCCATAGCTATGATAGCATCGCTACTATCAGCTTTAGCCCTACGA
AACAATCCATAGCTATGATAGCATCGCTACTATCAGCTTTAGCCCTACGA
AACAATCCATAGCTATGATAGCATCGCTACTATCAGCTCTAGCCCTACGA
AACAATCCATAGCTATGATAGCATCGCTACTATCAGCTTTAGCCCTACGA
AACAATCCATAGCTATGATAGCATCGCTACTATCAGCTTTAGCCCTACGA
AACAATCCATAGCTATGATAGCATCGCTACTATCAGCTTTAGCCCTACGA
AGCAATCTGTAGCCATGATAGCATCGTTATTGGCCGCCTTAGCTTTACGA

AACAATCTATAGCCATGATAGCATCGTTATTGTCCGCCTTGGCTTTACGA
Kk kkkkk  kkkk kkkkkkkkkkkk kk x ok kk ok kk  kkkk*
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197
197
197
197
173
198
200
196
197

247
247
247
247
247
223
248
250
246
247

297
297
297
297
297
273
298
300
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GTGTCAGCGGCAGAAACACTCGTCGCACAGAGGATTATCATTGATGCTGC
GTGTCAGCGGCAGAAACACTCGTCGCACAGAGGATTATCATTGACGCTGC
GTGTCAGCGGCAGAATCACTCGTCGCACAGAGGATTATAATTGATACTGC
GTGTCAGCGGCAGAAACACTCGTCGCACAGAGGATTATAATTGATACTGC
GTGTCAGCGGCAGAAACACTTGTCGCACAGAGGATTATAATTGATACTGC
GTGTCAGCGGCAGAAACACTTGTCGCACAGAGGATTATAATTGATACTGC
GTGTCAGCGGCAGAAACACTCGTCGCACAGAGGATTATAATTGATACTGC
GTGTCAGCGGCAGAAACACTCGTCGCACAGAGGATTATAATTGATGCTGC
GTGTCAGCAGCAGAAACACTCGTTGCACAGAGGATCATAATTGACACGGC

GTGTCAGCAGCAGAAACACTCGTTGCACAGAGGATTATAATTGACACGGC
kokkkkkkk khkkkkk hhkkk Kk Akkrkkrkkkk *k kkkkk  * Kk*

AGCTACAGACCTCCTTGATGCTACGTGTGATGGGTTCAACCTACATCTAA
AGCTACAGACCTCCTTGATGCTACGTGTGATGGGTTCAACCTACATCTAA
AGCTACAGATCTCCTTGATGCTACGTGCGATGGGTTCAACCTACATCTAA
AGCTACAGATCTCCTTGATGCTACGTGCGATGGGTTCAACCTACATCTAA
AGCTACAGATCTCCTTGATGCTACGTGCGATGGGTTCAACCTACATCTAA
AGCTACAGATCTCCTTGATGCTACGTGCGATGGGTTCAACCTACATCTAA
AGCTACAGATCTCCTTGATGCTACGTGCGATGGGTTCAACCTACATCTAA
AGCTACAGACCTCCTTGATGCTACGTGTGATGGGTTCAACCTACATCTAA
AGCAACAGATCTTICTCGATGCTACGTGTGATGGATTCAATTTAAATCTGA
AGCAACAGATCTTICTCGATGCTACGTGTGATGGATTCAATTTAAATCTGA

*kkhkk khkhkkhkk kk kk kAhkkkhkhkhkkhkkhkhkkkhk kkhkkhkkk Kk kkx * Kk kkkk Kk

CGTACCCCACTGCATTGATGGTGTTGCAAGTTGTTAAGAATAGAAATGAA
CGTACCCTACTGCATTGATGGTGTTGCAAGTTGTTAAGAATAGAAATGAA
CGTACCCCACTGCGTTGATGGTGTTGCAAGTTGTTAAGAATAGAAATGAA
CGTACCCCACTGCGTTGATGGTGTTGCAAGTTGTTAAGAATAGAAATGAA
CGTACCCCACTGCGTTGATGGTGTTGCAAGTTGTTAAGAATAGAAATGAA
CGTACCCCACTGCGTTGATGGTGTTGCAAGTTGTTAAGAATAGAAATGAA
CGTACCCCACTGCGTTGATGGTGTTGCAAGTTGTTAAGAATAGAAATGAA
CGTACCCCACTGCATTGATGGTGTTGCAAGTTGTTAAGAATAGAAATGAA
CATATCCCACTGCACTCATGGTGTTGCAAGTTGTTAAGAACAGAAATGAA
CATATCCCACTGCACTCATGGTGTTGCAAGTTGTTAAGAACAGAAATGAA

* kk kk Kkkkkk Kk kkAkkhk Ak hk Ak hk Ak hk Ak kA hkhkkhAhhk *Ahkkkh Ak Kk kK
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347
347
347
347
323
348
350
346
347

397
397
397
397
397
373
398
400
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447
447
447
447
447
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EF026074_PVYO_USA_P3

TGTGATGATACCCTATTCAAGGCGGGTTTTTCAAGTTACAACACGAGCGT
TGTGATGATACCCTATTCAGGGCGGGTTTTTCAAGTTATAACACAAGCGT
TGTGATGATACCCTATTCAAGGCGGGTTTTCCAAGTTACAACACGAGCGT
TGTGATGATACCCTATTCAAGGCGGGTTTTCCAAGTTACAACACGAGCGT
TGTGATGATACCCTATTCAAGGCGGGTTTTCCAAGTTACAACACGAGCGT
TGTGATGATACCCTATTCAAGGCGGGTTTTCCAAGTTACAACACGAGCGT
TGTGATGATACCCTATTCAAGGCGGGTTTTCCAAGTTACAACACGAGCGT
TGTGATGATACCCTATTCAAGGCGGGTTTTCCAAGTTACAACACGAGCGT
TGTGATGATACGTTGTTTAAGGCAGGTTTTTCACATTACAACATGAGTGT
TGTGATGATACGTTGTTTAAAGCAGGTTTTTCACATTACAACACGAGCGT

Ak kA Kk hkkkhk * Kk k K *k kkkkkk kK * kK Ak Kk Kk * Kk kK

CGTACAGATTATGGAAAAAAATTATCTAAATCTCTTGAACGATGCTTGGA
CGTACAGATTATGGAAAAAAATTATCTAAATCTCTTGGACGATGCTTGGA
CGTACAGATCATGGAAAAAAATTATCTAAATCTCTTGAACGATGCTTGGA
CGTACAGATCATGGAAAAAAATTATCTAAATCTCTTGAACGATGCTTGGA
CGTACAGATCATGGAAAAAAATTATCTAAATCTCTTGAACGATGCTTGGA
CGTACAGATCATGGAAAAAAATTATCTAAATCTCTTGAACGATGCTTGGA
CGTACAGATCATGGAAAAAAATTATCTAAATCTCTTGAACGATGCTTGGA
CGTACAGATTATGGAAAAAAATTATCTAAATCTCTTGAACGATGCTTGGA
CGTGCAGATTATGGAAAAAAATTATCTAAGCCTCTTGGACGATGCATGGA
CGTACAGATCATGGAAAAAAATTATCTAAATCTCTTGAACGATGCTTGGA

khkk khkhkkhkhkk KAhkkhkhkhkkhkkhkhkhkkhkkhkhkhkkhkkkkx *hkkhkkkk khkkhkikkkhkk Kkkkk

AAGATTTAACTTGGCGGGAAAAATTATCCGCAACATGGTACTCATACAGA
AAGATTTAACTTGGCGGGAAAAATTATCCGCAACATGGTACTCATACAGA
AAGATTTAACTTGGCGGGAAAAATTATCCGCAACATGGTACTCATACAGA
AAGATTTAACTTGGCGGGAAAAATTATCCGCAACATGGTACTCATACAGA
AAGATTTAACTTGGCGGGAAAAATTATCCGCAACATGGTACTCATACAGA
AAGATTTAACTTGGCGGGAAAAATTATCCGCAACATGGTACTCATACAGA
AAGATTTAACTTGGCGGGAAAAATTATCCGCAACATGGTACTCATACAGA
AAGATTTAACTTGGCGAGAAAA-TTATCCGCAACATGGTACTCATACAGA
AAGATTTAACCTGGCGAGAAAAATTATCCGCAACATGGCACTCATACAAA
AAGATTTAACCTGGCGGGAAAAATTATCCGCAACATGGCACTCATACAAA

khkkhkhkhkkhkhkhkkhkk Khhkhkhkk KAhkkhkkhkk Fdhkkhkhkhkhkhkkhkhhkhkhkhrkhk, *khkkhkrkkkhkkxkxk X

GCAAAACGCTCTATC-ACTCGGTACATAAAACCCACAGGAAGGGCAGATT
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497
497
497
497
473
498
500
496
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547
547
547
547
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597
597
597
597
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AJ889867_PVYW_Alemanha_P3
AB270705_PVYN_Japao_P3
EF026075_PVYNTN_USA_P3
AY745492_PVYNO_Canada_P3
EF026076_PVYNO-USA_P3
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_P3
AF522296_PVYN_Egito_P3
AJ166866_PVYNTN_Canada_P3
NBR_P3

EF026074_PVYO_USA_P3
AJ889867_PVYW_Alemanha_P3
AB270705_PVYN_Japao_P3
EF026075_PVYNTN_USA_P3
AY745492 PVYNO_Canada_P3
EF026076_PVYNO-USA_P3
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_P3
AF522296_PVYN_Egito_P3
AJ166866_PVYNTN_Canada_P3
NBR_P3

EF026074_PVYO_USA_P3
AJ889867_PVYW_Alemanha_P3

GCAAAACGCTCTATC-ACTCGGTACATAAAACCCACAGGAAGGGCAGATT
GCAAAACGCTCTATC-ACTCGGTACATAAAACCCACAGGAAGGGCAGATT
GCAAAACGCTCTATC-ACTCGGTACATAAAACCCACAGGAAGGGCAGATT
GCAAAACGCTCTATC-ACTCGGTACATAAAACCCACAGGAAGGGCAGATT
GCAAAACGCTCTATC-ACTCGGTACATAAAACCCACAGGAAGGGCAGATT
GCAAAACGCTCTATC-ACTCGGTACATAAAACCCACAGGAAGGGCAGATT
GCAAAACGCTCTATCCACTCGGTACATAAAACCCACAGAAAAGGCAGATT
GCAAAGCGCTCTATC-ACTCAGTTCATAAAACCCATAGGCAAAGCAGATT
GCAAAGCGCTCTATC-ACTCAGTTCATAAAACCCATAGGCAAAGCAGATT

khkkhkk Khkkhkkhkikkkhkhkk K*hkkk kk Ak khkhkhkkkhkirkkkhkk k%K * * ok ok ok ok kK

TGAAAGGGTTATACAACATATCACCACAAGCATTICTTGGGCCGAAGCGCC
TGAAAGGGTTATACAACATATCACCACAAGCATTICTTGGGCCGAGGCGCC
TGAAAGGGTTATACAACATATCACCACAAGCATTICTTGGGCCGAGGCGCC
TGAAAGGGTTATACAACATATCACCACAAGCATTICTTGGGCCGAGGCGCC
TGAAAGGGTTATACAACATATCACCACAAGCATTICTTGGGCCGAGGCGCC
TGAAAGGGTTATACAACATATCACCACAAGCATTICTTGGGCCGAGGCGCC
TGAAAGGGTTATACAACATATCACCACAAGCATTICTTGGGCCGAGGCGCC
TGAAAGGGTTATACAACATATCACCACAAGCGTTICTTGGGCCGAAGCGCC
TAAAAGGGTTGTACAACATATCACCGCAAGCATTCTTIGGGTCAGGGCGTA
TAAAAGGGTTGTACAACATATCACCGCAAGCATTICTTIGGGTCAGGGCGTA

Kk kkhkkhkAkkhk khkkhkkhkkhkkhkhkkhAkhkhkAkhkhk khkkhkkhk khkkhkAkkhkA Kk * kK

CAGGTGGTCAAAGGTACTGCCTCAGGATTGAGTGAGCGA-—-TTTAATAA
CAGGTGGTCAAAGGCACTGCCTCAGGATTGAGCGAGCGA-—-TTTAATAA
CAGGTGGTCAAAGGCACTGCCTCAGGATTGAGTGAGCGA———-TTTAATAA
CAGGTGGTCAAAGGCACTGCCTCAGGATTGAGCGAGCGA———-TTTAATAA
CAGGTGGTCAAAGGCACTGCCTCAGGATTGAGCGAGCGA-—-TTTAATAA
CAGGTGGTCAAAGGCACTGCCTCAGGATTGAGCGAGCGA-—-TTTAATAA
CAGGTGGTCAAAGGCACTGCCTCAGGATTGAGCGAGCGA-—-TTTAATAA
CAGGTGGTCAAAGGCACTGCCTCAGGATTGAGCGAGCGA———-TTTAATAA
CAGAGAGTCAAAGGCACCGCCTCAGGGTTGAATGAGCGA———-CTCAATAA
CAGAGAGTCAAAGGCACCGCCTCAGGGTTGAATGAGCGAGCGTTTAATAA

* kK khkkhkkhkhkhkk k*k Khhkkkkhkikkk kkhkkk * ok Kk Kk kk * kK k kK

TTATTTCAATACTAAGTGTGTAAATATTTCATCCTTTITTCATTCGTAGAA
TTATTTCAATACTAAGTGTGTAAATATTTCATCCTTTITTCATTCGTAGAA

646
646
646
646
622
647
649
645
646

696
696
696
696
696
672
697
699
695
696

743
743
743
743
743
719
744
746
742
746

793
793
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AB270705_PVYN_Japao_P3
EF026075_PVYNTN_USA_P3
AY745492 PVYNO_Canada_P3
EF026076_PVYNO-USA_P3
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_P3
AF522296_PVYN_Egito_P3
AJ166866_PVYNTN_Canada_P3
NBR_P3

EF026074_PVYO_USA_P3
AJ889867_PVYW_Alemanha_P3
AB270705_PVYN_Japao_P3
EF026075_PVYNTN_USA_P3
AY745492_ PVYNO_Canada_P3
EF026076_PVYNO-USA_P3
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_P3
AF522296_PVYN_Egito_P3
AJ166866_PVYNTN_Canada_P3
NBR_P3

EF026074_PVYO_USA_P3
AJ889867_PVYW_Alemanha_P3
AB270705_PVYN_Japao_P3
EF026075_PVYNTN_USA_P3
AY745492_PVYNO_Canada_P3
EF026076_PVYNO-USA_P3
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_P3
AF522296_PVYN_Egito_P3
AJ166866_PVYNTN_Canada_P3
NBR_P3

EF026074_PVYO_USA_P3
AJ889867_PVYW_Alemanha_P3
AB270705_PVYN_Japao_P3

TTATTTCAATACTAAGTGTGTAAATATTTCATCCTTTITTCATTCGTAGAA
TTATTTCAATACTAAGTGTGTGAATATTTCATCCTTTITTCATTCGTAGAA
TTATTTCAATACTAAGTGTGTAAATATTTCATCTTTTITTCATTCGTAGAA
TTATTTCAATACTAAGTGTGTAAATATTTCATCTTTTITTCATTCGTAGAA
TTATTTCAATACTAAGTGTGTAAATATTTCATCCTTITTCATTCGTAGAA
TTATTTCAATACTAAGTGTGTAAATATTTCATCCTTTITTCATTCGTAGAA
TTATATTAATACTAAGTGTGTAAATATTTCATCCTTTITTCATTCGTAGAA
TTATATCAATACTAAGTGTGTAAATATTTCATCCTTTITTCATTCGTAGAA

khkk )k Kk khkkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhk hAhkhkhkkhkhkhkhkkhhk dhkhkkhkhhkhkkhkhrhkhkkkhkkx

TCTTTAGGCGTTTGCCAACTTTCGTCACTTTITGTTAACTCATTATTAGTT
TCTTTAGGCGTTTGCCAACTTTCGTCACTTTITGTTAACTCATTATTAGTT
TCTTTAGGCGTTTGCCAACTTTCGTCACTTTTGTTAACTCATTATTAGTT
TCTTTAGGCGTTTGCCAACTTTCGTCACTTTTGTTAACTCATTATTAGTT
TCTTTAGGCGTTTGCCAACTTTCGTCACTTTTGTTAACTCATTATTAGTT
TCTTTAGGCGTTTGCCAACTTTCGTCACTTTITGTTAACTCATTATTAGTT
TCTTTAGGCGTTTGCCAACTTTCGTCACTTTITGTTAACTCATTATTAGTT
TCTTTAGGCGTTTGCCAACCTTTGTCACTTTTGTTAACTCATTATTAGTT
TTTTCCGGCGCTTGCCAACTTTTGTAACTTTCATTAATTCATTATTAGTC
TTTTCCGGCGCTTGCCAACTTTTGTAACTTTCATTAATTCATTATTAGTT

* Kk k *khkk Kk khkkhkkhkkhkkhkk kk kk kAKX Kk Kk *khkk Kk kAhkkAkkhkkAkhkk Kk

ATTAGTATGTTAACTAGCGTAGTGGCAGTGTGTCAGGCAATAATTTTAGA
ATTAGTATGTTAACCAGCGTAGTAGCAGTGTGTCAGGCAATAATTTTAGA
ATTAGTATGTTAACCAGCGTAGTGGCAGTGTGCCAGGCAATAATTTTAGA
ATTAGTATGTTAACCAGCGTAGTGGCAGTGTGTCAGGCAATAATTTTAGA
ATTAGTATGTTAACCAGCGTAGTGGCAGTGTGTCAGGCAATAATTTTAGA
ATTAGTATGTTAACCAGCGTAGTGGCAGTGTGTCAGGCAATAATTTTAGA
ATTAGTATGTTAACCAGCGTAGTAGCAGTGTGTCAGGCAATAATTTTAGA
ATTAGTATGTTAACCAGCGTAGTGGCAGTGTGTCAGGCAATAATTTTAGA
ATTAGTATGCTAACTAGTGTAGTAGCAGTGTGTCAAGCAATAATTCTAGA
ATTAGTATGCTAACTAGTGTAGTAGCAGTGTGTCAAGCAATAATTCTAGA

khkkhkhkhkkhkhkhk Khkkhk kkhk kkhkkhkhkk KAhkkhkhkhkkhkkhkk hk kAhkkkkhkhkikkk Kkkhkkk

TCAGAGGAAATATAGGAGAGAAATCGAGTTGATGCAGATAGAGAAGAATG
TCAGAGGAAGTATAGGAGAGAAATCGAGTTGATGCAGATAGAGAAGAATG
TCAGAGGAAGTATAGGAGAGAAATCGAGTTGATGCAGATAGAGAAGAATG
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793
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769
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893
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EF026075_PVYNTN_USA_P3
AY745492_PVYNO_Canada_P3
EF026076_PVYNO-USA_P3
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_P3
AF522296_PVYN_Egito_P3
AJ166866_PVYNTN_Canada_P3
NBR_P3

EF026074_PVYO_USA_P3
AJ889867_PVYW_Alemanha_P3
AB270705_PVYN_Japao_P3
EF026075_PVYNTN_USA_P3
AY745492 PVYNO_Canada_P3
EF026076_PVYNO-USA_P3
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_P3
AF522296_PVYN_Egito_P3
AJ166866_PVYNTN_Canada_P3
NBR_P3

EF026074_PVYO_USA_P3
AJ889867_PVYW_Alemanha_P3
AB270705_PVYN_Japao_P3
EF026075_PVYNTN_USA_P3
AY745492_PVYNO_Canada_P3
EF026076_PVYNO-USA_P3
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_P3
AF522296_PVYN_Egito_P3
AJ166866_PVYNTN_Canada_P3
NBR_P3

EF026074_PVYO_USA_P3
AJ889867_PVYW_Alemanha_P3
AB270705_PVYN_Japao_P3
EF026075_PVYNTN_USA_P3

TCAGAGGAAGTATAGGAGAGAAATCGAGTTGATGCAGATAGAGAAGAATG
TCAGAGGAAGTATAGGAGAGAAATCGAGTTGATGCAGATAGAGAAGAATG
TCAGAGGAAGTATAGGAGAGAAATCGAGTTGATGCAGATAGAGAAGAATG
TCAGAGGAAGTATAGGAGAGAAATCGAGTTGATGCAGATAGAGAAGAATG
TCAGAGGAAGTATAGGAGA-——————————————————————————————
TCAAAGGAAGTATAGAAAGGAAATTGAGCTGATGCAGATTGAGAAGAATG
TCAAAGGAAGTATAGAAAAGAAATTGAGTTGATGCAGATTGAGAAGAATG

*khkk Kkkhkkkk Kk khkkkx K

AGATTGTCTGCATGGAGCTATATGCAAGTTTACAGCGCAAACTTGAACGC
AGATCGTCTGCATGGAGCTATATGCAAGTTTACAGCGCAAACTTGAACGC
AGATCGTCTGCATGGAGCTATATGCAAGTTTACAGCGCAAACTTGAACGC
AGATCGTCTGCATGGAGCTATATGCAAGTTTACAGCGCAAACTTGAACGC
AGATCGTCTGCATGGAGCTATATGCGAGTTTACAGCGCAAACTTGAACGC
AGATCGTCTGCATGGAGCTATATGCGAGTTTACAGCGCAAACTTGAACGC
AGATCGTCTGCATGGAGCTATATGCAAGTTTACAGCGCAAACTTGAACGC
AAATTGTTTGTATGGAGTTGTATGCGAGTCTGCAGCGCAAACTTGAGCGT
AAATTGTTTGTATGGAGTTGTATGCGAGTCTGCAGCGCAAACTTGAGCGT

GATTTCACATGGGATGAGTACATTGAGTATTTGAAATCAGTAAACCCTCA
GATTTCACATGGGATGAGTATATTGAGTATTTGAAGTCAGTAAACCCTCA
GATTTCACATGGGATGAGTACATTGAGTATTTGAAGTCAGTAAACCCTCA
GATTTCACATGGGATGAGTACATTGAGTATTTGAAGTCAGTAAACCCTCA
GATTTCACATGGGATGAGTACATTGAGTATTTGAAGTCAGTAAACCCTCA
GATTTCACATGGGATGAGTACATTGAGTATTTGAAGTCAGTAAACCCTCA
GATTTCACATGGGATGAGTATATTGAGTATTTGAAGTCAGTAAACCCTCA
GAATTCACATGGGATGAATATATGGAATATTTGAAATCTGTGAACCCCCA
GAATTCACATGGGATGAATATATGGAATATTTGAAATCTGTGAATCCCCA

GATAGTTCAGTTTGCTCAAGCGCAGATGGAAGAATATGATGTGCGACACC
GATAGTTCAGTTTGCCCAAGCGCAGATGGAAGAATATGATGTGCGACACC
GATAGTTCAGTTTGCTCAAGCGCAGATGGAAGAATATGATGTGCGACACC
GATAGTTCAGTTTGCTCAAGCGCAGATGGAAGAATATGATGTGCGACACC
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943
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946
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AY745492_PVYNO_Canada_P3
EF026076_PVYNO-USA_P3
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_P3
AF522296_PVYN_Egito_P3
AJ166866_PVYNTN_Canada_P3
NBR_P3

EF026074_PVYO_USA_P3
AJ889867_PVYW_Alemanha_P3
AB270705_PVYN_Japao_P3
EF026075_PVYNTN_USA_P3
AY745492 PVYNO_Canada_P3
EF026076_PVYNO-USA_P3
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_P3
AF522296_PVYN_Egito_P3
AJ166866_PVYNTN_Canada_P3
NBR_P3

GATAGTTCAGTTTGCTCAAGCGCAGATGGAAGAATATGATGTGCGACACC
GATAGTTCAGTTTGCTCAAGCGCAGATGGAAGAATATGATGTGCGACACC
GATAGTTCAGTTTGCCCAAGCGCAGATGGAAGAATATGATGTGCGACACC
GATAGTTCAATTCGCGCAAGCTCAAATGGAAGAATATAATGTGCGGCATC
GATAGTTCAATTCGCGCAAGCTCAAATGGAAGAATATAATGTGCGACATC

AG 1095
AG 1095
AG 1095
AG 1095
AG 1095
AG 1071
AG 1096

AG 1094
AG 1098

1093
1069
1094

1092
1096
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CLUSTAL 2.0.8 multiple sequence alignment

ITA_6K1

VGS_6K1
EF026075_PVYNTN_USA_6K1
EF026076_PVYNO-USA_6K1
AY745492 PVYNO_Canada_6K1
AB270705_PVYN_Japao_6K1
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_6K1
AJ889867_PVYW_Alemanha_6K1l
OBR_6K1
EF026074_PVYO_USA_6K1
AJ166866_PVYNTN_Canada_6K1
AF522296_PVYN_Egito_6K1

ITA_6K1

VGS_6K1
EF026075_PVYNTN_USA_6K1
EF026076_PVYNO-USA_6K1
AY745492_PVYNO_Canada_6K1
AB270705_PVYN_Japao_6K1
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_6K1
AJ889867_PVYW_Alemanha_6K1
OBR_6K1
EF026074_PVYO_USA_6K1
AJ166866_PVYNTN_Canada_6K1l
AF522296_PVYN_Egito_6K1

ITA_6K1

VGS_6K1
EF026075_PVYNTN_USA_6K1
EF026076_PVYNO-USA_6K1
AY745492_PVYNO_Canada_6K1
AB270705_PVYN_Japao_6K1

CGTTCCACACCAGGTGTTAAAAATTTGGAACAA-GTGGTAGCATTTATGG
CGTTCCACACCAGGTGTTAAAAATTTGGAACAA-GTGGTAGCATTTATGG
CGTTCCACACCAGGTGTTAAAAATTTGGAACAA-GTGGTAGCATTTATGG
CGTTCCACACCAGGTGTTAAAAATTTGGAACAA-GTGGTAGCATTTATGG
CGTTCCACACCAGGTGTTAAAAATTTGGAACAA-GTGGTAGCATTTATGG
CGTTCCACACCAGGTGTTAAAAATTTGGAACAA-GTGGTAGCATTTATGG
CGTTCCACACCAGGTGTTAAAAATTTGGAACAA-GTGGTAGCATTTATGG
CGTTCCACACCAGGTGTTAAAAATTTGGAACAA-GTGGTAGCATTTATGG
CGTTCCACACCAGGTGTTAAAAATTTGGAACAA-GTGGTAGCATTTATGG
CGTTCCACACCAGGTGTTAAAAATTTGGAACAA-GTGGTAGCATTTATGG
CGCTCCACACCAGGTGTTAAGAATTTAGAGCAG-GTGGTAGCATTTATAA
————GAAATCGAGTTGATGCAGATAGAGAAGAATGAGATTGTCTGCATGG

* ok kk kk K * K *k K kK kX K* Kk Kk k%K

CTTTAGTCATCATGGTGTITCGATGCTGAAAGGA--GTGATTGCGTGTTCA
CTTTAGTCATCATGGTGTITCGATGCTGAAAGGA--GTGATTGCGTGTTCA
CTTTAGTCATCATGGTGTTCGATGCTGAAAGGA--GTGATTGCGTGTTCA
CTTTAGTCATCATGGTGTITCGATGCTGAAAGGA--GTGATTGCGTGTTCA
CTTTAGTCATCATGGTGTITCGATGCTGAAAGGA--GTGATTGCGTGTTCA
CTTTAGTCATCATGGTGTTCGATGCTGAAAGGA--GTGATTGCGTGTTCA
CTTTAGTCATCATGGTGTTCGATGCTGAAAGGA--GTGATTGCGTGTTCA
CTTTAGTCATCATGGTGTTCGATGCTGAAAGGA--GTGATTGCGTGTTCA
CTTTAGTCACCATGGTGTITTGATGCTGAAAGGA--GTGATTGCGTGTTCA
CTTTAGTCATTATGGTGTITCGATGCTGAAAGGA--GTGATTGCGTGTTCA
CTCTAATTATCATGATGTTTGATGCTGAAAGGA--GCGACTGTGTATTTA
AGCTA--TATGCAAGTTTACAGCGCAAACTTGAACGCGATTTCACATGGG

* % * * K * % * * % * k*x ok *

AAACTCTCAATAA--ATTTAAGGGTGTCCTTTCCTCA-CTGGACCATGAA
AAACTCTCAATAA--ATTTAAGGGTGTCCTTTCCTCA-CTGGACCATGAA
AAACTCTCAATAA--ATTTAAGGGTGTCCTTTCCTCA-CTGGACCATGAA
AAACTCTCAATAA--ATTTAAGGGTGTCCTTTCCTCA-CTGGACCATGAA
AAACTCTCAATAA--ATTTAAGGGTGTCCTTTCCTICA-CTGGACCATGAA
AAACTCTCAATAA--ATTTAAGGGTGTCCTTTCCTICA-CTGGACCATGAA

49
49
49
49
49
49
49
49
49
49
49
46

97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
97
94

144
144
144
144
144
144
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AJ889866_PVYNTN_Alemanha_6K1l
AJ889867_PVYW_Alemanha_6K1l
OBR_6K1
EF026074_PVYO_USA_6K1
AJ166866_PVYNTN_Canada_6K1l
AF522296_PVYN_Egito_6K1

ITA_6K1

VGS_6K1
EF026075_PVYNTN_USA_6K1
EF026076_PVYNO-USA_6K1
AY745492 PVYNO_Canada_6K1
AB270705_PVYN_Japao_6K1
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_6K1
AJ889867_PVYW_Alemanha_6K1l
OBR_6K1
EF026074_PVYO_USA_6K1
AJ166866_PVYNTN_Canada_6K1l
AF522296_PVYN_Egito_6K1

AAACTCTCAATAA--ATTCAAGGGTGTCCTTTCCTICA-CTGGACCATGAA
AAACTCTCAATAA--ATTCAAGGGTGTCCTTTCCTICA-CTGGACCATGAA
AAACTCTCAATAA--ATTTAAGGGTGTCCTTTCCTCA-CTGGATCATGAA
AAACTCTCAATAA--ATTTAAGGGTGTCCTTTCCTCA-ATGGACTATGAA
AGACTCTCAACAA--ATTCAAGGGCATCGTTTICTTCA-ATGGATCATGAA

ATGAGTACATTGAGTATTTGAAGTCAGTAAACCCTCAGATAGTTCAGTTT
* * % * xkx Kk K * kxk  x *

GTTAGACATCAG 156
GTTAGACATCAG 156
GTTAGACATCAG 156
GTTAGACATCAG 156
GTTAGACATCAG 156
GTTAGACATCAG 156
GTTAGACATCAG 156
GTTAGACATCAG 156
GTTAGACATCAG 156
GTTAGACATCAG 156
GTTAGACACCAG 156
GCTCAAGCGCAG 156

* ok * * kK

144
144
144
144
144
144
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CLUSTAL 2.0.8 multiple sequence alignment

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492_PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492 PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492 PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI
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AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492 PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492_PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492 PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

————————————————————————————————— TCCTTAGACGATGTGAT
————————————————————————————————— TCCTTAGACGATGTGAT
————————————————————————————————— TCCTTAGACGATGTGAT
CTTTCCTCACTGGATTATGAAGTTAGACATCAGTCCTTAGACGATGTGAT
————————————————————————————————— TCCTTAGACGATGTGAT
————————————————————————————————— TCCTTAGACGATGTGAT
————————————————————————————————— TCCTTAGACGATGTGAT
————————————————————————————————— TCCTTAGACGATGTGAT
————————————————————————————————— TCCTTGGATGATGTAAT
————————————————————————————————— TCCTTGGATGATGTAAT

*hkkhkkk kk Kixkkkkhkk k%

CAAGAATTTTGATGAGAGGAATGAGACTATTGATTTTGAATTGAGTGAGG
CAAGAATTTTGATGAGAGGAATGAGACTATTGATTTTGAATTGAGTGAGG
CAAGAATTTTGATGAGAGGAATGAGACTATTGATTTTGAATTGAGTGAGG
CAAGAATTTTGATGAGAGGAATGAGATTATTGATTTTGAATTGAGTGAGG
CAAGAATTTTGATGAGAGGAATGAGATTATTGATTTTGAATTGAGTGAGG
CAAGAATTTTGATGAGAGGAATGAGACTATTGATTTTGAATTGAGTGAGG
CAAGAATTTTGATGAGAGGAATGAGATTATTGATTTTGAATTGAGTGAGG
CAAGAATTTTGATGAGAGGAATGAGATTATTGATTTTGAATTGAGTGAGG
CAAGAATTTCGATGAAAGGAACGAAGTTATTGATTTTGAGCTAAATGAGG
CAAGAATTTCGATGAAAGGAACGAAGTTATTGATTTTGAGCTAAATGAGG

*khkkhkhkkhkkhkkhkkk Krkhkkhkkk K*irkkkkhkk k% * ok Kk ok kkhkkkkk kK * kK kkk kK

ACACAATTCGAACATCATCAGTGCTAGATACAAAGTTTAGTGATTGGTGG
ACACAATTCGAACATCATCAGTGCTAGATACAAAGTTTAGTGATTGGTGG
ACACAATTCGAACATCATCAGTGCTAGATACAAAGTTTAGTGATTGGTGG
ACACAATTCGAACTTCATCAGTGCTAGATACAAAGTTTAGTGATTGGTGG
ACACAATTCGAACATCATCAGTGCTAGATACAAAGTTTAGTGATTGGTGG
ACACAATTCGAACATCATCAGTGCTAGATACAAAGTTTAGTGATTGGTGG
ACACAATTCGAACATCATCAGTGCTAGATACAAAGTTTAGTGATTGGTGG
ACACAATTCGAACATCATCAGTGCTAGATACAAAGTTTAGTGATTGGTGG
ATACAATTAAAACATCATCAGTGTTGGACACAAAGTTTAGCGACTGGTGG

ATACAATTAAAACATCATCAGTGTTGGACACGAAGTTTAGCGACTGGTGG
Kk kkkkokk  kkk kkkkkkkkk ok kk kk kkkkkkkk kk kkkkk*k
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250
67
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AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
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EF026074_PVYO_USA_CI
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AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI
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AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
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GACCGACAAATCCAGATGGGTCATACACTTCCACATTACAGAACCGAGGG
GACCGACAAATCCAGATGGGACATACACTTCCACATTACAGAACCGAGGG
GACCGACAAATCCAGATGGGACATACACTTCCACATTACAGAACCGAGGG
GATCGACAAATCCAGATGGGACATACACTTCCACATTACAGAACTGAGGG
GACCGACAAATCCAGATGGGACATACACTTCCACATTACAGAACCGAGGG
GACCGACAAATCCAGATGGGACATACACTTCCACATTACAGAACCGAGGG
GACCGACAAATCCAGATGGGACATACACTTCCACATTACAGAACCGAGGG
GACCGACAAATCCAGATGGGACATACACTTCCACATTACAGAACCGAGGG
GATCGGCAAATCCAAATGGGACACACACTTCCCCACTATAGAACTGAGGG

GATCGGCAAATCCAAATGGGACACACACTTCCCCATTATAGAACTGAGGG
kx kok kkkkokkokx kkkokx kok kkkkkkkk kk kk kkkkk kkkokx

GCACTTCATGGAATTCACAAGAGCAACTGCTGTCCAAGTGGCTAATGATA
GTATTTCATGGAATTCACAAGAGCAACTGCTGTCCAAGTGGCTAATGATA
GCACTTCATGGAATTCACAAGAGCAACTGCTGTCCAAGTGGCTAATGATA
GCACTTCATGGAATTTACAAGAGCAACTGCTGTTCAAGTGGCTAATGACA
GCACTTCATGGAATTCACAAGAGCAACTGCTGTCCAAGTGGCTAATGACA
GTATTTCATGGAATTCACAAGAGCAACTGCTGTCCAAGTGGCTAATGATA
GCACTTCATGGAATTCACAAGAGCAACTGCTGTCCAAGTGGCTAATGACA
GCACTTCATGGAATTCACAAGAGCAACTGCTGTCCAAGTGGCTAATGACA
ACACTTCATGGAATTCACAAGGGCAACTGCTGTGCAAGTGGCCAATGACA
ACACTTCATGGAATTCACAAGGGCAACTGCTGTACAAGTGGCCAACGACA

* Ak kkhkhkhkhkkhkhkkhkkhk hhkkhkhkk kAhkkkhkhkhkkhkkhkhkkkh khkkhkikkkhkkk kkx kK K

TCGCTCATAGCGAACACCTAGACTTTCTAGTAAGGGGAGCTGTTGGGTCT
TCGCCCATAGCGAACACCTAGACTTCCTAGTAAGGGGAGCTGTTGGGTCT
TCGCCCATAGCGAACACCTAGACTTTCTAGTAAGGGGAGCTGTTGGGTCT
TTGCCCATAGCGAACACCTAGACTTTTTAGTACGGGGAGCTGTTGGGTCT
TTGCCCATAGCGAACACCTAGACTTTCTAGTAAGGGGAGCTGTTGGGTCT
TCGCCCATAGCGAACACCTAGACTTCCTAGTAAGGGGAGCTGTTGGGTCT
TTGCCCATAGCGAACACCTAGACTTTCTAGTAAGGGGAGCTGTTGGGTCT
TTGCCCATAGCGAACACCTAGACTTTCTAGTAAGGGGAGCTGTTGGGTCT
TCGCACATAGTGAGCACCTAGATTTTCTAGTGAGGGGAGCTGTTGGGTCT
TCGCGCATAGTGAGCACCTAGACTTTCTAGTGAGGGGAGCTGTTGGGTCT

* kk kkkkk kk khkAkkAkAkKhA KKk * ok Kk k khkkhk Ak Kk Ak kA khkkhk
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AB270705_PVYN_Japao_CI

GGAAAGTCAACTGGGTTGCCTGTTCATCTTAGTGTAGCCGGATCTGTGCT
GGAAAGTCAACTGGGTTGCCTGTTCATCTTAGTGTAGCCGGATCTGTGCT
GGAAAGTCAACTGGGTTGCCTGTTCATCTTAGTGTAGCTGGATCTGTGCT
GGAAAGTCAACTGGGTTGCCTGTTCATCTTAGTGTGGCCGGATCTGTGCT
GGAAAGTCAACTGGGTTGCCTGTTCATCTTAGTGTAGCCGGATCTGTGCT
GGAAAGTCAACTGGGTTGCCTGTTCATCTTAGTGTAGCCGGATCTGTGCT
GGAAAGTCAACTGGGTTACCTGTTCATCTTAGTGTAGCCGGATCTGTGCT
GGAAAGTCAACTGGGTTGCCTGTTCATCTTAGTGTAGCCGGATCTGTGCT
GGAAAATCTACTGGACTGCCCGTTCATCTCAGTGCAGCTGGATCCGTGCT
GGAAAATCTACTGGACTGCCTGTCCATCTCAGTGCAGCTGGATCCGTGCT

*khkkkKhkk kA KAk kKk * kk kk kkkkk kk kK *k kkkkk KAk Kk Kk

TTTAATTGAACCAACGCGACCACTAGCGGAGAACGTTTTCAAACAGCTAT
TTTAATTGAACCAACGCGACCACTAGCGGAGAACGTTTTCAAACAGCTGT
TTTAATTGAACCAACGCGACCACTAGCGGAGAACGTTTTCAAACAGCTAT
TTTAATTGAACCAACGCGACCACTAGCGGAGAACGTTTTCAAACAGCTAT
TTTAATTGAACCAACGCGACCACTAGCGGAGAACGTTTTCAAACAGCTAT
TTTAATTGAACCAACGCGACCACTAGCGGAGAACGTTTTCAAACAGCTGT
TTTAATTGAACCAACGCGACCACTAGCGGAGAACGTTTTCAAACAGCTAT
TTTAATTGAACCAACGCGACCACTAGCGGAGAACGTTTTCAAACAGCTAT
TTTGATAGAACCAACTCGACCACTTGCAGAAAACGTGTTCAAGCAGTTAT
TTTGATAGAACCAACTCGACCACTTGCAGAAAACGTGTTCAAGCAATTGT

*kkhkk kkhk khkkhkhkkkhkhkk kAhkkkhkhkhkkhkk kkhk kk kkkhkkk Ak kkhkk kK * K

CTAGTGAACCATTCTTCAAGAAGCCAACACTGCGTATGCGTGGAAATAGT
CTAGTGAACCATTCTTCAAGAAGCCAACACTGCGTATGCGTGGAAATAGT
CTAGTGAACCATTCTTCAAGAAGCCAACACTGCGTATGCGTGGAAATAGT
CTAGTGAACCATTCTTCAAGAAGCCAACACTGCGTATGCGTGGAAATAGT
CTAGTGAACCATTCTTCAAGAAGCCAACACTGCGTATGCGTGGAAATAGT
CTAGTGAACCATTCTTCAAGAAGCCAACACTGCGTATGCGTGGAAATAGT
CTAGTGAACCATTCTTCAAGAAGCCAACACTGCGTATGCGTGGAAATAGT
CTAGTGAACCATTTTTCAAGAAGCCAACACTGCGTATGCGTGGAAATAGT
CCAGTGAACCGTTTTTCAAGAAGCCAACACTGCGCATGCGAGGAAATAGT
CCAGTGAACCGTTTTTCAAGAAGCCAACACTGCGCATGCGAGGAAATAGT

* Ak kkhkhkhkkhkkhk khkhk hkhkkhkhkhkkhkhkhkhkAhkhkhkkhkhkhkhkkhkhkhkhk kAhkkhkhkk kAhkkkhkkkkhkkk

ATATTTGGCTICTTICTCCAATCTCCGTCATGACTAGCGGATTTGCTCTACA
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ATATTTGGCTICTTICTCCAATCTCCGTCATGACTAGCGGATTTGCGCTACA
ATATTTGGCTCTTICTCCAATCTCCGTCATGACTAGCGGATTTGCGCTACA
ATATTTGGCTCTTICTCCAATCTCCGTCATGACTAGCGGATTTGCGCTACA
ATATTTGGCTCTTICTCCAATCTCCGTCATGACTAGCGGATTTGCGCTACA
ATATTTGGCTCTTICTCCAATCTCCGTCATGACTAGCGGATTTGCGCTACA
ATATTTGGCTICTTICTCCAATCTCCGTCATGACTAGCGGATTTGCGCTACA
ATATTTGGCTICTTICTCCAATCTCCGTCATGACTAGCGGATTTGCGCTACA
GTGTTTGGTTCCTCTCCAATTTCCATCATGACTAGCGGCTTTGCGTTGCA
GTGTTTGGTTCCTCTCCAATCTCCATTATGACTAGCGGCTTTGCGTTGCA

* Ak kkhkk kk kkhkhkhkhkkhkhkk khkk kK khkhkkkhkhkkkhkhkikk Kk kkk * k%

CTACTTCGCCAATAATCGCTCTCAATTAGCTCAGTTCAACTTTGTGATAT
CTACTTCGCCAATAATCGCTCTCAATTAGCTCAGTTCAACTTTGTGATAT
CTACTTCGCCAATAATCGCTCTCAATTAGCTCAGTTCAACTTTGTGATAT
CTACTTCGCCAATAATCGCTCTCAATTAGCTCAGTTCAACTTTGTAATAT
CTACTTCGCCAATAATCGCTCTCAATTAGCTCAGTTCAATTTTGTAATAT
CTACTTCGCCAATAATCGCTCTCAATTAGCTCAGTTCAACTTTGTGATAT
CTACTTCGCCAATAATCGCTCTCAATTAGCTCAGTTCAACTTTGTAATAT
CTACTTCGCCAATAATCGCTCTCAATTAGCTCAGTTCAATTTTGTAATAT
CTACTATGCTAATAATCGCTCTCAGCTAACTCAGTTTAATTTCATAATTT

CTACTATGCTAATAATCGCTTTCAGTTAACTCAGTTTAATTTCATAATTT
kxkokkok  kk kxkkkkkkkx kkx  kx kkkkkkx kk kx Kk kx *

TTGATGAGTGCCATGTTCTGGATCCTTCCGCAATGGCGTTCCGCAGTCTG
TTGATGAGTGCCATGTTCTGGATCCTTCCGCAATGGCGTTCCGCAGTCTG
TTGATGAGTGCCATGTTCTGGATCCTTCCGCAATGGCGTTCCGCAGTCTG
TTGATGAGTGTCATGTTCTGGATCCTTCCGCGATGGCGTTCCGCAGTCTG
TTGATGAGTGCCATGTTCTGGATCCTTCCGCAATGGCGTTCCGCAGTCTG
TTGATGAGTGCCATGTTCTGGATCCTTCCGCAATGGCGTTCCGCAGTCTG
TTGATGAGTGCCATGTTCTGGATCCTTCCGCAATGGCGTTCCGCAGTCTG
TTGATGAGTGCCATGTTCTGGATCCTTCCGCAATGGCGTTCCGCAGTCTG
TTGATGAATGTCATGTTCTAGATCCTTCTGCAATGGCATTTCGTAGCTTG
TTGATGAATGTCATGTTTTAGATCCTTCTGCAATGGCATTTCGTAGCTTG

khkkhkhkkhkhk hkhk kkhkhkhkkhkk Kk kAhkkhkkhkhkkkhkk kk kkhkkkhkk Kk kkx Kk * %

CTGAGTGTTTATCATCAAGCATGCAAAGTGTTAAAAGTGTCAGCTACTCC
CTGAGTGTTTATCATCAAGCATGCAAAGTATTAAAAGTGTCAGCTACTCC
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CTGAGTGTTTATCATCAAGCATGCAAAGTATTAAAAGTGTCAGCTACTCC
CTGAGTGTTTATCATCAAGCATGCAAAGTATTAAAAGTGTCAGCTACTCC
CTGAGTGTTTATCATCAAGCATGCAAAGTATTAAAAGTGTCAGCTACTCC
CTGAGTGTTTATCATCAAGCATGCAAAGTATTAAAAGTGTCAGCTACTCC
CTGAGTGTTTATCATCAAGCATGCAAAGTATTAAAAGTGTCAGCTACTCC
CTGAGTGTTTATCATCAAGCATGCAAAGTATTAAAAGTGTCAGCTACTCC
TTAAGTGTGTATCACCAAACATGCAAAGTGTTAAAGGTATCAGCCACTCC
CTAAGTGTGTATCACCAAACATGCAAAGTGTTAAAGGTGTCAGCCACTCC

* Ak kkhkk khhkhkkhkkhk kkhkkhk kkhkkhkhkkhkkhkhkhkkhkkhk kkhkkkhkk kk kkkkhkk kkkkKk

AGTGGGAAGAGAGGTTGAATTTACAACACAGCAACCAGTCAAGTTAATAG
AGTGGGAAGAGAGGTTGAATTTACAACACAGCAACCAGTCAAGTTAATAG
AGTGGGAAGAGAGGTTGAATTTACAACACAGCAACCAGTCAAGTTAATAG
AGTGGGAAGAGAGGTTGAATTCACAACACAGCAGCCAGTCAAGTTAATAG
AGTGGGAAGAGAGGTT-——————————————————————————————————
AGTGGGAAGAGAGGTTGAATTTACAACACAGCAACCAGTCAAGTTAATAG
AGTGGGAAGAGAGGTTGAATTTACAACACAGCAACCAGTCAAGTTAATAG
AGTGGGAAGAGAGGTTGAATTTACAACACAGCAACCAGTCAAGTTAATAG
AGTGGGAAGGGAGGTCGAGTTCACAACACAACAACCAGTTAAATTGGTGG
AGTGGGAAGGGAGGTCGAGTTCACAACACAACAACCAGTTAAATTGGTGG

*khkkhkAkkkhkkAkk Ak kkk

TGGAGGACACACTGTICTTTCCAATCATTTGTTGATGCACAAGGTTCTAAA
TGGAGGACACACTGTICTTTCCAATCATTTGTTGATGCACAAGGTTCTAAA
TGGAGGACACACTGTICTTTCCAATCATTTGTTGATGCACAAGGTTCTAAA
TGGAGGACACACTGTICTTITCCAATCATTTGTTGATGCACAAGGTTCTAAA
77777777777777777777777777 TTTGTTGATGCACAAGGTTCTAAA
TGGAGGACACACTGTICTTITCCAATCATTTGTTGATGCACAAGGTTCTAAA
TGGAGGACACACTGTICTTTCCAATCATTTGTTGATGCACAAGGTTCTAAA
TGGAGGACACACTGTICTTTCCAATCATTTGTTGATGCACAAGGTTCTAAA
TTGAGGATACACTTTCATTCCAATCTTTTGTTGATGCGCAAGGCTCAAAA
TTGAGGATACACTTTCATTCCAATCTTTTGTTGATGCGCAAGGCTCAAAA

khkkhkkkhkkhkkhkhkkhkk kkx K(hkkkk kK Kkk*k

ACTAATGCTGACGTTGTTCAGTTTGGTTCAAACGTACTTGTGTACGTGTC
ACTAATGCTGATGTTGTTCAGTTTGGTTCAAACGTACTTGTGTACGTGTC
ACTAATGCTGATGTTGTTCAGTTTGGTTCAAACGTACTTGTGTACGTGTC

617
800
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617
617
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617
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667
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850
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6677
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900
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ACTAATGCTGATGTTGTTCAGTTTGGTTCAAACGTACTTGTGTACGTGTC
ACTAATGCTGATGTTGTTCAGTTTGGTTCAAACGTACTTGTGTACGTGTC
ACTAATGCTGATGTTGTTCAGTTTGGTTCAAACGTACTTGTGTACGTGTC
ACTAATGCTGATGTTGTTCAGTTTGGTTCAAACGTACTTGTGTACGTGTC
ACTAATGCTGATGTTGTTCAGTTTGGTTCAAACGTACTTGTGTACGTGTC
ACCAATGCCGACGTTGTTCAGCATGGTTCGAACATACTCGTGTATGTGTC
ACCAATGCCGACGTTGTTCAGCATGGTTCGAACATACTCGTGTATGTGTC

Kk kkkkk kk kkhkkkkhkkkkhKk *khkkhkkkk kkhkk kkhkkhkk khkkkk Kkkhkkkk

GAGCTACAATGAAGTTGACACCTTGGCTAAGCTCCTAACAGACAAGAATA
GAGCTACAATGAAGTTGACACCTTGGCTAAGCTCCTAACAGACAAGAATA
GAGCTACAATGAAGTTGACACCTTGGCTAAGCTCCTAACAGACAAGAATA
GAGCTACAATGAAGTTGACACCTTGGCCAAGCTCCTAACAGACAAGAATA
GAGCTACAATGAAGTTGATACCTTGGCTAAGCTCCTAACAGACAAGAATA
GAGCTACAATGAAGTTGACACCTTGGCTAAGCTCCTAACAGACAAGAATA
GAGCTACAATGAAGTTGATACCTTGGCTAAGCTCCTAACAGACAAGAATA
GAGCTACAATGAAGTTGATACCTTGGCTAAGCTCCTAACAGACAAGAATA
GAGTTACAATGAAGTGGATACATTAGCCAAGCTTCTAACGGATAGGAATA
GAGTTACAATGAAGTGGATACATTAGCCAAGCTTCTAACAGATAGGAATA

*khkk khkhkkhkhkkhkkhkhkhkkhkhkk kk kk kkhk kk khkkhkkk khkkkhkk kk Kk Kkkkkk

TGATGGTCACAAAGGTTGATGGCAGAACAATGAAGCACGGTTGCCTAGAA
TGATGGTCACAAAGGTTGATGGCAGAACAATGAAGCACGGTTGCCTAGAA
TGATGGTCACAAAGGTTGATGGCAGAACAATGAAGCACGGTTGCCTAGAA
TGATGGTCACAAAGGTTGATGGCAGAACAATGAAGCACGGTTGCCTAGAA
TGATGGTCACAAAGGTTGATGGCAGAACAATGAAGCACGGTTGCCTAGAA
TGATGGTCACAAAGGTTGATGGCAGAACAATGAAGCACGGTTGCCTAGAA
TGATGGTCACAAAGGTTGATGGCAGAACAATGAAGCACGGTTGCCTAGAA
TGATGGTCACAAAGGTTGATGGCAGAACAATGAAGCACGGTTGCCTAGAA
TGGTTGTCTCAAAAGTTGATGGCAGAACAATGAAGCACGGATGCTTAGAA
TGGTAGTCTCAAAAGTTGATGGCAGAACAATGAAGCACGGATGCTTAGAA

ok ok kkk khkkk khkhkkhkAhkhkAhkhkAhhkAI A A I A A A A A AL khkk Ak k kK

ATTGTCACAAAAGGAACCAGTGCGAGACCACATTTITGTTGTAGCAACCAA
ATTGTCACAAAAGGAACCAGTGCGAGACCACATTTITGTTGTAGCAACCAA
ATTGTCACAAAAGGAACCAGTGCGAGACCACATTTITGTITGTAGCAACCAA
ATTGTCACAAAAGGAACCAGTGCGAGACCACATTTITGTITGTAGCAACCAA
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ATTGTCACAAAAGGAACCAGTGCGAGACCACATTT———————————————
ATTGTCACAAAAGGAACCAGTGCGAGACCACATTTITGTITGTAGCAACCAA
ATTGTCACAAAAGGAACCAGTGCGAGACCACATTTITGTTGTAGCAACCAA
ATTGTCACAAAAGGAACCAGTGCGAGACCACATTTITGTTGTAGCAACCAA
ATTGTAACGAAAGGGACTAGTGCAAAGCCACATTTITGTCGTAGCAACTAA

ATTGTAACGAAAGGTACTAGTGCAAAGCCACATTTTGTCGTAGCAACTAA
kxokxok kx kkkkk Kk kkkkk Kk kkkkkkkok

CATAATTGAGAATGGAGTGACTTTGGACATAGACGTGGTTGTAGATTTTG
CATAATTGAGAATGGAGTGACTTTGGACATAGACGTGGTTGTAGATTTTG
CATAATTGAGAATGGAGTGACTTTGGACATAGACGTGGTTGTAGATTTTG
CATAATTGAGAATGGAGTGACTTTGGACATAGACGTGGTTGTGGACTTTG
CATAATTGAGAATGGAGTGACTTTGGACATAGACGTGGTTGTAGATTTTG
CATAATTGAGAATGGAGTGACTTTGGACATAGACGTGGTTGTAGATTTTG
CATAATTGAGAATGGAGTGACTTTGGACATAGACGTGGTTGTAGATTTCG
CATTATTGAAAATGGAGTAACTTTAGATATAGATGTAGTTGTAGATTTTG
CATTATTGAAAATGGAGTAACTTTAGATATAGATGTAGTTGTAGATTTTG

GGTTAAAAGTCTCACCGTTCTTGGACATAGACAATAGGAGCATTGCTTAC
GGTTGAAAGTCTCACCGTTCTTGGACATTGACAATAGGAGCATTGCTTAC
GGTTGAAAGTTTCACCGTTCTTGGATATTGACAATAGGAGCATTGCTTAC
GGTTGAAAGTCTCACCGTTCTTGGACATTGACAATAGGAGCATTGCTTAC
GGTTGAAAGTCTCACCGTTCTTGGACATTGACAATAGGAGCATTGCTTAC
GGTTAAAAGTCTCACCGTTCTTGGACATTGACAATAGGAGCATTGCTTAC
GGTTGAAAGTCTCACCGTTCTTGGACATTGACAATAGGAGCATTGCTTAC
GGCTTAAAGTCTCACCGTTTTTAGATATTGACAATAGGAGCATTGCATAC
GGCTTAAAGTCTCACCGTTTTTAGATATTGACAATAGGAGCATTGCATAC

AATAAGGTGAGTGTTAGCTATGGTGAGAGAATTCAAAGGCTGGGTCGTGT
AATAAGGTGAGTGTTAGCTATGGTGAGAGAATTCAAAGGCTGGGTCGTGT
AATAAGGTGAGTGTTAGCTATGGTGAGAGAATTCAAAGGTTGGGTCGTGT
AATAAGGTGAGTGTTAGCTATGGTGAGAGAATTCAAAGGCTGGGTCGTIGT
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AY745492_PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI

AATAAGGTGAGTGTTAGCTATGGTGAGAGAATTCAAAGGCTGGGTCGTIGT
AATAAGGTGAGTGTTAGCTATGGTGAGAGAATTCAAAGGCTGGGTCGTIGT
AATAAGGTGAGTGTTAGCTATGGTGAGAGAATTCAAAGGCTGGGTCGTGT
AATAAGATTAGTGTTAGCTATGGAGAAAGAATTCAGAGGTTGGGTCGTGT
AATAAGATTAGTGTTAGCTATGGAGAAAGAATTCAGAGGTTGGGCCGTGT

TGGACGCTTCAAGAAAGGAGTAGCATTGCGCATTGGACACACTGAGAAGG
TGGACGCTTCAAGAAAG—————————————————————————————————
TGGACGCTTCAAGAAAGGAGTAGCATTGCGCATTGGACACACTGAGAAGG
TGGACGCTTCAAGAAAGGAGTAGCATTGCGCATTGGACACACTGAAAAGG
TGGACGCTTCAAGAAAGGAGTAGCATTGCGCATTGGACACACTGAGAAGG
TGGACGCTTCAAGAAAGGAGTAGCATTGCGCATTGGACACACTGAGAAGG
TGGACGCTTCAAGAAAGGAGTAGCATTGCGCATTGGACACACTGAGAAGG
TGGGCGCTTTAAGAAGGGAGTGGCATTGCGTATTGGGCACACCGAAAAGG
TGGGCGCTTTAAGAAGGGAGTGGCATTGCGAATTGGACGCACTGAGAAGG

GAATTATTGAAATTCCAAGCATGATCGCTACAGAGGCGGCTCTTGCTTGC
——————————————————————————— CTACAGAGGCGGCTCTTGCTTGC
GAATTATTGAAATTCCAAGCATGATCGCTACAGAGGCGGCTCTTGCTTGC
GAATTATTGAAATTCCAAGCATGGTCGCTACTGAGGCGGCTCTTGCTTGC
GAATTATTGAAATTCCAAGCATGATCGCTACAGAGGCGGCTCTTGCTTGC
GAATTATTGAAATTCCAAGCATGATCGCTACAGAGGCAGCTCTTGCTTGC
GAATTATTGAAATTCCAAGCATGATCGCTACAGAGGCGGCTCTTGCTTGC
GAATTATTGAGATTCCAAGTATGATTGCTAGTGAAGCTGCGCTTGCGTGC
GAATTATTGAAATTCCAAGCATGATCGCTACAGAGGCGGCTCTTGCTTGC

TTTGCATATAACTTGCCAGTGATGACAGGAGGCGTCTCAACTAGTCTGAT
TTTGCATATAACTTGCCAGTGATGACAGGAGGCGTCTCAACTAGTCTGAT
TTTGCATATAACTTGCCAGTGATGACAGGAGGCGTCTCAACTAGTCTGAT
TTTGCATATAACTTGCCAGTGATGACAGGAGGCGTTTCAACTAGTCTGAT

TTTGCATATAACTTGCCAGTGATGACAGGAGGCGTCTCAACTAGTCTGAT
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EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492_PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492 PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492_PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI

TTTGCATATAACTTACCAGTGATGACAGGAGGCGTCTCAACTAGTCTGAT
TTTGCATATAACTTGCCAGTGATGACAGGAGGCGTCTCAACTAGTCTGAT
TTTGCATACAATTTGCCAGTAATGACAGGGGGTGTTTCAACTAGCCTCAT
TTTGCATATAACTTGCCAGTGATGACAGGAGGCGTCTCAACTAGTCTGAT

TGGCAATTGTACTGTGCGCCAAGTTAAAACAATGCAGCAATTTGAATTGA
TGGCAATTGTACTGTGCGCCAAGTTAAAACAATGCAGCAATTTGAATTGA
TGGCAATTGCACTGTGCGCCAAGTTAAAACAATGCAGCAATTTGAATTGA
TGGCAATTGTACTGTGCGCCAGGTTAAAACAATGCAGCAATTTGAATTGA
TGGCAATTGTACTGTGCGCCAAGTTAAAACAATGCAGCAATTTGAATTGA
TGGCAATTGTACTGTGCGCCAAGTTAAAACAATGCAGCAATTTGAATTGA
TGGCAATTGTACTGTGCGCCAAGTTAAAACAATGCAGCAATTTGAATTGA
TGGCAATTGTACTGTTCGTCAAGTCAAAACTATGCAACAATTTGAGCTGA
TGGCAATTGTACTGTGCGCCAAGTTAAAACAATGCAGCAATTTGAATTGA

GTCCCTTCTTTATCCAGAATTTCGTTGCCCACGATGGATCAATGCATCCT
GTCCCTTCTTTATCCAGAATTTCGTTGCCCACGATGGATCAATGCATCCT
GTCCCTTCTTTATCCAGAATTTCGTTGCCCACGATGGATCAATGCATCCT
GTCCCTTCTTTATCCAGAATTTCGTTGCTCATGATGGATCAATGCATCCT
GTCCCTTCTTTATCCAGAATTTCGTTGCCCACGATGGATCAATGCATCCT
GTCCCTTCTTTATCCAGAATTTCGTTGCCCATGATGGATCAATGCATCCT
GTCCCTTCTTTATCCAGAATTTCGTTGCCCATGATGGATCAATGCATCCT
GTCCATTCTTTATACAAAATTTTGTTGCCCATGATGGATCAATGCATCCA
GTCCCTTCTTTATCCAGAATTTCGTTGCCCACGATGGATCAATGCATCCT

GTCATACATGACATTICTTAAAAAGTATAAACTTCGAGATTGTATGACACC
GTCATACATGACATTICTTAAAAAGTATAAACTTCGAGATTGTATGACACC
GTCATACATGACATTCTTAAAAAGTATAAACTTCGAGATTGTATGACACC
GTCATACATGACATTCTTAAAAAGTATAAACTTCGAGATTGTATGACGCC
GTCATACATGACATTICTTAAAAAGTATAAACTTCGAGATTGTATGACACC
GTCATACATGACATTICTTAAAAAGTATAAACTTCGAGATTGTATGACACC
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AY745492_PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492 PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492 PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492_PVYNO_Canada_CI

GTCATACATGACATTICTTAAAAAGTATAAACTTCGAGATTGTATGACACC
GTCATACATGACATTICTTAAGAAGTATAAACTGCGAGATTGTATGACGCC
GTCATACATGACATTCTTAAAAAGTATAAACTTCGAGATTGTATGACACC

TTTGTGCGATCAGTCTATACCATACAGGGCATCGAGCACTTGGTTATCGG
TTTGTGCGATCAGTCTATACCATACAGGGCATCGAGCACTTGGTTATCGG
TTTGTGCGATCAGTCTATACCATACAGGGCATCGAGCACTTGGTTATCGG
TTTGTGCGATCAGTCTATACCATACAGGGCATCGAGTACTTGGTTATCGG
TTTGTGCGATCAGTCTATACCATACAGGGCATCGAGCACTTGGTTATCGG
TTTGTGCGATCAGTCTATACCATACAGGGCATCGAGCACTTGGTTATCGG
TTTGTGCGATCAGTCTATACCATACAGGGCATCGAGCACTTGGTTATCGG
CTTGTGTGATCAATCCATACCTTACAGAGCCTCAAGCACTTGGTTGTICTG
TTTGTGCGATCAGTCTATACCATACAGGGCATCGAGCACTTGGTTATCGG

TTAGTGAATATGAGCGACTTGGAGTGGCCTTAGAAATTCCAAAGCAAGTC
TTAGTGAATATGAGCGACTTGGAGTGGCCTTAGAAATTCCAAAGCAAGTC
TTAGTGAATATGAGCGACTTGGAGTGGCCTTAGAAATTCCAAAGCAAGTC
TTAGTGAATATGAGCGACTTGGAGTGGCCTTAGAAATTCCAAAGCAAGTC
TTAGTGAATATGAGCGACTTGGAGTGGCCTTAGAAATTCCAAAGCAAGTC
TTAGTGAATATGAGCGACTTGGAGTGGCCTTAGAAATTCCAAAGCAAGCC
TTAGTGAATATGAGCGACTTGGAGTGGCCTTAGAAATTCCAAAGCAAGTC
TTGGTGAGTACGAACGACTCGGAGTGGTTTTGGACATTCCAAAACAGATC
TTAGTGAATATGAGCGACTTGGAGTGGCCTTAGAAATTCCAAAGCAAGTC

AAAATTGCATTCCATATCAAAGAGATCCCTCCTAAGCTCCACGAAATGCT
AAAATTGCATTCCATATCAAGGAGATTCCTCCTAAGCTCCACGAAATGCT
AAAATTGCATTCCATATCAAAGAGATCCCTCCTAAGCTCCACGAAATGCT
AAAATTGCATTCCATATCAAAGAGATCCCTCCTAAGCTCCACGAAATGCT
AAAATTGCATTCCATATCAAGGAGATTCCTCCTAAGCTCCACGAAATGCT
AAAATTGCATTCCATATCAAAGAGATCCCTCCTAAGCTCCACGAAATGCT
AAAATTGCATTCCATATCAAAGAGATCCCTCCTAAGCTCCACGAAATGCT
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AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492_PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492 PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492_PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI

AAGATTGCATTCCACATCAAGGACATCCCTTCTAAGTTGCATGAAATGCT
AAAATCGCATTCCATATCAAAGAGATCCCTCCTAAGCTCCACGAAATGCT

TTGGGAAACGGTTGTCAAGTACAAAGACGTTTGCTTATTTCCAAGCATTC
TTGGGAAACGGTTGTCAAGTACAAAGACGTTITGCTTATTTCCAAGCATTC
TTGGGAAACGGTTGTCAAGTACAAAGACGTTTGCTTATTTCCAAGCATTC
TTGGGAAACGGTTGTCAAGTACAAAGACGTTTGCTTATTTCCAAGCATTC
TTGGGAAACGGTTGTCAAGTACAAAGACGTTTGCTTATTTCCAAGCATTC
TTGGGAAACGGTTGTCAAGTACAAAGACGTTITGCTTATTTCCAAGCATTC
TTGGGAAACGGTTGTCAAGTACAAAGACGTTITGCTTATTTCCAAGCATTC
TTGGGAAACAGTTATTAAATACAAGGATGTGTGTITTGTTTCCAAGTATTC
TTGGGAAACGGTTGTCGAGTACAAAGACGTTTGCTTATTTCCAAGCATTC

GAGCATCGTCCATCAGCAAAATCGCATACACATTIGCGTACAGACCTCTTC
GAGCATCGTCCATCAGCAAAATCGCATACACATTIGCGTACAGACCTCTTC
GAGCATCGTCCATCAGCAAAATCGCATACACATTIGCGTACAGACCTCTTC
GAGCATCGTCCATCAGCAAAATCGCATACACATTIGCGTACAGATCTCTTC
GAGCATCGTCCATCAGCAAAATCGCATACACATTIGCGTACAGACCTCTTC
GAGCATCGTCCATCAGCAAAATCGCATACACATTGCGTACAGACCTCTTC
GAGCATCGTCCATCAGCAAAATCGCATACACATTIGCGTACAGACCTCTTC
GGGCTTCATCCATTAGCAAAATTGCATACACACTGCGCACTGATCTTITTT
GAGCATCGTCCATCAGCAAAATCGCATACACATTIGCGTACAGACCTCTTC

GCCATCCCAAGAACTCTAATATTGGTGGAGAGACTGCTTGAAGAGGAGCG
GCCATCCCAAGAACTCATATATTGGTGGAGAGACTGCTTGAAGAGGAGCG
GCCATCCCAAGAACTCTAATATTGGTAGAGAGACTGCTTGAAGAGGAGCG
GCCATCCCAAGAACTCTAATATTGGTGGAGAGATTGCTTGAAGAGGAGCG
GCCATCCCAAGAACTCATATATTGGTGGAGAGACTGCTTGAAGAGGAGCG
GCCATCCCAAGAACTCTAATATTGGTGGAGAGACTGCTTGAAGAGGAGCG
GCCATCCCAAGAACTCTAATATTGGTGGAGAGACTGCTTGAAGAGGAGCG
GCAATCCCCAGAACCCTAATTCTAGTTGAAAGATTGCTCGAGGAGGAACG
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NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492_PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492 PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492 PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

GCCATCCCAAGAACTCTAATATTGGTGGAGAGACTGCTTGAAGAGGAGCG

AGTGAAGCAGAGCCAATTCAGAAGTCTCATCGACGAAGGATGCTCAAGCA
ATTGAAGCAGAGCCAAT ———————————————m—m—m e
AGTGAAGCAGAGCCAATTCAGAAGTCTCATCGACGAAGGATGCTCAAGCA
AGTGAAGCAGAGCCAAT ———— e
ATTGAAGCAGAGCCAAT ——————=————————m—m——
AGTGAAGCAGAGCCAAT —————————————m—m—m—— e
AGTGAAGCAGAGCCAAT —————— e
AGTGAAACAGAGCCAATTTAGAAGTTTCATTGATGAAGGATGCTCAAGTA
AGTGAAGCAGAGCCAATTCAGAAGTCTCATTGACGAAGGATGCTCAAGCA

TGTTTTCAATTGTCAACTTGACAAACACTCTCAGAGCTAGATATGCAAAA
——————————————————————————— CTCTCAGAGCTAGATATGCAAAA
TGTTTTCAATTGTCAACTTGACAAACACTCTCAGAGCTAGATATGCAAAA
————————————————————————————— TCAGAAGTCTCATCGATGAAG
————————————————————————————— TCAGAAGTCTCATCGACGAAG
————————————————————————————— TCAGAAGTCTCATCGATGAAG
————————————————————————————— TCAGAAGTCTCATCGACGAAG
TGTTTTCAATTGTTAATTTAACAAACACTCTTAGAGCTAGATATGCAAAG
TGTTTTCAATTGTCGACTTGACAAACACTCTCAGAGCTAGATATGCAAAA

GATTACACCGCAGAGAATATACAAAAACTTGAGAAAGTGAGAAGTCAATT
GATTACACCGCAGAGAATATACAAAGACTTGAGAAAGTGAGAAGTCAATT
GATTACACCGCAGAGAATATACAAAAACTTGAGAAAGTGAGAAGTCAATT
GGTGCTCAAGCATG————————————————————————————————————
GATGCTCAAGCATGTTTTCAATTGTCAACTTGACAAACACTCTCAGAGCT
GATGCTCAAGCATGTTTTCAATTGTCAACCTGACAAACACTCTCAGAGCT
GATGCTCAAGCATGTTTTCAATTGTCAACTTGACAAACACTCTCAGAGCT
GATTACACTGCAGAAAACATACAGAAGCTCGAGAAAGTGAGGAGTCAGTT
GATTACACCGCAGAGAATATACAAAAACTTGAGAAAGTGAGAAGTCAATT
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AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492 PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492_PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

AB270705_PVYN_Japao_CI
AJ889867_PVYW_Alemanha_CI
EF026075_PVYNTN_USA_CI
AF522296_PVYN_Egito_CI
EF026076_PVYNO-USA_CI
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CI
EF026074_PVYO_USA_CI
AY745492 PVYNO_Canada_CI
AJ166866_PVYNTN_Canada_CI
NBR_CI

GAAAGAATTCTCAAATTTIGGATGGTTCTGCATGTGAGGAAAATTTAATAA 1867
GAAAGAATTCTCAAATTTIGGATGGTTCTGCATGTGAGGAAAATTTAATAA 1747
GAAAGAATTCTCAAATTTIGGATGGTTCTGCATGTGAGGAAAATTTAATAA 1867

AGATATGCAAAAGATTACACCGCAGAGAATATACAAAGACTTIGAGAAAG- 1804
AGATATGCAAAAGATTACACCGCAGAGAACATACAAAAACTTGAGAAAGT 1805
AGATATGCAAAAGATTACACCGCAGAGAACATACAAAAACTTGAGAAAGT 1805
AAAGGAGTTCTCAAATTTAAATGGCTCTGCATGCGAGGAGAACTTAATGA 1867
GAAAGAATTCTCAAATTTGGATGGTTCTGCATGTGAGGAAAATTTAATAA 1867

AGAGGTATGAGTCTTTGCAGTTCGTTCATCACCAA——————————————— 1902
AGAGGTACGAGTCTTTGCAGTTCGTTCATCACCAA——————————————— 1782
AGAGGTATGAGTCTTTGCAGTTCGTTCATCACCAA——————————————— 1902

GAGAAGTCAATTGAAAGAATTCTCAAATTTGGATGGTTCTGCATGTGAGG 1855
GAGAAGTCAATTGAAAGAATTCTCAAATTTGGATGGTTCTGCATGTGAGG 1855
AGAGGTATGAATCTCTACAGTTTGTGCATCATCAA-——————————————— 1902
AGAGGTATGAGTCTTTGCAGTTCGTTCATCACCAA——————————————— 1902

AAAATTTAATAAAGAGGTATGAGTCTTTGCAGTTCGTTCATCACCAA 1902
AAAATTTAATAAAGAGGTATGAGTCTTTGCAGTTCGTTCATCACCAA 1902

161



CLUSTAL 2.0.8 multiple sequence alignment

AY745492 PVYNO_Canada_6K2
EF026076_PVYNO-USA_6K2
EF026074_PVYO_USA_6K2
AB270705_PVYN_Japao_6K2
OBR_6K2

ITA_6K2

NBR_6K2
EF026075_PVYNTN_USA_6K2
VGS_6K2
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_6K2
AJ889867_PVYW_Alemanha_6K2
AJ166866_PVYNTN_Canada_6K2
AF522296_PVYN_Egito_6K2

AY745492 PVYNO_Canada_6K2
EF026076_PVYNO-USA_6K2
EF026074_PVYO_USA_6K2
AB270705_PVYN_Japao_6K2
OBR_6K2

ITA_6K2

NBR_6K2
EF026075_PVYNTN_USA_6K2
VGS_6K2
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_6K2
AJ889867_PVYW_Alemanha_6K2
AJ166866_PVYNTN_Canada_6K2
AF522296_PVYN_Egito_6K2

AY745492 PVYNO_Canada_6K2
EF026076_PVYNO-USA_6K2
EF026074_PVYO_USA_6K2
AB270705_PVYN_Japao_6K2

———GCTGCGACGTCACTTGCAAAGGATCTCAAGTTGAAGGGGACTTGGAA
———GCTGCGACGTCACTTGCAAAGGATCTCAAGTTGAAGGGGACTTGGAA
———GCTGCGACGTCACTTGCAAAGGATCTCAAGTTAAAGGGGACTTGGAA
———GCTGCGACGTCACTTGCAAAGGATCTCAAGTTGAAGGGGACCTGGAA
———GCTGCGACGTCACTTGCAAAGGATCTCAAGTTGAAGGGGACTTGGAA
———GCTGCGACATCACTTGCAAAGGATCTCAAGTTGAAGGGGACTTGGAA
———GCTGCGACATCACTTGCAAAGGATCTCAAGTTGAAGGGGACTTGGAA
———GCCGCGACGTCACTTGCAAAGGATCTCAAGTTGAAGGGGACTTGGAA
777777777777777777 GCAAAGGATCTCAAGTTGAAGGGGACTTGGAA
———GCTACGACGTCACTTGCAAAGGATCTCAAGTTGAAGGGGACTTGGAA
———GCTACGACGTCACTTGCAAAGGATCTCAAGTTGAAGGGGACTTGGAA
———GCAACAACTTCACTCGCAAAGGATTTGAAGTTGAAAGGAGTTTGGAA

TTTTCAATTGTTAACTTAACCAACACTCTCAGA--GCTAGATATGCAAAA
* ko * ok * * * %

GAAGTCATTAGTGGCCAAAGACTTGATCAT-AGCAGGCGCTGTTGCAATT
GAAGTCATTAGTGGCCAAAGACTTGATCAT-AGCAGGCGCTGTTGCAATT
GAAGTCATTAGTGGCCAAAGACTTGATCAT-AGCAGGCGCTGTTGCAATT
GAAGTCATTAGTGGCCAAAGACTTGATCAT-AGCAGGCGCTGTTGCAATT
GAAGTCATTAGTGGCTAAAGACTTGATCAT-AGCAGGCGCTGTTGCAATT
GAAGTCATTAGTGGCCAAAGACTTGATCAT-AGCAGGCGCTGTTGCAATT
GAAGTCATTAGTGGCCAAAGACTTGATCAT-AGCAGGCGCTGTTGCAATT
GAAGTCATTAGTGGCCAAAGACTTGATCAT-AGCAGGCGCTGTTGCAATT
GAAGTCATTAGTGGCCAAAGATTTGATCAT-AGCAGGCGCTGTTGCAATT
GAAGTCATTAGTGGCCAAAGACTTGATCAT-AGCAGGCGCTGTTGCAATT
GAAGTCATTAGTGGCCAAAGACTTGATCAT-AGCAGGCGCTGTTGCAATT
GAAGTCACTAGTTGTGCAGGACCTAATTAT-AGCGGGTGCCGTTGCTATC

GATTACACCGCAGAGAACATACAAAAACTTGAGAAGGTGAGAAGTCAACT
* % * % * * * kx kx X * K

GGTGGAATAGGACTCATATATAGTTGGTTCACACAATCAGTTGAGACTGT
GGTGGAATAGGACTCATATATAGTTGGTTCACACAATCAGTTGAGACTGT
GGTGGAATAGGACTCATATATAGTTGGTTCACACAATCAGTTGAGACTGT
GGTGGAATAGGACTCATATATAGTTGGTTCACACAATCAGTTGAGACTGT
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32
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48
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OBR_6K2

ITA_6K2

NBR_6K2
EF026075_PVYNTN_USA_6K2
VGS_6K2
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_6K2
AJ889867_PVYW_Alemanha_6K2
AJ166866_PVYNTN_Canada_6K2
AF522296_PVYN_Egito_6K2

AY745492_PVYNO_Canada_6K2
EF026076_PVYNO-USA_6K2
EF026074_PVYO_USA_6K2
AB270705_PVYN_Japao_6K2
OBR_6K2

ITA_6K2

NBR_6K2
EF026075_PVYNTN_USA_6K2
VGS_6K2
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_6K2
AJ889867_PVYW_Alemanha_6K2
AJ166866_PVYNTN_Canada_6K2
AF522296_PVYN_Egito_6K2

GGTGGAATAGGACTCATATATAGTTGGTTCACACAATCAGTTGAGACTGT
GGTGGAATAGGACTCATATATAGTTGGTTCACACAATCAGTTGAGACTGT
GGTGGAATAGGACTCATATATAGTTGGTTCACACAATCAGTTGAGACTGT
GGTGGAATAGGACTCATATATAGTTGGTTCACACAATCAGTTGAGACTGT
GGTGGAATAGGACTCATATATAGTTGGTTCACACAATCAGTTGAGGCTGT
GGTGGTATAGGGCTCATATATAGTTGGTTCACACAATCAGTTGAGACTGT
GGTGGTATAGGGCTCATATATAGTTGGTTCACACAATCAGTTGAGACTGT
GGTGGAATAGGGCTTATCTATAGTTGGTTTACTCAATCAGTTGAAACTGT
AAAAGAAT-—-TCTCAAATTTGGATGGTTCTGCATGTGAG—-GAGAATTT

* k% *k K * Kk kK Kk kkk * k% * ) * K
GTCTCACCAA--- 156
GTCTCACCAA——- 156
GTCTCACCAA-—- 156
GTCTCACCAA-—- 156
GTCTCACCAA--- 156
GTCTCACCAA--- 156
GTCTCACCAA-—- 156
GTCTCACCAA-—- 156
GTCTCACCAAG-- 142
GTCTCACCAA--- 156
GTCTCACCAA--- 156
GTCTCACCAG-—- 156

AATAAAGAGGTAT 156

*

146
146
146
146
131
146
146
146
143
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CLUSTAL 2.0.8 multiple sequence

NBR_VPg
ITA_VPg
EF026075_PVYNTN_USA_VPg
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_ VPg
AJ889867_PVYW_Alemanha_VPg
AJ166866_PVYNTN_Canada_VPg
VGS_VPg
AB270705_PVYN_Japao_VPg
AY745492_PVYNO_Canada_VPg
EF026074_PVYO_USA_VPg
OBR_VPg
AF522296_PVYN_Egito_VPg
EF026076_PVYNO-USA_VPg

NBR_VPg
ITA_VPg
EF026075_PVYNTN_USA_VPg
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_ VPg
AJ889867_PVYW_Alemanha_VPg
AJ166866_PVYNTN_Canada_VPg
VGS_VPg
AB270705_PVYN_Japao_VPg
AY745492_PVYNO_Canada_VPg
EF026074_PVYO_USA_VPg
OBR_VPg
AF522296_PVYN_Egito_VPg
EF026076_PVYNO-USA_VPg

NBR_VPg
ITA_VPg
EF026075_PVYNTN_USA_VPg
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_ VPg

alignment

GAGTCGTTGCAGTTICGTITCATCACCAAGCTGCGACGTCACTTGCAAAGGA 50
GAGTCGTTGCAGTTCGTTCATCACCAAGCTGCGACGTCACTTGCAAAGGA 50

TCTCAAGTTGAAGGGGATTTGGAACAAGTCATTAGTGGCTAAAGACTTGA 100
TCTCAAGTTGAAGGGGATTTGGAACAAGTCATTAGTGGCTAAAGACTTGA 100
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AJ889867_PVYW_Alemanha_VPg
AJ166866_PVYNTN_Canada_VPg
VGS_VPg
AB270705_PVYN_Japao_VPg
AY745492_PVYNO_Canada_VPg
EF026074_PVYO_USA_VPg
OBR_VPg
AF522296_PVYN_Egito_VPg
EF026076_PVYNO-USA_VPg

NBR_VPg
ITA_VPg
EF026075_PVYNTN_USA_VPg
AJB889866_PVYNTN_Alemanha_VPg
AJ889867_PVYW_Alemanha_ VPg
AJ166866_PVYNTN_Canada_VPg
VGS_VPg
AB270705_PVYN_Japao_VPg
AY745492_PVYNO_Canada_VPg
EF026074_PVYO_USA_VPg
OBR_VPg
AF522296_PVYN_Egito_VPg
EF026076_PVYNO-USA_VPg

NBR_VPg
ITA_VPg
EF026075_PVYNTN_USA_VPg
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_VPg
AJ889867_PVYW_Alemanha_ VPg
AJ166866_PVYNTN_Canada_VPg
VGS_VPg
AB270705_PVYN_Japao_VPg
AY745492_PVYNO_Canada_VPg
EF026074_PVYO_USA_VPg
OBR_VPg

TCATAGCAGGCGCTGTTGCAATTGGTGGAATAGGACTCATATATAGTTGG
TCATAGCAGGCGCTGTTGCAATTGGTGGAATAGGACTCATATATAGTTGG

————————————————————————————————— GGGAAAAATAAATCCAA
————————————————————————————————— GGGAAAAATAAATCCAA
————————————————————————————————— GGGAAAAATAAATCCAA
————————————————————————————————— GGGAAAAATAAATCCAA
————————————————————————————————— GGGAAAAATAAATCCAA
————————————————————————————————— GGCAAGAACAAATCCAA
—————————————————————————————————— GGAAAAATAAATCCAA
————————————————————————————————— GGGAAAACTAAATCCAA
————————————————————————————————— GGGAAAAATAAATCCAA
————————————————————————————————— GGGAAAAATAAATCCAA
————————————————————————————————— GGGAAAAATAAATCCAA
TTCACACAATCAGTTGAGACTGTGTCTCATCAAGGGAAAAATAAATCCAA
TTCACACAATCAGTTGAGACTGTGTCTCATCAAGGGAAAAATAAATCCAA

* k*x ok * ok Kk kk ok ok ok

AAGAATTCAAGCCTTGAAGTTTCGCCATGCTCGTGACAAAAGGGCTGGCT
AAGAATTCAAGCCTTGAAGTTTCGCCATGCTCGTGACAAAAGGGCTGGCT
AAGAATTCAAGCCTTGAAGTTTCGCCATGCTCGTGACAAAAGGGCTGGCT
AAGAATTCAAGCCTTGAAGTTTCGCCATGCTCGTGACAAAAGGGCTGGCT
AAGAATTCAAGCCTTGAAGTTTCGCCATGCTCGTGACAAAAGGGCTGGCT
AAGAATTCAAGCATTGAAGTTTCGACATGCCCGCGATAAGAGGGCTGGCT
AAGAATTCAAGCCTTGAAGTTTCGCCATGCTCGTGACAAAAGGGCTGGCT
AAGAATTCAAGCCTTGAAGTTTCGCCATGCTCGTGACAAAAGGGCTGGCT
AAGAATTCAAGCCTTGAAGTTTCGCCATGCTCGTGACAAAAGGGCTGGCT
AAGAATTCAAGCCTTGAAGTTTCGCCATGCTCGTGACAAAAGGGCTGGCT
AAGAATCCAAGCCTTGAAGTTTCGTCATGCTCGTGACAAAAGGGCTGGCT

150
150

17
17
17
17
17
17
16
17
17
17
17
200
200

67
67
67
67
67
67
66
67
67
67
67
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AF522296_PVYN_Egito_VPg
EF026076_PVYNO-USA_VPg

NBR_VPg
ITA_VPg
EF026075_PVYNTN_USA_VPg
AJB889866_PVYNTN_Alemanha_VPg
AJ889867_PVYW_Alemanha_VPg
AJ166866_PVYNTN_Canada_VPg
VGS_VPg
AB270705_PVYN_Japao_VPg
AY745492_PVYNO_Canada_VPg
EF026074_PVYO_USA_VPg
OBR_VPg
AF522296_PVYN_Egito_VPg
EF026076_PVYNO-USA_VPg

NBR_VPg
ITA_VPg
EF026075_PVYNTN_USA_VPg
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_VPg
AJ889867_PVYW_Alemanha_VPg
AJ166866_PVYNTN_Canada_VPg
VGS_VPg
AB270705_PVYN_Japao_VPg
AY745492_PVYNO_Canada_VPg
EF026074_PVYO_USA_VPg
OBR_VPg
AF522296_PVYN_Egito_VPg
EF026076_PVYNO-USA_VPg

NBR_VPg
ITA_VPg
EF026075_PVYNTN_USA_VPg

AAGAATCCAAGCCTTGAAGTTTCGCCATGCTCGTGACAAAAGGGCTGGCT
AAGAATCCAAGCCTTGAAGTTTCGCCATGCTCGTGACAAAAGGGCTGGCT

khkkhkkkhk hhkkhkhkk khkkhkkhkhkhkkhkkhkhkkhkk Kkkhkkhkhkk kk kk kk khkkkkhkkkkhkkk

TTGAAATTGACAACAATGATGACACAATAGAGGAATTCTTTGGATCTGCA
TTGAAATTGACAACAATGATGACACAATAGAGGAATTICTTTGGATCTGCA
TTGAAATTGACAACAATGATGACACAATAGAGGAATTICTTTGGATCTGCA
TTGAAATTGACAACAATGATGACACAATAGAGGAATTCTTTGGATCTGCA
TTGAAATTGACAACAATGATGACACAATAGAGGAATTCTTTGGATCTGCA
TTGAAATTGATAACAATGATGATACAATAGAAGAATTCTTTGGATCTGCA
TTGAAATTGACAACAATGATGACACAATAGAGGAATTCTTTGGATCTGCA
TTGAAATTGACAACAATGATGACACAATAGAGGAATTCTTTGGATCTGCA
TTGAAATTGACAACAATGATGACACAATAGAGGAATTCTTTGGATCTGCA
TTGAAATTGACAACAATGATGACACAATAGAGGAATTCTTTGGATCTGCA
TTGAAATTGACAACAATGATGACACAATAGAGGAATTCTTTGGATCTGCA
TTGAAATTGACAACAATGATGACACAATAGAGGAATTCTTCGGATCTGCA
TTGAAATTGACAACAATGATGACACAATAGAGGAATTCTTCGGATCTGCA

khkkhkhkhkkhkhkhkhkk, hhkhkhkhkkhkhhkhkkhkx *hkkhkhkhkhk, *khkhkhkhkkhhxkx *hrkkhkkhkhkkx

TACAGGAAGAAGGGAAAGGGTAAAGGCACCACTGTTGGTATGGGCAAGTC
TACAGGAAGAAGGGAAAGGGTAAAGGCACCACTGTTGGTATGGGCAAGTC
TACAGGAAGAAGGGAAAAGGTAAAGGCACCACTGTTGGTATGGGCAAGTC
TACAGGAAGAAGGGAAAAGGTAAAGGCACCACTGTTGGTATGGGCAAGTC
TACAGGAAGAAGGGAAAAGGTAAAGGCACCACTGTTGGTATGGGCAAGTC
TACAGGAAGAAGGGAAAAGGTAAAGGCACCACTGTTGGTATGGGCAAATC
TACAGGAAGAAGGGAAAAGGTAAAGGCGCCACTGTTGGTATGGGCAAGTC
TACAGGAAAAAGGGAAAAGGTAAAGGCACCACTGTTGGTATGGGTAAGTC
TACAGGAAAAAGGGAAAAGGTAAAGGTACCACAGTTGGTATGGGCAAGTC
TACAGGAAAAAGGGAAAAGGTAAAGGTACCACAGTTGGTATGGGCAAGTC
TACAGGAAAAAGGGAAAAGGTAAAGGCACCACAGTTGGTATGGGTAAGTC
TACAGGAAAAAGGGAAAAGGTAAAGGTACCACAGTTGGTATGGGTAAGTC
TACAGGAAAAAGGGAAAAGGTAAAGGTACCACAGTTGGTATGGGTAAGTC

khkkhkhkkhkkhkhkk khkkkhkhkkkhkk *hkkkkhkkkk *khkkhk Khhkhkkkhkikkkhkkhkkk K*k kx

AAGCAGGAGGTTTIGTTAATATGTATGGATTTGACCCAACAGAATATTCAT
AAGCAGGAGGTTTIGTTAATATGTATGGATTTGACCCAACAGAATATTCAT
AAGCAGGAGGTTTIGTTAATATGTATGGATTTGACCCAACAGAATATTCAT

250
250

117
117
117
117
117
117
116
117
117
117
117
300
300

167
167
167
167
167
167
166
167
167
167
167
350
350

217
217
217

166



AJ889866_PVYNTN_Alemanha_ VPg
AJ889867_PVYW_Alemanha_ VPg
AJ166866_PVYNTN_Canada_VPg
VGS_VPg
AB270705_PVYN_Japao_VPg
AY745492_PVYNO_Canada_VPg
EF026074_PVYO_USA_VPg
OBR_VPg
AF522296_PVYN_Egito_VPg
EF026076_PVYNO-USA_VPg

NBR_VPg

ITA_VPg
EF026075_PVYNTN_USA_VPg
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_ VPg
AJ889867_PVYW_Alemanha_VPg
AJ166866_PVYNTN_Canada_VPg
VGS_VPg
AB270705_PVYN_Japao_VPg
AY745492_PVYNO_Canada_VPg
EF026074_PVYO_USA_VPg
OBR_VPg
AF522296_PVYN_Egito_VPg
EF026076_PVYNO-USA_VPg

NBR_VPg

ITA_VPg
EF026075_PVYNTN_USA_VPg
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_ VPg
AJ889867_PVYW_Alemanha_VPg
AJ166866_PVYNTN_Canada_VPg
VGS_VPg
AB270705_PVYN_Japao_VPg
AY745492_PVYNO_Canada_VPg
EF026074_PVYO_USA_VPg

AAGCAGGAGGTTTIGTTAATATGTATGGATTTGACCCAACAGAATATTCAT
AAGCAGGAGGTTTIGTTAATATGTATGGATTTGACCCAACAGAATATTCAT
AAGCAGGAGGTTTIGTTAATATGTATGGATTCGACCCAACAGAATATTCAT
AAGCAGGAGGTTTATTAATATGTATGGATTTGACCCAACAGAATATTCAT
AAGCAGGAGGTTTIGTTAACATGTATGGATTTGACCCAACAGAATATTCAT
AAGCAGGAGATTCATCAACATGTATGGGTITTGATCCAACAGAGTACTCAT
AAGCAGGAGGTTCATCAACATGTATGGGTITTGATCCAACAGAGTACTCAT
AAGCAGGAGGTTCATCAACATGTATGGGTTTGATCCAACAGAGTACTCAT
AAGCAGGAGGTTCATCAACATGTATGGGTTTGATCCAACAGAGTACTCAT
AAGCAGGAGGTTCATCAACATGTATGGGTTTGATCCAACAGAGTACTCAT

*khkkhkAkkkhkkk kK Kk kk kkkkhkhkkk kk kk khkAkhkhkAkhkAk kk kAKX

TCATCCAGTTCGTTGATCCGCTCACTGGAGCTCAAATTGAAGAGAACGTC
TCATCCAGTTCGTTGATCCGCTCACTGGAGCTCAAATTGAAGAGAACGTC
TTATCCAGTTCGTTGATCCGCTCACTGGAGCTCAAATTGAAGAGAACGTC
TCATCCAGTTCGTTGATCCGCTCACTGGAGCTCAAATTGAAGAGAACGTC
TCATCCAGTTCGTTGATCCGCTCACTGGAGCTCAAATTGAAGAGAACGTC
TCATCCAGTTCGTTGATCCGCTCACTGGAGCTCAAATTGAAGAGAACGTC
TCATCCAGTTCGTTGATCCGCTCACTGGAGCTCAAATTGAAGAGAACGTT
TCATCCAGTTCGTTGATCCGCTCACTGGAGCTCAAATTGAAGAGAACGTC
TCATCCAATTCGTTGATCCACTCACTGGGGCGCAAATAGAAGAGAATGTC
TCATCCAATTCGTTGATCCACTCACTGGGGCGCAAATAGAAGAGAATGTC
TCATCCAATTCGTTGATCCACTCACTGGGGCGCAAATAGAAGAAAATGTC
TCATCCAATTCGTTGATCCACTCACTGGGCGGCAAATAGAAGAAAATGTC
TCATCCAATTCGTTGATCCACTCACTGGGCGGCAAATAGAAGAAAATGTC

* kkkkk khkkhkkhkhkAkhkhkAkhkhk KAk kA kA A kK kkk khkkkkk *k kK

TATGCTGATATTAGAGACATCCGAGAGCGCTTTAGTGATGTCCGCAAGAA
TATGCTGATATTAGAGACATCCGAGAGCGCTTTAGTGATGTCCGCAAGAA
TATGCTGATATTAGAGACATCCAAGAGCGCTTTAGTGATGTCCGCAAGAA
TATGCTGATATTAGAGACATCCAAGAGCGCTTTAGTGATGTCCGCAAGAA
TATGCTGATATTAGAGACATCCAAGAGCGCTTTAGTGATGTCCGCAAGAA
TATGCTGATATTAGAGACATCCAAGAGCGCTTTAGTGATGTCCGCAGGAA
TATGCTGATATTAGAGACATCCAAGAGCGCTTTAGTGATGTCCGCAAGAA
TATGCTGATATTAGAGACATCCAAGAGCGCTTTAGTGATGTCCGCAAGAA
TATGCTGACATTAGAGATATTCAAGAGAGATTTAGTGAAGTGCGAAAGAA
TATGCTGACATTAGAGATATTCAAGAGAGATTTAGTGAAGTGCGAAAGAA

217
217
217
216
217
217
217
217
400
400

2677
2677
2677
267
267
2677
266
2677
267
267
2677
450
450

317
317
317
317
317
317
316
317
317
317
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OBR_VPg
AF522296_PVYN_Egito_VPg
EF026076_PVYNO-USA_VPg

NBR_VPg
ITA_VPg
EF026075_PVYNTN_USA_VPg
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_VPg
AJ889867_PVYW_Alemanha_VPg
AJ166866_PVYNTN_Canada_VPg
VGS_VPg
AB270705_PVYN_Japao_VPg
AY745492_PVYNO_Canada_VPg
EF026074_PVYO_USA_VPg
OBR_VPg
AF522296_PVYN_Egito_VPg
EF026076_PVYNO-USA_VPg

NBR_VPg
ITA_VPg
EF026075_PVYNTN_USA_VPg
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_VPg
AJ889867_PVYW_Alemanha_VPg
AJ166866_PVYNTN_Canada_VPg
VGS_VPg
AB270705_PVYN_Japao_VPg
AY745492_PVYNO_Canada_VPg
EF026074_PVYO_USA_VPg
OBR_VPg
AF522296_PVYN_Egito_VPg
EF026076_PVYNO-USA_VPg

NBR_VPg
ITA_VPg

TATGCTGACATTAGAGATATTCAAGAGAGATTTAGTGAAGTGCGAAAGAA
TATGCTGACATTAGAGATATTCAAGAGAGATTTAGTGAAGTGCGAAAGAA
TATGCTGACATTAGAGATATTCAAGAGAGATTTAGTGAAGTGCGAAAGAA

khkkhkhkhkkhkkhkk Khhkkkhkhkhkkhkk kk k kAhkkk Kk khkkkhkkhkikkk Kkk Kk Kk Kkkx

AATGGTAGAGGATGATGAAATCGAATTGCAAGCATTGGGCAGCAACACAA
AATGGTAGAGGATGATGAAATCGAATTGCAAGCATTGGGCAGCAACACAA
AATGGTAGAGGATGATGAAATCGAATTGCAAGCATTGGGCAGCAACACAA
AATGGTTGAGGATGATGAAATCGAATTGCAAGCATTGGGCAGCAACACAA
AATGGTTGAGGATGATGAAATCGAATTGCAAGCATTGGGCAGCAACACAA
AATGGTAGAGGATGATGAAATCGAATTGCAAGCATTGAGCAGCAACACAA
AATGGTAAAGGATGATGAAATCGAATTGCAAGCATTGGGCAGCAACACAA
AATGGTAGAGGATGATGAAATCGAATTGCAAGCATTGGGCAGCAACACAA
AATGGTTGAGAATGATGACATTGAAATGCAAGCCTTGGGCAGTAACACGA
AATGGTTGAGAATGATGACATTGAAATGCAAGCCTTGGGTGGTAACACGA
AATGGTTGAGAATGATGACATTGAAATGCAAGCCTTGGGTAGTAACACGA
AATGGTTGAGAATGATGACATTGAAATGCAAGCCTTGGGTAGTAACACGA
AATGGTTGAGAATGATGACATTGAAATGCAAGCCTTGGGTAGTAACACGA

* ok Kk ok ok k *k kkkhkkkkk kkhk kkk kkhkkkkkhkk kkkx K * Ak Kk kK K

CCATTCATGCTTACTTCAGGAAAGATTGGTCTGACAAGGCTCTAAAAATT
CCATTCATGCTTACTTCAGGAAAGATTGGTCTGACAAGGCTCTAAAAATT
CCATTCATGCTTACTTCAGGAAAGATTGGTCTGACAAGGCTCTAAAAATT
CCATTCATGCTTACTTCAGGAAAGATTGGTCTGACAAGGCTCTAAAAATT
CCATTCATGCTTACTTCAGGAAAGATTGGTCTGACAAGGCTCTAAAAATT
ACATTCATGCTTACTTCAGGAAAGATTGGTCTGACAAGGCTCTAAAAGTT
CCATTCATGCTTACTTCAGGAAAGATTGGTCTGACAAGGCTCTAAAAATT
CCATTCATGCTTACTTCAGGAAAGATTGGTCTGACAAGGCTCTAAAAATT
CCATACATGCATACTTCAGGAAAGATTGGTCTGACAAAGCTTTGAAGATT
CCATACATGCATACTTTAGGAAAGATTGGTCTGACAAAGCTTTGAAGATT
CCATACATGCATACTTCAGGAAAGATTGGTCTGACAAAGCTTTGAAGATT
CCATACATGCATAC————————————————————————————————————
CCATACATGCATAC————————————————————————————————————

kK kkhkkkk kkk

GATTTGATGCCACACAACCCACTCAAAATCTGTGATAAATCGAATGGCAT
GATTTGATGCCACACAACCCACTCAAAATCTGTGATAAATCGAATGGCAT

317
500
500

367
367
367
367
367
367
366
367
367
367
367
550
550

417
417
417
417
417
417
416
417
417
417
417
564
564

467
467
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EF026075_PVYNTN_USA_VPg
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_ VPg
AJ889867_PVYW_Alemanha_VPg
AJ166866_PVYNTN_Canada_VPg
VGS_VPg
AB270705_PVYN_Japao_VPg
AY745492_PVYNO_Canada_VPg
EF026074_PVYO_USA_VPg
OBR_VPg
AF522296_PVYN_Egito_VPg
EF026076_PVYNO-USA_VPg

NBR_VPg
ITA_VPg
EF026075_PVYNTN_USA_VPg
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_ VPg
AJ889867_PVYW_Alemanha_VPg
AJ166866_PVYNTN_Canada_VPg
VGS_VPg
AB270705_PVYN_Japao_VPg
AY745492_PVYNO_Canada_VPg
EF026074_PVYO_USA_VPg
OBR_VPg
AF522296_PVYN_Egito_VPg
EF026076_PVYNO-USA_VPg

NBR_VPg
ITA_VPg
EF026075_PVYNTN_USA_VPg
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_ VPg
AJ889867_PVYW_Alemanha_VPg
AJ166866_PVYNTN_Canada_VPg
VGS_VPg
AB270705_PVYN_Japao_VPg
AY745492_PVYNO_Canada_VPg

GATTTGATGCCACACAACCCACTCAAAATCTGTGATAAATCGAATGGCAT
GATTTGATGCCACACAACCCACTCAAAATCTGTGATAAATCGAATGGCAT
GATTTGATGCCACACAACCCACTCAAAATCTGTGATAAATCGAATGGCAT
GATTTGATGCCACACAACCCACTCAAAATCTGCGATAAATCGAATGGCAT
GATTTGATGCCACACAACCCACTCAAAATCTGTGATAAATCGAATGGCAT
GATTTGATGCCACACAACCCACTCAAAATCTGTGATAAATCGAATGGCAT
GATTTAATGCCACATAATCCACTCAAAGTTTGTGACAAGACAAATGGCAT
GATTTAATGCCACATAATCCACTCAAAGTTTGTGACAAGACAAATGGCAT
GATTTAATGCCACATAACCCACTCAAAGTTTGTGACAAAACAAATGGCAT

TGCTAAGTTTCCTGAAAGAGAACTTGAGTTGAGGCAAACTGGGCCAGCAA
TGCTAAGTTTCCTGAAAGAGAACTTGAGTTGAGGCAAACTGGGCCAGCAA
TGCTAAGTTTCCTGAAAGAGAACTTGAGTTGAGGCAAACTGGGCCAGCAA
TGCTAAGTTTCCTGAAAGAGAACTTGAGTTGAGGCAAACTGGGCCAGCAA
TGCTAAGTTTCCTGAAAGAGAACTTGAGTTGAGGCAAACTGGGCCAGCAA
TGCTAAGTTTCCTGAAAGAGAATTTGAGTTGAGGCAAACTGGGCCAGCAA
TGCTAAGTTTCCTGAAAGAGAACTTGAGTTGAGACAAACTGGGCCAGCAA
TGCTAAGTTTCCTGAAAGAGAACTTGAGTTGAGGCAAACTGGGCCAGCAA
TGCCAAATTTCCTGAGAGAGAGCTCGAACTAAGGCAGACTGGGCCAGCTG
TGCCAAATTTCCTGAGAGAGAGCTCGAACTAAGGCAGACTGGGCCAGCTG
TGCCAAATTTCCTGAAAGAGAGCTCGAACTAAGGCAGACTGGGCCAGCTG

TAGAGGTTGATGTGAAAGACATTCCAAAACAGGAAGTGGAGCATGAA-———
TAGAGGTTGATGTGAAAGACATTCCAAAACAGGAAGTGGAGCATGAA-———
TAGAGGTTGATGTGAAAGACATTCCAAAACAGGAAGT—————————————
TAGAGGTTGATGTGAAAGACATTCCAAAACAGGAAGTGGAGCATGAA-——
TAGAGGTTGATGTGAAAGACATTCCAAAACAGGAAGTGGAGCATGAAGCC
TAGAGGTGGATGTGAAAGACATTCCAAAACAGGAAGTGGAGCATGAA-———
TAGAGGTTGATGTGAAAGACATTCCAAAGCAGGAAGTGGAGCATGAA-———
TAGAGGTTGATGTGAAAGACATTCCAAAACAGGAAGTGGAGCATGAA-——
TAGAAGTCGACGTGAAGGACATACCAGCACAGGAAGTGGAGCATGAA-———

467
467
467
467
466
467
467
467
467

517
517
517
517
517
517
516
517
517
517
517

564
564
554
564
567
564
563
564
564
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EF026074_PVYO_USA_VPg
OBR_VPg
AF522296_PVYN_Egito_VPg
EF026076_PVYNO-USA_VPg

NBR_VPg
ITA_VPg
EF026075_PVYNTN_USA_VPg
AJB889866_PVYNTN_Alemanha_VPg
AJ889867_PVYW_Alemanha_ VPg
AJ166866_PVYNTN_Canada_VPg
VGS_VPg
AB270705_PVYN_Japao_VPg
AY745492_PVYNO_Canada_VPg
EF026074_PVYO_USA_VPg
OBR_VPg
AF522296_PVYN_Egito_VPg
EF026076_PVYNO-USA_VPg

TAGAAGTCGATGTGAAGGACATACCAGCACAGGAAGTGGAGCATGAA-—- 564
TAGAAGTCGACGTGAAGGACATACCAGCACAGGAGGTGGAGCATGAA-—- 564
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CLUSTAL 2.0.8 multiple sequence

AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa
ITA _NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa
VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa
AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_PVYNO_Canada_NIa
EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa
ITA_NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa
VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa
AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_ PVYNO_Canada_NIa
EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa
ITA _NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa
VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa
AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_PVYNO_Canada_NIa

alignment
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EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa
ITA_NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa
VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa
AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_ PVYNO_Canada_NIa
EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa
ITA_NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa
VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa
AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_PVYNO_Canada_NIa
EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa
ITA_NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa
VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa

AGAGAGAGCTCGAACTAAGGCAGACTGGGCCAGCTGTAGAAGTCGATGTG

————————————————————————————————— GCCAAATCACTCATGAG
——————————————————————————————————————————— TCATGAG
————————————————————————————————— GCCAAATCACTCATGAG
——————————————————————— GGAGCATGAAGCCAAGTCACTCATGAG
————————————————————————————————— GCCAAATCACTCATGAG
————————————————————————————————— GCCAAATCACTCATGAG
——————————————————————— GGAGCATGAAGCCAAATCACTCATGAG
————————————————————————————————— GCTAAATCACTCATGAG
————————————————————————————————— GCTAAATCACTCATGAG
————————————————————————————————— GCTAAATCGCTCATGAG

AAGGACATACCAGCACAGGAGGTGGAGCATGAAGCTAAATCGCTCATGAG
*ok kK kK K

AGGTTTAAGGGATTTCAATCCAATTGCTCAAACAGTTTGCAGAATAAAAG
AGGTTTAAGGGATTTCAATCCAATTGCTCAAACAGTTTGCAGAATAAAAG
AGGTTTAAGGGATTTCAATCCAATTGCTCAAACAGTTTGCAGAGTAAAAG
AGGTTTAAGGGATTTCAATCCAATTGCTCAAACAGTTTGCAGAGTAAAAG
AGGTTTAAGGGATTTCAATCCAATTGCTCAAACAGTTTGCAGAGTAAAAG
AGGTTTAAGGGATTTCAATCCAATTGCTCAAACAGTTTGCAGAGTAAAAG
AGGTTTAAGGGATTTCAATCCAATTGCTCAAACAGTTTGCAGAGTAAAAG
AGGCTTGAGAGACTTCAACCCAATTGCCCAAACAGTTTGTAGGCTGAAAG
AGGCTTGAGAGACTTCAACCCAATTGCCCAAACAGTTTGTAGGCTGAAAG
AGGCTTGAGAGACTTCAACCCAATTGCCCAAACAGTTTGTAGGCTGAAAG
AGGCTTGAGAGACTTCAACCCAATTGCCCAAACAGTTTGTAGGCTGAAAG

*khkk kk kk kk khkkkhkk khkhkkkhkhkkhkk Ak khkhkkkhkkhkikkkhkk kK * kK kK

TGTCTGTTGAATATGGAACGTCTGAAATGTATGGGTTICGGTTTTGGTGCG
TGTCTGTTGAATATGGAACGTCTGAAATGTATGGGTTCGGTTTTGGTGCG
TGTCTATTGAATATGGAACGTCTGAAATGTATGGGTTCGGTTTTGGTGCG
TGTCTGTTGAATATGGAACGTCTGAAATGTATGGGGTCGGTTTTGGTGCG
TGTCTGTTGAATATGGAACGTCTGAAATGTATGGGTTICGGTTTTGGTGCG
TGTCTGTTGAATATGGAACGTCTGAAATGTATGGGTTICGGTTTCGGTGCG

150

17

17
27
17
17
27
17
17
17
200

67
57
67
77
67
67
77
67
67
67
250

117
107
117
127
117
117

172



AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_PVYNO_Canada_NIa
EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa
ITA_NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa
VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa
AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_ PVYNO_Canada_NIa
EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa
ITA_NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa
VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa
AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_ PVYNO_Canada_NIa
EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa
ITA _NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa

TGTCTGTTGAATATGGAACGTCTGAAATGTATGGGTTICGGTTTTGGTGCG
TATCTGTTGAATATGGGACATCAGAGATGTACGGTTTITGGATTTGGAGCA
TATCTGTTGAATATGGGACATCAGAGATGTACGGTTTTGGATTTGGAGCA
TATCTGTTGAATATGGGACATCAGAGATGTACGGTTTTGGATTTGGAGCA
TATCTGTTGAATATGGGGCATCAGAGATGTACGGTTTTGGATTTGGAGCA

* kkk kAR hk Ak kA Kk * kk kk kkkkk kk * kk kk kk kK

TATATTATAGTAAACCACCATCTATTCAAGAGTTTCAATGGATCCATGGA
TATATTATAGTAAACCACCATCTATTCAAGAGTTTCAATGGATCCATGGA
TATATTATAGTAAACCACCATCTATTCAAGAGTTTCAATGGATCCATGGA
TATATTATAGTAAACCACCATCTATTCAAGAGTTITCAATGGATCCATGGA
TATATTATAGTAAACCACCACCTATTCAAGAGTTITCAATGGATCCATGGA
TATATTATAGTAAACCACCATCTATTCAAGAGTTTCAATGGATCCATGGA
TATATTATAGTAAACCACCATCTATTCAAGAGTTTCAATGGATCCATGGA
TACATAATAGCGAACCACCATTTGTTCAGGAGTTACAATGGTTCCATGGA
TACATAATAGCGAACCACCATTTGTTCAGGAGTTACAATGGTTCCATGGA
TACATAATAGCGAACCACCATTTGTTCAGGAGTTACAATGGTTCCATGGA
TACATAGTAGCGAACCACCATTTATTTAGGAGTTACAATGGTTCCATGGA

* Kk kK * kK * ok ok kk ok ok ok * Ak ok kkkhkkk khkkkhkhkk khkkkhkkkkKk

AGTGCGATCAATGCATGGAACATTCAGAGTGAGGAATTTGCATAGCTTGA
AGTGCGATCAATGCATGGAACATTCAGAGTGAGGAATTTGCATAGCTTGA
AGTGCGATCAATGCATGGAACATTCAGAGTGAAGAATTTGCATAGCTTGA
AGTGCGATCAATGCATGGAACATTCAGAGTGAAGAATTTGCATAGCTTGA
AGTGCGATCAATGCATGGAACATTCAGAGTGAAGAATTTGCGTAGCTTGA
AGTGCGATCAATGCATGGAACATTCAGAGTGAAGAATTTGCATAGCTTGA
AGTGCGATCAATGCATGGAACATTCAGAGTGAAGAATTTGCATAGCTTGA
GGTGCGATCCATGCACGGTACATTCAGGGTGAAGAATCTACACAGTTTGA
GGTGCGATCCATGCACGGTACATTCAGGGTGAAGAATCTACACAGTTTGA
GGTGCGATCCATGCACGGTACATTCAGGGTGAAGAATCTACACAGTTTGA

GGTGCAATCCATGCACGGTACATTCAGGGTGAAGAATCTACACAGTTTGA
kokkk kokk kkkkk kk kkkkkkkk kkkk kkkk Kk Kk kk Kkkkk

GCGTTTTACCGATCAAAGGCAGAGACGTTATTATCATAAAGATGCCAAAG
GCGTTTTACCGATCAAAGGCAGAGACGTTATTATCATAAAGATGC—————
GCGTTTTACCGATCAAGGGCAGAGACATTATCATCATAAAGATGCCAAAG
GCGTTTTACCGATCAAAGGCAGAGACATTATCATCATAAAGATGCCAAAG

127
117
117
117
300

167
157
167
177
167
167
177
167
167
167
350

217
207
217
227
217
217
227
217
217
217
400

2677
252
267
277
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VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa
AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_ PVYNO_Canada_NIa
EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa
ITA_NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa
VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa
AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_PVYNO_Canada_NIa
EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa
ITA_NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa
VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa
AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_ PVYNO_Canada_NIa
EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa

GCGTTTTACCGATCAAAGGCAGAGACATTATCATCATAAAGATGCCAAAG
GTGTTTTACCGATCAAAGGCAGAGACATTATCATCATAAGGATGCCAAAG
GCGTTTTACCGATCAAAGGCAGAGACATTATCATCATAAAGATGCCAAAG
GCGTTCTGCCAATTAAAGGTAGGGATATCATCCTCATCAAAATGCCGAAA
GCGTTCTGCCAATTAAAGGTAGGGATATCATCCTCATCAAAATGCCGAAA
GCGTTCTGCCAATTAAAGGTAGGGATATCATCCTCATCAAAATGCCGAAA
GCGTTCTGCCAATTAAAGGTAGGGACATCATCCTCATCAAAATGCCGAAA

* kkk k kk Kkk Kkk kk kKk Kk * kX% *k kK Kk * kK x

GATTTCCCTGTTTTCCCACAAAAACTGCACTTCCGGGCTCCAGTGCAGAA
GATTTCCCTIGTTTTCCCACAAAACTACGCCTTCGAG——-CTCAGTGCAGAA
GATTTCCCTGTTTTCCCACAAAAACTGCACTTCCGAGCTCCAGTGCAGAA
GATTTCCCTGTTTTCCCACAAAAACTGCACTTCCGAGCTCCAGTGCAGAA
GACTTCCCTGTTTTCCCACAAAAACTGCACTTCCGAGCTCCAATACAAAA
GATTTCCCTGTTTTCCCACAAAAACTGCACTTCCGAGCTCCAGTGCAGAA
GATTTCCCTIGTCTTTCCACAGAAATTGCATTTCCGAGCTCCTACACAGAA
GATTTCCCTGTCTTTCCACAGAAATTGCATTTCCGAGCTCCTACACAGAA
GATTTCCCTGTCTTTCCACAGAAATTGCATTTCCGAGCTCCTACACAGAA
GATTTCCCTGTCTTTCCACAGAAATTGCATTTCCGAGCTCCTACACAGAA

TGAGAGGATTTGTTTGGTTGGAACTAATTTTCAAGAGAAACATGCATCAT
————— GGATTTGTTTGGTTGGAACTAATTTTCAAGAGAAACATGCATCAT
TGAGAGGATTTGTTTGGTTGGAACTAATTTTCAAGAAAAACATGCATCAT
TGAGAGGATTTGTTTIGGTTGGAACTAATTTTCAAGAAAAACATGCATCAT
TGAGAGGATTTGTTTGGTTGGAACTAATTTTCAAGAAAAACATGCATCAT
TGAGAGGATTTGTTTGGTTGGAACTAACTTTCAAGAAAAACATGCATCGT
TGAGAGGATTTGTTTGGTTGGAACTAATTTTCAAGAAAAACATGCATCAT
TGAAAGAGTTTGTTTAGTTGGAACCAACTTTCAGGAGAAGTATGCATCGT
TGAAAGAGTTTGTTTAGTTGGAACCAACTTTCAGGAGAAGTATGCATCGT
TGAAAGAGTTTGTTTAGTTGGAACCAACTTTCAGGAGAAGTATGCATCGT
TGAAAGAATTTGTTTAGTTGGAACCAACTTCCAAGAGAAGTATGCTTCGT

* khkkhkkkhkhk khkikkkhkkhkkhkk kxk kk kkx Kkk k% *kk*x kK K

CAATCATCACAGAAACGAGTACTACATACAATGTACCGGGCAGCACTTTT
CAATCATCACAGAAACGAGTACTACATACAATGTACCGGGCAGCACTTTT

267
267
277
2677
2677
267
450

317

315
327
317
317
327
317
317
317
500

367
297
365
377
367
367
377
367
367
367
550

417
347
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ITA_NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa
VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa
AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_PVYNO_Canada_NIa
EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa
ITA_NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa
VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa
AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_ PVYNO_Canada_NIa
EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa
ITA _NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa
VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa
AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_PVYNO_Canada_NIa
EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

CAATCATCACAGAAACGAGTACTACATACAATGTACCGGGCAGCACTTTT
CAATCATCACAGAAACGAGTACTACATACAATGTACCGGGCA————————
CAATCATCACAGAAACGAGTACTACATACAATGTACCGGGCAGCACTTTT
CAATCATCACAGAAACGAGTACTACATACAATGTGCCGGGCAGCACTTTT
CAATCATCACAGAAACGAGTACTACATACAATGTACCGGGCAGCACTTTT
CGATCATCACAGAAACAAGCACCACTTACAATATACCAGGCAGCACATTC
CGATCATCACAGAAACAAGCACCACTTACAATATACCAGGCAGCACATTC
CGATCATCACAGAAACAAGCACCACTTACAATATACCAGGCAGCACATTC
CGATCATCACAGAAACAAGCACTACTTACAATATACCAGGCAGCACATTC

* Ak kkhkhkhkhkkhkhkhkkhkhkhkk Ak kk kk kkhkkkkhkk Kk kk kkkKk

TGGAAGCATTGGATTGAAACAAATGATGGGCATTGTGGATTACCAGTAGT
TGGAAGCATTGGATTGAAACAAATGATGGGCATTGTGGATTACCAGTAGT
TGGAAGCATTGGATTGAAACAAATGATGGGCATTGCGGATTACCAGTAGT
———————————————————————————————— TTGTGGATTACCAGTAGT
TGGAAGCATTGGATTGAAACAAATGATGGGCATTGTGGATTACCAGTAGT
TGGAAGCATTGGATTGAAACAAATGATGGGCATTGTGGATTACCAGTAGT
TGGAAGCATTGGATTGAAACAAATGATGGGCATTGTGGATTACCAGTAGT
TGGAAGCATTGGATTGAAACAGATAATGGACATTGTGGACTGCCAGTGGT
TGGAAGCATTGGATTGAAACAGATAATGGACATTGTGGACTACCAGTGGT
TGGAAGCATTGGATTGAAACAGATAATGGACATTIGTGGATTACCAGTGGT
TGGAAGCATTGGATTGAAACAGATAATGGACATTIGTGGACTACCAGTGGT

*kk kkhkk Kk Kkkkhkkk Kk

GAGTACAGCTGATGGATGTCTAGTTGGAATACGCAGCTTGGCGAATAATG
GAGTACAGCTGATGGATGTCTAGTTGGAATACGCAGCTTGGCGAATAATG
GAGTACAGCTGATGGATGTCTAGTTGGAATACACAGCTTGGCGAATAATG
GAGTACAGCTGATGGATGTCTAGTTGGAATACACAGCTTGGCGAATAATG
GAGTACAGCTGATGGATGTCTAGTTGGAATACATAGCTTGGCGAATAATG
GAGTACAGCTGATGGATGTCTGGTTGGAATACACAGCTTGGCGAATAATG
GAGTACAGCTGATGGATGTCTAGTTGGAATACACAGCTTGGCGAATAATG
GAGCACCACCGATGGATGTCTAGTCGGAATTCACAGTITTGGCAAACAACA
GAGCACCACCGATGGATGTCTAGTCGGAATTCACAGTTTGGCAAACAACA
GAGCACCACCGATGGATGTCTAGTCGGAATTCACAGTTTGGCAAACAACA
GAGCACCGCCGATGGATGTATAGTCGGAATTCACAGTCTGGCAAACAATG

* kK kK * kkkkhkkhkkhkk kK kK khkkKkAk Kk * K *hkkKk Kk kk

415
419
417
417
427
417
417
417
600

467
397
465
437
467
467
477
467
467
467
650

517
447
515
487
517
517
527
517
517
517
700
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AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa
ITA_NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa
VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa
AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_ PVYNO_Canada_NIa
EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa
ITA _NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa
VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa
AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_PVYNO_Canada_NIa
EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa
ITA_NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa
VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa
AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_ PVYNO_Canada_NIa
EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

TGCAAACCACGAATTATTATTCAGCCTTTGATGAGGATTTTGAAAGTAAG
TGCAAACCACGAATTATTATTCAGCCTTTGATGAGGATTTTGAAAGTAAG
TGCAAACCACGAATTATTATTCAGCCTTTGATGAGGATTTTGAAAGTAAG
TGCAAACCACGAATTATTATTCAGCCTTTGATGAGGATTTTGAAAGTAAG
TGCAAACCACAAATTATTATTCAGCTTTTGATGAGGATTTTGAAAGCAAG
TGCAAACCACGAATTATTATTCAGCTTTTGATGAGGATTTTGAAAGCAAG
AACACACCACGAACTACTACTCAGCCTTCGATGAAGATTTTGAAAGCAAG
AACACACCACGAACTACTACTCAGCCTTCGATGAAGATTTTGAAAGCAAG
AACACACCACGAACTACTACTCAGCCTTCGATGAAGATTTTGAAAGCAAG
CACACACCACGAACTACTACTCAGCCTGAAG———————————————————

TATCTCCGAACTAATGAGCATAATGAGTGGACCAAATCGTGGGTATATAA
TATCTCCGAACTAATGAGCATAATGAGTGGACCAAATCGTGGGTATATAA
TATCTCCGAACTAATGAGCATAATGAGTGGACCAAATCGTGGGTATATAA
TATCTCCGAACTAATGAGCATAATGAGTGGACCAAATCGTGGGTATATAA
TATCTTCGAACTAATGAGCACAATGAGTGGACCAAATCGTGGGTATATAA
TATCTTCGAACTAATGAACACAATGAATGGACCCAATCGTGGGTATATAA
—————————— CTAATGAGCATAATGAGTGGACCAAATCGTGGGTATATAA
TATCTCCGAACCAATGAGCACAATGAATGGGTCAAGTICTTGGATTTATAA
TATCTCCGAACCAATGAGCACAATGAATGGGTCAAGTICTTGGATTTATAA
TATCTCCGAACCAATGAGCACAATGAATGGGTCAAGTCTTGGATTTATAA

CCCAGATACTGTIGTTGTGGGGTCCATTGAAGCTCAAGGAGAGTACCCCTA
CCCAGATACTGTGTTGTGGGGTCCATTGAAGCTCAAGGAGAGTACCCCTA
CCCAGATACTGTGTTGTGGGGTCCATTGAAGCTCAAGGAGAGTACCCCTA
CCCAGATACTGTGTTGTGGGGTCCATTGAAGCTCAAGGAGAGCACCCCTA
CCCAGATACTGTIGTTGTGGGGTCCATTGAAGCTCAAGGAAAGTACCCCTA
CCCAGATACTGTIGTTGTGGGGTCCATTGAAGCTCAAGGAGAGTACCCCTA
CCCAGATACTGTGTTGTGGGGTCCATTGAAGCTCAAGGAGAGTACCCCTA
TCCAGACACAGTGTTGTGGGGCCCGTTGAAACTTAAAGACAGCACTCCCA
TCCAGACACAGTGTTGTGGGGCCCGTTGAAACTTAAAGACAGCACTCCCA
TCCAGACACAGTGTTIGTGGGGCCCGTTGAAACTTAAAGACAGCACTCCCA

567
497
565
537
567
567

567
567
567
731

617
547
615
587
617
617
567
617
617
617

667
597
665
637
667
667
617
6677
6677
667
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AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa
ITA_NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa
VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa
AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_ PVYNO_Canada_NIa
EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIa
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIa
ITA_NIa
EF026075_PVYNTN_USA_NIa
VGS_NIa
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIa
AB270705_PVYN_Japao_NIa
AY745492_ PVYNO_Canada_NIa
EF026076_PVYNO-USA_NIa
EF026074_PVYO_USA_NIa
AF522296_PVYN_Egito_NIa

AAGGCCTGTTTAAGACAACAAAACTTGTACAGGATTTAATTGATCATGAT
AAGGCCTGTTTAAGACAACAAAACTTGTACAGGATTTAATTGATCATGAT
AAGGCCTGTTTAAGACAACAAAACTTGTACAGGATTTAATTGATCATGAT
AAGGCCTGTTITAAGACAACAAAACTTGTACAGGATTTAATTGATCATGAT
AAGGCTTGTTITAAGACAACAAAACTTGTACAGGATTTAATTGATCATGAT
AAGGCTTGTTTAAGACAACGAAACTCGTACAGGATTTAATTGATCATGAT
AAGGCCTGTTTAAGACAACAAAACTTGTACAGGATTTAATTGATCATGAT
AAGGATTATTCAAAACAACAAAGCTTGTGCAAGATCTAATCGATCATGAT
AAGGATTATTCAAAACAACAAAGCTTGTGCAAGATCTAATCGATCATGAT
AAGGATTATTCAAAACAACAAAGCTTGTGCAAGATCTAATCGATCATGAT

GTTGTTGTAGAG-—-- 729
GTTGTTGTAGAG--- 659
ATTGTTGTAGAG——— 727

GTTGTTGTAGAGCAA 702
GTTGTTGTAGAGCAA 732
GTTGTTGTAGAGCAA 732
GTTGTTGTAGAGCAA 682
GTAGTGGTGGAGCAA 732
GTAGTGGTGGAGCAA 732
GTAGTGGTGGAGCAA 732

717
6477
715
687
717
717
6677
717
717
717
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CLUSTAL 2.0.8 multiple sequence alignment

AF522296_PVYN_Egito_NIb
AB270705_PVYN_Japao_NIb
EF026075_PVYNTN_USA_NIb
ITA_NIb
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIb
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIb
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIb
EF026076_PVYNO-USA_NIb
EF026074_PVYO_USA_NIb
AY745492>AY745492_PVYNO_Canada
OBR_NIb

AF522296_PVYN_Egito_NIb
AB270705_PVYN_Japao_NIb
EF026075_PVYNTN_USA_NIb
ITA_NIb
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIb
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIb
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIb
EF026076_PVYNO-USA_NIb
EF026074_PVYO_USA_NIb
AY745492>AY 745492 PVYNO_Canada
OBR_NIDb

AF522296_PVYN_Egito_NIb
AB270705_PVYN_Japao_NIb
EF026075_PVYNTN_USA_NIb
ITA_NIb
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIb
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIb
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIb
EF026076_PVYNO-USA_NIb

———GCTAAACATTCTGCGTIGGATGTATGAGGCTCTAACAGGGAATTTGCA
—-——GCTAAACATTCTGCGIGGATGTATG—————————— AGGGAATTTGCA
———GCTAAACATTCTGCGTGGATGTATGAGGCTCTAACAGGGAATTTGCA
CAAGCTAAACATTCTIGCGTGGATGTATGAGGCTCTAACAGGGAATTTGCA
CAAGTTAAACATTCTGCGTGGATGTATGAGGCTCTAACAGGGAATTTGCA
———GTTAAACATTCTGCGTIGGATGTATGAGGCTCTAACAGGGAATTTGCA
———GCTAAACATTCTGCGTGGATGTATGAGGCTCTAACAGGGAATTTGCA
———GCTAAGCACTCTGCGTGGATGTTTGAAGCCTTGACAGGAAATTTGCA
77777777777777777777777 GTTTGAAGCCTTGACAGGAAATTTGCA
———GCTAAGCACTCTGCGTGGATGTTTGAAGCCTTGACAGGAAATTTGCA
——————————————————————— GTTTGAAGCCTTGACAGGAAATTTGCA

* Kk kK * kK kK kkk kK

AGCTGTGGCGACAATGAAGAGTCAGCTGGTGACAAAGCACGTGGTCAAAG
AGCTGTGGCGACAATGAAGAGTCAGCTGGTGACAAAGCACGTGGTCAAAG
AGCTGTGGCGACAATGAAGAGTCAGCTGGTGACAAAGCACGTGGTCAAAG
AGCTGTGGCGACAATGAAGAGTCAGCTGGTGACAAAGCACGTGGTCAAAG
AGCTGTGGCGACAATGAAGAGTCAGCTGGTGACAAAGCACGTGGTCAAAG
AGCTGTGGCGACAATGAAGAGTCAGCTGGTGACAAAGCACGTGGTCAAAG
AGCTGTGGCGACAATGAAGAGTCAGCTAGTGACAAAGCACGTGGTCAAAG
AGCTGTCGCAACAATGAAGAGCCAATTAGTAACCAAGCATGTAGTTAAAG
AGCTGTCGCAACAATGAAGAGCCAATTAGTAACCAAGCATGTAGTTAAAG
AGCTGTCGCAACAATGAAGAGCCAATTAGTAACCAAGCATGTAGTTAAAG
AGCTGTCGCAACAATGAAGAGCCAATTAGTAACCAAGCATGTAGTTAAAG

*khkkhkkkhk kk KAk khkkhkkkkhkikkkhkk k%K * Ak kK kkhkkkk kk kk kkkKk

GGGAGTGTCGGCACTTCAAAGAGTTCTTAACTGTGGATTCGGAAGCAGAA
GGGAGTGTCGGCACTTCAAAGAGTTCTTAACTGTGGATTCGGAAGCAGAA
GGGAGTGTCGGCACTTCAAAGAGTTCTTAACTGTGGATTCGGAAGCAGAA
GGGAGTGTCGGCACTTCAAAGAGTTCTTAACTGTGGATTCGGAAGCAGAA
GGGAGTGTCGGCACTTCAAAGAGTTCTTAACTGTGGATTCGGAAGCAGAA
GGGAGTGTCGGCACTTCAAAGAGTTCTTAACTGTGGATTCGGAAGCAGAA
GGGAGTGTCGGCACTTCAAAGAGTTCTTAACTGTGGATTCGGAAGCAGAA
GAGAGTGTCGACACTTCAAAGAATTCCTGACTGTGGATGCAGAAGCAGAG

47
37
47
50
50
47
47
47
27
47
27

97
87
97
100
100
97
97
97
77
97
77

147
137
147
150
150
147
147
147
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EF026074_PVYO_USA_NIb
AY745492>AY745492_ PVYNO_Canada
OBR_NIb

AF522296_PVYN_Egito_NIb
AB270705_PVYN_Japao_NIb
EF026075_PVYNTN_USA_NIb
ITA_NIb
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_ NIb
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIb
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIb
EF026076_PVYNO-USA_NIb
EF026074_PVYO_USA_NIb
AY745492>AY745492_PVYNO_Canada
OBR_NIDb

AF522296_PVYN_Egito_NIb
AB270705_PVYN_Japao_NIb
EF026075_PVYNTN_USA_NIb
ITA_NIb
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIb
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIb
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIb
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GAGAGTGTCGACACTTCAAAGAATTCCTGACTGTGGATGCAGAAGCAGAG
GAGAGTGTCGACACTTCAAAGAATTCCTGACTGTGGATGCAGAAGCAGAG
GAGAGTGCCGACACTTCAAAGAATTCCTGACTGTGGATGCAGAGGCAGAG

* Ak kkhkk kkhk kkhkhkhkkhkkhkhkhkkhkkhkk hAhkk k kkhkkkkhkkhkikkkhk k Ak KkkkkKk

GCTTTCTTCAGGCCTITTGATGGATGCTTATGGGAAGAGCTTGTTAAATAG
GCTTTCTTCAGGCCTITTGATGGATGCTTATGGGAAGAGCTTGTTAAATAG
GCTTTCTTCAGGCCTTTGATGGATGCTTATGGGAAGAGCTTGTTAAATAG
GCTTTATTCAGGCCTTTAATGGATGCTTATGGGAAGAGCTTGTTAAATAG
GCTTTCTTCAGGCCTTTGATGGATGCTTATGGGAAGAGCTTGTTAAATAG
GCTTTCTTCAGGCCTITTGATGGATGCTTATGGGAAGAGCTTGTTAAATAG
GCTTTCTTCAGGCCTITTGATGGATGCTTATGGGAAGAGCTTATTAAATAG
GCATTCTTCAGGCCTTTGATGGATGCGTATGGGAAAAGTTTGCTGAATAG
GCATTCTTCAGGCCTTTGATGGATGCGTATGGGAAAAGCTTGCTGAATAG
GCATTCTTCAGGCCTTTGATGGATGCGTATGGGAAAAGCTTGCTGAATAG

GCATTCTTCAGGCCTTTGATGGATGCGTATGGGAAAAGCTTGCTAAATAG
kok kk kkkkkkkkkkk kkkkkkkk rkkrkkkkk kk kk ok kkkk*

AGAAGCATATATAAAGGACATAATGAAATACTCAAAGCCTATTGATGTTG
AGAAGCATATATAAAGGACATAATGAAATACTCAAAGCCTATTGATGTTG
AGAAGCATATATAAAGGACATAATGAAATACTCAAAGCCTATTGATGTTG
AGAAGCATATATAAAGGACATAATGAAATACTCAAAGCCTATTGATGTTG
AGAAGCATATATAAAGGACATAATGAAATACTCAAAGCCTATTGATGTTG
AGAAGCATATATAAAGGACATAATGAAATACTCAAAGCCTATTGATGTTG
AGAAGCATATATAAAGGACATAATGAAATACTCAAAGCCTATTGATGTTG
AGATGCATACATCAAGGACATAATGAAGTATTICAAAACCTATAGATGTTG
AGATGCATACATCAAGGACATAATGAAGTATTICAAAACCTATAGATGTTG
AGATGCATACATCAAGGACATAATGAAGTATTCAAAACCTATAGATGTTG
AGATGCGTACATCAAGGACATAATGAAGTATTCAAAACCTATTGATGTTG

*kkhkk kkhk kk kk kAhkkkhkhkkkhkhkhkhkkhkhkhkkhk kk kAkkhkkhkk kAhkkkhkk khkkkkkk

GAATAGTGGACTGCGATGCTTTTGAAGAGGCTATCAATAGGGTTATCATT
GAATAGTGGACTGCGATGCTTTTGAAGAGGCTATCAATAGGGTTATCATT
GAACAGTAGACTGTGATGCTTTTGAAGAGGCTATCAATAGGGTTATCATT
GAACAGTAGACTGTGATGCTTTTGAAGAGGCTATCAATAGGGTTATCATT
GAACAGTGGACTGTGATGCTTTTGAAGAGGCTATCAATAGGGTTATCATT
GAACAGTGGACTGTGATGCTTTTGAAGAGGCTATCAATAGGGTTATCATT
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GAATAGTAGACTGCGATGCTTTTGAAGAGGCTATCAATAGGGTTATCATT
GTATCGTGGACTGTGATGCATTTGAGGAAGCCATCAATAGGGTTATCATC
GTATCGTGGACTGTGATGCATTTGAGGAAGCCATCAATAGGGTTATCATC
GTATCGTGGACTGTGATGCATTTGAGGAAGCCATCAATAGGGCTATCATC
GTATCGTGGACTGTGATGCATTTGAGGAAGCCATCAATAGGGTTATCATC

* K ok kkhkkkk khkkhkk khkkhkk Kk kk AAkkhkAkhkAkAkAA kA Kk kAKX

TATCTGCAAGTGCATGGCTTCCAGAAATGCAATTACATCACCGATGAACA
TATCTGCAAGTGCATGGCTTCCAGAAATGCAATTACATCACCGATGAACA
TATCTGCAAGTGCATGGCTTCCAGAAATGCAATTACATCACCGATGAGCA
TATCTGCAAGTGCATGGCTTCCAGAAATGCAATTACATCACCGATGAGCA
TATCTGCAAGTGCATGGCTTCCAGAAATGCAATTACATCACCGATGAGCA
TATCTGCAAGTGCATGGCTTCCAGAAATGCAATTACATCACCGATGAGCA
TATCTGCAAGTGCATGGTTTCCAGAAATGCAACTACATCACCGATGAGCA
TACCTGCAAGTGCACGGCTTCAAGAAGTGCGCATACGTCACTGACGAGCA
TACCTGCAAGTGCACGGCTTCAAGAAGTGCGCATACGTCACTGACGAGCA
TACCTGCAAGTGCACGGCTTCAAGAAGTGCGCATACGTCACTGACGAGCA
TACCTGCAAGTGCACGGCTTCAAGAAGTGTGCATATGTCACTGACGAGCA

*kk kkkhkhkhkkkhkhkkkhkk Kk kkhkk kkhkkk kx * % *kkhk Kkk Kkk kK

GGAAATTTTCAAAGCTCTCAATATGAAAGCTGCTIGTCGGAGCTATGTATG
GGAAATTTTCAAAGCTCTCAATATGAAAGCTGCTIGTCGGAGCTATGTATG
GGAAATTTTCAAAGCTCTCAATATGAAAGCTGCTGTCGGAGCTATGTATG
GGAAATTTTCAA-GCTCTCAAAGCGCTCACTGCTGTCGGAGCTATGTATG
GGAAATTTTCAAAGCTCTCAATATGAAAGCTGCCGTCGGAGCTATGTATG
GGAAATTTTCAAAGCTCTCAATATGAAAGCTGCCGTCGGAGCTATGTATG
GGAAATTTTCAAAGCTCTCAATATGAAAGCTGCTIGTCGGAGCTATGTATG
AGAAATTTTCAAAGCGCTCAACATGAAAGCTGCAGTCGGAGCCATGTATG
AGAAATTTTCAAAGCGCTCAACATGAAAGCTGCAGTTGGAGCCATGTATG
AGAAATTTTCAAAGCGCTCAACATGAAAGCTGCAGTCGGAGCCATGTATG
AGAAATTTTCAAGGCGCTCAACATGAAAGCTGCAGTCGGAGCCATGTATG

khkkkhkhkkhkhkkAkkhkhkk *k KAk k Kk * *khkk Kk kk khkhkkk KAk kkhkkKk

GAGGCAAGAAGAAAGACTACTTCGAGCATTTTACTGAGGCGGATAAAGAG
GAGGCAAGAAGAAAGACTACTTCGAGCATTTTACTGAGGCGGATAAAGAG
GAGGCAAGAAGAAAGACTACTTCGAGCATTTTACTGAGGCGGATAAAGAG
GAGGCAAGAAGAAAGACTACTTCGAGCATTTTACTGAGGCGGATAAAGAG
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GAGGCAAGAAGAAAGACTACTTCGAGCATTTTACTGAGGCGGATAAAGAG
GAGGCAAGAAGAAAGACTACTTCGAGCATTTTACTGAGGCGGATAAAGAG
GAGGCAAGAAGAAAGACTACTTTGAGCATTTTACTGAGGCGGATAAAGAG
GTGGCAAAAAGAAAGACTATTTTGAGCATTTCACTGATGCAGATAAGGAA
GTGGCAAAAAGAAAGACTATTTTGAGCATTTCACTGATGCAGATAAGGAA
GTGGCAAAAAGAAAGACTATTTTGAGCATTTCACTGATGCAGATAAGGAA
GTGGCAAAAAGAAAGACTATTTTGAGCATTTCACTGATGCAGATAAGGAA

* Ak kkhkk khAhkhkkhkkhkhkhkhkkhkhkk Ak hAhkkkhkkhkhkkhkkhk kkhkkhkikk kk Ak kkk kK

GAAATTGTTATGCAAAGTTGCCTTCGATTGTACAAGGGCTCGCTTGGCAT
GAAATTGTTATGCAAAGTTGCCTTCGATTGTACAAGGGCTCGCTTGGCAT
GAAATTGTTATGCAAAGTTGCCTTCGATTGTACAAGGGCTCGCTTGGCAT
GAAATTGTTATGCAAAGTTGCCTTCGATTGTACAAGGGCTCGCTTGGCAT
GAAATTGTTATGCAAAGTTGCCTTCGATTGTACAAGGGCTCGCTTGGCAT
GAAATTGTTATGCAAAGTTGCCTTCGATTGTACAAGGGCTCGCTTGGCAT
GAAATTGTTATGCAAAGTTGCTTGCGATTGTACAAGGGCTCGCTTGGTAT
GAAATAGTCATGCAAAGCTGTCTGCGATTGTATAAAGGCTTGCTTGGCAT
GAAATAGTCATGCAAAGCTGTCTGCGATTGTATAAAGGCTTGCTTGGCAT
GAAATAGTCATGCAAAGCTGTCTGCGATTGTATAAAGGCTTGCTTGGCAT
GAAATAGTCATGCAAAGCTGTTTGCGATTGTATAAAGGCTTGCTTGGCAT

*khkkkKhkk kk khkkhkAkkhkkA kK * kkkkkkhkkk kk khkkk Ak hkkAkhkk kK

ATGGAATGGATCATTGAAAGCAGAACTTCGGTGCAAAGAGAAGATACTTG
ATGGAATGGATCATTGAAAGCAGAACTTCGGTGCAAAGAGAAGATACTTG
ATGGAATGGATCATTGAAAGCAGAACTTCGGTGCAAAGAGAAGATACTTG
ATGGAATGGATCATTGAAAGCAGAACTTCGGTGCAAAGAGAAGATACTTG
ATGGAATGGATCATTGAAAGCAGAACTTCGGTGCAAAGAGAAGATACTTG
ATGGAATGGATCATTGAAAGCAGAACTTCGGTGCAAAGAGAAGATACTTG
ATGGAATGGATCATTGAAAGCAGAACTTCGGTGCAAAGAGAAGATACTTG
TTGGAATGGATCATTGAAGGCAGAGCTCCGGTGTAAGGAAAAGATACTTG
TTGGAATGGATCATTGAAGGCAGAGCTCCGGTGTAAGGAAAAGATACTTG
TTGGAATGGATCATTGAAGGCAGAGCTCCGGTGTAAGGAAAAGATACTTG
TTGGAACGGATCATTGAAGGCAGAGCTCCGGTGTAAGGAGAAGATACTTG

khkkhkk khkkhkkhkhkkhkkhkkhkhkkhkk kkhkkhkhkk kk khkkkhkk kk kk kkhkkhkikkkhkkkkKk

CAAATAAGACAAGGACATTCACTGCTGCACCTTTAGATACTCTACTGGGT
CAAATAAGACAAGGACATTCACTGCTGCACCTTTAGATACTCTACTGGGT
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CAAATAAGACAAGGACATTCACTGCTGCACCTTTAGATACTCTACTGGGT
CAAATAAGACAAGGACATTCACTGCTGCACCTTTAGATACTCTACTGGGT
CAAATAAGACAAGGACATTCACTGCTGCACCTTTAGATACTCTACTGGGT
CAAATAAGACAAGGACATTCACTGCTGCACCTTTAGATACTCTACTGGGT
CAAATAAGACAAGGACATTCACTGCTGCACCTTTAGATACTCTACTGGGT
CAAATAAGACGAGGACATTCACTGCTGCACCTTTAGACACTTTGCTGGGT
CAAATAAGACGAGGACATTCACTGCTGCACCTTTAGACACTTTGCTGGGT
CAAATAAGACGAGGACATTCACTGCTGCACCTTTAGACACTTTGCTGGGT
CAAATAAGACGAGGACATTCACTGCTGCACCTCTAGACACTTTGCTGGGT

khkkhkhkhkkhkhkhkhkk, hkhhkhkhkkhkhhkhkkhkhkhkkhkhhkhkhkhkhkkdkx *khkh*kx **x*k * **kkxk*kx%x

GGAAAGGTGTGCGTTGATGATTTTAATAATCAATTCTACTCGAAGAACAT
GGAAAGGTGTGCGTTGATGATTTTAATAATCAATTCTACTCGAAGAACAT
GGAAAGGTGTGCGTTGATGATTTTAATAATCAATTCTACTCGAAGAACAT
GGAAAGGTGTGCGTTGATGATTTTAATAATCAATTCTACTCGAAGAACAT
GGAAAGGTGTGCGTTGATGATTTTAATAATCAATTCTACTCGAAGAACAT
GGAAAGGTGTGCGTTGATGATTTTAATAATCAATTCTACTCGAAGAACAT
GGAAAGGTGTGCGTTGATGATTTTAATAATCAATTCTACTCAAAGAACAT
GGTAAAGTGTGTGTTGATGACTTCAATAATCAATTTTATTCAAAGAATAT
GGTAAAGTGTGTIGTTGATGATTTCAATAATCAATTTTATTCAAAGAATAT
GGTAAAGTGTGTIGTTGATGACTTCAATAATCAATTTTATTCAAAGAATAT
GGTAAAGTGTGTIGTTGATGACTTCAATAATCAATTTTATTCAAAGAATAT

*k kk khkkkhkk hkhkhkkkhkhkkhkkhk kk kAkkhkkhkhkkkhkhkhkkhkk kk kk kkkhkkk kK

TGAATGCTGCTGGACTGTTGGAATGACTAAGTTTTATGGAGG-TTGGGAC
TGAATGCTGCTGGACTGTTGGAATGACTAAGTTTTATGGAGG-TTGGGAC
TGAATGCTGCTGGACTGTTGGAATGACTAAGTTTTATGGAGG-TTGGGAC
TGAATGCTGCTGGACTGTTGGAATGACTAAGTTTTATGGAGGGTTGGGAC
TGAATGCTGCTGGACTGTTGGAATGACTAAGTTTTATGGAGG-TTGGGAC
TGAATGCTGCTGGACTGTTGGAATGACTAAGTTTTATGGAGG-TTGGGAC
TGAATGCTGCTGGACTGTTGGAATGACTAAGTTTTATGGAGG-TTGGGAC
TGAATGCTGTTGGACGGTTGGGATGACTAAGTTTTATGGTGG-TTGGGAT
TGAATGCTGTTGGACGGTTGGGATGACTAAGTTTTATGGTGG-TTGGGAT
TGAATGCTGTTGGACGGTTGGGATGACTAAGTTTTATGGTGG-TTGGGAT

TGAATGCTGTTGGACAGTTGGGATGACTAAGTTTTATGGTGG-TTGGGAT
kxkkxokxkxk kkkkk kkkkk kkkkkkkkkkkkhkkhkkk *k Kkkkkk
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AAATTGCTTCGGCGTCTACCTGAAAATTGGGTGTACTGCGATGCCGATGG
AAATTGCTTCGGCGTCTACCTGAAAATTGGGTGTACTGCGATGCCGATGG
AGATTGCTTCGGCGTCTACCTGAAAATTGGGTGTACTGCGATGCCGATGG
AGATTGCTTCGGCGTCTACCTGAAAATTGGGTGTACTGCGATGCCGATGG
AAATTGCTTCGGCGTCTACCTGAAAATTGGGTGTACTGCGATGCCGATGG
AAATTGCTTCGGCGTCTACCTGAAAATTGGGTGTACTGCGATGCCGATGG
AAATTGCTTCGGCGTCTACCTGAAAATTGGGTGTACTGCGATGCTGATGG
AAACTGCTGCGGCGTTTACCTGAGAATTGGGTATACTGTGATGCCGATGG
AAACTGCTGCGGCGTTTACCTGAGAATTGGGTATACTGTGATGCCGATGG
AAACTGCTGCGGCGTTTACCTGAGAATTGGGTATACTGTGATGCCGATGG
AAACTGCTTCGGCGTTTACCTGAGGATTGGGTATACTGTGATGCCGATGG

* ok kkkk kAhkkhkAkKk Ak Ak hk kK khkkkhkhkkkk khkkhkkhkk khkkhkkk KAk k Kk

TTCACAATTCGATAGTTCACTCACCCCATACCTAATCAATGCTGTTCTCA
TTCACAATTCGATAGTTCACTCACCCCATACCTAATCAATGCTGTTCTCA
TTCACAATTCGATAGTTCACTCACCCCATACCTAATTAATGCTGTTCTCA
TTCACAATTCGATAGTTCACTCACCCCATACCTAATTAATGCTGTTCTCA
TTCACAATTCGATAGTTCACTCACCCCATACCTAATTAATGCTGTTCTCA
TTCACAATTCGATAGTTCACTCACCCCATACCTAATTAATGCTGTTCTCA
TTCACAATTCGATAGTTCACTCACCCCATACCTAATTAATGCTGTTCTCA
CTCACAGTTTGATAGTTCACTAACTCCATACTTAATCAATGCTGTTCTCA
CTCACAGTTTGATAGTTCACTAACTCCATACTTAATCAATGCTGTTCTCA
CTCACAGTTTGATAGTTCACTAACTCCATACTTAATCAATGCTGTTCTCA
CTCACAGTTTGATAGTTCGCTGACTCCATACTTAATCAATGCTGTTCTCA

khkkhkkk kk KhAhkkkhkkhkhkkkh kk kk kAkkhkkhkhkk khkkhkk kAhkhkhkkhkkhkikkkhkkkkk

TCATCAGAAGCACATACATGGAAGATTGGGACTTIGGGGTTGCAAATGTTG
TCATCAGAAGCACATACATGGAAGATTGGGACTTGGGGTTGCAAATGTTG
TCATCAGAAGCACATACATGGAAGATTGGGACTTGGGGTTGCAAATGTTG
TCATCAGAAGCACATACATGGAAGATTGGGACTTGGGGTTGCAAATGTTG
TCATCAGAAGCACGTACATGGAAGATTGGGACTTIGGGGTTGCAAATGTTG
TCATCAGAAGCACGTACATGGAAGATTGGGACTTIGGGGTTGCAAATGTTG
TCATCAGAAGCACATACATGGAAGATTGGGAATTGGGGTTGCAAATGTTG
CCATTAGAAGCACATACATGGAAGATTGGGATGTGGGGTTGCAAATGTTG
CCATCAGAAGCACATACATGGAAGATTGGGATGTGGGGTTGCAAATGTTG
CCATCAGAAGCACATACATGGAAGATTGGGATGTGGGGTTGCAAATGTTG
CCATCAGAAGCACATACATGGAAGACTGGGATGTGGGGTTGCAAATGCTG
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khkk Akhkhkkhkkhkhkhkk AhkhkkhkhkhkAkhkhkkAkk Kk kkk khkk Kk Ak Kk Ak kA kkhk KKk

CGCAATTTGTACACAGAAATAATTTACACACCAATCTCAACTCCAGATGG
CGCAATTTGTACACAGAAATAATTTACACACCAATCTCAACTCCAGATGG
CGCAATTTGTACACAGAAATAATTTACACACCAATCTCAACTCCAGATGG
CGCAATTTGTACACAGAAATAATTTACATACCAATCTCAACTCCAGACGG
CGCAATTTGTACACAGAAATAATTTACACACCAATCTCAACTCCAGATGG
CGCAATTTGTACACAGAAATAATTTACACACCAATCTCAACTCCAGATGG
CGCAATTTGTACACAGAAATAATTTACACACCAATCTCAACTCCAGATGG
CGCAATTTATACACTGAGATTGTTTACACACCTATTTCAACTCCAGATGG
CGCAATTTATACACTGAGATTGTTTACACACCTATTTCAACTCCAGATGG
CGCAATTTGTACACTGAGATTGTTTACACACCTATTTCAACTCCAGATGG
CGCAATTTATACACTGAGATTGTTTACACACCTATTTCAACTCCAGATGG

*hkkhkkkkhkkhkkx K*hkkkk kK kK khkkhkkkk kkhkk kk khkkhkhkkkhkkhkikkkhkk k%K

AACAATTGTCAAGAAGTTTAGAGGTAATAATAGCGGTCAACCTTCTACCG
AACAATTGTCAAGAAGTTTAGAGGTAATAATAGCGGTCAACCTTCTACCG
AACAATTGTCAAGAAGTTTAGAGGTAATAATAGCGGTCAACCTTCTACCG
AACAATTGTCAAGAAGTTTAGAGGTAATAATAGCGGTCAACCTTCTACCG
AACAATTGTCAAGAAGTTTAGAGGTAATAATAGCGGTCAACCTTCTACCG
AACAATTGTCAAGAAGTTTAGAGGTAATAATAGCGGTCAACCTTCTACCG
AACAATTGTCAAGAAGTTTAGAGGTAATAATAGCGGTCAACCTTCTACCG
AACAATTGTTAAGAAGTTCAGAGGAAATAACAGTGGTCAGCCTTCTACTG
AACAATTGTTAAGAAGTTCAGAGGAAATAACAGTGGTCAGCCTTCTACTG
AACAATTGTTAAGAAGTTTAGAGGAAATAACAGTGGTCAGCCTTCTACTG

AACAATTGTCAAGAAGTTCAGAGGAAATAACAGTGGTCAGCCTTCTACTG
kokkkkkkkk Khhkkkkkkk khkkkk khkkkk kk kkkkk kkkkkkkk *

TTGTGGATAATTCTCTCATGGTTGTCCTTGCTATGCATTACGCTCTCATT
TTGTGGATAATTCTCTCATGGTTGTCCTTGCTATGCATTACGCTCTCATT
TTGTGGATAATTCTCTCATGGTTGTCCTTGCCATGCATTACGCTCTCATT
TTGTGGATAATTCTCTCATGGTTGTCCTTGCTATGCATTACGCTCTCATT
TTGTGGATAATTCTCTCATGGTTGTCCTTGCTATGCATTACGCTCTCATT
TTGTGGATAATTCTCTCATGGTTGTCCTTGCTATGCATTACGCTCTCATT
TTGTGGATAATTCTCTCATGGTTGTCCTTGCTATGCATTACGCTCTCATT
TTGTGGACAACTCTCTTATGGTCATCCTTGCCATGCACTATGCTCTCATC
TTGTGGACAACTCTCTTATGGTCGTCCTTGCCATGCACTATGCTCTCATC
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949
949
946
946
946
926
946
926

996
986
996
999
999
996
996
996
976
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AY745492>AY745492_ PVYNO_Canada
OBR_NIDb

AF522296_PVYN_Egito_NIb
AB270705_PVYN_Japao_NIb
EF026075_PVYNTN_USA_NIb
ITA_NIb
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIb
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIb
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIb
EF026076_PVYNO-USA_NIb
EF026074_PVYO_USA_NIb
AY745492>AY745492_PVYNO_Canada
OBR_NIb

AF522296_PVYN_Egito_NIb
AB270705_PVYN_Japao_NIb
EF026075_PVYNTN_USA_NIb
ITA_NIb
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIb
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIb
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIb
EF026076_PVYNO-USA_NIb
EF026074_PVYO_USA_NIb
AY745492>AY 745492 PVYNO_Canada
OBR_NIb

AF522296_PVYN_Egito_NIb
AB270705_PVYN_Japao_NIb
EF026075_PVYNTN_USA_NIb
ITA_NIb
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIb
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIb
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIb

TTGTGGACAACTCTCTTATGGTCGTCCTTGCCATGCACTATGCTCTCATC
TTGTGGACAACTCTCTTATGGTCGTCCTTGCCATGCACTATGCTTTCATC

*khkkhkkkhkhkk kk kkhkkhkkk Kk kkk *khkkhkkkkhkk khhkikkk kk kkk kkkk

AAGGAGTGCGTTGAGTTTGAAGAAATCGACAGCACGTGTGTATTCTTTIGT
AAGGAGTGCGTTGAGTTTGAAGAAATCGACAGCACGTGTGTATTCTTIGT
AAGGAGTGCGTTGAGTTTGAAGAAATCGACAGCACGTGTGTATTCTTIGT
AAGGAGTGCGTTGAGTTTGAAGAAATCGACAGCACGTGTGTATTCTTTIGT
AAGGAGTGCGTTGAGTTTGAAGAAATCGACAGCACGTGTGTATTCTTTIGT
AAGGAGTGCGTTGAGTTTGAAGAAATCGACAGCACGTGTGTATTCTTTIGT
AAGGAGGGCGTTGAGTTTGAAGAAATCGACAGCACATGTGTATTCTTIGT
AAAGAATGCATTGAGTTTGAAGAGATTGACAGCACGTGCGTATTCTTIGT
AAAGAATGCATTGAGTTTGAAGAGATTGACAGCACGTGCGTGTTCTTTIGT
AAAGAATGCATTGAGTTTGAAGAGATTGACAGCACGTGCGTATTCTTTIGT
AAAGAATGCATTGAATTTGAAGAGATTGACAGCACGTGCGTGTTCTTTIGT

* Kk kK ok kkkk khkkkhkhkkhkhk kk khkkkhkAkKhkhk kk kk kA k kA kA A

TAATGGTGATGACTTATTGATTGCTGTGAATCCGGAGAAAGAGAGCATTC
TAATGGTGATGACTTATTGATTGCTGTGAATCCGGAGAAAGAGAGCATTC
TAATGGTGATGACTTATTGATTGCTGTGAATCCGGAGAAAGAGAGCATTC
TAATGGTGATGACTTATTGATTGCTGTGAATCCGGAGAAAGAGAGCATTC
TAATGGTGATGACTTATTGATTGCTGTGAATCCGGAGAAAGAGAGCATTC
TAATGGTGATGACTTATTGATTGCTGTGAATCCGGAGAAAGAGAGCATTC
TAATGGTGATGACTTATTGATTGCTGTGAATCCGGAGAAAGAGAGTATTC
CAATGGTGATGATTTGCTGATTGCTGTGAATCCGGATAAAGAGGGCATTC
CAATGGTGATGATTTGCTGATTGCTGTGAATCCGGATAAAGAGGGCATTC
CAATGGTGATGATTTGCTGATTGCTGTGAATCCGGATAAAGAGGGCATTC
CAATGGTGATGATTTGCTGATTGCTGTGAATCCGGATAAAGAGGGCATTC

*khkkhkkkkhkkhkkkkk k% khkkhkhkhkkhkhkhkhkkhkrkhkkhkhkhkhkkhkhkx *hkhkkhkxkx * K*kkx*k

TCGATAGAATGTCACAACATTTICTCAGATCTITGGTTTGAACTATGATTTT
TCGATAGAATGTCACAACATTTCTCAGATCTITGGTTTGAACTATGATTTT
TCGATAGAATGTCACAACATTTCTCAGATCTTGGTTTGAACTATGATTTT
TCGATAGAATGTCACAACATTTCTCAGATCTTGGTTTGAACTATGATTTT
TCGATAAAATGTCACAACATTTCTCAGATCTTGGTTTGAACTATGATTTT
TCGATAAAATGTCACAACATTTCTCAGATCTITGGTTTGAACTATGATTTT
TCGATAGAATGTCACAACATTTCTCAGATCTITGGTTTGAACTATGATTTT

996
976

1046
1036
1046
1049
1049
1046
1046
1046
1026
1046
1026

1096
1086
1096
1099
1099
1096
1096
1096
1076
1096
1076

1146
1136
1146
1149
1149
1146
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EF026076_PVYNO-USA_NIb
EF026074_PVYO_USA_NIb
AYT745492>AY745492_PVYNO_Canada
OBR_NIb

AF522296_PVYN_Egito_NIb
AB270705_PVYN_Japao_NIb
EF026075_PVYNTN_USA_NIb
ITA_NIb
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIb
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIb
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIb
EF026076_PVYNO-USA_NIb
EF026074_PVYO_USA_NIb
AY745492>AY745492_ PVYNO_Canada
OBR_NIDb

AF522296_PVYN_Egito_NIb
AB270705_PVYN_Japao_NIb
EF026075_PVYNTN_USA_NIb
ITA_NIb
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIb
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIb
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIb
EF026076_PVYNO-USA_NIb
EF026074_PVYO_USA_NIb
AY745492>AY745492_PVYNO_Canada
OBR_NIb

AF522296_PVYN_Egito_NIb
AB270705_PVYN_Japao_NIb
EF026075_PVYNTN_USA_NIb
ITA_NIb
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIb

TTGACAGATTGTCACAACACTTCTCAGATCTITGGTTTGAATTATGATTTC
TTGACAGATTGTCACAACACTTCTCAGATCTTGGTTTGAATTATGATTTC
TTGACAGATTGTCACAACACTTCTCAGATCTTGGTTTGAATTATGATTTC
TTGACAGATTGTCACAACACTTCTCAGATCTTGGTTTAAATTATGATTTC

* Ak ok kK Ak kkhkhkhkhkkhkhkk AhkkhkAhkhkhkkhkhkhkhkAhkhkhkhkkhkhkk Ak Ak kkhkkkkk

TCGTCGAGAACAAGAAGGAAGGAGGAATTGTGGTITCATGTCCCATAGAGG
TCGTCGAGAACAAGAAGGAAGGAGGAATTGTGGTTCATGTCCCATAGAGG
TCGTCGAGAACAAGAAGGAAGGAGGAATTGTGGTTCATGTCCCATAGAGG
TCGTCGAGAACAAGAAGGAAGGAGGAATTGTGGTTCATGTCCCATAGAGG
TCGTCGAGAACAAGAAGGAAGGAGGAATTGTGGTITCATGTCCCATAGAGG
TCGTCGAGAACAAGAAGGAAGGAGGAATTGTGGTITCATGTCCCATAGAGG
TCATCGAGAACAAGAAGGAAGGAGGAATTGTGGTTCATGTCCCACAGAGG
TCGTCAAGAACAAGAAATAAGGAGGAGTTGTGGTITTATGTCTCATAGAGG
TCGTCAAGAACAAGAAATAAGGAGGAATTGTGGTITTATGTCTCATAGAGG
TCGTCAAGAACAAGAAATAAGGAGGAGTTGTGGTITTATGTCTCATAGAGG
TCGTCAAGAACAAGAAATAAGGAAGAGTTGTIGGTITTATGTCCCATAGAGG

*k kk Ak kkkkkkkk khkkhkkk kk KhAhkkkhkhkhkkhkkhk khkkkhkk Kk Kk kkk

CCTGCTAATCGAGGGTATGTACGTGCCAAAGCTTGAAGAAGAGAGAATTG
CCTGCTAATCGAGGGTATGTACGTGCCAAAGCTTGAAGAAGAGAGAATTG
CCTGCTAATAGAGGGTATGTACGTGCCAAAGCTTGAAGAAGAGAGAATTG
CCTGCTAATCGAGGGTATGTACGTGCCAAAGCTCGAAGAAGAGAGAATTG
CCTGCTAATCGAGGGTATGTACGTGCCAAAGCTTGAAGAAGAGAGAATTG
CCTGCTAATCGAGGGTATGTACGTGCCAAAGCTTGAAGAAGAGAGAATTG
CCTGCTAATCGAGGGCATGTACGTGCCAAAGCTTGAAGAAGAGAGAATTG
CCTACTGATTGAGGGCATGTACGTGCCGAAACTTGAAGAAGAAAGGATTG
CCTACTGATTGAGGGCATGTACGTGCCGAAACTTGAAGAAGAAAGGATTG
CCTACTGATTGAGGGCATGTACGTGCCGAAACTTGAAGAAGAAAGGATTG
CCTACTGATTGAGGGCATGTACGTGCCGAAACTTGAAGAAGAAAGGATTG

khkk Ak Ak Akhkkhkk Akhkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkk Ak Ak Ak hkkhkhkkKhk o kk khkkKk

TATCCATTTTGCAATGGGATAGAGCTGATCTGCCAGAGCACAGATTAGAA
TATCCATTTTGCAATGGGATAGAGCTGATCTGCCAGAGCACAGATTAGAA
TATCCATTTTGCAATGGGATAGAGCTGATCTGCCAGAGCACAGATTAGAA
TATCCATTTTGCAATGGGATAGAGCTGATCTGCCAGAGCACAGATTAGAA
TATCCATTTTGCAATGGGATAGAGCTGATCTGCCAGAGCACAGATTAGAA

1146
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1146
1126

1196
1186
1196
1199
1199
1196
1196
1196
1176
1196
1176

1246
1236
1246
1249
1249
1246
1246
1246
1226
1246
1226

1296
1286
1296
1299
1299
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AJ889867_PVYW_Alemanha_NIb
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIb
EF026076_PVYNO-USA_NIb
EF026074_PVYO_USA_NIb
AY745492>AY745492_PVYNO_Canada
OBR_NIDb

AF522296_PVYN_Egito_NIb
AB270705_PVYN_Japao_NIb
EF026075_PVYNTN_USA_NIb
ITA_NIb
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_ NIb
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIb
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIb
EF026076_PVYNO-USA_NIb
EF026074_PVYO_USA_NIb
AY745492>AY745492_PVYNO_Canada
OBR_NIb

AF522296_PVYN_Egito_NIb
AB270705_PVYN_Japao_NIb
EF026075_PVYNTN_USA_NIb
ITA_NIb
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIb
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIb
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIb
EF026076_PVYNO-USA_NIb
EF026074_PVYO_USA_NIb
AY745492>AY 745492 PVYNO_Canada
OBR_NIDb

AF522296_PVYN_Egito_NIb
AB270705_PVYN_Japao_NIb
EF026075_PVYNTN_USA_NIb

TATCCATTTTGCAATGGGATAGAGCTGATCTGCCAGAGCACAGATTAGAA
TATCCATTCTGCAATGGGATAGAGCTGATCTGCCAGAGCACAGATTAGAA
TGTCCATTCTCCAATGGGACAGAGCAGACTTGGCTGAACATAGGCTTGAG
TGTCCATTCTCCAATGGGACAGAGCAGACTTGGCTGAACACAGGCTTGAG
TGTCCATTCTCCAATGGGACAGAGCAGACTTGGCTGAACATAGGCTTGAG
TGTCCATTCTCCAATGGGACAGAGCGGACTTAGCTGAACACAGGCTTGAG

* kkkkhkk kK khkkkhkAkkhk khkkKhkk kK * * kk Kk kK * Kk k

GCGATTTGTGCAGCAATGATAGAATCCTGGGGTTATTTTGAGTTAACGCA
GCGATTTGTGCAGCAATGATAGAATCCTGGGGTTATTTTGAGTTAACGCA
GCGATTTGTGCAGCAATGATAGAATCCTGGGGTTATTITTGAGTTAACGCA
GCGATTTGTGCAGCAATGATAGAATCCTGGGGTTATTITTGAGTTAACGCA
GCGATTTGTGCAGCAATGATAGAATCCTGGGGTTATTTTGAGTTAACGCA
GCGATTTGTGCAGCAATGATAGAATCCTGGGGTTATTTTGAGTTAACGCA
GCGATTTGTGCAGCAATGATAGAATCCTGGGGTTATTTTGAGTTAACGCA
GCGATTTGCGCAGCTATGATAGAGTCCTGGGGTTATTICTGAACTAACACA
GCGATTTGCGCAGCTATGATAGAGTCCTGGGGTTATTICTGAACTAACACA
GCGATTTGCGCAGCTATGATAGAGTCCTGGGGTTATTCTGAACTAACACA
GCGATTTGCGCAGCTATGATAGAGTCCTGGGGTTATTCTGAACTAACACA

khkkhkhkhkkhkkhk Khhkkkhkk khkhkkhkkhkkhkhk KAhkkhkkhkrkkkhkhkhkhkkhkikx kkk *kk Kk kK

CCAAATCAGGAGATTICTACTCATGGTTGTTGCAACAGCAACCTTTTTCAA
CCAAATCAGGAGATTCTACTCATGGTTGTTGCAACAGCAACCTTTTTCAA
CCAAATCAGGAGATTCTACTCATGGTTGTTGCAACAGCAACCTTTTTCAA
CCAAATCAGGAGATTCTACTCATGGTTGTTGCAACAGCAACCTTTTTCAA
CCAAATCAGGAGATTICTACTCATGGTTGTTGCAACAGCAACCTTTTTCAA
CCAAATCAGGAGATTICTACTCATGGTTGTTGCAACAGCAACCTTTTTCAA
CCAAATCAGGAGATTCTACTCATGGTTGTTGCAACAGCAACCTTTTTCAA
CCAAATCAGGAGATTCTACTCATGGTTATTGCAACAGCAACCCTTTGCAA
CCAAATCAGGAGATTCTACTCATGGTTATTGCAACAGCAACCCTTTGCAA
CCAAATCAGGAGATTICTACTCATGGTTATTGCAACAGCAACCCTTTGCAA
CCAAATCAGGAGATTICTACTCATGGTTATTGCAACAGCAACCTTTTGCAA

khkkhkhkhkkhkhkhkhkkhkhhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhhkkhhhkh *,hkhhhkhkhkrhkhhxrkhkk, *k,*x k%%

CGATAGCACAGGAAGGAAAAGCTCCATACATAGCGAGCATGGCACTGAAG
CGATAGCACAGGAAGGAAAAGCTCCATACATAGCGAGCATGGCACTGAAG
CGATAGCACAGGAAGGAAAAGCTCCATACATAGCGAGCATGGCATTGAAG

1296
1296
1296
1276
1296
1276

1346
1336
1346
1349
1349
1346
1346
1346
1326
1346
1326

1396
1386
1396
1399
1399
1396
1396
1396
1376
1396
1376

1446
1436
1446
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ITA_NIb
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIb
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIb
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIb
EF026076_PVYNO-USA_NIb
EF026074_PVYO_USA_NIb
AY745492>AY 745492 PVYNO_Canada
OBR_NIb

AF522296_PVYN_Egito_NIb
AB270705_PVYN_Japao_NIb
EF026075_PVYNTN_USA_NIb
ITA_NIb
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIb
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIb
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIb
EF026076_PVYNO-USA_NIb
EF026074_PVYO_USA_NIb
AY745492>AY745492_PVYNO_Canada
OBR_NIDb

AF522296_PVYN_Egito_NIb
AB270705_PVYN_Japao_NIb
EF026075_PVYNTN_USA_NIb
ITA_NIb
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIb
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIb
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIb
EF026076_PVYNO-USA_NIb
EF026074_PVYO_USA_NIb
AY745492>AY745492_PVYNO_Canada
OBR_NIb

AF522296_PVYN_Egito_NIb

CGATAGCACAGGAAGGAAAAGCTCCATACATAGCGAGCATGGCATTGAAG
CGATAGCGCAGGAAGGAAAAGCTCCATACATAGCGAGCATGGCATTGAAG
CGATAGCGCAGGAAGGAAAAGCTCCATACATAGCGAGCATGGCATTGAAG
CGATAGCGCAGGAAGGAAAAGCTCCATACATAGCGAGCATGGCATTGAAG
CAATAGCGCAGGAAGGGAAGGCTCCTTATATAGCAAGCATGGCATTAAGG
CAATAGCGCAGGAAGGGAAGGCTCCTTATATAGCAAGCATGGCATTAAGG
CAATAGCGCAGGAAGGGAGGGCTCCTTATATAGCAAGCATGGCATTAAGG
CAATAGCGCAGGAAGGGAAGGCTCCTTATATAGCAAGCATGGCATTAAGG

* Ak kkhkk ki kkhkkkk Kk khkkhkkk kk kAhkkkhkk khkkkkkhkkhkkkkk Kx Kk K

AAGCTGTACATGGATAGGACAGTAGATGAGGAGGAACTGAAGGCTTTCAC
AAGCTGTACATGGATAGGACAGTAGATGAGGAGGAACTGAAGGCTTTCAC
AAGCTGTACATGAATAGGACAGTAGATGAGGAGGAACTGAAGGCTTTCAC
AAGCTGTACATGAATAGGACAGTAGATGAGGAGGAACTGAAGGCTTTCAC
AAGCTGTACATGAATAGGACAGTAGATGAGGAGGAACTGAAGGCTTTCAC
AAGCTGTACATGAATAGGACAGTAGATGAGGAGGAACTGAAGGCTTTCAC
AAGCTGTACATGGATAGGACAGTAGATGAGGAGGAACTGAAAGCTTTCAC
AAATTGTATATGGATAGGGCTGTGGATGAGGAAGAGCTGAGAGCCTTCAC
AAATTGTATATGGATAGGGCTGTGGATGAGGAAGAGCTGAGAGCCTTCAC
AAATTGTATATGGATAGGGCTGTGGATGAGGAAGAGCTGAGAGCCTTCAC

AAACTGTATATGGATAGGACTGTGGATGAGGAAGAGCTAAGAGCCTTCAC
kk kkokk kkk kkkkk Kk kk kkkrkkkrkk kk kk ok kk kkkk*

TGAAATGATGGTTGCCTTGGATGATGAAC—————————————————————
TGAAATGATGGTTGCCTTGGATGATGAACTTGAGTGCGATACTTATGAAG
TGAAATGATGGTTGCCTTGGATGATGAACTTGAGTGCGATACTTATGAAG
TGAAATGATGGTTGCCTTGGATGATGAACTTGAGTGCGATACTTATGAAG
TGAAATGATGGTTGCCTTGGATGATGAACTTGAGTGCGATACTTATGAAG
TGAAATGATGGTTGCCTTGGATGATGAACTTGAGTGCGATACTTATGAAG
TGAAATGATGGTTGCCTTGGATGATGAATTTGAGTGCGATGCTTATGAAG
TGAAATGATGGTCGCATTAGACGATGAGTTTGAATTTGACTCTTATGAAG
TGAAATGATGGTCGCATTAGACGATGAGTTTGAATTTGACTCTTATGAAG
TGAAATGATGGTCGCATTAGACGATGAGTTTGAATTTGACTCTTATGAAG
TGAAATGATGGTCGCATTAGACGATGAGTTTGAGTTTGACTCTTATGAAG

khkk ki hkkhkkhkhrkkhkkhkkk k*k kk kk K*khkkkk

1449
1449
1446
1446
1446
1426
1446
1426

1496
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1496
1499
1499
1496
1496
1496
1476
1496
1476

1525
1536
1546
1549
1549
1546
1546
1546
1526
1546
1526
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AB270705_PVYN_Japao_NIb
EF026075_PVYNTN_USA_NIb
ITA_NIb
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_NIb
AJ889867_PVYW_Alemanha_NIb
AJ166866_PVYNTN_Canada_NIb
EF026076_PVYNO-USA_NIb
EF026074_PVYO_USA_NIb
AY745492>AY745492_PVYNO_Canada
OBR_NIb

TGCACCATCAA
TGCACCATCAA
TGCACCATCAA
TGCACCATCAA
TGCACCATCAA
TGCACCATCAA
TATACCATCAA
TACACCATCAA
TATACCATCAA
TACACCATCAA

1547
1557
1560
1560
1557
1557
1557
1537
1557
1537
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CLUSTAL 2.0.8 multiple sequence alignment

EF026074_PVYO_USA_CP
AJ889867_PVYW_Alemanha_CP
AY745492_PVYNO_Canada_CP
EF026076_PVYNO-USA_CP
AB270705_PVYN_Japao_CP
OBR_CP
EF026075_PVYNTN_USA_CP
ITA_CP
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CP
AJ166866_PVYNTN_Canada_CP
NBR_CP
AF522296_PVYN_Egito_CP

EF026074_PVYO_USA_CP
AJ889867_PVYW_Alemanha_CP
AY745492 PVYNO_Canada_CP
EF026076_PVYNO-USA_CP
AB270705_PVYN_Japao_CP
OBR_CP
EF026075_PVYNTN_USA_CP
ITA_CP
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CP
AJ166866_PVYNTN_Canada_CP
NBR_CP
AF522296_PVYN_Egito_CP

EF026074_PVYO_USA_CP
AJ889867_PVYW_Alemanha_CP
AY745492_ PVYNO_Canada_CP
EF026076_PVYNO-USA_CP
AB270705_PVYN_Japao_CP
OBR_CP

————————————————————————————————— GGAAACGCTCCATACAT 17
CAACAGCAACCTTTTGCAACAATAGCGCAGGAAGGGAAGGCTCCTTATAT 50

AGCGAGCATGGCATTGAAGAAGCTGTACATGAATAGGACAGTAGATGAGG 67
AGCAAGCATGGCACTAAGGAAACTGTATATGGATAGGGCTGTIGGATGAGG 100

190



EF026075_PVYNTN_USA_CP
ITA_CP
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CP
AJ166866_PVYNTN_Canada_CP
NBR_CP
AF522296_PVYN_Egito_CP

EF026074_PVYO_USA_CP
AJ889867_PVYW_Alemanha_CP
AY745492_PVYNO_Canada_CP
EF026076_PVYNO-USA_CP
AB270705_PVYN_Japao_CP
OBR_CP
EF026075_PVYNTN_USA_CP
ITA_CP
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CP
AJ166866_PVYNTN_Canada_CP
NBR_CP
AF522296_PVYN_Egito_CP

EF026074_PVYO_USA_CP
AJ889867_PVYW_Alemanha_CP
AY745492 PVYNO_Canada_CP
EF026076_PVYNO-USA_CP
AB270705_PVYN_Japao_CP
OBR_CP
EF026075_PVYNTN_USA_CP
ITA_CP
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CP
AJ166866_PVYNTN_Canada_CP
NBR_CP
AF522296_PVYN_Egito_CP

EF026074_PVYO_USA_CP

AGGAACTGAAGGCTTTCACTGAAATGATGGTTGCCTTGGATGATGAACTT
AAGAGCTAAGAGCCTTCACTGAAATGATGGTCGCATTAGATGATGAGTTT

—————————————————————————————— GCAAATGACACAATCGATGC
—————————————————————————————— GCAAATGACACAATCGATGC
—————————————————————————————— GCAAATGACACAATCGATGC
—————————————————————————————— GCAAATGACACAATCGATGC
—————————————————————————————— GGAAACGACACAATCGATGC
—————————————————————————————— GCAAATGACACAATTGATGC
—————————————————————————————— GGAAATGACACAATCGATGC
—————————————————————————————— GGAAATGACACAATCGATGC
—————————————————————————————— GGAAATGACACAATTGATGC
—————————————————————————————— GGAAATGACACAATCGATGC
GAGTGCGATACTTATGAAGTGCACCATCAAGGAAATGACACAATCGATGC
GAGCTTGACTCTTATGAAGTACACCATCAAGCAAATGACACAATTGATGC

* kkk kkkhkAkkhkAk kA kh Kk

AGGAGGAAGCAGCAAGAAAGATGCAAGACCGGAGCAAGGCAGCATCCAGT
AGGAGGAAGCAGCAAGAAAGATGCAAGACCAGAGCAAGGCAGCATCCAGT
AGGAGGAAGCAGCAAGAAAGATGCAAGACCAGAGCAAGGCAGCATCCAGT
AGGAGGAAGCAGCAAGAAAGATGCAAGACCAGAGCAAGGCAGCATCCAGT
AGGAGGAAGCAGCAAGAAAGATGCAAGACCAGAGCAAAGCAGCATTCAGT
AGGAGGAAGCAACAAGAGAGATGCAAAACCAGAGCAAGGCAGCATCCAGT
AGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGTAGCATTCAAC
AGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGTATCATTCAAC
AGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCTAGGTAGCATTCAAC
AGGAGGAAGCACTAAGAAAGATGCAAAACAAGAGCAAGGTAGCATTCAAC
AGGAGGAAGCACTAAGAAGGATGCAAAACAAGAGCAAGGTATCATTCAAC
AGGAGGAAGCAACAAGAAAGATGCAAAACCAGAGCAGGGCAGCATCCAGC

*hkkkkkhkkkkk K * kK x *khkkhkkkkhk Kk*k * kK x * kK kk*k k%K

CAAACCCGAACAAAGGAAAAGATAAGGATGTGAATGCTGGTACATCTGGG

117
150

20
20
20
20
20
20
20
20
20
20
167
200

70
70
70
70
70
70
70
70
70
70
217
250

120
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AJ889867_PVYW_Alemanha_CP
AY745492_PVYNO_Canada_CP
EF026076_PVYNO-USA_CP
AB270705_PVYN_Japao_CP
OBR_CP
EF026075_PVYNTN_USA_CP
ITA_CP
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CP
AJ166866_PVYNTN_Canada_CP
NBR_CP
AF522296_PVYN_Egito_CP

EF026074_PVYO_USA_CP
AJ889867_PVYW_Alemanha_CP
AY745492_PVYNO_Canada_CP
EF026076_PVYNO-USA_CP
AB270705_PVYN_Japao_CP
OBR_CP
EF026075_PVYNTN_USA_CP
ITA_CP
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CP
AJ166866_PVYNTN_Canada_CP
NBR_CP
AF522296_PVYN_Egito_CP

EF026074_PVYO_USA_CP
AJ889867_PVYW_Alemanha_CP
AY745492_ PVYNO_Canada_CP
EF026076_PVYNO-USA_CP
AB270705_PVYN_Japao_CP
OBR_CP
EF026075_PVYNTN_USA_CP
ITA_CP
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CP
AJ166866_PVYNTN_Canada_CP

CAAACCCGAACAAAGGAAAAGATAAGGATGTGAATGCTGGTACATCTGGG
CAAACCCGAACAAAGGAAAAGATAAGGATGTGAATGCTGGTACATCTGGG
CAAACCCGAACAAAGGAAAAGATAAGGATGTGAATGCTGGTACATCTGGG
CAAACCCGAACAAAGGAAAAGATAAGGATGTTAATGCTGGCACATCTGGG
CAAATCTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
CAAATCTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
CAAATCTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
CAAGTCTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
CAAATCTCAACAAGGAAAAGGAAAAGGACGTGAATGTTGGAACATCTGGA
CAAACCCGAACAAAGGAAAGGATAAGGATGTTAATGCAGGCACATCTGGG

ACACATACTGTGCCGAGAATCAAGGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCC
ACACATACTGTGCCGAGAATCAAGGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCC
ffffffffff TGCCGAGAATCAAGGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCC
ACACACACTGTGCCGAGAATCAAGGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCC
ACACATACTGTGCCGAGAATCAAGGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCC
ACACATACTGTGCCGAGAATCAAGGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCC
ACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCC
ACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCC
ACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCC
ACTCACACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCC
ACTCATACTGTGCCACGAATTAAAGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCC
ACACATACTGTGCCGAGAATCAAGGCTATCACGTCCAAAATGAGAATGCC

* kK k khkk Kk kk khkkhkkhkAkhkhkAhk kA h Ak Ak h Ak Ak Ak kA khk

CAAAAGCAAGGGAGCAACCGTGCTAAACCTAGAACACTTGCTTGAGTATG
CAAAAGCAAGGGAGCAACCGTGCTAAACTTAGAACACTTGCTTGAGTATG
CAAAAGCAAGGGAGCAACCGTGCTAAACTTAGAACACTTGCTTGAGTATG
CAAAAGCAAGGGAGCAACCGTGCTAAACTTAGAACACTTGCTTGAGTATG
CACAAGCAAGGGAGCAACCGTGCTAAACTTAGAACACTTGCTTGAGTATG
CAAAAGCAAGGGAGCAACCGTGCTAAACTTAGAACATTTGCTTGAGTATG
CAAGAGTAAAGGTGCAACTGTACTAAATTTGAAACACTTACTCGAGTATG
CAAGAGTAAAGGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATG
CAAGAGTAAAGGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATG
CAGGAGTAAGGGTGCAACTGTACTAAATTTGAAACATTTACTCGAGTATG

120

120
120
120
120
120
120
120
2677
300

170
170
110
170
170
170
170
170
170
170
317
350

220
220
160
220
220
220
220
220
220
220
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NBR_CP
AF522296_PVYN_Egito_CP

EF026074_PVYO_USA_CP
AJ889867_PVYW_Alemanha_CP
AY745492_PVYNO_Canada_CP
EF026076_PVYNO-USA_CP
AB270705_PVYN_Japao_CP
OBR_CP
EF026075_PVYNTN_USA_CP
ITA_CP
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CP
AJ166866_PVYNTN_Canada_CP
NBR_CP
AF522296_PVYN_Egito_CP

EF026074_PVYO_USA_CP
AJ889867_PVYW_Alemanha_CP
AY745492_PVYNO_Canada_CP
EF026076_PVYNO-USA_CP
AB270705_PVYN_Japao_CP
OBR_CP
EF026075_PVYNTN_USA_CP
ITA_CP
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CP
AJ166866_PVYNTN_Canada_CP
NBR_CP
AF522296_PVYN_Egito_CP

EF026074_PVYO_USA_CP
AJ889867_PVYW_Alemanha_CP
AY745492 PVYNO_Canada_CP
EF026076_PVYNO-USA_CP
AB270705_PVYN_Japao_CP

CAAGAGTAAAGGTGCAACTGTACTAAATTTGGAACACTTACTCGAGTATG
CACAAGCAAGGGAGCAACCGTGCTAAACTTAGAACATTTGCTTGAGTATG

* % Kk kk kk kkkkk kk kkhkkkk * *khkkhkk kk kk kkhkkkkkk

CTCCACAACAAATTGATATTTCAAATACTCGGGCAACTCAATCACAGTTT
CTCCACAACAAATTGATATTTCAAATACTCGGGCAACTCAATCACAGTTT
CTCCACAACAAATTGATATTTCAAATACTCGGGCAACTCAATCACAGTTT
CTCCACAACAAATTGATATTTCAAATACTCGGGCAACTCAATCACAGTTT
CTCCACAACAAATTGATATTTCAAATACTCGGGCGACTCAATCACAGTTT
CTCCACAACAAATTGATATTTCAAATACTCGGGCAACTCAATCACAGTTT
CTCCACAGCAAATTGACATCTCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTT
CTCCACAGCAAATTGACATCTCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTT
CTCCACAGCAAATTGACATCTCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTT
CTCCACAGCAAATTGACATCTCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTT
CTCCACAGCAAATTGACATCTCAAATACTCGAGCAACTCAATCACAGTTT

CTCCACAACAAATTGATATTTCAAATACTCGGGCAACTCAATCACAGTTT
kkokkokkok kkkkkkokx kk kkkkokkokkokkok kk  kokkokkokkokkokkokkokx

GATACGTGGTATGAGGCAGTGCGGATGGCATACGACATAGGAGAAACTGA
GATACGTGGTATGAGGCAGTGCGGATGGCATACGACATAGGAGAAACTGA
GATACGTGGTATGAGGCAGTGCGGATGGCATACGACATAGGAGAAACTGA
GATACGTGGTATGAGGCAGTGCGGATGGCATACGACATAGGAGAAACTGA
GATACGTGGTATGAGGCAGTGCGGATGGCATACGACATAGGAGAAACTGA
GATACGTGGTATGAGGCAGTGCGGATGGCATACGACATAGGAGAAACTGA
GATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCATACGACATAGGAGAAACTGA
GATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCATACGACATAGGAGAAACTGA
GATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCATACGGCATAGGAGAAACTGA
GATACATGGTATGAAGCAGTACAACTTGCATACGACATAGGAGAAACTGA
GATACGTGGTATGAAGCGGTACAACTTGCATACGACATAGGAGAAACTGA
GATACGTGGTATGAGGCAGTGCGGATGGCATACGACATAGGAGAAACTGA

*khkkkhkk khkkhkkhkkhkhkk Kk KAk K * Ak kkhkhkk AkhkhkAkk kA kA Ak A AKX A A

GATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAA
GATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAA
GATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAA
GATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAA
GATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAA

367
400

270
270
210
270
270
270
270
270
270
270
417
450

320
320
260
320
320
320
320
320
320
320
467
500

370
370
310
370
370
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OBR_CP
EF026075_PVYNTN_USA_CP
ITA_CP
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CP
AJ166866_PVYNTN_Canada_CP
NBR_CP
AF522296_PVYN_Egito_CP

EF026074_PVYO_USA_CP
AJ889867_PVYW_Alemanha_CP
AY745492_PVYNO_Canada_CP
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EF026074_PVYO_USA_CP
AJ889867_PVYW_Alemanha_CP
AY745492_PVYNO_Canada_CP
EF026076_PVYNO-USA_CP
AB270705_PVYN_Japao_CP
OBR_CP
EF026075_PVYNTN_USA_CP
ITA_CP
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CP
AJ166866_PVYNTN_Canada_CP
NBR_CP
AF522296_PVYN_Egito_CP

GATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAA
AATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAA
AATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAA
AATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAA
AATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAA
AATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAA
GATGCCAACTGTGATGAATGGGCTTATGGTTTGGTGCATTGAAAATGGAA

khkkhkhkhkhhkhkhkhhAhkhhkhhkhkhhhkhkhrhkhkhhhkkhkhrhkhkhhhkkhkrhkkhhhhkkhhrhkhkxxk*k

CCTCGCCAAATGTCAACGGAGTTTGGGTTATGATGG-ATGGG-AATGAAC
CCTCGCCAAATGTCAACGGAGTTTGGGTTATGATGG-ATGGG-AATGAAC
CCTCGCCAAATGTCAACGGAGTTTGGGTTATGATGG-ATGGG-GATGAAC
CCTCGCCAAATGTCAACGGAGTTTGGGTTATGATGG-ATGGG-GATGAAC
CCTCGCCAAATGTCAACGGAGTTTGGGTTATGATGG-ATGGG-AATGAAC
CCTCGCCAAATGTCAACGGAGTTTGGGTTATGATGG-ATGGG-AATGAAC
CCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGG-ATGGA-GATGAAC
CCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGGGATGGAAGATGAAC
CCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGG-ATGGA-GATGAAC
CCTCGCCAAATATCAATGGAGTTTGGGTTATGATGG-ATGGA-GATGAAC
CCTCGCCAAACATCAACGGAGTTTGGGTTATGATGG-ATGGA-GATGAAC

CCTCGCCAAATGTCAACGGAGTTTGGGTTATGATGG-ATGGG-AATGAAC
kokkkkkkkhkk  kkkk kkkkkkkrkkkkkkkkkkkk kkKk*k * Kk kK k ok

AAGTCGAGTACCC-GTTGAAACCAA--TCGTTGAGAATGC-AAAACCAAC
AAGTCGAGTACCC-GCTGAAACCAA--TCGTTGAGAATGC-AAAACCAAC
AAGTCGAGTACCC-GTTGAAACCAA--TCGTTGAGAATGC-AAAACCAAC
AAGTCGAGTACCC-GTTGAAACCAA--TCGTTGAGAATGC-AAAACCAAC
AAGTCGAGTACCC-GTTGAAACCAA--TCGTTGAGAATGC-AAAACCAAC
AAGTTGAGTACCC-GTTGAAACCAA--TCGTTGAGAATGC-AAAGCCAAC
AAGTCGAATACCC-ACTGAAACCAA--TCGTTGAGAATGC-AAAACCAAC
AAGTCGAATACCCCACTGAAACCCAATTCGTTGAGAATGCCAAAACCAAC
AAGTCGAATACCC-ACTGAAACCAA--TCGTTGAGAATGC-AAAACCAAC
AAGTCGAATACCC-ACTGAAACCAA--TCGTTGAGAATGC-AAAACCAAC
AAGTCGAATACCC-ACTGAAACCAA--TCGTTGAGAATGC-AAAACCAAC
AAGTTGAGTACCC-GTTGAAACCAA--TCGTTGAGAATGC-AAAACCAAC

kK Kk kk kkkkk Ak Kk AkkKk K khkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkkhk *hkk KAkxhk*k

370
370
370
370
370
517
550

418
418
358
418
418
418
418
420
418
418
565
598

464
464
404
464
464
464
464
470
464
464
611
644
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OBR_CP
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ITA_CP
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CP
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EF026074_PVYO_USA_CP
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AY745492_PVYNO_Canada_CP
EF026076_PVYNO-USA_CP
AB270705_PVYN_Japao_CP
OBR_CP
EF026075_PVYNTN_USA_CP
ITA_CP
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CP
AJ166866_PVYNTN_Canada_CP
NBR_CP
AF522296_PVYN_Egito_CP

EF026074_PVYO_USA_CP
AJ889867_PVYW_Alemanha_CP
AY745492_PVYNO_Canada_CP
EF026076_PVYNO-USA_CP
AB270705_PVYN_Japao_CP
OBR_CP
EF026075_PVYNTN_USA_CP
ITA_CP
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CP

CCTTAGGC-AAATCATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATA
CCTTAGGC-AAATCATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATA
CCTTAGGC-AAATCATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATA
CCTTAGGC-AAATCATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATA
CCTTAGGC-AAATCATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATA
CCTTAGGC-AAATCATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATA
ACTTAGGC-AAATCATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATA
ACTTAGGCCAAATCATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATA
ACTTAGGC-AAATCATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATA
ACTTAGGC-AAATCATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATA
ACTTAGGC-AAATCATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATA
CCTTAGGC-AAATCATGGCACATTTCTCAGATGTTGCAGAAGCGTATATA

khkkhkhkhkhk hAhkhkhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhhkhhhkhkhkhrhkhhhhkkhkrhkkhhhhkkhhhkhkxxk*k

GAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATATATGCCACGATATGGTTTAATTCG
GAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATATATGCCACGATATGGTTTAACTCG
GAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATATATGCCACGATA-———————————
GAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATATATGCCACGATATGGTTTAATTCG
GAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATATATGCCACGATATGGTTTAATTCG
GAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATATATGCCACGATATGGTTTAATTCG
GAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATATATGCCACGATATGGTTTAGTTCG
GAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATATATGCCACGATATGGTTTAGTTCG
GAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATATATGCCACGATATGGTTTAGTTCG
GAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATATATGCCACGATATGGTTTAGTTCG
GAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATATATGCCACGATATGGTTTAGTTCG

GAAATGCGCAACAAAAAGGAACCATATATGCCACGATATGGTTTAATTCG
ok ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k ok k

AAATCTGCGGGATGTGGGTTTAGCGCGTTATGCCTTTGACTTTTATGAGG
AAATCTGCGGGATGTGGGTTTAGCGCGTTATGCCTTTGACTTTTATGAGG

AAATCTGCGGGATGTGGGTTTAGCGCGTTATGCCTITCGACTTTTATGAGG
AAATCTGCGGGATATGGGTTTAGCGCGTTATGCCTTTGACTTTTATGAGG
GAATCTGCGGGATGTGGGTTTAGCGCGTTATGCCTTTGACTTTTATGAGG
TAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTTGACTTTTATGAGG
TAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTTGACTTTTATGAGG
TAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTTGACTTTTATGAGG

513
513
453
513
513
513
513
520
513
513
660
693

563
563
491
563
563
563
563
570
563
563
710
743

613
613
493
613
613
613
613
620
613
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AJ166866_PVYNTN_Canada_CP
NBR_CP
AF522296_PVYN_Egito_CP

EF026074_PVYO_USA_CP
AJ889867_PVYW_Alemanha_CP
AY745492 PVYNO_Canada_CP
EF026076_PVYNO-USA_CP
AB270705_PVYN_Japao_CP
OBR_CP
EF026075_PVYNTN_USA_CP
ITA_CP
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_CP
AJ166866_PVYNTN_Canada_CP
NBR_CP
AF522296_PVYN_Egito_CP

EF026074_PVYO_USA_CP
AJ889867_PVYW_Alemanha_CP
AY745492_PVYNO_Canada_CP
EF026076_PVYNO-USA_CP
AB270705_PVYN_Japao_CP
OBR_CP
EF026075_PVYNTN_USA_CP
ITA_CP
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NBR_CP
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EF026074_PVYO_USA_CP
AJ889867_PVYW_Alemanha_CP
AY745492_PVYNO_Canada_CP
EF026076_PVYNO-USA_CP

TAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTTGACTTTTATGAAG
TAATCTGCGCGATGGAAGTTTGGCTCGCTATGCTTTTGACTTTTATGAGG
AAATCTGCGGGATATGGGTTTAGCGCGTTATGCCTTTGACTTTTATGAGG

*

TCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATGAAG
TCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATGAAG
TCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATGAAG
TCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATGAAG
TCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATGAAG
TCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATGAAG
TCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATGAAG
TCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATGAAG
TCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATGAAG
TTACATCACGGACACCAGTGAGGGCTAGAGAGGCACACATTCAAATGAAG
TCACATCACGAACACCAGTGAGGGCTAGGGAAGCGCACATTCAAATGAAG

GCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTITCGGGTTGGACGGTGG
GCCGCAGCATTGAAATCAGCTCAACCTCGACTTTITCGGGTTGGACGGTGG
GCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTITCGGGTTGGACGGTGG
GCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTITCGGGTTGGACGGTGG
GCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTITCGGGTTGGACGGTGG
GCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTITCGGGTTGGACGGTGG
GCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAATCTCGACTTTITCGGGTTGGACGGTGG
GCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAATCTCGACTTTITCGGGTTGGACGGTGG
GCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAACCTCGACTTTITCGGGTTGGACGGTGG
GCCGCAGCTTTAAAATCAGCTCAATCTCGACTTTITCGGATTGGATGGTGG
GCCGCAGCATTGAAATCAGCCCAATCTCGACTTTITCGGGTTGGACGGTGG

CATCAGTACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCT
CATCAGTACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCT
CATCAGTACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCT
CATCAGTACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCT

613
760
793

663
663
543
663
663
663
663
670
663
663
810
798

713
713
593
713
713
713
713
720
713
713
860

763
763
643
763
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EF026074_PVYO_USA_CP
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NBR_CP
AF522296_PVYN_Egito_CP

CATCAGTACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCT
CATCAGTACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCT
CATCAGTACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCT
CATCAGTACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCT
CATCAGTACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTTT
CATTAGTACACAAGAGGAAAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTTT
CATCAGTACACAAGAGGAGAACACAGAGAGGCACACCACCGAGGATGTCT

CTCCAAGTATGCATACTCTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
CTCCAAGTATGCATACTCTACTTGGAGTCAAGAACATGT 802
CTCCAAGTATGCATACTICTACTTGGAGTTAAGAACATG- 681
CTCCAAGTATGCATACTICTACTTGGAGTTAAGAACATG- 801
CTCCAAGTATGCATACTICTACTTGGAGTTAAGAACATG- 801
CTCCAAGTATGCATACTCTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
CTCCAAGTATGCATACTCTACTTGGAGTCAAGAACATG- 801
CTCCAAGTATGCATACTICTACTTGGAGTCAAGAACATGT 809
CTCCAAGTATGCATACTICTACTTGGAGTCAAGAACATGT 802
CTCCAAGTATGCATACTICTACTTGGAGTGAAGAACATG- 801
CTCCAAGTATGCATACTICTACTTGGAGTCAAGAACATG- 948

763
763
763
770
763
763
910
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CLUSTAL 2.0.8 multiple sequence alignment

ITA_3UTR

NBR_3UTR
AB270705_PVYN_Japao_3UTR
EF026075_PVYNTN_USA_3UTR
AJ889867_PVYW_Alemanha_3UTR
AY745492 PVYNO_Canada_3UTR
EF026076_PVYNO-USA_3UTR
EF026074_PVYO_USA_3UTR
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_3UTR
OBR_3UTR
AF522296_PVYN_Egito_3UTR
AJ166866_PVYNTN_Canada_3UTR

ITA_3UTR

NBR_3UTR
AB270705_PVYN_Japao_3UTR
EF026075_PVYNTN_USA_3UTR
AJ889867_PVYW_Alemanha_3UTR
AY745492 PVYNO_Canada_3UTR
EF026076_PVYNO-USA_3UTR
EF026074_PVYO_USA_3UTR
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_3UTR
OBR_3UTR
AF522296_PVYN_Egito_3UTR
AJ166866_PVYNTN_Canada_3UTR

ITA_ 3UTR

NBR_3UTR
AB270705_PVYN_Japao_3UTR
EF026075_PVYNTN_USA_3UTR
AJ889867_PVYW_Alemanha_3UTR
AY745492_PVYNO_Canada_3UTR

—GAT-GTAGTGTCTCTCCGGACGATATATAAGTATTTACATATGCAGTAA
TGAT-GTAGTGTCTCTCCGGACGATATATAAGTATTTACATATGCAGTAA
TGAT-GTAGTGTCTCTCCGGACGATATATAAGTATTTACATATGCAGTAA
TGAT-GTAGTGTCTCTCCGGACGATATATAAGTATTTACATATGCAGTAA
—GAT-GTAGTGTCTCTCCTGACGATATATAAGTATTTACATATGCAGTAA
TGAT-GTAGTGTCTCTCCGGACGATATATAAGTATTTACATATGCAGTAA
TGAT-GTAGTGTCTCTCCGGACGATATATAAGTATTTACATATGCAGTAA
TGAT-GTAGTGTCTCTCCGGACGATATATAAGTATTTACATATGCAGTAA
TGAT-GTAGTGTCTCTCCGGACGATATATAAGTATTTACATATGCAGTAA
TGAT-GTAGTGTCTCTCCGGACGATATATAAGTATTTACATATGCAGTAA
TGAT-GTAGTGTCTCTCCGGACGATATATAAGTATTTACATATGCAGTAA
TGATTGTAGTGTCTTTCCGGACGATATATAGATATTTATGTTTGCAGTAA

khkk Akhkkkhkkhkkhkkhkk khkk KAk Ak kA Ak h kK * ok Kk ok ok ok * Ak Ak k kA kk

GTATTTTGGCTTTTCCTGTACTACTTTTATCATAATTAATAATCAGTTTG
GTATTTTGGCTTTTCCTGTACTACTTTTATCATAATTAATAATCAGTTTG
GTATTTTGGCTTTTCCTGTACTACTTTTATCATAATTAATAATCAGTTTG
GTATTTTGGCTTITTCCTGTACTACTTTTATCATAATTAATAATCAGTTTG
GTATTTTGGCTTITTCCTGTACTACTTTTATCATAATTAATAATCAGTTTG
GTATTTTGGCTTTTCCTGTACTACTTTTATCATAATTAATAATCAGTTTG
GTATTTTGGCTTTTCCTGTACTACTTTTATCATAATTAATAATCAGTTTG
GTATTTTGGATTTTCCTGTACTACTTTTATCATAATTAATAATCAGTTTG
GTATTTTGGCTTITTCCTGTACTACTTTTATCATAATTAATAATCAGTTTG
GTATTTTGGCTTITTCCTGTACTACTTTTATCATAATTAATAATCAGTTTG
GTATTTTGGCTTTTCCTGTACTACTTTTATCATAATTAATAATC-GTTTG
ATATTTTGGCTTTITCCTGTACTACTTTTATCGTAATTAATAATC-GTTTG

khkkhkkhkkhkhk Khhkhkhkhkhkhkkhkhhkhkhkhhkkhkhhkhkhkhkh *,hkhkkhkrhkhhhkhkkhx **xkxk%

AATATTACTAATAGATAGAGGTGGCAGGGTGATTTICGTICATTGT-GGTGA
AATATTACTAATAGATAGAGGTGGCAGGGTGATTTCGTCATTGT-GGTGA
AATATTACTAATAGATAGAGGTGGCAGGGTGATTTCGTCATTGT-GGTGA
AATATTACTAATAGATAGAGGTGGCAGGGTGATTTCGTCATTGT-GGTGA
AATATTACTAATAGATAGAGGTGGCAGGGTGATTTICGTICATTGT-GGTGA
AATATTACTAATAGATAGAGGTGGCAGGGTGATTTICGTICATTGT-GGTGA

48
49
49
49
48
49
49
49
49
49
49
50

98
99
99
99
98
99
99
99
99
99
98
99

147
148
148
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EF026076_PVYNO-USA_3UTR
EF026074_PVYO_USA_3UTR
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_3UTR
OBR_3UTR
AF522296_PVYN_Egito_3UTR
AJ166866_PVYNTN_Canada_3UTR

ITA_3UTR

NBR_3UTR
AB270705_PVYN_Japao_3UTR
EF026075_PVYNTN_USA_3UTR
AJ889867_PVYW_Alemanha_3UTR
AY745492 PVYNO_Canada_3UTR
EF026076_PVYNO-USA_3UTR
EF026074_PVYO_USA_3UTR
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_3UTR
OBR_3UTR
AF522296_PVYN_Egito_3UTR
AJ166866_PVYNTN_Canada_3UTR

ITA_3UTR

NBR_3UTR
AB270705_PVYN_Japao_3UTR
EF026075_PVYNTN_USA_3UTR
AJ889867_PVYW_Alemanha_3UTR
AY745492 PVYNO_Canada_3UTR
EF026076_PVYNO-USA_3UTR
EF026074_PVYO_USA_3UTR
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_3UTR
OBR_3UTR
AF522296_PVYN_Egito_3UTR
AJ166866_PVYNTN_Canada_3UTR

ITA_3UTR

AATATTACTAATAGATAGAGGTGGCAGGGTGATTTICGTICATTGT-GGTGA
AATATTACTAATAGATAGAGGTGGCAGGGTGATTTICGTICATTGT-GGTGA
AATATTACTAATAGATAGAGGTGGCAGGGTGATTTCGTCATTGT-GGTGA
AATATTACTAATAGATGGAGGTGGCAGGGTGATTTCGTCATTGT-GGTGA
AATATTACTGGCAGATAGGGGTGGTATAGCGATTCCGTICGTTGTTAGTGA
AATATTACTGGCAGATAGGGGTGGTGTAGCGATTCCGICGTTGC-AGTGA

Kk ok Kk ok ok Kk k kK kK Kk Kk Ak kkKk * kkkk Akkk KAk K * kK k

CTCTATCTTTTAATTCCGCATTATTAAGTCTTAGATAAAA-GTGCCGGGT
CTCTATCTTTTAATTCCGCATTATTAAGTCTTAGATAAAA-GTGCCGGGT
CTCTATCTTTTAATTCCGCATTATTAAGTCTTAGATAAAA-GTGCCGGGT
CTCTATCTTTTAATTCCGCATTATTAAGTCTTAGATAAAA-GTGCCGGGT
CTICTATCTTTTAATTCCGCATTATTAAGTCTTAGATAAAA-GTGCCGGGT
CTCTATCTTTTAATTCCGCATTATTAAGTCTTAGATAAAA-GTGCCGGGT
CTICTATCTTTTAATTCCGCATTATTAAGTCTTAGATAAAA-GTGCCGGGT
CTCTATCTTTCAATTCCGCATTATTAAGTCTTAGATAAAA-GTGCCGGGT
CTCTATCTTTTAATTICCGCATTAT————————— GATAAAA-GTGCCGGGT
CTCTATCTGTTAATTCCGTATTATTAAGTCTTAGATAAAA-GTGCCGGGT
CCTTAGCTGTCGGTTCTGTATTATTAAGTCTTAGATAAAAAGTGCCGGGT
CCTTAGCTGTCGTTTICTGTATTATTATGT-TTGTATAAAA-GTGCCGGGT

* *k kK Kk * kK kA kAkkKkKk khkkkhkhkk AkhkhkhAkhkkkk

TGTCGTTGTTGTGGATGATTCATCGATTAGGTGATGTTGCGATTCTGTCG
TGTCGTTGTTGTGGATGATTCATCGATTAGGTGATGTTGCGATTCTGTCG
TGTCGTTGTTGTGGATGATTCATCGATTAGGTGATGTTGCGATTCTGTCG
TGTCGTTGTTGTGGATGATTCATCGATTAGGTGATGTTGCGATTCTGTCG
TGTCGTTGTTGTGGATGATTCATCGATTAGGTGATGTTGCGATTCTGTCG
TGTCGTTGTTGTGGATGATTCATCGATTAGGTGATGTTGCGATTCTGTCG
TGTCGTTGTTGTGGATGATTCATCGATTAGGTGATGTTGCGATTCTGTCG
TGTCGTTGTTGTGGATGATTCATCGATTAGGTGATGTCGCGATTCTGTCG
TGTCGTTGTTGTGGATGATTCATCGATTAGGTGATGTTGCGATTCTGTCG
TGTCGTTGTTGTGGATGATTCATCGATTAGGTGATGTTGCGATTCTGTCG
TGTTGTTGT-GTGACTGATCTATCGATTAGGTGATGCTGTGATTCTGTCA
TGTTGTTGTTGTGGCTGATCTATCGATTGGGTGATGTTGCGATTC-GTCG

*kk kkhkkkk kkk * kK x *khkkhkkkkhkk kkhkkkkkk * Ak kkhkk kkx

TAGCAGTGACTATGTICTGGATCTATCTGCTTGGGTGGTGTT-TGATTTAA
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NBR_3UTR
AB270705_PVYN_Japao_3UTR
EF026075_PVYNTN_USA_3UTR
AJ889867_PVYW_Alemanha_3UTR
AY745492 PVYNO_Canada_3UTR
EF026076_PVYNO-USA_3UTR
EF026074_PVYO_USA_3UTR
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_3UTR
OBR_3UTR
AF522296_PVYN_Egito_3UTR
AJ166866_PVYNTN_Canada_3UTR

ITA_3UTR

NBR_3UTR
AB270705_PVYN_Japao_3UTR
EF026075_PVYNTN_USA_3UTR
AJ889867_PVYW_Alemanha_3UTR
AY745492 PVYNO_Canada_3UTR
EF026076_PVYNO-USA_3UTR
EF026074_PVYO_USA_3UTR
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_3UTR
OBR_3UTR
AF522296_PVYN_Egito_3UTR
AJ166866_PVYNTN_Canada_3UTR

ITA_3UTR

NBR_3UTR
AB270705_PVYN_Japao_3UTR
EF026075_PVYNTN_USA_3UTR
AJ889867_PVYW_Alemanha_3UTR
AY745492 PVYNO_Canada_3UTR
EF026076_PVYNO-USA_3UTR
EF026074_PVYO_USA_3UTR
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_3UTR
OBR_3UTR

TAGCAGTGACTATGICTIGGATCTATCTGCTTGGGTGGTGTTGTGATTTCG 297
TAGCAGTGACTATGTICTIGGATCTATCTACTTGGGTGGTGTTGTGATTTCG 297
TAGCAGTGACTATGICIGGATCTATCTGCTTGGGTGGTGTTGTGATTTCG 297
TAGCAGTGACTATGICIGGATCTATCTGCTTGGGTGGTGTTGTGATTTCG 296
TAGCAGTGACTATGICIGGATCCATCTGCTTGGGTGGTGTTGTGATTTCG 297
TAGCAGTGACTATGTICTIGGATCCATCTGCTTGGGTGGTGTTGTGATTTCG 297
TAGCAGTGACTATGICTIGGATCTATCTGCTTGGGTGGTGTTGTGATTTCG 297
TAGCAGTGACTATGICIGGATCTATCTACTTGGGTGGTGTTGTGATTTCG 288
TAGCAGTGACTATGICIGGATCTATCTGCTTGGGTGGTGTTGTGATTTCG 297
TAGCAGTGACTATGICIGGATTTAGTTACTTGGGTGATGCTGTGATTCTG 297

TAGCAGTGACCATGTCTGGATTTAGTTACTTGGGTGATGCTGTGATTICTG 295
kxkxkxkxkx Kkkkxkxkkk  k  Kk kkkkkkkk KKk Kk KkkKkkk

TCATAACAGTGACTGTAAACTTCAATCAGGAAGGGCGAATTCCAGCACAC 345

TCATAACAGTGACTGTAAACTTCAATCAGGAAGGGC—————————————— 333
TCATAACAGTGACT———————————————————————————————————— 311
TCATAACAGTGACTGTAAACTTCAATCAGGAGAC———————————————— 331
TCATAACAGTGACTGTAAACTTCAATCAGGAGAC———————————————— 330
TCATAACAGTGACTGTAAACTTCAATCAGGAGAC———————————————— 331
TCATAACAGTGACTGTAAACTTCAATCAGGAGAC———————————————— 331
TCATACCAGTGACTGTAAACTTCAATCAGGAGAC———————————————— 331
TCATAACAGTGACTGTAAACTTCAATCAGGAG—————————————————— 320
TCATAACAGTGACTGTAAACTTCAATCAGGAAGGGCGAATTCTGCAGATA 347
TCATAGCAGTGACTGTAAACTTCAATCAGGAGAC———————————————— 331
TCATAGCAGTGGCTGTAAACTTCAATCAGGAGAC———————————————— 329

*khkkkhkk kAkkkkk kK

TGGCGGCCGTTACTAGGGATCCGAGCTCGTACCAAGCTGGCGATCGTCAT 395
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AF522296_PVYN_Egito_3UTR  —cmmmmmmm e
AJ166866_PVYNTN_Canada 3UTR  ————— oo

ITA_3UTR CG 397
NBR_3UTR —=
AB270705_PVYN_Japao_3UTR ——
EF026075_PVYNTN_USA_3UTR ——
AJ889867_PVYW_Alemanha_3UTR ——
AY745492 PVYNO_Canada_3UTR ——
EF026076_PVYNO-USA_3UTR —=
EF026074_PVYO_USA_3UTR —=
AJ889866_PVYNTN_Alemanha_3UTR ——
OBR_3UTR ——
AF522296_PVYN_Egito_3UTR ——
AJ166866_PVYNTN_Canada_3UTR -
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