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CARACTERIZACAO DE UM NOVO BEGOMOVIRUS, EUPHORBIA
YELLOW MOSAIC VIRUS, NO BRASIL

Resumo — O amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla) é uma importante planta
daninha em diversos paises por interferir na producao de plantas cultivaveis e por servir
como reservatério de virus de plantas. O objetivo desse trabalho foi estudar a
diversidade dos begomovirus coletados em amendoim-bravo e caracterizar molecular e
biologicamente um isolado permitindo a sua completa identificacdo. Sete amostras de
amendoim-bravo foram coletadas apresentando sintomas de mosaico amarelo em
diferentes cidades do estado de Goids e Distrito Federal. Elas foram avaliadas por PCR
usando primers universais para begomovirus, que confirmou que todas as sete amostras
estavam infectadas. As amostras de DNA foram utilizadas para a realizacdo da
amplificacdo via circulo rolante (RCA) utilizando a enzima phi-29 DNA polimerase.
Cada produto amplificado foi digerido com uma enzima de restricdo que cortou o DNA
em apenas um Unico ponto e foi clonado no vetor pBluescript (Stratagene). As
sequéncias completas de ambos os componentes (oito clones de DNA-A e trés clones de
DNA-B) foram obtidas usando primers para o vetor e primers internos em seqiienciador
automdtico. Para a caracterizagdo bioldgica, clones infecciosos foram preparados e
inoculados através de bombardeamento de particulas em plantas cultivadas e daninhas.
A infeccdo foi confirmada por PCR em plantas de Capsicum annuum, Datura
stramonium, Nicotiana benthamiana e Euphorbia heterophylla. Todas as oito
sequéncias do DNA-A compartilham uma identidade 86,9% com o Euphorbia mosaic
virus Peru (acesso AM886131; sequéncia de begomovirus mais préxima ao virus),
enquanto que o DNA-B compartilha uma identidade nucleotidica 61,6% com o Tomato
commom mosaic virus (acesso NC_010836). De acordo com o Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV), um virus € considerado como uma nova espécie quando a
identidade de sequéncia do DNA-A com outro virus é menor que 89%, sugerindo que
esse virus € distinto do Euphorbia mosaic virus Peru. Portanto, de acordo com os
critérios estabelecidos pelo ICTV, o virus caracterizado nesse trabalho pode ser
considerado uma nova espécie do género Begomovirus, sendo o nome Euphorbia yellow

mosaic virus proposto.



CHARACTERIZATION OF BRAZILIAN BEGOMOVIRUS EUPHORBIA
YELLOW MOSAIC VIRUS

Abstract — The “amendoim-bravo” (Euphorbia heterophylla; also known as painted
euphorbia) is an important weed in several countries, interferes in the production of
cultivated plants, and has a great potential as a reservoir of plant viruses. The objective
of this study was to study the diversity of begomoviruses that infect “amendoim-bravo”
plants, and characterize molecular and biologically one isolate enabling its complete
identification. Seven samples were collected of “amendoim-bravo” showing yellow
mosaic at distinct localities in Goids State and Federal District/Brazil. They were tested
by PCR using universal begomovirus primers and it was confirmed that all seven
samples were positively infected. These DNA samples were used as template for rolling
circle amplification (RCA) using the enzyme phi-29 DNA polymerase. Each amplified
product was digested with a single-cutting restriction enzyme and cloned into
pBluescript vector (Statagene). The complete sequence of both components (eight
DNA-A clones and three DNA-B clones) were obtained using internal and vector
primers. For the biological characterization, infectious clones were prepared and
inoculated by particle bombardment to cultivated plants and weeds. The infection was
confirmed by PCR in plants of Capsicum annuum, Datura stramonium, Nicotiana
benthamiana and Euphorbia heterophylla. All eight DNA-A sequences shared 86,9%
nucleotide identity with Euphorbia mosaic virus Peru (accession AM886131, the most
closely related begomovirus sequence), while DNA-B shared 61,6% nucleotide identity
with Tomato commom mosaic virus (accession NC_010836). According to the
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) a virus is considered as a new
species when the sequence identity with another virus is less than 89%, suggesting that
it is distinct from Euphorbia mosaic virus Peru. Therefore, according to the criteria
established by the ICTV, the viruses characterized in this work can be considered as a
new species within the genus Begomovirus, and the name Euphorbia yellow mosaic

virus is proposed.



1. Introducio e Objetivo

A espécie botanica Euphorbia heterophylla, comumente conhecida como
amendoim-bravo ou leiteira, € origindria das regides tropicais e subtropicais das
Américas (Cronquist, 1981). Importante membro da familia Euphorbiaceae, possui
grande variabilidade dentro da espécie. O amendoim-bravo, juntamente com outras
plantas daninhas, apresenta grande importancia como praga por interferir na producao
de diversas culturas e também por poder servir como hospedeiro intermedidrio de

patégenos de culturas importantes.

Infecgdes severas causadas por begomovirus em vdrias culturas
importantes como tomate, feijao, pimentao, entre outros, t€m sido descritas (Faria et al.,
2000). Assim como as plantas cultivadas, vérias espécies de plantas daninhas vém
sendo relatadas como hospedeiras de begomovirus em diversos paises, inclusive no
Brasil. Alguns estudos demonstraram casos em que isolados de begomovirus
provenientes de plantas invasoras podem ser transmitidos para espécies cultivadas

(Frischmuth et al., 1997; Faria et al., 2000; Morales & Anderson, 2001).

Pouco se sabe sobre virus que infectam amendoim-bravo, e que podem
ser potenciais patégenos para importantes culturas no Brasil e no mundo. Devido a
ampla distribuicdo geografica desta planta em todo o Brasil e da sua constante
associacdo com culturas de grande interesse agricola como o tomateiro, plantas de soja e
feijao, o presente trabalho teve como objetivo a realizacdo de um estudo da diversidade
de begomovirus que infectam naturalmente o amendoim-bravo e a caracterizacao

bioldgica e molecular dos virus.

A dissertacdo foi dividida em introdugao, revisdao bibliografica, material

e métodos, resultados, discussao e consideracoes finais.



2. Revisao bibliografica
2.1 Amendoim-bravo

O amendoim-bravo ou leiteira, como € popularmente conhecido a espécie
Euphorbia heterophylla, tem origem na regido tropical e subtropical das Américas
(Cronquist, 1981). Importante membro da familia Euphorbiaceae, possui grande
variabilidade dentro da espécie. As diferentes formas da folha s@o facilmente notaveis
tanto dentro de uma Unica populagdo como entre diferentes populagdes, fazendo com
que diferentes autoridades reconhecessem varios graus de variabilidade. Por esse
motivo, varios sdo os sindnimos utilizados para se referir a E. heterophylla, como por
exemplo E. geniculata, E. prunifolia, Poinsettia heterophylla, P. geniculata. E
registrada como uma importante planta daninha em 22 paises tropicais, incluindo o

Brasil, e estd presente em mais de 37 outros paises (Wilson, 1981; Oliveira et al., 2002).

Hutchinson & Dalziel (1958) descreveram E. heterophylla como sendo
uma planta ereta, geralmente ndo ramificada, possuindo ciclo anual curto, com duas a
trés geracdes em apenas um ano, com tamanho de 30 a 80 cm e produzindo um latex
branco. As folhas sdo simples ou lobadas aglomeradas na parte superior do ramo, sdo
alternadas e possuem grande variacdo no formato e no tamanho, causando grande
confusdo taxondmica (Wilson, 1981). Sua capacidade de multiplicacio ¢
consideravelmente grande e a planta cresce com muita rapidez, caracteristica essa que
permite a competicao por radiacdo solar e nutrientes com plantas cultivadas. Cresce em
quase todos os tipos de solo, porém, prefere os solos férteis e drenados (Kissmann &
Groth, 1992). O fruto, a medida que amadurece, modifica sua coloracdo, e ao atingir a
plena maturacdo, realiza deiscéncia explosiva lancando as sementes a uma distancia

relativamente grande da planta-mae (Barroso, 1984).

As plantas daninhas possuem grande importancia como agentes bidticos
em sistemas agricolas, condicionando uma série de fatores nesses sistemas, como a
interferéncia no crescimento e produtividade, além de afetar no processo de producao
no campo de algumas culturas (Amaral, 2006). Em 1948, E. heterophylla foi registrada
em Poona, India, sendo suscetivel ao herbicida 2,4-D. Depois desse periodo, foi
registrada em diferentes partes do mundo, incluindo as Ilhas Mauricio; Cuba, atuando

como planta daninha de cana-de-actcar; no Brasil, como planta daninha em café; em



Papua Nova Guiné como planta daninha de grande importancia econdmica na produgao
de amendoim; e na Tailandia em milho, sorgo e em algodao (Solomon & Rao, 1948;
Rochecouste, 1958; Casamayor, 1967; Medcalf & deVita, 1960; Petty, 1969; Parker,
1969; Yongboonkird, 1971). O amendoim-bravo, juntamente com outras plantas
daninhas, apresenta grande importancia por interferir na produg¢do de soja no Brasil,
sendo considerada uma das espécies com maior capacidade de competicdo com essa
cultura (Voll et al., 2002). Essa importancia teve um crescimento a partir da década de
70, devido a um aumento do uso continuo dos herbicidas Metribuzin e Trifluralin na
cultura de soja, sendo utilizados de forma combinada nas regides do Parand e Rio
Grande do Sul, fazendo com que a planta daninha adquirisse resisténcia aos herbicidas
(Pitelli, 1997). Ao contrério dos ataques de pragas e doengas, ocasionados normalmente
por uma ou poucas espécies, a infestacdo de plantas daninhas é representada por muitas
espécies, emergindo em épocas diferentes, dificultando o seu controle. A cultura do
sorgo possui como um dos principais problemas o controle das plantas daninhas.
Estudos mostraram que ndo havendo o controle das plantas daninhas nas quatro
primeiras semanas apds a emergéncia do sorgo, pode ocorrer uma reducao de até 35%
na producdo de grdos, e nao se realizando um manejo adequado, essa reducdo pode
chegar a 71% (Silva et al., 1986). Estudos realizados pelo International Institute of
Tropical Agriculture na Nigéria (IITA, 1977) mostraram que a densidade de 10
plantas/m”> de E. heterophylla reduziram o rendimento de feijdo caupi em 25-53%,
enquanto que 80 plantas/m’ reduziram o rendimento em 68-75%. Virios estudos
mostram a importancia de controlar esta planta daninha nos estadios inicias de
desenvolvimento, antes que a planta daninha venha a ser realmente estabelecida

(Wilson, 1981).

No cultivo do tomateiro € necessdrio manter as dreas livres da
interferéncia de plantas daninhas, pelo menos durante o periodo critico, ou seja, até que
a cultura se desenvolva, cubra suficientemente a superficie do solo e ndo sofra mais a
interferéncia negativa destas (Silva et al., 2003). A rotacdo racional de cultivos €
vantajosa para o manejo de plantas daninhas. Entretanto, os produtores nao realizam
adequadamente esse manejo, tornando o controle progressivamente problemético.
Plantas agressivas proliferam, exercendo alta pressdao de competicio com a cultura.
Numa comunidade mista de plantas existe sempre um balanco competitivo entre as

espécies, predominando as mais agressivas e adaptadas ao ecossistema agricola. A



populacdo de plantas daninhas € dinamica, ocorrendo mudangas de acordo com as
praticas agricolas utilizadas, havendo a cada ano uma nova relagdo de interferéncia

entre as diferentes espécies (Pereira, 2000).

Geralmente, as plantas daninhas adaptam-se melhor ao meio ambiente
que o tomateiro, crescendo, mais vigorosamente, principalmente nos primeiros estadios
de crescimento. Observacdes sobre o Periodo Critico de Interferéncia (PCI) das plantas
daninhas na cultura do tomate para processamento no Brasil indicam que elas podem
causar reducdes de até 99% na producgao das lavouras implantadas a partir de semeadura
direta. O PCI, nesse caso, ocorre do 21° ao 97° dias apds a emergéncia para lavouras
implantadas com mudas a reduc¢do € cerca de 75%, situando-se o PCI do 17° ao 78° dias
apo6s o transplante (Pereira, 2000; Nascente, 2004). Em outros paises, varios trabalhos
indicam que o PCI para esta cultura situa-se entre o 20° e 0 63° dias apds a emergéncia e
entre o 25° e o 43° dias para lavouras com mudas transplantadas (Qasem, 1992;
Campeglia, 1991; Weaver & Tan,1987; Weaver, 1984; Weaver & Tan, 1983; Friesen,
1979; Sajjapongse et al., 1983).

Assim como as plantas cultivadas, varias espécies de plantas daninhas
vém sendo relatadas como hospedeiras de begomovirus em diversos paises, inclusive no
Brasil. Segundo Morales & Anderson (2001), as espécies relatadas geralmente
pertencem a Malvaceae, Euphorbiaceae e Fabaceae. Alguns estudos demonstraram
casos em que isolados de begomovirus provenientes de plantas invasoras podem ser
transmitidos para espécies cultivadas através do inseto vetor ou mediante inoculacdo via
extrato vegetal tamponado (Frischmuth et al., 1997; Faria et al., 2000; Morales &
Anderson, 2001). Outros indicam que plantas invasoras podem funcionar como fontes
de in6culo de begomovirus para plantas cultivadas, como os relatados por Costa &
Carvalho (1960), onde Abutilon mosaic virus (AMV), que ocorria em malvéiceas, € o
Euphorbia mosaic virus (EuMV), obtido de Euphorbia prunifolia podiam ser
transmitidos para o tomateiro, através da mosca-branca. Assungdo et al. (2006)
constataram que pelo menos 10 espécies de plantas invasoras funcionam como
hospedeiras de begomovirus no Brasil, e estdo distribuidas em cinco familias botanicas:
Malvaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Capparaceae e Sterculiaceae. Cinco espécies
ainda nao haviam sido relatadas como hospedeiras desses virus no Brasil e no mundo.

Esse resultado amplia ainda mais a quantidade de plantas hospedeiras conhecidas para



os begomovirus, considerada atualmente como uma das maiores entre os virus de
plantas e que incluem mais de 120 espécies de plantas de diferentes familias botanicas

(van Regenmortel et al., 2000).

2.2 Virus relatados em amendoim-bravo

Em espécies pertencentes a familia Euphorbiaceae, pelo menos
quatro virus ja foram relatados: Euphorbia mosaic virus (descrita como EMV, mas
considerada hoje com o acrénimo EuMV), descrita em 1950 infectando Euphorbia
prunifolia no Brasil (Costa & Bennett, 1950); Euphorbia ring spot virus (EuRSV),
descrito em 1976 na Alemanha infectando Euphorbia milii (Bode, 1976; Guaragna et
al., 2004); Euphorbia leaf curl virus (EuLCV), na China (Ma et al., 2004) e o Euphorbia
crinkle mosaic virus (EuCMYV), descrito em 1988 por Nath & Mandahar na India, mas
muito pouco se sabe sobre esse virus. Os virus EuLCV e EuCMV foram relatados
infectando Euphorbia pulcherrima. EUMV e EuLCV sdo virus pertencentes ao género

Begomovirus, o EURSV pertence ao género Potyvirus.

Plantas de E. heterophylla infectadas com EuMV apresentam
mosaico dourado e ocasionalmente distor¢ao foliar. Costa (1965) relatou que esse virus
foi responsdavel pela doenca do enrugamento em Phaseolus vulgaris inoculadas
artificialmente. Sintomas similares foram vistos em campo eventualmente, porém, nao
houve comprovacdo de que EuMV era o patégeno causal. Costa descreveu o EuMV
apenas com informagdes visuais dos sintomas. EuLCV infecta naturalmente plantas de
E. pulcherrima, que desenvolvem um encrespamento foliar acompanhado de
espessamento € muitas vezes um aumento no tom esverdeado das nervuras. As plantas
mais gravemente afetadas possuem o peciolo encrespado e ficam atrofiadas (Ma et al.,
2004). EuCMV induz infeccdo sist€émica (Nath & Mandahar, 1988). EuRSV produz
manchas em forma de anéis cloréticos, além da deformacgdo em folhas e flores (Bode,

1976).



2.3 Familia Geminiviridae

2.3.1 Aspectos taxonomicos

Os geminivirus sdo caracterizados por possuirem particulas geminadas
e por terem o genoma circular mono ou bipartido de fita simples (ssDNA). Realizam
sua replicacdo inteiramente no interior do nicleo da célula hospedeira e o tamanho do
genoma varia de 2500 a 3000 nucleotideos (Harrison, 1985). Sao divididos de acordo
com sua organizacdo genOmica, inseto vetor (mosca-branca, cigarrinha ou
membracideo) e circulo de hospedeiros (mono ou dicotiledoneas) em quatro géneros

Curtovirus, Mastrevirus, Topocuvirus € Begomovirus (Fauquet & Stanley, 2005).

Aqueles que possuem genoma monopartido, infectam monocotiledoneas
e sdo transmitidos por cigarrinhas (Homoptera: Cicadellidae) estdo inseridos no género
Mastrevirus. Pelo menos dois virus pertencentes a esse género infectam dicotiledoneas:
Tobacco yellow dwarf virus (TobYDV) e o Bean yellow dwarf virus (BeYDV), que
mesmo infectando dicotiledoneas foi inserido no género Mastrevirus devido a sua

organizagdo gendmica. A espécie-tipo do género é o Maize streak virus (MSV).

O género Curtovirus € constituido por virus que possuem apenas um
componente gendmico, infectam dicotiledOoneas e sdo transmitidos por cigarrinhas
(Homoptera: Cicadellidae). A espécie-tipo € o Beet curly top virus (BCTV). Acredita-se
que esse gé€nero ocupe uma posi¢do intermedidria na escala filogenética, entre os
Begomovirus e Mastrevirus, possuindo caracteristicas semelhantes e sendo considerado
um género recombinante entre os virus pertencentes aos dois géneros (Padidam et al.,

1995).

O género Topocuvirus possui apenas uma Unica espécie, Tomato pseudo-
curly top virus (TPCTV), que foi reconhecido pelo Comité Internacional de Taxonomia
de Virus (ICTV) ha quase dez anos (Pringle, 1999). Possui genoma monopartido,
infecta  dicotiledoneas e € transmitido por membracideos (Homoptera:

Auchenorryncha).

Mais de 80% dos geminivirus conhecidos pertencem ao género
Begomovirus, que € constituido por virus que possuem um ou dois componentes

genomicos, DNA-A e DNA-B. Infectam dicotiledoneas e sdo transmitidos por mosca-



branca (Bemisia tabaci) (Hemiptera: Aleyrodidae). A espécie-tipo do género € o Bean
golden yellow mosaic virus (BGYMV) (Rybicki et al., 2000). Nos virus que sio
bipartidos, os componentes gendmicos sdo encapsidados separadamente, sendo
necessarias as duas moléculas de DNA para que a infec¢do aconteca para a maioria dos

virus (Faria et al., 2000).

A taxonomia da familia Geminiviridae tem sofrido poucas modificacdes
ao longo dos anos, com exce¢do da adicdao do género Topocuvirus. Esse género foi
aceito por possuir vetor diferente e pelo fato de ser o Gnico representante envolvido em
recombinacao inter-especifica entre virus desconhecidos de géneros diferentes (Briddon
et al., 1996). Essa constante na classificacdo taxonOmica é uma caracteristica geral no
grupo dos virus, mostrando que os géneros sdo baseados principalmente na organizacao
genOmica, que corresponde a um critério muito estdvel. Dentro de cada género, varios
critérios podem ser utilizados para separagdo das espécies (Mayo & Pringle, 1998; Faria

et al., 2000).

Comparagdes nas sequéncias nucleotidicas desempenham um papel
fundamental como ferramenta na determinagcdo taxondOmica das espécies. Como o
DNA-B pode ser trocado entre algumas espécies de begomovirus, apenas o0 DNA-A ¢é
considerado, inicialmente, para uma andlise taxondmica, jd que alguns virus possuem
apenas esse componente gendomico. O alto indice de recombinagdo entre espécies de
begomovirus invalida a utilizacdo de pequenos fragmentos de DNA para comparagao,
sendo utilizado o genoma completo (DNA-A) (Fauquet et al., 2008). Vérias andlises
indicaram que uma identidade gendmica de 89% € suficiente para distinguir espécies de
estirpes (Fauquet et al., 2008). Acima de 89% de identidade, os isolados virais podem
ser considerados da mesma espécie. Esse critério também € utilizado para as espécies
pertencentes aos géneros Curtovirus e Topocuvirus. Os Mastrevirus apresentam
diferencas na organizacdo do seu genoma e também nas caracteristicas das suas
hospedeiras, e por esses motivos foi estabelecida uma demarcacao de identidade de 75%

para esse grupo (Fauquet, 2003).



2.3.2 Organizacao gendmica dos geminivirus

Diferencas na organizacdo genética do genoma (mono ou bipartido)
(Figura 1), assim como gama de hospedeiros (monocotiledoneas ou dicotiledoneas) e
inseto vetor )cigarrinha, mosca-branca ou membracideos) servem como critérios para
reconhecimento dos quatro géneros da familia Geminiviridae. Eles sdo caracterizados
estruturalmente por possuirem as particulas virais morfologicamente geminadas, e
geneticamente por possuirem uma ou duas fitas simples de DNA (ssDNA) (Gutierrez,

2000).

Os Mastrevirus sdo compostos de genoma monopartido e possuem na
sua organizacdo gendmica duas regides intergénicas: a grande (large intergenic region —
LIR) e a pequena (small intergenic region — SIR), localizadas em lados opostos no
genoma viral. Quatro proteinas sdo codificadas pelos mastrevirus. No sentido
complementar estdo as proteinas Rep e RepA, esta ultima exclusiva neste género. No
sentido viral estdo as proteinas de movimento (MP) e a da capa protéica (CP) (Gutierrez

et al., 2004).

Os Curtovirus possuem genoma monopartido assim como o0s
Mastrevirus, embora sua organizacdo gendmica possua algumas diferencas em relacdo a
este ultimo género. Além das proteinas CP e MP que estdo no sentido viral, outra
proteina codificada é a V2. No sentido complementar, quatro fases (ou grade) abertas de
leitura (“open reading frames” - ORFs) existem: Rep, C2, REn (replication enhancer) e
C4. O genoma da unica espécie pertencente ao género Topocuvirus, (Tomato pseudo-
curly top virus, TPCTV) é o menos caracterizado até o momento em relacdo aos
membros pertencentes a familia Geminiviridae. Eles possuem genoma monopartido e

sua organizacdo gendmica € semelhante aos curtovirus (Gutierrez et al., 2004).

Os Begomovirus possuem tanto genoma monopartido (apenas com o
componente A) quanto genoma bipartido (com componente A e B), que ndo possuem
similaridade na seqii€éncia nucleotidica, com exce¢ao da regidao comum (RC), presente
na regido intergénica (RI) existente em ambos os componentes, com aproximadamente
200 nucleotideos acima de 90% de identidade entre eles (Harrison, 1985), porém, muito
distinto entre diferentes begomovirus (Sunter & Bisaro, 1991). A origem de replicacdo

dos geminivirus que esta presente na RC, que inclui elementos de sequéncia altamente



conservados entre as diferentes espécies do género, como o sitio de clivagem da
proteina Rep, que estd relacionado com a replicagdo viral (nonanucleotideo
TAATATTA|AC), o TATA “box”, envolvido na iniciacdo da transcricdo dos genes da
capa protéica — CP — e da Rep, e iterons que apesar das seqiiéncias apresentarem certa
especificidade para cada virus, estdo organizadas de forma a demonstrar
algumaconservacdo entre grupos distintos de begomovirus (Argiiello-Astorga et al.,

1994).

Mastrevirus Curtovirus Topocuvirus
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BGMV, TGMV, ACMV, SqLCV, TYLCV

Figura 1. Organiza¢do gendmica dos quatro géneros pertencentes a familia Geminiviridae.
Alguns dos membros mais estudados de cada género sdo dados como exemplo. Mastrevirus:
Maize streak virus (MSV), Wheat dwarf virus (WDV), Sugarcane streak virus (SSV), Bean
yellow dwarf virus (BeYDV). Curtovirus: Beet curly top virus (BCTV). Topocuvirus: Tomato
pseudo-curly top virus (TPCTV). Begomovirus: Bean golden mosaic virus (BGMV), Tomato
golden mosaic virus (TGMV), African cassava mosaic virus (ACMV), Squash leaf curl virs

(SqLCV) e Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) (Fonte: Gutierrez et al, 2004).

A transcri¢do do genoma viral nos begomovirus € bidirecional (Hanley-
Bowdoin et al., 1999; Lazarowitz & Beachy, 1999). No sentido viral, o DNA-A
codifica a proteina CP (AV1), e outras quatro proteinas sdo codificadas no sentido

complementar desse componente gendomico: Rep (AC1), TrAP (transcriptional activator



— AC2), REn (AC3) e C4. O componente B codifica proteinas diretamente envolvidas
no movimento do virus e desenvolvimento de sintomas na planta: MP (BCI) e NSP

(BV1), no sentido complementar e viral, respectivamente (Gutierrez et al., 2004).

A codificacdo da proteina capsidial € realizada pelo gene CP. Essa
proteina é responsével pela estruturacao das particulas virais, além de ser essencial para
a transmissdo do virus e pela especificidade do inseto vetor (Mullineaux et al., 1984).
Briddon et al. (1990) demonstraram que a troca do gene da CP altera sua especificidade
em relacdo ao vetor. Essa demonstracao foi realizada trocando o gene CP do African
cassava mosaic virus (ACMV), um begomovirus transmitido por mosca branca, pelo
gene CP do Beet curly top virus (BCTV), begomovirus transmitido por cigarrinha. Essa
troca resultou na alteracdo da especificidade do inseto vetor, sendo assim, o ACMV

(mutante) passou a ser transmitido por cigarrinha.
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A proteina Rep é a unica proteina viral essencial para a replicagdo
(Hayes & Buck, 1989; Hanley-Bowdoin et al., 1990), e € conservada em sequéncia,
posicdo e funcdo (Hanley-Bowdoin et al., 1999; Faria & Zerbini, 2000; Fauquet et al.,
2008). A ligacdo da Rep a iterons (duas sequéncias idénticas repetidas) € considerada
essencial para o inicio da replicagdo. Além da sua principal atividade na replicacdo, estd
envolvida na sua autoregulacdo (repressdo de sua propria sintese em nivel de
transcri¢do) (Sunter ef al., 1993). O fato de muitas espécies de Begomovirus possuirem
a capacidade de infectar células ja totalmente diferenciadas é devido a proteina Rep
atuar de maneira a induzir indiretamente a expressdo de proteinas responsdveis pela
sintese de DNA do hospedeiro nestas células, promovendo um ambiente celular

favoravel a sintese de DNA viral (Nagar et al,, 2002).

A proteina TrAP € responsavel pela ativagdo da transcricdo que atua “in
trans” nos promotores dos genes CP e NS (Sunter & Bisaro, 1991; Groning et al.,
1994). Também estd envolvidana supressdo de um mecanismo de silenciamento génico

do hospedeiro (Dong et al., 2003).

A proteina REn tem a fun¢do de aumentar a eficiéncia da replicacdo de
maneira inespecifica (Morris et al., 1991). Mesmo ndo sendo essencial para que a
replicagdo ocorra, ha um maior acimulo de DNA viral quando essa proteina esta

presente.



A proteina produzida pela ORF AC4 encontra-se inserida completamente
dentro do gene Rep, mas € codificada em uma fase de leitura distinta. Esta proteina esta
envolvida na determinacdo da gama de hospedeiros, na severidade de sintomas e no
movimento viral (Jupin et al., 1994). A ORF AC4 nos begomovirus bipartidos &

homdloga a ORF C4 nos begomovirus monopartidos.

No DNA-B sao codificadas duas proteinas virais. O gene NSP produz
uma proteina necessaria para o movimento intracelular do DNA viral do nicleo para o
citoplasma e o gene MP codifica uma proteina responsavel pelo movimento célula-a-
célula, via plasmodesmas (Noueiry et al., 1994). O movimento célula-a-célula depende

da interag@o dessas proteinas.

2.3.3 Origem e diversidade dos geminivirus

A hipétese mais aceita para a origem dos geminivirus € a que propde seu
surgimento a partir de bacteriéfagos, como o ®X174, e de plasmideos compostos de
DNA de fita simples (ssDNA). Essas hipdteses sdo baseadas no fato das sequéncias
entre esses organismos possuirem grande similaridade, além de alguns processos, como
o mecanismo de circulo rolante utilizado na replicacdo do genoma ser muito parecido
(Koonin & Ilyina, 1992). Petty et al. (1986) demonstraram que o promotor da proteina
capsidial dos geminivirus € funcional em Escherichia coli e Rigden et al. (1996)
comprovaram que o Tomato leaf curl virus replica de forma eficiente em

Agrobacterium tumefaciens.

Os geminivirus possuem trés mecanismos de acdo que proporcionam o
surgimento de novas estirpes e até mesmo novas espécies: mutagdo, recombinacdo ou
pseudo-recombinacio (Padidam et al., 1999). Esses processos proporcionam mudancas,
permitindo a adaptacdo a novas hospedeiras e a possiveis mudancas nas condigdes

ambientais (Monci et al., 2002).

Mutagdes sdo modificacdes que ocorrem nos genes Ou Cromossomos
acarretando modificacdes hereditdrias. Esse mecanismo ocorre mais frequentemente
durante a replicacdo dos virus de RNA devido as altas taxas de erro ao longo do

processo da sintese do RNA. Isso ocorre porque esses virus ndo possuem a capacidade



de corrigir erros de leitura durante a replica¢do, conhecida como “proof-reading”,

realizado pela DNA polimerase nos virus de DNA (Rossinck, 1997).

Evidéncias de que a recombinagdo estd envolvida na evolug¢do do
genoma dos begomovirus vem da identificacio de sequéncias quiméricas, que sao
regides contiguas da seqiiéncia nucleotidica e, aparentemente, possuem origens distintas
(Harrisson & Robinson, 1999). Hou & Gilbertson (1996) demonstraram eventos de
recombinacdo in vivo, sugerindo um mecanismo adicional para a evolu¢do dos
geminivirus. O relacionamento observado entre alguns virus pertencentes a géneros
distintos dentro da familia Geminiviridae indica que a evolu¢do desses organismos pode
ocorrer via recombinacio entre virus distintos. E o caso da espécie Beet curl top virus
(BCTV), pertencente ao género Curtovius. Aparentemente, esse virus combina
propriedades de espécies dos géneros Begomovirus e Mastrevirus. A organizacio
gendmica do BCTV assemelha-se ao encontrado no DNA-A dos begomovirus e, em
arvores filogenéticas a Rep do BCTYV fica no grupo dos begomovirus, enquanto a CP
fica no grupo dos mastrevirus (Rybicki, 1994). Essa comparagado levanta a possibilidade
de que o ancestral do BCTV e outros curtovirus estejam envolvidos em uma
recombinacdo antiga que introduziu os genes da CP dos mastrevirus dentro do DNA-A
dos begomovirus (Stanley, 1986; Rybicki, 1994). A primeira evidéncia convincente de
recombinacdo natural € provavelmente a encontrada comparando-se sequéncias
nucleotidicas (Antignus & Cohen, 1994) do DNA-A das estirpes leve e severa do
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) de Israel. A Rep e a regido intergénica (RI)
dessas sequéncias possuem apenas 87% e 78% de identidade, respectivamente,
enquanto o restante das moléculas sdo 98% idénticas. Essa informacao sugere que a Rep
e RI dos dois genomas foram adquiridos de espécies diferentes, e o restante do genoma
adquirido do mesmo individuo (Harrison & Robinson, 1999). Além de recombinacgdo
entre espécies distintas, hd também entre estirpes de um mesmo virus. Um exemplo de
recombinacao entre estirpes de um mesmo virus foi demonstrado por Zhou et al. (1998),
que realizaram comparagdes entre os isolados de begomovirus de algodao no Paquistio.
Quatro tipos de DNA-A foram encontrados entre os isolados de Cotton leaf curl virus —
Paquistdo (CLCuV-PK). Nesses quatro isolados, foram encontrados em diferentes
partes do genoma das estirpes de CLCuV-PK sequéncias do genoma de Okra yellow

vein mosaic virus (OYVMYV) (Harrison & Robinson, 1999).



A pseudo-recombinagdo, em geral, ocorre com a combina¢do dos
componentes gendmicos do DNA-A e DNA-B de isolados de um mesmo virus (Stanley
et al., 1985), mas ndo entre diferentes espécies de begomovirus (Frischmuth et al.,
1993; Lazarowitz, 1992). A pseudo-recombinacdo claramente fornece uma maneira de
recombinacdo de genes equivalentes de diferentes estirpes de begomovirus, embora essa
freqiiéncia ndo seja conhecida em condi¢des de campo (Harrison, 1999). Um exemplo
envolvendo os pseudo-recombinantes Tomato mottle virus (ToMoV) e Bean dwarf
mosaic virus (BDMV) foi relatado por Gilbertson et al. (1993): ambos vidveis, porém
induzindo sintomas mais brandos e produzindo uma quantidade consideravelmente
pequena de DNA-B. No entanto, depois de diversas passagens com outros pseudo-
recombinantes, de repente eles tornaram-se patogénicos e replicaram-se normalmente

como resultado de uma segunda modificacdo genética (Hou & Gilbertson, 1996).

2.3.4 Aspectos econdémicos

Os geminivirus possuem considerdvel importancia como patdgenos de
plantas, pois causam perdas econdmicas em praticamente todo o mundo. Flores &
Siberschmidt (1962) foram os primeiros a relatar uma doenca causada por esse grupo de
fitovirus em cultura de tomate no Brasil. Cerca de 30 a 40% da producao foi afetada
naquele periodo com a doenga que eles designaram inicialmente como “clorose
infecciosa”. O virus causador da “clorose infecciosa” foi identificado como Tomato
golden mosaic virus (TGMV) (Matys et al., 1975). Pouco tempo depois do relato do
TGMYV, o Tomato yellow mosaic virus (TYMV) foi relatado na Venezuela, sendo visto
como um fator limitante na produgdo de tomate em alguns estados desse pais (Debrot &
Dao, 1963). Costa (1976) verificou a transmissao de seis virus por B. tabaci. Infec¢ao
por geminivirus em tomateiro chegaram a causar perdas estimadas em até¢ 100% em

algumas dreas no Submédio do Vale do Sao Francisco (Lima & Haji, 1998).

As doencgas causadas pelos geminivirus sdo facilmente reconhecidas por
causa dos seus sintomas distintos. Os sintomas variam de acordo com o virus e a estirpe
considerada, cultivar, idade da planta no momento da infec¢io e condi¢cdes ambientais.
De uma forma geral, os sintomas causados pelos geminivirus incluem as alteragcdes

morfoldgicas, sendo as mais comuns a paralisacdo do crescimento da planta, foliolos



pequenos, encarquilhados, coridceos, com bordos voltados para cima e com mosaico
(Lima & Haji, 1998). Os mastrevirus induzem o aparecimento de estrias amareladas nas
hospedeiras monocotiledoneas, e geralmente amarelecimento e nanismo em
dicotileddneas. Os curtovirus causam o enrolamento das folhas superiores da planta.
Virios sintomas sdo desenvolvidos em plantas infectadas por begomovirus, que sao
basicamente trés tipos: amarelecimento das nervuras, mosaico amarelo e enrolamento
foliar. Tem havido um considerdvel aumento no nimero de begomovirus que vem
sendo relatados nos ultimos anos. Por volta dos anos 60, apenas 27 virus eram
conhecidos (Varma, 1963), atualmente mais de 100 tém sido caracterizados (Fauquet,

2003).

2.3.5 Métodos de deteccao de geminivirus

Os procedimentos de identificacdo e caracterizagdo de geminivirus nao
podem ser baseados apenas na sintomatologia, j4 que os sintomas podem sofrer
modificagdes por serem influenciados pela idade da planta hospedeira, condi¢des
ambientais e ocorréncia de infec¢des virais mistas (Paplomatas et al., 1994) além de
serem confundidos com aqueles causados por deficiéncia nutricional. A diagnose por
meio de técnicas soroldgicas € a menos utilizada, j4 que esses virus ndo atingem altas
concentracdes nas plantas, dificultando a purificacdo das particulas virais para a
producdo de anti-soros. Existem duas técnicas eficientes que podem ser empregadas
para a detec¢do de geminivirus: a reacdo de polimerase em cadeia (PCR), a hibridizacao
de 4cidos nucléicos utilizando sondas radioativas (Santana et al., 2001; Nagata et al.,

2004) e sondas nao radioativas (Sanchez-Campos et al., 1999).

A PCR € o método que possui maior sensibilidade dentre os citados.
Porém, pode apresentar alguns problemas se ndo tomado os devidos cuidados nos
procedimentos de realizacdo da técnica. A obtencdo de resultados falso positivos,
devido a contaminagdes, ou falso negativos, causados por inibidores contaminantes da
reacdo ou pela extrema especificidade dos iniciadores pode ocorrer. A hibridizagdo com
¢ um método sensivel e rdpido, porém seu uso € limitado quando feito com sondas

radioativas por ser necessdrio uma infra-estrutura e treinamento de pessoal especial,



além de oferecer risco a saide do manipulador e constante necessidade de

radioquimicos.

2.4 Género Begomovirus no Brasil

2.4.1 Importancia econémica

Atualmente, os begomovirus sdo responsdveis pelos principais
problemas fitossanitarios de diversas culturas agricolas em todo o mundo, dentre os
quais, destacam-se plantas de tomate, feijao, mandioca, pimentdo e algodao (Faria et al.,
2000; Morales & Anderson, 2001). Mais de 15 espécies virais ja foram descritas no
Brasil (Tabela 1), e nove espécies foram aceitas pelo ICTV. A intensificacdo agricola é
considerada como uma das principais causas de surtos epidémicos de begomovirus
(Varma & Malathi, 2003). Os problemas econdmicos provocados pelos begomovirus
comegaram a surgir no Brasil a partir da década de 80, porém, desde a década de 30
esses patogenos vém sendo relatados. Acredita-se que esse aumento foi ocasionado
pela introducdo e pela disseminacdo de um novo bidtipo (bidtipo B) da mosca-branca
(Faria & Zerbini, 2000), que de maneira circulativa transmite o virus para plantas
dicotileddneas (Jones, 2003). Esse novo bidtipo possui ampla gama de hospedeiros,
maior fecundidade, e possivelmente uma maior capacidade de dispersdo que outras
populacdes de B. tabaci., particularmente de plantas daninhas para plantas cultivadas(

Bedford et al., 1994; Bethke et al., 1991; Polston & Anderson, 1997; Faria, 2000).

No Brasil, o Bean golden mosaic virus (BGMV) foi o primeiro
begomovirus relatado transmitido por mosca branca. Em 1961, foi observado pela
primeira vez infectando feijao comum (Phaseolus vulgaris) (Costa, 1965). Naquela
época, o patégeno ndo possuia grande importancia, porém, no inicio dos anos 70, as
plantacdes de feijoeiro nos estados de Sdao Paulo, Parand e Minas Gerais foram
severamente atingidos pela doenca. Atualmente, é o principal fator limitante na
producdo de feijao em no minimo 12 paises na América Latina (Galvez & Morales,
1989; Faria et al., 2000; Morales & Jones, 2004), provocando perdas econdmicas que

podem variar de 30% a 100%, dependendo da cultivar, estddio da planta, populacdo do

vetor, presenca de hospedeiros alternativos e condi¢des ambientais (Faria et al., 1996),



sendo uma das culturas mais importantes do Brasil, ocupando o quarto lugar em &rea
plantada e o sexto em valor de produgdo agricola (Agrianual, 2004) com Minas Gerais
destacando-se entre os maiores produtores dessa leguminosa, juntamente com Parand,
Bahia e Sao Paulo. Acredita-se que o avanco da cultura da soja e outras culturas
hospedeiras da mosca branca tenham sido fatores determinantes para que essa

disseminagdo ocorresse de forma tao eficiente (Costa, 1975).

Até o presente momento, foram descritas no Brasil nove espécies de
begomovirus em tomateiro (Cotrim et al., 2007). Os primeiros relatos de uma
begomovirose infectando tomate foram feitos entre os anos 1960 e 1975 (Flores et al.,
1960; Costa, 1974; Costa, 1975; Matyis et al., 1975). Matyis et al. (1975) purificou as
particulas virais e o nomeou de Tomato golden mosaic virus (TGMV). A ocorréncia, até
alguns anos atrds, do TGMV em tomate foi sempre muito baixa, provavelmente por
causa do inseto vetor, Bemisia tabaci bidtipo A, que raramente coloniza plantas de
tomate. De qualquer maneira, a presenga do bidtipo B, que foi observado pela primeira
vez no Brasil em 1994 (Franca et al, 1996), com uma gama de hospedeiros muito
superior ao bidtipo A, fez com que a ocorréncia de begomoviroses comecasse a
aumentar no Brasil. Ao contriario do BGMV, a importincia econdmica do TGMV foi
sempre pequena. De fato, apenas ap6s 20 anos esse virus foi relatado novamente no

estado do Rio de Janeiro (Alfenas et al., 1998).

A incidéncia de doencas causadas por begomovirus em tomate tem
aumentado consideravelmente nos ultimos anos no Brasil. No final dos anos 80 e inicio
dos anos 90 houve um aumento extremo na diversidade de begomovirus no pais, o que
coincidiu com a introdug¢do do biétipo B da B. tabaci (Ambrozevicius et al., 2002;
Ribeiro et al., 2003). Atualmente, esse complexo abriga quatro espécies reconhecidas:
TGMYV, Tomato rugose mosaic virus (TORMV), Tomato severe rugose virus (ToSRV) e
Tomato chlorotic mottle virus (ToCMoV), e também abriga pelo menos oito espécies
tentativas, que ainda ndo foram totalmente caracterizados (Inoue-Nagata et al., 2006;
Calegario et al., 2007; Ambrozevicius et al., 2002; Ribeiro et al., 2003; 2007; Andrade
et al., 2006; Fernandes et al., 2006; Castillo-Urquiza et al., 2008). Esse complexo viral
tem sido devastador em plantagdes de tomate, e tem se tornado progressivamente o

maior problema nessa producio no Brasil (Albuquerque et al. 2006).



Tabela 1. Lista com begomovirus descritos no Brasil (Fauquet ef al., 2008). As nove primeiras
espécies escritas em itdlico sdo as aceitas pelo ICTV. As sete restantes sdo espécies tentativas.

Os dados referentes ao ano referem-se a data em que os isolados foram obtidos.

Virus N° Acesso Acronimo Ano
Bean golden mosaic virus M88686 BGMV 1978
Sida micrantha mosaic virus AJ557451 SiMMV

Sida mottle virus AY090555 SiMoV 1999
Sida yellow mosaic virus AY090558 SiYMV 1999
Tomato chlorotic mottle virus AF490004 ToCMoV 1996
Tomato golden mosaic virus K02029 TGMV 1984
Tomato rugose mosaic virus AF291705 ToRMV 1996
Tomato severe rugose virus DQ207749 ToSRV 2003
Tomato yellow spot virus DQ336350 ToYSV 1999
Tomato chlorotic vein virus AY049205 ToCIVV 1994
Tomato crinkle yellow leaf virus AY090556 ToCYLC 1999
Tomato crinkle virus AY049218 ToCrV 1998
Tomato golden vein virus AY751742 ToGVV 2003
Tomato infectious yellows virus AY 049208 TolYV 1999
Tomato mottle leaf curl virus AY049227 ToMoLCV 1999
Tomato yellow vein streak virus U79998 ToYVSV 1995




3. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi realizar o estudo da diversidade de
begomovirus que infectam naturalmente o amendoim-bravo e realizar a caracterizacio

molecular e bioldgica dos virus encontrados nessas plantas daninhas.



4. Material e Métodos
4.1 Fonte do virus e extracao de DNA

Foram realizadas coletas nas cidades de Itaberai, Sao Miguel de Passa
Quatro, Morrinhos, Acreina, pertencentes ao Estado de Goids, e em Planaltina, no
Distrito Federal. Os isolados obtidos encontram-se na Tabela 2. Todas as amostras sdo
provenientes de amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla), apresentando sintomas de
mosaico amarelo. O DNA do virus foi extraido de material foliar de acordo com o
método CTAB (Doyle & Doyle, 1987). O DNA foi utilizado em PCR utilizando primers
universais especificos para begomovirus (pAR1c496 e pAL1v1978; Rojas et al., 1993).

Tabela 2. Isolados virais obtidos de plantas daninhas (Euphorbia heterophylla) apresentando

sintomas de mosaico amarelo.

Isolados Local da coleta Data da coleta
403 Sao Miguel do Passa Quatro 18/09/2002
404 S@o Miguel do Passa Quatro 18/09/2002
405 Morrinhos 18/09/2002
3540 Acretina 19/05/2005
5082 Itaberai 07/02/2007
5093 Itaberai 07/02/2007
5818 Planaltina 20/11/2007

4.2 Amplificacao do DNA via RCA e digestao com enzimas de restricao

A amplificagdo do genoma completo, DNA-A e DNA-B, foi realizada
via ciclo rolante (RCA, Inoue-Nagata et al.,, 2004), utilizando o TempliPhi
Amplification Kit (Amersham Bioscience) de acordo com as especificacoes do

fabricante.

O DNA amplificado foi digerido com 11 diferentes enzimas de restri¢ao:
Sacl, Sacll, Xbal, Spel, BamHI, Pstl, EcoRI, HindlIIIl, Clal, Sal e Xhol. As reacdes
foram feitas seguindo recomendacdes dos fabricantes das enzimas. Foram mantidas a

37°C por 20 horas. O resultado da digestdo foi visualizado por meio de eletroforese em



gel de agarose 1% em TBE 0,5X, e corado em brometo de etideo. A enzima Sacl foi
escolhida entre as 11 testadas por ser capaz de cortar ambos 0s componentes gendomicos

em apenas um unico ponto.

4.3 Clonagem e Transformacao

A clonagem do DNA foi iniciada com a digestdo do plasmideo
pBluescript SK+ (Stratagene) com a enzima Sacl seguido da desfosforilacdo. Antes de
iniciar o processo de desfosforilacdo, a enzima foi inativada a uma temperatura de 65°C
durante 15 minutos. A desfosforilacdo foi realizada utilizando a enzima fosfatase
alcalina (CIAP) de acordo com os procedimentos descritos por Sambrock et al. (1989).
Posteriormente, o DNA foi precipitado. A ligacdo foi realizada em vetor pBluescript
SK+ (Stratagene) utilizando a enzima T4 DNA ligase da Invitrogen e mantida a 16°C
por 20 horas. Para a transformacao por eletroporagdo (eletroporador BIO-RAD), foram
utilizadas células competentes de Escherichia coli XL-1 blue, conforme as
recomendacdes do fabricante. As células competentes transformadas foram plaqueadas
em meio de cultura LB com ampicilina, previamente preparado com X-Gal (5-bromo-4-
cloro-3-inilil-B-D-galactopiranosideo) e IPTG (isopropyl-B-D-thiogalactopranosideo).
As placas foram incubadas por 16 horas aproximadamente a 37°C. Apds o periodo de
incubacgdo, colonias brancas (recombinantes) foram selecionadas e transferidas para
tubos de ensaio contento meio de cultura LB liquido com ampicilina e mantidas a 37°C
em agitacdo por 20 horas. O procedimento de purificacdo plasmidial foi realizada
(Sambrook et al., 1989) e a confirmagdo da clonagem feita através da digestdo dos
clones com a enzima utilizada na clonagem para a verificacdo da presencga do fragmento
com tamanho desejado (2,6Kb para o DNA viral e 3,0Kb para o DNA plasmidial). O
resultado foi visualizado através de eletroforese em gel de agarose a 1% em tampao
TBE 0,5X e corado em brometo de etideo. Hibridizagdo com sondas ndo radioativas
especificas para o DNA-A e DNA-B foram realizadas para se identificar o componente

de cada clone de acordo com Santana et al. (2007).



4.4 Sequenciamento e analise de sequéncias

Doze clones foram selecionados e o DNA plasmidial purificados de
acordo com o procedimento Perfectprep Plasmid Mini Kit (Eppendorf) para serem
seqiienciados por uma empresa especializada na Coréia. Os primers utilizados para o
sequenciamento completo dos clones encontram-se na Tabela 3. As seqiiéncias foram
montadas e analisadas utilizando o programa Staden 4 (Staden et al, 2003) e o
algoritmo Blast, disponivel no endereco eletronico

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. A comparacdo entre as sequéncias foi feita

utilizando o programa DNAMan (Lynon, Biosoft). As arvores filogenéticas foram
cosntruidas no programa Mega 4 (Tamura et al., 2007), ap6s alinhamento obtido pelo
Clustal W (Thompson et al., 1994), utilizando o método de Neighbour Joining em

andlise “bootstrap” com 1000 repeticdes.

Tabela 3. Primers utilizados para sequenciamento completo dos componentes gendmicos

(DNA-A e DNA-B) de todos os isolados trabalhados.

Primers Sequéncia (5 —3°)

M13F GTAAAACGACGGCCAGT

MI13R GCGGATAACAATTTCACACAGG
CaloA1600R ATCGCTAACGCATATCGTCC
EuMA400F GGAAGCCCAGGATCTATC
EuMA1650R ATTGATGATGTCGCTCCGC
EuMA1800R GTCATTTAACAATGTCCCGTCTG
EuMA1140F GTCCAGACTTGGAAGTTC
CaloA840R AGCCATTTAGATGCGGATTCAG
CaloA220R ATGTGTGAAGGCATCCAG
EuMA1680F CGGAGCAACATCATCAATGAC

EuMVA1752F

ABBclone3540F
ABBclone3540R
ABAclone5818R

GGG CAT CTC GAT TTC AAT TC

CCC TCA GTC GTT CAATTT GGG GG
GTC ATG GTA ATC TAA CCG TCA G
GTC AAT TAT TCG CCC CGT GG

ABB1480R CCGTCGATAACTTCAGTTTTCC
ABAI1520F CAACGTCGCATATACAGGAT
EuMVA261F GTC AAT TAT TCG CCC CGT GGT GG
ToCMoVA1705R GTC ATT GAT GAT GTC GCT CC
MaMPRVB895F CGA GAA AGA CAC GAT GAT GG
BGYMVBI1792F CGA AAT GTG TCC TCT GAT GGA
BGYMVAI1077R CGC ATA TAC AGG ATT AGA GGC
TMYLCVA273F CGT GGT GGT CCT AAA ATA GAC
PGMVA1644R CTG GCA GTC CAA CTG TAA ATA
SMV3598F CGC ATATCG TCC TTC CAT AA
5082-712R CCG TAA ACCTCA CTT GGG TCC
PGMVA1644R CTGGCAGTCCAACTGTAAATA
SMV3598F CGCATATCGTCCTTCCATAA
5082-712R CCGTAAACCTCACTTGGGTCC




4.5 Circulo de hospedeiras

Para se determinar o circulo de hospedeiras do isolado 5082, os clones
infecciosos de DNA-A e DNA-B foram inoculados através de bombardeamento
segundo o método proposto por Rech & Aragdo (1998). Foram utilizadas 11 espécies
botanicas: Datura stramonium, D. metel, Solanum lycopersicum, Euphorbia
heterophylla, Nicotiana benthamiana, N. tabacum TNN, N. rustica, Physalys
pubescens, Chenopodium quinoa, Capsicum annuum lkeda e C. chinense.

Para a preparacdo de clones infecciosos por bombardeamento, o
segmento de DNA correspondente ao viral foi separado do vetor através da digestdo do
clone 5082 com a enzima de restricdo Sacl. O produto da digestdo foi visualizado em
gel de agarose 1% em TBE 0,5X corado com brometo de etideo. Os fragmentos com o
tamanho de 2,6 kb foram eluidos, utilizando o kit GFX (GE) e novamente ligados com a
enzima T4 DNA ligase a 16°C por 20 horas. O DNA foi amplificado via RCA para
obtencdo de concentracdo suficiente para o bombardeamento. Duas semanas apds o
bombardeamento, a extracdo do DNA viral e PCR utilizando primers universais para

begomovirus foram realizadas.



5. Resultados

Entre os anos de 2002 e 2007 coletas de plantas de Euphorbia
heterophylla com sintomas de infeccao viral foram realizadas em alguns municipios do
estado de Goids e Distrito Federal. Essas amostras apresentavam sintomas de mosaico
amarelo. As amostras foram submetidas a extracdo de DNA total e avaliadas em teste de
deteccao de begomovirus via PCR. Verificou-se que muitas encontravam-se infectadas
por begomovirus e entdo sete amostras foram selecionadas ao acaso para o estudo de
diversidade com a clonagem e determinacdo da sequéncia gendmica do virus: #403,

#404, #405, #3540, #5082, #5093 e #5818.

5.1 Clonagem do genoma de begomovirus de amendoim-bravo

O procedimento de clonagem foi iniciado com a amostra #5082. O DNA
viral do isolado 5082 amplificado via RCA foi digerido com 11 diferentes enzimas de
restricdo para a determinacdo de enzimas que cortam o genoma em apenas um Unico
ponto (Figura 2). As enzimas Clal, HindIIl, Sacl e BamHI digeririam o DNA em,
aparentemente, apenas um sitio (Figura 1, linha 1, 4, 7 e 9, respectivamente), gerando
um fragmento no tamanho esperado de 2,6 kb. Dentre as enzimas que clivaram o DNA
no tamanho desejado, Sacl foi selecionada ao acaso. Essa enzima foi capaz de clivar
tanto o DNA-A quanto o DNA-B. As outras enzimas clivaram o DNA em mais de um
ponto, gerando fragmentos com tamanhos diferentes do esperado. As enzimas Xbal, Sac
IT e Spe I (Figura 1, linhas 2, 8 e 10 respectivamente) aparentemente ndo digeriram o

DNA.



Figura 2. Eletroforese em gel de agarose a 1%. DNA corado em brometo de etideo. As enzimas
de restricdo utilizadas na digestdo do DNA da amostra #5082 amplificado foram: 1) Clal, 2)
Xbal, 3) Pstl, 4) HindlIIl, 5) EcoRI, 6) Sall, 7) Sacl, 8) Sacll, 9) BamHI, 10) Spel e 11) Xhol.
Em destaque, a enzima de restri¢do escolhida para realizacdo da digestdo das demais amostras.

O marcador utilizado foi o 1Kb Plus.

O DNA viral digerido com Sac I foi ligado ao plasmideo pBluescript
SK+ (Stratagene), anteriormente digerido com Sac I e desfosforilado, para realiza¢do da
transformagdo. Vinte e uma colonias foram selecionadas e o DNA plasmidial
purificado. Cada purificacao foi digerida com a enzima de restricao selecionada (Sac I)
(Figura 3). Seis clones foram descartados por ndo apresentarem os fragmentos com
tamanho esperados de 2,6 Kb e 3,0 Kb (Figura 3, linhas 2, 5, 8, 14, 15 e 16). Os 15
clones restantes foram digeridos com a enzima de restricdo Mspl, para verificacdo do
padrao dos fragmentos. Quatro padrdes distintos foram observados, sendo que os clones
3 e 4 foram selecionados por apresentarem o padrdo 1, o clone 4 o padrdo 2, o clone 7
por possuir o padrdo 3 e o clone 12 o padrao 4. Apds a realizacdo da purificacdo
plasmidial, foi feito a hibridiza¢do (Dot blot) utilizando sonda para DNA-A e sonda
para DNA-B. Esse procedimento foi realizado para identificagdo dos clones com DNA-
A e os clones com DNA-B. Os clones 5082 1, 3 e 4 reagiram como DNA-A e 5082 7 e
12 como DNA-B. Esses clones foram purificados e o inserto seqiienciado com primers

do vetor e primers internos.

A clonagem das amostras #403, #404, #405, #3540, #5093 e #5818 foi
realizada apds e de modo semelhante a amostra #5082. Todas as clonagens foram

realizadas com a enzima Sacl.
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Figura 3. Analise do padrio de restricdo para selecdo dos clones recombinantes. Digestdo de 21
clones com a enzima de restricdo Sac I. Somente os clones 2, 5, 8, 14, 15 e 16 ndo apresentaram
tamanho de fragmento de DNA esperado. Todos os outros clones apresentaram fragmentos com
tamanho de 2,6kb (inserto) e 3kb (vetor). Os clones 1, 3, 5, 7 e 12 foram selecionados.

5.2 Analise da sequéncia genomica

O sequenciamento gendmico mostrou que as amostras #403, #404, #405,
#5093, #5818, e os clones 1, 3 e 4 da amostra #5082 eram compostas pelo componente
gendmico A. Os clones 3 e 4 da amostra #5082 apresentavam sequéncia idéntica. As
amostras #3540 e os clones 7 e 12 da amostra #5082 eram compostas pelo componente
B. A identidade entre as amostras com componente A variou de 96 a 99% (Tabela 4).
Na comparagdo das sequéncias entre as amostras com DNA-B, a identidade foi de 97%
entre as amostras #3540 com as amostras #5082-7 e #5082-12. Quando as amostras
#5082-7 e #5082-12 foram comparadas, a identidade foi de 99%. Os clones 4 e 7 da

amostra #5082 foram selecionadas para a realizacdo de andlises mais detalhadas

Tabela 4. Indices, em porcentagem, da identidade entre as amostras compostas de DNA-A.

404 405 5082-1 5082-3/4 5093 5818
403 98 98 97 98 98 98
404 - 97 96 97 98 98
405 - - 96 98 98 98
5082-1 - - - 98 98 96
5082 3/4 - - - - 99 98

5093 - - - - - 98




Para o sequenciamento completo foram utilizados primers do vetor e
primers internos (Tabela 3). Os clones 3 e 4 da amostra #5082 foram idénticos,
apresentando o mesmo ndmero de nucleotideos e a mesma sequéncia genética. Todos os
clones seqiienciados apresentaram caracteristicas tipicas de begomovirus bipartidos do
“novo mundo”. A regido de origem de replicacao viral (TAATATT |AC), caracteristica
de todos os geminivirus estd presente em todos os clones. O DNA-A possui uma ORF
no sentido viral (AV1) e quatro no sentido complementar (AC1, AC2, AC3 e AC4),
enquanto o DNA-B possui uma ORF no sentido viral (BV1) e uma no sentido
complementar (BC1) (Figura 4). Tanto o DNA-A quanto o DNA-B possuem uma
Regido Intergénica (Regido Comum — RC), com aproximadamente 185 nucleotideos
apresentando 91% de identidade. A sequéncia total do DNA-A dos clones apresentou

um indice de <89% de identidade com outros Begomovirus.

As sequéncias nucleotidicas dos DNA-A e B foram comparadas com
outras 22 sequéncias de begomovirus do Brasil (Tabela 5). Todas as sequéncias estao
disponiveis online. O virus que apresentou maior identidade quando comparado as
sequéncias completas do DNA-A foi o EuMV Peru com 86,9%, e do DNA-B foi o
TCoMV com apenas 61,6%. A sequéncia total do DNA-A dos clones apresentou
identidade nucleotidica menor que 89% com todas as outras sequéncias de begomovirus
disponiveis. De acordo com os critérios estabelecidos pelo ICTV para a familia
Geminiviridae e género Begomovirus, os virus isolados de amendoim-bravo podem ser

considerados como uma nova espécie.

Quando as ORF’s do DNA-A foram comparadas individualmente, o
EuMYV Peru foi o que apresentou maior identidade com todas as ORF’s, com 88,1%,
85,7%, 95,6%, 96% e 79,3% de identidade para as ORF’s AV1, AC1, AC2, AC3 e

AC4, respectivamente..
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Figura 4. Organizac¢do gendmica dos clones 5082-1 (DNA-A) e 5082-7 (DNA-B). A orientagdo
das ORF’s € indicada pelas setas que podem ser sentido viral (V) ou complementar (C). A
numeragao indica as posicdes onde o cédon iniciador e o cédon de parada estdo em cada ORF.

O nucleotideo nimero 1 localizado na regido intergénica representa o sitio de clivagem (|) na

sequéncia TAATATT |AC.

Tabela 5. Comparacio em porcentagem de identidade de nucleotideos das sequéncias
completas e ORF’s do DNA-A e DNA-B do isolado 5082 com outros begomovirus. A

identidade de nucleotideos é dada em porcentagem.

Virus-[isolado]* DNA-A DNA-B OREF individual

% % AV1 AC1 AC2 AC3 AC4
EuMY Peru 86,9 - 88,1 85,7 95.6 96 79,3
EuMYV YP 80,6 59,3 83 81,2 85,6 84,2 74,9
BGMV 69,3 60,9 79,9 58,5 74,1 77,1 ND
BYSV 65,6 57,7 79,6 52,2 70,7 71,3 28,6
OMoV 67,8 58,7 78,7 59,2 75,4 77,2 ND
SiCMV 66,5 61,4 80,5 52 72 774 25
SimMV-[A1] 68,2 60,1 80,7 58,5 74,3 78,2 31,7
SimMV-[A2] 67,2 55,7 80,1 56,1 70 75,4 29
SiMoV 67,9 ND 80,1 55,5 75,6 78,4 134
SiYLCV 72,7 ND 79,7 69,5 74,6 774 67,24
SiyYmv 68 ND 79,9 58,3 75,8 77,1 34,9
TCoMV 73,5 61,6 79,6 70,3 72,8 74,9 45
TGMV 69.4 59.3 81,8 57,7 71,7 76,4 34,9

TMMYV 67,9 57,3 80,8 60,5 71,9 79,2 34,4




ToCMoV-[BA] 70 61,4 80,3 59,1 75,9 76,2 39,8

ToCMYV Crumple 68,9 ND 79,6 58,5 75,9 75,7 39,3
ToLDV 69,3 ND 80,8 60,3 71,9 78,8 33,9
ToSRV-[MG] 63,7 55,8 82,9 56,9 72,8 76,4 36,2
ToSRV-[GO] 69,1 61,4 82,9 5703 74,1 77,4 35,6
ToRMV 69,3 61,3 80,3 57,2 76,1 76,2 20,6
ToYSV 67 53,7 80,5 58,3 74,3 76,9 ND
ToYVSV-[G22] 67,2 56,2 77,8 59,8 59,5 75,8 ND

*Numero de acesso no banco de dados: BGMYV [Bean golden mosaic virus — NC_001439 (DNA-A) e
NC_004043 (DNA-B)], BYSV [Blainvillea yellow spot virus — NC_010837 (DNA-A) e NC_010838
(DNA-B)], OMoV [Okra mottle virus - NC_011181 (DNA-A)], SiCMV [Sida common mosaic virus -
EU710751 (DNA-A)], SiMV-[Al] [Sida micrantha mosaic virus — AJ557450 (DNA-A) e AJ557454
(DNA-B)], SiMV-[A2] [AJ57451 (DNA-A) e AJ557453 (DNA-B)], SiMoV [ Sida mottle virus —
NC_04637 (DNA-A)], SiYLCV [Sida yellow leaf culr virus — EU_710750 (DNA-A)], SiYMV [Sida
yellow mosaic virus — NC)004639 (DNA-A)], TCoMV [Tomato commom mosaic virus — NC_010835
(DNA-A) e NC_010836 (DNA-B)], TGMV [Tomato golden mosaic virus — NC_001507 (DNA-A) e
NC_001508 (DNA-B)], TMMV [Tomato mild mosaic virus NC_010833 (DNA-A)], ToCMoV [Tomato
chlorotic mottle virus - AF490004 (DNA-A)], ToOCMV-Crumple [Tomato chlorotic mottle virus-Crumple
AY090557 (DNA-A)], ToLDV [Tomato leaf distortion virus - EU_710749 (DNA-A)], ToSRV-[GO]
[Tomato severe rugose virus — DQ207749 (DNA-A) e NC_009612 (DNA-B)], ToSRV-[MG] [Tomato
severe rugose virus — AY_029750 (DNA-A)], ToRMV [Tomato rugose mosaic virus — NC_002555
(DNA-A) e NC_002556 (DNA-B)], ToYSV [Tomato yellow spot virus — NC_007726 (DNA-A) e
NC_007727 (DNA-B)] e ToYVSV [Tomato yellow vein streak virus — EF459696 (DNA-A)]

A comparagao das sequéncias da RC dos DNAs de begomovirus através
da andlise de multiplos alinhamentos dessa regido demonstrou que os isolados de
euphorbia clonados aqui possuem, em ambos os componentes, repeticdes do {iteron
GGTGT (Figura 5), assim como espécies de begomovirus do clado do SLCV
(Hérnandez-Zepeda et al., 2007). Todos os virus possuem o TATA box e a sequéncia de

nove nucleotideos tipica dos geminivirus (TAATAT|AC).



SiCMV ATTGGGGGAACTGGGGGAACTTATATA-TGAGAAGTT 2654
ToLV ATTGGGGTAA-TGGGGTACAATATATAGTAAGGAGTT 2613
SimMVA1 A-TTGGAGTAT-GGAGTACAATATATATGA-GGAGTT 2630
SiMoV AATTGGAGTAT-GGAGTACAATATATAGTA-GGAGTT 2640
OMV 6328 A-TTGGAGTAT-GGAGTACAATATATAGTA-ATAG——- 2635
OMV 6319 A-TTGGAGTAT-GGAGTACAATATATAGTA-ATAG——- 2635
ToYSV ATTGGTGACATTGGTGTACAATATATACTA-GAAGTT 2646
SiYMV ——CTGGGGTCT-TATTTATAGCAGACTCCATATAATT 2632
SimMVA2 A-TTGGGGTAA-TGGGGACAATATATAGTA-GAAGAT 2649
quiabo5157 A-TTGGGGTAA-AGGGGACAATATATAGTA-GAAGAT 2658
TmiMV A-TCGGTGTAT-GGTGTACAATATATAGTAAGAAGTT 2678
EuMV_Yucatanl ——CTGGTGTCCTGGTGTCCCATTTATACTAAAAG-TC 2585
EuMV_Yucatan?2 ——CTGGTGTCCTGGTGTCCCATTTATACTAAAAG-TC 2585
EuMV_Jamaical ——TTGGAGTCCTGGAGTCCCATTTATACATAAAG-CC 2580
EuMV_Jamaica?2 ——TTGGAGTCCTGGAGTCCCATTTATACATAAAG-TC 2580
EuMV_PR ——CTGGTGTCCTGGTGTCCCATTTATACTAAAAG-TC 2587
EuMv_Cubba =~ @& ——————————

ToMYLCAV ——CTGGAGTCCTGGAGTCCCATTTATACTAAAAG-CC 2575
SLCV ——CTGGTGTCCTGGTGTCCTATATATACCTCAAGACA 2601
MCLCV ——GTGGTGTCCTGGTGTCCTATATATACTACAAGGCT 2627
SMLCV ——CTGGTGTCCTGGTGTCCCATTTATACAAC———-TC 2577
5082_3 ——GTGGTGTCCTGGTGTCCCATTTATACTAAAAGCCT 2582
5082_4 ——GTGGTGTCCTGGTGTCCCATTTATACTAAAAGCCT 2582
5082_1 ——GTGGTGTCCTGGTGTCCCATTTATACTAAAAGCCT 2591
5093 ——GTGGTGTCCTGGTGTCCCATTTATACTAAAAGCCT 2582
403 —-—GTGGTGTCCTGGTGTCCCATTTATACTAAAAGCCT 2583
ABA3 ——GTGGTGTCCTGGTGTCCCATTTATACTAAAAGCCT 2582
5818 ——GTGGTGTCCTGGTGTCCCATTTATACTAAAAGCCT 2582
405 -—GTGGTGTCCTGGTGTCCCATTTATACTAAAAGCCT 2583
404 ——GTGGTGTCCTGGTGTCCCATTTATACTAAAAGCCT 2582
EuMV_Peru ——CTGGTGTCCTGGTGTCCCATTTATACTAAAAGCCT 2578
ToCommonMV ——CTGGTGTCCTGGTGTCCCATTTATACTAGAACTCT 2533
SiYLCV ——CTGGTGTCCTGGTGTCCAATTTATACTAGAAAGCT 2637
BGMV ATCGGTGTAATGGTGCCAATATATA-GTAAGAAGTTC 2587
B1YSV ATTGGAG-ATTGGGGACAATATATATGCGAGAAGATA 2629
ToCMVCrumple ATTGGGGACTGGGGT——-CCTATATATACTAGAACCCT 2590
TCMVIgl ATTGGGGACTGGGGT--CCTATATATACTAGAACCCT 2587
ToCMVBA ATTGGGGACTGGGGT--CCTATATATACTAGAACCCT 2587
ToRMV ATTGGTAGTTATGGTAGCTCTTATATACTAGAAGTTC 2589
ToSRVGO ATTGGTAGTTATGGTAGCTCTTATATAGTAGAAGTTC 2561
ToSRVMG ATTGGTAGTAATGGTAGCTCTTATATAGTAGAAGTTC 2556
ToYVSVG22 A-TTGGGGAATGGGTCTCAAT-ATATAGTAGAGTCCA 2532
ToYVSVBa3 A-TTGGGGAAAGGGTCTCAAT-ATATAGTAGAGTCCA 2529
TGMV A-TTGGTAGTAAGGTAGCTCTTATATATTAGAAGTTC 2562
EuLCV_Fujian GGCAATTTATATGGTGCCCCCCAAATGGCACAATCGT 2717
EuLCV TACAATATATA-GGTGTACACCAAATGGCATTATTGT 2711
EuLCV_Pusa CCTTATTTATAGTAGAGGACCTAAATGGCATATTTIGT 2727
SiCMV ——ATCTGCCACGTGGC-GGCCATCCGC-T 2687
ToLV ——TAGGGGCACGTGGC-GGCCATCCG—-T 2645
SimmMvai 0 e TGCATAAAGC-GGCCATCCGT-TC 2659
SiMov == GGCACGTGGC-GGCCATCCGT--C 2668




oMV 6328  ———eee TTCCTAA--—-GGCCATCCGT—— 2660
oMV 6319  ———ee TTCCTAA--—-GGCCATCCGT—— 2660
Toysv e GTCCTATAGC-GGCCATCCGT—— 2674
sivymv. e GACACGTGEC-GGCCATCCGC-T 2661
SimMVA2 P TTTAA—————— GC—GGCCATCCGC—-AC 2675
quiabo5157  TTTAA—————— GC—GGCCATCCGC—-AC 2684
TmiMV — GGTAACACGTGEC-GGCCATCCGT-—— 2708
EuMV_Yucatanl = —————— GGCA-AAAGC-GGCCATCCGC-A 2613
EuMV_Yucatan2 = —————— GGCA-AAAGC-GGCCATCCGC-A 2613
EuMV_Jamaical = —————— GGCRACGETEGE - GGCCATCCGC-A 2609
EuMV_Jamaica2 = —————— GGCACGTGGC-GGCCATCCGC-A 2609
EuMv_PR e GGCA-AAAGC-GGCCATCCGC-A 2615
rumMv_Cuba = @ ——————_———
TOMYLCAV ACGT--GGTGCACATC-GGCCATCCGC-A 2609
SLCV ACCAAGGGGCAAAATC-GGCCATCCGC-A 2637
MCLCV ACCA-GGGGTAAATTC-GGCCATCCGC-A 2662
SMLCV ACCA-GGGGCAAAATC-GGCCATCCGC-A 2612
5082.3 GGTACGTGGC-GGCCATCCGT —— 2610
5082_4  ———— GGTACGTGGC-GGCCATCCGT—— 2610
5082.1 e GGTACGTGGC-GGCCATCCGT—— 2619
5093 e GGTACGTGGC-GGCCATCCGT—— 2610
403 GGTACGTGGC-GGCCATCCGT—— 2611
ABA3 GGTACGTGGC-GGCCATCCGT--ARAATATE 2610
5818 GGTACGTGGC-GGCCATCCAT —— 2610
40 GGTACGTGGC-GGCCATCCGT—— 2611
404 GGTACGTGGC-GGCCATCCGT—— 2610
EuMV_Peru - - p— TCGC-GGCCATCCG——— 2600
ToCommonMV ~ —————m GGCAAAAGC—GGCCATCCAT—— 2560
sivLev. = e GGCAAAAGC—GGCCATCCAT—— 2664
BGMV G ACACG-TGGC—-GGCCATCCGC—T 2617
B1YSV GTCCCTACACCCTTGC—GGCCCTCAGTAT 2666
ToCMVCrumple GTTTACACACG-TGGC—GGCCATCCGA-T 2625
TCMVIgl GTTCACACACG-TGGC—GGCCATCCGA-T 2622
ToCMVBA GTTCACACACG-TGGC—GGCCATCCGT—T 2622
TORMV GCT---ACACG-TGGCCGGCCATCCGA-T 2622
TOSRVGO GCT---ACACG-TGGC-GGCCATCCGT-T 2593
ToSRVMG GCT--—-ACACG-TGGC-GGCCATCCGT-T 2588
ToOYVSVG22 — —TTTGCCACETGEC-GGCCATCCGT-T 2564
ToYVSVBa3 — —TTTGCCACGTGGC-GGCCATCCGT-T 2561
ToMv e CACGTGGC-GGCCATCCGT-T— 2588
EuLCV_Fujian TCAAAT-TGGTAAAGC-GGCCATCCGT—— 2751
EuLCV ATACACGCTCCAAAGC-GGCCATCCGT——C 2746
EuLCV_Pusa CTATACGCTCCAAAGC-GGCCATCCGT——C 2762

Figura 5. Alinhamento da sequéncia de parte da Regido Comum do DNA dos isolados
seqiienciados com outros begomovirus. As sequéncias em azul correspondem a iterons. O
TATA Box estd destacado em amarelo, o G Box em cinza e a sequéncia de nove nucleotideos

(TAATATT)]) em verde.



5.3 Analise filogenética

A andlise filogenética foi feita comparando-se as sequéncias completas
dos nove clones de DNA-A dos isolados de amendoim-bravo com 39 sequéncias de
diferentes virus pertencentes ao género Begomovirus brasileiros e de outros paises
(Figura 6). O mesmo foi feito com os trés clones de DNA-B, que foram comparados

com 26 diferentes sequéncias de begomovirus do Brasil e de outros paises (Figura 7).

A anilise feita para o DNA-A mostrou uma separacdo em quatro grupos,
sendo que um deles agrupou os virus de Euphorbia das Américas, o Tomato mild yellow
leaf curl aragua virus (TOMYLCAV) e os virus de cucurbiticeas, Squash mild leaf curl
virus (SMLCV), Squash leaf curl virus (SLCV) e Melon chlorotic leaf curl virus
(MCLCYV). O segundo grupo abriga os virus de tomate, sida, quiabo, um virus de feijao
e um virus de Blainvillea. O terceiro grupo abriga trés virus de tomate. O quarto e

tltimo grupo abriga os virus de Euphorbia da Asia.

A andlise filogenética utilizando sequéncias completas do DNA-B dos
trés clones e de outros 26 begomovirus mostrou a formacgdo de quatro grupos distintos.
Os isolados 5082 7 e 12 agruparam-se com os clones 3540 e ABB, estando esses virus

mais préximos entre si (Figura 6).

5.4 Circulo de hospedeiras

Para a determinacdo do circulo de hospedeiras e verificagdo da
infectividade do DNA viral, os clones foram bombardeados em 77 plantas de diferentes
espécies botanicas (Tabela 6). Os clones 4 ¢ 7 (DNA-A e DNA-B, respectivamente) do
isolado 5082 foram digeridos com a enzima de restricao Sacl. Os fragmentos do vetor e
do inserto, com 3,0kb e 2,6 kb, respectivamente foram visualizados em gel de agarose.
O fragmento de 2,6 kb foi eluido, recircularizado e amplificado via RCA. Para a
confirmacao da amplificacido, o RCA foi digerido e visualizado em gel de agarose. Apds

esse procedimento, as plantas foram bombardeadas.



Tabela 6. Circulo de hospedeiras do clone 5082 4 e 7 inoculadas por biobalistica.

Planta hospedeira Infectividade* Sintomas**
Solanum lycopersicum 0/8 -
Datura stramonium 2/6 (33,3%) DF, MA, B
Datura metel 0/8 -
Nicotiana benthamiana 1/8 (12,5%) ML, B
Nicotiana tabacum TNN 0/8 -
Nicotiana rustica 0/8 -
Euphorbia heterophylla 718 (87,5%) DF, MA, CN, NF, N
Physalis pubescens. 0/8 -
Capsicum annuum lkeda 1/4 (25%) -
Capsicum chinense P1 159236 0/4 -
Chenopodium quinoa 077 -

*Infectividade: Numero de plantas infectadas pelo virus (PCR positivas) / nimero de plantas
bombardeadas.
** Sintomas: DF: Deformacdo Foliar; MA: Mosaico Amarelo; B: Bolhosidades; CN: Clareamento de

Nervura; NF: necrose foliar; ML: Mosaico Leve; Nanismo: N.

Os clones foram capazes de infectar plantas da familia Solanaceae,
incluindo D. stramonium e N. benthamiana, e da familia Euphorbiaceae, incluindo E.
heterophylla (Figura 8). Plantas de Capsicum annuum lkeda apresentaram infeccdo
assintomdtica, sendo confirmados por métodos moleculares. As plantas que
apresentaram sintomas mais severos foram as de D. stramonium, que apresentaram além
do mosaico amarelo, bolhosidade, nanismo e deformacdo foliar, os mesmos sintomas
descritos por Jaramillo & Lastra (1986) para o virus EuMV. Os sintomas em N.
benthamiana foram mais brandos, porém evidentes. As folhas apresentaram mosaico
amarelo e bolhosidades. Plantas de E. heterophylla apresentaram clareamento

internerval, mosaico amarelo, pontos necréticos € nanismo.
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Figura 6. Arvore filognética obtida a partir do alinhamento das sequéncias completas de

nucleotideos do DNA-A dos begomovirus com sequéncia completa disponiveis online. A 4rvore

foi obtida pelo programa Mega 4 (Tamura et al., 2007), alinhamento Clustal W, utilizando o

método de Neighbour Joining em andlise “bootstrap” com 1000 repeticdes. A barra horizontal

indica o valor de substitui¢des por sitio. ABA3: Alice Nagata, comunicag@o pessoal.
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Figura 7. Arvore filogenética obtida a partir do alinhamento das sequéncias completas de

nucleotideos do DNA-B dos begomovirus com sequéncia completa disponiveis online. A 4rvore

foi obtida pelo programa Mega 4 (Tamura et al., 2007), alinhamento Clustal W, utilizando o

método de Neighbour Joining em andlise “bootstrap” com 1000 repeticdes. A barra horizontal

indica o valor de substituicdes por sitio. ABB: Alice Nagata, comunicagdo pessoal.



Figura 8. Plantas bombardeadas com clones infectivos do isolado 5082 do virus caracterizado.
A e B) Plantas de E. heterophylla apresentando clareamento nerval e mosaico amarelo; C e D)
N. benthamiana apresentando mosaico e e pontos cloréticos; E e F) D. stramonium

apresentando mosaico amarelo, deformagcdo foliar, bolhosidade e pontos necréticos.



5.5 Analise taxonOmica

Em 1991, o ICTV concordou em adicionar espécies as categorias de
género, subfamilia, familia e ordem na classificacdao universal dos virus, e defendeu a
seguinte definicdo para espécies de virus: “Uma espécie de virus € uma classe politética
de virus que constitui uma linhagem replicativa e ocupa um nicho ecolégico particular”
(Murphy et al., 1995; van Regenmortel, 1990). Inerente a esta definicdo estd a
necessidade de que mais de uma caracteristica de diferenciacao devera ser considerada
para distinguir espécies, e isto tem sido estabelecido para os geminivirus (Rybick et al.,

2000).

Apesar do impacto de recombinacgdes entre espécies, o que muitas vezes
mascara o nivel de diferenca entre espécies e isolados, o melhor limiar de demarcacao
de espécies continua sendo a identidade de sequéncia <89% (Fauquet & Stanley, 2005).
Em 2008, Fauquet et al. determinaram que uma nova espécie é aceita quando a andlise
de comparacdo de sua sequéncia apresentar um indice de <89%. Se a andlise gerar

identidade acima de 89%, definitivamente esse virus pertence a mesma espécie.

De acordo com os critérios estabelecidos pelo ICTV, o isolado
caracterizado neste trabalho € considerado uma espécie distinta € o nome Euphorbia

yellow mosaic virus € proposto.



6. Discussao

Virus que causam mosaico em euphorbia foram primeiramente descritos
por Costa & Bennett, em 1950 no Brasil. Doencas similares foram relatadas em diversos
paises (Bird et al., 1975; Kim & Flores, 1979) e alguns anos mais tarde, Debrot &
Centeno (1983) relataram um isolado venezuelano do virus causador do mosaico em
euphorbia. O isolado Euphorbia mosaic virus Yucatan Peninsula (EuMV-YP) foi o
primeiro a ser completamente seqiienciado e caracterizado (Herndndez-Zepeda et al.,
2007). Esse virus ainda nao foi relatado como sendo um problema para nenhuma
cultura, apesar de infectar feijao (Phaseolus vulgaris) (Costa, 1965; Hernandez-Zepeda
et al., 2007), tomate (Lycopersicon esculentum cv. Humaya) e pimentdo (Capsicum
annuum) (Herndndez-Zepeda et al., 2007). As caracteristicas expostas por Costa &
Bennet (1950) para o EuUMYV relatado no Brasil nos levam a acreditar que esse virus e o
EuYMYV sdo virus distintos. Apesar de ndo ter sido seqiienciado, o que possibilitaria
comparagdes mais seguras, 0 EuUMV induz sintomas diferentes dos apresentados para o
EuYMV em D. stramonium, além de infectar plantas de tomate, o que nao foi

observado para o EuYMV.

As caracteristicas dos componentes A ¢ B do DNA dos clones
trabalhados demonstram que sua organizagdao gendmica € tipica dos geminivirus do
hemisfério ocidental, pertencentes ao género Begomovirus com genoma bipartido. A
identidade da sequéncia foi de 86,9% em relacdo a qualquer outro virus ja caracterizado
e com sequéncia registrada. Portanto, com base nos critérios taxonOmicos atuais
estabelecidos por Fauquet et al. (2003; 2008) esses clones podem ser considerados de
uma nova espécie do género, nomeado como Euphorbia yellow mosaic virus (EuYMV).
A regido comum (RC) do DNA-A e DNA-B possui uma identidade de 91%,
apresentando 185 nucleotideos cada um. Os componentes gendmicos foram capazes de
provocar infeccao sist€mica, demonstrando, portanto, que eles sdo pares cognatos. Foi
identificado o iteron GGTGT na RC dos dois componentes. Essa sequéncia ¢ 100%
idéntica ao encontrado em begomovirus do hemisfério ocidental pertencentes ao clado
do Squash leaf curl virus (SLCV) (Herndndez-Zepeda et al., 2007). Acredita-se que o
EuYMYV seja capaz de formar pseudo-recombinantes com os virus Tomato mild mosaic
virus (ToMIMYV), Squash leaf curl virus (SLCV), Melon chlorotic leaf curl virus
(MCLCV), Squash mild leaf curl virus (SMLCV), Tomato common mosaic virus



(ToCmMV) e Sida yellow leaf curl virus (STYLCV), ja que essas espécies possuem a
mesma sequéncia de iterons. Porém, Andrade et al. (2006) ja relatou casos de pseudo-

recombinacao entre espécies que possuem iterons diferentes.

A andlise filogenética baseadas nas sequéncias do DNA-A e DNA-B de
begomovirus do “novo mundo” (Rojas et al., 2005) indica que os begomovirus das
Américas que infectam euphorbia formam um grupo monofilético. Nesse mesmo grupo,
estdo inseridos os virus Tomato mild yellow leaf curl Aragua virus (ToOMYLCAYV), para
o DNA-A e DNA-B, e os virus SMLCV, SLCV e MCLCYV, apenas para o DNA-A.
Através da andlise, podemos inferir que o0 EuYMV provavelmente possua o mesmo
ancestral que o EuMV-Peru para o DNA-A. Para o DNA-B, possivelmente os virus
EuMV - Yucatan e Wissadula, além do TOMYLCAV, possuam o mesmo ancestral.
Curiosamente, o Euphorbia leaf curl virus (EuLCV), que infecta E. pulcherrima, planta
origindria do México, mas que foi exportada para a China, é o virus que mais se
distancia dos virus que infectam euphorbia nas Américas. Acredita-se que logo apds sua
chegada a China, E. pulcherrima foi infectada por virus de culturas locais. Isso

explicaria a distancia filogenética existente entre esses virus isolados de plantas

pertencentes ao mesmo género (Ma et al., 2004).

O estudo do circulo de hospedeiras foi feito com a realizacdo da
inoculagdo por bombardeamento em plantas cultivaveis e daninhas. O EuYMV foi
capaz de infectar plantas das familias Solanaceae e Euphorbiaceae e incapaz de infectar
plantas da familia Chenopodiaceae. Nas infec¢des, houve plantas assintomaticas ou com
sintomas que variaram de mosaico leve, manchas necréticas, deformacdo foliar e
nanismo. Apenas uma planta de Capsicum annuum mostrou-se infectada, sendo
detectada por métodos moleculares, j4 que a infeccdo era assintomdtica. O indice de
infeccdlo do EuYMV foi baixa em todas as plantas infectadas, exceto em E.
heterophylla, com indice de infec¢do de 87,5% (7/8). Com o alto indice de infecc¢ao
apresentado, o E. heterophylla funciona como reservatério do virus para plantas
cultivaveis, tornando-se uma séria ameaca para a producdo de diversas culturas. A baixa
infectividade em plantas como C. annuum, N. benthamiana e D. stramonium, pode ser
pela pouca adaptacdo que o EuYMV tem a essas cultivares. Segundo Brown (2001),
alguns estudos fornecem evidéncias de que uma vez que o begomovirus esteja

estabelecido em um hospedeiro cultivado, o virus se adapta rapidamente, tornando-se



irreconhecivel, isto €, provocando sintomas distintos do anteriormente observados para
aquele virus. Nao hd dados que permitam relacionar essa informacdo ao EuYMV.
Porém, os resultados obtidos nesse trabalho indicam que esse virus pode tornar-se uma
séria ameacga a plantas de pimentdo, e trabalhos como o de Herndndez-Zepeda et al.
(2007) realizados para o EuMV-YP, fornecem informacdes que nos levam a acreditar

que o EuYMYV pode ter a capacidade de infectar plantas de feijao e tomate.

Esse trabalho € o primeiro a apresentar a sequéncia completa de um virus
que infecta a planta daninha amendoim-bravo no Brasil, que foi capaz de induzir
sintomas em plantas das familias Solanaceae e Euphorbiaceae através da inoculag@o por
bombardeamento de particulas. A caracterizagcdo estd em fase final, e com os resultados
ja obtidos € possivel concluir a existéncia de um novo virus pertencente ao género

Begomovirus.



Consideracoes finais

O género Begomovirus contém a maioria das espécies de geminivirus
identificados e sao transmitidos exclusivamente pela mosca branca, Bemisia tabaci, a
plantas dicotiledoneas. O Brasil € considerado o pais neotropical com maior centro de
diversidade de begomovirus bipartidos no mundo. Os begomovirus sdo importantes
patégenos em diversas culturas economicamente importantes, a maioria nas regides
tropical e subtropical. Assim como as plantas cultivadas, vérias espécies de plantas
daninhas vém sendo relatadas como hospedeiras de Begomovirus em diversos paises,

inclusive no Brasil.

O mosaico das euphorbidceas foi relatado pela primeira vez em 1950,
infectando Euphorbia prunifolia, e era causado pelo Euphorbia mosaic virus, contudo
as informacdes sobre a doenca foram baseadas apenas em observacdes de sintomas.
Anos depois, o virus foi relatado em alguns paises da América Central e do Sul, e que
tiveram sua caracterizacdo bioldgica e molecular realizada. No Brasil, a busca de virus
que infectam plantas daninhas possibilitou a deteccdo de isolados de begomovirus em
campos de producdo de hortalicas em algumas regides do estado do Goids e Distrito

Federal.

Esse trabalho permitiu a caracterizagdo molecular e biolégica dessas
amostras, o que nos forneceu as sequéncias gendmica de sete isolados. Através da
inoculagdo via bombardeamento de particulas, foi possivel verificar que Capsicum
annuum, Datura stramonium, Nicotiana benthamiana, além de Euphorbia heterophylla,
foram infectadas pelo virus. Plantas de tomate, ao contrdrio do que foi relatado para o
EuMYV, néo foram infectadas pelo virus caracterizado. Entretanto, o nimero de plantas
inoculadas € considerado pequeno, sendo necessarios mais testes para a confirmacgao da
capacidade dessa planta de servir como hospedeira para o EuYMV. Testes de
resisténcia deverdo ser feitos com um nimero maior de plantas e com uma diversidade

superior a trabalhada até agora.

Os resultados obtidos sugerem que os sete isolados pertencem a uma
espécie distinta, € o nome Euphorbia yellow mosaic virus € proposto. Este estudo é o
primeiro a descrever um virus que infecta E. heterophylla no Brasil, apresentando

sintomas distintos em rela¢do ao virus do mosaico das euphorbidceas descrito em 1950



por Costa e Bennett. O EuYMV foi capaz de infectar sistemicamente trés plantas
daninhas e assintomaticamente plantas de pimentdo. Essas plantas daninhas funcionam
como importantes reservatorios para o EuYMYV, além de outros begomovirus em todo o
mundo. Os dados mostraram a proximidade filogenética entre o EuYMYV e outros virus

que infectam euphorbia, além dos virus que infectam cucurbiticeas e tomate.

Pouca informacdo existe atualmente sobre begomovirus que infectam
plantas daninhas e que sdo potenciais patdgenos para plantas cultivaveis. Os resultados
apresentados nessa dissertacdo sobre as caracteristicas bioldgicas e moleculares do
EuYMYV fornecerio informagdes importantes para a ampliacdo do conhecimento sobre a

interagdo dos begomovirus em relacdo as plantas daninhas.
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Sequéncia gendmica DNA-A amostra #403

.cggatggccgcgattttttggtgtcctctatccccggcccaggcccaaacgcattta
gtttgatccgggaccacacacatcaactaaagctgaccaatcacatcaatgctgacgag
gcaatataactttgagcctacttggccgataagttgtggtccctatatatttaacgtaa
ttgacattattcgatatctttaatttgaaatgtctaagcgagatgccccatggcgatta
atggcggggacctccaaggtcagtcgtaatgtcaattattcgecceccgtggtggtcectaa
aatagacaaggcctcttcatgggtgaacaggcccatgtacaggaagcccaggatctatce
gcatgatatagaggcccagatgttccgaagggatgtgaagggccttgtaaggtccagtce
atacgagtctcgtcatgacgtttcccatgttgggaaagtgatatgtgtatccgacgtga
cacggggcaatggtattacgcatcgtgtgggcaagcgattctgcgtcaagtccgtatac
attctagggaagatctggatggatgagaccatcaagttgaagaaccacacgaatagcecgt
catgttctggttggtgcgagatcgtcgaccatatggcactcctatggattttggccaag
tgttcaacatgttcgacaacgaacccagtacagctaccgtgaagaacgatctccgcecgat
cgcttccaagtgatgcacaagttttacgcgaaggtcactggtggacaatatgcgagcaa
cgagcaggcgatcgtcaagcgtttttggaaggtcaacaactatgcggtgtataaccacc
aagaggcagggaaatacgagaatcatacggagaacgcgttactattgtacatggcatgt
actcatgcctctaatcctgtatatgcgacgttgaaaattcggatctatttttatgattce
gataacaaattaataaaaattgaattttatttcatgattctcgagtacatcatttacat
atgagcgatcagttgcgaaacgaacagccctaattacatgattaagaccgacgacaccc
aattgatctaaatacattaaaactaaatgcctgaatctacttaaataagtcatcccaga
agctcgaatcgatgtcgtccagacttggaagttcaggaaagctttgcgtagattcagtyg
ccctectgaggttgtaattgaaccggatctggatgtggtatattcggagcgacgtgtaa
atcgggtcctccaccceccgatgatcttgaaatagaggggatttggaacctcccaaataaa
aacggaactctctgcctgagacacagtgatgaactcccecggtgcttaaatccataatcet
gcacagtcgatatggataaatatggaacagccgcagttcaagtcaatccgtcecgtcgacyg
tatagctctcctcttggctactctgtgectgtgetttgatagaggggggecgtggaggaag
atgaatttagcattcttgcgtgtccaagctctcaaagatgcattctectectttgttgag
gaagtctttatagctagccccecctcecgectggattgcacagcacgattgatggtatcccge
ctttaatttgaaccggctttccatatttacagttggactgccagtcecctttgggecceca
atcaactctttccagtgctttaactttagataatgcggagcaacatcatcaatgacgtt
gtactccacgccatttgagtaaaccctagaattgaaatcgagatgcccactaagataat
tatgtgggcctaaagctctagcccacatggtcttaccecgttcgactatcccecectecgact
acgatactaataggtctatctggccgcgcagcggcaccccttccaaaataatcatcage
ccactcttgcaaatcagacgggacattgttaaatgacgacagctgaaatgggggaaccc
aaggaaggggtggcttaataaagaggcgctcgacgttagctttgacattatgataattc
acgatgaacgtcttcggatcaccagcccttattatgtcgagagectctectgecagttge
tgcattgacagcgttgtggtagacgtcatctttattggacttggaacccccagacacct
tatatttgccggattcacaataatcaccctctttggtgatgtaatttttgacggegttyg
gcgtccttggceccgattgecgecatttgggtgaaattcggtagaccgtctggggtgagtgag
gttgaaaaacctagcatccttgatgttggacttgccggagagttgaataagacagtgga
gatgggggaacccatcggcgtggagcectcTcgagcgactcggatgtacgtcggecttgacyg
acagtccatggcaagtcccgaagcaactgcagaacttcatctttcggaatatcgecaccyg
gggataagtgaggaatatatttttggccgttaggcgaaatgaactagggttccgtggeca
taattgaaaatataagccaggacaccagggggagtcctctcaaaaacctatttttcgtyg
gtgtcctggtgtcccatttatactaaaagcctctaggacaccaggggggtacgtggcgg
ccatccgta



Sequéncia gendmica DNA-A amostra #404

.cggatggccgcgattttttggtgtcctctatcccggcccaggcccaaacgcatttag
ttttatccgggaccacacacatcaactaaaactgaccaatcacatcaatgctgacgagt
ctatataactttgagcctacttggccgataagttgtggtccctatatatttaaaataat
tgacattattcgatatctttaatttgaaatgcctaagcgagatgccccatggcgattaa
tgacggggacctctaaggtcagtcgtaatgtcaattattcgccececgtggtggtcecctaag
atagacaaggcctcttcatgggtgaacaggcccatgtacaggaagcccaggatctatcg
catgtatagaggcccagatgttccgaagggatgtgaagggceccttgtaaagtccagtcat
acgagtctcgtcatgacgtttcccatgttgggaaagtgatatgtgtatccgatgtgaca
cggggcaatggtattacgcatcgtgtgggcaagcgtttctgecgtcaagtctgtgtacat
tctagggaagatctggatggatgagaccatcaagttgaagaaccacacgaatagcgtca
tgttctggttggtgcgagatcgtcgaccatatggcactcctatggattttggccaggtyg
ttcaacatgttcgacaacgaacccagtacagctaccgtgaagaacgatctccgcgatcg
cttccaagtgatgcacaagttttacgcgaaggtcactggtggacaatatgcgagcaacyg
agcaggcgatcgtcaagcgtttttggaaggtcaataactatgtggtgtataaccaccaa
gaggcagggaaatacgagaatcatacggagaacgcgttactattgtatatggcatgtac
tcatgcctctaatcctgtatatgcgacgttgaaaattcggatctatttttatgattcga
taacaaattaataaaaattgaattttatttcatgattctcgagtacatcatttacatat
gagcgatcagttgcgaaacgaacagccctaattacatgattaagacctacgacacccaa
ttgatctaaatacattaaaactaaatgcctgaatctacttaaataagtcatcccagaag
ctcgaatcgatgtcgtccagacttggaagttcaggaaagctttgcgtagattcagtgec
ctcctgaggttgtaattgaaccggatctggatgtggtatatccggagtgacgtgtatat
cgggtcctccaccccgatgatcttgaaatagaggggatttggaacctcccaaataaaaa
cggaattctctgcctgagacacagtgatgaactcccecggtgcttaaatccataatctgce
acagtcgatatggagaaatatggaacagccgcagttcaagtcaatccgtcgtcgacgta
tagctctcctcttggcagecteggtgectgtgetttgatagaggggggcgtggaggaagat
gaatttagcattcttgcgtgtccaagctctcaacgatgcattctcectectttgttgagga
agtctttatagctagccccecctcecgectggattgcacagcacgattgatggtatcceccecgect
ttaatttgaaccggctttccatatttacagttggactgccagtccectttgggceccccaat
caactctttccaatgctttaactttagataatgcggagcgacatcatcaatgacgttat
actccacgtcatttgagtaaaccctagaattgaaatcgagatgcccactaagataatta
tgtgggcctaaagctctagcccacatggtcttacceccgttcgactatcccecectcecgactac
aatactaataggtctatctggccgcgcagcggcaccccttccaaaataatcatcagecce
actcttgcaaatcagacgggacattggtaaatgacgacagctgaaaaggaggaacccaa
ggaaggggtggcttaatgaagaggcgctcgacgttagctttgacgttatgataattcac
gatgaacgtcttcggatcaccagcccttattatgtcgagagectcectectgecagttgetyg
cattgacagcgttgtggtagacgtcatctttattggacttggaacccccagacacctta
tattggccggattcacaataatcaccctctttggtgatgtaatttttgacggecgttggce
gtccttggccgattgcgecatttgggtgaaattcggcagaccgtctggggtgagtgaggt
tgaaaaacttagcatccttgatgttggacttgccggagagttgaataagacagtggaga
tgggggaacccatcggcgtggagctctcgagcgactcggatgtacgtcggecttgacgac
agcccatggcaagtcccgaagcaactgcagaacttcatcectttcggaatatcgcaccggg
gataagtgaggaatatatttttggccgttaggcgaaatgaattagagttccgtggcata
attgaaaatataagccaggacaccagggggagtcctctcaaaaacctatttttcecgtggt
gtcctggtgtcccatttatactaaaagcctctaggacaccaggggggtacgtggecggec
atccgta



Sequéncia gendmica DNA-A amostra #405

.cggatggccgcgattttttggtgtcctctatcccaggcccaggcccaaacgcattta
gttttaactgggaccacatacaacaactaaagctgaccaatcacatcaatgctgacgag
gctatataactttgagcctacttggccgataagttgtggtccctatatattgaaagtaa
ttgacattaattgatatctttaatttgaaatgcctaagcgagatgccccatggcgatta
atggcggggacctccaaggtcagtcntaatgtcaattattcnccccgtggtggnecctaa
aatanacaaggcctcttcatgggtgaacaggcccatgtacaggaagcccaggatctatce
gcatgtatagaggcccagatgttccgaagggatgtgaagggceccttgtaaggtccagtca
tacgagtctcgtcatgacgtttcccatgttgggaaagtgatatgtgtatccgacgtgac
acggggcaatggtattacgcatcgtgtgggcaagcgtttctgcgtcaagtccgtgtaca
ttctagggaagatctggatggatgaaaccatcaagttgaagaaccacacgaatagecgtc
atgttctggttggtgcgagatcgtcgaccatatggcactcctatggattttggccaagt
gttcaacatgttcgacaacgaacccagtacagccactgtgaagaacgatctccgcgatc
gcttccaagtgatgcacaagttttacgcgaaggtcactggtggacaatatgcgagcaac
gagcaggcgatcgtcaagcggttttggaaggtcaacaactatgtggtgtataaccacca
agaggcagggaaatacgagaatcatacagagaacgcgttactattgtacatggcatgta
ctcatgcctctaatcctgtatatgcgacgttgaaaattcggatctatttttatgattcg
ataacaaattaataaaaattgaattttatttcatgattctcgagtacatcatttacata
tgagcgatcagttgcgaaacgaacagccctaattacatgattaagaccgacaacaccca
attgatctaaatacattaaaactaaatgcctgaatctacttaaataagtcatcccagaa
gctcgaatcgatgtcgtccaaacttggaagttcaggaaagctttgecgtagattcagtge
cctcctgaggttgtaattgaaccggatctggatgtggtatatccggagecgacgtgtata
tcgggtcctcgaccctgatgatcttgaaatagaggggatttggaacctcccaaataaaa
acggaactctctgcctgagacgcagtgatgaactccccggtgecttaaatccataatcetyg
cacagtcgatatggagaaatatggaacagccgcagttcaagtcaatccgtcecgtcgacgt
atagctctcctcttggctactctgtgectgtgetttgatagaggggggcgtggaggaaga
tgaatttagcattcttgcgtgtccaagctctcagagatgcattctectetttgttgagg
aagtctttataactagccccecctcecgectggattgcacagcacgattgatggtatcccgec
tttaatttgaaccggctttccatatttacagttggactgccagtccctttgggccccaa
tcaactctttccaatgctttaactttagataatgcggagcgacatcatcaatgacgttyg
tactccacgtcatttgagtaaaccctagaattgaaatcgagatgcccactaagataatt
atgtgggcctaaagctctagcccacatggtcttaccecgttcgactatcccecectecgacta
cgatactaataggtctatctggccgcgcagcggcaccccttccaaaataatcatcagec
cactcttgcaaatcagacgggacattgttaaatgacgacagctgaaatgggggaaccca
aggaaggggtggcttaataaagaggcgctcgacgttagctttgacattatgataattca
cgatgaacgttttcggatcaccagcccttattatgtcgagagcecctectectgecagttget
gcattaacagcgttgtggtagacgtcatctttattggacttggaacccccagacacctt
atatttgccggattcacaataatcaccctctttggtgatgtaatttttgacggegttgg
cgtccttggccgattgecgcatttgggtgaaattcggcagaccgtctggggtgagtgagg
ttgaaaaacctagcatccttgatgttggacttgccggagagttgaataagancagtgga
gatgggggaacccatcggcgtggagctccagcttttgttcecectttagtgagggttaatt
gcgcgctgTlcgagcgactcggatgtacgtcggcttgacgacagaccatggcaagtcccyg
aagcaactgcagaacttcatctttcggaatatcgcaccggggataagtgaggaatatat
ttttggccgtgaggcgaaatgaattagggttccgtggcataattgaaaatataagccag
gacaccagggggagtcctctctaaaacctatttttcgtggtgtcctggtgtcccattta
tactaaaagcctctaggacaccaggggggtacgtggcggccatccgta



Sequéncia gendmica DNA-A amostra #5093

.cggatggccgcgattttttggtgtcctctatcccggcccaggcccaaacgcatttag
ttttatccgggaccacacacagcaaccaaagctgaccaatcacatcactgctgacgagg
ctatataactttgggcctacttggctgataagttgtggtccctatatatttaaagtaat
tgacattattcgatatctttaatttgaaatgcctaagcgagatgccccatggcgattaa
tggcggggacctccaaggtcagtcgtaatgtcaattattcenccecegtggtggtcecctaaa
atanacaaggcctcttcatgggtgaacaggcccatgtacaggaagcccaggatctatcg
catgtatagaggcccagatgttccgaagggatgtgaagggceccttgtaaggtccagtcat
acgagtctcgccatgacgtttcccatgttgggaaagtgatatgtgtatccgacgtgaca
cggggcaatggtattacgcatcgtgtgggcaagcgtttttgecgtcaagtctgtgtacat
tctagggaagatctggatggatgagaccatcaagttgaagaaccacacgaatagcgtca
tgttctggttggtgcgagatcgtcgaccatatagctctcecctatggattttggccaagtyg
ttcaacatgttcgacaacgaacccagtacagctaccgtgaagaacgatctccgcgatcg
cttccaagtgatgcacaagttttacgcgaaggtcactggtggacaatatgcgagcaacyg
agcaggcgatcgtcaagcgtttttggaaggtcaacaactatgtggtgtataaccaccaa
gaggcagggaaatacgagaatcatacagagaacgcgttattattgtacatggcatgtac
tcatgcctctaatcctgtatatgcgacgttgaaaattcggatctatttttatgattcga
taacaaattaataaaaattgaattttatttcatgattctcgagtacatcatttacatat
gagcgatcagttgcgaaacgaacagccctaattacatgattaagaccgacgacacccaa
ttgatctaaatacattaaaactaaatgcctgaatctacttaaataagtcatcccagaag
ctcgaatcgatgtcgtccagacttggaagttcaggaaagctttgcgtagattcagtgec
ctcctgaggttgtaattgaacctgatttggatgtggtatatccggagcgacgtgtatat
cgggtcctcgaccctgatgatcttgaaatagaggggatttggaacctcccaaataaaaa
cggaattctctgcctgagacacagtgatgaactcccecggtgcttaaatccataatctgce
acagtcaatatggagaaatatggaacagccgcagttcaagtcaatccgtcgtcgacgta
tagctctcctcecttggctattectgtgectgtgectttgatagaggggggcgtggaggaagat
gaatttagcattcttgcgtgtccaagctctcaaagatgcattctcectectttgttgagga
agtctttatagctagccccecctcecgectggattgcacagcacgattgatggtatcceccecgect
ttaatttgaaccggctttccatatttacagttggactgccagtccctttgggceccccaat
caactctttccagtgctttaactttagataatgcggagcgacatcatcaatgacgttgt
actccacgtcatttgagtaaaccctagaattgaaatcgagatgcccactaagataatta
tgtgggcctaaagctctagcccacatggtcttacceccgttcgactatcccecectcecgactac
gatactaataggtctatctggccgcgcagcggcaccccttccaaaataatcatcagtcece
actcttgcaaatcagacgggacattgttaaatgacgacagctgaaatgggggaacccaa
ggaaggggtggtttaataaagaggcgctcgacgttagctttgacattatgataattcac
gacgaacgtcttcggatcaccagcccttattatgtcgagagectcectectgecagttgetyg
cattgacagcgttgtggtagacgtcatctttattggacttggaacccccagacacttta
tatttgccggattcacaataatcaccctctttggtgatgtaatttttgacggegtttgce
gtccttggccgattgcgecatttgggtgaaattcggcagaccgtctggggtgagtgaggt
tgaaaaacctagcatccttgatgttggacttgccggagagttgaataagancagtggag
atgggggaacccatcggcgtggagctctcgagcgactcggatgtacgtcggecttgacga
cagcccatggcaagtcccgaagcaactgcagaacttcatcectttgggaatatcgecaccgg
ggataagtgaggaatatatttttggccgttaggcgaaatgaattagagttccgtggecat
aattgaaaatataagccaggacaccagggggagtcctctcaaaaacctatttttcegtgg
tgtcctggtgtcccatttatactaaaagcecctctaggacaccaggggggtacgtggeggce
catccgtal



Sequéncia gendmica DNA-A amostra #5082 clone 1

.cggatggccgcgtttttttggtgtcctctatcccggcccaggcccaaacgcatttag
ttttatccgggaccacacacatcaactactgctgaccaatcacatcactgctgacgagg
ctatataactttgggcctacttggctgataagttgtggtccctatatatttaaagtaat
tgacattattcgatatctttaatttgaaatgcctaagcgagatgccccatggcgattaa
tggcggggacctccaaggtcagtcgtaatgtcaattattcgceccecegtggtggtcecctaaa
atagacaaggcctcttcatgggtgaacaggcccatgtacaggaagcccaggatctatcg
catgtatagaggcccagatgttccgaagggatgtgaagggceccttgtaAggtccagtcat
acgagtctcgccatgacgtttcccatgttgggaaagtgatatgtgtatccgacgtgaca
cggggcaatggtattacgcatcgtgtgggcaagcgtttctgecgtcaaatctgtgtacat
tctagggaagatctggatggatgagaccatcaagttgaagaaccacacgaatagcgtaa
tgttctggttggtgcgagatcgtcgaccatatagctctcecctatggattttggccaagtyg
ttcaacatgttcgacaacgaacccagtacagctaccgtgaagaacgatctccgcgatcg
cttccaagtgatgcacaagttttacgcgaaggtcactggtggacaatatgcgagcaacyg
agcagtcgatcgtcaagcgtttttggaaggtcaacaactatgtggtgtataaccaccaa
gaggcagggaaatacgagaatcatacagagaacgcgttattattgtacatggcatgtac
tcatgcctctaatcctgtatatgcgacgttgaaaattcggatctatttttatgattcga
taacaaattaataaaaattgaattttatttcatgattctcgagtacatcatttacatat
gagcgatcagttgcgaaacgaacagccctaattacatgattaagaccgactacacccaa
ttgatctaaatacattaaaactaaatgcctgaatctacttaaataagtcatcccagaag
ctcgaatcgatgtcgtccagacttggaagttcaggaaagctttgcgtagattcagtgec
ctcctgaggttgtaattgaaccggatctggatgtggtatatccggagcgacgtgtatat
cgggtcctcgaccctgatgatcttgaaatagaggggatttggaacctcccaaataaaaa
cggaattctctgcctgagacacagtgatgaactcccecggtgcttaaatccataatctgce
acagtcaatatggagaaatatggaacagccgcagttcaagtcaatccgtcgtcgacgta
tagctctcctcecttggctattectgtgectgtgectttgatagaggggggcgtggaggaagat
gaatttagcattcttgcgtgtccaagctctcaaagatgcattctcectectttgttgagga
agtctttatagctagccccecctcecgectggattgcacagcacgattgatggtatcecceccgect
ttaatttgaaccggctttccatatttacagttggactgccagtccctttgggceccccaat
caactctttccagtgctttaactttagataatgcggagcgacatcatcaatgacgttgt
actccacgtcatttgagtaaaccctagaattgaaatcgagatgcccactaagataatta
tgtgggcctaaagctctagcccacatggtcttaceccgttcgactatcccececctcecgactac
gatacctaataggtctatctggcgcgcagcggcaccccttccaaaataatcatcagtcece
actcttgcaaatcagacgggacattgttaaatgacgacagctgaaatgggggaacccaa
ggaaggggtggtttaataaagaggcgctcgacgttagctttgacattatgataattcac
gatgaacgtcttcggatcaccagcccttattatgtcgagagectcectectgecagttgetyg
cattgacagcgttgtggtagacgtcatctttattggacttggaacccccagacacttta
tatttgccggattcacaataatcaccctctttggtgatgtaatttttgacggecgttggce
gtccttggccgattgcacatttgggtgaaattcggcagaccgtctggggtgagtgaggt
tgaaaaacctagcatccttgaagttctgcagttgcttcgggacttgccatgggectgtcg
tcaagccgacgtacatccgagtcgctcgagagectcTcgagecgactcggatgtacgtcgg
cttgacgacagcccatggcaagtcccgaagcaactgcagaacttcatectttgggaatat
cgcaccggggataagtgaggaatatatttttggccgttaggcgaaatgaattagaattc
cgtggcataattgaaaatataagccaggacaccagggggagtcctctcaaaaacctatt
tttcgtggtgtcctggtgtcccatttatactaaaagcecctctaggacaccaggggggtac
gtggcggccatcecgta



Sequéncia gendmica DNA-A amostra #5082 clone 3

.cggatggccgcgtttttttggtgtcctctatcccggcccaggcccaaacgcatttag
ttttatccgggaccacacacatcaactactgctgaccaatcacatcactgctgacgagg
ctatataactttgggcctacttggctgataagttgtggtccctatatatttaaagtaat
tgacattattcgatatctttaatttgaaatgcctaagcgagatgccccatggcgattaa
tggcggggacctcccaggtcagtcgtaatgtcaattattcgeccecegtggtggtcecctaaa
atagacaaggcctcttcatgggtgaacaggcccatgtacaggaagcccaggatctatcg
catgtatagaggcccagatgttccgaaggggtgtgaagggceccttgtaaggtccagtcat
acgagtctcgccatgacgtttcccatgttgggaaagtgatatgtgtatccgacgtgaca
cggggcaatggtattacgcatcgtgtgggcaagcgtttctgcecgtcaaatctgtgtacat
tctagggaagatctggatggatgagaccatcaagttgaagaaccacacgaatagcgtaa
tgttctggttggtgcgagatcgtcgaccatatagctctcecctatggattttggccaagtyg
ttcaacatgttcgacaacgaacccagtacagctaccgtgaagaacgatctccgcgatcg
cttccaagtgatgcacaagttttacgcgaaggtcactggtggacaatatgcgagcaacyg
agcagtcgatcgtcaagcgtttttggaaggtcaacaactatgtggtgtataaccaccaa
gaggcagggaaatacgagaatcatacagagaacgcgttattattgtacatggcatgtac
tcatgcctctaatcctgtatatgcgacgttgaaaattcggatctatttttatgattcga
taacaaattaataaaaattgaattttatttcatgattctcgagtacatcatttacatat
gagcgatcagttgcgaaacgaacagccctaattacatgattaagaccgacgacacccaa
ttgatctaaatacattaaaactaaatgcctgaatctacttaaataagtcatcccagaag
ctcgaatcgatgtcgtccagacttggaagttcaggaaagctttgcgtagattcagtgec
ctcctgaggttgtaattgaaccggatctggatgtggtatatccggagcgacgtgtatat
cgggtcctcgaccctgatgatcttgaaatagaggggatttggaacctcccaaataaaaa
cggaattctctgcctgagacacagtgatgaactcccecggtgcttaaatccataatctgce
acagtcaatatggagaaatatggaacagccgcagttcaagtcaatccgtcgtcgacgta
tagctctcctcttggctattectgtgectgtgectttgatagaggggggcgtggaggaagat
gaatttagcattcttgcgtgtccaagctctcaaagatgcattctcectectttgttgagga
agtctttatagctagccccecctcecgectggattgcacagcacgatttatggtatcecceccgect
ttaatttgaaccggctttccatatttacagttggactgccagtccctttgggceccccaat
caactctttccagtgctttaactttagataatgcggagcgacatcatcaatgacgttgt
actccacgtcatttgagtaaaccctagaattgaaatcgagatgcccactaagataatta
tgtgggcctaaagctctagcccacatggtcttacceccgttcgactatcccecectcecgactac
gatactaataggtctatctggccgcgcagcggcaccccttccaaaataatcatcagtcece
actcttgcaaatcagacgggacattgttaaatgacgacagctgaaatgggggaacccaa
ggaaggggtggtttaataaagaggcgctcgacgttagctttgacattatgataattcac
gatgaacgtcttcggatcaccagcccttattatgtcgagagectcectectgecagttgetyg
cattgacagcgttgtggtagacgtcatctttattggacttggaacccccagacacttta
tatttgccggattcacaataatcaccctctttggtgatgtaatttttgacggecgttggce
gtccttggccgattgcacatttgggtgaaattcggcagaccgtctggggtgagtgaggt
tgaaaaacctagcatccttgatgttggacttgccggagagttgaataagacagtggaga
tgggggaacccatcggcgtggagctctcgagcgactcggatgtacgtcggecttgacgac
agcccatggcaagtcccgaagcaactgcagaacttcatcectttgggaatatcgcaccggyg
gataagtgaggaatatatttttggccgttaggcgaaatgaattagaattccgtggcata
attgaaaatataagccaggacaccagggggagtcctctcaaaaacctatttttcecgtggt
gtcctggtgtcccatttatactaaaagcctctaggacaccaggggggtacgtggecggec
atccgta



Sequéncia gendmica DNA-A amostra #5082 clone 4

.cggatggccgcgtttttttggtgtcctctatcccggcccaggcccaaacgcatttag
ttttatccgggaccacacacatcaactactgctgaccaatcacatcactgctgacgagg
ctatataactttgggcctacttggctgataagttgtggtccctatatatttaaagtaat
tgacattattcgatatctttaatttgaaatgcctaagcgagatgccccatggcgattaa
tggcggggacctccaaggtcagtcgtaatgtcaattattcgeccecegtggtggtcecctaaa
atagacaaggcctcttcatgggtgaacaggcccatgtacaggaagcccaggatctatcg
catgtatagaggcccagatgttccgaagggAtgtgAagggceccttgtaaggtccagtcat
acgagtctcgccatgacgtttcccatgttgggaaagtgatatgtgtatccgacgtgaca
cggggcaatggtattacgcatcgtgtgggcaagcgtttctgcecgtcaaatctgtgtacat
tctagggaagatctggatggatgagaccatcaagttgaagaaccacacgaatagcgtaa
tgttctggttggtgcgagatcgtcgaccatatagctctcecctatggattttggccaagtyg
ttcaacatgttcgacaacgaacccagtacagctaccgtgaagaacgatctccgcgatcg
cttccaagtgatgcacaagttttacgcgaaggtcactggtggacaatatgcgagcaacyg
agcagtcgatcgtcaagcgtttttggaaggtcaacaactatgtggtgtataaccaccaa
gaggcagggaaatacgagaatcatacagagaacgcgttattattgtacatggcatgtac
tcatgcctctaatcctgtatatgcgacgttgaaaattcggatctatttttatgattcga
taacaaattaataaaaattgaattttatttcatgattctcgagtacatcatttacatat
gagcgatcagttgcgaaacgaacagccctaattacatgattaagaccgacgacacccaa
ttgatctaaatacattaaaactaaatgcctgaatctacttaaataagtcatcccagaag
ctcgaatcgatgtcgtccagacttggaagttcaggaaagctttgcgtagattcagtgec
ctcctgaggttgtaattgaaccggatctggatgtggtatatccggagcgacgtgtatat
cgggtcctcgaccctgatgatcttgaaatagaggggatttggaacctcccaaataaaaa
cggaattctctgcctgagacacagtgatgaactcccecggtgcttaaatccataatctgce
acagtcaatatggagaaatatggaacagccgcagttcaagtcaatccgtcgtcgacgta
tagctctcctcecttggctattectgtgectgtgectttgatagaggggggcgtggaggaagat
gaatttagcattcttgcgtgtccaagctctcaaagatgcattctcectectttgttgagga
agtctttatagctagccccecctcecgectggattgcacagcacgatttatggtatcecceccgect
ttaatttgaaccggctttccatatttacagttggactgccagtccctttgggceccccaat
caactctttccagtgctttaactttagataatgcggagcgacatcatcaatgacgttgt
actccacgtcatttgagtaaaccctagaattgaaatcgagatgcccactaagataatta
tgtgggcctaaagctctagcccacatggtcttacceccgttcgactatcccecectcecgactac
gatactaataggtctatctggccgcgcagcggcaccccttccaaaataatcatcagtcece
actcttgcaaatcagacgggacattgttaaatgacgacagctgaaatgggggaacccaa
ggaaggggtggtttaataaagaggcgctcgacgttagctttgacattatgataattcac
gatgaacgtcttcggatcaccagcccttattatgtcgagagectcectectgecagttgetyg
cattgacagcgttgtggtagacgtcatctttattggacttggaacccccagacacttta
tatttgccggattcacaataatcaccctctttggtgatgtaatttttgacggecgttggce
gtccttggccgattgcacatttgggtgaaattcggcagaccgtctggggtgagtgaggt
tgaaaaacctagcatccttgatgttggacttgccggagagttgaataagacagtggaga
tgggggaacccatcggcgtggagctcTcgagcgactcggatgtacgtcggecttgacgac
agcccatggcaagtcccgaagcaactgcagaacttcatcectttgggaatatcgcaccggg
gataagtgaggaatatatttttggccgttaggcgaaatgaattagaattccgtggcata
attgaaaatataagccaggacaccagggggagtcctctcaaaaacctatttttcecgtggt
gtcctggtgtcccatttatactaaaagcctctaggacaccaggggggtacgtggecggec
atccgta



Sequéncia gendmica DNA-A amostra #5818

.cggatggccgcgattttttggtgtcctctatcccggcccaggcccaaacgcatttag
ttttatctgggaccacacacagcaactaaagctgaccaataacatcactgctgacgagg
ctatataactttgagcctacttggccgataagttgtggtcecctatatatttaaagtaat
tgacattattcgatatctttaatttgaaatgcctaagcgagatgccccatggcgattaa
tggcggggacctccaaggtcagtcgtaatgtcaattattcgeccecegtggtggtcecctaaa
atagacaaggcctcttcatgggtgaacaggcccatgtacaggaagcccaggatctatcg
catgtatagaggcccagatgttccgaagggatgtgaagggceccttgtaaggtccagtcat
acgagtctcgtcatgacgtttctcatgttgggaaagtgatatgtgtatctgacgtgaca
cggggcaatggtattacgcatcgtgtgggcaagcgattctgcgtcaagtctgtgtacat
tctagggaagatctggatggatgagaccatcaagttgaagaaccacacgaatagcgtca
tgttctggttggtgcgagatcgtcgaccatatagctctcecctatggattttggtcaagtyg
ttcaacatgttcgacaacgaacccagtacagccactgtgaagaacgatctccgcgatcg
cttccaagtgatgcacaagttttacgcgaaggtcactggtggacaatatgcgagcaatg
agcaggcgatcgtcaagcgtttttggaaggtcaacaactatgtggtgtataaccaccaa
gaggcagggaaatacgagaatcatacggagaacgcgttactattgtacatggcatgtac
tcatgcctctaatcctgtgtatgcgacgttgaaaattcggatatatttttatgattcga
taacaaattaataaaaattgaattttatttcatgattctcgagtacatcatttacatat
gagcgatcagttgcgaaacgaacagccctaattacatgattaagaccgacgacacccaa
ttgatctaaatacattaaaactaaatgcctgaatctacttaaataagtcatcccagaag
ctcgaatcgatgtcgtccagacttggaagttcaggaaagctttgcgtagattcagtgec
ctcctgaggttgtaattgaaccggatctggatgtggtatatccggagcgacgtgtatat
cgggtcctcgaccctgatgatcttgaaatagaggggatttggaacctcccaaataaaaa
cggaattctctgcctgagacacagtgatgaactcccecggtgcttaaatccataatctgce
acagtcgatatggagaaatatggaacagccgcagttcaagtcaatccgtcgtcgacgta
tagctctcctcttggcagecteggtgectgtgetttgatagaggggggcgtggaggaagat
gaatttagcattcttgcgtgtccaagctctcaaagatgcattctcectectttgttgagga
agtctttatagctagccccecctcacctggattgcacagcacgattgatggtatcccgect
ttaatttgaaccggctttccatatttacagttggactgccagtccctttgggceccccaat
caactctttccaatgctttaactttagataatgcggagcgacatcatcaatgacgttgt
actccacgtcatttgagtaaaccctagaattgaaatcgagatgcccactaagataatta
tgtgggcctaaagctctagcccacatggtcttacceccgttcgactatcccecectcecgactac
gatactaataggtctatctggccgcgcagcggcaccccttccaaaataatcatcagecce
actcttgcaaatcagacgggacattggtaaatgacgacagctgaaatggaggaacccaa
ggaaggggtggcttaataaagaggcgctcgacgttagctttgacattatgataattcac
gatgaacgtcttcggatcaccagcccttattatgtcgagagectcectectgecagttgetyg
cattgacagcgttgtggtagacgtcatctttattggacttggaacccccagacacctta
tatttgccggattcacaataatcaccctctttggtgatgtaatttttgacggegttggt
gtccttggccgattgcgecatttgggtgaaattcggcagaccgtctggggtgagtgaggt
tgaaaaacctagcatccttgatgttggacttgccggagagttgaataagacagtggaga
tgggggaacccatcggcgtgGagctctcgagcgactcggatgtacgtcggecttgacgac
agtccatggcaagtcccgaagcaactgcagaacttcatctttcggaatatcgecatcggg
gataagtgaggaatatatttttggccgttaggcgaaatgaattagggttccgtggcata
attgaaaatataagccaggacaccaggggtagtcctctcaaaaacctatttttcecgtggt
gtcctggtgtcccatttatactaaaagcctctaggacaccaggggggtacgtggecggec
atccata



Sequéncia gendmica DNA-B amostra #3540

.cggatggccgcgattttttggtgtcctctatccccggcccaggcccaaacgcattag
ttttatccgggaccacacacagcaacaaaagctgaccaatcagactacgcgtgacgtgt
ctatttaaatacaacttacttgacaagttgtggtccctataaatgtagatgacaacgac
agcacatcaactctttaatttgaattaagcccactttgtatggcgggagecttcagteg
ttgtggtcctcaaccacaaatcgaaataagctgtcgtcaagccgacgtacatccgagtce
gctcgagagctccacggtccaatcataaacgtggtacatagtctcgttaacccaaccga
atttgtggactggttatttaaggacgatatggattggacctcatatcacatcatctcga
taaccattgtatgaaatgtatacgactaagtatagacgtggtgggtcatcctctaagcg
acgagggtattcacgacatccagcgtttaagcgtatgcagaatggaaaacgttccgact
ggagacgtcgacccagcagtccttgtaaggcccatgacgatattaagtggacggcccaa
tgtatacatgaagatcaattcggcccagaatttgtattgggccataatatagctacgtc
gacctatattagctaccctagtatgagtaagactgaaccgaaccgatcccgatcgtata
tcaagttgaggcgtctacgctttaagggcactctgaaggtcgagecgtgtacacgtcgat
gtcaacatgatcggttcgaatccgaagatagaaggcgtattctctatggtcgttattgt
cgaccgtaaacctcacttgggtccaactggatgccttcacacatttgatgaggtectttyg
gcgccaggatccatagtcatggtaatctaaccgtcagtceccttcectttgaaggatcggtac
tacatccgccacgtattcagecgcecgtcatatctgtcgagaaagacacgatgatggtggat
atagaagggtcgacgtgtttatctactaggcgttcttcttgctgggctacttttaagga
tacggaacgagagtcatgtaatggtgtatatgcgaatataagcaagaacgccatattag
tgtattattgctggatgtcggatcatatgtccaaggcatctacatttgtatcatttgac
ctcgattatgtcggatgaccaataagaacatatttaacatgatataatcaaatagctac
agcgtacatgcaaatgataaccacctcagtaattgaattaaataacttattatttaatc
aagcgttttatttctgggaggaatacaattagtgcttatacattcctgaacggttgacc
taactatctcgttcagctgactcattgacatcgatatgttcgaatgtgttctctgagca
gctattacggaagctgaatctcccgggtctaatacgggagtccctagectatttaacte
ccgatatggataagcggcgtctcttatatctgaatccgcatctaatgggectagtecta
tactagatctggtggcccatgattcaccaggtcttatttctattgggecctcgtagceccca
agtctcgatgatgatgcggatctaatcattcttctctcccatttgeccgtagcecccacatg
actgaagtcgatatccttatctgagaactgtttggacaggatcttgacagttggcgcectce
tgaacgggatatcaacggaatgttttgccgtcgataacttcagtttacccttgaacttc
gcgaaatgcgtcctctgatggacgttcgagtcgcaaaccttataatataatttccaagg
aattgggtctttgagtgagaagaatgaagatgaaaagtagtggagatctatgttacatc
gtatggggaatgtccatgacgcctgcaaggactcattgtccgtcattctecttgtegtga
atctccactactaccgagcccgacgcattaattggcacttgttgectatactctattac
gcaatggtcgatcttcatgcagctgcgtgagagtcgggctcecctaattgagacgecgttyg
aggggaactgtaagactatctcagttaggtcatgcgatagctgatactcgtcacgatgt
gactctatgtaattgaaagcgctcggcggatttactaactgagacccctccattatatt
atggaaatttgcccgcgcagcggcaccccttcececcccaaattgaacgactgagggaaatt
gataggtgccaaccttatggaaggacgatatgcggtagcgataagaatttggggaaatt
tcgaagatacgataagcctatgtgcagattatgatttaatcggctgttaatctgagatyg
aagaagtggaaatttgccgatatgttcactactgaaggtctatatataggcagtcagat
gcgatatgctacaggctgatggcaaatttgtaaatataagccaggacaccagagggagt
cctctcaaaaacctatttttcgtggtgtcctggtgtcccatttatactaaaagectcag
ggggacaccaggggcaaaagcggccatcctal



Sequéncia gendmica DNA-B amostra #5082 clone 7

.cggatggccgcgattttttggtgtcctctatcccggcccaggcccaaacgcatttaa
ttttgtccgggaccacacacagcaactaaagctgaccaatcagactgcgecgtgacgtgt
ctatttaaatacaacttacttgacaagttgtggtccctataaatgtagatgacaacgac
agcacatcagctctttaatttgaatttagcecccactttgtatggcgggagecttcagteg
ttgtggtcctcaaccacaattcgaaataagctgtcgtcaageccgacgtacatccgagtce
gctcgagagctccacggtccaatcataaacgtggtacatagtctcgttaacccaaccga
atttatggactggttatttaaggacgatatggattggacctcatatcacatcatctcga
taaccattttatgaaatgtatacgactaagtatagacgtggtgggtcatcttctaagcg
acgaggttattcacgatatccagcgtttaagcgaatgcagaatggaaaacgttccgatt
ggagacgtcgacccagcagtccttgtaaggcccacgacgatattaagtggacggcccaa
tgtatacatgaagatcaattcggcccagaatttgtattgggccataatatagctacgtc
gacctatattagctaccctagtatgtgtaagactgaaccgaaccgatctcgatcgtata
ttaagttgaggcgtctacgctttaagggcactttgaaggtcgagcgtgtacacgtcgat
gtcaacatgatcggttcgaatccaaagatagaaggcgtattctctatggtcgttattgt
cgaccgtaaacctcacttgggtccaactggatgccttcacacatttgatgaggtcectttyg
gcgcaggatccacagtcatggtaatctaaccgttagtceccttctttgaaggatcggtact
acatccgccatgtattcaagcgcgtaatatctgtcgagaaagacacgatgatggtggat
atagaagggtcgacgtgtttatctactaggcgttcttcttgctgggctacttttaagga
tacggaacgagactcatgtaatggtgtatatgcgaatataagcaagaacgccatattag
tgtattattgctggatgtcggatcacatgtctaaggcatctacatttgtatcatttgac
ctcgattatgtcggatgaccaataagaacatatttcacatgatattaatcaaatagcta
cagcgtacatgcaaatgataacaacctcaataattgaattaaataacgtattatttaat
caagcgttttatttctgggaggaatacaattagtgctgatacattcctgaacggttgac
ctaactatctcgttcagctgactcattgacatcgatatgttcgaatgtgttctctgage
agctattacggaagctgaatctcccgggtctaatacgggagttcctagtctatttaact
cccgatatggataagcggcgtctcectcacatctgaatccgecatctaaatggeccagtect
atgctggatctggtggcccatgattcaccaggceccttatttcaattgggecttgtagecc
aagtctcgatgatgatgcggatctaatcattcttctctcccatttgececgtagecccacat
gactgaagtcgatatccttatctgaaaactgtttggacatgatcttgacagttggcgcet
ctgaacgggatatcaacggaatgttttgccgtcgataacttcagtttacccecttgaattt
cgcgaaatgcgtcctctgatggacgttcgagtcgcaaaccttataatataatttccaag
gaattgggtctttgagtgagaagaatgaagatgaaaagtagtggagatctatgttacat
cttatggggaatgtccatgacgcctgcaaggactcattgtccgtcattctcttgtcecgtg
aatctccactactaccgagcccgacgcattaattggcacttgttgectgtactctatta
cgcaatggtcgatcttcatgcagctgcgtgagagtcgggectcecctaattgagacgecgtt
gatggaaattgtaagactatctcagttaggtcgtgcgatagctgatactcgtcacgatg
tgactctatgtaattgaaagcgctcggcggatttactaactgagacccctccattatat
tatggttacttgcccgecgcagecggcaccceccttcecceccccaaatgaacgactgagggaaatt
gataggtgccaattttatggaaggacgatatgcgttagcgataagaatttggggaaatt
tcgaagatacgataagtctatgtgcagaatacgatataatctgccggtagtctgagatyg
aagaagtggaaatttgccgatatgttagctattgaaggtctatatataggcagtcagat
gcgatatgctacaggatgatggcaaatttgtaaatataagccaggacaccagggggagt
cctctctaaaacctatttttcgtggtgtcctggtgtcccatttatactaaaagectcag
ggggacaccaggggcaaaagcggccatcctal



Sequéncia gendmica DNA-B amostra #5082 clone 12

.cggatggccgcgattttttggtgtcctctatcccggcccaggcccaaacgcatttaa
ttttgtccgggaccacacacagcaactaaagctgaccaatcagactgcgecgtgacgtgt
ctatttaaatacaacttacttgacaagttgtggtccctataaatgtagatgacaacgac
agcacatcagctctttaatttgaatttagcecccactttgtatggcgggagecttcagteg
ttgtggtcctcaaccacaattcgaaataagctgtcgtcaageccgacgtacatccgagtce
gctcgagagctccacggtccaatcataaacgtggtacatagtctcgttaacccaaccga
atttatggactggttatttaaggacgatatggattggacctcatatcacatcatctcga
taaccattttatgaaatgtatacgactaagtatagacgtggtgggtcatcttctaagcg
acgaggttattcacgatatccagcgtttaagcgaatgcagaatggaaaacgttccgatt
ggagacgtcgacccagcagtccttgtaaggcccacgacgatattaagtggacggcccaa
tgtatacatgaagatcaattcggcccagaatttgtattgggccataatatagctacgtc
gacctatattagctaccctagtatgtgtaagactgaaccgaaccgatctcgatcgtata
ttaagttgaggcgtctacgctttaagggcactctgaaggtcgagcgtgtacacgtcgat
gtcaacatgatcggttcgaatccaaagatagaaggcgtattctctatggtcgttattgt
cgaccgtaaacctcacttgggtccaactggatgccttcacacatttgatgaggtectttyg
gcgcaaggatccacagtcatggtaatctaaccgttagtccttctttgaaggatcggtac
tacatccgccatgtattcaagcgcgtaatatctgtcgagaaagacacgatgatggtgga
tatagaagggtcgacgtgtttatctactaggcgttcttcttgectgggctacttttaagg
atacggaacgagactcatgtaatggtgtatatgcgaatataagcaagaacgccatatta
gtgtattattgctggatgtcggatcacatgtctaaggcatctacatttgtatcatttga
cctcgattatgtcggatgaccaataagaacatatttcacatgatattaatcaaatagcet
acagcgtacatgcaaatgataacaacctcaataattgaattaaataacgtattatttaa
tcaagcgttttatttctgggaggaatacaattagtgctgatacattcctgaacggttga
cctaactatctcgttcagctgactcattgacatcgatatgttcgaatgtgttctctgag
cagctattacggaagctgaatctcccgggtctaatacgggagttcctagtctatttaac
tcccgatatggataagcggcecgtctctcacatctgaatccgcatctaaatggcccagtcec
tatgctggatctggtggcccatgattcaccaggccttatttcaattgggeccttgtagec
caagtctcgatgatgatgcggatctaatcattcttctctcccatttgececgtagecccaca
tgactgaagtcgatatccttatctgaaaactgtttggacaggatcttgacagttggcgc
tctgaacgggatatcaacggaatgttttgccgtcgataacttcagtttacccttgaatt
tcgcgaaatgcgtcctctgatggacgttcgagtcgcaaaccttataatataatttccaa
ggaattgggtctttgagtgagaagaatgaagatgaaaagtagtggagatctatgttaca
tcttatggggaatgtccatgacgcctgcaaggactcattgtccgtcattectettgtegt
gaatctccactactaccgagcccgacgcattaattggcacttgttgecctgtactctatt
acgcaatggtcgatcttcatgcagctgcgtgagagtcgggctcecctaattgagacgecgt
tgatggaaattgtaagactatctcagttaggtcgtgcgatagctgatactcgtcacgat
gtgactctatgtaattgaaagcgctcggcggatttactaactgagacccctccattata
ttatggttacttgcccgcgcagecggcaccceccttcecececccaaatgaacgactgagggaaat
tgataggtgccaattttatggaaggacgatatgcgttagcgataagaatttggggaaat
ttcgaagatacgataagtctatgtgcagaatacgatataatctgccggtagtctgagat
gaagaagtggaaatttgccgatatgttagctattgaaggtctatatataggcagtcaga
tgcgatatgctacaggatgatggcaaatttgtaaatataagccaggacaccagggggag
tcctcectctaaaacctatttttecgtggtgtcecctggtgtcccatttatactaaaagcecctca
gggggacaccaggggcaaaagcggccatccta



