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RESUMO

Virus de plantas utilizam diversos mecanismos evolutivos para gerar variabilidade
genética. Dentre esses mecanismos, a recombinacao pode ser extremamente importante,
pois acelera a evolugdo viral por meio do surgimento de novas combinagdes gendmicas.
O objetivo deste trabalho foi estimar a frequéncia de recombinagdo em genomas de
potyvirus obtidos de plantas coletadas em véarios paises e identificar sitios frequentes
“hotspots” e nao frequentes “coldspots” de recombinagdo ao longo dos genomas virais.
Sequéncias de nucleotideos correspondentes aos genomas completos de cinco espécies
distintas foram analisadas: Bean common mosaic virus, Lettuce mosaic virus, Plum pox
virus, Sugarcane mosaic virus ¢ Watermelon mosaic virus. Os genomas virais foram
obtidos do GenBank por meio da ferramanta Taxonomy Browser. Os conjuntos de dados
foram alinhados utilizando-se o modulo Muscle contido no programa Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) e os eventos de recombinagdo foram detectados
utilizando-se o Recombination Detection Program versao 4 (RDP4). Todos os conjuntos
de dados de espécies analisados apresentaram um elevado numero de eventos de
recombinacdo sugerindo que esse mecanismo contribui significativamente para os niveis
de variabilidade genética observados dentro e entre populacdes de potyvirus. A
ocorréncia frequente de recombinacdo pode resultar na ampliagdo da gama de
hospedeiros ou mesmo na suplantagdo da resisténcia de plantas. Neste contexto, o
presente estudo fornece informagdes relevantes para o nortear o melhoramento genético

de plantas hospedeiras de potyvirus.

Palavras-chave: Evolucdo, Breakpoints, Bioinformatica, Genoma viral, RNA



ABSTRACT

Plant viruses utilize a range of evolutionary mechanisms to generate genetic
variability. Among these mechanisms, recombination can be extremely important, since
it accelerates the viral evolution through the emergence of new genomic combinations.
The aim of this work was to estimate the recombination frequency in genomes of
potyviruses obtained from plants collected in several countries and to identify
recombination hot- and coldspots throughout the viral genomes. Nucleotide sequences
corresponding to full-length genomes of five distinct species were analyzed: Bean
common mosaic virus, Lettuce mosaic virus, Plum pox virus, Sugarcane mosaic virus and
Watermelon mosaic virus. Viral genomes were obtained from GenBank by using
Taxonomy Browser. The data sets were aligned using the Muscle module contained in
the Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) program and recombination
events were detected using the Recombination Detection Program version 4 (RDP4). All
species datasets showed a high number of recombination events suggesting that this
mechanism contributes significantly to the levels of genetic variability observed within
and among potyvirus populations. The frequent occurrence of recombination may result
in a wider viral host range or even in overcoming plant defenses. In this context, the
present study provides relevant information to guide the genetic breeding of potyvirus

host plants.

Keywords: Evolution, Breakpoints, Bioinformatics, Viral genome, RNA
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1. INTRODUCAO

Segundo Adams et al. (2011), a familia Potyviridae ¢ a segunda maior familia de
virus que infectam plantas. Ela contém cerca de 16% de todas espécies virais descritas
(Fauquet et al. 2005) e infecta uma ampla gama de plantas hospedeiras (mono- e
dicotiledoneas) em diversas regides do mundo. A familia ¢ composta por oito géneros:
Brambyvirus, Bymovirus, Ipomovirus, Macluravirus, Poacevirus, Potyvirus, Rymovirus
e Tritimovirus (Adams et al. 2011). A formagdo de inclusdes cilindricas em forma de
“cata-vento” no citoplasma de células infectadas ¢ uma caracteristica relevante para a
identificacao de membros pertencentes a familia (Fauquet et al. 2005; Adams et al. 2011).

O género Potyvirus inclui espécies de grande importancia econdmica e estdo
presentes em todo o mundo. Os genomas dos potyvirus sdo constituidos por uma Unica
molécula de RNA, fita simples, sentido positivo, com aproximadamente 10.000 pares de
bases (pb) encapsidada em particulas com morfologia do tipo alongada flexuosa (750 nm
x 12 nm). Os potyvirus sdo transmitidos naturalmente por afideos de forma nao-
persistente. S3o também transmitidos experimentalmente de plantas infectadas para
plantas sadias por meio da inoculagdo via extrato vegetal tamponado (inoculacdo
mecanica) ou utilizando-se preparagdes virais purificadas ou concentradas (Fauquet et al.
2005; Adams et al. 2011).

A geragdo de variabilidade genética em populacdes virais ¢ dirigida pela acao de
dois mecanismos evolutivos principais: muta¢do e recombinagdo. Em conjunto, esses
mecanismos sdo responsaveis por um grande niimero de variagdes genéticas sobre as
quais a selecdo natural pode atuar (Roossinck 1997, 2003). A mutagdo refere-se a
incorporagdo incorreta de nucleotideos durante o processo de replicagdo e representa a
principal fonte de variagdo em populacdes virais (Garcia-Arenal et al. 2003). Pode-se
especular que a maior frequéncia de mutacdo resulta em uma maior capacidade
adaptativa, incluindo-se a capacidade de infectar novos hospedeiros ou suplantar a
resisténcia genética de plantas (Roossinck 2003).

A recombinagdo ¢ uma importante fonte de variacdo, pois pode resultar em
mudangas genéticas dramaticas nas propriedades biologicas dos virus. A recombinacao
refere-se a troca de segmentos de genomas entre virus distintos durante infec¢des mistas.
Haé inimeros relatos da ocorréncia de recombinagdo em populagdes naturais de potyvirus
sugerindo um papel importante na evolugao desse grupo de virus (Revers et al. 1996;

Krause-Sakate et al. 2004; Desbiez and Lecoq 2008). Trabalhos recentes também indicam



que a recombinacdao pode estar diretamente envolvida na suplantacdo da resisténcia

genética de plantas (Feng et al. 2014).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Evolu¢do de virus que infectam plantas

A geracdo de variagdo genética ¢ essencial para todas as entidades bioldgicas
existentes, incluindo-se os virus. Quanto maior a variabilidade existente em uma dada
populagdo, maior € a sua capacidade adaptativa. Os mecanismos evolutivos de mutagao
e recombinagdo atuam sobre os genomas virais permitindo que novos virus, diferentes de
seus parentais, surjam rapidamente na populacdo (Roossinck 2003). Nesse contexto,
varios estudos t€ém sido conduzidos recentemente no sentido de se estimar a frequéncia
com que tais mecanismos ocorrem em populacdes de virus que infectam diferentes

hospedeiros, incluindo-se as plantas (Revers et al. 1996; Desbiez and Lecoq 2008).

2.1.1. Mutacao

Segundo Garcia-Arenal et al. (2003), a mutagdo ¢ o mecanismo no qual nucleotideos
sdo incorporados incorretamente aos genomas virais durante o processo de replicagio. E
considerada a principal fonte inicial de variagdes genéticas nas populacdes. A maioria das
mutagdes que ocorrem em genomas virais ndo sdo de natureza adaptativa, ou seja, na
maioria das vezes, resultam em efeitos deletérios aos virus. Porém, algumas mutagdes
podem resultar em novas propriedades biologicas como, por exemplo, a capacidade de
infectar novos hospedeiros ou suplantar a resisténcia genética de plantas (Roossinck
2003). Uma possivel explicagdo para as altas taxas de mutacdo em virus de RNA seria a
falta de atividade de correcdo de erros das replicases virais € também a rapida cinética

replicativa de genomas compostos por moléculas de RNA quimicamente instaveis.

2.1.2. Recombinacio

No decorrer do processo de replicacdo, segmentos de acidos nucleicos (DNA ou
RNA) podem ser trocados entre genomas de diferentes variantes genéticas de uma mesma
espécie viral ou mesmo entre espécies distintas em infec¢des mistas (Garcia-Arenal et al.
2003). Estudos indicam que populagdes de potyvirus sdo altamente propensas a
ocorréncia de recombinacdo (Krause-Sakate et al. 2004; Desbiez and Lecoq 2008;
Desbiez et al. 2011; Feng et al. 2014). Ao mesmo tempo, estudos relatando evidéncias de
que a recombinacdo possa estar envolvida na suplantacdo da resisténcia genética de
plantas ou mesmo na ampliacdo da gama de hospedeiros de alguns potyvirus podem ser

encontrados na literatura (Feng et al. 2014).



2.2. Familia Potyviridae

A familia Potyviridae ¢ composta por oito géneros Brambyvirus, Bymovirus,
Ipomovirus, Macluravirus, Poacevirus, Potyvirus, Rymovirus e Tritimovirus. Esses
géneros sdo definidos de acordo com o tipo de inseto vetor ¢ o relacionamento
filogenético. Membros dessa familia causam perdas economicas significativas em varias
espécies de plantas cultivadas e ndo-cultivadas (mono e dicotiledoneas) (Fauquet et al.
2005).

Os virus classificados na familia Potyviridae possuem, em sua maioria, genomas
monopartidos (gé€neros: Potyvirus, Poacevirus, Ipomovirus, Macluravirus, Rymovirus,
Tritimovirus, Brambyvirus) enquanto os virus pertencentes ao género Bymovirus sao
bipartidos. Os genomas sdao compostos por RNA de fita simples, sentido positivo,
encapsidado em particulas com morfologia do tipo alongada flexuosa. Os virions ndo sdo
envelopados e seus comprimentos variam de acordo com o género. Na extremidade 5° do
RNA gendmico encontra-se uma proteina de origem viral ligada covalentemente chamada
VPg (do inglés “Viral protein genome-linked”’) enquanto na extremidade 3" observa-se a
presenca de uma cauda PoliA (Adams et al. 2011).

Os genomas desses virus codificam uma grande poliproteina que sofre
autoprotedlise por trés proteinas virais dando origem a aproximadamente 10 proteinas
maduras (P1, HC-Pro, P3, 6K1, CI, 6K2, VPg, Nla-Pro, NIb, CP e PIPO). Todos os
membros da familia induzem a formacdo de inclusdes citoplasmaticas cilindricas em
forma de “cata-vento” durante o processo de infec¢do viral. As inclusdes citoplasmaticas
sao produzidas a partir da proteina CI. Por outro lado, somente alguns membros da familia
sao capazes de induzir a formacdo de inclusdes nucleares a partir das proteinas Nla e NIb
(do inglés “Nuclear inclusion a” e “Nuclear inclusion b”, respectivamente) (Urcuqui-
Inchima et al. 2001).

Algumas espécies dessa familia apresentam gama de hospedeiros restritas enquanto
algumas poucas sdo capazes de infectar plantas pertencentes a cerca de 30 familias
distintas. A transmissdo € realizada por varios tipos distintos de organismos. Por exemplo,
espécies pertencentes aos géneros Potyvirus € Macluravirus sao transmitidos por afideos
de forma ndo persistente. J& os membros dos géneros Rymovirus, Poacevirus e
Tritimovirus sao transmitidos por dcaros de forma semi-persistente. Membros do género

Bymovirus sao transmitidos por protozoarios que infectam raizes de plantas e pertencem
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a ordem Plasmodiophorales. Membros do género Ipomovirus sao transmitidos por

moscas brancas (Fauquet et al. 2005; Adams et al. 2011).

2.3. Género Potyvirus

O género Potyvirus ¢ o mais numeroso da familia Potyviridae, com mais de 170
espécies descritas. Em conjunto, essas espécies infectam uma ampla gama de plantas
monocotiledoneas e dicotiledoneas em diferentes regides climdaticas, causando grandes
danos econdmicos em varias culturas (Fuji et al. 2003; Fauquet et al. 2005; Mahmoud et
al. 2008; Zheng et al. 2008; Ciuffo et al. 2016). Suas particulas apresentam morfologia
do tipo alongada e flexuosa com comprimento de 680 - 900 nm e diametro variando de
11 - 15 nm. A transmissdo dos potyvirus ocorre por meio de afideos e, em alguns casos,
via sementes infectadas. Além disso, também sao transmissiveis de forma experimental
por inoculagdo via extrato vegetal tamponado (Fauquet et al. 2005).

O genoma dos potyvirus € constituido por uma unica molécula de RNA de fita
simples, com comprimento de aproximadamente 10.000 nucleotideos, sentido positivo,
apresentando uma unica ORF (fase aberta de leitura, do inglés “Open Reading Frame”)
localizada entre as regides 5’ e 3’ ndo traduzidas. O genoma codifica uma poliproteina
que apo6s processo de auto-clivagem gera 10 proteinas maduras e uma proteina adicional
fundida a proteina P3 denominada PIPO (Adams et al. 2011). A extremidade 5’ do RNA
gendmico ¢ covalentemente ligada a uma proteina de origem viral denominada VPg e a

extremidade 3’ € poliadenilada (Fauquet et al. 2005).

2.4. Espécies de potyvirus que causam doencas de importiancia econdomica

2.4.1 Bean common mosaic virus (BCMYV)

O mosaico comum do feijoeiro foi uma das primeiras viroses descritas na literatura,
e antes do surgimento de cultivares resistentes, era a doenga viral que mais causava dano
para a cultura do feijdo. A incidéncia tem variado de 50 a aproximadamente 100% devido
ao uso de cultivares suscetiveis e sementes infectadas. De acordo com o estagio da planta
na época de infec¢do, as perdas na producdo podem ser severas, chegando a 90% quando
a infec¢@o ocorre no inicio do desenvolvimento das plantas ou quando a doenca ¢ causada
por virus vindo da semente. De forma geral, o sintoma € o mosaico foliar acompanhando

as nervuras. Também ocorre diminui¢do do tamanho do foliolo, retorcimento,
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enrolamento e formacao de bolhas nas areas verde escuras quando os sintomas sao mais
severos (Kimati, H.; Amorim, Bergamin Filho, A.; Rezende 1997).

Particulas do BCMV apresentam morfologia do tipo alongada flexuosa, medindo
720 - 770 nm de comprimento e 12 - 15 nm de didmetro. O virus € transmitido via semente
que € um importante meio de introducao do virus na lavoura. Dependendo do cultivar,
estirpe do virus e estagio da planta no momento da infec¢do a porcentagem de transmissao
pelas sementes pode variar de 3 a 95% (Kimati, H.; Amorim, Bergamin Filho, A.;

Rezende 1997).

2.4.2. Lettuce mosaic virus (LMYV)

No Brasil, dentre os virus que causam mosaico ¢ mosqueado na alface o agente
causal de maior importancia ¢ o Lettuce mosaic virus. Devido ao intercambio
internacional de sementes, este virus encontra-se disseminado por todo o mundo. De
forma geral, os sintomas mais frequentes sdo mosqueado, mosaico e clareamento de
nervuras. O LMV apresenta particulas com morfologia alongada flexuosa, medindo
aproximadamente 730 nm de comprimento por 13 nm de diametro. A disseminacao do
LMV 4 longa distancia ocorre por meio de sementes infectadas com uma taxa de
transmissao relativamente baixa e ha variagao entre cultivares e dentro de cultivares. O
LMYV pode ser transmitido por pdlen e pelo 6vulo ou por afideos de maneira ndo

persistente (Kimati, H.; Amorim, Bergamin Filho, A.; Rezende 1997).

2.4.3. Plum pox virus (PPV)

O PPV apresenta particulas alongadas flexuosas, medindo cerca de 750 nm de
comprimento por 12 nm de didmetro. Seu genoma ¢ constituido por uma molécula de
RNA com aproximadamente 9740 nucleotideos incluindo-se as regides 3'UTR e 5'UTR.
Os sintomas mais frequentes causados pelo PPV em hospedeiros suscetiveis sdo manchas
verde claras nas folhas, anéis ou linhas cloréticas que se tornam necrdticas com o tempo.
Também ocorre clareamento das nervuras e distor¢do foliar. Os frutos apresentam
manchas ou anéis que tendem a desaparecer quando o fruto estd maduro, além disso
apresentam baixo teor de agucar, queda prematura e ma formacao (Garcia et al. 2014). A
transmissao ocorre por meio de enxertia, sementes infectadas e afideos (Kimati, H.;
Amorim, Bergamin Filho, A.; Rezende 1997). Embora nao haja relatos desse virus no
campo, pois ele ndo ocorre naturalmente em fruteiras no Brasil, ha relatos em materiais

infectados importados do Chile, com isso ¢ de grande importancia que os cuidados
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devidos sejam tomados para que ndo haja introducdo deste patdogeno em territorio

nacional.

2.4.4. Sugarcane mosaic virus (SCMYV)

Uma das doengas mais comuns nos paises canavieiros ¢ o mosaico da cana de
acucar. No Brasil, na década de 1920, graves epidemias de mosaico ocorreram o que
levou a substitui¢do das variedades suscetiveis por materiais resistentes. A resisténcia
varietal, fertilidade do solo, incidéncia, presenga de outras doencas e proximidade da
fonte de in6culo sdo algumas caracteristicas que vao interferir nas perdas causadas por
SCMV. Ja houve relatos de perdas na produgdo variando de 46 até 86%. Os sintomas
mais comuns sdo mosaico e subdesenvolvimento das touceiras. Variedades extremamente
suscetiveis podem apresentar colmos com sintomas de riscas e estrias deprimidas que
podem progredir até a necrose do tecido subepidérmico, com isso o encurtamento dos
entrenods ¢ acentuado. O virus também ataca o milho, sorgo e capim massambara, pois
apresentam estirpes que atacam numerosas gramineas. O SCMV ¢ transmitido por um
grande niimero espécies de pulgdes (Kimati, H.; Amorim, Bergamin Filho, A.; Rezende

1997).

2.4.5. Watermelon mosaic virus (WMY)

O WMV ¢ encontrado em todas as regides produtoras de cucurbiticeas. WMV pode
infectar espécies de 27 familias de plantas, dentre elas leguminosas, malvaceas,
quenopodiaceas e ornamentais, além de cucurbitaceas (Fauquet et al. 2005). Os sintomas
induzidos pelo WMV sdo, mosqueado, mosaico, rugosidade e deformagdo foliar, além
disso as plantas afetadas apresentam reducdo na produtividade e na qualidade dos frutos.

A transmissao desse virus ocorre por afideos e a transmissdo via semente ainda nao
foi relatada. O SMV pode sobreviver no campo em plantas hospedeiras infectadas do
plantio anterior ou espécies alternativas suscetiveis (Kimati, H.; Amorim, Bergamin

Filho, A.; Rezende 1997).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao das sequéncias genomicas virais

Conjuntos de dados compostos por genomas completos de cinco espécies de
potyvirus (Bean common mosaic virus, BCMV; Lettuce mosaic virus, LMV; Plum pox
virus, PPV; Sugarcane mosaic virus, SCMV e Watermelon mosaic virus, WMV) foram
analisados neste estudo. Os genomas foram obtidos do GenBank por meio do Taxonomy

Browser (NCBI).

3.2. Alinhamentos multiplos de sequéncias
Os genomas completos referentes a cada uma das espécies virais foram alinhados
separadamente utilizando-se o0 modulo Muscle (Edgar 2004) implementado no programa

Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) (Kumar et al. 2016).

3.3. Detecc¢ao de recombinacio

Os conjuntos de dados alinhados foram analisados para a presenca de segmentos
recombinantes por meio do programa Recombination Detection Program versdo 4
(RDP4) (Martin et al. 2015) no qual estdo incluidos sete métodos distintos para detec¢ao
de recombinag¢do: RDP (Martin and Rybicki 2000), GENECONYV (Padidam et al. 1999),
Chimaera (Posada and Crandall 2001), MaxChi (Smith 1992), BootScan (Martin et al.
2005), SiScan (Gibbs et al. 2000), 3Seq (Boni et al. 2007). Graficos nos quais foram
plotados os sitios de recombinacdo detectados em cada um dos conjuntos de dados
também foram construidos utilizando-se 0 RDP4. O numero de sitios de recombinac¢ao
foi contabilizado em janelas méveis de 200 nucleotideos ao longo de todos os genomas
virais. Somente eventos detectados por mais de trés métodos de andlise foram

contabilizados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Deteccio de recombinacio em genomas completos do BCMV

Nos 64 genomas completos do BGMYV analisados neste estudo foram detectados 63
eventos de recombinagdo (Tabela Al). Todos os sitios de recombinacgdo detectados nesse
conjunto de dados foram plotados em um grafico (Figura 1) por meio do uso do RDP4. E
possivel observar que houve uma distribui¢ao uniforme dos sitios de recombinagdo; em
outras palavras, ndo foram observados sitios frequentes de recombinacdo ao longo dos
genomas do BCMYV, indicando que ndo hé regides de maior propensdo a ocorréncia de
recombinacao.

Em um estudo conduzido na Oregon State University (EUA) foi realizada a
caracterizacdo biologica e molecular de dois novos isolados de campo do BCMV
coletados no ano de 2011 em plantas de feijoeiro apresentando mosaico e
subdesenvolvimento (Feng et al. 2014). Ap6s o sequenciamento completo dos genomas
virais, e posterior analise em softwares para detec¢ao de recombinacgio, foi observado que
ambos os isolados apresentavam uma origem recombinante. Interessantemente, esses dois
novos isolados foram capazes de suplantar a resisténcia genética conferida pelo gene bc-
2. Os resultados apresentados no estudo nio somente indicaram que a recombinagdo atua
sobre genomas do BCMV, mas também que sua ocorréncia ¢ capaz de ampliar a
capacidade adaptativa viral por meio da suplantacido de genes de resisténcia (Feng et al.

2014).

L1 e Breakpoint number
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-- Global 58% confidence limit

4.500001

2.25000F

Breakpoints per 200 nt windeow

0.00000f- | "

! L I
1 2511 s022 7536 10045

Nuclectide postion in relation to Ky'057338.1_Bea

Figura 1. Mapa de densidade de sitios de recombinagdo (“breakpoints”) detectados em
genomas alinhados do BCMV.
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4.2. Deteccao de recombinacio em genomas completos do LMV

Um total de 11 eventos de recombinagdo foram detectados ao longo de 32 genomas
completos do LMV (Tabela A2). Similar aos resultados obtidos nas anélises realizadas
para o BCMYV, nao foi detectada nenhuma regido nos genomas do LMV com maior
propensao a ocorréncia de sitios de recombinagao (Figura 2).

Isolados recombinantes do LMV tém sido relatados ocorrendo naturalmente em
condi¢des de campo (Krause-Sakate et al. 2004). Foi identificado um isolado que,
posteriormente, foi denominado LMV-Tn2, produto da recombinagao entre duas estirpes

do LMV (LMV-Common e LMV-Most) transmitidas via sementes.

B Breakpoint number

— Local 95% confidence interval
— Local 98% confidence interval
000D - — mm e e e e — Global 5% confidence limit
-- Global 99% confidence limit

2.00000F

1.00000

Breakpoints per 200 nt window

0.00000} ;

1 1 1
1 2520 5040 7561
Nucleotide positien in relation to KF268958.1_Let

1
10079

Figura 2. Mapa de densidade de sitios de recombinagdo (“breakpoints”) detectados em
genomas alinhados do LMV.

4.3. Detecciio de recombinacio em genomas completos do PPV

Um total de 51 eventos recombinagdo foram detectados ao longo de 133 genomas
completos do PPV (Tabela A3). Neste caso, também ndo foram observadas regides
gendmicas com maior propensdo a ocorréncia de sitios de recombinagdo, estando estes
distribuidos uniformemente ao longo dos genomas virais (Figura 3).

Um total de quatro isolados do PPV coletados na Republica da Latvia foram
molecularmente caracterizados (Glasa et al. 2011). Dos quatro isolados, dois
apresentaram evidéncias de recombinacdo em duas regides distintas do genoma. Andlises
mais detalhadas indicaram a presenca de dois eventos independentes, ja que apresentavam
como parentais isolados de diferentes estirpes do PPV. No mesmo trabalho, a
variabilidade genética dos quatro isolados foi determinada. Os autores atribuiram os altos
niveis de variabilidade genética encontrados, pelo menos em parte, a ocorréncia frequente

de recombinagao (Glasa et al. 2011).
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Figura 3. Mapa de densidade de sitios de recombinagao (“breakpoints”) detectados em
genomas alinhados do PPV.

4.4. Deteccio de recombinacio em genomas completos do SCMV

O conjunto de dados referente ao SCMV, composto por 92 genomas completos do
virus, apresentou 13 eventos de recombinagdo (Tabela A4). Similar aos resultados obtidos
para outros potyvirus analisados neste estudo, nenhuma regido gendmica com maior
propensao a ocorréncia de sitios de recombinacao foi detectada (Figura 4).

Trabalhos anteriores sugerem que a recombinagdo ¢ o principal mecanismo
evolutivo envolvido na emergéncia de estirpes do SCMV (Zhong et al. 2005; Padhi and
Ramu 2011). Esses trabalhos indicam que varios eventos de recombinacao detectados em
genomas do SCMV tém como virus parentais individuos de outras espécies
(recombinagdo interespecifica). Além disso, os eventos de recombinacdo detectados
apresentaram pelo menos um dos breakpoints localizado na regido que compreende a
sequéncia codificadora das proteinas 6K1-VPg-NIaPro-NIb (Padhi and Ramu 2011).
Esses resultados contrastam com aqueles apresentados no presente estudo, ja que ndo foi
detectado nenhum “hotspot” de recombinagdo ao longo dos genomas analisados. Uma
provavel explicacdo ¢ que o conjunto de dados analisado aqui envolve um niimero de
sequéncias muito maior do que aquele analisado nos trabalhos anteriores. Além disso, no
presente trabalho foi aplicada uma metodologia estatistica para determinagdo dos sitios
de recombinac¢do. Por outro lado, as conclusdes dos trabalhos nos quais foram observados
sitios frequentes de recombinacdo em genomas do SCMV sdo baseados em observagdes

visuais sem uma abordagem estatistica sistematica.

17



B e Breakpoint number

— Local 95% confidence interval
— Local 85% confidence interval
§.00000F — Global 95% confidence limit
- - Global 98% confidence limit

4.00000F

2.00000F

Breakpoints per 200 nt window

0.00000 . . .

1 2304 4788 Tie4 9578
MNucleotide position in relation to JX047431.1_Sug

Figura 4. Mapa de densidade de sitios de recombinacdo (“breakpoints”) detectados em
genomas alinhados do SCMV.

4.5. Detecciao de recombinacio em genomas completos do WMV

Nos 85 genomas do WMV analisados neste estudo foram identificados 56 eventos
de recombinagdo (Tabela AS5). Mais uma vez, ndo houve maior predisposi¢ao de uma
regido especifica do genoma a ocorréncia de sitios de recombinacao (Figura 5).

Em um trabalho abrangente foram caracterizados mais de mil isolados de WMV
coletados entre os anos de 2004 e 2010 na Franga (Desbiez et al. 2011). Apesar do grande
nimero de genomas analisados, somente sete recombinantes foram detectados. Neste
mesmo estudo, os isolados recombinantes foram comparados a isolados nao
recombinantes. Contrario as evidéncias obtidas em outros trabalhos que estudaram a
recombinagdo em potyvirus, nenhum dos isolados recombinantes foi mais adaptado do
que os isolados ndo recombinantes. Nesses experimentos, a gama de hospedeiros e a
capacidade de transmissdo por afideos vetores de isolados recombinantes foi similar a de

isolados nao recombinantes (Desbiez et al. 2011).
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Figura 5. Mapa de densidade de sitios de recombinacao (“breakpoints) detectados em
genomas alinhados do WMV.
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados neste estudo, conclui-se que a recombinagao
ocorre frequentemente nos genomas das espécies de potyvirus analisadas. Entretanto, ndo
houve evidéncia do acimulo de sitios de recombinagao em regides especificas, sugerindo
uma distribui¢do uniforme ao longo do genoma.

Devido ao grande nimero de eventos de recombinagdo encontrados em alguns
conjuntos de dados de espécies, espera-se que a capacidade adaptativa desses virus seja
alta. De fato, trabalhos publicados ao longo dos ultimos 15 anos indicam que alguns
eventos de recombinagdo sdo capazes de modificar profundamente as caracteristicas
bioldgicas de alguns virus, ampliando sua gama de hospedeiros e/ou suplantando as

respostas de defesa das plantas.
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ANEXOS

Tabela Al. Eventos de recombinagdo detectados no conjunto de dados referente ao BCMV.

Bean common mosaic virus

Recombingtion Parental
Breakpoints
Event  Begin End Recombinant Minor Major Methods P- value

1 1* 1838 DQ666332  KT175569 Unknown RGBMCS3 5.39 X 10°1%
2 0* 2772 KF919299  KF919300 KT175569 RGBMCS3 7.61 X 10!
3 434 1290 KJ645793 Unknown KF919297 RGBMCS3 1.16 X 10712
4 21%* 2241 AAJ312438  KC832502 AJ312437 RGBMCS3 7.47 X104
5 0* 2141 AKT175569 KMO023744 Unknown RGBMCS3 3.33 X 107!
6 968 1662 HG792064  KF919300 KT175569 GBMCS3 4.18 X 107
7 2561 3397 HG792064  KF919298 KU896809 RGBMCS3 7.95 X 107
8 4965 5758 HG792064  KF919300 KU896809 RGBMCS3 1.13 X 1078
9 8197 9007* HG792064  KF919300 KU896809 RGBMCS3 7.08 X 1077
10 1297 6359* AKJ807802  KJ807804 KJ807801 RGBMCS3 1.04 X 1077

KMO051426 KMO051431 KMO051430

KJ807800 KJ807803 KMO051429
11 9301 10003* AKF919300 KT175568 Unknown RGBMCS3 3.10X 10”7

KJ645793 Unknown

KF919298 Unknown

KF919297 Unknown

GQ219793 Unknown

AY863025 Unknown
12 125% 6021 ~KJ807806  KJ807803 KJ807810 RGBMCS3 1.65X 107!
13 6731 9370 ~KF919299  KT175568 Unknown RGBMCS3 1.53 X 10

KY057338

AHO015028

KU896809

KT175570

KT175569

KM023744

KF114860

HG792064

EU761198

AY112735
14 9429* 10053* AKT175568  Unknown KU896809 RGBMCS3 2.90 X 10
15 3153 5273 AAJ312438  AJ312437 Unknown RGMCS3 3.90 X 1076
16 5% 6260* AKJ807803  KJ807804 KJ807805 RGBMCS3 4.15X 1078

KMO051431 KM051430
17 2053 2707 AY863025 DQ666332 KF919300 RGMCS3 8.00 X 10736
18 5* 1139* AKJ807800  Unknown KJ807802 GBMCS3 1.02 X 10732
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KMO051426 Unknown
19 99 493 AKC832501  Unknown KC832502 RGBMCS3 2.54 X 107
NC 003397
AYS575773
AJ312437
20 7090 8974 AKJ807821 KJ807820 KJ807819 RGBMCS3 1.14 X 10%
21 117* 4825 AKJ807821 Unknown KJ807819 RGBMCS3 1.29 X 107
22 959 4825 AKJIB07815 Unknown KJ807818 RGBMCS3 6.16 X 10738
23 494%* 1073 AKC832501  KP903372 AYS575773 RMCS3 292X 1028
24 3348 5293 K(C832502 AJ312437 KT175568 RGBMCS3 3.33 X 102®
25 4553 5680 KJ807816 KJ807810 KJ807818 RGMCS3 1.14X10%
26 2145% 7922%* KJ807805 KJ807801 KJ807807 RGMS3 1.11 X107
27 3354 5557 KJ807814 KC478389 KJ807809 RGMCS3 5.54 X 102!
28 7468 10053* KJ807801 KJ807802 KMO051429 GMCS3 6.77 X 102!
29 6683 10053* AKJ807809  KJ807810 KJ807812 RGBMCS3 4.93 X 102°
30 1555 3854 AKJ807810  KJ807801 Unknown RGMCS3 1.54X 10"
31 559 4761 AKJ807812  KJ807801 Unknown RGBMCS3 1.00 X 107"
KJ807809  KMO051430
32 1314 2070 ~KC832502 K(C832501 KT175568 RGMCS3 1.37X 107"
AJ312438 AYS575773 KY057338
33 5292%* 6795%* AKT175570 KT175568 KC832502 RGBMCS3 247X 10"
34 3252 3984 KJ807809 KJ807804 KJ807812 RGBMCS 6.47X 107"
35 15% 524 AKF919298  Unknown KJ807805 RGBMCS 3.70 X 107"
KF919300 KMO051430
KF919297 KMO051429
GQ219793 KMO051428
36 5853 7235%* KJ807808  KMO051429 KJ807804 RGBMCS3 1.26X 10713
37 1277 2865 AAJ312437  KMO051429 Unknown RGBMCS3 5.70 X 10713
NC 003397 KMO051430 Unknown
KC832501 KMO051428 Unknown
AY575773 KMO051427 Unknown
38 4849 7204%* AKJI807819 Unknown KJ807817 RMCS3 540X 107"
39 425% 2720 AKU896809  Unknown KJ807818 RBMCS3 3.08 X 1072
KY057338 KMO051430
AHO015028 KMO051429
KT175570 KMO051428
KT175569 KMO051427
KT175568 KMO051425
KM076650 KJ807819
KM023744 KJ807817
KF114860 KJ807816
EU761198 KJ807801
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AY112735 KJ807799
DQ666332 KC478389
40 8166 9181 AKT175568 KC832501 KP903372 RGMC3 3.08 X 1072
AHO015028 AYS575773
KT175570
KT175569
KMO023744
KF114860
KF919299
HG792064
EU761198
AY112735
41 5379 8142 AKJ807812  KJ807811 Unknown RGMC3 123X 10!
42 6022%* 6992 ~KJ807806  Unknown KMO051429 RMC3 1.54 X 107!
KJ807810 Unknown KMO051430
KJ807809 KMO051428
43 813* 5852%* AKJ807815  KJ807808 KJ807817 RGMC3 2.00X 1071
44 7096* 8754 AKJ807802  Unknown KMO051429 RMC3 2.06 X 1010
KMO051426 KMO051430
KJ807801 KMO051428
KJ807800 KMO051427
45 1291 2074%* AKP903372  Unknown KJ807801 RMCS3 1.54X 10"
KU896809 Unknown KMO051430
KT175568 Unknown KMO051429
KF114860 Unknown KMO051428
46 685%* 1129 AKJ807818  KJ807814 KJ807821 RGBMCS3 8.40 X 10
KJ807819
KJ807817
KJ807816
47 50%* 684* AKJ807814  KJ807816 KJ807820 RGBMCS3 3.90 X 10
48 2471 5853 AKJ807804  KJ807820 KMO051429 RMC3 7.71 X 10°%
KJ807815 KMO051430
KJ807812 KM051428
KJ807811 KMO051427
KJ807809 KMO051425
KJ807808 KJ807801
KJ807807 KJ807799
KJ807806
KJ807803
KJ807802
KJ807800
49 5977 6643* AKJ807809  Unknown HG792064  RMC3 9.96 X 10°1°
KMO051430  Unknown KU896809
KMO051429 KT175568

24




KM051428

KMO051427

KMO051425
KJ807821
KJ807820
KJ807818
KJ807817
KJ807816
KJ807815
KJ807814
KJ807812
KJ807811
KJ807805
KJ807804
KJ807802
KJ807801
KJ807800
KJ807799

KF114860

50

2248*

2727

~AJ312438

KF439722

K(C832502

RMCS3

2.65X 10

51

8844

9454*

AKIB07819

KJ807820

KJ807818

RBMC3

4.26 X 107

52

2242

2736

AKP903372
HG792064

Unknown
Unknown

KM980459
KJ508092

RBMCS3

1.50 X 107

53

3233

4064

KJ807820

KJ807821

KJ807811

RBMS

1.31 X 1077

54

1*

180*

AKC832502

KT175570

KYO057338

RGMCS3

9.36 X 1078

55

314%*

811

AKJB07808
KJ807811
KJ807807
KJ807805
KJ807804
KJ807803

KC478389

KJ807802
KMO051430
KMO051429
KMO051428
KMO051427
KMO051425

RMCS3

1.13X 10%

56

7902

8814

AKJB07814

KJ807820

Unknown

RGMCS3

1.50 X 10

57

7918

10083 *

K(C832502

AYS575773

KP903372

RMCS3

8.80 X 10

58

6257

6687

~KC832502

Unknown

KMO023744

RMCS3

4.07 X 10%

59

2203*

2722

KT175569

Unknown

KM980459

RCS3

4.14 X 107

60

895

1120

~KJ807821
KMO051430
KM051429
KM051428
KMO051427
KM051425
KJ807820
KJ807812
KJ807811
KJ807810

Unknown

AJ312438
K(C832502

RMCS3

6.16 X 10712
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KJ807808
KJ807807
KJ807806
KJ807805
KJ807804
KJ807803
KJ807802
KJ807801
KJ807799
KC478389

61

2497* 3334

KJ807811
KJ807807

KJ807800 KJ807801

KMO051430

RGMCS

9.42 X 10°%

62

1664* 2104*

"HG792064
KY057338
AHO015028
KM023744
EU761198
AY112735

Unknown

KJ807804

MCS3

3.05 X 10"

63

1381%* 5976*

AKI807820

KJ807810 Unknown

RMCS3

1.56 X 101

Tabela A2. Eventos de recombinac¢do detectados no conjunto de dados referente ao LMV.

Lettuce mosaic virus

Event

Recombinant
Sequence

Begin End

Recombinant

Parental

Minor

Major

Methods

P- value

—

3054* 9994 *

KJ161179

X97704

KJ161182

RBMCS3

2.32X 107

504 2323

AKJI161183
KJ161184

KJ161175

KJ161177

RBGMCS3

2.50X 10°%°

3426* 10039

KJ161176

Unknown

KF268955

RGMCS3

1.15X 102!

6718 9372%*

AKJ161181
KJ161180

Unknown
Unknown

KJ161177

RBMCS3

6.08X 10714

1260* 3301

AKI161182
KJ161181
KJ161180
KJ161179

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown

AJ278854
KF268955
KF268954
KJ161173

RMCS3

1.08X 10°1°

3210 6191

AKJ161173
KF268955
KF268954
KJ161182
AJ278854

KJ161193
KJ161192
KJ161191
KJ161187

KJ161177
KJ161184
KJ161183

RBMCS3

1.12X 1077

N I o) Wie) Wie)Nie ) Nie NN LV, BNV, BNV, IR0, I JE - SN LS B E \O I\

4406 7781

KJ161172

Unknown

KJ161187

RMCS3

2.72X 1078
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8 7986 8882 AKF268956  Unknown KJ161188  RMC3 5.44X 10
9 1% 2180 AX97705tu  X97704 KJ161193 RGBMCS3  8.26X 107
9 NC 003605 KF955619 KJ161192
10 136 1706 AKF955619  Unknown  X97704  RMCS3 6.01X 10
11 1260 3120 ~KJ161177  Unknown KJ161173 RMC3 1.42X 107
Tabela A3. Eventos de recombinagdo detectados no conjunto de dados referente ao PPV.
Plum pox mosaic virus
Recombination Parental
Breakpoints
Event  Begin End Recombinant Minor Major Methods P- value
1 690 1429% AY912055  FM955843 HG916862 RGBMCS3 +00X10
121 X 10
2 1% 2686 AHF674399  Unknown HF585101 RGBMCS3 o
1.82X 10
3 3261 4005* HF585099  JQ794501 AJ243957 RGBMCS3 2
793 X 10
4 1263* 8448 AKM273015  AY953264 EU734794 RGBMCS3 i
LN614587  LT600782
KF472134  LT600781
HG964686  LT600780
HG964685  LT600779
IX013532  KU508427
JQ794501  KP998124
GU474956  KU948432
GU461889  LT158756
AY028309  KRO028387
EUI17116  KR028386
223X 10
5 1526 2686 AEU734794  Unknown AJ243957 RGMCS3 It
349X 10
6 2242 5348 HG916860  HG916861 LN852400 RGBMCS3 It
7 617 1616 HGO16860  HG916861 LN852400 RGBMCS3 222X 10
6.81 X 10
8 7196 7955 HG916860  HG916861 LN852400 GBMCS3 o
9 6237 7223 AHG916859  HGO16857 HG916861 RGMCS3 20X 1V
10 12% 179 HGO16863  HG916859 HGO16862 RGBS3 =>4 X 10
11 413 792 ALT158756  LN614587 KR028386 RGBMS3 2'5503( 10
12 1263* 2754 AKF472134  AJ243957 LT600779  RMC3 5'25()? 10
LN614587 M92280 LT600782
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KM273015 LT600781
HG964686 LT600780
HG964685 KR028387
JX013532 KR028386
JQ794501 GU461890
GU474956
GU461889
AY028309
EU117116
13 555* 1086* HF585101 M92280 HF585100 RGB3 9'200?3( 10

Tabela A4. Eventos de recombinagdo detectados no conjunto de dados referente ao SCMV

Sugarcane mosaic virus

Recombingtion Parental
Breakpoints
Event  Begin End Recombinant Minor Major Methods P-value
1 0* 2806 JX047423 JX047394  JX047425 RGBMCS3 1.18X107%¥
2 7280 9574%* I1X047427 JX047410 JX047394 RGBMCS3 4.06X 107%%
JX047428 KY006657 J1X047428
IX047422 IJX047421
IJX047421 IX047404
IJX047420 JX047399
IX047419 IX047397
JX047418 JX047395
IX047417 JX047393
3 4452 7279* IX047417 JX047410  JX047394 RGBMCS3 1.51X 1071
4 5529 9640* KP860936 KF744391 AM110759 RGBMCS3 8.40X 104!
KP772216 KF744390 JX185303
KP860935 EU091075
5 5047 9487* "AY 149118  JX047393 KR611107 RGBMCS3 7.54X 102!
KR611114 JX047384 KR611110
KR611106 KR611113 KR611108
AF494510 KR611105 AMI110759
6 25% 1425 AKT895080  JX188385  AJ278405 RGBMCS3 7.05X 1072
KT895081 KF744392 KR108212
30* 3279 AY569692 AJ297628  JX047421 RGBMCS3 3.70X 10 *°
4939 9596* ~JX047399 AJ297628 GU474635 RGBMCS3 8.27X 107
IX047404 JX047393  EU091075
IX047397 IJX047384
9 8409 9344 GU474635 JX188385 EU091075 RGBMCS3 1.81X 1072
10 1850 5137 NIX047395 AJ310105 JX047393 RGBMCS3 9.20X 104
JX047428 JX047384
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IX047427 KR611113

IX047423 KR611112

IX047422 KR611111

JX047421 KR611107

JX047420 KR611105

JX047419 NC 003398

JX047418 AY042184

JX047417 AJ297628

JX047394

AY569692
11 8130 9584 JX047421 JX047427 JX047394 RGMS3 1.19X 10

JX047428 JX047410  JX047395

JX047420  KY006657 JX047393

JX047418 JX047384
12 365% 1940 AY042184  Unknown KR611105 RGBMCS3 5.68X 10%
13 4665%* 8507 AAM110759  EU091075 Unknown RGBMCS3 1.85X 10 53

KR611114  KR611109  Unknown

KR611107 Unknown

KR611106 Unknown

KP772216 Unknown

KP860936 Unknown

KP860935 Unknown

AY 149118 Unknown

AF494510
14 0* 3517 AJX185303  Unknown KR611109 RGBMCS3 5.60X 103

KR611110  Unknown EU091075

KR611108 Unknown
15 7939 8215 KT895081  KF744392 AJ278405 RGBMCS3 2.01X 103!

KT895080  KF744391 KR108213
16 3740 4189 AY042184  AF494510 AJ297628 RGMCS3 1.34X 1028
17 340 1701%* KR611109 KR611105 Unknown RGBMCS3 1.38X 107

EU091075  JX047393

GU474635  JX047384
18 3122% 7942 AKR611112  Unknown KR611105 RGBCS3 1.08X 10?7
19 6403 8814 AKR108213 KR108212 Unknown RGBMCS3 8.53X 102
20 1791 3592 KR611111  AJ297628 KR611106 RGBMCS3 9.77X 103
21 0* 460%* AJX047421 Unknown  JX047428 RGBMCS3 2.99X 102
22 5155 8133 AJX047409  Unknown  JX047426 RGBMCS3 1.07X 10?7

JX047408 IX047430
23 2814 4105 KR108212  KR108213 AJ278405 RGBMCS3 1.07X 10 2°
24 8214* 9576%* JX237863 Unknown  JX237862 RGMCS3 1.84X10°'®
25 1324 4631%* "KP860936  AY149118 JX047399 RBMCS3 4.17X10%
26 1962% 3572% AGU474635  1X047399 KP860936 RBMCS3 4.92X 107"
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EU091075 JX047404 AY149118
27 3661 4189 AAF494510  JX047397 Unknown RGMCS3 3.26X 107"
28 7530* 9576* JX047407 JX047406  JX047385 RGBMCS3 1.25X 10
29 4190* 4616 AY042184 JX047399  AJ297628 RGBMCS3 5.39X 107
30 8787 9596* AAJ310105  AM110759 Unknown RGMCS3 6.54X 107
31 8819* 9424* AKR108213  Unknown KR108212 RMC3  2.05X 102
32 753 1343 KR108213 KR108212 JX237863 RGBMCS 4.97X 107
33 5754 8906 NIX047431 Unknown  JX047425 RGMCS3 1.02X 10!
34 5337 8208 AKY006657  JX047423  JX047410 RMCS3  1.02X 10!
35 1928 4515* AKR611107  AM110759 KR611105 MCS3 1.02X 10!
36 4807 5489 ~"KR108213  KR108212 Unknown RGBMCS3 2.60X 1071
37 9309 9577* AJX047410  AJ310103  JX047430 RGBMCS3 1.02X 10!

JX047428 AJ310104 JX047431

IX047427 AJ310102  JX047429

1X047422 IX047426

JX047421 IX047425

JX047420 IX047424

JX047419 IX047416

JX047418 IJX047415

IX047417 IX047414

KY006657 JX047413
38 452 1849* AIX047395  HMI133588  JX047393 MCS3  4.69X 107"

JX047428 JX047384

IX047427 KR611113

IX047422 KR611111

JX047421 KR611105

JX047420 NC_ 003398

IX047419 AJ297628

JX047418

JX047394
39 7360 8369 AY569692  AY149118 JX047394 RGMCS 3.12X10%
40 3425 1953* AKR611106  JX047399 KR611109 RMCS  5.74X 107
41 596 853 AF494510 AJ297628 AY149118 RGMC3 7.54X 10°%
42 7704 8147 JX047395 KR611111  JX047394 RGMCS3 3.22X 10
43 7961 8164* NX237863 Unknown  JX237862 RGMS  4.17X 10
44 1857* 2006 AJX047428  KP860936 KF744390 RGBMCS 5.93X 107

IX047427 AY149118 KF744392

JX047423 AF494510 KF744391

JX047422  AM110759 JX188385
45 8957 9140%* JX047417 AJ310103  JX047400 RGM3  4.65X 107

JX047428 AJ310104  JX047430

IX047427 AJ310102  JX047429

JX047422 IX047426
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JX047421 IX047425
JX047420 IX047424
JX047419 JX047423
IJX047418 JX047416
JX047410 JX047415
KY006657 IX047414
46 5888* 7175 NIX047431 JX047423  JX047410 RGBCS3 8.68X 107!
47 1198 1844%* JX047421 JX047394 EU091075 RGCS 221X 1071
48 4024 5681%* JX047431 Unknown  JX047400 MCS3 1.97X 1079
49 51% 886 NIX047417 JX047393 AY149118 MCS3 1.66X 10°1°
JX047428 JX047384
JX047427  NC _ 003398
I1X047422 AJ297628
JX047420
JX047419
JX047418
50 3577 4541% AJX047399  Unknown KR611109  MCS3 295X 10°%
IX047404 EU091075
IX047397 GU474635
51 8385 8584 ~AJ310104  KR611111  KY006657 RGS3 2.42X 1079
AJ310103 JX047393  JX047430
AJ310102 IX047384  JX047429
Tabela AS. Eventos de recombinagdo detectados no conjunto de dados referente ao WMV.
Watermelon mosaic virus
Recombinant Parental
Event  Begin End Recombinant Minor Major Methods P- value
1 6105 10047%* JF273469 EU660581 JF273461 RGBMCS3 5.99X 107120
2 0* 1619 KU240095 KU240110 KU240107 RGBMCS3 7.98X 107"
KT992084 KT992093  KT992085
KT992078 KT992091 KT992081
KT992072 KT992087  KT992070
3 5322 10032%* NF273467 EU660586 JF273464 RGBMCS3 8.33X 10719
4 184 5436 NF273468 EU660581  EU660583 RGBMS3 1.89X 10’
JF273466 JF273466
JF273465 JF273465
5 0* 2772 ~EU660579 EU660580  AY437609 RGMCS3 3.00X 10°
6 1702%* 4424 KT992072 KU240106  KT992083 RGBMCS3 1.40X 108
7 0* 3958 AEU660582 EU660580  AY437609 RGBMCS3 4.72X 10
JF273459 NC 006262
JF273458 EU660588
EU660589
8 16* 3794 AEU660587 EU660578  EU660588 RGMS3 1.97X 10
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9 0* 2182 EU660584 EU660580  AY437609 RGMCS3 1.54X 10
10 4170 9997* A"EU660578 AY437609 EU660580 RGBMCS3 3.79X 1078

JF273462 NC 006262

EU660590 EU660588
11 22% 3844 JF273461 EU660580  EU660588 RGBMCS3 2.06X 10777

JF273469 NC 006262

EU660590 AY437609
12 0* 1340 ~KT992080 KT992069  KT992089 RGBMCS3 2.23X 107

KT992090

KT992088

KT992086

KT992075

KU240103

KU240098

KP164988
13 0* 2442 AB218280 EU660580  AY437609 RGMCS3 4.42X 107!
14 88 7878 NF273464 EU660581 EU660583 RGBMS3 7.16X 10%
15 3497 9725% KT992080 KT992089 KU240110 RGBMCS3 8.70X 10
16 0* 1291 "HQ384216 Unknown KU240109 RGBMCS3 1.49X 102

KX512320 KU240108
17 6022%* 7373 JX079685 Unknown DQ399708 RGBMCS3 3.15X 10*
18 0* 1402 ~KT992069 KU240108 Unknown RGBMCS3 1.29X 10
19 5314 9892* AKU240108 EU660586  KT992082 RGBMCS3 4.59X 10

KT992090 JF273463 KT992093

KT992088 KT992091

KT992086 KT992087

KT992075 KT992079

KU240109 KT992076

KU240103 KT992074

KU240098 KU240110
20 8950 10041* JF273458 JF273460 JF273459 RGMCS3 9.94X 10%
21 8962 10040* JF273461 EU660586  EU660579 RGBMCS3 3.68X 10!
22 5470 6117 EU660587 EU660580 EU660588 RGBMCS3 5.97X 1074
23 4631 7583 ~KT992069 KU240110 Unknown RGBMCS3 2.42X 10738
24 8328 9803* AKU240102 KT992081 Unknown RGMCS3 4.01X 103

KT992093 KT992092 Unknown

KT992091 KT992085 Unknown

KT992087 KT992083 Unknown

KT992084 KT992077 Unknown

KT992082 KT992072 Unknown

KT992079 KT992070

KT992078 KT992068

KT992076 KU240107

KT992074 KU240100

KU240110 KU240097
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KU240105 KU240096
KU240104 KU240094
KU240101
KU240099
KP100058
25 4048* 10004* AKT992089 Unknown KT992070 RGBMCS3 2.85X 1078
KT992080 Unknown KT992085
26 540 1599 AKMS597070 EU660581 Unknown RGMCS3 1.66X 10
KM597071 JF273467 Unknown
27 5868* 7839 AKU246036 JF273463 KT992074 RGBMCS3 3.88X 107!
JF273468 EU660586  KT992093
JF273466 KT992091
JF273465 KT992087
EU660583 KT992082
28 1981 5408* NF273460 KU240108 JF273463  RGMCS3 9.77X 10
KM597070 KU240109  EU660586
FJ823122 KU240102
EU660585 JF273467
29 8050 10047* KT992073 EU660586  KT992092 RGBMCS3 1.03X 10
KT992071 JX079685 KT992085
AB369278 JF273463 KT992083
30 8612 10045%* AEU660588 EU660580  AY437609 RBMCS3 1.53X 10
EU660587 KC292915 NC 006262
31 3893 4961 NX079685 Unknown DQ399708 RGBMCS3 1.39X 102
32 1057 2562 AKT992092  DQ399708  KT992070 RMCS3  9.43X 10
KT992083 JX079685 KT992089
KT992077 KT992085
KU240100 KT992081
KU240096 KT992068
33 5784* 9044 AEU660581 EU660586  KU240106 RGBMCS3 1.39X 10
KT992084 JF273463
KT992078
KU240102
KP164988
KM597071
KM597070
FJ823122
JF273469
JF273464
JF273460
HQ384216
EU660585
34 2536 5778* KP164988 EU660581  KT992082 MCS3  3.65X 10°%
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35

5611

5950*

KF274031

DQ399708

Unknown

RGMCS3

6.65X 102

36

2635

4032*

AKT992069

Unknown

KT992089

RGMCS3

2.48X 102!

37

94%

3996

~DQ399708

EU660588

JF273463

RMC3

2.74X 107"

38

1914

5717

AKX512320

KU240110

JF273463

RMCS3

1.09X 1071

39

3918

5782%*

AKM597071

KM597070
FJ823122
JF273460
EU660585
EU660581

AB218280

NC 006262
AY437609
EU660584
EU660579

Unknown
Unknown

RMCS3

7.71X 1071

40

539*

3892%*

NX079685

JF273463
DQ399708
EU660586

Unknown
Unknown

KU240096
KT992092
KT992085
KT992083

MCS3

7.21X 1073

41

104*

904

KX512320
HQ384216

Unknown
Unknown

EU660581
JF273467

RGBMS3

2.54X 10

42

2486*

4143

~KU240096

KT992092
KT992083
KT992077
KU240100

KT992073

KT992071
AB369278

KT992070

KT992085
KT992081
KT992068
KU240107

RGMCS3

8.37X 101

43

814

1823

AKU240109

KT992093
KT992091
KT992090
KT992088
KT992087
KT992086
KT992084
KT992082
KT992080
KT992079
KT992078
KT992076
KT992075
KT992074
KT992069
KU240110
KU240108
KU240106
KU240105
KU240104
KU240103
KU240102
KU240101
KU240099

Unknown

Unknown
Unknown

EU660581
JF273467

RMCS3

1.12X 10713
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KU240098

KP164988
KP100058
EU660583
44 3874 7338 A"AB218280  KU240105 EU660580 RMCS3 1.20X 104
NC 006262  KT992093  KT992073
JF273462 KT992091  KT992071
JF273461 KT992087  KT992070
JF273459 KT992082  KT992068
JF273458 KT992079  KU240107
AY437609  KT992076  KU240097
EU660590 KT992074  KU240095
EU660589  KU240110 KU240094
EU660588 KU240106 KC292915
EU660587  KU240104
EU660584  KU240101
EU660582  KU240099
EU660579 KP100058
EU660578
45 47% 1056* AEU660580  KT992073  Unknown  RMCS3  9.12X 1072
K(C292915 KT992071  Unknown
46 8529 9560 ~AKU240106  AY437609  EU660583 RMCS3  1.84X 107!2
47 7012 7262%  AKMS597070  AY437609  JF273468 RGBMCS3 3.34X 10"
KM597071 JF273463
EU660586
48 4783 5024 KM597071  EU660580 EU660587  GMS3  2.88X 10
49 21% 610 ~AKU240100  Unknown JF273460 RMCS3 5.21X10%
KT992092 Unknown FJ823122
KT992089 Unknown EU660585
KT992085
KT992083
KT992081
KT992077
KT992070
KT992068
KU240107
KU240097
KU240096
KU240094
50 1771 1843* ~"KU240095  AY437609  KT992073 RGC3  3.83X 10
KT992085  NC_006262 KT992071
KT992081 HQ384216  AB369278
KT992070 EU660588
KT992068
KU240107
KU240097
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KU240094

51 1936%* 2304 ~KT992073 EU660586 Unknown RGBMCS3 1.36X 10°1°
KT992071 Unknown
AB369278 Unknown
52 1101%* 1285 ~KT992081 EU660580  KT992073 RGS3 1.04X 10"
KT992089 KC292915  KT992071
KT992085 AB369278
KT992070
KT992068
KU240107
KU240097
KU240094
53 7250 8468* ~KT992092 Unknown EU660580 MCS3 1.85X 108
KT992085 Unknown KC292915
KT992083 Unknown
KT992081 Unknown
KT992077 Unknown
KT992073 Unknown
KT992072 Unknown
KT992071 Unknown
KT992070 Unknown
KT992068 Unknown
KU240107 Unknown
KU240100 Unknown
KU240097 Unknown
KU240096
KU240095
KU240094
54 92%* 692%* AKU240102 KT992076  EU660583 RGBMCS3 1.01X 10
KT992088 KT992093
KT992086 KT992091
KU240109 KT992087
KU240108 KT992082
JF273468 KT992079
JF273467 KT992074
JF273465 KU240110
JF273464 KU240106
EU660581 KU240105
55 4251 5436* JF273465 EU660583 JF273464 RGMCS 2.42X 107"
56 8466* 9598* ~X079685 EU660586  KU240095 RGMCS3 3.40X 10
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