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RESUMO

O inhame (Dioscorea spp.) € uma espécie rica em vitaminas A e B, acido
ascorbico e carboidratos. Esta cultura tem grande importancia social e econémica
para a regidao Nordeste do Brasil, destacando-se na sua producdo os estados da
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Bahia e Maranhdo. No Recdncavo Da Bahia os
principais produtores sdo 0s municipios de Maragojipe, Sédo Felipe, Cruz das
Almas e Sao Félix. As doencas sdo um dos principais problemas da cultura do
inhame, sendo que as viroses ocupam lugar de destaque. Este trabalho teve como
objetivo a detec¢cdo molecular de espécies de Yam mosaic virus e Badnavirus que
infectam inhame (Dioscorea rotundata) cultivado no Recéncavo Da Bahia. Tuberas
de inhame foram coletadas em plantios conduzidos no Reconcavo Da Bahia.
Depois da brotacdo as tuberas foram plantadas em sacos plasticos em casa de
vegetacdo na Embrapa Mandioca e Fruticultura. Para a deteccdo de Badnavirus, o
DNA total foi extraido seguindo a metodologia de Kamal Sharma (2009) com
adaptacGes na concentracdo, centrifugacdo e temperatura de anelamento. Em
seguida foi feito a RCA (Rolling Circle Amplification) para aumentar a quantidade
de DNA circular do virus, depois foi realizada a PCR (Polymerase Chain Reaction)
usando primers especificos para Badnavirus, obtendo-se uma banda de 579 pares
de bases (pb). Para a extracdo de RNA do virus do mosaico do inhame (Yam
mosaic virus, YMV) e para o virus do mosaico suave do inhame (Yam mild mosaic
virus, YMMV) foram testadas trés metodologias: Kit Axygen, Easyzol e Gambino
(2008) com modificagcbes e em seguida realizou-se a RT-PCR com primers
especificos para esses virus. Dentre as metodologias testadas, a de Gambino
(2008) com adaptacdes apresentou RNA de melhor qualidade e permitiu na RT-
PCR amplificar um fragmento de 586 pb para o YMV. Para o YMMV né&o houve
amplificacdo nas amostras analisadas. Os fragmentos gendmicos obtidos foram
sequenciados e comparados com sequéncias disponiveis em bancos de dados do
GenBank e, apresentaram alta identidade com espécies do género Badnavirus
com similaridade 92% com o isolado DBV_GHO03_Dr (AM072664.1) e com 0 YMV,
apresentando 97% de identidade com o isolado Yam mosaic virus capa proteica
DrGha4. Desta forma foi comprovada a presenca de uma espécie de Badnavirus e

do YMV em inhame cultivado no Reconcavo Da Bahia.

Palavras Chave: YMV, extracéo, PCR, RT-PCR.



ABSTRACT

Yam (Dioscorea spp.) is a tuberous crop rich in vitamins A, B and C (ascorbic
acid) and carbohydrates. It has great social and economic importance to North
Eastern region of Brazil, concentrating its production in the states of Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Bahia and Maranhdo. In the Recéncavo of Bahia, the
municipalities of Maragogipe, Sédo Felipe, Cruz das Almas and Séao Felix are
major producers. Diseases can become a threat to yam production, and the
ones caused by viruses are most frequent. This work had the objective of
molecular detection of Yam mosaic virus and Badnavirus species that infect
yam (Dioscorea rotundata) in Bahia. Yam tubers were collected in cropping
areas, left to sprout, planted in plastic bags and grown in green house, at
Embrapa Cassava and Fruit Crops. Detection of Badnavirus used total DNA,
extracted, adapting the method by Kamal Sharma (2009), based on centrifuging
and yellow ringing. Then, Rolling Circle Amplification (RCA) was used to
increase the quantity of viral circular DNA, followed by Polymerase Chain
Reaction (PCR) using specific primers to Badnavirus. A band of 579 base pairs
(bp) was obtained. In the extraction of RNA from yam mosaic virus, (YMV) and
yam mild mosaic virus (YMMV) three methodologies were tested: Kit Axygen,
Easyzol and Gambino (2008) with modifications. In all cases, RT-PCR with
specific primers for these viruses was conducted. Modified Gambino (2008)
yielded higher quality RNA, allowing a 586bp amplified fragment for YMV, while
for YMMV there was no amplification in the samples. The obtained genomic
fragments were sequenced and compared with respective sequences from a
GenBank database, showing high identity with species of Badnavirus (92%
similarity with isolate DBV_GHO03_Dr (AM072664.1) and YMV (97% similarity
with protein cap isolate DrGha4).Therefore, the presence of one species of

Badnavirus and YMV was found in yam crop of the Reconcavo in Bahia.

Key-words: YMV, extraction, PCR, RT-PCR.
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CAPITULO 1

A CULTURA DO INHAME E SUAS VIROSES
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1. Aspectos gerais: botanica, classificagao e origem.

O inhame é uma angiosperma monocotiledénea pertencente a ordem
Dioscoreales, familia Dioscoreaceae, género Dioscorea, que além de ser uma
tuberosa rica em vitaminas do complexo B (contendo altos teores de tiamina,
riboflavina, niacina), vitamina A, acido ascorbico, carboidratos e grdos de
amido, constituem-se um alimento basico para a populacdo e pode ainda ser
utilizado na agroindustria farmacéutica (Moura, 2005). As espécies sao
consideradas plantas do tipo herbaceas perenes, cultivadas para o consumo de
seus tubérculos na Africa, América Latina, Asia e Oceania (Santos; Macédo,
2006). O inhame cultivado no Brasil tem por centro de origem o continente
africano e asiatico (SANTOS et al., 2006).

O género é composto de plantas trepadeiras anuais ou perenes cuja
porcdo subterranea produz taberas, sendo que, possui mais de 150 espécies e
cerca de 600 cultivares usadas para fins agricolas. As mais importantes de
interesse comercial, aquelas que produzem taberas comestiveis sdao:
Dioscorea cayennensis, D. rotundata, D. alata, D. trifida e D. esculenta (SILVA
et al., 2012). O inhame é uma planta que apresenta multi-apices, sistema
reprodutivo propagacdo vegetativa, exclusivamente por meio de tuberas
sementes ou pedacos de tuberas (SILVA et al., 2012).

As plantas possuem inflorescéncia na forma de espigas axilares,
geralmente solitarias raramente ocorrendo aos pares, com flores trimeras
verdes de 4 mm a 6 mm de diametro. As flores masculinas possuem perigdnio
com seis pecas em dois verticilos, apresentando seis estames com anteras
férteis, distribuidas em um sé verticilo. Os frutos sao do tipo capsulas trialadas,
bagas ou drupas. As sementes podem ser aladas, ou nao, reticuladas ou lisas,
com tamanhos variados possuindo embrido pequeno bem diferenciado e
cotilédone lateral imerso no endosperma, o qual contém lipideos e aleurona
(JONES; MCGAVIN, 2002).
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1.2. Importancia econémica do inhame

A Africa Ocidental é a zona dominante de produgdo do inhame, onde
cerca de 51,7 milhdes de toneladas (96% da producdo mundial) sdo produzidas
em quatro milhdes de hectares anualmente, principalmente, em Benin, Costa
do Marfim, Gana, Nigéria e Togo (ASIEDU, 2010). O Brasil € o maior produtor
dessa cultura na América do Sul, com uma area colhida de 27 mil hectares e
producdo de 250 mil toneladas (FAO, 2011). De acordo com 0 censo
agropecuario brasileiro, a regidao Nordeste foi responsavel pela producdo de
164.000 toneladas de inhame, tendo os Estados da Paraiba, Pernambuco,
Bahia, Alagoas, Maranhao, Sergipe, Rio Grande do Norte, Piaui e Cear3,
contribuido respectivamente com 76.180, 49.500, 13.259, 13.123, 8.861, 2.203,
655, 146 e 77 toneladas (IBGE, 2010).

No Brasil, as espécies de inhame de maior aceitagdo no mercado séo a
Dioscorea Alata e Dioscorea rotundata, pela sua grande importancia
socioeconbmica, principalmente para a regido Nordeste do Brasil, sobretudo
para os Estados da Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Bahia e Maranhdo e por
ser uma cultura promissora, com geracdo de emprego e renda. O inhame é
uma cultura que fortalece a agricultura familiar e auxilia na permanéncia da
familia no campo (SANTOS, 2006). No Estado da Bahia destacam-se como 0s
maiores produtores, 0s municipios de Maragojipe, Sédo Felipe, Cruz das Almas
e Sao Félix, (SILVA et al., 2012).

No entanto, a expansédo da cultura tem sido lenta e o estimulo para
produzir esta diminuindo entre produtores, devido ao alto custo de implantacdo
da cultura pela necessidade do uso de tutores, a aplicacdo de grandes volumes
de matéria organica no plantio e a quantidade de mao-de-obra exigida para
colheita e limpeza das tiberas. Também ha dificuldade na aquisi¢cdo de tuberas
semente sadias e com bom indice de brotacdo. Essa situagdo contrasta com o
fato do inhame ser um produto com alta demanda e preco estavel no mercado
interno e externo (ODU et al., 2006).

Apesar da importancia da cultura para o agronegocio nordestino, a
produtividade do inhame é considerada baixa, principalmente em decorréncia
das condi¢cbes inadequadas de manejo da cultura, baixa fertilidade do solo,
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presenca de pragas e doencas nas tuberas, afetando sua qualidade. OLIVEIRA
et al., 2006, afirmam que se houver o controle de pragas e doencas, a
producdo pode aumentar em cerca de 30%.

1.3. Viroses da cultura do inhame

Dentre os problemas enfrentados pelos produtores de inhame, tanto no
Brasil quanto nos demais paises produtores, estdo as elevadas perdas devido
as diversas doencas que ocorrem no campo, que reduzem a producdo e a
qualidade do produto em pés-colheita, agravadas por condi¢cdes de
armazenamento e transporte inadequadas (RITZINGER et al., 2003).

As viroses sao de particular importancia para a cultura, porque o inhame
€ propagado vegetativamente por meio de pequenas tuberas ou pedacos de
tuberas, o que pode resultar no acumulo e perpetuacdo de virus e outras
doencas na semente (KENYON et al. 2001, SEAL; MULLER, 2007).

Os primeiros relatos de viroses em inhame foram feitos na Nigéria na
década de 30, foram encontradas plantas apresentando sintomas de mosaico
que variava de moderado a severo (COOK, 1978). Em 1936, esse autor
descreveu a presenca de Potyvirus em Serra Leoa e em Porto Rico. Além
desse género ocorrem também no inhame virus dos géneros Badnavirus,
Potexvirus, Maculavirus, Comovirus e Cucumovirus (LEBOT, 2009). Em nivel
mundial, as viroses causadas pelas espécies do género Potyvirus tém
acarretado importantes perdas econdémicas na cultura do inhame (ANDRADE
et al., 2006).

Apesar de existirem registros de virus na cultura ha bastante tempo em
outras partes do mundo, no Brasil, poucas informagdes encontram-se
disponiveis sobre as espécies que ocorrem em cultivos comerciais. O primeiro
trabalho dessa natureza foi feito por Avila et al. (1982), os quais detectaram a
presenca de um Potyvirus em germoplasma de inhame da Universidade
Federal do Recéncavo da Bahia. Pela sua importancia e distribuicdo no Brasil
tem se destacado em inhame os Potyvirus e Badnav irus, que ocorrem em
infecgdes simples e mistas (YANG et al., 2003; ODU et al., 2006).
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1.3.1. Familia Potyviridae

Os virus de inhame mais completamente caracterizados sao o0s
Potyvirus, também relatados como sendo os mais amplamente distribuidos
(KENYON et al., 2008).

A familia Potyviridae contém os géneros Potyvirus, Brambyvirus,
Poacevirus, Bymovirus, Rymovirus, Macluravirus, Ipomovirus e Tritimovirus
(KING, et al., 2012). A transmissao desses virus ocorre geralmente por afideos
de uma forma nao-persistente, apesar de alguns virus serem transmitidos
também por 4caros ou moscas brancas (ODU et al., 2006).

A familia pode ser dividida em subgrupos de acordo com o tipo de
corpos de inclusao que induzem e do tipo de vetor especifico. Um estudo sobre
variabilidade genética de isolados de Yam mosaic virus (YMV) mostrou a
presenca de uma mutagdo levando a perda de sua transmissibilidade, este
achado sugere fortemente que este isolado pode espalhar-se apenas por
propagacéao vegetativa (BOUSALEM et al., 2000).

Os sintomas causados pelas viroses em inhame variam dependendo do
agente envolvido, mas em geral incluem: clorose foliar, mosaico, nanismo,
distorcdo foliar, afetando a capacidade fotossintética da planta infectada com
efeitos deletérios sobre a producdo, qualidade da tubera e em algumas
situacdes causam a morte da planta (ODU et al., 2006).

As particulas virais de Potyvirus sdo nao-envelopadas, flexuosas e de
forma cilindrica, relatado com 680-900 nm de comprimento e 11-15 nm de
largura. O genoma é de uma unica fita de RNA (+ ss) sentido positivo de cerca
de 10.000 nucleotideos e tem uma Unica ORF (Figuras 1 e 2). A extremidade 3'
contém uma regido poliadenilada (poli A) de comprimento varidvel. O RNA
gendmico codifica uma Unica poliproteina. Esta, em seguida, é submetida a um
coprocessamento proteolitico e pds-translacional por trés proteinas virais
codificadas de produtos génicos individuais, para se obter dez produtos
protéicos (SILVA et al., 2012).

16



Capa protéica

Fonte: Viralzone, 2014.
Figura 1: Esquema da estrutura da particula do virus da familia Potyviridae.

llustracdo representando a organizacdo da particula alongada e flexuosa

comum nas diferentes espécies da familia Potyviridae.
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Fonte: Viralzone, 2014.

Figura 2: Estrutura do genoma de Potyvirus (Detalhe no anexo ).

1.3.2. Familia Caulimoviridae

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) (KING
et al.,, 2013, a familia Caulimoviridae pode ser taxonomicamente dividida em
seis géneros: Caulimovirus, Solendovirus, Soymovirus, Cavemovirus,
Tungrovirus, Badnavirus e Petuvirus. A replicagdo dos caulimovirus, em geral,
envolve duas fases: transcricdo de RNA a partir do DNA viral no nudcleo e
transcricdo reversa deste RNA para gerar dsDNA no citoplasma. O genoma
desses virus também contém uma sequéncia complementar ao tRNA da planta

que corresponde ao sitio de iniciagdo da replicagcdo do DNA. Geralmente, este
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sitio esta localizado dentro ou adjacente a regido intergénica (regidao néo
codificante) e € geralmente designada como nucleotideo 1 (DE KOCHKO et
al.,1998).

Os sintomas caracteristicos na planta associados aos Caulimovirus
compreendem: clareamento de nervuras, estrias, mosaico, manchas
necroticas, linhas e manchas cloréticas, nanismo, enrolamento da folha, ma
formacdo foliar e enrolamento de foliolos (KING, et al., 2012). O mais
numeroso género da familia Caulimoviridae é o Badnavirus, cujos membros se
apresentam como virions baciliformes com 95-130 nm de comprimento e 24-35
nm de largura (FAUQUET et al., 2005). O genoma de Badnavirus (Figura 3 e 4)
geralmente contém uma molécula de DNA de cerca de 7200-7600 pb que
forma um circulo aberto interrompido por descontinuidades sitio-especificas e
gue podem conter uma regido intergénica poli A (MEDBERRY et al., 1990).

A sintomatologia ndo é suficiente para identificar e diferencia-los, em
decorréncia da variacdo de sintomas atribuida principalmente a época de
infeccdo da planta de inhame (idade), da cultivar considerada, de fatores
ambientais e da ocorréncia de infec¢des mistas (INOUE-NAGATA et al., 2004).
As técnicas moleculares tém permitido o desenvolvimento de métodos de
deteccdo universal e/ou especificos de forma eficiente, rapida, acurada e de
forma otimizada para cada espécie de virus. Sendo assim, os Badnavirus que
infectam inhame sao classificados em duas espécies: Dioscorea bacilliform AL
virus (DBALV) e Dioscorea bacilliform SN virus (DBSNV) (GEERING; Hull,
2012).
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Fonte: Adaptado do Viralzone, 2014.

Figura 3: Estrutura da particula do Badnavirus. llustragdo representando

0 genoma da familia Caulimoviridae.
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Fonte: Viralzone, 2014.

Figura 4: llustracdo do genoma do Badnavirus (Detalhe no anexo I).
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1.4. Deteccdao de viroses

Com os avangos da biologia molecular, véarias técnicas foram
desenvolvidas como ferramenta auxiliar para identificacdo de fitopatdbgenos
como € caso dos virus, o que elevou consideravelmente a eficiéncia e
seguranca principalmente no que diz respeito a taxonomia e classificacdo
(ZERBINI; CARVALHO; ZAMBOLIM, 2002).

Os testes mais comumente empregados para a diagnose das fitoviroses
podem ser divididos em trés grupos: a) bioldgicos baseados nas propriedades
biolégicas dos virus, como morfologia da particula e gama de hospedeiros; b)
sorolégicos com base na deteccdo da proteina capsidial do virus; c) testes
moleculares, que sdo fundamentados na deteccdo e/ou andlise do acido
nucléico viral. Os testes biolégicos podem auxiliar em diagnose de rotina,
porém, normalmente se usa um conjunto de métodos quando se deseja uma
informacgao mais precisa (ZERBINI; CARVALHO; ZAMBOLIM, 2002).

Por meio dos estudos moleculares € possivel identificar individuos e
suas diferencas que muitas vezes sao causadas por alteracdes de um unico
par de bases nitrogenadas, os quais tém aplicacbes imediatas na identificacdo
e caracterizacdo de um virus (SOUTO et al., 2000).

A deteccao de viroses de inhame tem se baseado principalmente em
métodos de imunodeteccao e por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), ou
na combinagdo destes métodos (PHILLIPS et al., 1999; YANG et al., 2003;
KENYON et al., 2008). A técnica de PCR tem sido utilizada para o diagnostico
de Badnavirus em varias culturas, no entanto, estes testes tém varias
limitagBes, incluindo a incapacidade do anti-soro em detectar todos os isolados
virais; a falta de primers especificos para detectar estirpes desses virus
(GEERING et al.,, 2000; HARPER et al., 2005;), e a ocorréncia de falsos
positivos devido a presenca de copias de sequéncias integradas (GEERING et
al., 2000).

Inoue-Nagata et al. (2004) desenvolveram um método simples de
clonagem que se fundamenta na amplificacdo por circulo rolante pela
polimerase do bacteri6fago Phi29, o RCA (Rolling Circle Amplification), em
seguida a PCR e depois leitura em gel agarose (eletroforese). A utilizac&o
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desta técnica tem permitido estudos sobre a diversidade genética e
epidemiologia de virus com genoma de DNA circular numa variedade de
culturas como tomate, soja, batata-doce, algoddo e banana (CASTILLO-
URQUIZA et al.,, 2008; FERNANDES et al., 2008; PAPROTKA et al., 2010;
KUMAR et al., 2010; JAMES et al., 2011).

Com o aprimoramento e adaptacdo do RCA para outras espécies de
virus de genoma circular, a confirmacédo do status taxondmico de espécies do
género Badnavirus sera mais precisa, ja que possui a capacidade de amplificar
seletivamente o DNA circular. Devido a falta de testes robustos de diagnose
com a capacidade de detectar a vasta gama de variabilidade genbmica e
sorologica que se conhece dentro de espécies do género Badnavirus, tanto a
diagnose para controle de viroses, quanto a taxonomia ficam comprometidas
(JAMES et al., 2011).

Apesar de existirem registros de viroses na cultura do inhame ha
bastante tempo em outras partes do mundo, no Brasil, poucas informacgdes
encontram-se disponiveis sobre as espécies que ocorrem em cultivos
comerciais.

No Brasil um dos primeiros relatos de virus em inhame foi feito por Avila
et al., (1982), que encontrou um Potyvirus numa Colecao de Inhame na Bahia,
gue nao foi caracterizado por apresentar dificuldades na transmissao mecanica
e por insetos. Nessas amostras foram observadas em microscopia eletrénica,
particulas e inclusbes tipicas de potyvirus. Recentemente foram feitos os
relatos dos Potyvirus (YMV e YMMV) e de um Badnavirus em inhame na regiéo
Nordeste (ANDRADE et al., 2006).

1.5. Controle de viroses

Ao contrario de doengas causadas por fungos, bactérias e nematdides,
nao ha maneira economicamente viavel de eliminar os virus de uma planta
infetada. Assim, no geral, as medidas de controle de viroses sao
essencialmente preventivas, impedindo ou dificultando a chegada dos virus a

uma dada cultura e sua dispersao e/ou tornar a planta resistente ao virus.
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A identificacdo da praga e a diagnose segura da doenca em qualquer
cultura sdo de fundamental importancia para se determinar as medidas
necessarias para se atingir o seu controle eficaz. Atualmente, as técnicas de
diagnose, usando-se meétodos moleculares tém sido bastante indicadas,
especialmente para as viroses, por proporcionar resultados precisos na sua
deteccdo e permitir o controle para minimizar perda de producdo por este
distarbio (GEERING; HULL, 2012).

A disseminagcdo de um virus (Potyvirus e Badnavirus) pode ser
potencializada quando se considera que o inhame €, comercialmente,
multiplicado por subdiviséo nas taberas, ja que o virus € sistémico ele pode ser
transmitido pelas taberas. Outros fatores que contribuem para o agravamento
do problema sédo: presenca de infeccdo mista ou diferentes espécies de virus
infectando uma mesma planta. As viroses sao dificeis de serem controladas,
além de serem bastante destrutivas. A infeccdo de uma planta por um virus,
geralmente, resulta no declinio de plantas e, consequentemente, na reducao da
longevidade do plantio de inhame, diminuicdo da producdo da qualidade das
tuberas. Entretanto, devido a natureza dessas doencas, o estado fitossanitario
do material propagativo a ser utilizado no plantio € o fator de grande
importancia para o seu controle (SANTOS, 2006).

Diversos métodos tém sido desenvolvidos para a deteccdo e
identificacdo de virus de plantas. A diagnose de viroses em inhame € baseada,
principalmente, em resultados obtidos nos testes de campo e nos testes
laboratoriais. Isso ocorre porque a sintomatologia apresentada por plantas
doentes no campo pode ser complexa, envolver diversos agentes virais € nao
ser caracteristica de uma doenca em particular. A diagnose acurada, com a
correta identificacdo do agente causal da doenca, assim como a sua
distribuicdo no campo, é essencial para o estabelecimento de medidas
eficientes ao seu controle. Por isso, métodos bioldgicos, sorolégicos e
moleculares tém sido utilizados na detecgéo e identificacdo de virus em inhame
(LEBOT, 2009).

A aquisicdo e o plantio de tuberas, livres de virus, sdo de fundamental
importancia no estabelecimento de novas areas, pois, esta medida diminui o
risco da introducdo desses patdgenos no plantio de inhame e, assim, reduz a
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sua disseminacdo via material propagativo infectado. A qualidade sanitaria do
material propagativo a ser utilizado no plantio & primordial para ndo se ter
problemas com viroses na cultura.

No momento, as medidas preventivas sdo as mais indicadas para o
controle do Badnavirus e Potyvirus, sendo as mais relevantes: a) localizacao do
viveiro para formacdo de mudas em éreas livres do virus, estrategicamente
isoladas, distante de plantacbes antigas; b) indexacdo sorologica; c)
erradicacao de plantas de inhame com sintomas de viroses e d) desinfestacéo
das ferramentas agricolas, especialmente facas e tesouras de poda, com uma
solucdo de 1:10 de hipoclorito de sédio (agua sanitaria / 4gua) (ODU et al.,
2006).

Para evitar a inclusdo de viroses no campo de plantio, € necessario o
uso de tuberas-semente sadias. A introducdo precoce do virus na cultura
permite a sua dispersdo para plantas nos estadios iniciais de desenvolvimento,
0 que acarreta danos maiores, pois quanto mais jovem a planta € infectada,
maiores sao os prejuizos (JAMES et al., 2011).

Em teoria é possivel afirmar que a eliminacdo de todas as fontes de
virus de uma area, antes do inicio da nova plantacdo, tenha um efeito benéfico
significativo no controle da doenca. Na pratica, todavia, essa tarefa € dificil,
sendo impossivel de ser executada, especialmente em regides de clima tropical
e subtropical com uma ampla gama de espécies vegetais presentes na area
durante quase o ano inteiro. A eficacia dessa medida esta diretamente ligada a
gama de hospedeiras do virus, podendo ter maior chance de éxito quando o
virus tem circulo de hospedeiros restrito. E aconselhavel, portanto, antes de
iniciar um novo plantio, por meio da semeadura direta ou do transplante de
mudas, eliminar culturas velhas e/ou abandonadas e restos de cultura que
possam hospedar virus que afetam a nova cultura. Nas proximidades da area
de plantio, sempre que possivel, deve-se eliminar plantas invasoras que podem
alojar virus e/ou vetores do virus. O cultivo escalonado deve ser evitado, pois
os plantios mais velhos sempre servirdo de fonte de in6culo para as plantas
mais novas (SANTOS, 2006).

A resisténcia genética é considerada a melhor e mais eficiente forma de
controle de viroses e deve ser utilizada sempre que disponivel.
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A producdo de plantas em laboratério por cultura de meristema pode
proporcionar a obtencao de plantas sadias (SANTOS, 2006).

A diagnose precisa de uma doenga € um requisito essencial para a
recomendacdo de medidas de controle. O ideal € que um teste diagndstico
proporcione resultados rapidos e precisos com baixo custo, o que geralmente
ndo acontece na préatica (KENYON et al., 2012).

Esse trabalho teve como objetivo identificar as viroses presentes em
inhame (Dioscorea rotundata) no Reconcavo da Bahia.
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CAPITULO II

DETECCAO MOLECULAR DE ESPECIES DE YAM MOSAIC VIRUS E
BADNAVIRUS QUE INFECTAM INHAME (Dioscorea rotundata)
CULTIVADO NO RECONCAVO DA BAHIA.
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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi identificar as viroses presentes em inhame
(Dioscorea rotundata) no Reconcavo da Bahia. Foram coletadas tuberas de 40 plantas
com e sem sintomas de viroses nos municipios de Sdo Felipe, Maragojipe, Sdo Félix,
Cruz das Almas. Para a detec¢do de Badnavirus o DNA total foi extraido seguindo a
metodologia de Kamal Sharma (2009) com adaptacOes, realizando-se em seguida a
RCA e areacdo da PCR. Para a extracdo do RNA dos virus do mosaico do inhame (Yam
mosaic virus - YMV) e do mosaico suave do inhame (Yam mild mosaic virus - YMMYV)
foi utilizada a metodologia de Gambino (2008) com adaptaces, em seguida foi
realizada a RT-PCR. Para Badnavirus detectou-se uma banda de 580 pb. Na RT-PCR
para YMV obteve-se um fragmento de 586 pb. O YMMV ndo foi detectado em
nenhuma das amostras analisadas. Os fragmentos gendmicos obtidos foram
sequenciados e caracterizados e, apresentaram alta identidade com espécies do género
Badnavirus e com o0 YMV. Desta forma, foi comprovada a presenga de um Badnavirus
(92% de semelhanca com o isolado DBV_GHO03_Dr - AM072664.1) e do YMV (97%
de identidade com os isolados YMV capa proteica DrGha4) nas amostras coletadas em

inhame cultivado no Reconcavo da Bahia.

Termos para indexacéo: virus, Yam mosaic virus, Badnavirus, sequenciamento, PCR,
RT-PCR.
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ABSTRACT - This work aimed at identifying viral diseases associated with yam
(Dioscorea rotundata) crop in the Reconcavo of Bahia. Tubers were collected from 40
plants with and without viral symptoms in the municipalities of Sdo Felipe, Maragojipe,
Sdo Félix and Cruz das Almas. Badnavirus was detected by total DNA extraction,
according to Kamal Sharma (2009) methodology with adaptations, followed by rolling
circle amplification (RCA) and polymerase chain reaction (PCR). For yam mosaic virus
(YMV) and yam mild mosaic virus (YMMYV) the methodology by Gambino (2008) with
modifications was used followed by RT-PCR. A band of 580 bp was found for
Badnavirus. The Gambino (2008) method allowed amplifying a fragment of 586 bp
corresponding to YMV, while there was no amplification for YMMV. The genomic
fragments were sequenced and characterized, showing identity with species of
Badnavirus and YMV. The presence of Badnavirus (92% similarity to isolate
DBV_GHO03 _Dr - AM072664.1) and YMV (97% similarity to YMV protein cap
DrGha4) was confirmed. Therefore, the Potyvirus YMV and a Badnavirus were found
in samples of yam tubers cultivated in Bahia.

Index terms: virus, yam mosaic virus, Badnavirus, sequencing, PCR, RT-PCR.

Introducéo

O inhame (Dioscorea spp.) € uma planta trepadeira, monocotileddnea da familia
Dioscoreaceae. Ja foram descritas cerca de 600 espécies desse género, destacando-se
entre elas D. rotundata Poir., D. alata L., D. cayennensis Lam., D. esculenta (Lour.)
Burk. e D. trifida L. por produzirem tiberas comestiveis (Santos, 1996).

Segundo estimativas da FAO (2012) foram cultivados em 2009 no mundo cerca
de 4,7 milhGes de hectares de inhame, que geraram 49,2 milhdes de toneladas de
tuberas. O Continente Africano é o maior produtor de Dioscorea e responde por 96% da
producdo mundial. Na Africa destacam-se como grandes produtores, Gana, Costa do

Marfim e Nigeria, os quais sdo responsaveis por 85% do inhame produzido no mundo,
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em especial, a Nigéria com producdo em 2010, de 29 milhdes de toneladas (FAOSTAT,
2012).

De acordo com o censo agropecuario brasileiro, a regido Nordeste foi
responsavel pela producéo de 164.000 toneladas de inhame (IBGE, 2010). As espécies
de inhame de maior aceitacdo no mercado sdo a Dioscorea alata e Dioscorea rotundata,
pela sua grande importancia socioecondmica, principalmente para a regido Nordeste do
Brasil, sobretudo para os Estados da Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Bahia e Maranh&o.
Ela é uma cultura geradora de renda e de empregos, porque exige bastante mao-de-obra
durante o seu cultivo, fortalecendo a agricultura familiar e auxilia na permanéncia da
familia no campo (Santos, 2006). No entanto, usa-se uma baixa tecnologia na conducao
da cultura, inclusive o emprego de tuberas semente infectadas com virus, o que
compromete os plantios posteriores. A presenca de viroses constitui-se em um dos
principais fatores limitantes para a producdo de inhame (Oliveira et al., 2006, Silva ET
AL., 2012).

As viroses ocorrem em diferentes espécies de inhame em todas as regifes em
que a cultura foi estabelecida (Seal & Muller, 2007). J& foram relatados em inhame
virus dos géneros Potyvirus, Badnavirus, Potexvirus, Maculavirus, Comovirus e
Cucumovirus (Lebot, 2009).

Os sintomas associados a doencas causadas por virus variam dependendo do
agente envolvido, mas em geral incluem: clorose foliar severa, mosaico, corddo-de-
sapato, clareamento das nervuras, clorose internerval, nanismo e distorgéo foliar. Estes
sintomas levam a uma reducdo na capacidade fotossintética da planta infectada com
efeitos deletérios sobre a producdo, qualidade das tuberas e em algumas situacoes

causam a morte das plantas (Andrade et al., 2006). Essas plantas frequentemente estéo
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infectadas por mais de um virus, o que dificulta a identificagdo da espécie presente e
acentua os sintomas da doenca e as perdas na producao.
Esse trabalho teve como objetivo avaliar as viroses presentes em inhame

(Dioscorea rotundata) cultivado no Recéncavo da Bahia.

Material e Métodos

Em érea de produtores de inhame foram selecionadas plantas, com idade de seis
a sete meses, que apresentavam sintomas caracteristicos da infec¢do por viroses (clorose
foliar, mosaico, clareamento das nervuras e distor¢do na folha) e plantas sem sintomas
(Figura 1).

Foram coletadas tuberas de 40 plantas de inhame provenientes de quatro locais,
sendo quinze amostras de Cruz das Almas (cinco amostras de To4, cinco de Combé e
cinco amostras de Trés Bocas), dez amostras de Maragojipe, dez amostras de S&o Felipe
e 5 amostras de Séo Félix.

As tlberas coletadas foram armazenadas e ap06s sua germinacgdo foram plantadas
em sacos de polietileno contendo substrato em casa-de-vegetacdo. Depois que as mudas
emitiram os primeiros pares de folhas (um més), foram iniciadas as indexagbes em

laboratorio.
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Deteccéo molecular de Badnavirus

Na anélise para Badnavirus a extracdo de DNA foi feita com base no protocolo
de Kamal Sharma (2009), adaptado no qual foram utilizados 10.000 G por 10 min em
todas as centrifugagdes.

Para 0 RCA foi usado 3 puL de DNA + 1 pL de tamp&o NEB do kit biolab 10X +
2 uL do BSA + 1 pL dNTP (10 mM) + 2 pL primer randémico (5 mM), em seguida
levado para banho-maria a 95 °C por trés minutos e depois a 4 °C por 2 minutos. Depois
adicionou 0,2 pL da Fhi — DNA polimerase. Em seguida a reagéo foi incubada a 30 °C
por 24 horas e em seguida a 65 °C por 10 minutos (Johne et al., 2009).

Na PCR foi usado 2 pL do DNA (50 ng) + 2,5 pL tampéo buffer 10X da Taq +
1,2 uL MgClI2 (50 mM) + 1 uL de cada par de primers (10 mM) Badna FP e Badna RP,
0,2 pL de Taq Polimerase (0,2 U), 1 pL de dNTP (10 mM) + 16,1 uL de &gua (Tabela
1).

Esta reacéo foi levada ao termociclador com o seguinte programa: 94 °C por 3
minutos, 94 °C por 30 segundos, 65 °C por 30 segundos, 72 °C por 1,5 minutos, 72 °C
por 10 minutos e 4 °C/oc em 35 ciclos (Andrade et al., 2006).

O produto da PCR foi analisado em gel de agarose a 1%, em tampéao TBE (Tris-
Borato, EDTA 0,5 M pH 8,0) a 80 V por 1 hora. Como controle positivo foi uma
amostra, cujo produto da PCR havia sido sequenciado e apresentado alta homologia

com Badnavirus.
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Tabela 1: Primers usados para amplificacdo de Badnavirus.

Primer Orientacéo Sequéncia (5°- 3")
BADNA FP* Forward ATGCCITTYGGIITIAARAAYGCICC
BADNA RP* Reverse CCAYTTRCAIACISCICCCCAICC

* Primers utilizados por Yang et al., 2003.

Deteccdo molecular de Potyvirus

Para a extracdo de RNA das plantas de inhame foram testadas as seguintes
metodologias: Kit de Extracdo de RNA Total Axygen, Easyzol e Gambino (2008).

No protocolo do Easyzol a centrifugacdo foi alterada para 15.000 G por trés
minutos. Na metodologia de Gambino (2008) utilizou-se 100 mg de amostra e apds a
incubacdo realizou-se uma centrifugacdo de 15.500 G por 20 minutos.

No RT-PCR, adicionou-se a cada tubo 13 puL de RNA total na concentracdo de
50 ng, 1 puL de oligo dT (10 mM) e 1 pL do primer randémico (10 mM) que foi
incubado por cinco minutos a 70 °C e em seguida dois minutos a 4 °C. Em seguida
adicionou-se 5 pL da M-MLV buffer 5X + 1 uL de dNTP (10 mM) + 1 uL RNAse out
+ 1 pL da enzima M-MLV (1 U) + 2 L de agua tratada com DEPC, de acordo com o
kit da M-MLV. Sendo que para a detec¢do do YMV utilizou-se 2 pL do cDNA + 2,5 uL
tampdo buffer 10X do kit invitrogen + 1,2 uL MgCl, (50 mM) + 1 uL de cada par de
primers especificos (10 mM) (YMV CP 1F e YMV UTR 1R) (YANG et al., 2003), 0,2
puL de Taqg Polimerase (0,2 U), 1 pL de dNTP (10 mM) + 16,1 pL de &gua. Para o
YMMV foi usado 2 uL do cDNA + 2,5 uL tampéo buffer 10X do kit invitrogen + 1,2

puL MgCl; (50 mM) + 1 uL de cada par de primers especificos (L0mM) para YMMV CP
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2F e YMMV UTR 1R (YANG et al., 2003), 0,2 pL de Taqg Polimerase (0,2 U), 1 pL de

dNTP (10 mM) + 16,1 pL de agua (Tabela 2).

Tabela 2: Primers usados para amplificagéo de Potyvirus.

Primer Orientacéo Sequéncia (5°- 3")
YMV CP 1F* Forward ATCCGGGATGTGGACAATGA
YMV UTR 1R* Reverse TGGTCCTCCGCCACATCAAA
YMMYV CP 2F* Forward GGCACACATGCAAATGAAAGC
YMMV UTR 1R* Reverse CACCAGTAGAGTGAACATAG

* Primers utilizados por Munford; Seal (1997).

A PCR para os YMV foi realizada com as seguintes condi¢fes de amplificacéo:
3 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos de 30 sa 94 °C, 30 sa 55 °C, 1,5 mina 72 °C, com
uma extensdo final de 10 min a 72 °C. J& para os YMMV as condi¢des foram as
seguintes: 3 min a 92 °C, seguido de 35 ciclos de 30 sa 94 °C,55°Ca30s,1,5mina
72 °C, com uma extensdo final de 10 min a 72 °C. As amostras foram amplificadas em
termociclador PTC100 (MJ Research) e os fragmentos de DNA visualizados em gel de
agarose 1%, corado com brometo de etideo, sob luz ultravioleta segundo Yang et al.
2003, com adaptacdes. O controle positivo para 0 YMV foi obtido de uma amostra que
apos a PCR foi sequenciada pela MacroGem, tendo apresentando alta identidade com o

YMV.

39



177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

Sequénciamento e analise filogenética

Os produtos obtidos na PCR para o Badnavirus e YMV, foram purificados
utilizando o kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare). O
sequenciamento foi realizado pela Macrogen Inc. (Seul, Coréia do Sul) diretamente dos
produtos de PCR purificados. Foram utilizadas para o sequenciamento trés amostras de
YMV e uma amostra do Badnavirus. As sequéncias de nucleotideos foram inicialmente
submetidas ao programa Segassem (www.sequentix.de/software_segassem.php), para
ajustar a fita de DNA sintetizada e ao algoritmo BLASTN, para a pesquisa da atribui¢do
preliminar das espécies com base no nivel limite de 80% estabelecido pelo Comité
Internacional de Taxonomia Viral - ICTV (Fauquet et al., 2005). As sequéncias foram
alinhadas utilizando o programa Clustal W (www.ebi.ac.uK/Clustalw) e submetidas ao
programa MEGA 5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura, 2011).

As sequéncias de nucleotideos foram comparadas com sequéncias de Potyvirus e
Badnavirus disponiveis no GenBanK: DBV_GH03_Dr (AM072664.1), DREV_S1d2Dr
(KF829965.1), Piper yellow mottle virus, Pymv_poliproteina (DQ836237.1), Banana

streak virus, BSV_26 (FJ594904.1), (www.ncbi.nlm.nih.govGenBanK).

Alinhamentos multiplos foram obtidos utilizando-se o programa Blastn

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSearc

h&LINK_LOC=blasthome) e procedeu-se a construcdo de uma arvore utilizando-se o

programa MEGA 5.1 (www.megasoftware.net), usando o método Neighbour-Joining. A
arvore filogenética foi construida a partir de analise de maxima verossimilhanca com
“bootstrapping” de 10.000 repeti¢des, pelo método Kimura 2 — paramétric, Pairwise
deletion. As sequéncias obtidas foram comparadas com as disponiveis no GenBank

(Tabela 3 e 4).
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Resultados e Discussao

Identificacéo dos isolados virais

Verificou-se a presenca do YMV e de um Badnavirus em 100% das amostras
coletadas no Reconcavo da Bahia. O YMMV néo foi detectado em nenhuma das

amostras avaliadas.

PCR do Badnavirus

Com os primers BADNA FP/BADNA RP foi possivel a amplificacdo de
fragmentos com tamanho de aproximadamente 580 pb, (Figura 2). Nas amostras 12, 13,
19 e 29 foram observadas bandas mais fracas, que ndo séo claramente visiveis na figura

2.

2 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

580 pb
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Figura 2: Padrdo eletroforético em gel de agarose (1%) de amplicons obtidos a partir de
amostras de DNA total, extraidas de 40 amostras foliares de inhame. M: marcador (1
Kb DNA ladder); 1 a 40: Isolados de inhame coletados no Reconcavo da Bahia com

suspeita de Badnavirus, sendo a amostra 24 considerada controle positivo.

Badnavirus foi encontrado em D. rotundata cultivado no Nordeste brasileiro
(Andrade et al., 2006), inclusive na Regido de Cruz das Almas, BA. A presenca dessa
virose em todas as amostras analisadas nesse estudo, deve-se provavelmente a
proximidade geogréfica das &reas amostradas e a constante troca de tuberas semente
entre os agricultores, o que acarreta a disseminacdo do virus.

A comparacdo da sequéncia parciais da regido da ORF Il do isolado de
badnavirus, observou-se 92% de similaridade com a sequéncia do isolado
DBV_GHO03_Dr (AM072664.1) disponivel no GenBank.

Atualmente, os critérios adotados pelo ICTV para a delimitacdo de novas
especies dentro do género Badnavirus baseiam-se na identidade de 80% das sequéncias
de aminoacidos do gene da poliproteina e 85% de identidade das sequéncias de
nucleotideos do genoma completo (ICTV, 2009). Porém, comparaces realizadas com a

por¢cdo gendmica de aminoacidos do gene da poliproteina revelam que esta regido € a
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mais adequada para a identificacdo de espécie, principalmente quando néo se dispde do

genoma completo e apenas uma por¢do do genoma sequenciada (Bousalem et al., 2008).

Andlise das sequéncias e filogenia do Badnavirus

A sequéncia nucleotidica obtida foi alinhada com outras sequéncias de
Badnavirus depositadas no GenBank e submetidas a analise filogenética. Agrupamentos
foram selecionados para refletir as diferencas de nucleotideos de 20% na regido
RT/RNaseH, sendo este um critério para a demarcacdo de espécies do género
Badnavirus (ICTV, 2009). As analises de nucleotideos mostraram que as sequéncias
virais provenientes de inhame, amostrado no Recéncavo da Bahia, apresentaram pela
PASC (Pairwise sequence comparison) alta identidade (90 a 92%) comparadas as
amostras do GenBank.

As andlises de maxima verossimilhanca resultaram em arvores com topologias
semelhantes, apresentando um ramo monofilético significativamente suportado pelos
valores de bootstrap. As sequéncias formaram dois agrupamentos, sendo o grupo 1
constituido por 23 sequéncias com as espécies Dioscorea rotundata endogenous virus -
DREV, Dioscorea bacilliform virus - DBV e Dioscorea bacilliform virus A - DBVA e 0
grupo 2 por seis sequéncias das espécies de Dioscorea bacilliform virus - DBV, Banana
streak virus - BSV, Commelina yellow mottle virus - CoYMV, Citrus yellow mosaic
virus - CyMV, Piper yellow mottle virus - PYMV e Taro bacilliform virus - TBV
(Figura 3).

Foi possivel observar no agrupamento filogenético 1, que o isolado CMF 198

BADNA estd mais proximo do DBVA (isolados Bn452Dpr e Bn243Dr) e
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DBV1(isolado_NGO01_Dr), indicando uma correlagdo entre as sequéncias e a
distribuicéo geogréafica dos isolados.

Portanto, com esses resultados, confirmou-se que o isolado em estudo é um
Badnavirus, o que concorda com os resultados publicados por Lima et al. (2013) que
relatam o Badnavirus é uma das espécies mais importantes de virus que causa
retardamento no crescimento, queda de produgdo e prejuizo para o produtor de inhame.

Para a demarcacgdo de espécies do género Badnavirus, selecionou-se a amostra
em estudo que foi comparada com aquelas disponiveis no GenBank de modo a refletir
as diferencas de nucleotideos da regido RT/RNaseH (Harper et al., 2005). Nas analises
de nucleotideos das sequéncias virais provenientes de inhame do Recdncavo da Bahia
foram divididas em grupos, onde, o isolado em estudo agrupa com DBV, DBVA e
DREV no grupo I, onde a PASC (Pairwise sequence comparison) mostrou alta
identidade de sequéncias (90 a 92%) e o outro no grupo Il, agrupa com a espécie tipo e
espécie que podem ser utilizadas em consocio com o inhame. A presenca de Badnavirus
foi também relatada em trabalhos anteriores conduzidos na regido Nordeste (Edgar,
2004).

Na regido gendmica encontrada no sequenciamento (gene da poliproteina),
provavelmente ndo foi possivel associar comportamento bioldgico do isolado viral com
sua proximidade nos ramos da arvore filogenética, uma vez que o isolado
CMF198 BADNA, manteve-se em grupos distintos com a especie tipo do Badnavirus
disponivel no GenBank. Apesar de serem da mesma espécie, 0 CMF198_BADNA e 0
DBVC_Bn192DrDom (Dioscorea bacilliform virus C isolado Bn192DrDom), estdo em

grupos deferentes embora tenham comportamento biolégico semelhantes (Figura 3).
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FIGURA 3 - Arvore de maxima verossimilhanca baseada nas sequéncias

parciais de Badnavirus e sequéncias referéncia depositadas no GenBank.
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PCR para Potyvirus

Para o género Potyvirus todas as amostras analisadas foram ajustadas para
concentracdo de 10 ng pL™, utilizando-se a temperatura de anelamento de 50 °C para o
YMMYV e de 55 °C para o YMV.

Ap0s ajustar as concentracdes de RNA e temperaturas de anelamento para a
deteccdo dos virus, foram analisadas as 40 amostras. Por meio da RT-PCR com o0s
primers (YMV CP 1F e UTR 1R) (Munford e Seal, 1997) foi obtido um fragmento de
aproximadamente 586 pares de bases (pb), detectando o YMV em todas as amostras

(Figura 4).

1 2 3 45 6 7 8 910111213 1415161713819 2

586 pb

21 2223 24 2526 27 28 29 30 3132 33 3435 36 37 3839 40

586 pb —

FIGURA 4: Padrao eletroforético em gel de agarose (1%) de amplicons obtidos a partir

de amostras de RNA total, extraidas de folhas de inhame. M: Marcador (1 Kb DNA
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ladder); 1 a 40: isolados de inhame coletados no Rec6ncavo da Bahia com suspeita
YMV utilizando concentracéo de 10 ng pL™ de RNA no RT-PCR com temperatura de

anelamento de 55 °C.

Anélise das sequéncias e filogenia do YMV

As sequéncias do amplicons obtidas na PCR para 0 YMV, nas amostras 266 e
267, apresentaram 99% de identidade comparada entre elas, enquanto a amostra 266 em
relacdo a 268 apresentaram 97% de identidade comparadas entre elas, e todas
apresentando alta identidade com o gene da capa protéica do YMV (Figura 5).

Nas analises de nucleotideos observou-se que as sequéncias do YMV
proveniente do Reconcavo da Bahia, podem ser divididas em dois grupos bem distintos:
O Grupo I agrupado com Potyvirus (YMV), que mostrou alta identidade de sequéncias
(88 a 97%) na comparacdo das amostras com aquelas disponiveis no GenBank.
Enquanto o Grupo Il que se comportou como divergente (55 a 60% de identidade)
(Figura 5) agrupando a espécie tipo de Potyvirus e outros potyvirus, como o Yam mild

mosaic virus - YMMV, Potatovirus A - PVA, Papaya ringspot virus - PRSV.
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FIGURA 5 — Arvore de maxima verossimilhanca baseada nas sequéncias parciais da

regido da capa protéica (regido 3° UTR) de Potyvirus e sequéncias referéncias

depositadas no GenBank, comparando os grupos formados com o virus tipo e com

espécies do mesmo género.

Os acessos YMV 266, YMV 267 e YMV 268 apresentaram alta identidade com

os isolados de YMV disponiveis no GenBank, formando um grupo com 99% de
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identidade entre ele, se comparados com o grupo Il (YMMV, PVA e PVY) contendo a

espécie tipo de Potyvirus a espécie apresentando 55% de identidade.

Discussdes

Kenyon et al. (2008) encontraram Varios grupos divergentes de sequéncias de
Badnavirus referentes a regido RT/RNaseH em amostras de inhame no Sul do Pacifico,
utilizando os mesmos pares de oligonucleotideos utilizados nesse estudo. Evidenciando
a alta identidade entre sequéncias do mesmo grupo, presenca de delecbes de
aminoacidos e ORFs ndo funcionais.

Nas amplificacbes via RT-PCR utilizando um par de oligonucleotideos para
Potyvirus nas amostras analisadas, verificou-se a presenca de um fragmento de
aproximadamente 586 pares de bases. Para detectacdo do Badnavirus, foi obtido um
fragmento de 580 pares de bases, sendo que os resultados foram semelhantes aos
obtidos por Andrade et al. (2006) nas analises de Potyvirus e Badnavirus em inhame em
Alagoas, Pernambuco e Paraiba.

A comparacdo das sequéncias parciais dos isolados de Badnavirus e YMV
obtidos no Recbncavo da Bahia, confirmou a presenca de Badnavirus com
aproximadamente 97% de identidade com os isolados disponivel no GenBank (2013).
Foi detectada infecgcdo mista por Badnavirus e YMV nas amostras de inhame coletadas
nos municipios do Reconcavo da Bahia.

Diversos fatores, incluindo a evolucgdo de novas variantes do virus, aparecimento
de vetores eficientes, mudancas climéaticas, mudancas nos sistemas de cultivo, o
movimento de material de plantio infectado e introducdo de variedades de plantas

suscetiveis tém isoladamente, ou em conjunto, contribuido para o surgimento de
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problemas de Badnavirus e Potyvirus em todo o mundo. O uso de semente infectada ou
o plantio de semente sadia perto de plantios infectados favorecem a transmissao dos

virus presentes no plantio ja instalado para os novos plantios (Moura et al., 2006).

Conclusodes

A metodologia proposta por Gambino (2008), com ajustes, permite extrair RNA
viral com qualidade;

Foi detectada a presenca do Yam mosaic virus e de um Badnavirus em amostras
obtidas de inhame no Recdncavo da Bahia;

No Recbncavo da Bahia, as plantas de inhame analisadas apresentavam infeccéo

mista por Badnavirus e por YMV.
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528  Tabela 3. Informacdes de cada acesso utilizado na arvore filogenética para Badnavirus.

ACesso Especie Hospedeiro Sigla
AMO072664.1 Dioscorea bacilliform virus Inhame DBV_GHO03_Dr
KF829965.1 Dioscorea rotundata endogenous virus  Inhame DREV_S1d2Dr
KF829971.1 Dioscorea rotundata endogenous virus  Inhame DREV_S1f2Dr
AM944587.1 Dioscorea bacilliform virus Inhame DBV_ BN5Dr
AM944589.1 Dioscorea bacilliform virus Inhame DBV_ BN7Dr
AM944585.1 Dioscorea bacilliform virus Inhame DBV_ BN3Dr
AM944581.1 Dioscorea bacilliform virus Inhame DBV_TG3Da
KF829952.1 Dioscorea bacilliform virus Inhame DBV_DBVS8
EF466073.1 Dioscorea bacilliform virus Inhame DBV_Bn107Dr
KF829957.1 Dioscorea rotundata endogenous virus  Inhame DREV_S1a5Dr

KF829996.1 Dioscorea rotundata endogenous virus  Inhame DREV_S2h8Dr
KF829995.1 Dioscorea rotundata endogenous virus  Inhame DREV_S2f12Dr
KF829994.1 Dioscorea rotundata endogenous virus  Inhame DREV _ S2f9Dr
KF829988.1 Dioscorea rotundata endogenous virus  Inhame DREV _ S2c8Dr
KF829970.1 Dioscorea rotundata endogenous virus  Inhame DREV_ S1fiDr

EF466087.1 Dioscorea bacilliform virus C Inhame Bn?gg\[;?ﬁom
EF466076.1 Dioscorea bacilliform virus A Inhame DBVA_Bn452Dpr
EF466074.1 Dioscorea bacilliform virus A Inhame DBVA_Bn243Dr
EF466081.1 Dioscorea bacilliform virus A Inhame DBVA_GyM1Dt
DQ836237.1 Piper yellow mottle virus Pimenta Pymv_poliproteina
FJ594904.1 Banana streak virus Banana BSV_26
AMO072673.1 Dioscorea bacilliform virus Inhame DBV_NGO01_Dr
AMO072706.1 Dioscorea bacilliform virus 1 Inhame DBV_ VU252
AMO072707.1 Dioscorea bacilliform virus 1 Inhame  DBVA_ VU254 Dp
AMO072705.1 Dioscorea bacilliform virus Inhame DBV _VU249 Db
AJ305449.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_DrCDI1
AJ305450.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_DrBen3
AJ305453.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_DaCDI17
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NC_004039.1 Potatovirus A Inhame PVA
NC_001616.1 Potatovirus Y Inhame PVY
NC_001785.1 Papaya ringspot virus Inhame PRSV
529
530

531 Tabela 4. Informac6es de cada acesso utilizado na arvore filogenética para Potyvirus.

AcCesso Espécie Hospedeiro Sigla
NC 019412.1 Yam mild mosai_c virus Inhame VMMV

— from Brazil
AJ244042.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_CAM2
AJ244043.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_AID10/C5
AJ244044.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_CGU2/C4
AJ244045.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_GY/INRA/C11
AJ244047.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_608
AJ244049.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_B14
AJ244054.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_CAM1/C1
AJ244056.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_CBEG6b/C3
AJ244057.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_CGU1/C18
AJ244060.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_Divin
AJ244062.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_G5/C10
AJ244063.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_ GR/SAVANE/C4
AJ244065.1 Yam Mosaic virus Inhame YMvcp_SOA Al/C1
AJ305436.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_DrGha4
AJ305437.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_DrGhab
AJ305439.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_DrNig8
AJ305440.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_DrNigN20
AJ305441.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_DsNig
AJ305442.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_DrTog3
AJ305443.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_DrNigN5
AJ305444.1 Yam Mosaic virus Inhame DrCmn164
AJ305445.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_DrCmnl151
AJ305446.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_DrCmnl142
AJ305447.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_DrCmnl135
AJ305448.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_DrCDI27
AJ305449.1 Yam Mosaic virus Inhame YMV_DrCDI1
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532

533

534

535

536

537

538

539

540

541

542

AJ305450.1 Yam Mosaic virus
AJ305453.1 Yam Mosaic virus
NC_004039.1 Potatovirus A

NC 001616.1 Potatovirus Y
NC_001785.1  Papaya ringspot virus

Inhame
Inhame
Batata
Batata
Maméo

YMV_DrBen3
YMV_DaCDI17
PVA
PVY
PRSV

Figura 1. Plantas de Dioscorea rotundata apresentando sintomas semelhantes aos

causados por viroses; A: mosaico, B: mosaico severo, C: Clareamento das nervuras, D:

Deformacdo foliar.
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FIGURA 2 (Capitulo 1): Estrutura do genoma completo do Yam mosaic virus,

identificando a localizagcdo de maior identidade com o isolado estudado.
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Fonte: Adaptado da Viralzone.
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FIGURA 4 (Capitulo I): Estrutura do genoma completo do Dioscorea baciliforme

virus, identificando a regido de maior identidade com o isolado em estudo.
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PROTOCOLO 1: PARA EXTRACAO DE DNA DE FOLHAS DE INHAME
(MINI-PREP)

(Kamal Sharma, 2009)

SOLUCAO TAMPAO DE EXTRACAO

Solucoes reagentes [ 1 V; Final 100 mL
Final

CTAB 10% 2,0 % 20,0 mL
NaCI5M 20M 40,0 mL
Tris HCI 1M pH 8,0 0,1 M 10,0 mL
EDTAO05M 0,02M 4,0 mL
2-mercaptoetanol 2,0 % 2,0mL
PVP (Polivinilpirrolidona) 20% 20g

H20 de milli-Q q;s;p; 100,0 mL

* Adicionar na hora da extracdo de DNA (20 uL 2-mercaptoetanol por mL de tampé&o)
OBS.: Todas as solu¢des devem ser preparadas na hora da extragéo.

Extragdo de DNA — PROCEDIMENTOS

1. Coletar as folhas de plantas, de preferéncia jovens e saudaveis, evitando-se areas
atacadas por pragas e doencas; No ato da coleta envolver as amostras em recipiente que
as protejam da luz para evitar a fotossintese e a producdo de metabolitos secundarios;
As amostras deverdo permanecer no escuro de 12 a 18 horas antes da extragdo de DNA;

2. Pesar 300 mg do tecido vegetal, usar almofariz na presenca de nitrogénio liquido,

macerar o tecido usando micro-pistilo;

3. Adicionar 1,0 mL da solucdo tampéo de extragdo previamente aquecida (65 °C);
Macerar novamente na presenca do tampéao na capela e esperar a mistura adquirir a

forma liquida;

4. Transferir a mistura liquida com auxilio de uma espatula, para microtubos
devidamente identificados (eppendorf 2,0 mL); Adicionar 5,0 uL de proteinase K (10
mg mL™);

5. Colocar as amostras na estufa a 37 °C por 30 minutos, homogeneizar a cada 10

minutos;
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6. Retirar da estufa e incubar os microtubos em banho-maria a 65 °C por 30 minutos,

homogeneizar a cada 10 minutos;
7. Centrifugar 8.000 G (9.000 rpm) por 10 min;
8. Retirar o sobrenadante e transferir para novos tubos (eppendorf 2,0 mL);

9. Adicionar igual volume coletado a solucdo [fenol: cloroférmio: alcool-lsoamilico
(25: 24: 1)], e misturar gentilmente (30 a 40) X;

10. Centrifugar 8.000 G (9.000 rpm) por 10 min;

11. Coletar o sobrenadante e transferir para novos tubos devidamente identificados

(eppendorf 2,0 mL);

12. Adicionar ao sobrenadante 200 uL tampao (NaCl 2,0 M + PEG 4%) misturar por

inversao;

13. Incubar as amostras durante 15 min a 4 °C;

14. Centrifugar 9.000 G (8.680 rpm) por 10 min;

15. Retirar o sobrenadante e transferir para novos tubos (eppendorf 1,5 mL)

16. Adicionar alcool Isopropilico (gelado), equivalente a aproximadamente 2/3 do

volume coletado;

17. Pescar o DNA com auxilio de uma ponteira e transferir para novos tubos (eppendorf
1,5mL);

18. Lavar o pellet duas vezes com o tampéo de lavagem [Acetato de amonio 15 mM +
Etanol 75% + TE (Tris-HCI 10 mM pH 8,0 + EDTA 1 mM pH 8,0)];

19. Secar o pellet em temperatura ambiente (para remocdao do etanol);
20. Resuspender o pellet (50-70) pL de tampéo [TE + RNAse (10 mg mL™)];
21. Incubar na estufa 37 °C durante 60 minutos;

22. Conservar a solugéo estoque a -20 °C.

OBS.: Os tubos e ponteiras contaminados com fenol cloroférmio devem ser descartados

em recipiente apropriado.
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PROTOCOLO 2: EXTRACAO DE RNA COM O USO DO EASYZOL

1. Homogeneizagao

A. Tecidos

Tecido animal ou de planta (tanto frescos quanto congelados a -70 °C até o uso)
podem ser processados congelando com nitrogénio liquido e moendo até um poé fino,
com auxilio de um pildo. Homogenize as amostras do tecido em 1 mL de EasyZol para

50-100 mg de tecido utilizando um homogeneizador.

2. Separagéo de Fase

Incube a amostra homogeneizada por 5 minutos a 15-30 °C para permitir a
completa dissociacdo dos complexos nucleoproteicos. Adicione 0.2 mL de cloroférmio
para 1 mL de EasyZol. Tampe os tubos com seguranca. Agite os tubos vigorosamente a
méo por 15 segundos e incube em temperatura ambiente durante 2 a 3 minutos.
Centrifugue as amostras a 12.000 G durante 5 a 10 minutos a 4 °C. Apds centrifugacao,
a mistura se separa em uma fase amarela, fase fenol-cloroférmio, uma interfase, e uma
fase aquosa incolor no topo (sobrenadante). RNA fica exclusivamente na fase aquosa. O
volume do sobrenadante é aproximadamente 60% do volume de EasyZol utilizado na

homogeneizacao.

3. Precipitacdo do RNA

Transfira a fase aquosa para um novo tubo, e guarde a fase orgénica caso o
isolamento de DNA ou proteina seja desejado. Precipite 0 RNA do sobrenadante
misturando com alcool isopropilico. Use 0.5 mL de isopropanol para 1 mL de EasyZol
utilizado na homogeneizagéo inicial. Misture bem por inversdo algumas vezes. Incube
as amostras a 15-30 °C durante 10 minutos e centrifugue a 12.000 G durante 5 a 10
minutos & 4 °C. O RNA precipitado, geralmente invisivel antes da centrifugacao, forma

um pellet com aspecto de gel na lateral e no fundo do tubo.

4. Lavagem do RNA
Descarte 0 sobrenadante, adicione 1 mL de Etanol a 75% (em é&gua livre de
RNA), ndo agite o precipitado. Gentilmente inverta o tubo algumas vezes para lavar o
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tubo, centrifugue a 12.000 G durante 2 minutos a 4 °C, descarte o etanol e repita o

processo.

5. Diluicdo do RNA

No fim do procedimento, seque o pellet de RNA brevemente (ar seco ou secador
a vacuo durante 5 a 10 minutos). Ndo seque o RNA por centrifugacdo a véacuo. E
importante ndo deixar o pellet de RNA secar completamente, pois isto acarretara em
uma grande diminuic¢do da sua solubilidade. Parcialmente dissolvidas, as amostras de
RNA tem proporcdo A260/280 <1.6. Dissolva 0 RNA em &gua livre de RNase ou
solucdo SDS a 0.5% passando a solucdo algumas vezes através da ponteira, e incubando
durante 10 minutos a 55-60 °C. (Evite SDS se logo ap6s 0 RNA for usado para reagdes
enzimaticas). RNA também pode ser dissolvido em formamida 100% (deionizada).

Armazene a -70 °C.
6. Armazenamento

Armazenar de 2-8 °C e protegido de luz. Produto estavel por até 1 ano, quando

armazenado corretamente.
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PROTOCOLO 3: EXTRACAO DE RNA CONFORME GAMBINO (2008)

Autoclavar todas as solucdes e todos os utensilios usados na extracdo para

inativacdo de RNAses.

Preparar todas as solucdes com agua DEPC a 1% (v/v).

1
2.
3

4.

. Macerar 150 mg do tecido vegetal na presenca de nitrogénio liquido;

Adicionar 900 pL da solucdo tampéo de extracao, pré-aquecida a 65 °C;
Incubar os tubos em banho-maria a 65 °C por 10 min;

Adicionar 900 uL de cloroférmio-alcool isoamil (24:1v/v) e homogeneizar

vigorosamente;

5.

6
7
8.
9

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

Centrifugar a 11 000 G por 10 min a 4 °C;

. Coletar o sobrenadante e transferir para novos tubos de 2 mL;

Repetir as etapas 4 e 5;

Coletar o sobrenadante e transferir para novos tubos de 1,5 mL;

. Adicionar o mesmo volume do coletado de LiCl 3 M;

Incubar a mistura no gelo por 30 min;

Centrifugar a 21 000 G por 30 min a 4 °C;

Ressuspender o pellet em 500 uL de SSTE (pré-aquecido a 65 °C) ;
Adicionar 900 pL de cloroférmio-alcool isoamil (24:1v/v) e homogeneizar;
Centrifugar a 11 000 G por 10 min a 4 °C;

Coletar o sobrenadante e transferir para novos tubos de 1,5 mL;

Precipitar o RNA com 0,7 vols de isopropanol gelado e centrifugar a 21 000 G

por 15 min a 4 °C, imediatamente.

17.

Lavar o pellet com etanol (70%), deixar secar e ressuspender em agua DEPC.

SOLUCOES

TAMPAO DE EXTRACAO METODO CTAB.

2%CTAB, 2,5% PVP-40, 2 M NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 8,0, 25 mM EDTA pH e
2% de p-mercaptoetanol.

TAMPAO SSTE (PRE AQUECER ANTES DE USAR)
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10 Mm Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA pH 8,0, 1% SDS, 1 M NacCl.

SOLUCAO DE LiCI 3 M.

PREPARO DAS SOLUCOES PARA EXTRACAO DE DNA

> SOLUCAO TAMPAO DE EXTRACAO:

Solucdes reagentes [1 Final (C2) V. Final
100 mL
CTAB 10% 2,0% 20,0 mL
NaCl 5M 20M 40 mL
Tris HCI 1MpH 8,0 0,1M 10 mL
EDTA 0,5M 0,02 M 4,0 mL
2-mercaptoetanol 2,0% 2,0 mL
PVP 2,0% 2,09
(Polivinilpirrrolidona)
H,0 milli-Q 100 mL

Célculos para 10 mL de solucéo:
CTAB 10%
10%-= (10.1)/100=0,10

Cl.Vvi=C2.v2
0,10.vV1=0,002.10
V1=2 mL
NaCl 5M

C1.V1=C2.V2
5.\/1=2.10
V1=4 mL
TRIS Hcl 1 M pH 8,0

Cl.Vv1=C2.v2
1.v1=0,1.10
V1=1mL
EDTAO05M




ClVvi=C2.v2
0,5.v1=0,02.10
V1=0,4 mL

2-MERCAPTOETANOL 2%

2% de 10 mL
10. 2/100=0,2 mL (200 uL)

PVP

2% de 10 mL
10.2/100=0,2 ¢

Completa a solucdo com agua até completar o volume desejado (10 mL).

2+4+1+0,4+0,2=7,8
10-7,8=2,2
Adiciona 2,2 mL de &gua na solucao.

TAMPAO CARBONATO (1L):
Na2CO3-------------- 1,59 g (carbonato de sodio)
NaHCO3------------- 2,39 g (bicarbonato de s6dio)

H20 destilada------- Completa para 1000 mL

Ajustar pH para “9,6”.
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SOLUCAO DE LAVAGEM (NaCl 5 M + PEG 4%) PARA 5 mL:

NaCl 5 M
Cl.v1=C2.v2

5.V1=2.5
V1=0,4 mL

PEG 4% de 5 mL

4% de 5 mL
5.4/100=0,2 ¢
NaCl 5 M + PEG 4%

2+0,2=2,2

Como eu quero um volume de solucéo de 5 mL, pego o volume que encontrei (2,2)

e completo com agua para 5 mL (acrescentando 2,8 mL de &gua).
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PCR (INHAME)

CDNA--—m e e 2,5uL } 2,5uL
Tampéo 10X (PCR)----------==-=mnmmmmmmmmam - 2,5 uL M
MgCly (50MM)-==mmm e mmm e ---2,4 pL (2,4 para 25mM)
Primer R (37)-=--=-snmmmmmmme oo e 1uL
Primer F (57)-------mmmmmmm oo 1uL >
22,5uL
Taq Polimerase---------=-=s==c-memmmeomeme e e 0,2uL
HoO-mmom e e e 134 uL/
DNTP 2,5MM--mmmmmmmmmmmmmm oo 2 uL
25 uL

Observacdo: Adiciona 22,5 uL do MIX + 2,5 uL do material genético, totalizando 25
ML.

1° PASSO: No gelo, em um novo tubo, adicione todos os reagentes, levando em conta
que a Taqg Polimerase, deve ser colocada no final por ser uma proteina de facil
degradacéo.

Oy

O

(2 r

~—

Oligo01 YMMV CP 2F
Oligo02 YMMV UTR 1R
Oligo 03 YMV CP 1F
Oligo 04 YMV UTR 1R
Oligo 05 Badna FP
Oligo 06  Badna RP

Tm = Temperatura

Tm =50°C

Tm =55°C

m 65°C
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2° PASSO: Leva para o aparelho e configure as devidas temperaturas para cada Primer,
por um tempo e proceder as devidas leituras em gel agarose.

3° PASSO: Preparar o gel agarose (NOVO) para correr a analise. (CUBA AZUL)

4° PASSO: Em um papel filme, espalhe em forma de ponto sequenciado 15 pL das
amostras oriundas do PCR, logo depois adicione 2 pL de DYE.

5° PASSO: No 1° poco, colocar 10 pL de 1 Kb (Padrdo, controle).

6° PASSO: Retira com cuidado cada amostra do papel filme e coloque em cada pogo,
para correr o gel em 80 V por 30minutos.

20 pL da misturado PCR + 2 uL DYE
A

/o o o o]
Marcador <

Papel filme
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cDNA para virus em inhame ( Enzima M-MLV Promega)

1° PASSO: Adiciona em um tubo para cDNA, as seguintes concentragcdes para cada
reagente utilizado para a analise.

RNA total---------=-==nmmmmmmmeeemeeev -13pL
Olig0 dT--mmmmmmmmmmmm e 1puL
Random Primer-----------=-=---e-meemeemee- 1L

15 UL

2° PASSO: Apo6s a adigdo de todos os reagentes, leve para o aparelho leitor de cDNA,
sob uma temperatura de 70°C por 5 minutos. (PAUSE).

3° PASSO: Apos este tempo, retire do aparelho e coloque diretamente no gelo 4°C por
2 minutos.

4° PASSO: Enquanto isso prepare o MIX.

M-MLYV BUFfer 5X---mmmmmmmmm oo 5 pL (Tampao)
ANTP (L0)---mmmmmmmmmmmmm oo 1L
RNASE OUt-===mmmmmm e e e e e luL
M-MLYV (Enzima)------------=-==-===-m-mmnmo-- e -1l
H0 - -2 uL
25 uL

5° PASSO: Adicione 10 pL do MIX ao tubo que esta no gelo.

6° PASSO: Apos colocar o Mix, leve para o aparelho de leitura de cDNA a uma
temperatura de 37°C por 60 minutos.

7° PASSO: Apos este periodo retire do aparelho e cologue direto no gelo. Logo entéo,
armazenar no frizer.
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ANEXO 11
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SEQUENCIAMENTO OBTIDOS DA MACROGEN (COREIA DO SUL) PARA
AS AMOSTRAS COLETADAS NO RECONCAVO DA BAHIA.

> CMF266_YMV

GGACGGTGCGGAGCAAGTGGAATATCCATTAAAACCGATCATAGAGAATGC
CAAACCCACATTTCGTCAGATAATGATGCATTTCAGTGACGCAGCTGAAGC
GTACATTGAATTGCGGAACTCAAAAGAACCGTACATGCCCCGATACGGTAT
TCAGCGCAATTTGAGGGATTACTCATTGGCCAGATATGCGTTCGATTTCCTA
GAGATAACCTCTAAAACTCCAGTTCGAGCGCGTGAAGCCCACCATCAGATG
AAGGCAGCAGCTATTGGAAACAAAACTTACAAAATGTTTGGATTTGATGGC
AAAGTGGGTTCCCAGGAAGAGGATACAGAGAGACACGCTGCAGGTGATGT
CACGAAAGACATGCACAGCCTTTTAGGCATGAGAGGTATGTAGAGTGTTGG
TTATATATCAGATATATATATAATTCTGTTATGCCTACCTAACATATGTCGGT
TGCAAGCATTCTGTGCTTGTGAGAAGACGTATTCTAATGTTGCATTTTGGAG
GAACTCGAGAGTGTCGAGTGACACGGA

» CMF267_YMV

GGACGGTGCGGAGCAAGTGGAATACCCATTAAAACCGATCATAGAGAATGC
CAAACCCACATTTCGTCAGATAATGATGCATTTCAGTGACGCAGCTGAAGC
GTACATTGAATTGCGGAATTCAAAAGAACCGTACATGCCCCGATACGGTAT
TCAGCGCAATTTGAGGGATTACTCATTGGCCAGATATGCGTTCGATTTTCTA
GAGATAACCTCTAAAACTCCAGTTCGAGCGCGTGAAGCCCACCATCAGATG
AAAGCAGCAGCTATTGGAAACAAAACTTACAAAATGTTTGGATTTGATGGC
AAAGTGGGTTCCCAGGAAGAGGATACAGAGAGACACGCTGCAGGTGATGT
CACGAAAGACATGCACAGCCTTTTAGGCATGAGAGGTATGTAGAGTGTTGG
TTATATATCAGATACATATATAATTCTGTTATGCCTACCTAACATATGTTGGT
TGCAAGCATTCTGTGCTTGTGAGAAGACGTATTCTAATGTTGCATTTTGGAG
AAACTCGAGAGTGTCGATGACACCCGG

> CMF268_YMV

AAGTGGAATATCCATTAAAAACCGATCATAGAGGAATGCCAAACCCACATT
TTCGTCAGATAATGATGCATTTTAGTGACGCAGCTGAAGCGTACATTGAATT
GCGGAACTCAAAAGAACCGTACATGCCCCGATACGGTATTCAGCGCAATTT
GAGGGATTACTCATTGGCCAGATATGCGTTCGATTTCCTAGAGATAACTTCT
AAAACTCCAATTCGAGCGCGTGAAGCCCACCATCAGATGAAGGCAGCAGCT
ATTGGAAACAAAACTTATAAAATGTTTGGATTTGATGGCAAAGTGGGTTCC
CAGGAAGAGGATACAGAGAGACACGCTGCAGGTGATGTCACGAAAGACTT
GCACAGCCTCTTAGGCATGAGAGGTATGTAGAGTGTTGGTTATATATCCAG
ATATATATATAATTCTGTTATGCCTACCTAACATATGTTGGTTGCAAAGCAT
TTCTGTGCTTGTGAGAAGAACGTATTCTAAATGTTGCATTTTGGAGAAACTC
GAGAGTGTTCGATGAC
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» CMF198_BADNA

GGACGGTGCGGAGCAAGTGGAATATCCATTAAAACCGATCATAGAGAATGC
CAAACCCACATTTCGTCAGATAATGATGCATTTCAGTGACGCAGCTGAAGC
GTACATTGAATTGCGGAACTCAAAAGAACCGTACATGCCCCGATACGGTAT
TCAGCGCAATTTGAGGGATTACTCATTGGCCAGATATGCGTTCGATTTCCTA
GAGATAACCTCTAAAACTCCAGTTCGAGCGCGTGAAGCCCACCATCAGATG
AAGGCAGCAGCTATTGGAAACAAAACTTACAAAATGTTTGGATTTGATGGC
AAAGTGGGTTCCCAGGAAGAGGATACAGAGAGACACGCTGCAGGTGATGT
CACGAAAGACATGCACAGCCTTTTAGGCATGAGAGGTATGTAGAGTGTTGG
TTATATATCAGATATATATATAATTCTGTTATGCCTACCTAACATATGTCGGT
TGCAAGCATTCTGTGCTTGTGAGAAGACGTATTCTAATGTTGCATTTTGGAG
GAACTCGAGAGTGTCGAATGACACGGAG

75



