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RESUMO

O género Begomovirus (familia Geminiviridae) constitui um dos mais diversos grupos de virus
que infectam plantas. Eles sdo conhecidos por sua ampla gama de hospedeiros dentre plantas
dicotileddneas e sdao transmitidos por meio de um complexo de espécies cripticas de moscas-
brancas referido como Bemisia tabaci. Populagdes de begomovirus evoluem rapidamente por
meio dos mecanismos de mutagdo, recombinagdo e pseudorecombinagdo. O tomato severe
rugose virus (ToSRV) causa grandes prejuizos na tomaticultura brasileira, sobretudo nas
regides central e sul do pais. Dada a importancia do ToSRV, este trabalho se propds a analisar
a estrutura temporal ao longo de suas sequéncias de DNA-A disponiveis no Genbank obtidas
de isolados coletados entre os anos de 2000 a 2018. Além disso, objetivou-se quantificar o
impacto de eventos de recombinacdo sobre a calibragdo do relégio molecular. Para isso, foi
realizado um processo criterioso de cura dos dados para obtencdo de informacdes sobre os
isolados virais tais como, local de coleta, hospedeiro e data de amostragem. As analises de
avalia¢do do sinal temporal foram conduzidas com base em dois conjuntos de dados primérios:
um primeiro incluindo-se todas as sequéncias de DNA-A, inclusive aquelas duplicadas € um
segundo mantendo-se apenas um isolado representante de cada haplétipo viral. Além disso, os
alinhamentos multiplos de sequéncias também foram submetidos a uma etapa automatizada de
refinamento. Os alinhamentos foram fatiados em janelas moveis de 100, 200 e 300 nucleotideos
(nt) de comprimento, com 10, 20 e 30 nt de passo, respectivamente. Analises de regressao linear
raiz-ponta entre as distdncias genéticas e as datas de amostragem dos isolados virais foram
conduzidas no programa TreeTime. No geral, observou-se pouco sinal temporal ao longo das
sequéncias de DNA-A do ToSRYV, exceto para dois segmentos dentro das regides codificadoras
da porcao central da proteina CP e da por¢do C-terminal da proteina Rep. Concluiu-se que a
submissdao dos alinhamentos a uma etapa prévia de refinamento melhora a qualidade dos
resultados e que a manutengdo de somente um representante de cada conjunto de haplotipos
invariavelmente levou aos mesmos resultados que daqueles alinhamentos com sequéncias
duplicadas. Além disso, foi também observado que a ocorréncia de eventos de recombinagao
afeta ndo somente a intensidade do sinal temporal como também o padrao de distribui¢cdo dos
valores de R? calculados a partir das anélises de regressdo linear raiz-ponta ao longo de
sequéncias do DNA-A do ToSRV.

Palavras-chave: Begomovirus, Filodindmica, Recombinagdo



ABSTRACT

The genus Begomovirus (family Geminiviridae) constitutes one of the most diverse groups of
plant viruses. They are known for their wide host range among dicotyledonous plants and are
transmitted through a complex of cryptic species of whiteflies referred to as Bemisia tabaci.
Populations of begomoviruses evolve rapidly through mechanisms of mutation, recombination,
and pseudorecombination. The tomato severe rugose virus (ToSRV) causes significant damage
to Brazilian tomato crops, especially in the central and southern regions of the country. Given
the importance of ToSRV, this work aimed to analyze the temporal structure across their DNA-
A sequences available from Genbank, obtained from viral isolates collected between 2000 and
2018. Additionally, the study aimed to quantify the impact of recombination events on the
calibration of the molecular clock. To achieve this, a meticulous data curation process was
carried out to obtain information on viral isolates such as collection location, host, and sampling
date. Temporal signal evaluation analyses were conducted based on two primary datasets: the
first including all DNA-A sequences, even duplicated ones, and the second maintaining only
one representative isolate of each viral haplotype. Furthermore, multiple sequence alignments
were also subjected to an automated refinement step. The alignments were sliced into sliding
windows of 100, 200, and 300 nucleotides (nt) in length, with steps of 10, 20, and 30 nt,
respectively. Root-to-tip linear regression analyses between the genetic distances and sampling
dates of viral isolates were conducted using the TreeTime program. Overall, little temporal
signal was observed throughout the DNA-A sequences of ToSRV, except for two segments
within the coding regions of the central portion of the CP protein and the C-terminal portion of
the Rep protein. It was concluded that subjecting the alignments to a preliminary refinement
step improves the quality of results and that maintaining only one representative of each
haplotype set invariably led to the same results as those alignments with duplicated sequences.
Additionally, it was also observed that the occurrence of recombination events affects not only
the intensity of the temporal signal but also the distribution pattern of R2 values calculated from
root-to-tip linear regression analyses across DNA-A sequences of ToSRV.

Keywords: Begomovirus, Phylodynamics, Recombination
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1. INTRODUCAO

Os begomovirus (género Begomovirus, tamilia Geminiviridae) constituem um dos mais
diversos grupos de virus que infectam plantas e possuem relevante impacto econdmico na
agricultura mundial. O begomovirus Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) ¢ um dos
principais patdégenos na cultura do tomateiro (Solanum lycopersicum L.) em nivel mundial,
causando sérios impactos na producdo em regides tropicais e subtropicais (MABVAKURE et
al., 2016). No Brasil, o mosaico dourado do feijoeiro causado pelo begomovirus Bean golden
mosaic virus (BGMV) pode acarretar perdas de 40 a 100% na cultura do feijoeiro-comum
(Phaseolus vulgaris L.), dependendo da incidéncia (FARIA; ARAGAO, 2013). Os
begomovirus sdo transmitidos por meio de um complexo de espécies cripticas de moscas-
brancas, coletivamente conhecido como Bemisia tabaci (DE BARRO et al., 2011). Infecgdes
por begomovirus podem induzir sintomas severos, como mosaico, amarelecimento,
enrolamento foliar, manchas e nanismo. As plantas de interesse econdmico afetadas pelos
begomovirus pertencem ao grupo das dicotiledoneas, entretanto estudos recentes sugerem a
possibilidade de que ocorram infec¢cdes por begomovirus em espécies de plantas
monocotiledoneas (KIL et al., 2021).

Os begomovirus possuem genoma composto por uma ou duas moléculas de DNA de
fita simples (ssDNA), sendo conhecidas como DNA-A e DNA-B, cada uma com cerca de 2600
nucleotideos de comprimento. O DNA-A dos begomovirus bipartidos ¢ homodlogo ao genoma
dos begomovirus monopartidos e codifica proteinas envolvidas na replicagdo (LAUFS et al.,
1995), supressdo de silenciamento gendmico (BISARO, 2006), e encapsidagdo de progénie
viral (HARRISON; SWANSON; FARGETTE, 2002). Em contrapartida, o DNA-B codifica
proteinas essenciais para a movimentagdo do virus dentro das plantas hospedeiras
(SANDERFOOT; LAZAROWITZ, 1996). Uma infeccao bem-sucedida por um begomovirus
bipartido requer a presenca de ambos os componentes gendmicos (DNA-A e DNA-B) no
hospedeiro (FIALLO-OLIVE et al., 2021).

Populagdes de begomovirus apresentam elevada variabilidade genética devido as altas
taxas de substituicdo de nucleotideos (DUFFY; HOLMES, 2008), ocorréncia frequente de
eventos de recombinacdo (LEFEUVRE; MORIONES, 2015) e pseudorecombinacao
(GILBERTSON et al., 1993). De acordo com estudos conduzidos por Ge et al. (2007), a espécie
viral Tomato yellow leaf curl China virus (TYLCCNV) possui elevada frequéncia de mutagao,
similar aquelas estimadas para virus de RNA de fita simples. Em outro estudo essa observacgao

foi validada para o Tomato severe rugose virus (ToOSRV) (PINTO et al., 2021).



O Tomato severe rugose virus (ToOSRV) é um dos principais begomovirus presentes no
Brasil e afeta a cultura do tomateiro (Solanum lycopersicum L.) causando grandes danos
econdmicos. De acordo com Mituti et al. (2019), o ToSRV ¢ a principal espécie viral infectando
tomateiros nos estados de Goias, Minas Gerais ¢ Sdo Paulo. Os sintomas expressados pelas
plantas de tomateiro infectadas por ToSRV sdo diversos, incluindo mosaico, encarquilhamento
das folhas, amarelecimento, reducdo da area foliar, redu¢do do crescimento das plantas
(INOUE-NAGATA; AVILA; VILLAS-BOAS et al., 2009). A cultura do tomateiro ¢
considerada de elevado investimento, visto que o custo por hectare (R$/ha) pode ultrapassar R$
100.000,00, a depender da regido (HORTIFRUTI BRASIL, 2017). De acordo com Inoue-
Nagata et al. (2016), a alta incidéncia de ToSRV na cultura do tomateiro podem levar a perdas
de até 100%.

Embora geralmente associado ao tomateiro, 0 ToSRV possui uma consideravel gama
de hospedeiros, tendo sido descrito infectando outras espécies cultivadas, como batata
(Solanum tuberosum L.), berinjela (Solanum melongena L.), feijoeiro-comum (Phaseolus
vulgaris L.), soja (Glycine max L.), pimentdo (Capsicum annum L.); além de infectar também
plantas daninhas, como Nicandra physalodes L., Chenopodium album L., e Oxalis latifolia
Kunth. (BARBOSA et al., 2011; SILVA, 2021). Dentre esses hospedeiros secundarios, o Joa-
de-capote (Nicandra physalodes L.) se demonstrou, experimentalmente, uma 6tima fonte de
in6culo de ToSRV para Bemisia tabaci (BARBOSA et al., 2011).

Em 2017, estudo reportou infec¢do assintomatica de soja (Glycine max L.) com ToSRV,
fato preocupante visto a extensa presenga da sojicultura no territdrio brasileiro. Nesse trabalho,
foram amostradas 301 plantas de soja assintomaticas em campos de producdo proximos a
lavouras de tomateiro, em seis municipios distintos nos estados de Goids, Minas Gerais e Sao
Paulo. Dentre as amostras, dez continham ToSRV (MACEDO et al., 2017). De acordo com
Favara et al. (2023), a cultura da soja possui potencial para atuar como hospedeiro secundario
para o ToSRV, e também possui a capacidade de amplificar a espécie viral, podendo adquirir
importante papel na ocorréncia de epidemias em lavouras de tomateiros. Um aspecto relevante
apresentado no estudo ¢ que a importancia da soja como fonte de indculo do ToSRV ¢
dependente da cultivar em questao.

De acordo com a hipotese de Zuckerland e Pauling (1965), mudancas nas sequéncias de
nucleotideos dos organismos seguem uma taxa constante, que pode ser mensurada tornando
possivel a calibragdo de um reldgio molecular — uma correlagdo entre divergéncia genética e
tempo — com o qual se pode datar eventos evolutivos importantes de uma populagdo como, por

exemplo, o surgimento de um ancestral comum entre duas ou mais espécies. A hipotese de
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Zuckerland e Pauling era de um relogio molecular estrito, que consiste em um modelo
considerando um intervalo temporal constante entre a ocorréncia de substituicdes de
nucleotideos, ou seja, uma taxa evolutiva constante para todos os ramos de uma arvore
filogenética. Considerando a complexidade da dinamica evolutiva dos organismos, Sanders
(2002) propds uma abordagem considerando a substitui¢do de nucleotideos como varidvel, em
que cada linhagem possuia sua propria taxa de mutagao, um relogio molecular relaxado. Desde
entdo novos modelos estatisticos surgiram, aumentando a precisao das calibragdes de relogios
moleculares (FOURMENT; DARLING, 2018).

Dada a importancia do ToSRYV para a tomaticultura brasileira, objetivou-se neste estudo
analisar a estrutura temporal do ToSRYV, visando mapear a intensidade de sinal temporal ao
longo de sequéncias de DNA-A de isolados coletados de 2000 a 2018 disponiveis no Genbank,
e a quantificacdo da interferéncia de eventos de recombinagdo sobre a calibra¢do do relogio

molecular.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O género Begomovirus ¢ o mais numeroso ¢ diversificado da familia Geminiviridae,
abrangendo um total de 445 espécies distintas, de acordo com o Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) (FIALLO-OLIVE, et al., 2021). Begomovirus podem ser divididos
em dois grupos de acordo com a origem geografica e relagdes filogenéticas. O primeiro grupo
¢ aquele composto por isolados virais nativos do ‘Velho Mundo’ (Europa, Africa, Asia e
Oceania), enquanto o segundo grupo inclui isolados begomovirus nativos do ‘Novo Mundo’
(Américas) (NAWAZ-UL-REHMAN; FAUQUET, 2009; MONDAL et al., 2019).

Os begomovirus podem apresentar genomas monopartidos, ou seja, compostos por uma
unica molécula de DNA de fita simples ou genomas bipartidos compostos por duas moléculas
de DNA de fita simples, cada uma com aproximadamente 2600 nucleotideos de comprimento
(figura 1). Begomovirus do Novo Mundo apresentam predominantemente genomas bipartidos,
enquanto os begomovirus do Velho Mundo apresentam genomas predominantemente
monopartidos. Begomovirus monopartidos se assemelham ao componente DNA-A dos
bipartidos, e estao frequentemente associados a moléculas satélites similares a virus, conhecidas
por satélites alpha e beta, que possuem papel importante na inducdo dos sintomas virais
(GUPTA; REDDY; BHATTACHARYYA; CHAKRABORTY, 2021; PAPROTKA;
METZLER; JESKE, 2010; FERRO et al., 2017).

O componente DNA-A dos begomovirus bipartidos tipicamente codifica de cinco a sete
proteinas. A proteina Rep (Replication Protein) possui papel essencial na replicagdo viral,
enquanto a CP (Coat Protein) estd envolvida na montagem do capsideo viral, facilitadora de
transmissao pelo vetor e mediadora de movimento ntcleo-citoplasma em virus monopartidos
(HARRISON; SWANSON; FARGETTE, 2002; PADIDAM; BEACHY; FAUQUET, 1996). A
proteina V2 (ou AV2 em begomovirus bipartidos) atua como supressora de silenciamento
génico pos-transcricional (CHOWDA-REDDY et al., 2008). A proteina TrAP (Transcriptional
Activator Protein) interfere com silenciamento génico transcricional e pos-transcricional,
atuando como um fator de transcri¢do necessario para a expressao das proteinas CP e NSP em
begomovirus bipartidos (HANLEY-BOWDOIN et al.,, 1999; SUNTER; BISARO, 1997;
HALEY etal.,, 1992; CHOWDA-REDDY, et al. 2009). A proteina REn (Replication Enhancer
Protein) aumenta o acimulo de DNA viral e recruta a DNA polimerase 0 para a sintese de novas
copias do genoma de ssDNA dos geminivirus (WU et al., 2021; SUNTER; BISARO, 1997). A
proteina C4 (ou AC4) atua como supressora do silenciamento de RNA (FONDONG et al., 2007,
RAMACHANDRAN; PADMANABHAN; PITA; FAUQUET, 2004). No componente DNA-

B, sdo codificadas proteinas responsaveis pelo movimento célula-a-célula (Nuclear Shuttle
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Protein, NSP) e sistémico (Movement Protein, MP), respectivamente (HANLEY-BOWDOIN;
BEJARANO; ROBERTSON, 2013; ROJAS; HAGEN; LUCAS; GILBERTSON, 2005). Um
estudo recente detectou pequenas ORFs adicionais, incluindo a V3, que atua como supressora
do silenciamento génico (GONG et al., 2021). Por tltimo, a recém-descoberta proteina C7,
codificada por isolados de tomato yellow leaf virus, possui papel relevante na infecg¢do viral
como um fator de patogenicidade, embora menos eficaz como supressora do silenciamento de

RNA quando comparada a outras (LIU et al., 2023).

Bipartite begomoviruses
csL csL

AV2/M\
AC4/C4

DNA-A

AV1/CP

DNA-B

AC1/Rep

AC2/TrAP BV1/NSP

BC1/MP

AC3/REn

Alphasatellites Betasatellites  Deltasatellites

CSL CSL
SCR
CSL
A-rich SSL SCR
A-rich
Rep BC1 SSL
A-rich

Figura 1. Representacdo esquematica de um genoma tipico de begomovirus bipartidos e DNA satélites associados
(alphasatellites, betasatellites e deltasatellites). O DNA-A de begomovirus bipartidos tipicos codifica seis
proteinas, sendo elas AV1/CP: capsid protein; AV2/MP: putative movement protein (ausente em begomovirus do
Novo Mundo); AC1/Rep: replication-associated protein; AC2/TrAP: transcriptional activator protein; AC3/REn:
replication enhancer protein; AC4/C4: C4 protein. O DNA-B codifica duas proteinas, sendo elas BV1/NSP:
nuclear shuttling protein; BC1/MP: movement protein. Alphasatellites codificam uma proteina Rep, enquanto
betasatellites codificam uma proteina C1.

Fonte: Fiallo-Olivé; Navas-Castillo, 2023.

Em begomovirus bipartidos, ambos DNA-A e DNA-B compartilham segmentos

similares dentro de suas regides intergénicas, abrangendo aproximadamente 200 nucleotideos
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conhecidos por “regido comum” (RC). A RC apresenta elementos de sequéncia envolvidos nos
processos de replicagdo e transcricdo do genoma viral. A sequéncia do nonanucleotideo
(‘TAATATTAC’) ¢ mapeada dentro da RC, funcionando como ponto de clivagem para o DNA
e ponto de inicio para o processo de replicagio (FIALLO-OLIVE et al., 2021; BONNAMY;
BLANC; MICHALAKIS, 2023).

Begomovirus sdo transmitidos de maneira persistente, ndo-propagativa, e circulativa,
por um complexo de espécies cripticas de moscas-brancas, conhecido como Bemisia tabaci
(figura 2). Begomovirus inicialmente estabelecem sua infec¢ao no floema de plantas infectadas
(NAVAS-CASTILLO; FIALLO-OLIVE; SANCHEZ-CAMPOS, 2011; GILBERTSON;
BATUMAN; WEBSTER; ADKINS, 2015). Pesquisas recentes sugerem a possibilidade de que
o tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) poderia se replicar dentro do inseto-vetor, contudo
permanece incerto se este fendmeno ¢ exclusivo para o TYLCV ou se ¢ aplicavel a todos os

begomovirus (HE et al., 2020).

Figura 2. Bemisia tabaci sensu lato. (A) Individuos adultos de B. fabaci na parte abaxial de uma folha de

mandioca. (B) Adulto de B. tabaci se alimentando em uma folha de tabaco.

Fonte: Fiallo-Olivé; Navas-Castillo, 2023.

A distribuicdo ampla do inseto-vetor tem apresentado papel importante no sucesso na
distribuicdo de begomovirus em nivel global. Notavelmente, os primeiros relatos de infecgdes
por begomovirus em plantas cultivadas amostradas de alguns paises coincidem com a
distribuicdo mundial de espécies de Bemisia tabaci como a Middle East-Asia Minor 1

(MEAMI) e a Mediterranean (MED), que introduziram estes virus em areas anteriormente ndo
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afetadas, incluindo o Brasil, que atualmente ¢ reconhecido como um centro de diversidade de
begomovirus (NAVAS-CASTILLO; FIALLO-OLIVE; SANCHEZ-CAMPOS, 2011; JONES
2003; RIBEIRO et al., 1998). Foi demonstrado que os begomovirus possuem a habilidade de
manipular preferéncias e comportamento alimentar das moscas-brancas. Moscas-brancas
avirulentas tendem a preferir plantas infectadas por virus, enquanto moscas-brancas virulentas
demonstram maior propensdo a se alimentar de plantas nao infectadas (ZHAO; LIU; WANG;
YANG; PAN, 2022).

Begomovirus possuem uma capacidade notavel para répida evolugdo por meio dos
mecanismos de mutagdo, pseudorecombina¢do e recombinacdo (LEFEUVRE; MORIONES,
2015; ROJAS; HAGEN; LUCAS; GILBERTSON, 2005; PITA etal., 2001; LIMA et al., 2013).
Mutagdes sdo alteragdes no material genético dos organismos, incluindo em genomas virais, e
podem ocorrer devido a falhas durante o processo de replicacdo do DNA. As elevadas taxas de
substitui¢ao de nucleotideos em genomas de begomovirus sdo similares aquelas observadas em
virus de RNA, e contribuem significativamente para a variabilidade genética observada em suas
populagdes (ACOSTA-LEAL, DUFFY, XIONG, HAMMOND ELENA, 2011; LIMA et al.,
2017; DUFFY; HOLMES, 2009).

O processo de recombinacdo envolve a troca de segmentos de DNA ou RNA entre virus,
um processo que aumenta significativamente a diversidade genética e o potencial adaptativo de
uma populacdo viral (LEFEUVRE; MORIONES, 2015; PADIDAM; SAWYER; FAUQUET,
1999). No contexto da agricultura, o estudo da recombinagdo € particularmente relevante, pois
pode gerar novos genomas virais capazes de suplantar a resisténcia genética das plantas. Virus
recombinantes podem superar mecanismos de resisténcia e ameacar a viabilidade agronomica
das culturas. Deste modo, compreender e monitorar eventos de recombinacao em populacdes
virais ¢ importante no manejo de doencas virais (AWADALLA, 2003; SATTAR;
KVARNHEDEN; SAEED; BRIDDON, 2013; MONCI; SANCHEZ-CAMPOS; NAVAS-
CASTILLO; MORIONES, 2002).

Outro mecanismo que contribui significativamente para a diversidade genética em
begomovirus ¢ a pseudorecombinagdo, também conhecida como rearranjo. A
pseudorecombinac¢do envolve a troca de componentes genOmicos completos entre virus,
tipicamente entre individuos de uma mesma espécie. Esse processo pode resultar na formagao
de virus hibridos, especialmente quando existe um elevado grau de compatibilidade genética,
particularmente na RC desses virus (ANDRADE et al., 2006; GILBERTSON et al., 1993;
PAPLOMATAS; PATEL; YU-MING HOU; NOUEIRY; GILBERTSON, 1994; PITA et al.,
2001; SUNG; COUTTS, 1995).
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3. MATERIAS E METODOS

3.1. Elaboracao dos conjuntos de dados de DNA-A de isolados da espécie Tomato
severe rugose virus

O conjunto de dados utilizado neste trabalho foi composto por sequéncias de DNA-A
de isolados virais pertencentes a espécie Tomato severe rugose virus (ToSRV), disponiveis no
GenBank até a data de 7 de marco de 2022. Realizou-se o processo de cura dos dados,
efetuando-se a conferéncia manual juntamente a literatura associada as sequéncias e as
informacodes disponiveis no GenBank, visando eliminar sequéncias com dados incompletos
sobre local, data de coleta do isolado viral e hospedeiro. De acordo com esses critérios, foram
mantidas no conjunto de dados final um total de 172 sequéncias de nucleotideos completas de

DNA-A.

3.2. Alinhamentos multiplos de sequéncias

Um alinhamento multiplo inicial foi construido utilizando-se o programa Muscle5
(EDGAR, 2022) composto por todas as sequéncias completas de DNA-A do ToSRV que
passaram pelos filtros de cura listados no item 3.1. Esse alinhamento foi posteriormente
submetido a uma etapa de identificagdo de sequéncias redundantes (cada conjunto de
sequéncias redundantes representando um dado haplétipo viral) utilizando-se um script
customizado escrito na linguagem de programacao Python3. Um novo alinhamento multiplo
foi obtido a partir do alinhamento inicial por meio da remocdo das sequéncias duplicadas,
mantendo-se apenas uma sequéncia representante de cada haplétipo viral.

Posteriormente, os alinhamentos com e sem sequéncias duplicadas foram submetidos a
uma etapa de refinamento para remocao de colunas compostas majoritariamente por “gaps”
utilizando-se o programa Clipkit (STEENWYK et al., 2020). Foi utilizada a opg¢do de
refinamento “smart-gap” que aplica um limite dindmico de porcentagem de “gaps” para
remocao de colunas do alinhamento calculado com base em trechos do alinhamento original ao
invés de empregar um unico limite baseado no alinhamento completo. Dessa forma, o processo
de refinamento envolveu principalmente a remog¢do de colunas em regides problematicas do
alinhamento, o que preveniu a remog¢ao demasiada de colunas de regides bem alinhadas e que
poderiam conter informacdes filogenéticas relevantes.

Em sintese, as analises subsequentes foram realizadas empregando-se quatro tipos
basicos de alinhamentos multiplos de sequéncias: (i) composto por todas as sequéncias de
DNA-A do ToSRYV, ou seja, com sequéncias duplicadas, e sem etapa posterior de refinamento

(referido ao longo desse estudo como “172N”, indicando ser formado por todas as 172
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sequéncias de DNA-A e “N” indicando nao ter sido submetido a etapa de refinamento), (i)
composto por todas as sequéncias de DNA-A do ToSRV e submetido a uma etapa posterior de
refinamento (referido como “172R”, onde “R” indica que o conjunto de dados foi submetido a
uma etapa de refinamento), (ii7) composto por apenas uma sequéncia representante de cada
haplétipo, ou seja, com remocgao de duplicatas, e sem etapa posterior de refinamento (referido
como “154N”, onde “154” representa o nimero de sequéncias mantidas no conjunto de dados
ap6s a remogao das duplicatas), e (iv) composto por apenas uma sequéncia representante de
cada haplotipo e submetido a uma etapa posterior de refinamento (“154R”).

Em seguida, outro script customizado escrito na linguagem de programacgao Python3 foi
utilizado para fatiar os quatro alinhamentos multiplos listados acima em subalinhamentos
(segmentos dos alinhamentos completos que serdo designados de agora em diante como janelas
moveis) de 100, 200 e 300 nucleotideos de comprimento, com respectivamente 10, 20 ¢ 30
nucleotideos de tamanho de passo (distancia entre os sitios de inicio de janelas moéveis
adjacentes).

Foram geradas 762 janelas mdveis (415 janelas méveis de 100 nucleotideos, 208 janelas
moveis de 200 nucleotideos, e 139 janelas méveis de 300 nucleotideos) para o alinhamento
composto por todas as sequéncias de DNA-A e para o alinhamento no qual se manteve somente
um representante para cada conjunto de haplétipos. Para o alinhamento composto por todas as
sequéncias de DNA-A submetido a refinamento foram geradas 605 janelas moéveis (330 janelas
moveis de 100 nucleotideos, 165 janelas moveis de 200 nucleotideos, e 110 janelas moveis de
300 nucleotideos). Para o alinhamento no qual se manteve somente um representante para cada
conjunto de hapldtipos e subsequentemente submetido a refinamento, foram geradas 565
janelas moveis (308 janelas moéveis de 100 nucleotideos, 154 janelas moéveis de 200

nucleotideos, e 103 janelas moveis de 300 nucleotideos).

3.3. Analise de recombinacio

Os quatro alinhamentos multiplos baseados em sequéncias completas de DNA-A do
ToSRV foram submetidos a uma varredura visando identificar sequéncias recombinantes
utilizando-se o programa RDP4 (MARTIN et al, 2015). Sequéncias nas quais foram
identificados eventos de recombinagdo detectados por quatro ou mais dos sete métodos
analiticos disponiveis no programa (RDP, Geneconv, Bootscan, Maximum Chi Square,
Chimaera, Sister Scan, e 3Seq) foram removidas dos alinhamentos originais, gerando assim um
segundo alinhamento (referido ao longo desse estudo pelo sufixo “4+”, indicando a remog¢ao

de sequéncias identificadas como recombinantes por quatro ou mais métodos analiticos). Foi
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também obtido um terceiro alinhamento multiplo a partir do inicial no qual foi aplicada uma
abordagem ainda mais conservadora de remocao de recombinantes. Nesse tltimo alinhamento,
foram removidas todas as sequéncias contendo eventos de recombinacao, independentemente
do ntimero de métodos de deteccao (referido nesse estudo pelo sufixo “1+”, simbolizando a
remocao de sequéncias identificadas como recombinantes por ao menos um método analitico).
Ou seja, nesse ultimo alinhamento, toda e qualquer sequéncia de DNA-A com evidéncia

detectavel de recombinacao foi removida do alinhamento original.

3.4. Analise filogenética

Arvores de maxima verossimilhanga foram construidas utilizando-se o programa IQ-
Tree (NGUYEN et al., 2015). Os modelos de substitui¢do de nucleotideos que melhor se
ajustam aos conjuntos de dados (alinhamentos de sequéncias completas de DNA e
subalinhamentos) foram determinados utilizando-se o programa ModelFinder

(KALYAANAMOORTHY et al., 2017), implementado no 1Q-Tree.

3.5. Avaliacio do sinal temporal por meio de analises de regressao linear raiz-
ponta

As arvores filogenéticas geradas no 1Q-Tree foram submetidas a andlise de regressao
linear raiz-ponta no programa TreeTime (SAGULENKO; PULLER; NEHER, 2018) com base
no numero de substitui¢des de nucleotideos e na escala temporal separando cada data de coleta
dos isolados virais dos quais foram obtidas as sequéncias de DNA-A. Os resultados foram
apresentados por meio de mapas de calor construidos utilizando-se o pacote R
ComplexHeatmap (GU; EILS; SCHLESNER, 2016). A fim de se verificar a robustez do sinal
temporal detectado a partir de cada subalinhamento, os alinhamentos baseados em sequéncias
completas de DNA-A foram subdivididos em 2 novos alinhamentos; um primeiro composto
por todas as colunas do alinhamento original associadas a janelas mdveis que resultaram em
valores de R? > 0,3 e um segundo composto por todas as colunas do alinhamento original
associadas a janelas moveis que resultaram em valores de R? menores que 0,3. A subdivisdo
dos alinhamentos foi realizada através do programa trimAL (CAPELLA-GUTIERREZ;
SILLA-MARTINEZ; GABALDON, 2009). Arvores filogenéticas foram construidas a partir de
cada um desses novos alinhamentos e submetidas a uma segunda analise de regressdo linear

raiz-ponta no programa TreeTime.
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4. RESULTADOS

4.1. Sinal temporal em sequéncias completas de DNA-A de ToSRV

Esse estudo envolveu andlises conduzidas sobre um conjunto de dados contendo 172
sequéncias completas de DNA-A de isolados de begomovirus pertencentes a espécie Tomato
severe rugose virus (ToOSRV). Todas as sequéncias foram obtidas de isolados amostrados no
Brasil, sendo que 14 sequéncias ndo possuiam informagdo sobre o estado brasileiro de
amostragem, as demais foram coletadas nos seguintes estados: Espirito Santo (13), Goias (13),
Minas Gerais (117), Sao Paulo (7) e Distrito Federal (7). O isolado mais antigo foi coletado no
ano de 2000 em Minas Gerais (#GenBank: AY029750), enquanto o mais recente foi coletado
em marg¢o de 2018 no Espirito Santo (#GenBank: MN156310). Das 172 sequéncias, 114 foram
obtidas de isolados coletados entre os anos de 2010 e 2018. Por meio do uso de um script
customizado escrito na linguagem de programacao Python, foi observado que o conjunto de
dados ¢ composto por 154 haplotipos de DNA-A. Um novo alinhamento contendo apenas um
representante de cada haplétipo foi produzido utilizando-se 0 mesmo script.

As andlises para avalia¢do do sinal temporal ao longo dos genomas do ToSRV foram
baseadas em quatro tipos basicos de alinhamentos multiplos de sequéncias: um primeiro
composto por todas as sequéncias de DNA-A do ToSRV e sem refinamento (designado aqui
como 172N), o segundo composto por todas as sequéncias de DNA-A do ToSRV e submetido
a uma etapa posterior de refinamento (172R), o terceiro composto por apenas uma sequéncia
representante de cada haplétipo e sem refinamento (154N), e o quarto composto por apenas
uma sequéncia representante de cada haplotipo e submetido a uma etapa posterior de
refinamento (154R). Os quatro alinhamentos foram fatiados em janelas moveis com
comprimentos de 100, 200 e 300 nucleotideos (nt) e tamanhos de passo de 10, 20 e 30 nt,
respectivamente.

Mapas de calor foram gerados a partir dos valores de R? calculados a partir da regressio
raiz-ponta utilizando-se arvores de maxima verossimilhanga. Os mapas obtidos a partir das
janelas moveis de 100 nt de comprimento (figura 3) indicaram uma ampla varia¢ao nos valores
de R ao longo de todo 0 DNA-A do ToSRV, com janelas apresentando desde valores de R =
0, indicando auséncia total de sinal temporal, até R? =1, sugerindo elevado contetido de sinal
temporal.

Oito janelas moveis com valores de R? =1 foram observadas no alinhamento 172N, trés
no alinhamento 172R, quatro no alinhamento 154N, e quatro no alinhamento 154R. A partir da
inspe¢do manual de cada um dos alinhamentos, observou-se que as janelas méveis com R? = 1

se sobrepunham a regides genOmicas com elevado numero de colunas majoritariamente
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compostas por gaps, portanto, esses resultados mais provavelmente tratam-se de artefatos

devido a mé qualidade dos alinhamentos nessas regides.
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Figura 3. Mapas de calor representando valores de R? calculados no programa TreeTime a partir de andlises de
regressdo linear raiz-ponta utilizando-se arvores de maxima verossimilhanga construidas para janelas moveis de
100 nucleotideos. (a) alinhamento composto por todas as sequéncias de DNA-A e sem etapa de refinamento
(172N); (b) alinhamento composto por todas as sequéncias de DNA-A e submetido a uma etapa de refinamento
(172R); (c) alinhamento composto por apenas uma sequéncia representante de cada hapldtipo e sem etapa de
refinamento (154N); (d) alinhamento composto por apenas uma sequéncia representante de cada haplétipo e

submetido a etapa de refinamento (154R).

Por outro lado, analisando-se o heatmap obtido a partir do alinhamento 172N (figura
3a) ¢ possivel observar na regido codificadora da por¢do central da proteina CP um total de
nove janelas moveis com valores de R? ~ 0,4. Essas janelas mdveis foram posicionadas ao redor
dos pontos médios de 1101 a 1181 e apresentaram valores de R? variando de 0,36 até 0,42.
Resultados similares a esses foram observados no alinhamento 172R (10 janelas; figura 3b),
alinhamento 154N (9 janelas; figura 3c), e no alinhamento 154R (10 janelas; figura 3d). Foram
também observadas outras janelas moveis com valores de R? > 0,3 ao longo do restante do
DNA-A em todos os alinhamentos, contudo essas nao se apresentaram agrupadas, distribuindo-
se de forma alternada com outras janelas apresentando valores baixos de R2.

Os padroes de distribui¢do de R? observados a partir das janelas de 100 nt de
comprimento entre os alinhamentos compostos por 172 sequéncias de DNA-A (figuras 3a e 3b)
e aqueles compostos por 154 sequéncias (figuras 3c e 3d) foram similares, o que indica que os
conjuntos de dados menores retiveram o mesmo conteudo de sinal temporal quando
comparados aos conjuntos de dados contendo duplicatas.

Fragdes proporcionalmente maiores de janelas moveis com valores R? > 0,3 foram
observadas a partir dos alinhamentos refinados: 172R (37 de 330 janelas; 11,21%) versus 172N
(41 de 415 janelas; 9,87%) e 154R (30 de 308 janelas; 9,74%) versus 154N (36 das 415 janelas,
8,67%). Os padrdes de distribuicdo dos valores de R? entre os alinhamentos ndo refinados

(figuras 3a e 3c¢) e aqueles refinados (figuras 3b e 3d) foram similares, exceto pelo fato de que
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o agrupamento de janelas mdveis com valores de R? ~ 0,4 na regido codificadora da porgao
central da proteina CP incluiram um maior nimero de janelas nos alinhamentos refinados (9
janelas moveis nos alinhamentos 172N e 154N contra 10 janelas mdveis para os alinhamentos
172R e 154N, respectivamente). Desconsiderando-se as janelas moveis com valores de R> =1,
os maiores valores de R? foram observados na regido da sequéncia codificadora da proteina CP

em todos os alinhamentos.
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Figura 4. Mapas de calor representando valores de R? calculados no programa TreeTime a partir de analises de
regressdo linear raiz-ponta utilizando-se arvores de maxima verossimilhanga construidas para janelas moveis de
200 nucleotideos. (a) alinhamento composto por todas as sequéncias de DNA-A e sem etapa de refinamento
(172N); (b) alinhamento composto por todas as sequéncias de DNA-A ¢ submetido a uma etapa de refinamento
(172R); (c) alinhamento composto por apenas uma sequéncia representante de cada hapldtipo e sem etapa de
refinamento (154N); (d) alinhamento composto por apenas uma sequéncia representante de cada haplétipo e

submetido a etapa de refinamento (154R).

Similar aos mapas de calor construidos a partir das andlises envolvendo janelas de 100
nt de comprimento, aqueles construidos a partir das janelas de 200 nt também indicaram ampla
variacao nos valores de R* (de R? =0 até 1) (figura 4). Uma janela movel com valor de R? =1
foi observada no alinhamento 172N (figura 4a), uma no alinhamento 172R (Figura 4b) e duas
no alinhamento 154N (figura 4c). No alinhamento 154R (figura 4d) ndo foram observadas
janelas moveis com valores de R? = 1. A partir de uma inspe¢do manual de cada um dos
alinhamentos, observou-se que as janelas méveis com R? = 1 também foram associadas a
regides gendmicas com grande niumero de colunas majoritariamente compostas por gaps.

O maior contetdo de sinal temporal observado em janelas adjacentes da regido
codificadora da porcao central da proteina capsidial (CP) foi também observado nas anélises
baseadas em janelas moveis de 200 nt. Entretanto, o nimero de janelas moveis adjacentes com
valores de R? > 0,3 foi menor (variando de 3 a 5 janelas moveis). Analisando o alinhamento
172N, o maior valor de R? nessa regido foi de 0,53 (na janela com ponto médio no nt 1301), R2

=0,51 para o alinhamento 172R (ponto médio no nt 1081), R? = 0,52 para o alinhamento 154N
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(ponto médio no nt 1341) e R = 0,49 para o alinhamento 154R (ponto médio no nt 981). Similar
aos alinhamentos fatiados em janelas de 100 nt, é possivel se observar janelas moveis de 200
nt de comprimento com valores de R? acima de 0,3 dispersas ao longo da maior parte dos
alinhamentos, entretanto estas alternam-se com janelas apresentando baixa evidéncia de sinal
temporal.

Os alinhamentos contendo uma tunica sequéncia representante de cada conjunto de
haplétipos (154N e 154R) renderam resultados similares aqueles dos alinhamentos contendo
duplicatas em termos de distribuicdo de valores de R%. Novamente, esses resultados sugerem
que a remogao das duplicatas nao afeta os resultados, indicando que andlises visando avaliar o
sinal temporal em sequéncias de DNA-A do ToSRV podem ser conduzidas com base em
conjuntos de dados menores, o que reduz consideravelmente a carga computacional sem
qualquer prejuizo aos resultados obtidos.

A fragdo de janelas moveis com valores de R? > 0,3 foi maior no alinhamento 172R
(21/165; 12,7%) quando comparado ao alinhamento 172N (22/208; 10,6%), reforcando os
resultados obtidos previamente. Por outro lado, houve uma pequena redugdo no numero de
janelas moveis com valores de R? > 0,3 nos alinhamentos contendo 154 sequéncias (154R:
15/154; 9,7% versus 154N: 21/208; 10,1%). Excluindo-se as janelas moéveis apresentando
valores de R =1, os maiores valores de R? foram observados na regido codificadora da proteina

CP em todos os alinhamentos.
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Figura 5. Mapas de calor representando valores de R? calculados no programa TreeTime a partir de analises de
regressao linear raiz-ponta utilizando-se arvores de maxima verossimilhanga construidas para janelas moveis de
300 nucleotideos. (a) alinhamento composto por todas as sequéncias de DNA-A e sem etapa de refinamento
(172N); (b) alinhamento composto por todas as sequéncias de DNA-A e submetido a uma etapa de refinamento
(172R); (c) alinhamento composto por apenas uma sequéncia representante de cada hapldtipo e sem etapa de
refinamento (154N); (d) alinhamento composto por apenas uma sequéncia representante de cada haplotipo e

submetido a etapa de refinamento (154R).

Divergindo-se dos resultados observados nos mapas de calor construidos para janelas

de 100 e 200 nt, ndo foram observadas janelas com valores de R*? = 1 nos mapas de calor
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construidos a partir de janelas de 300 nt (figura 5). Além disso, também foi observada a
presenca de janelas moveis adjacentes na regido codificadora da porcao central da proteina CP
com valores de R? ~ 0,4. Para o alinhamento 172N, seis janelas compuseram esse conjunto,
cinco janelas para 172R, cinco janelas para 154N, e trés janelas moveis para o alinhamento
154R. O valor de R? destas janelas moéveis variou de 0,38 a 0,43. Mesmo se tratando de
conjuntos com menor nimero de janelas mdveis totais, os alinhamentos fatiados em janelas de
300 nt apresentaram mais janelas moveis nessa regido quando comparados os alinhamentos
fatiados em janelas de 200 nt.

Os resultados observados nos mapas de calor construidos para os alinhamentos nao
refinados fatiados em janelas de 300 nt (172N, Figura 5a; 154N, Figura 5c) se apresentaram
similares entre si. O mesmo foi observado para os mapas de calor construidos para os
alinhamentos refinados (172R, Figura 5b; 154R, Figura 5d), indicando que a manutengdo de
apenas uma sequéncia para os conjuntos de haplotipos gera resultados similares aqueles obtidos
a partir do conjunto de dados contendo duplicatas. Como citado anteriormente, essa pratica
possibilita trabalhar com conjuntos de dados menores, gerando menor carga computacional e
maior rapidez na obteng¢ao de resultados.

Comparando-se a fragdo de janelas méveis de 300 nt com valores de R? > 0,3 entre
alinhamentos refinados e nao refinados, destacam-se os conjuntos refinados, como observado
para os alinhamentos fatiados em janelas de 100 e 200 nucleotideos. Para o alinhamento 172N,
17/139 janelas méveis possuiam valores de R?> 0,3 (12,23%), 18/110 para o alinhamento 172R
(16,36%), 16/139 para o alinhamento 154N (11,51%) e 16/103 para o alinhamento 154R
(15,53%). Observa-se, portanto, que a fracdo de janelas moveis apresentando valores de R* >
0,3 foi maior nos alinhamentos fatiados em janelas de 300 nt do que naquelas de 100 e 200 nt.
Em todos os alinhamentos fatiados em janelas de 300 nt, as janelas apresentando os maiores

valores de R? estdo localizadas na regido codificadora da proteina CP.

4.2. Validagao do conteuido de sinal temporal observado ao longo dos genomas
virais

Visando validar os resultados obtidos que indicam uma distribui¢do desuniforme do
sinal temporal ao longo de sequéncias de DNA-A do ToSRV, foi realizada uma etapa
segregando cada alinhamento de sequéncias completas de DNA-A em dois alinhamentos novos,
o0 primeiro composto por todas as colunas do alinhamento que se sobrepdem as janelas 300 nt
das quais foram obtidos valores de R*> 0,3 e o segundo pelas colunas restantes do alinhamento

cujas janelas de 300 nt indicaram valores de R? < 0,3. Ambos os alinhamentos foram
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reanalisados utilizando-se o TreeTime. O alinhamento contendo colunas de janelas com R? >
0,3 derivado do alinhamento 172N apresentou o valor de R? = 0,49, enquanto o alinhamento
contendo colunas de janelas com R? < 0,3 apresentou, inesperadamente, no valor de R? = 0,34.
Quando se realizou o mesmo procedimento a partir do alinhamento 172R, o alinhamento
supostamente contendo maior sinal temporal apresentou o valor de R = 0,43 e aquele contendo
supostamente o menor sinal resultou em R? = 0,20. Por sua vez, os alinhamentos derivados do
154N apresentaram os valores de R? = 0,42 e R? = 0,41, respectivamente; enquanto aqueles
derivados do alinhamento 154R resultaram nos valores de R?= 0,54 e R? =0,15. Desta forma,
somente os alinhamentos que passaram por uma etapa prévia de refinamento foram validados
para seus conteudos de sinal temporal.

No geral, observa-se nas analises de regressdo linear baseadas em regides com menor
conteido de sinal temporal (figuras 6b, 6d, 6f e 6h) um maior nimero de pontos

correspondentes a isolados do ToSRYV ignorados para a maximizacdo dos valores de R2.
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Figura 6. Graficos de dispersdo das analises de regressdo linear conduzidas no TreeTime entre as distancias raiz-

ponta calculadas a partir das arvores de maxima verossimilhanca e as datas de amostragem dos isolados do ToSRV.
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As andlises foram baseadas em alinhamentos construidos a partir da concatenacdo de colunas dos alinhamentos
iniciais mapeadas em regides de janclas moveis de 300 nt apresentando valores de R2> 0,3 (a, ¢, ¢, g) e < 0,3 (b,
d, f, h) dos alinhamentos 172N (a, b); 172R (c, d); 154N (e, f) e 154R (g, h). Pontos apresentados na cor vermelha

representam isolados do ToSRV que foram ignorados na analise de regressdo linear.

Para os graficos de regressao linear entre as distancias raiz-ponta das arvores de maxima
verossimilhan¢a e das datas de coleta dos isolados virais gerados a partir das regides com
valores de R? > 0,3 e R? < 0,3, com base nos alinhamentos com sequéncias recombinantes
(figura 6), observou-se para todos os alinhamentos a presenga de maior nimero de isolados
ignorados para andlise de regressdo linear para os conjuntos formados a partir das janelas com

valor de R2 < 0,3.

4.3. Efeito de eventos de recombinacio sobre o sinal temporal

Analises de avaliacao do sinal temporal também foram realizadas removendo-se dos
conjuntos de dados as sequéncias identificadas como recombinantes no RDP, visando-se
estimar a influéncia da recombinago sobre o conteudo de sinal temporal presente ao longo dos
genomas virais. A partir das anélises no RDP, foram construidos quatro novos alinhamentos,
sendo dois deles derivados dos alinhamentos de 172 sequéncias e os outros dois derivados dos
alinhamentos de 154 sequéncias, construidos pela remocdo de sequéncias de DNA-A
identificadas como recombinantes por quatro ou mais dos sete métodos analiticos do programa
RDP4. Esses novos conjuntos de dados foram designados ao longo do texto por meio do sufixo
“+4”. Os alinhamentos 124N 4+ e 169R 4+ foram derivados dos alinhamentos 172N e 172R,
respectivamente, enquanto os alinhamentos 151N 4+ e 151R 4+ foram derivados dos
alinhamentos 154N e 154R, respectivamente.

Usando uma abordagem ainda mais conservadora, foram construidos outros quatro
alinhamentos pela remog¢do de sequéncias de DNA-A nas quais qualquer evento de
recombinagdo tenha sido detectado, independentemente do nimero de métodos analiticos do
RDP envolvidos na detec¢dao. Esses novos conjuntos de dados foram designados ao longo do
texto por meio do sufixo “+1” indicando que os eventos de recombinacao foram detectados por
um ou mais dos sete métodos analiticos do RDP. Os alinhamentos 123N _1+e 157R_1+ foram
derivados dos alinhamentos 172N e 172R, respectivamente, enquanto os alinhamentos
133N _1+e 115R_1+ foram derivados dos alinhamentos 154N e 154R, respectivamente.

Os novos alinhamentos foram submetidos ao processo de fatiamento em janelas moveis

nos mesmos moldes dos alinhamentos prévios. Foram gerados mapas de calor com base nos
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valores de R? calculados a partir da regressao raiz-ponta utilizando-se arvores de maxima

verossimilhanga (figuras 7, 8 ¢ 9).
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Figura 7. Mapas de calor representando valores de R? calculados no programa TreeTime a partir de analises de

124N_4+
123N_1+
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169R_4+
157R 1+
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133N_1+

regressdo linear raiz-ponta utilizando-se arvores de maxima verossimilhanga construidas para janelas moveis de
100 nucleotideos. (a) alinhamentos derivados do 172N, a partir da remogdo de sequéncias identificadas como
recombinantes por quatro ou mais métodos analiticos (124N_4+), e por ao menos um método analitico (123N_1+)
do RDP; (b) alinhamentos derivados do 172R, a partir da remogao de sequéncias identificadas como recombinantes
por quatro ou mais métodos analiticos (169R_4+), e por ao menos um método analitico (157R_1+) do RDP; (c¢)
alinhamentos derivados do 154N, a partir da remog&o de sequéncias identificadas como recombinantes por quatro
ou mais métodos analiticos (151N _4+), e por ao menos um método analitico (133N_1+) do RDP; (d) alinhamentos
derivados do 154R, a partir da remogdo de sequéncias identificadas como recombinantes por quatro ou mais

métodos analiticos (151R_4+), e por ao menos um método analitico (115R_1+) do RDP.

Analisando-se os mapas construidos a partir de janelas moveis de 100 nt (figura 7), nota-
se — tal qual para os mapas construidos para os alinhamentos sem remog¢do de sequéncias
recombinantes — ampla variagdo nos valores de R? ao longo do DNA-A de ToSRV, com janelas
apresentando desde R? =0 até R? = 1. Foi observada a presenca de janelas com valores de R? =
1 na regido codificadora da por¢do N-terminal da proteina associada a replicagdo (Rep) do
alinhamento 123N 1+, e apds conferéncia concluiu-se que estas ndo tiveram sinal temporal
induzido pela presenca de gaps advindos da etapa de alinhamento. Para os outros alinhamentos
ha a presencga de sinal temporal nessa regido, porém com menor intensidade. Observou-se a
presenca de janelas na regido codificadora da por¢ao central da proteina CP com valores de R?
~ 0,5 nos alinhamentos 157R 1+, 133N_1+, 169R_4+, 151N _4+, 151R 4+ e 115R 4+,

Contrastando os resultados observados para os alinhamentos fatiados em janelas de 100
nt onde ndo houve a remog¢do de sequéncias recombinantes (figura 3) foi bastante evidente a
mudanga na distribui¢do do sinal temporal presente ao longo do DNA-A do ToSRV. Para todos
os alinhamentos sem a remog¢ao de sequéncias recombinantes, observou-se janelas com maiores

valores de R? na regido codificadora da por¢ao central da proteina CP, o que foi notado somente
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em alguns dos alinhamentos apds a remoc¢do de sequéncias recombinantes, sobretudo nos
alinhamentos em que foram removidas todas as sequéncias com evidéncia de recombinagao
(alinhamentos com sufixo “1+”) (figura 7). Por outro lado, em todos os alinhamentos com
remogao de sequéncias recombinantes (figura 7) observou-se a presenga de janelas com valores
de R? ~ 0,5 na regido codificadora da por¢ao C-terminal da sequéncia codificadora da proteina
Rep, 0 que ndo ocorreu para os alinhamentos fatiados em janelas de 100 nt sem remogao de
sequéncias recombinantes (figura 3). A proporc¢ao de janelas méveis de 100 nt com valores de
R? > 0,3 variou bastante. Para o alinhamento 124N 4+, 27/415 janelas moveis apresentaram
valor de R? > 0,3 (6,50%), 20/415 para o alinhamento 123N 1+ (4,81%), 39/329 para o
alinhamento 169R 4+ (11,85%), 54/329 para o alinhamento 157R 1+ (16,41%), 46/415 para
o alinhamento 151N _4+ (11,08%), 86/415 para o alinhamento 133N 1+ (20,72%), 30/308 para
o alinhamento 151R 4+ (9,74%) e 29/308 para o alinhamento 115R 1+ (9,41%). A remogao
de sequéncias recombinantes gerou maior fracao de janelas méveis com valores de R? maiores
que 0,3 somente para os alinhamentos baseados no 172R (169R 4+ e 157R 1+, Figura 7b) e
no 154N (151N _4+ e 133N _ 1+, Figura 7c).
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Figura 8. Mapas de calor representando valores de R? calculados no programa TreeTime a partir de analises de
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157R_1+

151N_4+
133N_1+

regressdo linear raiz-ponta utilizando-se arvores de maxima verossimilhanga construidas para janelas moveis de
200 nucleotideos. (a) alinhamentos derivados do 172N, a partir da remogdo de sequéncias identificadas como
recombinantes por quatro ou mais métodos analiticos (124N_4+), e por ao menos um método analitico (123N_1+)
do RDP; (b) alinhamentos derivados do 172R, a partir da remogao de sequéncias identificadas como recombinantes
por quatro ou mais métodos analiticos (169R_4+), e por ao menos um método analitico (157R_1+) do RDP; (c)
alinhamentos derivados do 154N, a partir da remogao de sequéncias identificadas como recombinantes por quatro
ou mais métodos analiticos (151N_4+), e por ao menos um método analitico (133N_1+) do RDP; (d) alinhamentos
derivados do 154R, a partir da remocdo de sequéncias identificadas como recombinantes por quatro ou mais

métodos analiticos (151R_4+), e por ao menos um método analitico (115R_1+) do RDP.

Nos mapas de calor gerados para os alinhamentos fatiados em janelas moveis de 200 nt,

com remogao de sequéncias recombinantes (figura 8), observou-se a presenca de somente uma
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janela movel com valor de R? = 1 no alinhamento 151N_4+, entretanto analisando-se a regido
do alinhamento na qual estd essa janela, hd a presenga de varias colunas compostas
majoritariamente por gaps, o que sugere que esse resultado se trata de um artefato advindo da
etapa de alinhamento. Ha presenga de janelas com valores de R? ~ 0,5 na regido codificadora
da por¢do C-terminal da proteina Rep nos alinhamentos fatiados em janelas de 200 nt, apos
remocdo de sequéncias recombinantes, como foi observado para os alinhamentos analogos
fatiados em janelas de 100 nt. Na regido codificadora da por¢do central da proteina CP foi
observado um numero consideravel de janelas adjacentes com valores de R? ~ 0,5 para todos
os alinhamentos, exceto nos baseados no alinhamento 172N (124N _4+ e 123N _ 1+, Figura 8a).
A remog¢do de um nimero maior de sequéncias recombinantes nos alinhamentos do tipo “1+”
ndo levou a valores mais altos de R?> em comparacdo aos alinhamentos do tipo “4+ fatiados
em janelas de 200 nt.

Comparando-se os resultados observados para os alinhamentos fatiados em janelas de
200 nt, sem remoc¢ao de sequéncias recombinantes (figura 4) com os resultados baseados nos
alinhamentos correspondentes com remog¢ao de sequéncias recombinantes (figura 8), observou-
se similaridade na distribuicdo do sinal temporal ao longo das sequéncias de DNA-A e também
na intensidade dos valores de R? (variando de R* = 0 até 1), inclusive para o padrio de
distribuigdo de janelas na regido codificadora da porcao central da proteina CP. O alinhamento
124N _4+ apresentou 8/208 janelas méveis com valor de R? > 0,3 (3,80%), 8/208 para o
alinhamento 123N 4+ (3,80%), 18/165 para o alinhamento 169R_4+ (10,91%), 22/165 para o
alinhamento 157R_1+ (14,90%), 28/208 para o alinhamento 151N 4+ (13,46%), 31/208 para
o alinhamento 133N_1+ (14,90%), 19/154 para o alinhamento 151R 4+ (12,33%) e 12/154
para o alinhamento 115R_1+(7,79%). A fragdo de janelas com valores de R? > 0,3 se manteve-
se similar entre os alinhamentos fatiados em janelas de 200 nt com e sem a remocao de

sequéncias recombinantes.
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Figura 9. Mapas de calor representando valores de R? calculados no programa TreeTime a partir de analises de
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300 nucleotideos. (a) alinhamentos derivados do 172N, a partir da remocao de sequéncias identificadas como
recombinantes por quatro ou mais métodos analiticos (124N _4+), e por ao menos um método analitico (123N_1+)
do RDP; (b) alinhamentos derivados do 172R, a partir da remogao de sequéncias identificadas como recombinantes
por quatro ou mais métodos analiticos (169R_4+), e por a0 menos um método analitico (157R_1+) do RDP; (c)
alinhamentos derivados do 154N, a partir da remog&o de sequéncias identificadas como recombinantes por quatro
ou mais métodos analiticos (151N_4+), e por ao menos um método analitico (133N_1+) do RDP; (d) alinhamentos
derivados do 154R, a partir da remocdo de sequéncias identificadas como recombinantes por quatro ou mais

métodos analiticos (151R_4+), e por ao menos um método analitico (115R_1+) do RDP.

Quanto aos resultados gerados a partir dos alinhamentos fatiados em janelas de 300 nt
apods remocao de sequéncias recombinantes (figura 9), observou-se menor intensidade de sinal
temporal quando comparados aos de 100 e 200 nt (figuras 7 e 8), sendo o maior valor de R* de
0,63 obtido a partir do alinhamento 133N_1+. Nao se notou presenga significativa de sinal
temporal distribuido ao longo das janelas mdveis presentes na regido codificadora da por¢ao N-
terminal da proteina Rep (como observado nos alinhamentos fatiados em janelas de 100 nt).
Em contraponto, para a regido codificadora da por¢ao central da proteina CP, observou-se a
presenca de janelas com valores de R* ~ 0,5 em todos os alinhamentos. A proposta de manter-
se somente uma sequéncia para cada conjunto de haplétipos para os alinhamentos fatiados em
janelas de 300 nt, se mostrou invidvel para alinhamentos nao refinados (124N _4+, 123N 1+
versus 151N 4+, 133N _1+), gerando resultados discrepantes. Contudo para os alinhamentos
refinados (169R 4+, 157R 1+ versus 151R 4+, 115R _1+), os resultados foram notavelmente
similares.

A distribuicao e intensidade de sinal temporal ao longo do DNA-A ¢ similar para os
alinhamentos fatiados em janelas de 300 nt sem (figura 5) e com remog¢do de sequéncias
recombinantes (figura 9). Quanto a fracao de janelas moveis de 300 nt com valores de R? > 0,3
para os alinhamentos apresentados na Figura 9, foram constatados os seguintes resultados:
124N _4+: 6/139 (4,31%), 123N_1+: 5/139 (3,59%), 169R_4+: 16/110 (14,54%), 157R _1+:
17/110 (15,45%), 151N_4+: 17/139 (12,23%), 133N _1+: 21/139 (15,10%), 151R_4+: 18/103
(17,47%), 115R_1+: 15/103 (14,56%). A fracdo de janelas com valor de R? > 0,3 foi similar

comparando com os alinhamentos sem remog¢do de sequéncias recombinantes.

4.4. Validac¢iao do conteudo de sinal temporal observado ao longo de sequéncias
nao recombinantes de DNA-A
De forma semelhante a efetuada para os alinhamentos contendo sequéncias

recombinantes, a fim de se validar o sinal temporal, realizou-se uma nova etapa de segregagao
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dos alinhamentos completos do tipo 4+ e 1+ em dois novos alinhamentos: um primeiro
supostamente com maior sinal temporal composto por todas as colunas do alinhamento original
onde se mapearam janelas com R? > 0,3 e outro composto pelas colunas restantes do
alinhamento original.

Alinhamento R2>03 R2<0.3

124N 4+ 0,45 0,03
123N 1+ 0,44 0,04
169R 4+ - -

157R 1+ 0,48 0,43
151N 4+ - -

133N _1+ 0,35 0,25
151R 4+ 0,57 0,06
115R 1+ 0,43 0,25

Tabela 1. Valores de R? calculados no programa TreeTime a partir de analises de regressdo linear raiz-ponta
utilizando-se arvores de maxima verossimilhanga construidas para alinhamentos gerados a partir da concatenagéo
de colunas dos alinhamentos iniciais mapeadas em regides de janelas méveis de 300 nt apresentando valores de

R*>0,3e<0,3.

A partir dos resultados obtidos a partir dos alinhamentos R? > 0,3 e < 0,3 (tabela 1),
foram validados os resultados para os alinhamentos 124N 4+, 123N _1+, 133N_1+, 151R 4+
e 115R _1+. Os alinhamentos formados a partir do 169R 4+ e do 151N _4+ nao obtiveram
correlagdo para a analise, por isso ndo foram apresentados valor de R? e graficos de regressao
linear, desta forma esses alinhamentos foram considerados invalidados. Diferentemente dos
resultados da validagao realizada a partir dos alinhamentos contendo sequéncias recombinantes,
nessa ultima, os resultados provenientes de um alinhamento refinado (157R_1+) ndo foram
validados, ja que o valor de R? para a concatenagdo de janelas mdveis R? < 0,3 retornou valor

acima de 0,3 (R*=0,43).



31

y=a+pt 0.035 y=a+pt
—— B=6.41e-04 . —— B=174e-04 b4 ]
0.04 root date: 1970.2 o @ root date: 1935.6 . .
a X . 0.030 X .
@ ignored tips ® ignored tips ™
.
4] 4] e .
b Y 0.025 * L
c c
@ 0.034 ©
o i .
- T 0.0204 [ L
o g 3
8 = . . . s
o
g 0.0 200154 N s ? .
oy 5 ] °
[=] [=] l
S ]
= = 0.0104
0.01 *
0.005 -
0.00 0.000
1997.5 2000.0 2002.5 2005.0 2007.5 2010.0 2012.5 2015.0 2017.5 1997.5 2000.0 2002.5 2005.0 2007.5 2010.0 2012.5 2015.0 2017.5
date date
y=a+pt 0.06 1 y=a+pt
—— B=6.18e-04 * : . —— B=5.24e-04
0.030 + root date: 1981.9 root date: 1969.8
. . Y Y d . "
C) ® ignored tips . ‘ ) 0.05 1 @ ignored tips
$0.0254 ° g L °
c l b < .
) £ 0.04 H
20,0204 k2 ° .
h=) © ] P
a =3 . . s
o 5 0.034 g e . 4 . . L4
& 0.015 & . . . H
o ot ®
- 4z * 9
o o ]
2 0.010 © 0.02 1 /‘t/!)A/
[
. g L]
0.005 0.014 e ®e
[}
0.000 0.00
2000 2005 2010 2015 2000 2005 2010 2015
date date

Figura 10. Graficos de dispersdo das analises de regressdo linear conduzidas no TreeTime entre as distancias raiz-
ponta calculadas a partir das arvores de maxima verossimilhanga e as datas de amostragem dos isolados do ToSRV.
As analises foram baseadas em alinhamentos construidos a partir da concatenagdo de colunas dos alinhamentos
iniciais mapeadas em regides de janelas méoveis de 300 nt apresentando valores de R2> 0,3 (a, ¢) ¢ < 0,3 (b, d) dos
alinhamentos 124N _4+ (a, b) e 151R_4+ (c, d). Pontos apresentados na cor vermelha representam isolados do

ToSRV que foram ignorados na analise de regressdo linear.

Nos graficos de regressao linear entre as distancias raiz-ponta das arvores de méaxima
verossimilhanca e das datas de coleta dos isolados virais gerados a partir das regides com
valores de R? > 0,3 e R? < 0,3, com base nos alinhamentos “4+” (figura 10), observou-se para
o alinhamento 124N _4+ (figura 10a) nimero consideravelmente maior de isolados ignorados
para maximizacao do valor de R? para o conjunto derivado de regides com janelas apresentando
valores de R? < 0,3 (9 ignorados versus para R* < 0,3 versus 3 ignorados para R? > (,3). Para
o alinhamento 151R 4+ ndo foi possivel perceber essa tendéncia, visto que o numero de
i1solados ignorados para a regressao linear foi baixo e similar entre os dois conjuntos (R? > 0,3
= 2 isolados sem correlagao e R* < 0,3 = 1 isolado ndo correlacionado). Nao foram gerados
graficos para os alinhamentos 169R 4+ e 151N 4+ pois ndo houve correlagdo entre as

sequéncias submetidas a andlise.
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Figura 11. Graficos de dispersdo das analises de regressao linear conduzidas no TreeTime entre as distancias raiz-
ponta calculadas a partir das arvores de maxima verossimilhanca e as datas de amostragem dos isolados do ToSRV.

As analises foram baseadas em alinhamentos construidos a partir da concatenag@o de colunas dos alinhamentos
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iniciais mapeadas em regides de janelas moveis de 300 nt apresentando valores de R > 0,3 (a, c, e, g) € < 0,3 (b,
d, f, h) dos alinhamentos 123N_1+ (a, b); 157R_1+ (¢, d); 133N_1+ (e, f) e 115R_1+ (g, h). Pontos apresentados

na cor vermelha representam isolados do ToSRV que foram ignorados na analise de regressdo linear.

Para os graficos de regressao linear entre as distancias raiz-ponta das arvores de maxima
verossimilhan¢a e das datas de coleta dos isolados virais gerados a partir das regides com
valores de R? > 0,3 e R? < (0,3, com base nos alinhamentos “1+” (figura 11), observou-se para
os conjuntos R?> 0,3 e R? < 0,3 dos alinhamentos refinados (157R 1+ e 115R_1+) resultados
demonstrando auséncia de isolados ignorados pela andlise de regressao linear, o que nao
ocorreu para os alinhamentos ndo refinados (123N_1+ e 133N_1+), ambos possuem isolados
que foram ignorados pela analise, sendo maior o numero de ignorados para os conjuntos R? <
0,3. Esses resultados indicam que alinhamentos que sofreram etapa de refinamento tendem a

expressar maior correlagdo entre suas sequéncias de isolados.
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5. DISCUSSAO

Populagdes de begomovirus apresentam alto nivel de variagdo genética gerada por meio
dos mecanismos de mutagdo (DUFFY; HOLMES, 2008), recombinagdo (LEFEUVRE;
MORIONES, 2015) e pseudorecombina¢ao (GILBERTSON et al., 1993). Toda essa variagdao
contida nos genomas virais pode ser estudada sob diferentes perspectivas por meio da
correlacdo entre dados filogenéticos e geograficos (filogeografia) e informagdes temporais
(filodinamica) (VENKATARAVANAPPA et al., 2011; DUFFY; HOLMES, 2008).

Estudos sobre a evolucdo de espécies virais ao longo do tempo sao de grande
importancia para a compreensao de sua dindmica e comportamento, um estudo recente sobre o
Barley yellow dwarfvirus (BYDV), um luteovirus, inferiu por meio da calibragdo de um relégio
molecular relaxado que o ancestral comum mais recente para a espécie existiu ha cerca de 600
anos atras. Por meio dessa informagdo temporal, os pesquisadores puderam tragar provaveis
rotas de migragdo do virus ao redor do planeta, associando a dispersao as atividades humanas
(WEI et al., 2023).

O uso de janelas moveis de 200 nucleotideos de comprimento, com 20 nucleotideos de
passo € uma pratica comum em andlises de bioinformatica para begomovirus (KUMARI et al.,
2011; SRIVASTAVA et al., 2015), neste trabalho foram utilizados trés tamanhos de janelas
(100, 200 e 300 nt), com trés tamanhos de passo (10, 20 e 30 nt), visando observar a variacao
do sinal temporal ao longo do DNA-A de isolados do ToSRV sob diferentes niveis de resolugao.
Janelas de 100 nt apresentam uma maior resolu¢do de detalhes, porém com um menor contetido
de informagao genética por janela; janelas de 200 nt representam um cenario intermediario e
janelas de 300 nt apresentam uma menor resolucdo, porém com um maior contetido de
informacao genética em cada janela movel. Essa pratica se demonstrou eficaz para a proposta
do trabalho, ja que foi possivel visualizar diferentes nuances do sinal temporal a partir de um
mesmo alinhamento.

Sequéncias idénticas podem representar uma consideravel parte do conjunto de dados a
ser analisado. Neste trabalho o alinhamento composto por todas as sequéncias de isolados ¢
aproximadamente 10% maior do que o alinhamento no qual manteve-se apenas um
representante para cada conjunto de hapldtipos (172 sequéncias versus 154 sequéncias).
Pressupde-se que caso os resultados da analise de regressdo do tipo raiz-ponta sejam
semelhantes para alinhamentos cuja tnica diferenca seja a adogdo de um unico representante
para cada conjunto de haplotipos, pode-se adotar o uso de alinhamentos compostos por apenas
um representante para o conjunto de sequéncias idénticas, o que diminui significativamente o

numero de sequéncias a se analisar gerando menos carga computacional e reduzindo-se o tempo
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necessario para as analises. Para os alinhamentos 172N, 172R, 154N e 154R o uso dessa
abordagem ndo resultou em diferencas nos resultados obtidos, indicando a possibilidade de
aplicagdo.

Durante o processo de alinhamento de sequéncias, sdo inseridos gaps para alinhar
adequadamente regides homodlogas em todas as sequéncias do conjunto de dados em questao.
Essas lacunas por vezes compdem consideravel parte do alinhamento, o que diminui a
informacao genética (nimero de nucleotideos) presente em cada uma das janelas moveis. Em
teoria, a adicdo de uma etapa de refinamento (remogao de colunas majoritariamente compostas
por lacunas no alinhamento) aumenta a concentracdo de informagdo genética nas janelas
moveis. Visando-se aumentar a qualidade dos alinhamentos mantendo-se a informacao
temporal presente nos conjuntos de dados originais, submeteu-se os alinhamentos
anteriormente criados (172 e 154) a etapa de refinamento. A etapa de refinamento alterou os
resultados positivamente de forma geral. Para todos os alinhamentos, os resultados observados
comparando-se nao refinados versus refinados foram similares, entretanto com maior nimero
de janelas com sinal temporal e maiores valores de R? notados nos alinhamentos refinados.

A fim de analisar a influéncia de eventos de recombinagao sobre o sinal temporal ao
longo da extensdo do DNA-A do ToSRV, foram removidas sequéncias de DNA-A identificadas
como recombinantes por meio do programa RDP4. Estudos prévios consideram apropriada a
remog¢ao de sequéncias nas quais eventos de recombinagdo tenham sido detectados por pelo
menos trés métodos analiticos do RDP (LIMA et al., 2013; MISHRA et al., 2020; MISHRA et
al., 2022; SAHU et al., 2024). Neste estudo foram aplicadas duas abordagens para remocao de
sequéncias recombinantes (4+ e 1+). De acordo com Posada e Crandall (2001), filogenias
obtidas a partir de conjuntos permeados por eventos de recombinacao podem ser bem diferentes
das historias evolutivas reais destes. Para este trabalho, ao remover sequéncias recombinantes,
para ambas as abordagens (4+ e 1+), obtivemos resultados diferentes dos observados nos
alinhamentos com sequéncias recombinantes, sendo a principal diferenca um actimulo de
janelas com valor de R? ~ 0,4 na regido codificadora da por¢dao C-terminal da proteina Rep,
sendo esse sinal temporal mais intenso para alinhamentos 1+. De forma geral, a remogao de
sequéncias recombinantes trouxe resultados anteriormente ocultos devido a influéncia dos
eventos de recombinacao nos alinhamentos contendo sequéncias recombinantes.

O gene c¢p codifica a proteina capsidial responsavel pela morfologia geminada
caracteristica dos begomovirus. A proteina CP possui fun¢do de acoplamento e protecdo das
moléculas de ssDNA, além de ser necessaria para a transmissao viral por meio do vetor Bemisia

tabaci, fazendo dela um exemplo de proteina viral multifuncional. Para a regido codificadora
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da porg¢ao central da CP considerando a espécie viral AbMV (um begomovirus bipartido), um
estudo identificou presenca de uma sequéncia de aminoacidos responsavel pela transmissao via
mosca-branca (HARRISON; SWANSON; FARGETTE, 2002). Unseld et al. (2001)
localizaram o sinal de localiza¢do nuclear da CP nas regides N-terminal (entre aminoacidos 1
e 54), central (entre aminoacidos 100 e 127) e C-terminal (entre aminoacidos 201 e 258) da
proteina. Pitaksutheepong et al. (2007) realizaram um estudo que determinou a presenca do
dominio de ligagdo ao DNA na regido N-terminal da CP, entre os aminoacidos 1 ¢ 62. Ward e
Lazarowitz (1999) demonstraram a presenca de um dominio NES (nuclear export signal) na
regido central da CP (entre aminoacidos 177 e 198). A regido N-terminal da CP apresenta
diversas fungdes, como a auto-ligagdo (CP-CP), ligacdo entre a CP e o ssDNA viral (CP-DNA),
além de ser a regido imunodominante. A regido C-terminal possui fungdes similares, entretanto
ndo sendo imunodominante (HARRISON; SWANSON; FARGETTE, 2002). Neste trabalho
notou-se presenca de sinal temporal mediano na porgao central da regido codificadora da CP,
nao sendo observado sinal temporal relevante nas porgdes N-terminal e C-terminal.

A proteina Rep, codificada pelo gene ac/, ¢ indispensavel para a replicacdo viral dentro
do hospedeiro vegetal, possuindo diversas func¢des, como a iniciagdo da replicagdo do DNA,
alongamento e termina¢do por meio da interacdo com proteinas virais e/ou do hospedeiro
(RIZVT et al., 2015). A regido codificadora da por¢do N-terminal possui dominios de
oligomerizagao (entre aminoacidos 120 e 182), ligacdo a DNA (entre os aminoacidos 1 e 130)
e clivagem de DNA (entre aminoécidos os 1 e 120) (RIZVIetal., 2015). J4 aregido codificadora
da por¢ao C-terminal inclui o dominio ATPase (BROWN, 2000; OROZCO et al., 1997), os
dominios Walker A e B que sdo necessarios para a atividade de ATPase (CHOUDHURY et al.,
2006), e o dominio de ligagao aos iterons (RUHEL; CHAKRABORTY, 2019). Neste trabalho
observou-se presenga de sinal temporal mediano na por¢do C-terminal da proteina Rep, apds

remocao de sequéncias recombinantes.
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CONCLUSAO

O uso da abordagem de janelas moveis permite visualizagcdo mais profunda e detalhista
da disposi¢ao do sinal temporal ao longo de genomas virais, facilitando a identificagcdo
de segmentos de sequéncias de nucleotideos com maior correlagdo entre suas datas de
amostragem e sua distancia genética.

O componente DNA-A do ToSRYV apresenta pouco sinal temporal em sua extensdo.
Haé sinal temporal moderado no DNA-A do ToSRYV na regiao codificadora da porgao
central da proteina CP.

O uso de somente uma sequéncia como representante para cada conjunto de haplotipos
gerou resultados semelhantes aos alinhamentos com sequéncias recombinantes.

A aplicagdo de uma etapa de refinamento aumentou a intensidade do sinal temporal
detectavel em todos os alinhamentos.

Eventos de recombinacdo diminuem a intensidade do sinal temporal ao longo do DNA-
A do ToSRV.

A remogdo de sequéncias recombinantes nas analises evidencia existéncia de sinal
temporal moderado no DNA-A do ToSRV na regido codificadora da por¢ao C-terminal
da proteina Rep.
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#GenBank |Local de coleta Hospedeiro Ano de coleta
AY029750 | Minas Gerais, Brasil Capsicum sp. 2000
DQ207749 |Brasil Capsicum sp. 2003
JX415188 | Goianapolis, Goias, Brasil Nicandra physalodes 2003
JF803260 Piriripau, Distrito Federal, Brasil Solanum lycopersicum 2003
JF803261 Piriripau, Distrito Federal, Brasil Solanum lycopersicum 2003
JF803263 Alexandre Gusmao, Distrito Federal, Brasil Solanum lycopersicum 2004
MT215001 | Goianapolis, Goids, Brasil Solanum lycopersicum 2004
JF803262 Goias, Brasil Solanum lycopersicum 2004
FJ824808 Brasil Capsicum annuum 2005
EU086591 | Sumaré, Sao Paulo, Brasil Nicandra physalodes 2007
JX415190 | Luziania, Goias, Brasil Crotalaria juncea 2008
JX415197 | Goianapolis, Goidas, Brasil Nicandra physalodes 2008
KC004082 | Carandai, Minas Gerais, Brasil Sida sp. 2008
KC706617 | Carandai, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC706618 | Carandai, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC706619 | Carandai, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC706620 | Carandai, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004075 | Carandai, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004076 | Carandai, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004077 |Carandai, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004078 | Carandai, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004079 | Carandai, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004080 | Carandai, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004081 | Carandai, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004083 | Carandai, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004084 | Carandai, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004085 | Carandai, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004086 | Carandai, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004087 | Carandai, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004088 | Carandai, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004089 | Carandai, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004073 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004070 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004071 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004072 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004074 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
JX415198 | Goianapolis, Goias, Brasil Solanum lycopersicum 2008
JX415199 | Goiandpolis, Goids, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004068 | Jaiba, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
KC004069 | Jaiba, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2008
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JX415193 | Luziénia, Goias, Brasil Solanum lycopersicum 2008
JX415196 | Luziania, Goids, Brasil Solanum lycopersicum 2008
JX415201 | Acreuna, Goiés, Brasil Solanum lycopersicum 2009
JX415202 | Acreuna, Goias, Brasil Solanum lycopersicum 2009
MW596530 | Cha Grande, Pernambuco, Brasil Solanum lycopersicum 2009
JX865626 Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2009
JX865627 | Vicosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2009
JX865629 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2009
JX865615 | Vicosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2009
JX865616 | Vicosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2009
JX865617 Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2009
JX865619 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2009
JX865634 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2009
JX865635 | Vicosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2009
JX865639 | Vicosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2009
JX865641 Vicosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2009
JX865618 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2009
JX865640 | Vicosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2009
KC004090 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Sida sp. 2010
JX865620 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865621 Vicosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865622 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865623 | Vicosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865624 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865625 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865628 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865630 | Vicosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865631 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865632 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865633 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865636 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865637 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865638 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865642 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865643 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865644 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865645 | Vicosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865646 | Vigcosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865647 | Vicosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865648 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865649 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
JX865650 | Vigosa, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2010
MW596522 | Capao Bonito, Sdo Paulo, Brasil Solanum lycopersicum 2011
MW596544 | Planaltina, Goias, Brasil Solanum lycopersicum 2011
MT627045 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
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MT627050 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627051 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627052 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627053 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627054 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627057 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627058 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627059 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627060 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627061 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627062 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627063 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627064 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627065 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627066 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627067 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627068 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627069 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627070 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627046 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627047 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627048 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627049 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627055 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
MT627056 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2013
KX828624 | Brasil Glycine max 2014
KX458238 | Brasil Phaseolus vulgaris 2014
MT627071 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627072 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627073 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627074 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627076 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627078 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627079 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627080 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627081 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627075 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627077 | Coimbra, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627082 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627083 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627084 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627085 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627086 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627087 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627088 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
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MT627092 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627093 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627094 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627095 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627096 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627097 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627090 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627091 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
MT627089 | Florestal, Minas Gerais, Brasil Solanum lycopersicum 2014
KY524458 | Gama, Distrito Federal, Brasil Solanum betaceum 2015
MW596587 | Capao Bonito, Sao Paulo, Brasil Solanum lycopersicum 2015
MW596588 | Capao Bonito, Sdo Paulo, Brasil Solanum lycopersicum 2015
MW596594 | Capao Bonito, Sao Paulo, Brasil Solanum lycopersicum 2015
MN156291 |Brasil Solanum lycopersicum 2015
MN156292 | Brasil Solanum lycopersicum 2015
MN156306 | Afonso Claudio, Espirito Santo, Brasil Solanum lycopersicum 2016
MW596580 | Afonso Claudio, Espirito Santo, Brasil Solanum lycopersicum 2016
MW596560 | Brazlandia, Distrito Federal, Brasil Solanum lycopersicum 2016
MN156298 | Domingos Martins, Espirito Santo, Brasil Solanum lycopersicum 2016
MW596589 | Mogi Guagu, Sdo Paulo, Brasil Solanum lycopersicum 2016
MW596590 | Mogi Guagu, Sao Paulo, Brasil Solanum lycopersicum 2016
MT214084 | Distrito Federal, Brasil Solanum lycopersicum 2016
MN156293 | Brasil Solanum lycopersicum 2016
MN156294 | Brasil Solanum lycopersicum 2016
MN156297 | Brasil Solanum lycopersicum 2016
MW596570 | Paranoa, Distrito Federal, Brasil Solanum lycopersicum 2016
MW596553 | Santa Maria de Jetiba, Espirito Santo, Brasil Solanum lycopersicum 2016
MW596572 | Sdo Jodo D'Alianga, Goids, Brasil Solanum lycopersicum 2016
MNO059848 | Venda Nova do Imigrante, Espirito Santo, Brasil Solanum lycopersicum 2016
MN156295 | Venda Nova do Imigrante, Espirito Santo, Brasil Solanum lycopersicum 2016
MN156296 | Venda Nova do Imigrante, Espirito Santo, Brasil Solanum lycopersicum 2016
MN156299 | Brasil Solanum lycopersicum 2017
MN156300 | Santa Maria de Jetiba, Espirito Santo, Brasil Solanum lycopersicum 2017
MN156301 | Venda Nova do Imigrante, Espirito Santo, Brasil Solanum lycopersicum 2017
MN156307 | Domingos Martins, Espirito Santo, Brasil Solanum lycopersicum 2018
MN156308 | Domingos Martins, Espirito Santo, Brasil Solanum lycopersicum 2018
MN156309 | Domingos Martins, Espirito Santo, Brasil Solanum lycopersicum 2018
MN156310 | Domingos Martins, Espirito Santo, Brasil Solanum lycopersicum 2018
MN156302 | Brasil Solanum lycopersicum 2018
MN156303 | Brasil Solanum lycopersicum 2018
MN156305 | Brasil Solanum lycopersicum 2018
MN156304 | Brasil Solanum lycopersicum 2018
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Tabela suplementar 2. Eventos de recombinagdo detectados no alinhamento 172N, para a

criacdo do alinhamento 124N _4+.

Event Recombinant ~ Recombinantion Breakpoints Parents Methods®*  P-value®
Initial Final Major Minor

1 MT214084 2056 2552 MW596530 Unknown RGBMCS3 4.53E-23

2 AMN156301 730 1058 MN156306 Unknown RGBMCS3 7.71E-12

3 JX865633 1072 2012 JX865643 Unknown RGBMS3 1.70E-11

4 "MW596530 3046 1168 KC706619 KY524458 MCS3  6.34E-04

~ A sequéncia recombinante pode ter sido identificada incorretamente.
2R, RDP; G, GeneConv; B, Bootscan; M, MaxChi; C, Chimaera; S, SisScan; 3, 3Seq.
b O valor de P (P-value) é relativo ao método com caractere sublinhado, sendo o menor valor de P calculado para

0 evento em questao.

Tabela suplementar 3. Eventos de recombinagdo detectados no alinhamento 172N, para a

criacdo do alinhamento 123N 1+.

Event Recombinant =~ Recombinantion Breakpoints Parents Methods®  P-value®
Initial Final Major Minor
1 MT214084 2056 2552 MW596530 Unknown RGBMCS3 4.53E-23
2 AMN156301 730 1058 MN156306 Unknown RGBMCS3 7.71E-12
3 JX865633 1072 2012 JX865643 Unknown RGBMS3 1.70E-11
4 AMN156302 2227 2370 MW596553 Unknown G 3.18E-03
5 "MW596530 3046 1168 KC706619 KY524458 MCS3  6.34E-04
6 ~NX865619 3920 4102 MT627062 Unknown G 2.36E-02

~ A sequéncia recombinante pode ter sido identificada incorretamente.
2R, RDP; G, GeneConv; B, Bootscan; M, MaxChi; C, Chimaera; S, SisScan; 3, 3Seq.
b O valor de P (P-value) é relativo ao método com caractere sublinhado, sendo o menor valor de P calculado para

0 evento em questao.

Tabela suplementar 4. Eventos de recombinacdo detectados no alinhamento 172R, para a

criacdo do alinhamento 169R_4+.

Event Recombinant  Recombinantion Breakpoints Parents Methods®  P-value®
Initial Final Major Minor
1 MT214084 1668 2131 MW596530 Unknown RGMCS3 2.25E-23

2 MN156301 504 806

MN156306 Unknown RGBMCS3 3.83E-12
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3 JX865633 820 1627 JX865643 Unknown RGBMS3 8.45E-12

~ A sequéncia recombinante pode ter sido identificada incorretamente.

2R, RDP; G, GeneConv; B, Bootscan; M, MaxChi; C, Chimaera; S, SisScan; 3, 3Seq.

b O valor de P (P-value) é relativo ao método com caractere sublinhado, sendo o menor valor de P calculado para
o0 evento em questao.

Tabela suplementar S. Eventos de recombinacido detectados no alinhamento 172R, para a
criacdo do alinhamento 157R _1+.

Event Recombinant ~ Recombinantion Breakpoints Parents Methods®*  P-value®
Initial Final Major Minor
1 MT214084 1668 2131 MW596530 Unknown RGMCS3 2.25E-23
2 "MN156301 504 806 MN156306 Unknown RGBMCS3 3.83E-12
3 JX865633 820 1627 JX865643  Unknown RGBMS3 845E-12
4 "MN156302 1834 1978 MW596553 Unknown G 1.73E-03
5 KY524458 2544 913 Unknown MW596572 MCS 4.46E-03
6 A"MT214084 2610* 3278 KC706619 MW596572 MC3 1.66E-03

~ A sequéncia recombinante pode ter sido identificada incorretamente.

* O ponto de interrupgdo (breakpoint) atual ndo é determinado.

2R, RDP; G, GeneConv; B, Bootscan; M, MaxChi; C, Chimaera; S, SisScan; 3, 3Seq.

b O valor de P (P-value) é relativo ao método com caractere sublinhado, sendo o menor valor de P calculado para
0 evento em questao.

Tabela suplementar 6. Eventos de recombinacdo detectados no alinhamento 154N, para a
criacdo do alinhamento 151N _4+.

Event Recombinant ~ Recombinantion Breakpoints Parents Methods®  P-value®
Initial Final Major Minor

1 MT214084 2056 2552 MW596530 Unknown RGBMCS3 4.53E-23

2 AMN156301 730 1058 MN156301 Unknown RGBMCS3 7.71E-12

3 JX865633 1072 2012 JX865643 Unknown RGBMS3 1.70E-11

~ A sequéncia recombinante pode ter sido identificada incorretamente.

2R, RDP; G, GeneConv; B, Bootscan; M, MaxChi; C, Chimaera; S, SisScan; 3, 3Seq.

b O valor de P (P-value) é relativo ao método com caractere sublinhado, sendo o menor valor de P calculado para
0 evento em questao.
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Tabela suplementar 7. Eventos de recombinagdo detectados no alinhamento 154N, para a
criacdo do alinhamento 133N _1+.

Event Recombinant ~ Recombinantion Breakpoints Parents Methods®  P-value®
Initial Final Major Minor
1 MT214084 2056 2552 MW596530 Unknown RGBMCS3 4.53E-23
2 AMN156301 730 1058 MN156306 Unknown RGBMCS3 7.71E-12
3 JX865633 1072 2012 JX865643  Unknown RGBMS3 1.70E-11
4 "MN156302 2227 2370 MW596553  Unknown G 3.18E-03
5 AKX458238 3046 1168 Unknown MW596530 MC 8.96E-03
6 AMT214084 3112% 4118 KC706619 MW596572 MC3 9.58E-03

~ A sequéncia recombinante pode ter sido identificada incorretamente.

* O ponto de interrupgdo (breakpoint) atual ndo é determinado.

2R, RDP; G, GeneConv; B, Bootscan; M, MaxChi; C, Chimaera; S, SisScan; 3, 3Seq.

b O valor de P (P-value) é relativo ao método com caractere sublinhado, sendo o menor valor de P calculado para
0 evento em questao.

Tabela suplementar 8. Eventos de recombinagdo detectados no alinhamento 154R, para a
cria¢do do alinhamento 151R_4+.

Event Recombinant =~ Recombinantion Breakpoints Parents Methods®  P-value®
Initial Final Major Minor

1 MT214084 1558 1998 MW596530 Unknown RGBMCS3 2.15E-23

2 AMN156301 454 747 MN156306 Unknown RGBMCS3 3.65E-12

3 JX865633 760 1521 JX865643 Unknown RGBMS3 8.04E-12

~ A sequéncia recombinante pode ter sido identificada incorretamente.

2R, RDP; G, GeneConv; B, Bootscan; M, MaxChi; C, Chimaera; S, SisScan; 3, 3Seq.

b O valor de P (P-value) é relativo ao método com caractere sublinhado, sendo o menor valor de P calculado para
0 evento em questao.

Tabela suplementar 9. Eventos de recombinacdo detectados no alinhamento 154R, para a
criacdo do alinhamento 115R_1+.

Event Recombinant ~ Recombinantion Breakpoints Parents Methods®  P-value®
Initial Final Major Minor

1 MT214084 1558 1998 MW596530 Unknown RGBMCS3 2.15E-23

2 AMN156301 454 747 MN156306 Unknown RGBMCS3 3.65E-12

3 JX865633 760 1521 JX865643  Unknown RGBMS3 8.04E-12




52

4 AMN156302 1713 1851 MW596553 Unknown G 1.64E-03
5 AKX458238 2394 847 Unknown  KX458238 MCS  4.24E-03
6 AMT214084 2394%* 3061 KC706619 MW596572 M3 8.74E-03
7 ~IX865619 360 2923 Unknown  JX865637 S3 9.74E-09

~ A sequéncia recombinante pode ter sido identificada incorretamente.

* O ponto de interrupgdo (breakpoint) atual ndo é determinado.

2R, RDP; G, GeneConv; B, Bootscan; M, MaxChi; C, Chimaera; S, SisScan; 3, 3Seq.

b O valor de P (P-value) é relativo ao método com caractere sublinhado, sendo o menor valor de P calculado para
0 evento em questao.




