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Caracterizacdo do tomato severe deformation virus, um novo
begomovirus em tomateiro causando sintoma severo de deformacao
foliar

RESUMO:
Lavouras de tomateiro sdo frequentemente afetadas por doencas causadas por

begomovirus, que podem causar sérios impactos na producdo da cultura no Brasil. Os
begomovirus apresentam alta diversidade gen6mica, evidenciada pelos inumeros
variantes ja relatados. Uma amostra de tomateiro apresentando sintomas de clorose, forte
deformacdo foliar e enrolamento do apice foi encontrada em Cristalina, Goias. A amostra
foi coletada, a presenca do virus confirmada e o DNA gendmico clonado, sendo
identificado como um novo begomovirus. A sequéncia do genoma completo foi
determinada e confirmada por sequenciamento Sanger, com o tamanho de 2.639
nucleotideos para 0 DNA-A e 2.598 nucleotideos para 0 DNA-B. Os dois segmentos do
genoma foram comparados com as sequéncias de outros begomovirus mais proximos,
revelando uma maxima identidade de 86,24% do DNA-A desse begomovirus com o
tomato interveinal chlorosis virus 2 (TolCV2; acesso MK087038) e do DNA-B de
86,47% com o segmento B desse mesmo virus (MK087039). Isso confirmou que o isolado
pertence a uma potencial nova espécie, por apresentar uma identidade de nucleotideos do
DNA-A menor que 91%, segundo o critério taxonémico para distincdo de espécies no
género Begomovirus. A organizacdo genémica do virus € tipica de um begomovirus
bipartido do Novo Mundo. Em uma analise filogenética, 0 DNA-A do potencial novo
begomovirus agrupou-se com o TolCV2 e o DNA-B com TolCV2, conforme esperado.
Clones infecciosos do DNA-A e DNA-B foram gerados por Gibson Assembly e a
capacidade de infeccdo foi avaliada via agroinoculacdo. Trés cultivares de tomateiro

foram inoculadas e 88 foram infectadas de um total de 101 plantas de tomateiro,



distribuidas entre as cultivares Santa Clara (29/33), BRS Sena (25/32) e Compack
(34/36). Os sintomas observados nas plantas infectadas foram similares aos observados
em campo, incluindo clorose, forte deformacdo foliar e enrolamento do épice,
demonstrando a associacao do virus com a doenca e concluindo os Postulados de Koch.
Os resultados comprovam a presenca de um novo begomovirus, cujo nome proposto é
tomato severe deformation virus (TSDV) com o nome binomial Begomovirus
solanumacutadeformationis. O TSDV foi encontrado em uma regido onde ja foi detectada
a ocorréncia dos begomovirus tomato mottle leaf curl virus, tomato severe rugose virus e
tomato interveinal chlorosis virus-2 em tomateiro, evidenciando uma rica diversidade de

espécies de begomovirus na regido.

Palavras-chave: TSDV; Geminivirus; Solanum lycopersicum; Taxonomia; Diversidade

viral.



Characterization of tomato severe deformation virus, a new

begomovirus in tomato causing severe leaf deformation symptoms

ABSTRACT:
Tomato crops are frequently affected by diseases caused by begomoviruses, which can

have serious impacts on crop production in Brazil. Begomoviruses exhibit high genomic
diversity, as evidenced by the numerous variants already reported. A tomato plant sample
displaying symptoms of chlorosis, severe leaf deformation, and apical leaf curling was
observed in Cristalina, Goias. The sample was collected, the presence of the virus
confirmed, and the genomic DNA cloned, being identified as a new begomovirus. The
complete genome sequence was determined and confirmed by Sanger sequencing, with a
size of 2,639 nucleotides for DNA-A and 2,598 nucleotides for DNA-B. The two genome
segments were compared with the sequences of closely related begomoviruses, revealing
a maximum identity of 86.24% for the DNA-A of this begomovirus with the tomato
interveinal chlorosis virus 2 (TolCV2; accession MK087038) and 86.47% for the DNA-
B segment with that of the same virus (MK087039). This confirmed that the isolate
belongs to a potential new species, as it exhibits less than 91% nucleotide identity in the
DNA-A, according to the taxonomic criteria for species distinction within the genus
Begomovirus. The genomic organization of the virus is typical of a New World bipartite
begomovirus. In a phylogenetic analysis, the DNA-A of the potential new begomovirus
clustered with TolCV2, and the DNA-B also grouped with TolCV2, as expected.
Infectious clones of DNA-A and DNA-B were generated by Gibson Assembly, and the
infection capacity was assessed via agroinoculation. Three tomato cultivars were
inoculated, and 88 out of a total of 101 tomato plants were infected, distributed among

the cultivars Santa Clara (29/33), BRS Sena (25/32), and Compack (34/36). The



symptoms observed in the infected plants were similar to those observed in the field,
including chlorosis, severe leaf deformation, and apical leaf curling, demonstrating the
association between the virus with the disease and concluding the Koch’s Postulates. The
findings confirm the presence of a new begomovirus, for which the proposed name is
Tomato severe deformation virus (TSDV) with the binomial name Begomovirus
solanumacutadeformationis. TSDV was found in a region where the occurrence of the
begomoviruses Tomato mottle leaf curl virus, Tomato severe rugose virus, and Tomato
interveinal chlorosis virus-2 has already been detected in tomatoes, highlighting a rich

diversity of begomovirus species in the region.

Keywords: TSDV; Geminivirus; Solanum lycopersicum; Taxonomy; Viral diversity.
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INTRODUCAO GERAL

O tomateiro (Solanum lycopersicum) é uma das culturas de hortalicas mais
difundidas globalmente (FAO, 2019) e no Brasil o fruto é amplamente comercializado e
consumido, gerando grande renda aos produtores (Boteon et al. 2020). No entanto, o0
tomateiro é uma das plantas mais vulneraveis a uma variedade de pragas e doencas tanto
no contexto brasileiro quanto internacional. O tomateiro é afetado por diversos patdgenos,

incluindo fungos, oomicetos, bactérias, nematoides e virus (Lopes 2021).

As viroses sdo atualmente uma das principais preocupacgdes para os produtores de
tomate, especialmente aquelas causadas por membros da familia Geminiviridae, que
inclui 723 espécies descritas em quatorze géneros
(https://ictv.global/report/chapter/geminiviridae/geminiviridae consultado 24/06/2024).
Esses virus, com genoma de DNA circular de fita simples (2,5 a 5,2 kb) e encapsidados
em particulas geminadas icosaédricas (Zhang et al. 2001), podem infectar uma ampla
gama de plantas. O género Begomovirus, o0 maior dessa familia, possui espécies com um
ou dois componentes gendmicos distintos, DNA-A e DNA-B(Brown et al. 2015). Os
begomovirus sdo transmitidos pelas moscas-brancas Bemisia tabaci e podem infectar o
tomateiro causando sintomas diversos, incluindo entre outros clorose internerval,

rugosidade, distorcao foliar e mosaico (Inoue-Nagata et al. 2016).

No Brasil, até a década de 1990, os begomovirus apresentavam baixa incidéncia
nas lavouras de tomate(Ribeiro et al. 1998). No entanto, surtos de begomoviroses
comegaram a causar prejuizos econdmicos com a entrada e dispersao da espécie B. tabaci
MEAML1 (Ribeiro et al. 1998). A alta polifagia e adaptabilidade de MEAML1 a cultura do

tomateiro, associadas as altas taxas de variabilidade genética dos begomovirus,
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resultaram em um aumento acentuado no numero de espécies infectando tomateiros
(Libardi Miraldo et al. 2021; Fernandes et al. 2024). Atualmente, pelo menos 29 espécies
de begomovirus ja foram relatadas infectando tomateiro no Brasil e 0 nimero continua
crescendo (Flores et al. 1960; Faria et al. 1997; Jovel et al. 2004; Fernandes et al. 2006,
2008; Andrade et al. 2006; Ribeiro et al. 2007; Cotrim et al. 2007; Castillo-Urquiza et al.
2008; Tavares et al. 2012; Barreto et al. 2013; Adams et al. 2017; Macedo et al. 2018
Quadros et al. 2019; Mituti et al. 2019; Rego-Machado et al. 2019; Duarte et al. 2021;
National Center for Biotechnology Information, 2024). A alta incidéncia dos virus, sua
alta taxa de mutacdes e recombinacdes e as densas populacbes de moscas-brancas
dificultam o controle e favorecem o surgimento de novas variantes, causando mais

prejuizos para a safra de tomate (Padidam et al. 1999; Seal et al. 2006).

Levantamentos que monitoram as espécies de begomovirus presentes nos campos
de producdo sdo essenciais para identificar precocemente novas espécies e fornecer
informacGes para o desenvolvimento de medidas de controle eficientes. A classificacao
taxonémica de novas espécies de begomovirus segue critérios estabelecidos pelo Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) (Fiallo-Olivé et al. 2021), incluindo a
presenca do componente gendmico DNA-B, a organizacdo do genoma, gama de
hospedeiros, transmissdo por vetores e a identidade da sequéncia nucleotidica (Brown et
al. 2015). Outros aspectos considerados incluem anélise filogenética, capacidade de trans-
replicacdo e producédo de pseudorecombinantes, essenciais para uma classificacao precisa
dos begomovirus (Padidam et al. 1999; Seal et al. 2006; Lima et al. 2017; Fiallo-Olivé et

al. 2021).

Durante uma visita a uma lavoura de tomateiro no municipio de Cristalina — GO,
foi encontrado um tomateiro com sintomas semelhantes a infecgdo por begomovirus,

como clorose de nervuras, clorose foliar, reducdo da &rea foliar e nanismo, incluindo uma
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deformacéo foliar severa. Analises laboratoriais dessa amostra revelaram a presenca de
uma nova espécie de begomovirus infectando tomateiro no Centro-Oeste brasileiro.
Portanto, este trabalho teve como objetivo caracterizar essa nova espécie de begomovirus

infectando tomateiro no Centro-Oeste brasileiro.
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REVISAO DE LITERATURA

O tomate

O tomateiro é uma das plantas hortalicas mais amplamente cultivadas em todo o
territorio brasileiro, desempenhando um papel de grande relevancia na agricultura
nacional. Acredita-se que o tomateiro é originario da regido andina, abrangendo paises
como Equador, Peru e Colombia (Warnock 1991). Embora as variedades ancestrais do
tomateiro sejam originarias do oeste da América do Sul, sua domesticacdo em grande
escala ocorreu no México (Rick 1974) e, atualmente, esta distribuido por todos os
continentes do mundo. Pertencente a familia das Solanaceas (Brandéo Filho et al. 2018),
o0 tomateiro possui folhas compostas com presenca de tricomas —um mecanismo de defesa

contra pragas — e hastes flexiveis (Gilardén et al. 2001).

O tomateiro, planta de crescimento arbustivo e rasteiro, pode ser cultivado de duas
maneiras distintas. No cultivo rasteiro (plantas de crescimento determinado), voltado
principalmente para a producdo industrial, a conducdo das plantas ndo é necessaria. Ja no
cultivo conduzido (plantas de crescimento indeterminado), direcionado ao consumo in
natura, as plantas sdo mantidas eretas com o uso de estacas ou fitilhos, com colheitas

periddicas, valorizando a qualidade e o frescor dos frutos.

A China é o lider em producdo de tomate, estimada em 67.538.340 milhGes de
toneladas, enquanto o Brasil ocupa a nona colocacdo no ranking mundial de produgédo
com 3.679.160 milhdes de toneladas no ano de 2021 (FAO 2022) (Figura 1). Os principais
estados produtores de tomate no Brasil sdo Goias, Sdo Paulo, Minas Gerais e Bahia (IBGE

2021)
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Os produtores mundiais de tomate tém enfrentado desafios significativos durante
o ciclo de cultivo desta hortalica. O tomateiro destaca-se como uma das mais suscetiveis
aos ataques de pragas e doencas. Um exemplo disso € o relato de Rashid e colaboradores
que em 2016 calculou uma perda entre 70% e 95% nas lavouras de tomateiro na Maléasia,
ocasionada por doencas flngicas e bacterianas, respectivamente (Rashid et al. 2016). No
Brasil, o tomateiro pode ser atacado por diversos agentes patogénicos, levando a perdas

significativas em lavouras (Lopes 2021).

1° China
4° Estados Unidos™ 66.139.606,32 t
10.707,187 t 2° india

20.865,500 t

8° México
4.143.291,26 t 3° Turquia

13.149.636,5t

3.716.677,5t

6° Egito

6.369.869,56 t
FIGURA 1 — Ranking mundial de paises produtores de tomate no ano de 2021. Producdo em escala de toneladas. Os paises
produtores de tomate sdo destacados em vermelho neste mapa. A intensidade do vermelho varia de acordo com a posic¢éo do
pais no ranking global de producéo de tomate, proporcionando uma visualizagdo clara da distribui¢do da produgdo mundial.
t: toneladas FONTE: FAOSTAT, 2022.
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Patologias do Tomateiro no Brasil

Os principais agentes causadores de doencas no tomateiro no Brasil incluem

fungos, oomicetos, bactérias, nematoides e virus (Lopes 2021).

Entre as doencas fangicas mais relevantes que afetam a cultura, podemos citar a
septoriose, que ocorre pelo ataque do fungo Septoria lycopersici (da Costa et al. 2022),
causando manchas de cor marrom/palha de formato arredondado na folha e, quando
maduras, liberam esporos que sdo facilmente dispersados. Destaca-se também a
requeima, causada por Phytophthora infestans, um oomiceto de importancia em regifes
de clima frio e Umido, largamente distribuido no Brasil (Reis and Lopes 2012) e as
“galhas” causadas por membros do género de nematoides Meloidogyne, que estdo
amplamente distribuidos nos solos brasileiros (Gabriel et al. 2022). No entanto,
atualmente, as doencas causadas por bactérias e virus representam a maior preocupacgao
dos produtores brasileiros. Entre as doencas bacterianas, a mancha bacteriana causada por
Xanthomonas spp. (Quezado-Duval and Camargo 2004), a murcha bacteriana, que € uma
doenca causada por um complexo de espécies de Ralstonia (Lopes 2009) e a pinta
bacteriana (Pseudomonas syringae pv tomato) (Lopes 2001) podem ser consideradas as

principais ameacas a cultura.

A cultura do tomateiro esta entre as culturas olericolas mais afetadas por virus
fitopatogénicos (Lopes 2021). Em relacdo as viroses, 0s principais agentes patogénicos
que afetam o tomateiro no Brasil pertencem as familias Potyviridae, Tospoviridae e

Geminiviridae (Inoue-Nagata 2013).

Dentro da familia Potyviridae, destaca-se o género Potyvirus, cujos virus tém um
impacto significativo na cultura do tomateiro. Um exemplo notéavel é o Potato virus Y

(Potyvirus ytuberosi) (Inoue-Nagata et al. 2022). Este virus foi relatado pela primeira vez
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infectando tomateiros em 1956, quando Silberschmidt observou plantas apresentando
sintomas como folhas pequenas, rugosidade, clorose foliar e nervuras espacadas
(Silberschmidt 1956). Além disso, o potato virus Y (PVY) foi classificado como o 5°
virus mais importante para as culturas agricolas (Scholthof et al. 2011). As potyviroses,
causadas por potyvirus, emergem como uma preocupacdo significativa para o0s
produtores. Esses virus sdo transmitidos de forma ndo persistente por pulgdes, além de
serem transmissiveis experimentalmente por inoculacdo mecanica (Inoue-Nagata et al.

2022).

Um género de virus de importante impacto econdémico na cultura do tomate é o
Orthotospovirus, classificado na familia Tospoviridae. Dentro deste género, existem trés
principais virus que sdo patogénicos para o tomateiro: o Tomato spotted wilt virus
(Orthotospovirus tomatomaculae) o Tomato chlorotic spot virus (Orthotospovirus
tomatoflavi) e o Groundnut ringspot virus (Orthotospovirus arachianuli) (Martinez et al.
2019). Essas espécies sdo reconhecidas por sua capacidade de induzir a doenc¢a conhecida
como Vira-cabeca do Tomateiro. Os sintomas frequentemente observados incluem
arroxeamento ou bronzeamento das folhas, atrofia e curvatura do ponteiro - sendo este
altimo responsavel pela origem do nome da doenca - reducdo geral do porte da planta e
desenvolvimento de lesdes necrdticas nas hastes e folhas (Inoue-Nagata and Lima 2021).
Sua disseminacao na natureza é auxiliada por varias espécies de tripes, sendo as principais
transmissoras, de forma persistente-circulativa propagativa, as espécies Frankliniella

occidentalis e F. schultzei (Nagata et al. 2004).

Nos ultimos anos, as geminiviroses tém surgido como uma das principais
preocupacdes entre os produtores de tomate no Brasil no contexto das doencas virais
(Inoue-Nagata et al. 2016). Isso se deve a sua rapida disseminacgéo através de vetores, sua

capacidade de adaptacdo ao hospedeiro e aos prejuizos substanciais que causam, gerando

20



um impacto significativo na producdo de tomate. Além de apresentarem uma ampla gama
de hospedeiros, os geminivirus sdo disseminados eficientemente por diversos insetos

vetores.

Os geminivirus sdo patdgenos de plantas que causam doencgas economicamente

importantes na maioria das regides tropicais e subtropicais do mundo.

Familia Geminiviridae

A familia Geminiviridae compreende 0 maior nimero de virus causadores de

doencas em plantas, sendo 723 espécies reconhecidas pelo Comité Internacional de

Taxonomia de Virus (https://ictv.global/report/chapter/geminiviridae/geminiviridae

consultado 24/06/2024). Essas espécies estao distribuidas em quatorze géneros dentro da
familia: Becurtovirus, Begomovirus, Capulavirus, Citlodavirus, Curtovirus, Eragrovirus,
Grablovirus, Maldovirus, Mastrevirus, Mulcrilevirus, Opunvirus, Topilevirus,
Topocuvirus e Turncurtovirus (Fiallo-Olivé et al. 2021). Os virus pertencentes a essa
familia possuem genoma composto por uma ou duas fitas simples de DNA circular, de
tamanho variando entre 2,5 e 5,2 kb, além de possuirem uma organizacdo gendmica
(Figura 2) que difere um dos outros (Fiallo-Olivé et al. 2021). Seu genoma é encapsidado
em uma particula icosaédrica geminada, caracteristica da familia, de tamanho aproximado

de 22 x 38 nm (Zhang et al. 2001).
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FIGURA 2: Organizagdo gendmica dos virus da familia Geminiviridae. As caracteristicas dos geminivirus incluem a Regido Intergénica Longa (LIR), a Regido Intergénica

Curta (SIR) e a Regido Comum (CR). Os diferentes genes e elementos gendmicos estdo identificados, como a proteina capsidial (V1), a proteina de movimento (V2), o gene
regulador (V3), e as proteinas associadas a replicacdo (AC1/C1/C1:C2), proteina ativadora transcricional (AC2/C2), proteina intensificadora de replicacdo (AC3/C3) e proteina

associada a silenciamento génico (AC4/C4) (Referéncia: (Fiallo-Olivé et al. 2021).
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Geralmente encontrados no floema de plantas infectadas, os virus da familia
Geminiviridae possuem a capacidade de mover-se pelo floema e acumular-se no nucleo
da planta hospedeira para replicacdo (Fiallo-Olivé et al. 2021). Sua replicacdo ocorre por
meio de intermediarios replicativos de fita dupla, utilizando mecanismos dependentes de

recombinacéo e circulo rolante (Preiss and Jeske 2003).

A origem de replicacdo (ORI) é uma sequéncia especifica de nucleotideos no
genoma do virus onde a replicacdo do DNA ¢ iniciada. Esta regido contém um sitio de
ligagcdo para a proteina Rep, que é responsavel pela clivagem do DNA viral e pelo inicio
da sintese (Orozco and Hanley-Bowdoin 1998) e localiza-se na regido intergénica (RI),
que inclui os iterons. Os iterons desempenham um papel crucial na replicacdo do DNA
viral, fornecendo um ponto de ancoragem para a proteina Rep e sendo essenciais para a
formacdo de uma estrutura adequada que permite a clivagem do DNA viral e o inicio da

sintese de novas cadeias de DNA (Laufs et al. 1995).

A sequéncia de nucleotideos da RI é altamente conservada dentro de uma
determinada espécie viral, mas varia entre diferentes espécies, exceto por um elemento
de 30 nucleotideos essencial para a replicacdo (Lazarowitz 1992). Este elemento contém
uma sequéncia repetida e invertida, predominantemente composta por guanina e citosina,
formando uma estrutura conservada denominada “structurally-conserved element"”
(SCE). Esta SCE adota a configuracdo de grampo ("'stem and loop™) com uma sequéncia
invariavel (5’-TAATATTAC-3’), encontrada em quase todos 0s geminivirus (Lazarowitz
1992). No nonanucleotideo, ocorre a clivagem essencial (TAATATT/AC) para o inicio
do processo de replicacdo por circulo rolante, mediada pela proteina Rep, uma
endonuclease sitio-especifica que requer uma estrutura e sequéncia especificas (Orozco

and Hanley-Bowdoin 1998).
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A replicacdo dos geminivirus segue um mecanismo semelhante ao utilizado pelos
bacteriofagos X174 e M13 (Saunders et al. 1991), ocorrendo predominantemente dentro
do nucleo da célula vegetal e dependendo principalmente dos fatores do hospedeiro. Esses
virus ndo possuem sua propria DNA polimerase, dependendo, portanto, dos fatores do
hospedeiro durante os estadios iniciais da replicacdo. Uma vez estabelecida a infec¢éo
celular, os geminivirus se movimentam de célula para célula através do plasmodesma,

colonizando as células vizinhas.

Os membros da familia Geminiviridae infectam plantas monocotiledéneas e
dicotileddneas (Fiallo-Olivé et al. 2021), como o algodoeiro, as cucurbitaceas, o feijoeiro,
a mandioca, o milho, o piment&o e o tomateiro, sendo frequentemente responsaveis por
grandes perdas econémicas. Os geminivirus possuem ainda uma ampla gama de vetores,
como moscas-brancas (Fiallo-Olivé et al. 2020), cigarrinhas (Heydarnejad et al. 2013),
pulgdes (Ryckebusch et al. 2020) e membracideos (Bahder et al. 2016), disseminando os

virus e favorecendo a disseminagéo da doenca.

No Brasil, membros de varios géneros da familia Geminiviridae foram
identificados, possuindo agentes patogénicos em plantas infestantes e cultivadas e, até o
momento, foram caracterizadas espécies de virus pertencentes a quatro géneros dessa
familia. Um exemplo é o tomato geminivirus 1 (TGV1) (Topilevirus lycopersici) que tem
sido identificado infectando tanto tomateiros quanto Cleome sp. Outro exemplo é o
Tomato apical leaf curl virus (Topilevirus solani) pertencente ao género Topilevirus,
identificado como um patdgeno afetando tomateiros no Brasil (Fontenele et al. 2017;
Batista et al. 2019). Também foi documentada a presenca do Maize striate mosaic virus
(Mastrevirus striatis) um virus do género Mastrevirus que afeta o milho (Fontenele et al.

2018b), bem como o Passion fruit chlorotic mottle virus (Citlodavirus passiflorae), virus
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do género Citlodavirus, que causa danos em plantagdes de maracuja no Mato Grosso do

Sul (Fontenele et al. 2018a).

O género Begomovirus é o maior em numero de espécies e mais importante

economicamente dentro dessa familia (Fiallo-Olivé et al. 2021)

Género Begomovirus

O género Begomovirus abriga cerca de 89% de todos 0s geminivirus,
consolidando-se como o maior grupo de virus de plantas (Fiallo-Olivé et al. 2021). Das
723 espécies documentadas na familia Geminiviridae, 520 delas pertencem ao género
Begomovirus
(https://ictv.global/report/chapter/geminiviridae/geminiviridae/begomovirus), e afetam
uma ampla gama de hospedeiras dicotiledéneas, resultando em danos econémicos

significativos.

Com base em sua organizacdo gendmica e relacionamento filogenético, os
begomovirus podem ser classificados em duas categorias principais: 0s begomovirus do
Velho Mundo (VM - Europa, Asia, Africa e Australia) e os begomovirus do Novo Mundo
(NM - Américas) (Gilbertson et al. 2015). Os begomovirus do VM sdo principalmente
monopartidos, contendo um unico DNA genémico, com apenas alguns exemplos
bipartidos que consistem em dois componentes genémicos distintos (Figura 3),
conhecidos como DNA-A e DNA-B (Brown et al. 2015). O DNA-A codifica quatro
proteinas no sentido complementar (C) sendo elas: Rep (C1/AC1), associada a
replicacdo; Trap (C2/AC2), relacionado & transcricdo e supressdo de silenciamento

génico; RENn (C3/AC3), responsavel pelo aumento da replicacdo e a C4/AC4, envolvida
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na supressao de silenciamento génico. No sentido viral (), o DNA-A codifica apenas a
proteina capsidial (CP) (V1/AV1), responsével pela formagdo da particula viral (Hanley-
Bowdoin et al. 2000), a V2 (presente nos monopartidos e os virus bipartidos do Velho
Mundo) codifica a (Pre-coat) e ajudam na movimentacéo dos begomovirus monopartidos
(Padidam et al. 1996). O DNA-B dos begomovirus codifica duas proteinas distintas: a
proteina de movimento, MP (BC1), responsavel pelo movimento célula-a-célula, no
sentido complementar, e a proteina associada ao transporte nuclear, NSP (BV1), no
sentido viral (Gafni and Epel 2002). Nas espécies bipartidas, a interacdo entre a MP e a
NSP é crucial para 0 movimento celular e de longa distancia (Ward et al. 1997). Por outro
lado, nos begomovirus monopartidos, a funcdo analoga a NSP dos bipartidos é
desempenhada pela proteina do capsideo (CP), facilitando o transporte do DNA para o
nucleo celular. Entretanto, para 0 movimento através das células do floema, as proteinas
V1 e C4 parecem desempenhar um papel importante, possivelmente evoluindo para
mediar esse processo de maneira semelhante a proteina BC1 dos begomovirus bipartidos

(Rojas et al. 2001).

Monopartite Bipartite
CR
V2 AV2
Cc4 \ AC4 ’ \
AV1
Begomovirus Vi Begomovirus Begomovirus BV1
~2,7kb DNA-A DNA-B
“ ACT ~2,6kb BC1 ~2,6kb
c3 AC3 SIR
c2 AC? ~5,2kb

FIGURA 3: Organizacéo gendmica de begomovirus. ORFs indicadas na cadeia de sentido de virion (V) ou de sentido complementar
(C), com a designacao do componente (A ou B) se bipartidos. "Regido comum" (CR) compartilhada entre os componentes genémicos
bipartidos, mostrada como caixas verde claras na regido intergénica (IR)/regido intergénica longa (LIR). Posicdo do stem-loop contendo
sequéncia conservada 5'-TAATATTAC-3'na IR ou LIR mostrada. VI/AV1, proteina capsidial; C1/AC1, proteina associada a replicagao;
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C2/AC2, proteina ativadora transcricional; C3/AC3, proteina intensificadora de replicacdo; C4/AC4, proteina supressora do
silenciamento génico da planta; BC1, proteina do movimento; BV1, proteina de transporte nuclear; SIR, regido intergénica curta. Os
tamanhos das moléculas estdo indicados na figura. (Adaptado de Fiallo-Olivé et al. 2021).

As moléculas de DNA-A e DNA-B dos begomovirus bipartidos geralmente tém
pouca identidade de sequéncia, exceto por uma regido altamente conservada de
aproximadamente 200 nucleotideos (nt) na RI, conhecida como regido comum (CR)
(Lazarowitz 1992). Este dominio funcional é fundamental para o inicio do processo de
replicacdo por circulo rolante, mediado pela proteina Rep. Por outro lado, os begomovirus
monopartidos geralmente codificam todas as fungbes necessarias para replicacdo e
disseminag@o em hospedeiros permissivos em um s6 componente gendmico. No entanto,
um namero crescente desses virus requer associacdo com uma pequena molécula de DNA
satélite, conhecida como betasatélite (anteriormente chamada de DNAP), para infectar
hospedeiros de campo sistemicamente e causar sintomas graves (Saunders et al. 2000;

Briddon et al. 2001; Zhou 2013).

Satélites

Os satélites convencionais sdo agentes subvirais que ndao possuem genes
responsaveis pela codificacdo de proteinas com funcbes essenciais para a replicacao
(Mansoor 2003). Eles dependem da co-infeccdo de uma célula hospedeira por um virus
auxiliar para sua multiplicacdo (Briddon et al. 2012). Existem duas categorias principais
de satélites: os virus satélites, que codificam uma proteina estrutural para encapsidar seu
genoma, e 0s acidos nucleicos satélites, que codificam proteinas ndo estruturais ou ndo

codificantes e sdo encapsidados pela CP do virus auxiliar. O material genético dos
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satélites é distinto em relacdo ao genoma de seus virus auxiliares. O processo de
replicacdo dos satélites interfere na replicacdo do virus auxiliar, podendo influenciar os
sintomas da doenca, variando de atenuacao a exacerbacao, dependendo das caracteristicas

especificas do satélite, virus auxiliar e planta hospedeira (Simon et al. 2004).

Dentro da associacdo com os begomovirus, foram identificadas trés classes de
moléculas circulares de DNA de fita simples: os alfassatélites, betassatélites e os
deltassatélites (Briddon and Stanley 2006; Zhou 2013; Lozano et al. 2016). Os
alfassatélites tém aproximadamente 1.350 nucleotideos, codificam a proteina Rep e
apresentam uma regido com alta concentragé@o de adenina, além de uma configuragdo em
forma de "grampo™ que inclui a sequéncia TAGTATTAC (Zhou 2013). Estas moléculas
realizam auto-replicacdo dentro da planta hospedeira, mas necessitam do virus auxiliar

para se moverem e serem transmitidas pelo inseto vetor (Briddon et al. 2018).

Os betassatélites sdo compostos por aproximadamente 1.360 nucleotideos e ndo
compartilham semelhancas nucleotidicas com o genoma do virus do qual dependem. No
entanto, eles precisam desse virus para sua replicacdo, encapsidacdo, movimento entre
células e a longas distancias, além da transmissdo pelo vetor (Gnanasekaran et al. 2019).
Essas moléculas também exibem uma estrutura em forma de "grampo™ contendo a
sequéncia TAGTATTAC e uma Unica regido de leitura aberta que codifica a proteina
BC1. Esta proteina desempenha um papel importante na indugdo de sintomas em
determinados hospedeiros, além de suprimir o silenciamento génico transcricional e pos-

transcricional (Gopal et al. 2007; Rosario et al. 2016; Gnanasekaran et al. 2019).

Os satélites delta apresentam um genoma reduzido, composto por
aproximadamente 700 nucleotideos que ndo tém capacidade de codificar qualquer
proteina. Eles sdo totalmente dependentes do virus auxiliar para sua replicagéo,

movimentacao e transmissdo (Dry et al. 1997). Sua presenca tem sido associada a uma
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reducdo no acimulo de begomovirus e/ou uma expressao atenuada de sintomas (Hassan

et al. 2016).

Em 2010, foram relatados alfassatélites no Brasil e na Venezuela, em conjunto
com os begomovirus bipartidos Cleome leaf crumple virus (CILCrV), Euphorbia yellow
mosaic virus (EuYMV) e melon chlorotic mosaic virus (MeCMV) (Paprotka et al. 2010;
Romay et al. 2010). Portanto, esses foram os primeiros registros de alfassatélites
associados a begomovirus ocorrendo naturalmente na regido do "Novo Mundo",
revelando uma interagéo entre esses agentes patogénicos (Paprotka et al. 2010; Romay et

al. 2010).

Critérios Taxondmicos

Os begomovirus sdo classificados com base em varios critérios (Brown et al.
2015). Primeiro, verifica-se se possuem ou ndo o componente gendmico DNA-B, o que
afeta sua classificacdo. Também se examina a organizacdo do genoma, especialmente a

presenca ou auséncia da ORF AV2, que é importante para a classificagdo do virus.

Uma das etapas cruciais da taxonomia dos begomovirus € a analise da identidade
da sequéncia nucleotidica do genoma completo. Membros de espécies distintas
geralmente apresentam menos de 91% de identidade de nucleotideos no genoma
completo, ou no DNA-A para bipartidos (Brown et al. 2015). Quando a semelhanca se
aproxima desse limite, outros atributos virais devem ser considerados para uma
classificacdo precisa. Para facilitar a classificacdo taxondmica de novos begomovirus, séo

propostas diretrizes especificas:
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Primeiro, deve-se realizar uma anélise BLAST no banco de dados de nucleotideos
para identificar sequéncias semelhantes. A nova sequéncia deve ser adicionada a um
conjunto de dados de genomas completos, salvos no formato FASTA, com todas as
sequéncias alinhadas na mesma coordenada gendmica. Utilizando o programa Sequence
Demarcation Tool (SDT) (Muhire et al. 2014) as identidades entre as sequéncias devem
ser calculadas e salvas em formato CSV. Se a nova sequéncia compartilhar menos de 91%
de identidade com qualquer outra conhecida, o virus deve ser classificado como uma nova
espécie. Se a identidade for inferior a 94% em relacdo aos isolados da mesma espécie,

deve-se propor uma nova classificacdo para o nivel de estirpe.

E amplamente reconhecido que os begomovirus possuem uma alta taxa de
variabilidade genética tanto dentro quanto entre as espécies (Padidam et al. 1999; Lima
et al. 2017). Mutacdes, recombinac6es e pseudo-recombinacfes ocorrem frequentemente,
com taxas de substituicdo tdo altas quanto as dos virus com genoma de RNA, facilitando
0 surgimento de novas variantes (Padidam et al. 1999; Seal et al. 2006; Lima et al. 2017).
Assim, o0s geminivirus em geral formam um conjunto de genomas mutantes e
recombinantes, resultando em rapida evolugédo adaptativa e surgimento de novas variantes
e espécies que podem infectar diferentes hospedeiros, causar novas doengas ou superar

genes de resisténcia (Domingo et al. 2012; Sanchez-Campos et al. 2018).

Segundo Fiallo-Olivé et al. (2021), a capacidade de trans-replicacdo de
componentes gendmicos também é um critério relevante, pois a incapacidade de uma
proteina Rep de um virus em trans-replicar componentes gendmicos de outro sugere que
eles devem ser considerados membros de espécies distintas. Finalmente, a gama natural
de hospedeiros e os fendtipos de sintomas sdo considerados, embora sejam mais

comumente usados para distinguir estirpes dentro de uma mesma espécie (Fiallo-Olivé et
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al. 2021). Esses critérios sdo fundamentais para determinar o status taxonémico das

espécies de begomovirus, levando em consideracdo aspectos gendémicos e bioldgicos.

Deteccéo viral

Existem varias abordagens disponiveis para a deteccao de virus em plantas, com
destaque para métodos moleculares. Técnicas como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e hibridizacdo de &cido nucleico sdo fundamentadas na deteccdo de acidos
nucleicos virais, utilizando primers e sondas especificas, respectivamente, para o virus
em questdo (Maule et al. 1983; Candresse et al. 2000). A técnica de PCR é uma ferramenta
amplamente utilizada para detectar begomovirus, principalmente pela alta eficiéncia de
deteccdo de alguns primers considerados como universais para 0s begomovirus, como
aqueles relatados por Rojas et al. (1993) denominados PAL1v1978F e PAR1c496R
(Rojas 1993). A CP dos virus é importante para a infeccdo e propagacao viral, por isso,
devido a sua conservacdo entre os begomovirus, primers baseados nessa regido sdo

amplamente usados em testes de PCR para detectar esses virus (Sohrab et al. 2003).

A amplificacdo do genoma circular dos begomovirus pode ser realizada através
da técnica de amplificacdo por circulo rolante (RCA) (Inoue-Nagata et al. 2004). Neste
processo, primers randémicos sao introduzidos na reacdo, 0s quais se ligam ao genoma
circular, iniciando a sintese do &cido nucleico em conjunto com a polimerase do
bacteriofago (¢) phi 29 polimerase de DNA. Na RCA, a molécula de DNA circular é
amplificada em cadeia, resultando na producdo de maltiplas copias da sequéncia de DNA
(Inoue-Nagata et al. 2004). Posteriormente, o produto da RCA pode ser submetido a

analise de polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo (RFLP). Este método
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envolve a digestdo do DNA amplificado por enzimas de restri¢do especificas, resultando
na clivagem do DNA em fragmentos em sitios especificos (Haible et al. 2006). Esses
padrdes de amplicons gerados podem ser utilizados para a identificacdo preliminar do
virus. A abordagem das duas técnicas em conjunto (RCA e RFLP) demonstra
versatilidade e aplicabilidade em diferentes contextos, incluindo diagndstico molecular

(Johne et al. 2009; Wyant et al. 2012).

As técnicas moleculares apresentam diversas vantagens, tais como alta
especificidade, sensibilidade elevada e répida capacidade de deteccdo e multiplexagdo
(Price et al. 2010). No entanto, apesar da robustez geral desses métodos, € crucial
reconhecer suas limitagdes. A contaminagdo entre amostras é uma preocupacgdo. Além
disso, a quantidade e qualidade do DNA influenciam diretamente os resultados obtidos
(Leke et al. 2015). Adicionalmente, a amplificacdo ndo especifica e a inibicdo da
atividade da polimerase podem ocorrer devido a presenca de contaminantes, como

compostos fenolicos e polissacarideos, nos acidos nucleicos (Leke et al. 2015).

Transmissao de begomovirus por Bemisia tabaci

Os begomovirus sdo transmitidos de maneira persistente-circulativa pelas moscas-
brancas pertencentes ao complexo de espécies cripticas de Bemisia tabaci (Fiallo-Olivé
et al. 2020). De modo geral, Ghanim et al. (2001) descrevem que a mosca-branca ingere
as particulas virais por meio de seu estilete durante a alimentacdo no floema de plantas
infectadas. Essas particulas sdo transportadas pelo canal alimentar, passando pelo es6fago
até alcangar o intestino. A partir da cdmara de filtro e do intestino médio, as particulas

sdo transferidas para a hemolinfa e chegam as glandulas salivares primarias (GSPs), onde
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se acumulam. Subsequentemente, o virus é liberado juntamente com a saliva ao longo do

canal salivar para o floema da planta.

As duas espécies mais reconhecidas por sua alta capacidade invasiva sdo a B.
tabaci Middle East Asia Minor 1 (MEAML1) e a B. tabaci Mediterranean (MED),
anteriormente conhecidas como bidtipos B e Q, respectivamente. De aparéncia
morfologicamente similar, a diferenciacdo entre essas espécies de moscas-brancas é
realizada por meio de abordagens moleculares e analise comportamental. O método
predominante na atualidade para analise genética de moscas-brancas adultas consiste na
extracdo do DNA total seguida pela amplificacdo do gene mitocondrial conhecido como
citocromo oxidase I (mtCOl) (Dinsdale et al. 2010). Esta amplificagéo é realizada através
de primers especificos forward (C1-J-2195) e reverse (TL2-N-3014) em uma PCR (Simon
et al. 1994). Posteriormente, o fragmento amplificado é submetido a digestdo enzimatica
utilizando as endonucleases de restricdo Tru9l ou Taql, esperando-se 3 fragmentos
digeridos para MEAM1 (tamanhos: 414, 162 e 144 pb) e 2 fragmentos para MED
(tamanhos: 633 e 146 pb) (Bosco et al. 2006). Essa abordagem permite a identificacéo e
analise de variacdes genéticas no mtCOIl, fornecendo informacdes valiosas para estudos
taxondbmicos de moscas-brancas. Essa abordagem € crucial para a diferenciacédo

especifica entre as espécies cripticas em varios continentes em que esta distribuido.

A B. tabaci foi identificada pela primeira vez no Brasil em 1928 em Euphorbia
pulcherrima no estado da Bahia (Bondar 1928) e dentro do conjunto de espécies de
importancia no Brasil, merecem destaque a Bemisia tabaci MEAML e a Bemisia tabaci
MED tanto pela adaptabilidade aos hospedeiros quanto pela resisténcia a inseticidas
(Libardi Miraldo et al. 2021; Fernandes et al. 2024). A entrada da MEAM1 no Brasil teve
inicio por volta da década de 1990, quando foi identificada a entrada de uma espécie de

Bemisia tabaci colonizando tomateiros, batateiras e algumas plantas daninhas no estado
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de S&o Paulo (Lourengdo and Nagai 1994), ocasionando significativos prejuizos na
tomaticultura daquela época. Entretanto, a introducdo da MED no Brasil ocorreu duas
décadas mais tarde (da Fonseca Barbosa et al. 2015). Nesse periodo, essa espécie de
mosca-branca ja estava estabelecida em paises fronteiricos como Argentina e Uruguai
(Grille et al. 2011), sendo inicialmente detectada no estado do Rio Grande do Sul (da
Fonseca Barbosa et al. 2015). Posteriormente, em estudos realizados entre 2015 e 2016
notou-se uma segunda invaséo de MED, colonizando plantas ornamentais nos estados de
S30 Paulo e Parana (Moraes et al. 2017). E amplamente aceito que, anteriormente &
introducdo e disseminacdo da MEAML1, as especies predominantes eram B. tabaci New
World 1 (NW1) e B. tabaci New World 2 (NW?2), correspondentes ao bidtipo A
(Marubayashi et al. 2013). No entanto, estas espécies ndo apresentavam alta eficiéncia na
colonizacdo do tomateiro (Bedford et al. 1994). Apos a disseminagdo do MEAML1 no
Brasil, houve um declinio acentuado das moscas-brancas do grupo New World (NW1 e
NW?2) (Inoue-Nagata et al. 2016), devido a competicdo ecoldgica e a superioridade
competitiva do MEAML1, que é altamente polifago e transmite virus com alta eficiéncia

(BEDFORD et al. 1994; Lu et al. 2014).

A nova nomenclatura das espécies de moscas-brancas indica os diferentes locais
geogréaficos onde essas moscas-brancas foram originalmente descobertas, sugerindo
assim que o Oriente Médio e a Asia Menor s&o considerados o provavel centro de origem
da MEAM1, enquanto a regido que se estende desde a bacia do Mediterraneo ocidental
até o Egito é reconhecida como o centro de origem da MED (Frohlich et al. 1999; de
Barro et al. 2000). Ambas sdo reconhecidas como as mais invasivas globalmente,
ocasionando significativas perdas em varias culturas agricolas relevantes, como tomate,
soja, pimentdo, feijdo, entre outras (Oliveira et al. 2001). Atualmente, no contexto

brasileiro, essas duas espécies de mosca-branca sdo capazes de transmitir begomovirus
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(Bello et al. 2020). A espécie MEAML1 prevalece em diversas culturas, embora a MED
esteja emergindo como um desafio significativo em lavouras de tomateiro sob irrigagéo
por pivo devido a sua alta resisténcia a determinados inseticidas (Libardi Miraldo et al.

2021).

Transmissdo alternativa

Alguns begomovirus podem ser transmitidos experimentalmente por inoculagéo
mecanica. Esse método envolve preparar uma solucdo com tecido infectado, que é
macerado em um tampdo de inoculagdo com o pH especifico para manter a estabilidade
da particula viral. Em seguida, a solu¢do contendo as particulas virais € friccionada no
limbo foliar da planta com a ajuda de abrasivos, permitindo a infec¢do da planta pelo

virus (Ascencio-lbafiez and Settlage 2007).

A maioria dos begomovirus podem ser transferidas por meio da Agrobacterium
tumefaciens (agroinoculacdo) usando uma construgdo contendo todo o DNA genémico
(clones infecciosos). Esse DNA pode ser clonado de varias formas: na forma
monomérica, que inclui somente uma copia do virus, em vetores; pode ser também como
cdpia e meia, que inclui o genoma completo mais uma parte adicional do virus em vetores;
ou como dimero, que consiste em duas cépias do genoma no mesmo vetor (Ferreira et al.
2008). Alternativamente, a entrega biolistica de DNA gendmico clonado € utilizada para

a transmissao experimental desses virus (Lopez-Lopez et al. 2013).

Begomoviroses no mundo
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Alguns begomovirus causam grandes impactos econdmicos em diversos
continentes. Isolados de Pepper yellow vein Mali virus (Begomovirus capsicummaliense)
causam grandes perdas econdmicas em tomateiro e pimenteira em Burkina Faso,
localizado na Africa (Ouattara et al. 2020). Isolados de Bean golden mosaic virus
(Begomovirus costai) (Costa 1987)causam mosaico dourado em fabaceas no Brasil (Costa
1987). Isolados de Bean golden yellow mosaic virus (Begomovirus birdi) (Garrido-
Ramirez et al. 2000) estdo distribuidos na América Central (Garrido-Ramirez et al. 2000).
Isolados de Tomato yellow leaf curl virus (Begomovirus coheni) (Glick et al. 2009) séo
importantes no Mediterraneo, sul da Asia, Africa e nas Américas do Sul, Central e do
Norte (Glick et al. 2009). Isolados de Tomato severe rugose virus (Begomovirus
solanumseverugosi) tém sido importantes na tomaticultura brasileira nos ultimos anos
(Mituti et al. 2019). Esses virus exemplificam a vasta distribuicdo e 0s sérios prejuizos

econémicos que podem ser causados pelos begomovirus em diferentes regiées do mundo.

Em geral, os sintomas provocados por esses begomovirus em plantas sdo
semelhantes e incluem clareamento das nervuras, manchas cloréticas, mosaico,
deformacdes foliares, epinastia e nanismo (Inoue-Nagata et al. 2016). No entanto, a
natureza e a severidade desses sintomas podem variar dependendo da interacdo virus-

hospedeiro e das condi¢cdes ambientais.

Begomoviroses no Brasil

No Brasil, os primeiros registros de deteccdo de begomovirus foram
documentados em plantas ndo cultivadas (Costa and Bennett 1950; Costa and Carvalho
1955). Desde a entrada da mosca-branca até o presente, esse grupo de virus é considerado

um dos mais importantes para a cultura do tomateiro, devido a sua alta incidéncia e as
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dificuldades encontradas para seu controle (Lourencdo and Nagai 1994; Inoue-Nagata et
al. 2016; Souza et al. 2022). No Brasil, as doencas causadas por begomovirus de maior
importancia incluem o Mosaico Dourado do Feijoeiro (BGM causada pelo begomovirus
bean golden mosaic virus e um complexo de virus que afeta o tomate. Embora outras
culturas, como soja, batata e batata-doce (Ribeiro et al. 2006; Coco et al. 2013) possam
ser afetadas por begomovirus no Brasil (Ribeiro et al. 2006; Coco et al. 2013), as perdas
econdmicas geralmente ndo parecem ser substanciais ou generalizadas. As plantas
daninhas no pais sdo frequentemente infectadas por begomovirus, exibindo sintomas
marcantes de mosaico verde claro, dourado ou amarelo, e podem servir como

reservatorios para a disseminacao desses virus para culturas agricolas (Rocha et al. 2013).

O Mosaico Dourado do Feijoeiro € uma das doencas mais prejudiciais ao feijéo
comum no Brasil, desde seu primeiro registro na década de 1960 (Costa 1965). Esta
doenca se caracteriza por um notavel mosaico ou manchas amarelo-douradas nas folhas,
acompanhadas de clorose e rugosidade (Wendland et al. 2018). As moscas-brancas das
espécies de B. tabaci NW1 e B. tabaci NW2 sdo vetores eficazes do virus do mosaico
dourado do feijoeiro (BGM) e provavelmente de outros begomovirus, dado que plantas
daninhas eram relatadas com infeccdo por begomovirus antes da introducdo de moscas-

brancas da espécie B. tabaci Middle East-Asia Minor 1 (Inoue-Nagata et al. 2016).

Outras culturas horticolas também podem ser impactadas por begomovirus no
Brasil, incluindo a batata-inglesa (Solanum tuberosum). O primeiro registro de um
begomovirus afetando batatas no Brasil foi documentado na década de 1980, no estado
do Rio Grande do Sul, onde a doenca foi descrita como mosaico deformante (Daniels and
Castro 1985). Posteriormente, identificou-se que o agente causador era um isolado de
begomovirus, o Tomato yellow vein streak virus (Begomovirus solanumflavusvenae),

induzindo sintomas de mosaico amarelo e deformacdes nas folhas das batatas (Ribeiro et
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al. 2006). Em 2015, os sintomas do mosaico amarelo ressurgiram como um desafio para
as plantacGes de batata nas regies produtoras do centro-sul do pais, como os estados de
Goias, Sdo Paulo, Minas Gerais e Distrito Federal, sendo associados ao tomato yellow
vein streak virus (ToYVSV) e ao tomato severe rugose virus (TOSRV, Lima et al. 2011;
Lima and Vieira 2015). Como o ToYVSV e o ToSRV afetam principalmente o0s
tomateiros, acreditava-se que estes fossem as principais fontes de indculo ou virus para
as batatas. Alguns estudos ja demonstraram que o ToYVSV foi transmitido as plantas de
batata por moscas-brancas apds curtos periodos de alimentacdo em plantas de tomate

infectadas (Souza-Dias et al. 1996).

Assim como a batata comum, a batata-doce (Ipomoea batatas) € uma hospedeira
de begomovirus. No Brasil, oito espécies de begomovirus foram relatadas em batata-doce,
incluindo Sweet potato leaf curl virus (Begomovirus ipomoeae), sweet potato golden vein
virus, sweet potato leaf curl Spain virus, Sweet potato leaf curl Sao Paulo virus
(Begomovirus ipomoeasaopauloense), merremia leaf curl virus, sweet potato leaf curl
Brazil virus, sweet potato Lanzarote virus e sweet potato Malaga virus (Paprotka et al.

2010; Fiallo-Olivé et al. 2021).

A soja (Glycine max) pode ser suscetivel a diversos begomovirus, incluindo
membros das espécies Bean golden mosaic virus, Sida micrantha mosaic virus
(Begomovirus sidamicranthae) e Sida mottle virus (Begomovirus sidavariati) (Fernandes
et al. 2009). Os sintomas da infec¢do por begomovirus na soja incluem retardamento de
crescimento, crescimento distorcido, bolhas, manchas clordticas e mosaico ou manchas
nas folhas, variando de verde claro a amarelo dourado (Inoue-Nagata et al. 2016).
Portanto, sob uma alta pressdo de doencas causadas por begomovirus, é possivel ocorrer
perdas de rendimento, justificando assim a implementacdo de um programa de controle

de virus e moscas-brancas. A soja é amplamente cultivada no Brasil e representa uma das

38



commodities agricolas mais importantes. O plantio geralmente ocorre entre outubro e
dezembro, com a colheita de janeiro a abril. A soja é um hospedeiro preferido de B. tabaci,

e infestacOes intensas podem ser observadas nos campos de soja.

Begomoviroses em tomateiro

No Brasil, os primeiros indicios de begomovirus foram identificados em plantas
silvestres (Costa and Bennett 1950; Costa and Carvalho 1955). O registro inicial de
begomovirus em tomateiros data de 1960, quando plantas foram encontradas infectadas
com o golden mosaic virus (Flores et al. 1960), causando distor¢do no crescimento e um
padréo de mosaico nas folhas, variando de amarelo a verde claro (Matyis et al. 1975). Até
meados da década de 1990, poucos virus foram identificados e ndo havia relatos de danos
econémicos significativos. Entretanto, essa situacdo mudou com a disseminacdo de B.
tabaci MEAML1 por todo o pais, levando a deteccdo dos virus Tomato yellow spot virus
(Begomovirus solanumflavusmaculae) (Calegario et al. 2007), Tomato chlorotic mottle
virus (Begomovirus solanumpallidivariati) (Ribeiro et al. 2007), Tomato rugose mosaic
virus (Begomovirus solanumrugosi) (Fernandes et al. 2006) e Tomato yellow vein streak

virus (Firmino et al. 2009), entre outros, infectando tomateiros no Brasil.

O tomateiro é suscetivel ao maior namero de virus do género Begomovirus em
comparacgdo com outras culturas, com aproximadamente 150 virus descritos que infectam
esta planta (Anexo 1), conforme reconhecido pelo Comité Internacional de Taxonomia
de Virus (ICTV, 2024) em todo o mundo. Esta diversidade de begomovirus em tomateiros
é principalmente devido a altas taxas de mutacGes, recombinacfes e ajudada pela alta
polifagia e adaptabilidade de MEAML1 a cultura do tomateiro. Esses fatores resultaram

em um aumento significativo no niamero de espécies que infectam os tomateiros (Padidam
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et al. 1999; Inoue-Nagata et al. 2016; Lima et al. 2017; Trindade et al. 2019). Destas, 29
sdo conhecidas por infectar tomateiros no Brasil (Flores et al. 1960; Faria et al. 1997,
Jovel et al. 2004; Fernandes et al. 2006, 2008; Andrade et al. 2006; Ribeiro et al. 2007;
Cotrim et al. 2007; Castillo-Urquiza et al. 2008; Tavares et al. 2012; Barreto et al. 2013;
Adams et al. 2017; Quadros et al. 2019; Mituti et al. 2019; Rego-Machado et al. 2019;
Duarte et al. 2021; National Center for Biotechnology Information, 2024) (Anexo 2). Os
sintomas induzidos por esses virus incluem crescimento atrofiado e distorcido, mosaico
verde-amarelo a dourado, enrugamento, clorose entre nervuras, rugosidade,
amarelecimento e manchas amarelas nas folhas (Inoue-Nagata et al. 2016). Devido a
semelhanga nos sintomas causados por esses virus em tomateiros infectados, ferramentas
moleculares como RCA, PCR e sequenciamento sdo necessarias para uma identificacao

precisa.

Foi observado que, entre os begomovirus que infectam o tomateiro no Brasil, dois
sdo predominantes: o tomato severe rugose virus e o tomato mottle leaf curl virus (Souza
et al. 2022). O ToSRV € amplamente encontrado nas regides produtoras de tomate do
centro ao sul do pais, abrangendo o Distrito Federal e os estados de Minas Gerais, Sao
Paulo e Goias (Souza et al. 2022). Por outro lado, 0 ToMoLCV esta se tornando cada vez
mais relevante na infec¢do de tomateiros, sendo predominante nas regides Nordeste, e
pode ser encontrado nos estados do Ceard, Piaui e no norte de Minas Gerais (Inoue-

Nagata et al. 2016; Souza et al. 2022).

Principais estratégias de manejo das begomoviroses
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O manejo das doencas causadas por begomovirus que afetam o tomateiro e outras
culturas no Brasil e no mundo exige estratégias de Manejo Integrado de Pragas (MIP)
(Gilbertson et al. 2011). Ao contrario do feijoeiro comum, que possui uma cultivar
transgénica resistente ao BGMV, ha cultivares de tomateiro, moderadamente resistentes
aos begomovirus, disponiveis comercialmente. Essas cultivares hibridas, podem possuir
um ou mais genes de resisténcia, como Ty-1, Ty-2, Ty-3, Ty-4, Ty-5, ty-5, tcm-1 e 0 tgr-1
(Zamir et al. 1994; Hanson et al. 2000; Giordano et al. 2005; Ji et al. 2007, 2009; Bian et
al. 2007; Hutton et al. 2012; Kadirvel et al. 2013; Prabhandakavi et al. 2021). Geralmente,
os hibridos disponiveis sdo moderadamente resistentes, infectando-se e apresentando
sintomas leves de mosaico verde claro e rugosidade nas folhas, mas proporcionando
rendimentos satisfatorios em areas com alta pressdo de begomovirus, como os estados de

Goiés, Minas Gerais, Ceara e Sao Paulo (Boiteux et al. 2007).

No estado de Goiés, Brasil, a Instrucdo Normativa de Tomate n° 005, datada de

13 de novembro de 2007 (https://goias.gov.br/agrodefesa/wp-

content/uploads/sites/49/2016/07/2151399-40b.pdf), foi instituida com o objetivo de

implementar o vazio sanitario de tomateiro no estado de Goias. Essa medida foi adotada
com o objetivo de diminuir o indculo de begomoviroses. Estudos anteriores destacaram a
eficiéncia do manejo da doenca causada por begomovirus em tomateiro por meio da
implementacdo de um periodo sem plantio de tomateiro e de outros hospedeiros de

moscas-brancas na RepUblica Dominicana (Salati et al. 2002).

A pesquisa conduzida por Macedo et al. (2024) avaliou o impacto da
implementacdo dessa norma durante o periodo de 2013 a 2016. Os resultados revelaram
diferencas significativas na incidéncia de begomovirose em tomateiro. Em areas onde o
TFP foi aplicado, foi observada uma menor incidéncia da doenca, enquanto em um local

sem essa restricdo, os niveis de infeccdo eram mais elevados. Esses resultados sugerem
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que a adocdo do TFP como medida de manejo integrado de doengas pode ser uma
estratégia eficaz para reduzir a incidéncia de begomovirus em tomateiro no estado de
Goiés.

No Brasil, além da implementacdo do vazio sanitario, 0 manejo dos virus de

plantas transmitidos pela mosca-branca, especialmente os begomovirus, é amplamente

conduzido por meio da aplicacédo intensiva de inseticidas.

JUSTIFICATIVA

Atualmente, no Brasil, as doencas causadas por begomovirus representam uma
das maiores preocupacgdes para os produtores de tomate. Estas doengas resultam em
perdas significativas nas lavouras de tomateiro em todo o mundo, sendo a sua

disseminacédo realizada por espécies de B. tabaci.

No Brasil, ja foram descritas 29 espécies de begomovirus aceitas pelo ICTV, e
novas espécies continuam a surgir em todo o mundo. A infeccdo por esses virus pode
impactar diretamente a producdo em campo, induzindo principalmente nanismo,
deformacdo foliar e manchas cloroéticas, causando prejuizos consideraveis em cultivos de

tomate no Brasil.

Foi encontrada uma planta de tomateiro apresentando fortes sintomas
caracteristicos de infeccdo por begomovirus no municipio de Cristalina, Goias. Os
sintomas incluiam pontos cloroticos, clorose de nervuras, nanismo, reducao da area foliar
e um forte sintoma de deformacéo foliar, sendo que esse Gltimo é incomum dos sintomas
tipicos causados por outros begomovirus reportados no Brasil. Este conjunto de sintomas

sugere a presenga de um novo begomovirus, potencialmente capaz de causar sérios
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prejuizos para a tomaticultura. Portanto, este estudo visou contribuir para a identificagdo

e caracterizacdo desse potencial novo begomovirus.

HIPOTESES

1. O virus presente na amostra de tomateiro coletada em Cristalina é uma nova
espécie de begomovirus.

2. [Essa nova espécie de begomovirus possui dois componentes genémicos com
organizagdo gendmica tipica dos begomovirus do Novo Mundo.

3. Anova espécie de begomovirus possui relagéo filogenética mais proxima com
outras espécies ja descritas na regiao.

4. O principal mecanismo responsavel pelo surgimento dessa nova espécie de

begomovirus é a mutagéo.

OBJETIVO GERAL

Identificar e caracterizar uma novo begomovirus infectando tomateiro coletado em

Cristalina, Goias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. ldentificar o virus causador dos sintomas de deformacdo foliar em tomateiro

coletado em uma lavoura no municipio de Cristalina, GO;

2. Caracterizar molecularmente o virus encontrado infectando tomateiros coletados

no municipio de Cristalina, GO;
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3. Construir clones infecciosos e testar sua infectividade em plantas de tomateiro de

trés diferentes cultivares.

MATERIAL E METODOS

1. Coleta do material e testes moleculares

Durante uma visita de campo a um produtor de tomate em Cristalina-GO
(16°18'26.0"S, 47°33'14.6"W), observou-se uma planta de tomate da cultivar H1301,
conhecida por sua suscetibilidade a begomovirus, exibindo sintomas severos de
deformacdo foliar. A planta estava sob condic¢des de cultivo irrigado por pivo central,
voltado para processamento. Os sintomas observados (Figura 4) sugeriram uma infeccao
por um begomovirus possivelmente distinto dos relatados anteriormente. Uma amostra

foliar desta planta foi coletada e identificada como #23067.

44



P

FIGURA 4: Planta de tomate da cultivar H1301, exibindo sintomas caracteristicos de infeccdo por
begomovirus: clorose e forte deformagéo foliar coletada em campo no municipio de Cristalina, Goias. Foto:

Alice Nagata.

A amostra de tomateiro coletada foi levada ao Laboratorio de Virologia e Biologia
Molecular da Embrapa Hortalicas, onde foi extraido o DNA utilizando o método CTAB
(Doyle and Doyle 1990). Para a detec¢do do componente A do begomovirus, utilizou-se
0s primers universais PAL1v1978 (Forward) e PAR1c496 (Reverse) em uma reacdo de
PCR. Uma PCR especifica foi realizada para o componente B utilizando os primers
PBL1v2040 (Forward) e PCRcl (Reverse) (Rojas et al. 1993). Posteriormente, o produto

da amplificacdo foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 1%.

TABELA 1: Lista de primers utilizados para a detec¢éo do virus e construgdo de clones infecciosos.
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Primers
PAL1v1978

PAR1c496
PBL1v2040
PCRcl
23067A U1 For
23067A_Ul Rev

23067A U2 For
23067A U2 _Rev
23067B_U1 For
23067B_U1l Rev
23067B_U2 For
23067B_U2_ Rev
23067A 263Fo
23067A 1144Re

23067A_1231Re

Sequéncias
GCA TCT GCA GGC CCA CAT YGT CTT YCC NGT

AAT ACT GCA GGG CTT YCT RTA CAT RGG

GCC TCT GCA GCARTG RTC KAT CTT CAT ACA

CTAGCT GCAGCATATTTACRARWATGC CA

AAC ATG GTG GAG CAC GAC ACCTCAGGA ACC ATACGAACAG
ATG GTT CCT GAG CTT GAT GTT GTC ATC CAT

CAA CAT CAA GCT CAG GAA CCATAC GAA CAG

GAA CGATCG GGG AAATTC GAT GAT GTT GTC ATC CAT CCAT
AAC ATG GTG GAG CAC GAC ACATGA ATG GGC GAATAG AAT ATG
ATT CAAAGT TCG GGC CCACGT ATT GTA AAT AAGC

TAC AAT ACG TGG GCC CGAACT TTG AATTAG TGT G

GAA CGATCG GGG AAATTCGAGTT ATT TGA CCACGT CAG CG
GCCGCTCTCTCAATTCTT CG

CTT CAG TGACAGCTT CTG GG

TCT ACC ACG TCC AGATAC GG

Legenda: As sequéncias em negrito indicam os locais de ligagdo com o vetor e a sobreposicdo entre as unidades
virais. PAL1v1978, PAR1c496 PBL1v2040 e PCRcl sdo primers degenerados (Rojas et al., 1993).

Apos a confirmacéo de que o virus era um begomovirus, realizou-se a amplificacao

do DNA viral utilizando a técnica de Rolling Circle Amplification RCA(Inoue-Nagata et

al. 2004). A reacao de RCA seguiu o protocolo da Thermo Scientific®, utilizando enzima

phi 29 DNA polimerase. O produto de RCA foi digerido com a enzima Mspl, que possui

sitio de clivagem CCGG, seguindo o protocolo da Thermo Scientific® para a enzima

Anza™ 65 Mspl.

2. Sequenciamento e construcao dos clones infecciosos
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Apods a amplificacdo por RCA, o DNA foi digerido com 8 enzimas de restricdo
para determinar a melhor enzima para a clonagem dos mondmeros (Apal, Bglll, EcoRl,
Hindlll, Ncol, Pstl, Sall e Xhol). A enzima de restricdo Apal, que reconhece 0s sitios de
restricdo GGGCCC, foi selecionada para a clonagem dos dois componentes gendmicos,
pois potencialmente clivou ambos os componentes em apenas um ponto. Os fragmentos
(DNA-A e DNA-B) foram entdo ligados no vetor pBlueScript SK+ (Stratagene). Os
fragmentos de DNA ligados foram introduzidos em células bacterianas da cepa DH10B

de Escherichia coli por meio de eletroporacdo (Dower et al. 1988).

A purificacdo plasmidial foi realizada utilizando a técnica de lise alcalina (Green
and Sambrook 2012). A selecdo dos clones recombinantes foi efetuada por meio da
digestdo dos plasmideos com a mesma enzima empregada na clonagem e avaliada por

eletroforese, gel de agarose a 1%.

O sequenciamento dos clones foi realizado na Macrogen® com o0 uso de primers
do vetor e internos. O processo de montagem das sequéncias dos DNAs A e B foi
realizado manualmente utilizando o software Geneious 8 2020.1.1 (Biomatters®).
Posteriormente, uma busca BLASTn foi conduzida para identificar sequéncias
relacionadas aos clones provenientes da amostra #23067. Além disso, o Sequence
Demarcation Tool (SDT) (Muhire et al. 2014) foi utilizado para comparar as sequéncias

mais proximas.

Apo6s o resultado do sequenciamento, clones infecciosos foram construidos
utilizando a técnica de Gibson Assembly (Gibson et al. 2009; Blawid and Nagata 2015)
(Figuras 5 e 6) e sequenciados. A partir da sequéncia dos clones monoméricos (23067 _7
e 23067_5) e do vetor pJL89 (Lindbo 2007), foram desenhados primers iniciando nas
posicdes 576 para 0 DNA-A e 2.225 para 0 DNA-B e fragmentos de DNA especificos

foram amplificados por PCR, utilizando como molde produtos de RCA do DNA total da
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amostra original para amplificar as unidades virais (U1/U2), que se sobrepdem nas
extremidades dos componentes do virus e do respectivo vetor. Essas unidades virais
foram inseridas entdo, no vetor binario pJL89 (Lindbo 2007; Blawid and Nagata 2015).
As construgdes foram montadas utilizando o Gibson Assembly Cloning Master Mix (New

England BioLabs), conforme as instrugdes do fabricante.

Para 0 DNA-A, foi realizada uma construcdo dimérica (Figura 5), contendo duas
copias do virus, enquanto para 0 DNA-B foi utilizada uma construcdo com 1,4 copias
(Figura 6), consistindo em uma unidade completa do virus e um fragmento adicional do
genoma. Os clones resultantes foram confirmados por digestdo enzimatica com as
enzimas Hindlll e Kpnl, para 0 DNA-A e DNA-B, respectivamente, e transformados em
células de Agrobacterium tumefaciens. As sequéncias foram alinhadas com CLUSTALW

(https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) e comparadas com outras sequéncias.

A PCR para amplificacdo dos fragmentos 23067A_U1/U2 e 23067B_U1/U2 foi
realizada seguindo protocolos especificos com primers correspondentes (Tabela 1) e a
enzima Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs). A reacdo de PCR
para o vetor pJL89 também seguiu um protocolo especifico com seus primers e a mesma

enzima.

O clone obtido para o fragmento A, transformado, foi extraido de E. coli e enviado

para sequenciamento na Macrogen® com primers do vetor e internos.
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FIGURA 5: Esquema da construcéo do clone infeccioso do componente “A” utilizando a técnica de Gibson
Assembly. A representacdo visual ilustra a construgdo que inclui o vetor pJL89 (linha preta) e as unidades
virais (retangulos em cinza), formando um dimero com sobreposic¢do nas extremidades das duas unidades.
As regides de sobreposicao entre o vetor e as unidades, bem como as unidades diméricas, estdo destacadas
e indicadas por setas (adaptado de Gibson et al. 2009; Blawid and Nagata 2015).

ATT CAAAGT TCG GGC CCA CGT ATT GTA AAT AAG C

G TGT GAT TAA GTT TCA AGC CCG GGT GCA TAA CAT

GC GAC TGC ACC AGT TTATTG AG CTT AAA GGG GCT AGC AAG
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FIGURA 6: Esquema da construcdo do clone infeccioso do componente “B” utilizando a técnica de Gibson
Assembly. A representacdo visual ilustra a construcdo que inclui o vetor pJL89 (linha preta) e as unidades
virais de uma unidade viral completa e uma unidade viral de 600 bases (retangulos azuis), formando um

esquema de 1,4 copia com sobreposicdo nas extremidades das duas unidades. As regifes de sobreposicdo
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entre o vetor e as unidades, bem como as unidades, estdo destacadas e indicadas por setas (adaptado de
(Gibson et al. 2009; Blawid and Nagata 2015).

3. Andlises Filogenéticas

As sequéncias do genoma foram alinhadas separadamente utilizando o algoritmo
MUSCLE (Edgar 2004) com um conjunto de 501 sequéncias (sequencias de begomovirus
descritas e aceitas pelo ICTV) de begomovirus para o componente A e outras 192
sequéncias para o componente B disponiveis e depositadas nos bancos de dados publicos
de sequéncias. ApoOs o alinhamento, foi realizada a Analise Discriminante de
Componentes Principais (Discriminant Analysis of Principal Components, DAPC)
utilizando o pacote Adegenet (Jombart 2008) no software R (2024). Todos o0s
componentes principais foram retidos e o melhor nimero de grupos (k) foi definido
utilizando o critério bayesiano (Bayesian Information Criterion, BIC). A intencdo de
analisar por DAPC foi reduzir o namero inicial de genomas previamente a filogenia, de
modo a facilitar a visualizacdo da arvore filogenética. Usando a DAPC e o BIC como
critério de divisdo em grupos, somente 0 grupo de genomas que continham maior
proximidade genética com o genoma do begomovirus isolado de #23067 foram usados

posteriormente. O DAPC foi aplicado para o DNA-A e para o0 DNA-B, separadamente.

Com o grupo de maior proximidade genética identificado por DAPC, foi realizado
um novo alinhamento por MUSCLE e a partir deste alinhamento foi construida uma
arvore filogenética utilizando o método de Méaxima Verossimilhanca (Maximum
Likelihood, ML) com 10.000 replicacbes de bootstrap, utilizando o software Ig-tree
(Nguyen et al. 2015). O melhor modelo evolutivo para construgdo da arvore filogenética

foi identificado previamente com o ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al. 2017).
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Finalmente, as &rvores foram visualizadas e editadas utilizando o programa disponivel no

site do itol (https://itol.embl.de/).

As comparacOes de sequéncias em pares foram realizadas utilizando o software
SDT, versdo 1.3 (Muhire et al. 2014). Além disso, a analise no programa RDP 4.43
(Martin et al. 2015), com todas as 501 sequéncias, foi conduzida para se buscar por

possiveis eventos de recombinacdo presentes no genoma do virus.

A partir das sequéncias dos DNAs A e B, foram identificadas as possiveis ORFs
(Open Reading Frames) dos genomas utilizando a ferramenta ORF Finder disponivel no

site do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder). Além disso, foram realizadas

analises para identificar possiveis iterons nos componentes A e B juntamente com as
sequéncias mais proximas a esses isolados virais. As sequéncias completas desses

isolados foram alinhadas utilizando o CLUSTALW (https://www.genome.jp/tools-

bin/clustalw) e foram identificados os possiveis iterons proximos a TATA box. Analises
das proteinas do virus foram feitas usando 0 BlastP

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blastp&PAGE TYPE=BlastSearc

h&LINK LOC=blasthome#).

4. Agroinoculacdo dos clones de #23067

Os clones gerados pelo método Gibson Assembly dos componentes A e B foram
transformados na cepa de Agrobacterium tumefaciens GV3101 utilizando o protocolo de
choque térmico (Morais et al. 2024). Posteriormente, a solucdo bacteriana foi distribuida
em placas de Petri contendo antibidticos especificos (rifampicina e canamicina),

resultando no crescimento de colbnias individuais. Para cada componente do virus (A e
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B), foram selecionadas trés col6nias transformadas e cultivadas em meio liquido para
avaliar a eficiéncia da transformacao. Apds os testes, selecionou-se uma bactéria de cada

componente, denominadas 23067_2A e 23067_16B.

As bactérias transformadas de A. tumefaciens, cultivadas em meio liquido, foram
centrifugadas a 2.655 rcf por 15 minutos para formar um pellet. O pellet foi ressuspendido
e diluido em tampdo de inoculagdo contendo MgCl.,, MES, acetoseringona e agua
destilada, até atingir uma densidade éptica a 600nm de 1,0, conforme recomendado por

Hou et al. (1998)

A infectividade dos clones foi avaliada por agroinfiltracdo em trés cultivares de
tomateiro: Compack, BRS Sena e Santa Clara, conforme descrito por Hou et al. (1998).
As plantas foram semeadas em bandejas de isopor com substrato Carolina Soil®
misturado com Basacote plus® 6M. Quando atingiram o estadio de quatro folhas
verdadeiras, cerca de quatro semanas ap0s a semeadura, 36 plantas de cada cultivar foram
transplantadas para vasos de 0,5L com solo vermelho-amarelo distrofico autoclavado,
suplementado com sulfato de amdnio. As plantas foram mantidas em casa de vegetacéo

durante todo o experimento.

A inoculacgdo foi realizada em 101 plantas de tomateiro, utilizando uma seringa
de 1mL para insulina sem agulha para introduzir aproximadamente 200 pl da solugéo
contendo as agrobactérias com os clones 2A e 16B do virus, ressuspendidas em tampao
para agroinfiltracdo (MgCl,, MES, acetoseringona e 4gua destilada), na parte abaxial da
segunda folha mais velha. Quatro plantas de tomateiro das trés cultivares foram

inoculadas com tampdo inoculacdo para servir como controle negativo.

A avaliagdo das plantas agroinoculadas ocorreu no 30° dia p6s-inoculacéo, quando

folhas foram coletadas e seu DNA total extraido pelo método CTAB (Doyle and Doyle
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1990). O DNA total foi submetido a um RCA seguido de digestdo com a enzima Mspl
para verificar se o perfil obtido nas plantas agroinfiltradas era 0 mesmo que o visualizado

na planta originalmente infectada na lavoura de tomate.

RESULTADOS

1. ldentificacdo do begomovirus

O DNA extraido de uma planta de tomateiro com sintomas de forte deformacéo
foliar e folhas reduzidas, nomeada de amostra #23067, foi submetido a PCR utilizando
primers universais (PAL1v1978 e PAR1c496; e PBL1v2040 e PCRcl (Rojas et al. 1993))
para detectar os componentes A e B, respectivamente, desse suposto begomovirus. A
visualizacdo em gel de agarose a 1% revelou amplicons nos tamanhos esperados para 0s
dois componentes (~1,1 kb para DNA-A e ~0,6 kb para DNA-B), sugerindo que a planta

de tomateiro estava infectada com um begomovirus bipartido.

Com base no resultado da PCR, uma reacdo de RCA foi realizada a partir do DNA
total extraido, seguida por digestdo com a enzima de restricdo Mspl. A analise da digestdo
revelou um padréo especifico de bandas digeridas, conforme ilustrado na Figura 7. Em
gel de agarose a 1%, foram observados segmentos de DNA com tamanhos aproximados
de 1,8, 1,4, 1,0 e 0,7 kb. A soma dos fragmentos (~4,9 kb) sugere a presenca de um
begomovirus bipartido. Isso indicou que a planta estava infectada com um begomovirus
potencialmente distinto, motivando a realizacdo de testes moleculares e bioldgicos

adicionais para a identifica¢do do virus.
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FIGURA 7: Eletroforese em gel de agarose a 1% com o perfil obtido a partir da digestdo do produto do
RCA da amostra #23067 com a enzima de restricdo Mspl. Sao observados fragmentos de DNA de tamanho
aproximado a 1,8, 1,4, 1,0 e 0,7 kb. M = marcador 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen); 23067 = amostra
de tomateiro infectado com begomovirus.

O RCA obtido a partir do DNA total extraido foi submetido a digestdo com oito
enzimas diferentes (Apal, Bglll, EcoRI, Hindlll, Ncol, Pstl, Sall e Xhol). Algumas
enzimas apresentaram padrdes de ndo digestdo (Hindlll, Pstl, Sall e Xhol) ou digestédo
em um unico fragmento (Apal, Bglll, EcoRI e Ncol). A enzima Apal, com sitio de
clivagem GGGCCC, foi escolhida para clonagem, pois clivou 0 genoma em um Unico
ponto (2,6 kb) sem a deteccdo de moléculas ndo digeridas, sugerindo que os componentes
DNA-A e DNA-B foram digeridos e permitindo a obtencao de fragmentos monoméricos

e lineares.
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Apos a obtengdo dos fragmentos de DNA digeridos com Apal, estes foram ligados
no plasmideo pBlueScript SK+ (Stratagene) e eletroporados em Escherichia coli (cepa
DH10B). Dez colbnias brancas foram selecionadas, cultivadas em meio liquido (LB),
contendo antibidtico. Das dez col6nias, apenas cinco coldnias se multiplicaram no meio
de cultura. O DNA plasmidial foi extraido por lise alcalina e digerido com Apal para
confirmacdo da clonagem (Figura 8). Duas col6nias foram selecionadas, devido ao perfil
de digestédo esperado, nomeadas como 23067_5 e 23067_7 e o DNA plasmidial foi

sequenciado.

FIGURA 8: Eletroforese em gel de agarose a 1% maostrando o perfil obtido a partir da digestdo do DNA
plasmidial da clonagem do genoma viral de #23067 com a enzima de restricdo Apal. Sdo observados
fragmentos de DNA com tamanhos aproximados de 2,6 e 3,0 kb para os plasmideos selecionados. M =
marcador 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen); 23067_1, 23067 _4, 23067 _5, 23067_7 € 23067_9 = nimeros
das colénias selecionadas para crescimento em meio LB. Legenda: D = DNA plasmidial digerido; ND =

ndo digerido.

Os clones 23067 _7 e 23067_5, derivados da clonagem monomérica, foram
sequenciados utilizando o método de Sanger. No entanto, a sequéncia do clone 23067 _7

foi obtida de forma parcial, apresentando uma lacuna de 130 nucleotideos na regido
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correspondente & sequéncia da CP, impedindo a obtencdo da sequéncia gendmica
completa. A obtencédo do clone infeccioso (dimérico; 2A,; descrito abaixo) possibilitou a
comparagdo e a complementacdo desse fragmento faltante. A avaliagdo dos genomas
completos foi realizada por BLASTn. Para as analises do genoma e filogenéticas, foram

utilizadas as sequéncias do clone 23067_5 e 23067-2A.

Para a producéo dos clones infecciosos, as clonagens foram realizadas por Gibson
Assembly (Gibson et al. 2009; Blawid and Nagata 2015). Os fragmentos (U1/U2 para 0s
dois componentes virais) amplificados por PCR do RCA do virus resultaram em clones

infecciosos quando inseridos no vetor binario pJL89.

Para o clone dimérico do DNA-A, trés coldnias foram selecionadas em placas de
Petri contendo meio com antibidtico. A clonagem foi confirmada por digestdo enzimatica
com Hindlll, que cliva o DNA do clone em dois fragmentos. O perfil da digestdo
enzimatica mostra duas bandas de aproximadamente 2,8 kb e 7,0 kb, representando a
soma do dimero viral (5,2 kb) com o vetor pJL89 (4,7 kb), totalizando aproximadamente

9,9 kb (Figura 9).

Para o clone 1,4 copia do DNA-B, vinte colbnias cresceram e foram selecionadas
sob as mesmas condicdes. A clonagem foi confirmada por digestdo com a enzima Kpnl,
que cliva em um ponto, resultando em uma banda de aproximadamente 7,9 kb (soma do
clone 1,4 cépia e o vetor pJL89) (Figura 9). Das trés coldnias do clone dimérico, todas
mostraram o perfil esperado de digestdo enzimética. Na clonagem do clone 1,4 cdpia,

apenas duas coldnias (15B e 16B) apresentaram o perfil esperado na digestao.
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FIGURA 9: Eletroforese em gel de agarose a 1% mostrando o perfil obtido a partir da digestdo do DNA
plasmidial das clonagens do genoma viral de #23067 com enzimas Hindlll (A) e Kpnl (B). Na digestéo
com Hindlll, sdo observadas bandas de aproximadamente 7,0 kb e 2,8 kb, indicando a clonagem do dimero
(A). Na digestdo com Kpnl (B), as bandas de aproximadamente 7,9 kb indicam a clonagem do clone 1,4

cdpia. O tamanho do vetor pJL89 é de 4,7 kb.

Os clones produzidos 2A e 3A foram sequenciados pelo método Sanger e
alinhados e comparados com a sequéncia do 23067_7, que, inicialmente, suspeitdvamos
que apresentava uma lacuna de aproximadamente 130 nucleotideos. A comparacdo
confirmou nossa hipotese (Figura 10) e permitiu completar a sequéncia genémica do
isolado para as analises filogenéticas. A comparacdo das duas sequéncias também revelou
a presenca de cinco mudancas de nucleotideos pontuais ao longo de toda a sequéncia do

23067A.

57



23067 7 TGTGGAGAGTCCAGTTCTTTAGTGARACATTCTCTTCTCTCTCCRAGRATGATTTATAAC 1560

23067 2A TGTGGAGAGTCCAGTTCTTTAGTGAARACATTCTCTTCTCTCTCCAAGAATGATTTATRAC 1560
- Akkkkkhkkhkhhhkdhhkhhkhhkhhdhddhhhbhhdhhhhbdhhhhhdhhdhhbhdthhhhhhhid
23067 _7 TGGAACCCTCTCCTGGATTGCAARGCACGATTGAGGGAATGCCTCCTTTAATTTGAACTG 1620
23067 2a TGGAACCCTCTCCTGGATTGCARAGCACGATTGAGGGAATGCCTCCTTTRATTTGRAACTG 1620
- Akkkkkkkkkhkhdhhkhhhhkhhdhdhhhhdhhthhhhhrrhhhhhdhhthhhhthhkhhhhkii
23067_7 GCTTTCCGTATTTACAATTGGACTGCCAGTCCTTCTGGG————————————————————— 1659
23067_2A GCTTTCCGTATTTACAATTGGACTGCCAGTCCTTCTGGGCCCCAATCAGCTCTTTCCAGT 1680

R R R R R R R R R R R
23067_7 = e o 1659
23067_2A GCTTTTTCTTTARATAATCTGGARATGACGTCATCGATGACGTTATACTCCGCTTCATTTG 1740
23067 7 @, CCCAGTGCAC 1669
23067 2A AGTAAACCCTAGAATTTARATCCAGGTGTCCGCTCARATAATTATGTGGGCCCAGTGCAC 1800
ERE R R R T
23067 _7 GTGCCCACATCGTCTTCCCCGTTCGACTATCGCCCTCGACGATTATACTAATAGGTCTCT 1729
23067 2A GTGCCCACATCGTCTTCCCCGTTCGACTATCGCCCTCGACGATTATACTRAATAGGTCTCT 1860
- IR S S SR SRS SRR SRR RS E R SRR R R RS E R R R R RS R R EEEEEEEEEEEEEEE TS
23067_7 CCGGCCGCGCAGCGGCACCTCTACCAARATACTCATCAGCCCATTCTTGCATGTCCACCG 1789
23067 _2A CCGGCCGCGCAGCGGCACCTCTACCAARATACTCATCAGCCCATTCTTGCATGTCCACCG 1920

kkhkhkhkhkhhkhkhhhhhhhhhhhhdhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhbhhhihhhhhdk

FIGURA 10: Alinhamento de parte das sequéncias dos clones monomeéricos 23067_7 e do clone dimérico
23067_2A no ClustalwW. A imagem ilustra a comparacéo entre as duas sequéncias, destacando uma lacuna

presente (em amarelo) no clone 23067 _7.

Os resultados da analise por BLASTn revelaram que o inserto do clone 23067_2A
possuia uma identidade de nucleotideos de aproximadamente 86,41% com o componente
A do begomovirus tomato interveinal chlorosis 2 - TolCV2 (pertencente a especie
Begomovirus solanumintervenae), sendo o mais proximo identificado. O clone 23067_5
exibiu uma identidade nucleotidica de 86,08% com o componente B do mesmo
begomovirus. Ambas as sequéncias apresentaram valores de E-value de 0,0, com
cobertura de 96% para o componente A (23067_2A) e 100% para 0 componente B
(23067_5). Com base nessas informac6es, o clone dimérico (23067 _2A) sera referido
como 23067A e o clone 1,4 copia (23067_5) como 23067B, possuindo um tamanho

gendmico total de 2.639 nucleotideos e 2.598 nucleotideos, respectivamente.

A organizacdo genbmica foi analisada e considerada semelhante & dos

begomovirus do Novo Mundo. As sequéncias foram analisadas pela ferramenta
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ORFfinder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) para a identificacdo das ORFs e

predicdo da organizacdo gendmica do 23067AB (Figura 11). Na sequéncia do
componente 23067A, foram identificadas as principais ORFs, incluindo Rep
(Replication-associated protein) com 1080 nucleotideos codificando 359 amino&cidos,
TrAP (Transcriptional Activator Protein) com 393 nucleotideos codificando 130
aminodcidos, REn (Replication Enhancer Protein) com 399 nucleotideos codificando 132
aminoacidos, AC4 com 294 nucleotideos codificando 97 aminoécidos no sentido anti-
viral, e CP (Coat Protein) com 786 nucleotideos codificando 261 amino&cidos no sentido
viral. No componente 23067B, foram identificadas as ORFs das sequéncias que codificam
NSP (Nuclear Shuttle Protein) com 771 nucleotideos codificando 256 aminoacidos no
sentido viral e MP (Movement Protein) com 882 nucleotideos codificando 293

aminoacidos no sentido anti-viral.

Stem-loop Stem-loop
AC4 RI RI
AV1
DNA-A DNA-B
ACl BC1 BV1
\A\"a -
AC2 AC3

FIGURA 11: Representacdo esquematica das ORFs dos segmentos A e B do begomovirus 23067. No DNA-A, as ORFs estao
distribuidas da seguinte forma: no sentido viral, AV1 (CP; vermelho), e no sentido complementar, AC1 (Rep; verde), AC2
(TrAP; azul), AC3 (REN; roxo) e AC4 (amarelo). No DNA-B, as ORFs sdo BV1 (NSP; marrom) no sentido viral e BC1 (MP;
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dourado) no sentido complementar. As regides intergénicas do virus sdo ilustradas em preto e incluem a regido intergénica

(RI) e o stem-loop, que contém a origem de replicacdo (ORI).

A regido comum dos dois componentes do 23067 (A e B) possui 191 nucleotideos
e uma identidade nucleotidica de 90,6% (Figura 12). A sequéncia conservada do
nonanucleotideo geminiviral (5’-TAATATTAC-3") foi identificada em ambos os
componentes, localizada na estrutura estavel conhecida como stem-loop, que marca o
local de clivagem do DNA para o inicio da replicacdo. Além disso, 0s possiveis sitios de
ligagdo da Rep (iterons), situados proximos ao TATA box, foram encontrados em ambos
0s segmentos com as sequéncias GGTGA e GGTGT. Esses resultados sugerem

fortemente que os dois componentes pertencem ao mesmo Virus.

23067 _A AAACGAAATCGTTTTGGTGG-———-———-- TGGCATATT TGTAAATAAATGGAT
23067_B TGGTAGGGGCATTGTTGTARAATAATAAATGGCAGTCTTGTAAATAAATGGAT

* k% * k% EEE R R R
23067 A TTGAGCTCTCTCAAACTTGCTCTAGCAATC TT ACAATATATACTAGAAC
23067 B TTGAGCTCTCTCAAACTTGCTCTGGCAATC TT ACAATATATAGTAGAAG

I i e e i i e e e e e e e e e e e e S e e e i e e e e e e e e e e e e e e e e e i i S e i

23067 _A CCTCAATAGAACTCTCAATCTGGGTCACACACGTGGCGGCCATCCGTTATAATATT
23067_B GCTCAATAGAACTCTCAATCTTGGACACACACGTGGCGGCCATCCGTTATAATATT

b i i e e e i i i e e e e e e e e e S S e e e e e e e i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e i

FIGURA 12: Alinhamento dos componentes A e B do genoma do begomovirus detectado na amostra #23067. Os
asteriscos indicam a identidade nucleotidica da regido comum entre as duas sequéncias. Em roxo: possivel sequéncia
invertida do possivel iteron das duas sequéncias. Em verde: possivel iteron das duas sequéncias. Em azul: Regido
TATA BOX.

Esses possiveis iterons ndo foram identificados nas sequéncias do tomato
interveinal chlorosis virus 2. Além disso, outros isolados de begomovirus préximos ao

isolado 23067 também apresentaram sequéncias diferentes (Figura 13).
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23067A

230677B

ToICVZA MKO87038
ToICV2B MKO87039
ToMoLDiVA MW561191
ToMoLDiVB MW650837
ToGLDV_ HM357456

CTAGCAATCEGETGANATTGEGTGEACAATATATACTAGAACCCTCAATAGAACTCTCAATCT
CTGGCAATCEGEGEGAATTGEGEGEACAAGATATAGTAGAAGGCTCAATAGAACTCTCAATCT

GCTATGAACGGTAGTATGEGTAGCTCGGTTATATAGTGAAG————————— TTCCTTAAAGC
GTTATGAACGGTAGTATGGTAGCTCGGTTATATAGT ————————— GAAGTTCCTTAAAGC
ACTGGCAAATGTAACCTTGTACCCATTATATAGAAGTCCC——————————— CTTAATCTT
CTGGCAAAATGTAACTTTGTACC--CATTATAGAAG——————————— TCCCCTTAATCTT

ccTAGAATC A~~~ CATTATATACTTGAACCCTCATTAGAACTTTCARTTT

FIGURA 13: Alinhamento das sequéncias gendmicas parciais de virus proximos ao #23067, destacando os potenciais iterons do

23067 (verde), iterons dos componentes A e B do tomato interveinal chlorosis virus 2 (azul), iterons dos componentes A e B do

tomato mottle leaf distortion virus (cinza) e do componente A do tomato golden leaf distortion virus (roxo). As sequéncias do TATA

box dos isolados virais estdo destacadas em amarelo. Os nimeros de acesso no GenBank® para 0s virus estdo indicados juntamente

com o acrénimo viral, apds o componente gendmico.

Uma analise individual de cada ORF foi realizada com o SDT para avaliar a
identidade de nucleotideos e de amino acidos entre as ORFs do #23067 e 0s 10 virus mais
proximos, baseado na analise de BLASTn (Tabela 2). Os resultados revelaram que a
sequéncia completa do 23067A apresenta 86,24% de identidade nucleotidica com o
DNA-A do tomato interveinal chlorosis virus 2, enquanto a sequéncia 23067B exibe
86,47% de identidade nucleotidica com 0 DNA-B do mesmo virus, 0 begomovirus mais

proximo aos componentes identificados.

Todos os virus descritos na Tabela 2 foram encontrados infectando solanaceas. A
identidade total de nucleotideos do 23067 varia de 78% a 86% quando comparado com
esses isolados. As maiores taxas de identidade de sequéncia de nucleotideos (total, CP e
REnN) foram observadas com o TolCV2, confirmando a analise de BLASTn, em que esse

virus foi identificado como o virus mais proximo desse isolado.

A Tabela 2 destaca que as sequéncias das ORFs Rep, TrAP e AC4 apresentaram

altas taxas de identidade nucleotidica com os virus tomato golden leaf distortion virus
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(ToGLDV), tomato mosaic severe dwarf virus (ToOMSDV) e pepper blistering leaf virus
(PepBLV). Em termos de identidade de sequéncia de aminoécidos, as maiores taxas
foram observadas com os virus TolCV2, tomato vein clearing leaf deformation virus
(ToVCLDV) e PepBLV. Curiosamente, o virus ToGLDV apresentou baixas taxas de
identidade de aminodacidos, apesar de sua alta taxa de identidade de nucleotideos (Tabela
4). Essa analise revela que o virus TolCV2 possui as maiores identidades em varias ORFs,
indicando uma alta identidade genémica com o isolado 23067. As proteinas CP e Rep sdo
particularmente conservadas, com alta identidade tanto em nucleotideos quanto em
aminoacidos. Em contrapartida a taxa de nucleotideos e aminoacidos da orf AC4 € a

menor se comparada as altas taxas de identidade com o TolCV2.
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TABELA 2: Porcentagem de identidade nucleotidica e de aminoacidos do genoma completo e das ORFs AV1 (CP), AC1 (Rep), AC2 (TrAP), AC3 (REn) e AC4 do isolado 23067 com o0s

begomovirus mais proximos ao componente A do virus.

Begomovirus Total nt CP Rep TrAP REnN AC4
nt aa nt aa nt aa nt aa nt aa
Tomato interveinal chlorosis virus 2 86,24 91,69 95,23 81,86 81,03 89,23 80,62 92,23 88,63 77,13 54,11
Tomato golden leaf distortion virus 85,62 85,89 93,71 85,30 45,48 86,40 55,88 90,22 86,36 89,25 57,74
Tomato mottle leaf distortion virus 83,06 85,90 90,87 80,52 83,09 86,04 79,84 89,47 84,84 84,35 65,97
Pepper blistering leaf virus 82,28 84,92 91,63 81,77 82,71 84,10 73,64 88,97 84,09 92,15 77,64
Tomato vein clearing leaf deformation virus 82,20 82,93 86,45 83,23 84,83 84,35 89,76 87,71 84,09 89,00 73,19
Tomato mottle leaf curl virus 80,51 81,48 87,25 81,53 84,04 83,58 73,64 86,46 81,06 85,03 74,22
Solanum mosaic Bolivia virus 79,70 79,83 85,82 80,05 82,58 84,10 74,41 87,21 83,33 88,20 75,38
Tomato leaf curl purple vein virus 79,69 82,01 89,64 78,65 76,40 82,05 71,31 83,95 81,81 69,80 40,47
Tomato mosaic severe dwarf virus 78,75 87,61 94,44 69,44 64,97 90,25 83,72 90,72 86,36 56,29 23,95
Tomato golden vein virus 78,59 79,56 86,23 77,37 80,72 79,74 68,21 84,21 78,78 84,31 62,35
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O género Begomovirus abriga mais de 500 espécies catalogadas no NCBI. Para
realizar uma andlise comparativa, foi criado um arquivo FASTA contendo a sequéncia
gendmica de begomovirus aceitos e depositados na plataforma. A partir desse arquivo,
foi feita uma filtragem para selecionar as sequéncias de begomovirus mais proximas ao
23067A e 23067B, permitindo um estudo mais aprofundado. Para as analises, utilizou-se
o critério bayesiano para determinar o namero ideal de clusters (k) em que as amostras
dos componentes do virus (23067A e 23067B) poderiam ser divididas. Esse método
permitiu agrupar as espécies virais mais préximas em clusters distintos, diferenciando-as
das demais espécies. As analises por BIC (Figura 14A e 14B) revelaram que 0 numero
ideal de grupos para divisdo do alinhamento completo do DNA-A (N = 501) no qual
possui uma maior similaridade entre grupos e ao mesmo tempo uma maior
dissimilaridade entre grupos foi de k=9. Para 0 DNA-B (N = 193), o melhor k foi de 4.
Apenas o grupo contendo as sequencias de DNA-A (Figura 14C) e DNA-B (Figura 14D)
foram utilizadas para a analise gendmica e filogenética, sendo a primeira contendo 101

sequéncias e a segunda 98 sequéncias para DNA-A e DNA-B, respectivamente.
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FIGURA 14: Anélise do Critério de Informacao Bayesiano (BIC) para os componentes A (A) e B (B) do virus
do isolado 23067, com divisdo em quadrantes e clusters na analise discriminante de componentes principais
para os componentes A (C) e B (D). As setas indicam o grupo em que os componentes do 23067 foram

classificados.

Apos a analise de BIC e a divisdo dos clusters, o 23067A e o 23067B foram
posicionados nos clusters 1 e 3, respectivamente. Para a construcéo da arvore filogenética,
foram utilizadas as mesmas sequéncias que se agruparam com cada segmento. Nas
andlises filogenéticas realizadas pelo método de Maxima Verossimilhanca, as arvores
foram geradas com 10.000 repeticbes de bootstrap, empregando o modelo Akaike

Information Criterion tanto para 0 DNA-A quanto para 0 DNA-B.

A sequéncia do DNA-A de 23067 (Figura 15) agrupou-se com a correspondente
de TolCV2 e de ToGLDV com alta taxa de suporte e também com suporte mais baixo
com outros begomovirus encontrados no Brasil, a maioria detectados em solanaceas,

incluindo alguns virus monopartidos.
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O DNA-B do 23067 também se agrupou com o DNA-B do TolCV2, além do
ToMSDV (Figura 16). O DNA-B do ToGLDV né&o foi incluido na &rvore, pois ndo ha
sequéncia disponivel do segmento B para esse virus. O segmento A do ToMSDV foi
agrupado em outro cluster segundo a analise de DAPC, por esse motivo ndo aparece na

arvore do componente A do 23067.

Os resultados indicam que o 23067AB esta intimamente relacionado aos
begomovirus de tomateiro, como TolCV2, ToGLDV, ToLCPVV e ToMSDV. O
TolCV2, em particular, foi descrito a partir de uma amostra coletada na mesma regido em
2015 (Rego-Machado et al. 2019), indicando terem esses virus evoluido a partir de um

mesmo ancestral presente na regido.
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FIGURA 15: Representacdo de parte da &rvore filogenética enraizada no midpoint do 23067A e dos begomovirus mais préximos,

gerada pelo método de Méaxima Verossimilhanca (10.000 réplicas), utilizando o software 1Q-TREE (Nguyen et al. 2015) com o

modelo Akaike Information Criterion. Os valores de bootstrap estéo incluidos na legenda e a sequéncia do 23067_A encontra-se

destacada com retangulo preto. A arvore filogenética completa do 23067 A esta incluida nos anexos.
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FIGURA 16: Representacdo de parte da arvore filogenética enraizada no midpoint do 23067B e dos begomovirus mais proximos,
gerada pelo método de Maxima Verossimilhanca (10.000 réplicas), utilizando o software 1Q-TREE (Nguyen et al. 2015) com o
modelo Akaike Information Criterion. Os valores de bootstrap estdo incluidos na legenda. A arvore filogenética completa do

23067B esta incluida nos anexos.

Uma andlise no programa RDP 4.43 (Martin et al. 2015) foi realizada para detectar
possiveis eventos de recombinacdo nos segmentos DNA-A e DNA-B do 23067, utilizando as 501
sequéncias encontradas no banco de dados (NCBI). Nenhuma evidéncia de recombinacdo foi

observada.

67



2. Inoculagéo dos clones infecciosos

Os clones 2A e 16B foram inseridos em Agrobacterium tumefaciens por choque
térmico e verificados por digestdo enziméatica. Apds o crescimento das bactérias, estas
foram centrifugadas separadamente e ressuspendidas em tampéo de inoculagéo, ajustadas

para uma OD de 1,0.

Os clones infecciosos (A e B) foram combinados e inoculados em 101 plantas de
tomateiro pertencentes a trés cultivares: Santa Clara, BRS Sena e Compack. Para o
controle negativo, quatro plantas de cada cultivar foram utilizadas e agroinfiltradas
apenas com tampao de inoculagdo. Os primeiros sintomas, incluindo clorose de nervura
e deformacdo foliar, foram observados 28 dias ap0s a agroinoculacéo nas trés cultivares
(Figura 17). Este aparecimento tardio de sintomas € atipico para espécies de
begomovirus, uma vez que € sabido que 0s sintomas geralmente comegam a aparecer na

segunda semana apos a inoculagédo do virus ou a exposicao ao inseto vetor virulifero.

Durante o experimento, apos trinta dpi, houve um ataque de oidio as plantas de
tomateiro agroinfiltradas e algumas folhas foram removidas para ajudar no controle do
fungo. Apos a aplicacdo de uma solucéo a base de leite a 2% para controlar o oidio, as
folhas cresceram novamente e desenvolveram sintomas mais fortes da infeccéo viral.
Cinguenta dias ap0s a agroinoculacdo, observamos sintomas nas plantas inoculadas
semelhantes aos registrados em campo, incluindo pontos cloréticos, clorose de nervuras,

bolhosidade, nanismo, folhas pequenas e forte deformacéo foliar (Figura 18).

Trinta dias apo6s a inoculacdo, o DNA foi extraido pelo método CTAB, e a
deteccdo do virus foi realizada por RCA, seguida de digestdo com a enzima Mspl. Em
60% das plantas, o perfil tipico de fragmentos de DNA (1,8; 1,4; 1,0; 0,7 kb) idéntico ao

da amostra coletada no campo foi observado, enquanto no restante das plantas o perfil
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foi ligeiramente distinto sugerindo a potencial ocorréncia de mutacGes de ponto em
algum dos sitios de restricdo Mspl e ndo semelhante a outros perfis de begomovirus ja
conhecidos. Do total de 101 plantas inoculadas, 88 foram infectadas, sendo 29 de 33
plantas da cultivar Santa Clara, 25 de 32 de BRS Sena e 34 de 36 de Compack (Figura
19) e os controles negativos ndo apresentaram presenca de bandas ou amplicons durante

as analises moleculares.

FIGURA 17: Tomateiro da cultivar Compack agroinfiltrado com os clones infecciosos do tomato severe deformation virus
(2A e 16B), 28 dias pds inoculacdo, apresentando sintomas iniciais da infec¢do por begomovirus, como clorose de nervura e
deformacao foliar.
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FIGURA 18: Tomateiros das cultivares Compack (A) e BRS Sena (B) agroinfiltrados com os clones infecciosos do tomato severe deformation virus (2A e 16B), 50 dias pos

inoculacgdo, apresentando sintomas tipicos da infec¢do, como pontos cloréticos, clorose de nervuras, forte deformacéo foliar, bolhosidade, nanismo, folhas pequenas.
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FIGURA 19: Tomateiro infectadas com os clones infecciosos do tomato severe deformation virus (2A e 16B). A Figura 19A mostra
uma planta da cultivar BRS Sena 50 dias apds a inoculacdo (dpi), apresentando sintomas de pontos cloréticos, clorose de nervuras,
deformacéo foliar forte, bolhosidade, nanismo e folhas pequenas. A Figura 19B mostra uma planta da cultivar Santa Clara 40 dpi,

exibindo sintomas de forte deformacéo foliar.
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DISCUSSAO

No Brasil, as begomoviroses tornaram-se uma séria ameaga ao cultivo do
tomateiro apds a introdugdo da mosca-branca MEAM1 na década de 1990 (Lourencéao
and Nagai 1994; Ribeiro et al. 1998). A partir disso, diversas espécies comecaram a ser
descritas em lavouras de tomateiro (Ribeiro et al. 2003, 2007; Fernandes et al. 2006;
Andrade et al. 2006; Calegario et al. 2007; Castillo-Urquiza et al. 2008). Atualmente, as
begomoviroses sdo uma das principais causadoras de prejuizos em plantas de tomateiro,
resultando em consideraveis perdas econdmicas no Brasil (Inoue-Nagata et al. 2016).
Novas espécies de begomovirus estdo surgindo continuamente em todo o mundo
(Garrido-Ramirez et al. 2000; Glick et al. 2009; Inoue-Nagata et al. 2016; Macedo et al.
2018; OQuattara et al. 2020; Khadim Hussain et al. 2022). Alguns fatores podem estar
associados a alta diversidade viral encontrada, por exemplo a alta capacidade desses virus
de mutar, recombinar e pseudorecombinar (Padidam et al. 1999; Seal et al. 2006; Lima et

al. 2017).

Neste estudo, relatamos a descoberta de uma nova espécie de begomovirus em
uma planta de tomateiro rasteiro em Cristalina, que apresentava sintomas como pontos
clordticos, clorose de nervura, bolhosidade, forte deformacéo foliar, nanismo e reducdo
da area foliar, sintomas associados a uma infec¢do por begomovirus (Inoue-Nagata et al.
2016). A presenca de sintomas tipicos, combinados com um padrdo de bandas distinto
produzido pelo RCA-RFLP do DNA viral extraido dessa, sugeriu que o virus em questéo
poderia pertencer a uma nova espécie, dado que begomovirus frequentemente causam

deformacdes foliares (Melgarejo et al. 2013).
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O sintoma mais caracteristico dessa nova espécie viral é a forte deformacéo foliar.
Esse sintoma é incomum entre as espécies de begomovirus observadas em campos de
tomateiro, onde os sintomas mais comuns sao clorose, clorose de nervura, reducdo da area
foliar, nanismo e deformacdes foliares menos acentuadas. A planta originalmente
infectada foi encontrada em uma lavoura de tomateiro para processamento com alta
incidéncia do begomovirus ToSRV (dados ndo mostrados), que causa sintomas distintos

desse novo virus.

Essa descoberta acrescenta uma nova espécie ao catadlogo de begomovirus
brasileiros que infectam o tomateiro, atualmente composto por 29 espécies reconhecidas
pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) (Flores et al. 1960; Faria et al.
1997; Jovel et al. 2004; Fernandes et al. 2006, 2008; Andrade et al. 2006; Ribeiro et al.
2007; Cotrim et al. 2007; Castillo-Urquiza et al. 2008; Tavares et al. 2012; Barreto et al.
2013; Macedo et al. 2018; Quadros et al. 2019; Rego-Machado et al. 2019; Duarte et al.
2021; NCBI 2024). Essas espécies estdo distribuidas em varios estados brasileiros, com
destaque para o estado de Goias, onde begomovirus como ToSRV, tomato interveinal
chlorosis virus (TolCV) e TolCV2 foram identificadas (Cotrim et al. 2007; Albuquerque
et al. 2012; Rego-Machado et al. 2019). O tomato mottle leaf curl virus (ToOMoLCV),
encontrado no Distrito Federal, fronteira com Goias, é outro exemplo relevante (Souza et
al. 2020). A identificacdo de uma nova espécie de begomovirus pode indicar a continua

emergéncia de novas espécies infectando tomateiros no estado de Goias.

As analises de comparacdo da sequéncia do genoma (Tabela 4) e BLASTn
revelaram ~86% de identidade nucleotidica para 0 DNA-A e ~86% para 0 DNA-B com
o TolCV2. Além disso, o virus agrupou-se em um clado na arvore filogenética com o
TolCV2 (Figuras 15 e 16), juntamente com outros begomovirus brasileiros. Esses

resultados sugerem a classificacdo do virus identificado na amostra #23067 como
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membro de uma nova espécie, conforme os critérios de demarcagdo de um novo

begomovirus que estabelece identidade nucleotidica inferior a 91% (Brown et al. 2015)

A frequente emergéncia de novos begomovirus na regido (Cotrim et al. 2007,
Mituti et al. 2019; Rego-Machado et al. 2019; Souza et al. 2020) indica a alta ocorréncia
de mecanismos de variacdo gendmica entre 0s begomovirus e um sistema de ambiente e
hospedeiros permissivos para a riqueza da diversidade viral. No entanto, nenhuma
evidéncia de evento de recombinacdo foi observada nas analises realizadas no RDP 4,
sugerindo que a origem do novo begomovirus se deve a outro fendmeno, possivelmente
mutac0es. Ja a diferenca nos iterons pode apontar que componentes desse novo virus ndo

pseudo-recombinam com o0s outros begomovirus mais proximos.

A analise estrutural e funcional das ORFs nos componentes A e B revelou a
presenca de genes essenciais para a replicagéo e encapsidacao do virus, como Rep, TrAP,
RENn, AC4 e CP no DNA-A (Figura 11), e genes cruciais para a movimentacao intra e
intercelular, como NSP e MP no DNA-B (Figura 11). Isso confirma a organizacao

genbmica tipica de begomovirus bipartido do Novo Mundo, com a auséncia da V2.

A comparacdo das sequéncias de aminoacidos das proteinas CP, MP, NSP, Rep,
RENn, TrAP e AC4 do virus (Tabela 2) mostrou altas identidades com begomovirus
relacionados, especialmente com os virus descritos em tomateiro, como o TolCV2, que
apresentou uma das maiores taxas de identidade nucleotidica e de aminoacidos. As taxas
de identidade de nucleotideos com o tomato golden leaf distortion virus (ToGLDV;
acesso HM357456) sdo altas. Curiosamente, baixas taxas de identidade de aminoacidos
foram observadas com esse mesmo virus (Tabela 2). Especula-se que pode haver algum
erro na determinacao da sequéncia, que precisa ser confirmada. Outro ponto a considerar

é que ndo ha disponivel a sequéncia do DNA-B do ToGLDV, portanto ndo se sabe se é
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um begomovirus bipartido ou monopartido. J& o virus que apresentou maior identidade

com o virus da amostra #23067, TolCV2, é um begomovirus descrito como bipartido.

A regido comum entre 0s dois segmentos do virus possui aproximadamente 191
nucleotideos e uma identidade de 90,6% (Figura 11). Elementos estruturais conservados,
como o nonanucleotideo geminiviral e os possiveis iterons iguais (GGTGA e GGTGT),
préximos ao TATA box nos segmentos A e B, reforcam a hip6tese de que ambos
pertencem a mesma espécie viral, ja que sdo essenciais para a replicagdo eficiente do virus
(Laufs et al. 1995). Em comparacdo com virus ja relatados na mesma area (Rego-
Machado et al. 2019; Souza et al. 2020), os iterons apresentaram divergéncia na

identidade de sequéncia (Figura 12).

Os clones infecciosos (2A e 16B) foram agroinfiltrados em plantas de tomateiro,
que apos infectados exibiram sintomas semelhantes aos encontrados em campo (Figuras
17, 18 e 19), como pontos cloréticos, clorose de nervuras, forte deformacéo foliar,
nanismo e reducéo da area foliar. Esse conjunto de técnicas possibilitou a conclusdo dos
postulados de Koch e confirma que o virus encontrado na amostra é o responsavel pelos
sintomas observados na planta coletada. O nome tomato severe deformation virus, com
acronimo TSDV, é proposto para este virus, membro da espécie sugerida como

Begomovirus solanumacutadeformationis.

A deteccdo do virus TSDV (A e B) em cultivares de tomate suscetiveis a
begomovirus, como H1301, Santa Clara e Compack, evidenciou sua capacidade de
infectar o tomateiro e causar sintomas severos, o que destaca a importancia de monitorar

continuamente as espécies de begomovirus que estdo surgindo na agricultura.

A cultivar de tomate BRS Sena é conhecida por apresentar uma resisténcia

moderadas aos begomovirus (Quezado-Duval et al. 2014). Essa cultivar foi testada em
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ensaios para verificar se o0 virus é capaz de superar essa resisténcia. O ensaio indicou uma
taxa de infecgdo de aproximadamente 75% (24/32 plantas) nas plantas de tomateiro da
cultivar BRS Sena, sugerindo uma possivel superacdo da resisténcia. No entanto,
comparada as outras duas cultivares, Santa Clara e Compack, que sdo suscetiveis ao
begomovirus, a BRS Sena apresentou a menor taxa de infeccéo. As cultivares Santa Clara
e Compack mostraram taxas de infeccdo de cerca de 87% (29/33 plantas) e 95% (34/36

plantas), respectivamente, por esse virus.

A resisténcia genética é a principal estratégia de controle para begomovirus. No
entanto, a possivel capacidade do TSDV, um begomovirus bipartido, de superar essa
resisténcia na cultivar BRS Sena destaca a urgéncia de desenvolver novos materiais. E

crucial determinar se esse virus pode superar a resisténcia em diferentes hibridos de

tomateiro a fim de evitar que ele se torne uma ameaca para 0s tomaticultores no futuro.

Ensaios de gama de hospedeiros precisam ser conduzidos para determinar a
capacidade do TSDV de infectar outras especies de plantas. Além disso, realizar ensaios
de transmissdo pelo inseto vetor Bemisia tabaci MEAM1 e MED ¢ fundamental para
determinar o inseto-vetor dessa espécie de begomovirus. O desenvolvimento de novas
medidas de controle é indispensavel para fortalecer a defesa contra esses virus que afetam

severamente as plantaces de tomateiro.
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CONCLUSAO

Foi descoberta uma nova espécie de begomovirus com genoma bipartido
infectando tomateiros da cultivar suscetivel H1301 em uma lavoura de Cristalina, Goias.
O virus foi denominado tomato severe deformation virus (TSDV) e proposto como
pertencente a espécie Begomovirus solanumacutadeformationis. Embora na regido do
Goias predomine o begomovirus ToSRV, nossas analises revelaram a presenca dessa
nova espécie de begomovirus, o que acende um alerta para a emergéncia de novos virus
na area. Além do TSDV, também foram identificadas outros begomovirus previamente
descritos na regido, como o tomato interveinal chlorosis virus 2 (TolCV2), intimamente
relacionado ao TSDV (Rego-Machado et al., 2019), e 0 tomato mottle leaf distortion virus

(ToMoLDiV), detectado em area préxima (Martins et al. 2021).

Os clones produzidos de TSDV foram infectivos, causando sintomas severos de
clorose de nervuras, pontos cloréticos, forte deformacao foliar, nanismo e reducéo da area

foliar em plantas avaliadas apds a agroinoculacao dos clones infecciosos (2A e 16B).
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Anexo 1: Espécies de begomovirus descritos infectando tomateiro na sua nomenclatura relatadas e descritas em todo o mundo. As espécies sdo listadas conforme a nova

nomenclatura de virus (binomial), acompanhadas de informacdes sobre 0 nome comum do virus, pais onde foi caracterizado, nimero de acesso na plataforma GenBank® e
acronimo correspondente (Adaptado de Fiallo-Olivé. 26/06/2024)

Espécie
Begomovirus solanumamazonasense

Begomovirus solanumanjouanense

Begomovirus solanumaraguaense

Begomovirus solanumargentinaense

Begomovirus solanumarushaense

Begomovirus solanumaureicontorsionis
Begomovirus solanumaureimaculae

Begomovirus solanumaureimusivi

Begomovirus solanumaureivariati

Begomovirus solanumaureivenae

Nome do virus
Chino del tomate Amazonas virus

Tomato leaf curl Anjouan virus

Tomato mild yellow leaf curl Aragua virus

Tomato mottle wrinkle virus

Tomato leaf curl Arusha virus

Tomato golden leaf distortion virus
Tomato golden leaf spot virus

Tomato golden mosaic virus

Tomato golden mottle virus

Tomato golden vein virus

Pais
Brasil

Comores

Venezuela

Argentina

Tanzéania

Brasil
Uruguai

Brasil

México

Brasil

Acesso GenBank
DNA-A: HM357461

DNA-A: AM701758

DNA-A: AY927277,
DNA-B: EF547938
DNA-A: JQ714137;
DNA-B: JQ714138

DNA-A: EF194760
DNA-A: HM357456

DNA-A: KC626021

DNA-A: K02029;
DNA-B: K02030

DNA-A: DQ520943,;
DNA-B: DQ406674

DNA-A: JF803254,

DNA-B: JF803265

Abreviagdo
CdTAV

ToLCAnV

ToMYLCAV

ToMoWV

ToLCArvV

ToGLDV
ToGLSV

TGMV

ToGMoV

TGVV
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Begomovirus solanumaustraliaense

Begomovirus solanumbangalorense

Begomovirus solanumbangladeshense

Begomovirus solanumboliviense

Begomovirus solanumburkinafasoense

Begomovirus solanumcebuense
Begomovirus solanumchinaense
Begomovirus solanumcomorosense

Begomovirus solanumcontorsionis

Begomovirus solanumcrispi

Begomovirus solanumdelhiense

Begomovirus solanumdelhiquarti

Begomovirus solanumdelhiquinti
Begomovirus solanumdelhisecundi

Begomovirus solanumdepravationis

Begomovirus solanumdianaense

Tomato leaf curl virus

Tomato leaf curl Bangalore virus

Tomato leaf curl Bangladesh virus

Solanum mosaic Bolivia virus

Tomato leaf curl Burkina Faso virus

Tomato leaf curl Cebu virus
Tomato leaf curl China virus
Tomato leaf curl Comoros virus

Tomato leaf distortion virus

Tomato wrinkled mosaic virus

Tomato leaf curl New Delhi virus

Tomato leaf curl New Delhi virus 4

Tomato leaf curl New Delhi virus 5
Tomato leaf curl New Delhi virus 2

Tomato leaf deformation virus

Tomato leaf curl Diana virus

Australia
india
Bangladesh

Bolivia

Burkina Faso
Filipinas
China

Mayotte

Brasil

Venezuela

india

india
Bangladesh

india

Peru

Madagascar

DNA-A: §53251

DNA-A: 748182
DNA-A: AF188481

DNA-A: HM585435;
DNA-B: HM585436

DNA-A: KX853168

DNA-A: EU487042
DNA-A: AJ558118
DNA-A: AJ865340

DNA-A: EU710749
DNA-A: KY449275;
DNA-B: KY449276

DNA-A: U15015;
DNA-B: U15017

DNA-A: KF551592
DNA-A: EF450316

DNA-A: JQ897969

DNA-A: GQ334472
DNA-A: AM701765

ToLCV

ToLCBaV
ToLCBV

SoMBoV

TLCBFV

ToLCCeV

ToLCCNV

ToLCKMV

ToLDV
ToWwMV

ToLCNDV

ToLCNDV4
ToLCNDV5

ToLCNDV?2

ToLDeV
ToLCDiV



Begomovirus solanumflavariati

Begomovirus solanumflavi

Begomovirus solanumflavusardiniaense
Begomovirus solanumflavusaxarquiaense

Begomovirus solanumflavuschinaense

Begomovirus solanumflavuscontorsionis

Begomovirus solanumflavusdepravationis

Begomovirus solanumflavusguangdongense
Begomovirus solanumflavushuangbaiense
Begomovirus solanumflavusindonesiaense

Begomovirus solanumflavuskanchanaburiense

Begomovirus solanumflavusmaculae

Begomovirus solanumflavusmalacitanum

Begomovirus solanumflavusmaliense

Tomato bright yellow mottle virus

Chino del tomate virus

Tomato yellow leaf curl Sardinia virus
Tomato yellow leaf curl Axarquia virus

Tomato yellow leaf curl China virus

Tomato yellow leaf distortion virus

Tomato yellow leaf deformation dwarf
virus
Tomato yellow leaf curl Guangdong virus
Tomato yellow leaf curl Shuangbai virus
Tomato yellow leaf curl Indonesia virus

Tomato yellow leaf curl Kanchanaburi
virus

Tomato yellow spot virus

Tomato yellow leaf curl Malaga virus

Tomato yellow leaf curl Mali virus

Brasil

México

Itélia
Itélia
China
Cuba

Brasil

China

China

Indonésia

Tailandia

Brasil

Espanha

Burkina Faso

DNA-A: KC791691

DNA-A: AF101476;

DNA-B: AF101478
DNA-A: X61153

DNA-A: EU734831

DNA-A: AF311734
DNA-A: FJ174698,;
DNA-B: FJ999999
DNA-A: MN145942;

DNA-B: MN145943
DNA-A: AY602166
DNA-A: KT962229
DNA-A: AF189018
DNA-A: AF511529;
DNA-B: AF511528
DNA-A: DQ336350;
DNA-B: DQ336351
DNA-A: AF271234

DNA-A: LM651400

ToBYMoV

CdTV/To

TYLCSaV
TYLCAXV

TYLCCNV
ToYLDV

ToYLDeDV

TYLCGAV
TYLCShV
TYLCIDV

TYLCKaV

ToYSV

TYLCMaV

TYLCMLV
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Begomovirus solanumflavusmarginis

Begomovirus solanumflavusthailandense

Begomovirus solanumflavusvariati

Begomovirus solanumflavusvenae

Begomovirus solanumflavusviethamense

Begomovirus solanumflavusyunnanense
Begomovirus solanumghanaense

Begomovirus solanumguangdongense

Begomovirus solanumguangxiense

Begomovirus solanumgujaratense

Begomovirus solanumhainanense
Begomovirus solanumhanoiense

Begomovirus solanumhavanaense

Tomato yellow margin leaf curl virus

Tomato yellow leaf curl Thailand virus

Tomato yellow mottle virus

Tomato yellow vein streak virus

Tomato yellow leaf curl Vietnam virus

Tomato yellow leaf curl Yunnan virus
Tomato leaf curl Ghana virus

Tomato leaf curl Guangdong virus

Tomato leaf curl Guangxi virus

Tomato leaf curl Gujarat virus

Tomato leaf curl Hainan virus
Tomato leaf curl Hanoi virus

Tomato mosaic Havana virus

Venezuela

Tailandia

Costa Rica

Brasil

Vietna

China
Gana
China

China

india

China
Vietna

Cuba

DNA-A: AY508993;

DNA-B: AY508994
DNA-A: AF141922;

DNA-B: AF141897
DNA-A: KC176780;

DNA-B: KC176781
DNA-A: EF417915;

DNA-B: EF417916
DNA-A: DQ641697
DNA-A: KC686705

DNA-A: EU350585
DNA-A: AY602165

DNA-A: AM236784
DNA-A: AY190290;

DNA-B: AY190291
DNA-A: KF150142

DNA-A: HQ162270
DNA-A: Y14874;

DNA-B: Y14875

ToYMLCV

TYLCTHV

ToYMoV

ToYVSV

TYLCVV

TYLCYnV
ToLCGV
ToLCGdV

ToLCGxV
ToLCGUV

ToLCHaiV

ToLCHaV

ToMHaV
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Begomovirus solanumhsinchuense

Begomovirus solanumintervenae
Begomovirus solanumiranense
Begomovirus solanumjapanense
Begomovirus solanumjavaense
Begomovirus solanumjoydebpurense
Begomovirus solanumkalakadaense

Begomovirus solanumkarnatakaense

Begomovirus solanumkarnatakasecundi
Begomovirus solanumkarnatakatertii
Begomovirus solanumkeralaense
Begomovirus solanumkunenense
Begomovirus solanumlaosense
Begomovirus solanumlapazense
Begomovirus solanumlatentis
Begomovirus solanumliwaense
Begomovirus solanummadagascarense

Begomovirus solanummahense

Tomato leaf curl Hsinchu virus

Tomato interveinal chlorosis virus
Tomato leaf curl Iran virus
Tomato leaf curl Japan virus
Tomato leaf curl Java virus
Tomato leaf curl Joydebpur virus
Tomato severe leaf curl Kalakada virus

Tomato leaf curl Karnataka virus

Tomato leaf curl Karnataka virus 2
Tomato leaf curl Karnataka virus 3
Tomato leaf curl Kerala virus
Tomato leaf curl Kunene virus
Tomato leaf curl Laos virus
Tomato chino La Paz virus
Tomato latent virus
Tomato leaf curl Liwa virus
Tomato leaf curl Madagascar virus

Tomato leaf curl Mahé virus

China

Brasil
Ird
Japéo
Indonésia
india
india

india

india
india
india
Namibia
Laos
México
Cuba
Oma
Madagascar

Seichelles

DNA-A: EU596959;
DNA-B: EU596960
DNA-A: JF803252
DNA-A: AY297924
DNA-A: AB236323
DNA-A: AB100304
DNA-A: HM991146
DNA-A: KP195267

DNA-A: U38239
DNA-A: KF551578

DNA-A: KF551585
DNA-A: EU910141
DNA-A: MT045996
DNA-A: AF195782
DNA-A: AY339618
DNA-A: KM926624
DNA-A: HF912280
DNA-A: AJ865338

DNA-A: MH410152

ToLCHsV

TolCV
ToLCIRV
ToLCJV
ToLClaV
ToLCJV
ToSLCKV

ToLCKaV
ToLCKV2

ToLCKV3
ToLCKeV
ToLCKunV
ToLCLV
ToChLPV
ToLV
ToLCLwWV
ToLCMGV

ToLCMahV
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Begomovirus solanummalaysiaense

Begomovirus solanummaliense
Begomovirus solanummindanaoense
Begomovirus solanummoheliense
Begomovirus solanummusivi
Begomovirus solanumnamakelyense

Begomovirus solanumnigeriaense

Begomovirus solanumpalampurense

Begomovirus solanumpallidi

Begomovirus solanumpallidicontorsionis

Begomovirus solanumpallidiguyanense

Begomovirus solanumpallidivariati

Begomovirus solanumparvi

Tomato leaf curl Malaysia virus

Tomato leaf curl Mali virus
Tomato leaf curl Mindanao virus
Tomato leaf curl Moheli virus
Tomato bright yellow mosaic virus
Tomato leaf curl Namakely virus

Tomato leaf curl Nigeria virus

Tomato leaf curl Palampur virus

Tomato chlorotic leaf curl virus

Tomato chlorotic leaf distortion virus

Tomato chlorotic mottle Guyane virus

Tomato chlorotic mottle virus

Tomato dwarf leaf virus

Malésia
Mali
Filipinas
Comores
Brasil
Madagascar
Nigéria

india

Brasil

Venezuela

Franca

Brasil

Argentina

DNA-A: AF327436

DNA-A: AY502936
DNA-A: EU487046
DNA-A: AM701763
DNA-A: KC791690
DNA-A: AM701764

DNA-A: FJ685621
DNA-A: AM884015;

DNA-B: AM992534
DNA-A: MK558058;
DNA-B: MK558059
DNA-A: HQ201952;
DNA-B: HQ201953

DNA-A: KR263181;
DNA-B: KR263172

DNA-A: AF490004;
DNA-B: AF491306
DNA-A: IN564749;

DNA-B: JN564750

ToLCMYV

ToLCMLV

ToLCMiV

ToLCMohV

ToBYMV

ToLCNaV

ToLCNGV
ToLCPalV

ToCLCV

ToCILDV

ToCMoGV

ToCMoV

ToDfLV
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Begomovirus solanumpatnaense
Begomovirus solanumphilippinense
Begomovirus solanumpunense
Begomovirus solanumrajasthanense
Begomovirus solanumretorridi

Begomovirus solanumrugosi

Begomovirus solanumrugosiflavi

Begomovirus solanumseveri

Begomovirus solanumseverparvi

Begomovirus solanumseverugosi

Begomovirus solanumseychellesense

Begomovirus solanumsinaloaense

Begomovirus solanumsrilankaense

Tomato leaf curl Patna virus
Tomato leaf curl Philippines virus
Tomato leaf curl Pune virus
Tomato leaf curl Rajasthan virus
Tomato curly stunt virus

Tomato rugose mosaic virus

Tomato rugose yellow leaf curl virus

Tomato severe leaf curl virus

Tomato mosaic severe dwarf virus

Tomato severe rugose virus

Tomato leaf curl Seychelles virus

Tomato leaf curl Sinaloa virus

Tomato leaf curl Sri Lanka virus

India
Filipinas
India
india
Africa do Sul

Brasil

Uruguai

Guatemala

Brasil

Brasil

Seichelles

Nicaragua

Sri Lanka

DNA-A: EU862323
DNA-A: AB050597
DNA-A: AY754814
DNA-A: DQ339117
DNA-A: AF261885
DNA-A: AF291705;
DNA-B: AF291706

DNA-A: JN381819;

DNA-B: JN381814

DNA-A: AF130415

DNA-A: MN147863,;

DNA-B: MN147864
DNA-A: DQ207749;

DNA-B: EF534708
DNA-A: AM491778
DNA-A: AJ608286;

DNA-B: AJ508783

DNA-A: AF274349

ToLCPatV

ToLCPV

ToLCPuV

ToLCRaV

ToCSV

ToRMV

TRYLCV

ToSLCV

ToMSDV

ToSRV

ToLCSCV

ToLCSiV

ToLCLKV
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Begomovirus solanumsudanense

Begomovirus solanumsulawesiense

Begomovirus solanumtainoense

Begomovirus solanumtaiwanense

Begomovirus solanumtanzaniaense

Begomovirus solanumtenuimusivi

Begomovirus solanumtoliaraense
Begomovirus solanumtortilis

Begomovirus solanumtumoris

Begomovirus solanumugandaense

Begomovirus solanumvariati

Begomovirus solanumvariatuminvolutionis

Begomovirus solanumvenadepravationis

Begomovirus solanumvietnamense

Tomato leaf curl Sudan virus

Tomato leaf curl Sulawesi virus

Tomato mottle Taino virus

Tomato leaf curl Taiwan virus

Tomato leaf curl Tanzania virus

Tomato mild mosaic virus

Tomato leaf curl Toliara virus
Tomato twisted leaf virus

Tomato enation leaf curl virus

Tomato leaf curl Uganda virus

Tomato mottle virus

Tomato mottle leaf curl virus

Tomato vein clearing leaf deformation virus

Tomato leaf curl Vietnam virus

Sudao

Indonésia

Cuba

Taiwan

Tanzania

Brasil

Madagascar
Venezuela
india

Uganda

EUA

Brasil

Argentina

Vietna

DNA-A: AY044137
DNA-A: FJ237617
DNA-A: AF012300;
DNA-B: AF012301

DNA-A: U88692

DNA-A: DQ519575
DNA-A: EU710752;
DNA-B: EU710753
DNA-A: AM701768
DNA-A: MK440292

DNA-A: KP195260

DNA-A: DQ127170

DNA-A: L14460;

DNA-B: L14461
DNA-A: KC706615
DNA-A: MK423208;
DNA-B: MK423207

DNA-A: AF264063

ToLCSDV

ToLCSuV
ToMoTaV

ToLCTV

ToLCTZV

ToMMV

ToLCToV
ToTLV

ToELCV

ToLCUV

ToMoV

ToMoLCV

ToVCLDeV

ToLCVV
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Begomovirus solanumviolavenae Tomato leaf curl purple vein virus Brasil DNA-A: KY196216 ToLCPVV

Begomovirus solanumvulgarismusivi Tomato common mosaic virus Brasil DNA-A: EU710754; ToCmMV

DNA-B: EU710755

Begomovirus coheni Tomato yellow leaf curl virus Espanha DNA-A: AJ489258 TYLCV
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Anexo 2: Begomovirus descritos em infectando lavouras de tomateiros no Brasil. Os virus estdo listados

com seus nomes, nimeros de acesso no GenBank®, abreviagles correspondentes e referéncias onde foram

relatados.

Nome do virus

Tomato golden mosaic virus

Tomato yellow vein streak virus

Sida micrantha mosaic virus

Tomato rugose mosaic virus

Tomato yellow spot virus

Tomato chlorotic mottle virus

Sida mottle virus

Tomato severe rugose virus

Tomato leaf distortion virus

Tomato mild mosaic virus

Tomato common mosaic virus

Tomato mottle leaf curl virus

Sida yellow net virus

Tomato interveinal chlorosis virus

Tomato golden vein virus

Tomato leaf deformation virus

Euphorbia yellow mosaic virus

Chino del tomate Amazonas virus

Acesso no GenBank
DNA-A: K02029;
DNA-B: K02030

DNA-A: EF417915;
DNA-B: EF417916

DNA-A: AJ557451;
DNA-B: AJ557453

DNA-A: AF291705;
DNA-B: AF291706

DNA-A: DQ336350;
DNA-B: DQ336351

DNA-A: AF490004;
DNA-B: AF491306

DNA-A: AJ557450;
DNA-B: AJ557454

DNA-A: DQ207749;
DNA-B: EF534708

DNA-A: EU710749

DNA-A: EU710752;
DNA-B: EU710753

DNA-A: EU710754;
DNA-B: EU710755

DNA-A: KC706615

DNA-A: JX871376
DNA-A: JF803252

DNA-A: JF803254;
DNA-B: JF803265

DNA-A: GQ334472

DNA-A: FJ619507;
DNA-B: FJ619508
DNA-A: HM357461

DNA-A: JN381819;

Abreviagdo

TGMV

ToYVSV

SiMMV

ToRMV

ToYSV

ToCMoV

SiMoV

ToSRV

ToLDV

ToMMV

ToCmMV

ToMoLCV

SiYNV

TolCV

TGVV

ToLDeV

EuYMV
CdTAV

Referéncia

(Flores et al. 1960)

(Faria et al. 1997)

(Jovel et al. 2004)

(Fernandes et al. 2006)

(Andrade et al. 2006)

(Ribeiro et al. 2007)

(Cotrim et al. 2007)

(Castillo-Urquiza et al.
2008)

(Fernandes et al. 2008)

(Tavares et al. 2012)

Albuquerque et al. 2012

(Melgarejo et al. 2013)

(Barreto et al. 2013)

(NCBI 2024)
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Tomato rugose yellow leaf curl virus
Tomato leaf curl purple vein virus

Tomato chlorotic leaf curl virus
Tomato interveinal chorosis virus 2

Sida common mosaic virus

Tomato golden leaf spot virus

Tomato mosaic severe dwarf virus

Tomato yellow leaf deformation dwarf virus

Tomato bright yellow mottle virus

Tomato bright yellow mosaic virus

Tomato golden leaf distortion virus

DNA-B

DNA-A:
DNA-A:
DNA-B:
DNA-A:
DNA-B:

DNA-A:

DNA-A:
DNA-A:
DNA-B:

DNA-A:
DNA-B:

DNA-A:

DNA-A:

DNA-A:

- JN381814
KY196216
MK558058;
MK558059
MKO087038;
MKO087039

EU710751

KC626021
MN147863;
MN147864

MN145942;
MN145943

KC791691
KC791690

HM357456

TRYLCV
ToLCPVV (Macedo et al. 2018)
ToCLCV
(Quadros et al. 2019)
TolCV2 (Rego-Machado et al.
2019)
SiCMV
(Duarte et al. 2021)
ToGLSV
ToMSDV
ToYLDeDV (NCBI 2024)
ToBYMoV
ToBYMV
ToGLDV

Anexo 3. Representacdo da arvore filogenética enraizada no midpoint do 23067A e 23067B junto com
as sequéncias dos begomovirus mais préximos, gerada pelo método de Mé&xima Verossimilhanca (10.000
réplicas), utilizando o software 1Q-TREE (Nguyen et al. 2015) com o0 modelo Akaike Information Criterion.
Os valores de bootstrap estdo incluidos na legenda e a dos componentes estdo destacadas com retangulo

preto.
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bootstrap

- 70

e 77.5

e 925
e 100

Sida mosaic Bolivia virus 2 SiMBoV2 HM585443

Sida golden yellow spot virus SIGYSV KX348185
. [ Cleome leaf crumple virus CleLCV JFG94461

L—— Cleome golden mosaic virus CleGMV HQ396465

Tomato mottle leaf curl virus ToMoLCV KX896398
Cnidoscolus mosaic leaf deformation virus CnMLDeV KT966771
Passionfruit severe leaf distortion virus PFSLDV F1972767
* . Pepper blistering leal virus PepBLYV MN518737
|\ Tomata vein clearing leaf deformartion virus ToVCLDeV MK423208
- Tomato leaf curl purple vein virus ToOLCPVV KY 196216
amaro golden leaf distortion virus ToGLDV HM357456
Trato miterveinal chlororis virus 2 TolCV2 MK0B7038
Sida yellow mosaic Alagoas virus SIYMAIV JX871383
Sida mosaic Bolivia virus 1 SiMBoV1 HM585441
Abutilon mosaic Bolivia virus AbMBoV HM585445
. Pavonia yellow mosaic virus PaYMV KT948787
- Pavonia mosaic virus PaMV KT948785
Centrosema yellow spot virus CeYSV JN419002
Melochia mosaic virus McMV KT201151
Melochia yellow mosaic virus McYMV KT201153
Tomato golden mosaic virus ToGMY K02029
Tomato dwarf leaf virus ToDwWLV JN564749
_’_{ . |: Tomato mottle wrinkle virus ToMoWV J(714137
Soybean blistering mosaic virus SBMV EF016486
Solanum mosaic Bolivia virus SoMBoV HMS585435
Tomato golden vein virus ToGVV JIF803254
Tomato yellow vein streak virus ToYVSV EF417915
_{— Pepper leafroll virus Pepl.V KC769819
Bean bushy stunt virus BESV MN414067
Sida chlorotic leaf virus SIChLY MN0O13784
Sida chlorotic mottle virus SiChMoV KX348183
Tomato leaf deformation virus ToL DeV G(Q334472
Blechum interveinal chlorosis virus BIIChV JX827487
Tomato chino La Paz virus ToCLPV AY339618
Tomato golden mottle virus ToGMoV DO520943
Boerhavia yellow spot virus BoYSV EF121755

.

I

Dalechampiza chlorotic mosaic virus DaChMV INB48775
@ Tomato yellow motdle virus ToYMoV KC176780

Corchorus yellow vein Cuba virus CoY VOUY MF773912
. |: Cabbage leaf curl Jamaica virus CaLClaV DQ178608
Tobacco yellow crinkle virus TYCrV FI213931
Dicliptera yellow mottle virus DiYMoV AJ549960
Dicliptera yellow mottle virus DYMV AF139168
Macroptilium yellow mosaic Florida virus MaYMFV AY044135
Macroptilium yellow mosaic virus MaYMV EF585290
. ,— Bean golden yellow mosaic virus BGY MV D0O0201
——  Macroptilium golden yellow mosaic virus MaGYMV KY 196219
Croton golden mosaic virus CGMV KX156613
| Jacquemontia yellow maosaic virus JacYMV KFG661331
. L.'i_ Tomato mosaic leal curl virus ToMLCV AY 508991
Merremia mosaic virus MeMV AFOG8636
Tomato yellow margin leaf curl virus ToY MaLCV AY 508993
e ‘ Bean latent virus BLV MN158325
Pepper huasteco yellow vein virus PepHYVV X70418
. {— Rhynchosia golden mosaic virus RhyGMY EU339936
. Rhynchosia golden mosaic virus RhyGMVY DQ347950
I —— Merremia mosaic Puerto Rico virus MeMPRV F1944021

Rhynchosia golden mosaic Havana virus RhyGMHaV HM236368
Common bean severe mosaic virus CmBSMV KX011475
4._|—._{7 Common hean mottle virus CBMoV KX011473
. ; Rhynchosai mild mosaic virus RhyMiMV F1944019

Macroptilium mosaic Puerto Rico virus MMPRV AY (044133
® f Tomato chlorotic mottle Guyane virus ToChMoFGV KR263181
L Hibiscus golden mosaic virus HGMV MKS558061
——— Tomato severe rugose virus ToSRV DQ207749
Tomato rugose mosaic virus TORMV AF291705
Tomata chlorotic mottle virus TCMV AF490004
Tomato bright yellow mosaic virus ToBYMV KC791690
Tomato interveinal chlorosis virus TolCV JF803252
Macroptilium yellow net virus MaYNiV IN418998
Cowpea bright yellow mosaic virus CoBYMV MH469731
Bean golden mosaic virus BGMV MB8GEG
Macroptilium yellow vein virus Ma¥Y V'V JN419021
Macroptilium common mosaic virus MaCmMV KX691396
Soybean chlorotic spot virus SoyCSV 1X122965
Macroptilium bright mosaic virus MaBMV KX691400
Macroptilium yellow spot virus MaY SV IN419013
Blainvillea yellow spot virus BlaYSV EU710756
Sida motle Alagoas virus SiMoAIV TX871385
. . i: Sida mosaic Alagoas virus SIMAIV JFE94471
Sida yellow blotch virus SiYBV JX871380
. : Sida micrantha mosaic virus SMMV AJS57451
Sida bright yellow mosaic virus SIBYMVYV KX348184
Tomato mild mosaic virus ToMiMV EU710752
._'— Tomato leaf distortion virus Tol.DV EU710749
Sida common mosaic virus SICMV EU710751
= = -.‘r Sida yellow golden mosaic virus SiYGMV
o E Sida angular mosaic virus SIAMV KX691407
Sida chlorotic vein virus SICVV KX691402
Sida Brazil virus SiBrV FN436001
o : Triumfetta yellow mosaic virus TrYMV KU131588
Sidastrum golden leal spot virus SiGLSV HM357458
Sida yellow net virus SiYNV JX871376
Sida yellow mosaic virus SiYMV AY030558
Okra mottle virus OMoV EU914817
Oxalis yellow vein virus OY VYV KM887907 109

Sida mottle virus SiMV AY090555
—.—E Sida micrantha mosaic virus SiMIMV AJ557450

_.ri:

Leonurus mosaic virus LeMV J(429791
Tomato yellow spot virus ToYSV DQ336350



Corchorus golden mosaic virus CoGMY DOE41689
Corchorus vellow vein virus CoYVV AY 727904

Cotton leaf crumple geminivirus virus CLCGV AF480941
Bean latent virus BLV MN158326

Cucumber chlorotic leal virus CuChLY MNO13787

. . Jacq ia yellow vein virus JYVV KY617095
Jacquemontia mosaic Yucatan virus JacMYuV JQB21387
—

Jacquemontia yvellow mosaic virus JYMV KF661332

Tomato vellow margin leal curl virus ToY Mal.CV AY 508994
. L._: Tomato mosaic leaf curl virus ToMLCV AY508992
Merremia mosaic virus MerMV AY965899
Macraptilium golden yellow mosaic virus MaGYMV KY 196220
— Dicliptera yellow mottle virus DYMY AF170101
Macroptilium mosaic Pueno Rico virus MaMPRV AY044134
Commen bean mortle virus CBMoV KX011474
Rhynchosia golden mosaic Havana virus RhyGMHaV HM236369
Bean golden yellow mosaic virus BGY MV DO0200
Macroptilium yellow mosaic Florida virus MaYMFV AY (044136
Macroptilium yellow mosaic virus MaYMV EF585291
Common bean severe mosaic virus CBSMVY KX096982
. — Rhynchosai mild mosaic virus RhyMiMV F1944020
L—— Merremia mosaic Pueno Rico virus MeMPRY F1944022
Rhynchosia golden mosaic virus RhyGMV DQ356429
Pepper huasteco yellow vein virus PepHY VY X70419
‘.‘ Rhynchosia golden mosaic Sinaloa virus RhyGMSiV DQA06673
Capraria vellow spot Yucatan virus Ca¥YSYuV KC426928
Pepper golden mosaic virus PepGMV AF499442
Cabbage leaf curl virus CaLCV UG5530
Cahbage leal curl Jamaica virus Cal.ClaV DO178609
Rhynchosia rugose golden mosaic virus RhyRGMV HM236371
Rhynchosia golden mosaic Yucatan virus RhyGMYuV FI792608
Tobacco vellow crinkle virus TYCrV HOB896204
[ Tomato chlorotic mottle Guyane virus ToChMoGFV KR263172
Pepper leafroll virus PepLV KC765820
Soybean chlorotic spot virus SeyCSV JX122966
Cowpea bright yellow mosaic virus CoBYMV MH469732
Bean polden mosaic virus BGMY MBRGET
Macroptilium commen mosaic virus MaCmMV KX691412
Cotton chlorotic spot virus CCSV KF358471
. ‘Tomato vellow leaf deformation dwarf virus TYLDDV MN145943
Cridoscolus mosaic leaf deformation virus CnMLDeV KT966772
Blainvillea yellow spot virus Bla¥YSV EU710757
_._ Abutilen mosaic Brazil virus AbMBrv JF694479
Macroptilium yellow net virus MaY NtV JIN4168999
‘Tomato chlorotic mottle virus TCMY AF491306
Tomato common mosaic virus ToCMY EU710755
. | Abutilfm I'I'lDSi._IiC If_lulivlu virus A'bMBuV HMS585446
L._: Pavonia mosaic virus PavMV KT948786
Pavonia yellow mosaic virus PvY MV KT948788
Sida mosaic Bolivia virus 1 SiMBoV1 HM585442
Sida chlorotic vein virus SICVV KX691413
Tomato mild mosaic virus ToMiMoV EU710753
@ Hibiscus golden mosaic virus HGMY MK558062
Tomato chlorotic leal curl virus ToChLCV MK558059
Sida yellow golden mosaic virus SI'YGMV MF163259
Sida bright yellow mosaic virus SIBYMV KX348225
Sida mosaic Bolivia vires 2 5iMBoV2 HM585444
Tomato severe rugose virus ToSRV EF534708
Tomato rugose mosaic virus TORMV AF291706
Sida micrantha mosaic virus SMMV AJ557453
Melochia yellow mosaic virus McYMV KT201154
Sida angular mosaic virus SIAMY KX691415
Abutilon Brazil virus AbuBrV FN434439
Triumfenta yellow mosaic virus TYMV KU131589
L@ Sida mosaic Alagoas virus SIMAIV JER94473
Passionfruit severe leal distortion virus PFSLDV FIS72768
Okra mottle virus OMoV EU914818
Sida micrantha mosaic virus SIMIMV AJ557454
Tomato vellow spot virus ToYSV DO336351
Melochia mosaic virus MeMV KT201152
Pepper blistering leaf virus PepBLV MN518739
‘Tomato rugose yellow leaf curl virus ToRYLCV IN3B81814
Tomato vein clearing leaf deformation virus ToVCLDeV MK423207
mosaic severe dwarfl virus ToMSDV MN147864

erveinal chlorosis virus 2 TolCV2 MK087039
Tomato golden mosaic virus ToGMY K02030
Solanum moesaic Bolivia virus SoMBoV HM585436
bOOtStl" ﬂp L_o—| Tomato dwarf leaf virus ToDwLV IN564750
e — ‘Tomato mottle wrinkle virus ToMoWV JQ714138
Tomato vellow vein streak virus ToYVSV EF417916
. 70 Tomato golden vein virus ToGVY JFB03265
® —— Bean bushy stunt virus BBSYV MN414068
L Cleome leaf crumple virus CleLCV JF694462
Euphorbia yellow mosaic virus EuYMV F1619508
|_|: Euphorbia mosaic virus EuMV DQ318938
Tomato mild yellow leaf curl Aragua virus ToMYLCArV EF547938
— Dalechampia chlorotic mosaic virus DaChMV JN848776
85 L Blechum interveinal chlorosis virus BIIChV 1X827488
Tomato vellow mottle virus ToY MoV KC176781
Bean leaf crumple virus BLCV KXB857726
Melon chlorotic mosaic virus MeCMV HM163577

e 775

. 92.5 Bean calico mosaic virus BCaMV AF110190
Cucurbit leal crumple vires CLCSY AF224761
Squash vellow mild mottle virus SgYMiMoV AF440790

. 1 0 0 Melon chlorotic leaf curl virus MeCLCV AF325498 1 10
Squash mild leaf curl virus SMLCV AF421553

Squash leaf curl virus Sql.CV M3B182



Anexo 4: Sequéncia completa de nucleotideos dos componentes A e B, correspondentes aos clones
23067_2A e 23067_5.

DNA_A: Clone 23067_2A

ACCGGATGGCCGCGCGATTTTTGGTCCCCCGACCCGCTCCCGCATTTGGTGCCGCATTGTCTG
CTGGTGTGGGTCCCACATATGAAAGATCTTCCTATGATAATGCAGCCTGAAAGCTTAGTTAT
TTGAAAAGACTTGGTGGCTAAGTTTGACTGGTTCGTATAAATTTGAACGTATAATATGTGGG
CTCTACATAATTTAATTCAAATGTCTAAGCGGGCTGCCCCCTCGTGGCGCTCGATGGCGGGA
ATCTCGAAGGTTAGCCGCTCTCTCAATTCTTCGCCTCGTGGAGGTATTAATCCCAAATTTGAT
AGGGCCTCAGCCTGCGTTAATAGGCCCATGTACAGGAAGCCCAGGATATATCGGGCCTACC
GATCTCCCGATGTTCCTAAGGGGTGTGAAGGGCCGTGTAAGGTCCAGTCGTATGAACAGCGC
CACGACATCTCTCACACGGGTAAGGTTCTGTGTATATCTGATGTCACACGGGGCAGTGGTAT
TACCCACCGCGTCGGTAAACGTTTCTGTGTGAAGTCTGTCTATATATTAGGGAAGATATGGA
TGGATGACAACATCAAGCTCAGGAACCATACGAACAGCGTCATGTTCTGGCTGGTTAGAGA
CAGGAGACCGTATGGCACGCCGATGGATTTCGGACAGGTGTTTAACCTGTTCGACAATGAGC
CCAGTACTGCGACCGTCAAGAACGATCTTCGTGATCGTTTCCAAGTTCTGCACAGATTCAAC
TCGCAAGTTACGGGTGGACAGTACGCGAGCAAGGAGCAAGCTCTGGTGAGGCGTTTCTGGA
AGGTCAACACTCACGTCACTTACAACCATCAAGAGGCGGCGAAGTATGAGAACCACACGGA
GAACGCCCTGTTATTGTATATGGCATGTACGCATGCCTCTAATCCCGTGTATGCAACCCTCAA
GATACGGATCTATTTTTATGATTCGGTATCAAATTAATAAATTTTGAATTTTATTGAATGATT
TTCGAGTACAGAAGTTACATACGATCTGTCTGTTGCGAATCGAACAGCTCTGATTACATTGTT
AATGGAAATAACGCCTAATCTATCTAAATACAATAAAACTAAATGTCTAAACCTATCTAAAT
ATGTCGTCCCAGAAGCTGTCACTGAAGTCGTCCAGATTTGGAAGTTCAGGAAGGCCTTGTGG
AGATCCAACGCTCTCCTGATGTTGTGGTTGAACCGTATCTGGACGTGGTAGATCCTGGTGTT
GGTGTAGAGTGGGTCCTCGACCCTGGTTATCTTGAAATATAGGGGATTTGGTACCTCCCAGA
TATACGCGCCATGCTCTGCTTGAGGTGCAGTGATGAGTTCCCCTGTGCGTGAATCCATGGCC
TACGCAGTTGATGTGGATGTATACTGAGCAGCCGCACTCGAGGTCTACCCGTCTACGGCGAA
TCGCACGCTTGCGTTTGGCTACTCTGTGCTGGACTTTGATAGAGGGGGGATTCGAGGAAGAT
GAATTTTGCATTGTGGAGAGTCCAGTTCTTTAGTGAAACATTCTCTTCTCTCTCCAAGAATGA
TTTATAACTGGAACCCTCTCCTGGATTGCAAAGCACGATTGAGGGAATGCCTCCTTTAATTTG
AACTGGCTTTCCGTATTTACAATTGGACTGCCAGTCCTTCTGGGCCCCAATCAGCTCTTTCCA
GTGCTTTTTCTTTAAATAATCTGGAATGACGTCATCGATGACGTTATACTCCGCTTCATTTGA
GTAAACCCTAGAATTTAAATCCAGGTGTCCGCTCAAATAATTATGTGGGCCCAGTGCACGTG
CCCACATCGTCTTCCCCGTTCGACTATCGCCCTCGACGATTATACTAATAGGTCTCTCCGGCC
GCGCAGCGGCACCTCTACCAAAATACTCATCAGCCCATTCTTGCATGTCCACCGGCACGTGA
GTGAATGATGAGAGGGGAAACGGAGGAACCCACGGTTCAGGCGCCTTGGCGAAGATGCGTT
CTAGATTGGAACGTATATTGTGGTGCTGGAGGACGAAGTCCTTCGGTTGTTCTTCCCTCAATA
TAATGAGGGCCTCGGAGACGGAGGAAGCGTTGAGGACCTTGGCATATGTGTCGTTGGCAGA
TTGGCAACATCCTCTAGCTGATCTTCCATCGATCTGGAAAACTCCAAAATCAATGAAGTCTC
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CGTCTTTCTCCACGTATGACTTAACGTCTGAGCTCGATTTAGCTCCCTGAATGTTCGGATGGA
AATGTGCTGACCTGGTTGGGGATACCAGGTCGAAGAATCTGCTATTTGTGCAGACGTATTTC
CCCTCGAACTGGATGAGCACGTGGAGATGAGGCTCCCCATTCTCGTGGAACTCTCTAGAAAC
TCGAATGAATAGTTTTTTGGTAGGAGTGTTTAATGCTTGTAATTGGGAAAGGGCCTCTTCTTT
ATTAAGAGAACAGTGAGGATATGTGAGAAAATAGTTTTTGGCATTTAAACGAAATCGTTTTG
GTGGTGGCATATTTGTAAATAAATGGATGTCACCAATTGAGCTCTCTCAAACTTGCTCTAGC
AATCGGTGAATTGGTGTACAATATATACTAGAACCCTCAATAGAACTCTCAATCTGGGTCAC
ACACGTGGCGGCCATCCGTTATAATATT

DNA _B: Clone 23067_5

ACCGGATGGCCGCCCGATTTTTTTGTCCCGGGTCCGCTCTCGCGTAGTTGAGCGCGTTTTTGA
AGTCCGCGAAATGAGTTTATTATGTGATTTGAGTTCCGCTGACGTGGTCAAATAACTTTAATT
TGAAATGAAGTGGAGTAATTTTATTTTGTCCAATCATTTCGCGTTGGCCGAGCTTATTTACAA
TACGTGGGCCCGAACTTTGAATTAGTGTGGCTTGTCCTGTAAGTATGGCCCATAATGAGCAG
TGTATAATATTTTTGACGTGGACCAGTTAAATAATTTATAAGGAGTCTAATTAAGCCATATAT
GTAATGAGCAATTTTGTATTTAAATACACTAGTGATTGAATTGAATTTTGTGTGACAAAATGT
ATTCTACTAAATATAGACGTGGGTTGATGTCTTCTCAACGACGAGGTGCTTCACGATATCCC
GTATTCAAGCGTTCGTATTCTGCGAAACGTAACGATGGGAAACGTCGATCGAGTAAATATAA
CAATCCCCATGAAGAGAGCAAGATGTCATCTCAGCGGATACATGAGAACCAATACGGGACA
GAATTTGTTATGGCCCATAATTCCGCCATATCAACGTTCATCACTTTCCCTAGTCGTGGTAAG
ATGGAATCGAACCGCTCCCGATCATATATTAAGTTAAAACGTTTACGTTTTAAAGGTACTGT
CAAACTTGAGCGTGTTCAAGCTGATGTGAATATGGACTGTTCAACGCCAAAAACCGAAGGA
GTTTTTTCTTTGGTTATAGTTGTTGATCGTAAACCTCATCTGAGTGCATCGGGAACTCTTCAC
ACATTTGACGAGTTATTTGGTGCAAGGATTCATAGTCATGGCAACTTAGCCATTTCTCCCGCT
TTGAAAGATCGCTTTTACATACGACATGTGTTGAAACGTGTTGTGTCCGTTGAGAAGGATAC
CATGATGGTTGATCTTGAAGGGACGACATCGTTTTCTACCAGGCGTTTTAATTGCTGGTCGTC
GTTTAGGGATCTGGATAGAGATTCATGTAATGGGGTTTATGCTAATATAAGCAAGAACGCCC
TTTTAGTGTATTATTGCTGGATGTCGGATGTTACGTCCAAGGCGTCCACATTTGTATCTTTTG
ATCTTGATTATGTCGGTTGAATATTAAGTGTATCTCCGCAAATTCATTAAGGGATTGAATTTT
ATACAAGATGTATGCTAATTGTATAAAACATTACAGTAAAATATAATCAGGCATTCTAATAA
TAATTGATTTTGTAAAATATATATTATAGTAACTCAATATTTATTTCAACGATTTAGGCTGCG
AAGGAGTACAATTTGTGTTAATACACTCTTGGACGGTTGTCCTAACAATGTCGTTTAATTGG
GCCAATGACATTGTTATGTTGGATTGTGTCCTTTGTGCCCCAACTATAGAAGCAGACTCACC
GGGATCTAAAATGGCAGTTCCTAATCTATTTAGTTCTTTATATGGATGTAGTGCGTCTCCGAA
GTCCGATTCCACCTCTGAATGGCTTGGGCCAATCGTACTCCTTGCAGCCCATGACTCACCGG
GTTTTAGTTCAATTGGGCCGGGAAGCCCAAATCTAGATGTGGATGCGGATCTGATCAGCTTT
CTCTCCCATCTCCCATAGCCGACGTGGCAGAAATCGATATCCTTCTCCGTAAACTGTTTGGAC
AATATTTTTACAGTAGGTGCCCTGAAAGGTATATCGACAGAGTGTTTAGCCGTCGACAGTTT
GAGCTTTCCCTTGAACTTGGCGAAATGCGTCCTCTGATGTACGTTCGTGTCGCAAACTTTGTA
ATATAGCTTCCATGGAATTGGATCTTTGAGGGAAAAGAATGAAGATGAAAAATAATGGAGA
TCTATGTTACACCTTATCGGAAATGTCCATGACGCCTGTAAGGATTCATTGTCTGTCATCCTC
TTGTCATGAATTTCGACGATCACAGACCCTGTAGCGTTGATCGGTACCTGTTGCCTGTATTCT
ATGACGCAGTGGTCGATCTTCATACAGCTACGGCTGAGTCTGGCGCTTAATTGAGCTGTCGT
CGACGGAAATTGTAGGATGATCTCGGTTAGGTCATGAGAAAGCTGATATTCGTCACGATGAG
ACTCTATATAATTGAAGGCGTTTGGTGGGTTTACTAGCTGAGCTTCCATTTGATGAATTATAT
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TAATGAGAATTGGTCGCGCAGCGAGAGTGTTTTCCTGAAATGAATGGGCGAATAGAATATGT
GAGAAATATCTTGTTGGTATGTTTCAGTGAGAGAAAATATGATATGAGGCTATTGCTATTGG
TAATAGGTTTAACTAATAACTCGTTATATAGACAGTGAACTGTTGTTATTTAAACATTTAAAC
GTTAGTGTGAGGTGTACATGGCTCTTATTTACATTTAATTTTAAACCCTTTGGTAGGGGCATT
GTTGTAAATAATAAATGGCAGTCTTGTAAATAAATGGATGTCACCAATTGAGCTCTCTCAAA
CTTGCTCTGGCAATCGGTGAATTGGTGTACAATATATAGTAGAAGGCTCAATAGAACTCTCA
ATCTTGGACACACACGTGGCGGCCATCCGTTATAATATT
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