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CTV Citrus tristeza virus 
CVC Clorose variegada dos citros 
DIBA Dot immunobinding assay 
DNA Ácido desoxirribonucléico 
dNTP Desoxynucleosídeotrifosfato 
EBI European Bioinfomatics Institute 
Eco Escherichia coli 
For Forward 
g Grama 
GAMaV Grapevine asteroid mosaic-associated virus  
GFkV Grapevine fleck virus 
GRGV Grapevine red globe virus 
GRVFV Grapevine rupestris vein feathering virus 
GSP Gene specific primer 
Hel Helicase 
ICTV International Committee on Taxonomy of Viruses 
Kb Kilobase 
kDa Kilodalton 
mg Miligrama 
mL Mililitro 
mM Milimolar 
MP Proteína de movimento 
MRFV Maize rayado fino virus 
mRNA RNA mensageiro 
MSC Morte Súbita dos Citros 
Mtr Metiltransferase 
NBT Nitroblue tetrazolium 
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NCBI National Center for Biotechnology Information 
ng Nanograma 
nm Nanômetro 
nt Nucleotídeo 
OBDV Oat blue dwarf virus 
oC Graus Celsius 
ORF Open reading frame 
PAMV Potato aucuba mosaic virus 
pb Par de base 
PBS Phosphate buffered saline 
PCR Polymerase chain reaction 
Pme Pseudomonas mendocina 
PnMV Poinsettia mosaic virus 
Pol Polimerase 
Pro Papain-like protease 
RdRp RNA-dependent RNA polymerase 
Rev Reverse 
RNA Ácido ribonucléico 
Rpm Rotações por minuto 
RT PCR Reverse transcription – polymerase chain reaction 
sgRNA RNA subgenômico 
TAP Tobacco acid pyrophosphatase 
Taq  Thermus aquaticus 
tRNA RNA transportador 
TYMV Turnip yellow mosaic virus 
U Unidade enzimática 
x g Gravidade 
Xba Xanthomonas badrii 
YNB Yeast nitrogen base with ammonium sulfate without amino acids 
YPD Yeast extract peptone dextrose medium 
YPDS Yeast extract peptone dextrose sorbitol medium 
μL Microlitro 
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Resumo 
 

A Morte Súbita dos Citros (MSC) é uma doença que causa sérias perdas econômicas nos 

Estados de São Paulo e Minas Gerais. Esses estados plantam cerca de 200 milhões de 

laranjeiras, principalmente para o processamento de suco de laranja. Até o momento mais de 

4 milhões de laranjeiras foram afetadas por essa doença e a maioria delas foi erradicada ou 

teve severo declínio. O agente etiológico dessa doença ainda não está confirmado, mas foi 

sugerida a associação de um novo vírus da família Tymoviridae, gênero Marafivirus, com a 

MSC, chamado Citrus sudden death-associated virus (CSDaV). Para contribuir com a 

elucidação da etiologia dessa doença a caracterização do vírus é muito importante. Por esta 

razão, o genoma completo deste vírus isolado de laranjeira com MSC foi seqüenciado. O 

genoma do CSDaV possui 6806 nucleotídeos, excluindo-se a cauda poli(A) na extremidade 3’ 

e codifica uma poliproteína de aproximadamente 240 kDa (p240) com motivos de seqüência 

similares às proteínas associadas à replicação (metiltransferase, papain-like protease, helicase 

e polimerase) presentes nas proteínas não estruturais de outros vírus com genoma de RNA 

senso positivo. A extremidade 3’ da open reading frame (ORF) que codifica a poliproteína 

também pode codificar uma proteína do capsídeo (CP) de 22,5 kDa que é presumivelmente 

clivada da região C-terminal da poliproteína de 240 kDa. Uma segunda CP de 21 kDa é 

traduzida  de um RNA subgenômico (sgRNA) localizado na extremidade 3’ do genoma do 

CSDaV. Uma possível pequena ORF na extremidade 3’ do genoma foi detectada através de 

análise computacional e possivelmente codifica uma proteína de função desconhecida, cuja 

seqüência apresenta baixa similaridade com a proteína de movimento encontrada em outros 

vírus da família Tymoviridae. A CP de 22,5 kDa foi  expressa na levedura metilotrófica 

Pichia pastoris para possibilitar a sua utilização posterior como antígeno na produção de 

anticorpos para o diagnóstico da doença. A região CP deste vírus foi inserida no genoma da P. 

pastoris através do vetor pPICZαA. A CP recombinante foi expressa como proteína de fusão 
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com uma cauda de polihistidina para posteriormente ser purificada utilizando-se resinas com 

afinidade a esta cauda. Através do ensaio de DIBA, foi verificado que onze clones obtidos 

secretaram altos níveis da proteína recombinante. 

Palavras-chave: Morte súbita dos citros (MSC), Citrus sudden death-associated virus 

(CSDaV), Marafivirus, Pichia pastoris. 
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Abstract 
 

 
Citrus sudden death (CSD) is an orange tree disease that causes serious economic losses in 

São Paulo and Minas Gerais States of Brazil. These states have approximately 200 million of 

orange trees, principally for orange juice processing. Until now more than 4 million oranges 

were affected with the disease. Most of them were eradicated or had declined. The etiologic 

agent of this disease is still unconfirmed, but it was suggested the association of a new virus 

of Marafivirus genus within Tymoviridae family, with Citrus sudden death disease, tentatively 

named Citrus sudden death-associated virus (CSDaV). To contribute for the etiology of CSD, 

CSDaV complete genome was sequenced in this study. The genome had 6806 nucleotides in 

length, excluding the  3’-terminal poly(A) tail and encodes a putative approximately 240 kDa 

polyprotein (p240) with sequence motifs similar to the replication-associated proteins 

(methyltransferase, papain-like protease, helicase and polymerase) present in nonstructural 

proteins of other virus  with positive strands RNA genomes. The 3’ end of the open reading 

frame (ORF) that encodes p240 also encodes a 22,5 kDa capsid protein (CP) that is 

presumably cleaved from p240 polyprotein C-terminus. A second CP (21 kDa) can be also 

translated from a subgenomic RNA (sgRNA). A second small ORF at the 3’ end of the 

CSDaV genome was found by computer analysis and possibly encodes a protein with 

unknown function but with limited sequence similarities to putative movement proteins of 

tymoviruses. The 22,5 kDa coat protein (CP) gene was expressed in the methylotrophic yeast 

Pichia pastoris to be used as antigen to produce antiserum against CSDaV CP for disease 

diagnostic. A cDNA enconding the CSDaV CP was inserted into the P. pastoris genome 

using the pPICZαA vector. The recombinant CSDaV CP was expressed as a fusion protein 

with an N-terminal hexa-histidine tag to be purified using metal-chelating resins. By DIBA it 

was verified that eleven clones secreted high level of recombinant protein.  
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Key words: Citrus sudden death (CSD), Citrus sudden death-associated virus (CSDaV), 

Marafivirus, Pichia pastoris. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



BARROS, C.C.P.  2006   1 

 

 

 

 
 
 
 

 

1. Introdução 
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1.1 A Morte Súbita dos Citros (MSC) 

A morte súbita dos citros (MSC) é uma nova e extremamente destrutiva doença, cuja 

etiologia, bem como seus possíveis vetores e controle, ainda não foram esclarecidos. O nome 

atribuído a esta doença foi devido à rápida velocidade com que as plantas afetadas morrem.  

Todo o quadro sintomatológico da MSC pode ocorrer rapidamente, de um a mais de 12 

meses, dependendo da época do ano e da variedade (Informativo Centro de Citricultura, 

2001). 

A MSC foi observada pela primeira vez em 1999 na cidade de Comendador Gomes, 

no sul do Estado de Minas Gerais, Brasil (Gimenes-Fernandes & Bassanezi, 2001). As 

primeiras observações da doença foram feitas em laranjeira ‘Valência’ enxertada sobre 

limoeiro ‘Cravo’(Citrus limonia). Posteriormente, a mesma doença foi constatada em outras 

variedades (‘Hamlin’, ‘Natal’, ‘Westin’, ‘Pêra’, ‘Rubi’, ‘Pineapple’ e tangerineiras ‘Cravo’ e 

‘Ponkan’) enxertadas sobre limoeiros ‘Cravo’ e ‘Volkameriano’ (C. volkameriana). 

A MSC é uma doença de combinação entre laranjeiras-doces (C. sinensis) ou 

tangerineiras (C. reticulta) enxertadas em limoeiro ‘Cravo’ e ‘Volkameriano’ (Jesus Junior & 

Bassanezi, 2004a), visto que outras combinações de laranjeiras-doces sobre porta-enxertos de 

tangerineiras ‘Cleópatra’ (Citrus reshni Hort. ex Tanaka) e ‘Sunki’ (Citrus sunki Blanco), 

Poncirus trifoliata (L.) Rafinesque-schmhltz, citrumeleiro ‘Swingle’ (P. trifoliata X Citrus 

paradisi Macfayden) e Poncirus trifoliata até o momento não apresentam sintomas da doença 

(Figura 1) (Gimenes-Fernandes et al., 2002; Román et  al., 2004). 

A MSC é uma das mais importantes doenças da citricultura brasileira, uma vez que os 

limoeiros ‘Cravo’ e ‘Volkameriano’ representam mais de 85% dos porta-enxertos utilizados 

em todo plantio brasileiro, sendo, portanto, uma das maiores ameaças à competitividade do 

agronegócio citrícola. 
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Figura 1. Vista aérea de plantios de laranjeira-doce ‘Valência’ enxertada em limoeiro ‘Cravo’, apresentando 

sintomas da morte súbita dos citros, e de laranjeira-doce ‘Valência’ enxertada em tangerineira ‘Cleópatra’, sadias 

(A). Em B verificam-se duas linhas de plantio de laranjeira-doce ‘Valência’ enxertada em tangerineira 

‘Cleópatra’, sem sintomas da doença no meio de um plantio de laranjeira-doce ‘Valência’ enxertada em limoeiro 

‘Cravo’, totalmente afetado pela doença. 

 

   1.1.1 O porta-enxerto limoeiro ‘Cravo’ 

A maior parte da citricultura brasileira se baseia em um único porta-enxerto, o 

limoeiro ‘Cravo’. Este fato se deve a algumas características vantajosas deste material, tais 

como rusticidade, precocidade, produtividade e, principalmente, resistência às condições de 

seca. Esta última característica é muito importante, já que permite o plantio sem irrigação, 

reduzindo bastante o custo de produção, o que torna competitiva a nossa citricultura no 

mercado internacional.  

A decisão de se substituir o porta-enxerto limoeiro ‘Cravo’ por algum porta-enxerto 

tolerante a MSC deve considerar a inviabilidade da citricultura em locais onde não há 

disponibilidade de água para irrigação, pois os porta-enxertos tolerantes a MSC apresentam 

baixa produção em sistemas de plantio sem suprimento de água (Jesus Junior et al., 2003). 

 

 

 

Valência/Cleópatra 

Valência/Cravo 

Valência/Cleópatra 

Valência/Cravo A B
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   1.1.2 Sintomas da Morte Súbita dos Citros 

As plantas afetadas pela MSC apresentam sintomas de definhamento generalizado. 

Inicialmente, as folhas de toda copa da planta afetada ficam sem brilho e com cor verde-

pálida (Figura 2). Posteriormente, ocorre desfolha parcial, produção de poucas brotações e 

ausência de brotações internas, fato que se acentua com a evolução da doença (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. Laranjeiras com sintomas da morte súbita dos citros mostrando perda de brilho generalizada e 

coloração verde-pálida das folhas, contrastando com a cor normal das plantas sadias (A) e folhas coletadas em 

plantas sadia e doente, mostrando o contraste de coloração entre as mesmas (B). 

 

O sistema radicular apresenta poucas radicelas e muitas raízes podres e mortas. 

Entretanto, o principal sintoma desta doença precede a morte das raízes e o quadro 

sintomatológico da copa. Ele se caracteriza por uma coloração entre amarelo e alaranjado 

presente nos tecidos internos da casca do porta-enxerto, na região do floema funcional, abaixo 

da região de enxertia até as raízes mais grossas, em contraste com a cor creme dos tecidos da 

casca da copa (Figura 4) (Jesus Junior et al., 2003). Essas regiões de tecido amarelado 

correspondem a vasos do floema que se encontram obstruídos e degenerados (Gimenes-

Fernandes & Bassanezi, 2001). 
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A B 
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Figura 3. Plantas sadia e com sintomas de desfolha parcial, um dos sintomas da morte súbita dos citros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Coloração amarelada nos tecidos internos da casca do porta-enxerto limão ‘Cravo’, na região do 

floema funcional, contrastando com os tecidos brancos da casca da copa (A) e comparação da coloração supra 

citada em A entre planta sadia e doente (B), mostrando que esse sintoma é típico de plantas com morte súbita dos 

citros.    
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Esses sintomas se intensificam à medida que a doença se desenvolve e culmina com a 

morte da planta. O aparecimento dos sintomas e a morte da planta ocorrem quando a 

necessidade de absorção de água para os novos brotos e para a maturação dos frutos se torna 

alta. As raízes da laranjeira afetada apresentam morte de uma grande porção do sistema 

radicular, progredindo da ponta da raiz para a base, até que a raiz principal seja afetada e 

morra (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Detalhe do sistema radicular de planta com sintoma inicial de morte súbita dos citros, o qual apresenta 

grande quantidade de raízes mortas, normalmente com poucas radicelas (A) e detalhe da podridão que se inicia 

da ponta para a base da raiz (B). 

 

A produção das plantas que não entram em colapso repentino vai diminuindo 

gradativamente até a morte dessas plantas, sendo que quanto mais severos os sintomas da 

doença, maiores são as diferenças de peso, número e tamanho dos frutos colhidos. Plantas 

com sintomas iniciais de MSC apresentam uma produção, em média, 27,59%, 11,64% e 

21,56% menor que a das plantas sadias em termos de peso total de frutos por planta, número 

total de frutos por planta e tamanho de fruto, respectivamente. Plantas com sintomas severos 

A B 
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de MSC reduzem, em média, 50,41% do peso total de frutos por planta, 25,64% do número 

total de frutos por planta e 40,67% do tamanho de frutos em relação às plantas sadias 

(Bassanezi et al., 2005). Entretanto, em alguns casos, tem sido observada rápida mortalidade 

da planta após ter ocorrido uma grande produção, cujos frutos, nesses casos, são normais em 

número, peso e tamanho e não se desprendem da planta com a morte da laranjeira, devido à 

rapidez com que ocorre o colapso. 

  Adicionalmente, tem sido observada uma relação positiva entre produção no ano e 

número de plantas mortas na safra seguinte, ou seja, quanto maior a produção do pomar com 

MSC, maior será a mortalidade de plantas na próxima safra. 

Todos esses sintomas podem aparecer rapidamente, no prazo de um a 12 meses, 

dependendo da época do ano (mais rápido na primavera) e da condição de produção da planta 

(Bassanezi et al., 2002; Müller et al., 2002). Até hoje, nenhuma planta com menos de 22 

meses apresentou sintomas da MSC nos pomares de regiões de maior incidência da doença. A 

análise da freqüência de talhões em diferentes idades, nos quais a doença está apenas se 

iniciando, permitiu deduzir que o período de incubação seja de dois a três anos, dados 

confirmados pelos testes de transmissão por enxertia (Yamamoto et al., 2004). Este fato leva a 

pensar que o período de incubação da MSC deve ser de pelo menos dois anos em plantas 

jovens, e que as plantas que atualmente apresentam sintomas da MSC foram infectadas há 

algum tempo.  

 

1.1.3. Distribuição da doença 

O progresso e a disseminação da MSC em pomares afetados são bastante rápidos, 

podendo atingir de 30% a 70% das plantas em apenas seis meses (Bassanezi et al., 2002; 

2003a; 2003b).  
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Entre setembro de 2002 e dezembro de 2003, o número de plantas com sintomas de 

MSC encontradas no campo no Estado de São Paulo passou de 22,1 mil para 44,4 mil e outras 

392,2 mil plantas foram erradicadas pela doença no mesmo período (Fundecitrus, 2004). 

O número de laranjeiras com os sintomas de MSC aumentou rapidamente na região 

em que a doença foi detectada inicialmente: de 500 plantas em 1999 (Fundecitrus, 2002) para 

mais de 2.000.000 em dezembro de 2004 (Fundecitrus, 2004). De dezembro de 2001 a 

dezembro de 2003, a doença passou de sete municípios (Libanore et al.,2002) para 30 

municípios (Fundecitrus, 2004) (Figura 6), sendo 12 no Estado de Minas Gerais (Campo 

Florido, Comendador Gomes, Conceição das Alagoas, Fronteira, Frutal, Ituiutaba, Monte 

Alegre de Minas, Planura, Prata, São Francisco de Sales, Uberaba e Uberlândia) e 18 no 

Estado de São Paulo (Altair, Bálsamo, Barretos, Bebedouro, Cajobi, Colômbia, Cosmorana, 

Embaúba, Guaraci, Ibirá, Ipiguá, Monte Azul Paulista, Nova Granada, Olímpia, Onda Verde, 

Paulo de Faria, Riolândia e Tanabi) (Jesus Junior et al., 2004b). 

 Tendo em vista que ainda não há forma de diagnóstico precoce para a morte súbita dos 

citros, o número de plantas infectadas pode estar subestimado (Jesus Junior & Bassanezi, 

2004a).  
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Figura 6. Mapa da distribuição da morte súbita dos citros em SP e MG.  Fonte: Jesus Junior et al., 2004b. 

 

1.1.4 Manejo da doença 

 É um risco efetuar recomendações para o manejo ou prevenção da doença cuja 

etiologia ainda não está cientificamente comprovada, conforme veremos no item 1.1.5. As 

estratégias recomendadas até o momento são baseadas no que foi observado em campo, 

faltando, entretanto, comprovação técnica-científica. Dentre as medidas recomendadas, tem-

se: 1) não transportar mudas, borbulhas e cavalinhos das regiões com a doença para aquelas 

onde a doença ainda não foi constatada; 2) evitar o plantio sobre limoeiros ‘Cravo’ e 

‘Volkameriano’; 3) diversificação do plantio com porta-enxertos tolerantes; e, 4) subenxertia 

com porta-enxertos tidos como tolerantes (citrumeleiro ‘Swingle’, tangerineiras ‘Cleópatra’ e 

‘Sunki’ e Poncirus trifoliata) em plantas enxertadas sobre limoeiros ‘Cravo’ e 

‘Volkameriano’. 
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 A subenxertia consiste no plantio de um novo porta-enxerto, conhecido por cavalinho, 

ao lado da planta existente e a enxertia deste no tronco acima da região da enxertia, 

utilizando-se a técnica de T invertido (Figura 7). Em plantas com até três anos de idade tem-se 

utilizado um único cavalinho, enquanto em árvores mais velhas são utilizados dois 

cavalinhos. A idade ideal do porta-enxerto a ser usado é de cinco a oito meses, dependendo da 

variedade, com altura aproximada de 45 cm e com tecido maduro (lenhoso) na altura da 

enxertia. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 7. Subenxertia realizada em planta com seis anos de idade através da técnica do T invertido, utilizando-se 

dois cavalinhos. 

 

1.1.5 Etiologia 

Com base nos resultados de estudos da evolução e da distribuição da MSC concluiu-se 

que a doença é infecciosa, o agente causal possui  um vetor alado envolvido na sua 

disseminação (Bassanezi et al., 2003), e a disseminação é bastante rápida e eficiente (Jesus-

Junior & Bassanezi, 2004a). Entretanto, a morte súbita dos citros é uma doença de etiologia 

ainda desconhecida.  

Sabe-se que estabelecimento da relação causal entre uma doença e um determinado 

agente patogênico só pode ser confirmado após o cumprimento de uma série de etapas, 

denominadas de postulados de Koch, que são:  
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a) associação constante patógeno-hospedeiro;  

b) isolamento do patógeno;  

c) inoculação do patógeno e reprodução dos sintomas; 

d) reisolamento do patógeno.  

Até o momento, estes postulados não foram concluídos para a MSC, visto que o 

isolamento dos patógenos candidatos desta doença (Citrus tristeza virus/CTV e CSDaV) é 

dificultado não ser transmitido por inovculação mecania (CSDaV) ou ter baixa eficiencia 

neste processo (CTV) e por não haver plantas indicadoras. Entretanto, enquanto isso não 

ocorrer, a sua etiologia permanecerá sujeita a várias hipóteses. 

Vários trabalhos estão sendo desenvolvidos com o intuito de determinar o agente 

causal da MSC.  

Na tentativa de entender a epidemiologia da doença, Bassanezi e colaboradores (2002) 

fizeram uma análise temporal e espacial da morte súbita dos citros para gerar hipóteses sobre 

a etiologia desta doença. Os resultados obtidos foram compatíveis àqueles de uma doença de 

causa biótica, por exemplo, um patógeno transmitido por um vetor. 

Foi comprovado que a causa primária da MSC é de natureza biótica, pois foi 

verificado experimentalmente que a doença pode ser transmitida de uma planta doente para 

uma sadia através da inoculação por enxertia de borbulhas sob condições de ausência de 

insetos (Yamamoto et al., 2003). Este resultado permite excluir como causa da doença os 

fatores abióticos, pragas, nematóides e fungos de solo, os quais não são transmitidos por 

enxertia. Assim, os agentes que podem ser transmitidos desta maneira são viróides, vírus ou 

bactérias endógenas (restritas ao xilema e floema). 

Por ser o quadro sintomatológico da MSC resultante de alterações no sistema vascular 

das plantas, as buscas por bactérias e fitoplasmas que habitam e colonizam os vasos da planta 

foram realizadas intensivamente, principalmente em relação ao Candidatus Liberibacter 
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asiaticus, Candidatus Liberibacter africanus e Candidatus Liberibacter americanus, 

causadores do huanglongbing (greening), Spiroplasma citri, causador do stubborn e Xylella 

fastidiosa, causadora da clorose variegada dos citros (CVC). Os testes de diagnóstico por PCR 

em diferentes laboratórios do Brasil e do exterior não constataram a presença destes 

organismos em tecidos da casca do tronco e raiz de plantas doentes (I.P. Bedendo-

ESALQ/USP; M.A. Machado-APTA Citros; J. Hartung-USDA/Estados Unidos; M. Garnier-

INRA/França – dados não publicados). 

Os viróides de citros são moléculas de RNA sem capsídeo que colonizam o floema das 

plantas infectadas. Apesar da sintomatologia da MSC ser distinta da observada para doenças 

causadas por viróides, foram realizados testes de PCR com primers específicos para detecção 

destes organismos em amostras de plantas com sintomas de MSC. Em todas as amostras, a 

presença de viróides foi negativa (N. Duran-Vila & P. Moreno – IVIA/Espanha – dados não 

publicados).  

Excluídos fatores abióticos, pragas, nematóides, fungos, bactérias habitantes do xilema 

e do floema e viróides como possíveis agentes causais da MSC, a hipótese mais provável é 

que a MSC seja causada por um vírus. 

Atualmente existem duas hipóteses quanto ao possível vírus causador desta doença. Os 

estudos têm apontado para o envolvimento do vírus da tristeza dos citros (CTV, família 

Closteroviridae, gênero Closterovirus) ou um novo vírus da família Tymoviridae, 

recentemente detectado em plantas doentes (Harakava, 2004; Barros et al., 2004; Maccheroni 

et al., 2005). Não se pode descartar, porém, a hipótese de haver um sinergismo entre estes 

dois vírus, hipótese ainda sem estudos. 

A primeira hipótese é que a MSC seja causada por uma nova estirpe mais virulenta do 

CTV, dada a semelhança entre a MSC e a tristeza na sua forma de declínio rápido (Bové et 

al., 2002), que entre 1939 e 1949 destruiu 90% das laranjeiras existentes em São Paulo 
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(Kimati & Galli, 1980). Essa hipótese se baseia em várias evidências, como a semelhança 

entre ambas as doenças em relação aos aspectos temporal e espacial na presença do pulgão 

preto (Toxoptera citricida) (Bassanezi et al., 2003; Jesus Junior & Bassanezi, 2004a), 

associação constante das plantas com sintomas de MSC com o CTV e as semelhanças entre a 

MSC e a tristeza quanto à sintomatologia (Gimenes-Fernandes & Bassanezi, 2001), às 

alterações ultraestruturais (Román et al., 2004) e por serem doenças de combinação 

copa/porta-enxerto (Gimenes-Fernandes & Bassanezi, 2001; Müller et al., 2002), cuja 

remissão dos sintomas pode ser obtida com a utilização da subenxertia. 

Além disso, somente CTV foi encontrado por microscopia eletrônica (E. W. Kitajima, 

dado não publicado), detectado por testes sorológicos (J. A. M. Rezende, M. A. Machado e 

M. Cambra, dado não publicado) e através de padrões de RNA dupla fita (P. Moreno, dado 

não publicado) em todas as amostras examinadas (Bassanezi et al., 2002). Entretanto, até o 

momento nenhuma associação entre a MSC e o CTV foi comprovada experimentalmente 

(Derrick et al., 2003; Targon et al., 2004), visto que o CTV está presente tanto nas plantas 

com sintomas da MSC, quanto em plantas assintomáticas. 

A segunda hipótese é que a MSC seja causada por um outro vírus que não o CTV, mas 

algum novo vírus da família Tymoviridae. Esta hipótese está baseada no fato de seqüências de 

RNA com semelhança a um vírus de RNA da família Tymoviridae terem sido detectadas em 

plantas afetadas pela MSC, mas não em árvores de regiões não infectadas (Reinach, 2003; 

Harakava, 2004; Barros et al., 2004), por partículas virais desta família terem sido purificadas 

a partir de plantas com sintomas de MSC e visualizadas por microscopia eletrônica (Jesus 

Junior et al., 2004c; Jesus Junior et al., 2005) e um novo vírus denominado Citrus sudden 

death-associated virus (CSDaV, família Tymoviridae, gênero Marafivirus) ter sido detectado 

com grande freqüência em plantas com sintomas da MSC e estar ausente em plantas sem a 

doença (Maccheroni et al., 2005). 
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Adicionalmente, CSDaV foi detectado em afídeos coletados de pantas com sintomas 

da MSC através de PCR utilizando-se primers específicos a seqüência genômica do CSDaV 

(Jesus Junior, W. C. de, comunicação pessoal).  

 

1.1.5.1 A Família Tymoviridae 

Tymoviridae é uma família viral que foi recentemente aprovada oficialmente pelo 

International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), em Junho de 2002.  Essa família é 

caracterizada por vírions isométricos, não envelopados, com cerca de 30 nm de diâmetro, 

contorno arredondado com estruturas proeminentes na superfície, icosaédricos (T=3) com 

agrupamento de subunidades da capa protéica (CP) em pentâmeros e hexâmeros (Martelli et 

al., 2002). Seu genoma é composto de RNA monopartido de fita simples, positiva, com cerca 

de 6 a 7,5 Kb e com conteúdo muito alto de citidina (de 32 a 50%). A extremidade 5’ possui 

Cap, enquanto a extremidade 3’ pode ter uma estrutura de tRNA ou uma cauda poli-A, 

dependendo do vírus (http://www.dpvweb.net). O genoma desta família contém uma grande 

ORF (open reading frame) que codifica proteínas relacionadas à replicação, possibilitando a 

clivagem proteolítica pós-traducional desta poliproteína codificada pela ORF1 por uma 

papain-like protease codificada pelo vírus e a expressão da proteína do capsídeo via RNA 

subgenômico (sgRNA) 3'-terminal. Há ORFs adicionais em alguns gêneros.  

Esta família é composta por três gêneros de vírus vegetais: 

- Tymovirus (Dreher et. al., 2002), do qual deriva o nome da família; 

- Marafivirus (Edwards M. C., 2000) e  

- Maculavirus (Martelli et al., 2002).  

As características que distinguem cada gênero são: 
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• Gênero Tymovirus: 

O RNA genômico (6,0 a 6,7Kb em tamanho) contém três OFRs (Figura 8). A ORF1 

codifica uma proteína com 206 kDa com motivos de seqüência conservados de 

metiltransferase (Mtr), helicase (Hel), RNA polimerase (RdRp) e papain-like protease (Pro). 

A extremidade 3’ dessa ORF é altamente conservada e contém uma seqüência de 16 

nucleotídeos conhecida como “Tymobox”, que funciona como um promotor de RNA 

subgenômico (Ding et al., 1990). A ORF2 sobrepõe quase inteiramente a ORF1 e codifica 

uma proteína de 50 a 80 kDa rica em prolina que é dispensável para replicação do vírus, 

porém necessária para o movimento do vírus célula-a-célula. A ORF3 codifica uma proteína 

da capa do vírus (20 kDa), a qual é expressa via RNA subgenômico. Os vírus deste gênero são 

transmitidos mecanicamente, infectam dicotiledôneas, acumulam-se nas células dos tecidos 

parenquimáticos, e possuem alguns coleópteros como vetores, por exemplo, Chrysomelidae e 

Curculionidae.  

 

Figura 8. Organização e expressão do genoma do Turnip yellow mosaic virus (TYMV), a espécie tipo do gênero 

Tymovirus mostrando a posição relativa das ORFs. MP: proteína de movimento. 
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 Algumas espécies do gênero Tymovirus são: Andean potato latent virus (APLV), 

Belladonna mottle virus (BeMV) e Turnip yellow mosaic virus (TYMV) (Dreher et al., 2005). 

 

• Gênero Maculavirus: 

O RNA genômico do Grapevine fleck virus (GFkV) (7,5Kb em tamanho) é o maior 

desta família, contém Cap 5’, é poli-adenilado na extremide 3’ e consiste de quatro ORFs 

(Figura 9). A ORF1 é a maior delas e codifica um polipeptídeo de 215 kDa que contém 

motivos conservados de proteínas associadas à replicação (metiltransferase, helicase, RNA 

polimerase) e um domínio de papain-like protease, mas não possui seqüência conservada 

comparável ao “tymobox” ou “marafibox”. As outras três OFRs estão na extremidade 3’ e se 

sobrepõem. A ORF2 codifica uma proteína do capsídeo de 24 kDa, enquanto as OFRs 3 e 4, 

codificam proteínas ricas em prolina, de 31 e 16 kDa, respectivamente, com relação distante 

com a proteína de movimento dos tymovírus. As três ORFs menores sobrepõem-se e são 

provavelmente traduzidas de dois ou mais RNAs subgenômicos.  

Este gênero compreende um pequeno grupo de vírus limitado ao floema e não há 

nenhum vetor conhecido. Existem duas espécies conhecidas: Grapevine fleck virus (GFkV) e 

Grapevine red globe virus (GRGV) (Dreher et al., 2005). 

 

Figura 9. Estrutura genômica de um isolado de Grapevine fleck virus (GFkV), a espécie tipo do gênero 

Maculavirus, mostrando a posição relativa das ORFs e seus produtos de expressão. Mtr, metiltransferase; Pro, 

papain-like protease; Hel, helicase; Pol, polimerase (RdRp); CP, capa proteica; p31 e p16, proteínas ricas em 

prolina. 
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• Gênero Marafivirus: 

A característica distintiva do genoma do marafivirus (6,3 a 6,5Kb em tamanho) é uma 

grande ORF que codifica um polipeptídeo (~225 kDa), consistindo de proteínas relacionadas 

à replicação e a maior (~25 kDa) das duas proteínas do capsídeo (CP) que este gênero possui. 

Esta ORF possui motivos conservados de proteínas associadas à replicação (Mtr, Hel, RdRp), 

um domínio de papain-like protease (Pro) e o “marafibox” (Izadpanah, 2002), uma seqüência 

de 16 nucleotídeos comparável ao “tymobox”, do qual difere em três resíduos. Os vírions 

possuem duas subunidades da CP, de aproximadamente 25 kDa e 21 kDa (Edwards et al., 

1997), cujas ORFs estão localizadas na extremidade 3’ do genoma viral.  A CP de 

aproximadamente 25 kDa é produzida inicialmente na região C-terminal do polipeptídeo e 

posteriormente clivada, enquanto a CP de aproximadamente 21 kDa é produzida a partir do 

sgRNA da região 3’-co-terminal. 

Os vírus atualmente classificados como marafivírus exibem algumas diferenças entre 

si na sua estrutura genômica. O genoma do Maize rayado fino virus (MRFV) difere do Oat 

blue dwarf virus (OBDV) por possuir uma segunda ORF em fase sobrepondo a região 5’ da 

ORF maior, enquanto o OBDV possui cauda poli(A) na extremidade 3’ e o MRFV não a 

possui. Essa ORF codifica uma proteína de 43 kDa mostrando uma baixa similaridade de 

seqüência com a proteína de movimento (MP) do Tymovirus (Figura 10). 

 

Figura 10. Os dois tipos de estrutura genômica do gênero Marafivirus, exemplificado pelo Maize rayado fino 

virus (MRFV), a espécie-tipo deste gênero, e Oat blue dwarf virus (OBDV), mostrando a posição relativa das 
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ORFs e seus produtos de expressão. Mtr, metiltransferase; Pro, papain-like protease; Hel, helicase; Pol, 

polimerase (RdRp); CPs, capas proteicas; p43, proteína rica em prolina. 

 

A maioria das espécies deste gênero são confinadas ao floema do hospedeiro, não são 

transmitidas através de inoculação mecânica e nenhuma das espécies é transmitida através de 

sementes. Grapevine asteroid mosaic-associated virus (GAMaV) e Grapevine rupestris vein 

feathering virus (GRVFV) não possuem vetor conhecido. Outros membros do gênero, 

entretanto, são transmitidos por cigarrinhas, cada um por um gênero diferente, isto é, MRFV 

por Dalbulus, OBDV por Macrosteles e Bermuda-grass etched-line virus (BELV) por 

Aconurella. A transmissão é do tipo persistente-propagativa com replicação viral ocorrendo 

no inseto vetor. 

As características que definem uma nova espécie neste gênero são: 

- diferenças na estrutura da extremidade 3’ e o número de ORFs 

- seqüência da proteína do capsídeo com menos de 90% de identidade 

- especificidade sorológica 

- especificidade do vetor 

- efeitos diferentes na ultraestrutura celular 

- gama de hospedeiros diferente 

- Marafibox diferente em seqüência do tymobox. 

 

Este gênero compreende as espécies: Bermuda grass etched-line virus (BELV), Maize 

rayado fino virus (MRFV), Oat blue dwarf virus (OBDV), Grapevine asteroid mosaic-

associated virus (GAMaV) e Grapevine rupestris vein feathering virus (GRVFV) (Dreher et 

al., 2005). 

 



BARROS, C.C.P.  2006  19 

 

1.2 Pichia pastoris Como Vetor de Expressão 

Pichia pastoris é uma levedura metilotrófica (ou seja, capaz de utilizar o metanol 

como fonte de carbono e energia) que pode ser geneticamente modificada para expressar 

proteínas heterólogas (Higgins & Cregg, 1998). Durante os últimos 15 anos, ela tem se 

tornado um poderoso sistema de produção de uma variedade de proteínas heterólogas. O 

aumento da preferência por este sistema particular de expressão pode ser atribuído 

principalmente a quatro fatores: (1) a simplicidade da técnica necessária para a manipulação 

genética da P. pastoris e sua similaridade a Saccharomyces cerevisae, um dos sistemas 

experimentais mais bem caracterizados na biologia moderna; (2) a habilidade de P. pastoris 

produzir proteínas heterólogas em altos níveis, intra e extracelularmente; (3) a capacidade de 

realizar várias modificações pós-traducionais características de eucariotos, tais como O e N-

glicosilação, formação de pontes dissulfeto e processamento proteolítico; e (4) a 

disponibilidade deste sistema de expressão como kit comercial (Cereghino & Cregg, 2000). 

  Além disso, P. pastoris por si só não apresenta problemas como produção de 

endotoxina como ocorre com bactérias, nem problema de contaminação viral encontrados na 

expressão de proteínas produzidas em culturas de célula animal. Por causa destas 

características, algumas proteínas que não podem ser expressas eficientemente em bactérias, 

S. cerevisiae ou em baculovírus têm sido produzidas funcionalmente ativas com sucesso em 

P. pastoris (Lin Cereghino et al., 2001). 

P. pastoris pode crescer até atingir níveis muito altos de densidade celular (> 130 g 

peso seco celular por litro) (Jahic et al., 2002; Wegner, 1990). Em culturas de alta densidade 

celular, o etanol, produto da fermentação da S. cerevisae, rapidamente atinge níveis tóxicos, o 

qual limita o crescimento da levedura e a produção de proteína. Por sua preferência por 

crescimento respiratório, P. pastoris pode crescer em altos níveis e assim aumentar a 
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produção de proteínas secretadas, visto que a concentração da proteína no meio é 

proporcional à concentração de células na cultura (Cereghino & Cregg, 2000). 

Leveduras metilotróficas oferecem avanços em relação às desvantagens 

freqüentemente encontradas em sistemas de expressão de proteína baseados em S. cerevisae, 

por exemplo, instabilidade mitótica das cepas recombinantes, uma grande quantidade de 

superglicosilação indesejada e dificuldades em adaptar a produção a escala industrial 

(Hollenberg & Gellissen, 1997). 

P. pastoris foi desenvolvida para ser um hospedeiro excepcional para a produção de 

proteínas heterólogas, visto que seu promotor da álcool oxidase foi isolado e clonado; essa 

transformação foi relatada pela primeira vez em 1985  (Cregg et al., 1987; Brierley et al., 

1992). Esse promotor tem sido caracterizado e incorporado em uma série de vetores de 

expressão em P. pastoris.  

O sistema de expressão em P. pastoris utiliza o promotor da álcool oxidase 1, 

rigorosamente regulado pelo metanol (Couderc & Baratti, 1980), o qual controla ao expressão 

do gene que codifica a expressão da enzima álcool oxidase, a enzima que catalisa o primeiro 

passo no metabolismo do metanol. Ela não é detectada em células crescidas em meio com 

glicose, glicerol ou etanol, mas é dramaticamente induzida quando as células são transferidas 

para meio com metanol (Roggenkamp et al., 1984). A expressão do gene aox1 é controlada 

em nível de transcrição (Tschopp et al., 1987a; Cregg et al., 1989). Em células crescidas na 

presença do metanol, cerca de 5% do RNA poli(A) é derivado do aox1; entretanto, em células 

crescidas em meio com outras fontes de carbono, o RNA mensageiro do aox1 não é detectado 

(Cregg et al., 1988). 

Genes heterólogos podem ser expressos em P. pastoris colocando-os sob controle do 

promotor AOX1. Isso tem se mostrado simples, fácil de ser realizado em grande escala e de 

custo compatível para a fermentação industrial (Cregg et al., 1993).  
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Os vetores de expressão são integrados ao genoma da P. pastoris para maximizar a 

estabilidade das cepas. A maneira mais simples de se promover este evento é digerir o vetor 

de expressão em um único sítio antes de realizar a transformação. A terminação livre do DNA 

estimula a ocorrência de recombinação homóloga que resulta em um evento de integração 

baseado em um crossing-over simples (Cereghino & Cregg, 2000). 

Várias proteínas heterólogas têm sido produzidas com sucesso utilizando a levedura P. 

pastoris, por exemplo, a enzima invertase (Tschopp et al., 1987b), tetanus toxin fragment C 

(Clare et al., 1991), antígeno de superfície da Hepatite B (Cregg et al., 1987) e lisozima 

bovina c2 (Digan, et al., 1989) entre outros. 
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2. Hipótese 
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O Citrus sudden death-associated virus (CSDaV), possível agente causal da Morte 

súbita dos citros (MSC), é um vírus da família Tymoviridae, gênero Marafivirus, possui 

genoma de RNA fita simples contendo Cap na extremidade 5’ e cauda poli(A) na extermidade 

3’, e a proteína da capa (CP) deste vírus pode ser expressa na levedura Pichia pastoris. 
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3. Objetivos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



BARROS, C.C.P.  2006  25 

 

3.1 Objetivo Geral 

 
O objetivo geral deste trabalho é sequenciar o genoma completo do CSDaV (família 

Tymoviridae, gênero Marafivirus) e expressar a proteína da capa do vírus (CP) para 

possibilitar uma posterior produção de anticorpos a serem utilizados no diagnóstico do vírus.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

 
Os objetivos específicos deste estudo são: 

1. Sequenciamento do genoma completo do CSDaV; 

2. Busca por similaridade a outros vírus em banco de dados e análise filogenética; 

3. Expressão heteróloga da proteína da capa do vírus (CP) em Pichia pastoris. 
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4. Material e Métodos 
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4.1 Clonagem e Seqüenciamento do Genoma do CSDaV 

 4.1.1 Extração do RNA viral 

Partículas virais de CSDaV (Figura 11) foram purificadas parcialmente a partir de 

plantas sintomáticas de MSC (Jesus Junior et al., 2004c). A partir deste material foi feita a 

extração do RNA viral, segundo o protocolo do kit comercial Trizol LS Reagent (Invitrogen).  

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Eletromicrografia de partículas de CSDaV encontradas em plantas com sintomas de MSC. 

 

4.1.2 RT-PCR 

4.1.2.1 Síntese de cDNA 

A partir do RNA viral foi sintetizado o DNA complementar (cDNA) ao RNA 

genômico por transcrição reversa (RT) usando primer oligo dT M4T 5’- 

GTTTTCCCAGTCACGAC(T)15 – 3’ (Chen et al., 2001) e uma transcriptase reversa, 

SuperScript II (Invitrogen), conforme instruções do fabricante. 

Posteriormente, o cDNA foi tratado com 2 unidades de E. coli RNase H (Invitrogen) 

durante uma hora a 37ºC, para remover moléculas de RNA ligada ao cDNA. Em seguida a 

reação foi submetida a 70ºC por 15 minutos em banho-maria, com a finalidade de inativar a 

mesma. 
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4.1.2.2 Amplificação do cDNA por PCR 

Primers degenerados foram desenhados com base nas regiões mais conservadas 

verificadas através do alinhamento múltiplo entre os genomas de diferentes vírus da família 

Tymoviridae, preferencialmente para os vírus do gênero Marafivirus (Figura 12).  

Figura 12. Desenho do primer degenerado C7-For baseado nas regiões mais conservadas verificadas através do 

alinhamento múltiplo entre diferentes vírus da família Tymoviridae: ELV (Erysimun latent virus); TYMV 

(Turnip yellow mosaic virus); KYMV (Kennedya yellow mosaic virus); CMTV (Chayote mosaic virus); EMV 

(Eggplant mosaic virus); OYMV (Ononis yellow mosaic virus); PnMV (Poinsettia mosaic virus); OBDV (Oat 

blue dwarf virus) e  MRFV (Maize rayado fino virus). 

 

O cDNA foi amplificado através da técnica de PCR, utilizando-se primers 

degenerados e a enzima Platinum Taq DNA polymerase High Fidelity (Invitrogen), que é uma 

enzima que possui Hot Start automático e atividade de proofreading.  

As combinações de primers utilizadas para amplificação do cDNA viral através da 

reação de PCR são apresentadas na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Combinações de primers utilizadas nas reações de PCR para amplificação do cDNA viral. 

Primer Forward Primer Reverse Produto 
PCR 

5’–TTYGGCCCTCTCACBTGCATG-3’ 
(C1) 

    5’-GTTTTCCCAGTCACGACT-3’  
(M4) 1600pb 

5’-CATGCATGACGCCCTSATGTA-3’ 
(C7For) 

5’-TCAGAGTTGTCGTCATAAGTGCC-3’ 
(C7Rev) 4500pb 

 

ELV-AF098523       CAGAGAAGCGATTTTACATCCACGACTCCCTGATGTATTTTACGCCGCACCAAATCTCAG 566 
ELV-NC001997       CAGAGAAGCGATTTTACATCCACGACTCCCTGATGTATTTTACGCCGCACCAAATCTCAG 566 
TYMV-NC004063      TTTTCCCCACCATTTTCATGCACGACGCCCTGATGTATTACCATCCGTCCCAGATCATGG 557 
KYMV-NC001746      ACACCCCTTTCGTGTTCATGCACGATGCTCTGATGTACTACCAACCCGAACAGATCCTTC 548 
CMTV-AF195000      CCTTAACCAACGCGTTCATGCACGACGCGCTGATGTACTTCCACCCCAGTCAAATACTGG 609 
CMTV-NC002588      CCTTAACCAACGCGTTCATGCACGACGCGCTGATGTACTTCCACCCCAGTCAAATACTGG 609 
EMV-NC001480       GCAATTCAATTTGCTTCATGCACGATGCTCTGATGTACTTTTCTCCAGCTCAGATCGTCG 571 
OYMV-NC001513      AGTACGAAATCGTTTTCATGCACGATGCCCTGATGTACTTCAACCCCTCTCAGATACTAG 641 
PnMV-AJ271595      CCACTTCCACCGTGTTCATGCATGACGCCTTGACGTACTACAAACCTTCCCAGATCATGG 546 
OBDV-NC001793      ACACCGAGACCGCCTTCATGCATGACGCCCTCATGTATTACACCCCCGCTCAAATTGTTG 640 
OBDV-U87832        ACACCGAGACCGCCTTCATGCATGACGCCCTCATGTATTACACCCCCGCTCAAATTGTTG 640 
MRFV-NC002786      ACTGCGAGACCGTCTTCATGCATGATGCTCTCATGTATTACACCCCAGGGCAGATCGCTG 580 
                                 * *** ** **  *  * * *** *     **    ** **      
     C7-For 
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Os componentes da reação de PCR foram combinados como descrito na Tabela 2, com 

volume final de 25μL. 

Tabela 2. Descrição da quantidade de cada componente utilizado na reação de PCR. 

 

 

A reação foi submetida às seguintes condições em um termociclador GeneAmp PCR 

Systems 9700 (Applied Biosystems): hot start automático a 94ºC por 1 min., 35 ciclos de 

desnaturação a 94oC por 30 seg., anelamento dos primers a 55oC por 1 min., extensão a 68oC 

por 2 min. e extensão final a 68ºC por 20 min. 

 

4.1.2.3 Confirmação da amplificação em gel de agarose 

Gel de agarose a 0,8% foi utilizado para confirmação da amplificação do cDNA, 

utilizando 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) como marcador de peso molecular e brometo 

de etídeo para corar e visualizar os fragmentos de DNA sob a luz ultra-violeta. 

 

4.1.3 Eluição do fragmento amplificado a partir do gel de agarose 

Todo o produto da PCR foi submetido à eletroforese em gel de agarose 0,8% com 

violeta cristal (4mg/mL), o qual é utilizado no preparo do gel na proporção de 1:1000, 

Água 18,0μL 

Tampão 10X da enzima 2,5μL 

dNTP (2,5mM) 2,0μL 

MgSO4 (50mM) 1,0μL 

Primer Forward 10μM 0,2μL 

Primer Reverse 10μM 0,2μL 

DNA template (cDNA) 1,0μL 

Enzima Platinum Taq DNA polymerase High Fidelity (5U/μL) 0,1μL 

Volume final 25,0μL 
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devendo a amostra ser preparada com 1μL de corante de DNA violeta cristal 6X para cada 

5μL de amostra. Este corante permite a visualização direta do fragmento de DNA a olho nu. 

Desta forma é possível evitar quebras no DNA que poderiam ser causadas pela luz ultra-

violeta quando se visualiza o gel com brometo de etídeo.  

A banda formada pelo produto da PCR foi cortada e eluída do gel de agarose, 

utilizando o kit de purificação Perfectprep Gel Clean Up (Eppendorf), conforme instruções do 

fabricante. 

 

4.1.4  Ligação do cDNA ao vetor pCR4 TOPO 

O vetor de clonagem pCR4 TOPO TA sequencing vector (Invitrogen) (Figura 13) 

permite a seleção direta das colônias recombinantes, pois possui um gene letal para E. coli, 

ccdB (Bernard et al., 1994), que não é expresso quando é interrompido pela ligação do 

produto de PCR. Portanto, as colônias formadas são apenas as de bactérias transformadas com 

plasmídio recombinante, pois as células que contêm o vetor sem o inserto expressam o gene 

ccdB e não sobrevivem.  

Este plasmídio linearizado possui genes de resistência a canamicina e ampicilina e 

extremidades coesivas com uma única deoxytimidina na extremidade 3’ para facilitar a 

ligação e a clonagem direcional. Entretanto, é necessário garantir a presença de uma 

deoxyadenosina na extremidade 3’ do cDNA a ser ligado neste vetor.  
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Figura 13. Mapa do vetor de clonagem pCR4 TOPO, o qual apresenta a origem de replicação pUC, promotor 

lac, sítios múltiplos de clonagem, gene letal ccdB, sítio de ligação do inserto com única deoxytimidina nas 

extremidades 3’ e genes de resistência a ampicilina e canamicina. 

 

4.1.4.1 Adenilação 

A enzima Platinum Taq DNA polymerase High Fidelity que foi utilizada na 

amplificação do cDNA, diferentemente das outras Taq polimerases, não deixa 

deoxyadenosina na extremidade 3’ do produto de PCR, pois esta é removida pela sua 

atividade proofreading. Por isso, antes de ligar o cDNA ao vetor, a adenilação (A-

overhanging) foi realizada como descrito na Tabela 3. 

Tabela 3. Descrição da reação de adenilação, mostrando seus componentes e suas respectivas concentrações. 

Taq polymerase (Invitrogen) 5U/μL 0,20μL 

dNTP 50mM 0,12μL 

10X PCR Buffer 1,0μL 

Produto de PCR 8,68μL 

Volume final  10μL 



BARROS, C.C.P.  2006  32 

 

Em um termociclador GeneAmp PCR Systems 9700 (Applied Biosystems) a reação 

foi submetida a 72ºC durante 30 min. 

 

4.1.4.2 Ligação 

A ligação do cDNA adenilado ao vetor pCR4 TOPO foi realizada combinando-se os 

seguintes reagentes fornecidos pelo kit TOPO TA cloning Kit for Sequencing (Invitrogen): 

1μL de dilute salt solution, 2μL de água estéril, 1μL de vetor (10ng) e 1μL de produto de 

PCR adenilado mantendo-se a proporção molecular de vetor:inserto de 1:3, numa reação de 

volume final de 5μL. A reação foi homogeneizada moderadamente antes de se adicionar o 

vetor, incubada 10 min. no gelo e 30 min. a temperatura ambiente. 

 

 4.1.5 Transformação de bactérias E. coli por eletroporação 

Para a realização deste procedimento, foram utilizadas células de E. coli cepa DH5α 

(Invitrogen) competentes para eletroporação. Estas células foram previamente preparadas 

seguindo o protocolo de Sambrook & Russel (2001) e estocadas em um freezer a -80ºC. 

As bactérias foram transformadas por eletroporação sob 25μF de capacitância, 200Ω 

de resistência e voltagem de 1,80KV em um eletroporador Bio-Rad Gene Pulser. Em um tubo 

de 1,5 mL foi colocado 1μL de cDNA ligado ao vetor com 40 μL de células E. coli DH5α 

eletro-competentes e transferido para uma curveta de eletroporação, Gene Pulser Curvette 

(Bio-Rad). Acoplada ao eletroporador, a curveta foi submetida ao pulso elétrico. Em seguida 

1mL de meio SOC (Sambrook & Russel, 2001) foi adiconado à curveta, homogeneizado 

delicadamente e transferido para um tubo estéril, o qual foi incubado por uma hora a 37ºC sob 

agitação de 240 rpm. 

Após o período de incubação, as células transformadas foram centrifugadas em 

microcentrífuga a 22ºC e 7000 rpm por 4 minutos. 840 μL do sobrenadante foram removidos 
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e as células foram ressuspendidas no volume restante, o qual foi depositado em placa 

contendo meio LB-ágar (Sambrook et al., 1989) com canamicina (50μg/mL) e espalhado por  

toda a placa com o auxílio de uma alça de Drigalski. 

 

4.1.6 Extração de DNA plasmidial 

Todas as colônias que cresceram na placa foram selecionadas e com o auxílio de um 

palito de dente estéril foram inoculadas em 5mL de meio LB (Sambrook et al., 1989) com 

canamicina (50μg/mL). Os inóculos foram incubados a 37ºC sob agitação de 240 rpm durante 

16 horas para se fazer a extração de DNA plasmidial, utilizando-se o kit comercial Wizard 

Plus SV Minipreps DNA purification System (Promega), conforme recomendações do 

fabricante. 

 

4.1.7 Verificação da presença do inserto 

Os plasmídios foram digeridos com a enzima Eco RI (Amersham Pharmacia), visto 

que o vetor pCR4 TOPO possui este sítio de restrição nas regiões flanqueadoras dos insertos. 

A reação foi realizada com volume final de 10μL da seguinte forma: 3μL de plasmídio 

purificado (miniprep), 1μL de tampão H 10X (Amersham Pharmacia), 0,5μL da enzima Eco 

RI (12U/μL) e 5,5 μL de água destilada. A reação foi incubada a 37ºC durante duas horas. 

A liberação do inserto foi analisada em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de 

etídeo, utilizando o marcador molecular 1Kb plus DNA ladder (Invitrogen) como padrão de 

comparação. 
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4.1.8 Amplificação da extremidade 5’ do genoma viral  

Para se obter a seqüência completa do vírus, a extremidade 5’ do genoma viral foi 

recuperada através da técnica 5’ RACE (GeneRacer - Invitrogen), conforme as instruções do 

fabricante. 

Essa técnica é baseada em uma enzima ligase (T4 RNA ligase/ Invitrogen) mediada 

por RNA e no método de rápida amplificação das extremidades do cDNA pela adição de 

oligonucleotídeo, e resulta na ligação seletiva de um oligonucleotídeo de RNA à extremidade 

5’ do mRNA cujo Cap 5’ foi removido, usando tobacco acid pyrophosphatase (TAP) 

(Maruyama & Sugano, 1994; Schaefer, 1995). 

Um primer homólogo a este oligonucleotídeo e um primer reverso específico são 

utilizados para amplificar a extremidade 5’ do cDNA através de reação de PCR. Desta forma, 

apenas o mRNA que possui o GeneRacer RNA Oligo (tamanho: 44 nucleotídeos) ligado a 

extremidade 5’ e que foi completamente transcrito em DNA será amplificado (Figura 14). 
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Figura 14. Esquema mostrando as etapas de amplificação da extremidade 5’ da genoma do CSDaV de acordo 

com o kit GeneRacer (Invitrogen). 

 

4.1.8.1 PCR Touchdown 

A PCR foi realizada com volume final de 25μL como descrito na Tabela 4. 

 

 
 

PASSO 1: O RNA total foi tratado com a enzima calf 
intestinal fosfatase (CIP) que remove o fosfato 5’ das 
moléculas de RNA. Isso previne que mRNA truncado 
e outros tipos de RNA se liguem ao GeneRacer RNA 
Oligo subseqüentemente. 
 
 
 
 
PASSO 2: O RNA foi tratado com tobacco acid 
pyrophosphatase (TAP) que remove o Cap do mRNA, 
expondo o fosfato 5’ e permitindo a ligação do 
GeneRacer RNA Oligo através de uma T4 RNA ligase 
 
 
 
PASSO 3: O cDNA foi gerado por transcrição reversa 
usando Super Script II (como descrito acima) e um 
primer reverso específico: C7Rev (posição de 
anelamento no genoma: 5353 nt; seqüência: 5’- 
TCAGAGTTGTCGTCATAAGTGCC - 3’) 
 
 
 
 
PASSO 4: Foi feita PCR utilizando-se um primer 
interno específico TymoGSP1 e o primer GeneRacerTM 
5’ nested que é homólogo à região do GeneRacer RNA 
Oligo. 



BARROS, C.C.P.  2006  36 

 

Tabela 4. Descrição da quantidade de cada componente utilizado na reação de PCR touchdown. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As sequências dos primers utilizados na reação acima são: 

- GeneRacer™  5’ Nested Primer:   5’ - GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3’ 

(Posição: 15 do GeneRacer™ RNA Oligo) 

- TymoGSP1: 5’ – GAGCGGGGCTGAATGTAGTTGTG – 3’ (Posição 991nt do cDNA 

amplificado na etapa de transcrição reversa com o primer C7Rev). 

Para amplificar seletivamente o cDNA que está ligado ao GeneRacerTM RNA Oligo 

foi utilizada uma variação da PCR touchdown (Don et al., 1991; Roux, 1995) explorando-se a 

alta temperatura de anelamento dos primers utilizados na reação: GeneRacerTM 5’ nested 

primer (78ºC) e o primer específico TymoGSP 1 (60,2ºC). Ao se iniciar a reação com alta 

temperatura de anelamento, somente o cDNA ligado ao GeneRacerTM RNA Oligo é 

amplificado e uma amplificação eficiente é permitida reduzindo-se a temperatura de 

anelamento nos ciclos seguintes. Deste modo, a PCR touchdown aumenta a especificidade e 

reduz a presença de fragmentos não específicos. 

A reação de PCR touchdown foi submetida ao programa descrito na Tabela 5, em um 

termociclador GeneAmp PCR Systems 9700 (Applied Biosystems). 

Água 18,3μL 

Tampão 10X da enzima 2,5μL 

dNTP (10mM) 0,5μL 

MgSO4 (50mM) 1,0μL 

PrimerForward 10μM (GeneRacerTM 5’ nested primer) 1,5μL 

Primer Reverse 10μM (TymoGSP1) 0,5μL 

RT template (cDNA) 0,5μL 

Enzima Platinum Taq DNA plolymerase High Fidelity (5U/μL ) 0,25μL 

Volume final 25,0μL 
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Tabela 5. Programa utilizado para a realização da PCR touchdown. 

 

 

As etapas de confirmação da amplificação em gel de agarose, eluição do fragmento 

amplificado a partir do gel de agarose, adenilação, ligação do cDNA ao vetor pCR4 TOPO, 

transformação de bactérias E. coli por eletroporação, extração de DNA plasmidial e 

verificação da presença do inserto por digestão com a enzima de restrição Eco RI foram 

realizadas como descritas nos ítens anteriores. 

 

4.1.9 Sequenciamento automático 

Com o objetivo de obter as seqüências nucleotídicas dos fragmentos clonados e de 

todo o genoma viral, foi realizado o sequenciamento automático dos plasmídios obtidos. Para 

tanto, utilizou-se o seqüenciador automático Perkin Elmer ABI-Modelo 377, o kit de 

sequenciamento através de di-deoxynucleotídeos marcados com fluoróforos DYEnamic ET 

Terminator Cycle Sequence (Amersham Biosciences) e os primers listados na Tabela 6. 

 

 

 

 

 

Temperatura Tempo Ciclos
94ºC 2 min. 1 
94ºC 30 seg. 
72ºC 1 min. 

4 

94ºC 30seg. 
70ºC 1 min. 

4 

94ºC 30 seg. 
60ºC 30 seg. 
68ºC 1 min. 

25 

68ºC 20 min. 1 
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Tabela 6. Nome, seqüência e sentido dos primers utilizados para o seqüenciamento do genoma do CSDaV.   

Primer Seqüência Sentido
T3 5’ – ATTAACCCTCACTAAAGGGA – 3’ For 
T7 5’ – TAATACGACTCACTATAGGG – 3’ Rev 
P21 5’- TTTCAAAGCCCGAGTAC -3’ For 
P22 5’ - GGGTCATCCTTGAAGTGG –3’ For 
P23 5’ -TCCCGACTCTCCCCAGGAC – 3’ For 
P26 5’ - TGGATGGCGAGATCAATGTAG – 3’ Rev 
P27 5’ - ACCGGCTCAGGATGGCAAG - 3’ Rev 
P20 5’ - AACCTCCGCAGTCGGCTT – 3’ For 
P 28 5’ - GTGAAGATGACACCAACCT – 3’ Rev 
P29 5’ - GGTGCCTGGGAGATAAGGAG – 3’ Rev 
P30 5’ - GAGCGGGGCTGAATGTAGTTGTG – 3’ Rev 
P31 5’ - GAAGAGGGAGATGGTGGTGAAG – 3’ Rev 
P33 5’ – CCGAATTCTCCTCTGCTCCCATCCTCACAC -3’ For 
P34 5’ - GGGAACTCATTGTGGAACCAGTCA – 3’ Rev 
P35 5’ - ACCTTCAGGAACTTTAAGGTGGC – 3’ For 
P36 5’ - ACTCATTGTGGAACCAGTCATG – 3’ Rev 
P37 5’ - CACCACTACTCCCTCAGGTGCC – 3’ For 
P42 5’ - GTCCCCTGTGATCGTCTCTC – 3’ For 
P43 5’ - GACTTCACCACCATCTCCCTCTT – 3’ For 
P44 5’ - GGCTGTGGATGAAACAT – 3’ Rev 
P45 5’ - GAGTCCTCAGGAGCCATGC – 3’ For 
P46 5’ - CTCCGGCGAGCTCAATG – 3’ For 
P47 5’ - GCATGGATGTAAAGGTG – 3’ Rev 
P48 5’ - TGAGAAGAGGCTGGAGGATGA – 3' Rev 
P49 5’ - GAAAAACGGTCTTTGGATCGAC – 3’ Rev 

          For = Forward; Rev = Reverse. 

 

4.1.10 Análise computacional das seqüências de DNA obtidas 

As seqüências e os cromatogramas obtidos após o seqüenciamento automático foram 

analisados com o auxílio do programa Staden Package (Staden et al., 2003) com a retirada de 

bases com qualidade inferior a Phred 20, da região de poliadenilação e de seqüências do vetor. 

Utilizando-se a ferramenta BLAST (Altschul et al., 1990) disponível no endereço 

eletrônico www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi, as seqüências foram comparadas àquelas 

disponíveis nos bancos de dados de seqüências nucleotídicas e de aminoácidos na busca por 

similaridade com seqüências já descritas. 
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O alinhamento múltiplo entre as seqüências obtidas e seqüências depositadas nos 

bancos de dados foi realizado através do programa Clustal W (Thompson et al., 1994; 

www.ebi.ac.uk) e o estudo filogenético foi feito por Neighbor-joining utilizando-se o 

programa Mega3 (www.megasoftware.net). 

As seqüências nucleotídicas foram traduzidas em seqüências de aminoácidos 

utilizando-se as ferramentas da bioinformática oferecidas pelo ORF finder – NCBI 

(www.ncbi.nih.gov/gorf/gorf.html) e Transeq – EBI (www.ebi.ac.uk/emboss/transeq).  

Buscas por domínios protéicos foram feitas com o auxílio de ferramentas como 

InterProScan (www.ebi.ac.uk/InterProScan), Pfam 

(www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.shtml) e Motifs (http://motif.genome.jp/), e a 

predição do peso molecular das proteínas foi realizada com a ferramenta oferecida no Expasy 

(www.expasy.org/tools/pi_tool.html). 
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4.2 Expressão da Proteína da Capa do Vírus 

Na etapa de expressão da proteína da capa do vírus (CP), a levedura Pichia pastoris 

foi utilizada como sistema de expressão, utilizando o Kit comercial EasySelectTM Pichia 

Expression (Invitrogen).  

 

4.2.1 Amplificação da região genômica codificadora da capa do vírus 

Primers específicos que flanqueiam a região do genoma viral codificadora da capa do 

vírus foram desenhados com a adição de sítios de restrição das enzimas Eco RI e Xba I: 5’ – 

CCGAATTCTCCTCTGCTCCCATCCTCACAC – 3’ e 5’ - 

GGTCTAGAGCGAGAAGATTACCGGAGGGG – 3’, respectivamente. Estas enzimas 

foram selecionadas por estarem presentes nos sítios de clonagem no vetor de expressão a ser 

utilizado (pPICZαA) e, ao mesmo tempo, por não existirem esses sítios de restrição dentro da 

região a ser amplificada codificadora da CP. 

4.2.1.1 PCR 

A PCR foi realizada combinando-se os componentes de acordo com a Tabela 7. 

 

Tabela 7. Descrição da quantidade de cada componente utilizado na PCR para a amplificação da região CP. 

 Água 18,0μL 

Tampão 10X da enzima 2,5μL 

dNTP (2,5mM) 2,0μL 

MgSO4 (50mM) 1,0μL 

Primer Forward 10μM 0,2μL 

Primer Reverse 10μM 0,2μL 

DNA template  1,0μL 

Enzima Platinum Taq DNA polymerase High Fidelity (5U/μL ) 0,1μL 

Volume final 25,0μL 
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A reação foi submetida às seguintes condições em um termociclador GeneAmp PCR 

Systems 9700 (Applied Biosystems): hot start automático a 94ºC por 1 min., 35 ciclos de 

desnaturação a 94oC por 30 seg., anelamento dos primers a 55oC por 1 min., extensão a 68oC 

por 2 min. e extensão final a 68ºC por 20 min. 

 

4.2.1.2 Confirmação da amplificação em gel de agarose 

Gel de agarose a 0,8% foi utilizado para confirmação da amplificação do cDNA, 

utilizando 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) como marcador de peso molecular e brometo 

de etídeo para corar e visualizar as bandas sob a emissão da luz ultra-violeta. 

 

4.2.2 Ligação da região CP ao vetor de expressão 

O vetor de expressão em P. pastoris pPICZαA possui múltiplos sítios de clonagem 

com 10 sítios de restrição únicos que permitem uma eficiente inserção do gene no vetor de 

expressão. Este vetor possui também um sinal de secreção α-factor de Saccharomyces 

cerevisae para possibilitar a secreção da proteína, uma cauda de polihistidina C-terminal que 

permite a detecção da proteína de fusão através de anticorpos anti-His tag e a purificação 

através de resina de níquel, além de um gene de resistência a zeocina. As características deste 

vetor de expressão estão sumarizadas na Figura 15. 
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Figura 15. Mapa do vetor de expressão pPICZαA, mostrando a origem de replicação do plasmídio em E. coli, 

pUC; fragmento contendo o promotor AOX1; sinal de secreção α-factor; região de múltiplos sítios de clonagem; 

myc epitopo tag para detecção da proteína através de anticorpos; cauda de 6x Histidina para detecção e 

purificação da proteína; terminador de transcrição AOX1 TT; promotor do transcription elongation factor 1 

(TEF1) que dirige a expressão do gene de resistência a zeocina, e terminador de transcrição CYC1 de S. 

cerevisae. 

 

4.2.2.1 Digestão com Eco RI e Xba I 

 Tanto o fragmento amplificado quanto o vetor pPICZαA foram digeridos com as 

enzimas Eco RI e Xba I para possibilitar a ligação do inserto ao vetor de clonagem.  

A digestão dupla do produto de PCR foi submetida a 37ºC durante 16 horas de acordo 

com a combinação de reagentes descrita na Tabela 8. 
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Tabela 8. Descrição da quantidade de cada componente utilizado na reação de digestão dupla do produto da 

amplificação da região CP com as enzimas de restrição Eco RI e Xba I. 

DNA (produto de PCR) 100ng/μL 40μL 

Tampão REact 2 (Invitrogen) 10μL 

Enzima Eco RI (12U/μL) 2μL 

Enzima Xba I (15U/μL) 2μL 

Água destilada 46μL 

Volume Final 100μL 

 

A digestão dupla do vetor pPICZαA foi submetida a 37ºC durante 16 horas de acordo 

com a combinação de reagentes descrita na Tabela 9. 

Tabela 9. Descrição da quantidade de cada componente utilizado na reação de digestão dupla do vetor pPICZαA 

com as enzimas de restrição Eco RI e Xba I. 

DNA (pPICZαA)  10μL 

Tampão REact 2 (Invitrogen) 10μL 

Enzima Eco RI (12U/μL) 2μL  

Enzima Xba I (15U/μL) 2μL 

Água destilada 76μL 

Volume Final 100μL 

 

Após 16 horas de incubação, mais 2 μL de cada enzima foram adicionados à reação, a 

qual foi submetida a mais 6 horas de incubação. 

 

4.2.2.2 Eluição do vetor e inserto digeridos 

O volume total da digestão do produto de PCR e do vetor pPICZαA foi submetido a 

eletroforese em gel de agarose 0,8% com violeta cristal (4mg/mL), o qual é utilizado no 

preparo do gel na proporção de 1:1000, devendo a amostra ser preparada com 1ul de corante 

de DNA violeta cristal 6X para cada 5μL de amostra. 
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A eluição foi realizada utilizando-se o kit de purificação Perfectprep Gel Clean Up 

(Eppendorf), conforme instruções do fabricante. 

 

4.2.2.3 Ligação 

A ligação da região do DNA codificadora da CP ao vetor pPICZαA foi realizada 

combinando-se os seguintes reagentes: 5μL de Tampão 10X, 180ng do vetor  pPICZαA 

digerido, 50ng da região CP digerida, 3μL de T4 DNA ligase (Amersham) (1U/μL) e 35μL de 

água destilada, numa reação com volume final de 50μL, a qual foi incubada a 4ºC durante 16 

horas. Paralelamente, foi realizada uma reação de controle negativo, onde a reação de ligação 

foi repetida, porém sem a adição do inserto. 

 

4.2.3 Transformação em E. coli 

A transformação foi realizada como descrito no item 4.1.5. Entretanto, 200μL do 

material transformado foi aliquotado em placa contendo meio LB-ágar Low Salt (Tabela 10) 

com 25μg/mL de zeocina e espalhado por toda a placa com o auxílio de uma alça de 

Drigalski. 

 

Tabela 10. Meio de cultura LB low salt utilizado para crescimento de bactérias transformadas com pPICZαA. 

 

 

 

 

Componentes g/L 
Triptona 10 
NaCl 5 
Extrato de levedura 5 

Ajustar o pH para 7,5 
Ágar 15 
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4.2.4 Extração de DNA plasmidial 

A extração de DNA plasmidial foi realizada utilizando-se o kit comercial Wizard Plus 

SV Minipreps DNA purification System (Promega), conforme recomendações do fabricante. 

Para isso, todas as colônias que cresceram na placa foram selecionadas e com o auxílio de um 

palito de dente estéril foram inoculadas em 5mL de meio LB Low Salt com 25μg/mL zeocina 

e incubadas a 37ºC sob agitação de 240 rpm durante 16 horas. 

O DNA plasmidial extraído foi quantificado em gel de agarose 0,8% com os padrões 

de quantidade DNA lambda de 20 e 100ng por poço, o marcador 1Kb Plus DNA Ladder 

(Invitrogen) como marcador de peso molecular e brometo de etídeo para corar e visualizar as 

bandas sob a emissão da luz ultra-violeta. 

 

4.2.5 Verificação da presença do inserto 

Os plasmídios foram digeridos com as enzimas Eco RI (Amersham Pharmacia) e Xba 

I (Amersham Pharmacia) para confirmar a presença do inserto nos clones selecionados. A 

reação foi realizada com volume final de 10μL da seguinte forma: 8,6μL de plasmídio 

purificado (miniprep), 1μL de tampão REact 2 (Invitrogen), 0,2μL da enzima Eco RI 

(12U/μL) e 0,2μL da enzima Xba I (15U/μL). A reação foi incubada a 37ºC durante 16 horas. 

A liberação do inserto foi analisada em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de 

etídeo, utilizando o marcador molecular 1Kb plus DNA ladder como padrão de comparação. 

 Para verificar se o gene da CP ligou-se em fase no vetor de expressão, foi realizado o 

sequenciamento parcial da construção utilizando-se o primer forward α-factor (5’-

TACTATTGCCAGCATTGCTGC-3’) e o primer reverse 3’ AOX1 (5’- 

GCAAATGGCATTCTGACATCC -3’), que se anelam em regiões do vetor que flanqueiam a 

seqüência do inserto. 
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4.2.6 Linearização do vetor 

A probabilidade de integração do DNA plasmidial ao DNA genômico da P. pastoris 

aumenta quando o plasmídio está linearizado. Para isso, foi realizada a linearização do 

plasmídio com a enzima de restrição Pme I, pois há apenas um sítio de restrição desta enzima no 

vetor e nenhum dentro da seqüência da CP.  

A reação de digestão com Pme I se deu a 37ºC durante 16 horas com o volume final de 

200μL e a seguinte combinação de reagentes: 20μL de Tampão NEB4 10X (New England 

Biolabs), 2μL da enzima Pme I (10.000U/mL), 70μL de DNA plasmidial e 108μL de água 

destilada. 

Em seguida, toda a digestão foi submetida à eletroforese em gel de agarose 0,8% com 

violeta cristal, como descrito no ítem 4.2.3, e eluída utilizando-se o kit de purificação 

Perfectprep Gel Clean Up (Eppendorf), conforme instruções do fabricante, porém 

substituindo o tampão de eluição do fabricante por água destilada para evitar a presença de 

sais.  

 

4.2.7 Transformação de Pichia pastoris 

  4.2.7.1 Preparo das células para eletroporação 

As células de P. pastoris foram preparadas para eletroporação como descrito a seguir. 

A cepa GS115 de P. pastoris foi inoculada em tubo de 50mL contendo 5mL de YPD 

(1% extrato de levedura; 2% peptona; 2% dextrose) e incubada a 30ºC sob 250 rpm durante 

21 horas. 100μL deste inóculo foram transferidos para 50mL de YPD em erlenmeyer de 

500mL e deixados sob agitação de 250 rpm a 30ºC até atingir OD600 entre 1,3 e 1,5. O inóculo 

foi centrifugado a 1500 x g por 5 minutos a 4ºC, o sobrenadante foi descartado e as células 

foram ressuspendidas em 50mL de água gelada estéril. Uma nova centrifugação sob as 
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mesmas condições foi realizada, porém as células foram ressuspendidas em 25mL de água 

gelada estéril. Este passo foi repetido uma vez, seguido de uma nova centrifugação, descarte 

do sobrenadante e ressuspensão das células em 20mL de sorbitol 1M estéril gelado. Uma nova 

centrifugação foi realizada, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas 

em 1,5mL de sorbitol 1M estéril gelado. 

As células foram mantidas no gelo e transformadas em seguida. 

 

4.2.7.2 Tansformação por eletroporação 

Foram misturados 80μL das células eletro-competentes com 10μL do plasmídio 

linearizado (10μg) e 320μL de sorbitol 1M, transferidos para uma curveta de eletroporação e 

incubados no gelo por 5 minutos. Em seguida, a curveta foi acoplada ao eletroporador Bio-

Rad Gene Pulser e submetida às seguintes condições de eletroporação: voltagem de 1500 V; 

400Ω de resistência e 25μF de capacitância. Imediatamente após o pulso elétrico, 1mL de 

sobitol 1M gelado foi adicionado e, em um tubo de 15mL, as células eletroporadas foram 

incubadas a 30ºC sem agitação durante 1 hora. 

Após o período de incubação, 80, 100 e 120 μL das células transformadas foram 

depositadas em placas contendo meio YPDS com Agar (1% extrato de levedo; 2% peptona; 

2% dextrose; 1M sorbitol; 2% Agar) e 100μg/mL de zeocina e espalhados por  toda a placa 

com o auxílio de uma alça de Drigalski. As placas foram incubadas a 30ºC durante 4 dias. 

As colônias formadas foram repicadas em novas placas de YPDS com agar e zeocina e 

incubadas a 30ºC durante 24 horas.  

 

4.2.8 PCR de colônia 

A PCR de colônia é uma forma simples de testar diretamente os clones de P. pastoris 

para verificar se o gene de interesse se integrou ao genoma da levedura (Linder et al., 1996). 
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Para isto, com o auxílio de palito de dente autoclavado, colônias de P. pastoris que cresceram 

na placa de YPDS + zeocina após a transformação foram colocadas em um tubo com 20 μL 

de água destilada e fervidas em banho-maria durante 10 minutos para promover a lise das 

células. 2 μL deste material fervido foram utilizados numa PCR com volume final de 10 μL, 

como descrito na Tabela 11. 

       Tabela 11. Descrição da PCR de colônia. 

10X Buffer 1,0μL 

dNTP 2,5mM 0,4μL 

Primer forward 10μM 0,25μL 

Primer reverse 10μM 0,25μL 

DNA (colônias de P. pastoris fervidas) 2,0μL 

Taq polymerase (Pht) (5U/μL) 0,10μL 

Água destilada 6,0μL 

Volume final 10μL 

 

Os primers utilizados nesta reação foram os mesmos utilizados na PCR realizada para 

amplificação da região CP (item 4.2.1).  

A reação foi submetida às seguintes condições em um termociclador GeneAmp PCR 

Systems 9700 (Applied Biosystems): 94ºC por 2 min., 35 ciclos de desnaturação a 94ºC por 

30 seg., anelamento dos primers a 52oC por 1 min., extensão a 72oC por 1 min. e extensão 

final a 72ºC por 3 min. 

 

4.2.8.1 Confirmação da amplificação em gel de agarose 

Gel de agarose a 0,8% foi utilizado para confirmação da amplificação da região CP a 

partir dos clones de P. pastoris selecionados após a transformação, usando 1Kb Plus DNA 
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Ladder (Invitrogen) como marcador de peso molecular e brometo de etídeo para corar e 

visualizar as bandas sob a emissão da luz ultra-violeta.  

Os clones selecionados foram submetidos à indução da expressão da proteína 

heteróloga e analisados quanto à secreção da CP. 

 

4.2.9 Indução da expressão da proteína heteróloga 

Os 40 clones crescidos nas placas de YPDS com agar e zeocina após a transformação, 

além de um controle negativo (cepa GS115 transformada com vetor sem o inserto CP) foram 

inoculados em 25mL de BMGY (1% extrato de levedura; 2% peptona; 100mM tampão 

fosfato de potássio, pH 6,0; 1,34% YNB; 4x 10-5 biotina; 1% glicerol) em erlenmeyer de 250 

mL com o auxílio de palito de dente esterilizado. Os inóculos foram incubados a 30ºC sob 

agitação de 250 rpm até a cultura atingir OD600 entre 1,3 e 1,5 (cerca de 24 horas) e 

centrifugados a 3000 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi 

descartado e as células foram ressuspendidas em meio com metanol BMMY (1% extrato de 

levedura; 2% peptona; 100mM tampão fosfato de potássio pH 6,0; 1,34% YNB; 4x 10-5 

biotina; 0,5% metanol) a OD600 inicial de 1 com volume final de 50mL para iniciar a indução 

da expressão da proteína heteróloga. Neste momento foi recolhida uma alíquota de 5mL do 

inóculo correspondente ao tempo zero (T0) da indução da expressão da proteína heteróloga. O 

inóculo foi submetido à temperatura de 30ºC e agitação de 250 rpm durante um período de 96 

horas. A cada 12 horas foi adicionado metanol 100% a uma concentração final de 0,5% e a 

cada 24 horas foram recolhidas alíquotas de 5ml do inóculo para determinar em qual intervalo 

de tempo a proteína é expressa com maior eficiência (Time course). Cada alíquota de 5 mL do 

inóculo de indução foi centrifugada a 3000 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente e o 

sobrenadante congelado a - 80ºC. 
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4.2.10 DIBA 

 Para determinar se a CP foi expressa e qual o tempo (em horas) necessário para sua 

expressão em maior quantidade, foi realizado um imuno-ensaio (DIBA; Dot immunobinding 

assay ) utilizando-se anticorpo monoclonal anti-polihistidina (Sigma), o qual possui afinidade 

pela cauda de seis histidinas na extremidade C-terminal da proteína heteróloga. Para isso, ao 

fim da indução da expressão da proteína heteróloga em P. pastoris, 2μL do sobrenadante 

coletados em cada tempo do time course de cada clone, inclusive do controle negativo, foram 

aplicados diretamente em membrana de nitrocelulose Hybond C (Amersham Biosciences). 

Após secar completamente, a membrana foi bloqueada com 1X PBS mais 5% de leite em pó 

desnatado, sob agitação constante durante 3 horas. Em seguida, a membrana foi colocada em 

uma solução de 1X PBS, 5% de leite em pó desnatado e o anticorpo primário anti-

polihistidina na proporção de 1:3000 overnight a 4ºC. A membrana foi lavada três vezes com 

1X PBS e 0,1% Tween 20 sob agitação a temperatura ambiente por 3 minutos. Durante 2 

horas a membrana foi colocada em uma solução de 1X PBS, 5% de leite em pó desnatado e 

anticorpo secundário conjugado à enzima fosfatase alcalina (Anti-mouse IgG, alkaline 

phosphatase conjugate/ Sigma) na proporção de 1:5000, sob agitação constante a temperatura 

ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada três vezes com 1X PBS e 0,1% Tween 20 por 3 

minutos a temperatura ambiente sob agitação constante. A membrana foi submetida a 10mL 

de tampão alcalino (0,1M Tris, 0,1M NaCl, 5mM MgCl2, pH 9,5) e aos substratos da fosfatase 

alcalina: 40μL de NBT (10mg/mL) e 20μL de BCIP (10mg/mL) (Harlow & Lane, 1988), 

sendo que este deve ser adicionado por último. A fosfatase alcalina reage com seus substratos 

e, através de uma reação colorimétrica, há formação de produto colorido (roxo). A revelação 

foi realizada no escuro e deve ser acompanhada para verificar o aparecimento das marcas 

roxas na membrana, indicativas da presença da proteína de interesse. 
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4.2.11 Indução da expressão da proteína heteróloga em maior escala 

Os clones com maiores níveis de expressão no DIBA foram selecionados para serem 

submetidos à nova indução em volume de 50mL de meio de cultura durante 96 horas. O 

protocolo seguido foi o mesmo descrito no item 4.2.10, porém sem a realização do time 

course. 
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5. Resultados e Discussão 
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5.1 Clonagem e Seqüenciamento do Genoma do CSDaV 

A partir do semi-purificado de CSDaV fornecido pelo pesquisador Waldir Cintra de 

Jesus Junior (Jesus Junior et al., 2004c) foi realizada RT-PCR (item 4.1.2). O primer reverso 

‘C1’ se anela na posição 5315 (Figura 16A) e em combinação com o primer universal M4, 

gera um fragmento de aproximadamente 1600pb da extremidade 3’ do genoma viral (Figura 

16C). Já o primer degenerado ‘C7 For’ e o primer ‘C7 Rev’ (desenhado com base na 

seqüência obtida a partir do seqüenciamento do fragmento de C1-M4) se anelam 

aproximadamente na posição 790 e 5350 (Figura 16A), respectivamente, gerando, portanto, 

fragmentos com cerca de 4560pb do genoma viral através da reação de PCR (Figura 16B).  

 

 

 

 

 
           

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. A) Esquema representativo mostrando a posição relativa dos primers utilizados na reação de PCR e 

dos fragmentos obtidos; B) Fotografia de gel de agarose evidenciando o produto amplificado na RT-PCR 

utilizando a combinação de primers C7For e C7Rev. (1) Marcador 1Kb plus (Invitrogen); (2) fragmento de 

4560pb amplificado nesta reação; C) Fotografia de gel de agarose evidenciando o produto amplificado na RT-
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PCR utilizando a combinação de primers C1 e M4. (1) Marcador 1Kb plus (Invitrogen); (2)fragmento de 1600pb 

amplificado nesta reação. 

 

 Entretanto, um fragmento inesperado de aproximadamente 6000pb (Figura 16B) foi 

amplificado na PCR com os primers C7For e C7Rev. Provavelmente, ao final da reação de 

transcrição reversa (RT), o primer M4T ainda estava presente em quantidade suficiente para 

que em combinação com o primer C7For amplificasse um fragmento de cerca de 6000pb. 

Essa hipótese foi confirmada após a clonagem e sequenciamento deste fragmento. 

Após a RT-PCR, os fragmentos amplificados foram eluídos a partir do gel de agarose 

(item 4.1.3), ligados ao vetor pCR4 TOPO (item 4.1.4) e transformados em bactérias E. coli 

por eletroporação (item 4.1.5). Quinze clones de E. coli foram selecionados a partir da 

transformação utilizando o fragmento de 1600pb e 20 clones transformados com os 

fragmentos gerados por C7For e C7Rev. Os plasmídios dos clones selecionados foram 

extraídos (item 4.1.6) e digeridos com a enzima Eco RI (item 4.1.7) para verificar quais 

clones realmente possuíam o cDNA.  

Dentre os 15 clones selecionados, 10 não continham o fragmento de tamanho esperado 

(1600pb) e apenas os clones 8, 9, 14, 15 e 16 tinham o fragmento do tamanho esperado 

(Figura 17). Na Figura 17 são mostrados os resultados obtidos para cinco dos 15 clones 

analisados. Nela é possível verificar a presença de duas bandas predominantes para os 

plasmídios digeridos, onde a banda correspondente ao fragmento maior possui o tamanho 

correspondente ao do vetor pCR4 TOPO (3956pb) linearizado sem o inserto e a outra banda 

possui o tamanho correspondente ao fragmento de 1600pb clonado. 
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Figura 17. Digestão plasmidial dos clones selecionados para o cDNA de 1600pb. M: Marcador 1Kb plus 

(Invitrogen); 8, 9, 14, 15 e 16: clones digeridos com a enzima Eco RI;  8’, 9’, 14’, 15’ e 16’: clones não digeridos 

com a enzima Eco RI. 

 

Já dentre os 20 clones transformados com os fragmentos gerados por C7For e C7Rev, 

dez continham fragmentos muito menores que o esperado e foram descartados; três possuíam 

o fragmento de aproximadamente 4560pb e sete possuíam fragmento de cerca de 6000pb. 

No gel ilustrado na Figura 18, sete clones foram avaliados. Apenas o clone 1 

apresentou um fragmento de aproximadamente 4560pb e a digestão plasmidial dos clones 3, 8 

e 16 revelou a presença do fragmento maior (~ 6000pb). Tendo em vista que a seqüência do 

inserto pode possuir sítios de restrição da enzima utilizada, era esperado que os clones 

positivos apresentassem bandas de diferentes tamanhos, desde que a soma do tamanho dos 

fragmentos fosse compatível com a esperada no caso da presença do fragmento de 4560pb ou 

6000pb no vetor pCR4 TOPO (3956pb). Na Figura 18 é possível verificar a presença de três 

bandas para o clone 1 digerido. A banda correspondente ao fragmento maior possui o 

tamanho equivalente ao tamanho do vetor pCR4 TOPO (3956pb) linearizado sem o inserto, e 

o tamanho dos fragmentos das outras duas bandas correspondem, em soma, ao tamanho do 

fragmento clonado (~ 4560pb). Já para os clones 3, 8 e 16 digeridos, verifica-se a presença de 

basicamente quatro bandas. A banda correspondente ao fragmento maior é equivalente ao 
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tamanho do vetor pCR4 TOPO (3956pb) linearizado sem o inserto, enquanto o tamanho dos 

fragmentos das outras três bandas correspondem, em soma, ao tamanho do fragmento clonado 

(~ 6000pb). 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Digestão plasmidial dos clones selecionados para os cDNA de 4650pb e 6000pb. M: Marcador 1Kb 

plus (Invitrogen); 1, 2, 3, 8, 9, 13 e 16: clones digeridos com a enzima Eco RI;  1’, 2’, 3’, 8’, 9’, 13’ e 16’: clones 

não digeridos com a enzima Eco RI. Os clones 1, 3, 8 e 16 foram selecionados quanto à presença do fragmento 

de interesse. O clone 1 revelou inserto de 4560pb, ao passo que os clones 3, 8 e 16 apresentaram inserto de 

6000pb. 

 

A partir dos clones obtidos com essas reações de RT-PCR foi possível sequenciar a 

maior parte do genoma do CSDaV, restando ainda a extremidade 5’ (Figura 19). 

 

 

 

 

 

Figura 19. Esquema representando o processo de subclonagens do genoma do CSDaV. 

 
Para amplificar a extremidade 5’, portanto, foi realizada a técnica de 5’RACE (item 

4.1.8) de acordo com as instruções do fabricante do Kit GeneRacer (Invitrogen). A transcrição 

reversa foi realizada com o primer C7Rev gerando cDNA estimado de cerca de 5350pb. A 
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partir deste cDNA, a PCR da extremidade 5’ foi realizada com o primer reverso interno 

específico TymoGSP1 (posição nucleotídica: 991 do cDNA) e o primer forward 

GeneRacerTM 5’ nested que é homólogo à região do GeneRacer RNA Oligo (posição 

nucleotídica: 15 do GeneRacer™ RNA Oligo), gerando um fragmento de aproximadamente 

1020pb na reação de PCR (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Eletroforese em gel de agarose evidenciando o produto amplificado na RT-PCR 5’ RACE. (1) 

Marcador 1Kb plus (Invitrogen); (2) fragmento de 1020pb amplificado utilizando-se o primer reverso TymoGSP 

1 e o primer forward GeneRacerTM 5’ nested. 

 

Após a RT-PCR do 5’ RACE, os fragmentos amplificados foram eluídos a partir do 

gel de agarose (item 4.1.3), ligados ao vetor pCR4 TOPO (item 4.1.4) e transformados em 

bactérias E. coli por eletroporação (item 4.1.5). Vinte colônias de E. coli foram selecionadas e 

tiveram seus plasmídios extraídos (item 4.1.6) e digeridos com a enzima Eco RI (item 4.1.7) 

para verificar quais clones realmente possuíam o fragmento 5’ RACE.  

Dentre os 21 clones selecionados para o fragmento 5’ RACE, oito não apresentaram o 

fragmento correspondente e 13 realmente o possuíam (Figura 21). Na Figura 21 apenas o 

clone 10 não apresentou o perfil esperado.  
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Figura 21. Digestão plasmidial dos clones selecionados para o fragmento de 5’ RACE. M: Marcador 1Kb plus 

(Invitrogen); 1’, 4’, 5’, 9’, 10’ e 13’: clones não digeridos com a enzima Eco RI; 1, 4, 5, 9, 10 e 13: clones 

digeridos com a enzima Eco RI. Os clones 1, 4, 5, 9 e 13 foram selecionados quanto à presença do fragmento 5’ 

RACE (~1020pb). 

 

Com base na foto do gel apresentada na Figura 21 é possível verificar a presença de 

três bandas predominantes para os plasmídios digeridos. Pelo perfil observado é possível 

verificar que a digestão não foi completa (digestão parcial). Desta forma,  a banda 

correspondente ao fragmento maior possui o tamanho equivalente ao das moléculas do vetor 

pCR4 TOPO (3956pb) com o inserto (1020pb) não digeridas; a banda do fragmento de 

tamanho intermediário possui o tamanho equivalente ao do plasmídio linearizado sem o 

inserto e a banda correspondente ao fragmento menor possui o tamanho equivalente ao do 

fragmento de 5’ RACE (1020pb). 

Com a recuperação da extremidade 5’ do genoma viral, o genoma completo foi 

subclonado separadamente (Figura 22), possibilitando o sequenciamento do genoma completo 

do CSDaV. 
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Figura 22. Esquema representando a obtenção do genoma completo do CSDaV através de três subclonagens.  

 
 

5.1.1 Análise computacional das seqüências obtidas 
 
A medida que as leituras das seqüências foram obtidas, as seqüências consensos foram 

submetidos a buscas por identidade, utilizando-se a ferramenta BLASTn 

(http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/Blast.cgi), para verificar com quais outros vírus este se 

assemelha quanto a seqüência nucleotídica (Figura 23).  

Com base nos resultados obtidos na análise foi verificado que as seqüências obtidas a 

partir do vírus isolado de plantas com sintomas de morte súbita dos citros tinham maior 

identidade a outros vírus da família Tymoviridae como GAMaV, OBDV, MRFV, GRGV, 

PnMV e TYMV. 

Através da sobreposição de contigs, foi obtida a seqüência do genoma completo do 

CSDaV (Apêndice A), a qual foi submetida ao banco de dados de seqüências nucleotídicas 

GenBank, tendo recebido o número de acesso DQ185573. 

 

 

 

 

C7R-C7F (4560pb) 

5’ RACE (1020pb) 

3
’CSDaV (~7000pb) A(n) 

CI-M4 (1600pb)

5’ 
0 790 5315  5350 

  (6000pb) 

991



BARROS, C.C.P.  2006  60 

 

 

Figura 23.  Resultado da busca por similaridade nucleotídica através da ferramenta 

BLASTn, utilizando um consenso de 750pb obtido a partir da leitura de parte da seqüência 

genômica do vírus isolado de plantas com sintomas de morte súbita dos citros. 

 

5.1.1.1 Análise filogenética 

Após obter o seqüenciamento completo do genoma do CSDaV, foi realizado o 

alinhamento múltiplo entre a seqüência nucleotídica deste vírus e de outros vírus da família 

Tymoviridae, cujos RNA genômicos já foram seqüenciados e disponibilizados no banco de 

dados GenBank. Para isso foi utilizado o software Clustal W e as seqüências genômicas 

utilizadas neste alinhamento foram: MRFV (AF265566) e OBDV (U87832) como 

representantes do gênero dos Marafivirus, TYMV (J04373) como representante do gênero 

Tymovirus, GFkV (AJ309022) como representante do gênero Maculavirus, PnMV 
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(AJ271595), ainda não classificado dentro da família Tymoviridae, e a sequência obtida do 

CSDaV (DQ185573). 

Com base no resultado do alinhamento múltiplo (Apêndice B) verificou-se uma 

variação de identidade entre 48% (GFkV) e 63% (OBDV) com o CSDaV. Assim verifica-se 

que o CSDaV se assemelha mais com os vírus do gênero Marafivirus, apresentando maior 

identidade com o OBDV (63%) e MRFV (60%) (Tabela 12), do que com o PnMV (52%), o 

tymovírus (49% TYMV) e com o maculavírus (48% GFkV). 

 

Tabela 12. Resultado do alinhamento múltiplo entre a seqüência genômica completa obtida do CSDaV e outros 

vírus da família Tymoviridae, realizado com o software ClustalW. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir do alinhamento múltiplo obtido pelo ClustalW é possível gerar uma árvore 

filogenética utilizando-se o programa Mega 3, através da ferramenta Neigbor-Joining 

disponível neste programa (Figura 24).  

A árvore filogenética obtida agrupou o CSDaV, o MRFV e o OBDV em um mesmo 

cluster e separou TYMV (Tymovirus), PnMV (Maculavirus) e GFkV (não classificado) em 

clusters diferentes. Desta forma, baseado na análise filogenética foi possível reafirmar a maior 

proximidade entre CSDaV e os vírus do gênero Marafivirus. Dentre os vírus do gênero 

Vírus Vírus Identidade (%) 
CSDaV OBDV 63 
CSDaV MRFV 60 
CSDaV PnMV 52 
CSDaV TYMV 49 
CSDaV GFkV 48 
OBDV MRFV 61 
OBDV PnMV 52 
OBDV TYMV 47 
OBDV GFkV 58 
MRFV PnMV 51 
MRFV TYMV 50 
MRFV GFkV 50 
PnMV TYMV 48 
PnMV GFkV 48 
TYMV GFkV 47 
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Marafivirus utilizados na construção desta árvore filogenética (MRFV e OBDV), o OBDV foi 

o que se mostrou mais próximo do CSDaV. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Árvore filogenética gerada pelo programa Mega 3 pelo método Neigbor-Joining a partir da seqüência 

nucleotídica do genoma completo do CSDaV (DQ185573) e do  TYMV (Turnip yellow mosaic virus), MRFV 

(Maize rayado fino virus) , OBDV (Oat blue dwarf virus), GFkV (Grapevine fleck virus) e PnMV (Poinsetia 

mosaic virus), disponíveis no GenBank. Os números indicados são os valores de bootstrap (%) de 1000. As 

distâncias foram calculadas pelo método Kimura-2. 

 

Dentre os vírus do gênero Marafivirus apenas o OBDV e MRFV possuem suas 

seqüências genômicas completas disponíveis em bancos de dados. Entretanto, o vírus 

GAMaV já foi parcialmente seqüenciado e esta seqüência se encontra disponível no 

GenBank. Para incluir o GAMaV na busca por identidade e na análise filogenética do 

CSDaV, foi realizado um alinhamento múltiplo e elaborada uma árvore filogenética baseados 

na seqüência nucleotídica codificadora da CP do CSDaV e de outros vírus da família 

Tymoviridae. As seqüências utilizadas no alinhamento múltiplo e no desenvolvimento da 

árvore filogenética foram: GAMaV (CAC10493), MRFV (AF265566) e OBDV (U87832) 

como representantes do gênero Marafivirus; TYMV (J04373) e APLV (AF035402) como 

representantes do gênero Tymovirus; GFkV (AJ309022) como representante do gênero 

Maculavirus, e a seqüência obtida do CSDaV (DQ185573).  
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A identidade nucleotídica observada no alinhamento múltiplo realizado entre a 

seqüência CP do CSDaV e dos outros vírus da família Tymoviridae foi resumida na Tabela 

13.  

A seqüência nucleotídica da região CP do CSDaV mostrou uma variação de identidade 

entre 28% (TYMV) e 71% (GAMaV) e novamente revelou maior semelhança com os vírus 

do gênero Marafivirus, apresentando maior identidade com os vírus GAMaV (71%) e OBDV 

(70%), seguido do MRFV com 57% de identidade. 

Tabela 13. Resultado obtido do alinhamento múltiplo entre a seqüência nucleotídica codificadora da CP do 

CSDaV e de outros vírus da família Tymoviridae, realizado com o software ClustalW. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A árvore filogenética baseada na região codificadora da CP (Figura 25) agrupou o 

CSDaV juntamente com os marafivírus GAMaV, MRFV e OBDV (Figura 25A), 

separadamente do APLV e TYMV do gênero Tymovirus (Figura 25C) e do maculavírus 

GFkV (Figura 25B). Com base na árvore filogenética para a região CP verifica-se que, dentre 

os vírus do gênero Marafivirus utilizados nesta análise (GAMaV, MRFV e OBDV), o CSDaV 

se assemelha mais com GAMaV do que com o OBDV. 

Vírus Vírus Identidade (%) 
CSDaV GAMaV 71 
CSDaV OBDV 70 
CSDaV MRFV 56 
CSDaV APLV 46 
CSDaV GFkV 45 
CSDaV TYMV 28 
GAMaV OBDV 71 
GAMaV MRFV 63 
GAMaV APLV 43 
GAMaV GFkV 58 
GAMaV TYMV 46 
OBDV MRFV 56 
OBDV APLV 27 
OBDV GFkV 47 
OBDV TYMV 15 
MRFV APLV 29 
MRFV GFkV 45 
MRFV TYMV 5 
TYMV APLV 45 
TYMV GFkV 23 
APLV GFkV 43 
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Figura 25. Árvore filogenética gerada pelo programa Mega3 pelo método Neigbor-Joining a partir da seqüência 

nucleotídica codificadora da CP do CSDaV (DQ185573) e do GAMaV (Grapevine asteroid mosaic-associated 

virus), OBDV (Oat blue dwarf virus), MRFV (Maize rayado fino virus), GFkV (Grapevine fleck virus), TYMV 

(Turnip yellow mosaic virus), e APLV (Andean potato latent virus), disponíveis no GenBank. Os números 

indicados são os valores de bootstrap (%) de 1000. A, B e C mostram o agrupamento dos vírus do gênero 

Marafivirus, Maculavirus e Tymovirus, respectivamente. As distâncias foram calculadas pelo método Kimura-2. 

 

As análises filogenéticas da seqüência genômica e da região codificadora da CP do 

CSDaV com as seqüências correspondentes dos vírus representantes dos três gêneros da 

família Tymoviridae sustentam a classificação do CSDaV como um novo membro do gênero 

Marafivirus. De fato, o CSDaV se agrupou em um cluster separado dos gêneros Maculavirus 

e Tymovirus. Dentre os vírus do gênero Marafivirus, o CSDaV formou um ramo separado 

com o GAMaV e se assemelha mais ao OBDV que ao MRFV. 

 

5.1.1.2 Seqüência e organização genômica 

A seqüência completa do genoma do Citrus sudden deatth-associated virus apresentou 

6806 nucleotídeos, excluindo-se a cauda poli(A) presente na extremidade 3’. Uma região 5’ 

UTR com 108 nucleotídeos foi verificada e é compatível ao tamanho encontrado para outros 

vírus do mesmo gênero (OBDV, 114nt; MRFV, 96nt). A região 3’ UTR está presente no 

genoma do CSDaV a partir do nucleotídeo 6679 e consiste de 128 nucleotídeos, 
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desconsiderando-se a cauda poli(A). Um trecho de pelo menos 40 adeninas foi observado, 

entretanto o tamanho real da cauda poli(A) é desconhecido. Essa característica coloca o 

CSDaV mais próximo dos Marafivirus OBDV (Edward et al., 1997) e GAMaV (Ghanem-

Sabanadzovic et al., 2003) e do Maculavirus GFkV (Sabanadzovic et al., 2001), do que dos 

Tymovirus, os quais possuem em sua extremidade 3’ uma estrutura semelhante a de t-RNA 

(Dreher et al., 2000). 

A seqüência de nucleotídeos do CSDaV foi traduzida em seqüência de aminoácidos 

utilizando-se a ferramenta Transeq – EBI (www.ebi.ac.uk/emboss/transeq) e revelou uma 

seqüência de 2189 aminoácidos (Apêndice C). Em seguida, a mesma seqüência foi submetida 

à busca por ORFs através da ferramenta ORF finder  disponível no NCBI. Assim como outros 

membros do gênero Marafivirus, a análise do genoma do CSDaV identificou uma grande 

ORF (Apêndice D) que codifica um polipeptídeo com motivos conservados das proteínas 

associadas à replicação (metiltransferase, helicase, RdRp), um domínio papain-like protease e 

uma capa protéica (CP) de aproximadamente 22,5 kDa codificada pela extremidade 3’ desta 

ORF. Esta grande ORF possui ainda em sua seqüência uma região conservada de 16 

nucleotídeos comparável ao “tymobox”, do qual difere apenas em dois ou três resíduos 

(Figura 26), chamada “marafibox” (Izadpanah et al., 2002). O marafibox tem função de 

promotor de RNA subgenômico e é seguido de um sítio de transcrição localizado downstream 

à sua seqüência (Martelli et al., 2002). 

A grande ORF do CSDaV está compreendida entre os nucleotídeos 109 e 6678 e 

codifica uma proteína de 2189 aminoácidos com o peso molecular predito de 

aproximadamente  240,8 kDa (p240) (www.expasy.org/tools/pi_tool.html). Os domínios 

conservados das proteínas metiltransferase (posição nucleotídica: 487 ao 1119), papain-like 

protease (posição nucleotídica: 2797 ao 3114), helicase (posição nucleotídica: 3358 ao 4053), 

RdRp (posição nucleotídica: 4222 ao 6030), e de uma proteína de capsídeo (posição 
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nucleotídica: 6030 ao 6678) foram encontrados nas buscas por similaridade a proteínas 

através do Pfam (www.sanger.ac.uk/software/Pfam/serach.shtml) (Apêndice E), InterPro 

(www.ebi.ac.uk/InterProScan) (Apêndice F) e Blast X (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) 

(Apêndice G). 

A presença do motivo da enzima metiltransferase (Mtr) próximo à extremidade N-

terminal da poliproteína do CSDaV, a presença de uma guanina na primeira posição do RNA 

genômico e a recuperação da extremidade 5’ através da técnica 5’ RACE (GeneRacer) 

sugerem a existência de uma Cap na extremidade 5’ do genoma deste vírus. 

O marafibox está na posição 5959 to 5974 do genoma do CSDaV, e um sítio de 

iniciação de transcrição CAAG provavelmente se encontra entre os nucleotídeos 5983 e 5986. 

A conservação das seqüências do promotor entre os vírus do gênero Marafivirus é completa, 

entretanto, a seqüência do marafibox do CSDaV possui uma única diferença em relação ao 

marafibox de outros marafivírus: na extremidade 5’, uma Guanidina é substituída por uma 

Adenina (Figura 26).  

 

 

 

Figura 26. Alinhamento da seqüência nucleotídica de 16pb que compõe o “marafibox” (A) e do sítio de 

iniciação de transcrição (B) do sgRNA do CSDaV (DQ185573) com as regiões correspondentes de outras 

espécies do gênero Marafivirus , GAMaV (AJ249357), OBDV (U87832) e MRFV (AF265566), e o “tymobox” 

do TYMV (J04373). 

 
Na família Tymoviridae, a poliproteína traduzida a partir da grande ORF é processada 

através de uma atividade autoproteolítica separando o domínio RdRp dos domínios das 

proteínas metiltransferase, protease e helicase, os quais permanecem em um único 

polipeptídeo N-terminal (Martelli et al., 2002a). Os membros do gênero Marafivirus têm uma 

proteólise adicional para separar o domínio RdRp do domínio CP, presente na extremidade C-

CSDaV  DQ185573 5934 GATGACCCCGACACCACTCTGCTACAAGGTGAATTGCTTCAGCACTTTCAAGTACCATTC 5994 
GAMaV  AJ249357  983 GAAGATCCCGACGTCACTCGGTACCAGGGTGAATTGCTTCAGCATCTCCAATCTGTCCCA 1043 
OBDV   U87832   5523 GAAGACCCAGCCGTTTCTTCGCTTCAGGGTGAATTGCTTCAGACGTTCCATGCTCCAATG 5583 
MRFV   AF265566 5385 GAGGACCCTGAAGTTTCGCAGCTTCAGGGTGAATTGCTTCATCAGTTCCAATCGCTTCAC 5445 
TYMV   J04373   5576 GAATCCATTGAGGTTTCCCACGCTGAGTCTGAATTGCTTCACTATGTCCAATAGCAATCA 5636 
 
                                                     A                B 
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terminal do polipeptídeo codificado pela grande ORF. A identificação dos sítios de clivagem 

da poliproteína do CSDaV (Figura 27) foi realizada através de busca por similaridade na 

seqüência de aminoácidos dos sítios de clivagem do OBDV (Edwards et al., 1997) e MRFV 

(Hammond & Ramirez, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Sítios de clivagem da papain-like protease entre os domínios da Helicase (Hel) e da RdRp (A) e 

entre o dominio da RdRp e da CP de 22,5 kDa (B), com a posição relativa dos aminoácidos na seqüência da 

poliproteína. A baixa numeração para o GAMaV é devido ao sequenciamento ainda incompleto deste vírus. O 

número de acesso da seqüência utilizada para cada vírus está identificada na figura. Os resíduos conservados 

entre os vírus comparados estão marcados em cinza. 

 

A busca por sítios proteolíticos próximos às posições esperadas na proteína p240 do 

CSDaV identificou duas regiões. Uma localizada entre os domínios da helicase (Hel) e da 

RdRp (Figura 27A), com resíduos de Alanina nas posições 1371 e 1372. O alinhamento dessa 

região do CSDaV com as regiões correspondentes do TYMV (Bransom et al., 1996), do 

MRFV (Hammond & Ramirez, 2001), OBDV (Edwards et al., 1997) e do PnMV (Bradel et 

al., 2000) mostrou considerável conservação de seqüência entre os vírus, principalmente no 

lado esquerdo do sítio de clivagem (Figura 27A). O segundo sítio de clivagem foi localizado 

entre o domínio RdRp e CP de 22,5 kDa (Figura 27B), entre o resíduo de Glicina na posição 

1974 e o resíduo de Serina na posição 1975. O alinhamento dessa região do CSDaV com as 

regiões preditas do MRFV (Hammond & Ramirez, 2001), OBDV (Edwards et al., 1997) e do 

                                              HEL   RdRp 
CSDaV  DQ185573  1365  GPRLTGA  ASPYSKV  1378  
OBDV   U87832    1906  HNRLTGA  LAPAQPS  1919 
MRFV   AF265566  1188  AVLLRGA  GYGIARP  1201 
PnMV   AJ271595  1205  RGMLTGG  NTSGEDD  1218 
TYMV   J04373    1253  SPKLNGA  TPSASPT  1266 

                                            RdRp   CP22.5 
CSDaV  DQ185573  1968  LLPLTGG  SSAPILT  1981  
GAMaV  AJ249357   356  LLPLKGG  SSAPQLT  369  
OBDV   U87832    1828  SLPLFGG  LSPDNIL  1841  
MRFV   AF265566  1783  HLPLRGG  HMPNPLA  1796 

A 

B 
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GAMaV (Ghanem-Sabanadzovic et al., 2003) mostrou que esta região é altamente conservada 

entre os marafivírus, especialmente entre CSDaV e GAMaV, que apresentaram apenas duas 

diferenças ao longo dos 14 aminoácidos. A Glicina da posição 1974 esteve presente em todos 

os vírus e a conservação no lado esquerdo do sítio de clivagem na região C-terminal do 

domínio da RdRp também se mostrou mais pronunciada (Figura 27B). 

Além da CP codificada pela grande ORF, os Marafivirus têm uma segunda 

subunidade do capsídeo com cerca de 21 kDa que é codificada pela região 3’-co-terminal do 

RNA subgenômico, cujo promotor é o marafibox (Dreher et al., 2000; Edwards, 2000; 

Hammond & Ramirez, 2001). A região codificadora da 21 kDa CP está compreendida entre 

os nucleotídeos 6084 e 6678 do genoma do CSDaV. 

Análises posteriores revelaram uma pequena ORF na extremidade 3’ do genoma do 

CSDaV (posição nucleotídica: 6263 e 6727) codificada pelo quadro de leitura +2 (Apêndice 

H). Essa possível ORF codificaria uma proteína de 154 aminoácidos com 37% de identidade 

com parte da proteína rica em prolina de 17 kDa do maculavírus GRGV (Ghanem-

Sabanadzovic et al., 2003), 38% de identidade com a proteína hipotética do maculavírus 

GFkV (Sabanadzovic et al., 2001) e 88% de identidade com a proteína hipotética gp3 do 

CSDaV sugerida por Maccheroni e colaboradores (2005). Essas proteínas do GFkV e GRGV  

foram identificadas com base em uma baixa similaridade com proteínas de movimento 

descritas para o gênero Tymovirus (Sabanadzovic et al.,2001). Neste gênero, a ORF 

codificadora desta proteína de movimento está localizada na extremidade 5’ do genoma e 

codifica uma proteína rica em prolina de 50 a 80 kDa que é dispensável para a replicação do 

tymovírus, mas é necessária para a movimentação viral célula-a-célula, que seria fundamental 

para a dispersão sistêmica do vírus na planta. Entretanto, os marafivírus descritos até então 

são restritos ao floema, com exceção do MRFV, o qual é capaz de invadir as células 

parenquimáticas da planta hospedeira. Visto que a similaridade observada entre a proteína do 
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GFkV e GRGV com a proteína de movimento dos tymovírus não é significante e a tradução 

desta proteína não foi verificada in vivo nem com o CSDaV, nem com os maculavírus, as 

implicações biológicas da conservação entre essas proteínas são desconhecidas. 

Desta forma, o genoma do CSDaV pode ser resumidamente descrito conforme a 

Figura 28. A primeira e maior ORF (ORF1) é codificadora de uma poliproteína com domínios 

protéicos associados à replicação (metiltransferase, papain-like protease, helicase e 

polimerase) e uma proteína CP na sua extremidade C-terminal (Figura 28B). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Esquema representativo do genoma do CSDaV. A: desenho esquemático do genoma do CSDaV, 

mostrando a disposição das três ORFs ao longo do genoma; B: desenho esquemático da ORF1, mostrando a 

disposição dos domínios de proteína ao longo da mesma. 

 

No mesmo quadro de leitura da ORF1, a extremidade 3’ do genoma do CSDaV 

codifica uma segunda CP de aproximadamente 21 kDa (Figura 28A) que é traduzida a partir 

de um RNA subgenômico, cujo promotor é uma seqüência altamente conservada entre os 

marafivírus, denominada “marafibox”. Codificada pelo quadro de leitura +2, possivelmente 
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há uma nova ORF (ORF2) sobrepondo a extremidade 3’ codificadora da poliproteína e da CP 

de 21 kDa (Figura 28A). Esta ORF codificaria uma proteína de função desconhecida, 

entretanto com similaridade a proteínas ricas em prolina de vírus da mesma família. 

Comparando-se a estrutura genômica do MRFV e OBDV, o CSDaV possui 

semelhanças com ambos os vírus (Figura 29). Entretanto, não é igual a nenhum deles, pois 

diferentemente do MRFV, o CSDaV possui cauda poli(A), fato semelhante ao que ocorre com 

o OBDV; ao passo que diferentemente do OBDV, e de acordo com o MRFV, o CSDaV 

possui uma ORF adicional, porém na extremidade 5’ e não da extremidade 3’ como ocorre no 

MRFV. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Estruturas genômicas do MRFV, OBDV e CSDaV, mostrando a posição relativa das ORFs e seus 

produtos de expressão. Mtr, metiltransferase; Pro, papain-like protease; Hel, helicase; Pol, polimerase (RdRp); 

CPs, capa proteica; p43, proteína rica em prolina. 

 

5.1.1.3 Comparação entre os clones de CSDaV sequenciados 

Maccheroni et al. (2005) também realizaram o sequenciamento de um vírus presente 

em plantas com MSC (GenBank: AY884005) e obtiveram uma seqüência de 6805 

nucleotídeos, excluindo-se a cauda poli(A). Comparando-se a seqüência nucleotídica obtida 

CSDaV 

ORF2 
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neste trabalho (DQ185573) com a seqüência AY884005 através do software ClustalW, a 

identidade encontrada foi de 89% (Apêndice I). Esse número aumenta para 96% quando essa 

comparação é feita em nível de aminoácidos (Apêndice J). Entretanto, é possível verificar ao 

longo da seqüência regiões de menor identidade e regiões com até 100% de identidade 

(Figura 30). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 30. Resultado do alinhamento entre as seqüências nucleotídicas do genoma DQ185573 e AY884005 

visualizado através do recurso Jalview do ClustalW, mostrando regiões de maior e menor homologia ao longo do 

genoma. 

 

As regiões de maior homologia correspondem a região 3’ do genoma, codificadoras 

das duas proteínas CP e parte da RdRp, ao passo que as regiões de menor homologia 

correspondem ao restante do genoma, codificador dos domínios da poliproteína relacionada a 

replicação (metiltransferase, protease, helicase e parte da RdRp). 

Comparando-se a seqüência de aminoácido de cada domínio protéico entre os clones 

de CSDaV seqüenciados (DQ185573  e AY884005) obteve-se os resultados mostrados na 

Tabela 14. 
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Tabela 14. Comparação entre a seqüência de aminoácidos de cada domínio protéico dos CSDaV seqüenciados: 

DQ185573  e AY884005. 

Proteína Identidade (%) Similaridade Gap 
Tamanho 

(aa) 

Poliproteína 96 2137/2189 (97,6%) 1/2189 (0,0%) 2189/2188 

Proteína hipotética 88,3 137/154 (89%) 0/154 (0,0%) 154/154 

CP 21 kDa 100 197/197 (100%) 0/197 (0,0%) 197/197 

CP 22.5 kDa 100 215/215 (100%) 0/215 (0,0%) 215/215 

RdRp 97 593/603 (98%) 1/603 (0,0%) 603/602 

Mt.Pro.Hel 94 - - 1372/1371 

 

Ao se considerar a comparação da poliproteína inteira obteve-se 96% de identidade e 

97,6% de similaridade. Entretanto,  após sofrer a clivagem proteolítica, a mesma se divide em 

domínios Metiltransferase/Protease/Helicase que permanecem juntos no mesmo polipeptídeo, 

separando-se da RdRp e da CP 22,5 kDa.  Quando se efetuaram comparações desses 

domínios, separadamente, o domínio da CP 22,5 kDa  não apresentou nenhuma diferença 

entre os aminoácidos, mostrando 100% de identidade. Em seguida o domínio da RdRp 

apresentou 97% de identidade e 98% de similaridade e o Metiltransferase/Protease/Helicase 

apresentou 94% de identidade. Assim como o domínio da CP 22,5 kDa, a CP 21 kDa 

apresentou 100% de identidade, enquanto a proteína hipotética, codificada pela ORF2 foi o 

domínio que apresentou menor identidade entre os CSDaV, com 88,3 % de identidade e 89% 

de similaridade. 

 De acordo com esse resultado, pode-se concluir que as duas CPs são as regiões mais 

conservadas no CSDaV (100% de identidade), seguido da RdRp e Mt.Pro.Hel, e por último a 

proteína hipotética. 

 

 

 



BARROS, C.C.P.  2006  73 

 

5.1.2 Citrus sudden death-associated virus (CSDaV) 

A maioria das características dos Marafivirus podem ser encontradas no CSDaV, tais 

como a presença de uma grande ORF traduzida em uma poliproteína associada a replicação 

viral e atividade proteolítica, ligada ao domínio CP, uma seqüência promotora de sgRNA 

conhecida como “marafibox”, transcrição de um sgRNA 3’ coterminal  e duas CPs, uma 

produzida pela clivagem C-terminal da poliproteína e outra traduzida a partir do sgRNA. 

Entretanto, algumas características encontradas no genoma deste vírus e sua epidemiologia 

devem ser discutidas: 

1. Apesar de se assemelhar mais ao gênero Marafivirus, o CSDaV tem um genoma 

de 6,8 kb, enquanto o genoma de outros marafivírus estão compreendidos entre 6,0 

e 6,5 kb, o genoma dos tymovírus estão entre 6,0 e 6,7 kb e dos maculavírus são de 

7,5 kb (Dreher et al., 2005). 

2. Os vírus atualmente classificados como Marafivirus exibem algumas diferenças 

nas suas estruturas genômicas. Os dois tipos de estrutura genômica no gênero 

Marafivirus são exemplificados pelo MRFV e o OBDV (Dreher et al., 2005). Uma 

das diferenças encontradas entre o genoma destes vírus é a possível presença de 

uma ORF no MRFV sobrepondo a extremidade 5’ da ORF codificadora da 

poliproteína associada a replicação, que codificaria uma proteína de 43 kDa rica 

em prolina (Hammond & Ramirez, 2001), ausente no OBDV. Neste ponto o 

CSDaV se assemelha ao MRFV, visto que o genoma do CSDaV também apresenta 

uma possível ORF codificadora de uma proteína rica em prolina, porém no 

CSDaV ela está localizada na extremidade 3’ do genoma e não na extremidade 5’ 

como verificado no MRFV. Outra diferença observada entre o genoma do MRFV 

e OBDV é a presença da cauda poli(A) na extremidade 3’ do OBDV (Edwards et 

al., 1997), a qual está ausente no MRFV (Hammond & Ramirez, 2001). Quanto a 
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esta característica, o genoma do CSDaV se assemelha ao OBDV, pois a presença 

da cauda poli(A) foi confirmada, verificando-se um trecho de pelo menos 40 

adeninas na extremidade 3’ do seu genoma. 

3. Com exceção do GAMaV e do GRVFV que não possuem vetor conhecido, o vetor 

natural dos marafivírus são as cigarrinhas, ocorrendo uma associação específica 

entre vírus e vetor, como por exemplo: MRFV é transmitido por cigarrinhas do 

gênero Dalbulus, OBDV pelo gênero Macrosteles e BELV por Aconurella (Dreher 

et al., 2005). Entretanto, apesar de nenhum vírus da família Tymoviridae com 

vetor conhecido ser transmitido por afídeos, estudos epidemiológicos sugerem que 

o CSDaV tem os afídeos como prováveis vetores. Adicionalmente, o CSDaV já foi 

detectado em afídeos coletados em plantas com MSC (Maccheroni et al., 2005; W. 

C. Jesus Junior, comunicação pessoal). 

4. Além do CSDaV, o CTV, vírus da família Closteroviridae, causador da tristeza 

dos citros, também é considerado um possível agente causal do MSC. Caso se 

confirme que o afídeo é o vetor da MSC, não se pode desconsiderar a possibilidade 

de o CSDaV estar usando o CTV como helper para transmissão da doença (Román 

et al., 2004), visto que o CTV é transmitido por várias espécies de afídeos, os 

quais são encontrados comumente em plantas cítricas. Desta forma a presença do 

CTV pode ser necessária para que o CSDaV seja transmitido por afídeo, como 

ocorre com Potato aucuba mosaic virus (PAMV), um potexvirus, que pode ser 

transmitido por afídeo a partir de plantas co-infectadas com um potyvirus, Potato 

virus A ou Potato virus Y, mas não a partir de plantas infectadas apenas com 

PAMV (Kassanis, 1961). Outro exemplo é o Groundnut rossete virus (gênero 

Umbravirus) que depende do Groundnut rossete assistor virus para ser transmitido 

por afídeo (Murant, 1990). 
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5. As espécies da família Tymoviridae transmitidas por insetos infectam 

principalmente Graminea, com exceção do OBDV que infecta linhaça 

(dicotiledônea). Apesar da maioria dos marafivírus infectarem principalmente 

monocotiledôneas, o CSDaV afeta laranjeiras, que são dicotiledôneas.  
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5.2 Expressão da Proteína da Capa do Vírus 

A região do genoma viral codificadora da capa do vírus foi amplificada por PCR, 

utilizando-se primers com homologia às regiões flanqueadoras deste gene com a adição de 

sítios de restrição das enzimas Eco RI e Xba I. Este gene possui aproximadamente 650pb. Tal 

número foi compatível com o tamanho do fragmento amplificado na PCR (Figura 31). 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Eletroforese em gel de agarose evidenciando a região codificadora da capa do vírus amplificada na 

PCR. M: Marcador 1Kb plus (Invitrogen); CP: amplificação da região CP mostrando fragmento de 650pb. 

 

Após a PCR, o fragmento amplificado foi ligado ao vetor pPICZαA (item 4.2.2) e 

transformado em bactérias E. coli por eletroporação (item 4.2.3). Os plasmídios dos clones 

selecionados foram extraídos (item 4.2.4) e digeridos com as enzimas Eco RI e Xba I (item 

4.2.5) para verificar quais clones realmente possuíam o fragmento CP de 650pb.   

Na Figura 32 é mostrada a eletroforese em gel de agarose de quatro clones (clones 1, 

2, 3 e 4) digeridos com as enzimas Eco RI e Xba I. Todos os clones analisados no gel da 

Figura 32 apresentaram o fragmento CP, visto que todos apresentaram uma banda de 650pb 

quando foram digeridos com as enzimas Eco RI e Xba I. 
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Figura 32. Confirmação da presença do fragmento da capa protéica do vírus nos plasmídios extraídos dos clones 

selecionados de E. coli. M: Marcador 1Kb plus (Invitrogen); 1, 2, 3 e 4: clones digeridos com as enzimas Eco RI 

e Xba I; 1’, 2’, 3’ e 4’: clones não digeridos com as enzimas Eco RI e Xba I. 

 
Os plasmídios dos clones que foram positivos quanto a presença do inserto CP foram 

seqüenciados (item 4.2.5) e mostraram que o gene da CP ligou-se em fase no vetor de 

expressão. Estes plasmídios foram linearizados (item 4.2.6) e utilizados para transformados de 

P. pastoris (item 4.2.7). Através da PCR de colônia (item 4.2.8), as colônais de P. pastoris 

transformantes foram testadas para verificar se o gene de interesse realmente havia se 

integrado ao genoma da levedura.  

No gel da Figura 33, dentre os 12 clones de P. pastoris analisados através da PCR de 

colônia, oito amplificaram o fragmento CP, visto que apresentaram uma banda de tamanho 

correspondente (650pb) (Figura 33). Entretanto, no total 40 clones foram analisados quanto a 

presença do fragemento CP através da PCR de colônia e apenas oito (Figura 33) foram 

positivos. 
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Figura 33. Eletroforese em gel de agarose do produto da PCR de colônia de 12 clones de P. pastoris 

transformados com vetor pPICZαA ligado ao gene CP. M: Marcador 1Kb plus (Invitrogen). 

 
Visto que no teste de PCR de colônia muitos clones testados foram rejeitados e que 

este é um teste de baixa eficiência, todos os clones de P. pastoris que cresceram nas placas de 

YPDS + Zeocina após a transformação foram testados quanto à expressão da CP, para evitar a 

exclusão de possíveis clones positivos não detectados na reação de PCR de colônia. 

Após a indução da expressão da proteína heteróloga (item 4.2.9), 2μL do sobrenadante 

coletados em cada tempo do time course de cada clone, inclusive do controle negativo, foram 

submetidos ao teste de DIBA (item 4.2.10) (Figura 34). 

Dentre os 19 clones analisados foi possível verificar pelo teste de DIBA a presença da 

CP em cinco clones (clones 10, 12, 15, 39 e 41) (Figura 34), que aumenta a cada marca de 

tempo e atinge um pico 96 horas após o início da indução. É importante observar também que 

o controle negativo (CN; primeira coluna da membrana mostrada na Figura 34) não reagiu ao 

teste, como era esperado. 
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Figura 34. Membrana de DIBA. Esta membrana mostra os tempos 24, 48, 72 e 96 horas após o início da 

indução da expressão da CP em 19 clones identificados na membrana e do controle negativo (CN). 

 

Dos 40 clones testados no total, 11 mostraram forte reação ao teste, 16 reagiram 

fracamente e 13 não reagiram. Três controles negativos foram utilizados neste imunoensaio e 

nenhum reagiu ao teste. Foi possível observar que os clones que expressaram a proteína da 

capa do CSDaV apresentaram um gradiente de concentração da proteína no decorrer do tempo 

de indução: 24 horas após o início da indução não foi detectada a presença da proteína 

heteróloga; após 48 horas já foi possível detectar a CP, cuja concentração aumenta no tempo 

de 72 horas e atinge um pico após 96 horas. 

Várias proteínas já foram expressas em P. pastoris, entretanto, até o momento não há 

relato de expressão de CP de qualquer vírus de planta nesta levedura para ser utilizada como 

antígeno para a produção de anticorpos. O sistema de expressão mais utilizado nestes casos é 

E. coli, pela sua fácil manipulação. Este é um organismo unicelular e sua simplicidade faz 
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dele barato e fácil de trabalhar. Seu ciclo rápido permite dobrar seu número de células em 

apenas uma hora. Assim como outras bactérias, além do seu próprio DNA circular a E. coli 

pode possuir plasmídio. Os plasmídios são fáceis de isolar e manipular. Entretanto, esta 

bactéria também possui algumas desvantagens. Como todo procarioto, E. coli não tem 

organelas encontradas em eucariotos, nas quais as proteínas são  modificadas após sua síntese. 

Essas modificações pós-traducionais envolvem diferentes formas de glicosilação. Várias 

proteínas podem ser produzidas em grande quantidade em E. coli, porém por não sofrerem as 

modificações pós-traducionais, permanecem não funcionais. Por causa dessas limitações 

encontradas quando se usa E. coli para produzir proteínas de eucariotos outros organismos 

têm sido estudados como vetores de expressão.  

Células de mamíferos, insetos e leveduras são as mais adequadas para substituir as 

bactérias. Dentre estas as leveduras são as mais utilizadas, pois combinam fácil manipulação 

genética e crescimento rápido característicos dos procariotos com a maquinaria subcelular 

para realizar as moficações  pós-traducionais das células  eucarióticas (Cregg et al., 1993). 

Um organismo alternativo para a produção de proteínas heterólogas tem sido a levedura 

Pichia pastoris. O protocolo para seu crescimento não precisou ser muito explorado, pois ela 

pode crescer em condições similares às de Saccharomyces cerevisiae. Além disso, P. pastoris 

tem um promotor forte que pode ser utilizado no controle de expressão da proteína 

recombinante, é capaz de realizar modificações pós-traducionais similares às dos eucariotos 

superiores  e a purificação da proteína heteróloga é facilitada pelo fato da P. pastoris não 

secretar muitas proteínas nativas. 

Visto que o CSDaV utiliza a maquinaria da célula vegetal pra expressar suas proteínas 

virais, a CP é naturalmente expressa sob condições celulares eucatióticas. Assim, anticorpos a 

serem utilizados no diagnóstico do vírus devem ser capazes de reconhecer a proteína nativa 

viral. Sabendo-se que P. pastoris é um sistema de expressão de proteína de grande eficiência e 
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reproduz as melhores condições de expressão de proteína de eucariotos superiores, este 

organismo foi selecionado neste estudo como o ideal para a produção de CP com a finalidade 

de utilizá-la como antígeno na produção de anticorpos para o diagnóstico sorológico do vírus. 

 Desta forma, este trabalho é pioneiro quanto a utilização de P. pastoris como vetor de 

expressão de proteína CP de vírus vegetal na tentativa de ser utilizada como antígeno na 

produção de anticorpos para o diagnóstico do vírus. Estudos posteriores são necessários para 

confirmar a eficiência da expressão de proteína viral vegetal em P. pastoris com tal 

finalidade. 
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6. Perspectivas 
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• Dentre os clones utilizados durante o sequenciamento do genoma do CSDaV foi 

observado que três apresentavam alta variação gênica na sua seqüência. Isso levantou a 

hipótese de que os vírus portadores dessa variação gênica podem ter os genótipos 

causadores da MSC. Dessa forma, é importante fazer o sequenciamento completo destes 

clones (em andamento), desenhar primers específicos para os possíveis genótipos do 

CSDaV que possibilitará verificar qual genótipo pode estar associado à MSC através de 

PCR e, assim, realizar a aplicação do RT-PCR para amostras do campo. 

 

• Tendo a seqüência genômica completa do CSDaV é possível montar um clone 

infeccioso deste vírus e estudar a sua relação com o sintoma de MSC. Esta é uma forma 

de contornar a dificuldade de se isolar o CSDaV e assim tentar fechar os postulados de 

Koch necessários para o estabelecimento da relação causal entre a doença e o agente 

patogênico; 

 

• A partir da CP que foi expressa em P. pastoris o próximo passo é purificar essa proteína 

e inoculá-la em coelhos para induzir a produção de anticorpos e assim possibilitar o 

diagnóstico sorológico do CSDaV com materiais de campo. 
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APÊNDICE A 

 

Seqüência nucleotídica do genoma completo do CSDaV, a qual foi submetida ao 

banco de dados de seqüências nucleotídicas GenBank e pode ser acessado pelo número 

DQ185573. 

 
       1 gtcccctgtg atcgtctctc ccgcctcatc gccggaaaga tatttttgtt ttaacttttc 
       61 tttgcacacc tacgccagat ctacgtgcct taggtcatct aagccgctat ggatcgcatc 
      121 tctgcccgca ttcccgtcgc gcccgcttct gccggcccga ccgagtatgt tccttacccc 
      181 cacactaacc ccctcctacc ccgaggcgtt ttcacctccg ggcccatcca accccgcctt 
      241 catttccttc ctcaccatgc ccaagatgcc cccatccgct gctatcgacc cctcacctat 
      301 gccaaccatc tccgctatga ccgctccgcc tcatcgctca agacttcgcc cgtcaagctc 
      361 ccgctgaccg gtggtactct tgccgatgcc atcctttccc tagctcccac cactcaccgt 
      421 gataccattg ccacccccct tatggaagcc cttgctgaac cttaccgcca gtccttgagc 
      481 acctacccct ggcacattcc aaccaatctt cagcccttcc tcacctcctg tggaatcacc 
      541 actgctggcc aaggctttaa ggcccaccct caccctgtgc acaagaccat tgagaccaat 
      601 ctcctctcta atgtctggtc ccactacgcc accaccccca gtggcgtcat gttcatgaaa 
      661 ccatccaagt tcgagaagct cagaatcaaa cagcctaact tctccaagct ctacaactac 
      721 cgcatcacag ccaaggactc cacccgttat ccctccactt caccagacct acccactgag 
      781 gacacctgct ttatgcatga cgccctgatg tactactccc ccggccagat ctgtgacctc 
      841 ttcatctctc gccccagcct ccaaaagctc tatgcctctc tcgtggttcc ccctgaaagt 
      901 gacttcacca ccatctccct cttccccgac ttgtatcgct acaggattga gaaggaccag 
      961 cttgtctatg agctggagca gaacccggcc cacaactaca ttcagccccg ctccgccatt 
     1021 gactggctga agaccaccac catccgctgc caagacctaa ccctcacaat ctcccgcctt 
     1081 gactcctggg gcccagttca ctctcttttg atccaaagag gtaggccacc catccacctt 
     1141 gaagaggact ccatcagctt ccgcactccc aaagctgtcc tccttcctga accagcttct 
     1201 ttatcccagg gggttcgtga ccgccttgtt cctgctgatg tctaccaggc tctcttcatc 
     1261 tatgtcagag ccgttcggac cctccgtgtc actgaccccg ctgggtttgt ccgaactcag 
     1321 atttcaaagc ccgagtactc ctgggtcacc tccttccgct gggacaactt tccccccttg 
     1381 gcccttgcca ctgctccaca cagaccccac accacttact tcctcttcaa ttccactgcg 
     1441 gcccgggtat cccactggtt ccgcacccat accttggccc tgctctctgg cgccactgca 
     1501 gccgccgcca gcctcctcat gaccgccagt tggggcttcc gcgctctcat ttcttctcac 
     1561 cttgtctccc tctccatctg caagcgctgg ctgagggccc ctccccatct cctttggccc 
     1621 gagaaggctc catggttcca actcacactg cggcctaaag tcaccggccc catgattgac 
     1681 ctgcccatcc tccgaccatt cagattgttc ccatccacct gtgctaaatt gggcgccaag 
     1741 tatcctgccc tcgccacctt gttgccagca gcacccaggc ccctctggcc cctgaaagtt 
     1801 ggccttgccc ttgccaccgt gcccgtctgt ttattcttgt ggcggaagtt cattggtccc 
     1861 gactctcccc aggacatgca cgacagctac catgctatgt ttcatccaca gccctgggga 
     1921 ctctctctgg cccgcaaggc catttgctgt gacagagctc cattcctccc catccctctt 
     1981 gtgcccagct ctgacttcaa agccccaccc acaccagcta cccctctact gacctccatc 
     2041 ccaatcaagg gtgtggagcc tcaagttcct ggagaaggag tacctccgca gtcggcttca 
     2101 tcaaccggcc cggcatcgga ctcccgctgc gccccgcaac cagcttcatc aactggtccg 
     2161 gatcagcccg cccaggacat gagtgctgcc ccccaagctc ccacaaaatc caaagttact 
     2221 tttgctcaac cccttgagag cgtgacacct gtagttccag gagcaggaga acctccgcag 
     2281 tcggcttcat caaccggccc ggcatcggtc tcccgtcgtg acccgcaaac ggcttcatca 
     2341 accgttccgg atgctcccac cctggacagc agtgtgaccc ctccaccgat tatctaccca 
     2401 gttgaccatc tccagaatga cttcggcccc tgccgttgtt cactctgcga accgccccag 
     2461 ccagccccag ttccctctgc ccctcccact gtctctgacc acaaggaatc ccaagatggt 
     2521 gaggccctcg cttccgccct ccaagctctc gggctcgccc ctgctccacc agctcctctg 
     2581 tctcagaatc taaccatcga gtcctcagga gccatgcatg cctcttgttg ggatcagctc 
     2641 tcttccccat catcggactg ggatccctcc cccgtggctc gcgacagctc tgccaccggt 
     2701 ccaccaggca tgtactctga tctcttcccg gctccttatc tcccaggcac cggccaattc 
     2761 atcttccgct ccagagccaa cggccgggcc aacattccct accccgacat ggattgtctc 
     2821 ctactttcca tcgagcaggc tacccgcctt cccaaggagg ccctctggga cactctctgt 
     2881 gccacctgcc ccgactctct gcttgaccct gacaccatcc gccgagtcgg cctctccaca 
     2941 gaccattttg ttatcttcgc ccaccactac tccctcaggt gccggttcca taccgcccat 
     3001 ggtgtcattg agctgggcat ggccgacgcc acttcatctt ttgatatcga ccacactgcc 
     3061 ggcaatcctg gccacttctc cctccggcag tctgccacgc cccggctcaa tggtggcatt 
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     3121 gctcaggacc ttgctgtggc cgccttaagg ttcaacattg acggcactct cctccccatc 
     3181 cgctcagttc atgtctattc cacctggccc aagagagcca agaacctgtc ctcaaatatg 
     3241 aaaaacggct ttgatggaat catggccaac attcatccca ccaagaccaa tgaatccaga 
     3301 gaaaagattt tggccctgga ctcccagctt gatattgcag tccggagatc tgtccgcctc 
     3361 atccacattg ccggctttcc aggctgcggc aagtccttcc ccatctcccg cctcctccgc 
     3421 actcccacct tcaggaactt taaggtggct gtgccaactg tcgagcttcg agctgaatgg 
     3481 aaagcaatca ttggcctccc aacttctgag gcatggcgca tcggtacctg ggaatcctct 
     3541 ctgctcaaat ctgcccgggt tctcgtcatt gatgaaatct acaagatgcc ccggggctac 
     3601 attgatctcg ccatccactc tgatccaacc attgagatgg tcattgctct cggtgaccca 
     3661 ctccaaggcg agtaccactc cactcatcct tcttccacca actcccgcct tcttgctgaa 
     3721 ccacaccacc tctccatgta tctcgactac tactgtatgt ggtcccatag agtccctcag 
     3781 aatgtcgctg ctttcttcca catcaagacc acctccaagc agccaggctt ctgccgctac 
     3841 cagcgagagc ttcccaactc caggatcctg gccaactctc aaaatgcagg ccatactctt 
     3901 cagcaatgcg gctatgccgc cgtcaccatt gcctcaagtc agggttccac ttatgacaat 
     3961 gcggcctgca tccatcttga ccgcaacagc tccctgctct cccctgctca ttccatggtc 
     4021 gctctcaccc gctccaaggt tggtgtcatc ttcaccgggg atcctgccca gctgtccaat 
     4081 gccccgagct ccaacagaat gttctctgaa ttcttctcag gccgcacccg ccctcttcat 
     4141 gactggttcc acaatgagtt cccaaaggcc actgtcctca ccgagcccct caagactcgg 
     4201 gggccccgcc tcaccggtgc tgcctcacca tactccaagg tgttcccatc cggcaaggat 
     4261 tccaccccgg ccctcaaacc tgatttccag ggggacgttc gttcttctcg ggcccccatc 
     4321 gttctgggct ccggcgagct caatgctcca caggtctcaa ctcacttcct tcctgagact 
     4381 cgccgccctc ttcactggga catcccttct gccatccctg agagtgccac caggcctgat 
     4441 tccactgagc ccaccacttg ccatcctgag ccggtttacc caggggaaac ctttgaaaat 
     4501 cttgctgccc actttctccc ggctcacgat cccactgatc gagaaatcta ctggcagggc 
     4561 cagctgtcca accagttccc tcacatggac aaagagttcc acctggccgc tcagcccatg 
     4621 agcctcctgg ctgcgattca tcaagagaaa caggacccca ctctgctccc agcttccatc 
     4681 cagaagaggc tccgcttccg cccatcagac aggccttacc agatcactcc aaaagatgaa 
     4741 atcctgggcc aattgctctt tgaaggcctc tgccgagcct atcatcggtc ccctttccac 
     4801 actgaggcct ttgatcctgt tctgttcgcc gagtgcatca atctgaatga attcgcccag 
     4861 ctctcctcca agactcaggc caccatcatg ggcaatgctc gccgctctga tccagactgg 
     4921 cggtggagtg ctgtccgcat cttctccaag acccagcaca aagtaaatga agggtccatc 
     4981 tttggttcct ggaaggcatg tcagactttg gccctcatgc atgatgctgt tgtccttatc 
     5041 ctgggccccg tcaagaagta ccagagagtg tttgaccaga gagacagacc ccggcacctt 
     5101 tacatccatg ccggcaacac tccttcacag atgagcaact ggtgccagca gcatctcacc 
     5161 accgctgtca agctggccaa tgattacacc gcctttgatc aatctcagca tggggaggca 
     5221 gttgttctcg aaagaaagaa gatggaaagg ctctccattc cacaggccct cattgacctc 
     5281 cacatccatc tcaagaccca tgtctccacc cagttcggcc ccctcacttg catgcgcctg 
     5341 actggcgaac ctggcaccta tgatgacaat tctgactata atcttgcggt gatcaactgt 
     5401 gagtacatgg ctgccaacac tcccactatg gtctcaggcg acgactccct cctggatcgt 
     5461 gagcctccca ctcgccctga atgggtcatc ctccagcctc ttctcagtct ccgcttcaag 
     5521 aaagaaaggg gtcggtacgc caccttctgt ggctactacg cctcccatgt cggctgtgtc 
     5581 cgctcccccg tggctctctt tgccaagctg gccatagctg tcgatgacgg ctccatctct 
     5641 gacaaaatgg cctcatacct ctctgaattt gctcttggcc actcccttgg agaccatctc 
     5701 tgggaagctt tgcccctcga ggccgttccc ttccaatctg cctgctttga cttcttctgc 
     5761 cgccgggccc ccagacacct caagctctct ctcatgctcg gcgaggtccc agaatccatc 
     5821 attgcccgca tcgggtcatc cttgaagtgg gcctctcatg ccatctacac cacactctcc 
     5881 tctgccgctc gagtggccat tctgagatcc tcccgcaaca gcagatccat gccagatgac 
     5941 cccgacacca ctctgctaca aggtgaattg cttcagcact ttcaagtacc attcatgcaa 
     6001 tctgacactc tcctgcctct cactggtggt tcctctgctc ccatcctcac accagaagcc 
     6061 ttctccacct ctctcgcttt ctccatggcc agcgatgccc aagcaggtcc ggcccccagt 
     6121 cgcgatgatc gcgttgaccg ccagcctcgc cttcctgctg ctcctcgcgt tgctgaagtt 
     6181 ggtctcaatg ccccgtcggt cgactacccg ttccagtggg tcgtcgcctc ctacgacgga 
     6241 tcagaagcca agaacctaag tgatgatctc tctggctctg ccactctcac caaagtcatg 
     6301 gccaactacc gacatgctga gctcacatct gttgagctgg aggtctgccc tcttgctgca 
     6361 gccttctcca agcccatctc tgtgtcggcc gtctggacca ttgcctccat ctccccagct 
     6421 tccgcctctg aaacctccta ctatggcggt cgcctcttca ctgtcggtgg tccagtcctc 
     6481 atgtccagta ccactcacct tccagcagat ctcacccgcc tcaatcctgt gctcaagggc 
     6541 cctgtcaagt acaccgactg ccccagattc tcctactccg tctactccaa cggcggaact 
     6601 aagggcacca acctctgcac catcatcctc cggggagttg tccgcctcag cggcccctcc 
     6661 ggtaatctcc tcgcttaggc gagccacttc aggtgaagga aaacacctcc tggtctcagc 
     6721 caggtaatga tgctaaacct cccccgctca agcagcaatg cctagggttg ccggtcgatc 
     6781 caaagaccgt ttttctttta tttaat 
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 APÊNDICE B 

 
 Alinhamento múltiplo entre a seqüência nucleotídica do CSDaV (DQ185573) e de 

outros vírus da família Tymoviridae, através do software Clustal W. 

 
 
CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment 
 
 
 
MRFV            ------------------------------------------------------------ 
CSDaV           ------------------------------------------------------------ 
OBDV            ------------------------------------------------------------ 
GFkV            GCACATTAGTACTGACCACCAGCCCGACTTTGACGCCACCCTGTCCAAGTCCGGCCCGTG 60 
PnMV            ------------------------------------------------------------ 
TYMV            ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
MRFV            ------------------------------------------------------------ 
CSDaV           ------------------------------------------------------------ 
OBDV            ------------------------------------------------------------ 
GFkV            CTCACTCTTTTGTTTTTCTTTGTTCTTTTCCCCTGCTCCCACGTTCGACGACCTCGCGGC 120 
PnMV            ------------------------------------------------------------ 
TYMV            ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
MRFV            ------------------------------------------------------------ 
CSDaV           ------------------------------------------------------------ 
OBDV            ------------------------------------------------------------ 
GFkV            CGTCCTCCTCGCTTCGTGCTCTGCATCCTTTAACTTCCTCCCCCTCTTCCTCCTCGCCCT 180 
PnMV            ------------------------------------------------------------ 
TYMV            ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
MRFV            ------------------------------------------------------------ 
CSDaV           ------------------------------------------------------------ 
OBDV            ------------------------------------------------------------ 
GFkV            TTCCTTTCTCATCCACCTCCCTCCCAACCTCTCTTCCTCCCTTCACTCTCTTCTTCTTGC 240 
PnMV            ------------------------------------------------------------ 
TYMV            ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
MRFV            ------------------------------------------------------------ 
CSDaV           ---------------GTCCCCTGTGATCGTCTCTCCCGCCTCATCGCCGGAAAGATATTT 45 
OBDV            ------------------------------------------------------------ 
GFkV            TTTTCCCTTTCTCTTCTTCTTTCTTCCTCCTGCTCTCCCCATCCTCCCGCCATGGTGCTC 300 
PnMV            ------------------------------------------------------------ 
TYMV            ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
MRFV            ------------------------------------------------------------ 
CSDaV           TTGTTTTAACTTTTCTTTGCACACCTACGCCAGATCTACGTGCCTTAGGTCATCTAAGCC 105 
OBDV            ------------------------------------------------------------ 
GFkV            ACGCTCTGCTTCCACTCGGACCGTGACCATCACTTCCTCTCCACCCTCCCCCTCGCCGAG 360 
PnMV            ------------------------------------------------------------ 
TYMV            ------------------------------------------------------------ 
                                
                                              
 
MRFV            ------------------------------------------------------------ 
CSDaV           GCTATGGATCGCATCTCTGCCCGCATTCCCGTCGCGCCCGCTTCTGCCGGCCCGACCGAG 165 
OBDV            ------------------------------------------------------------ 
GFkV            ATCAGACGTCTCGCGCCAGGCGGCTTCTCCGTCTTCGTCCCTGAAGACCTCCTCCCCCAC 420 
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PnMV            ------------------------------------------------------------ 
TYMV            ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
MRFV            ------------------------------------------------------------ 
CSDaV           TATGTTCCTTACCCCCACACTAACCCCCTCCTACCCCGAGGCGTTTTCACCT--CCGGGC 223 
OBDV            ---------------------------GTGTCCCAGTGTCATTATTCCGCTC--AGTTTC 31 
GFkV            CTCTCCCCCTCCCCCTCCTGCCCCACCCCCCCCCTTCCCCGCGAGCTCACCTGGAGCGCC 480 
PnMV            ------------------------------------------------------------ 
TYMV            ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
MRFV            ------------GTCGACGTCGCATTCTGCACCAGCTTTCGCTCGTCCAGAACCAG---- 44 
CSDaV           CCATCCAACCCCGCCTTCATTTCCTTCCTCACCATGCCCAAGATGCCCCCATCCGCTGCT 283 
OBDV            AGATCTGCCGGAATTCTCCAAGCATCCCGCCCCAAAAGCCGGCTGCTTAAAATCTG-ATC 90 
GFkV            GCTTGCAACCCCACCAACTTCCCCCATCTCTTTCGCCACCACCGCCCACCCCCCCCCTGC 540 
PnMV            --------------------------------------------------------GGAA 4 
TYMV            -----------------------------------------GTAATCAACTACCAATTCC 19 
                                                                             
 
MRFV            ATCATCCTTTCG-----GCCTCTTTTCTTCGCACT--CTTCTTCGTTGCACTCTTCTAGA 97 
CSDaV           ATCGACCCCTCACCTATGCCAACCATCTCCGCTATGACCGCTCCGCCTCATCGCTCAAGA 343 
OBDV            TTCTCCATCTTGTCAAGTGTCGTTATGACCACATA--CGCCTTCCACCCGCTGCTCCCCA 148 
GFkV            ACCCGCCTTACCCCCCGCCCCCCCCCCCCCACTCCTGCCCCTCCCTCAGCCTCCACCTTG 600 
PnMV            ATACACATCTCCAGTCAGCTCCTTTACGCAACTGACTTTTATTTATCCATCATCTGTTTG 64 
TYMV            AGCTCTCTTTTGACAACTGGTCTTATACCAACTTTCCGTACACTTGCAACCCTCGTAAGA 79 
                                               *                             
 
MRFV            T--------GTCTAGTTTCC--TGCGTGGTGGTCATCTCCTTAGCGGAGTCGAGTCCCTT 147 
CSDaV           CTTCGC-CCGTCAAGCTCCCGCTGACCGGTGGTACTCTTGCCGATGCCATCCTTTCCCTA 402 
OBDV            CCCCGA-CCTCCTTCGCCACTATCACTGGGGGTGGTTTGAAGGATGTTATCGAAACCCTC 207 
GFkV            CCCCGTGTCTTCCACGGCGGCGCCCCCCCAGCCGCCTTCCAACCCGCGATCGACTTCCTT 660 
PnMV            T---------TTGCCCCCGGTATATCCCATGGCA--TTCCAAGACGCTTTCAACAACCTA 113 
TYMV            C------------AATTGCAAATGAGTAATGGCC--TTCCAATTAGCATTGGACGCCCTT 125 
                                              *      *       *   *      ***  
 
MRFV            ACCCCCACCACCCATCGCGACACCATCACTGCACCC-ATTGTCGAGTCCCTTGCCACTCC 206 
CSDaV           GCTCCCACCACTCACCGTGATACCATTGCCACCCCC-CTTATGGAAGCCCTTGCTGAACC 461 
OBDV            TCGTCCACCATCCACAGAGACACGATCGCAGCACCC-CTCATGGAGACCCTCGCCTCGCC 266 
GFkV            CACAACACAATCCAGAAGGATACGATCGCCTCCTCC-ATCATTGCCGCCCTCAACCCTTC 719 
PnMV            TCCAGCACCGTCCACCGCGACACGGTTGCCGCACCT-CTCTTAGAGAGCATTGCCCAACC 172 
TYMV            GCACCCACGACTCACAGAGAT-CCCTCTCTGCATCCGATTCTCGAATCCACAGTAGATTC 184 
                     ***    **    **  *  *  *  *  *   *  * *    *          * 
 
MRFV            TCTTCGCCGATCCCTCGAACGCTACCCTTGGTCCATCCCAAAGGAGTTCCACTCGTTCCT 266 
CSDaV           TTACCGCCAGTCCTTGAGCACCTACCCCTGGCACATTCCAACCAATCTTCAGCCCTTCCT 521 
OBDV            TTACCGAGACTCCCTTCGCGACTTCCCTTGGGCCGTCCCCGCCTCCGCCCTGCCCTTCCT 326 
GFkV            CCTCACCTCCTCCCTCACCCTCTACCCCTACGCGCTCCCCCCGCGCTGGCCCTCCGCCCT 779 
PnMV            TCTCCGCGACTCTCTTGAATTATATCCCTGGGCGATCAACGCCGAGAAACTTGACCTGCT 232 
TYMV            GATTCGCTCCTCGATACAGACCTACCCATGGTCCATTCCGAAGGAACTTCTGCCCCTACT 244 
                          **  *       *  ** *      *             *        ** 
 
MRFV            CCACACCTGCGGCGTCGACATCTCTGGCTTCGGCCATGCCGCTCACCCCCACCCCGTCCA 326 
CSDaV           CACCTCCTGTGGAATCACCACTGCTGGCCAAGGCTTTAAGGCCCACCCTCACCCTGTGCA 581 
OBDV            CCAGGAATGTGGCATCACGGTCGCCGGCCACGGTTTCAAAGCTCATCCCCACCCTGTCCA 386 
GFkV            CAACCAAGCCGGCATCCCCGCCACTTCCTACGGCCACCAATCCCACCCCCACCCAATCCA 839 
PnMV            GAAGAAATTTGGCATTTCTGTCTCCGGCCTGGGTCATCAAGCCCACCCTCATCCGTTCCA 292 
TYMV            CAACTCCTACGGCATCCCAACATCTGGTTTGGGAACATCCCACCACCCCCACGCCGCCCA 304 
                          **  *        *       **          ** ** **  *    ** 
 
MRFV            TAAGACCATCGAGACCCACCTCCTTCTCGATGTCTGGCCCAACTACGCTCGGGGTCCGTC 386 
CSDaV           CAAGACCATTGAGACCAATCTCCTCTCTAATGTCTGGTCCCACTACGCCACCACCCCCAG 641 
OBDV            CAAAACCATCGAGACCCACCTCCTCCACAAGGTTTGGCCTCACTATGCCCAAGTCCCTTC 446 
GFkV            CAAGACCATTGAAACCCATCTCCTCCATGAGCATTGGGCCAACCGTGCGACTCTCCCGTC 899 
PnMV            CAAGATCATCGAAACACATCTCCTTTTCCAACATTGGAGCCACAACTGTCGAGAGGACTC 352 
TYMV            CAAGACAATCGAGACTTTTCTCCTTTGCACCCACTGGTCTTTCCAGGCCACCACTCCCAG 364 
                 ** *  ** ** **    *****          ***     *                  
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MRFV            AGACGTCATGTTCATCAAGCCTGAGAAGTTCGCCAAGCTCCA------------------ 428 
CSDaV           TGGCGTCATGTTCATGAAACCATCCAAGTTCGAGAAGCTCAG------------------ 683 
OBDV            TTCCGTCCTCTTCATGAAGCCCTCGAAGTTCGCCAAACTCCA------------------ 488 
GFkV            CACGGTCATGTTCATGAAGAGGTCGAAGTTCGACAAGCTCCGCGTCTCCAACGCGGCTCT 959 
PnMV            TACAGTGCTTTTCATGAAGCCCGAAAAATTCCAAAAACTCGC------------------ 394 
TYMV            CTCCGTCATGTTCATGAAACCCAGCAAGTTCAACAAACTTGC------------------ 406 
                    **  * ***** **       ** ***   ** **                      
 
MRFV            -GTCCCGACAGCCC--AACTTCGCCCACCTCATCAACTACCGGCTCGTGCCCAAAGACAC 485 
CSDaV           -AATCAAACAGCCT--AACTTCTCCAAGCTCTACAACTACCGCATCACAGCCAAGGACTC 740 
OBDV            -GCGGGGCAACGCC--AACTTCTCCGCACTCCACAACTATCGCCTCACCGCCAAAGACAC 545 
GFkV            CGTCAAATCGGCCTCAAACTTCCTCCACCTCCTCAACCCCATCCTCACCGCCCGGGACGC 1019 
PnMV            --CTCTTTCAACCCT-CACTTCAAGCATCTTCTCAACTACCGCCTTCACGCCAAGGACAC 451 
TYMV            ---CCAGGTGAACTCAAACTTTCGGGAATTGAAGAACTACCGCCTGCACCCCAACGACAG 463 
                            *    ****        *    ***       *     **   ***   
 
MRFV            CACCCGGTACCCC----TCCACTTCCACGAA--CCTCCCGGACTGCGAGACCGTCTTCAT 539 
CSDaV           CACCCGTTATCCC----TCCACTTCACCAGA--CCTACCCACTGAGGACACCTGCTTTAT 794 
OBDV            CCCGCGGTATCCT----AACACTTCAACCTC--TCTCCCCGACACCGAGACCGCCTTCAT 599 
GFkV            CGACCGGTACACCCACCTCCCCCTCCCCGACACCCTCCCCTCCACCCCTCTCTACTTCAT 1079 
PnMV            AACCCGCTTTCCA----GAAACCGCGTGCAG--TCTCCCCACCACTTCCACCGTGTTCAT 505 
TYMV            CACTCGTTACCCC----TTCACATCACCAGA--CCTTCCCGTTTTCCCCACCATTTTCAT 517 
                    ** *   *         *  *         ** **            *   ** ** 
 
MRFV            GCATGATGCTCTCATGTATTACACCCCAGGGCAGATCGCTGACCTCTTCTTCCTCTGTCC 599 
CSDaV           GCATGACGCCCTGATGTACTACTCCCCCGGCCAGATCTGTGACCTCTTCATCTCTCGCCC 854 
OBDV            GCATGACGCCCTCATGTATTACACCCCCGCTCAAATTGTTGACCTGTTCCTTTCCTGCCC 659 
GFkV            GCATCATTCCCTCATGTACTTCTCGCCCAGCCAAATTGCCGGGCTCTTCCTCGCCGCCCC 1139 
PnMV            GCATGACGCCTTGACGTACTACAAACCTTCCCAGATCATGGATCTGTTCCTCCGCATTCC 565 
TYMV            GCACGACGCCCTGATGTACTACCATCCCTCCCAGATCATGGACCTGTTCTTGCAGAAACC 577 
                ***  *  *  * * *** * *   **    ** **    *  ** *** *       ** 
 
MRFV            CCAGCTCCAGAAGATCTATGCCTCCGTTGTCGTTCCGGCTGAGTCGAGCTTCACGCATCT 659 
CSDaV           CAGCCTCCAAAAGCTCTATGCCTCTCTCGTGGTTCCCCCTGAAAGTGACTTCACCACCAT 914 
OBDV            GAAGCTCGAGAAACTGTACGCCTCCCTTGTCGTCCCCCCCGAGTCCTCCTTCACCTCTAT 719 
GFkV            CTTCCTCGAGAGGCTCTACGCCTCTCTCGTCCTCCCGGCCGAATCCACCATCGGCAGCCA 1199 
PnMV            AAACCTCAACAGCCTCTACGCTTCCGTGGTGGTTCCCGCGGAGAGCTCATTCACCGACCA 625 
TYMV            AAACCTCGAACGTCTGTACGCCAGCCTCGTAGTACCACCCGAGGCCCATCTTTCCGACCA 637 
                    *** *     * ** **     * **  * **  * **        *          
 
MRFV            CTCGCTCCATCCGGAAATTTACCGCTTCCGTTTTCAGGGTTCTGACCTTGTCTACGAGCC 719 
CSDaV           CTCCCTCTTCCCCGACTTGTATCGCTACAGGATTGAGAAGGACCAGCTTGTCTATGAGCT 974 
OBDV            CTCTCTCCATCCAGATCTTTACCGCTTTCGCTTTGACGGGGACCGTTTGATTTATGAGTT 779 
GFkV            CCCCTTCTTCCCCTCTCTGTACCGCTACCGCACCACCGGCGAGCACCTCCATTACGTGCT 1259 
PnMV            TTCCTTATACCCCGAGGTCTACCAGTATAAGACTATCAGGAGCCATCTCCACTACGTCCC 685 
TYMV            ATCCTTCTTCCCGAAGTTGTACACGTACACGACGACCCGCCACACTCTTCACTACGTCCC 697 
                  *  *    **     * **    *                     *    ** *     
 
MRFV            GGAGGGCAACCCAGCCGCCAACTACACGCAGCCGCGTTCGGCCCTCGACTGGCTCCAGAC 779 
CSDaV           GGAGCAGAACCCGGCCCACAACTACATTCAGCCCCGCTCCGCCATTGACTGGCTGAAGAC 1034 
OBDV            GGAGGGCAACCCCGCCCACAACTACACCCAACCTCGATCCGCCCTCGACTGGCTCCGCAC 839 
GFkV            CGAAGGCAACCCATCCTCCTCCTACACCCAGCCCCTCACCGCCACCCAGTGGCTCACCAC 1319 
PnMV            TGAGTCCAATCACTCCTCGGCTTACAATCAACCTGCCGACGCCCTTCTCTGGCTCGAGCT 745 
TYMV            GGAAGGTCACGAAGCCGGCAGCTACAACCAACCATCCGACGCCCACTCTTGGCTCCGAAT 757 
                 **     *     **      ****  ** **       ***      *****       
 
MRFV            CACCGGTTTCACCGTTGGTCACGAGTTCTTCTCCGTCACCCTTCTCGACTCTTTCGGCCC 839 
CSDaV           CACCACCATCCGCTGCCAAGACCTAACCCTCACAATCTCCCGCCTTGACTCCTGGGGCCC 1094 
OBDV            AACCACCATCCGCGGACCAGGCGTTTCTCTCACCGTGTCCAGGCTCGACTCGTGGGGTCC 899 
GFkV            CTCCTCCATCACCGCCGGCGACCTCCACCTCACCGTCACCGTCCTCGAGTCATGGTTCTC 1379 
PnMV            TTCGACCATCCAGGGGCCCTCCTTCTCCCTCACCGTCACCAGGCTCGACTCTTGGGGCCC 805 
TYMV            CAATTCAATTCGCCTCGGCAACCACCACCTCTCAGTGACGATCCTGGAATCCTGGGGCCC 817 
                        *            *       ** *  *  *    ** ** ** *      * 
 
MRFV            GGTCCATTCCCTCCTCATCCAGCGTGGCCGCCCTCCCGTCTTTC---------------- 883 
CSDaV           AGTTCACTCTCTTTTGATCCAAAGAGGTAGGCCACCCATCCACC---------------- 1138 
OBDV            CTGCCATTCCCTCCTCATCCAGCGCGGCATTCCCCCCATGCACG---------------- 943 
GFkV            CGTGCACTCAATCCTCATCACCCGCGGTGTTCGCCCCCTCGAGC---------------- 1423 
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PnMV            GTGTCACTCGCTCCTGATCCAACGCGGAATACCACCAGCCCACG---------------- 849 
TYMV            TGTCCACTCGCTCCTAATTCAACGAGGGACCCCCCCCCCCGACCCATCACTCCAGGCCCC 877 
                    ** **  *  * **     * **    *  **                         
 
MRFV            ---------------------------------AGGCCGA-----------AGACATTGC 899 
CSDaV           ---------------------------------TTGAAGA-----------GGACTCCAT 1154 
OBDV            ---------------------------------CCGAGCA-----------CGACTCCAT 959 
GFkV            ---------------------------------TGCCCCG-----------CGACATCAT 1439 
PnMV            ---------------------------------TTGTCAA-----------TGACTTCGT 865 
TYMV            TTCAACACCCATGGCGTCCGACCTCTTTCGGTCTTACCAAGAGCCCCGCCTCGACGTGGT 937 
                                                                    ***      
 
MRFV            TTCCTTCCGCGTTCCGGACGCCGTCGCCCTCCCCGCTCCCGCCTCCCTCCACCAGGACCT 959 
CSDaV           CAGCTTCCGCACTCCCAAAGCTGTCCTCCTTCCTGAACCAGCTTCTTTATCCCAGGGGGT 1214 
OBDV            CTCGTTCAGGGGTCCACGCGCCGTCGCCATTCCCGAGCCCTCCTCCCTCCACCAGGATCT 1019 
GFkV            CTCCCTGCCCTCCCCCGACGCCGTCCTCCTCCCCAACCCCTCTGCCTTCGACATCCCCCT 1499 
PnMV            CAGCTTCGACGTGCCAGCCGCCGTTCTTCTCCCCGAGGCCACCAGCATTCGTCAACCCAC 925 
TYMV            CTCCTTCCGAATCCCAGACGCCATCGAACTTCCACAGGCCACATTCCTTCAACAACCGCT 997 
                     *       **    **  *     * **     *  *     *             
 
MRFV            TCGTCACCGGCTGGTCCCCCGCAAGGTGTACGACGCGCTCTTCAATTATGTCCGAGCCGT 1019 
CSDaV           TCGTGACCGCCTTGTTCCTGCTGATGTCTACCAGGCTCTCTTCATCTATGTCAGAGCCGT 1274 
OBDV            GCGCCACCGTCTCGTTCCAGAGGACGTGTATAACGCCCTCTTCCTCTACGTCCGCGCTGT 1079 
GFkV            CCGCTCCCGGCTCGTTCCCCGCGACGTCTGCGAATCGCTCTTCGTTTACGTCCGCGCCGT 1559 
PnMV            CCGTCATCGCCTAGTGCCTCAATCTGTGTACAACGCTCTGTTTACTTACACTCGAGCCGT 985 
TYMV            TCGAGACCGACTGGTCCCCCGAGCCGTCTACAACGCCCTGTTCACCTACACCAGAGCGGT 1057 
                 **    ** ** ** **       ** *   *  * ** **    **     * ** ** 
 
MRFV            CCG---CCTTCGGGTTACCGACCCCGCCGGCTTCGTCCGGACTCAGGTCGGCAAGCCTGA 1076 
CSDaV           TCGGACCCTCCGTGTCACTGACCCCGCTGGGTTTGTCCGAACTCAGATTTCAAAGCCCGA 1334 
OBDV            CCGCACGCTCCGCGTAACCGATCCCGCCGGCTTTGTCCGCACCCAGTGCTCTAAGCCCGA 1139 
GFkV            CCGTACCCTCCGCACCACCGACCCCGCCGGCTTCATTCGAACCCAGTCCAACAAGGCTGA 1619 
PnMV            TCGGACTCTGCGCATCTCCGATCCAGTCGGCTTTGTTCGCACACAGTCCAACAAGCCAGA 1045 
TYMV            CCGCACACTCCGGACTTCAGACCCAGCGGCATTCGTAAGGATGCATTCCTCCAAACCGGA 1117 
                 **    ** **     * ** ** *  *  **  *  * *  **       **  * ** 
 
MRFV            GTACAGCTGGGTCACCTCTTCCGCCTGGGACAACCTTCAGCACTTCGCGCTCCAGACCGC 1136 
CSDaV           GTACTCCTGGGTCACCTCCTTCCGCTGGGACAACTTTCCCCCCTTGGCCCTTGCCACTGC 1394 
OBDV            GTACGCTTGGGTCACTTCCTCCGCTTGGGACAACTTGGCCCACTTCGCCCTCCTCACCGC 1199 
GFkV            GTTCGACTGGGTCACCGCCGAGGCCTGGGACCACCTCGCCCAGTTCGCCCTCCTAACCGC 1679 
PnMV            GCACGCCTGGGTCACGTCCTCCGCCTGGGACAATCTCCAGCACTTTTCTCTCCTCACTGC 1105 
TYMV            CCACGATTGGGTCACCTCGAACGCCTGGGACAATCTGCAGACCTTCGCACTTCTGAACGT 1177 
                   *   ********  *       ****** *  *       **  * **    *  *  
 
MRFV            CGCCGTTCGTCCCAACACCTCGCATCCCCTTTTCCAGTCGCCCTTCGCTCGCCTGTCCCA 1196 
CSDaV           TCCACACAGACCCCACACCACTTACTTCCTCTTCAATTCCACTGCGGCCCGGGTATCCCA 1454 
OBDV            TCCACACCGGCCCCGCACCTCGTTCTACCTATTCTCCTCTACCTTCCAGCGCCTTGAGCA 1259 
GFkV            CCCCGTCCGCCCCAACACCTACTTCCTTCCTCTCCTCTCCCCGCTCGCCGTCGTCCGCCA 1739 
PnMV            CTCTAACCGCCCTTCCAACTCCTA-TTCCTGGAATGGCAGCCTCTGGCAGCGCTTCATCT 1164 
TYMV            ACCCCTTCGACCAAACGTCGTCTACCACGTCCTTCAGAGCCCAATTGCCTCCCTAGCTCT 1237 
                  *     * **   *  *                      *           *    *  
 
MRFV            CTGGCTTCGCACCCACACTTGGGCGCT-----CTGGTGCC--TGGCTTCCCCCTCGGCCT 1249 
CSDaV           CTGGTTCCGCACCCATACCTTGGCCCTGCTCTCTGGCGCCACTGCAGCCGCCGCCAGCCT 1514 
OBDV            CTGGGTCCGCCATCACACCTTCCTCCT------CGCCGGCCTCACCACAGCCTTTGCTCT 1313 
GFkV            TTGGCTCT---TTCGCAAGCAAAGGCC------AATCTTCGCCACCCTCACCCTCCTCTC 1790 
PnMV            CTCGCCTGCAAACAGTGGCCGCTGAGT------TGAAATC--TTCAGCCATCTTCACTTC 1216 
TYMV            TTACCTGAGGCAACATTGGCGCCGTCT------TACCGCCACCGCCGTTCCCATCCTCTC 1291 
                 *                                     *           *         
 
MRFV            CTGTCT--CTGCCTGGGCCACTGCCAGTGCCCTCGGC------CGGCTCCTCCCCCTTCA 1301 
CSDaV           CCTCATGACCGCCAGTTGGGGCTTCCGCGCTCTCATTTCTTCTCACCTTGTCTCCCTCTC 1574 
OBDV            CCCGCCGTCTGCCTGGCTCGCGAACCTCGTCGCCCGC-------GCCTCCGCTTC--ACA 1364 
GFkV            CGCGTCAACCGCCGCCGCCATCCCCATCGCCATCGCC------CGCCTCCGCACCCATTC 1844 
PnMV            CTCCATCACCACCTTCCTCTTCTCTCTCCTTTTCCAG----------TACTTCCGTCGGA 1266 
TYMV            CTTCCTAACCCTCCTGCAGCGCTTCCTCCCATTGCCTATACCTCTGGCAGAGGTAAAATC 1351 
                *       *   *                                                
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MRFV            CACCGACCGTCTCAGGCTG----TTCGGCTTCGACATCATCGGCC---GGAGGTTCTGGC 1354 
CSDaV           CATCTGCAAGCGCTGGCTGAGGGCCCCTCCCCATCTCCTTTGGCCCGAGAAGGCTCCATG 1634 
OBDV            CATCCAAGGCCTCGCGCTA---GCCCGCCGGTGGC-TCATCACTCC-------CCCTCAT 1413 
GFkV            GGTCACCCAGCTCACCATC----CTCGGCCACCATTTCACCCCCCC---CAAGATCCTCG 1897 
PnMV            AATCTGCTGCCTCCAGGTCT---TTGCCTAGCAACCTCGGTTTCCG-----GAGTCTGGA 1318 
TYMV            CATC-ACAGCCTTCCGAAGGGAGCTCTACCGAAAGAAGGCCCCCCACCACCCCCTCGACG 1410 
                   *      *                                 *          *     
 
MRFV            -CTCGTCTCCCATTCCATGGCCCCGAGCCAAGGTTTCTTTGGGAGACCCATCCAGCCTGC 1413 
CSDaV           -GTTCCAACTCACACTGCGGCCTAAAGTCACCGGCCCCATGATTGACCTGCCCATCCTCC 1693 
OBDV            -CTCTTCCGCCCCCCTCCACCCCCAAGCTTCGCTCTTCTTCT----CCAGCGCAACT--C 1466 
GFkV            -CTCGCCTTCC---CGTCGCCCTCAAGCGCTTAATCCCAAAG------CGCCTGCTCCCC 1947 
PnMV            -CGAGCACGTC-----AAGCTCCATGAAGGCCTCCTCCGGGCTGGTTTTAGTTATACACA 1372 
TYMV            TCTTCCATCTCCAGCAACACCTCCGCAATCACCACTCCGCGAT---CTCGGCCGTACGCC 1467 
                          *                                                  
 
MRFV            CGCCCGCCAG--TGCTCTTTGCCGACTCCGCC--TTTGAGTGCCAAAT------------ 1457 
CSDaV           GACCATTCAGATTGTTCCCATCCACCTGTGCTAAATTGGGCGCCAAGTATCCTGCCCTCG 1753 
OBDV            CACCGGCCCGGTCCTTCTCCGTGGCTCCCGCC---TCGAGTTTGAGGC------------ 1511 
GFkV            CACCTCCCAT----CCCACCTCCGCCCCCCCCCTTCCTGGTCCCCGGTCTTCA------- 1996 
PnMV            CACTTCCCAA---ACCCGCCAAGGGCCTCGAGATTTCTACCATAGGGCCGCTGAGCGATT 1429 
TYMV            CAGCTTCCCCA--CCCCACCAAAGACTTCCACA---CGCGCTCCAGAAAGCTG------- 1515 
                       *        *                                            
 
MRFV            ---CCTTGCTGG------------------TTTGGC------AAACC-GGTGTTCTCCCT 1489 
CSDaV           CCACCTTGTTGCCAGCAGCACCCAGGCCCCTCTGGCCCCTGAAAGTT-GGCCTTGCCCTT 1812 
OBDV            ---CTTCCCTTC------------------TCTCGCCCC--ACAACT-CGCCCGTCGCTT 1547 
GFkV            --CCCTCACCTTC----------------TCCGAGCTCCCCAAAGCCCGGTTCCTCACCT 2038 
PnMV            CAAATTCATGTCCG---------------CCCTCGTTCGTTCCATCTCCCTCTCTCTCCC 1474 
TYMV            ---CATTGCTGCT----------------CCTCCGACCGATATCGCCCCTCTTGACAGCG 1556 
                     *                            *                          
 
MRFV            CCC-------CCTTCTGGTCGCGTCTGT-------------------------TCCCCAC 1517 
CSDaV           GCCACCGTGCCCGTCTGTTTATTCTTGTGGCGGAAGTTCATTGGTCCCGACTCTCCCCAG 1872 
OBDV            TCCA------TTCCTCGCTCGCCTTCTC--------------------------CCCCAG 1575 
GFkV            TCCCC-----ATCTCCGGCCAAACCCAC---------------------ACCCTCCTCCG 2072 
PnMV            CCTGCTTGCGTTCGCCATCTATTCCAAGTGC--------ACGCAGCCCATGCCCCCTCAG 1526 
TYMV            ACCCC--GTTCTTTCGGTCCGAACAGAAGTC-------------------CATGCTCCCG 1595 
                 *                                                    *  *   
 
MRFV            GGCCTCT-------CCGCCGTCCTGGGTCGCCTACTCAGCCTTGG-------CCCTAGCA 1563 
CSDaV           GACATGCACGACAGCTACCATGCTATGTTTCATCCACAGCCCTGGGGACTCTCTCTGGCC 1932 
OBDV            AAAC----------CCATCGACCCCTGGGTCGTCGCGAGCCTCG--------CTGTCGCC 1617 
GFkV            ACAGCTCCATGTCCCTGCCATCCTCTTCGCCCCCCAACGCCCCAGCCGCCCCCTCATCTT 2132 
PnMV            AGCCTTCACGATTCCTACCACAATTACCATCATCCAAGCAAGTGGG----TCCTTGGATG 1582 
TYMV            AACGCCGAACTTTCATGGACCCTGAAGCGCTTCGCGCTGCCTTGGCAGGCCTCCCTAGTC 1655 
                                                                    *        
 
MRFV            -GCCGTGCCGCTGGCTGCGTTGG----------CTTTGCGCTGGTTTTACGGCCCGGACT 1612 
CSDaV           CGCAAGGCCATTTGCTGTGACAGAGCTCCATTCCTCCCCATCCCTCTTGTGCCCAGCTCT 1992 
OBDV            -GTTGCTATACCCGCCGCCTCCC-------TCGCCGTTCGCTGGTTCTTCGGCCCCGACA 1669 
GFkV            CGCGGGCCTGCTCATTGGGACTGTCCCTGTTCTGTACGGGGCCTACCGATGGTTCG-TCT 2191 
PnMV            GAGTCGCCGGCTCACCGTGGTCA---------CTCCCGAGGCTTTCCTGCCTTTCGAACC 1633 
TYMV            --CTCCTCTCTCTGTCGGAATCATC-----CGTACTGCTTCACAAACTGTTCTCCCCACC 1708 
                                *                                         *  
 
MRFV            --CTCCCCAGGCTCTTCACGATCAG-TATCATGCCAC---CTTCCATCCCGACC-----C 1661 
CSDaV           GACTTCAAAGCCCCACCCACACCAGCTACCCCTCTACTGACCTCCATCCCAATCAAGGGT 2052 
OBDV            --CCCCCCAAGCCATGCACGACCGA-TACCACACCAT---GTTCCACCCCAGAGA----- 1718 
GFkV            CCCGCTTCGACCCCCAGACGGTGTACAACCGTTACTCTGACCTTCTTCACCGCCCCA--C 2249 
PnMV            --TGTTCCAATCCCTGCG-GACCAATCGCCGCCACAATGGACCCCGGCCCCCCTC----C 1686 
TYMV            AACTCTCCAAGCCCAACACGAC-ACCTACCACCGACA---TCTTCACCCTGGATCC---T 1761 
                           *                 *              *  *             
 
MRFV            GTGGACTCTCGA------------------CCTTCCTCGTCGGCTCCG----CCGGTTTG 1699 
CSDaV           GTGGAGCCTCAAGTTCCTGGAGAAGGAGTACCTCCGCAGTCGGCTTCATCAACCGGCCCG 2112 
OBDV            GTGGCGCCTCAC------------------CCTGCCCAGG--------------GGCCCC 1746 
GFkV            ATGGCACCTCAC------------------CTTCGAGCGTG-------------AGCCCC 2278 
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PnMV            AGAGCCTGTCGAT-----------------CTCGCCTCAGATG-----------AGAAAC 1718 
TYMV            ACAGTCTCCAGTG----------GGAGAGGACGCCATTGTCGATTCCGA-GGACGACAGC 1810 
                   *                                                         
 
MRFV            AGCGCGAGTCCTTCATGCG------GACGGGTTCCGCTCCTTTGCCCCAGTCGCTCCCTC 1753 
CSDaV           GCATCGGACTCCCGCTGCGCCCCGCAACCAGCTTCATCAACTGGTCCGGATCAGCCCGCC 2172 
OBDV            ATCTCATGTGGCCGCT-----------CCAGCTTCTCCCCCCTTCCCCACCCACCTTCGC 1795 
GFkV            TCAGCTGCTTCCCAACC----------CCCTTTCTGCCCCACCCCAGCTCCCACCCCAGA 2328 
PnMV            TCCTCTGGTGCCGGCAGCA---------CGGCGTCGTTCACGGCCACCGACATCACCATA 1769 
TYMV            ATTTCTTCCTTTCACTCCCA--------CGACTTCAACAGCCCCTCCGGACCACTCCGAA 1862 
                    *                                                        
 
MRFV            CT---CCTGAAGGCTCTCTT-----CTCCCA--------------------GTTGAGCCT 1785 
CSDaV           CAGGACATGAGTGCTGCCCCCCAAGCTCCCACAAAATCCAAAGTTACTTTTGCTCAACCC 2232 
OBDV            C----CACTCCCGCTCCCGA-----CTCCCGA-------------------GCTGAACCC 1827 
GFkV            CGAG-CGCGTCGGCTCCCCCCC---CTCCCGC-----------------CCGCCCCACCC 2367 
PnMV            ACAATCATGGCCTCCGTGTTTTCCCCTGCCACA------------------CCTACACCG 1811 
TYMV            GC---CAGTCTCCCTCCCGCTTTCGCCTCCACC------------------TCCGTTCCC 1901 
                     *       *           *  **                           **  
 
MRFV            CCT------------CCTGT-----------------------CCCGAGCGATCCCG--A 1808 
CSDaV           CTTGAGAGCGTGACACCTGTAGTTCCAGGAGCAGGAGAACCTCCGCAGTCGGCTTCATCA 2292 
OBDV            CTCCAGC------CACCCTCCG------------------CTCCACCCTCGACC-CACGA 1862 
GFkV            CTTCCACC-------CCAGCCG------------------CCACCGCCCCCCCCCCCCCA 2402 
PnMV            CTGAAGGG----ATGTCTATCA--------------------TCTGCACCGATTACTTGC 1847 
TYMV            CGTCCACCT------CCAGTGGCATCGAGCCTTGGAGCCCAGCCTCCTACGACTACGGCA 1955 
                *               *                          *     *     *     
 
MRFV            ACCAGCCC----------TCGAGCCGTCGCCC-CCAGCGGCTTCGGTCCCTGCCCCAG-- 1855 
CSDaV           ACCGGCCCGGCATCGGTCTCCCGTCGTGACCCGCAAACGGCTTCATCAACCGTTCCGGAT 2352 
OBDV            GCCGGCTC--------CCGCCGATCTCGAGCCCCAAGCTCCTCCGGCCCACGCCCC---- 1910 
GFkV            ACCATCCC-----------CACACCCCCCCCTCTTCCCCGCTTCAATCCCGTCGCC---- 2447 
PnMV            CTGATTTCAG--------TGGAACAGAGAACCCTGGCCAACACCAAGCCGCTCATCCTGA 1899 
TYMV            GCGCCCCCGA-------CACCGATTGAACCCACCCAGCGCGCTCATCAAAATTCTGAC-- 2006 
                       *                      *      *     *                 
 
MRFV            --CCCCAGCTCTAGCTTCAGAGC--CTCCTCCT-------TCTCCTGAGTCGGTCGCCCC 1904 
CSDaV           GCTCCCACCCTGGACAGCAGTGTGACCCCTCCACCGATTATCTACCCAGTTGACCATCTC 2412 
OBDV            ----CCAGACCGAGCCTCCGAGT---CCCGTGATCGAGCAAGAAGCGCGTCCGAATCCCC 1963 
GFkV            ---TCCGCCCCGCCCGTCCTCACCGCCCCCCC---------CCGCCACCTCCCCCGCCTC 2495 
PnMV            TGACCAAGAGGCGCAGGCGGAGC--CGCATCC---------TTGCCCCCTCTCGCGCCCC 1948 
TYMV            ---CTCACGCTTGAAAGTTCAAC--CCCAATTGAACCCCCCCCACCCCCCATCCAATCCT 2061 
                                           *                             *   
 
MRFV            T--------TCCCGTCGCCGTCGTCGCGCCCGCCGTG--------CAGCT-GCGCGGGCT 1947 
CSDaV           CAGAATGACTTCGGCCCCTGCCGTTGTTCACTCTGCGAACCGCCCCAGCCAGCCCCAGTT 2472 
OBDV            T--------TCCCGCTCCTGCCCCGCTTTCTGCTCCCA-----CCCCCTCCGCTTCCGCG 2010 
GFkV            C------ACCCCGGCCCTCACTCCCATCCCGGCGCCGAA--GACCGCCCCACCCCTTACC 2547 
PnMV            T--------CTCAGAACCCAAGGCTGCGCCTGCTCAG------CCCGCGGAGCCTTGAAA 1994 
TYMV            CCGAC--ATCCCGCCTTCCGCCCCCGTTCTTTTCCCAGAAATCAACTCACCGCATCGTTT 2119 
                           *                                        *        
 
MRFV            CCGTCCCCTTCTCC--AGCGCTTCTGGGCGCC-------------------GACCTTCGC 1986 
CSDaV           CCCTCTGCCCCTCCC-ACTGTCTCTGACCACAAGGAATCCCAAGATGGTGAGGCCCTCGC 2531 
OBDV            CCTTCACTTGCCCC--AACACCCTCGGCCCCC-------------------GAGCCTC-C 2048 
GFkV            TTCCCCTCCCCCACC-CTCGTCGCTGAGCCC--------------------GACGCCCCC 2586 
PnMV            GTCCTTCAGCCCGC----CACCGCCAA---G---------------------AAGGCCGA 2026 
TYMV            TTCCCCCAAACTTCCCACCACACCCGATTTCGAACCC---------------ACCCGCAC 2164 
                          *  *                                           *   
 
MRFV            TTCGGGGACCT---TCCTCCTGTCTCTGCTTGGGACAGTGACCCCGAGATCTCGAAGCTT 2043 
CSDaV           TTCCGCCCTCCAAGCTCTCGGGCTCGCCCCTGCTCCACCAGCTCCTCTGTCTCAGAATCT 2591 
OBDV            CTCGCCGACCG---CTTCCGAGCAGGCCGCGTCCCTCATCCCTGCTCCCTCTTCCGCCCT 2105 
GFkV            GTCACCGCCCG---CCCCAGTCCTCTTCCCCTCGCCCCCAGCCGCCCCTTCTCCGAGCTC 2643 
PnMV            TCCAGCACCCC-----CAAAAACCCGAC---GTATTAACACCTACTCTCTGATGGGGGCC 2078 
TYMV            TTCACCCCCTCC--TTCCACTTCGCATCAAGATTCGACTGACCCCGCGGACCCCCTGATG 2222 
                  *                                      *  *                
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MRFV            GGT----GAGTCCACCCAGGGCA-------CCGTCTTTGCGGTCACCCCCGGCCCTCGCG 2092 
CSDaV           AACCATCGAGTCCTCAGGAGCCATGCATGCCTCTTGTTGGGATCAGCTCTCTTCCCCAT- 2650 
OBDV            CGTCGTGGAGCCATCCGGCGTCGTCTCTGCCTCATCTTGGGGCGCCACCAACCAGCCGGC 2165 
GFkV            TACCCCGGCCACTACGCCGATCATTCAGGCTCCTTCTTCCTCCAGCAGCCCCTCGTCGCC 2703 
PnMV            GACCA-AGTGTACCCGTCGATGA-----GCATGGTGACCTCCTCCCAATCTCCCACGAGG 2132 
TYMV            GGCTC---CCACCTTCTGCACCATT----CACTACCTGCACCTCCCACCCACCCGCTTCA 2275 
                                                                             
 
MRFV            --CTCCTGAGCCAGACACCGCCCGCCTGGATGCTGATCCTTCAGCCAGCGGTCCAGTCAT 2150 
CSDaV           --CATCGGACTGGGATCCCTCCCCCGTGGCTCGCGACAGCTCTGCCACCGGTCCACCAGG 2708 
OBDV            --CGATCAAGTC-GATGACTCCCCTCTCGCTCGCGATCCCAGCGCCTCCGGCCCCGTCCG 2222 
GFkV            T-CCTCCGTCCCCTACCCCGCCCTCGACTGCCTTCTGGTCTCCTGCTCCGCTGCCAGCGG 2762 
PnMV            --AGCTGTTCTCGGAAATCAGCC----AGCTCATGGTCGATCCACCGCCTATG-GGCGGT 2185 
TYMV            ATCTTCACAGCTCTTGCCCGCACCTTTGACAAACGACCCCACCGCGATCGGCCCGGTACT 2335 
                                  *   *                         *            
 
MRFV            GGAGTTTCGTGAGCTTCAGAAGGGTGCTTACATCGAGCCGACTGGCGCCTTCCTCACTCG 2210 
CSDaV           CATGTACTCTGATCTCTTCCCGGCTCCTTATCTCCCAGGCACCGGCCAATTCATCTTCCG 2768 
OBDV            CTTCTATCGAGACCTCTTCCCCGCCAACTACGCGGGTGATTCCGGCACCTTCGACTTCCG 2282 
GFkV            AATCCCAAAGGAAGACCTCTGGGCCAC---CCTTTGCCACATCTTTCCCCCCAGTGATCT 2819 
PnMV            CAGACTTCGCACACTCTACCCCGCGAACTATATAGGAACCTCCGCTGACTTCCTCGCTCG 2245 
TYMV            CCCCTTTGAAGAACTCCACCCACGCAGGTACCCCGAAAACACCGCCACTTTCCTCACGAG 2395 
                                                                   *         
 
MRFV            AGCCCGCAACTCGGTGTCCTCCAGCATCCCTTACCCTACGAGGGCTGCCTGTCTCCTCGT 2270 
CSDaV           CTCCAGAGCCAACGGCCGGGCCAACATTCCCTACCCCGACATGGAT---TGTCTCCTACT 2825 
OBDV            CGCCCGCGCCTCAGGCCGCTCTCCCACCCCATACCCCGCCATGGAT---TGCCTCCTCGT 2339 
GFkV            CGTCTCCGACCTTGGCCTCTCCACCAACCATCTCACCGCCCTCGCC----TTCACCTACC 2875 
PnMV            CCTCCGCAACGGCCCCCCAAGCCGTGTCCCAATCCCAGTGAACCAGAGTTGCCTCTTAGT 2305 
TYMV            GCTCCGTTCACTTCCTTCAAACCATCTACCACAACCCACCCTGAAT---TGTCTCCTCTC 2452 
                   *                        *      *                * * *    
 
MRFV            GGCCGTCAGTCAAGCGACAGGGCTTCCCACCCGCACTCTCTGGGCAGCCCTCTGCGCCAA 2330 
CSDaV           TTCCATCGAGCAGGCTACCCGCCTTCCCAAGGAGGCCCTCTGGGACACTCTCTGTGCCAC 2885 
OBDV            CGCCACCGAGCAAGCCACCCGCATCTCTCGAGAGGCCCTCTGGGACTGCCTCACAGCCAC 2399 
GFkV            AGTGGCTGGTCA--CTCTCCGCTCAGGAGAGTTGGTCCAGCGCCACGGCCTCCTCTCCGC 2933 
PnMV            GGCAATCAGCAAAGCCACCTCCATCTCGCTCGAAGAGTTGTGGAAGACCCTCGCTGCCCT 2365 
TYMV            TGCTGTCTCCGACCAAACCAAGGTTTCCGAGGATCACCTCTGGGAGTCCCTACAGACAAT 2512 
                           *                             *       **     *    
 
MRFV            CCTTCCGGATTCCGTTCTTGACGACGGT-TCACTCGCCACCCTGGGCCTCACCACCGACC 2389 
CSDaV           CTGCCCCGACTCTCTGCTTGACCCTGACACCATCCGCCGAGTCGG-CCTCTCCACAGACC 2944 
OBDV            CTGCCCCGACTCATTCCTCGACCCCAAGAGCATCGCCCAGCATGG-CCTCAGCACCGATC 2458 
GFkV            CCCTTTCGCCTTTGAGATCACCCACACC-CCACCCGTTCCTCCCG---CCACCGTCGGGC 2989 
PnMV            CCTGCCCGATTCTCTCCTGTTGCCTGAGGACATAACGACCCGCGG-CCTCTCCACGGACC 2424 
TYMV            TCTCCCAGACAGCCAACTCAGGAACGAAGAGATCAACTCTCTCGG-GCTTTCAACTGAAC 2571 
                       *         *             *            *           *  * 
 
MRFV            ACTTCGCCGTCCTTGCTCGCATCTTCTCCTTGAGATGTCGCTTCGTCAG---CGAGCATG 2446 
CSDaV           ATTTTGTTATCTTCGCCCACCACTACTCCCTCAGGTGCCGGTTCCATAC---CGCCCATG 3001 
OBDV            ACTTCGTCATCCTCGCTCATCGCTTTTCCCTATGTGCCAACTTCCACTC---CGCCGAGC 2515 
GFkV            ACTTCGCCCTCTCCGCCCCCCTCACCCCCACCTCCGCTTGCCTCACCGGGGGCGCCCCTT 3049 
PnMV            ACTTCGTAGTCTTGGCTTCCGCCCACTCTTTGAAGTGCATTTTCATCTC---CGGGGCGC 2481 
TYMV            ACCTCACTGCGTTGGCCCATCTTTACAACTTCCAGGCAACCATCTACTC---CGATCGTG 2628 
                *  *          **                          **        **       
 
MRFV            GCGACGTTGAGCTCGGGCTTCATGACGCCACCTCTCGCTTCACGATCCGCCATACCCCTG 2506 
CSDaV           GTGTCATTGAGCTGGGCATGGCCGACGCCACTTCATCTTTTGATATCGACCACACTGCCG 3061 
OBDV            ACGTCATTCAGCTCGGGATGGCCGATGCCACCTCCATTTTCATGATCAACCACACGGCTG 2575 
GFkV            CCCCAGTCATCTCCGGCCCCAAGGCCTCCGCCTCCCTCCCCCGCGCCCGCTTTGGGCCTC 3109 
PnMV            TCGAGCTCGAGTTAGGCCTCCACAACGCACACCACTCCTTCACAATCAGGCACACAAGCT 2541 
TYMV            GTCCCATCCTCTTCGGCCCATCCGACACCATTAAGAGAATCGACATCACCCACACCACCG 2688 
                      *       **           *                  *              
 
MRFV            GC---------CACTTCGAGCTCGTGGCTGACAACTTTTCTCTTCCCGC-TCT---CGTC 2553 
CSDaV           GC---------AATCCTGGCCACTTCTCCCTCCGGCAGTCTGCCACGCC-CCG---GCTC 3108 
OBDV            GCTCCGCGGGCCTCCCGGGCCACTTCTCCCTCCGCCTGGGTGACCAGCC-CCGTGCCCTC 2634 
GFkV            GCCCTGAAG--CTCCCCGGCCTCCCCTGACCCCCCCTGGCTTCACTCCCATCACCGAGCC 3167 
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PnMV            CGGCTAATCAACTGCCACACTTCGAGCTCGTCGCGGATGGGACCCGGGC-CCTTCGAGGC 2600 
TYMV            GACC------GCCATCCCACTTTTCACCCGGCAAA-AGACTTTTAGGCAGCCAACCCTCA 2741 
                                               *                   *         
 
MRFV            GGCGCCTCTTCTGTTCCGGGCGCTGACCTAGCCGAAGCGTGCAAGCGTTTCGTGGCTCCG 2613 
CSDaV           AATGGTGGCATTGCTCAGGACCTTGCTGTGGCCG---CCTTAAGG---TTCAACATT--- 3159 
OBDV            AACGGTGGCCTCGCTCAGGACCTCGCCGTCGCCG---CCCTCCGA---TTCAACATCTC- 2687 
GFkV            CACCCCTGCCACATCCCCG--TTCGCCCTCGCCG---CCCTCCGC---TTCCGGCTC--- 3216 
PnMV            GCCGCCAGCGATACGAAGGAATTGAACCGGGCCG---CCCTGGGT---TTCAAATTC--- 2651 
TYMV            GCTAAGGGCCATCCCTCCGACTCACTCATCAGAG---CCATGAAGTCTTTCAAAGTATC- 2797 
                                  *              *   *          ***          
 
MRFV            GACCGCACCGTCCTCCCGTTTCGAGACGTCCACATCCATCGCACCGACGTCCGCCGTGCC 2673 
CSDaV           GACGGCACTCTCCTCCCCATCCGCTCAGTTCATGTCTATTCCACCTGGCCCAAGAGAGCC 3219 
OBDV            --CGGTGATCTCCTCCCAACCCGATCCGTTCACACTTACAGGTCTTGGCCAAAGCGCGCC 2745 
GFkV            AACCGCCAGCCCCTCCCGATCCGCCAAGTCCACGCCTACTCCATCGCCCTCCCTCGCGCC 3276 
PnMV            AAGAACGCCTTCCTCCCGTTTCGCAAAGTCCATGTCTACACCACGGAACCCGATCGCGCC 2711 
TYMV            --CGGCAACTACCTTCCCTTCTCTGAGGCCCACAACCATCCCACCTCCATCTCACATGCC 2855 
                           *** **          *  **     *                   *** 
 
MRFV            AAGAACCTCATCTCCAACATGAAGAATGGCTTCGACGGCGTTATGGCGCAGGCCAACCCT 2733 
CSDaV           AAGAACCTGTCCTCAAATATGAAAAACGGCTTTGATGGAATCATGGCCAACATTCATCCC 3279 
OBDV            AAGAACCTTGTGTCCAACATGAAGAACGGCTTTGACGGAGTCATGGCCAGCATCAACCCG 2805 
GFkV            AAAAACCTCGTCTCCAATCTCAAGAACGGATTCGACGGTCTCGTCTCCTCCCTCCCCGCC 3336 
PnMV            AAGAATCTCATCTCAAACATGAAGAATGGCTTCGATGGTGTCCTCGCCAACATTGACCCG 2771 
TYMV            AAGAACTTGGTTTCAAACATGAAGAATGGATTCGACGGCATCCTCTCCCTTCTCGACGTC 2915 
                ** **  *    ** **  * ** ** ** ** ** **  *  *  *              
 
MRFV            CTCG-ACCCGAAGAGTGC-----------CCGAGAGCGGTTTCTCATGCTCGACTCTTGC 2781 
CSDaV           ACCA-AGACCAATGAATC-----------CAGAGAAAAGATTTTGGCCCTGGACTCCCAG 3327 
OBDV            ATCC-GACCCAGCGATGC-----------TCGCGAGAAGATCGTCGCCCTCGACGGTCTC 2853 
GFkV            TCCG-ACCGCACCAACCT-----------CCTCCCCCTCATCCAAGCCCTTGATCACACC 3384 
PnMV            AACC-ACCCGCATGAAGC-----------CCGTGACCGCCTCCTCGCCCTTGACGGCAGT 2819 
TYMV            TCCACAGGCCAACGAACCGGACCCACCCCCAAAGACGCGATCATTCAGATAGACCACTAC 2975 
                  *                                     *        * **        
 
MRFV            CTCGACAT---CGCTGCGCCTCGCCGGGTTCGTCTGATCCACATTGCAGGCTTCGCTGGT 2838 
CSDaV           CTTGATAT---TGCAGTCCGGAGATCTGTCCGCCTCATCCACATTGCCGGCTTTCCAGGC 3384 
OBDV            CTAGACAT---TGCCCGACCCCGATCCGTCCGCCTCATCCACATTGCTGGTTTCCCAGGC 2910 
GFkV            GCCGACTTCCCTCCCGCCCGCCCCCCCGTCGGCCTCATCCACATCGCCGGCTTCGCTGGC 3444 
PnMV            ATTGAAGT---GCACGCCCCCAGAAAGGTAAGTCTGATTCACCTAGCCGGGTTTCCAGGC 2876 
TYMV            CTCGACAC---CAACCCCGGCAAAACCACCCCTGTGGTGCATTTTGCTGGTTTCGCTGGC 3032 
                   **                             *  * **  * ** ** **  * **  
 
MRFV            TGTGGGAAATCTTGGCCGATCTCCCATCTGCTCCGCACCCCCGCCTTTCGCGTCTTCAAG 2898 
CSDaV           TGCGGCAAGTCCTTCCCCATCTCCCGCCTCCTCCGCACTCCCACCTTCAGGAACTTTAAG 3444 
OBDV            TGCGGAAAAACACATCCGATCACCAAGCTCCTCCACACCGCCGCCTTCCGCGACTTCAAA 2970 
GFkV            TGCGGTAAGAGCTACCCCATCCAGCAACTGCTCGCCACCCAGACCTTCCGCCACTTCCGC 3504 
PnMV            TGCGGAAAGACCAAGCCCATCCAGGCGCTCCTCAAGACGAGCCTGTTTGCGGACTACAAA 2936 
TYMV            TGTGGAAAGACATATCCGATCCAACAGCTCCTTAAAACTAAACTGTTCAAAGACTTTCGG 3092 
                ** ** **       ** ***      ** **    **       **      **      
 
MRFV            CTCGCCGTTCCAACCACCGAGCTTCGCGACGAGTGGAAGGCCCTTATGGATCCTCGCGAC 2958 
CSDaV           GTGGCTGTGCCAACTGTCGAGCTTCGAGCTGAATGGAAAGCAATCATTGGCCTCCCAACT 3504 
OBDV            CTCGCCGTCCCGACCACCGAGCTCCGGTCTGAGTGGAAAGAGCTCATGAAGCTCTCACCC 3030 
GFkV            GTCGTCACCCCCACCACTGAGCTTCGCCACGAATGGAAACGTGCGCTCAAGCTCGAAGGC 3564 
PnMV            GTGGCAGTGCCCACCGTGGAGTTACGCGCCGAGTGGAAAGCTGATCTGGCGCTCAAAACC 2996 
TYMV            GTCTCCTGCCCCACCACAGAACTCAGAACCGAATGGAAGACTGCGATGGAACTTCATGGC 3152 
                 *       ** **    **  *  *    ** *****        *    *         
 
MRFV            CAGGACAAGTGGCGCTTTGGCACCTGGGAGTCTTCCCTCCTCAAGACTGCCCGCGTCCTT 3018 
CSDaV           TCTGAGGCATGGCGCATCGGTACCTGGGAATCCTCTCTGCTCAAATCTGCCCGGGTTCTC 3564 
OBDV            TCTCAGGCCTGGCGCTTCGGCACCTGGGAGTCCTCCCTTCTCAAGAGCGCCAGGATCCTC 3090 
GFkV            CCCTCCTCTTGGCGCGTCTCCACCTGGGAGACAGCCCTCGCGAAGCGTGCTTCGGTCCTT 3624 
PnMV            GGCCAGGCTTGGAGACTCTCCACTTGGGAGTCATCCTTGCTCAAGACCGCCTCCATTCTT 3056 
TYMV            TCCCAGTCATGGCGCTTTAACACTTGGGAGTCTTCCATTCTCAAGTCATCCAGAATTCTG 3212 
                         *** *  *    ** *****  *  *  *    **     *     * **  
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MRFV            GTCATCGATGAGGTGTACAAGATGCCTCGCGGGTATCTTGATCTGGCCATCCATGCGGAC 3078 
CSDaV           GTCATTGATGAAATCTACAAGATGCCCCGGGGCTACATTGATCTCGCCATCCACTCTGAT 3624 
OBDV            GTGATCGATGAGATCTACAAGTTGCCCCGAGGGTACCTCGACCTAGCCATCCACTCCGAC 3150 
GFkV            GTCATCGACGAGGTCTACAAGCTCCCTCGCGGGTACCTCGACCTTGCCCTTCTCGCCGAC 3684 
PnMV            GTTATTGATGAGGTGTACAAAATGCCCCGCGGTTACGTGGATTTGGCGGTGGCAGCTGAT 3116 
TYMV            GTCATCGATGAAATCTACAAAATGCCAAGAGGGTACCTCGACCTTTCCATTCTCGCTGAC 3272 
                ** ** ** **  * *****  * **  * ** **  * **  *  *  *     * **  
 
MRFV            GCCGCCATTCAGTTCGTGATCCTGCTCGGCGATCCGATTCAAGGCGAGTATCACTCCACA 3138 
CSDaV           CCAACCATTGAGATGGTCATTGCTCTCGGTGACCCACTCCAAGGCGAGTACCACTCCACT 3684 
OBDV            TCGTCCATCGAGTTTGTTATCGCCCTGGGAGATCCTCTGCAAGGCGAGTATCACTCCACT 3210 
GFkV            CCCACCGTCGAGTTCGTCATCATCCTCGGCGACCCCCTCCAAGGATCCTACAACCCCACC 3744 
PnMV            CCTACCGTCCGTTTTGTCATTCTTTTGGGTGACCCCCTTCAAGGCGAGTATCACAGCTCC 3176 
TYMV            CCCGCCCTCGAACTCGTCATAATTCTCGGTGATCCTCTCCAGGGCGAGTACCACTCTCAA 3332 
                 *  ** *     * ** **     * ** ** **  * ** **    **  **       
 
MRFV            CATCCCAGCTCCTCCAACGCCCGCCTTTCTCCCGAGCACCGGTACCTCCGCCCGTATGTG 3198 
CSDaV           CATCCTTCTTCCACCAACTCCCGCCTTCTTGCTGAACCACACCACCTCTCCATGTATCTC 3744 
OBDV            CATCCCAGCTCCTCCAACTCTCGCCTCATTCCCGAAGTCAGCCATCTCGCTCCCTACCTC 3270 
GFkV            AACCCCGACTCTTCCAACCACCGCCTCATCCCCGAAGAAGACCACCTCCGCCCGTTCATC 3804 
PnMV            CATCCGGAATCCCAGAACAAGCGGCTCTCCTCGGAGATCCACAGGCTGCTCAAGTACATC 3236 
TYMV            TCCAAAGACTCATCCAATCACCGCCTTCCCTCCGAAACTCTCAGGCTGCTACCATACATT 3392 
                         **    **    ** **     * **          **       *   *  
 
MRFV            GACTTCTACTGCTTCTGGAGCCGCCGCATCCCTCAGAATGTGGCCCGCGTCCTCGACGTG 3258 
CSDaV           GACTACTACTGTATGTGGTCCCATAGAGTCCCTCAGAATGTCGCTGCTTTCTTCCACATC 3804 
OBDV            GACTACTACTGCCTCTGGAGTTACCGCGTCCCCCAAGACGTCGCCGCTTTCTTCCAGGTT 3330 
GFkV            GACTTCTATTGTCTGTGGACTCGCCGCCTCCCCCGCCTCGTCGCCGACTTCTTCGGCGTA 3864 
PnMV            GACTGCTATTGCCTCTGGTCTCACCGAATCCCTCAATGCGTCGCCCGCTGTTTCGGGGTT 3296 
TYMV            GACATGTACTGCTGGTGGAGTTATCGCATTCCCCAATGTATCGCCCGACTCTTCCAAATT 3452 
                ***   ** **    ***       *  * ** *      * **        **    *  
 
MRFV            CCCACGACCTCGACTGAGATGGGTT---TTGCT--CGCTACTCGCAGCAGTTCCCGTTCT 3313 
CSDaV           AAGACCACCTCCAAGCAGCCAGGCT---TCTGC--CGCTACCAGCGAGAGCTTCCCAACT 3859 
OBDV            CAGAGCCACAACCCTGCTCTCGGGT---TTGCC--CGTCTCTCGAAGCAGTTTCCCACGA 3385 
GFkV            CCCACCACCAACCCCACTCGCGGTCACCTCGCCTTCGCCTCCCTCAACACCACTCAATCC 3924 
PnMV            GAGAGCTCAAACGAGCACGAAGGTTACGTGGGCTTCAGCTCCTTTATCGCACCCCAGGAC 3356 
TYMV            CACAGCTTCAATGCCTGGCAGGGAATCATCGGCTCCGTTTCAACTCCCCAGGATCAATCC 3512 
                   *                 **     *      *    *             *      
 
MRFV            CTGGGAAGATCCTCATCTCAGCGCGCGACTCCGCCAAGAGCCTGGCTGATTGTGGCTACC 3373 
CSDaV           CCAGGA---TCCTGGCCAACTCTCAAAATGCAGGCCATACTCTTCAGCAATGCGGCTATG 3916 
OBDV            CCGGGCGCGTCCTCACCAACTCACAGAACTCGATGCTTACCATGACGCAGTGCGGCTACT 3445 
GFkV            CCTC-----TCCTCGTCCCCTCCGACTCCATGGCCCGAGCCCTCACTGCTGGCGGCCACC 3979 
PnMV            ATCA-----CCCTCGCTTGCTCGCAGAGCTCAGCCAAGACCTTGCGCGACGCCGGATACC 3411 
TYMV            CCCG-----TTCTCACCAACAGTCATGCCTCATCTCTCACCTTCAACAGCCTGGGATATC 3567 
                           **                             *          **  *   
 
MRFV            ATGCTGTCACTATTGCCAGCAGCCAGGGGTCCACCATTGCTGGTCCGGCCTATGTCCACC 3433 
CSDaV           CCGCCGTCACCATTGCCTCAAGTCAGGGTTCCACTTATGACAATGCGGCCTGCATCCATC 3976 
OBDV            CTGCCGTCACCATTGCCTCAAGCCAGGGTTCCACCTACAGCGGCGCCACGCACATCCACC 3505 
GFkV            GCGCCATCACCTACGCCGCCTCCCAAGGTTCCACTTACCCCGCCCCCGTCCACATCTTCC 4039 
PnMV            CTGCCACCACCGTCAGCAGCTCTCAAGGTTCCACTTACCGCACCCCAATCAATCTTCTCC 3471 
TYMV            GCTCCTGCACGATCAGCTCTAGCCAAGGCCTCACATTCTGCGACCCTGCCATCATCGTCC 3627 
                   *   ***      *      ** **   ***           *        *    * 
 
MRFV            TCGATAACCATTCGAGGCGTCTCTCACACCAGCATTCTCTCGTCGCCATCACTCGATCCA 3493 
CSDaV           TTGACCGCAACAGCTCCCTGCTCTCCCCTGCTCATTCCATGGTCGCTCTCACCCGCTCCA 4036 
OBDV            TTGACCGCAACTCATCGCTCCTCTCCCCTTCGAACTCCCTCGTCGCCCTCACTCGCTCGA 3565 
GFkV            TTGACCGCAATTCTAACCTCGTCACCAACCATGTCGCCCTCGTCGCCCTTACCCGTTCCC 4099 
PnMV            TCGACAGAAACAGTCGCAGACTTAGCAGCGCCGTCTCACTGGTCGCCGCCACTCGTTCTA 3531 
TYMV            TGGACAACTACACCAAGTGGCTCTCCTCGGCCAACGGCCTCGTCGCCCTCACCCGATCCA 3687 
                * **     *           *                 * *****    ** ** **   
 
MRFV            AATCCGGCATAGTCTTCA---CCGGCGACAAGGCTGCAGCGGACGGCACCTCCTCCGCCA 3550 
CSDaV           AGGTTGGTGTCATCTTCA---CCGGGGATCCTGCCCAGCTGTCCAATGCCCCGAGCTCCA 4093 
OBDV            GAACCGGCGTGTTCTTCT---CCGGGGACCCTGCTCTTCTCAACGGTGGTCCCAACTCCA 3622 
GFkV            GCTCTGGCGTCCACTTCCGCCCCCGCGCCCAGGACCTCCCTCGCCACCCCCAGCACCTCT 4159 
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PnMV            CCATGGCCATAAACATGA---CGGGCGATCGGGATGTTCTGCAACAGGGCCCACACAACA 3588 
TYMV            GATCAGGTGTCCAATTCA---TGGGCCCCTCTTCCTATGTCGGGGGAACCAACGGCTCTT 3744 
                     *   *     *        *                              *     
 
MRFV            ATCTCCTCTTCT------------CCGCTGTGCTC-----CTTGATCGGCGCCTCT---- 3589 
CSDaV           ACAGAATGTTCT------------CTGAATTCTTC-----TCAGGCCGCACCCGCC---- 4132 
OBDV            ACCTCATGTTCT------------CTGCCTTCTTT-----CAGGGCAAGTCTCGCC---- 3661 
GFkV            TCACCGCGTTCTACAAGTACGCGATCGACCTCCTCGCCCACGAAGCCGATCCCTCCAAGC 4219 
PnMV            ACCCGGTGTTCT------------CTGCGCTTTAT------AACGCCAATCTGATA---- 3626 
TYMV            CTGCCATGTTTT------------CTGACGCCTTC------AACAACAGCCTCATCA--- 3783 
                        ** *              *                                  
 
MRFV            --CGGTGCGCTCCCTT----------------TTCAGCGCGCTCCTGCCCTGCTGCCCGT 3631 
CSDaV           --CTCTTCATGACTGG----------------TTCCACAATGAGTTCCCAAAGGCCACTG 4174 
OBDV            --ACATTCGCGCCTGG----------------TTCCCCACCCTTTTCCCTACGGCCACTC 3703 
GFkV            CCCGCCCCACCCCCGTCGACGTCACGCTGCTCTTCCAACAGCAGCTCCGCGGCCTCACCA 4279 
PnMV            -TCCCTGCACAGCCTG----------------TTCCCAACGCTTTTCGCAAAGTTGCCGA 3669 
TYMV            --TCATGGATCGCTAC----------------TTCCCATCCCTGTTCCCACAACTCAAGC 3825 
                            *                   ***          *               
 
MRFV            TCGTCACGGAGCCTCCA-----ACGTCTC---GAGCCGTTCTCT----TGCGCGGAGCTG 3679 
CSDaV           TCCTCACCGAGCCCCTC-----AAGACTC---GGGGGCCCCGCC----TCACCGGTGCTG 4222 
OBDV            TCCTCTTCTCCCCCCTCCGCCAACGCCAC---AACCGCCTCACTGGCGCCCTCGCTCCCG 3760 
GFkV            TCCTCCGTGACCCCTCCTTCTCCCGCATCACCGGTGGCGCCACCCACGCCTTCCTCGCCC 4339 
PnMV            TCAT------------------ACGCACC------GCGATCACCA--GTCGTAGGGGCAT 3703 
TYMV            TCATCACCTCCCCCCTC-----ACAACTC------GCAGCCCCAAACTCAACGGGGCCAC 3874 
                ** *                        *           * *              *   
 
MRFV            GCT-ACGGC----------ATTGCTCGGCCTCT---TCG----------------CGCTC 3709 
CSDaV           CCTCACCAT----------ACTCCAAGGTGTTC---CCATC--------------CGGCA 4255 
OBDV            CCCAACCTTCCCACCTCCTGCTCCCTGACCTTC---CGAGCCTCCCTCCTCTCCCCGCCT 3817 
GFkV            ACGCCCCACTCTTCACCAACCTCCACGGCCTCCGCCCCACCACCTTCCCGGACAACCTTC 4399 
PnMV            GCTGACCG-----------GTGGCAACACCTCT--------------------------- 3725 
TYMV            CCCCAGCGC----------ATCTCCCACCCATCG---------------------CTCGC 3903 
                 *                     *                                     
 
MRFV            GCGA---C-GCCCCCCCTC--------TCGGCCCCGATTACGTTGGAGACGT-------- 3749 
CSDaV           AGGATTCC-ACCCCGGCCC--------TCAAACCTGATTTCCAGGGGGACGTT------- 4299 
OBDV            CCGGTCCCTACTCCCGCTCATTCCCAGTTCGATCTCGCTTCGCCGCGGCCGTCAAGCCTT 3877 
GFkV            CCACCGCCCCCACCTACCTGGCCCGTTCCCTCCCCTACCACCAGACCGA-GTCCTACCCC 4458 
PnMV            -----------------------------------------GGTGAGGACG--------- 3735 
TYMV            CAAACTTCCACCTCCCCCCA--------CACATTCCCCTCTCTTATGATCGTG------- 3948 
                                                                  *          
 
MRFV            -------------CATTCT-TGACTCCTCCGCCCCGATCCTTGGTGACGGATCCGCCAAC 3795 
CSDaV           -------------CGTTCT-TCTCGGGCCCCCATCG-TTCTGGGCTCCGGCGAGCTCAAT 4344 
OBDV            CCGACCGGTCAGACGTCCTCTCGTGGGCCCCTATCG-CCGTCGGTGACGGGGAAACCAAC 3936 
GFkV            ACCTCAGCCCTCCCGCACCGTGTCTTCCCCGCCTCCACCACCGACTGGTCAGCCGCCGAC 4518 
PnMV            --------------ACGTTATCATTGATTCAAGACG--TCCGGGCC------CGCTGAAT 3773 
TYMV            --------------ATTTCGTCACGG--TCAACCCAACTCTCCCTGATCAGGGACCCGAA 3992 
                                    *        *    *                       *  
 
MRFV            GC---TCCCCAGGTCAGCACTCACTTTCTTCCGGAGACGCGTCGGCCTCTGCATTTCGAT 3852 
CSDaV           GC---TCCACAGGTCTCAACTCACTTCCTTCCTGAGACTCGCCGCCCTCTTCACTGGGAC 4401 
OBDV            GC---CCCTCGCATTGACACCTCCTTCCTGCCCGAAACTCGCCGCCCGCTTCATTTTGAT 3993 
GFkV            GACCATCCCCGAGTCAACCCCACCTTCGTCGCCGAGACCCGCCTCCCCCTCCAGAGTGAA 4578 
PnMV            GC---TCCAGAGGTCGACGATACTTTCCTCCCGACTTGGCGACGCCCTCTTCACCGGAAT 3830 
TYMV            AC------AAGACTCGACACCCACTTCCTCCCACCTTCTCGGCTCCCGCTTCATTTCGAT 4046 
                             *          **  *  *       ** *  ** ** **     *  
 
MRFV            ATTCCTTCCGCCCGTCATCAAGTCGCCGATCACCCCCTCGCGCCCGATCACTCCGCCTGC 3912 
CSDaV           ATCCCTTCTGCCATCCCTGAGAGTGCCACCAGGCCTGATTCCACTGAGCCCACCACTTGC 4461 
OBDV            CTTCCCTCGTTCCGCCCCCAAGCCCCACCGCCTCCCTCTGACCCAGCCCCTTCTGGGACC 4053 
GFkV            CTCGCCCCCACCCTCCC---ATCCCAACCAGAACCTTCCCCGACCTACCACTCCCCCGCC 4635 
PnMV            CTTGCCTCTGCTGTTCAC--AGCAATTGCCCGGCCCAAT-CCACTCACGTCACTCCGGCC 3887 
TYMV            CTCCCACCAGCTATCACC---CCCCCCCCGATTTCCACAAGCGTCGACCCGCCACAAGCT 4103 
                 *  *  *                          *                 *        
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MRFV            GCCATTGAGCCCGTATATCCCGGTGAGAGCTTCGAATCTCTCGCCTCTCTCTTTCTCCCC 3972 
CSDaV           CATCCTGAGCCGGTTTACCCAGGGGAAACCTTTGAAAATCTTGCTGCCCACTTTCTCCCG 4521 
OBDV            GCCTTTGAGCCCGTTTACCCCGGCGAAACCTTCGAAAATTTGGTCGCCCACTTCCTTCCG 4113 
GFkV            ACCTTCGAGACCGTCTACCCTGGAGTGGACGGCGAAGCCCTCGCCCGCACCTTCCTTGCC 4695 
PnMV            GCTATCACTGCGGTTTATCCTGGTGAGTCCTTTGAAAATCTCGCAGCACATTTCCTCCCC 3947 
TYMV            AAAGCTAGCCCCGTCTATCCAGGCGAGTTCTTCGATTCTCTGGCGGCGTTCTTCTTACCA 4163 
                          * ** ** ** ** *    *   **     * *        **  *  *  
 
MRFV            CCGACGGATGCCGAGAGCAAGGAAACTTACTTCCGAGGGGAGATGTCGAATCAATTCCC- 4031 
CSDaV           GCTCACGATCCCACTGATCGAGAAATCTACTGGCAGGGCCAGCTGTCCAACCAGTTCCC- 4580 
OBDV            GCTCACGACCCCACTGACCGCGAAATCCACTGGCGTCGGCAGCTTTCCAACCAGTTTCC- 4172 
GFkV            GCCACCGACCCGTTGGAGCTGGAGATCTTCTTCCGCAACAACTGGTCCAACCAGTTCCC- 4754 
PnMV            GCTCACGACCCCGAAATTAAGGAGATCTTGCACCGCGGCGAGTTCAGCGCGCAGTTCCCG 4007 
TYMV            GCACACGACCCATCAACAAGGGAAGTACTCCACAAAGATCAATCTAGCAACCAGTTCCC- 4222 
                 *    **  *          **                 *          ** ** **  
 
MRFV            --CCATCTCGATAAGCCGTTCGAGTTGGGTGCGCAGACGTCGAGCCTCCTTGCGCCGCTT 4089 
CSDaV           --TCACATGGACAAAGAGTTCCACCTGGCCGCTCAGCCCATGAGCCTCCTGGCTGCGATT 4638 
OBDV            --CCATGTCGATAAGGAGTACCACCTCGCGGCTCAGCCAATGACGCTCCTCGCTCCCATC 4230 
GFkV            --CTTCATCAACCGCCCCGACACCGTAGCCTGCAACCCTCTCACCCTCGTCGCCCCCACC 4812 
PnMV            ATTCTCCTGAATCAGGATTTCTCTCTCTCCGCGCAGTCTTCCACGTTGATTGCGGCTAAG 4067 
TYMV            --TTGGTTCGACCGACCCTTCAGCTTGTCCTGCCAGCCCTCAAGTTTAATTTCTGCCAAG 4280 
                       *  *         *    *        *  *    *   *  *  *  *     
 
MRFV            CACAACTCCAAGCACGACCCTACGCTCCTCCCGGCCTCCATCGGGAAGAGATTGCGCTTC 4149 
CSDaV           CATCAAGAGAAACAGGACCCCACTCTGCTCCCAGCTTCCATCCAGAAGAGGCTCCGCTTC 4698 
OBDV            CACGACTCCAAGCACGACCCCACCCTCCTTGCCGCCTCCATCCAGAAACGACTTCGATTT 4290 
GFkV            CACAACCAAAAGCAAGACCCCACCCTCCTCCACGCTTCCCTCGCCAAGCGTCTCCGCTTC 4872 
PnMV            CATGACTCCAAGCGCGACCCGACGCTGCTCGTCGCCTCCATTACCAAGCGCCTCTGTTTC 4127 
TYMV            CATGCACCCAACCACGATCCGACCCTTCTGCCTGCCTCCATCAATAAACGCTTGCGATTC 4340 
                **       ** *  ** ** ** ** **    ** *** *    **  *  *  * **  
 
MRFV            CGCCATTCCGAGGCACCCTACGTCATAGCCCCTCGCGACGAAATTCTGGGGTCACTCCTC 4209 
CSDaV           CGCCCATCAGACAGGCCTTACCAGATCACTCCAAAAGATGAAATCCTGGGCCAATTGCTC 4758 
OBDV            CGACCCTCCGCCTCTCCCTACCGAATCTCCCCTCGTGACGAGCTGCTTGGCCAGCTCCTC 4350 
GFkV            CGCGACTCCACAGCCCCCTACACCATCACCGCCAAGGATCAAGCCTTAGGCTACATCCTT 4932 
PnMV            CGCCCGAGCGATTCTTCGTACCAGCTCTCCTCCAAGGACCAAATTCTGGGCTTGACCCTC 4187 
TYMV            AGACCCAGTGAAGCACCGCACCAAATCACCGCAGACGACGTGGTCCTAGGCCTGCAACTC 4400 
                 *              *  **    *  *  *    **        * **       **  
 
MRFV            TACGAGGCCTGGTGTCGAGCCTATCACCGTTCCCCTCGGGACGTTGAGCCGTTTGACCCA 4269 
CSDaV           TTTGAAGGCCTCTGCCGAGCCTATCATCGGTCCCCTTTCCACACTGAGGCCTTTGATCCT 4818 
OBDV            TACGAGAGTCTCTGCCGCGCGTATCATCGTTCCCCAACCACCACCCACCCTTTCGATGAG 4410 
GFkV            TACCACTCCCTCCAGCGCGCCTACTGCCGTTCCCCCGAGCCCGTC---CCCTTCGACCCA 4989 
PnMV            TACCACAGTTGGTGCCGAGCTTACAACCGCCACCCGCAGGCAGTCGTTCCATTCGATGAG 4247 
TYMV            TTCCACTCTCTCTGCCGCGCCTACTCACGTCAACCCAACATCACCGTTCCATTCAACCCT 4460 
                *   *          ** ** **    **    **              * **  *     
 
MRFV            GACCTTTATGCCGAGTGCATCAACCTCAACGAGTTTGCGCAGCTCTCTTCCAAGACCCAG 4329 
CSDaV           GTTCTGTTCGCCGAGTGCATCAATCTGAATGAATTCGCCCAGCTCTCCTCCAAGACTCAG 4878 
OBDV            GCCCTCTTCGTCGAGTGTATCGACCTGAACGAATTCGCTCAACTCACCAGCAAAACTCAG 4470 
GFkV            GTCCTCTTCGCGTCCTGCATCGCGGAGAACGACTTCGCCCAGCTCACCTCCAAAACCCAA 5049 
PnMV            TTGCTGTTTGCGGAGTGCATCAACATTAATGAGTTCGCGCAGTCCTCGAACAAGACCAAG 4307 
TYMV            GAACTTTTCGCAGAATGTATCTCTCTGAATGAATACGCGCAGCTCAGTTCCAAAACCCAA 4520 
                   ** *  *     ** ***      ** ** *  ** **   *     *** **  *  
 
MRFV            GCAACCATCATGGCTAACGCCAACCGCAGCGACCCAGACTGGCGCTGGTCCGCCGTTCGC 4389 
CSDaV           GCCACCATCATGGGCAATGCTCGCCGCTCTGATCCAGACTGGCGGTGGAGTGCTGTCCGC 4938 
OBDV            GCCGTCATCATGGGCAACGCCCGCCGCTCTGACCCAGACTGGCGCTGGTCCGCCGTCCGG 4530 
GFkV            GCCACCATCCAAGCCAACGCCTTCCGCTCCGACCCGGATTGGCGTCACACCTTCGTCCGC 5109 
PnMV            AGCACGATCATAGCGAACGCCAGCCGATCGGACCCTGATTGGCGCATCACAGCCGTCAAG 4367 
TYMV            TCCACCATAGTGGCCAACGCTTCACGCTCCGACCCAGACTGGCGACACACCACCGTCAAG 4580 
                      **    *  ** **    **    ** ** ** *****          **     
 
MRFV            ATCTTCGCCAAGACGCAGCATAAGGTCAACGAGGGCTCGCTTTTCGGCTCCTGGAAAGCC 4449 
CSDaV           ATCTTCTCCAAGACCCAGCACAAAGTAAATGAAGGGTCCATCTTTGGTTCCTGGAAGGCA 4998 
OBDV            ATCTTCAGCAAAACCCAGCACAAGGTCAACGAAGGTTCGATCTTTGGAGCCTGGAAAGCT 4590 
GFkV            ATCTTCTCGAAGACCCAGCACAAGGTCAACGAGAACTCTCTTTTCACCTCTTGGAAAGCC 5169 
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PnMV            ATTTTCAGTAAAACGCAGCACAAAATCAATGAAGCCTCCATCTTTGGATCCTGGAAGGCT 4427 
TYMV            ATTTTTGCGAAAGCTCAACACAAAGTCAACGACGGCTCCATCTTCGGTTCATGGAAGGCC 4640 
                ** **    **  * ** ** **  * ** **    **  * **     * ***** **  
 
MRFV            TGCCAAACCCTCGCTCTCATGCACGATGCTGTCGTTCTGCTCCTTGGCCCCGTCAAGAAG 4509 
CSDaV           TGTCAGACTTTGGCCCTCATGCATGATGCTGTTGTCCTTATCCTGGGCCCCGTCAAGAAG 5058 
OBDV            TGCCAGACCCTCGCTCTCATGCACGACGCCGTCGTTCTGCTCCTTGGCCCCGTCAAGAAG 4650 
GFkV            TGCCAGACCCTCGCCCTCATGCATGATTACTTGATCCTGGTCCTCGGCCCAGTGAAAAAG 5229 
PnMV            TGTCAGACGCTGGCTCTCATGCATGATTATGTCGTTCTTTTCCTGGGTCCGGTCAAGATA 4487 
TYMV            TGCCAAACTCTCGCACTCATGCATGATTACGTAATTCTGGTTCTTGGACCCGTCAAGAAA 4700 
                ** ** **  * ** ******** **     *  * **  * ** ** ** ** ** *   
 
MRFV            TATCAACGCTTCTTCGATCAGCGCGATCGGCCTTCCACCCTCTACGTCCACGCGGGCCAC 4569 
CSDaV           TACCAGAGAGTGTTTGACCAGAGAGACAGACCCCGGCACCTTTACATCCATGCCGGCAAC 5118 
OBDV            TATCAACGCGTCTTCGATGCTCGAGACCGCCCCGCCCACCTCTACATCCACGCCGGCCAG 4710 
GFkV            TATCAGCGCATCCTCGACAGCCGAGACCGCCCCGCCCATCTCTACATCCACGCCGGCCAG 5289 
PnMV            TATCAGCGCATCTTTGACTCCCAAGAGCGACCAGCGAACGTGTATTACCATGCTGGCCAC 4547 
TYMV            TATCAAAGAATCTTCGACAACGTTGATCGGCCATCTCACATCTACTCACACTGCGGCAAG 4760 
                ** **  *  *  * **       **  * **        * **    **    *** *  
 
MRFV            ACTCCTTTCGAGATGGCCGACTGGTGCCGCGCCCATCTGACCCCAGCGGTC---AAGCTG 4626 
CSDaV           ACTCCTTCACAGATGAGCAACTGGTGCCAGCAGCATCTCACCACCGCTGTC---AAGCTG 5175 
OBDV            ACGCCCTCTTCCATGAGCCTGTGGTGCCAGACCCACCTCACCCCCGCTGTC---AAGCTC 4767 
GFkV            ACCCCCCACCAACTTTCCGAGTGGTGCCAAAACCACCTCACTCCCTCCGTC---CACCTC 5346 
PnMV            TCCCCTCTTGAGATGTCCGAGTGGGCCCAAAAGCACCTCCAATCAGGAATC---TCTCAC 4604 
TYMV            ACACCCAACCAACTTCGAGATTGGTGCCAGGAACATCTCACTCATTCCACCCCAAAAATC 4820 
                 * **        *       ***  **     ** **            *          
 
MRFV            GCCAACGACTACACCGCTTTCGACCAGTCGCAGCACGGCGAGGCCGTTGTCTTCGAGCGC 4686 
CSDaV           GCCAATGATTACACCGCCTTTGATCAATCTCAGCATGGGGAGGCAGTTGTTCTCGAAAGA 5235 
OBDV            GCGAACGACTACACCGCTTTCGACCAGTCTCAGCATGGCGAGGCCGTCGTCCTCGAGAGA 4827 
GFkV            GCCAATGACTACACGGCCTTCGACCAATCGCAGCACGGTGAAGCCGTCGTGCTCGAGGCT 5406 
PnMV            ACTAATGACTACACAGCCTTTGACCAAAGCCAGCATGGCGAGGCGGTCGTCTTCGAGATG 4664 
TYMV            GCAAACGACTACACCGCCTTCGACCAATCCCAGCATGGAGAATCCGTGGTTCTTGAAGCC 4880 
                 * ** ** ***** ** ** ** **    ***** ** **  * ** **  * **     
 
MRFV            TACAAAATGAATCGCCTCTCAATTCCTGCCGAGCTCGTCGACCTGCACGTCTACCTGAAG 4746 
CSDaV           AAGAAGATGGAAAGGCTCTCCATTCCACAGGCCCTCATTGACCTCCACATCCATCTCAAG 5295 
OBDV            AAGAAGATGGAACGCCTTTCCATCCCGGATCACCTCATCTCCCTCCACGTTCACCTTAAG 4887 
GFkV            TGGAAGATGCGCCGCGCCTCCATTCCTGAACCTTTCATCACCCTCCACGTCCACGTGAAG 5466 
PnMV            GCCAAGATGCGCCGCTTGAGCATCCCCGAGAGCCTCATCAACCTTCATTCGTATCTCAAG 4724 
TYMV            CTCAAAATGAAGAGACTGAACATTCCGAGCCATTTGATTCAGCTCCATGTCCACCTCAAG 4940 
                   ** ***    *       ** **        *  *    ** **     *  * *** 
 
MRFV            ACCAACGTCTCCACTCAGTTTGGTCCGCTGACGTGTATGCGCCTCACTGGTGAGCCCGGC 4806 
CSDaV           ACCCATGTCTCCACCCAGTTCGGCCCCCTCACTTGCATGCGCCTGACTGGCGAACCTGGC 5355 
OBDV            ACCCATGTCGAAACCCAGTTTGGCCCTCTCACCTGCATGCGCCTAACCGGCGAGCCTGGC 4947 
GFkV            ACCAACATCGAATGCCAATTTGGCCCTCTCACGTGCATGCGCATCACCGGTGAACCAGGC 5526 
PnMV            CGTAATGTTGACACCCAGTTCGGGCCTCTAACGTGCATGAGGCTCACCGGCGAACCAGGC 4784 
TYMV            ACCAACGTCTCCACCCAGTTCGGCCCCCTCACATGCATGCGCCTGACCGGGGAACCCGGA 5000 
                    *  *       ** ** ** ** ** ** ** *** *  * ** ** ** ** **  
 
MRFV            ACGTACGACGACAACACCGATTACAACATCGCCGTGCTACACCTCGAGTATGCTGTCGGT 4866 
CSDaV           ACCTATGATGACAATTCTGACTATAATCTTGCGGTGATCAACTGTGAGTACATGGCTGCC 5415 
OBDV            ACCTACGACGACAACACTGACTATAACCTCGCCGTCATCAACCTCGAGTACGCGGCTGCC 5007 
GFkV            ACCTACGACGACAACACCGACTACAACCTGGCCATCCTCTACACCCAGTACCTCCTCCAC 5586 
PnMV            ACCTACGACGACAACACAGACTACAACCTCGCGGTCATTTACAGCAAGTATCTGGTGCTC 4844 
TYMV            ACCTACGACGACAACACTGACTACAACCTCGCAGTCATCTACTCTCAGTATGACGTTGGT 5060 
                ** ** ** *****  * ** ** **  * **  *  *  **    ****           
 
MRFV            TCCACTCCGCTCATGGTCTCTGGTGATGACTCGCTGCTCGACTCTGAGCCTCCTGTCCGC 4926 
CSDaV           AACACTCCCACTATGGTCTCAGGCGACGACTCCCTCCTGGATCGTGAGCCTCCCACTCGC 5475 
OBDV            CACGTCCCGACCATGGTCTCGGGCGACGATTCACTCCTTGACTTCGAGCCCCCACGCCGC 5067 
GFkV            CGCACCCCCGTCCTTGTGTCCGGCGATGACTCCCTCGTCGACCGCGTCCCCCCCATGAAC 5646 
PnMV            GACCATCCAATCATGGTGTCTGGAGATGACAGTGTGATTGGCGGAAACCCAACGGTGTCT 4904 
TYMV            TCCTGCCCCATCATGGTCTCTGGCGACGACTCACTCATAGACCACCCTCTTCCCACTCGC 5120 
                  *   **     * ** ** ** ** **     *  * *        *   *        
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MRFV            GACCAGTGGTCTGCCATTGCTCCCATGCTTGCTCTCACCTTCAAGAAGGAGCGTGGCCGT 4986 
CSDaV           CCTGAATGGGTCATCCTCCAGCCTCTTCTCAGTCTCCGCTTCAAGAAAGAAAGGGGTCGG 5535 
OBDV            CCAGAGTGGGTCGCCATCGAACCTCTTTTAGCCCTCCGCTTCAAGAAGGAGCGCGGTCTG 5127 
GFkV            CCTTCTTGGCCTGCCCTCGCCCCCCTCTTCGCCCTCAAGCCCAAACCCGAGACCTCCCCC 5706 
PnMV            CGGAACTGGCCTGCCATCGAAAAGCTGCTTGCTCTTCGCTTCAAAACAGAAAGCACCAAA 4964 
TYMV            CACGACTGGCCCTCTGTTCTCAAACGCCTCCACCTCCGCTTTAAACTTGAACTCACTTCT 5180 
                      ***       *           *    **       **    **           
 
MRFV            TATGCCACCTTTTGCGGCTACTACGTCGGCTTTACCGGTGCAGTTCGATCGCCCCCGGCC 5046 
CSDaV           TACGCCACCTTCTGTGGCTACTACGCCTCCCATGTCGGCTGTGTCCGCTCCCCCGTGGCT 5595 
OBDV            TATGCCACCTTCTGCGGCTACTACGCCTCGCGAGTTGGCTGCGTCCGATCTCCCATCGCC 5187 
GFkV            TTCGGCCTTTTCTGCGGTTACTTCGTCGGCCCCGCCGGCGCCGTCCGCGCCCCCCGCGCC 5766 
PnMV            CATCCCCTGTTCTGCGGATACTATGTAGGACCAGCCGGTGCCATCAGGTCTCCAATCACC 5024 
TYMV            CATCCCCTCTTTTGTGGCTACTACGTCGGTCCAGCAGGCTGCATCCGCAACCCCTTGGCC 5240 
                     *   ** ** ** ****  *           **     *  *    **     *  
 
MRFV            CTTTTCGCGAAGCTCATGATAGCGGTCGATGACGGATCCATCTCTGACAAGCTCATCGCC 5106 
CSDaV           CTCTTTGCCAAGCTGGCCATAGCTGTCGATGACGGCTCCATCTCTGACAAAATGGCCTCA 5655 
OBDV            CTCTTCGCTAAGCTCGCCATCGCCGTCGACGACTCATCCATCTCCGACAAGCTCGCCGCA 5247 
GFkV            CTTTTCGCCAAGCTCGCGATCGCCCTCGAGGACGGCTCTCTGCCCGAGAAAATAGCGTCT 5826 
PnMV            CTTTTCGCGAAGATCATGAGTGCCGTCGACGATCTCTCGATAGACGACAAATTGGCAAGT 5084 
TYMV            CTTTTCTGCAAGCTCATGATCGCAGTGGACGATGACGCCCTCGACGACCGACGACTCAGC 5300 
                ** **    *** *    *  **  * ** **     *  *    **              
 
MRFV            TATCTCACGGAGTTCACTGTTGGCCATTCCTCCGGCGATGCCTTCTGGACCATCCTCCCA 5166 
CSDaV           TACCTCTCTGAATTTGCTCTTGGCCACTCCCTTGGAGACCATCTCTGGGAAGCTTTGCCC 5715 
OBDV            TACCTCATGGAGTTCGCGGTCGGTCACTCTCTCGGCGACTCTCTTTGGTCCGCCCTCCCC 5307 
GFkV            TACGTCGCTGAGTTCTCGGTCGGTCAGTCCCTCGGCGACTCCCTTTGGTCCCTCATCCCC 5886 
PnMV            TACCTGTCTGAGTTCGCGATCGGGCACTCTCTCGGGCACGACTTTTGGGATCTTCTGCCA 5144 
TYMV            TACCTCACCGAGTTCACCACCGGACACCTCCTTGGCGAATCACTATGGCACCTCCTCCCT 5360 
                **  *    ** **  *    ** **       **  *     * ***       * **  
 
MRFV            GTCGAGGCTGTTCCTTACCAGAGCGCCTGCTTCGACTTCTTCTGCCGTCGAGCTCCGGCA 5226 
CSDaV           CTCGAGGCCGTTCCCTTCCAATCTGCCTGCTTTGACTTCTTCTGCCGCCGGGCCCCCAGA 5775 
OBDV            CTGTCCGCCGTCCCCTTTCAGTCAGCCTGTTTCGATTTCTTCTGCCGCCGCGCTCCCCGC 5367 
GFkV            CCTGAACTGGTCATCTACCAGTCAGCCTGCTTTGACCTCATCTGCCGCCACGCCTCTCCC 5946 
PnMV            ATTGATCAAGTCCCTTACCAATCCGCGGTGTATGATTTCTTCTGCCGGCATGCCTCGCGC 5204 
TYMV            GAAACCCACGTCCAGTATCAGTCAGCTTGCTTTGACTTCTTCTGCAGACGTTGCCCAAAA 5420 
                         **    *  **    **    *  **  ** ***** * *      *     
 
MRFV            CAGGCCAAAGTGATGTTGCGGCTTGGCGAGGCACCCGA------GTCCCTGCTCTCCCTG 5280 
CSDaV           CACCTCAAGCTCTCTCTCATGCTCGGCGAGGTCCCAGA------ATCCATCATTGCCC-- 5827 
OBDV            GATCTAAAGCTCGCCCTTCACCTGGGCGAAGTCCCTGA------AACCATCATCCAAC-- 5419 
GFkV            CAGCTAAAGCTCGCCCTCCGTCTCGGTGAGGTCCCCGACTGGGGGTCTCTCCTCTCCCAG 6006 
PnMV            GAACAGAAGCAGATCCTCAACATCGGCGAAGTGCCTGA--------CACAGTTCTATCAA 5256 
TYMV            CACGAGAAGATGCTCCTCGATGATTCCACACCCACACTC------AGCCTCCTCGAACGA 5474 
                 *    **        *                 *                 *    *   
 
MRFV            --------GCATTTGAGGGTC-----TGAAGTGGGCCTCC----------CACTCG---- 5313 
CSDaV           --------GCATCGGGTCATCC---TTGAAGTGGGCCTCT----------CATGCC---- 5862 
OBDV            --------GCCTCTC-CCACC-----TCTCCTGGCTATCC----------CACGCC---- 5451 
GFkV            CTCAAGCTCCGCTTCCTCACCCGCCCCCTCTTCGCCCTCCTCGACGCTCACACTCGCGTC 6066 
PnMV            ------GCATAGCTAGTCATCT----CAGGTTTGCCAGCC----------GAGCCC---- 5292 
TYMV            A-------TCACTTCTTCACC------GAGGTGGCTCACCAAG-------AACGCC---- 5510 
                                    *          * *    *            *  *      
 
MRFV            ---GTGTATGCCCTC----ATGAACTCCAGTCATC-------GACGCCAGCTGCTCCACA 5359 
CSDaV           ---ATCTACACCACA----CTCTCCTCTGCCGCTC-------GAG--TGGCCATTCTGAG 5906 
OBDV            ---GTCTACAGCCTC----CTCCCATCTCGCCTTC-------GCC--TCGCCATCCTTCA 5495 
GFkV            ATGGTCCGCACCCACAAGGCTCACCTCCTCCCCTCCGGCCACGCCCTCCACCCCTCCACC 6126 
PnMV            ----TGTATTGTCTC----TTGCCGTCCTCAGTTC-------GCC--GGGCTCTCACATC 5335 
TYMV            ---ATGTACCTCCTC--------CCCGCCAAGCTCA------GAC--TGGCTATCACCTC 5551 
                    *                            **       *       *          
 
MRFV            G--C--TCTCGCCGCCCCCGCTCTCT-------TCCCGAGGACCCT--GAAGTTTCGCAG 5406 
CSDaV           ATCC--TCCCGCAACAGCAGATCCAT-------GCCAGATGACCCC--GACACCACTCTG 5955 
OBDV            CAGC--TCACGCCAGCACCGTTCCCT-------CCCCGAAGACCCA--GCCGTTTCTTCG 5544 
GFkV            GAGCCATTCTACTAGCCTACTTGCGTGTTGTTGTTCCAATGACACCACGTCGCCCCTCCT 6186 
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PnMV            CAAG---AAGACAGTCACCGACGCTT---------TTGAAGATCCT--GATGTCTCGCAC 5381 
TYMV            TC----TGTCTCAAACGCAATCTTTC----------CCAGAATCCATTGAGGTTTCCCAC 5597 
                           *                          *  *  *   *      *     
 
MRFV            C---------------TTCAGGGTGAATT--GCTTCATCAGTTCCAATCGCTTCACCTCC 5449 
CSDaV           C---------------TACAAGGTGAATT--GCTTCAGCACTTTCAAGTAC--------- 5989 
OBDV            C---------------TTCAGGGTGAATT--GCTTCAGACGTTCCATGCTCCAATGCCCT 5587 
GFkV            CGCCATCCTCGTCCTTCTCATCGTCGTTCTAGCCTCAGCCCTCTTCTGCGCC-CTCTTCG 6245 
PnMV            A---------------TGCAGGGTGAATT--GCTTCAGAACTTCCAAGAAT--------- 5415 
TYMV            G---------------CTGAGTCTGAATT--GCTTCACTATGTCCAATAGC--------- 5631 
                                   *   *   *   ** ***                        
 
MRFV            CGCTCCGTGGTGGCCACATGCCAAA---------------TCCGCTCGCCGCGCCCTTCA 5494 
CSDaV           CATTC------------ATGC--AA---------------TCTG------ACACTCTCCT 6014 
OBDV            CTCTCCCTT-CACTCCCACTCTTCG---------------GCGGTCTA--TCTCCCGACA 5629 
GFkV            CCCTCTACCGTGTCGCCATCCACCAGACCGTCCTCTCCTCCCCGTCCTTCGCTCCCCCCT 6305 
PnMV            ------------------------------------------------------------ 
TYMV            ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
MRFV            GGCTCCTTCAGCAAAGCAGCTCTCTTGGTCC-CACTTACGCAGTCGCCCCTATCGC---- 5549 
CSDaV           GCCTCTCACTG----GTGGTTCCTCTGCTCC-CATCCTCACACCAGAAGCCTTC------ 6063 
OBDV            ACATCCTCACTCCCCACGAGTTCCGCACCGC-CCTCTACGAAAGCTCCGCCTACCC---- 5684 
GFkV            CCCCCGTCCCGCTCTAGCATCCCCCCCCTCCGCATCCCCAAGCCCCTCTCCGCCTCGTCT 6365 
PnMV            -------------------CTAACCTAACCA--AGCTACGAGGTGCAGAC---------- 5444 
TYMV            --------------------------AATCA---GCCCCGACATGGAAAT---------- 5652 
                                                      *                      
 
MRFV            --------------------TCGTGCT---------CCCCAGGTTCCTCCGC----CCTC 5576 
CSDaV           --------------------TCCACCT---------CTCTCGCTTTCTCC---------- 6084 
OBDV            --------------------TACTCCT---------CCCAACTCTCCGACCT----CCAT 5711 
GFkV            GATGAGCCTCCCCGCTGACCTCCTCCTTGGCGCCATCTCCTCCCTCCTCCGCAATCCCCC 6425 
PnMV            ------------------------------------------------------------ 
TYMV            ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
MRFV            TATGGCCGACAATGCCACCCAA---GTCGGGCCTGTTCCTCCTCGCGACGACCGCGTTGA 5633 
CSDaV           -ATGGCCAGCGATGCC---CAA---GCAGGTCCGGCCCCCAGTCGCGATGATCGCGTTGA 6137 
OBDV            GTCAGGAATCCATGCCTCGCAA---GTTGGTCCGCCCCCCGCCAGCGATGATCGCACTGA 5768 
GFkV            CACGTCTGATGCCGCCTCTCCGTCTGCTGACCAGCCTGCTGTCTCTAGCTCTCGCTCTGA 6485 
PnMV            -ATGTCAGACCAAGTC---------GTCAAACAGCTCGAATC------CAACCACGTCGA 5488 
TYMV            ------CGACAAAG--------------AACTCGCCCCCCAA-------GACCGCACCGT 5685 
                             *                                      * *   *  
 
MRFV            TC--------GCCAGC-CTCCTCTTCCTGATCCTCCTCGTGT-GCTCGAGACGGCCCCGT 5683 
CSDaV           CC--------GCCAGC-CTCGCCTTCCTGCTGCTCCTCGCGTTGCTGAAGTTGGTCTCAA 6188 
OBDV            CC--------GCCAGC-CTTCTCTTCCTCTTGCTCCTCGTATTGTGGAGAGCTCTCTCGC 5819 
GFkV            CTCTCGCTTGGTCAGCGCTCCGCTCCCTGCTGCGCCACCCGCCCCGACCGCTATTGCCCG 6545 
PnMV            CT---------CCA---CTCCATCTCTCATCCCACGCCCCCCTTTCCAAGGTGGCAGTCG 5536 
TYMV            CA---------CCGTCGCCACCGTTTTACCGACTGTCCCCGGCCCCTCACCTTTCACCAT 5736 
                            *    *              *    *                       
 
MRFV            CGCACTTCC--TCGACCTCCCTTTCCAGTGGAAGGTCACGGACTTCACAGGATACGCCGC 5741 
CSDaV           TGCCCCGTCGGTCGACTACCCGTTCCAGTGGGTCGTCGCCTCCTACGACGGATCAGAAGC 6248 
OBDV            CGTGCCGCACGTCGACGTCCCGTTCCAATGGGCCGTCGCGTCGTACGCCGGAGACTCCGC 5879 
GFkV            CAACCCTCGTGTAAGCATCCATCTCCCCTTCCAGTTCCTGTGGTATGACATCACGGGCAC 6605 
PnMV            CACA------------GTGCCTTTCCA---GACTGTCGCAATGGACGTCGTCGCTGCCGG 5581 
TYMV            CAAAC------------AACCGTTCCAGTCTGAAGTTCTGTTTGCTGGGACCAAAGATGC 5784 
                                   *   ***         *                         
 
MRFV            CTACCACGGAACCGACGACCTGGTCGCC-TCCGCGGTACTGA-----CCACACTTTGCGC 5795 
CSDaV           CAAGAACCTAAGTGATGATCTCTCTGGC-TCTGCCACTCTCA-----CCAAAGTCATGGC 6302 
OBDV            CAAGTTCCTCACCGACGACCTCTCAGGA-TCCTCTCACCTGA-----GCCGCCTCACCAT 5933 
GFkV            CGAGTCCTCCTACACCTCCCTGTCCATCGCCTCCCGCCCTGAAGTCGTCACCGTCGCCCG 6665 
PnMV            CGGCAACGCAACTTTCAACCTAGCGGGCCACGTCTCGCTTT------CTGAGATCACTGC 5635 
TYMV            CGAGGCCTC---TCTCACCATCGCCAACATCGACAGCGTTT------CCACCCTCACCAC 5835 
                *     *             *         *  *     *             *       
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MRFV            GCCGTACCGCCATGCCGAGCTCCTCTACGTCGAGATCTCCGTCGCGCCGTGCCCCCCTTC 5855 
CSDaV           CAACTACCGACATGCTGAGCTCACATCTGTTGAGCTGGAGGTCTGCCCTCTTGCTGCAGC 6362 
OBDV            CGGCTATCGCCACGCCGAGCTCATCTCCGCCGAGCTCGAGTTCGCCCCCCTTGCCGCCGC 5993 
GFkV            TCCCTACCGCCACGCCCGCCTCACCTCCCTTGAAGCCTTTGTCCAACCCACTGCCTCCTC 6725 
PnMV            ACCGTACCGCAAGGCGCGTTTGGCGGAACTCAAAGCCATCGTCTGCCCCACCGCTGCGTC 5695 
TYMV            CTTCTATCGTCATGCCTCTCTGGAATCACTCTGGGTCACCATCCATCCTACCTTGCAAGC 5895 
                    ** **  * **     *                    **   **           * 
 
MRFV            GTTCTCCAAGCCCATCATGTTCACCGTCGTCTGGACTCCGGCCACTCTGTCCCCCCGCGA 5915 
CSDaV           CTTCTCCAAGCCCATCTCTGTGTCGGCCGTCTGGACCATTGCCTCCATCTCCCCAGCTTC 6422 
OBDV            CTTCGCCAAGCCCATCTCCGTCACCGCCGTCTGGACCATAGCCTCCATCGCCCCAGCCAC 6053 
GFkV            CGCCACCTACCCCCAGACCGTCGACCTCTGCTGGACCATCGACTCCGTTACCCC---CGC 6782 
PnMV            CTTCCAATCCCCGATCACTCTCGACCTCGTCTGGAGCACCAACAATGTCATATTCACCGA 5755 
TYMV            CCCAGCTTTCCCGACCACGGTTGGCGTTTGCTGGGTACCCGCCAACTCCCCAGTCACTCC 5955 
                          **        *         ****        *                  
 
MRFV            CGGCAAGGAGACCGACTACTATGGGGGCCGTCAGATCACCGTGGGCGGGCCTGTTATGCT 5975 
CSDaV           CGCCTCTGAAACCTCCTACTATGGCGGTCGCCTCTTCACTGTCGGTGGTCCAGTCCTCAT 6482 
OBDV            CACCACCGAGCTCCAGTACTACGGTGGCCGACTCCTCACCCTCGGAGGCCCCGTCCTCAT 6113 
GFkV            CCGCTCTGAGATCCTCTCCGTCTTCGGCGCTCAACGCATCGCGTGGGGCTCCGTCCACTT 6842 
PnMV            CCTCCAGATACTTCAGGTCTACGGGGGCACCCGCTTTGCTATTGGCGGGCCCCTCCTCA- 5814 
TYMV            CACCCAAATCACCAAGACCTACGGCGGCCAGATCTTCTGCATTGGAGGCGCCATCAACAC 6015 
                *  *              *      **                 * **  *  *       
 
MRFV            GTCCAGCACCACCGCCGTAC-CCGCTGACCTGGCCCGCATGAACCCCTTCATCAAGTCCA 6034 
CSDaV           GTCCAGTACCACTCACCTTC-CAGCAGATCTCACCCGCCTCAATCCTGTGCTCAAGGGCC 6541 
OBDV            GGGCTCCGTCACCCGCATCC-CAGCCGACCTCACCCGCCTCAACCCCGTCATCAAGACCG 6172 
GFkV            CTCCGCCCCCATCCTCCTCC-CCGCCGAGCTCTCCAGCCTCAACCCCACCATCAAGGACT 6901 
PnMV            --GCCACACGTATGAGCTCC-GCGCTGACCTCAGCTACCTCAATCCTGTCATCAAGGACT 5871 
TYMV            TCTCTCACCCCTCATTGTCAAGTGCCCACTTGAAATG-ATGAACCCCCGGGTCAAAGATT 6074 
                   *             *     **  *  *        * ** **     ****      
 
MRFV            GCGTCTCCTACAACGACACGCCCCGCTGGACCATGTCCGTCCCCG--CCGTCACTGGT-- 6090 
CSDaV           CTGTCAAGTACACCGACTGCCCCAGATTCTCCTACTCCGTCTACT--CCAAC---GGC-- 6594 
OBDV            CCGTGGGCTTCACTGACTGCCCCCGCTTCACCTACTCCGTCTATG--CCAAC---GGC-- 6225 
GFkV            CCGTCACCTACACCGACTGCCCCCGCCTCACCTGTGGCTTCTACC--GCAATGACGCCTG 6959 
PnMV            CCGTCTCATACGTAGACACCCCGAAGCTCACTCTCAACGCCTCTGACCCAACTGGGTCT- 5930 
TYMV            CAATTCAATACCTTGACTCGCCCAAACTCCTCATCTCCATCACCG-CTCAAC-CCACC-- 6130 
                   *    * *   ***   **               *  *       *            
 
MRFV            ----------GGGGACACCAAGATCCCGCTCGCCACCGCCTTCGTTCGCGGGATCGTCCG 6140 
CSDaV           ----------GGAACTAAGGGCACCAACCTCTGCACCATCATCCTCCGGGGAGTTGTCCG 6644 
OBDV            ----------GGGTCCGCCAACACTCCTCTCATCACCGTCATGGTGCGAGGAGTTATCCG 6275 
GFkV            CGTCGCCCTCGGTTCCTCCGCCCCCATCTGCGGCTCCATCCTCATCCGCGGCGTTATCGA 7019 
PnMV            ----------GGCTCAACCGCCACCACTGTCGCCACCGTGCTGGTGAGCGGCAA-GCTGA 5979 
TYMV            -----------GCTCCCCCCGCATCGACCTGCATAATAACTGTATCAGGAACTCTCTCGA 6179 
                           *                                *  *             
 
MRFV            CGTGCGAGCCCCCTCTGGGGCTGCCACCCCCTCTGCCTAATCCATCAGGGCAGCAATAAT 6200 
CSDaV           CCTCAGCGGCCCCTCCGG------TAATCTCCTCGCTTA--------GGCGAGCCACTTC 6690 
OBDV            CCTCTCCGGCCCTTCGGGCAACACCGTCACCGCCACCTAAGCCCTCTCACCGGTTTCAAC 6335 
GFkV            GTGCTCCGCCCCCATCAACCGCCCCACTCCCTCGTCATGAACCGAGGCCCCCCCCTCCGC 7079 
PnMV            TGTCTCCGACGCATTGGCCACACCCACACCCCTCGAGTAGGACCCTTATTCAGCAATGTT 6039 
TYMV            TGCATTCTCCGCTCATCACGGACACTTCCACCTAAGTTCTCGATCTTTAAAATCGTTAGC 6239 
                         * *                  *      *                       
 
MRFV            GCGAGAAGGAAAACTCGCCCAGCCTTGA--GCTGGTAAGTTGTTAAAACC----TCCGCC 6254 
CSDaV           AGGTGAAGGAAAACACCTCCTGGTCTCA--GCCAGGTAATGATGCTAAAC----CTCCCC 6744 
OBDV            AGGAGTTTCTTCCTCGTTCTTCTCCTGACGACCAATGAACGTTGCTTATC----CCCCCT 6391 
GFkV            TCCCGCCCCCCCTCCAGCCCCCCCCCGGCGTCCGCGTTCCCCGGTCCGTCGCCTTTCCCC 7139 
PnMV            TTGGGTAGTGGAGCCCTCTAGCCTCCACCTTTTCCTTTCCTCTGGCAATGGCGCCTAAAT 6099 
TYMV            TCGCCAGTTAGCGAGGTCTGTCCCCACACGACAGATAATCGGGTGCAACTCCCGCCCCTT 6299 
                                                                             
 
MRFV            ---CATCCATGTTTGCAAATCTAAGGTAGCAGGTCGGCCATAAGACCTGTGGGC------ 6305 
CSDaV           ---CGCTCAAGCAGCAATGCCTAGGGTTGCCGGTCGATCCAAAGACCGTTTTTCTTTTAT 6801 
OBDV            TCACATCCCTCCGTTTCCCCCTCCGTTTTCCTCTCTGTTCCATTCCCCCTCTCCCTCCCC 6451 
GFkV            TCCCCCTCGCCCGCGAACTCCCTCCCCTCCGCCTCCCCCCCGCCCCCTACCTGCACCCCC 7199 
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PnMV            ------------------------------------------------------------ 
TYMV            TTCCGAGGGTCATCGGAACC---------------------------------------- 6319 
                                                                             
 
MRFV            ------------------------------------------------------------ 
CSDaV           TTAAT------------------------------------------------------- 6806 
OBDV            GTCTCAGCAATGAGTAAGGTTCCAGGTCGATTCAAAGACCTGATGGGATTTTCCTCGG-- 6509 
GFkV            TCCTCGCCCGTCTCGCGCCCCTTCGCCTCCGCCCGCCTCCGGACCTCCCATCCCCCCCGC 7259 
PnMV            ------------------------------------------------------------ 
TYMV            ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
MRFV            ------------------------------------------------------------ 
CSDaV           ------------------------------------------------------------ 
OBDV            ------------------------------------------------------------ 
GFkV            TGTCCCCACCGCTCAGCCCCCCCCTCAGCCCCATCTCCCCCCTTCACGCCCCCGCACCCC 7319 
PnMV            ------------------------------------------------------------ 
TYMV            ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
MRFV            ------------------------------------------------------------ 
CSDaV           ------------------------------------------------------------ 
OBDV            ------------------------------------------------------------ 
GFkV            CTCCCCACCCCGACCCCGTCCTCCTCCCCGCGCTCTCCCTGGCTATCTCTCGCGCCGCTC 7379 
PnMV            ------------------------------------------------------------ 
TYMV            ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
MRFV            ------------------------------------------------------------ 
CSDaV           ------------------------------------------------------------ 
OBDV            ------------------------------------------------------------ 
GFkV            CCGACCTCCTCCGCCTCCTTAGCCTCCTTTCCCCCCCCTCCCTCTTCCTTCTCTTCACCC 7439 
PnMV            ------------------------------------------------------------ 
TYMV            ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
MRFV            ------------------------------------------------------------ 
CSDaV           ------------------------------------------------------------ 
OBDV            ------------------------------------------------------------ 
GFkV            TCCTCTCCATCCACTTCTCCCCTTTCCCCATCTTCATCCTCCTTTCCCTCCTCCTCCTCC 7499 
PnMV            ------------------------------------------------------------ 
TYMV            ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
MRFV            ------------------------------------------------------------ 
CSDaV           ------------------------------------------------------------ 
OBDV            ------------------------------------------------------------ 
GFkV            TTCAGTTTCCTCGTACCTAGCAATAGCTAGAGGTAGCCGGTTTCTCACTCCGGCCTTTCT 7559 
PnMV            ------------------------------------------------------------ 
TYMV            ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
MRFV            ----- 
CSDaV           ----- 
OBDV            ----- 
GFkV            TTCTG 7564 
PnMV            ----- 
TYMV            ----- 
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APÊNDICE C 

 

Seqüência de aminoácidos do CSDaV. Tradução realizada através da ferramenta 

Transeq – EBI (www.ebi.ac.uk/emboss/transeq). 

 

MDRISARIPVAPASAGPTEYVPYPHTNPLLPRGVFTSGPIQPRLHFLPHHAQDAPIRCYRPLTYANHL
RYDRSASSLKTSPVKLPLTGGTLADAILSLAPTTHRDTIATPLMEALAEPYRQSLSTYPWHIPTNLQP
FLTSCGITTAGQGFKAHPHPVHKTIETNLLSNVWSHYATTPSGVMFMKPSKFEKLRIKQPNFSKLYNY
RITAKDSTRYPSTSPDLPTEDTCFMHDALMYYSPGQICDLFISRPSLQKLYASLVVPPESDFTTISLF
PDLYRYRIEKDQLVYELEQNPAHNYIQPRSAIDWLKTTTIRCQDLTLTISRLDSWGPVHSLLIQRGRP
PIHLEEDSISFRTPKAVLLPEPASLSQGVRDRLVPADVYQALFIYVRAVRTLRVTDPAGFVRTQISKP
EYSWVTSFRWDNFPPLALATAPHRPHTTYFLFNSTAARVSHWFRTHTLALLSGATAAAASLLMTASWG
FRALISSHLVSLSICKRWLRAPPHLLWPEKAPWFQLTLRPKVTGPMIDLPILRPFRLFPSTCAKLGAK
YPALATLLPAAPRPLWPLKVGLALATVPVCLFLWRKFIGPDSPQDMHDSYHAMFHPQPWGLSLARKAI
CCDRAPFLPIPLVPSSDFKAPPTPATPLLTSIPIKGVEPQVPGEGVPPQSASSTGPASDSRCAPQPAS
STGPDQPAQDMSAAPQAPTKSKVTFAQPLESVTPVVPGAGEPPQSASSTGPASVSRRDPQTASSTVPD
APTLDSSVTPPPIIYPVDHLQNDFGPCRCSLCEPPQPAPVPSAPPTVSDHKESQDGEALASALQALGL
APAPPAPLSQNLTIESSGAMHASCWDQLSSPSSDWDPSPVARDSSATGPPGMYSDLFPAPYLPGTGQF
IFRSRANGRANIPYPDMDCLLLSIEQATRLPKEALWDTLCATCPDSLLDPDTIRRVGLSTDHFVIFAH
HYSLRCRFHTAHGVIELGMADATSSFDIDHTAGNPGHFSLRQSATPRLNGGIAQDLAVAALRFNIDGT
LLPIRSVHVYSTWPKRAKNLSSNMKNGFDGIMANIHPTKTNESREKILALDSQLDIAVRRSVRLIHIA
GFPGCGKSFPISRLLRTPTFRNFKVAVPTVELRAEWKAIIGLPTSEAWRIGTWESSLLKSARVLVIDE
IYKMPRGYIDLAIHSDPTIEMVIALGDPLQGEYHSTHPSSTNSRLLAEPHHLSMYLDYYCMWSHRVPQ
NVAAFFHIKTTSKQPGFCRYQRELPNSRILANSQNAGHTLQQCGYAAVTIASSQGSTYDNAACIHLDR
NSSLLSPAHSMVALTRSKVGVIFTGDPAQLSNAPSSNRMFSEFFSGRTRPLHDWFHNEFPKATVLTEP
LKTRGPRLTGAASPYSKVFPSGKDSTPALKPDFQGDVRSSRAPIVLGSGELNAPQVSTHFLPETRRPL
HWDIPSAIPESATRPDSTEPTTCHPEPVYPGETFENLAAHFLPAHDPTDREIYWQGQLSNQFPHMDKE
FHLAAQPMSLLAAIHQEKQDPTLLPASIQKRLRFRPSDRPYQITPKDEILGQLLFEGLCRAYHRSPFH
TEAFDPVLFAECINLNEFAQLSSKTQATIMGNARRSDPDWRWSAVRIFSKTQHKVNEGSIFGSWKACQ
TLALMHDAVVLILGPVKKYQRVFDQRDRPRHLYIHAGNTPSQMSNWCQQHLTTAVKLANDYTAFDQSQ
HGEAVVLERKKMERLSIPQALIDLHIHLKTHVSTQFGPLTCMRLTGEPGTYDDNSDYNLAVINCEYMA
ANTPTMVSGDDSLLDREPPTRPEWVILQPLLSLRFKKERGRYATFCGYYASHVGCVRSPVALFAKLAI
AVDDGSISDKMASYLSEFALGHSLGDHLWEALPLEAVPFQSACFDFFCRRAPRHLKLSLMLGEVPESI
IARIGSSLKWASHAIYTTLSSAARVAILRSSRNSRSMPDDPDTTLLQGELLQHFQVPFMQSDTLLPLT
GGSSAPILTPEAFSTSLAFSMASDAQAGPAPSRDDRVDRQPRLPAAPRVAEVGLNAPSVDYPFQWVVA
SYDGSEAKNLSDDLSGSATLTKVMANYRHAELTSVELEVCPLAAAFSKPISVSAVWTIASISPASASE
TSYYGGRLFTVGGPVLMSSTTHLPADLTRLNPVLKGPVKYTDCPRFSYSVYSNGGTKGTNLCTIILRG
VVRLSGPSGNLLA 
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APÊNDICE D 

 

Resultado da busca por ORFs no genoma do CSDaV através da ferramenta ORF finder  

disponível no NCBI (www.ncbi.nih.gov/gorf/gorf.html), mostrando em rosa a grande ORF 

codificadora de uma poliproteína de 2189 aminoácidos. 

 

frame +1:  a partir do 109 ao 6678 (comprimento 6570) 
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APÊNDICE E 

 
 
Resultado da busca por similariadade a proteínas através da ferramenta PFam disponível no 

endereço eletrônico www.sanger.ac.uk/software/Pfam/serach.shtml 

 

 
Trusted matches - domains scoring higher than the gathering threshold. Matches 
to Pfam-B 
 

Domain Start End Bits Evalue Alignment Mode 

Peptidase_C21 930 1035 185.90 8.4e-53 Align ls 

Viral_helicase1 1118 1350 194.70 1.9e-55 Align ls 

RdRP_2 1508 1924 -174.40 0.0013 Align ls 

Tymo_coat 2044 2212 52.60 1.1e-12 Align ls 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
  



 

 

 

APÊNDICE F: Busca por similaridade a proteínas através do InterPro-Scan (www.ebi.ac.uk/InterProScan).  

SEQUENCE: Sequence_1 CRC64: 37D03902E96CC876 LENGTH: 2262 aa      

InterPro 
IPR000574 
Domain 

1  

Tymovirus coat protein  

PD003886  P89921_VVVVV_P89921;  

PF00983.8  Tymovirus coat protein   

InterPro 
IPR000606 
Family 

1  

Viral RNA helicase 1  

PF01443.7  
Viral (Superfamily 1) RNA 
helicase  

 

InterPro 
IPR001093 
Family 

1  

IMP dehydrogenase/GMP reductase  

PF00478.12  
IMP dehydrogenase / GMP 
reductase dom  

 

InterPro 
IPR001788 
Family 

1  

RNA-dependent RNA polymerase  

PF00978.9  
RNA dependent RNA 
polymerase  

 

InterPro 
IPR007094 
Domain 

1  

RNA-directed RNA polymerase, positive-strand RNA eukaryotic virus  

PS50507  RDRP_POSITIVE   

InterPro 
IPR007095 
Domain 

1  

RNA-directed RNA polymerase, double-strand and positive-strand RNA virus  

PS50521  RDRP_VIRAL   

InterPro 
IPR008043 
Family 

1  

Peptidase C21  

PF05381.2  Tymovirus endopeptidase   

http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/iprscan/iprscan?tool=iprscan&jobid=iprscan-20050819-14082604&view=picture&imgwidth=600
http://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/iprscan/iprscan?tool=iprscan&jobid=iprscan-20050819-14082604&view=picture&imgwidth=400
http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR000574
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-e+[InterPro-acc:IPR000574]+-newId
http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR000606
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-e+[InterPro-acc:IPR000606]+-newId
http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR001093
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-e+[InterPro-acc:IPR001093]+-newId
http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR001788
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-e+[InterPro-acc:IPR001788]+-newId
http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR007094
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-e+[InterPro-acc:IPR007094]+-newId
http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR007095
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-e+[InterPro-acc:IPR007095]+-newId
http://www.ebi.ac.uk/interpro/IEntry?ac=IPR008043
http://srs.ebi.ac.uk/srsbin/cgi-bin/wgetz?-e+[InterPro-acc:IPR008043]+-newId
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APÊNDICE G 

 
 
 Resultado da busca por similaridade a proteínas através da ferramenta Blast X 

disponível no endereço eletrônico http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/. 

 
 
Query=   
Length=6806 

Distribution of 186 Blast Hits on the Query Sequence 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

                                             Score           E                      
Sequences producing significant alignments:                                   (Bits)     Value 

 

gi|76577725|gb|ABA54133.1|  polyprotein [Citrus sudden death-asso  4212    0.0    

gi|59609791|gb|AAW88343.1|  replicase-associated polyprotein [...  4067    0.0      

gi|62327639|ref|YP_224292.1|  methyltransferase/protease/helic...  2448    0.0      

gi|9629256|ref|NP_044447.1|  replicase-associated polyprotein ...  1869    0.0      

gi|14030260|gb|AAK52838.1|  polyprotein [maize rayado fino vir...  1509    0.0      
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gi|62327640|ref|YP_224293.1|  RNA-dependent RNA polymerase [Ci...  1201    0.0      

gi|6822204|emb|CAB70969.1|  replicase-associated protein [Poin...  1172    0.0      

gi|130555|sp|P20128|POLR_TYMVA  RNA replicase polyprotein >gi|...  1038    0.0    

gi|9629158|ref|NP_044328.1|  replicase [Kennedya yellow mosaic...  1036    0.0      

gi|2723936|gb|AAB92649.1|  replicase protein [Turnip yellow mosai  1031    0.0    

gi|62220|emb|CAA34415.1|  unnamed protein product [Turnip yell...  1026    0.0    

gi|130554|sp|P10358|POLR_TYMV  RNA replicase polyprotein           1026    0.0    

gi|21686952|ref|NP_663297.1|  replicase/papain-like protease [...  1023    0.0      

gi|58119514|gb|AAW65470.1|  replicase [Dulcamara mottle virus]...  1018    0.0    

gi|59709789|gb|AAW88523.1|  polyprotein [Nemesia ring necrosis vi  1012    0.0    

gi|9631137|ref|NP_047920.1|  replicase protein [Erysimum laten...  1011    0.0      

gi|59709785|gb|AAW88520.1|  polyprotein [Scrophularia mottle viru  1001    0.0    

gi|59709793|gb|AAW88526.1|  polyprotein [Plantago mottle virus]     991    0.0    

gi|9627012|ref|NP_041257.1|  replicase [Ononis yellow mosaic v...   987    0.0      

gi|11067739|ref|NP_067737.1|  replication protein [Chayote mos...   982    0.0      

gi|67141|pir||RRWPEM  genome polyprotein - eggplant mosaic virus    978    0.0    

gi|9626696|ref|NP_040968.1|  replicase [Eggplant mosaic virus]...   978    0.0      

gi|3378685|emb|CAA76071.1|  replicase protein [Physalis mottle...   972    0.0      

gi|59709797|gb|AAW88529.1|  polyprotein [Anagyris vein yellowing    961    0.0    

gi|51014248|dbj|BAD35017.1|  RNA-dependent RNA polymerase [Bom...   933    0.0    

gi|25013938|ref|NP_734079.1|  RNA-dependent RNA polymerase [oat b   926    0.0      

gi|18073602|emb|CAC84400.1|  replicase [Grapevine fleck virus]...   922    0.0      

gi|29335719|emb|CAC10493.2|  replicase-associated polyprotein ...   910    0.0    

gi|59803285|gb|AAX07751.1|  replicase-associated polyprotein [...   881    0.0    

gi|25013941|ref|NP_734076.1|  RNA-dependent RNA polymerase [maize   827    0.0      

gi|25013937|ref|NP_734078.1|  methyltransferase/protease/helicase   703    0.0      

gi|25013991|ref|NP_733998.1|  RNA-depedent RNA polymerase [Poinse   649    0.0      

gi|24797130|ref|NP_733819.1|  RNA-dependent RNA polymerase [Turni   645    0.0      

gi|37547398|gb|AAN52168.1|  replicase-associated polyprotein [...   600    2e-170 

gi|25013940|ref|NP_734075.1|  NTPase/helicase [maize rayado fino    516    3e-145   

gi|25013990|ref|NP_733997.1|  methyltransferase/protease/helicase   466    3e-130   

gi|62327641|ref|YP_224294.1|  capsid protein [Citrus sudden death   426    3e-118   

gi|3282630|gb|AAC25015.1|  replicase protein [Andean potato laten   395    6e-109 

gi|59609792|gb|AAW88344.1|  21 kDa capsid protein [Citrus sudd...   394    2e-108   

gi|24797129|ref|NP_733818.1|  replicase/papain-like protease [Tur   393    3e-108   

gi|33326816|gb|AAQ08825.1|  replicase RdRp [Grapevine Red Globe v   385    7e-106 

gi|10443133|emb|CAC10494.1|  methyltransferase domain [Grapevi...   308    1e-82  

gi|25013939|ref|NP_734080.1|  capsid protein [oat blue dwarf viru   267    3e-70    

gi|9629257|ref|NP_044448.1|  21 kDa capsid protein [Oat blue d...   264    3e-69    

 



BARROS, C.C.P.  2006  122 

 

APÊNDICE H 

 
 

Resultado da análise genômica do CSDaV através do  recurso ORF finder, mostrando 

em rosa uma possível ORF na extremidade 3’ codificadora de uma proteína de 154 

aminoácidos, que mostrou similaridade com a proteína hipotética gp3 do CSDaV 

(Maccheroni et al., 2005), a proteína rica em prolina do GRGV e a proteína hipotética do 

GFkV, após análise pela ferramenta Blast. 

 

ORF finder: 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



BARROS, C.C.P.  2006  123 

 

Blast: 
 

 
 
Alignments 
 
 
>gb|AAW88345.1| hypothetical protein CSDaVgp3 [Citrus sudden death-associated virus] 
 ref|YP_224220.1| hypothetical protein CSDaVgp3 [Citrus sudden death-associated virus] 
 
 Length=154 
 
 Score =  260 bits (664),  Expect = 2e-68 
 Identities = 136/154 (88%), Positives = 137/154 (88%), Gaps = 0/154 (0%) 
 
Query  1    MISLALPLSPKSWPTTDMLSSHLLSWRSALLLQPSPSPSLCRPSGPLPPSPQLPPLKPPT  60 
            MISLALPLSPKSWPTTDMLSSHLLSWRSALLLQPSPSPSLCRPSGPLPPS QLPPLKPPT 
Sbjct  1    MISLALPLSPKSWPTTDMLSSHLLSWRSALLLQPSPSPSLCRPSGPLPPSLQLPPLKPPT  60 
 
Query  61   MAVASSLSVVQSSCPVPLTFQQISPASILCSRALSSTPTAPDSPTPSTPTAELRAPTSAP  120 
            MAV SSL  V SSCP P     ISPASILCSRA SST TAPDSPTPSTP AE RAP SAP 
Sbjct  61   MAVDSSLLAVLSSCPAPPISLLISPASILCSRAPSSTQTAPDSPTPSTPMAEPRAPISAP  120 
 
Query  121  SSSGELSASAAPPVISSLRRATSGEGKHLLVSAR  154 
            SSSGELSASAAPPVI SLRRA+SGEGKHLLVSAR 
Sbjct  121  SSSGELSASAAPPVIFSLRRASSGEGKHLLVSAR  154 
 
 
 
>gb|AAQ08827.1| 17kDa proline rich protein [Grapevine Red Globe virus] 
 
Length=170 
 
Score = 63.2 bits (152),  Expect = 5e-09 
Identities = 52/138 (37%), Positives = 64/138 (46%), Gaps = 11/138 (7%) 
 
Query  7    PLSPKSWPT-TDMLSSHLLSWRSALLLQPSPSPSLC--RPSGPLPPSPQLPPLKPPTMAV  63 
            P SP S+P+   ML+     W S    +  P+P+ C   P+G  P SP   P   P  A  
Sbjct  26   PPSPPSFPSPAPMLTRSSNPWSSPCSQRTPPTPTPCPSMPTGIPPQSPSPAPKSSPPTAA  85 
 
Query  64   ASSLSVVQSSCPVPLTFQQISPASILCSRALSSTPTAPDSPTPST--PTAELR----APT  117 
              S SVV S  P P + Q  S    L SR L  T T P    PST  PT +L       + 
Sbjct  86   PVSPSVVPSPLPTPSSSQLTSAPPTLLSRTLCPTTTPPSLRLPSTRIPTPQLSPSPPQSS  145 
 
 
Query  118  SAPSSSGELSASAAPPVI  135 
            +APSSS  L  S APP + 
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Sbjct  146  TAPSSSAVL--SVAPPSV  161 
 
 
 
 Score = 41.2 bits (95),  Expect = 0.022 
 Identities = 32/104 (30%), Positives = 43/104 (41%), Gaps = 23/104 (22%) 
 
Query  35   SPSPSLCRPSGPLPPSPQLPPLKPPTMAVASSLSVVQSSCPVPLTFQQISPASILCSRAL  94 
            SP+P    P    PPSP   P                   P P+  +  +P S  CS+   
Sbjct  13   SPTPRPASPPWTWPPSPPSFP------------------SPAPMLTRSSNPWSSPCSQRT  54 
 
Query  95   SSTPTAPDSPTPSTPTA-ELRAPTSAPSSSGELSASAAPPVISS  137 
              TPT    P PS PT    ++P+ AP SS   +A  +P V+ S 
Sbjct  55   PPTPT----PCPSMPTGIPPQSPSPAPKSSPPTAAPVSPSVVPS  94 
 
 
 
 
>emb|CAC84402.1| hypothetical protein [Grapevine fleck virus] 
 ref|NP_542614.1| hypothetical protein [Grapevine fleck virus] 
Length=309 
 
 Score = 61.2 bits (147),  Expect = 2e-08 
 Identities = 54/140 (38%), Positives = 66/140 (47%), Gaps = 30/140 (21%) 
 
Query  29   ALLLQPSP-------SPSLCRPSGPLPPSPQLP----------PLKPPTMAVASSLSV--  69 
            AL   PSP       SP L   S PLPP P  P          PL PP +  + S ++   
Sbjct  18   ALKSSPSPVPTATPASPPLKPLSNPLPPPPPTPRPSTSAGPSTPLPPPALRSSPSSALNA  77 
 
Query  70   ---VQSSCPVPLTFQQISPASILCSRALSSTPTAPDSP------TPSTPTAELRAPTSAP  120 
                 S+ P P +    SPAS   SR  S TPTAP SP      TP++P+     P++AP 
Sbjct  78   SRGAPSTSPPPSSSPPSSPASTPPSRTPSPTPTAPASPVASTAMTPASPSVP-PPPSAAP  136 
 
Query  121  SSSGELSASAAPPVISSLRR  140 
            SSS  LS SA PP  + L R 
Sbjct  137  SSSAALS-SAPPPSTAPLPR  155 
 
 
 
 Score = 38.5 bits (88),  Expect = 0.15 
 Identities = 30/106 (28%), Positives = 44/106 (41%), Gaps = 13/106 (12%) 
 
Query  28   SALLLQPSPSPSLCRPSGPLPPSPQLPPLKPP-----TMAVASSLSVVQSSCPVPL----  78 
            +AL   P PS +      P PP P  PPL+PP       +VA  L + +   P+ L     
Sbjct  140  AALSSAPPPSTAPLPRHEPRPPPPLPPPLQPPPGVRVPRSVAFPLPLARELPPLRLPPAP  199 
 
Query  79   ----TFQQISPASILCSRALSSTPTAPDSPTPSTPTAELRAPTSAP  120 
                   +++P  +     L S P +P    P +P + L AP   P 
Sbjct  200  YLHPLLARLAPLRLRPPPDLPSPPLSPPLSPPLSPISPLHAPAPPP  245 
 
 
 
 Score = 34.3 bits (77),  Expect = 2.7 
 Identities = 28/101 (27%), Positives = 43/101 (42%), Gaps = 9/101 (8%) 
 
Query  34   PSPSPSLCRPS-GPLPPS-PQLPPLKPPTMAVASSLSVVQSSCPVPLTFQQISPASILCS  91 
            P PSP   + S  P+P + P  PPLKP +       + +    P P       P++ L   
Sbjct  12   PCPSPPALKSSPSPVPTATPASPPLKPLS-------NPLPPPPPTPRPSTSAGPSTPLPP  64 
 
Query  92   RALSSTPTAPDSPTPSTPTAELRAPTSAPSSSGELSASAAP  132 
             AL S+P++  + +   P+      +S PSS      S  P 
Sbjct  65   PALRSSPSSALNASRGAPSTSPPPSSSPPSSPASTPPSRTP  105 
 
 Score = 32.7 bits (73),  Expect = 8.0 
 Identities = 31/109 (28%), Positives = 47/109 (43%), Gaps = 10/109 (9%) 
 
Query  2    ISLALPLSPKSWPTTDMLSSHLLSWRSALLLQPSP-------SPSLCRPSGPLPP--SPQ  52 
            + LA  L P   P    L   LL+  + L L+P P       SP L  P  P+ P  +P  
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Sbjct  184  LPLARELPPLRLPPAPYLHP-LLARLAPLRLRPPPDLPSPPLSPPLSPPLSPISPLHAPA  242 
 
Query  53   LPPLKPPTMAVASSLSVVQSSCPVPLTFQQISPASILCSRALSSTPTAP  101 
             PP   P +  A SL++ +++  +      +SP S+     L S   +P 
Sbjct  243  PPPHPDPVLLPALSLAISRAAPDLLRLLSLLSPPSLFLLFTLLSIHFSP  291 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



BARROS, C.C.P.  2006  126 

 

APÊNDICE I 

Alinhamento entre a seqüência nucleotídica do CSDaV obtida neste trabalho 

(DQ185573) com a seqüência AY884005 através do software ClustalW. 

 
 

SeqA    Name     Len(nt)  SeqB   Name    Len(nt)  Score 
========================================================= 

1    AY884005   6820     2    CSDaV      6806     89 
================================================== 

 
CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment 
 
 
AY884005_       GTCCCCTGTGATCGTCTCTCCCGCCCTCCAGCCGGAAAGATATTTTTGCTTTAACTTTTC 60 
CSDaV_          GTCCCCTGTGATCGTCTCTCCCGCCTCATCGCCGGAAAGATATTTTTGTTTTAACTTTTC 60 
                *************************     ****************** *********** 
 
AY884005_       TTCGCACTCCTACGCCAGATCTACGTGCCTTAGGTCATCTAAGCCGCTATGGATCGCATC 120 
CSDaV_          TTTGCACACCTACGCCAGATCTACGTGCCTTAGGTCATCTAAGCCGCTATGGATCGCATC 120 
                ** **** **************************************************** 
 
AY884005_       TCTGCCCGCATTCCCGTCGCGCCCGCTTCCGCCGGCCCGACCGAGTACACTCCATACCCA 180 
CSDaV_          TCTGCCCGCATTCCCGTCGCGCCCGCTTCTGCCGGCCCGACCGAGTATGTTCCTTACCCC 180 
                ***************************** *****************   *** *****  
 
AY884005_       CACACTCACCCACTCCTACCCCGAGGTGTCTTCACCTCCGGGCCTATTCAACCCTGTCTC 240 
CSDaV_          CACACTAACCCCCTCCTACCCCGAGGCGTTTTCACCTCCGGGCCCATCCAACCCCGCCTT 240 
                ****** **** ************** ** ************** ** ****** * **  
 
AY884005_       CACTTTCTTCCTCACCATGCCCAAGATGCCCCCATCCGCTGCTACAGACCCCTCACCTTC 300 
CSDaV_          CATTTCCTTCCTCACCATGCCCAAGATGCCCCCATCCGCTGCTATCGACCCCTCACCTAT 300 
                ** ** **************************************  ************   
 
AY884005_       GCCAACCATCTCCGCTATGACCGTTCCGCCTCATCGCTCAAGACTCCGCCCGTCAAACTC 360 
CSDaV_          GCCAACCATCTCCGCTATGACCGCTCCGCCTCATCGCTCAAGACTTCGCCCGTCAAGCTC 360 
                *********************** ********************* ********** *** 
 
AY884005_       CCACTGACCGGTGGTACCCTTGCCGATGCCATCCTTTCCTTGGCACCCACCACTCACCGC 420 
CSDaV_          CCGCTGACCGGTGGTACTCTTGCCGATGCCATCCTTTCCCTAGCTCCCACCACTCACCGT 420 
                ** ************** ********************* * ** **************  
 
AY884005_       GACACCATCGCCACCCCCCTCATGGAAGCCCTTGCTGAACCTTACCGCCAATCCTTGAGC 480 
CSDaV_          GATACCATTGCCACCCCCCTTATGGAAGCCCTTGCTGAACCTTACCGCCAGTCCTTGAGC 480 
                ** ***** *********** ***************************** ********* 
 
AY884005_       ACCTACCCATGGCACATTCCAACCAATCTTCAGCCCTTCCTCACCTCTTGCGGAATCACC 540 
CSDaV_          ACCTACCCCTGGCACATTCCAACCAATCTTCAGCCCTTCCTCACCTCCTGTGGAATCACC 540 
                ******** ************************************** ** ********* 
 
AY884005_       ACTGCTGGCCAAGGCTTCAAGGCCCACCCTCACCCAGTGCACAAGACCATCGAGACCAAT 600 
CSDaV_          ACTGCTGGCCAAGGCTTTAAGGCCCACCCTCACCCTGTGCACAAGACCATTGAGACCAAT 600 
                ***************** ***************** ************** ********* 
 
AY884005_       CTCCTCACTAATGTCTGGCCCCACTACGCCACCACTCCTAGTGGCGTCATGTTCATGAAA 660 
CSDaV_          CTCCTCTCTAATGTCTGGTCCCACTACGCCACCACCCCCAGTGGCGTCATGTTCATGAAA 660 
                ****** *********** **************** ** ********************* 
 
AY884005_       CCATCAAAGTTTGAGAAGCTCAAAATCAAACAGCCCAACTTCTCCAAGCTCTACAACTAC 720 
CSDaV_          CCATCCAAGTTCGAGAAGCTCAGAATCAAACAGCCTAACTTCTCCAAGCTCTACAACTAC 720 
                ***** ***** ********** ************ ************************ 
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AY884005_       CGCATCACAGCCAAGGACACCACCCGTTACCCCTCCACTTCCCCAGACTTGCCCACCGAG 780 
CSDaV_          CGCATCACAGCCAAGGACTCCACCCGTTATCCCTCCACTTCACCAGACCTACCCACTGAG 780 
                ****************** ********** *********** ****** * ***** *** 
 
AY884005_       GACACCTGCTTCATGCACGATGCCCTCATGTACTATTCCCCTGGACAGATCTGTGACCTC 840 
CSDaV_          GACACCTGCTTTATGCATGACGCCCTGATGTACTACTCCCCCGGCCAGATCTGTGACCTC 840 
                *********** ***** ** ***** ******** ***** ** *************** 
 
AY884005_       TTCCTCTCCCGCCCCAGCCTCCAAAAGCTCTATGCTTCCCTTGTTGTTCCTCCGGAGAGC 900 
CSDaV_          TTCATCTCTCGCCCCAGCCTCCAAAAGCTCTATGCCTCTCTCGTGGTTCCCCCTGAAAGT 900 
                *** **** ************************** ** ** ** ***** ** ** **  
 
AY884005_       GACTTCACCACCATCTCCCTCTTCCCAGATCTCTACCGCTACCGGATCGAGAAAGATCAG 960 
CSDaV_          GACTTCACCACCATCTCCCTCTTCCCCGACTTGTATCGCTACAGGATTGAGAAGGACCAG 960 
                ************************** **  * ** ****** **** ***** ** *** 
 
AY884005_       CTCATCTACGAGCTCGAGCAGAACCCCGCCCACAACTACATCCAGCCTCGCTCTGCCATC 1020 
CSDaV_          CTTGTCTATGAGCTGGAGCAGAACCCGGCCCACAACTACATTCAGCCCCGCTCCGCCATT 1020 
                **  **** ***** *********** ************** ***** ***** *****  
 
AY884005_       GACTGGCTCAAGACCACCACCATCCGCTGCCAGGACCTCACTCTCACCATCTCCCGCCTA 1080 
CSDaV_          GACTGGCTGAAGACCACCACCATCCGCTGCCAAGACCTAACCCTCACAATCTCCCGCCTT 1080 
                ******** *********************** ***** ** ***** ***********  
 
AY884005_       GATTCCTGGGGCCCAGTCCACTCTCTCCTGATCCAAAGAGGCAAGCCCCCTATCCATCTT 1140 
CSDaV_          GACTCCTGGGGCCCAGTTCACTCTCTTTTGATCCAAAGAGGTAGGCCACCCATCCACCTT 1140 
                ** ************** ********  ************* * *** ** ***** *** 
 
AY884005_       GAGGAGGACTCCATCAGCTTCCGTGCCCCAAAAGCAGTCCTCCTGCCTGAGCCAGCTTCA 1200 
CSDaV_          GAAGAGGACTCCATCAGCTTCCGCACTCCCAAAGCTGTCCTCCTTCCTGAACCAGCTTCT 1200 
                ** ********************  * ** ***** ******** ***** ********  
 
AY884005_       CTCTCCCAATCAGTCCGCGACCGCCTGGTCCCTGCTGATGTTTACCAGGCTCTCTTCATC 1260 
CSDaV_          TTATCCCAGGGGGTTCGTGACCGCCTTGTTCCTGCTGATGTCTACCAGGCTCTCTTCATC 1260 
                 * *****    ** ** ******** ** *********** ****************** 
 
AY884005_       TATGTCCGGGCTGTCCGCACCCTCCGTGTGACCGACCCGGCTGGCTTCGTTCGCACTCAG 1320 
CSDaV_          TATGTCAGAGCCGTTCGGACCCTCCGTGTCACTGACCCCGCTGGGTTTGTCCGAACTCAG 1320 
                ****** * ** ** ** *********** ** ***** ***** ** ** ** ****** 
 
AY884005_       ATCTCTAAGCCCGAGTACTCTTGGGTCACTTCCTCCGCCTGGGACAATCTGGCCCACTTT 1380 
CSDaV_          ATTTCAAAGCCCGAGTACTCCTGGGTCACCTCCTTCCGCTGGGACAACTTTCCCCCCTTG 1380 
                ** ** ************** ******** **** *  *********  *  *** ***  
 
AY884005_       GCCTTGGCCACAGCTCCGCACAGACCCCACACCACCTACTTCCTGTTCAACTCAACCGCT 1440 
CSDaV_          GCCCTTGCCACTGCTCCACACAGACCCCACACCACTTACTTCCTCTTCAATTCCACTGCG 1440 
                *** * ***** ***** ***************** ******** ***** ** ** **  
 
AY884005_       GCTCGGGTGGCCCATTGGTTCCGCACTCATACCCTGGCTCCGCTCTCTGGCGCCACTGCT 1500 
CSDaV_          GCCCGGGTATCCCACTGGTTCCGCACCCATACCTTGGCCCTGCTCTCTGGCGCCACTGCA 1500 
                ** *****  **** *********** ****** **** * ******************  
 
AY884005_       GCCGCCGCGAGCCTTCTCATGACCGCCAGCTGGGGATTCCGTGCCATGATCTCCTCTCAT 1560 
CSDaV_          GCCGCCGCCAGCCTCCTCATGACCGCCAGTTGGGGCTTCCGCGCTCTCATTTCTTCTCAC 1560 
                ******** ***** ************** ***** ***** **  * ** ** *****  
 
AY884005_       CTTGTCTCCCTCTCCATCTGCAAGCGCTGGCTCAAAGCTCCTCCTCATCTCCTCTGGCCC 1620 
CSDaV_          CTTGTCTCCCTCTCCATCTGCAAGCGCTGGCTGAGGGCCCCTCCCCATCTCCTTTGGCCC 1620 
                ******************************** *  ** ***** ******** ****** 
 
AY884005_       GAGAAAGCTCCCTGGTTCCAGCTCACCCTGAGGCCCAAAGTCACTGGCCCTCTGATTGAC 1680 
CSDaV_          GAGAAGGCTCCATGGTTCCAACTCACACTGCGGCCTAAAGTCACCGGCCCCATGATTGAC 1680 
                ***** ***** ******** ***** *** **** ******** *****  ******** 
 
AY884005_       CTGCCCATTCTCCGACCCTTTAGGCTGTTCCCTTCCACATGCGCCAAACTGGGCGCCAAG 1740 
CSDaV_          CTGCCCATCCTCCGACCATTCAGATTGTTCCCATCCACCTGTGCTAAATTGGGCGCCAAG 1740 
                ******** ******** ** **  ******* ***** ** ** *** *********** 
 



BARROS, C.C.P.  2006  128 

 

AY884005_       CACCCTGCTCTTGCCACATTGCTTCCTGCTGCTCCCAGGCCCACATGGCCCCTAAAGGTT 1800 
CSDaV_          TATCCTGCCCTCGCCACCTTGTTGCCAGCAGCACCCAGGCCCCTCTGGCCCCTGAAAGTT 1800 
                 * ***** ** ***** *** * ** ** ** *********   ******** ** *** 
 
AY884005_       GGCCTCGCACTCGCTGCTGTCCCAGTCTGCCTGTTCTTGTGGCGGAAATTCATTGGTCCC 1860 
CSDaV_          GGCCTTGCCCTTGCCACCGTGCCCGTCTGTTTATTCTTGTGGCGGAAGTTCATTGGTCCC 1860 
                ***** ** ** **  * ** ** *****  * ************** ************ 
 
AY884005_       GATTCTCCACAGGACATGCATGACAGCTATCATGCCATGTTTCATCCACAGCCTTGGGGC 1920 
CSDaV_          GACTCTCCCCAGGACATGCACGACAGCTACCATGCTATGTTTCATCCACAGCCCTGGGGA 1920 
                ** ***** *********** ******** ***** ***************** *****  
 
AY884005_       CTCACTCTCACTCGCAAGGCTATCTGCTGCGATAGGGCCCCCTTTCTGCCCATCCCTGTT 1980 
CSDaV_          CTCTCTCTGGCCCGCAAGGCCATTTGCTGTGACAGAGCTCCATTCCTCCCCATCCCTCTT 1980 
                *** ****  * ******** ** ***** ** ** ** ** ** ** ********* ** 
 
AY884005_       GTTCCCAGCTCTGACTTCAAGGCCCCGCCAACACCTGCCACCCCACTATTGACTTCCATC 2040 
CSDaV_          GTGCCCAGCTCTGACTTCAAAGCCCCACCCACACCAGCTACCCCTCTACTGACCTCCATC 2040 
                ** ***************** ***** ** ***** ** ***** *** **** ****** 
 
AY884005_       CCTATTAAGGGTGTGGAGCCTCAAGTTTCTGGAGAAGGAGTACCTCCGCAGTCGGCTTCA 2100 
CSDaV_          CCAATCAAGGGTGTGGAGCCTCAAGTTCCTGGAGAAGGAGTACCTCCGCAGTCGGCTTCA 2100 
                ** ** ********************* ******************************** 
 
AY884005_       TCAACCGGCCCGGCATCGGACTCCCGTCGTGCCCCGCAACCAGCTTCATCAACTGGTCCG 2160 
CSDaV_          TCAACCGGCCCGGCATCGGACTCCCGCTGCGCCCCGCAACCAGCTTCATCAACTGGTCCG 2160 
                **************************  * ****************************** 
 
AY884005_       GATCCGCCCACCCAGAACACGAGTGCTGCCCCCCAACCTCCCATCGAATCCAAAGTTACC 2220 
CSDaV_          GATCAGCCCGCCCAGGACATGAGTGCTGCCCCCCAAGCTCCCACAAAATCCAAAGTTACT 2220 
                **** **** ***** *** **************** ******   *************  
 
AY884005_       TTTGCCCAACCCATTGAGAGTGTGGCACCTGTAGTTCCAGGAGCAGGAGAACCTCCGCAG 2280 
CSDaV_          TTTGCTCAACCCCTTGAGAGCGTGACACCTGTAGTTCCAGGAGCAGGAGAACCTCCGCAG 2280 
                ***** ****** ******* *** *********************************** 
 
AY884005_       TCGGCTTCATCAACCGGCCCGGCATCGGTCTCCCGTCGTGACCCGCAAGTGGCTTCATCA 2340 
CSDaV_          TCGGCTTCATCAACCGGCCCGGCATCGGTCTCCCGTCGTGACCCGCAAACGGCTTCATCA 2340 
                ************************************************  ********** 
 
AY884005_       ACCACTCCGGATGCTCCCACCCTGGACGTCAGCGTGACCCCTCCAAAGACTATCTATCCT 2400 
CSDaV_          ACCGTTCCGGATGCTCCCACCCTGGACAGCAGTGTGACCCCTCCACCGATTATCTACCCA 2400 
                ***  **********************  *** ************  ** ****** **  
 
AY884005_       ATTGACCACCTCCAGAACGACTTCGGCCCTTGCCGTTGCTCCGTCTGTGAACCACTTCAG 2460 
CSDaV_          GTTGACCATCTCCAGAATGACTTCGGCCCCTGCCGTTGTTCACTCTGCGAACCGCCCCAG 2460 
                 ******* ******** *********** ******** **  **** ***** *  *** 
 
AY884005_       CCTGCCCCCGTCCCCTCCACTCCTCTCACCGTCTCGGATCATAAAGAAGCCCAGGACGCC 2520 
CSDaV_          CCAGCCCCAGTTCCCTCTGCCCCTCCCACTGTCTCTGACCACAAGGAATCCCAAGATGGT 2520 
                ** ***** ** *****  * **** *** ***** ** ** ** *** **** ** *   
 
AY884005_       GAAGCTCTTTCCTCGGCCCTCCAAGCCCTCGGGCTCGCTCCCACCCCACCAGCTCCACAG 2580 
CSDaV_          GAGGCCCTCGCTTCCGCCCTCCAAGCTCTCGGGCTCGCCCCTGCTCCACCAGCTCCTCTG 2580 
                ** ** **  * ** *********** *********** **  * *********** * * 
 
AY884005_       TCTCAGAACCTCACTGTAGAGTCCTCAGGAGCCATGCATGCCTCATCTTGGGATCAGCTC 2640 
CSDaV_          TCTCAGAATCTAACCATCGAGTCCTCAGGAGCCATGCATGCCTCTTGTTGGGATCAGCTC 2640 
                ******** ** **  * ************************** * ************* 
 
AY884005_       TCCTCCCCATCATCTGACTGGGATCCTTCCCCTCTGGCCCGTGATAGCTCCGCCTCTGGT 2700 
CSDaV_          TCTTCCCCATCATCGGACTGGGATCCCTCCCCCGTGGCTCGCGACAGCTCTGCCACCGGT 2700 
                ** *********** *********** *****  **** ** ** ***** *** * *** 
 
AY884005_       CCCCCAGGCATGTACTCAGATCTCTTTCCAGCTCCCTACCTTCCAGGCACCGGTCAGTTC 2760 
CSDaV_          CCACCAGGCATGTACTCTGATCTCTTCCCGGCTCCTTATCTCCCAGGCACCGGCCAATTC 2760 
                ** ************** ******** ** ***** ** ** *********** ** *** 
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AY884005_       ATCTTCCGCTCCAGGGCCAATGGTCGGGCCAACATCCCTTATCCCGACATGGATTGCCTC 2820 
CSDaV_          ATCTTCCGCTCCAGAGCCAACGGCCGGGCCAACATTCCCTACCCCGACATGGATTGTCTC 2820 
                ************** ***** ** *********** ** ** ************** *** 
 
AY884005_       TTGCTTTCCATCGAGCAAGCCACCCGCCTTCCCAAGGAGGCTCTCTGGGACACCCTCTGT 2880 
CSDaV_          CTACTTTCCATCGAGCAGGCTACCCGCCTTCCCAAGGAGGCCCTCTGGGACACTCTCTGT 2880 
                 * ************** ** ******************** *********** ****** 
 
AY884005_       GCCACATGCCCCGACTCTCTCCTTGATCCTGATACCATTCGCCGAGTCGGATTGTCCACT 2940 
CSDaV_          GCCACCTGCCCCGACTCTCTGCTTGACCCTGACACCATCCGCCGAGTCGGCCTCTCCACA 2940 
                ***** ************** ***** ***** ***** ***********  * *****  
 
AY884005_       GACCACTTTGCCATCCTGGCCCACCACTACTCCCTCAGGTGCCGCTTTCACACCGCCCAT 3000 
CSDaV_          GACCATTTTGTTATCTTCGCCCACCACTACTCCCTCAGGTGCCGGTTCCATACCGCCCAT 3000 
                ***** ****  *** * ************************** ** ** ********* 
 
AY884005_       GGTGTCATTGAGCTCGGCATGGCTGATGCCACCTCCTCATTCGACATCGACCACACTGCT 3060 
CSDaV_          GGTGTCATTGAGCTGGGCATGGCCGACGCCACTTCATCTTTTGATATCGACCACACTGCC 3060 
                ************** ******** ** ***** ** ** ** ** **************  
 
AY884005_       GGCAACCCCGGCCACTTCTCCCTCCGGCAATCTGCCACTCCGAGGCTAAATGGAGGAATT 3120 
CSDaV_          GGCAATCCTGGCCACTTCTCCCTCCGGCAGTCTGCCACGCCCCGGCTCAATGGTGGCATT 3120 
                ***** ** ******************** ******** **  **** ***** ** *** 
 
AY884005_       GCTCAAGATCTCGCTGTGGCCGCTCTCAGGTTCAACATTGATGGCACTCTCCTCCCAATC 3180 
CSDaV_          GCTCAGGACCTTGCTGTGGCCGCCTTAAGGTTCAACATTGACGGCACTCTCCTCCCCATC 3180 
                ***** ** ** ***********  * ************** ************** *** 
 
AY884005_       CGCTCAGTTCATGTCTATTCCACTTGGCCAAAGAGAGCAAAGAACCTGTCGTCGAACATG 3240 
CSDaV_          CGCTCAGTTCATGTCTATTCCACCTGGCCCAAGAGAGCCAAGAACCTGTCCTCAAATATG 3240 
                *********************** ***** ******** *********** ** ** *** 
 
AY884005_       AAGAACGGCTTTGACGGCATCATGGCCAACATCCACCCCACCAAGACCAATGAATCGAGA 3300 
CSDaV_          AAAAACGGCTTTGATGGAATCATGGCCAACATTCATCCCACCAAGACCAATGAATCCAGA 3300 
                ** *********** ** ************** ** ******************** *** 
 
AY884005_       GAGAAGATCTTGGCACTCGATTCGCAGCTGGACATCGCTGTCAGGAGATCCGTCCGTCTG 3360 
CSDaV_          GAAAAGATTTTGGCCCTGGACTCCCAGCTTGATATTGCAGTCCGGAGATCTGTCCGCCTC 3360 
                ** ***** ***** ** ** ** ***** ** ** ** *** ******* ***** **  
 
AY884005_       ATCCATATTGCCGGGTTCCCAGGGTGCGGCAAGTCCTTTCCCATCTCCCGCCTCCTCCGC 3420 
CSDaV_          ATCCACATTGCCGGCTTTCCAGGCTGCGGCAAGTCCTTCCCCATCTCCCGCCTCCTCCGC 3420 
                ***** ******** ** ***** ************** ********************* 
 
AY884005_       ACTCCAACCTTCAGGAACTTTAAGGTGGCAGTTCCCACTGTTGAGCTCCGAGCCGAGTGG 3480 
CSDaV_          ACTCCCACCTTCAGGAACTTTAAGGTGGCTGTGCCAACTGTCGAGCTTCGAGCTGAATGG 3480 
                ***** *********************** ** ** ***** ***** ***** ** *** 
 
AY884005_       AAAACCATTACTGGTCTCCCGGCCTCAGAAGCCTGGCGCATCGGCACCTGGGAATCCTCT 3540 
CSDaV_          AAAGCAATCATTGGCCTCCCAACTTCTGAGGCATGGCGCATCGGTACCTGGGAATCCTCT 3540 
                *** * ** * *** *****  * ** ** ** *********** *************** 
 
AY884005_       CTCCTCAAGTCTGCCCGGGTCCTGGTCATTGATGAAATCTACAAGATGCCAAGAGGCTAC 3600 
CSDaV_          CTGCTCAAATCTGCCCGGGTTCTCGTCATTGATGAAATCTACAAGATGCCCCGGGGCTAC 3600 
                ** ***** *********** ** **************************  * ****** 
 
AY884005_       ATTGATCTCGCCATCCACTCTGATCCCACCATTGAAATGGTCATTGCTCTCGGTGATCCA 3660 
CSDaV_          ATTGATCTCGCCATCCACTCTGATCCAACCATTGAGATGGTCATTGCTCTCGGTGACCCA 3660 
                ************************** ******** ******************** *** 
 
AY884005_       CTCCAAGGAGAGTACCACTCCACTCATCCTTCCTCTACCAACTCCCGCCTTCTCTCTGAG 3720 
CSDaV_          CTCCAAGGCGAGTACCACTCCACTCATCCTTCTTCCACCAACTCCCGCCTTCTTGCTGAA 3720 
                ******** *********************** ** *****************  ****  
 
AY884005_       CCCCAGCATCTCTCCATGTACCTTGACTTCTACTGCTTGTGGTCCCACCGCGTTCCGCAG 3780 
CSDaV_          CCACACCACCTCTCCATGTATCTCGACTACTACTGTATGTGGTCCCATAGAGTCCCTCAG 3780 
                ** ** ** *********** ** **** ******  **********  * ** ** *** 
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AY884005_       AACGTGGCCGCCTTCTTCCATGTCAAGACCACCTCCAAACAGCCTGGCTTCTGCCGCTAC 3840 
CSDaV_          AATGTCGCTGCTTTCTTCCACATCAAGACCACCTCCAAGCAGCCAGGCTTCTGCCGCTAC 3840 
                ** ** ** ** ********  **************** ***** *************** 
 
AY884005_       CAGAGAGAGCTGCCGAACTCCAGAATCCTGGCCAACTCTCAGAATGCAGGCCATACCCTC 3900 
CSDaV_          CAGCGAGAGCTTCCCAACTCCAGGATCCTGGCCAACTCTCAAAATGCAGGCCATACTCTT 3900 
                *** ******* ** ******** ***************** ************** **  
 
AY884005_       CAGCAGTGTGGCTACGCTGCCGTCACCATTGCCTCCAGTCAGGGCTCCACCTATGAAAAT 3960 
CSDaV_          CAGCAATGCGGCTATGCCGCCGTCACCATTGCCTCAAGTCAGGGTTCCACTTATGACAAT 3960 
                ***** ** ***** ** ***************** ******** ***** ***** *** 
 
AY884005_       GCGGCCTGCATTCACCTGGACCGAAACAGCTCCTTGCTCTCCCCTGCTCACTCCATGGTT 4020 
CSDaV_          GCGGCCTGCATCCATCTTGACCGCAACAGCTCCCTGCTCTCCCCTGCTCATTCCATGGTC 4020 
                *********** ** ** ***** ********* **************** ********  
 
AY884005_       GCTCTCACTCGCTCAAAGGTTGGTGTCATCTTCACCGGCGATCCCGCCCAGCTCTCCAAT 4080 
CSDaV_          GCTCTCACCCGCTCCAAGGTTGGTGTCATCTTCACCGGGGATCCTGCCCAGCTGTCCAAT 4080 
                ******** ***** *********************** ***** ******** ****** 
 
AY884005_       GCTCCAAGCTCCAACCGAATGTTCTCAGAGTTCTTCTCAGGCCGCACCCGCCCTCTTCAT 4140 
CSDaV_          GCCCCGAGCTCCAACAGAATGTTCTCTGAATTCTTCTCAGGCCGCACCCGCCCTCTTCAT 4140 
                ** ** ********* ********** ** ****************************** 
 
AY884005_       GACTGGTTCCACAATGAGTTCCCAAAGGCCACTGTCCTCACCGAGCCCCTCAAGACTCGG 4200 
CSDaV_          GACTGGTTCCACAATGAGTTCCCAAAGGCCACTGTCCTCACCGAGCCCCTCAAGACTCGG 4200 
                ************************************************************ 
 
AY884005_       GGGCCCCGCCTCACCGGTGCTGCCTCACCATACTCCAAGGCTGTCCCAATCCGCCAAGCC 4260 
CSDaV_          GGGCCCCGCCTCACCGGTGCTGCCTCACCATACTCCAAGGTGTTCCCATCCGGCAAGGAT 4260 
                ****************************************   *****  * ** * *   
 
AY884005_       TCCACCCCAGCTCTCAAGCCTGATTTCCAAGGGGACGTCA--TAATCTCAG-CACCCATA 4317 
CSDaV_          TCCACCCCGGCCCTCAAACCTGATTTCCAGGGGGACGTTCGTTCTTCTCGGGCCCCCATC 4320 
                ******** ** ***** *********** ********    *  **** * * *****  
 
AY884005_       GTTCTCGGCTCCGGCGAGCTCAATGCCCCTCAAGTCTCCTCTCACTTCCTCCCCGAGACT 4377 
CSDaV_          GTTCTGGGCTCCGGCGAGCTCAATGCTCCACAGGTCTCAACTCACTTCCTTCCTGAGACT 4380 
                ***** ******************** ** ** *****  ********** ** ****** 
 
AY884005_       CGCCGTCCTCTCCACTGGGACATTCCATCTGCCATCCCTGAGAGTGCCACCAGACCGGAC 4437 
CSDaV_          CGCCGCCCTCTTCACTGGGACATCCCTTCTGCCATCCCTGAGAGTGCCACCAGGCCTGAT 4440 
                ***** ***** *********** ** ************************** ** **  
 
AY884005_       TCCACTGAGCCCACCACCTCCCATCCAGAGCCAGTCTACCCCGGGGAAACTTTTGAGAAT 4497 
CSDaV_          TCCACTGAGCCCACCACTTGCCATCCTGAGCCGGTTTACCCAGGGGAAACCTTTGAAAAT 4500 
                ***************** * ****** ***** ** ***** ******** ***** *** 
 
AY884005_       CTTGCTGCCCACTTTCTCCCTGCCCACGACCCAACCGATCGTGAGATCTACTGGCAGGGT 4557 
CSDaV_          CTTGCTGCCCACTTTCTCCCGGCTCACGATCCCACTGATCGAGAAATCTACTGGCAGGGC 4560 
                ******************** ** ***** ** ** ***** ** **************  
 
AY884005_       CAGCTGTCCAACCAGTTCCCACACATGGACAAGGAATTCCATTTGGCTGCACAACCCATG 4617 
CSDaV_          CAGCTGTCCAACCAGTTCCCTCACATGGACAAAGAGTTCCACCTGGCCGCTCAGCCCATG 4620 
                ******************** *********** ** *****  **** ** ** ****** 
 
AY884005_       AGTCTCCTGGCTGCCGTTCATCAAGAGAAGCAAGATCCCACTCTACTGCCAGCTTCAATC 4677 
CSDaV_          AGCCTCCTGGCTGCGATTCATCAAGAGAAACAGGACCCCACTCTGCTCCCAGCTTCCATC 4680 
                ** ***********  ************* ** ** ******** ** ******** *** 
 
AY884005_       CAAAAGAGACTCCGCTTCCGCCCCTCCGACAAGCCCTACCAGATCACCCCAAAAGATGAA 4737 
CSDaV_          CAGAAGAGGCTCCGCTTCCGCCCATCAGACAGGCCTTACCAGATCACTCCAAAAGATGAA 4740 
                ** ***** ************** ** **** *** *********** ************ 
 
AY884005_       ATCCTGGGCCAGCTCCTCTTTGAAGGCCTCTGCCGAGCCTACCACAGATCTCCATTTCAC 4797 
CSDaV_          ATCCTGGGCCAATTGCTCTTTGAAGGCCTCTGCCGAGCCTATCATCGGTCCCCTTTCCAC 4800 
                ***********  * ************************** **  * ** ** ** *** 
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AY884005_       ACTGAGGCCTTTGATCCCGTGCTTTTCGCCGAGTGCATCAATCTCAATGAGTTCGCCCAG 4857 
CSDaV_          ACTGAGGCCTTTGATCCTGTTCTGTTCGCCGAGTGCATCAATCTGAATGAATTCGCCCAG 4860 
                ***************** ** ** ******************** ***** ********* 
 
AY884005_       CTCTCGTCCAAGACCCAGGCTACTATTATGGGCAATGCTCGCCGCTCAGACCCTGATTGG 4917 
CSDaV_          CTCTCCTCCAAGACTCAGGCCACCATCATGGGCAATGCTCGCCGCTCTGATCCAGACTGG 4920 
                ***** ******** ***** ** ** ******************** ** ** ** *** 
 
AY884005_       CGGTGGAGCGCAGTTCGCATCTTCTCCAAGACCCAACACAAGGTGAATGAAGGGTCCATT 4977 
CSDaV_          CGGTGGAGTGCTGTCCGCATCTTCTCCAAGACCCAGCACAAAGTAAATGAAGGGTCCATC 4980 
                ******** ** ** ******************** ***** ** **************  
 
AY884005_       TTCCGCTCCTGGAAGGCCTGCCAAACTTTGGCTCTCATGCATGATGCTGTTGTTCTAATC 5037 
CSDaV_          TTTGGTTCCTGGAAGGCATGTCAGACTTTGGCCCTCATGCATGATGCTGTTGTCCTTATC 5040 
                **  * *********** ** ** ******** ******************** ** *** 
 
AY884005_       CTGGGCCCTGTCAAGAAGTACCAGCGAGTCTTTGATCAGAGAGACCGACCCCGACACCTT 5097 
CSDaV_          CTGGGCCCCGTCAAGAAGTACCAGAGAGTGTTTGACCAGAGAGACAGACCCCGGCACCTT 5100 
                ******** *************** **** ***** ********* ******* ****** 
 
AY884005_       TACATCCATGCAGGCAACACTCCATCACAAATGAGCAACTGGTGTCAACAGCATCTCACT 5157 
CSDaV_          TACATCCATGCCGGCAACACTCCTTCACAGATGAGCAACTGGTGCCAGCAGCATCTCACC 5160 
                *********** *********** ***** ************** ** ***********  
 
AY884005_       ACTGCCGTCAAGTTGGCCAATGACTACACTGCCTTCGACCAGTCTCAGCATGGTGAGGCG 5217 
CSDaV_          ACCGCTGTCAAGCTGGCCAATGATTACACCGCCTTTGATCAATCTCAGCATGGGGAGGCA 5220 
                ** ** ****** ********** ***** ***** ** ** *********** *****  
 
AY884005_       GTCGTCCTTGAAAGAAAGAAAATGGAAAGACTCTCCATCCCCCAGGCTCTCATTGATCTT 5277 
CSDaV_          GTTGTTCTCGAAAGAAAGAAGATGGAAAGGCTCTCCATTCCACAGGCCCTCATTGACCTC 5280 
                ** ** ** *********** ******** ******** ** ***** ******** **  
 
AY884005_       CACATCCATCTCAAAACCCATGTTTCCACCCAGTTTGGCCCCCTCACATGCATGCGCCTG 5337 
CSDaV_          CACATCCATCTCAAGACCCATGTCTCCACCCAGTTCGGCCCCCTCACTTGCATGCGCCTG 5340 
                ************** ******** *********** *********** ************ 
 
AY884005_       ACTGGCGAGCCTGGCACTTATGATGATAACTCTGACTACAATCTTGCAGTTGTCAACTGT 5397 
CSDaV_          ACTGGCGAACCTGGCACCTATGATGACAATTCTGACTATAATCTTGCGGTGATCAACTGT 5400 
                ******** ******** ******** ** ******** ******** **  ******** 
 
AY884005_       GAGTACATGGCTGCCAACACTCCCACTATGGTCTCAGGCGACGACTCCCTCCTGGATCGT 5457 
CSDaV_          GAGTACATGGCTGCCAACACTCCCACTATGGTCTCAGGCGACGACTCCCTCCTGGATCGT 5460 
                ************************************************************ 
 
AY884005_       GAGCCTCCCACTCGCCCTGAATGGGTCATCCTCCAGCCTCTTCTCAGTCTCCGCTTCAAG 5517 
CSDaV_          GAGCCTCCCACTCGCCCTGAATGGGTCATCCTCCAGCCTCTTCTCAGTCTCCGCTTCAAG 5520 
                ************************************************************ 
 
AY884005_       AAAGAAAGGGGTCGGTACGCCACCTTCTGTGGCTACTACGCCTCCCATGTCGGCTGTGTC 5577 
CSDaV_          AAAGAAAGGGGTCGGTACGCCACCTTCTGTGGCTACTACGCCTCCCATGTCGGCTGTGTC 5580 
                ************************************************************ 
 
AY884005_       CGCTCCCCCGTGGCTCTCTTTGCCAAGCTGGCCATAGCTGTCGATGACGGCTCCATCTCT 5637 
CSDaV_          CGCTCCCCCGTGGCTCTCTTTGCCAAGCTGGCCATAGCTGTCGATGACGGCTCCATCTCT 5640 
                ************************************************************ 
 
AY884005_       GACAAAATGGCCTCATACCTCTCTGAATTTGCTCTTGGCCACTCCCTTGGAGACCATCTC 5697 
CSDaV_          GACAAAATGGCCTCATACCTCTCTGAATTTGCTCTTGGCCACTCCCTTGGAGACCATCTC 5700 
                ************************************************************ 
 
AY884005_       TGGGAAGCTTTGCCCCTCGAGGCCGTTCCCTTCCAATCTGCCTGCTTTGACTTCTTCTGC 5757 
CSDaV_          TGGGAAGCTTTGCCCCTCGAGGCCGTTCCCTTCCAATCTGCCTGCTTTGACTTCTTCTGC 5760 
                ************************************************************ 
 
AY884005_       CGCCGGGCCCCCAGACACCTCAAACTCTCTCTCATGCTCGGCGAGGTCCCAGAATCCATC 5817 
CSDaV_          CGCCGGGCCCCCAGACACCTCAAGCTCTCTCTCATGCTCGGCGAGGTCCCAGAATCCATC 5820 
                *********************** ************************************ 
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AY884005_       ATTGCCCGCATCGGGTCATCCTTGAAGTGGGCCTCTCATGCCATCTACACCACACTCTCC 5877 
CSDaV_          ATTGCCCGCATCGGGTCATCCTTGAAGTGGGCCTCTCATGCCATCTACACCACACTCTCC 5880 
                ************************************************************ 
 
AY884005_       TCTGCCGCTCGAGTGGCCATTCTGAGATCCTCCCGCAACAGCAGATCCATGCCAGATGAC 5937 
CSDaV_          TCTGCCGCTCGAGTGGCCATTCTGAGATCCTCCCGCAACAGCAGATCCATGCCAGATGAC 5940 
                ************************************************************ 
 
AY884005_       CCCGACACCACTCTGCTACAAGGTGAATTGCTTCAGCACTTTCAAGTACCATTCATGCAA 5997 
CSDaV_          CCCGACACCACTCTGCTACAAGGTGAATTGCTTCAGCACTTTCAAGTACCATTCATGCAA 6000 
                ************************************************************ 
 
AY884005_       TCTGACACTCTCCTGCCTCTCACTGGTGGTTCCTCTGCTCCCATCCTCACACCAGAAGCC 6057 
CSDaV_          TCTGACACTCTCCTGCCTCTCACTGGTGGTTCCTCTGCTCCCATCCTCACACCAGAAGCC 6060 
                ************************************************************ 
 
AY884005_       TTCTCCACCTCCCTCGCCTTCTCCATGGCCAGCGATGCCCAAGCAGGTCCGGCCCCCAGT 6117 
CSDaV_          TTCTCCACCTCTCTCGCTTTCTCCATGGCCAGCGATGCCCAAGCAGGTCCGGCCCCCAGT 6120 
                *********** ***** ****************************************** 
 
AY884005_       CGCGATGATCGCGTTGACCGCCAGCCTCGCCTTCCTGCTGCTCCTCGCGTTGCTGAAGTT 6177 
CSDaV_          CGCGATGATCGCGTTGACCGCCAGCCTCGCCTTCCTGCTGCTCCTCGCGTTGCTGAAGTT 6180 
                ************************************************************ 
 
AY884005_       GGTCTCAATGCCCCGTCGGTCGACTACCCGTTCCAGTGGGTCGTCGCCTCCTACGACGGA 6237 
CSDaV_          GGTCTCAATGCCCCGTCGGTCGACTACCCGTTCCAGTGGGTCGTCGCCTCCTACGACGGA 6240 
                ************************************************************ 
 
AY884005_       TCAGAAGCCAAGAACCTAAGTGATGATCTCTCTGGCTCTGCCACTCTCACCAAAGTCATG 6297 
CSDaV_          TCAGAAGCCAAGAACCTAAGTGATGATCTCTCTGGCTCTGCCACTCTCACCAAAGTCATG 6300 
                ************************************************************ 
 
AY884005_       GCCAACTACCGACATGCTGAGCTCACATCTGTTGAGCTGGAGGTCTGCCCTCTTGCTGCA 6357 
CSDaV_          GCCAACTACCGACATGCTGAGCTCACATCTGTTGAGCTGGAGGTCTGCCCTCTTGCTGCA 6360 
                ************************************************************ 
 
AY884005_       GCCTTCTCCAAGCCCATCTCTGTGTCGGCCGTCTGGACCATTGCCTCCATCTCTCCAGCT 6417 
CSDaV_          GCCTTCTCCAAGCCCATCTCTGTGTCGGCCGTCTGGACCATTGCCTCCATCTCCCCAGCT 6420 
                ***************************************************** ****** 
 
AY884005_       TCCGCCTCTGAAACCTCCTACTATGGCGGTCGACTCTTCACTGTTGGCGGTCCTGTCCTC 6477 
CSDaV_          TCCGCCTCTGAAACCTCCTACTATGGCGGTCGCCTCTTCACTGTCGGTGGTCCAGTCCTC 6480 
                ******************************** *********** ** ***** ****** 
 
AY884005_       ATGTCCAGCACCACCCATCTCCCTGCTGATCTCACCCGCCTCAATCCTGTGCTCAAGGGC 6537 
CSDaV_          ATGTCCAGTACCACTCACCTTCCAGCAGATCTCACCCGCCTCAATCCTGTGCTCAAGGGC 6540 
                ******** ***** ** ** ** ** ********************************* 
 
AY884005_       CCCGTCAAGTACACAGACTGCCCCAGATTCTCCTACTCCGTCTACTCCAATGGCGGAACC 6597 
CSDaV_          CCTGTCAAGTACACCGACTGCCCCAGATTCTCCTACTCCGTCTACTCCAACGGCGGAACT 6600 
                ** *********** *********************************** ********  
 
AY884005_       AAGGGCACCAATCTCTGCACCATCATCCTCCGGGGAGTTGTCCGCCTCAGCGGCCCCTCC 6657 
CSDaV_          AAGGGCACCAACCTCTGCACCATCATCCTCCGGGGAGTTGTCCGCCTCAGCGGCCCCTCC 6660 
                *********** ************************************************ 
 
AY884005_       GGTAATCTTCTCGCTTAGGCGAGCCTCTTCAGGTGAAGGAAAACACCTCCTGGTCTCAGC 6717 
CSDaV_          GGTAATCTCCTCGCTTAGGCGAGCCACTTCAGGTGAAGGAAAACACCTCCTGGTCTCAGC 6720 
                ******** **************** ********************************** 
 
AY884005_       CAGGTAATGATGCTAAACCTCCCCCGCTCAAGCAGCAATGCCTAGGGTTGCCGGTCGATC 6777 
CSDaV_          CAGGTAATGATGCTAAACCTCCCCCGCTCAAGCAGCAATGCCTAGGGTTGCCGGTCGATC 6780 
                ************************************************************ 
 
AY884005_       CAAAGACCGTTTTTCTTTATTATTTAATAAAAAAAAAAAAAAA 6820 
CSDaV_          CAAAGACCGTTTTTCTT--TTATTTAAT--------------- 6806 
                *****************  *********              
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APÊNDICE J 

Alinhamento entre a seqüência de aminoácidos do CSDaV obtida neste trabalho 

(DQ185573) com a seqüência AY884005 através do software ClustalW. 

 
 
  SeqA  Name      Len(aa)  SeqB  Name     Len(aa)  Score 
       ======================================================= 
   1    CSDaV      2189     2    AY884005   2188     96    

  ======================================================= 
 
 
 
CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment 
 
 
CSDaV           MDRISARIPVAPASAGPTEYVPYPHTNPLLPRGVFTSGPIQPRLHFLPHHAQDAPIRCYR 60 
AY884005        MDRISARIPVAPASAGPTEYTPYPHTHPLLPRGVFTSGPIQPCLHFLPHHAQDAPIRCYR 60 
                ********************.*****:*************** ***************** 
 
CSDaV           PLTYANHLRYDRSASSLKTSPVKLPLTGGTLADAILSLAPTTHRDTIATPLMEALAEPYR 120 
AY884005        PLTFANHLRYDRSASSLKTPPVKLPLTGGTLADAILSLAPTTHRDTIATPLMEALAEPYR 120 
                ***:***************.**************************************** 
 
CSDaV           QSLSTYPWHIPTNLQPFLTSCGITTAGQGFKAHPHPVHKTIETNLLSNVWSHYATTPSGV 180 
AY884005        QSLSTYPWHIPTNLQPFLTSCGITTAGQGFKAHPHPVHKTIETNLLTNVWPHYATTPSGV 180 
                **********************************************:***.********* 
 
CSDaV           MFMKPSKFEKLRIKQPNFSKLYNYRITAKDSTRYPSTSPDLPTEDTCFMHDALMYYSPGQ 240 
AY884005        MFMKPSKFEKLKIKQPNFSKLYNYRITAKDTTRYPSTSPDLPTEDTCFMHDALMYYSPGQ 240 
                ***********:******************:***************************** 
 
CSDaV           ICDLFISRPSLQKLYASLVVPPESDFTTISLFPDLYRYRIEKDQLVYELEQNPAHNYIQP 300 
AY884005        ICDLFLSRPSLQKLYASLVVPPESDFTTISLFPDLYRYRIEKDQLIYELEQNPAHNYIQP 300 
                *****:***************************************:************** 
 
CSDaV           RSAIDWLKTTTIRCQDLTLTISRLDSWGPVHSLLIQRGRPPIHLEEDSISFRTPKAVLLP 360 
AY884005        RSAIDWLKTTTIRCQDLTLTISRLDSWGPVHSLLIQRGKPPIHLEEDSISFRAPKAVLLP 360 
                **************************************:*************:******* 
 
CSDaV           EPASLSQGVRDRLVPADVYQALFIYVRAVRTLRVTDPAGFVRTQISKPEYSWVTSFRWDN 420 
AY884005        EPASLSQSVRDRLVPADVYQALFIYVRAVRTLRVTDPAGFVRTQISKPEYSWVTSSAWDN 420 
                *******.***********************************************  *** 
 
CSDaV           FPPLALATAPHRPHTTYFLFNSTAARVSHWFRTHTLALLSGATAAAASLLMTASWGFRAL 480 
AY884005        LAHFALATAPHRPHTTYFLFNSTAARVAHWFRTHTLAPLSGATAAAASLLMTASWGFRAM 480 
                :. :***********************:********* *********************: 
 
CSDaV           ISSHLVSLSICKRWLRAPPHLLWPEKAPWFQLTLRPKVTGPMIDLPILRPFRLFPSTCAK 540 
AY884005        ISSHLVSLSICKRWLKAPPHLLWPEKAPWFQLTLRPKVTGPLIDLPILRPFRLFPSTCAK 540 
                ***************:*************************:****************** 
 
CSDaV           LGAKYPALATLLPAAPRPLWPLKVGLALATVPVCLFLWRKFIGPDSPQDMHDSYHAMFHP 600 
AY884005        LGAKHPALATLLPAAPRPTWPLKVGLALAAVPVCLFLWRKFIGPDSPQDMHDSYHAMFHP 600 
                ****:************* **********:****************************** 
 
CSDaV           QPWGLSLARKAICCDRAPFLPIPLVPSSDFKAPPTPATPLLTSIPIKGVEPQVPGEGVPP 660 
AY884005        QPWGLTLTRKAICCDRAPFLPIPVVPSSDFKAPPTPATPLLTSIPIKGVEPQVSGEGVPP 660 
                *****:*:***************:*****************************.****** 
 
CSDaV           QSASSTGPASDSRCAPQPASSTGPDQPAQDMSAAPQAPTKSKVTFAQPLESVTPVVPGAG 720 
AY884005        QSASSTGPASDSRRAPQPASSTGPDPPTQNTSAAPQPPIESKVTFAQPIESVAPVVPGAG 720 
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                ************* *********** *:*: *****.* :********:***:******* 
 
CSDaV           EPPQSASSTGPASVSRRDPQTASSTVPDAPTLDSSVTPPPIIYPVDHLQNDFGPCRCSLC 780 
AY884005        EPPQSASSTGPASVSRRDPQVASSTTPDAPTLDVSVTPPKTIYPIDHLQNDFGPCRCSVC 780 
                ********************.****.******* *****  ***:*************:* 
 
CSDaV           EPPQPAPVPSAPPTVSDHKESQDGEALASALQALGLAPAPPAPLSQNLTIESSGAMHASC 840 
AY884005        EPLQPAPVPSTPLTVSDHKEAQDAEALSSALQALGLAPTPPAPQSQNLTVESSGAMHASS 840 
                ** *******:* *******:**.***:**********:**** *****:*********. 
 
CSDaV           WDQLSSPSSDWDPSPVARDSSATGPPGMYSDLFPAPYLPGTGQFIFRSRANGRANIPYPD 900 
AY884005        WDQLSSPSSDWDPSPLARDSSASGPPGMYSDLFPAPYLPGTGQFIFRSRANGRANIPYPD 900 
                ***************:******:************************************* 
 
CSDaV           MDCLLLSIEQATRLPKEALWDTLCATCPDSLLDPDTIRRVGLSTDHFVIFAHHYSLRCRF 960 
AY884005        MDCLLLSIEQATRLPKEALWDTLCATCPDSLLDPDTIRRVGLSTDHFAILAHHYSLRCRF 960 
                ***********************************************.*:********** 
 
CSDaV           HTAHGVIELGMADATSSFDIDHTAGNPGHFSLRQSATPRLNGGIAQDLAVAALRFNIDGT 1020 
AY884005        HTAHGVIELGMADATSSFDIDHTAGNPGHFSLRQSATPRLNGGIAQDLAVAALRFNIDGT 1020 
                ************************************************************ 
 
CSDaV           LLPIRSVHVYSTWPKRAKNLSSNMKNGFDGIMANIHPTKTNESREKILALDSQLDIAVRR 1080 
AY884005        LLPIRSVHVYSTWPKRAKNLSSNMKNGFDGIMANIHPTKTNESREKILALDSQLDIAVRR 1080 
                ************************************************************ 
 
CSDaV           SVRLIHIAGFPGCGKSFPISRLLRTPTFRNFKVAVPTVELRAEWKAIIGLPTSEAWRIGT 1140 
AY884005        SVRLIHIAGFPGCGKSFPISRLLRTPTFRNFKVAVPTVELRAEWKTITGLPASEAWRIGT 1140 
                *********************************************:* ***:******** 
 
CSDaV           WESSLLKSARVLVIDEIYKMPRGYIDLAIHSDPTIEMVIALGDPLQGEYHSTHPSSTNSR 1200 
AY884005        WESSLLKSARVLVIDEIYKMPRGYIDLAIHSDPTIEMVIALGDPLQGEYHSTHPSSTNSR 1200 
                ************************************************************ 
 
CSDaV           LLAEPHHLSMYLDYYCMWSHRVPQNVAAFFHIKTTSKQPGFCRYQRELPNSRILANSQNA 1260 
AY884005        LLSEPQHLSMYLDFYCLWSHRVPQNVAAFFHVKTTSKQPGFCRYQRELPNSRILANSQNA 1260 
                **:**:*******:**:**************:**************************** 
 
CSDaV           GHTLQQCGYAAVTIASSQGSTYDNAACIHLDRNSSLLSPAHSMVALTRSKVGVIFTGDPA 1320 
AY884005        GHTLQQCGYAAVTIASSQGSTYENAACIHLDRNSSLLSPAHSMVALTRSKVGVIFTGDPA 1320 
                **********************:************************************* 
 
CSDaV           QLSNAPSSNRMFSEFFSGRTRPLHDWFHNEFPKATVLTEPLKTRGPRLTGAASPYSKVFP 1380 
AY884005        QLSNAPSSNRMFSEFFSGRTRPLHDWFHNEFPKATVLTEPLKTRGPRLTGAASPYSKAVP 1380 
                *********************************************************..* 
 
CSDaV           SGKDSTPALKPDFQGDVRSSRAPIVLGSGELNAPQVSTHFLPETRRPLHWDIPSAIPESA 1440 
AY884005        IRQASTPALKPDFQGDVIIS-APIVLGSGELNAPQVSSHFLPETRRPLHWDIPSAIPESA 1439 
                  : *************  * ****************:********************** 
 
CSDaV           TRPDSTEPTTCHPEPVYPGETFENLAAHFLPAHDPTDREIYWQGQLSNQFPHMDKEFHLA 1500 
AY884005        TRPDSTEPTTSHPEPVYPGETFENLAAHFLPAHDPTDREIYWQGQLSNQFPHMDKEFHLA 1499 
                **********.************************************************* 
 
CSDaV           AQPMSLLAAIHQEKQDPTLLPASIQKRLRFRPSDRPYQITPKDEILGQLLFEGLCRAYHR 1560 
AY884005        AQPMSLLAAVHQEKQDPTLLPASIQKRLRFRPSDKPYQITPKDEILGQLLFEGLCRAYHR 1559 
                *********:************************:************************* 
 
CSDaV           SPFHTEAFDPVLFAECINLNEFAQLSSKTQATIMGNARRSDPDWRWSAVRIFSKTQHKVN 1620 
AY884005        SPFHTEAFDPVLFAECINLNEFAQLSSKTQATIMGNARRSDPDWRWSAVRIFSKTQHKVN 1619 
                ************************************************************ 
 
CSDaV           EGSIFGSWKACQTLALMHDAVVLILGPVKKYQRVFDQRDRPRHLYIHAGNTPSQMSNWCQ 1680 
AY884005        EGSIFRSWKACQTLALMHDAVVLILGPVKKYQRVFDQRDRPRHLYIHAGNTPSQMSNWCQ 1679 
                ***** ****************************************************** 
 
CSDaV           QHLTTAVKLANDYTAFDQSQHGEAVVLERKKMERLSIPQALIDLHIHLKTHVSTQFGPLT 1740 
AY884005        QHLTTAVKLANDYTAFDQSQHGEAVVLERKKMERLSIPQALIDLHIHLKTHVSTQFGPLT 1739 
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                ************************************************************ 
 
CSDaV           CMRLTGEPGTYDDNSDYNLAVINCEYMAANTPTMVSGDDSLLDREPPTRPEWVILQPLLS 1800 
AY884005        CMRLTGEPGTYDDNSDYNLAVVNCEYMAANTPTMVSGDDSLLDREPPTRPEWVILQPLLS 1799 
                *********************:************************************** 
 
CSDaV           LRFKKERGRYATFCGYYASHVGCVRSPVALFAKLAIAVDDGSISDKMASYLSEFALGHSL 1860 
AY884005        LRFKKERGRYATFCGYYASHVGCVRSPVALFAKLAIAVDDGSISDKMASYLSEFALGHSL 1859 
                ************************************************************ 
 
CSDaV           GDHLWEALPLEAVPFQSACFDFFCRRAPRHLKLSLMLGEVPESIIARIGSSLKWASHAIY 1920 
AY884005        GDHLWEALPLEAVPFQSACFDFFCRRAPRHLKLSLMLGEVPESIIARIGSSLKWASHAIY 1919 
                ************************************************************ 
 
CSDaV           TTLSSAARVAILRSSRNSRSMPDDPDTTLLQGELLQHFQVPFMQSDTLLPLTGGSSAPIL 1980 
AY884005        TTLSSAARVAILRSSRNSRSMPDDPDTTLLQGELLQHFQVPFMQSDTLLPLTGGSSAPIL 1979 
                ************************************************************ 
 
CSDaV           TPEAFSTSLAFSMASDAQAGPAPSRDDRVDRQPRLPAAPRVAEVGLNAPSVDYPFQWVVA 2040 
AY884005        TPEAFSTSLAFSMASDAQAGPAPSRDDRVDRQPRLPAAPRVAEVGLNAPSVDYPFQWVVA 2039 
                ************************************************************ 
 
CSDaV           SYDGSEAKNLSDDLSGSATLTKVMANYRHAELTSVELEVCPLAAAFSKPISVSAVWTIAS 2100 
AY884005        SYDGSEAKNLSDDLSGSATLTKVMANYRHAELTSVELEVCPLAAAFSKPISVSAVWTIAS 2099 
                ************************************************************ 
 
CSDaV           ISPASASETSYYGGRLFTVGGPVLMSSTTHLPADLTRLNPVLKGPVKYTDCPRFSYSVYS 2160 
AY884005        ISPASASETSYYGGRLFTVGGPVLMSSTTHLPADLTRLNPVLKGPVKYTDCPRFSYSVYS 2159 
                ************************************************************ 
 
CSDaV           NGGTKGTNLCTIILRGVVRLSGPSGNLLA 2189 
AY884005        NGGTKGTNLCTIILRGVVRLSGPSGNLLA 2188 
                ***************************** 
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Citrus sudden death (CSD) is a new disease of unknown etiology that affects 

sweet oranges (Citrus sinensis) and some mandarins (C. reticulata) grafted on 

Rangpur lime (C. limonia) or Volkamer lemon (C. volkameriana)(1, 2). The first report 

of this disease was published in 2001 (3), based on symptomatic plants identified in 

1999 in the States of Minas Gerais and São Paulo, Brazil. The first observations of 

the disease were made in ‘Valencia’ sweet orange grafted on Rangpur lime in 

Comendador Gomes, Minas Gerais, Brazil (4). Later, the same disease were 

identified in other plantings of sweet oranges (‘Hamlin’, ‘Natal’, ‘Westin’, ‘Pera’, ‘Rubi’, 

‘Pineaple’) and mandarins (‘Cravo’ and ‘Pokan’) grafted on Rangpur lime and 

Volkamer lemon.  

The CSD is associated with the combination of sweet orange grafted on 

Rangpur lime or Volkamer lemon, since sweet orange grafted on mandarins 

‘Cleopatra’ and ‘Sunki’ (C. sunki Hort. ex Tanaka), Poncirus trifoliata (L.) Raf. and 

citrumelo ’Swingle’ [P. trifoliata (L.) Raf. X C. paradise Macf] does not present the 

symptoms of the disease (5). 

The number of dead trees affected by the disease dramatically increased 

since it was detected from 500 trees in 1999 to more than 2 millions in 2004, that 

represents an estimated loss of 40 millions dollars. This number would be even 

greater if we considered those infected but still asymptomatic. 

In the State of São Paulo, the largest sweet orange growing region in the 

world, 85% of 200 million orange trees are grafted on Rangpur lime, because this 

rootstock can be grown without irrigation (6). In view of the importance of Rangpur 

lime in Brazil, the discovery that sweet orange trees on this rootstock were rapidly 

declining and dying came as a shock (3). This new disease, which has taken on 
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alarming proportions (7), was called Citrus Sudden Death because of the rapid 

decline and death of the trees (8). 

The causal agent of CSD is still unknown, but the most probable hypothesis is 

that CSD is caused for a virus disseminated by a vector, in the same manner of the 

quick-decline form of citrus tristeza (1), caused by Citrus tristeza virus (CTV, 

Closteroviridae family). The sudden appearance of CSD symptoms and the rapid 

disease progress have similarities with the citrus tristeza, quick-decline (10, 11). The 

anatomic modifications (6), spatial and temporal patterns (4, 2) of CSD dissemination 

has been remarkably similar to those seen with the spread of CTV. The similarities 

between the CTV decline and CSD lead researchers to suggest that the new disease 

is probably caused by a new strain of CTV, but several attempts to associate CSD 

with CTV mutant have failed (12, 13). Alternatively, a new virus of Tymoviridae family 

could be the causative agent of CSD, since it has been frequently detected in plants 

with CSD symptoms.  

In the present study, we have cloned the complete genome of this new virus 

by the method of rapid amplification of cDNA ends (RACE), sequenced and 

compared with other tymoviruses. 

The whole genome rescue of new Marafivirus associated with the CSD was 

made in two step of cloning: cloning a 3’ end fragment of approximately 6000 bp and 

a 5’ end fragment of an approximately 1000 pb generated by GeneRaceR technique 

(Figure 1). 

From the P15 isolate, a virus of Tymoviridae family from infected trees in 

Comendador Gomes coutry, Minas Gerais State, Brazil, the RNA was extracted in 

accordance with the instruction of Trizol LS Reagent (Invitrogen). cDNA was 
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synthesized using primer oligo dT, M4T (14), and a transcriptase reverse, 

SuperScript II (Invitrogen), as the manufacture’s instruction. 

 Degenerated primers designed on the basis of other marafivirus and 

tymoviruses combined with primer M4 (14) were used to amplify cDNA by 3’ RACE, 

using Platinum Taq DNA polymerase High Fidelity (Invitrogen). A-overhang was 

addictioned to the amplified fragment, which was ligated to a T-vector, pCR4 TOPO 

TA sequencing vector (Invitrogen) and electroporated into Escherichia coli DH5α 

(Invitrogen). 

The purified plasmid using Wizard Miniprep (Promega) was sequenced by 

dideoxynucleotide termination method and an automatic sequencer (Pekin Elmer ABI 

377 Applied Biosystems).  

The 5’ end was rescued by 5’ RACE with the technique GeneRaceR 

(Invitrogen). In this technique the RNA was treated with tobacco acid 

pyrophosphatase (TAP) (15, 16) which removed the cap from capped RNA, exposing 

the 5’ phosphate and permitting ligation of the GeneRacerTM RNA oligo, with T4 RNA 

ligase. A cDNA template was generated by reverse transcription using SuperScriptTM 

III and a specific primer (C7Rev: 5’ - TCAGAGTTGTCGTCATAAGTGCC - 3’), which 

sequence was obtained by the sequencing of 3’ end clone. 5’ end cDNA were PCR 

amplified from these DNA templates with a primer to the GeneRacer RNATM oligo and 

the gene specific primer 1 (TymoGSP1: 5’ - GAGCGGGGCTGAATGTAGTTGTG - 

3’). 

The complete sequencing was obtained using vector universal primers and 

primers designed by primer walking. The sequences and eletropherograms of this 

shotgun sequencing were analyzed by Package Staden program. The search for 

homology in described sequences was made by Blast X (www.ncbi.nlm.nih.gov). The 
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multiple alignments were generated using ClustalW (www.ebi.ac.uk) and the 

phylogenetic study was made by neighbor-joining method (17) from Mega3 

(www.megasoftware.net).  

The complete CSDaV genome sequence was 6806 nucleotides in length, 

excluding the poly(A) tail. The poly(A) tail containing 63 adenosines was detected by 

synthesis of first strand cDNA primed with M4T (T15) but its actual length remained 

undetermined.  

As the other marafiviruses, the genome of CSDaV had a large single ORF 

encoding a polypeptide that contains the conserved signature motifs of the 

replication-associated proteins (methytransferase, helicase and RdRp), a papain-like 

protease domain and the “marafibox” (18), a conserved 16 nucleotide stretch 

comparable to “tymobox”, from which differs by two or three residue changes (19). 

The marafibox is followed downstream by a transcription site and functions as 

subgenomic RNA promoter (20). 

The single ORF was comprehended between 109 and 6678 nucleotides and 

encoded a protein of 2189 aminoacids with a predicted molecular weight of 

approximately 240 kDa (p240) (www.expasy.org/tools/pi_tool.html). Conserved 

signatures domains for methyltransferase (nucleotide position: 487 to 1119), papain-

like protease (nucleotide position: 2797 to 3114), helicase (nucleotide position: 3358 

to 4053), RdRp (nucleotide position: 4222 to 6030), replicase (nucleotide position: 

5347 to 6675), and a coat protein (nucleotide position: 6030 to 6678) was found in 

searches for protein similarities by Pfam: 

(www.sanger.ac.uk/software/Pfam/serach.shtml) and InterPro 

(www.ebi.ac.uk/InterProScan). 
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The putative marafibox was present in CSDaV at positions 5959 to 5974, and 

a transcription initiation site is predicted at nucleotides 5983 to 5986. Excepted 

CSDaV that had a single discrepancy at the 5’ end, where a guanidine was 

exchanged for an adenine, the sequence conservation among marafiviruses was 

complete in the promoter region. 

Marafiviruses have two CP subunits that cistrons are located at the 3' end of 

the polypeptide, of which they are an integral part. The genome expression in 

Marafivirus genus is the result of the posttranslational autocatalytic cleavage of the 

largest ORF by a papain-like virus-encoded protease, and synthesis and translation 

of a 3'-co-terminal subgenomic RNA for a predicted 21 kDa CP expression 

(nucleotide position: 6084 to 6678) (21, 22, 23). 

Comparing the CSDaV nucleotide sequence (DQ185573) with reported 

sequence available on GenBank (AY884005) the identity found was 89%. This 

number grows up to 96% in aminoacids analyses (ClustalW).  

The highest levels of identity observed between the genomic sequence of the 

CSDaV and other tymovirus were to Oat blue dwarf virus (OBDV) with 63% and to 

Maize rayado fino virus (MRFV) with 60%. Phylogenetic analyses of the CSDaV 

genomic sequence revealed that CSDav was closer to Marafivirus genus than others 

virus of Tymoviridae family (Figure 2). 

A comparison of CP domain of CSDaV to corresponding sequence from other 

virus within Tymoviridae family confirmed the similarity to Marafivirus. The nucleotide 

sequence of the CP region of the virus had identity of 71% with Grapevine asteroid 

mosaic-associated virus (GAMaV), 71% with OBDV and 57% with MRFV. However, 

phylogenetic tree revealed that CSDaV was more related to GAMaV than OBDV 

(Figure 3). 
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In both comparisons, identities were higher between CSDaV and members of 

the genus Marafivirus (GAMaV, OBDV and MRFV) than with the representatives of 

the other genus of the family. These results support the classification of CSDaV as a 

new member of the genus Marafivirus. 

The complete CSDaV nucleotide sequence is available on GenBank and the 

nucleotide sequence accession number is DQ185573. 
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Figure Legends 

 

Figure 1. Electrophoresis of DNA fragment amplified by RT-PCR A) with the 

GeneRacerTM 5’ nested and TymoGSP1 primers. (1) 1Kb plus ladder (Invitrogen); (2) 

1000 pb fragment amplified in this reaction B) with C7For (5’-

CATGCATGACGCCCTSATGTA-3’) and M4 (5’-GTTTTCCCAGTCACGAC-3’) 

primers; (1) 1Kb plus ladder (Invitrogen); (2) 6000 pb fragment amplified in this 

reaction. 

 

 

Figure 2. Phylogenetic analysis of  CSDaV genomic sequence with related 

tymoviruses. CSDaV, Citrus sudden death-associated virus (DQ185573); OBDV, Oat 

blue dwarf virus (U87832); MRFV, Maize rayado fino virus (AF265566); APLV, 

Andean potato latent virus (AF035402); GFkV, Grapevine fleck virus (AJ309022); 

TYMV, Turnip yellow mosaic virus (J04373).  
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Figure 3. Phylogenetic analysis of CP nucleotide sequence of CSDaV with related 

tymoviruses. Numbers are the bootstrap values (%) of 1000 replicates. CSDaV, 

Citrus sudden death-associated virus (DQ185573); GAMaV, Grapevine asteroid 

mosaic-associated virus (CAC10493); OBDV, Oat blue dwarf virus (U87832); MRFV, 

Maize rayado fino virus (AF265566); APLV, Andean potato latent virus (AF035402); 

GFkV, Grapevine fleck virus (AJ309022); TYMV, Turnip yellow mosaic virus 

(J04373). A, B and C showed the clustering of vírus in Marafivirus, Maculavirus and 

Tymovirus, respectivelly. 
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Figure 2 
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